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1. GIRIS

Nanoteknoloji ve nanomateryal bilimi son elli senenin en giincel arastirma
konularindan birini olusturmaktadir. Son yillarda ise nanotiip, nanogubuk ve nanotel
gibi nanotiibiiler yapilar, uygun mekanik 6zellikleri ve avantajlar1 nedeniyle optik,
elektronik, kimyasal ve medikal uygulamalarda énem kazanmaktadir. Bu yapilar,
boy/en oranlari ¢ok biiyiik oldugu igin, ¢ap kalinliklar1 ihmal edilebilecek diizeyde
olan “Tek Boyutlu Nanoyapilar” (One Dimensional Nanostructures) olarak da
adlandirilmaktadir. Giinlimiizde nanotiibiiler yapilar elde edebilmek amaciyla farkl
materyallerin ve farkli yontemlerin gelistirilmesi iizerine yapilan ¢alismalar giderek
artmaktadir. Cesitli alanlarda kullanilmak iizere karbon, yari iletken, seramik ve
polimerik materyallerden olugsan nanotiibliler yapilar iiretilmekte ve ¢esitli
avantajlariyla dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle medikal ve biyomedikal kullanimi
acisindan polimerik yapilarin 6nemi bilinmektedir. Bu nedenlerle doku miihendisligi
ve biyoteknoloji alaninda kullanilmak {izere polimerik materyallerden nanotiibiiler
yapilar iretilmektedir. Biyouygun ve biyobozunur polimerlerden elde edilecek
nanotiibiiler yapilarin ilag tasiyici sistem olarak degerlendirilmesine olan ilgi de

giderek artmaktadir.

Ideal bir ilag tasiyic1 sistemin biyouygun ve biyoparcalanabilir 6zellikte olmast,
hedefine ulagsmak i¢in kan dolasiminda uzun siire kalmasi ve etken maddeyi sadece
hedef bolgede salmasi beklenmektedir. Bu amaclara ulagabilmek ic¢in farklh
materyellerden, degisik sekillerde pek ¢ok nanopartikiiler sistem gelistirilmistir. Son
yillardaki caligmalarda cok g¢esitli malzemelerden ¢ok farkli boyutlarda kiiresel
nanopartikiiller elde edilmis ve degerlendirilmistir. Ancak iiretimi nispeten kolay ve
tanimlanmis olan kiiresel nanopartikiiller, ila¢ tasiyici sistem olarak bazi
kisitlamalarla karsilagsmaktadirlar. Nanokiireler viicudun savunma sistemi olan
makrofajlar nedeniyle kan dolasiminda sinirli bir siire kalabilmektedirler. Buna
karsilik son donemde yapilan calismalarda, kiiresel olmayan, boyu uzatilmis ve
silindirik  sekilli nanotasiyicilarin  yapilar1 itibariyle ayn1 hacimdeki kiiresel

nanopartikiillere gore kan dolagiminda daha uzun siire kalabildigi ve daha iyi dagilim



gosterdigi tespit edilmistir. Biyodagilim {izerindeki belirgin etkisinin yaninda
partikiiliin sekli, nanoyapilarin endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmasinda da énemli
rol oynamaktadir. Ozellikle kanser hiicresi igine endositoz yoluyla alim s6z konusu
oldugunda ilag¢ tasiyici nanoyapilarin partikiil boyutu yaninda partikiil seklinin de

onemli oldugu caligmalarla degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmanin amact; yiiksek nitelikli ve yeni ilag tastyici sistemler gelistirmek igin
en gilincel yaklasim olan nanoteknoloji alaninda, yeni nanofabrikasyon
yontemlerinden birisi olan “Membran Yardimcili Nanofabrikasyon” yontemiyle,
polimerik nanotiibiiler yapilar hazirlanmasi ve bunlarin ilag tasiyici sistem olarak
degerlendirilmesidir. Arastirmalarimiz sonucunda su ana kadar bu yapilara etken
madde yliklenerek ila¢ tasiyic1 sistem olarak uygulanmasina iliskin farmasotik

teknoloji alaninda detayl1 bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Tek boyutlu nanoyapilar, nano o6l¢ekte, boyu uzatilmis silindirik yapilar olarak
degerlendirilebilmektedir. Bu tez c¢alismasinda elde edilecek silindirik yapili
nanopartikillerin, sekil ozellikleri ve nano boyutta olmalarinin avantajlart
kullanilarak, kanser tedavisine yonelik ila¢ tasiyici sistem olarak gelistirilmesi
planlanmistir. Bu baglamda, ¢ok tercih edilen kemoterap6tik ajanlardan olan
etoposid kullanilmasi uygun bulunmustur. Bu etken madde ile hazirlanmis klasik
formlar (kapsiil, IV enjeksiyonlar gibi) tedavi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu etken maddenin dozuna bagli olarak goriilen yan etkileri
kullaniminda smirlamalar getirmektedir. Ayrica etoposid sitotoksik etkisini, doza
bagli ve uzun siirede gosterdigi i¢in yan etkileri daha ¢ok hissedilmektedir. Tez
calismamizda etoposidin, biyouyumlu ve biyoparcalanan polimerlerle silindirik
yapili nanopartikiiller seklinde hazirlayacagimiz partikiiler ilag tasiyicit sistem
icerisine  yiiklenmesi amaglanmistir. Membran yardimcili  nanofabrikasyon
yonteminde, denenecek olan farkli tekniklerle elde edilecek etoposid yiiklii silindirik
yapili ilag tasiyict sistemlerin hazirlanmasi ve karakterizasyonun yapilmasi
planlanmis, yiizeysel modifikasyona tabi tutulmadan kanser hicreleri icine

alimiminin ve kanser hicreleri Gzerinde sitotoksisitesinin incelenmesi tasarlanmistir.



1.1. Partikiiler Tlac Tasiyic1 Sistemlerin Biyodagilimi

Intravenéz (IV) yolla uygulanan ilag tasiyict sistemlerdeki ilerlemeler diisiik
¢cozlnarlik, zayif stabilite ve toksik etkisi olan etken maddelerin farmakokinetik
ozellikleri ve biyodagiliminin iyilestirilmesine yardimci olmustur (Allen ve Cullis,
2004). Partikiiler ilag tastyicilarin bilesimi, boyutu, sekli, yiizey kimyas1 ve mekanik
esnekligi gibi fizikokimyasal Ozellikleri, terapOtik fonksiyonlarini etkiler. Bu
parametrelerin optimize edilmesi partikiiler ilag tasiyici sistemin performansini da
arttirir (Doshi ve Mitragotri, 2009; Yoo ve ark., 2010). Birgok avantajina ragmen
nanotasiyicilar vaadettikleri Gstunlikleri gosterebilmeleri ig¢in bazi engelleri asmak
zorundadirlar (Farokhzad, 2009; Cho, 2008; Barratt, 2000). Bu engeller tasiyicinin
terapotik etkisini gergeklestirmeden Once asmasi gereken biyolojik bariyerlerdir.
Uygulandiktan sonra, tasidigi etken maddeyi salip farmakolojik aktivite goriilene
kadar pek ¢ok parametre tasiyicinin performansini belirler. Retikiillo Endotelyal
Sistem (RES), renal klerens ve gibi agmasi gereken engellerin yaninda, hedef
bolgede birikim, hedef hiicreye giris ve kimi zaman hicreye girdikten sonraki
endozomal miicadele, tasiyicinin asmasi gereken zorluklar arasindadir (Yoo ve ark.,

2011).

Tiim bu zorluklar1 asmak icin farkli iiretim yontemleri denenmistir. Ornegin
poli(etilen glikol) ile ylizey modifikasyonu (PEGilasyon) isleminin, nanotastyicilarin
immiin sistemden ka¢gmasini saglayarak, dolasim siiresini artirdiglr belirlenmistir
(Storm ve ark, 1995). Ancak PEGilasyon islemi ayn1 zamanda tastyicinin hedef
hiicreyle baglanma yetenegini kisitlamakta ve hedefte birikimini azaltmaktadir (Li ve
ark., 2010). Bu gibi sebeplerle nanoyapili tasiyicilarin biyodagilimda karsilagsacagi
engeller cok iyi incelenmeli ve partikilleri hedefe goturecek 6zellikler her asama igin

uygun olmalidir.

Kan dolagim sistemine verilen ilag tasiyici sistem, hedefine varana kadar karmasik
bir yolculuktan geger (Yoo ve ark., 2011; Owens ve ark., 2006). Tasiyict sistem
damarlarda dolasirken, viicudun yabanci maddelerden savunma mekanizmasi olan

RES ile yiiksek oranda etkilesime girer. RES hareketli fagositik hiicrelerden olusur



(Bertrand ve Leroux, 2012). Makrofajlar bir yana, ilag tasiyici sistem dalak ve
bobrekteki filtrasyon mekanizmalarindan da kagmak zorundadir. Eger ilag tasiyici
kendini bu savunma mekanizmalarindan koruyabilirse damar ¢eperinde gerekli yere
yanasip istenen dokuya penetre olabilir. Dokuya diflize olan partikil stromada
bulunan elementleri gegcip, hiicreleraras: sivi basincina (IFP) karsi gelerek hiicreye
ulagir (Ernsting ve ark., 2013). Bu siire¢ tasiyicinin, hedef hiicre membranina
yapismasi ve endositoz ile hiicre i¢ine alinmasiyla devam eder (Owens ve ark.,

2006). Nanoyapimin boyutu, sekli, esnekligi ve yiizey yiikii bu siireci karmasik

sekilde yiiriitiir.
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Sekil 1.1. IV yolla uygulanan partikiiler ilag tastyicinin gectigi fizyolojik asamalar (Ernsting ve ark.,
2013)

1.2. Partikiiler Tla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Biyodagihmina Etki Eden Faktorler

Partikiiler tasiyici sistemlere olan ilgi, patent ve yayin sayisindaki artig bu sistemlerin
onerdigi pek ¢ok avantajla agiklanabilir (Wagner ve ark., 2006). Bu avantajlar; tiimor
bolgesine yiiksek etken madde ulagmasina izin veren pasif ve aktif hedeflemeye

olanak taniyan tasarimlar1 (Davis ve ark., 2008), tasidiklar1 ilact degredasyondan



korumalar1 (Sahay ve ark., 2013), ilacin etkinligini gelistirebilmeleri ve toksikolojik
profilini dizenleyebilmeleri (Peer ve ark., 2007), kontrollii ve uzatilmis ilag salimi

saglayarak dozlama sayisini azaltmalar1 (Tsurkan ve ark.; 2013) olarak sayilabilir.

Partikiiler ilag tasiyici sistemlerin avantajlarin yaninda bazi ¢éziilemeyen sorunlari da
vardir. IV enjeksiyonla partikiiler sistemler uygulandiginda etraflarin1 bir protein
tabakas1 sarar (Tenzer ve ark., 2013), yuzeylerine opsoninler yapisir ve kan
dolasimindan RES ile uzaklastirilabilirler (Sakurai ve ark, 2013). Bunun yaninda

nanopartikiller biyolojik bazi bariyerleri gegmekte zorlanabilirler (Alonso, 2004).

In vivo ortamda partikiiller, serum proteinleri, kompleks kan akisi dinamikleri, farkli
hiicre tiirleriyle karsilagma gibi zorlayici in vivo ortam sartlariyla da yiiz yiize
kalirlar. Bu durumlar tasinan ilacin erken salimi (Chauhan ve ark., 2012), serum
bilesenleri ile etkileserek kiimelesme (Hotze ve ark., 2010), kan dolasimindan
zamanindan once uzaklastirilma (Lesniak ve ark., 2010) ve hedefteki etki kayb1 gibi
pek cok sinirlama ve soruna yol agabilmektedir. Bu sinirlamalar pek ¢ok arastirmaci
tarafindan arastirilarak biyodagilim iizerine etki eden faktorler detayli olarak
incelenmistir. Ozellikle partikiil boyutu, yiizey 6zellikleri ve partikiiliin sekli
partikiiler ilag tastyic1 sistemlerin biyodagilimina etki eden faktorlerin basinda

gelmektedir.

