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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini saglayan sistemdeki bozulma
sebebiyle hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi, ¢evre dokulara yayilmasi ve organlarda
metastaz yapmasiyla karakterize olan bir hiicreler hastaligidir. Tirkiye’de beyin
tiimorleri, en sik goriilen kanserler arasindadir. Beyin tiimdrlerinin etiyolojisi
konusunda kesin bir sonuca ulasilabilmis degildir. Travma, hormonal faktorler, ¢evre
ve genetik faktorler 6nemle iizerinde durulanlardir. Diinya saglik orgiitii gliyomlari
Klinik ve histolojik fenotiplerine dayanarak 4 grupta smiflandirmustir. 1. ve II. derece
gliyomlar diisiik seviye, II1. derece gliyomlar yiiksek seviye ve oldiiriicii, IV. derece
gliyomlar ise glioblastoma multiforme olarak belirtilmistir (Moore ve Zhang, 2010).
I. ve Il. derecedeki gliyomlar cerrahi operasyon ve/veya uzun klinik tedavi siireci
sonrasinda 1iyilestirilebilmektedir. Yiiksek dereceli gliyomlar ise hizli c¢ogalma,
yayilma, 6ldiriictiligiin artmasi gibi daha agresif klinik 6zellikler tagir. Glioblastoma
multiforme en sik goriilen primer beyin timdri olup, bilinen en hizli seyirli ve
6liimciil tiimdrlerdendir. Erkeklerde daha sik goriiliir. Tan1 sonrasi ortalama sagkalim
bir yildan azdir ve son 10 yildir bu siirede 6nemli bir ilerleme olmamustir. (Greenlee
ve ark., 2000; Buckner, 2003; Costa ve ark., 2013). Beyin tiimoérlerinde standart
tedavi prosediirii cerrahi tedaviye ilaveten radyoterapi ve kemoterapidir (Eroglu ve
ark., 2008). IV. derece gliyom olan glioblastoma multiforme ileri derecede fenotipik
degiskenlik ve hiicre heterojenitesi sergiler. Radyoterapiye daha az duyarlidir ve
kemoterapiye yiiksek derecede direnglidir. Cerrahi operasyon sonrast siklikla
tiimoriin tekrarlandig1 goriliir. Mevcut tedavi stratejileri bu etkili timoriin 1yilesmesi

icin yeterli degildir (Chistiakov ve Chekhonin, 2012).

Beyin tiimorlii hastalarda cerrahi girisim, ana tedavi yontemlerindendir. Cevre
dokulara biiyiik oranda yayilim gésteren ve/veya beyinin hayati bolgelerine yakin
olan tiimorlerde norolojik hasara yol a¢gmaksizin tiimériin tamamen ¢ikarilmasi
nadiren miimkiin oldugundan, bu vakalarda ¢ogunlukla kismi operasyon
yapilmaktadir. Radyoterapi lokalizasyon nedeni ile veya operasyon riski gibi

timoriin alinamadig1 vakalarda, tiimore yonelik primer tedavi yontemi olarak



kullanildig1 gibi; timoriin kismen ¢ikarildigi olgularda da, adjuvan tedavi olarak

uygulanmaktadir.

Beyin tiimorlerinde iyi aktiviteye sahip ve sik kullanilan ajanlardan bazilari
temozolomid, karmustin, prokarbazin, nitroziireler, lomustin ve vinkristindir.
Hidroksiiire, siklofosfamid, platin analoglari, 6-tioguanin ve 5-florourasil daha az
siklikta kullanilir.  Adjuvan olarak genellikle prokarbazin ya da karmustin
monoterapisi ya da PCV (prokarbazin, lomustin [CCNU], vinkristin) ile
kombinasyon tedavisi uygulanmistir. Fakat istenilen diizeyde etkinligi olmadig1 icin
rutin tedavide kullanilmalar1 beklenen dl¢iide olmamistir (Walker ve ark., 1978). Bu
nedenle tiimdr hiicrelerine seciciligi yliksek olan ve timorii tamamen yok eden yeni

terapotik stratejilerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Kan beyin bariyeri (KBB), beyin tiimérlerinin kemoterapisinde 6nemli bir sorun
olusturur. Kan beyin bariyeri, beyinde hemostazi saglamak iizere, beyni kanda
dolagan zararli maddelerden ve toksinlerden korurken, gerekli besinlerin gegisine
izin veren yar1 gecirgen bir sistemdir (Giiltiirk ve ark., 2007; Gentry ve ark., 1999).
Kemoterapi ajanlarinin diflizyonu yavag bir siire¢ oldugundan, kan beyin bariyeri
bozulmus olsa bile, kemoterapide kullanilan ilaglarin ¢ogu yine de merkezi sinir

sisteminde yeterli doku konsantrasyonlarina ulasamaz.

Arastirmamizda beyin tiimorlerinin en oOldiriicii tiirii olan glioblastomanin
kemoterapisinde kullanilmak {izere, primer ve sekonder beyin tiimdrlerinde yararl
olacagi yapilan faz calismalari ile kanitlanmis, ancak kan-beyin bariyerinden
gecemeyen bir kemoterapotik ajan olan pemetreksetin  farmasdtik nanopartikiil

formiilasyonlarinin hazirlanmasi planlanmistir.

Son yillarda yapilan caligmalar, glioblastomada miR-21’in artan ekspresyonunun
timdr baskilayici yolaklar etkileyerek gliyom hiicrelerinin ¢ogalmasini sagladigini,
oldirticiiligiinii, kemoterapi ve radyoterapiye direncini artirdigini géstermistir. MiR-
21’in spesifik antisens oligoniikleotidlerle inhibisyonu, kemoterapédtik ajanlarin

glioblastoma hiicrelerine sitotoksik etkilerinin artmasmi saglamistir. Bu tez



calismasinda, pemetrekset igeren nanopartikiil formiilasyonlarina anti-miR-21

oligoniikleotidinin de ilave edilmesiyle etkinliginin artirilmasi amaglanmaktadir.

1.1. Kan Beyin Bariyeri

Kan ve beyin arasinda secici gecirgen bir bariyer oldugu ilk kez 1880 yilinda Paul-
Ehrlich tarafindan bulunmustur. 1900’de Lewandowsky, kan ve beyni ayiran
mekanik bir membran oldugunu bazi intravendz uygulanan ilaclarin santral sinir
sistemindeki etkisini azalttigini belirtmistir. Goldman, 1909 ve 1913’te beyin ve
omurilik dokusunu boyamak tizere tripan mavisi uygulamistir ve serebrospinal sivi
ve beyin arasinda boyle bir bariyer olmadigini gostermistir. Ferritin ve horseradish
peroksidazla yapilan elektron mikroskopu calismalar1 kan beyin bariyerinin bitigik
beyin endotel hiicreleri arasindaki siki baglarda lokalize oldugunu gostermistir

(Zlokovic 2008).

Beyin

Kapiller
endotel
hiicresi

\9_. -‘l Klaudinler 7' i

Endotel hiicresi Endotel hiicresi

Sekil 1.1. Kan beyin bariyeri ve siki kavsaklarin yapisi (Chou ve Messing, 2008)



Serebral mikrodamarlar 4 hiicreden olusur. Bunlar; endotel hiicreleri, perisitler
(damar c¢eperinin dis tabakasindaki hiicreler), astrositler, endotel hiicrenin ndronal
uyarilmasini saglayan hiicrelerdir (Giiltiirk ve ark., 2007). Kan beyin bariyeri beyine
gecisi hem fiziksel (siki baglantilar), hem de metabolik bariyerler (enzimler)
vasitasiyla engeller (Zlokovic 2008) (Sekil 1.1). Kan beyin bariyerini olusturan
endotel hiicrelerinde yer alan siki kavsaklar, kan ve beyin hiicreler arasi sivisi
arasinda molekiillerin gecisini engelleyen siirekli bir hiicresel membran olusturur.
Siki kavsaklar, kavsak kompleksine katkida bulunan birgok periferal proteinle
birlikte {i¢li membran proteini olarak adlandirilan klaudin, okludin ve kavsak
adezyon molekiilinden olusur (Zlokovic 2008). Endotel ve epiteldeki siki
kavsaklarin molekiilleri i¢in yap1 olusturucu ya da baglayici olarak kabul edilen
birgok periferal protein, kavsak hiicresi membranmna bitisik stoplazmik plak
olusturur. Plak proteinleri, siki kavsak kompleksinin bir pargasidir ve guanilat
kinazlar1 (ZO-1 (220 kDa), ZO-2 (160 kDa) ve ZO-3 (130 kDa)) igerir. Diger plak
proteini miyozin benzeri olan ZO kompleksine ve sitoskeletonun F-aktinine baglanan
cingulindir (140 kDa) (Begley ve Brightman, 2003).

Kan beyin bariyerini olusturan endotel hiicrelerinde yer alan siki kavsaklar endotel
hiicreleri arasinda yiiksek bir elektrik direnci olusturmakta ve potansiyel terapotik
ajanlarin penetrasyonunu engellemektedir. Bu elektrik direnci diger dokularda 3-33
Q/cm? iken kan beyin bariyerinde 1500-2000 Q/cm? dir. Bu endotel hiicrelerinin
arasinda bosluklar1 yoktur, pinositik aktiviteleri azdir, viicuttaki diger kapiler endotel
hiicrelerinden daha ¢ok sayida mitokondriye sahiptir ve metabolik aktiviteleri
yiiksektir (Oldendorf, 1977, Giiltiirk ve ark., 2007; Brasnjevic ve ark., 2009; Visser
ve ark., 2005). Serebral endoteldeki enzimatik bariyerler kan beyin bariyerinden
gecen ¢ogu coziinen madde ve ilact metabolize etme yetenegine sahiptir. Bariyerler
aktif faz 1 (sitokrom P450, flavine bagli oksijenazlar, monoamin oksidazlar,
rediiktazlar, hidrolazlar) ve faz 2 (konjuge edici enzimler, sulfotransferazlar, GSH-
transferazlar, UDP-glukuronozil transferazlar) enzimlerine sahiptir (Begely, 2003).
Beyin kapilerine spesifik bir¢ok enzim vardir. y-glutamil transpeptidaz (y-GTP),

alkalen fosfataz ve aromatik asit dekarboksilaz gibi enzimler serebral



mikrodamarlarda yiiksek konsantrasyonda bulunurken, néral olmayan kapilerlerde ya
¢ok azdir ya da hi¢ bulunmazlar. Endotelin luminal yiiziinde y-GTP ve alkalen
fosfatazin bulunmasi ve endotelin abluminal kisminda Na*-K*-ATPaz ve sodyuma
bagli nétral amino asit tasiyicisinin gorev yapmast endotelin membran yiizeyine

polar 6zellik kazandirir.

KBB, kandan beyinin ekstraseliiler ¢evresine bilesiklerin gegisini engellemektedir.
Kiiciik molekiillii etkin maddelerin % 98’1 KBB’den gecemezken, biiyiik molekiilli
etkin maddelerin neredeyse tamami: KBB’den gecemez (Jaypraka ve ark., 2009). Bir
etkin maddenin kan beyin bariyerinden gegebilmesi i¢in; lipitte ¢Oziiniir olmasi,
fizyolojik pH’da non-iyonize olmasi, diisilk molekiil agirligina sahip olmasi, serum

proteinlerine diisiik oranda baglanmasi gerekmektedir (Tiirk ve ark., 2007).

1.1.1. Kan Beyin Bariyerinden Gec¢is Mekanizmalari

Kan beyin bariyerinden geg¢is mekazimalar1 Sekil 1.2°de sematize edilmistir.

Hilcre gigit  Pasif  Taguao Tagiync Reseptdr  Adsorptif

difizyon aracihgeri  aracih aracil endositoz
akig 2els endositoz
@< o0 @ © @ "o
1} 1 *
\ | X
1

Lipidde v
A4 gozilnen

Lipidde gozimen  arafifilik Glukoz Transferrin -~ Histon

polar olmayan maddeler  Aminoasitler Insitlin Avidin

gozinenler Arainler Leptin Katyonize alburain
Nitkleozidler Sitokinler
IMonokarboksilatlar Viriisler
Kigitk peptidler

Sekil 1.2. Kan beyin bariyerinden gegis mekanizmalari



Hiicre gogii

Normal fizyolojik kosullarda santral sinir sistemine lenfosit gegisi ¢cok diisiiktiir ve
kan beyin bariyeri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Buna karsilik santral sinir
sisteminin enflamasyonu durumunda (multiple skleroz gibi) dolagimdaki lenfosit ve
monositler/makrofajlar kolayca kan beyin bariyerini gecer ve inflamasyon, 6dem ve
miyelin tabakasinin kaybma yol acarlar. Immiinositler santral sinir sistemi

endotelinden paraseliiler ve transeliiler olarak ge¢ebilmektedir (Begley, 2003).

Pasif difiizyon
Basit diflizyon ¢oziinen maddelerin rastgele hareketlerine dayanan bir siirectir. Bazi
lipofilik maddeler (alkol, narkotikler, antikonviilzanlar) endotel hiicre membranindan

pasif olarak difiize olup santral sinir sistemine gegebilir (Begley, 2003).

- Transeliiler (hiicre i¢i) yol: Lipidde ¢oziinen ajanlarin difiizyonla gegisi
- Paraseliiler (hiicreler arasi) yol: Suda ¢o6ziinen maddelerin ¢ok az miktarda

difiizyonla gecisi

Tasvyict aractl geri akig

ATP baglayici kaset tasiyicilari (ABC), P-glikoprotein (Pgp), coklu ilag direnci
gosteren protein (MRP), multi-spesifik organik anyon tasiyicist (MOAT) ve gogiis
kanserine direngli proteinin (BCRP), ¢ogu bilesigin santral sinir sistemi digina geri
tasinmasindan ve c¢oklu ila¢ direncinin olugmasindan sorumlu geri akis
mekanizmalari oldugu diistiniilmektedir. ABC tasiyicilar1 substratlarin konsantrasyon
farkina kars1 hareketi i¢in enerjiyi saglayan ATP’yi hidroliz etme yetenegine sahiptir.
KBB’den gecemeyen bir¢ok etkin maddenin P-glikoprotein i¢in substrat olabilecegi
soylenmistir. P-glikoprotein, koroid pleksusun apikal yilizeyinde ekspresse olan en
onemli ABC tasiyicisidir.  Cok sayida etkin maddenin beyine girigini engeller

(Pardridge, 1997; Tahara ve ark., 2011).



Tasiyici aracil gegis

Kan beyin bariyeri, besin ve endojen bilesikler igin c¢esitli tagima sistemlerine
sahiptir (glukoz, aminoasit tasiyan sistemler gibi). Kan beyin bariyerinde bulunan
besin ve endojen bilesikleri tasiyan sistemler ile pasif ya da aktif gecis
saglanmaktadir. Bu yolla monokarboksilatlar, heksozlar, amino asitler, niikleozidler,

glutatyon ve kiigiik peptidler gibi bazi polar maddeler taginmaktadir.

Adsorptif endositoz

Adsorptif aracili endositoz sistemleri, makromolekiiliin pozitif yiiklii grubuyla
negatif yiiklii plazma membrani arasindaki elektrostatik etkilesime dayanir. Anyonik
bolgeler, glikoproteinlerin sialik asit kalintilarina bagli olarak beyin kapilerlerinin
luminal yiizeyinde yer alir. Adsorptif aracili endositoz sistemleri kullanilarak etkin
maddelerin aktif hedeflendirilmesi katyonize albumin i¢in gerceklestirilmistir

(Beduneau ve ark., 2007).

Reseptor aracili endositoz

Reseptor aracili endositoz sistemleri, KBB’nin luminal memraninda yer alan spesifik
reseptorlere (transferrin, insiilin reseptorii) ligant baglanmasi ile gergeklesir. Beyine
aktif maddelerin verilisinde kullanilan reseptdr aracili endositoz sistemleri hem
endojen hem de simerik ligantlara dayanir. Insiilin, transferrin, folik asit, beyin ve
timor hiicreleri i¢in yliksek affiniteye sahip endojen ligantlardandir. Biyouyumlu
olmalart ve immiinojenik olmamalari avantajlaridir. Transferrin, bir ya da iki demir
atomunu tasiyabilen monomerik bir glikoproteindir. Beyin kapiler endotelinde ve
beyin tiimor hiicreleri gibi hizli cogalan hiicrelerin yilizeyinde ¢ok fazla ekpresse olur.
Insiilinin yar1 émriiniin kisa olmasi, yiiksek konsantrasyonda hipoglisemi yapmasi

gibi dezavantajlar1 vardir (Beduneau ve ark., 2007).



1.1.2. Kan Beyin Bariyerinden Gegcisi Artirmaya Yonelik Stratejiler

Kan beyin bariyerinden geg¢isi artirmaya yonelik kullanilan stratejiler Cizelge 1.1°de

gOsterilmistir.

Cizelge 1.1. Kan beyin bariyerinden gegisi artirmak iizere gelistirilen stratejiler

KBB’nin Permeabilitesini

Farmakolojik Stratejiler Fizyolojik Stratejiler | Artirmaya Yonelik
Stratejiler

- Yagda ¢oziiniirligii artirmak - Simerik peptid - KBB’nin osmotik

- Prodrug verilisi teknolojisi acilmasi/yikimi

- {lag tastyic1 sistemlerin kullanimi1 | - Merkezi sinir

- KBB’ye gegisi sinirlayan sisteminde yer alan

proteolitik enzimlerin ve/veya geri | tasiyici Sistemlerin

akis pompalarinin inhibisyonu kullanimi

Yagda ¢oziiniirliigii artirmak

Maddelerin lipofilikligi ile merkezi sinir sistemine permeabiliteleri dogru orantilidir.
Kiiciik boyutlu, hidrofilik maddelerin hidrofobik analoglari KBB’den daha kolay
penetre olur (Brasnjevic ve ark., 2009). Molekiil agirhigi 400 Daltondan kii¢iik
oldugunda lipofilikliginin artirilmasinin permeabiliteyi artirdig: belirtilmistir (Gentry
ve ark., 1999). Lipofiliklik, hidrojen baglanma potansiyelinin indirgenmesi ya da
lipofilik gruplarin eklenmesi ile artirilabilir. Metilasyon, etkin maddelerin hidrojen
baglanma potansiyelini azaltabilir, bdylece membran diflizyonunu artirir. Etkin
maddelerin halojenasyonu, lipofilikligi ve KBB’den gegisi artirabilir. Bu baglamda
enkefalin analoglarinin halojenasyonu, konjuge halojene bagli olarak (Cl, Br, F, 1)
KBB’den ge¢isi ve analjezik etkiyi onemli derecede artirmistir. Lipofilikligin
artirilmas1 tek basina yeterli olmamis, beklenmeyen sonuglarla karsilagilmistir.
Molekiillerin lipofilikliginin artirilmasi ile plazma proteinlerine baglanma ve dagilim
hacmi artmigtir, farmakokinetik parametreler etkilenmistir (Patel, 2007).
Barbitiiratlarda oldugu gibi sitokrom P450 enzimi ile bloke olma hizi da artmistir.
Sonug¢ olarak hem lipofilikligin hem de biyodoniisiimiin optimize edilmesi

gerekmektedir.




Prodrug verilisi

Prodruglar biyolojik olarak aktif bilesiklerin kimyasal modifikasyonuyla olusan
inaktif bilesikleridir. Etkin maddenin suda ¢oziinen KBB’yi ge¢meyi engelleyen
kisimlar1 lipidde ¢6ziinen prodrug haline doniistiirilmektedir (Brasnjevic ve ark.,
2009). Prodruglar genelde modifiye gruplarin hidroliziyle tek basamakta aktif
formuna doniistir. Prodrug metodolojisinin  6nemli smirlamalar1 vardir. Artan
lipofiliklige paralel olarak diger dokularin aliminda istenmeyen artis goriilmektedir.
Segiciligin az olmasi, reaktif metabolitlere doniisiimiin ¢ok olmasi, prodrug halinde

hazirlanan etken maddelerin terapotik indeksini siklikla daraltmaktadir.

Ilac tasiyict sistemlerin kullanimi

KBB’den gegis i¢in miseller, lipozomlar, nanopartikiiller, emiilsiyonlar gibi kolloidal
ilag tasiyicilar1 kullanilmaktadir. Bu tasiyicilar ile etkin maddenin hiicrelere,
dokulara spesifik verilisinin yan1 sira hedef bolgede aciga ¢ikisi kontrol edilebilir. Bu
sekilde ilacin uygulanma sikligi ve yan etkileri azaltilabilir. Etkin maddenin
fizikokimyasal oOzellikleri maskelenerek etkinligi, biyolojik membrandan gegisi,
biyoyararlanimi artirilabilir. Etkin madde enzimatik par¢alanmaya kars1 korunabilir.
Ilag tasiyici sistemin bir birimi birgok aktif molekiilii hapsedebilir. Bu, bir hedefleme
grubu ile reseptor basina yiiksek miktarda etkin madde verilisini saglar (Kabanov ve
Batrakova, 2004; Jatariu ve ark., 2010). Sistemik yolla enjekte edilen bu tastyicilar
biyopargalanabilir ve biyouyumlu olmali, immiinojenik olmamali ve kanda stabil
olmalidir (Beduneu ve ark., 2007; Celia ve ark., 2011).

Proteolitik enzimlerin ve/veya geri akis pompalarinin inhibisyonu

Beyin tarafindan alim ayni1 zamanda plazmadan ve beyinden atilim hizlarinin
azaltilmasiyla da artirilabilir. Bu, proteolitik enzimlerin ve/veya geri akis pompasinin
aktivitesinin inhibe edilmesi ya da by-pass edilmesi ile saglanabilir. Geri akis
pompalarinin aktivitesinden kag¢mmmak {izere geri akis pompalarina spesifik
inhibitorler gelistirilip substratlarin merkezi sinir sistemine girisi artirilmakta ya da
etkin maddelerin geri akis pompalari ile reaksiyona girmeyen analoglar

diizenlenmektedir (Pardridge, 1997). Etkin maddelerin beyine penetrasyonunu
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artirmak icin geri akis pompalarinin substratlarina etkilesiminin  ve/veya
spesifikliginin azaltilmasi amaciyla poli(etilenglikol) (PEG) konjugasyonu yapilmasi,
ilag tasiyici sistemlere enkapsiilasyon ya da pluronik blok kopolimerlerinin
kullanilmas1 arastirllmis, ilag geri akis sistemlerinin inhibisyonuna katkida

bulunduklar1 belirtilmistir (Kabanov ve Batrakova, 2004).

Pegilasyon, protein, peptid ya da peptid olmayan bir molekiiliin PEG zincirleriyle
modifikasyonu olarak tanimlanabilir. PEG polimeri toksik, immiinojenik ve antijenik
olmayan, suda yiiksek oranda ¢dziinen ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onayli bir polimerdir. PEG-konjugasyonu birgok avantaj saglar. PEG
etkisiyle olugan sterik engel immiin sistem tarafindan taninmay1 engelledigi igin
viicutta etkin maddenin kalis siiresinin uzamasi ile daha az siklikta ilag verilisi
saglanir. Metabolik enzimlere karsi stabilite artar, parcalanma azalir. Protein
immiinojenisitesi azalir ya da ortadan kalkar. Pegilasyon bu o6zellikleri nedeniyle
ozellikle peptid ve proteinlerin terapdtik kullanimini artirdiklart igin ilag verilisinde

onemli rol oynamaktadir.

Pegilasyon ile farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikleri farkli olan, biyolojik
aktivitesi ayni kalan molekiiller olusur. Bu islemde bir PEG polimeri hedef
molekiiliin amino, tiyol, hidroksi ya da amid gruplarina baglanir. Olusan konjugat
daha biiyiik molekiiler agirliga sahip olup, bobrekten ve retikuloendotelyal sistemden
temizlenmesi gecikir ve bdylece viicuttaki yar1 dmrii uzar. Pegilasyon koruyucu bir
kilif etkisi yaratir ve bu da molekiiliin hem tripsin ve kimotripsin gibi cesitli
proteazlar ve niikleazlar ile yikilmasini, hemde molekiiliin antijenitesini engelleyerek
immiinojenitesini azaltir. Boylece yeni molekiiliin farmakolojik aktif formunun yari
Oomrii uzar. Molekiiliin yar1 démriiniin uzamasi ile ilacin uygulanim araliklari uzatilip,
hastalarin ilag tiikketimlerinde uyum sorunu azaltilabilir (Reddy, 2000). Dalli zincirli
PEG molekiiliiniin termal ve pH stabilitesi daha yiiksek olup, lineer PEG yapilarina
gore dalli zincirli PEG molekiilii proteolitik degredasyona daha direnclidir (Harris ve
ark., 2001). Nanopartikiillerin PEG ile kaplanmas1 sonucu polimer zinciri tarafindan
olusturulan sterik engel sayesinde saklama sirasinda partikiil agregasyonu azalir,

partikiillerin stabilitesi artar (Mandal ve ark., 2013).
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Simerik peptid teknolojisi

Etkin maddelerin beyine simerik peptid teknolojisiyle verilisi reseptor aracili
endositoz yolu ile gergeklesir. Tasiyict vektoriin, bagli oldugu hiicre reseptoriiniin
yiizeyi ile etkilesimi vasitasiyla simerik peptid endotel hiicrelerin luminal plazma
membranina baglanir. Baglanma sonucunda kompleks endositozla alinir. Simerik
peptid beyin ekstraseliiler sivisina geger. Etkin madde ve tasiyict vektor arasindaki
bag enzimler tarafindan pargalanir ve etkin madde serbest kalarak beyin hiicresindeki
spesifik reseptoriiyle etkilesir. Aktif maddelerin simerik peptide baglanmasi avidin-
biotin teknolojisiyle kolaylastirilir. Aktif madde monobiotinlenir ve bir flakonda
formiile edilir. Diger yandan streptavidin monoklonal antikora stabil kiikiirt-eter
bagiyla konjuge edilir. Enjeksiyondan once 2 flakon igerigi simerik peptid
olusturmak tiizere karistirilir. Avidinin biotine yiiksek affinitesi nedeniyle

biotinlenmis ilag hizlica konjuge olur (Pardridge, 2005).

Merkezi sinir sisteminde yer alan tasiyict sistemlerin kullanimi

Merkezi sinir sisteminde peptid tasiyict sistemler, heksoz tasiyici sistemler,
aminoasit tasiyic1 sistemler, niikleosid tasiyict sistemler gibi ¢ok sayida tasiyici
sistem vardir. Beyine etkin madde gegisini artirmak {izere bu tasiyicilardan
yararlanmak potansiyel stratejiler arasindadir. Etkin maddeleri endojen besinlere
(aminoasitler, heksoz, niikleozidler) benzetmek iizere fizikokimyasal ozelliklerini
modifiye etmek bir segenektir. Endojen maddeleri KBB’yi gegmek iizere fizyolojik

tastyici olarak kullanmak diger bir secenektir.

KBB ’nin osmotik a¢iimasi/ytkimi

KBB’nin permeabilitesini artirmak iizere KBB’nin osmotik ag¢ilmasi/yikimi
saglanabilir. Bu amagla mannitol ya da arabinozun hiperozmotik ¢ozeltisi karotis
artere enjekte edildikten sonra endotel hiicrelerinin su kaybederek biiziilmesi sonucu
KBB’nin hizlica agilmasi saglanir. Béylece birkag saatlik zaman periyodunda normal
olarak KBByi gecemeyen maddeler serbestce difiize olabilir (Jaypraka, 2009).

Serebral lenfoma ve merkezi sinir sistemi tiimorlerine sahip hastalara kemoterapotik
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ajanlarin verilisi i¢in KBB’nin ozmotik ag¢ilmasi basarili bulunmustur. Bu teknigin
kullaniminin dezavantajlar1 permeabilite artis1 ile karsilagilan sorunlar ve yan
etkisinin fazla olmasidir (nobetler, var olan norolojik hastaliklarin  gegici
siddetlenmesi, gegici norolojik bozukluklar, beyin 6demi v.b.) (Brasnjevic, 2009).
Hipertonik ¢ozeltilerin intrakarotid artere infiizyonu ile deney hayvanlarinda felg ve

ndropatolojik degigsmeler goriilmiistiir (Pardridge, 1997).

1.2. Kan Beyin Bariyerinden Etkin Madde Gegisini Artirmaya Yonelik

Kullanilan ila¢ Tasiyic1 Sistemler

KBB’den etkin madde gegisini artirmak {izere yapilan arastirmalarda polimerik
miseller, lipozomlar, emiilsiyonlar (nanojeller), polimerik nanopartikiiller ve lipid

nanopartikiiller gibi kolloidal ilag tasiyicilar1 kullanilmaktadir.

Polimerik miseller, amfifilik kopolimerlerin sulu ortamda spontan olarak
birlesmesiyle olusurlar. Miselizasyon, kopolimerlerin hidrofobik ve elektrostatik
notral kisimlar1 arasindaki etkilesime dayanmaktadir. Kopolimer konsantrasyonu
kritik misel konsantrasyonuna ulastiginda kopolimerler kendiliginden birleserek
miselleri olusturmaya baslar. 100 nm’yi agsmayan partikiil boyutlariyla karakterize
edilirler. Paklitaksel ve dosetaksel gibi gesitli antikanser ajanlarin polimerik misel

formiilasyonlar1 gelistirilmistir (Beduneu ve ark., 2007).

Lipozomlar, biyolojik membranlara benzeyen biyouyumlu ve biyopargalanabilir
lipidlerden olusan, lipid tabakasi tarafindan ¢evrilmis sulu faz iceren tek tabakali
veya i¢ i¢e bircok tabakadan olugmus tasiyicilardir. Bir¢ok hiicre membraninin
bileseni olan kolesterol, lipozomlarin gecirgenligini azaltarak plazmadaki
stabilitelerini artirdigi i¢in lipozom formiilasyonlarinda siklikla kullanilir.
Lipozomlarin boyutu, yiizey yiiki, lipid bilesimi degiskendir ve etkin madde salimin
kontrol edebilme 6zelligine sahiptir. Hazirlanma ydntemlerine ve boyutlarina gore

lipozomlar su sekilde siniflandiriimaktadir: Kiigiik tek tabakali lipozomlar 20-50 nm,
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biiyiik tek tabakali lipozomlar ~100 nm, ters faz buharlastirma ile hazirlanan
lipozomlar ~0,5 um, biiylik ¢ok tabakali lipozomlar 2-10 pm. Lipozomlarin
lipofilikligi yiiksek oldugu igin etkin maddelerin beyine hedeflendirilmesi amaciyla
siklikla arastirilmaktadir (Bozkir ve Duman., 1996; Brasnjevic ve ark., 2009).

Nanojeller, capraz bagl poli(etilen oksit) zincirleri ve poli(etilenimin)’in olusturdugu
ags1 bir yapidir. Nanojeller, poli(etilenimin) fragmaninin serbest amino gruplarina
cesitli ligantlar baglanarak modifiye edilebilmektedir (Brasnjevic ve ark., 2009).
Nanojeller, Vinogradov ve ark. (2004) tarafindan antisens oligoniikleotidlerin beyine

verilisi igin incelenmis, timit verici bir tasiyici sistem oldugu belirtilmistir.

Tez kapsaminda nanopartikiil formiilasyonlar1 yer aldig1 i¢in nanopartikiiller ayrintili

olarak arastirilmistir.

1.2.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlar1 1-1000 nm arasinda olan kolloidal kati1 partikiillerdir.
Etkin maddeler bu nanopartikiiler yapilara ¢oziilerek, hapsedilerek, enkapsiile

edilerek, adsorbe olarak baglanabilir.

Beyine hedeflendirmede nanopartikiillerin tasimasi gereken ideal 6zellikler sunlardir:
- Biyopargalanabilir, biyouyumlu olmalari, toksik olmamalar1 gerekir. Kiigiik
partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin kiiciik kapillerlere penetrasyonuna imkan verir ve
hiicreler tarafindan tutulmalarimi saglar. Boylece, viicutta hedeflenen bdlgede istenen
etkin madde salimi1 saglanir, diger organ ve dokular iizerindeki sistemik toksisite
azalir.

- Partikiil boyutunun 200 nm’nin altinda olmasi beyine verilis i¢in 6nemlidir.

- Kanda fiziksel stabilitesini korumasi gerekir. Yiiksek etkin madde yiikleme

kapasitesine sahip olan partikiiler yap1, kat1 matriks i¢ine hapsedilmis aktif maddeyi
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parcalanmaktan korur. Diger kolloidal tasiyic1 sistemlerle kiyaslandiklarinda
nanopartikiiller biyolojik sivilarda ¢cok daha yiiksek stabiliteye sahiptirler.

- Nanopartikiillerin yiizey Ozellikleri ¢esitli ajanlarla modifiye edilerek
retikiiloendotelyal sistem (RES) makrofajlar1 tarafindan taninmasi engellenir. Bu
sekilde nanopartikiillerin kanda bulunma siiresi uzar, hedef bdlgeye ulasilabilirligi
artirilir.

- Nanopartikiiller, kan beyin bariyerine hedeflendirilebilir, reseptor aracili transitoz
ile beyin kapiler endotel hiicrelerinden gecerek beyine etkin madde verilisi
artirilabilir.

- Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir.

- Kiiciik molekiillerin, peptid, protein ve niikleik asitlerin tasinmasi i¢in uygundur.

- Nanopartikiiller etkin maddenin hedeflendirilmesini ve kontrollii salimini saglar.
Hedeflenen bolgede injeksiyonlarini takiben giinler hatta haftalar siiren bir etkin
madde salimina olanak verirler (Olivier, 2005; Brasnjevic ve ark., 2009; Praka ve
ark., 2009).

Nanopartikiillerin beyine aliminda rol oynayan mekanizmalar sunlardir:

1. Kapiler duvarlarina adsorbe olmalar1 nedeniyle KBB’de yiiksek konsantrasyon
saglanarak kan beyin kapilerlerinde kalis siiresinin artmasi,

2. Kaplama ajani olarak kullanilan polisorbat 80’in geri akis sistemini 6zellikle de P-
glikoproteini inhibe etmesi,

3. Membran akiskanlagsmasina ve KBB’den etkin madde gecisininin artmasina yol
acan endotel hiicre membrani lipidlerinin ¢ozliniirlesmesiyle karakterize genel
surfaktan etkisi,

4. Nanopartikiillerin bulunmasina baglh olarak kan beyin bariyerindeki siki
kavsaklarin agilmast,

5. Endotelden nanopartikiillerin transitozu,

6. Yukaridaki etkilerin kombinasyonu (Kaur ve ark., 2008; Kreuter, 2014).
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Nanotagtyicilar ya ekzositoza ugrayarak beyin parenkimasina ulasir ya da
lizozomlarla pargalanip beyin dokusuna aktif madde salinir. Nanopartikiiller genelde
sistemik olarak uygulandiginda retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan hizlica
alindig: i¢in kan dolasiminda bulunma siireleri kisadir. Nanotasiyicilar makrofajlar
tarafindan kan dolagimindan uzaklastirilarak karaciger ve dalaga tasinir ve
metabolize edilir. Nanopartikiillerin % 90’dan fazlas1 5 dakika icerisinde farede kan
dolasimindan atilmistir. Etkin maddde tasiyan nanopartikiilleri gelistirmek {izere
hidrofilik, esnek, noniyonik polimerlerle (polisorbat 80, PEG, polietilenoksit gibi)
yiizey modifikasyonu yapilarak calismalar yapilmistir. Nanopartikiillerin Polisorbat
20, 40, 60, 80 gibi surfaktanlarla kaplanmasi beyindeki farmakolojik etkilerin artigini
saglarken, Polisorbat 81,85, Poloksamer 184, 188, 338, 388, 407ve 908, Poloksamin
908, Cremophore (EL, RH40 ve RM40) ve Brij 75 gibi surfaktanlarla kaplanan

nanopartikiiller farmakolojik etkide bir artis saglamamustir (Brasnjevic ve ark., 2009).

Nanopartikiillerin polisorbat ile kaplanmasi ile elde edilen etkinin asagida yer alan

mekanizmalar ile gergeklestigi belirtilmistir (Kaur ve ark., 2008):

1. Surfaktan etkisiyle endotel hiicre membrani lipidlerinin ¢oziiniirlestirilmesi ve
membranin akigkanlagmasi

2. Polimerik nanopartikiillerin KBB endotel hiicreleri ile etkilesiminin
kolaylagmasina bagli endositoz

3. Aktif geri akis pompalarinin inhibisyonu (6zellikle P-gp).

Nanopartikiillerin dispersiyondaki stabilitesini artirmak ve dolasimda bulunma
stiresini uzatmak amaciyla yiizeyi PEG ile modifiye edilebilir. Sistem maskelenerek
makrofajlar tarafindan taninmaz ve kan dolasiminda uzun siire kalir. Yiizeyde PEG
gibi hidrofilik gruplarin olmasi makrofajlarin fagositozuna karsi sterik bir engel
olusturur. Hedeflendirme amaciyla kullanilan molekiiller PEG zincirlerinin sonuna
eklenebilmektedir (Celia ve ark., 2010).
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1.2.1.1. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Kat1 lipid nanopartikiiller (SLN), 1990larin basinda emiilsiyonlar, lipozomlar,
polimerik nanopartikiillere alternatif bir tasiyic1 sistem olarak gelistirilmistir.
SLN’ler, kati-lipid partikiillerin su ya da sulu surfaktan c¢ozeltisine disperse
edilmesiyle hazirlanan nanometre boyutunda kiiresel partikiillerdir. Eritilmis kati-
lipid matriste etkin madde ¢oziilebilir ya da disperse edilebilir (You ve ark., 2007,
Kaur ve ark., 2008). Etkin maddelerin SLN’lere 3 farkli sekilde yiiklenebilecegi
belirtilmistir (Sekil 1.3) (Miiller ve ark., 2000).

Etkin maddece
Kat cozelti zengin kabuk

Lipid kabuk

Etkin madde molekiiler Lipid cekirdek Etkin maddece
olarak disperse sekilde zengin cekirdek

Sekil 1.3. Etkin maddelerin SLN’lere yiiklenme sekilleri (Miiller ve ark., 2000)

SLN’ler oda sicakliginda ve viicut sicakliginda kat1 olan lipidler igerir. Lipid olarak
saf trigliseritler (tristearin, tripalmitin, trimristin, trikaprin, trilaurin), uzun zincirli
alkoller (setil alkol), mumlar (balmumu, setil palmitat), steroller (kolesterol)
kullanilabilir. Siklikla kullanilan surfaktanlar poloksamer 188, poloksamer 182,
poloksamer 407, safra tuzlari, setil trimetilamonyum bromiir, soya lesitini,
fosfatidilkolin, polietilenglikoller, polivinilalkoller, tween 80, tween 60, brij 30, brij
98 ve brij 76’dir. SLN’ler organik ¢oziicli kullanilmadan da hazirlanabilirler. SLN
hazirlanmasinda kullanilan yardimci maddeler FDA tarafindan onayli GRAS (Genel

olarak giivenli kabul edilir) statiisiinde yer almaktadir (Kumar ve ark., 2013).

SLN’lerin, nanopartikiillere ek olarak sagladig1 avantajlar sunlardir:

- Tastyici lipidler biyopargalanabilir ve glivenlidir.
- Uretim isleminden kalan bir kontaminasyon olmaz, organik ¢oziicii kalintist

igermez.
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- Yiiksek basingta homojenizasyon yontemi uygun maliyetlidir ve tekrarlanabilirligi
iyidir. Bu yontem SLN formiilasyonlarinin biiyiik dl¢ekte tiretimlerine olanak saglar.
- Hidrofilik ve lipofilik etkin maddeler yiiklenebilir.

- 3 yila kadar stabil SLN formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Diger kolloidal sistemlere
gore onemli bir avantajdir. (Kaur et. al., 2008; Blasi et. Al. 2007).