1.2.1. Nanoyapih Tasiyicimin Boyutu

Nanometre boyutundaki ila¢ tasiyict sistemler IV uygulama igin énemli asama
kaydetmislerdir (Muro ve ark., 2008). Partikiiliin boyutu dolasim siiresi agisindan en
onemli parametredir. Partikiil biiylikliigliniin {ist sinir1 en ince kilcal damar genisligi
ile sinirhdir (Moghimi ve ark., 2001). Partikill boyutu dalak ve renal klerens
acisindan da 6nemlidir. Genisligi 200 nm’den buyik partikiller dalaktaki filtrasyon
sistemine yakalanma riski tasirken, 10 nm’den kuclk partikiller de bobrekteki
filtrasyon sisteminden stzulip giderler (Choi ve ark., 2007). Partikilin boyutu

hiicreye fagositoz ya da endositoz yoluyla alinmasini da belirler (Sekil 1.2). 500



nm’den kiguk partikuller hlcreye endositoz yoluyla alinirken, 500°’nm den biyuk
patikiillerin fagositoz yoluyla alindig1 diisiiniilmektedir (Rejman ve ark., 2004).
Ancak son zamanlardaki c¢alismalarda endotel hiicrelerinin 5 pm kadar biiyiik
partikiilleri de endositoz yoluyla aldigina dair bilgiler bulunmaktadir (Gratton ve
ark., 2008). Kuresel partikiillerin hiicreye alimlari dogrudan boyutuna baglidir
(Shang ve ark., 2014). Dolasimda makrofajlarin ancak hacimce kendinden kiigiik
kiiresel partikiilleri fagosite ettigi bildirilmistir (Champion ve Mitragotri, 2006).
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Sekil 1.2. Partikiiler ilag tasiyicinin hiicreye alinma mekanizmalar1 (Wang ve ark., 2011)

Dolasimdaki ilag tasiyicinin damar endoteli ile iliskisi de partikiil boyutuna baghdir
(Doshi ve ark., 2010). Ornegin kanser hiicrelerine hedeflemede, 250 nm’den kiiglk
partikdllerin, yapist bozulmus, sizdiran endotelden pasif yolla ge¢me sanslar1 vardir
(Ferrari, 2005; Nie ve ark., 2007). Nanoyapili ilag tastyicinin intraseliiler transportu
da boyutuna baghdir. Muro ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 bir ¢alisma partikillerin
intraseltler transportu Gzerine partikil boyut ve seklinin etkisini inceleyen az sayida

calismadan birisidir.

1.2.2. Nanoyapih Tastyicimin Yiizey Ozellikleri

lag tasiyici partikiil dolasimda seyrederken, kanin cok ¢esitli bilesenleriyle
karsilasir. Birgok ¢alismada tasiyicilar genellikle albumin ya da antikor gibi
proteinlerle kaplanmigtir. Bu durum tasiyicinin yabanci protein olarak algilanip,
immin sisteme yakalanmasiyla sonuglanabilir. Ilag tasiyic1 partikiilleri protein
klerensinden korumak icin hidrofilik PEG veya tirevleriyle kaplama yoluna

gidilmistir (Zhang ve ark., 2008; Yoo ve ark., 2010). PEGilasyonun ila¢ salim hizi



ve orantyla, endositoz lizerindeki etkisi de incelenmistir (Moghimi ve ark., 2001).
Pozitif yuklu partikiller hiucreye negatif yukli veya yuksuz partikillerden daha
kolay alinir. Ayrica tasiyicilar yiizeylerine eklenen bircok hedefleyici ajan ile istenen
bolgeye hedeflendirilirler (Doshi ve ark., 2009). Yiizey kimyasi ayni zamanda
hiicreye alimi1 da etkiler (Rejman ve ark., 2004). Partikuller yuzey yikleri ve

kaplamalarina goére hiicreye farkli endositoz mekanizmalariyla alinirlar.

1.2.3. Nanoyapih Tastyicimin Esnekligi

Polimerik tasiyicilar genellikle sert yapidadir. Kendi boyutlarindan daha dar kilcal
damarlardan sikisarak gecebilen kirmizi kan hiicrelerinin aksine esnemeyen kati
partikiillerin kilcal damarlar1 tikama ihtimali de vardir (Yoo ve ark., 2010). Kanda
uzun sure dolasim yetenegi kazandirmak i¢in son zamanlarda esnek yapidaki
partikiillerin {liretimine yonelik ¢alismalar da yapilmaktadir (Geng ve ark., 2007;
Doshi ve ark., 2009). Ayrica yapilan g¢alismalarda sert partikiillerin, yumusak ve
esnek partikullere gore makrofajlarca daha ¢ok yakalandigina dair gézlemler de

bulunmaktadir (Beningo ve Wang, 2002).

1.2.4. Nanoyapih Tasiyicinin Partikiil Sekli

Partikiiliin geometrisi lizerine yapilan son zamanlardaki ¢aligmalarda ilag tasiyici
partikiillerin seklinin biyodagilimi {izerinde 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir (Doshi
ve Mitragotri, 2009). Dolasimda farkli sekildeki partikiillerin farkli hidrodinamik
giiclerden etkilendigi tespit edilmistir. Damar iginde hareket eden kiiresel bir
partikiil, disaridan bir kuvvet etkisine maruz kalmadik¢a, akis yoniindeki diizgiin
hareketinden sapmaz. Diger taraftan kiiresel olmayan partikiiller geometrilerinden
dolay1, yon degistirten ve dondiiren kuvvetlere karst ¢ok hassastirlar ve kiigiik
kuvvetler bile damar g¢eperlerine dogru yonelmelerine yol agar (Decuzzi ve ark.,
2009). Marjinasyon adiyla bilinen damar ¢eperlerine dogru olan bu yonelim, damar

icinden akan farkli sekildeki partikiiller i¢in incelenmistir (Decuzzi ve ark., 2005).



Boy/en oranlar1 (y) dolayisiyla hacimleri farkli olan ¢esitli sekillerdeki
nanopartikiillerin ~damar ¢eperlerine yaklasarak hareket etme egilimleri
degerlendirilmistir. Sekil 1.3'te goriildiigi gibi yiizey alan1 en biiylik olan
geometrideki partikilin damar ¢eperine yapisma olasiliginin en yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Liu ve ark., 2012).
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Sekil 1.3. Cesitli sekillerdeki nanopartikillerin damar g¢eperine yaklagma olasiligini gésteren grafik
(v: boy/en orani) (Liu ve ark., 2012)

Tasiyict partikiilin sekli ayni zamanda dalaktaki filtrasyon mekanizmasindan
gecerken de etki etmektedir. Kiresel olmayan, 200 nm’den biylk partikiller, bir
boyutlar (en gibi) 200 nm’den kiigiik ise bu filtrasyondan ge¢me sansina sahiptirler.
Omegin 1 pm capli ve 150 nm yiiksekligindeki disk sekilli partikiiller dalakta
tutulmadan gegebilirler (Decuzzi ve ark., 2009).

Yapilan ¢alismalara gore ilag tastyici partikiiliin sekli, kendi geometrisi ve yonelimi,
partikiiliin dolasimda fagosite edilip edilemeyecegini de belirler. Eliptik disk
formundaki partikiillerin fagositozdan kagabildikleri gosterilmistir (Champion ve
Mitragotri, 2009). Bu gozlemlere dayanarak kurtcuk sekilli partikiiller iretilmis ve
ayn1 hacimdeki kiiresel partikiillere kiyasla belirgin sekilde daha az fagositoza

ugradiklar belirlenmistir (Geng ve ark, 2007).



Son zamanlardaki pek ¢ok arastirma, Uretimleri nispeten kolay ve tanimlanabilir
oldugu i¢in kiiresel nanopartikiiller iizerine yogunlagsmistir. Ancak giiniimiizde
silindirik yapili nanopartikiiller, nanottpler (nanotubes), nanogcubuklar (nanorods) ve
nanoteller (nanowires) gibi tek boyutlu nanoyapilar sunduklari tstiin 6zellikler
nedeniyle biyomedikal alanda gesitli uygulamalar i¢in gittikge 6nem kazanmaktadir.
Bu nanotiibiiler yapilar ilag tasiyict sistem olarak degerlendirildiginde, kiiresel
nanopartikiillere gore pek c¢ok avantaj tasiyacagi diisiiniilmektedir. Bunlarin i¢inde
Ozellikle polimerik nanotiipler genis uygulama alanlarindan dolayr 6n plana

cikmaktadir (Hillebrenner ve ark., 2007).

Silindirik sekilli nanoyapilarin, ilag tasiyict sistem olarak degerlendirildiginde
kiiresel nanopartikiillere goére bir takim avantajlar saglayacagimni sdyleyen
caligmalarda, dncelikle nanotiibiiler yapinin i¢indeki hacimsel boslugun ayni ¢aptaki
kiiresel nanopartikiillere gore daha genis oldugu ve daha yiiksek ila¢ tasima
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir (Son ve ark, 2007). Elde edilen partikiillerin
yiiksek ila¢ tasima kapasitesi, Ozellikle hedeflendirilmis ilag¢ tasiyici sistemlerde
hedef bolgeye ulasabilen nanopartikiillerin gerekli ilag dozunu saglayabilmeleri
acisindan ¢ok dnemlidir. Ayrica nanotiibiiler yapilarin hem i¢ boslugunun hem de dis
yuzeyinin kimyasal modifikasyona ve fonksiyonel grup ekleme olanagina sahip
olmasi da onemli bir ustiinliiktiir. Bunlara ek olarak nanotiip ve nanocubuk gibi
silindirik nanoyapilarin, ayni captaki kiiresel nanopartikiillere gére viicutta daha uzun
stire sirkiilasyon yeteneklerinin olacagi bildirilmistir (Geng ve ark.,2007; Nishiyama
ve ark., 2007). Bu durum iki sebepten dolayr 6nemlidir. ilk olarak nanotiiplerin
immiin sistem tarafindan taninmadan ve yakalanmadan viicuttaki hedef bolgeye
ulagmalari i¢in daha ¢ok zaman kazanmalarina olanak saglayacagi, ikinci olarak da
ilacin kullanim sikligini azaltmak {izere nanotiiplerin tasidiklar1 etken maddeyi daha

uzun siirelerde salabilecegi diistiniilmektedir.

Tim bunlar dikkate alindiginda ilag tasiyici sistem olarak nanotlip ve nanogubuk
sekilli yapilarin 6zellikle kanser tedavisinin gelecegi i¢in umut vaadedici oldugu
goriilmektedir. Bu avantajlarini ortaya ¢ikarabilmek i¢in, kolay yiiriitiilebilen, diisiik

maliyetli ve ¢ok yonlii iiretim yontemlerine ihtiya¢ vardir. Bu iiretim yonteminin;
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silindirik nanoyapilarin ¢ap boyutunu, uzunlugunu, morfolojisini, bunun yaninda da
nanoyapinin tretildigi materyalin ve tasidigi etken maddenin 6zelliklerini kontrol

altinda tutabilmesi gerekmektedir (Al-Kaysi ve ark., 2009).