- SLN’lerin parenteral uygulamadaki avantajlarindan biri de kontrollii salim
saglamalarinin yani sira toksisitelerinin olmamasidir. Yag asitlerinden olusan
gliseridler ve parenteral uygulamalar i¢in kabul edilen emiilgatorler (lesitin, Tween
80, Poloksamer 188) bu amacla kullanilmaktadir (Miiller ve ark., 2000; Wissing ve
ark., 2004).

SLN’lerin hazirlama yontemleri temel olarak su sekilde siniflandirilabilir (Kumar ve
ark., 2013) :

Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi
Mikroemiilsiyon yontemi

Coziicii emiilsifikasyon / diflizyon yontemi
Coziicli enjeksiyonu yontemi

Sul/yag/su tipi ¢ift emiilsiyon yontemi
Ultrasonikasyon yontemi

Stiperkritik s1vi teknigi

Membrandan gecirme yontemi

© ©o N o O b~ w0 DD PE

Elektrosprey teknigi

Nanopartikiiler ila¢ tasiyicilarin ilag piyasasina girmesi i¢in birinci sart biiylik
olekli {iretimlerinin  gerceklestirilebilmesidir. ila¢ endiistrisinde intravendz
nanoemiilsiyonlar i¢in biiylik Olgekli {iretim metotlarindan biri yiiksek basinglh
homojenizasyondur. Yiiksek basingli homojenizasyon yiiksek sicaklikta ya da oda
sicakliginin altinda yapilabilir ve sirasiyla, sicak ve soguk homojenizasyon teknigi

olarak adlandirilir.
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Sicak homojenizasyonda lipid erime sicakliginin tiizerine 1sitilir. Etkin madde

eritilmis lipide ¢oziiliir yada disperse edilir. Emiilgator iceren sulu faz da ayni

sicakliga 1sitilir. Lipid faz ve sulu faz yiiksek hizli kanstiricida karistirilarak

emiilsifiye edilir. Bu emiilsiyon yiiksek basin¢li homojenizasyon cihazindan yiiksek

basingta ve birka¢ kez gecirilir (Miiller ve ark., 2000; Kamboj ve ark., 2010). Sicak

homojenizasyon yontemi ile SLN’lerin iiretiminin sematik gosterimi Sekil 1.4’te yer

almaktadir.

A

Etkin
madde

[ 1 )
| Eritilmis lipid |

| Eritilmis lipid J-=v=~

v/s
emiilsiyonu

+ surfaktan

Etkin madde + sur

I Yiiksek basinch homojenizasyon I

Partikiil katilasmasi ve
sertlesmesi icin sogutma

I Kat1 Lipid Nanopartikiiller I

Aym sicakhiga Eritilmis lipid L_ s Aym sicakhiga
1isitilmis sulu faz + etkin madde B : 1sitilmis sulu faz
]
]
\, y : 4
e e en e e s o o e e -
Tek (A) yada cift (B)
Emiilsiyon

Sekil 1.4. Sicak homojenizasyon yontemi ile SLN’lerin {iretim semas1 (Kamboj ve ark., 2010)

Soguk homojenizasyonda ise etkin madde igeren eritilmis lipid sogutularak lipid

mikropartikiillere (50-100 um) ogiitiiliir. Bu lipid mikropartikiiller soguk surfaktan

¢ozeltisinde disperse edilir. Olusan siispansiyon oda sicakliginda ya da oda

sicakliginin altinda homojenize edilir, asindirma giicli lipid mikropartikiilleri kati

lipid nanopartikiillere parcalar (Miiller ve ark., 2000; Kamboj ve ark., 2010).
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Yiiksek basingli homojenizasyon cihazlari siviyr yiiksek basingla (100-2000 bar)
birka¢ mikron ¢apindaki dar bir delik icerisine iterler. Sivi ¢ok kisa mesafede ¢ok
yiiksek hizda hareket eder (1000 km/saat iizerinde). Olusan ¢ok yiiksek kayma
gerilimi ve agindirma giicleri partikiilleri mikron alt1 boyutlara pargalar (Kamboj ve
ark., 2010). Tez kapsaminda SLN formiilasyonlarmin hazirlanmasinda IKA-HPH-
2000/4 yiiksek basingli homojenizasyon cihazi kullanilmistir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. IKA HPH 2000/04 yiiksek basingli homojenizasyon cihazi

Viicut sicakliginda kati olan lipidlerden hazirlanan nanopartikiiller yeni bir ilag
tasiyict  sistemdir ve polimerik nanopartikiillerin, yagli emiilsiyonlarin ve
lipozomlarin avantajlarina sahipken, bu tastyicilarin bazi dezavantajlarini da ortadan

kaldirmustir.

Katyonik lipidlerin kullanimi ile hazirlanan katyonik SLN’ler genetik materyalin
kanser tedavisinde kullanimint miimkiin kilmistir. Son zamanlarda niikleik asit
tagiyict sistemi olarak katyonik SLN’ler antisens oligoniikleotidlerin hiicresel verilisi
icin  incelenmektedir. Shi ve ark.’min (2012) vyaptigit bir ¢alismada
dimetildioktadesilamonyumbromiir (DDAB)’in SLN yiizeyine verdigi kismi pozitif
yiikkiin hiicre membraniyla etkilesimi kolaylastirdigi, hiicre permeabilitesini ve

transfeksiyon etkinligini artirdigr belirtilmistir.
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Jin ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, trimristin ve DOPE (1,2-dioleil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin) ile hazirladiklari katyonik lipid nanopartikiillerine SMAD?3 antisens
oligontikleotidi ylikleyerek keloid fibroblastlarin kolajen {iretiminin inhibisyonunu

saglamistir.

Lobovkina ve ark. (2011) yaptiklari calismada siRNA’nin katyonik lipid DOTAP
(1,2-dioleil-3-trimetilamoyum-propan) ile kompleksini olusturarak SLN’ye etkin bir
sekilde yiiklemistir. Hazirladiklar1 formiilasyon siRNA’nin 10-13 giin siireyle in

vitro ve in vivo uzatilmig salimini saglamistir.

Agarwal ve ark. (2011) doksorubisin yiiklii katyonik BSA (Bovin serum albumin)
konjuge SLN’ler hazirlayarak kan beyin bariyerini gegisini incelemistir. Beyin
kapiller endotel hiicreleri tarafindan doksorubisin yiiklii SLN’lere gére BSA-konjuge
edilen SLN’ler daha yiiksek oranda alinmistir.

Dhawan ve ark. (2011), alzheimer tedavisine yonelik olarak kan beyin bariyerinden
gecisi artirmak lizere quercetin yiikli SLN formiilasyonlar1 hazirlamistir. SLN
formiilasyonlarinin  hazirlanmasinda surfaktan olarak tween 80 segilmistir.
Intravenéz uygulama igin kabul edilebilirliginin iyi olmasi, etkin madde yiikleme
etkinliginin 1yi olmasi, hidrofilik yapist nedeniyle SLN’leri beyine hedefleme
yetenegi tween 80’in secilmesinin nedenleri olarak sayilmistir. Tween 80’in
formiilasyonun igerisinde yer aldigi ve tween 80 ile ilave bir kaplama yapilmayan
SLN’ler daha iyi performans gdstermistir. Bunun sebebinin tween 80 ile yapilan ek
kaplamanin partikiillerde birlesmeye yol agmasi, partikiil boyutunu artirmasi ve

partikiillerin santral sinir sistemine girisini engellemesi oldugu sdylenmistir.
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1.2.1.2. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller dogal/sentetik ve biyoparcalanabilir/ biyopargalanabilir
olmayan polimerler kullanilarak hazirlanabilirler. Jelatin, pullulan, kitozan ve aljinat
dogal, biyopargalanabilir ve biyouyumlu polimerler arasindadir. Polilaktid (PLA),
Poli(laktid-ko-glikolik asit) (PLGA), polianhidritler, poli-(e-kaprolakton) sentetik
biyopargalanabilir  polimerlerden; poli(metilmetakrilat) ve polistiren ise
biyopargalanabilir olmayan sentetik polimerlerdendir. PLGA ve PLA polimerlerinin
parenteral mikrokiireler, implantlar ve periodontal ilag sistemlerinde kullanimi FDA

tarafindan onaylanmistir (Sah ve ark., 2013).

Polimerik nanopartikiillerin hazirlama yontemleri temel olarak su sekilde

siniflandirilabilir;

I. Kimyasal yontemler
1. Monomer polimerizasyonu
e Emiilsiyon polimerizasyonu
e Siispansiyon polimerizasyonu
e Polikondensasyon
2. Polimerler kullanilarak hazirlama
e Kovalan ¢apraz baglama yontemi
e Iyonik capraz baglama yontermi
e Selasyon
Il. Fiziksel yontemler
e (oziicii buharlagtirma yontemi
e Piiskiirterek kurutma yontemi
e Piiskiirterek kaplama yontemi
e Piiskiirterek dondurma yontemi
e Dondurarak kurutma yontemi

e Koaservasyon yontemi (Jatariu ve ark., 2010)
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Suda ¢oziinen etkin maddeler icin uygun olan hazirlama metodu su/yag/su tipi
emiilsifikasyon ¢oziicli buharlastirma teknigidir, hidrofilik etkin maddenin i¢ fazdan
dis faza difiizyonunu kontrol etmek miimkiindiir (Zhang ve ark., 2014). Bu yontemde
polimer, su ile karisabilen organik c¢oziiciide (diklorometan, aseton, etil asetat,
kloroform gibi) c¢oziilerek emiilgator iceren sulu faza emiilsifiye edilirek karistirilir
ve su/yag tipi primer emiilsiyon olusturulur. Hidrofobik etkin maddeler primer
emiilsiyonun organik fazina ilave edilirken, hidrofilik etkin maddeler sulu fazina
ilave edilir. Daha sonra primer emiilsiyon stabilizer igeren ikinci sulu faza ilave
edilirek karigtirilir ve su/yag/su tipi sekonder emiilsiyon olusturulur. Organik ¢oziicii
buharlastirilarak uzaklastirilir ve nanopartikiil olusumu saglanir (Olivier, 2005;

Dinarvand ve ark., 2011).

Biyopargalanabilir ~ polimerler i¢inden glikolik asit ve D,L-laktik asit
enantiomerlerinden tretilen polimerler biyouyumlu olmalar1 ve dogal yollardan
sindirilmeleri nedeniyle ilgi c¢ekmistir. PLA ve PLGA’nin pargalanmasi ester
baglarinin otokatalitik kirilmasi ile oligomerlere ve D,L-laktik asit ve glikolik asit
monomerlerine spontan hidrolizi vasitasiyla meydana gelir. Par¢alanma hizi; molekiil
agirhg, laktik/glikolik orani, morfolojik ozelliklere dayanan hidroliz hiz sabiti,
absorplanan su miktari, polimer fragmanlarinin polimer matristen diflizyon katsayisi
ve parcalanma Triinlerinin sulu ortamdaki ¢oziiniirliigline bagl olarak degisir.
Metoksi(polietilen)glikol PLA/PLGA (mPEG-PLA/PLGA) blok kopolimerleri de
benzer pargalanma 0Ozelligine sahiptir. mPEG bloklar1 ester baglarinin kirilmasiyla
serbest kalir ve molekiil agirligi 1000-20000 arasinda olanlar baslica bobrekler
vasitastyla atilir. Nanopartikiiller PLA/PLGA pargalanana kadar biiyiik oOl¢iide

morfolojisini ve boyutunu korur (Olivier, 2005).

PLGA nanopartikiillerinin hiicreler tarafindan endositozla alindigi in vitro olarak
incelenmistir.  Endositozdan sonra, PLGA nanopartikiilleri endolizozomal
kompartmandan stoplazmaya kagmakta ve igerisindeki etkin maddeyi yavas yavas

aciga ¢ikarmaktadir (Olivier, 2005).
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PLA ve PLGA nanopartikiilleri vaskiiler uygulamadan sonra 2-3 dakikada hizlica
kan dolasimindan uzaklastirilmakta ve baslica karaciger ve dalakta birikmektedirler
(Olivier, 2005). Bu nedenle PLA ve PLGA nanopartikiillerinin pegilasyonu akilci bir
secim olarak Onerilmistir. Cilink{i, PEG ile yapilan hidrofilik kaplamanin PLA ve
PLGA nanopartikiillerini sterik olarak stabilize ettigi ve makrofajlar tarafindan
taninmay1 azalttig1 in vitro/ ex vivo olarak gosterilmistir. Pegilasyon teknolojisi suda
¢Oziinlirliigli ve stabiliteyi artirmakta, etkin maddenin sistemik dolasimda bulunma

stiresini uzatmaktadir (Sah ve ark., 2013).

PEG
™ PLGA

Sekil 1.6. PEG-PLGA nanopartikiillerinin sematik goriiniimii (Sah ve ark., 2013)

Pegile nanopartikiiller mPEG-PLA ya da mPEG -PLGA’dan hazirlanmaktadir,
sematik olarak Sekil 1.6’da gosterilmistir. PLA, PLGA ve PEG’lerin molekiil
agirliklarinda ¢ok secenek bulunmaktadir ve nanopartikiillerin dansitesi, yiizey
kivrimi, polimer parcalanma hizi, in vivo yer degisimi gibi ¢esitli parametreler

molekiil agirhigina bagl olarak degisebilecegi i¢in uygun polimerin se¢imi dnemlidir.

Sicanlarda BSA yiikli PLGA nanopartikiillerinin kandaki yarilanma omrii 13.6
dakika iken, mPEG-PLGA nanopartikiillerinin (yaklagik 200 nm boyutunda) kandaki
yarilanma omrii 270.9 dakika olarak belirlenmistir (Olivier, 2005).

U87MG glioblastoma implante edilmis farelerde yapilan bir ¢aligmada angiopep
bagli mPEG-poli(e-kaprolakton) nanopartikiillerinin uygulanmasi ile ortalama yasam

stiresinin 21 glinden 37 giine ¢ikarak %75 arttig1 gorilmiistiir (Kreuter, 2014).
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1.2.1.3. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiiller

Polimer-lipid hibrit nanopartikiiller, polimer ve lipid olmak fiizere en az iki
bilesenden olusan kati, nanoboyutlu partikiillerdir. Biyouyumlu, biyoparcalanabilir
olmalar1 ve toksik olmamalar1 nedeniyle yaygin olarak secilen polimerler PLGA,
polikaprolakton (PCL), dekstran ya da albumindir. Lesitin, 1,2-dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosfokolin, 1,2-dipalmitoil-3-trimetilamonyum-propan, DOTAP vya da
DOPE gibi zwitteriyonik, katyonik, anyonik ve nétral fosfolipidler siklikla kullanilan
lipidlerdir. Polimerik g¢ekirdegin kabugu olusturan tek ya da ¢ok tabakali lipid ile
kaplandig1 sistemler var olan hibrit nanopartikiiller arasinda 6ne ¢ikmustir (Sekil 1.7).
Bu ¢ekirdek-kabuk tipi hibrit nanopartikiillerin nanopartikiillere ek olarak avantajlari

su sekildedir:

- Kati polimerik ¢ekirdek iskelet gibi gorev yapar ve mekanik stabiliteyi,
biyoparcalanabilirligi, dar partikiil boyutu dagilimini, spesifik yiizey alaninin
artmasini saglar.

- Kabuk olusturan lipid tabakasi biyouyumludur ve hiicre membranlarina benzer
davranig sergiler. Kabuk tabakasi1 membran igindeki ya da yiizeyindeki ¢ok ¢esitli
molekiiller ile etkilesme yetenegine sahiptir.

- Lipidlerin amfifilik 6zelligi hidrofilik molekiillerin iki katmanli yap1 yiizeyine
adsorbsiyonunu, hidrofobik molekiillerin hidrofobik bdlgeye girisini kolaylastirir.
(Mandal ve ark., 2013).

on95ee
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Sekil 1.7. Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinin sematik gériiniimii (Sah ve ark., 2013)
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Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda iki yontem kullanilmaktadir.
Birincisi iki-asamali yontemdir. Bu yontemde ayr1 ayr1 hazirlanan nanopartikiiller ve
lipid vezikiiller (ya da lipid filmler) birlikte inkiibe edilir. Anyonik polimerik
nanopartikiiller ve katyonik lipid vezikiiller elektrostatik olarak etkileserek
nanopartikiil yiizeyinde lipid tabaka olusumunu saglar. Bu yontemin dezavantaji
inkiibasyon sirasinda ozellikle suda ¢oziiniirligi yiiksek olan etkin maddelerin
nanopartikiil yiizeyinde lipid tabakasi1 olusmadan 6nce disariya sizmasi ve buna bagl

olarak enkapsiilasyon etkinliginin azalmasidir.

Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan ikinci yontem tek
asamali  yontemdir. Tek asamali yoOntemde polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilan yontemlerden nanog¢dktiirme yontemi ve emiilsifikasyon-
¢oOziicli buharlagtirma yontemi modifiye edilerek kullanilmaktadir. Nanog¢dktiirme
yonteminde polimer ve etkin madde 6nce suyla karisabilen bir ¢6ziiclide ¢oziiliir,
sonrasinda lipidleri igeren sulu faza eklenerek sonike edilir. Coziiciiniin sulu faza
difiizyonuyla etkin madde ve polimer nanaopartikiil seklinde c¢oker ve lipidler
kendiliginden ylizeye yerlesir. Bu yontemin sinirlayict yonii suda ¢éziinmeyen etkin
maddeler arasindan suyla karisabilen coziiciilerde ¢oziinenlerin enkapsiilasyonu i¢in

uygundur.

Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan diger tek asamali
yontem modifiye ¢oziicii buharlastirma yontemidir. Bu yontemde lipid suyla
karismayan bir ¢oziiciide polimer ve etkin madde ile birlikte ¢oziiliir. Yag fazi sulu
faza emiilsifiye edildiginde su i¢inde yag emiilsiyonu olusur. Lipidlerin hidrofobik
kuyrugu polimer ylizeyine kendiliginden baglanir, hidrofilik bas kismi ise dis sulu
faza dogru uzanir, bdylece lipid kapli polimerik ¢ekirdek olusur. Suda ¢dziinen etkin
maddeler ve makromolekiiller i¢in ¢oklu emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi
lipid-polimer hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. ilk asamada
polimer ve lipidi iceren organik ¢oziiciiye sulu etkin madde ¢ozeltisi ilave edilerek
primer emiilsiyon olusturulur. Primer emiilsiyon dis sulu faza ilave edilerek sekonder
emiilsiyon olusturulur ve organik ¢oziicli buharlastirilir. (Cheow ve Hadinoto, 2011;

Mandal ve ark., 2013; Hadinoto ve ark., 2013).
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Hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda lipid bilesimi ve konsantrasyonu énemli rol
oynar. Fazla lipid ilavesi partikiil iizerinde ¢ok tabakali lipid kaplamasina neden

olurken, serbest lipozomal partikiiller de olusabilir (Mandal ve ark., 2013).

Chan ve arkadaslar1 (2009), PLGA, lesitin ve PEG kullanarak dosetaksel i¢eren 60-
70 nm boyutunda polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonu hazirlamistir.
Yaptiklart ¢alismada, PLGA’nin hidrofobik c¢ekirdegi olusturdugunu, lesitinin bu
hidrofobik ¢ekirdegi tek tabaka seklinde kapladigim1 ve PEG’in lesitin tek tabakasi
icine karigarak elektrostatik ve sterik stabiliteyi saglayan PEG kabugunu sagladigini
belirtmislerdir.

Cheow ve Hadinoto (2011), siprofloksasin ve tobramisinin polimer-lipid hibrit
nanopartikiillerini suda ¢0zlinen maddeler icin uygun iiretim yontemi olarak
belirttikleri ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlamistir.
Hazirladiklart polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlar1 hibrit olmayanlara
gore daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi olusturmustur. Bunun sebebinin partikiilii
saran lipid kaplamasmin etkin maddenin sulu faza sizmasini engelleyen bariyer

gorevi gérmesi oldugunu belirtmislerdir.

1.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

1.3.1. Partikiil Boyutu, Polidispersite Indeks ve Zeta Potansiyeli

Partikiil boyutu, partikiil boyutu dagilimi ve zeta potansiyeli uygun nanotasiyici
sistemler olusturmak i¢in incelenmesi gereken Onemli fizikokimyasal
parametrelerdir. Partikiil boyutunun belirlenmesi amaciyla en sik kullanilan yontem
hizli sonu¢ vermesi nedeniyle foton korelasyon spektroskopisidir. Ortalama partikiil
boyutu ve polidispersite indeksi modern bilgisayar programlar1 ile

hesaplanabilmektedir. Bu yontemde toz, mikrobiyal kontaminasyon, partikiil
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iceriginin kristalizasyonu, ikincil partikiil aglomeratlar1 gibi farkli partikiil boyutlari
hatali sonuglara yol agabilmektedir. Bu hatali sonuglardan kaginmak iizere sonuglarin
elektron mikroskopisi (TEM/ SEM) gibi uygun diger yontemlerle dogrulanmasi

yararli bulunmustur (Kaur ve ark., 2008).

Kaur ve ark. (2008), 200 nm’den kiigiik boyuta sahip SLN’lerin kan dolagiminda
daha uzun siire kaldigin1 ve boylece etkin maddenin beyine gegisi igin kan beyin
bariyeri ile temasta bulunma siiresinin de arttigini belirtmistir. Patel ve ark. (2013)
benzer sekilde boyutlar1 120-200 nm araliginda olan SLN’lerin RES hiicreleri
tarafindan kolay alinamadigini sdylemistir. Bir diger ¢alismada ise ortalama partikiil
boyutu 100 nm’den daha az olan ve partikiil boyutu dagilimi dar olan kolloidal
sistemlerin beyine verilis i¢in en uygun aralik oldugu, zeta potansiyel degeri
minimum £30 mV oldugunda kolloidal sistemlerin agregasyon gostermedigi ve stabil
nanosiispansiyon olusumunu sagladigi belirtilmistir (Celia ve ark., 2011). Clawson
ve ark (2011) avantajli in vivo farmakokinetik ozellikleri ve tiimorde birikmeleri
nedeniyle sistemik ila¢ verilisi i¢in hidrodinamik ¢apt 100 nm ya da daha az olan

partikiillerin istendigini belirtmistir.

1.3.2. Etkin Madde Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktarinin belirlenmesi Onemlidir ve
sistemden etkin maddenin in vitro salim profilinin belirlenmesi i¢in gereklidir.
Nanopartikiiliin birim agirligina enkapsiile olan etkin madde miktari, sulu ortamdaki
serbest etkin maddenin partikiillerden ayrilmasi ile belirlenebilmektedir. Bu islem
ultrasantrifiij, santrifiijle filtrasyon ya da jel permeasyon kromatografisi kullanilarak
gerceklestirilebilir. Santrifiijle filtrasyon amaciyla milipore ve sartorius’un cesitli
filtreli santriflij tlipleri kullanilmaktadir. Nanopartikiiler sisteme yiiklenen etkin
madde miktar1 siiziintiideki etkin madde miktar1 belirlenip total etkin madde
miktarindan ¢ikarilarak hesaplanmakta ya da alternatif olarak, nanopartikiil sedimenti
uygun ¢oziiciide ¢ozilip etkin madde miktar1 analiz edilmektedir (Kaur ve ark.,
2008).
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1.3.3. in Vitro Sahm

Etkin maddenin nanopartikiiler sistemden in vitro salimi ideal salim profili saglamak
icin Onemlidir. Etkin maddenin in vitro salim profilinin modifikasyonu, kan
konsantrasyonunu ve biyoyararlanimin1 optimize etmektedir. Hasta uyuncunun
saglanmasmin yani sira uygun farmakokinetik davranis elde edilebilmektedir.
Diyaliz membran yontemi ve franz difiizyon hiicresi en sik kullanilan in vitro salim
yontemleridir (Chan ve ark., 2009; Ghanshyam ve ark., 2011; Nair ve ark., 2011,
Ghadiri ve ark., 2012; Belletti ve ark.,2012). Beyine etkin madde verilisinde
uzatilmis etkin madde salimi, spesifik bolgelere etkin maddenin difiizyonuna izin

veren yeterli zaman araligini saglamaktadir (Celia ve ark., 2011).

1.3.3.1. In Vitro Salim Kinetikleri

Stifir Derece Kinetik

Etkin maddelerin ideal salim: sifir derece kinetige uymaktadir. Bu kinetige gore
dozaj formundan her bir zaman araliginda etkin maddenin aciga ¢ikan miktar
sabittir. Sifir derece kinetik, modifiye salim yapan farmasotik dozaj formlarindan
etkin maddenin salimini1 tanimlamak i¢in siklikla kullanilmaktadir. Sifir derece hiz
ifadesi asagidaki esitlikle verilmektedir. t’ye kars1 Q; degerleri grafige gecirildiginde
egimi Ko olan bir dogru elde edilmektedir (Dash ve ark., 2010; Singhvi ve Singh,
2011).

Q= Qo+ kot

Qt: t aninda agiga ¢ikan kiimiilatif etkin madde miktar1 (mg)
Qo: Etkin maddenin ¢o6zeltideki baslangigtaki miktar: (mg)
Ko: Sifir derece ¢oziinme hiz sabiti (mg/sa)

t: zaman (sa)
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Birinci Derece Kinetik

Birinci derece kinetikte, her zaman araliginda dozaj formunun icinde kalan etkin
madde miktar1 ile orantili etkin madde salimi olmaktadir. Klasik dozaj formlarinin
¢ogu bu ¢oziinme mekanizmasm gostermekte ve uzatilmis salim yapan
formiilasyonlar da bu tip ¢6ziinme kinetigine uyum saglamaktadir. Bu kinetige gore
hiz ifadesi asagidaki esitlikle verilmektedir. Birinci derece kinetikte t’ye karst InC
degerleri grafige gecirildiginde egimi k olan bir dogru elde edilmektedir. (Bozkir ve
ark., 2007; Costa ve Lobo, 2003).

InC=InCy— kit

C: t aninda ¢6ziinmeden kalan kiimiilatif etkin madde miktar1 (mg)
Co: Baslangigtaki etkin madde konsantrasyonu (mg)

k: Birinci derece ¢oziinme hiz sabiti (sa™)

t: zaman (sa)

Hixson Crowell Kiipkok Kurali

Hixson Crowell kiipkdk kurali, yiizey alaninda ya da ¢apinda degisiklik olan partikiil
ya da tablet formlarindan etkin madde salimini tanimlamaktadir. Es boyutlu
partikiillerden olusan toz etkin madde igin, partikiillerin kiipkokiine dayanan
¢Ozlinme hizimi acgiklayan bir esitlik tiiretilmistir (Dash ve ark., 2010; Singhvi ve

Singh, 2011).

QoM3-08= k.t

Qo: Etkin maddenin baslangigtaki miktar1 (mg)
Qt: t aninda agiga ¢ikan kiimiilatif etkin madde miktar1 (mg)
K. Hixson-crowell esitligine ait hiz sabiti (mg**/sa)

t: zaman (sa)
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Higuchi Kinetik Modeli

Matris sistemlerden etkin madde salimini tanimlamak amaciyla olusturulan ilk
matematiksel model Higuchi tarafindan onerilmistir. Kontrollii etkin madde salimi
elde etmek i¢in bilinen yaklasimlar arasindan en yaygin kullanilani hidrofilik matris
sistemidir. Hidrofilik matrislerden etkin madde salimi zamanla difilizyon yol
uzunlugu arttig1 i¢in zamana bagl azalan bir profil gosterir. Esitlik asagidaki sekilde
uygulanmaktadir. Denklemden de goriildiigii gibi herhangi bir t aninda agiga ¢ikan
etkin madde miktar1 zamanin karekokii ile orantilidir (Dash ve ark., 2010; Singhvi ve

Singh, 2011).

Q — kH.tl/Z
Q: t aninda aciga ¢ikan kiimiilatif etkin madde miktar
ky: Higuchi salim hiz sabiti (sa?)

t: zaman (dak)

Korsmeyer-Peppas Modeli

Etkin maddenin agiga c¢ikismin difuzyonla ve/veya polimerde meydana gelen
gevseme ile olusunu agiklamak iizere Peppas ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
denklem siklikla kullanilmaktadir.

Mi/M.= K t"

Bu denklemin logaritmik formu su sekildedir.

log M/M.= log k, + n.logt

M¢: t aninda agi8a ¢ikan etkin madde miktart (mQ)

M..: Toplam etkin madde miktar1 (mg)

K: Dozaj formunun yapisal ve geometrik dzelliklerini igeren bir sabit

n: Salim tiissel katsayisi, etkin madde salim mekanizmasinin belirleyicisi

Bu denklem etkin madde salimmin %60’lik fraksiyonu icin gecerlidir. Farkli salim
mekanizmalarini karakterize etmek {izere n degeri kullanilir. n<0.45 oldugunda etkin

maddenin matristen Fick difuzyon mekanizmasi ile ¢ikisi s6z konusudur. n degeri
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0.45 ve 0.89 arasinda oldugunda etkin madde ¢ikisinda polimer zincirlerinin
gevsemesine bagli olarak difiizyon ve erozyonun birlikte etkili oldugu, n>0.89
oldugunda erozyon kontrollii salim oldugu, n=1 oldugunda ise sifir dereceden ¢ikis
oldugu belirtilmistir (Costa ve Lobo, 2003; Doijad ve ark., 2006; Dash ve ark., 2010;
Singhvi ve Singh, 2011; Zhang ve ark., 2014).

Weibull Modeli

Weibull modeline ait esitlik asagida yer almaktadir. b=1 oldugunda ¢6ziinme hizi
grafiginin sekli k sabiti 1/a ile tamamen uyumludur. b>1 ise ¢Oziinme grafigi
sigmoidal sekildedir. b<l ise ¢Oziinme grafigi b=1’e gore daha dik bir artis
gostermektedir (Singhvi ve Singh, 2011).

M = Mg, [1 - et/

M: t aninda a¢iga ¢ikan etkin madde miktar1 (mQ)

Mo: Total etkin madde miktar1 (mg)

T: ¢dziinme isleminin sonucu olarak dl¢iilen gecikme siiresi (dak)
a: Zamana bagimliligi tanimlayan skala parametresi

b: Coziinme grafiginin ilerleme seklini tanimlayan sabit

1.3.4. Morfolojik Ozellikler

Nanopartikiillerin morfolojik ozellikleri gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak tayin edilebilir. Kabuk-cekirdek yapisint daha net goriintiilemek
amaciyla TEM’de ornekler genellikle uranil asetat, osmium tetraoksit ya da
fosfotungstik asit ile boyanmaktadir (Mandal ve ark., 2013).
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1.3.5. Termal Ozellikler

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) termal analizde endotermik islemleri
(erime, kati-kat1 faz gecisi ve kimyasal parcalanma) ve ekzotermik iglemleri
(kristalizasyon ve oksidatif dekompozisyon) goriintiillemek tizere yaygin olarak
kullanilmaktadir. DSC analizi 6n formiilasyon c¢alismalar1 igin oldukga faydali
bulunmustur, c¢ilinkii formiilasyondaki olasi etkin madde-yardimc1 madde ya da
yardimc1 madde-yardimc1r madde etkilesimleri goriilebilmektedir. Ayni zamanda
etkin maddenin nanopartikiillere hangi formda yiiklendigi DSC analizi ile
belirlenebilmektedir (Kushwaha ve ark., 2013; Christoper ve ark., 2014 ).

1.3.6. Sterilizasyon

Avrupa Farmakopesi 5 tip sterilizasyon yontemine izin vermektedir.

Su buhari ile sterilizasyon: Otoklavda en az 121°C’de 15 dakika siireyle yapilir. Bu
yontem sulu ¢ozeltiler i¢in tercih edilir. 10°® sterilite glivence smir1 (SAL) degeri ya

da daha 1yi bir sterilizasyon saglamalidir.

Kuru 151 sterilizasyonu: En az 160°C’de en az 2 saat siireyle yapilir. 10° SAL degeri

ya da daha 1y1 bir sterilizasyon saglamalidir.

Iyonize edici radyasyonla sterilizasyon: Bu yontemle sterilizasyon, iiriiniin uygun
radyoizotopik kaynaktan (*°Co gibi) gama radyasyon seklinde ya da elektron
demetinden elektronlarin 1sinlanmasi seklinde iyonize edici radyasyona maruz
birakilmasiyla yapilir. Bu yontemle terminal sterilizasyon icin referans absorbe

edilen doz 25 kGy’dir. 10® SAL degeri ya da daha iyi bir sterilizasyon saglamalidir.

Gazlarla sterilizasyon: Etilen oksit ve formaldehit gazlar1 kullanilir. Bu yontemle

sterilizasyon baska uygun alternatif olmadiginda kullanilmalidir.

Filtrasyon: Filtrenin por boyutu 0.2 pm ya da daha kii¢iik olmalidir.
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Son 30 yildir radyasyonla sterilizasyonla ilgili yayinlarin biiylik kisminda gama
radyasyon ya da elektron demetine maruz kalan terapétik maddelerin ya da sulu
cozeltilerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin tayini yer almaktadir. Arastirmacilar son
calismalarinda sterilizasyonun etkisini incelemek amaciyla yeni enstriimental
metodlar1 kullanmakta ve kesin, tekrarlanabilir sonuc¢lar elde etmektedir. Son
zamanlarda kullanilan yontemler X-ray difraksiyon, termal yontemler (DTA, DSC)
ve rezonans yontemleridir (EPR, NMR). Mevcut sonuglara bakildiginda kat1 fazda
bulunan ilaglarin ¢ogunun iyonize edici radyasyona karsi bozulma gostermedigi,
etkin maddenin miktarinda ya ¢ok kiiclik bir degisim oldugu ya da hicbir degisiklik
olmadig1 belirtilmistir. Bunun yani sira radyasyonla sterilizasyona maruz birakilan
ilaglarin biyolojik c¢aligmalar1 yetersizdir ve bu yontemin uygulanabilirligini
siirlandirmaktadir. Radyasyonla sterilizasyonun degerlendirilmesinde esas problem
islem sirasinda olusan yan iiriinlerin incelenmesidir. Radyasyonla sterilizasyonun
givenilir ve basarili bir sekilde kullanimi, ozellikle farmakolojik aktiviteyi ve
radyolitik dekompozisyon {iriinlerinin toksik etkilerini de gosteren biyolojik

yontemlerle daha detayl ¢alisma gerektirmektedir (Marciniec ve Dettlaff, 2008).

Dillen ve ark. (2004) tarafindan hazirlanan siprofloksasin iceren PLGA
nanopartikiillerinin °°Co kaynagi kullanilarak gama radyasyonla 25 kGy dozda
sterilizasyonu yapilmistir. Gama sterilizasyondan sonra polimerlerin viskoelastik
ozelliklerinde bir degisiklik olmadigi, ancak salinan etkin madde yilizdesinde artis

oldugu goriilmiistiir.

Ranjan ve ark. (2012) tarafindan hazirlanan curcumin yiiklii PLGA nanopartikiilleri
%Co kaynagi kullanarak gama radyasyonla 16.8 kGy, 25.3 kGy ve 35.8 kGy
dozlarinda sterilize edilmistir. Gama radyasyonun partikiil boyutu ve yiikleme
etkinligi {izerine etkisi incelendiginde farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu

gorilmiistiir.

Maksimento ve ark. (2008) tarafindan hazirlanan doksorubisin yiikli PBCA
nanopartikiilleri ®Co kaynagi kullanarak gama radyasyonla 10 kGy, 15 kGy, 25 kGy
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ve 35 kGy dozlarinda sterilize edilmistir. Mikrobiyolojik inceleme sonucunda 15kGy
dozun iizerinde yapilan sterilizasyonun basarili oldugu belirtilmistir. Sterilizasyonun
ortalama partikiill boyutunu etkilemedigi goriilmistiir. Sterilizasyondan sonra
doksorubisinin HPLC kromatogrami incelendiginde herhangi bir degisiklik

gbzlenmemis, miktar tayini sonucu benzer bulunmustur.

Uddin ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada NF-kB antisens oligoniikleotidi
yiiklenen albumin mikrokiireleri gama radyasyonla sterilize edilmis, antisens
oligoniikleotidin yapisal biitlinliigiine sterilizasyonun etkisi incelenmistir. Antisens
oligoniikleotidin poliakrilamid jel elektroforez iizerindeki ilerleme davranisi, gama

radyasyona bagli olarak 6nemli bir degisiklik olmadigini dogrulamistir.

1.4. MikroRNA’lar, Antisens Oligoniikleotidler ve Nanopartikiiler Tasiyici

Sistemlerin Onemi

MikroRNA’lar 1990’larin basinda Victor Ambros ve calisma grubu tarafindan
kesfedilmistir. Komplementer hedef mRNA’lara siklikla kismi olarak baglanarak
protein translasyonunu baskilayan, 18-25 niikleotid uzunlugunda, kiigiik kodlama
yapmayan RNA’lardir. Protein kodlayan genlerin intronlarinda yer alabilecegi gibi
genler arasi1 bolgelerde de bulunabilir. Son yillarda mikroRNA’larin  gen
ekspresyonundaki diizenleyici rolii kanser biyolojisine biiylik dl¢lide 151k tutmustur.
Normal hiicrelerde mikroRNA’larin kontrol genleri normal hizda hiicresel biiylime,
cogalma, farklilasma ve apoptoz saglamaktadir. Ancak hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini ve terminal farklilagmay1 saglayan genleri inhibe eden mikroRNA’lar
kanser hiicrelerinde siklikla baskilanirken, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan
ve apoptoza direng gosteren diger genler yiiksek oranda ekspresse olur.
MikroRNA’larin insanlarda yaygin olarak goriilen kanserlerde genomik bodlgelerde
siklikla yer aldig1 goriilmiistiir. Bunun yani sira insan kaynakli bir¢cok timér hiicre
dizisinde mikroRNA’larin ekpresyon diizeninin bozuldugu bulunmustur. Bu bulgular
mikroRNA’larin diagnostik ve prognostik olarak biyomarker olma potansiyeli

tasidigini gostermistir (Guz ve ark., 2014) .
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Oligoniikleotidler, baslica antisens oligoniikleotidler, hedeflemede yiiksek secicilige
sahip olmalar1 nedeniyle yeni potansiyel aktif maddeler olarak incelenmektedir.
Plazmada ve hiicre i¢inde bulunan niikleazlara kars1 diisiik stabiliteleri ve kiigiik
boyutlar1 nedeniyle hizli atilima ugramalarina bagli olarak  antisens
oligoniikleotidlerin in vivo yart omrii kisadir. Negatif yiikleri hiicre i¢ine kolay

penetre olmalarini engeller.

Antisens oligoniikleotidler (AON); 15-25 niikleotid uzunlugunda, spesifik mRNA’ya
watson-crick baz eslesmesi ile baglanarak gen ekspresyonunu durduran, sentetik
yapili, tek zincirli DNA molekiilleridir (Agrawal ve ark., 1997; Lee ve ark., 2003).
Sekil 1.8’de sematize edildigi gibi bu molekiiller genetik bilginin DNA’dan proteine
transferini engelleme fonksiyonuna sahiptir (Dias ve ark.,, 2002). Bu sayede
geleneksel ilaglarla saglanamayan secicilik antisens yaklasim ile saglanabilmektedir
(Wartlick ve ark., 2004). Genellikle 4 kDa’dan daha biiyiik molekiil agirligina ve
molekiil basina 12’nin tizerinde negatif yiike sahiptirler (Wu-Pong, 2000).
Konvansiyel ilaglarla kiyaslandiginda bu teknolojinin en 6nemli avantaji spesifik
olmasidir. Bu oOzellikleri nedeniyle antisens oligoniikleotidler bir¢ok hastaligin
tedavisi agisindan mit vaad etmektedir ve gelistirilen ¢ok sayida antisens
oligontikleotid preparati, faz II ve faz Il asamasindadir (Philips, 2005). Bu klinik
calismalar insanda AON’lerin hedef mRNA’ya kars1 etkili oldugunu gostermistir.

%
Etkin madde %;ou
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Sekil 1.8. Antisens oligoniikleotidlerin etki mekanizmasi. A: Proteinlerin kiigiik molekiillii ilaglarla
translasyondan sonra inhibisyonu, B: Antisens oligoniikleotidlerle mRNA’nin translasyondan 6nce
baskilanmasi (Barar ve Omidi, 2012).
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Antisens oligoniikleotidlerle tedavide Kkarsilasilan en Onemli sorunlar; bu
molekiillerin in vitro ve in vivo biyolojik ortamlarda niikleazlar tarafindan hizla
parcalanmalari, intraseliiler penetrasyonlarmin zayif olmast ve komplementer
olduklar1 hedefe tasginmalarinin giicligidir (Fattal ve ark., 2004). AON’lerin
stabilitesini ve hiicresel penetrasyonunu artirmak ve hibridizasyon kapasitesini
desteklemek amaci ile modifikasyon gerekmektedir. AON’ler dogal fosfodiester
bilesiklerinden olusur, kimyasal modifikasyon ile fosfodiester omurgasindaki
oksijenin kiikiirt ile yer degistirmesi fosforotiyoat olusturur ve enzimatik
par¢alanmaya kars1 stabiliteyi artirir. Kimyasal modifikasyon ile fosfodiester
omurgasindaki oksijen metil grubuyla yer degistirdiginde hidrofobikligi artar, RNaz
H aktivasyonu indirgenir. Deoksiriboz 2 pozisyonundaki hidrojenin hidroksimetil
grubuyla yer degistirmesi sekeri modifiye riboza doniistiiriir, stabilitesini artirir. Bu
modifikasyonlarla hedef RNA’nmin RNaz H aracili hidrolizini kuvvetlendirme
kapasitesi, hidrofobisitesi, hibritlesme affinitesi gibi ozellikler degerlendirilerek
uygun AONIer sentezlenebilir. Bu kimyasal modifikasyonlar stabilitenin ve hiicre
penetrasyonunun iyilesmesini saglasa da antisens aktivitenin spesifikliginin ortadan
kalkmasi ile de sonuglanabilir; AON aptamerleri reseptorlere, enzimlere ve diger
proteinlere baglanarak fonksiyonlarini non-spesifik olarak etkileyebilir (Lambert ve
ark., 2001).  AON’lerin enzimatik hassasiyeti, fosforotiyoat gibi bazi kimyasal
modifikasyonlarla kismen ¢6ziimlenmistir ancak hala tedavide kullanimlarini
kisitlayan en 6nemli sorun; uygun bir tastyici sistemin bulunmamasidir. Bu sorunlari
¢cozebilmek ve AON’lerin tedavide etkin olarak kullanilabilmelerini saglamak igin
hedef bolgeye tasiyabilecek uygun bir tasiyict sistem gerekmektedir. AON’lerin
stabilitesini ~ artirmak, hiicre  penetrasyonunu iyilestirmek,  non-spesifik
baglanmalarim1 engellemek iizere nanopartikiiller gibi partikiiler tasiyicilarin

kullanimi uygun bir yaklasim olarak goériilmektedir (Junghans ve ark., 2000).

Hidrofilik ve polianyonik 6zelliklerine bagli olarak AON’ler polimerik materyallerle
zay1f olarak etkilesirler. Bu nedenle nanopartikiillere yiiklenmesi zordur. Bu amagla;
AON’ler hidrofobik molekiile kovalan baglarla baglanarak polimerik yiizeyle
hidrofobik etkilesimi saglanabilir ya da partikiilleri kaplamak ic¢in katyonik
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polimerler kullanilarak negatif yiiklii AON’ler iyonik etkilesimle yiiklenebilir
(Lambert ve ark., 2001).

Chavany ve ark. (1994) hidrofobik kuaterner amonyum tuzu varliginda
poliisoheksilsiyanoakrilat nanopartikiillerini hazirlayip AON’leri nanopartikiil
yiizeyine adsorbe ettirmistir. Nanopartikiillere baglanan AON’ler hem tampon
sisteminde hem de hiicre kiiltlirii ortaminda niikleaz degredasyonuna karsi
korunabilmislerdir. AON’lerin U397 hiicrelerindeki hiicresel alimlar1 ve stabiliteleri

de artmustir.

AON’lerin polar yapida olmalar1 ve biiylik partikiillere sahip olmalari, kan beyin
bariyerini asmalarinda engel olusturmaktadir. Bu amagla Kilig ve ark. (2005)
emiilsifikasyon-difiizyon yontemini kullanarak AON iceren PLGA nanopartikiilleri
hazirlamiglar ve bu nanopartikiillerin partikiil biiyikligi, yiizey morfolojisi,
enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim profilleri ve AON stabiliteleri gibi
ozelliklerini incelemislerdir. Homojen ve kiiresel yapida olduklar1 belirlenen AON

iceren nanopartikiillerin stabil olduklart goriilmistiir.

1.4.1. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidi

Son yillarda yapilan caligmalarda glioblastomanin patojenezinde miR-21’in artan
ekspresyonunun tiimér baskilayict  yolaklari etkileyerek gliyom hiicrelerinin
cogalmasini, Oldiriiciiliigiinii, kemoterapi ve radyoterapiye direncini artirdigr ve
onkojen olarak rol oynadigi belirtilmektedir (Chistiakov ve Chekhonin, 2012). Ancak
miR-21’in hiicre ¢ogalmasi ve apoptozu engellemesine katkida bulunan etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalarda miR-21’in TGF-f,
pS3 ve mitokondriyel apoptoz tiimor baskilayici yolaklar: igeren 6nemli bilesenleri
hedefledigi belirtilmistir (Papagiannakopoulos ve ark.,2008; Ren ve ark., 2010).
Bunun yanisira miR-21’in fosfataz ve tensin homologu protein seviyelerini

diistirerek P13K/Akt’yi aktive ettigi, bu nedenle glioblastoma hiicrelerinin
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kemoterapi ve apoptoza direngli oldugu belirtilmistir (Qian ve ark., 2012). MiR-21
inhibisyonunun gliomlar1 sitotoksik tedaviye duyarlilagtirdigt in vivo olarak
gosterilmistir. MiR-21’in spesifik antisens oligoniikleotidlerle baskilanmasi VM-26,
taksol ve 5-florourasilin, sirasiyla U373, U251 ve LN229 glioblastoma hiicrelerine
sitotoksik etkilerinin artmasini saglamistir. Benzer sekilde LN229, U251 ve U87
glioblastoma hiicrelerinde temozolamide karst duyarliik miR-21’in spesifik

inhibisyonu ile artmistir (Ren ve ark., 2010; Qian ve ark., 2012).

Costa ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada miR-21 antisens oligoniikleotidini (anti-
miR-21) igeren lipid nanopartikiil formiilasyonlarmin uygulanmasi ile kaspaz
aktivitesinin arttigini, sunitinib ve anti-miR-21 kombinasyonunun kaspaz aktivitesini

daha da c¢ok artirdigini belirtmistir.

1.5. Pemetrekset Disodyum (Pemetrekset)

Pemetrekset, 1992 yilinda Princeton Universitesi’nde Edward C. Taylor tarafindan
gelistirilmistir. Pemetreksetin kimyasal yapis1 Sekil 1.9°da yer almaktadir. Kimyasal
adi ‘L -glutamik  asit,  N-[4-[2-(2-amino-4,7-dihidro-4-okso-1H-pirolo[2,3-d]
pirimidin-5-il)etil]benzoil] disodyum tuzu’ dur. Pemetrekset, molekiil agirligi 597.49
g/mol olan, beyaz-agik sari kristalize toz yapisinda bir maddedir. Suda kolay
¢oziiniir. Fizyolojik pH'da yapisinda yer alan iki karboksil grubunun proton kaybina
bagl olarak negatif yiiklii sekilde bulunur (Hanauske ve ark., 2001; Li ve ark., 2011,
Respaud ve ark., 2011; Sorensen 2011).
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Sekil 1.9. Pemetreksetin kimyasal yapisi

Farmakodinamik ozellikleri

Antifolat ajanlar, Ornegin metotreksat ve 5-fluorourasil, yillardir koti huylu
timorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Folat, DNA sentezine yol
acan birden fazla metabolik yolakta koenzim olarak gdrev yapan, hiicre boliinmesi
icin Oonemli bir elementtir. Folat gerektiren reaksiyonlar bu nedenle, piirin ve
pirimidin baz sentezi i¢in onemlidir ve bdylece kanser hiicrelerinin hizli cogalmasi

icin gereklidir (Sorensen, 2011).

Pemetrekset, antifolat bir ajandir. Antineoplastik etkisini hiicre ¢ogalmasi igin temel
onemi olan folata bagimli metabolik siirecleri bozarak gosterir. Cok hedefli bir
antifolattir, piirin plirimidin yolagindaki 6nemli enzimleri inhibe eder (timidilat
sentaz, dihidrofolat rediiktaz, glisinamid riboniikleotid formil transferaz gibi). Bu
enzimlerin her biri 6zellikle hizli boliinen hiicrelerde DNA replikasyonuna yol agan
plirin plrimidin niikleotid sentezinde kritik olan folik asit yolagindaki 6nemli
enzimlerdir. Timidilat sentazin inhibisyonu DNA sentezi igin gerekli timidin
miktarini azaltir (Dai ve ark, 2005; Paz-Ares ve ark, 2003).


http://informahealthcare.com/action/showPopup?citid=citart1&id=CIT0001%20CIT0002&doi=10.1517/17425255.2011.587411
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Pemetrekset hiicre icine indirgenmis folat tasiyicisi tarafindan alinir. Hiicre igine
girdiginde folilpoliglutamat sentaz tarafindan poliglutamata metabolize olur.
Pemetreksetin pentaglutamat formu {istiin intraseliiler formudur ve timidilat sentazin
inhibisyonunda 60 kat daha etkilidir. Glutamasyon tiimor hiicresinde daha ¢ok,

normal hiicrede daha azdir ve hiicrede kalig siiresini artirmaktadir (Paz-Ares ve ark,

2003; Li ve ark., 2010).

Farmakokinetik ozellikleri

Pemetreksetin viicuttaki dagilim hacmi 15 litredir. Plazma proteinlerine %81
oraninda baglanir. Eliminasyon yar1 6mrii 3.5 saattir. Lineer farmakokinetik gosterir
(Hanauske ve ark., 2001; Paz-Ares ve ark, 2003; Ouellet ve ark., 2000; Li ve ark.,
2011). Pemetreksetin %70-90’inin 24 saat i¢inde degismemis olarak idrarla atilimi
gerceklesmektedir. Pemetreksetin ¢oklu dozlarindan sonra birikim gozlenmemistir

(Sorensen, 2011).

Endikasyonlart
Pemetrekset, antikanser, antifolat bir ajandir. 2009 yilinda FDA pemetrekset
enjeksiyonunu (Alimta®) malign plevral mezotelyoma ve kiiciik hiicreli olmayan

akciger kanseri i¢in onaylamustir.

Tedavi dozu ve uygulanmast

Faz 1 calismalar ile giinliik ve haftalik pemetrekset uygulamalari arastirilmistir.
Giinliik ve haftalik uygulamalar yiliksek derecede toksisite, diisiik hasta uyuncunu
beraberinde getirmistir. Tedavide her 3 haftada bir 500 mg/m? intravenéz (iv)

infiizyon seklinde uygulanmaktadir (Sorensen, 2011).

Pemetreksetin Yan etkileri

Pemetrekset ile yapilan ¢alismalarda, en sik goriilen yan etkiler, halsizlik, istahsizlik,
bulanti, dokiintii, mukozit, ishal ve reversibl transaminaz seviyesi ylikselmeleri,
notropeni ve trombositopeni olmustur. Dokiintii ve bulanti, deksametazon veya

prednizolon kullanimi ile disiiriilmistiir. Folat ve B12 vitamini durumunun
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toksisiteyi etkiledigi dogrulanmistir. Vitamin takviyesi olmadan yapilan pemetrekset
tedavisi sonucu, plazma homosistein konsantrasyonunun yiliksek olmasi folat
eksikliginin gostergesi oldugu gosterilmistir ve genellikle trombositopeni, ndétropeni,
siddetli ishal ve mukoziti igeren agir bir toksisite profili ile sonu¢lanmistir. Bu
bulgulardan sonra pemetrekset ile tedavi edilen hastalarda, pemetrekset verilisinden
en az 5 gilin dnce baslayan ve tedavinin seyri boyunca devam eden oral folik asit 350-
1000 ng tablet destegi ile birlikte her 9 haftada bir intramiiskiiler 1000 mikrogram
B12 vitamini verilisine baslanmustir. Sonraki calismalarda elde edilen veriler, bu
vitamin takviyesinin ilaca bagl bazi ciddi toksik etkileri diizelttigini, pemetreksetin
etkinligini ve giivenilirlik profilini gelistirdigini gostermistir. B12 vitamini ve folik
asitin destek olarak verilmesi antifolat ajanlarin 1iyi bilinen yan etkileri
myelosuppresion, mukozit ve ishalin potansiyel olarak yasami tehdit eden

toksisitelerini 6nemli dl¢lide azaltmistir (Sorensen, 2011).

Stabilitesi

Pemetreksetin 25°C ve %60 bagil nem kosullarinda 36 ay stabil oldugu ve 1518a
hassas olmadig1 belirtilmistir (Sorensen, 2011). Pemetreksetin ticari preparati
Alimta®’nin rekonstitiite edilmis ¢6zeltisinin stabilitesi 24 saat olarak belirlenmistir.
Yapilan ¢alisgmada 2-8 °C’de saklanan c¢ozeltinin stabilitesini 28 giin korudugu
bulunmustur (Rondelot ve ark., 2007).

Pemetreksetin analiz yontemleri

Pemetreksetin kantitatif tayini i¢in yapilan g¢aligmalarda UV spektrofotometrik
yontem ve HPLC yontemi incelenmistir (Rivory ve ark., 2001; Rondelot ve ark.,
2007; Respaud ve ark., 2011). Patel ve ark. (2011) tarafindan pemetreksetin UV’de
maksimum absorbans verdigi dalga boyu 225 nm olarak bulunmus, hem UV
spektrofotometrik yontem hem de HPLC ydntemi ile kalibrasyonu ve validasyonu
yapilmistir. Lu ve ark. (2012) hazirladiklar1 nanopartikiil formiilasyonlarinin igerdigi

pemetrekset miktarint HPLC’de analiz etmistir.
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Pemetreksetin beyin tiimérlerinde kullanimina yonelik aragsnrmalar

Pemetreksetin folik asit metabolizmasindaki {i¢ onemli enzimi inhibe etmesiyle
kombine etki elde edilmektedir. Eger var olan direng bir enzimin mutasyonu ya da
fazla ekspresyonu sonucu olugsmussa elde edilen bu kombine etkinin avantaj
saglayacagl diisiiniilebilir. Pemetreksetin faz Il ¢alismalarinda mezotelioma, kii¢lik
hiicreli olmayan akciger kanseri, gogiis, servikali kolororektal, bas ve boyun ve
mesane kanserlerini igeren cesitli solid tiimdrler iizerinde antitiimdral aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir. Pemetrekset santral sinir sistemi tiimorleri iizerinde diisiik
diren¢ gelisimi nedeniyle yararli bulunmustur. Bu sadece santral sinir sistemi
lenfomas1 i¢in degil ayn1 zamanda akciger ve gogiis kanserlerinin beyin metastazlar

nedeniyle de 6nemlidir (Dai ve ark., 2005; Sorensen, 2011).

Metotreksat primer santral sinir sistemi lenfomalar1 ve diger primer ve sekonder
beyin tiimorlerinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Metotreksat gibi pemetreksetin de
primer ve sekonder beyin tiimorlerinde kullanilabilecegi ve daha az direng gelisimi
elde edilmesi nedeniyle yararli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Faz Il ve Faz Il klinik
caligmalar1 pemetreksetin ¢esitli solid tiimorler iizerinde etkili oldugunu gostermistir.
Ancak ilacin terapétik etkisi biiyiik dl¢iide santral sinir sistemine hedeflendirilmesi
ile biyoyararlanimina dayanmaktadir. Antitimoéral bilesiklerin  kan  beyin
bariyerinden beyine etkin konsantrasyonda gecisi beyin tiimorlerinin tedavisindeki
en biiyiik problemdir. Pemetreksetin santral sinir sistemine gegisinin sinirli oldugu

bulunmustur (Dai ve ark., 2005; Sorensen, 2011).

Pemetreksetin santral sinir sistemindeki diisiik dagiliminin en 6nemli sebepleri olarak
oncelikle aktif geri akig pompalar1 tarafindan Onemli derecede atilimi ve
hidrofilikligi nedeniyle diisiik permeabilite gostermesi oldugu belirtilmistir.
Metotreksatin MRP1, MRP2, MRP3, MRP4 ve organik anyon tasiyicilar1 gibi bir¢ok
geri akis pompasinin substrati oldugu goriilmiistiir. Metotreksatin bir analogu olarak
pemetreksetin de kan beyin bariyerinde ekspresse olan bu geri akis pompalarinin
substrat1 olabilecegi ve merkezi sinir sistemine dagiliminin smnirlandirilabilecegi

distintilmustiir (Dai ve ark, 2005).
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MCFTDX ve H630RIO hiicrelerine karst 5-FU ve raltitreksetle karsilastirildiginda
pemetreksete karsi daha az direng gelisimi goriilmiistiir. Bu bulgular 1s18inda
pemetreksetin aktivitesinde sekonder inhibitér yolaklarinin 6nemli oldugu ve
metotreksat, 5-FU ve raltitreksete direngli tiimorlere karsi kullanilabilecegi ileri

striilmistir (Hanauske ve ark.,2001; Paz-Ares ve ark, 2003).

Pemetreksetin beyine olasi gegisi hem akciger kanseri metastazlari gibi sekonder
beyin tiimorlerinde hem de primer beyin tiimérlerinde yararli olabilecegi icin ilgi
cekmistir. Diger bir antifolat ajan olan metotreksatin hidrofilik olmasina ve kan
beyin bariyerindeki ¢esitli tagiyicilar ile etkilesimine bagl olarak beyin igine diisiik
bir dagilimi vardir. Pemetreksetin yapisal olarak benzer bir antifolat olmasina
ragmen, merkezi sinir sistemine dagilimin etkileyen farkli fizikokimyasal 6zelliklere
sahip olabilecegi belirtilmistir. Dai ve ark. (2005), farelerde pemetreksetin merkezi
sinir sistemine dagilimimi incelemistir. Kan ve beyindeki serbest pemetrekset miktari
Ol¢iilmiistiir. Pemetrekset ve indometazin bolus veya 3 saat siirekli intravenoz
infiizyon seklinde uygulanmigtir. Bolus ve inflizyon g¢alismalarinin her ikisi de
pemetreksetin merkezi sinir sitemine sinirli dagilimi oldugunu gostermistir ve geri

akis pompalarmin substrati olabilecegi belirtilmistir (Sorensen, 2011).

Bir insan primat modelinde (rhesus maymunlari) pemetreksetin 400 mg/m? 10 dakika
intravendz inflizyonundan sonra beyin omurilik sivist (BOS) farmakokinetigi
tizerinde yapilan aragtirmada BOS penetrasyonu gosterilmistir. Pemetreksetin BOS

penetrasyonu %2’ nin altinda bulunmustur (Sorensen, 2011).

Kan beyin bariyeri, onkolojide kullanilan hidrofilik etkin maddelerin ¢coguna karsi
gecirgen degildir. Nanopartikiiler tagiyici sistemler kullanilanarak etkin maddenin
hedeflendirilmesi, fizikokimyasal o6zellikleri maskelenerek etkinliginin, biyolojik
membrandan ge¢isinin, biyoyararlaniminin artirilmasi, enzimatik parcalanmaya karsi
korunmasi kan beyin bariyerinden gegisi saglamak ilizere onemlidir. Diinya saglik

orgiitiiniin siniflandirmasina gore 1V. derece gliyom olan glioblastoma multiforme
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ileri derecede fenotipik degiskenlik ve hiicre heterojenitesi sergileyen ve
kemoterapiye yiiksek derecede direngli olan bir tiimordiir. Mevcut tedavi stratejileri
bu etkili tiimoriin iyilesmesi icin yeterli degildir ve son 10 yildir bu hastaligin
tedavisine yonelik bir ilerleme kaydedilememistir. Timor hiicrelerine karsi
metotreksat, 5-florourasil ve raltitreksetle karsilastirildiginda pemetreksete karsi daha
az direng gelisimi goriilmiistiir. Bu bulgular 1s181inda pemetreksetin direngli tiimdrlere

kars1 kullanilma olasilig1 bulunmaktadir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Asetonitril

Dimetildioktadesilamonyumbromiir(DDAB)

Disodyum hidrojen fosfat

Diyaliz membrani (12000Da MWCO)

DNA belirteci (50 bp)

Enjektor ucu filtre (0,45 pm, 0,22 um)

Entellan®

Fetal bovine serum

Fosforik asit

Gliseril tripalmitat

Gliseril tristearat

Hiicre kiiltiirti kaplar1 (T25, T75)
Hiicre kiiltiirii ortam1 (EMEM)
Hiicre kiiltiirii plagi (96 kuyucuklu)
L-alfa-fosfatidilkolin

miR-21 antisens oligoniikleotidi
MTT hiicre canlilig1 tayin kiti

Oleik asit
Polikaprolakton (PCL)
PEG-PLGA

Pemetrekset disodyum

Penisilin-streptomisin

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Thermo Scientific
Sartorius

Merck

Biowest

Merck

Sigma

Fluka

Sarstedt

ATCC

Sarstedt

Sigma
Eurogentec
Calbiochem
Fluka

Aldrich

Aldrich

Kocak Farma Ilag
Kimya Sanayi A.S.

Lonza

Ve



PLGA (50:50)

Pluronik F127

Pluronik F68

Potasyum dihidrojen fosfat
Serolojik Pipet (5, 10, 50 ml)
Sodyum kloriir

Stearik asit

Trimristin

Tripsin/EDTA

Tween 80

US87MG Insan Glioblastoma Hiicresi
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Aldrich
Sigma
Sigma
Fluka
Sarstedt
Sigma
Merck
Fluka

Lonza

Merck
ATCC-HTB-14
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2.1.2. Kullanmlan Cihazlar

Calkalayici su banyosu
Coklu manyetik karigtirict
Diferansiyel taramali kalorimetre

Elektoroforetik jel sistemi

Gegirimli elektron mikroskopu (TEM)

Hassas terazi

HPLC (Yiiksek performansl sivi kromatografisi)
HPLC kolonu

Isiticili mantolu karistirici
Jel goriintiileme sistemi
Liyofilizator

pHmetre

Santrifiij

Sonikator

Spektrofotometre

Ultra saf su cihazi
Ultrasonik banyo
Yiiksek basingli homojenizator

Yiiksek hizli karistirict

Partikiil boyutu 6l¢iim cihazi

Memmert

Ika werke

DSC-60 Shimadzu
Thermo EC-330 Midicell
Primo yatay jel sistemi
Tecnai

Mettler Toledo

Agilent

Waters Symmetry C18
SuM 4.6x250mm
WiseTherm

Herolab UVT-20 M/W
Christ Alpha 1-2 LD plus
Inolab WTW

Sigma

Bandelin

(UV/VIS) Shimadzu UV
Mini 1240

Millipore

€lma Ultrasonic LC30

Ika HPH 2000/04.
Ultra-Turrax (Ika
Labortechnik T25 basic)

Malvern Mastersizer ZS


http://www.used-line.com/electrophoresis/gel/thermo-ec-midicell-primo-ec-330/item-9973507
http://www.used-line.com/electrophoresis/gel/thermo-ec-midicell-primo-ec-330/item-9973507
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2.2. Pemetreksetin HPLC ile Miktar Tayinine Yonelik Yapilan Calismalar

2.2.1. Ultraviyole (UV) Spektrumu

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu (PBS) i¢inde 100 pg/ml stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle hazirlanan 4 pg/ml konsantrasyondaki
¢ozeltinin 200-400 nm araliginda UV spektrumu alinmis ve maksimum absorbans

gosterdigi dalga boyu (Amax) belirlenmistir.

2.2.2. pH 7,4 Fosfat-Salin Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Avrupa Farmakopesi 6’da yer alan pH 7,4 fosfat salin tampon ¢6zeltisi kullanilmustir.

Elde edilen ¢ozeltinin pH’s1 6l¢iilerek 7,4’e ayarlanmistir.

pH 7.4 Fosfat Salin Tamponu (Avrupa Farmakopesi 6)

Disodyum hidrojen fosfatR ......... 2,389
Potasyum dihidrojen fosfatR ........ 0,199
Sodyum kloriirR ....................... 8¢
Distilesu ..................... y.m..... 1000 ml

2.2.3. Pemetreksetin HPLC ile Miktar Tayini

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu kullanilarak yapilan miktar tayini i¢in 226
nm dalga boyu kullanilmistir. On ¢alismalar ile alikonma zamani ve mobil faz
oranlar1 belirlenmistir. Buna gore pH 7,4 fosfat-salin ¢6zeltisi ig¢in alikonma zamani
5 dakika olarak bulunmustur. Cizelge 2.1°de HPLC ile miktar tayinine iliskin ¢calisma

parametreleri goriilmektedir.
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Cizelge 2.1. Pemetreksetin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar

Mobil faz %0,1 (h/h) fosforik asit sulu ¢ozeltisi : Asetonitril (82:18 h/h)
Akis hizi 1 ml/dakika

Enjeksiyon hacmi | 20 ul

Kolon Waters Symmetry C18 5uM 4.6x250mm HPLC kolonu
Dedektor UV dedektor

Sicaklik 25°C

2.2.4. Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponunda 10 mg/ 100 ml konsantrasyonda stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle 0,5-10 pg/ml konsantrasyon
araliginda 7 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler HPLC’de 226 nm’de analiz
edilmistir. Konsantrasyona karsi elde edilen alan verileri kullanilarak dogru denklemi
hesaplanmistir. Deney {i¢ paralel yapilmis, elde edilen alan sonuglarinin ortalamasi

alinmistir.

2.2.5. Kullanmilan Analitik Yontemin Validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, tasarlanan analitik uygulamalar i¢in istenen sartlar
saglayan metodun performans karakteristiklerinin laboratuvar c¢alismalariyla
belirlendigi bir islemdir. Performans karakteristikleri analitik parametrelere
dayanarak agiklanir (USP 30, 2007). Miktar tayininin validasyonunda ICH Q2(R1)

kilavuzunda yer alan parametreler incelenmistir.

2.2.5.1. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen test sonuclarinin gercek

degere yakinligidir. Gergek / teorik degerlerin, pratikte bulunan degerlere yakinligi



50

dogrulugu saptamamizi saglar. Dogruluk, belirli araligi kapsayan en az g
konsantrasyon noktasinda en az {iger kez hazirlanan numune miktarlarinin ytizde geri
eldelerinin belirlenmesiyle tayin edilmektedir. Bu amagla pemetreksetin 0.5 pg/ml, 4
ug/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltilerin HPLC analizi sonucunda elde edilen alanlardan hareketle pratik
konsantrasyon ve % geri elde degerleri hesaplanmistir. Ortalama % geri elde,

standart sapma ve % bagil sapma degerleri belirlenmistir.

2.2.5.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten c¢oklu orneklemeyle elde
edilen Ol¢lim serileri arasindaki yakinligi ifade eder. Kesinlik, normal islem kosullar
altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve tekrar elde

edilebilirliginin dl¢timidiir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni igslem kosullari altindaki kesinligi
ifade eder. Belirli aralig1 kapsayan en az {i¢ konsantrasyon noktasinda en az tiger kez
ya da test konsantrasyonunun % 100’iinde en az alt1 6l¢iimle belirlenir. Bu amagla
pemetreksetin 0,5 pg/ml, 4 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltiler HPLC ile analiz edilerek elde edilen alanlardan
hareketle pratik konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Ortalama, standart sapma ve

% bagil sapma degerleri belirlenmistir.

Ara kesinlik
Ara kesinlik; farkli gilinler, farkli analistler, farkli donanim gibi laboratuvar
varyasyonlarinin incelenmesini ifade eder. Bu etkilerin herbirinin incelenmesinin

gerekli olmadigi belirtilmistir.
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Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢ozeltisindeki ara kesinliginin belirlenmesi
amaciyla 0,5 ug/ml, 4 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan ii¢ farkli
cOzelti birbirini takip eden {¢ farkli glinde HPLC analizleri yapilarak
konsantrasyonlara karsilik gelen alanlar bulunmustur. Alan degerlerinin kalibrasyon
denkleminde yerine koyulmasiyla elde edilen pratik konsantrasyonlardan hareketle,
her bir farkli konsantrasyon igin SPSS istatistik programi ile anova testi yapilarak, %

95 giiven siirlar i¢inde ti¢ giinliik veriler karsilastirilmistir.

Tekrar elde edilebilirlik
Tekrar elde edilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder (Isbirligi ile

yapilan ¢alismalar, genelde yontemin standardizasyonu i¢in uygulanir).

2.2.5.3. Segcicilik

Secicilik, analiz edilen maddeyir diger bilesenler varliginda tayin edebilme
ozelligidir. Secicilik testi i¢in formiilasyonda kullanilan maddelerin ve etkin

maddenin HPLC ile analizinde girisim olup olmadigina bakilmustir.

2.2.5.4. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Teshis smiri, belirli kosullar altinda 6rnek iginde analiz edilen maddenin teshis
edilebilen fakat tayin edilemeyen en diisiik konsantrasyonudur. Tayin sinir1 ise
ornekteki analiz edilen maddenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle kantitatif
olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir. Teshis ve tayin sinir1 ICH kilavuzunda
verilen formiillere gore kalibrasyon denkleminin egim ve kesisim degerleri

kullanilarak hesaplanmaistir.
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2.2.5.5. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta 6rnek igindeki analiz edilen
maddenin konsantrasyonuyla dogrudan orantili olan test sonuglarmin elde
edilebilmesidir. Eger lineer bir iligki varsa, test sonuclari, en kiigiik kareler
yontemiyle regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun istatistiksel metodlarla
degerlendirilebilir. Korelasyon katsayisi, kesisim, regresyon dogrusunun egimi ve
artik kareler toplam1 hesaplanmalidir. Buna ek olarak regresyon dogrusundan gergek
veri noktalarinin sapma analizi dogrusallig1 hesaplamak i¢in yararlidir. Dogrusalligin

saptanmasinda en az 5 konsantrasyon gereklidir.

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayini yonteminin
dogrusalliginin belirlenmesi amaciyla 0,5-10 pg/ml konsantrasyon araliginda 7 farkl
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlara karsi elde

edilen alan verileri Graphpad Instat istatistik programi yardimiyla degerlendirilmistir.

2.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

2.3.1. Kat1 Lipid Nanopartikiil (SLN) Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

SLN formiilasyonlart yiikksek basingli homojenizasyon cihazi kullanilarak
hazirlanmistir. Formiilasyon hazirlama asamasinda oncelikle cihaz parametreleri

degistirilerek ayn1 formiilasyon iizerinde bu parametrelerin etkisi incelenmistir.

Formiilasyon hazirlaniginda lipidler 75-80°C’ye 1sitilmis, ayni sekilde Tween 80 suda
coziilerek 75-80°C’ye 1sitilmistir. Su faz1 yag fazina yavas yavas ilave edilerek
yiikksek hizli karistirici (Ultra-Turrax lka Labortechnik T-25) ile farkli hizlarda
(13500 rpm/ 24000 rpm) ve farkli siirelerde (2dak/ S5dak/ 10dak) karistirilmistir.
Sonrasinda, ¢ozelti yiiksek basingli homojenizatorden farkli basinglarda (500bar/
1000bar/ 1500bar), farkli sikluslarda (5siklus/ 7siklus/ 10siklus) ve farkli hizlarda
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(150rpm/ 250rpm/ 350rpm) gegirilmistir. Formiilasyonlar vivaspin santrifij tiipleri
kullanilarak 4500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilip, ultrasaf su ile 1 kez yikanmus, -
40°C’de dondurulduktan sonra, 24 saat siireyle liyofilize edilmistir (Sekil 2.1).

LiPiD FAZI
~75°C]"

Yiiksek basingh
homojenizasyon

Yiiksek hizda
homojenizasyon L

- | Vivaspin ile
santrifiij

-40°Cde
dondurulur Cj

SLN formiilasyonlan <:

Liyofilizasyon

Sekil 2.1. SLN formiilasyonlarinin hazirlanisinin sematik gosterimi

Sonugta en uygun partikiil boyutunu veren cihaz parametreleri belirlenmis ve etkin
madde ilave edilerek SLN formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 2.2). Pemetrekset
velveya anti-miR-21 lipid fazinda disperse edilerek formiilasyona katilmigtir. Ayni
sekilde katyonik SLN’lerin hazirlanmasinda kullanilan DDAB lipidlerle birlikte

eritilerek formiilasyona ilave edilmistir.
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Cizelge 2.2. SLN formiilasyonlarinin bilesimi

N Lipid | Sulu fazda o
Lipid fazda Surfaktan Pemetrekset | Anti-miR-21
Kod cullamlan Linidl orant | kullanilan %) (mg) (nmol)
ullanilan uapialer orani m nmo
P (%) surfaktan ’ J
S1 Gliseril tristearat 1 Tween 80 1 10 -
S2 | Gliseril tripalmitat 1 Tween 80 1 10 -
S3 Trimristin 1 Tween 80 1 10 -
S4 Stearik asit 1 Tween 80 1 10 -
Pluronik
S5 Gliseril tristearat 1 1 10 -
F68
S6 Gliseril tristearat 1 Tween 80 2 10 -
Gliseril tristearat 1
S7 Tween 80 2 10 -
Lesitin 0,5
Gliseril tristearat 1
S8 Lesitin 0,5 Tween 80 2 10 -
Oleik asit 0,1
S9 Trimristin 1 Tween 80 2 10 -
Trimristin 1
S10 Tween 80 2 10 -
DDAB 0,1
Trimristin 1
S11 Tween 80 2 10 -
DDAB 0,3
Trimristin 1
S12 Tween 80 2 10 -
DDAB 0,5
Trimristin 1
S13 Tween 80 2 10 -
DDAB 1
Trimristin 1
S11A Tween 80 2 10 10
DDAB 0,3
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2.3.2. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

2321 PLGA ve PEG-PLGA iceren Polimerik Nanopartikiil

Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 s/y/s tipi emiilsifikasyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Pemetrekset ve/veya anti-miR-21
pH 7,4 fosfat-salin tamponunda ve PLGA/ PEG-PLGA polimeri organik ¢oziiciide
¢ozilmistiir. Etkin madde ¢ozeltisi ve polimer ¢ozeltisi buz banyosu altinda
sonikasyonla 1 dakika %2100 genlikte karigtirtlmigtir. Olusan primer emiilsiiyon
hizlica dis sulu faza ilave edilmis ve buz banyosu altinda sonikasyonla emiilsifiye
edilmistir. Olusan su/yag/su tipi emiilsiyon organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi igin 1
gece karistirtlmistir. Formiilasyonlar vivaspin santriflij tiipleri kullanilarak 4500
rpmde 30 dakika santrifiij edilerek, ultrasaf su ile 1 kez yikanmig, -40°C’de
dondurulup, 24 saat siireyle liyofilize edilmistir (Sekil 2.2). Formiilasyonlarda yer

alan PCL ve DDAB organik ¢oziiciide ¢oziilerek polimerik faza ilave edilmistir.

A&7 ="

-
. ~ Q‘i W@JE

-
Etkin madde gézeltisi PLGA/PEG-PLGA N/ m Primer emiilsiyon Dis sulu faz
(i¢ sulu faz) + organik gdziicii 3 Sonikasyon
Sonikasyon (Sekonder emiilsiyon)

(Primer emiilsiyon)

Polimerik o :
e 40/Gde [ | Vivaspin ile
nanopartikiil dondurulur v santrifiij
formiilasyonlan |
Liyofilizasyon Organik ¢géziiciiniin

buharlastinimasi

Sekil 2.2. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlaniginin sematik gosterimi

PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan 6n formiilasyonlarin bilesimi Cizelge 2.3’te

gosterilmistir.
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. . I¢c faz Dis faz Dis faz Etkin
Polimer Organik ) ) )
Kod I¢ faz hacmi stabilizorii hacmi madde
(100 mg) ¢oziicii
(ml) (ml) (mg)
Diklorometan %1
P1 PLGA pH 7.4 PBS 0,5 10 -
(2 ml) Tween80
Diklorometan
P2 PLGA pH 7.4 PBS 0,5 %1 PF127 10 -
(2 ml)
Diklorometan
P3 PLGA pH 7.4 PBS 0,5 %1 PVA 10 -
(2 ml)
Diklorometan
P4 PLGA pH 7.4 PBS 05 %1 PF127 10 -
(2 ml)
Diklorometan
P5 PLGA pH 7.4 PBS 0,5 %1 PF127 10 -
(2 ml)
P6 PLGA Aseton 2 ml) | pH 7.4 PBS 0,5 %1 PF127 10 -
P7 PLGA Aseton (8 ml) | pH 7.4 PBS 0,5 %1 PF127 10 10
P8 PLGA Aseton (8 ml) | pH 7.4 PBS 0,5 %3 PF127 10 10
P9 PLGA Aseton (8 ml) | pH 7.4 PBS 0,5 %5 PF127 10 10
P10 PLGA Aseton (8 ml) | pH 7.4 PBS 1 %1 PF127 10 10
P11 PLGA Aseton (8 ml) %1 PF127 1 %1 PF127 10 10
%10
P12 PLGA Aseton (8 ml) 1 %1 PF127 10 10
Dekstran
pH7.4 PBS/
P13 PLGA Aseton (8 ml) 0,8/0,2 | %1 PF127 10 10
%I1PF127
pH7,4 PBS/
P14 PLGA Aseton (8 ml) %10 0,8/0,2 | %1 PF127 10 10
Dekstran
pH7.4 PBS/
P15 PLGA | Aseton (8 ml) 0,8/0,2 | %1 PF127 10 10
Tween80
pH7.4 PBS/ %1 PF127
P16 PLGA Aseton (8 ml) 0,8/0,2 10 10
Tween80 (pH 4,5)
pH7.4 PBS/ %1 PF127
P17 PLGA Aseton (8 ml) 0,8/0,2 10 10
Tween80 (pH 9)
pH7.4 PBS/ %1 PF127
P18 PLGA Aseton (8 ml) 0,8/ 0,2 20 10
Tween80 (pH 4,5)
pH7.4 PBS/ %1 PF127
P19 PLGA Aseton (8 ml) 0,8/ 0,2 50 10
Tween80 (pH 4,5)
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PEG-PLGA polimeri kullanilarak P15 formiilasyonundan hareketle polimerik faz
iceriginin degistirilmesiyle hazirlanan formiilasyonlarin bilesimi Cizelge 2.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 2.4. PEG-PLGA igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarin bilesimi

PEG-
PCL | DDAB Organik Organik ¢oziicii | Pemetrekset | Anti-miR-21
Kod PLGA ]
(mg) (mg) ¢oziicii hacmi (ml) (mg) (nmol)
(mg)
PEG1 100 - - Aseton 8 10 -
PEG2 200 - - Aseton 8 10 -
Aseton/
PEG3 180 20 - ) 6/2 10 -
diklorometan
Aseton/
PEG4 120 80 - ) 6/2 10 -
diklorometan
PEG5 180 - 20 Aseton 8 10 -
PEG5A 180 - 20 Aseton 8 10 10

2.3.2.2. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Polimerik-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmast amaciyla
pemetrekset 1 ml pH 7.4 PBS/ Tween80 (0,8/0,2 ) ¢ozeltisinde, PLGA asetonda, L-
alfa-fosfatidilkolin ve trimristin diklorometanda ¢6ziilmiistiir. Etkin madde ¢6zeltisi,
PLGA ¢ozeltisi ve lipid ¢ozeltisi buz banyosu altinda sonikasyonla 1 dakika %2100
gii¢ ile karistirilmigtir. Olusan primer emiilsiiyon hizlica 10 ml dis faza (%1 PF127)
ilave edilmis ve buz banyosu altinda 2 dakika sonikasyonla emiilsifiye edilmistir.
Olusan s/y/s emiilsiyonu organik ¢oziicliniin uzaklastirilmas:1 i¢in 1 gece
karistirtlmistir. Formiilasyonlar vivaspin santrifiij tiipleri kullanilarak 4500 rpm’de
30 dakika santrifiij edilip, distile su ile 1 kez yikanmis, 24 saat liyofilize edilmistir
(Sekil 2.3). Formiilasyonlarda yer alan PCL organik ¢oziiciide ¢oziilerek polimerik

faza ilave edilmistir.
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Etkin madde gozeltisi
(ic sulu faz)
' +

L-alfa-fosfatidilkolin
+ trimristin

Sonikasyon Sonikasyon
(Primer emiilsiyon) (Sekonder emiilsiyon)

PLGA

+ aseton

+ diklorometan ﬂ

Polimer-lipid hibrit _40°Cde Vivaspin ile
nanopartikil <: dondurulur santrifiij
formiilasyonlan ‘ ‘
Liyofilizasyon o/ Organik ¢oziiciiniin

buharlastinimasi

Sekil 2.3. Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanisinin sematik gdsterimi
Polimer-lipid hibrit formiilasyonlarinin bilesimi Cizelge 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarinin bilesimi

Anti-
PLGA | PCL Lesitin/ Organik Organik ¢6ziicii | Pemetrekset )
Kod o ) miR-21
(mg) (mg) | trimristin ¢oziici hacmi (ml) (mg)
(nmol)
H1 100 - 8,5/1,5 Aseton 8 10 -
H2 100 - 1,5/8,5 Aseton 8 10 -
Aseton/
H3 90 10 8,5/1,5 . 6/2 10 -
diklorometan
Aseton/
H4 60 40 8,5/1,5 . 6/2 10 -
diklorometan
Aseton/
H3A 90 10 8,5/1,5 ) 6/2 10 10
diklorometan
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2.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

2.4.1. Partikiil Boyutu Dagilin ve Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil boyutu dagilimi ve zeta potansiyeli 6l¢iimleri,
nanopartikiil siispansiyonu 1:100 oraninda ultrasaf su ile seyreltilerek Malvern
Mastersizer ZS (Malvern Instruments, Ingiltere) cihaz1 ile oda sicakliginda

gergeklestirilmistir.