1.3. Kiiresel Olmayan Partikllerin Uretim Yéntemleri

Gunumuzde kiresel olmayan partikullerin  Gretimi icin  pek ¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Bu yontemler, kiiresel partikiillerin ¢esitli tekniklerle kiiresel olmayan
partikiillere dontstirilmesi veya yontemde dogrudan kiresel olmayan partikil elde

edilmesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.3.1. Film Gerdirme Yontemi (Film stretching)

Film gerdirme yontemi mikro ve nano boyutta farkli geometrilerde kiiresel olmayan
partikil Gretmek icin basit ve ¢ok yonll bir yontemdir (Champion ve ark., 2007).
Sekil 1.4°te goruldiigii gibi kiiresel partikiiller bir PVA film ig¢ine gémiiliir
(emdirilir). Sicak yag i¢inde polimerin jellesme sicakligi (Tg) iistiinde bir sicakliga
wsitilip ya da toluen gibi bir plastizer i¢inde farkli yonlerde gerdirme (esnetme) islemi

uygulanir.
I —_— -
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Sekil 1.4. Film gerdirme yonteminin sematik gosterimi (Mathaes ve ark., 2014)
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Gerdirme islemi sonunda partikiillerin esnemesi, jellesen partikiiller ve film
materyali arasindaki giiclii hidrojen baglar1 sayesinde gerceklesir. Esneme derecesi,
1sitilan sicaklik, film materyali ve partikilin polimer 6zellikleri, elde edilen kiiresel
olmayan partikiiliin seklini ve boy/en oranini belirler. Partikiiliin son boy/en orani,
esneme derecesi ile dogru orantilidir. Sicaklik ve kullanilan plastizer ise jellesen
partikilin viskozitesini belirler, diisiik partikiil viskozitesi daha diiz sekiller
olusmasin1 saglar. Iki boyutlu gerdirme islemi kompleks geometriler elde edilmesini
de saglar (Doshi ve ark., 2009). Kiiresel olmayan partikiiller plastizer ¢oziiliince elde
edilir. Biyobozunur polimerlerden PLGA (Yoo ve ark., 2010) ve biyobozunur
olmayan polimerlerden polistiren (PS) (Champion ve Mitragotri, 2009) ile basarili
caligmalar yapilmistir. Film gerdirme yOnteminin basitligine karsin endiistriyel bir
Olcek biiyiitme islemi olduk¢a sorunlu goriinmektedir ¢linkii filmlerin tek tek
gerdirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple siirekli bir iiretim islemi miimkiin

goérinmemektedir (Mathaes ve ark, 2014).

1.3.2. Mikroakiskan Sistemler

Mikroakiskan sistemler farkli boyut ve sekillerde, poroziteye sahip ve ¢ok ¢esitli
materyallerden (Shang ve ark., 2013) kiresel olmayan partikuller tretilebilen gelecek
vaadeden bir ydntemdir. Ozellikle litografi, fotolitografi ve kalip eklenmis (Yin ve
ark., 2001) kombine mikroakigkan sistemler kompleks partikiil sekli iiretme
konusunda potansiyel tasimaktadir. Bu yoOntem Sekil 1.5’te sematik olarak

gosterilmistir.

Dijital mikroaynaciklarla donatilmis mikroakiskan kanala kontrollii UV 15181
yansitan sistemler, mikropartikiillerin istenilen sekillerde kontrolli olarak Uretimine
olanak saglamaktadir (Lee ve ark., 2009). Yontemin cok yonliliigiine ragmen
geleneksel mikroakiskan sistemler sivi akisinda S5ml/saat hizim1 asamamis ve

endiistriyel partikiil tiretimi i¢in uygun hale getirilememistir. Ancak Nisisako ve ark.,
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(2008) akis hiz1 320ml/saat olan dairesel olarak ayarlanmis mikroakigkan bir sistem

tiretip, 6lgek bliylitme isleminin ilk ¢alismasini yapmisglardir.

Sekil 1.5. Mikroakigkan sistemlerin gematik gosterimi (Mathaes ve ark., 2014).

1.3.3. Kaliptan Gecirme (Template Assembly)

Bu yontemde de film gerdirme yontemindeki gibi baslangig¢ olarak kiiresel partikiller
kullanilir. Sekil 1.6’da sematik olarak gosterilen yontemde kiiresel partikiiller diizgiin
kanalli kaliplardan bir ¢apraz baglayici ve 1s1 yardimiyla gegirilirler (Yin ve Xia,
2001). Boylelikle kiiresel partikiillerin bir araya gelmis uzun zincirleri elde edilir
(Yin ve Xia, 2003).



13

Sekil 1.6. Kaliptan gecirme yonteminin sematik gosterimi (Mathaes ve ark, 2014).

Kolloidal sistemlerin kendiliginden olusum mekanizmasi (self assembly) ve
mikroakiskan sistemler biraraya getirilerek, kiresel olmayan partikillerin kolloidal
yapilar elde edilmistir (Vanapalli ve ark., 2008). Velev ve ark., (2000) farkli boyut
ve sekillerdeki kolloidal kristallerin farkli siispansiyonlar halinde biiyiitiiliip elde
edilebilecegini gostermislerdir. Kohler ve ark., (2011) ise nanokanallarin igindeki
nanopartikiilleri, polielektrolitler ile kaplamis ve kiiresel olmayan nanofiberler ya da
nanoyapilt mikrofiberler elde edilmistir. Bu ¢aligmalara ragmen bu yontemle kiiresel
olmayan partikiil iiretiminin 6l¢ek biiyiitme islemi problemli gorilmektedir ve heniiz

rapor edilmemistir.

1.3.4. PRINT® Yontemi (Islanmayan Kalplarda Partikiil Uretimi )

PRINT® (Particle Replication In Non Wetting Templates) teknolojisi, monodispers
polimerik partikiillerin elde edildigi bir yumusak-baski islemidir (soft-lithography
process), PRINT ayni zamanda biyodagilimda onemli rolii olan, boyutu ve sekli
tanimli  kiiresel olmayan partikiillerin elde edilebildigi bir top-down (retim
teknigidir.
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DeSimone ve ark., (2007) tarafindan gelistirilen bu yontem PRINT® ismiyle
taninmistir. ' Yontemde florlanmis kalip materyallerin 1slanmama 6zelliklerinden
faydalanilir (Sekil 1.7). PRINT teknolojisi 100 nm'nin altinda bile partikiil
boyutunun, seklinin ve esnekliginin tamamen kontrol edilmesine olanak saglar
(Kersey ve ark., 2012) ve sonrasinda partikiillerin yiizey yiikleri ve hedeflenmeleri de
miimkiin olabilmektedir (Gratton ve ark., 2008). Yapilan g¢aligmalarda kiiresel
olmayan partikuller, lipit kompleksleri (Xu ve ark., 2013), PEG ve PLGA (Rolland
ve ark., 2005) ya da bunlarin bilesimi gibi farkli materyallerden iiretilip etken madde
yiiklenebilmistir (Galloway ve ark., 2013; Chu ve ark., 2013).

Islanmayan kalip
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Sekil 1.7. PRINT® yonteminin sematik gosterimi (Mathaes ve ark, 2014).

1.3.5. Membran Yardimcili Nanofabrikasyon Yontemi

Membran yardimeili nanofabrikasyon yontemi, kalip olarak kullanilan bir membrana
istenilen materyalin emdirilmesi ve ardindan membran ¢oziilerek uzaklastirildiginda
istenilen materyalden silindirik sekilli nanoyapilarin elde edilmesine dayali bir
yontemdir (Sekil 1.8). Membran yardimcili nanofabrikasyon yontemi, ¢ok cesitli
materyallerden nanoyapilarin {iretimine uyum saglayabilen bir yontemdir. Bunlara
ornek olarak metalik nanoyapilar (Son ve ark., 2006; Steinhart ve ark., 2004),
inorganik ve yari iletken nanoyapilar (Liang ve ark., 2003), karbon nanoyapilar (Hou
ve ark., 2005), proteinik nanoyapilar (Chen ve ark., 2006), polimerik nanoyapilar

(Steinhart ve ark., 1997) wverilebilir. Membran yardimcili nanofabrikasyon
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yontemiyle, homojen tek bilesenli nanoyapilarin elde edilmesinin yaninda, bu
yontem heterojen, ¢ok bilesenli veya kompozit nanoyapilarin iiretilmesine de olanak
tamimaktadir (Hsueh ve ark., 2008; Dougherty ve ark., 2009). Polimerle yapilan
calismalarda, iletken polimerlerle diizenli-sirali nanoyapilar elde edilmis ve daha
degisik Ozellikteki polimerlerle ilag tasiyici sistemlerin de {iretilebilecegi

bildirilmistir (Abidian ve ark., 2006).

Sekil 1.8. Membran yardimcili {iretim yonteminin sematik gosterimi (Jani ve ark., 2013)

Membran yardimcili nanofabrikasyon, tek boyutlu polimerik nanoyapilarin iiretimi
icin kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Nanotiibiiler yapilarin {iretimi igin
kalip olarak kullanilan nanoporlu memranlar; polikarbonat veya silika (Thomas ve
ark., 2008) ya da homojen por boyutlar1 ve por yogunlugu nedeniyle son zamanlarda
en ¢ok tercih edilen Anotlanmis Aluminyum Oksit (AAQO) membranlardir (Son ve
ark, 2006). Bu membranlar ticari olarak piyasada bulunmakla birlikte ¢calismalarinda
uygunluk ve cesitliligi artirmak amaciyla pek ¢ok arastirmaci tarafindan kolay bir
uretim yontemiyle de elde edilmektedir (Tao ve ark.,, 2007). Tek boyutlu
nanoyapilarin iiretimi i¢in membran yardimcili yontemde en gegerli teknik,
membranin 1slatilmasi teknigidir. Membran 1slatma teknigi, yiizey 1slanabilirligi ve
kapiller kuvvetlerle yiirliyen bir islemdir. Diistik enerjili s1vi, yiiksek enerjili kati
membranin dikey nanokanalciklarinin igine dagilmaktadir. Islanma, sivi ve kati
membran arasindaki enerji fark: ile ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 1.9'da goriildiigli gibi

membran lstten, alttan yada her iki yonden de 1slatilarak polimer yiiklenebilir.

Nanoporlu membranlar 1slatma teknigi iki ana yontemle ve farkli alt tekniklerle

uygulanabilmektedir.
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1) membrani polimer ¢ozeltisi ile 1slatma teknigi

la. membrani polimer ¢ozeltisi damlatarak 1slatma

1b. membrani polimer ¢ozeltisine daldirarak 1slatma

1c. membrandan polimer ¢ozeltisini vakum filtrasyonuyla gecgirme
2) membrani polimer eriyigi ile islatma teknigi

2a. Polimer filmlerini eriterek 1slatma teknigi

2b. Polimeri dogrudan eriterek islatma teknigi

Sekil 1.9. Membran: 1slatma ydntemindeki bazi tekniklerin iistten, alttan ve her iki yonlii 1slatmaya

etkisi (Kokonou ve ark., 2013)

Yontemin se¢imi ve gesitli parametrelere gore nanotiipler veye nanocubuklar elde
edilebilmektedir (Sekil 1.10). Dikey nanokanallara sahip membranin 1slanmasi i¢in
stiriikleyici kuvvet, polimer ¢ozeltisi veya eriyigi ile nanoporlar arasindaki ara ylizey
gerilimine baghidir. Ara ylzey gerilimi ise polimerin eriyiginin sicakligina ya da
polimer c¢oOzeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak degisebilmektedir. Membrani
polimer eriyigi ile 1slatma tekniginde, bir polimeri camsi gegis sicakliginin (Tg)
(amorf yapili polimerler i¢in gegerli) ya da erime noktasinin (Te) (yar1 kristal yapili
polimerler i¢in gecgerli) iizerinde bir sicakliga kadar isitinca siiriiklenme kuvveti
yiiksek olmakta ve 1slanma hizli olacagi i¢in nanotlip seklinde yapilar elde

edilmektedir. Bu durum tamamen 1slanmaya oOrnektir. Bir polimer, sadece camsi
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gecis sicakliginin (Tg) biraz lizerinde bir sicakliga kadar 1sinirsa, siiriikleyici kuvvet
diisiik olmakta ve uzun siirede 1slanma olacagi i¢in nanogubuk seklinde yapilar elde
edilmektedir. Bu durum da kismi 1slanmaya 6rnektir. Her polimer i¢in Tg ve Te
arasinda 1slatma rejiminin degistiren bir 1slatma gec¢is sicakligt (Tw) oldugu

bildirilmistir (Schlitt ve ark., 2008).