2.4.2. Formiilasyonlara Yiiklenen Etkin Madde Miktarinin ve Enkapsiilasyon
Etkinliginin Tayini

Polimerik nanopartikiillerin miktar tayini i¢in 5 mg polimerik nanopartikiil (n=3), 1
ml diklorometanda ¢6ziilmiis, diklorometan tamamen uzaklasana kadar manyetik
karistirict ile karistirilmistir. Sonrasinda {izerine 2 ml pH 7,4 fosfat-salin tamponu
ilave edilmis ve 3 saat karistirtlmistir. Nanopartikiil ¢ozeltisi 0,45 um por g¢aph

filtreden gecirilerek icerdigi etkin madde miktar1t HPLC ile analiz edilmistir.

Kati-lipid nanopartikiil formiilasyonlarinin etkin madde miktar tayini siipernatanda
nanopartikiile yiilklenmeden kalan etkin madde miktar1 tayin edilerek hesaplanmaistir.
Bu amagcla formiilasyon vivaspin santrifiij tlipleri kullanilarak 4500 rpmde 30 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatanda yer alan etkin madde miktar1t HPLC cihazi ile

analiz edilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarina yiiklenen etkin madde miktar1 (DL) ve

enkapsiilasyon etkinligi (EE) asagida yer alan formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

DL (%)= Nanopartikiile yiiklenen etkin madde miktar1/ Nanopartikiil miktar1 x 100
EE (%) = Yiiklenen etkin madde miktari/ ilave edilen etkin madde miktar x 100
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2.43. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidi ve Agaroz Jel Elektroforez ile

Nanopartikiillere Enkapsiilasyonunun incelenmesi

Calismamizda yer alan miR-21 antisens oligoniikletidinin sekansi literatlirlerden
yararlanilarak belirlenmistir (5’-TCAACATCAGTCTGATAAGCTA-3’). Konfokal
mikroskop analizinde goriintileme amaciyla ise 5’ ucundan 6-FAM ile konjuge
edilmis anti-miR-21 kullanilmistir (6-FAM-5’-TCAACATCAGTCTGATAAGCTA-
3’) (Davis ve ark., 2006; Li ve ark., 2010; Bai ve ark., 2011; Qian ve ark., 2012).

MiR-21 antisens oligoniikleotidinin nanopartikiillere enkapsiile olup olmadigi agaroz
jel elektroforez yontemi ile degerlendirilmistir. Elektroforez islemi i¢in % 2'lik
agaroz jel kullanilmistir. 2 g agaroz tartilmis, 1siticili magnetik karistiricida, 100 ml
Tris-Asetat-EDTA tamponu icinde tamamen ¢6ziinmesi saglanmig, 5 pl etidyum
bromiir ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilmistir. Elde edilen berrak c¢ozelti yan
destekleri takilmis, diiz zemin {izerindeki jel tepsisine dokiilmiistiir. Jelin sogumasina
yakin uygun tarak jel tepsisine monte edilmis ve polimerlesmenin tamamen
gerceklesmesi icin sogumaya birakilmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra
tarak ve yan destekler dikkatlice g¢ikarilmis, elektroforez tank sistemi igerisine
yerlestirilmistir. Uygulanacak ornekler, 6rnek yilikleme tamponu ile karistirildiktan
sonra tarak ile olusturulan kuyucuklara aktarilmis ve tankin igi jeli ortecek sekilde
Tris-Asetat-EDTA tamponu eklenmistir. 1 saat siireyle 60V elektrik akimi
uygulanarak, bromfenol mavisi jelin sonlarma gelinceye kadar siirliklenmesi
saglanmistir. Jel yikama amaciyla distile suda bekletilmis ve UV 15181 altinda

goriintiilenmistir.

Anti-miR-21 o6ncelikle saf halde uygulanarak agaroz jel lizerindeki ilerleme davranisi
incelenmistir. Anti-miR-21 i¢eren nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlandiktan sonra
formiilasyonlara ait siipernatanlar, suda disperse edilen formiilasyonlar ve toz haldeki
formiilasyonlar agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenerek anti-miR-21 igerigi

belirlenmistir.
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Elektroforez isleminde kullandigimiz ¢ozeltiler;

Tris-Asetat-EDTA Tamponu (50x):

Trizmabaz........cccoovennnee. 242 g
Asetik asit......cccceevevieeenne, 57,1 mL
EDTA (500 mM, pH 8)...... 100 mL
Aritilmis su ........ y.m.......... 1000 mL

Konsantre olarak hazirlanan Tris-Asetat-EDTA tamponu kullanim sirasinda 1/50

oraninda seyreltilmistir.

Ornek yiikleme tamponu:
Bromfenol mavisi............ % 0,25

Gliserol (su igerisinde)..... % 30

Ornek yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra buzdolabinda 4°C’de saklanmustir.

Boyama ¢ozeltisi:

Etidyum bromiir, jele uygulanip yiiriitiilen DNA fragmanlari ile birleserek UV 15181
altinda floresans verir. Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi su igerisinde 10 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanmistir. Oda 1sisinda saklanmistir. 100 ml % 2 agaroz

¢oOzeltisine stoktan 5 pl ilave edilmistir.

2.4.4. In Vitro Salim Calismalar1

Nanopartikiil formiilasyonlarindan pemetreksetin in vitro salim deneyi diyaliz
membran yontemi kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan nanopartikiiller (0,5 mg
pemetreksete esdeger) 2 ml ¢oziinme ortaminda disperse edilerek diyaliz membrana
(Sigma, 12000 Da MWCO) yerlestirilmistir. Membranlar 100 mL pH 7,4 fosfat-salin
¢ozlinme ortamina koyulmus, sicakligr 37+0,5°C’de sabit tutulan yatay ¢alkalayicili

su banyosunda 100 rpm calkalama hizinda ¢alisilmistir. Belirli zaman araliklarinda 1
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mL ornek alinarak, esit hacimde ve sicaklikta taze salim ortami ilave edilmistir.

Alinan 6rnekler HPLC’de analiz edilmistir.

In vitro salim profillerinin karsilastirilmasinda asagida yer alan formiillerden
hesaplanan f1 (fark faktorii) ve f2 (benzerlik faktorii) degerleri kullanilmustir. f1
degeri 0-15 arasinda oldugunda ve f2 degeri 50-100 arasinda oldugunda FDA ve
EMEA tarafindan iki in vitro salim profili benzer kabul edilmektedir (Polli ve ark.,
1997; Costa ve Lobo, 2001).

n n
=1 t=1

f2=50x log{[1+(1/n t21(Rt-Tt)3)]’°'5.100}

R Referans formiiliin n adet 6rnekleme zamaninin herbirinde ¢oziinen kiimiilatif
etkin madde yiizdesi
Ty Test edilen formiiliin n adet 6rnekleme zamaninin herbirinde ¢6ziinen kiimiilatif

etkin madde yiizdesi

2.4.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Pemetreksetin, anti-miR-21"in ve lipidik/polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin
termal ozellikleri Shimadzu DSC-60 cihazi ile incelenmistir. 3-5 mg agirhigindaki
ornekler aliminyum pana yerlestirilerek sikistirilmistir. Azot gazi 50 ml/dak akis
hizinda kullanilarak, ornekler 30-250°C sicaklik araliginda 5°C/dak lineer 1sitma

hizinda analiz edilmistir. Bos pan kor olarak kullanilmistir.

2.4.6. Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Pemetrekset ve anti-miR-21'1 birlikte igeren lipidik ve polimerik nanopartikiil

formiilasyonlar1 distile suda disperse edildikten sonra 200 mesh bakir grid tizerine
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damlatilarak fazlasi filtre kagidi ile alinmistir. %2 uranil asetat ¢ozeltisi ile 2 dakika
boyandiktan sonra oda sicakliginda kurutularak FEI Tecnai G2 marka TEM (120

Kw) cihazi ile goriintiillenmistir.

2.4.7. Gama Radyasyon ile Sterilizasyon

Formiilasyonlar Co-60 kaynagindan yayinlanan gama 1sinlar1 kullanilarak 25,5 kGy
radyasyon dozunda 10 saat siire ile sterilize edilmistir. Formiilasyonlarin
sterilizasyonundan sonra etkin maddenin in vitro salim deneyleri tekrarlanarak

sterilizasyonun etkisi incelenmistir.

2.4.8. Stabilite Calismalar:

Stabilite c¢aligmalar1 i¢in formiilasyonlar +4°C’de 3 ay siireyle karanlik ortamda
bekletilmistir. 3 aylik siirenin baglangicinda ve sonunda formiilasyonlarin partikiil boyutu,
polidispersite indeks ve zeta potansiyeli Ol¢iimleri ve DSC analizi yapilarak stabiliteleri

incelenmistir.

2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

2.5.1. US7MG insan Glioblastoma Hiicrelerinin Uretilmesi

ATCC’den temin edilen ve -196°C’de dondurularak saklanan U87MG insan
glioblastoma hiicreleri 37°C’deki su banyosunda ¢ozdiriilmiistiir. 800 rpm’de 5 dak
santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti EMEM, %10 f6tal bovin serum,
%1 NaHCO; (%7,5 a/h) ve %1 penisilin-streptomisin igeren hiicre ortami ilave
edilerek 25 cm®lik hiicre kiiltiirii sisesine alimis, 37°C’deki CO, inkiibatdriinde
cogaltilmistir. Hiicrelerin iireme durumlar1 kontrol edilerek %100 tek tabaka seklinde

tireme goriildiikten sonra pasajlama yapilmistir.



64

2.5.2. Sitotoksisite Calismalar:

2.5.2.1. Pemetreksetin US7MG insan Glioblastoma Hiicrelerine Sitotoksisitesi

U87MG hiicreleri 96-kuyucuklu polistiren plakalara 4x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir. U87MG hiicreleri ve pemetreksetin 0,01-100 pug/ml araliginda 5
farkli konsantrasyondaki ¢ozeltisi (100 ul) 37°C’deki CO; inkiibatoriinde 24, 48 ve
72 saat boyunca kiiltiirlenmistir. U87MG hiicrelerinin canliigt MTT (3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difenil tetrazolium bromiir) testi ile belirlenmistir. Belirlenen
stireler sonunda hiicrelerin tizerindeki ilagh ortam alinarak, 100ul taze hiicre kiiltiirii
ortami ilave edilmis, lizerine 10 pul MTT ilave edilerek 37°C’de karanlikta 4 saat
bekletilmistir. Sonrasinda 100 pl izopropil alkol ilave edilerek olusan mor renk 570
nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve asagidaki formiille hesaplanmistir.

Deney 3 paralel yapilmistir.

Hucre Calﬂlllgl (%) =0D (Pemetrekset uygulanan hiicreler) / OD(Uygulama yapilmayan hiicreler) x100

2.5.2.2. Formiilasyonlarin U87MG 1Insan Glioblastoma Hiicrelerine

Sitotoksisitesi

nsan U87MG hiicreleri 96-kuyucuklu polistiren plakalara 4x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilmistir. Pemetrekset ve anti-miR-21 igermeyen bos
formiilasyonlar, sadece pemetrekset iceren formiilasyonlar ve hem pemetrekset hem
de anti-miR-21 igeren formiilasyonlar U87MG hiicreleri ile CO; inkiibatoriinde
37°C’de 72 saat boyunca kiiltiirlenmistir. U87MG hiicrelerinin canliligt MTT testi

ile analiz edilmistir. Deney 3 paralel yapilmistir.
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2.5.3. Hiicresel Alm Calismalari

Insan U87MG hiicreleri 6-kuyucuklu plakalara 4x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir. 1 pg/ml pemetreksete esdeger pemetrekset ¢cozeltisi, pemetrekset igeren
nanopartikiil formiilasyonlar1 ve hem pemetrekset hem de anti-miR-21 igeren
nanopartikiil formiilasyonlar1 US7MG hiicreleri ile CO, inkiibatoriinde 37°C’de 4
saat boyunca kiiltiirlenmistir. Siire sonunda hiicre iizerinde bulunan ilagli ortam
aliarak HPLC ile analiz edilmistir. Stipernatandaki pemetrekset miktari, uygulanan
pemetrekset miktarindan ¢ikarilarak hiicrenin aldigi miktar belirlenmistir. Deney 3

paralel yapilmistir.

2.5.4. Hiicresel Almin Konfokal Mikroskop ile Goriintillenmesi

Konfokal mikroskop analizi igin 6-kuyucuklu plakalar igerisine lam yerlestirilerek
U87MG hiicreleri 4x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 6-FAM (6-
karboksi-fluoroscein) ile konjuge anti-miR-21 ile hazirlanan hem pemetrekset hem
anti-miR-21 igeren formiilasyonlar U87MG hiicreleri ile CO; inkiibatoriinde 37°C’de
4 saat boyunca kiiltiirlenmistir. Siire sonunda hiicreler fosfat-salin tamponu ile 3 kez
yikanmig ve fosfat-salin tamponu igerisinde hazirlanan %2 paraformaldehit ile 10
dakika fikse edilmistir. Niikleus isaretlenmesi i¢in fikse edilen hiicreler DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol) ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra tekrar fosfat-salin
tamponu ile 3 kez yikanmistir. Lamlar entellan ile lamel {izerine yerlestirilerek

konfokal mikroskopta goriintiilenmistir.

2.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz ¢alismalar1 SPSS Statistics 20 istatistik programi kullanilarak tek

yonlii varyans analizi (tek yonlit ANOVA, Tukey testi) ile gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin maddenin HPLC Yontemi ile Miktar Tayinine Ait Bulgular

3.1.1. Ultraviyole Spektrumu ve HPLC Kromatogram

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢ozeltisi i¢indeki UV spektrumu ve HPLC
kromatogrami Sekil 3.1’de goriilmektedir. Bu ortamda maksimum absorbans
gosterdigi dalga boyu 226 nm olarak goriilmiis, Cizelge 2.1°de yer alan kosullarda

yapilan HPLC analizi ile alikonma zamani 5 dakika olarak bulunmustur

}}}}}

Sekil 3.1. Pemetreksetin UV spektrumu ve HPLC kromatogrami

3.1.2. Kalibrasyon Dogrusu

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢6zeltisi iginde yapilan 6l¢iimler sonucu
elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 3.2°de gosterilmistir. Kalibrasyon denklemi ve

ilgili parametreler Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.2. Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki kalibrasyon dogrusu

Cizelge 3.1. Pemetreksetin kalibrasyon dogrusuna ait parametreler

Ortam pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu
Egim 49,801

Kesisim 2,9552

Dogru Denklemi Y=49,801X-2,9552
Determinasyon katsayis (r?) 0,9998

3.1.3. Pemetreksetin HPLC Yontemi ile Kalibrasyonunun Validasyonuna Ait
Bulgular

3.1.3.1. Dogruluk

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayininin dogruluguna

iliskin elde edilen bulgular ve ilgili parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Pemetreksetin miktar tayini yontemine ait dogruluk bulgulari

Teorik Konsantrasyon (ng/ml)

0,5 4 10
Kon:ar:ttll:syon % Geri Elde Konsarr?ttrlzsyon % Geri Kon:arr?ttr”;syon % Geri
(ug/mi) (ug/mi) Flde (ug/mi) Flde
0,519 103,8 4,039 100,9 10,023 100,2
0,511 102,2 4,015 100,3 10,121 101,2
0,501 100,2 4,043 101,0 10,069 100,6
0,513 102,6 3,989 99,72 10,063 100,6
0,515 103,0 4,023 100,5 10,075 100,7
0,511 102,2 4,051 101,2 10,009 100,0
Ortalama Ortalama Ortalama
% Geri Elde 102,3 % Geri Elde 100,6 % Geri Elde 100,6
Standart Sapma 1,209 Standart Sapma 0,570 Standart Sapma 0,402
% Bagil Sapma 1,181 % Bagil Sapma 0,566 % Bagil Sapma 0,399

3.1.3.2. Kesinlik

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki kalibrasyonunun kesinliginin

saptanmasinda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri incelenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayininin

tekrarlanabilirligine iliskin yapilan caligmalardan elde edilen bulgular ve ilgili

parametreler Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Pemetreksetin miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirligine ait bulgular

Teorik Konsantrasyon (ug/ml)

0,5 4 10
Alan Konsantrasyon Alan Konsantrasyon Alan Konsantrasyon
(MmAU) (ng/ml) (mAU) (ng/ml) (MmAU) (ng/ml)
22,9 0,519 198,2 4,039 496,2 10,023
22,5 0,511 197 4,015 501,1 10,121
22 0,501 198,4 4,043 498,5 10,069
22,6 0,513 195,7 3,989 498,2 10,063
22,7 0,515 197,4 4,023 498,8 10,075
22,5 0,511 198,8 4,051 4955 10,009
Ortalama 0,512 Ortalama 4,027 Ortalama 10,060
Standart 0,006 Standart 0,023 Standart 0,040
Sapma Sapma Sapma
0, b (1) o 0, b2
% Bagil 1181 %o Bagil 0,566 %o Bagil 0,399
Sapma Sapma Sapma
Ara Kesinlik

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayininin ara kesinlik

caligmalarindan elde edilen bulgular ve ilgili parametreler Cizelge 3.4’te verilmistir.

Ara kesinlik ¢alismasinda ti¢ farkli giinde elde edilen elde edilen bulgular ile SPSS

Statistics 20 istatistik programi kullanilarak ortalamalar arasi farkin onem testi

uygulandiginda ortalamalar arasi farkin 6nemli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Cizelge 3.4. Pemetreksetin miktar tayini yontemine ait ara kesinlik bulgulari

Giin | Alan | Konsantrasyon | Giin | Alan | Konsantrasyon | Giin | Alan | Konsantrasyon
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 23 0,521 1 | 1982 4,039 1 | 4931 9,961
1 235 0,531 1 |197,0 4,015 1 | 4944 9,987
1 23,2 0,525 1 198,4 4,043 1 497,4 10,04
1 23,4 0,529 1 195,7 3,989 1 498,8 10,07
1 23,1 0,523 1 197,4 4,023 1 497,9 10,05
1 235 0,531 1 | 1988 4,051 1 | 4988 10,07
2 22,9 0,519 2 | 1929 3,933 2 | 496,2 10,02
2 23,4 0,529 2 193,5 3,945 2 501,1 10,12
2 22,9 0,519 2 | 1925 3,925 2 | 4985 10,06
2 22,9 0,519 2 191,7 3,909 2 498,2 10,06
2 22,7 0,515 2 192,7 3,929 2 498,8 10,07
2 23,2 0,525 2 192,0 3,915 2 495,5 10,00
3 23,1 0,523 3 11960 3,995 3 | 5009 10,11
3 23,2 0,525 3 | 196,6 4,007 3 | 5018 10,13
3 23,3 0,527 3 | 196,6 4,007 3 ]4993 10,08
3 23,6 0,533 3 196,4 4,003 3 497,5 10,04
3 23,1 0,523 3 197,0 4,015 3 498,7 10,07
3 23,3 0,527 3 195,0 3,975 3 497,5 10,04
Ortalama 0,525 Ortalama 3,984 Ortalama 10,06
Standart Standart Standart
Sapma 0,005 Sapma 0,047 Sapma 0,045
%Bagil %Bagil %Bagil
Sapma 0,939 Sapma 1,177 Sapma 0,444
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3.1.3.3. Secicilik

Segicilik analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme 6zelligidir.
Secicilik testi i¢in formiilasyonda kullanilan maddelerin tek basina ve etkin madde

ile hazirlanan karisimlart HPLC ile analiz edilmis, girisim olmadig1 goriilmiistiir.

3.1.3.4. Teshis ve Tayin Sinirlari

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayinine iliskin

hesaplanan teshis siir1 (LOD) ve tayin smiri (LOQ) degerleri Cizelge 3.5.°te

gosterilmistir.
Cizelge 3.5. Pemetreksetin teshis sinir1 ve tayin sinirt degerleri
Teshis Sinir1 (ug/ml) 0,135
Tayin Simir1 (ug/ml) 0,408

3.1.3.5. Dogrusallik

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisindeki miktar tayininin dogrusallik
ve aralig1 ¢aligmasindan elde edilen dogru Sekil 3.3’te, bu dogruya ait parametreler

ise Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Linear Regression
---- 95% Confidence Interval
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Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 3.3. Pemetreksetin dogrusallik grafigi
Cizelge 3.6. Pemetreksetin miktar tayini yontemine ait dogrusallik parametreleri
Egim 49,697
Egimin standart hatas: 0,3721
Giiven siirlar (%95) 48,740—50,653
Kesisim (n) -1,507
Kesisimin standart hatasi 2,092
Kesisimin giiven arahg (%95) -6,885—3,871
Korelasyon katsayisi (r) 0,9999
Determinasyon katsayisi (r°) 0,9997
Regresyon dogrusundan sapmalarin standart hatasi 3317
(Sy.x) ’
Lineer regresyon kareler toplam 196347
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplanm 55,028
Ortalamanin artik kareler toplam 196402
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3.2. SLN Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.2.1. Yiiksek Basin¢ch Homojenizasyon Cihazi ile Yapilan On Formiilasyon

Cahsmalan

SLN formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yiiksek basingli homojenizasyon cihazi
kullanilmigtir. Beyine hedeflendirilen nanopartikiillerin boyutlarinin  kan beyin
bariyerinden gecebilmesi i¢in 200 nm’den kii¢iik olmasi gerekmektedir. Bu amagcla

cihaz parametreleri degistirilerek partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi amaglanmistir.

On formiilasyon ¢aligmalarinda yiiksek basmngli homojenizasyon isleminde 5 siklusa
kadar partikiil boyutunun 200 nm’nin altina diismedigi saptanmistir. Bu nedenle
hazirlanan formiilasyonlarin cihazdan 5, 7 ve 10 siklus gegirildikten sonra partikiil
boyutlar1 6l¢iilmiistiir. Uygun formiilasyonun hazirlanmasi i¢in kullanilacak cihaz
parametrelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemeler ve alinan sonuglar gizelge

3.7°de yer almaktadir ve su sekilde agiklanabilir:

1. Yiiksek hizli homojenizator ile 13500 rpm’de yapilan homojenizasyon siiresi 2
dakikadan 10 dakikaya c¢ikarildiginda, yiiksek basingli homojenizasyon cihazindan
5,7 ve 10 siklus gecirilen formiilasyonlarin partikiil boyutunun 10 dakika
homojenizasyon siliresinde en kiiciik oldugu goriilmiistir. Bu nedenle

homojenizasyon siiresi 10 dakika olarak belirlenmistir.

2. Farkli yiiksek basingli homojenizasyon hizlar1 (150, 250 ve 350 rpm) arasindan,
150 rpm hizda cihazdan 7 siklus gegirilen formiilasyon partikiil boyutunu
(182,34£2,145) istenen seviyeye diisiirmiis ve ayni sekilde polidispersite indeksi de
daha disiik elde edilmistir (0,349+0,016). Bu nedenle 150 rpm vyiiksek basingl

homojenizasyon hizi se¢ilmistir.
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3. ilk asamadaki yiiksek hizli homojenizasyon hizi 24000 rpm’e ¢ikarilmistir. 10
dakika homojenize edilen formiil yiiksek basingli homojenizasyon cihazindan 1000
bar’da 150 rpm’de gecirilmistir. 7 siklus sonucunda partikiill boyutunun 13500
rpm’de hazirlanan formiilden farkli olmadigi (182,5+2,501), ancak polidispersite
indeksinin daha diisiik oldugu gozlenmistir (0,260+0,014).

4. Ilk asamada 24000 rpm’de 10 dakika homojenize edilen formiil yiiksek basmngl
homojenizasyon cihazindan 1500 bar’da 150 rpm’de geg¢irilmistir, ancak basing artisi
formiilasyonun partikiil boyutunda ve polidispersite indeksinde herhangi bir iyilesme

saglamamustir.

Sonug olarak cihaz parametrelerindeki degisimler ve elde edilen bulgular 1s18inda en
kii¢iik partikiil boyutu (182,5+2,501) ve polidispersite indeksine (0,260+0,014) sahip
kati-lipid nanopartikiil formiilasyonu, lipid faz1 ve surfaktan fazinin ilk asamada
Ultra-Turrax (lka Labortechnik T-25) cihazi ile 24000 rpm hizda 10 dakika
homojenize edilmesi, sonrasinda yiiksek basingli homojenizasyon cihazindan 1000
bar basingta 150 rpm hizda 7 siklus gecirilmesi ile elde edilmistir. Bu formiilasyonun

zeta potansiyeli -36,0+0,267 mV olarak ol¢tilmiistiir.
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Cizelge 3.7. Cihaz parametrelerinin nanopartikiil boyutu ve polidispersite indeks iizerine etkisi

UltraTurrax | UltraTurrax . o Partikiil o .
Karigtirma Karigtirma Basing | Siklus | Homojenizasyon boyutu Polnldlspersne
izt (rprm) siresi (dak) (bar) sayisl hiz1 (nmy* indeks*

13500 2 1000 5 250 285,6+11,59 | 0,510+0,014
13500 2 1000 7 250 219,3+2,825 | 0,427+0,033
13500 2 1000 10 250 235,6+5,317 | 0,459+0,063
13500 5 1000 5 250 274,3+11,41 | 0,457+0,044
13500 5 1000 7 250 208,345,106 | 0,408+0,033
13500 5 1000 10 250 239,9+13,31 | 0,414+0,019
13500 10 1000 5 250 212,441,115 | 0,385+0,008
13500 10 1000 7 250 204,1+6,164 | 0,421+0,023
13500 10 1000 10 250 182,4+5,066 | 0,426+0,030
13500 10 1000 5 150 245,6+8,185 | 0,511+0,084
13500 10 1000 7 150 182,3+2,145 | 0,349+0,016
13500 10 1000 10 150 256,4+6,194 | 0,657+0,017
13500 10 1000 5 350 203,149,085 | 0,402+0,054
13500 10 1000 7 350 204,8+6,287 | 0,452+0,011
13500 10 1000 10 350 240,7+15,27 | 0,503+0,005
24000 10 1000 5 150 212,6+3,937 | 0,366+0,039
24000 10 1000 7 150 182,5+2,501 | 0,260+0,014
24000 10 1000 10 150 232,1+1,431 | 0,405+0,025
24000 10 1500 5 150 200,5+0,655 | 0,340+0,018
24000 10 1500 7 150 219,8+6,126 | 0,400+0,024
24000 10 1500 10 150 229,7+1,73 | 0,453+0,005

*Ortalama + standart sapma, n=3

3.2.2. SLN Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi, Partikiil Boyutu, Zeta Potansiyeli

ve Enkapsiilasyon Etkinliginin Incelenmesi

Yiiksek basingli homojenizasyon cihazinda en kiigiik partikiil boyutu (182,5+2,501)

ve polidispersite indeksine (0,260+0,014) sahip %1 gliseril tristearat ve %21 Tween

80 kullanilarak hazirlanan kati-lipid nanopartikiil formiilasyonu etkin madde ilavesi

yapilarak tekrar hazirlanmistir. Etkin madde ilavesi sonrasinda partikiil boyutu 200

nm’nin lzerine ¢ikmis (204,4 + 5,497), polidispersite indeks de artmistir (0,430 +
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0,040). Bu S1 kodlu formiilasyonunun etkin madde enkapsiilasyon etkinligi %52,84

+ 0,160 olarak bulunmustur.

3.2.2.1. Farkh Lipidler Kullanilarak Hazirlanan SLN Formiilasyonlarina Ait
Bulgular

Calismalarimizda partikiil boyutunun 200 nm’nin altinda kalmast geregi ve
sonrasinda antisens oligoniikleotid ilavesi ile de partikiil boyutunun artabilecegi
diisiincesi ile farkli lipidler kullanarak yeni formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge
3.8). Bu amagla kat1 lipid olarak gliseril tripalmitat, trimristin ve stearik asit
denenmistir. Stearik asitle hazirlanan S4 formiilasyonda nano-boyuta inilememistir.
Gliseril tripalmitatla hazirlanan S2 formiilasyonunun partikiil boyutu ise ¢alismamiz
icin yiiksek bulunmustur (385,6 + 21,52). En kiiciik partikiil boyutu ve polidispersite
indeks trimristin kullanilarak hazirlanan S3 formiilasyonuyla elde edilmistir (118,0 +
0,913), ancak enkapsiilasyon etkinliginin trimristine gére 2 katindan daha fazla
olmasi nedeni ile Oncelikle gliseril tristearat ile hazirlanan S1 formiilasyonu

kullanilarak devam edilmis ve partikiil boyutunun kii¢tiltiilmesi amac¢lanmistir.

Cizelge 3.8. Farkli lipidler kullanilarak hazirlanan SLN formiilasyonlarinin karakterizasyonu

Partikiil o . Zeta
Polidispersite -
Kod | Lipid fazi boyutu . Potansiyeli | EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mv)*
Gliseril
] 204,4 + 0,430 + -26,60 + 52,84 +
S1 tristearat 1,321+0,004
5,497 0,040 1,852 0,160
(%1)
Gliseril
o 385,6 + 0,405 + 17,50+ | 45,39+
S2 tripalmitat 1,134+0,006
21,52 0,013 2,440 0,270
(%1)
Trimristin 118,0 + 0,284 + -20,40 + 22,92 +
S3 0,573+0,006
(%1) 0,913 0,007 0,458 0,240
Stearik asit
S4 - - - - -
(%1)

*Qrtalama + standart sapma, n=3
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3.2.2.2. Lipid Olarak Gliseril Tristearat Iceren S1 Kodlu Formiilasyondan

Hareketle Hazirlanan SLN Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Gliseril tristearat kullanilarak hazirlanan SLN formiilasyonlarinda %1 Tween 80
yerine %1 Pluronik F68 kullanildiginda (S5) partikiil boyutu artmis, enkapsiilasyon
etkinligi ise azalmistir. Sonrasinda %1 Tween 80 yerine %2 Tween 80 kullanilarak
ayni formiilasyon tekrarlanmistir (S6). Mulla ve ark. (2009) tarafindan yapilan
caligmadan yararlanarak formiilasyona ilave edilen % 0.5 lesitin, sadece %2 tween
80 kullanilarak hazirlanan formiilasyona gore partikiil boyutunu kii¢liltmiis,
enkapsiilasyon etkinligini de artirmistir (S7). Aymi sekilde Hu ve ark. (2005)
tarafindan yapilan ¢alismadan yararlanilarak formiilasyona ilave edilen % 0,1 oleik
asit partikiil boyutunu kii¢iiltmiistiir (S8), ancak her iki formiilasyon da partikiil

boyutunun 200 nm’nin altina diismesini saglamamistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. S1 formiilasyonundan hareketle hazirlanan SLN formiilasyonlar1 ve karakterizasyonu

Partikiil o ) Zeta
Polidispersite o
Kod Lipid faz1 Sulu faz | boyutu ek Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks
(nm)* (mV)*
Gliseril
] Tween80 | 204,4 + -26,60 + 52,84 + 1,321+
S1 tristearat 0,430 + 0,040
(%1) 5,497 1,852 0,160 0,004
(%1)
Gliseril Pluronik | 243,0 + -36,90 + 38,36 + 1,020 +
S5 ) 0,388 + 0,011
tristearat (%1) | F68 (%1) | 2,066 1,140 0,570 0,015
Gliseril Tween80 | 325,2 + -29,00 £ 52,22 + 1,372
S6 ) 0,490 + 0,040
tristearat (%1) (%2) 1,460 1,350 0,119 0,003
Gliseril
) Tween80 | 312,0 + -29,70 + 63,14 + 1,550 +
S7 | tristearat (%1) 0,410+ 0,038
o (%2) 9,512 1,090 4,161 0,092
Lesitin (%0.5)
Gliseril
tristearat (%1)
. Tween80 | 223,9 + -40,00 + 48,35 + 1,179+
S8 | Lesitin (%0.5) 0,371 £ 0,028
o (%2) 4,304 0,610 2,100 0,080
Oleik asit
(%0.1)

*Ortalama + standart sapma, n=3
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3.2.2.3. Lipid Olarak Trimristin Iceren S3 Kodlu Formiilasyondan Hareketle

Hazirlanan SLN Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Gliseril tristearat kullanilarak yapilan formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinligi
yiikksek olmasma ragmen partikiil boyutunun istenen seviyeye disiiriillememesi
nedeniyle kati lipid olarak trimristin kullanilarak formiilasyon gelistirme
caligmalarina devam edilmistir (Cizelge 3.10). Trimristin kullanilarak hazirlanan
kati-lipid nanopartikiil formiilasyonunda Tween 80 orani %2’ye ¢ikarildiginda (S9)
enkapsiilasyon etkinliginin arttigi gozlenmistir. Partikiil boyutunun 200 nm’nin
altinda Olciilmesi ile bu formiilasyonun antisens oligoniikleotid ilavesi i¢in uygun
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla bu formiilasyon katyonik lipid olarak DDAB
eklenerek tekrar hazirlanmistir. DDAB oram1 %0,1 ve %0,3 olan S10 ve S11
formiilasyonunda boyutu sirasiyla 149,2 + 1,321 nm ve 135,7 + 1,485 nm olarak elde
edilmistir ve etkin maddemiz olan pemetrekset % 90’1n iizerinde enkapsiile edilerek
basarili bir sonuca ulasilmistir. DDAB oraninin % 0,5 ve % 1’¢ ¢ikarilmasi ile
partikiil boyutu 200 nm’nin tizerine ¢ikmistir (S12, S13). Partikiil boyutu dagiliminin
dar aralikta olmasi i¢in polidispersite indeks degeri daha diisiik olmasi tercih
edilmektedir. Partikiil boyutu ve polidispersite indeks degerleri en diisiik bulunan
DDAB oran1 % 0,3 olan S11 formiilasyonu segilerek, bu formiilasyona anti-miR-21

oligoniikleotidi ilavesine karar verilmistir.

Hazirladigimiz SLN formiilasyonlarinda zeta potansiyeli degeri 30 mV’ye yakin ya
da bu degerin iizerinde bulunmustur. DDAB katyonik bir lipid oldugundan dolay:

formiilasyonlarin zeta potansiyelini pozitif degere doniistiirmiistiir.
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Cizelge 3.10. S3 formiilasyonundan hareketle hazirlanan SLN formiilasyonlari ve karakterizasyonu

Partikiil Zeta
Polidispersite o
Kod | Lipid faz1 | Sulufaz boyutu i deks* Potansiyeli | EE (%)* DL (%)*
(nm)* (mV)*
$3 Trimristin | Tween80 | 118,0 + 0,284 + -20,40 + 22,92 + 0,573 =
(%1) (%1) 0,913 0,007 0,458 0,240 0,006
so Trimristin | Tween80 | 166,2 + 0,283 + -37,80 + 32,13+ 0,409 +
(%1) (%2) 1,199 0,007 0,438 6,305 0,080
Trimristin
s10 (%1) Tween80 | 1492 + 0,409 + 27,60 + 97,63+ 1,501 +
DDAB (%2) 1,321 0,013 0,931 0,525 0,007
(%0.1)
Trimristin
s11 (%1) Tween80 | 135,7+ 0,299 + 50,80 + 99,27+ 2,240 +
DDAB (%2) 1,485 0,007 1,910 0,176 0,003
(90.3)
Trimristin
S12 (%1) Tween80 | 2139+ 0,408 + 55,10 + 99,79 + 1,128 +
DDAB (%2) 6,090 0,026 0,854 0,010 0,001
(9%0.5)
Trimristin
s13 (%1) Tween80 | 225,0 + 0,469 + 52,00 + 99,86 + 0,989 +
DDAB (%2) 5,736 0,020 1,170 0,056 0,001
(%1)

*Ortalama + standart sapma, n=3

3.2.3. SLN Formiilasyonlarindan Etkin Maddenin In Vitro Sahmma Ait
Bulgular

3.2.3.1. Farkh Lipidler Kullanilarak Hazirlanan SLN Formiilasyonlarindan
Etkin Maddenin In Vitro Salim

Gliseril-tristearat ve trimristin lipidleri kullanilarak hazirlanan kati-lipid nanopartikiil
formiilasyonlari ile saf etkin maddenin in vitro salim profilleri incelendiginde, suda
¢ozlinen bir madde olan pemetreksetin lipid yapisina hapsolmadigi ve hizlica in vitro

salim ortamina ¢iktigr gortlmistiir (Sekil 3.4). Gliseril-tristearat ile hazirlanan S1
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formiilasyonu, trimristin ile hazirlanan S3 formiilasyonuna gore daha yavas etkin

madde salimi sergilemistir.
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Sekil 3.4. Saf etkin madde ¢ozeltisinden, S1 ve S3 formiilasyonlarindan etkin maddenin in vitro salimi

3.2.3.2. Gliseril Tristearat ile Hazirlanan SLN Formiilasyonlarindan Etkin
Maddenin In Vitro Sahm

Gliseril tristearat igeren S1 formiilasyonundan hareketle hazirlanan S5
formiilasyonunda surfaktan olarak %1 Pluronik F68’in etkisi incelenmis salim hizini
artirdig1 i¢in kullanimindan vazgecilmistir. S1 formiilasyonunda %1 olan Tween 80
oraninin %?2’ye ¢ikarildigi S6 formiilasyonunda etkin maddenin salinan miktarinin
azaldig1 ve salim hizinin yavasladigi goriilmustiir (Sekil 3.5). Diger formiilasyonlarla
karsilastirildiginda  salim  hizinin  yavaslamasindan dolayr calismalara bu

formiilasyonla devam edilmistir.
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Sekil 3.5. S1 kodlu formiilasyondan hareketle surfaktan tipi ve orani degistirilerek hazirlanan SLN
formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri (S1: %1 Tween 80, S5: %1 PF68, S6: %2 Tween 80)

S6 formiilasyonundan hareketle hazirlanan S7 formiilasyonunda lesitin ilavesi in
vitro etkin madde salim hizin1 ayn1 zamanda agiga ¢ikan etkin madde miktarini
azaltmigtir. S8 formiilasyonunda ilave edilen oleik asit ise salinan etkin madde
miktarim1 artirsada etkin maddenin salimi 6 saatte bitmistir, kontrollii bir salim

gozlenmemistir (Sekil 3.6).