Nanocubuklarin boyu, membranin 1slanma siiresini kontrol ederek ayarlanabilir.
Uygulama igin viskozite de Onemli parametrelerden biridir. Eritme teknigiyle
1slatmada polimer viskozitesi; sicakligin ayarlanmasiyla, ¢ozelti teknigi ile 1slatmada
ise viskozite; polimer ¢Ozeltisinin konsantrasyonunun ayarlanmasiyla kontrol
edilebilir. Ayrica polimerin molekiil agirligi tek boyutlu yapinin sekline (nanotiip
veya nanogubuk) etki eden onemli diger bir parametredir (Steinhart ve ark., 1997).
Baz1 calismalarda polimer ¢ozeltisiyle 1slatma teknigi ile nanoyapi seklinin daha iyi
kontrol edilebilecegini ¢iinkii; ¢coziicli se¢cimi ve polimer ¢dzeltisinin konsantrasyonu
gibi ayarlanabilecek parametrelerin avantaj oldugunu bildirilmektedir (Schlitt ve
ark., 2008). Ancak ilag tastyici sistem agisindan diistiniildiigiinde, polimer eriyigi ile
1slatma tekniginde organik ¢oziicii kullanilmaksizin nanoyapilarin elde edilebilmesi

de 6nemli bir avantaj olarak goriinmektedir.

Dviigiik
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Sekil 1.10. Membran: 1slatmada polimer ¢dzeltisinin diisiik veya yiiksek konsantrasyonda olmasinin

etkisi (Massuyeau ve ark., 2009)

Ayrica bazi ¢alismalarda nanoyapilar elde edilirken, membranin iistiindeki polimer
tabakast kaldirilmadan membranlar c¢oziildiigiinde nanofibriller iceren polimer
filmler elde edilmistir. Bu nanofibril tasiyan polimer filmlerin doku miihendisliginde

ve hiicre ekiminde kullanilabilecegi bildirilmistir (Tao ve Desai, 2007).
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Sekil 1.11. AAO membranin sematik goriintiisii (Jani ve ark., 2013)
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Simdiye kadar membran yardimcili dretim yontemiyle AAO membranlar (Sekil
1.11) kullanilarak elde edilen bu silindirik nanoyapilara etken madde yiiklenerek, ilag
tasiyici sistem olarak uygulanmasina iliskin farmasétik teknoloji alaninda detayli bir
caligmaya rastlanilmamistir. Yapilan arastirmalar sadece, farkli 6zellikte polimerler
kullanilarak etken madde igermeyen yapilarin olusturulmasina ve bu yapilarin
gelecekte ilag tasiyict sistem olarak degerlendirilirse, avantaj tasiyacaginin

belirtilmesine yoneliktir (Abidian ve ark, 2006).

Membran yardimcili nanofabrikasyon yontemiyle biyobozunur polimerler
kullanilarak yapilan az sayidaki ¢aligmalardan birinde, aljinat ve kitosan polimerleri
400 nm por c¢apl polikarbonat membranlara (Whatman) sirali tabaka olusturma
yontemiyle (Layer-by-Layer) emdirilmis ve kuruduktan sonra polikarbonat
membranlar hidrofobik olduklari i¢in organik ¢6ziicli yardimiyla hemen ¢6ziilmiistQr.
Bu sekilde elde edilen nanogubuklarin MCF7 hiicrelerine alimi degerlendirilmis ve

konfokal mikroskopla goriintiilenmistir (Yang ve ark., 2007).
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1.4. Kuresel Olmayan Partikillerin Biyolojik Davramisi

Dogada pek ¢ok biyolojik sistem kiiresel olmayan sekiller sergiler. Ornegin E. coli
ve A. hydrophila gibi bazi bakteri tiirleri belirgin olarak uzun-ince silindirik sekillidir
ve boylar1 yaklasik 300 nm, silindirik ¢aplar1 18 nm olan "tobacco mosaic” virusleri
uzun, ¢ubuk sekilli, saglam ve esnek yapidadir (Liu ve ark., 2012). Bunun yaninda
yaklastk 7 pm capl, disk sekilli kirmizi kan hiicreleri, makrofajlarca elimine
edilmeden once kan dolasiminda 100-120 giin kadar serbestce dolasabilir ve
biyolojik sistem igin biiyiik sayilabilecek boyutlarina ragmen esnek yapilarindan
dolay1 biyolojik bariyerlerden ve en ince kilcallardan serbestce gegebilirler (Doshi ve
ark., 2009). Arastirmacilara tasarim kaynagi olan bu farkli sekiller, kiiresel olmayan
partikillerin in vivo ortamdaki davranisinin incelenmesine de onciiliik etmislerdir.
Kiiresel olmayan partikiillerin kan dolasimindaki akis dinamikleri, biyodagilimi ve
hiicre igine alinmasi pek ¢ok arastirmaci tarafindan in vitro (Sharma ve ark., 2010) ve
in vivo (Merkel ve ark., 2012) olarak farkli yontemlerle incelenmis ve kapsamli
makalelerle derlenmistir (Venkataraman ve ark., 2011; Ernsting ve ark., 2013;

Decuzzi ve ark., 2010; Champion ve ark., 2007; Truong ve ark., 2014).

1.4.1. Kuresel Olmayan Partikiillerin Kandaki Dolasim Suresi

Prensipte modern ila¢ tasiyict sistemler i¢in en Onemli kriterlerden biri kan
dolasiminda uzun siire kalmalaridir. Ozellikle sitotoksik tedavi acisindan dolasimda
kontrollii olarak dagilma ve kanser hiicrelerine hedefleme icin partikiillerin kan
dolasiminda gegirdikleri siire bilyilk énem tasimaktadir (Daum ve ark., 2011). IV
olarak uygulanan partikiillerin sekli, kan akigindaki hareketlerini etkilemektedir. Pek
cok caligmada bilgisayar modellemeleri ile kanitlanan bulgularda (Sekil 1.12),
kiresel olmayan partikiil geometrisinin, partikiilin damar ¢eperlerine dogru
stiriiklenme egilimini artirdigr tespit edilmistir (Shah ve ark., 2011). Kan akisin1 in
vitro olarak taklit eden diizeneklerde ise kiiresel olmayan partikiillerin akis kanalinin
kenarlarina yaklagarak aktig1 gozlenerek dogrulanmistir (Doshi ve ark., 2010; Toy ve

ark., 2011).
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Sekil 1.12. Akis etkisinde partikiil sekline bagl ilerleme hareketi. Sol taraftaki kiiresel partikiil sivi
akig1 etkisiyle ¢epere temas etmeden donerek siiriiklenmekte, sag taraftaki ¢ubuk sekilli partikil
¢epere yapigarak hareket etmektedir. A, B, C, D sirasiyla t=0 s, 0.25 s, 0.5s, ve 0.75 s, olarak zamani
gostermektedir (Shah ve ark., 2011).

IV yolla uygulanan partikiillerin kan dolasimdaki yar1 émrii, partikiillerin damar
ceperlerine tutunarak ilerleyisi, RES hiicrelerince fagositoz, karaciger, akciger ve
dalakta bulunan dogal bariyerlerden geg¢isi gibi faktorlerin olusturdugu karmasik bir
etkilesimdir. Bu sebeple in vivo ¢alismalarla da kiiresel olmayan partikiillerin kan
dolasiminda kalma siiresi arastirilmis ve kiiresel partikiillere gore istiinligi

kanitlanmistir (Mathaes ve ark, 2014).

Farkli iretim yontemleriyle hazirlanan ve kiiresel olmayan partikiillerle yapilan in
Vivo ¢alismalarda in vitro ¢alismalarla uyumlu sonuglar bulunmustur. Arnida ve ark.,
(2011) PEGile altin nanokiireler ve nanogubuklarin, farelere IV uygulamadan 6 saat
sonra kan seviyelerini karsilastirmistir. Nanogubuklarin plasma konsantrasyonu
enjekte edilen dozun % 11'i iken nanokirelerin plasma konsantrasyonu % 1'in altinda
kalmistir. Filomisel iiretiminin Onciilerinden olan arastirma grubunun yaptigi bir
caligmada ise solucan sekilli, ortalama 22-60 nm ¢apta ve 15 pm uzunlugunda esnek
filomiseller rodentlerin kan dolasiminda 7 giin kalabilmisken ayni polimerden
uretilen kiiresel/PEGile miseller kandan 2 giinde elimine edilmislerdir (Geng ve ark.,
2007). Merkel ve ark, (2012), PRINT yontemiyle iirettikleri disk sekilli, oldukca

esnek yapida hidroksi-PEG-akrilat mikro ve nanopartikiilleri ile kirmizi kan
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hicrelerinin fiziksel Ozelliklerini taklit etmeye c¢alismiglardir. Fareler iizerinde
yaptiklart in vivo plazma ve farmakokinetik ¢aligmalarda, polimer disklerin esnekligi
akcigerdeki ince kilcallardan ve dalaktaki filtrasyon araliklarindan gegisine olanak
tanimis, cap1 yaklasik 6,4 pm olan bu diskler 104 saat sonra baslangicta IV

uygulanan dozun %13,2'si kadar kan dolagiminda bulunabilmislerdir.

1.4.2. Kiiresel Olmayan Partikiillerin Biyodagilim

Mikro ve nanopartikil geometrisi biyodagilimda da 6nemli rol oynar. Yapilan bir
calismada Yu ve ark., (2012) farkli sekilli silika partikiillerin biyodagilimini
incelemisglerdir. Disk sekilli partikiillerin kiiresel partikiillerden daha az karaciger
birikimi gosterdigini bulmuslardir. Bu durum daha 6nce de anlatildigi gibi kiiresel
olmayan partikiillerin fagositozdan kagip, dolagima devam edebilmeleriyle ilgilidir.
Ayrica disk sekilli partikiillerinin alan/hacim oranlarinin biiyiik olusu onlarin damar

¢eperlerine tutunarak ilerlemelerine olanak vermistir (Decuzzi ve ark., 2010).

1.4.3. Kiiresel Olmayan Partikiillerin fla¢ Tasinmasinda Kullanimi

Yapilan bir ¢alismada Geng ve ark., (2007) paklitaksel yikli kiresel misellerle
(boy/en=1) filomiselleri (boy/en=8) karsilastirmislardir. Boy/en oranindaki artis
farelerdeki timor hucrelerinin 0lim oranint 2 katina ¢ikarmig ve tumoérun belirgin
sekilde kiiciilmesini saglamigtir. Filomisellerin uzayan yar1 omrii Enhanced
Permeability and Retention effect (EPR) etkisiyle pasif hedeflemeyi artirarak timaor

hiicrelerinin paklitaksele maruziyetini artirmistir.