100

% ACEM

t (saat)

Sekil 3.6. S6 formiilasyonundan hareketle hazirlanan S7 ve S8 SLN formiilasyonlarinda lesitin (S7)
ve oleik asit (S8) ilavesinin in vitro salim hizina etkisi
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3.2.3.3. Trimristin ile Hazirlanan SLN Formiilasyonlarindan Etkin Maddenin
In Vitro Sahm

Kat1 lipid olarak trimristin kullanildiginda gliseril tristearat ile benzer sonuglar
bulunmustur. Trimristin igeren S3 formiilasyonundan hareketle hazirlanan S9
formiilasyonunda Tween 80 oraninin % 2’ye cikarilmasi etkin madde salimin
yavaglatmigtir  (Sekil 3.7). %2 Tween 80 kullanilarak hazirlanan S9

formiilasyonunda etkin madde salim1 8. saate kadar artig gostermistir.

100 +

80

t (saat)

Sekil 3.7. S3 kodlu formiilasyondan hareketle Tween 80 orani degistirilerek hazirlanan S9 kodlu SLN
formiilasyonunun in vitro salim profili (S3: %1 Tween 80, S9: %2 Tween 80)

Trimristin ve %2 tween 80 kullanilarak hazirlanan S9 kodlu SLN formiilasyonuna
DDAB ilave edilerek katyonik SLN formiilasyonlari hazirlanmistir. Katyonik
SLN’lerde farkli DDAB oranlarinin in vitro salima etkisi incelenmistir (Sekil 3.8).
DDAB’nin ilavesi ile agiga ¢ikan etkin madde miktar1 artmig, ayni zamanda etkin
maddenin salim1 uzatilmistir. DDAB oran1 % 0,1 (S10) ve % 0,3 (S11) oldugunda in
vitro salim profilleri benzer bulunmustur (f1 fark faktorii = 8,028; f2 benzerlik
faktorii = 73,93). % 0,1 DDAB igeren formiilasyonun % 44’1 6.saatte, %0,3 DDAB
iceren formiilasyonun ise % 48’1 8. saatte agiga ¢ikmis ve etkin madde salimi
durmustur. DDAB oran1 % 0,3 olan nanopartikiil formiilasyonu segilerek anti-miR-

21 oligoniikleotidinin bu formiilasyona yiiklenmesine karar verilmistir.
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Sekil 3.8. S9 kodlu SLN formiilasyonundan hareketle hazirlanan katyonik SLN’lerin in vitro salim
profilleri (510: %0,1 DDAB, S11: %0,3 DDAB, S12: %0,5 DDAB, S13: %1 DDAB)

3.2.4 MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin S11 Formiilasyonuna Yiiklenmesi ve
Formiilasyonun In Vitro Ozellikleri Uzerine EtKisi

DDAB orani % 0,3 olan S11 kodlu SLN formiilasyonu anti-miR-21 ilave edilerek
tekrar  hazirlanmistir ~ (S11A).  Anti-miR-21’in  formiilasyonlara  yiiklenip

yiiklenmedigi agaroz jel elektroforezle teshis edilmistir.
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Sekil 3.9. Anti-miR-21 ve S11A formiiliiniin agaroz jel elektroforez ile analizi. 1: DNA belirteci
(50bp), 2: 0,700 pg/ml anti-miR-21, 3: 0,525ug/ml anti-miR-21, 4: 0,350 pg/ml anti-miR-21, 5: S11A
formiilasyonuna ait siipernatan, 6,7,8: Disperse S11A formiilasyonu (sirasiyla 10, 50, 100 mg), 9:
S11A formiilasyonu (toz)

Sekil 3.9’da goriilen DNA belirtecinin en altta goriilen bant1 50 baz giftine aittir.
Anti-miR-21 oligoniikleotidi 22 bazdan olustugu igin gozlenen bantlar DNA
belirtecinin daha altinda olmustur. Antisens oligoniikleotid konsantrasyonu azaldik¢a
bantlarin boyutunda ve siddetinde azalma goriilmiistiir. S11A formiilasyonuna ait
siipernatan uygulandiginda herhangi bir bant olusumu goriilmemistir. S11A
formiilasyonu agaroz jele artan miktarlarda suda disperse edilerek uygulandiginda
artan siddette ve boyutta bantlar olusturmustur. Yine toz halde uygulanan

formiilasyonda da yogun bir bant olusumu goriilmiistiir.

Antisens oligoniikleotidin ilavesi ile partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve

enkapsiilasyon etkinliginde azalma goriilmiistiir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Anti-miR-21 ilavesinin S11 formiilasyonunun 6zelliklerine etkisi

Partikiil o ) Zeta
Polidispersite o
Kod | boyutu ) Potansiyeli | EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mV)*
135,7+ 50,80 + 99,27+ 2,240 +
S11 0,299 +0,007
1,485 1,910 0,176 0,003
124,9+ 27,30 + 91,37+ 1,623 +
S11A 0,302 +0,002
1,579 1,630 0,062 0,001

*Qrtalama + standart sapma, Nn=3
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Sekil 3.10. Anti-miR-21 ilavesinin S11 formiilasyonundan etkin maddenin in vitro salimina etkisi

Anti-miR-21 ilavesinin S11 formiilasyonundan etkin maddenin in vitro salimina
etkisi incelendiginde, S11 formiilasyonu ile S11A formiilasyonlarinin in vitro salim
profilleri benzer bulunmus (f1 fark faktorii = 10,75; f2 benzerlik faktori = 69,09),
anti-miR-21 ilavesinin etkin maddenin in vitro salimina 6nemli bir etkisi olmadigi

gorilmistiir (Sekil 3.10).

3.2.5. S11 ve S11A kodlu SLN Formiilasyonlarinin /n Vitro Salim Kinetiklerinin
Belirlenmesi

S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlariin in vitro salim kinetikleri incelendiginde
sirastyla Weibull, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi kinetiklerine uyum goriilmiistiir
(Cizelge 3.12). Anti-miR-21’in ilavesi ile in vitro salim kinetiklerine uyumda bir

farklilik olmamustir.
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Cizelge 3.12. S11 ve S11A formiilasyonlarinin in vitro salim kinetikleri

S11 S11A

0° r° 0,771 0,799
Ko (ug/sa) 5,235 6,174

SH 1,164 1,266

RMS 84,29 99,59

1° r° 0,829 0,861
k(sa™ 0,077 0,094

SH 0,014 0,016

RMS 0,013 0,015

Higuchi r° 0,945 0,954
Ky (ug/sa™) | 17,39 20,25

SH 1,717 1,810

RMS 20,36 22,60

Korsmeyer-Peppas r° 0,976 0,970
n 0,367 0,457

SH 0,026 0,036

RMS 0,001 0,003

Weibull r’ 0,985 0,980
B 0,446 0,551

SH 0,025 0,035

T4 (sa) 15,03 9,419

RMS 0,001 0,002

Hixson-crowell r° 0,422 0,473
k (ug°lsa) | 0,264 0,291

SH 0,126 0,126

RMS 0,992 0,983

* 1: Determinasyon katsayis, p: Sekil faktorii, Td: Etkin maddenin %63,2’sinin ¢dziinmesi i¢in gegen
stire, n: difiizyonal sabit, SH: Hiz sabitlerinin standart hatasi, RMS: Artik ortalama kareler toplami

3.2.6. S11 ve S11A Kodlu SLN Formiilasyonlarimin DSC Analizi

DSC analizi sonucunda etkin maddemiz olan pemetreksetin 146,54°C ve
242,75°C’de endotermik ve 279,71°C’de ekzotermik pik olusturdugu goriilmiistiir.
Anti-miR-21 oligoniikleotidi ise 32,21°C’de endotermik pik olusturmustur.
Pemetrekset ve anti-miR-21 icermeyen SLN formiilasyonu 55,11°C’de trimristine ait
endotermik bir pik olusturmustur. Bos formiilasyona benzer sekilde sadece
pemetrekset iceren S11 formiilasyonu ve hem pemetrekset hem anti-miR-21 igeren
S11A formiilasyonu sirasiyla 55,96 ve 54,08°C erime sicakliginda endotermik pik
olusturmustur (Sekil 3.11).




87

DSC
mwW
279.71C
: .
i N—ﬁ /k 24275C
10.00- b 146 54C
3221C
(4
et N~ SIS W~
0.00+ 55.14¢€
d
T e e et
55 96C
e
M—_’—""'—’\I\_’-—&
-10.00r
54 08C
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Sekil 3.11. SLN formiilasyonlarimin DSC termogrami. a: pemetrekset; b: anti-miR-21; ¢: Pemetrekset
ve anti-miR-21 i¢cermeyen S11 formiilasyonu; d: S11 formiilasyonu; e: S11A formiilasyonu

3.2.7. SLN Formiilasyonlarinin TEM Analizi

SLN formiilasyonlarinin morfolojisini incelemek amaciyla TEM analizi yapilmistir.
SI1A formiilasyonunun Sekil 3.12°de yer alan TEM goriintiisiine bakildiginda

kiiresel sekilde oldugu, boyutunun 100 nm’nin biraz istiinde oldugu goriilmistiir.

Sekil 3.12. S11A formiilasyonunun TEM goriintiisi
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3.2.8. Sterilizasyon Sonrasinda S11 ve S11A Kodlu SLN Formiilasyonlarinin in
Vitro Salim

Hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 i¢in segilen S11 ve S11A formiilasyonu gama radyasyon
ile sterilize edildikten sonra etkin maddenin in vitro salimma etkisi incelenmistir
(Sekil 3.13). Her iki formiilasyonda da sterilizasyon sonrasi etkin maddenin agiga

¢ikan miktar1 azalmig, salim yavaglamistir.
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Sekil 3.13. Gama radyasyon ile sterilizasyonun SLN formiilasyonlarinin in vitro salimina etkisi

3.2.9. S11 ve S11A Kodlu SLN Formiilasyonlarimin Stabilitesine Ait Bulgular

S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlarinin +4°C’de 3 ay siireyle bekletilmesi
sonrasinda Ol¢iilen partikiil boyutu ve zeta potansiyeli degerleri Cizelge 3.13’te, DSC

analizi sonuglar1 Sekil 3.14°te yer almaktadir.

S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlarmin +4°C’de 3 ay bekletilmesi sonucunda
her iki formiilasyonun da partikiill boyutunun artti§1, formiilasyonlarin zeta
potansiyeli pozitif degerinin azaldigi goriilmiistiir. SPSS Statistics 20 istatistik

programi kullanilarak ortalamalar arasi farkin onem testi uygulandiginda S11A
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formiilasyonunun zeta potansiyelinde goriilen azalmanin anlamli olmadigi tespit

edilmistir (p>0,05).

Cizelge 3.13. S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlarimin 3 ay sonunda 6lgiilen partikiil boyutu,
polidispersite indeks ve zeta potansiyeli degerleri

Baslangig 3 ay sonra
Partikiil . . Zeta . . Zeta
Polidispersite | Partikiil boyutu | Polidispersite o
Kod boyutu ) Potansiyeli ) Potansiyeli
indeks* (nm)* indeks*
(nm)* (mV)* (mV)*
135,7+ 50,80 + 39,20 +
S11 0,299 +0,007 1478+ 1,385 | 0,140 +0,018
1,485 1,910 1,190
124,9+ 27,30 + 24,60 +
S11A 0,302 +0,002 173,7+2,053 | 0,318 +0,062
1,579 1,630 0,642

*QOrtalama + standart sapma, n=3
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Sekil 3.14. S11 ve S11A formiilasyonlarmin 3 aylik stabilite siiresi sonunda elde edilen DSC
termogrami. a: pemetrekset; b: Pemetrekset ve anti-miR-21 igermeyen S11 formiilasyonu; ¢: S11
formiilasyonu; d: S11A formiilasyonu.

DSC analizi sonucunda etkin maddemiz olan pemetreksetin 146,54°C, 242,75°C ve
279,71°C’de olusturdugu pikleri 3 ay stabilite siiresi sonunda benzer sekilde
143,73°C, 243,51°C ve 280,59°C’de olusturdugu goriilmistir. S11 ve S11A
formiilasyonlarinda ise bos formiilasyona benzer olarak sadece trimristine ait pik

gozlenmistir (Sekil 3.14).
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3.3.  Polimerik
Karakterizasyonu

Nanopartikill Formiilasyonlarinin  Hazirlanmas1  ve

3.3.1. On Formiilasyon Cahsmalar

Polimerik  nanopartikiil olarak

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) polimeri (50:50; MW 24000-38000, Aldrich)

kullanilmistir. Nanopartikiiller, suda ¢oziinen etkin maddeler i¢in uygun bir yontem

formiilasyonlarinin  hazirlanmasinda polimer

olan s/y/s emiilsifikasyon-¢6ziicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmigtir. Beyine
hedeflendirilen nanopartikiillerin boyutlarinin kan beyin bariyerinden gegebilmesi
icin 200 nm’den kiigiik olmas1 gerekmektedir. Bu amagla formiilasyon hazirlama
asamasinda oOncelikle partikiil boyutunun 200 nm altina disiiriilmesine yonelik

calismalar yapilmistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. Organik ¢oziicii, stabilizor tipi ve sonikasyon siiresinin partikiil boyutu ve polidispersite
indeks tizerine etkisi

) Partikiil o )
) Dis faz Sonikasyon Polidispersite
Kod Organik ¢6ziicii ) boyutu .
(10 ml) stiresi (dak) indeks*
(nm)*
P1 Diklorometan (2ml) %1 Tween80 1 - -
P2 Diklorometan (2ml) %1 PF127 1 304,3+6,648 | 0,351+0,027
P3 Diklorometan (2ml) %1 PVA 1 412,3+21,75 | 0,412+0,028
P4 Diklorometan (2ml) %1 PF127 2 261,4+7,75 0,342+0,015
P5 Diklorometan (2ml) %1 PF127 3 321,3+15,16 | 0,299+0,029
P6 Aseton (2ml) %1 PF127 2 - -
P7 Aseton (8ml) %1 PF127 2 249,445,455 | 0,164+0,022
P8 Aseton (8ml) %3 PF127 2 183,942,369 | 0,207+0,012
P9 Aseton (8ml) %5 PF127 2 197,1+0,682 | 0,178+0,018

*Ortalama + standart sapma, n=3
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Partikiil boyutunun kiiciiltiilmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda su sonuglar elde

edilmistir:

1. Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda polimerin organik ¢oziiciisii
olarak diklorometan kullanildiginda dis fazda kullanilan farkl stabilizorlerin partikiil
boyutuna etkisi incelenmistir. Bu amagla Tween 80, Pluronik F127 (PF127) ve
Poli(vinil alkol) (PVA) stabilizor olarak denenmistir. Tween 80 kullanilarak
hazirlanan formiilasyonun ¢ok polidispers olmasi nedeniyle partikiil boyutu
Olciilememis, santrifiij sonucunda ise verimin ¢ok diisilk olmasi nanopartikiil
olugmadigi siiphesi olusturmus, Tween 80’in kullanilmamasina karar verilmistir. Dis
fazda stabilizor olarak kullanilan PF127 ve PVA c¢ozeltisi karsilastirildiginda PF127
cozeltisi ile hazirlanan P2 formiilasyonunda daha kiiciik partikiil boyutu elde
edilmistir (304,3 = 6,648 nm).

2. P2 formiilasyonunun partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesi amaciyla s/y/s emiilsiyonu
olusturulurken, ikinci asamadaki 1 dakika olan sonikasyon siiresi 2 ve 3 dakikaya
cikarilmistir. En kiiclik partikiill boyutu sonikasyon siiresi 2 dakika olan P4
formiilasyonuyla elde edilmistir (261,4 £+ 7,75 nm).

3. Organik ¢0ziicliniin partikiil boyutuna etkisini incelemek amaci ile dis fazda
Pluronik F127 igeren ikinci asamada sonikasyon siiresi 2 dakika olan P4
formiilasyonu 2 ml diklorometan yerine 2 ml aseton kullanilarak hazirlanmstir.
Primer emiilsiyon olusturma asamasinda 2 ml aseton yetersiz olmus, homojen
goriinimlii stabil bir primer emiilsiyon elde edilememistir. Aseton miktart 8 ml’ye
cikarildiginda primer emiilsiyon stabil bir sekilde elde edilmis, partikiil boyutu
kiiglilmiis ve polidispersite indeksi 0,1’e yakin bulunmustur. Bu nedenle polimerin

organik ¢oziiciisii olarak aseton kullanilmasina karar verilmistir.

4. P7 formiilasyonundan hareketle Pluronik F127 yiizdesi %3 (a/h) ve %S5 (a/h)’e
cikarilarak iki ayr1 formiilasyon daha hazirlanmistir (P8 ve P9). Hazirlanan P8 ve P9

formiilasyonlarinda partikiil boyutu 200 nm’nin altina diisiiriilebilmistir.
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P7, P8 ve P9 formiilasyonlar1 etkin madde ilavesi ile tekrar hazirlanmistir. Di1g fazda

%1 PF127 iceren P7 formiiliinde enkapsiilasyon etkinligi daha yiiksek bulundugu

i¢in bu formiilde modifikasyon yoluna gidilmistir (Cizelge 3.15).

Cizelge 3.15. P7, P8 ve P9 formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi

Partikiil Polidispersite
Kod ) EE (%)* DL (%)*
Boyutu (nm)* indeks*
P7 249,445,455 | 0,157+0,035 | 1,260+0,161 | 0,026+0,003
P8 183,942,369 | 0,159+0,022 | 0,812+0,026 | 0,023+0,001
P9 197,1+0,682 | 0,169+0,016 | 0,697+0,004 | 0,015+0,000

*Ortalama + standart sapma, n=3

Oncelikle etkin maddenin ¢oziildiigii i¢ sulu fazin miktar1 degistirilerek ve surfaktan

ilave edilerek enkapsiilasyon etkinliginin artirilmasi ve partikiil boyutunun uygun

aralikta elde edilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16. I¢ faz miktar1 ve iceriginin partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkisi

; Polidispersite o
Kod I¢ sulu faz boyutu ) Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mV)*
pH 7.4 PBS
P7 249,4+5,455 | 0,157+0,035 | -20,5+2,59 | 1,260+0,161 | 0,026+0,003
(0,5ml)
P10 | pH 7.4PBS (Iml) | 191,942,899 | 0,109+0,020 | -26,4+1,55 | 1,375+0,425 | 0,038+0,012
P11 %1 PF127 (Iml) | 194,1+4,624 | 0,254+0,012 | -26,0+2,51 | 1,51+0,145 | 0,045+0,004
%10 Dekstran
P12 am) 307,446,583 | 0,267+0,029 | -7,05+1,08 | 0,936+0,169 | 0,028+0,005
m
pH7.4 PBS/
P13 %1PF127 | 259,8+7,643 | 0,177+0,064 | -17,1+2,79 | 1,98+0,020 | 0,050::0,001
(0,8ml/0,2ml)
pH7,4 PBS/
P14 %310 Dekstran 257,449,573 | 0,184+0,027 | -18,1+1,05 | 0,602+0,176 | 0,016+0,005
(0,8ml/0,2ml)
pH7.4 PBS/
P15 Tween80 172,945,346 | 0,153+0,056 | -32,4+1,99 | 1,223+0,312 | 0,037+0,009
(0,8ml/0,2ml)

*Qrtalama + standart sapma, n=3
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Cizelge 3.16°da yer alan bulgulardan hareketle su sonuclar elde edilmistir:

- I¢ fazda etken maddenin ¢oziildiigii pH 7,4 PBS hacmi 1 ml’ye ¢ikarildiginda hem
partikiil boyutu 200 nm’den daha kiig¢iik bulunmustur, hem de enkapsiilasyon
etkinliginde hafif bir artis gozlenmistir.

- Daha sonra literatiirlerde enkapsiilasyon etkinligini artirdig1 one siiriilen %1 PF127
ve % 10 dekstran ¢ozeltisi i¢c sulu faz olarak denenmistir. I¢ fazda %1 PF127
kullanildiginda pH 7,4 PBS’ye gore partikiill boyutunda ve enkapsiilasyon
etkinliginde onemli bir artis saglanamamustir. i¢ fazda %10 dekstran kullanildiginda
ise hem partikiil boyutunda ¢ok fazla artis olmustur (307,4 = 6,583 nm), hem de

enkapsiilasyon etkinligi ve zeta potansiyeli diisiik bulunmustur.

- I¢ faz 1 ml olacak sekilde %1 PF127 ve %10 dekstran ¢ozeltisinden 0,2 ml, pH7.,4
PBS’den 0,8 ml kullanilarak hazirlanan iki formiilasyonda da partikiil boyutu 200
nm’nin lizerine ¢ikmistir. Buna ilaveten dekstran ¢ozeltisi enkapsiilasyon etkinligini

Oonemli Olgiide diistirmiistiir.

- I¢ fazda pH 7,4 PBS/ Tween 80 (0,8 ml/ 0,2 ml) igeren P15 formiilasyonu
hazirlanmais, i¢ faza 0,2 ml Tween 80 ilavesi enkapsiilasyon etkinliginde onemli bir
artis saglamasa da partikiil boyutu en kii¢lik bu formiilasyonda elde edilmistir (172,9
+ 5,346 nm). Ayn1 zamanda bu formiilasyonun zeta potansiyeli degeri de diger

formiilasyonlara gore yiiksek bulunmustur (-32,4 + 1,99).

Calismamizin  devaminda etkin maddenin nanopartikiil formiilasyonlarina
enkapsiilasyonunu artirmaya yonelik olarak dis fazda bulunan PF127 sulu ¢ozeltisi
farkli pH’larda (pH 4,5 ve pH 9) hazirlanarak partikiil boyutu ve etkin maddenin
enkapsiilasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Formiilasyonun partikiil boyutu her
iki pH’da da artis gosterek 200 nm’nin iizerine ¢ikmistir. pH 9 oldugunda etkin
maddenin enkapsiilasyonu ¢ok azalma gdstermistir. pH 4,5 oldugunda ise etkin

maddenin enkapsiilasyon etkinligi artmistir. Bu nedenle dis fazi pH 4,5 olan
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formiilasyonlarda 10 ml olan dis faz hacmi sirastyla 20 ve 50 ml’ye c¢ikarilarak

partikiil boyutunun kiiciiltiilmesi

amaglanmstir.

Dis faz hacmi

20 ml’ye

cikarildiginda partikiil boyutu artmis, 50 ml’ye cikarildiginda ise nanopartikiil

olusmamustir (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. D1s faz miktar1 ve pH’siun partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligi tizerine etkisi

Partikiil o ) Zeta
Polidispersite o
Kod Dis faz boyutu ) Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mV)*
%1 PF127
P15 172,945,346 0,153+0,056 -32,4+1,99 | 1,223+0,312 | 0,037+0,009
(10 ml)
%1 PF127
P16 (pH 4,5) 250,0+7,316 | 0,396+0,051 | -10,4+3,92 | 2,301+0,308 | 0,073+0,009
(20 ml)
%1 PF127
P17 (pH9) 227,7+7,699 | 0,208+0,050 | -37,8+0,556 | 0,196+0,080 | 0,017+0,006
(20 ml)
%1 PF127
P18 (pH 4,5) 317,5£7,443 | 0,170£0,121 | -11,2+0,221 | 1,855+0,080 | 0,052+0,002
(20 ml)
%1 PF127
P19 (pH 4,5) - - - - -
(50 ml)

*QOrtalama + standart sapma, n=3

Sonug olarak enkapsiilasyon etkinliginin ve etkin madde yilikleme kapasitesinin

istenen sekilde artirllamamasi nedeniyle i¢ sulu fazda 0,8 ml PBS ve 0,2 ml Tween

80 igeren, dis sulu fazda %1 Pluronik F127 igeren P15 formiilasyonunda polimerik

fazin igerigi degistirilerek ilk olarak PLGA yerine PEG-PLGA ile formiilasyonlarin

hazirlanmasina,

ikinci

olarak

hazirlanmasina karar verilmistir.

ise

polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinin
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3.3.2. PEG-PLGA iceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait

Bulgular

3.3.2.1. PEG-PLGA Iceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi, Partikiil Boyutu, Zeta Potansiyeli ve Enkapsiilasyon Etkinliginin

Belirlenmesi

PEG hidrofilik 6zelliginden dolayr suda ¢oziinen etkin maddelerin nanopartikiil

formiilasyonlarina yiiklenmesini kolaylastirdigi i¢in i¢ sulu fazda 0,8 ml PBS ve 0,2

ml Tween 80 igeren, dis sulu fazda %1 Pluronik F127 olan P15 formiilasyonunda

PLGA yerine PEG-PLGA kullanilarak ve polimerik fazin icerigi degistirilerek

formiilasyon gelistirilmesi amaglanmigtir (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18. PEG-PLGA igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu

Kod

Polimerik

faz

Partikiil
boyutu

(nm)*

Polidispersite
indeks*

Zeta
Potansiyeli
(mV)*

EE (%)*

DL (%)*

PEG1

100mg PEG-
PLGA

PEG2

200mg PEG-
PLGA

35,95+2,087

0,436+0,017

-19,6+1,49

36,83+0,512

1,010+0,033

PEG3

180mg PEG-
PLGA,
20mg PCL

101,3+1,576

0,245+0,008

-4,19+0,488

60,32+1,063

1,340+0,023

PEG4

120mg PEG-
PLGA
80 mg PCL

164,3+0,309

0,129+0,029

-37,4+1,69

34,61+0,623

0,910+0,016

PEG5

180mg PEG-
PLGA
20mg
DDAB

43,65+1,252

0,446+0,013

-3,58+0,266

68,08+5,00

1,660+0,121

*Ortalama + standart sapma, n=3

PLGA yerine ayn1 miktarda (100 mg) PEG-PLGA kullanilarak hazirlanan PEG1

formiilasyonunda nano-boyutta partikiil olusumu goriilmemistir. PEG-PLGA orani




96

200 mg’a cikarildiginda partikiil boyutu 35,95+2,087 nm olan ve enkapsiilasyon
etkinligi de %236,83+0,512 olan PEG2 nanopartikiill formiilasyonu basariyla
olusturulmustur. PEG-PLGA’nin %10’unun PCIl polimeri ile degistirilmesi ile
hazirlanan PEG3 formiilasyonu partikiil boyutunu 101,3+1,576nm’ye ¢ikarmasina
ragmen enkapsiilasyon etkinligini 1,5 kat artirarak %60,32+1,063’a ¢ikarmistir.
PEG4 formiilasyonunda PEG-PLGA ’nin %40’ mnin PCI polimeri ile degistirilmesi ise
partikiill boyutunu daha c¢ok artirmis (164,3+0,309) enkapsiilasyon etkinligini ise
distirmistir (34,61+£0,623). Etkin  maddemiz pemetreksetin ve anti-miR-21
oligoniikleotidinin PEG-PLGA nanopartikiil formiilasyonuna enkapsiilasyonunu
artirmak lizere PEG-PLGA’nin %10°u DDAB ile degistirilmis, partikiil boyutu
43,65+1,252 nm, enkapsiilasyon etkinligi  %68,08+5,00 olarak elde edilmistir
(PEGS). Enkapsiilasyon etkinliginin yiiksek olmasi nedeniyle bu formiilasyona anti-

miR-21 oligoniikleotidi ilavesine karar verilmistir.

3.3.2.2. PEG-PLGA iceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarimn in
Vitro Salim Calismalarina Ait Bulgular

200 mg PEG-PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan PEG2 formiilasyonundan etkin
maddenin ilk 2 saatte %70’inin salindig1 goriilmistiir. Bu formiilasyondan etkin
maddenin salim hizin1 yavaglatmak amaciyla formiilasyona %10 oraninda PCL
polimeri ilave edildiginde (PEG3) etkin maddenin salim hizinin yavasladigi
goriilmiistiir. PEG4 formiilasyonunda PCL oran1 %40’a ¢ikarilmis, in vitro salim hizi
PEG3 formiiliine benzer bulunmustur (f1 fark faktorii = 5,32; f2 benzerlik faktorii =
73,07). PEGS5 formiilasyonunda PCL yerine %10 DDAB ilave edilmis, in vitro salim
profili PEG3 (f1 fark faktorii = 8,75; f2 benzerlik faktorii = 64,3) ve PEG4 (f1 fark
faktorii = 6,02; f2 benzerlik faktorii = 72,8) formiilasyonlarina benzer bulunmustur.
Enkapsiilasyon etkinligi sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi PEG5 formiilasyonunda elde edildigi i¢in bu formiilasyona

antisens oligoniikleotid ilavesine karar verilmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. PCL ve DDAB ilavesinin PEG-PLGA igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarindan
etkin maddenin in vitro salim hizina etkisi

3.3.23. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin PEG5 Formiilasyonuna

Yiiklenmesi ve Formiilasyonun In Vitro Ozellikleri Uzerine Etkisi

PEGS kodlu formiilasyon segilerek anti-miR-21 oligoniikleotidi ilavesiyle tekrar
hazirlanmistir. Anti-miR-21’in formiilasyonlara yiiklenip yiikklenmedigi agaroz jel
elektroforezle teshis edilmistir (Sekil 3.16). PEG5A formiilasyonuna ait siipernatan
uygulandiginda herhangi bir bant olusumu goriilmemistir. PEG5SA formiilasyonu
suda disperse edilerek uygulandiginda ve toz halde uygulandiginda uygulama

yerinde bant olusumu goriilmiistiir.
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Sekil 3.16. PEG5A formiilasyonunun agaroz jel elektroforez ile analizi. 1: DNA belirteci, 2: PEG5A
formiilasyonuna ait siipernatan, 3: Disperse PEG5A formiilasyonu, 4: PEG5A formiilasyonu (toz)

PEGS5 kodlu pegile nanopartikiil formiilasyonunda antisens oligoniikleotidin ilavesi
ile partikiil boyutu ve polidispersite indeks artmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ve zeta
potansiyeli degerleri arasinda goriilen farkin anlamli olmadig: belirlenmistir (p>0,05)
(Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. Anti-miR-21 ilavesinin PEGS5 formiilasyonunun fizikokimyasal 6zellikleri {izerine etkisi

Partikiil o . Zeta
Polidispersite o
Kod boyutu ) Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mV)*
PEG5 | 43,65+1,252 | 0,446+0,013 | -3,58+0,26 | 68,08+5,00 | 1,660+0,121
PEG5A | 53,18+3,755 | 0,565+0,039 | -3,93+0,38 | 62,39+1,319 | 1,889+0,040

*Ortalama + standart sapma, n=3
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Sekil 3.17. Anti-miR-21 ilavesinin PEGS5 nanopartikiil formiilasyonunun in vitro salim hizina etkisi

Anti-miR-21 ilavesinin PEG5 formiilasyonundan etkin maddenin in vitro salimina
etkisi incelendiginde, PEG5 formiilasyonu ile PEG5A formiilasyonlarinin in vitro
salim profilleri benzer bulunmus (f1 fark faktérii = 9,29; f2 benzerlik faktorii =
62,4), anti-miR-21 ilavesinin etkin maddenin in vitro salimina 6nemli bir etkisi

olmadigi gortilmustiir (Sekil 3.17).

3.3.2.4. PEG5 ve PEG5A Formiilasyonlarimin In Vitro Sahm Kinetiklerinin

Belirlenmesi

PEGS5 ve PEG5A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin maddenin
in vitro salimi ise sirasiyla Weibull, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi kinetiklerine

uyum gostermistir (Cizelge 3.20).
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Cizelge 3.20. PEGS5 ve PEGS5A formiilasyonlarinin in vitro salim kinetikleri

PEG5 PEG5A
r’ 0,776 0,866
0° ko (g/sa) 13,59 15,98
SH 3,653 3,628
RMS 150,7 131,6
r’ 0,896 0,966
1o k (sa™) 0,238 0,296
SH 0,041 0,032
RMS 0,019 0,010
r’ i 0,966 0,993
N ky (ng/sa™) 32,40 36,11
Higuchi SH 3,017 1,566
RMS 22,55 5,520
r’ 0,994 0,993
Peppas n 0,373 0,487
SH 0,017 0,028
RMS 0,000 0,000
r’ 0,998 0,997
B 0,503 0,690
Weibull SH 0,014 0,026
T4 (sa) 3,379 2,918
RMS 0,000 0,000
r’ - 0,409 0,530
. K (ng™/sa) 0,627 0,762
Hixson-crowell SH 0.376 0.414
RMS 1,601 1,712

* r2: Determinasyon katsayis, p: Sekil faktorii, Td: Etkin maddenin %63,2sinin ¢dziinmesi igin gecen
stire, n: difiizyonal sabit, SH: Hiz sabitlerinin standart hatasi, RMS: Artik ortalama kareler toplami

3.3.2.5. PEGS5 ve PEG5A Formiilasyonlarimin DSC Analizi

PEG-PLGA igeren polimerik nanopartikiillerin DSC analizi sonucunda pemetrekset
ve anti-miR-21 i¢ermeyen formiilasyon 48,67°C’de PEG-PLGA’ya ait endotermik
bir pik olusturmustur. Bos formiilasyona benzer sekilde sadece pemetrekset igeren
PEGS formiilasyonu ve hem pemetrekset hem anti-miR-21 iceren PEGS5A
formiilasyonu sirasiyla 44,39°C ve 47,93°C’de endotermik pik olusturmustur.
Formiilasyonlarin DSC analizinde pemetrekset ve anti-miR-21°¢ ait pikler

gozlenmemistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. PEG-PLGA nanopartikiillerinin DSC termogrami. a: pemetrekset; b: anti-miR-21; c:
Etkin madde ve anti-miR-21 igermeyen PEG5 formiilasyonu; d: PEG5 formiilasyonu; e: PEG5A
formiilasyonu

3.3.2.6. PEG-PLGA Iiceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonunun TEM

Analizi

PEG-PLGA igeren PEG5A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonunun TEM
fotografina bakildiginda partikiil seklinin kiiresel oldugu ve boyutunun 50 nm
civarinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. PEG5A formiilasyonuna ait TEM goriintiisii
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3.3.2.7. Sterilizasyon Sonrasinda PEG5 ve PEG5A Formiilasyonlarinin in Vitro

Salim

PEGS5 ve PEG5A formiilasyonlar1 gama radyasyon ile sterilize edildikten sonra etkin
maddenin in vitro salimma etkisi incelenmistir. Her iki formiilasyonda da

sterilizasyon sonrasi etkin maddenin agiga ¢ikan miktart azalmis, salim yavaslamistir

(Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Sterilizasyonun PEG5 ve PEG5A formiilasyonundan etkin maddenin in vitro salimina
etkisi

3.3.2.8. PEGS ve PEGSA Formiilasyonlarimin Stabilitesine Ait Bulgular

PEG5 ve PEG5A kodlu formiilasyonlarin +4°C’de 3 ay siireyle bekletilmesi
sonrasinda Olgiilen partikiil boyutu ve zeta potansiyeli degerleri Cizelge 3.21°de,
DSC analizi sonuglar1 Sekil 3.21°de yer almaktadir.
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PEGS5 ve PEG5A kodlu formiilasyonlarin +4°C’de 3 ay bekletilmesi sonucunda her

iki formiilasyonun da partikiil boyutunun ve zeta potansiyeli negatif degerinin arttig

gorilmiistiir.

Cizelge 3.21. PEG5 ve PEG5A formiilasyonlarinin 3 ay sonunda oOlgiilen partikiil boyutu,
polidispersite indeks ve zeta potansiyeli degerleri

Baslangig 3 ay sonra
Partikiil . . Zeta . . Zeta
Polidispersite _ | Partikiill boyutu | Polidispersite o
Kod boyutu ] Potansiyeli ) Potansiyeli
indeks* (nm)* indeks*
(nm)* (mv)* (mv)*
-7,95 +
PEG5 | 43,65+1,252 | 0,446+0,013 | -3,58+0,26 | 73,24+0,316 | 0,309 +0,004 0581
-9,75 +
PEG5A | 53,18+3,755 | 0,565+0,039 | -3,93+0,38 | 72,41+ 1,665 | 0,356 +0,018 288
*QOrtalama + standart sapma, N=3
DSC
mwW
20.00
a 280.59C
A\ s
e 24351C
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10.00- p
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Sekil 3.21. PEG5 ve PEG5A formiilasyonlarimin 3 aylik stabilite siiresi sonunda elde edilen DSC
termogrami. a: pemetrekset; b: pemetrekset ve anti-miR-21 icermeyen PEGS5 formiilasyonu; ¢: PEG5
formiilasyonu;d: PEG5A formiilasyonu

3 ay sonunda yapilan DSC analizi

sonucunda PEG5 ve PEGS5A kodlu

formiilasyonlarda bos formiilasyona benzer sekilde sadece PEG-PLGA’ya ait pik

gbzlenmis, formiilasyonlarin stabilitesini korudugu belirlenmistir (Sekil 3.21).
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3.3.3. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

3.3.3.1. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi,

Partikiil Boyutu, Zeta Potansiyeli ve Enkapsiilasyon Etkinliginin incelenmesi

P15 formiilasyonundan hareketle polimerik faz igerigi degistirilerek hazirlanan ikinci
formiilasyon grubu olan polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarina ait

bulgular Cizelge 3.22°de verilmistir.

Cizelge 3.22. Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlar

Partikiil o ) Zeta
) Polidispersite o
Kod Organik faz boyutu ) Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mv)*
100mg PLGA
H1 | lesitin/trimristin | 153,9+11,63 0,351+0,036 -23,9+1,68 | 14,53+0,307 | 0,414+0,008
8,5/1,5
100 mg PLGA
H2 | lesitin/trimristin | 216,0+4,757 0,442+0,012 | -35,2+0,474 | 18,47+1,385 | 0,527+0,039
1,5/8,5
90 mg PLGA
10 mg PCL
H3 S 91,31+1,134 | 0,131+0,013 -36,4+6,3 | 30,37+0,113 | 0,839+0,003
lesitin/trimristin
8,5/1,5
60 mg PLGA
40 mg PCL
H4 o 159,3+4,497 | 0,158+0,028 -39,1+2,19 | 23,95+0,73 | 0,629+0,019
lesitin/trimristin
8,5/1,5

*Qrtalama + standart sapma, n=3

Literatiirden hareketle P15 formiilasyonunun polimerik fazina 8,5:1,5 molar oranda
lesitin:trimristin ilave edilerek H1 kodlu polimer-lipid hibrit nanopartikiil
formiilasyonu hazirlanmistir (Mandal ve ark..2013). Bu H1 kodlu formiilasyon ile
hem partikiil boyutu kii¢tilmiis (153,9 + 11,63 nm), hem de enkapsiilasyon etkinligi
artmistir  (%14,53+0,307).  Lesitin:trimristin -~ molar oram1  1,5:8,5 olarak
degistirildiginde (H2 formiilasyonu) partikiil boyutu 200 nm’nin iistiine ¢ikmistir.

Lesitin:trimristin  molar orant §8,5:1,5 olan HI1 formiilasyonunda PLGA’nin
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%10’unun PCL polimeri ile degistirilmesi ile H3 formiilasyonu olusturulmus,
partikiil boyutu 6nemli 6l¢iide kiiglilmiis (91,31£1,134 nm), enkapsiilasyon etkinligi
ise artmustir (%30,37+0,113). H4 formiilasyonunda PLGA’nin %40’unun PCI
polimeri ile degistirilmesi ise partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligini daha fazla
iyilestirmemistir. Bu nedenle lesitin: trimristin molar oran1 8,5:1,5 olan PLGA’nin
%10’ unun PCI polimeri ile degistirilmesi ile hazirlanan H3 formiilasyonu segilerek

anti-miR-21 oligoniikleotidinin bu formiilasyona yiiklenmesine karar verilmistir.