1.4.4. Kuresel Olmayan Partikullerin Hiicresel Al

Hiicresel partikiil aliminda partikiiliin sekil etkisi fagositik ve fagositik olmayan
hiicreler acisindan farkli yaklagimlarla degerlendirilmistir. Mitragotri ve grubu film

gerdirme yontemiyle elde ettikleri degisik geometriye sahip partikilleri
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degerlendirmislerdir. Bu durum ayni materyalden, aymi yiizey yiikiiyle ve ayni
hacimde ama farkli sekillerde elde ettikleri partikiilleri degerlendirme imkani
sunmustur (Champion and Mitragotri, 2009). 1gG kapli Ipum ve 3um elipsoid

cubuklarin fare makrofajlariyla daha az fagosite edildigini gostermislerdir.

Sekil 1.13. Elipsoid ve kiresel partikiillerin makrofajlarca alimini gosteren renklendirilmis SEM
gorintisi (Champion and Mitragotri, 2009).

1.5. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiizce bliyliylip c¢ogaldigi, sirali bir takim mutagenez
basamaklarina dayanan bir hastaliktir. Bu siire¢ kanser hiicrelerine sinirsiz ¢ogalma
potansiyeli, lireme sinyallerini kontrol etme ve biiyiimelerini engelleyecek kosullara
direng gosterme yetenegi kazandirmaktadir. Tiimdrler, cevrelerindeki stromal
hiicrelerle etkilesim yoluyla kendilerine destek elde etmek iizere gelisirler. Aym
zamanda anjiogenezlerini ilerleterek immiin sistemden kagma ve diger organlara
metastaz olanagi da bulurlar. Diinya Saghk Orgutinin (WHO) Global Kanser
Raporuna (The Global Cancer Report) gore her yil 10 milyon yeni kanser vakasi
ortaya ¢ikmakta ve yaklasik 6 milyon vaka 6liimle sonuglanmaktadir. Oliime yol
acan kanser tilirlerinin baginda, akciger, mide, karaciger, kolon ve meme kanserleri

gelmektedir (Prakash ve ark., 2011).



23

Gunumuzdeki teknolojilerle kanser arastirmalarinda ¢ok 6nemli gelismeler saglansa
da halen kesin sonug veren tedavilere ulagilamamistir. Kanserde tedavi sistemlerinin
basarisi, sistemin saglikli dokuya zarar vermeden tiimor dokusunu kiigiiltmesi veya
yok etmesi ile dlculmektedir. Bu sebeple timoére hedeflemenin kapasitesi, terapotik
sistemin basarili olmasinda ¢ok 6nemlidir. Kanser hiicresine 6zgii olma ve hiicrede
birikebilme o6zelligi tedavinin etkinligini artirirken, kanser hastalarinin sikga
karsilastigi ciddi yan etkileri de azaltmaktadir. Nanopartikiiler sistemler; kanser
hlcresine 6zglluk ve antikanser ilaci etkin bir sekilde tasima yetenekleriyle tedavide

cok onemli agsama kaydetmislerdir (Byrne ve Betancourt, 2008).

Kanser tedavisinde nanopartikullerin Uretimi icin biyoparcalanabilen polimerlerin
kullanilmasi, hedeflenen bélgede birka¢ giinden haftalara kadar uzanan ila¢ salimi
saglayamilmektedir. Poli(laktik asit) (PLA) ve Poli(laktid-ko-glikolid)(PLGA) gibi
polimerlerden elde edilen biyobuzunur nanopartikiiller, uzatilmig etken madde
salimma olanak tanimaktadir. Ozellikle hiicre icinde etki saglayacak etken maddeler
icin bu durum cok onemlidir. Poli-epsilon-kaprolakton (PCL) nanopartikillerin
endolizozomal kompartmandan sitoplazmik kompartmana ¢ok hizli hareket ettigi
gosterilmistir. Bu sebeplerle hedefi sitoplazmik olan etken maddeler i¢in oldugu
kadar, etkisini niikleusta gosteren bazi kemoterapOtik ajanlar igin de biyobozunur
nanopartikiiller etkili birer ila¢ tasiyici sistem olusturmaktadir (Panyam ve
Labhasetwar, 2003).

1.5.1. Kanser Icin Gelistirilen Partikiiler ila¢c Tasiyic1 Sistemler

Antikanser ilaclar icin Uzerinde c¢alisilan pek ¢ok nanopartikiiler sistem
bulunmaktadir. Her sistemin materyal 6zellikleri, etken maddeyi tiimore tasimayi
artirmak igin gelistirilmistir. Ornegin; uzun siireli sirkiilasyon igin ‘stealth’
Ozellikteki nanopartiklller elde edilmek (zere poli(etilen glikol) (PEG) gibi
hidrofilik yiizey saglayicilar kullanilmistir. Endositozu artirmak igin ise pozitif ylizey

ozellikli tagiyicilar gelistirilmistir. Kemoterap6tik ilag uygulamalari igin gelistirilen



24

daha pek cok oOrnek bulunmaktadir, ancak genel olarak nanosistemler soyle

siralanabilir.

. Dendrimerler,

. Lipozomlar,

. Miseller,

. Polimerik nanopartikiller,
. Proteinik nanopartikller,
. Seramik nanopartikiller,
. Viral nanopartikuller

Pek cok ilag tasiyict sistem viicuda uygulandiginda segilen bolgede ulasmadan 6nce
viicuda dagilmaktadir. Ayrica hedef bolgeye ulagsmak igin terapotik ajanlar,
inaktivasyona ve kan dolasimindan atilmaya karsi1 koyarak pek ¢ok biyolojik bariyeri
geemek zorundadir. Etken maddeleri nanotasiyicilar icinde hapsetmek, aktif ajani
degredasyondan korumakla birlikte secilen hiicrelere hedefleme icin potansiyel
olusturur (Perry ve ark.,, 2011). Kanser tedavisinde hedefleme iki sekilde
gergeklestirilir. Aktif hedeflemede nanopartikiler sistemlerin yizeyine hedefleyici
fonksiyonel gruplar baglanarak yapilmaktadir. Pasif hedeflemede ise tumorin

cevresindeki ortamin 6zelliklerinden faydalanilir.

1.5.2. Nanoyapilar Kullanilarak Kanser Bolgesine Pasif Hedefleme

Nanopartikiiler sistemler pasif hedefleme yoluyla tiimorler iizerinde iistiin basarilar
saglamislardir. TUmér, 2 mm® boyut ve (izerinde difiizyon limitli hale gelir. Bu
difiizyon problemi, hiicrenin besin alimini, atik bosaltimini ve oksijen gegisini
engeller. Timor bu diflizyon problemini yenmek iizere yeni damar olusumuna yani
anjiyogeneze bagvurur. Anjiyogenezin karakteri, diizgiin olmayan dolambagh
damarlar ve ceperdeki anormallikler ile birlikte endotel hicrelerde perisit

bulunmamasidir. Biitlinliigii olmayan damarlarda tiimdriin tipine gore, 100 nm-2 pm
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arasinda bosluklar olusmaktadir. Ayrica tiimoriin lenfatik sistemi de iyi
olmadigindan, i¢ basing dis basinctan daha yiiksektir. Artan i¢ basing damar disina
dogru s1v1 gegisine neden olur ve ortamdaki osmotik denge bozulur. Bununla birlikte
ilag yUKIG nanoyapilar timoér ig¢ine ulasinca bazi reaksiyonlar sayesinde, diger
dokulardan daha fazla kalig siiresine sahip olurlar. Timorii ¢evreleyen
damarlarlardaki sizint1 ve zayif lenfatik drenaj, EPR etkisi olarak adlandirilir. Kanser
bolgesine pasif hedeflemede EPR etkisinden yararlanilir (Brannon-Peppas ve
Blanchette, 2004).

Son zamanlardaki kanser tedavileri genel anlamda sitotoksik tedavi ve molekiler
olarak hedeflenmis ilaglar ile tedavi olarak iki sekilde yiiriitiilmektedir. Geleneksel
sitotoksik  tedavi; radyasyon terapisini ve kemoterapétiklerle tedaviyi
tanimlamaktadir. Kanser hiicreleri ¢ogunlukla mitotik fazda bulunurlar ki bu faz
DNA replikasyonunun siirekli olarak gergeklestigi fazdir. Boylece uygulanan tedavi,
Ornegin radyasyon terapisi, normal hiicrelerden c¢ok, sadece bdliinme asamasinda
olan kanser hiicreleri Uzerinde toksisite yaratir. Ayni sekilde sitostatik antineoplastik
ilaglar da hiicre siklusunun DNA replikasyon asamasinda etki goOstererek kanser

kemoterapisinde gorev alirlar (Byrne ve Betancourt, 2008).

Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok etken maddenin suda ¢oéziintirliigiinin ve
biyoyararlaniminin ¢ok diisilk olmasi nanopartikiiler sistemlerin kullanilmasi ile
asilabilmektedir. Nanoyapili tasiyici sistemlerin etken madde tasiyici olarak genis
yiizey alan1 saglamalar1 sonucu, sisteme etkin ve yeterli dozda ilag yiiklenebilmesi en
onemli avantajlarindan biridir. Nanoyapili sistemlerin ilag tasiyici kapasitesini
yukseltmek ve in vivo performansini artirmak icin yapilan ¢alismalar, son yillarda
kiiresel olmayan partikiillere yonelmistir (Daum ve ark., 2012). Ayrica kiireselden
farkli geometrilerdeki nanoyapilar hidrodinamik 6zelliklerinden dolayi, daha uzun

stire biyodagilim ve hiicrede daha iyi tutulma gibi iistiinliiklerle 6n plana ¢ikmaktadir

(Lee ve ark., 2009).
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Kiresel olmayan nanopartikil Gretmek icin son yillarda kimyasal yontemlerden
litografik tekniklere kadar pek ¢ok yontem denenmistir. Kiiresel olmayan
nanoyapilar arasinda silindirik sekilli ve nanotiibiiler yapilar, etken madde salimi i¢in
gecerli 6zellikleri agisindan 6n plana ¢ikmistir. Karbon gibi inorganik materyallerle
baslayan bu devrim, organik ve polimerik yapilarin ¢alismalara katilmasiyla hizla
ilerlemektedir (Daum ve ark., 2012). Polimerik materyaller tasarim ve islenebilirlik
acisindan ila¢ tasiyici sistemler olarak daha etkin segenekler sunmaktadir.
Biyouyumlu ve biyobozunur polimerler toksik olmamalari, yiiksek stabiliteleri, etken
madde ylikleme ve salimi agisindan beklenen 6zellikleri tagimaktadir (Champion ve

ark., 2007).

Prensipte kanser tedavisinde, partikiiler ilag tasiyici sistemler agisindan en 6nemli
kriterlerden birisi kan dolasiminda uzun siire kalmalaridir. Ozellikle sitostatik ve
sitotoksik tedavi gbz Oniine alindiginda in vivo ortamda kanser hicresi igine
penetrasyon da tasiyict sistem ic¢in ¢ok Onemlidir. Biyodagilim {izerinde partikiil
seklinin etkisi pek ¢ok in vivo ¢alismada da incelenmistir. Timorli farelerde silika
nanokiireler ve kiiresel olmayan (yar kiire, silindirik ve disk sekilli) partikiiller
karsilastirilmis ve silindirik sekilli nano yapilarin biyodagilim acgisindan {istiin

ozellikler gosterdigi saptanmistir (Decuzzi ve ark., 2010).

Dolagimda uzun siire kalmalarinin yaninda kiiresel olmayan partikiillerin hiicreye
aliminda da kiiresel partikiillere gore daha etkin olduklar1 bulunmustur (Gratton ve
ark., 2008). Hiicre membranina temas yiizeyinin daha genis olmasi Sebebiyle
silindirik partikiillerin hiicre ceperiyle etkilesimi daha yogun ve kuvvetli oldugu
gosterilmistir (Decuzzi ve ark., 2009). Son zamanlarda sik¢a calisilan, nanoyapili
sistemlerin sekil ve tasariminin kanserin biyolojik prosesleri tizerindeki 6nemli etkisi
1s181inda, organik, biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerden, nanotibdler ilag

tastyici sistemler gelistirilmesi ¢aligmamizin 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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1.6. Etoposid Hakkinda Genel Bilgiler

Ilk olarak 1963'te sentezlenen ve VP-16 ismiyle de bilinen ETP, Podophyllum
peltatum (Sekil 1.14) veya Podophyllum emodi tiirlerinin k6k ve rizomlarindan elde
edilen podofilotoksinin (Sekil 1.15) yar1 sentetik bir tiirevidir. Etoposidin ilk klinik
calismast 1971'de rapor edilmistir ve 1983'te FDA tarafindan VePesid ismiyle
onaylanmistir (Hande, 1998; Najar ve Johri, 2014).

Sekil 1.14. Podophyllum Peltatum

Podofilotoksinin antimitotik 6zellikleri 1946'da kesfedilmis, klinik degerlendirmeleri
baslamis ancak asir1 toksik etkisi sebebiyle kullanimi durdurulmustur. Podofilotoksin
sitotoksik etkisini  tUbilin  polimerizasyonunu inhibe ederek g0sterirken,

glukozillenmis tiirevi olan etoposidin etki mekanizmasi tamamen farklidir.
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Sekil 1.15. Podofilotoksinin kimyasal yapisi
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1.6.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Kimyasal adi 4'-Dimetil epipodofilotoksin 9-(4,6-O-etiliden-B-D-glukopiranosid)
olan etoposid, gérinimu beyaz, beyaza yakin renkte olan kristal yapili bir tozdur.
Molekiil agirligir 588.6, molekiil formiilii Cp9H3,013 erime derecesi 236-251 °C
arasindadir. Etoposid oldukga lipofiliktir ve partisyon katsayist LogP (oktanol/su)
0,6'dir. Disosiasyon sabiti, pKa 9.8 olarak bildirilmistir (www.sigmaaldrich.com).

HsCO OCH;
OH

Sekil 1.16. Etoposidin kimyasal yapisi

Etoposid, dimetil sulfoksid (30 mg/mL) ve dimetil formamidde cok iyi ¢dzundr,
metanol ve kloroformda ¢oziintirliigii fazla, etanolde az, sudaki ¢ozlniirliigli ise ¢ok

diistiktiir (< Img/mL).

1.6.2. Etoposid'in Antitimoéral Etki Mekanizmasi

Etoposid'in, kimyasal bilesiklerin simiflandirilmasi i¢in kullanilan Anatomik ve
Terapotik Kimyasal (ATC) simiflandirma sistemindeki kodu, LO1CBO1'dir.
Etoposidin ATC smiflandirma sistemindeki yeri Cizelge 1.1'de gosterilmistir.

(http://Iwww.ilactr.com/atc/LO1CB.html)
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Cizelge 1.1. Etoposid'in ATC smiflandirma sistemindeki yeri

: Antineoplastik ve Immiinomodiilatér Ajanlar

LO1

: Antineoplastik Ilaclar (Kanser Ilaclar1)

LO1C

: Alkaloidler ve Diger Dogal Ilaclar

LO1CB

: Podofillotoksin Turevleri

LO1CBO1

: Etoposid

Etoposid'in sitotoksik etkinligi, Topoizomeraz II enzimi ile etkileserek veya serbest

radikal olusumunu saglayarak DNA zincirinde kiriklarin indiiklenmesine baglidir.

Terapotik konsantrasyondaki etkisi hiicre dongusunun belirli donemine ézgidir ve S

fazinin gec safthalarinda ve G2 donemine etkilidir. Dinlenme halindeki hiicrelerde

sitotoksik etkisi sadece yiiksek konsantrasyonlarda goriilmiistiir.

Mitotik faz
Gap2 [hiicre bdlGnmesi)
hiicre

bilinmesine @
hazirhik +

Gapl
DMA sentezi
icin gerekli
Etoposid enzimlerin
sentezi
5fam
[DNA sentezi)

@

Sekil 1.17. Hiicre dongiistiniin fazlar1 ve Etoposid'in etki agamalari
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Topoizomerazlar, DNA'nin replikasyon, transkripsiyon ve rekombinasyon gibi temel
islevleri esnasinda kritik rol oynayan, DNA'nin yapisiyla tamamen uyumlu
enzimlerdir. Topoizomeraz Il, gogalmakta olan hiicrelerde DNA 6zel ¢ift sarmalinin
acilmasim1 ve yeniden kusursuzca birlesmesini katalizleyen enzim smifidir. Bu
mekanizmayla Topoizomeraz II ¢ekirdekteki DNA'nin topolojik yapisin1 kontrol ve
modifiye eder (Bender ve ark.,2008; McClendona ve Osheroff, 2007). Topoizomeraz
II'nin etki mekanizmasi Sekil 1.18'de verilmistir (Baldwin ve Osheroft, 2005).

ADP + P

Sekil 1.18. Topoizomeraz II'nin etki mekanizmasi. (1) Topoizomeraz II-DNA birlesmesi (2) DNA
sarmalinin agilmasinin baglamasi (3) ATP baglanmasi1 ve DNA sarmalinin gegisi (4) DNA sarmalinin
acilma-tekrar birlesme isleminin sona ermesi (5) ATP hidrolizi ve enzimin agilmasi (6) DNA'nin
serbest birakilmasi ve enzimin basa donmesi.

Etoposid antineoplastik etkisini, Topoizomeraz-DNA kompleksine baglanarak,
Topoizomerazin DNA sarmalin1 yeniden birlestirme etkisini bloke ederek gosterir.
Hiicre cekirdeginde Topoizomeraz-DNA kompleksi birikimi artar kalict DNA ¢ift
sarmal kiriklart meydana gelir. Ortaya c¢ikan bu durum DNA replikasyon ve
transkripsiyonun engellenmesiyle sonuglanir ve hiicre oliimii gergeklesir. Timor
inhibe edici etkisi, bircok deneysel timér modelinde gosterilmistir (Reddy ve ark,
2004).
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DNA yikiminda kritik rol oynayan Etoposid-Topoizomeraz |I-DNA (gl
kompleksinin olusumunda her Etoposid molekili bir enzim molekiliyle non-
kovalent bag kurarak komplekse dahil olur ve enzimi inhibe eder. Bu olusum
Etoposid antitimoral etkisinin, ilaca maruziyet slresine ve molar konsantrasyona

bagli oldugunu agiklar. (Montecucco ve Biamonti, 2007).

N
D
:E j Rekombinasyon

tamiri
Kalici DMNA hasar

Acgilma ” Birlesme

P a -
W il
> andi 1 ‘
' ~

Topoizomeraz Il -
acilmis DNA komolehksi

F

Translokasyon

Sekil 1.19. Topoizomeraz II inhibitorleri ile olusan kalici Topoizomeraz-DNA kompleksinin sonuglari

Etoposidin yapis1 antineoplastik etkisi a¢isindan 6nemlidir. Sekil 1.20'deki "A", "B",
"E" halkalarindan olusan kismin ilag-enzim etkilesiminden sorumlu oldugu, bu
kisimdaki -OH ve -COHjz gruplarinin etki mekanizmasinda rol aldigi One
stirilmektedir. Ayn1 zamanda yapidaki "D" halkasiyla birlikte glukoz biriminin
Etoposid-Topoizomeraz-DNA kompleksi olustugunda DNA ile etkilesime girerek rol
oynadig diistiniilmekle birlikte heniiz kesinlik kazanmamistir (Bender ve ark., 2008).
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ilag - DNA
etkilesimi ¥

ilag-Enzim
etkilesimi

Drug Function

Sekil 1.20. Etoposidin Topoizomeraz I ile etkilesen alt birimleri (Bender ve ark., 2008)

1.6.3. Etoposid’in Farmakokinetik Ozellikleri

IV uygulanmasindan sonra etoposid iki fazli par¢alanmaya ugrar. Dagilim yar1-6mrii
yaklasik 1,5 saat ve terminal eliminasyon yar1 Omrl 4-11 saat arasindadir. Toplam
klerensi, 33-48 mL/dakika ya da 16-36 mL/dakika/m? degerleri arasindadir. Terminal
yar1-6mrii gibi toplam viicut klerensi de 100-600 mg/m? dozlarda doza bagh degildir.
Aym doz araliginin dstiinde plazma konsantrasyonu altindaki alan (AUC) ve
maksimum konsantrasyon (Cmaks) degerleri dozla dogrusal olarak artar. Etoposid 4-5

giin stireyle giinde 100 mg/m? verildiginde plazmada birikmez.

In vitro olarak etoposid % 97 oraminda insan plazma proteinlerine baglanir.
Cocuklarda plazma albumin diizeyleri ve etoposid renal Klerensi arasinda ters bir
iliski oldugu bulunmustur. Kararli durumda ortalama dagilim hacmi, yetiskinlerde
18-29 litre ya da 7-17 L/m? ve cocuklarda 5-10 L/m? araligindadir. Etoposid, beyin
omurilik sivisina ¢ok az gecer. Beyin omurilik sivisinda ve intraserebral tiimorlerde
tespit edilmesine ragmen konsantrasyonlari, ekstraserebral tiimdrler ve

plazmadakinden azdir.
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Etoposid hem renal hem de renal olmayan (metabolizma ve safra atilimi) yollardan
atilir. Tlacin ve metabolitlerinin eliminasyonu iizerine bobrek yetmezliginin etkisi
bilinmemektedir. Bobrek ve karaciger fonksiyonlari normal hastalarda etoposidin IV
inflizyonunu takiben 48-72 saat iginde uygulanan dozun yaklasik % 40-60"1
degismemis ila¢ ve metabolitleri halinde, 72 saat i¢inde de % 2-16’sindan daha azi
fegesle atilir. Bunun yaninda 24 saat i¢inde uygulanan dozun yaklasik % 20-30’u ve
48 saat icinde de % 30-45’i degismemis olarak idrarla atilir. Yetiskinlerde ve
cocuklarda ana Uriner metabolit, hidroksi asit (4-demetil epipodofilik asit 9-(4,6-D-
etilinden-B-D-glukopiranozid) dir ki bu metabolit lakton halkasinin agilmasi ile
olusur. Bu ayn1 zamanda plazmada da muhtemelen transizomer olarak bulunur.
Etoposidin glukuronid ve/veya siilfat konjugatlar: idrarla atilir ve dozun % 5-22’sini

kapsar (www.ilactr.com).