3.3.3.2. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarmmn in Vitro Salim

Cahsmalarina Ait Bulgular

PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan lesitin:trimristin molar oran1 8,5:1,5 olan H1
hibrit formiilasyonunundan etkin maddenin in vitro salimi ile saf etkin maddenin in
vitro salim hiz1 grafige gecirildiginde formiilasyonun etkin maddenin agiga ¢ikis
hizin1 yavaslattign goriilmiustiir (Sekil 3.22). %10 oraninda PCL ilave edilerek
hazirlanan H3 hibrit formiilasyonunda tek basina PLGA iceren formiilasyona gore
etkin madde salim hiz1 yavaslamistir. PCL oram1 %40’a c¢ikarilarak hazirlanan H4
formiilasyonunun in vitro salimmin H3 formiilii ile benzer oldugu goriilmiistiir (f1
fark faktorii = 13,93; f2 benzerlik faktorii = 53,90). Bu nedenle %10 PCL igeren H3

formiilasyonu segilerek, bu formiilasyona antisens oligoniikleotid ilavesi yapilmistir.
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Sekil 3.22. Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin maddenin in vitro salim

3.3.3.3. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin H3 Formiilasyonuna Yiiklenmesi

ve Formiilasyonun in Vitro Ozellikleri Uzerine EtKisi

H3 kodlu polimer-lipid hibrit formiilasyonu segilerek anti-miR-21 oligoniikleotidi
ilavesiyle tekrar hazirlanmigtir.  Anti-miR-21’in  formiilasyonlara yiiklenip

yiiklenmedigi agaroz jel elektroforezle teshis edilmistir.

Sekil 3.23. H3A formiilasyonunun agaroz jel elektroforez ile analizi. 1: DNA belirteci, 2: H3A
formiilasyonuna ait siipernatan, 3: Disperse H3A formiilasyonu, 4:Toz H3A formiilasyonu
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H3A formiilasyonuna ait siipernatan agaroz jele uygulandiginda herhangi bir bant
olusumu goriilmemistir. H3A formiilasyonu suda disperse edilerek agaroz jele
uygulandiginda bant olusumu hafif olmakla birlikte, toz halde uygulanan

formiilasyonda yogun bir bant olusumu goriilmiistiir (Sekil 3.23).

H3 kodlu polimer-lipid hibrit formiilasyonuna antisens oligoniikleotidin ilavesi ile
partikiill boyutu ve polidispersite indeksin 6nemli olarak degismedigi (p>0,05)
belirlenmis, enkapsiilasyon etkinliginin ise arttigi goériilmiistiir (p<0,05) (Cizelge
3.23).

Cizelge 3.23. Anti-miR-21 ilavesinin H3 formiilasyonunun fizikokimyasal dzellikleri tizerine etkisi

Partikiil . . Zeta
Polidispersite -
Kod boyutu . Potansiyeli EE (%)* DL (%)*
indeks*
(nm)* (mV)*

H3 91,31+1,134 | 0,131+0,013 -36,4+6,30 | 30,37+0,113 | 0,839+0,003
H3A 93,98+1,887 | 0,146+0,014 -33,4+2,81 | 34,46+1,785 | 0,975+0,050

*Ortalama + standart sapma, n=3

Anti-miR-21 ilavesinin H3 formiilasyonundan etkin maddenin in vitro salimina etkisi
incelendiginde, H3 formiilasyonu ile H3A formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri
benzer bulunmus (f1 fark faktorii = 6,305; f2 benzerlik faktorii = 68,28), anti-miR-
21 ilavesinin etkin maddenin in vitro salimma 6nemli bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir
(Sekil 3.24).
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t (saat)

Sekil 3.24. Anti-miR-21 ilavesinin H3 hibrit nanopartikiil formiilasyonunun in vitro salimina etkisi

3.3.34. H3 ve H3A Formiilasyonlarinin In Vitro Sahm Kinetiklerinin

Belirlenmesi

H3 ve H3A polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinden etkin madde salimi sirasiyla
Weibull, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetiklerine uyum gostermistir (Cizelge
3.24).
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Cizelge 3.24. H3 ve H3A formiilasyonlarinin in vitro salim kinetikleri

H3 H3A
r’ 0,832 0,846
0° ko (g/sa) 16,23 14,92
SH 3,641 3,683
RMS 149,8 135,6
r’ 0,932 0,945
1o k (sa™) 0,301 0,260
SH 0,041 0,036
RMS 0,019 0,013
r’ i 0,976 0,991
N ky (ng/sa’) 37,53 34,07
Higuchi SH 2.967 1,898
RMS 21,81 8,102
r’ 0,972 0,987
Peppas n 0,533 0,470
SH 0,053 0,038
RMS 0,002 0,001
r’ 0,990 0,998
B 0,703 0,647
Weibull SH 0,041 0,022
T4 (sa) 2,585 3,317
RMS 0,002 0,000
r’ 0,489 0,516
K (ng"*/sa) 0,703 0,740
Hixson-crowell
SH 0,359 0,414
RMS 1,457 1,712

* r2: Determinasyon katsayis, p: Sekil faktorii, Td: Etkin maddenin %63,2sinin ¢dziinmesi igin gecen
stire, n: difiizyonal sabit, SH: Hiz sabitlerinin standart hatasi, RMS: Artik ortalama kareler toplami

3.3.3.5. H3 ve H3A Formiilasyonlarimin DSC Analizi

Polimer lipid hibrit nanopartikiillerinin DSC analizi sonucunda Pemetrekset ve anti-
miR-21 icermeyen formiilasyon 48,34°C’de PLGA’ya ait endotermik bir pik
olusturmustur. Bos formiilasyona benzer sekilde sadece pemetrekset iceren H3
formiilasyonu ve hem pemetrekset hem anti-miR-21 iceren H3A formiilasyonu
sirastyla 49,68 ve 49,44°C’de endotermik pik olusturmustur. Formiilasyonlarin DSC
analizinde pemetrekset ve anti-miR-21’¢ ait pikler gbzlenmemistir (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinin DSC termogrami. a: pemetrekset; b: anti-miR-21;
c: Pemetrekset ve anti-miR-21 igermeyen H3 formiilasyonu; d: H3 formiilasyonu e: H3A
formiilasyonu

3.3.3.6. Polimer-lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarimn TEM Analizi
Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerin morfolojisini incelemek amaciyla TEM analizi

yapilmistir. TEM fotograflarina bakildiginda partikiillerin kiiresel sekilde oldugu ve
boyutlarinin 100 nm’nin altinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.26).

Sa g

°a

————1100 nm

Sekil 3.26. H3A formiilasyonuna ait TEM goriintiisii
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3.3.3.7. Sterilizasyonun H3 ve H3A Formiilasyonlarimin in Vitro Sahmina Etkisi

H3 ve H3A formiilasyonlari gama radyasyon ile sterilize edildikten sonra etkin
maddenin in vitro salimma etkisi incelenmistir. Her iki formiilasyonda da
sterilizasyon sonrasi etkin maddenin a¢iga ¢ikan miktar1 azalmis, salim yavaslamistir
(Sekil 3.27).

100 -
80 -
= 60 -
=
Un
>
2 40 -
20 - —-—H3 —A—H3A
—te—H3-steril —m—H3A-steril
0 v v v v '
0 2 4 [ 8 10
t (saat)

Sekil 3.27. Sterilizasyonun H3 ve H3A formiilasyonlarindan etkin maddenin in vitro salimina etkisi

3.3.3.8. H3 ve H3A Formiilasyonlarimin Stabilitesine Ait Bulgular

H3 ve H3A kodlu formiilasyonlarin +4°C’de 3 ay siireyle bekletilmesi sonrasinda
Olgiilen partikiil boyutu ve zeta potansiyeli degerleri Cizelge 3.25°te, DSC analizi
sonuclar1 Sekil 3.28’de yer almaktadir.

H3 ve H3A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin +4°C’de 3 ay

bekletilmesi sonucunda her iki formiilasyonun da partikiil boyutunun ve
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polidispersite indeksinin arttigi, zeta potansiyeli negatif degerinin ise azaldigi
goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 3.25).

Cizelge 3.25. H3 ve H3A kodlu formiilasyonlarin 3 ay sonunda 6lgiilen partikiil boyutu, polidispersite
indeks ve zeta potansiyeli degerleri

Baslangic 3 ay sonra
Partikiil o ] Zeta o ) Zeta
Polidispersite _ | Partikiil boyutu | Polidispersite o
Kod boyutu ] Potansiyeli ] Potansiyeli
indeks* (nm)* indeks*
(nm)* (mV)* (mV)*
-31,40 +
H3 91,31+1,134 | 0,131+0,013 | -36,4+6,30 | 125,1+3,399 | 0,306 +0,037 0.095
-29,5 +
H3A | 93,98+1,887 | 0,146+0,014 | -33,4+2,81 | 117,7+ 1,357 | 0,284 +0,004 0.402
*Ortalama + standart sapma, n=3
DSC
mwW
20.00r
a 28059C
N\ -
4 24351C
143.73C
1000t °
S\
44 84C
(=
A e -HMVM‘M\V‘VW-.Y——
4521C
d
e — Ayl Py
0.00- 4502C

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.28. H3 ve H3A formiilasyonlarinin 3 aylik stabilite siiresi sonunda elde edilen DSC
termogrami. a: pemetrekset; b: Pemetrekset ve anti-miR-21 icermeyen H3 formiilasyonu; c: H3
formiilasyonu d: H3A formiilasyonu
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3 ay sonunda yapilan DSC analizi sonucunda H3 ve H3A kodlu formiilasyonlarinin
DSC termogrami incelendiginde, bos formiilasyona benzer sekilde sadece PLGA’ya

ait pik gozlenmistir (Sekil 3.28).
3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari i¢cin Secilen Formiilasyonlar

Hiicre kiltiiri ¢alismalarinda uygulanmak iizere tez kapsaminda hazirlanan farkli
yapidaki nanopartikiil formiilasyonlarinin her birinden en iyi formiilasyon segilmistir.
Anti-miR-21’in  etkisini gérmek amaciyla sadece pemetrekset iceren
formiilasyonlarin yan1 sira pemetrekset ve anti-miR-21’1 Dbirlikte igeren
formiilasyonlarin da hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin yapilmasi uygun bulunmustur. Bu
amagla, SI11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlari, PEG5 ve PEGS5A kodlu
polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 ve H3 ve H3A kodlu polimer-lipid hibrit
nanopartikiil formiilasyonlar1 hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda uygulanmak iizere

secilmigtir (Sekil 3.29).

Nanopartikiil Formiilasyonlan

v \Y

Kati Lipid Nanopartikiiller Polimerik Nanopartikiiller
(SLN) l , 6
0 PEG-PLGA iceren Polimer-Lipid Hibrit
s$11 Nanopartikiiller Nanopartikiiller
o v
PEG5 H3
PEG5A H3A

Sekil 3.29. Hiicre kiiltiirii galismalari i¢in segilen formiilasyonlar
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3.5. Hiicre Kiiltiirii Cahismalarina Ait Bulgular

3.5.1. Sitotoksisite Calismalarina Ait Bulgular

3.5.1.1. Pemetreksetin U87MG Insan Glioblastoma Hiicrelerine Sitotoksisitesi

U87MG hiicreleri ve pemetreksetin  0,01-100 pg/ml araliginda 5 farkl
konsantrasyondaki ¢ozeltisinin 24, 48 ve 72 saat boyunca kiiltiirlenmesi sonucunda

elde edilen hiicre canliligina iliskin bulgular Sekil 3.30°da goriilmektedir.

Farkli dozlarda uygulanan pemetrekset ¢ozeltilerinin 24. saat ve 48. saatte elde edilen
hiicre canliligi degerleri karsilastirildiginda birbirlerinden anlamli olarak farkli

olmadig1 gorilmiistiir (p>0,05).

Farkli dozlarda uygulanan pemetrekset ¢ozeltilerinin 72. saatte elde edilen hiicre
canliligi degerleri karsilagtirildiginda 0,1 pg/ml, 1 pg/ml ve 10 ug/ml dozlarinda
hiicre canliligi 0,01 pg/ml ve 100 pg/ml dozlarina gore 6nemli olarak azalmistir
(p<0,05). Elde edilen sonuglara gore 0,1 ve 1 ug/ml pemetrekset dozu ve 72 saat

uygulama siiresi secilerek formiilasyonlarin uygulanmasina karar verilmistir.

80 -

24 saat

H 48.saat

(=)
>

=
=

W 72.saat

Hiicre canhihigi (%)

[
(=]

=]

0,01 0.1 1 10 100
Pemetrekset (ug/ml)

Sekil 3.30. Pemetreksetin U87MG hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi (ortalama + standart hata)
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35.1.2. Formiilasyonlarm U87MG 1Insan Glioblastoma Hiicrelerine

Sitotoksisitesi

Pemetrekset, pemetrekset ve anti-miR-21 i¢ermeyen bos formiilasyonlar, sadece
pemetrekset iceren formiilasyonlar ve hem pemetrekset hem de anti-miR-21 igeren
formiilasyonlarin U887MG hiicreleri ile 72 saat boyunca kiiltirlenmesi sonucunda
elde edilen hiicre canliligina iligskin bulgular Sekil 3.31, Sekil 3.32 ve Sekil 3.33’de

goriilmektedir.

SLN formiilasyonlarinin uygulanmasi ile her iki dozda da hiicre canlilig1 pemetrekset
¢oOzeltisi > bos formiilasyon > S11 > S11A sirasiyla azalmistir. En disiik hiicre
canlilig1 yaklagik olarak % 75 civarindadir ve her iki dozda da hem pemetrekset hem
anti-miR-21 iceren S11A kodlu formiilasyonda goriilmistiir (Sekil 3.31).

100 -

H Pemetrekset
H Bos S11
ES11

MS11A

Hiicre canhihgi (%)

0,1 ng/ml 1 ng/ml
Pemetrekset dozu

Sekil 3.31. SLN formiilasyonlarinin U87MG hiicre canlilig1 iizerine etkisi (ortalama =+ standart hata)

Pegile nanopartikiil formiilasyonlarinin uygulanmas: ile her iki dozda da hiicre
canliligt bos formiilasyon > pemetrekset ¢ozeltisi > PEGS5 > PEGSA seklinde
azalmistir. En diisiik hiicre canliligi % 79°dur ve 0,1 pg/ml dozda hem pemetrekset
hem anti-miR-21 i¢ceren PEG5A kodlu formiilasyonda goriilmiistiir (Sekil 3.32).
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100

H Pemetrekset
H Bos PEGS
HPEGS
WPEGSA

Hiicre canhihgi (%)

0,1 ng/ml 1 ng/ml

Pemetrekset dozu

Sekil 3.32. Pegile polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin U87MG hiicre canlilig1 iizerine etkisi
(ortalama =+ standart hata)

Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarmin uygulanmasi ile 0,1 ug/ml
dozda hiicre canlilig1 bos formiilasyon > pemetrekset ¢ozeltisi > H3A > H3 seklinde
azalirken, 1 pg/ml dozda bos formiilasyon > pemetrekset ¢ozeltisi > H3 > H3A
seklinde azalmigtir. En disiik hiicre canliigi % 67°dir ve 1 pg/ml dozda hem
pemetrekset hem anti-miR-21 iceren H3A kodlu formiilasyonda goriilmistiir (Sekil
3.33).

120 -
100 -
=
s
- S0
&
= H Pemetrekset
= 60
5 H Bos H3
§ 40 W3
= HH3A
20
0 -

0,1 ng/ml 1 ng/ml
Pemetrekset dozu

Sekil 3.33. Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarimin U§7MG hiicre canlilig1 iizerine etkisi
(ortalama =+ standart hata)
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3.5.2. Hiicresel Alimin Belirlenmesine Ait Bulgular

Pemetrekset ¢Ozeltisi, pemetrekset igeren nanopartikiil formiilasyonlart ve hem
pemetrekset hem de anti-miR-21 igeren nanopartikiil formiilasyonlariin U87MG
hiicreleri ile kiiltiirlenmesi sonucunda hiicreler tarafindan alinan pemetrekset
miktarina iligkin bulgular Sekil 3.34’te goriilmektedir. Pemetrekset tek basina ¢ozelti
seklinde uygulandiginda hiicreler tarafindan % 6’sinin alindigi goriilmiistiir. Tiim
formiilasyonlar pemetreksetin hiicresel alimini %50°nin {izerine ¢ikarmistir. S11 ve
S11A kodlu SLN formiilasyonlarinda ve H3 ve H3A kodlu polimer-lipid hibrit
nanopartikiil formiilasyonlarinda anti-miR-21 ilavesi ile pemetreksetin hiicresel alim1
onemli Olclide artmustir (p<0,01). PEG5 ve PEGSA kodlu pegile polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinda ise anti-miR-21 ilavesi ile pemetreksetin hiicresel
alimi, sadece pemetrekset olan formiilasyona benzer bulunmustur (p>0,05). En
yiiksek hiicresel alim H3A kodlu polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonuyla
elde edilmistir (%78,9 £ 1,87).

H Pemetrekset iceren formiiller
100

90 HPemetrekset ve anti-miR-21

iceren formiiller

H3A

80
70

..31
w
(&
=
A

60
50
40 -
30 -

Hiicresel alim (%)

20 |

Pemetreksed

10

Sekil 3.34. U87MG hiicreleri tarafindan pemetreksetin hiicresel alim1 (ortalama =+ standart hata)
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3.5.3. Hiicresel Albmin Konfokal Mikroskop ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Lazer konfokal mikroskop resimleri, fluoresans ozellik gosteren anti-miR-21’in ve
anti-miR-21 yiiklii nanopartikiillerin uygulanmasi ile U87MG hiicreleri tarafindan
alimin1 gostermektedir. Soldaki resimler DAPI ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri
(mavi), ortadaki resimler ise ayni hiicrelerin konfokal goriintiisiidiir ve 6-FAM-anti-
miR-21/ 6-FAM-anti-miR-21 igeren nanopartikiillerin (yesil) hiicresel alimini
gostermektedir. Sagdaki resimler ise iki goriintiiniin ist iiste ¢akistirilmasi ile elde
edilmistir. Anti-miR-21’in saf halde uygulandiginda hiicrelerin hem ¢ekirdeginde
hem de stoplazmasinda yer aldigi goriilmistiir (Sekil 3.35).

Sekil 3.35. Anti-miR-21’in U87MG hiicreleri tarafindan alimi (a: DAPI ile boyanmis hiicre
cekirdekleri (mavi floresan); b: Hiicreler tarafindan 6-FAM-anti-miR-21"in alimu (yesil floresan); ¢: a
ve b’nin st iiste gakistirilmasi ile elde edilen goriintii)
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Sekil 3.36. Anti-miR-21 i¢eren S11A formiilasyonunun U87MG hiicreleri tarafindan alimi (a: DAPI
ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri (mavi floresan); b: Hiicreler tarafindan 6-FAM-anti-miR-21 yiiklii

S11A formiilasyonunun alimi (yesil floresan); c: a ve b’nin iist iiste cakistirilmast ile elde edilen
goriintii)
Anti-miR-21 igeren S11A SLN formiilasyonunun hiicrelerin hem ¢ekirdeginde hem

de stoplazmasinda yer aldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.36).
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Sekil 3.37. Anti-miR21 yiiklii PEG5A formiilasyonunun U87MG hiicreleri tarafindan alimu (a: DAPI
ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri (mavi floresan); b: Hiicreler tarafindan 6-FAM-anti-miR-21 yiiklii
PEGSA formiilasyonunun alim (yesil floresan); ¢: a ve b’nin iist iiste cakistirilmast ile elde edilen
goriintii)
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Sekil 3.38. Anti-miR-21yiiklii H3A formiilasyonunun U87MG hiicreleri tarafindan alimi (a: DAPI ile
boyanmig hiicre ¢ekirdekleri (mavi floresan); b: Hiicreler tarafindan 6-FAM-anti-miR-21 yiikli H3A

formiilasyonunun alimu (yesil floresan); ¢: a ve b’nin iist iiste cakistirilmast ile elde edilen goriintii)
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Anti-miR-21 yiiklii PEG5A polimerik nanopartikiil formiilasyonu ve H3A polimer-
lipid hibrit formiilasyonunun hiicrelerin ¢ekirdeginde daha yogun olarak yer aldigi

gorilmistir (Sekil 3.37 ve Sekil 3.38).
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4. TARTISMA

4.1. Pemetreksetin HPLC Yontemi ile Miktar Tayininin ve Yontemin

Validasyonunun Degerlendirilmesi

Pemetreksetin pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢6zeltisi iginde UV spektrumu alindiginda
Sekil 3.1°de goriildiigii gibi maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 226 nm
olarak bulunmustur ve literatiir veriyleriyle uyumludur. Patel ve ark. (2011)
tarafindan benzer sekilde pemetreksetin UV’de maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 225 nm olarak bulunmustur. Lu ve ark. (2012) hazirladiklari nanopartikiil
formiilasyonlarinin igerdigi pemetrekset miktarn1 HPLC’de 227 nm’de analiz
etmistir. Miklan ve ark. (2011) ise pemetreksetin peptit konjugatin1 hazirlayarak
HPLC’de 220 nm’de analiz etmistir.

Pemetreksetin Cizelge 3.1°de yer alan pH 7,4 fosfat-salin tampon ¢ozeltisi i¢inde
yapilan kalibrasyon dogrusuna ait r? degerinin 1’e yakin olmast (0,9998), okunan
absorbanslardan bulunan konsantrasyon degerlerinin gilivenilir sonuglar verecegini

gostermektedir.

Pemetreksetin kalibrasyonunun validasyonu amaciyla incelenen Cizelge 3.2, .3.3 ve
3.4’te yer alan dogruluk ve kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik) parametreleri
sonucunda elde edilen verilere ait bagil sapma degerlerinin % 2’nin altinda olmasi,
kalibrasyon denkleminin dogru ve kesin sonuglar verdigini gostemistir. Secicilik
parametresi incelendiginde formiilasyonda kullanilan maddelerin HPLC analizi
sonucunda etkin madde ile girisim yapmamast yontemin etkin maddemiz i¢in segici
oldugunu dogrulamistir. Pemetreksetin pH 7.4 fosfat-salin tamponu igerisindeki
miktar tayinine iliskin hesaplanan teshis sinir1 (LOD) (0,135 pg/ml) ve tayin siniri
(LOQ) (0,408 pg/ml) degerlerinin kalibrasyon dogrusunda yer alan en kiigiik

konsantrasyon degeri olan 0,5 pg/ml’den kiiglik olmasi kalibrasyon araligimizin
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etkin maddenin tayin edilebildigi aralikta yapildigin1 gostermistir. Cizelge 3.6’da yer
alan dogrusallik deneyi sonucunda elde edilen dogrunun r* degerinin yiiksek,
regresyon dogrusundan sapmalarin standart hatasinin diisiik olusu, elde edilen

verilerin glivenilirligini gostermektedir.

4.2. SLN Formiilasyonlarimin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.1. Yiiksek Basinch Homojenizasyon Cihazi ile Yapilan On Formiilasyon

Calismalarimin Degerlendirilmesi

SLN formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yiiksek basingli homojenizasyon cihazi
kullanilmistir.  Yiiksek basingli  homojenizasyon yontemi, organik ¢oziicii
kullanilmamasi, dar partikiil boyutu dagilimina sahip nanopartikiillerin elde
edilebilmesi, olgek biiyiitme ile endiistriyel boyutta iiretime olanak saglamasi gibi
sagladig1 onemli avantajlardan dolay1 se¢ilmistir. Etkin maddelerin beyine gegisi igin
SLN formiilasyonlarinin partikiill boyutunun 200 nm’den kiiglik olmasi, kan
dolasiminda daha uzun siire kalmasi1 ve kan beyin bariyeri ile temas siiresinin artmasi
nedeniyle avantajli bulunmustur (Kaur ve ark., 2008). Cizelge 3.7’de yer alan yiiksek
basingli homojenizasyon cihazi ile yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalarinin sonuglari
degerlendirilmis ve SLN formiilasyonlarinin hazirlanmasinda en kiigiik partikiil
boyutu (182,5+2,501 nm) ve polidispersite indeksinin (0,260+0,014) elde edildigi

yiiksek basingli homojenizasyon parametreleri kullanilmistir.

4.2.2. SLN Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi ve Karakterizasyonunun

Degerlendirilmesi

Yiiksek basin¢li homojenizasyon cihazinda belirlenen parametreler ile formiilasyon

calismalarina devam edilmistir. Pemetreksetin yani sira antisens oligoniikleotid
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ilavesi de yapilacagt i¢in SLN’lerin hazirlanmasinda farkli lipidler, farkl
surfaktanlar denenerek enkapsiilasyon etkinligi yiiksek, partikiil boyutu 200 nm’nin
altinda olan SLN formiilasyonunun gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla Cizelge
3.8’de goruldiugi gibi kat1 lipid olarak gliseril tripalmitat, trimristin ve stearik asit
lipidleri kullanilarak pemetrekset yiiklii nanopartikiiller hazirlanmistir. Stearik asitle
hazirlanan S4 formiilasyonda nano-boyuta inilememistir. Xie ve ark.nin (2011)
yaptiklar1 calismada da benzer olarak stearik asit ile hazirlanan SLN’ler daha biiyiik
boyut ve boyut dagilimina sahip bulunmustur. Bunun stearik asitin yiiksek
viskozitesi ve erime noktasi ile baglantili olabilecegi sdylenmistir. Lipidlerin erime
noktasinin yiiksek olmasinin daha az etkin homojenizasyon islemine, dolayisiyla
daha biiyiik partikiil boyutu ve boyut dagilimima yol agabilecegi belirtilmistir.
Gliseril tripalmitatla hazirlanan S2 formiilasyonunun partikiil boyutu ise ¢aligmamiz
icin yiiksek bulunmustur (385,6 + 21,52). En kiigiik partikiil boyutu ve polidispersite
indeks trimristin kullanilarak hazirlanan S3 formiilasyonu ile elde edilmis,
pemetrekset i¢in en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ise gliseril tristearat ile
hazirlanan S1 formiilasyonu ile elde edilmistir. Oncelikle gliseril tristearat igeren S1
formiilasyonunda partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi amag¢lanmistir. Bu amacla
hazirlanan, gliseril tristearat lipidi igeren S5, S6, S7 ve S8 formiilasyonlarinda
(Cizelge 3.9) enkapsiilasyon etkinligi yiiksek nanopartikiiller elde edilmesine ragmen
partikiil boyutu istenen seviyeye diisiiriilememistir. Bu nedenle kat1 lipid olarak
trimristin kullanilarak formiilasyon gelistirilme ¢alismalarina devam edilmistir.
Trimristin kullanilarak hazirlanan SLN formiilasyonunda emiilgator olarak kullanilan
Tween 80 oran1 %2’ye ¢ikarildiginda (S9) pemetreksetin enkapsiilasyon etkinliginin
arttig1 gozlenmistir (Cizelge 3.10). Partikiil boyutunun 200 nm’nin altinda 6l¢iilmesi
ile bu formiilasyonun antisens oligoniikleotid ilavesi i¢in uygun olabilecegi

distintilmiistiir.

Katyonik lipidler kullanilarak negatif yiikli antisens oligoniikleotidlerin
nanopartikiillere iyonik etkilesimle etkin bir sekilde yiiklenmesi saglanabilir. Bu
amagla S9 formiilasyonuna katyonik lipid olarak DDAB ilave edilerek
degerlendirilmistir. DDAB, Cizelge 3.10’da goriildiigii gibi % 0,1-1 (a/h) araliginda

4 farkli konsantrasyonda formiilasyona ilave edilmistir. Kuo ve ark. (2009) lipid
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fazina ilave ettikleri DDAB orani %]1’in istiinde oldugunda enkapsiilasyon
etkinligine 6nemli bir etkisi olmadigini belirtmistir. Asasutjarit ve ark. (2007) benzer
sekilde DDAB igeren katyonik SLN formiilasyonu hazirlayarak polianyonik pDNA
ile kompleks olusturma o6zelligine formiilasyon bilesiminin etkisini incelemistir.
Yapilan ¢aligmada DDAB’1n ilavesi ile partikiil boyutunun ve pozitif ylizey yiikiiniin
arttigt  belirtilmistir.  Formiilasyonlarimizda da  benzer sekilde DDAB
konsantrasyonunun artmasi ile partikiil boyutu da artis gostermistir. En kiiciik
partikiil boyutu ve polidispersite indeks degeri DDAB konsantrasyonu %0,3 olan
S11 formiilasyonu ile elde edilmistir (135,7 = 1,485 nm).

DDAB igeren SLN formiilasyonlarinda zeta potansiyeli degeri 30 mV’ye yakin ya da
bu degerin iizerinde bulunmustur. DDAB katyonik bir lipid oldugundan dolayi,
formiilasyonlarin zeta potansiyelini pozitif degere doniistiirmiistiir. Zeta potansiyel
degeri minimum +30 mV oldugunda partikiiller aras1 itme kuvvetine bagli olarak
kolloidal sistemlerin agregasyon gostermedigi ve stabil olarak disperse olabilecegi
belirtilmistir (Celia ve ark., 2011; Xie ve ark., 2011). Ayrica pozitif yikli
nanopartikiillerin negatif yiiklii hiicre membraniyla kolayca etkileserek hiicre
stoplazmasina etkin maddenin gecisini artirabilecekleri soylenmistir (Bozkir ve Saka,
2004). Ayn1 zamanda, DDAB’in ilavesi hafif negatif yiikke sahip olan etkin
maddemiz pemetreksetin de %90’1n {lizerinde enkapsiilasyonunu saglamistir. S11
formiilasyonu anti-miR-21 oligoniikleotidi ilavesi ile tekrar hazirlanarak

degerlendirilmistir.

4.2.3. SLN Formiilasyonlarindan Etkin Maddenin In Vitro Salimimmn

Degerlendirilmesi

Pemetrekset suda ¢o6ziinen bir madde oldugu igin farkli lipidler kullanilarak
hazirlanan SLN formiilasyonlarindan in vitro salimi hizli ger¢eklesmistir (Sekil 3.4).
Literatiirde yer alan caligmalarda gliseridlerin karbon zinciri uzunlugu ve sayisinin,
kati-lipid nanopartikiillerin in vitro salimmin uzatilmasinda biiyiik etkisi oldugu

belirtilmistir  (Xie ve ark., 2011). Etoposid yiikli tripalmitin (Cs3HggOg)
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nanopartikiilleri, gliseril distearat (C3gH7605) ve gliseril monostearat (C,1H420,) ile
hazirlananlara gére daha uzun kontrollii salim etkisi olusturmustur (Reddy ve
Murthy, 2005). Calismamizda da karbon zinciri uzunlugu ve karbon sayisi daha fazla
olan gliseril tristearat lipidi (Cs7H11006) ile hazirlanan S1 formiilasyonu, trimristin
(C45HgsOs) ile hazirlanan S3 formiilasyonuna goére nispeten daha yavas etkin madde

salim1 sergilemistir.

Partikiil biiytikliigii sonuclarina gore trimristin iceren SLN formiilasyonu segilmesine
ragmen, in vitro salim hiz1 daha yavas oldugu i¢in gliseril tristearat ile hazirlanan
SLN formiilasyonunda partikiil biyiikligiini kiigiiltmek icin ¢alismalar yapilmis,

ancak istenen sonug elde edilememistir.

Gliseril tristearat iceren S1 formiilasyonunda %1 olan Tween 80 orani %2’ye
cikarildiginda (S6 formiilasyonu) etkin maddenin agiga ¢ikan miktarinin azaldigi ve
sallm hizinin yavagladigi gorilmiistiir (Sekil 3.5). Diger formiilasyonlarla
karsilastinlldiginda salim hizinin  yavaslamasindan dolayr c¢alismalara bu
formiilasyonla devam edilmistir. Lipid faza ilave edilen lesitin etkin maddenin
salimimi yavaglatmig, oleik asit ise in vitro salim hizim1 artirmistir, ancak her iki
formiilasyonda da partikiil boyutu 200 nm’den kiigiik olmadigi i¢in kullanilamamigtir

(Sekil 3.6).

Kat1 lipid olarak trimristin kullanildiginda gliseril tristearat ile benzer sonuglar
bulunmustur. S9 formiilasyonunda surfaktan oraninin % 2’ye ¢ikarilmasi ile agiga
¢ikan etkin madde miktar1 azalmistir (Sekil 3.7). Andreozzi ve ark. (2013)
calismamiza benzer sekilde hazirladiklar1 lipid nanopartikiillerden in vitro salim
deneyi sonucunda c¢ok diisiik miktarda etkin madde ¢ikisi elde etmistir.
Aragtirmacilar in vivo kosullarda fizyolojik enzimler 6zellikle lipazlar tarafindan bu
lipidlerin pargalandigini, ancak in vitro kosullarda kati-lipid matriksinin kirtlmadigi
i¢cin baglangigtaki hizl1 salimdan sonra etkin madde ¢ikisinin olmadigini belirtmistir.
Bu durum, hazirladigimiz SLN formiilasyonlarinda surfaktan oran1 %1’den %2’ye

cikarilldiginda gozlenmistir. Surfaktan orani arttifinda etkin maddenin lipid yap:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reddy%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16353973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murthy%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16353973
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igerisine daha ¢ok girdigi sonucuna varilmistir. %2 Tween 80 kullanilarak hazirlanan

formiilasyonda etkin madde salimi1 8. saate kadar artig gdstermistir.

Trimristin kullanilarak hazirlanan katyonik SLN’lerde farkli DDAB oranlarinin in
vitro salima etkisi incelendiginde, DDAB’nin ilavesi ile agiga ¢ikan etkin madde
miktar1 artmig, ayn1 zamanda etkin maddenin salimi uzatilmistir (Sekil 3.8). DDAB
orant % 0,3 olan S11 formiilasyonundan etkin maddenin salim1 8. saate kadar
uzatilmistir. Partikiil boyutu da uygun olan S11 formiilasyonu anti-miR-21

oligoniikleotidi ilavesi ile tekrar hazirlanarak degerlendirilmistir.

4.2.4 MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin S11 Kodlu SLN Formiilasyonuna
Yiiklenmesi ve Formiilasyonun in Vitro Ozellikleri Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

DDAB oran1 % 0,3 olan S11 kodlu SLN formiilasyonu anti-miR-21 ilave edilerek
tekrar  hazirlanmigtir  (S11A).  Anti-miR-21’in  formiilasyonlara  yiiklenip
yiiklenmedigi agaroz jel elektroforezle teshis edilmistir. S11A formiilasyonuna ait
slipernatan agaroz jele uygulandiginda herhangi bir bant olusumunun goriilmemesi,
S11A formiilasyonu uygulandiginda ise anti-miR-21’e ait bantlarin olusumu bize
anti-miR-21’in kati-lipid nanopartikiil formiilasyonuna yiiklendigini goéstermistir
(Sekil 3.9). S11A formiilasyonunun yiizey yiikiiniin pozitif olmasi nedeniyle, negatif
yike sahip anti-miR-21’in  formiilasyona iyonik etkilesimle yiiklendigi
diistiniilmiistiir. Formiilasyonlarin uygulanmasiyla gozlenen bantlarin, serbest anti-
miR-21’in uygulanmasi ile elde edilenlere benzer sekilde, uygulama yerinde
kalmayip siiriklenmesi, anti-miR-21’in kati-lipid-nanopartikiillerin yiizeyine yakin
ve gevsek baglarla bagli olma ihtimalini diislindiirmistiir. Benzer sekilde Vighi ve
ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada pEGFP plasmidi ile hazirladiklar1 katyonik SLN
formiilasyonlarmin olusturdugu kompleksi agaroz jel elektroforezle analiz etmistir.
Fosfat-salin tamponunda disperse ederek uyguladiklar1 formiilasyonda yer alan
plasmidin, saf plasmidle benzer sekilde jelde siiriiklenmesini olusan kompleksin

stabil olmadig1 seklinde yorumlamisglardir.
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Antisens oligoniikleotidin ilavesi ile SLN’lerin partikiil boyutunda, zeta
potansiyelinde ve enkapsiilasyon etkinliginde azalma olmustur (Cizelge 3.11).
Siddiqui ve ark. (2010) hazirladiklar1 katyonik SLN formiilasyonlarinda antisens
oligoniikleotidin yiizeye baglanmas ile yiizey yiikii nétralize oldugu i¢in, antisens
oligontikleotid oran1 arttikga zeta potansiyelinin azaldigim1  belirtmistir.
Calismamizda da benzer sekilde negatif yiiklii anti-miR-21 ilavesi formiilasyonun
pozitif yiikiinii azaltmigtir. Anti-miR-21 ilavesi ile pemetreksetin enkapsiilasyon
etkinligi de azalmistir. Her iki maddenin de negatif yiiklii olmast nedeniyle pozitif
yiiklii DDAB ile iyonik olarak etkileserek yapiya baglandigi, yapida var olan DDAB
miktart ayni oldugu i¢in anti-miR-21 ilavesi ile pemetreksetin bir miktarinin

enkapsiile olmadan kaldig1 diistiniilmstiir.

Ren ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada hazirladiklar1 formiilasyona yiikledikleri
anti-miR-21 miktarinin ¢ok az olmasi nedeniyle etkin maddenin in vitro salimini ¢ok
az etkiledigini belirtmistir. Caligmamizda da anti-miR-21 ilavesi sonrasinda
pemetreksetin  S11A  kodlu SLN formiilasyonundan in vitro salimi sadece

pemetrekset iceren S11 formiilasyonuna benzer bulunmustur (Sekil 3.10).

425 S11 ve S11A Kodlu SLN Formiilasyonlarimmn in Vitro Salim

Kinetiklerinin Degerlendirilmesi

S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlariin in vitro salim kinetikleri incelendiginde
sirastyla Weibull, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi kinetiklerine uyum goriilmiistiir
(Cizelge 3.12). Weibull kinetiginde yer alan sekil faktori B degerinin 1’den kiigiik
olmasi1 baslangigta hizli etkin madde salimi ve sonrasinda hizla platoya ulasildigini
gostermistir. Yine Peppas kinetiginde yer alan n degerlerinin 0,45’ten az ya da esit
olmast ve Higuchi kinetigine uyum goriilmesi etkin maddenin lipid matristen
saliminin  Fick difiizyon mekanizmasina uydugunu, difiizyon kontrollii salim

gerceklestigini gostermistir.
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426. S11 ve S11A Kodlu SLN Formiilasyonlarimin DSC Analizinin

Degerlendirilmesi

Katyonik kati-lipid nanopartikiillerinin DSC termogrami incelendiginde pemetrekset
ve antisens oligoniikleotid icermeyen formiil 55°C erime sicakliginda endotermik pik
olusturmustur (Sekil 3.11). Bu goriilen pikin trimristine ait oldugu, literatiirdeki
benzer sonuglar ile dogrulanmistir (Naguib ve ark., 2014; Thatipamula ve ark.,
2011). Bu pikin nanopartikiil formiilasyonlarinda goriilme sebebi trimristinin
nanopartikiil yiizeyini kaplayan tabakayr olusturmasindandir. Pemetreksete
(146,54°C, 242,75°C, 279,71°C) ve anti-miR-21°e (32,21°C) ait piklerin
formiilasyonlarin DSC termograminda goriilmemesi etkin maddelerin formiilasyona

amorf halde yiiklendigini ve homojen bir sekilde disperse oldugunu gostermistir.

4.2.7. S11A Kodlu SLN Formiilasyonunun TEM Analizinin Degerlendirilmesi

SLN formiilasyonlarinin morfolojisini incelemek amaciyla yapilan TEM analizi
sonucunda SI11A formiilasyonunun kiiresel sekilde oldugu, boyutunun foton
korelasyon spektroskopisiyle olgiilen ortalama partikiil boyutuna (124,9+ 1,579 nm)
yakin oldugu goriilmistiir (Sekil 3.12).

4.2.8. Sterilizasyonun S11 ve S11A Formiilasyonlarinin In Vitro Sahmina Etkisi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalart i¢in secilen S11 ve S11A formiilasyonlarinin gama
radyasyon ile sterilizasyonu sonrasi etkin maddenin agiga ¢ikan miktar1 yaklasik
olarak % 20 oraninda azalmistir (Sekil 3.13).