1.6.4. Etoposid'in ila¢ Tasiyic1 Sistemlerle Formiile Edildigi Cahsmalar

Etoposid'in  stabilitesi ve etkinligini artirmak, yan etkilerini azaltmak,
farmakokinetigini diizeltmek gibi amaclarla partikiiler ilag tasiyic1 sistemler
kullanilarak pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalar arasinda mikroemiilsiyonlar
(Pinheiro ve ark., 2006; Jain ve ark., 2010), miseller (\Varshosaz ve ark., 2012; Shin
ve ark., 2009; Ukawala ve ark., 2012; Wang ve ar., 2008), nanopartikiller
(Snehalatha ve ark., 2008; Callewaert ve ark., 2012; Saadati ve ark., 2013; Yordanov
ve ark., 2012; Kiligay ve ark., 2011; Yadav ve ark., 2010), lipid nanopartikiller
(Lamprecht ve ark., 2006; Reddy ve ar., 2004; Reddy ve ark., 2005; Saliou ve ark.,
2013; Khajavinia ve ark., 2012), Solid lipid nanopartikiller (Reddy ve ark., 2006),
lipozomlar (Patlolla ve ark., 2008) bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda Etoposid'in, membran yardimcili yontemle elde edilen
nanotiibiiler yapilara yliklenerek ilag tasiyicit sistem olarak degerlendirilmesinin,

farmasotik agidan farklilik yaratacagr diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Cam malzemeler

C18 ters faz HPLC kolonu (150x4,6mmx5pum)
Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
Diyaliz mambran (MWCO:12,000Da)

Diyaliz mambran mandallari

Enerji Dispersiv X-ray Spektrometre (EDS)
Filtrasyon diizenegi
FourierTransformInfraredSpektrometre (FTIR)
Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Hassas terazi

Liyofilizator

Manyetik karistirici

Mikropipetler

Mikroplaka okuyucu

Paket programlar

pH-metre

Plastik enjektor

:Ildam

:ACE

:Shimadzu

:Sigma-Aldrich

:Spectrum Laboratories

: EDAX Genesis EDS
:Merck Millipore

:Agilent Cary 630 (Diamond ATR)
:FEI, TECHNAI G, 120 kV
:Sartorius

:Christ Gamma 2-16 LSC
:Heidolph

:Socorex

:Thermo Scientific
:GraphPad InStat3

:Inolab

:Ayset



Su aritma sistemi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
Termostatli yatay ¢alkalayici su banyosu
Ultrasaf su Gnitesi

Ultrasantrifiij cihazi

Ultrasantrifuj tlpd

Ultrasonik banyo

UV Spektrofotometre

Vakum pompasi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

Zeta potansiyel ve patikiil biiytikliigii 6l¢iim
cihazi

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

A549 (Insan akciger kanseri hiicreleri)
Anodik Aluminyum Oksit (AAO) membran
Aseton

Asetonitril (HPLC grade)

Diklorometan (DCM)

Dimetil formamid (DMF)

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Disodyum hidrojen fosfat

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

:Millipor Mili-Q Gradient A10
:FEI Quanta 400F

:Memmert

:Millipore

:Beckman Optima XL-100K
:Beckman

:Ultrasonic LC 30

:Schimadzu 1202 UV Visible
:Merck Millipore

:Agilent 1100 series

:Zetasizer Nano ZS, Malvern Ins.

:ATCC

‘Whatman International Ltd.
:Carlo Erba

:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich

:Sartorius
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Etoposid (ETP)

Fosforik asit

Hiicre kiiltiirii kaplari

MCF-7(Insan meme kanseri hiicreleri)
Metanol (HPLC grade)
Penisilin-streptomisin

poli(e -kaprolakton) (PCL)

poli (hidroksietil metakrilat) p(HEMA)
Poli(L-laktid-ko-kaprolakton-ko-glikolid)
poli(d,l-laktid-ko-glikolid) PLGA (50-70kDa)
poli (metil metakrilat) (PMMA, 350 kDa)
poli (metil metakrilat) (PMMA, 996 kDa)
Serolojik pipet

Sodyum hidroksit

Tripsin-EDTA

Tween 80

36

:Kocak Farma (Cipla)
:Sigma-Aldrich
:Sarstedt
:ATCC
:Sigma-Aldrich
:Lonza
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
:Sigma-Aldrich
: Sigma-Aldrich
:Sarstedt
‘Riedel de Haen
:Lonza

:Sigma-Aldrich

2.1.3. Calismada Kullanilan Tampon Ortaminin Bilesimi

% 0,1 Tween iceren PBS (Phosphate buffered saline (pH 7,4) (PBS-Tw)

Disodyum hidrojen fosfat 2,38 ¢
Potasyum dihidrojen fosfat 0,199
Sodyum klortr 8,0¢g
Tween 80 109

Distile su ym 1000 ml
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2.1.4. Cahismada Kullanilan Maddelerin Kimyasal Formiilleri

Poli (e-kaprolakton)

Mw ~65,000
Mn ~42,500

En: 60 °C

Poli(L-laktid-ko-kaprolakton-

ko-glikolid)

L-laktid oran1 %70

Mn: ~50,000

Tg: ~28 °C

Poli(D,L-laktid-ko-glikolid)
ester terminated,

Mw 50,000-75,000

Tg: 45-50 °C

Poli (metil metakrilat)

M,, ~350,000 ve

M,, ~996,000

Poli(2-hidroksietil metakrilat)

Mv ~300,000

Kristal yapili

- 4n
i O] o)
/’O\)\ O O
GH, 0
— - X y z
0
HyC OH
O y
X
S CHs
0”0 ™
CHs
— -n
@) O
" OH
CH3 n

Sekil 2.1. Calismada kullanilan maddelerin kimyasal formiilleri



Diklorometan

Aseton

Dimetil formamid

Dimetil stlfoksit

MTT

(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolyum bromid)

Cl

Cl” = H

™

N—N
|

b

Sekil 2.1. Caligmada kullanilan maddelerin kimyasal formiilleri (devam)
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2.2. Etoposid (ETP) Uzerinde Yapilan Cahsmalar

2.2.1. ETP’nin Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi ile Analizi

Calismamizda kullanilan Fourier Transform Infrared (FTIR) spektrometresi,
Diamond ATR (Attenuated Total Reflectance) aksesuarli bir cihazdir (Agilent Cary
630-FTIR, Agilent Technologies) ve yapisinda bulunan elmas kristali sayesinde
potasyum bromiir kullanimina ihtiya¢ kalmadan orneklerin FTIR spektrumlarinin
alinmasina imkan vermektedir. ETP saf halde dogrudan toz olarak cihazin elmas
kristali olan 6zel bdlmesine yerlestirilip basildiktan sonra 400-4000 cm™ dalga

araliginda FTIR spekturumu alinmistir.

2.2.2. ETP’nin Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) ile Analizi

DSC kullanilarak ETP’nin termal analizleri yapilmistir. 2,5 mg ETP tartilarak
aliminyum panlar i¢ine konulmus ve preslenerek kapatildiktan sonra cihaza
yerlestirilmistir. Calismada, 1 atm basingtaki azot gaz1 (50ml/dakika) altinda, 20-300
°C sicaklik araliginda 10°C/dakika 1sitma hizinda sicaklik artirilarak termogramlar

elde edilmistir.

2.2.3. ETP’nin Ultra Viole (UV) Spektrofotometre ile Analizi

ETP’nin asetonitril igcinde 0,5 mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Bu stok c¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak etken maddenin 200-400 nm
araliginda spektrumu alinarak maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax)

belirlenmistir.
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2.2.4. ETP’nin Asetonitril Ortaminda HPLC ile Analizi

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) analizinde baslangi¢ igin ETP’nin
asetonitril i¢cinde Img/ml konsantrasyonda stok cozeltisi hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden, asetonitril ile uygun seyreltmeler yapilarak 1,0 pg/ml, 5,0 pg/ml 20,0
pg/ml ve 100,0 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiler
kullanilarak HPLC’de enjeksiyon hacmi, mobil faz oranlari, akis hizi, sicaklik gibi
parametreler ayarlanarak yontemin optimizasyonu gergeklestirilmeye calisilmustir.
Calismamizda kullanmamiz i¢in en uygun sartlar belirlenerek etken madde pik
seklinin keskin ve sistem uygunluk parametrelerine uygun oldugu sartlarda analizler

gerceklestirilmistir.

Etken maddenin kalibrasyonu icin ETP'nin asetonitril icinde 0,5 mg/ml
konsantrasyonda ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden asetonitril ile uygun
seyreltmeler yapilarak bir seri 0,2 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 5,0 pg/ml
10,0 pg/ml, 20,0 pg/ml 50,0 pg/ml ve 100,0 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler elde
edilmis ve HPLC analizleri yapilmistir. Bilinen konsantrasyonlara (x degerleri) karsi
HPLC’den elde edilen alan (y degerleri) grafige gegirilerek kalibrasyon dogrusu elde
edilmistir. Ayni iglem ayni konsantrasyona sahip ii¢ farkli stok ¢dzelti icgin

tekrarlanmugtir.

2.2.5. ETP’nin Metanol Ortaminda HPLC ile Analizi

Etken maddenin metanol ortamindaki kalibrasyonu icin ETP'nin asetonitril icinde 0,5
mg/ml konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢6zeltiden metanol ile
uygun seyreltmeler yapilarak bir seri 0,2 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 5,0
pg/ml, 10,0 pg/ml 20,0 pg/ml 50,0 pg/ml ve 100,0 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler
elde edilmis ve HPLC analizleri yapilmistir. Bilinen konsantrasyonlara (x degerleri)
kars1t HPLC’den elde edilen alan (y degerleri) grafige gecirilerek kalibrasyon
dogrusu elde edilmistir. Ayni islem ayni konsantrasyona sahip ii¢ farkli stok ¢ozelti

icin tekrarlanmistir.
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2.2.6. ETP'nin PBS-Tw (pH 7,4 ) Ortaminda HPLC ile Analizi

Etken maddenin PBS-Tw (pH 7,4) ortamindaki kalibrasyonu i¢in ETP'nin asetonitril
icinde 0,5 mg/ml konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden %0,1
Tween 80 iceren PBS (PBS-Tw) ile gerekli seyreltmeler yapilarak artan 0,2 pg/ml,
0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 5,0 pg/ml, 10,0 pg/ml, 20,0 pg/ml 50,0 pg/ml ve
100,0 pg/ml konsantrasyonlarda bir seri ¢ozelti elde edilmis ve HPLC analizleri
yapilmigtir. Bilinen konsantrasyonlara (x) karsi elde edilen alanlar (y) grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Ayn1 islem ayni1 konsantrasyona sahip {i¢

farkl stok ¢ozelti i¢in tekrarlanmistir.

2.2.7. istatiksel degerlendirme

Dogru denklemlerinin olusturulmasinda GraphPad InStat3 programi kullanilmistir.
Her bir denklem i¢in bulunan artik kareler toplami, artik kareler ortalamasi ve
kesisimin %95 giiven sinirlart birbirleriyle karsilagtirilarak ideal dogru denklemi
belirlenmistir. Bu ideal dogru denklemi belirlenirken artik kareler toplami ile artik
kareler ortalamasinin en kiiclik degere sahip olmast dikkate alinmustir.
Calismalarimizda veriler arasinda anlamli farkliliklar olup olmadigim1 gostermek
amaciyla ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testine bagvurulmustur. Tek yonli
ANOVA testi i¢cin %95 giiven sinirinda, p>0,05 i¢in farkin 6nemsiz oldugu, p<0,05

icin farkin 6nemli oldugu belirlenmistir.

2.2.7. Analitik Yontemin Validasyonu

Analitik bir yontemin validasyonu tasarlanan analitik yontemin performans
karakteristiginin belirlendigi bir islemdir. Kullanilan analitik yontemin validasyon
parametreleri olarak ICH Q2 (R1) kilavuzunda yer alan dogrusallik ve araligi,
dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilir ve ara kesinlik), teshis simirlar1 (LOD) ve tayin

smirlar1 (LOQ) ile 6zglnlik incelenmistir.
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Dogrusallik ve Arahg:

Bir analitik yontemin dogrusalligi, analiz isleminin belirlenen aralikta numune
icindeki madde konsantrasyonuyla dogru orantili test sonuclari verebilme
yetenegidir. Analitik islemin aralig1 ise dogrusalligi sagladig1 gosterilen analiz islemi
icin numunede analiz edilen maddenin en diisiikk ve en yiiksek konsantrasyonlari
arasindaki dogrusal araliktir. Analitik islemin dogrusalligi saptanirken uygun
istatistiksel hesaplamalarla en kiigiik kareler yontemi kullanilarak regresyon dogrusu
elde edilir. Regresyon dogrusunun egimi, korelasyon katsayisi, kesisim ve artik

kareler toplami belirlenerek lineer iliski yorumlanir.