131

4.2.9. S11 ve S11A Formiilasyonlarinin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlarinin +4°C’de 3 ay bekletilmesi sonucunda
partikiil boyutunda gozlenen artigin istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, 200
nm’nin altinda kalmasi uygun bulunmustur. Partikiil boyutundaki artisin bekleme
sirasinda partikiillerin bir miktar agregasyona ugramasindan kaynakli olabilecegi
diistinilmiistir. S11A formiilasyonunun zeta potansiyeli pozitif degerinde azalma
olmasma ragmen zeta potansiyeli degerinin +30 mV’in {lizerinde bulunmasi

formiilasyonun 3 ay sonunda stabil oldugunu gdstermistir (Cizelge 3.13).

3 ay sonunda yapilan DSC analizi sonucunda pemetreksetin, S11 ve S11A kodlu
SLN formiilasyonlarinin DSC termogramlar1 baslangictaki DSC termogramlar ile
karsilastirildiginda benzer noktalarda piklerin elde edilmesi formiilasyonlarin

stabilitesini korudugunu gostermistir (Sekil 3.14).

4.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan On

Formiilasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

PLGA, FDA tarafindan parenteral sistemlerde kullanimi i¢in onayli bir polimer
olmasi ve biyoparcalanabilir olmast nedeniyle polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda tercih edilmistir. Suda ¢6ziinen etkin maddeler
icin uygun hazirlama yontemi su/yag/su tipi ¢oziicii buharlastirma teknigi oldugu i¢in

formiilasyonlar bu yontemle hazirlanmustir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda polimerin organik ¢oziiciisii
(diklorometan ve aseton), dis fazda kullanilan stabilizor (Tween 80, Pluronik PF127
ve PVA), dis faz sonikasyon siiresi (1,2,3 dakika) degistirilerek partikiil boyutuna
etkisi incelenmistir. Organik ¢6ziicii olarak diklorometanin kullanildig1 formiillerde
200 nm’nin altina inilememis, bu nedenle asetonun kullanilmasina karar verilmistir.

Organik ¢06ziicli olarak asetonun kullanildigi, dis fazda PF127 igeren ve sonikasyon
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stiresi 2 dakika olan formiilasyonlara partikiil boyutunun 200 nm’nin altinda elde
edilebilmesi nedeniyle etkin madde ilavesi yapilmistir. Bu amagla hazirlanan P6-P9
formiilasyonlarinda enkapsiilasyon etkinliginin %1 civarinda elde edilmesi nedeniyle
enkapsiilasyon etkinligini artirmaya yonelik calismalar yapilmistir. I¢ faz miktar
(0,5, 1 ml), i¢ faz igerigi (pH 7,4 PBS, %1 PF127, %10 dekstran, pH7,4 PBS ile %1
PF127, %10 dekstran ve Tween 80 kombinasyonlari), dis faz pH’s1 (pH 4,5 ve 9), dis
faz hacmi (10, 20 ve 50 ml) degistirilerek formiilasyon caligmalar1 yapilmistir.
Cizelge 3.14, Cizelge 3.15, Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.17°da bulgulan yer alan tiim

bu calismalar enkapsiilasyon etkinliginde bir artig saglamamuistir

Dis fazda % 1 PF127 igeren, i¢ fazda pH7.4 PBS/ Tween 80 (0,8 mL/0,2 mL) igeren
P15 formiilasyonu enkapsiilasyon etkinliginde 6nemli bir artis saglamamakla birlikte
(1,223+0,312), partikiil boyutu en kiigiik bu formiilasyonda elde edilmistir
(172,945,346 nm). Ayn1 zamanda bu formiilasyonun zeta potansiyeli degeri de diger

formiilasyonlara gore yiiksek bulunmustur (-32,4+1,99 mV).

4.4. PEG-PLGA iceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlariin

Degerlendirilmesi

Enkapsiilasyon etkinliginin ve etkin madde yiikleme kapasitesinin istenen sekilde
artirilamamasi nedeniyle ilk olarak P15 formiilasyonunda PLGA yerine PEG-PLGA
kullanilarak formiilasyon gelistirilmesi amaglanmistir. PLGA’ya kovalan olarak
bagli bulunan PEG hidrofilik 6zelliginden dolay1 suda ¢o6ziinen etkin maddelerin
nanopartikiil formiilasyonlarina yiiklenmesini artirmaktadir. Polimerik fazda PEG-
PLGA (100 ve 200 mg), PEG-PLGA’nin PCL (%10 ve %40) ile kombinasyonu,
PEG-PLGA’nin DDAB (%10) ile kombinasyonu kullanilarak yeni formiilasyonlar
hazirlanmistir (Cizelge 3.18). PEG-PLGA’nin %10 PCL ile kombinasyonu partikiil
boyutunu artirmis, ayni zamanda enkapsiilasyon etkinligini de artirmistir. PEG-
PLGA’nin %40 PCL ile kombinasyonu ise partikiil boyutu ve enkapsiilasyon
etkinligini %10 PCL igeren formiile gore daha fazla iyilestirmemistir. Katyonik bir
surfaktan olan DDAB pozitif yiikii nedeniyle DNA ve niikleotidler ile elektrostatik



133

olarak etkilegsmektedir. Dawson ve ark.nin (2004) yaptigi calismada DNA’nin
PLGA-DDAB nanopartikiillerine yiiklenmesi ile transfeksiyon etkinliginde 50 kat
artis oldugu belirtilmistir. Anti-miR-21 oligoniikleotidinin PEG-PLGA nanopartikiil
formiilasyonuna enkapsiilasyonunu artirmak {izere formiilasyonda DDAB
bulunmasinin avantajli oldugu disiiniildiigli i¢in ve enkapsiilasyon etkinligi
(%68,08+5,00) en yiiksek bu formiilasyonda elde edildigi i¢in polimerik fazda %10
DDAB igeren partikiil boyutu 43,65+1,252 nm olan PEGS5 formiilasyonu segilmistir.
Kolloidal tasiyicilarin zeta potansiyeli mutlak degeri 30 mV’nin iizerinde oldugunda
iyi stabilite sagladigi bilinmektedir. Ancak zeta potansiyeli kritik degerin altinda
olmasina ragmen, sterik stabilite tabakasi yeterince kalinsa nanopartikiillerin benzer
uzun siireli stabiliteye sahip olabilecegi belirtilmistir (Jia ve ark., 2012). Olivier ve
ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, PLA nanopartikiillerine gére PEG-PLA
nanopartikiillerinin zeta potansiyeli yiizeyinin PEG ile kapli olmasi nedeniyle daha
diisiik bulunmustur. PEG5 formiilasyonunda benzer sekilde sterik stabilizer gérevi
yapan PEG’in zeta potansiyelini diigiirdiigi goriilmiistiir. Bunun yani sira PEG5
formiilasyonunun ylizey yiikiinlin notrale yakin olmasinin kan dolagimindan hizlh
attma yol acan serum proteinleri ile etkilesimi azaltarak partikiiliin

biyoyararlanimini artirabilecegi diistintilmistiir (Costa ve ark.,2013).

4.4.1. PEG-PLGA iceren Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin in Vitro
Salim Calismalarinin Degerlendirilmesi

PEG-PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan formiilasyonlardan etkin maddenin in
vitro salim hiz1 ile saf etkin maddenin in vitro salim hiz1 grafige geg¢irildiginde
formiilasyonlarin etkin maddenin salim hizini yavaslattigi gorilmistiir (Sekil 3.15).
PEG3, PEG4 ve PEGS5 formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri benzer bulunmus,
bu nedenle en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde edilmis olan %10 DDAB igeren

PEGS formiilasyonuna antisens oligoniikleotid ilavesi yapilmistir.
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4.4.2. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin PEGS5 Formiilasyonuna Yiiklenmesi

ve Formiilasyonun In Vitro Ozellikleri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

PEG5 kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonu segilerek anti-miR-21
oligoniikleotidi ilavesiyle tekrar hazirlanmistir. Anti-miR-21’in formiilasyonlara
yiiklenip yiiklenmedigi agaroz jel elektroforezle teshis edilmistir. Anti-miR-21 igeren
PEGS5A nanopartikiil formiilasyonuna ait siipernatan agaroz jele uygulandiginda
herhangi bir bant olusumu gozlenmezken, PEG5A formiilasyonu uygulandiginda
bantlarn  olusumu  bize  anti-miR-21’in  formiilasyonlara  yiiklendigini,
formiilasyonlarin uygulama yerinde kalip siiriklenmemesi ise anti-miR-21’in

nanopartikiil yapisindan kolay ayrilmadigini gostermistir (Sekil 3.16).

PEGS5 kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonuna anti-miR-21 ilavesi ile
hazirlanan PEG5A kodlu formiilasyonda partikiil boyutu ve polidispersite indeks
degerinde artis goriilmesine ragmen elde edilen 53,18+3,755 nm partikiil boyutu 100
nm’nin de altindadir ve calismamiz i¢in uygun bulunmustur. PEGS5A kodlu
formiilasyonun zeta potansiyeli degeri PEGS formiilasyonuna benzer bulunmustur.
Anti-miR-21 oligoniikleotidi de negatif yiiklii oldugu ve miktar1 ¢ok az oldugu i¢in
formiilasyonun negatif olan ylizey yiikii iizerine Onemli bir etkisi olmadig
diisiiniilmistiir. PEG5A formiilasyonunda, pemetreksetin enkapsiilasyon etkinligi ve
in vitro salim profili PEG5 formiilasyonuna benzer bulunmustur (Cizelge 3.19, Sekil

3.17).

4.4.3. PEG5 ve PEG5SA Formiilasyonlarimin In Vitro Sahm Kinetiklerinin

Degerlendirilmesi

PLGA igeren partikiiler ilag tasiyici sistemlerden etkin madde saliminda karsilasilan
iki temel mekanizma difiizyon ve pargalanma/erozyondur (Fredenberg ve ark.,
2011).
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PEG5 ve PEGS5A polimerik nanopartikiillerinden etkin madde salimi sirasiyla
Weibull, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi kinetiklerine uyum gostermistir (Cizelge
3.20). Weibul kinetiginde yer alan sekil faktorii B degerinin lden kiigiik olmasi
baslangicta hizli etkin madde salimi ve sonrasinda hizla platoya ulasildigin
gostermistir. PEGS formiilasyonunda Korsmeyer-Peppas kinetiginde yer alan n
degerinin 0,45’in altinda olmasi ve Higuchi kinetigine uyum goriilmesi matris
yapisindan etkin maddenin difiizyonla salindigini gostermistir. Ayn1 formiilasyona
anti-miR-21 ilavesinden sonra ise Higuchi kinetigine uyum goriilmesi matris tipi
yapidan baglica diflizyonla salimin gerceklestigini, ancak Korsmeyer-Peppas
Kinetiginde yer alan n degerinin 0,45-0,89 arasinda olmasi, etkin madde saliminda
diftizyonun yanisira polimer zincirlerinin gevsemesine bagl olarak erozyonun da

etkili oldugunu gostermistir.

4.4.4. PEGS ve PEG5A Formiilasyonlarimin DSC Analizinin Degerlendirilmesi

PEG-PLGA nanopartikiillerinin DSC termogrami incelendiginde pemetrekset ve
anti-miR-21 igermeyen bos formiilde, pemetrekset iceren PEGS5 formiiliinde ve
pemetrekset ve anti-miR-21 igeren PEG5A formiiliinde sadece PEG-PLGA’ya ait
DSC piki goriilmiistiir. Etkin maddeye ait piklerin nanopartikiil formiilasyonlarinin
DSC termograminda goriilmemesi, formiilasyona amorf halde yiiklendigini, homojen

bir sekilde disperse oldugunu gostermistir (Sekil 3.18).

4.4.5. PEG-PLGA Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin TEM Analizinin

Degerlendirilmesi

PEG-PLGA igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonunun morfolojisini incelemek
amaciyla yapilan TEM analizi sonucunda nanopartikiillerin kiiresel sekilde oldugu,
boyutunun foton korelasyon spektroskopisiyle o6lgiilen ortalama partikiil boyutuna
(53,18+3,755 nm) yakin oldugu gorilmiistiir. TEM fotografinda PEG zincirlerinin
olusturdugu dis tabaka gozlenebilmistir (Sekil 3.19).
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4.4.6. Sterilizasyonun PEG5 ve PEG5A Formiilasyonlarimin In Vitro Sahmina
Etkisi

Hiicre kiiltlirii ¢alismalart igin secilen PEGS5 ve PEGS5A formiilasyonlari gama
radyasyon ile sterilize edildikten sonra sterilizasyonun etkin maddenin in vitro
salimina etkisi incelenmistir. Sterilizasyon sonrasinda salinan etkin madde yiizdesi

azalmustir (Sekil 3.20).

4.4.7. PEGS ve PEG5A Formiilasyonlarinin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

PEG5 ve PEG5A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin +4°C’de 3 ay
bekletilmesi sonucunda partikiil boyutlarinda gozlenen artisin istatistiksel olarak
anlamli olmasina ragmen, 100 nm’nin altinda kalmasi uygun bulunmustur, bekleme
siiresinde partikiillerin agrege olmaya baglamasindan kaynakli olabilecegi
diisiiniilmistlir. Formiilasyonlarin zeta potansiyeli negatif degerinde 3 ay sonunda

hafif bir artig goriilmiistiir (Cizelge 3.21).

3 ay sonunda yapilan DSC analizi sonucunda pemetreksetin, PEG5 ve PEG5A kodlu
formiilasyonlarin DSC termogrami incelendiginde 6nemli bir degisim olmadig:

goriilmiis, formiilasyonlarin stabilitesini korudugu belirlenmistir (Sekil 3.21).

4.5. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Gelistirilmesine

Yonelik Yapilan Calismalarin Degerlendirilmesi

P15 formiilasyonundan hareketle polimerik fazin igerigi degistirilerek hazirlanan
ikinci formiilasyon grubu polimer-lipid hibrit nanopartikiilleridir (Cizelge 3.22).
Mandal ve ark. (2013), etkin maddenin hem lipid kabuga hemde polimerik ¢ekirdege
yiiklenebilmesi nedeniyle lipid-polimer hibrit nanopartikiillerin etkin madde yiikleme

kapasitesini artirdigin1 belirtmistir. Literatiirden hareketle hazirlanan H1 kodlu
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polimer-lipid hibrit formiilasyonu ile hem partikiil boyutu kiigiilmiis (153,9+11,63
nm), hemde P15 formiilasyonuna gore enkapsiilasyon etkinligi 10 kattan fazla artis
gostermistir (%14.53+0.307). Bunun sebebinin Cheow ve Hadinoto (2011)’nun
caligmasinda da belirtildigi gibi partikiilii saran lipid kaplamasinin etkin maddenin
sulu faza sizmasii engelleyen bariyer gorevi gormesi oldugu diisiiniilmistiir. H1
kodlu polimer-lipid hibrit formiilasyonunda 8,5:1,5 olan lesitin:trimristin molar
oraninin 1,5:8,5 olarak degistirilerek hazirlandigi H2 kodlu formiilasyonda partikiil
boyutunun arttigi gorilmistiir. Bu sonug, polimer-lipid hibrit formiilasyonunda
partikiil boyutunun kii¢iilmesinde lesitinin daha etkin oldugunu gostermistir.
PLGA’nin %10 unun PCL polimeri ile degistirilmesi partikiil boyutunu 100 nm’nin
altina disirmis (91,311,134 nm), aym zamanda enkapsiilasyon etkinligini 2
katindan fazla artirmistir (%30,37£0,113). H4 formiilasyonunda PLGA’nin
%40’ unun PCL polimeri ile degistirilmesi ise partikiill boyutunu ve enkapsiilasyon
etkinligini daha fazla iyilestirmemistir. En kiigiik partikiil boyutu ve en yiiksek
enkapsiilasyon etkinliginin elde edildigi H3 formiilasyonu se¢ilmistir. Zeta
potansiyel degeri minimum +30 mV oldugunda kolloidal sistemlerin agregasyon
gostermedigi ve stabil nanosiispansiyon olusumunu sagladigi belirtilmistir (Celia ve
ark., 2011). H3 formiilasyonunun zeta potansiyeli degerinin 30 mV’nin istiinde
olmast nedeniyle stabil bir dispersiyon olustugu sonucuna varilmistir. H3
formiilasyonu pemetreksetin yani sira anti-miR-21 oligoniikleotidi de ilave edilerek

tekrar hazirlanmis ve degerlendirilmistir.

4.5.1 Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin in Vitro Salim

Calismalarimin Degerlendirilmesi

Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin maddenin in vitro salimi
ile saf etkin maddenin in vitro salim hiz1 grafige gegirildiginde formiilasyonlarin
etkin maddenin agiga ¢ikis hizin1 yavaglattigr goriilmiistiir (Sekil 3.22). %10 PCL
iceren H3 formiilasyonu ile %40 PCL iceren H4 formiilasyonunun in vitro salim

grafikleri benzer bulunmus, partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligi parametreleri
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ile birlikte degerlendirildiginde H3 formiilasyonu segilerek antisens oligoniikleotid

ilavesi yapilmistir.

4.5.2. MiR-21 Antisens Oligoniikleotidinin H3 Formiilasyonuna Yiiklenmesi ve

Formiilasyonun In Vitro Ozellikleri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

H3 kodlu polimer-lipid hibrit formiilasyonu segilerek anti-miR-21 oligoniikleotidi
ilavesiyle tekrar hazirlanmigtir.  Anti-miR-21’in  formiilasyonlara yiiklenip
yiiklenmedigi agaroz jel elektroforezle teshis edilmistir. Anti-miR-21 oligoniikleotidi
igeren H3A nanopartikiil formiilasyonuna ait siipernatan agaroz jele uygulandiginda
herhangi bir bant olusumu goriilmemesi, H3A formiilasyonu uygulandiginda
bantlarn  olusumu  bize  anti-miR-21’in  formiilasyonlara  yiiklendigini,
formiilasyonlarin uygulama yerinde kalip siiriiklenmemesi ise anti-miR-21’in

nanopartikiil yapisindan kolay ayrilmadigini gostermistir (Sekil 3.23).

H3 kodlu polimer-lipid hibrit formiilasyonuna anti-miR-21 ilavesi ile hazirlanan
H3A kodlu formiilasyonda partikiil boyutu, polidispersite indeks ve zeta potansiyeli
degerleri H3 formiilasyonuna benzer bulunmustur. Anti-miR-21 oligoniikleotidi de
negatif yiikli oldugu ve miktar1 ¢ok az oldugu i¢in formiilasyonun negatif olan yiizey
yiikii izerine 6nemli bir etkisi olmadig1 diistinilmiistiir. Anti-miR-21 ilavesi sonrasi
pemetreksetin enkapsiilasyon etkinliginde hafif bir artig goriilmistiir (Cizelge 3.23).
Anti-miR-21  ilavesi polimer-lipid hibrit nanopartikiil ~formiilasyonundan

pemetreksetin in vitro salim profilini degistirmemistir (Sekil 3.24).

453. H3 ve H3A Formiilasyonlarmmm In Vitro Sahm Kinetiklerinin
Degerlendirilmesi

H3 ve H3A polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinden etkin madde salimi sirasiyla
Weibull, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas Kinetiklerine uyum gostermistir (Cizelge

3.24). Weibull kinetiginde yer alan sekil faktorii f degerinin lden kiigiik olmasi
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baslangigta hizli etkin madde salimi ve sonrasinda hizla platoya ulasildigini
gostermistir. Higuchi kinetigine uyum goriilmesi matris tipi yapidan baslica
difiizyonla salimin gergeklestigini, Korsmeyer-Peppas kinetiginde yer alan n
degerlerinin 0,45-0,89 arasinda olmasi1 ise etkin madde saliminda difiizyonun
yanisira polimer zincirlerinin gevsemesine bagli olarak erozyonun da etkili oldugunu

gostermistir.

4.5.4. H3 ve H3A Formiilasyonlarimin DSC Analizinin Degerlendirilmesi

Polimer-lipid hibrit nanopartikiillerinin DSC termogrami incelendiginde pemetrekset
ve antisens oligoniikleotid igermeyen formiil 48.34°C erime sicakliginda endotermik
pik olusturmustur. Literatiirdeki verilere bakildiginda PLGA’nin bu noktada pik
verdigi belirlenmistir (Terry ve ark., 2014; Alimohammadi ve ark., 2012). Bu pikin
nanopartikiil formiilasyonlarinda goriilme sebebi PLGA’nin nanopartikiil yilizeyini
kaplayan tabakayir olusturmasindandir. Pemetreksete (146,54°C, 242,75°C,
279,71°C) ve anti-miR-21’e (32,21°C) ait piklerin formiilasyonlarin DSC
termograminda  goriilmemesi etkin maddelerin  formiilasyona amorf halde

yiiklendigini, homojen bir sekilde disperse oldugunu gostermistir (Sekil 3.25).

4.5.5. Polimer-Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin TEM Analizinin

Degerlendirilmesi

Polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonunun morfolojisi incelemek amaciyla
yapilan TEM analizi sonucunda nanopartikiillerin kiiresel sekilde ve birbirlerinden
ayr sekilde disperse oldugu ve agregasyon olmadigi belirlenmistir. Nanopartikiillerin
boyutlarinin foton korelasyon spektroskopisiyle Olcililen ortalama partikiil boyutuna
(93,98+1,887 nm) yakin oldugu goriilmistiir (Sekil 3.26).
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4.5.6. Sterilizasyonun H3 ve H3A Formiilasyonlarinin in Vitro Salimina Etkisi

Hiicre kiiltiirii ¢calismalar i¢in segilen H3 ve H3A formiilasyonlar1 gama radyasyon
ile sterilize edildikten sonra etkin maddenin in vitro salimina etkisi incelenmistir.
Dillen ve ark. (2004) tarafindan hazirlanan siprofloksasin igeren PLGA
nanopartikiilleri ®°Co kaynag: kullanarak gama radyasyonla 25 kGy dozda sterilize
edilmistir. Gama sterilizasyondan sonra polimerlerin viskoelastik 6zelliklerinde bir
degisiklik olmadigi, ancak salinan etkin madde yilizdesinde artis oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda bunun aksine sterilizasyon sonrasi salinan etkin madde yiizdesi

azalmistir (Sekil 3.27).

45.7. H3 ve H3A Polimer Lipid Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarmin

Stabilitesinin Degerlendirilmesi

H3 ve H3A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin +4°C’de 3 ay
bekletilmesi sonucunda her iki formiilasyonun da partikiil boyutunun arttig
gorilmistiir. Formiilasyonlarin partikiil boyutunun artmasina ragmen, 200 nm’nin
altinda kalmas1 uygun bulunmustur. Formiilasyonlarin zeta potansiyeli degerlerinde
azalma olmasina ragmen -30 mV degerine yakin ya da bu degerin lizerinde olmasi 3

ay sonunda stabil olduklarini gostermistir (Cizelge 3.25).

3 ay sonunda yapilan DSC analizi sonucunda pemetreksetin, H3 ve H3A kodlu
formiilasyonlarin DSC termogrami incelendiginde 6nemli bir degisim olmadig:

goriilmiis, formiilasyonlarin stabilitesini korudugu belirlenmistir (Sekil 3.28).
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4.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin Degerlendirilmesi

Calisgmamizda hazirladigimiz formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii ¢alismalart US7MG
insan glioblastoma hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir.  U87MG insan
glioblastoma hiicreleri yaygin olarak c¢alisilan IV. derece gliyom hiicresidir. Son 40
yildir bu hiicre dizisi ile ¢alisilmig 1700’{in {istiinde yayin bulunmaktadir (Vazquez-

Blomquist ve ark, 2012).

4.6.1. Sitotoksisite Calismalarinin Degerlendirilmesi

46.1.1. Pemetreksetin Us7MG insan Glioblastoma Hiicrelerine

Sitotoksisitesinin incelenmesi

Lu ve ark.nin (2012) melanom hiicrelerine uyguladiklari pemetrekset dozlarindan
hareketle belirlenen 0,01-100 pg/ml araliginda 5 farkli konsantrasyondaki
pemetrekset ¢ozeltisi 24, 48 ve 72 saat boyunca U87MG hiicrelerine uygulandiginda
hiicre canliliginda doza veya zamana bagli orantili bir azalma goriilmemistir (Sekil
3.30). Elde edilen bu sonucun doz artsa bile saf pemetreksetin U87MG hiicrelerine

alimamamasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

4.6.1.2. Formiilasyonlarm U87MG 1Insan Glioblastoma Hiicrelerine

Sitotoksisitesinin incelenmesi

Pemetrekset, bos formiilasyonlar, pemetrekset igeren formiilasyonlar ve hem
pemetrekset hem de anti-miR-21 igeren formiilasyonlar 0,1 ve 1 upg/ml
konsantrasyonda ve 72 saat siireyle U§7MG hiicrelerine uygulanarak sitotoksisiteleri

degerlendirilmistir.
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Bos  formiilasyonlar  kiyaslandiginda  pegile = polimerik  nanopartikiil
formiilasyonlarinin hiicre canliligi % 90’1n {izerindedir ve etkin madde igermediginde

hiicrelere en az zarar veren formiilasyon grubu olarak goriilmiistiir.

SLN formiilasyonlarinda hem pemetrekset hem anti-miR-21 igeren S11A kodlu
formiilasyon pemetrekset ¢ozeltisine gore hiicre canliligint 0,1 ug/ml dozda %7,7

oraninda, 1pg/ml dozda %9,5 oraninda azaltmistir (Sekil 3.31).

Hem pemetrekset hem anti-miR-21 iceren PEGSA formiilasyonu pemetrekset
¢ozeltisine gore hiicre canliligini 0,1 pg/ml dozda %4,2 oraninda, 1pg/ml dozda %1

oraninda azaltmistir (Sekil 3.32).

Polimer-lipid hibrit nanopartikiilleri ise bos formiilasyonlarin hiicre canliligi ile etkin
madde iceren formiilasyonlarin hiicre canliligi arasinda en fazla farkin bulundugu
formiilasyon grubudur. Sekil 3.33’te goriildiigii gibi hiicresel alim deneyi sonucunda
hiicreler tarafindan en yiiksek oranda alinan H3A formiilasyonunda en diisiik hiicre
canlilig elde edilmistir ve pemetrekset ve anti-miR-21 iceren bu formiilasyon hiicre
canliligimi bos formiilasyona gore % 26,8 oraninda, pemetrekset ¢ozeltisine gore
%17,2 oraninda, pemetrekset iceren H3 formiilasyonuna gore ise %14,3 oraninda
azaltmistir. 0,1 pg/ml dozda ise H3 formiilasyonu H3A formiilasyonuna gore hiicre
canliligint %7 oraninda daha ¢ok azaltmistir. Bunun sebebinin dozun 10 kat
azaltilmas1 ile anti-miR-21 miktarinin da 10 kat azalmasi ile etkinligini

gosterememesi oldugu diisiintilm{istir.

Yapilan son ¢alismalar avantajli in vivo farmakokinetikleri ve tiimorde birikmeleri
nedeniyle sistemik ila¢ verilisi i¢in hidrodinamik ¢apt 100 nm ya da daha az olan
partikiillerin istendigini belirtmistir (Clawson ve ark., 2011). Formiilasyonlarimiz
arasinda partikiil boyutu 100 nm’den az olan H3A kodlu polimer-lipid hibrit
nanopartikiil formiilasyonumuzda en diisiik hiicre canlilig1 elde edilmistir. Bunun
yani sira partikiil boyutu 50 nm civarinda olan PEG5 ve PEGS5A kodlu pegile
polimerik nanopartikiil formiilasyonlarimizda hiicre canlilig1 en yiiksek bulunmustur.

Bunun sebebinin PEG tabakasinin formiilasyonun dolasimdaki yaridmriini
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artirmakta yararli olmasina ragmen, hiicre membraniyla etkilesime karsi da sterik
bariyer olusturmasi nedeniyle nanopartikiiliin hiicre i¢ine girisini ya da endositozla
alindiginda endozomdan kurtulusunu engelleyerek partikiillerin hedef dokuya
ulagsmasinin 6niine ge¢mesi oldugu diisiiniilmiistiir (Clavson ve ark., 2011; Saka ve

Bozkir, 2012).

Qian ve ark. (2012) U87 glioblastoma hiicrelerinde anti-miR-21’in temel hedefi
olarak diisliniilen PTEN fonksiyonunun kayboldugunu, STAT3’iin miR-21’in
etkisini belirleyen temel protein oldugunu belirtmislerdir. Yapilan c¢alismada
STAT3’lin ilag rezistansini, timdr hiicrelerinin cogalmasini ve apoptozunu sagladigi
sOylenmistir. Ayrica, STAT3 miR-21’in direk hedefi olmadigi i¢in U87 hiicrelerinde
kemoterapi ve anti-miR-21’in sinerjik etkisinin daha uzun zaman periyodunda
gozlenebilecegi belirtilmistir. Lu ve ark. (2012) ise pemetrekset iceren nanopartikiil
formiilasyonlarinin sitotoksisite testinde onemli fark goriillmemesini etkin maddenin
nanopartikiil icerisine enkapsiilasyonu nedeniyle hiicre ortaminda yavas artig
gostermesi oldugunu belirtmistir. Calismamizda 72. saatte yapilan sitotoksisite
analizi ile baz1 formiilasyonlarda pemetrekset ve anti-miR-21’in sinerjik etkisi ¢ok
net goriilememistir. Literatiirdeki benzer sonuglara dayanarak formiilasyonlarin
sitotoksisitesinin daha uzun zaman periyodunda daha etkin gdzlenecegi

diistiniilmektedir.

4.6.2. Hiicresel Alm Calismalarinin Degerlendirilmesi

Pemetrekset ¢ozeltisi, pemetrekset iceren nanopartikiil formiilasyonlar1 ve hem
pemetrekset hem de anti-miR-21 igeren nanopartikiil formiilasyonlarinin U87MG
hiicreleri ile kiiltiirlenmesi sonucunda saf pemetrekset ¢cozeltisinin hiicresel alim1 %
6,53 + 0,203 olarak bulunmustur. SLN’ler (S11, S11A), pegile nanopartikiil
formiilasyonlar1 (PEG5, PEGS5A) ve polimer-lipid hibrit nanopartikiil
formiilasyonlarinin (H3, H3A) her ii¢clinde de pemetreksetin hiicresel alimi énemli
Olgiide  artmistir.  Anti-miR-21’in  ilavesi SLN ve polimer-lipid hibrit

formiilasyonlarinda pemetreksetin hiicresel alimimi belirgin bir sekilde artirirken,
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pegile polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda anti-miR-21’in etkisi ¢ok net

goriilememistir (Sekil 3.34).

4.6.3. Hiicresel Almin Konfokal Mikroskop Goériintiileri ile Degerlendirilmesi

Lazer taramali konfokal mikroskop analizinde hiicre ¢ekirdegi DAPI ile boyanmistir
ve mavi renkli floresan vermektedir. FAM-anti-miR-21 ise konfokal goriintiide yesil
floresan 6zellik gostermektedir. Calismamizda anti-miR-21 saf halde uygulandiginda
hiicrelerin hem c¢ekirdeginde hem de stoplazmasinda yer aldigi goriilmiistiir (Sekil
3.35). Benzer sekilde Corsten ve ark.nin (2007) yaptigi ¢alismada da U87 insan
glioblastoma hiicrelerinde miR-21 antisens oligoniikleotidi hem stoplazmada hem de

cekirdekte goriilmiistiir.

Costa ve ark (2013) ise anti-miR-21 yiiklii lipozomlar1 U87 glioblastoma hiicrelerine
uyguladiklarinda anti-miR-21’in hiicre stoplazmasinda yer aldigin1 konfokal
mikroskop ile gorilintiilemistir. Ayni1 sekilde Qian ve ark. (2012) da miR-21
inhibitdrii ile hazirladiklart PAMAM polipleksinin U87 hiicrelerinin stoplazmasinda
yer aldigin1 gérmistiir. Anti-miR-21 igeren S11A kodlu SLN formiilasyonu benzer
sekilde stoplazmada ve g¢ekirdekte yer almistir (Sekil 3.36). Bunun yani sira, anti-
miR-21 igeren PEG5A kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonunun ve H3A
kodlu polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonunun hiicrelerin g¢ekirdeginde
daha belirgin olarak yer aldigi, formiilasyonlarin anti-miR21’in hiicre ¢ekirdegine

girisini artirdig belirlenmistir (Sekil 3.37 ve Sekil 3.38).
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5. SONUC VE ONERILER

Kemoterapiye yiiksek derecede direngli bir tiimor olan glioblastomanin baskilanmasi
ve tedavisine yonelik hazirlanan farmasotik nanopartikiil formiilasyonlarinin tasarimi

ve degerlendirilmesi ile ilgili bu tez ¢alismasinda su sonuglar elde edilmistir:

- Direngli tiimorlere karsi iimit verici bir kemoterapotik ajan olan pemetrekset ile
miR-21’in baskilanmasi amaciyla kullanilan anti-miR-21 oligoniikleotidi kombine

edilerek nanopartikiil formiilasyonlarina etkin bir sekilde yiiklenmeleri saglanmistir.

- llag endiistrisinde intravendz nanoemiilsiyonlar icin biiyiik &lgekli iiretim
metotlarindan biri olan yiiksek basingli homojenizasyon yontemi ile SLN
formiilasyonlar1 gelistirilmigtir. SLN formiilasyonlarinin hazirlanmasinda FDA
tarafindan onayli GRAS statiisiinde yer alan farkli lipidler denenmis, trimristin lipidi

ile partikiil boyutu 200 nm’nin altinda olan SLN’ler elde edilmistir.

- Pemetreksetin enkapsiilasyon etkinligi ve formiilasyonlarin partikiil boyutu
sonuglari1 g6z Oniinde bulundurularak segilen S11 kodlu katyonik SLN
formiilasyonuna negatif yiiklii anti-miR-21 enkapsiile edilmis, agaroz jel elektroforez
ile enkapsiilasyonu dogrulanmigtir. Anti-miR-21"in enkapsiilasyonu i¢in katyonik
SLN formiilasyonunda yer alan DDAB, pemetreksetin de %90’in iizerinde

enkapsiilasyonunu saglamistir.

- S11 ve S11A kodlu SLN formiilasyonlari ile pemetreksetin in vitro salimi 8 saate
uzatilmig, yapilan kinetik degerlendirmeler sonucunda salimin difiizyonla

gerceklestigi belirlenmistir.

- Pegile polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 ve polimer-lipid hibrit nanopartikiil
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda FDA tarafindan parenteral yolla kullanimi

onaylanmis olan PEG-PLGA ve PLGA polimerleri kullanilmis, partikiil boyutu 100
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nm’nin altinda olan nanopartikiiller su/yag/su tipi emiilsifikasyon ¢oziicii

buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir.

- Pemetrekset yiiklii formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri incelenerek PEGS
ve H3 formiilasyonlarina anti-miR-21’in enkapsiilasyonuna karar verilmistir. Anti-
miR-21’in formiilasyonlara enkapsiilasyonu agaroz jel elektroforez ile teshis

edilmistir.

- PEGS, PEG5A, H3 ve H3A formiilasyonlar: ile pemetreksetin in vitro salimi 8
saate uzatilmis, yapilan kinetik degerlendirmeler sonucunda in vitro salimin PEG5
formiilasyonunda difiizyonla gerceklestigi, PEG5A, H3 ve H3A formiilasyonlarinda

ise difizyonla birlikte erozyonun da in vitro salimda etkili oldugu goriilmiistiir.

- Hiicre kiltiirii calismalar1 i¢in segilen S11, S11A, PEGS5, PEG5A, H3 ve H3A
kodlu formiilasyonlar gama radyasyonla sterilize edilmis, sterilizasyon sonrasinda in

vitro salimin bir miktar azaldigi goriilmustiir.

- S11, S11A, PEGS, PEGSA, H3 ve H3A kodlu formiilasyonlarin +4°C’de 3 ay

stireyle bekletilmesi sonucu stabilitelerini korudugu belirlenmistir.

- Pemetrekset tek basina ¢ozelti seklinde US7MG hiicrelerine uygulandiginda hiicre
canliliginda doza veya zamana bagl orantili bir azalma goriilmemis, hiicresel alim
deneyi sonucunda pemetreksetin U87MG hiicrelerine aliminin ¢ok diisiik oldugu (%

6,53 + 0,203) belirlenmistir.

- PEGS5 ve PEG5A kodlu pegile polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda hiicre
canliliginda belirgin bir azalma goriilememistir. Bunun PEG tabakasinin hiicre
membraniyla etkilesime kars1i sterik bariyer olusturmasi nedeniyle oldugu

diistiniilmiistiir.
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- SLN’ler, pegile polimerik nanopartikiiller ve polimer-lipid hibrit nanopartikiilleri
karsilastirildiginda U87MG hiicrelerine karsi en diisiik hiicre canliligi polimer-lipid

hibrit nanopartikiil formiilasyonunun (H3A) uygulanmasi ile elde edilmistir.

- Pemetrekset c¢ozeltisi ile karsilastirildiginda, SLN’ler (S11, S11A), pegile
nanopartikiil formiilasyonlar1 (PEGS, PEG5A) ve polimer-lipid hibrit nanopartikiil
formiilasyonlarinin (H3, H3A) pemetreksetin hiicresel alimin1 6nemli 6lgiide artirdigi
goriilmiistiir. Anti-miR-21’in ilavesi SLN ve polimer-lipid hibrit formiilasyonlarinda
pemetreksetin hiicresel alimini belirgin bir sekilde artirirken, pegile polimerik

nanopartikiil formiilasyonlarinda anti-miR-21"in etkisi ¢ok net goriilememistir.

- En disik hiicre canliligi olusturan H3A formiilasyonunun hiicresel alim
deneyinde hiicreler tarafindan en yiiksek oranda (% 78,9 + 1,87) alinan formiilasyon

oldugu tespit edilmistir.

- Konfokal mikroskop analizi sonuglarina gore anti-miR-21 yikli S11A
formiilasyonunun hiicrelerin hem c¢ekirdeginde hem de stoplazmasinda yer aldigi,
PEGS5A ve H3A formiilasyonlariin ise hiicrelerin ¢ekirdeginde daha belirgin olarak

yer aldig1 goriilmistiir.

- Hazirlanan tim nanopartikiil formiilasyon gruplart iizerinde yapilan in vitro
karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucunda H3A polimer-lipid hibrit
nanopartikiil formiilasyonu ile bu tez ¢alismasinin hedeflenen amacina yonelik en

basarili sonuglar elde edilmistir.

Tez calismamiz  sirasinda  gerek  zamanin  smirli  olmast  nedeniyle
gerceklestirilemeyen, gerekse c¢alisma sirasinda olusan diislince ve Oneriler

dogrultusunda ileride yapilmasi planlanan ¢alismalar su sekildedir:

- Secilen formiilasyonlar iizerinde uzun siireli stabilite caligmalarinin yapilmasi,
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- Farkli  glioblastoma hiicre dizilerinde formiilasyonlarin  etkinliginin

karsilastiriimast,

- Hiicre kiiltiirii sonuglarina gore basarili bulunan nanopartikiil formiilasyonlarinin
glioblastoma olusturulmus deneysel hayvan modelinde intravendz yolla uygulanarak

in vivo etkinliginin test edilmesidir.
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OZET

Kan-Beyin Bariyerinden Etken Madde Gegcisinin Artirlmasma Yonelik ilac

Tasiyic Sistemlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Glioblastoma multiforme en sik goriilen primer beyin tiimorii olup, bilinen en hizl
seyirli ve Oliimcil timorlerdendir. Erkeklerde daha sik goriiliir. Tani sonrasi
ortalama sagkalim bir yildan azdir ve son 10 yildir bu siirede 6nemli bir ilerleme
olmamistir. Beyin tiimdrlerinde standart tedavi prosediirii cerrahi tedaviye ilaveten
radyoterapi ve kemoterapidir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin ¢ogu kan beyin
bariyeri nedeniyle merkezi sinir sisteminde yeterli doku konsantrasyonlarina
ulagamaz. Partikiil boyutu 200 nm’nin altinda olan nanopartikiiller ile etkin
maddelerin kan beyin bariyerinden gegisi artirilabilmektedir.

Bu tez calismasinda, kemoterapiye yiiksek derecede direngli bir tiimor olan
glioblastomanin baskilanmasina yonelik farmasotik nanopartikiil formiilasyonlari
hazirlanmis ve incelenmistir. Bu amagcla kati-lipid nanopartikiil formiilasyonlari,
pegile polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 ve polimer-lipid hibrit nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanmistir.  Hazirlanan formiilasyonlara kemoterapotik ajan
olarak pemetrekset yiiklenmistir. MiR-21’in spesifik antisens oligoniikleotidlerle
inhibisyonu kemoterap6tik ajanlarin glioblastoma hiicrelerine sitotoksik etkilerinin
artmasint saglamistir. Literatiirde yer alan bulgulardan hareketle yapilan bu
caligmada, formiilasyonlara pemetreksetin yani sira anti-miR-21 oligoniikleotidi de
ilave edilerek glioblastoma hiicrelerinin ¢ogalmasina karst sinerjik bir etki
saglanmas1 amaglanmustir.

Formiilasyonlarin partikiil boyutu, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi, in vitro
salim profilleri, morfolojileri incelenerek basarili olanlar secilmis, insan glioblastoma
hiicreleri tizerinde etkinlikleri test edilmistir.

Sonu¢ olarak tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 pemetreksetin glioblastoma
hiicrelerine alimini 6nemli Olgiide artirmistir. Sitotoksisite calismalart sonucunda
polimer-lipid hibrit nanopartikiil formiilasyonlar1 ile en basarili sonuglar elde
edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Glioblastoma, hibrit nanopartikiil, kat1 lipid nanopartikiil,

miR21 antisens oligoniikleotidi, pemetrekset.
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SUMMARY

Preparation and Characterization of Drug Transport Systems to Increase Blood
Brain Penetration of Drug Substances

Glioblastoma multiforme is the most common primary brain tumor and the most
rapidly progressive and fatal one among the known tumors. It is more common in
men. The average survival after diagnosis is less than a year and in the last 10 years
there has not been made a significant improvement in survival time. The standard
treatment procedure of brain tumors is radiotherapy and chemotherapy in addition to
the surgery. Many of the drugs used in chemotherapy can not reach sufficient tissue
concentration in the central nervous system because of the blood-brain barrier.
Passage of drug substances through the blood-brain barrier can be increased with
using nanoparticles that have particle sizes less than 200 nm.

In this thesis study, pharmaceutical nanoparticle formulations for glioblastoma which
is a highly resistant tumor to chemotherapy were prepared and evaluated. For this
purpose the solid-lipid nanoparticle formulations, pegylated polymeric nanoparticle
formulations and polymer-lipid hybrid nanoparticle formulations were prepared.
Pemetrexed was loaded into the prepared formulations as chemotherapeutic agent.
Inhibition of miR-21 with specific antisense oligonucleotides has led to an increase
in the cytotoxic effects of chemotherapeutic agents to glioblastoma cells. According
to the literature data, providing a synergistic effect against glioblastoma cell
proliferation is aimed by adding anti-miR-21 besides pemetrexed into the
formulations.

Successful formulations were selected and their activities on human glioblastoma
cells were tested by analyzing particle size, zeta potential, encapsulation efficiency,
in vitro release profiles and morphologic features.

In conclusion, all nanoparticle formulations significantly increased the uptake of
pemetrexed into the glioblastoma cells. As a result of cytotoxicity studies, the most
prospering results were obtained with polymer-lipid hybrid nanoparticle
formulations.

Key Words: Glioblastoma, hybrid nanoparticle, miR21 antisense oligonucleotide,

pemetrexed, solid lipid nanopatrticle.



151

KAYNAKLAR

AGARWAL A, AGRAWAL H, TIWARI S, JAIN S, AGRAWAL GP. (2011). Cationic
ligand appended nanoconstructs: a prospective strategy for brain targeting. Int J
Pharm, 421(1):189-201.

AGRAWAL S, IYER RP.(1997). Perspectives in antisense therapeutics. Pharmacol Ther,76:
151-160.

ALIMOHAMMADI S, SALEHI R, AMINI N, DAVARAN S. (2012). Synthesis and
Physicochemical Characterization of Biodegradable PLGA-based Magnetic
Nanoparticles Containing Amoxicilin. Bull Korean Chem Soc, 33(10): 3225-3232.

ASASUTJARIT R, LORENZEN SISIRIVICHAYAKUL S, RUXRUNGTHAM K,
RUKTANONCHAI U, RITTHIDEJ GC. (2007). Effect of solid lipid nanoparticles
formulation compositions on their size, zeta potential and potential for in vitro pHIS-
HIV-Hugag transfection. Pharm Res, 24:1098-1107.

BAI H, XU R, CAO Z, WEI D, WANG C. (2011). Involvement of miR-21 in resistance to
daunorobicin by regulating PTEN expression in the leukaemia K562 cell line. FEBS
Letters, 585:402-408.

BARAR J, OMIDI Y. (2012). Translational approaches towards cancer gene therapy:
hurdles and hopes. Bioimpacts, 2(3): 127-143.

BEDUNEAU A, SAULNIER P, BENOIT JP. (2007). Active targetting of brain tumors using
nanocarriers. Biomaterials, 28: 4947-4967.

BELLETTI D, TOSI G, FORNI F, GAMBERINI MC, BARALDI C, VANDELLI MA,
RUOZI B. (2012). Chemico-physical investigation of tenofovir loaded polymeric
nanoparticles. Int J Pharm, 436: 753-763.

BEGLEY DJ, BRIGHTMAN MW. (2003). Structural and functional aspects of the blood-
brain barrier. Prog Drug Res, 61: 39-78.

BLASI P, GIOVAGNOLI S, SCHOUBBEN A, RICCI M, ROSSI C. (2007). Solid lipid
nanoparticles for targeted brain drug delivery. Adv Drug Deliv Rev, 59: 454-477.

BOZKIR A, DUMAN E. (1996). Lipozomlarin kan ve plazmadaki stabiliteleri. Ank Ecz Fak
Der, 25(1): 1-13.

BOZKIR A, KARATAS A, HASCICEK C, CANEFE K, KILICARSLAN M, TARIMCI N,
YUKSEL N, GONUL N, OZDEMIR N, BAYKARA T, KILINC-SEN T, COMOGLU


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Agarwal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Agrawal%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiwari%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jain%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Agrawal%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21986113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21986113

152

T. (2007). Bolum 31, Parenteral Preparatlar, Farmasétik Teknoloji, Ankara
Universitesi Basimevi, s: 258.

BOZKIR A, SAKA OM. (2004). Chitosan nanoparticles for plasmid DNA delivery: effect of
chitosan molecular structure on formulation and release characteristics. Drug Deliv,
11: 107-112.

BRASNJEVIC I, STEINBUSCH HWM, SCHMITZ C, MARTINEZ PM. (2009). Delivery
of peptide and protein drugs over the blood-brain barrier. Prog Neurobiol, 87: 212-
251.

BUCKNER JC. (2003). Factors influencing survival in high grade gliomas. Semin Oncol,
19: 10-14.

CELIA C, COSCO D, PAOLINO D, FRESTA M. (2011). Nanoparticulate devices for brain
drug delivery, Med Res Rev, 31(5): 716-756.

CHAN JM, ZHANG L, YUET KP, LIAO G, RHEE JW, LANGER R, FAROKHZAD OC.
(2009). PLGA-lecithin-PEG core-shell nanoparticles for controlled drug delivery.
Biomaterials, 30: 1627-1630.

CHAVANY C, SAISON-BEHMOARAS T, LE DOAN T, PUISIEUX F, COUVREUR P,
HELENE C.(1994). Adsorption of oligonucleotides onto polyisohexylcyanoacrylate
nanoparticles protects them against nucleases and increases their cellular uptake.
Pharm Res, 11: 1370-1378.

CHEOW WS, HADINOTO K. (2011). Factors affecting drug encapsulation and stability of
lipid-polymer hybrid nanoparticles. Colloids Surf B Biointerfaces, 85: 214-220.

CHISTIAKOV DA, CHEKHONIN VP. (2012). Contribution of microRNAs to radio- and
chemoresistance of brain tumors and their therapeutic potential. Eur J Pharmacol,
684(1-3):8-18.

CHOU WH, MESSING RO. (2008). Hypertensive encephalopathy and the blood-brain
barrier: is deltaPKC a gatekeeper? J Clin Invest, 118(1):17-20.

CHRISTOPER GVP, RAGHAVAN CV, SIDDHARTH K, KUMAR MSS, PRASAD RH.
(2014). Formulation and optimization of coated PLGA — Zidovudine nanoparticles
using factorial design and in vitro in vivo evaluations to determine brain targeting
efficiency. Saudi Pharm J, 22(2): 133-140.

CLAWSON C, TON L, ARYAL S, FU V, ESENER S, ZHANG L. (2011). Synthesis and
characterization of lipid-polymer hybrid nanoparticles with pH-triggered PEG
shedding. Langmuir, 27(17): 10556-10561.

CORSTEN MF, MIRANDA R, KASMIEH R, KRICHEVSKY AM, WEISSLEDER R,
SHAH K. (2007). MicroRNA-21 knockdown disrupts glioma growth in vivo and


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/med.v31.5/issuetoc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chistiakov%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22484336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chekhonin%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22484336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22484336
http://www.jci.org/118/1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peter%20Christoper%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vijaya%20Raghavan%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siddharth%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siva%20Selva%20Kumar%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hari%20Prasad%20R%5Bauth%5D

153

displays synergistic cytotoxicity with neural precursor cell-derivated S-TRAIL in
human gliomas. Cancer Res, 67(19): 8994-9000.

COSTA P, LOBO JMS. (2001). Modeling and comparison of dissolution profiles. Eur J
Pharm Sci, 13(2): 123-133.

COSTA P, LOBO JMS. (2003). Evaluation of mathematical models describing drug release
from estradiol transdermal systems. Drug Dev Ind Pharm, 29: 89-97.

COSTA PM, CARDOSO AL, MENDONCA LS, SERANI A, CUSTODIA C,
CONCEICAO M, SIMOES S, MOREIRA JN, ALMEIDA LP, LIMA MCP. (2013).
Tumor-targeted chlorotoxin-coupled nanoparticles for nucleic acid delivery to
glioblastoma cells: A promising system for glioblastoma treatment. Mol Ther Nucleic
Acids, 2(6): e100.

DAI H, CHEN Y, ELMQUIST F. (2005). Distribution of the Novel Antifolate Pemetrexed to
the Brain. J Pharmacol Exp Ther, 315: 222-229.

DASH S, MURTHY PN, NATH L, CHOWDHURY P. (2010). Kinetic modeling on drug
release from controlled drug delivery systems. Acta Pol Pharm, 67(3): 217-223.

DAVIS S, LOLLO B, FREIER S, ESAU C. (2006). Improved targeting of miRNA with
antisense oligonucleotides. Nucleic Acids Research, 34(8): 2294-2304.

DAWSON M, KRAULAND E, WIRTZ D, HANES J. (2004). Transport of polymeric
nanoparticle gene carriers in gastric mucus. Biotechnol Prog, 20: 851-857.

DHAWAN S, KAPIL R,SINGH B. (2011). Formulation development and systematic
optimization of solid lipid nanoparticles of quercetin for improved brain delivery. J
Pharm Pharmacol, 63(3):342-351

DIAS N, STEIN CA. (2002). Antisense oligonucleotides: Basic concepts and mechanisms.
Mol Cancer Ther, 1: 347-355.

DILLEN K, WEYENBERG W, VANDERVOORT J, LUDWIG A. (2004). The influence of
the use of viscosifying agents as dispersion media on the drug release properties from
PLGA nanoparticles. Eur J Pharm Biopharm, 58(3):539-549.

DINARVAND R, SEPEHRI N, MANOOCHEHRI S, ROUHANI H, ATYABI F. (2011).
Polylactide-co-glycolide nanoparticles for controlled delivery of anticancer agents. Int
J Nanomedicine, 6: 877-895.

DOIJAD RC, MANVI FV, MALLESWARA RVSN, PRAJAKTA A. (2006). Sustained
ophthalmic delivery of gatifloxacin from In situ gelling system. Indian J Pharm Sci,
68: 814-818.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhawan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kapil%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21749381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21749381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21749381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dillen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15451528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weyenberg%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15451528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vandervoort%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15451528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ludwig%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15451528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15451528

154

EROGLU C, SOYUER 8, YILDIZ OG, OZKAN M, MENKU A, ORHAN O, KAPLAN B.
(2008). Adjuvan temozolomid ilavesinin tedavi sonuglarina katkisi. Uluslararast
Hematoloji-Onkoloji Dergisi, 18: 65-73.

FATTAL E, COUVREUR P, DUBERNET C.(2004). ‘Smart’ delivery of antisense
oligonucleotides by anionic pH-sensitive liposomes. Adv Drug Del, 56 (7): 931-946.

FREDENBERG S, WAHLGREN M, RESLOW M, AXELSSON A. (2011). The mechanism
of drug release in poly(lactide-co-glycolic acid)-based drug delivery systems- a
review. Int J Pharm, 415: 34-52.

GENTRY CL, EGLETON RD, GILLESPIE T, ABBRUSCATO TJ, BECHOWSKI HB,
HRUBY VJ, DAVIS TP. (1999). The effect of halogenation on blood-brain barrier
permeability of a novel peptide drug. Peptides, 20: 1229-1238.

GHADIRI M, FATEMI S, VATANARA A, DOROUD D, NAJAFABADI AR, DARABI
M, RAHIMI AA. (2012). Loading hydrophilic drug in solid lipid media as
nanoparticles: Statistical modeling of entrapment efficiency and particle size. Int J
Pharm, 424(1-2): 128-137.

GREENLEE RT, MURRAY T, BOLDEN S. (2000). Cancer statistics. CA Cancer J Clin, 50:
7-33.

GUZ M, RIVERO-MULLER A, OKON E, STENZEL-BEMBENEK A, POLBERG K,
SLOMKA M, STEPULAK A. (2014). MicroRNAs-role in lung cancer. Dis Markers,
2014: 1-13.

GULTURK S, IMIR G, TUNCER E. (2007). Kan-beyin bariyeri. Erciyes tip dergisi, 29 (2):
147-154.

UMARETIYA GHANSHYAM M, PATEL PRIYAL R, PATEL JAYVADAN K. (2011).
Formulation and characterization of solid lipid nanoparticles dry powder inhaler
containing triamcinolone acetonide. 1JRPC, 1(3): 662-673.

HADINOTO K, SUNDARESAN A., CHEOW WS,. (2013). Lipid-polymer hybrid
nanoparticles as a new generation therapeutic delivery platform: A Review. Eur J
Pharm Biopharm, 85(3): 427-443.

HANAUSKE AR, CHEN V, PAOLETTI P, NIYIKIZA C. (2001). Pemetrexed Disodium: A
novel antifolate clinically active against multiple solid tumors. The Oncologist, 6: 363-
373.

HARRIS JM, MARTIN NE, MODI M.(2001) Pegylation: a novel process for modifying
pharmacokinetics. Clin Pharmacokinet, 40: 539-551.

JATARIU AN, POPA M, PEPTU CA. (2010). Different particulate systems-bypass the
biological barriers. J Drug Target, 18 (4): 243-253.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311011677
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03785173/424/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03785173/424/1

155

JAYPRAKA M, RAMNAR J, SHAH S. (2009). An overview on brain targeting drug
delivery system. Pharmaceutical Reviews, 7(1).

JIA L, SHEN J, ZHANG D, DUAN C, LIU G, ZHENG D, TIAN X, LIU Y, ZHANG Q.
(2012). In vitro and in vivo evaluation of oridonin-loaded long circulating
nanostructured lipid carriers. Int J Biol Macromol, 50(3):523-529.

JIN SE, KIM CK, KIM YB. (2012). Cellular delivery of cationic lipid nanoparticle based
SMAD3 antisense oligonucleotides for the inhibition of collagen production in keloid
fibroblasts. Eur J Pharm Biopharm, 82: 19-26.

JUNGHANS M, KREUTER J, ZIMMER A. (2000). Antisense delivery using
protamineoligonucleotide particles. Nucl Acids Res, 28: E45.

KABANOV AV, BATRAKOVA EV. (2004). New technologies for drug delivery across the
blood brain barrier. Curr Pharm Des, 10: 1355-1363.

KAMBOJ S, BALA S, NAIR AB. (2010). Solid lipid nanoparticles: An effective lipid based
technology for poorly water soluble drugs. Int J Pharm Sci Rev Res, 5(2): 78-90.

KAUR IP, BHANDARI R, BHANDARI S, KAKKAR V. (2008). Potential of solid lipid
nanoparticles in brain targeting. J Cont Rel, 127: 97-109.

KILIC AC, CAPAN Y, VURAL I, GURSOY RN, DALKARA T, CUINE A, HINCAL
AA.(2005). Preparation and characterization of PLGA nanospheres for the targeted
delivery of NR2B-spesific antisense oligonucleotides to the NMDA receptors in the
brain. J Microencapsul, 22: 633-641.

KREUTER J. (2014). Drug delivery to the central nervous system by polymeric
nanoparticles: What do we know? Adv Drug Del Rev, 71:2-14.

KUMAR S, RANDHAWA JK. (2013). High melting lipid based approach for drug delivery:
Solid lipid nanoparticles. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl, 33:1842-1852.

KUO YC, CHEN HH. (2009). Entrapment and release of saquinovir using novel cationic
solid lipid nanoparticles. Int J Pharm, 365 (1-2): 206-213.

KUSHWAHA AK, VUDDANDA PR, KARUNANIDHI P, SINGH SK, SINGH S. (2013).
Development and Evaluation of Solid Lipid Nanoparticles of Raloxifene
Hydrochloride for Enhanced Bioavailability. Biomed Res Int, ID 584549.

LAMBERT G, FATTAL E, COUVREUR P. (2001). Nanoparticulate systems for the
delivery of antisense oligonucleotides. Adv Drug Del Rev,47: 99-112.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jia%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tian%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22301003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23498204
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/articles/PMC3817799/
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/articles/PMC3817799/
http://pubmedcentralcanada.ca/pmcc/solr/reg;jsessionid=57E79254328A6DF66169759ADF80C79F.eider?pageSize=25&term=issn%3a2314-6141&sortby=score+desc

156

LEE LK, ROTH C. (2003). Antisense technology in molecular and cellular bioengineering.
Curr Opin Biotechnol, 14: 505-511.

LI T, LARA PN, MACK PC, PEREZ-SOLER R, GANDARA DR. (2010). Intercalation of
erlotinib and pemetrexed in the treatment of non-small cell lung cancer. Curr Drug
Targets, 11: 85-94.

LI L, SNAM YY, BIKADI Z, ELMQUIST WF. (2011). pH dependent transport of
Pemetrexed by breast cancer resistance protein. Drug Metab Dispos, 39(9):1478-1485.

LI'Y, ZHU X, GU J, DONG D, YAO J, LIN C, HUANG K, FEI J. (2010). Anti-miR-21
oligonucleotide sensitizes leukemic K562 cells to arsenic trioxide by inducing
apoptosis. Cancer Sci, 101(4): 948-954.

LOBOVKINA  T,JACOBSON  GB, GONZALEZ-GONZALEZ E, HICKERSON
RP, LEAKE D, KASPAR RL, CONTAG CH, ZARE RN. (2011). In vivo sustained
release of siRNA from solid lipid nanoparticles. ACS Nano, 5(12):9977-9983.

LU N, LIU Q, LI R, XIE L, SHEN J, GUAN W, QIAN X, YU L, DING Y, JIANG X, LIU
B. (2012). Superior antimetastatic effect of pemetrexed-loaded gelatinase-responsive
nanoparticles in a Mouse metastasis model. Anticancer Drugs, 23(10):1078-1088.

MAKSIMENKO A, PAVLOV E, TOUSHOV E, MOLIN A, STUKALOV Y,
PRUDSKOVA T, FELDMAN V, KREUTER J, GELPERINA S. (2008). Radiation
sterilisation of doxorubicin bound to poly(butyl cyano-acrylate) nanoparticles. Int J
Pharm, 356: 325-332.

MANDAL B, BHATTACHARJEE H, MITTAL N, SAH H, BALABATHULA P, THOMA
LA, WOOD GC. (2013). Core-shell-type lipid-polymer hybrid nanoparticles as a drug
delivery platform. Nanomedicine, 9: 474-491.

MARCINIEC B, DETTLAFF K. (2008). Radiation sterilization of drugs, Trends in
Radiation Sterilization of Healthcare Products, boliim 13, International atomic energy
agency, Viyana, Avusturya.

MEHNERT W, MADER K.(2001). Solid lipid nanoparticles production, characterization
and applications. Adv Drug Del Rev, 47: 165-196.

MIKLAN Z, ORBAN E, BANOCZI Z,HUDECZ F. (2011). New pemetrexed-peptide
conjugates: synthesis, characterization and in vitro cytostatic effect on non-small cell
lung carcinoma (NCI-H358) and human leukemia (HL-60) cells. J Pept
Sci, 17(12):805-811.

MONTENEGRO L, CAMPISI A, SARPIETRO MG, CARBONE C, ACQUAVIVA R,
RACITI G, PUGLISI G. (2011). In vitro evaluation of idebenone-loaded solid lipid
nanoparticles for drug delivery to the brain. Drug Dev Ind Pharm, 37(6):737-746.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21628496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lobovkina%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacobson%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzalez-Gonzalez%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hickerson%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hickerson%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leake%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaspar%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Contag%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zare%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22077198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikl%C3%A1n%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Orb%C3%A1n%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%A1n%C3%B3czi%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudecz%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22076954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raciti%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21204752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Puglisi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21204752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21204752

157

MOORE LM, ZHANG W. (2010). Targeting miR-21 in glioma: a small RNA with big
potential. Expert Opin Ther Targets, 14(11): 1247-1257.

MULLER RH, MADER K, GOHLA S. (2000). Solid lipid nanoparticles (SLN) for
controlled drug delivery-a review of the state of the art. Eur J Pharm Biopharm, 50:
161-177.

NAGUIB YW, RODRIGUEZ BL, LI X, HURSTING SD, WILLIAMS RO, CUI Z. (2014).
Solid lipid nanoparticle formulations of docetaxel prepared with high melting point
triglycerides: in vitro and in vivo evaluation. Mol Pharm,11(4):1239-1249.

NAIR R, VISHNU PRIYA K, ARUN KUMAR KS, BADIVADDIN TMD,
SEVUKARAJAN M.(2011). Formulation and evaluation of solid lipid nanoparticles
of water soluble drug: isoniazid. J Pharm Sci & Res, 3(5):1256-1264.

OLDENDORF WH, CORNFORD ME, BROWN WJ. (1977). The large apparent work
capability of the blood-brain barrier: a study of the mitochondrial content of capillary
endothelial cells in brain and other tissues of the rat. Ann Neurol, 1: 409-417.

OLIVIER JC. (2005). Drug Transport to Brain with Targeted Nanoparticles. NeuroRx, 2(1):
108-119.

OUELLET D, PERICLOU AP, JOHNSON RD, WOODWORTH JR, LALONDE RL.
(2000). Population pharmacokinetics of pemetrexed disodium (ALIMTA) in patients
with cancer. Cancer Chemother Pharmacol, 46: 227-234.

PAPAGIANNAKOPOULOS T, SHAPIRO A, KOSIK KS. (2008). MicroRNA-21 targets a
network of key tumor-suppressive pathways in glioblastoma cells. Cancer Res,
68(19): 8164-8172.

PARDRIDGE WM. (1997). Drug delivery to the brain. JCBFM, 17: 713-731.

PARDRIDGE WM. (2005). Drug and gene targetting to the brain via blood-brain barrier
receptor-mediated transport systems. International Congress Series, 1277: 49-62.

PATEL AD, PARIKH SK, SEN DJ, PATEL CN. (2011). Development and validation of
high performance liquid chromatographic and uv spectrophotometric method for
estimation of pemetrexed disodium in bulk drug and pharmaceutical formulation.
IJDDR, 3(2): 301-307.

PATEL M, SOUTO EB, SINGH KK. (2013). Advances in brain drug targeting and delivery:
limitations and challenges of solid lipid nanoparticles. Expert Opin Drug Deliv, 10(7):
889-905.

PATEL TB. (2007). Recent trends in brain targeted drug delivery systems: an overview.
Pharmaceutical reviews, 5(2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Naguib%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodriguez%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hursting%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20RO%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cui%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24621456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24621456

158

PAZ-ARES L, BEZARES S, TABERNERO JM, CASTELLANOS D, CORTES-FUNES H.
(2003). Review of a Promising New Agent-Pemetrexed Disodium. Cancer, 97(8):
2056-2063

PHILIPS M1.(2005). Antisense Therapeutics. Humana Press, New Jersey.

POLLI JE, REKHI GS, AUGSBURGER LL, SHAH VP. (1997). Methods to compare
dissolution profiles and a rationale for wide dissolution spesifications for metoprolol
tartrate tablets. J Pharm Sci, 86(6): 690-700.

QIAN X, REN Y, SHI Z, LONG L, PU P, SHENG J, YUAN X, KANG C. (2012).
Sequence-dependent synergistic inhibition of human glioma cell lines by combined
temozolamide and miR-21 inhibitor gene therapy. Mol Pharmaceutics, 9: 2636-2645.

RANJAN AP, MUKERJEE A, HELSON L, VISHWANATHA JK. (2012). Scale up,
optimization and stability analysis of Curcumin C3 complex-loaded nanoparticles for
cancer therapy. J Nanobiotechnology, 10:38

REDDY K. (2000). Controlled release, pegylation, liposomal formulation: new mechanisms
in the delivery of injectable drugs. Ann Pharmacother, 34: 915-923.

REDDY LH, MURTHY RS. (2005). Etoposide-loaded nanoparticles made from glyceride
lipids: formulation, characterization, in vitro drug release, and stability evaluation.
AAPS PharmSciTech, 6(2): E158-166.

REN Y, KANG CS, YUAN X, ZHOU X, XU P, HAN L, WANG GX, JIA Z, ZHONG Y,
YU S, SHENG J, PU P.(2010). Co-delivery of as-miR-21 and 5-FU by
poly(amidoamine) dendrimer attenuates human glioma cell growth in vitro. J
Biomater Sci Polym Ed, 21:303-314.

RESPAUD R, TOURNAMILLE JF, CROIX C, LABORIE H, ELFAKIR C, VIAUD-
MASSUARD MC. (2011). Development of an ion-pairing reversed phase liquid
chromatography method using a double detection analysis (UV and evaporative light
scattering detection) to monitor the stability of Alimta-pemetrexed preparations:
Identification and quantification of v -glutamic acid as a potantial degredation
product. J Pharm Biomed Anal, 54(2): 411-416.

RIVORY LP, CLARKE SJ, BOYER M, BISHOP JF. (2001). Highly sensitive analysis of
the antifolate pemetrexed sodium, a new anticancer agent, in human plasma and urine
by high-performance liquid chromatography. J Chromatogr B, 765: 135-140.

RONDELOT G, SERRURIER C, VIGNERON J, ZENIER H, MAY I, DEMORE B. (2007).
Stability of pemetrexed 25 mg/mL in a glass vial and 5 mg/mL stored in a PVC
container after storage for one month at 2-8°C. EJHP Science, 13(1): 14-16.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reddy%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16353973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murthy%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16353973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reddy+Murthy+aaps+pharmscitech+6+(2005)+E+158-166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20178687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20178687

159

SAH H, THOMA LA, DESU HR, SAH E, WOOD GC. (2013). Concepts and practices used
to develop functional PLGA-based nanoparticulate systems. Int J Nanomedicine, 8:
747-765.

SAKA OM, BOZKIR A. (2012). Formulation and in vitro characterization of PEGylated
chitosan and polyethylene imine polymers with thrombospondin-l1 gene bearing
pDNA. J Biomed Mater Res B Appl Biomater, 100(4): 984-992.

SHEGOKAR R, SINGH KK, MULLER RH. (2010). Production & stability of stavudine
solid lipid nanoparticles--from lab to industrial scale. Int J Pharm, 416 (2): 461-470.

SHI SJ, ZHONG ZR, LIU J, ZHANG ZR, SUN X, GONG T. (2012). Solid lipid
nanoparticles loaded with anti-microRNA oligonucleotides (AMOs) for suppression of
microRNA-21 functions in human lung cancer cells. Pharm Res, 29: 97-1009.

SIDDIQUI A, PATWARDHAN GA, LIU YY, NAZZAL S. (2010). Mixed backbone
antisense glucosylceramide synthase oligonucleotide (MBO-asGCS) loaded solid lipid
nanoparticles: in vitro characterization and reversal of multidrug resistance in
NCI/ADR-RES cells. Int J Pharm, 400: 251-259.

SORENSEN JB. (2011). Pharmacokinetic evaluation of pemetrexed, Expert Opin Drug
Metab Toxicol, 7(7): 919-928.

SINGHVI G, SINGH M. (2011). Review: in vitro drug release characterization models.
IJPSR, 2(1): 77-84.

TAHARA K, KATO Y, YAMAMOTO H, KREUTER J, KAWASHIMA Y. (2011).
Intracellular drug delivery using polysorbate 80 modified poly(D,L-lactide-co-
glycolide) nanospheres to glioblastoma cells. J Microencapsul, 28(1): 29-36.

TERRY AB, SALAAM AD, NYAIRO E, THOMAS V, DEAN DR. (2014). PLGA
Nanoparticles for the sustained release of rifampicin. J Nanogenomics and
Nanomedicine, 2(1): 1-9.

THATIPAMULA RP., PALEM CR., GANNU R., MUDRAGADA S., YAMSANI MR.
(2011). Formulation and in vitro characterization of domperidone loaded solid lipid
nanoparicles and nanostructured lipid carriers. DARU, 19 (1): 23-32.

TURK CTS, HASCICEK C, GONUL N. (2007). Nanoparticulate drug delivery systems for
targeting the drugs to the brain. Journal of Neurological Sciences, 24(3): 254-263.

UDDIN MN, DO DP, PAI SB, GAYAKWAD S, OETTINGER CW, D'SOUZA MJ. (2009).
A methodology for quantitation and characterization of oligonucleotidesin albumin
microspheres. Analyst, 134: 1483-1489.

USP 30 NF 25. (2007). Port city pres, Baltimore, United States, Vol.1, s: 680-682.



160

VAZQUEZ-BLOMQUIST D, FERNANDEZ JR, MIRANDA J,BELLO C,SILVA
JA, ESTRADA RC, NOVOA LI, PALENZUELA D, BELLO I. (2012). Selection of
reference genes for use in quantitative reverse transcription PCR assays when using
interferons in U87MG. Mol Biol Rep, 39(12):11167-11175.

VERONESE FM, PASUT G. (2005). PEGylation, successful approach to drug delivery.
Drug Discov Today, 10 (21): 1451-1458.

VIGHI E, RUOZI B, MONTANARI M, BATTINI R, LEO E. (2007). Re-dispersible
cationic solid lipid nanoparticles (SLNs) freze-dried without cryoprotectors:
characterization and ability to bind the pEGFP-plasmid. Eur J Pharm Biopharm, 67:
320-328.

VINOGRADOV SV, BATRAKOVA EV, KABANOV AV. (2004). Nanogels for
oligonucleotide delivery to the brain. Bioconjug Chem, 15(1): 50-60.

VISSER CC, STEVANOVIC S, VOORWINDEN LH, BLOOIS LV, GAILLARD PJ,
DANHOF M, CROMMELIN DJA, DE BOER AG. (2005). Targeting liposomes with
protein drugs to the blood-brain barrier in vitro. Eur J Pharm Sci, 25: 299-305.

WALKER MD, ALEXANDER E, HUNT WE.(1978). Evaluation of BCNU and/or
radiotherapy in the treatment of anaplastic gliomas. J Neurosurg, 49: 333-343.

WARTLICK H, SPANKUCH-SCHMITT B, STREBHARDT K, KREUTER J, LANGER
K.(2004). Tumour cell delivery of antisense oligonucleotides by human serum
albumin nanoparticles. J Control Release, 96: 483-495.

WISSING, SA, KAYSER O, MULLER RH.(2004). Solid lipid nanoparticles for parenteral
drug delivery. Adv Drug Deliv Rev, 56, 1257-1272.

WU-PONG S.(2000). Alternative interpretations of the oligonucleotide transport literature:
insights from nature. Adv Drug Deliv Rev, 44: 59-70.

XIE S,ZHU L,DONG Z, WANG X, WANG Y, LI X,ZHOU W. (2011). Preparation,
characterization and pharmacokinetics of enrofloxacin-loaded solid lipid
nanoparticles: influences of fatty acids. Colloids Surf B Biointerfaces, 83(2):382-387.

YOU J, WAN F, DE CUI F, SUN Y, DU YZ, HU FQ. (2007). Preparation and characteristic
of vinorelbine bitartrate-loaded solid lipid nanoparticles. Int J Pharm, 343(1-2):270-
276.

ZHANG K, TANG X, ZHANG J, LU W, LIN X, ZHANG Y, TIAN B, YANG H, HE H.
(2014). PEG-PLGA copolymers: their structure-influenced drug delivery applications.
J Cont Rel, 183: 77-86.

ZLOKOVIC BV. (2008). The blood-brain barrier in health and chronic neurodegenerative
disorders. Neuron, 57: 178-201.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=V%C3%A1zquez-Blomquist%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fern%C3%A1ndez%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bello%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Estrada%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Novoa%20LI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palenzuela%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bello%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23065266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vazquez-Blomquist+2012+mol+biol+rep
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21215599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=You%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wan%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Cui%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Du%20YZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20FQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17706383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17706383

161

Tletisim adresi

Iletisim Telefonu
Elektronik posta

11- Egitimi

Yiiksek Lisans
Lisans
Orta ve Lise

Yabanc Dili
Endiistri Staji

111- Unvanlan

Uzman Eczac1
Eczaci

OZGECMIS
I- Bireysel Bilgiler
Ad1 : Berrin
Soyadi : Kiigliktiirkmen
Dogum yeri ve tarihi : Beypazari, 19.02.1984
Uyrugu : T.C.
Medeni durumu - Evli

‘Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali, 06100
Tandogan-ANKARA

: 0312 203 3159

: bbasaran@pharmacy.ankara.edu.tr

. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi
(2005-2008)

: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
(2001-2005)

: Beypazar1 Anadolu Lisesi (1994-2001)

: Ingilizce

: Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi (2004)

: 2008
: 2005

IV-Mesleki Deneyimi

Arastirma Gorevlisi : Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dal1 (2005-devam ediyor.)

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

Tiirk Farmasétik Teknoloji Arastirmacilart Dernegi (TUFTAD)


mailto:bbasaran@pharmacy.ankara.edu.tr

162

VI-Bilimsel ilgi Alanlari

SCI’de Yer Alan Uluslararas1 Hakemli Dergilerde Yaymnlanan Makaleler

BOZKIR, A., DENLI, ZF., BASARAN, B. “Effect of
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin on the solubility, stability and in
vitro release of ciprofloxacin for ocular drug delivery”, Acta Poloniae
Pharmaceutica-Drug Research, 69(4):719-724,2012.

BASARAN, B., BOZKIR, A. “Thermosensitive and pH induced in
situ ophthalmic gelling system for ciprofloxacin hydrochloride:
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin ~ complex”,  Acta  Poloniae
Pharmaceutica-Drug Research, 69(6):1137-1147,2012.

SCI’de Yer Almayan Uluslararasi Hakemli Dergilerde Yaymnlanan
Makaleler

e YUKSEL, N., TURKMEN, B., KURTOGLU, A.H., BASARAN., B.,

ERKIN, J., BAYKARA, T.“Lubricant efficiency of magnesium
stearate in direct compressible powder mixtures comprising
cellactose®80 and pyridoxine hydrochloride”, Fabad J. Pharm. Sci.,
32:173-183, 2007.

Kitap Boliimii

BASARAN, B., BOZKIR, A. “Preparation and evaluation of
chitosan-based in situ gelling opthalmic formulations containing
ciprofloxacin”, 8" International Conferences of the European Chitin
Society, 2007, Advances in Chitin Science vol X, 343-348. ISBN:
978-975-491-250-0.

Uluslararasi Kongrelerde Sunulan Poster Bildirileri

BASARAN, B., BOZKIR, A., “Thermosensitive, prolonged release
ophthalmic gel for ciprofloxacin/HP-B-CD  complex”, 2nd
PharmSciFair, 8-12 Haziran, Nice-Fransa, 2009.

BOZKIR, A., BASARAN, B., COBAN, S., HINC, D., AMASYA, G.,
“The preparation and characterization of poly(lactide-co-glycolide)
microspheres containing ovalbumin”, 9th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences, 23-26 Haziran, Ankara-Tiirkiye, 2009.
YUKSEL, N., TURKMEN, B., KURTOGLU, A.H., BASARAN, B.,
ERKIN, J., BAYKARA, T., “A study on lubricant efficiency of
magnesium stearate in direct compressible powder mixtures”, 9th
International Symposium on Pharmaceutical Sciences, 23-26 Haziran,
Ankara-Tirkiye, 2009.

BASARAN, B., BOZKIR, A. “pH induced in situ ophthalmic gelling
system for ciprofloxacin / HP-B-CD complex”. Eur. J. Pharm. Sci.
38(1): 111-112, 2009, Supplement 3™ BBBB International




163

Symposium on Pharmaceutical Sciences, 26-28 Ekim, Antalya-
Tiirkiye, 2009.

e ANASIZ, Y., BASARAN, B., BOZKIR, A., “Thermoreversible In
Situ Gelling Solutions for Ophthalmic Delivery of Pilocarpine
Hydrochloride”, 3  PharmSciFair, 13-17 Haziran, Prag-Cek
Cumhuriyeti, 2011.

e DEVRIM, B., KUCUKTURKMEN B., DINC E., BOZKIR A.,
“Partial least squares and principal component regression for the
simultaneous  quantitative  estimation  of  diphenhydramine
hydrochloride in dry powder and syrup forms in the presence of
excipient effects”, 1st International Conference on New Trends in
Chemometrics and Applications , 8-11 Ekim, Antalya-Tiirkiye, 2011.

e KUCUKTURKMEN B., BOZKIR A., “The effect of high pressure
homogenization process on the particle size of solid lipid
nanoparticles”, 16" International Pharmaceutical Technology
Symposium , 10-12 Eyliil, Antalya-Tiirkiye, 2012.

VII- Bilimsel Etkinlikleri
Tamamlanan Tezler

Yiksek Lisans Tezi (2008), “Siprofloksasin ve hidroksipropil-
betasiklodekstrin kompleksini iceren oftalmik in-situ jel formiilasyonlarinin
gelistirilmesi ve degerlendirilmesi”(Danigsman: Prof.Dr.Asuman BOZKIR)

Aldig1 Odiiller

8-11 Ekim 2011 tarihli ‘Conference on New Trends in Chemometrics and
Applications’ isimli kongrede ‘partial least squares and principal component
regression for the simultaneous quantitative estimation of diphenhydramine
hydrochloride in dry powder and syrup forms in the presence of excipient
effects’ baslikli poster ile ikincilik ddiilii.

Gorev Aldig1 Projeler

e “Kan-beyin bariyerinden etkin madde gegisinin artirilmasina yonelik ilag
tastyict sistemlerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu” adli projede
arastirmaci, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri  No:
12B3336004. 2012- devam ediyor.

e "Bifosfonat Yikli Membran ve in-situ Jel Formiilasyonlarinin
Yénlendirilmis Kemik Rejenerasyonu Uzerine Etkisinin in vitro ve in
vivo Degerlendirilmesi " adli projede bursiyer, TUBITAK 1001, Proje
N0:112S533. 2013- devam ediyor.