ETP'nin miktar tayininde kullanilmak iizere elde edilen kalibrasyonlarda dogrusallik
ve araligint bulmak amaciyla etken maddenin asetonitril iginde 0,5 mg/ml
konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden uygun
seyreltmeler yapilarak 0,2 pg/ml - 100 pg/ml konsantrasyon araliginda artan
konsantrasyonlarda bir seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC ile analizleri yapilmistir.
Bilinen konsantrasyonlara (x) karsi elde edilen alanlar (y) grafige gecirilerek
GraphPad InStat3 istatistik programi ile kalibrasyon dogrusu c¢izilmis ve dogrunun

parametreleri degerlendirilmistir.

Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu deneysel olarak elde edilen verilerin gergek/teorik
degerlerle aynilig1 olarak ifade edilir. Dogruluk analitik yonteminin hatasizliginin bir
Olcusidar. Analitik islemin dogrulugu en az ti¢ farkli konsantrasyon noktasinda en az
ticer kez hazirlanan numunedeki miktarlarin belirlenen konsantrasyonlardaki % geri
elde degerlerinin ortalamasi, bu dagilimin standart sapmasi ve % bagil standart

sapmasi hesaplanarak tayin edilmektedir.

Dogrulugu tayin etmek amaciyla etken maddenin miktar tayininde kullanilmak iizere

hazirlanan kalibrasyonlarda diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon olarak belirlenen
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0,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 50 pug/ml konsantrasyonlarda ETP ¢o6zeltileri hazirlanmustir.
Okunan alan degerleri kalibrasyon dogru denkleminde yerine konularak
konsantrasyon degerleri hesaplanmis buradan hareketle % geri elde ve % bagil

standart sapma (%BSS) degerleri bulunmustur

Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi aynt homojen numunenin belirlenen sartlar altinda
cok sayidaki analizlerinden elde edilen 6l¢lim sonuglarinin yakinligi olarak ifade
edilir. Kesinlik belirlenen islem kosullarinda yontemin, tekrarlanabilirlik, ara kesinlik
ve tekrar elde edilebilirlik olarak ii¢ farkli seviyede incelenmektedir. Analitik
yontemin kesinligi 6l¢iimlerin standart sapma ve % bagil standart sapma (%BSS)
degerleri bulunarak test edilmistir. Bu etkilerin her birinin incelenmesinin gerekli
olmadig1 belirtilmistir. Kesinligi tayin etmek amaciyla etken maddenin miktar

tayininde kullanilan analitik yontemin tekrarlanabilirligi degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ayni kosullar altinda ve kisa bir zaman aralifinda yontemin
kesinligini gostermektedir. ETP'min miktar tayininde kullanilmak tizere yapilan
kalibrasyonlarda tekrarlanabilirlik tayini amaciyla disiik, orta ve yiiksek
konsantrasyon olarak belirlenen 0,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda
ETP ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan her bir ¢ozelti arka arkaya 6 kez HPLC'de
analiz edilmistir. Elde edilen alan degerleri kalibrasyon dogrusunda yerine konularak
konsantrasyon degerleri hesaplanmis, ortalama ve standart sapma degerleri elde

edilmis ve buradan %BSS degerleri bulunmustur.
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Ara kesinlik

Ara kesinlik farkl giinlerde, farkli analistler ve farkli cihazlar gibi laboratuvar igi

varyasyonlarin kesinligini ifade eder.

Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik analitik yOntemin standardizasyonu amaciyla farklh
laboratuvarlar arasindaki varyasyonlarin kesinligi ifade eder. Genellikle ortak

isbirligi ile yapilan ¢alismalarda kullanilir.

Teshis ve Tayin sinirlar

Bir analitik islemin teshis sinir (Limit of Detection-LOD) analizi yapilan Grnegin
kromatogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi ama miktar tayini sinirlart igerisine
girmeyen en alt konsantrasyondur. Bir kag¢ yolla bulunabilir. Yapilan deneylerden
elde edilen sonuclarin kullanildigr hesaplamalardan bulunabildigi gibi dogrudan
gOzlemlenerek de bulunabilir. Tayin sinirt (Limit of Quantification-LOQ) ise analizi
yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi, dogrusallik aralig1 disinda olan veya araligin en alt sinirin1 olusturan
konsantrasyon diizeyidir. Kalibrasyon esitliginin egimi, standart sapmaya boliinerek

elde edilen deger 3,3 ile ¢carpilarak LOD, ayn1 deger10 ile ¢arpilarak LOQ hesaplanir.

Ozgunluk

Ozgunlik analiz yonteminin, ortamdaki diger olas1 bilesenler varliginda analiz edilen
maddeyi kesin olarak tayin edebilme 6zelligidir. ETP'nin formiilasyonlardaki olasi

diger maddelerle HPLC analizinde girisim yapip yapmadigi incelenmistir.
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2.3. Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Yénelik Calismalar

Membran yardimcili nanofabrikasyon ydntemiyle silindirik nanoyapilarin elde
edilmesi i¢in kalip olarak, nanoporlu Anotlanmis Aluminyum Oksit (AAO) membran
olan - Whatman Anodisc, (Anopore™) kullanilmistir. On ¢alismalarda ydntemin
optimizasyonu esnasinda ayni 6zellikteki 13 mm ¢apli AAO membran, daha sonraki
calismalarda {iretim verimini artirmak icin 47mm capli AAO membran tercih
edilmistir. Uretici tarafindan, membranin por genisligi yaklasik 200 nm; por boyu
(membranin kalinlig1) 60 um olarak bildirilmistir. Nanotiibiiler yapilarin iiretimi i¢in
membran yardimcili nanofabrikasyon yénteminde oncelikle en gecerli teknik olan,
"membrant polimer ¢ozeltisi ile 1slatma teknigi" kullanilarak yontem optimize

edilmeye ¢aligilmistir.

Yontemi optimize ederken formiilasyonun iiretimi esnasinda lizerinde c¢aligilmasi

gereken kritik parametreler su sekilde belirlenmistir:

*Polimer ve etken maddeyi iyi ¢ozen ortak ¢0zicu segimi

*Polimer/etken madde ¢dzeltisinin konsantrasyonu

*Polimer/etken madde orani

* AAO membranin etken madde igeren polimer ¢ozeltisiyle dolmasi i¢in gereken siire

*Etken madde iceren polimer ¢ozeltisiyle dolan AAO membranin kurumasi igin
gereken sire

*Kuruyan AAO membran1 ¢dzecek olan seyreltik asit ya da bazik ¢0zeltinin
konsantrasyonu

*Serbest polimerik nanoyapilarin elde edilmesinde AAO membranin ¢6ziilmesi igin
gereken siire
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Calismamizda tim bu parametreler detayli olarak degerlendirilmis, Uretilmesi
amaglanan yaklagik 200 nm c¢apl silindirik ve bitiinligiini koruyan polimerik
nanoyapilara ulagsmak i¢in, bize partikiil boyutu ve partikiil sekliyle ilgili detayl1 bilgi
veren en 6nemli analiz goriintiileme teknikleri olmustur. Neredeyse her formulasyon
icin Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ya da Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) analizi kullanilarak goriintiileme yapilmis, boyutlart ve sekil dzellikleri uygun
gorilen formiiller i¢in etken madde yiikleme etkinligini artirmaya yonelik
caligmalara gidilmistir. Olumlu sonu¢ elde edilen formilasyonlardan sonug
formilasyon belirlenmis ve bu formiilasyon iizerinde DSC analizi, FTIR analizi, Zeta
potansiyeli 6l¢iimii, etken madde salim c¢alismalart ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalari

yapilmustir.

Tez ¢alismamiz goriintilemenin 6nemli ve yogun oldugu bir arastirmadir.
Gorlintiileme aynt zamanda nanoyapilarin partikiil boyutu analizi i¢in de
kullanilmistir. Tez ¢caligmamizdaki formiilasyonlara ait tim goriintiilerin paylasilmasi
miimkiin olmadig1 i¢in, bulgular kisminda formiilasyonlarin ardindan, bizi olumlu

sonuclara yonlendiren TEM ve SEM gorintileri paylasilmistir.

2.3.1. Damlatma Yo6ntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesi

Nanoporlu membranlar1 1slatma yonteminde ilk olarak "membrant polimer ¢ozeltisi
ile 1slatma teknigi" degerlendirilmistir. Bu teknikte ilk irdelenen yontem “membran:
polimer ¢ozeltisi damlatarak islatma” yontemidir (Schlitt ve ark., 2008). Bu yontem
kisaca "damlatma" olarak adlandirilmistir. Membranlar1 polimer ¢ozeltisi ile 1slatma
yonteminde dncelikle ¢oziicii se¢imi, polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonu, membrani
cozmek i¢in kullanilacak seyreltik baz ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve nanoyapilari
serbest hale getirmek i¢cin membranin ¢ozildiigi silire degerlendirmeye alinmistir.
Polimer ve etken madde ¢6zeltisi hazirlamak i¢in gerekli olan ortak ¢oziiciiniin hem
polimeri hem de etken maddeyi cok iyi ¢ozmesi gerektigi belirlenmistir. Etken
madde ve kullanilan polimerin hidrofobik 6zelligi g6z oniine alindiginda en iyi se¢im

organik ¢oziiciiler arasindan yapilmistir.
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Etken madde yiikleme asamasina ge¢meden Once On ¢alismalarda nanotiibiiler
yapilarin olusumunu goézlemlemek amaciyla etken madde kullanilmadan polimer
cozeltileri hazirlanmis ve degerlendirilmeye alinmistir. Bunun i¢in ilk degerlendirilen
polimer Poli-e-kaprolakton (PCL) olmustur. PCL'min ¢dziiciileri arasinda yer alan
kloroform ve aseton (Vivek ve ark., 2007) kullanilarak polimer ¢ozeltileri, organik
¢ozliciiniin ugmasmi engellemek icin kapakli cam kapta manyetik karistiric

yardimiyla hazirlanmstir.

Yapilan 6n c¢alismada kullanllan AAO membranlarin bir kismi, membran
nanoporlarinin yiizeyini iyonik olarak aktive etmek amaciyla ultrasonik banyoda 1
dakika su ile yikanmistir. Diger bir kistm AAO membran kuru olarak kullanilirken
bir kismi da polimerin ¢oziildiigli ¢oziicii ile 1slatilarak kullanilmistir. Hazirlanan
PCL ¢ozeltilerinden 100 ul alinarak cam lam tizerindeki 13 mm ¢apli AAO membran
istline damlatilmis ve olusan 1slanmanin, membranin altina kadar gecip gegmedigi
gbzlenmistir. Membranlarin tamamen kurumasi i¢in 5 saat beklenmistir. On

calismalar i¢in hazirlanan formiilasyonlarin parametreleri Cizelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1. On formillasyon ¢alismalarinda damlatma yontemi kullanilarak degerlendirilen
parametreler

Kod Polimer ve Cozicu AAO ozelligi Kurutma AAO AAO
Konsantrasvonu suresi ¢cbzme ¢cbzme
Y islemi suresi
F1 PCL %2,5 Kloroform | Suileonceden g oot | 1M NaOH | 3 saat
yikanmig
F2 PCL% 2,5 Kloroform | Kuru membran 5 saat 1M NaOH | 5 saat
F3 PCL % 5,0 Kloroform | Kloroformiile 5saat | 1M NaOH | 7 saat
wslatilmig
F4 i
PCL %25 Aseton | Asetonile 5saat | 1M NaOH | 3 saat
wslatilmig
F5
PCL % 5,0 Aseton Kuru membran 5 saat 1M NaOH | 5 saat
F6 PCL % 2,5 Aseton | S ile onceden 5saat | 1M NaOH | 2 saat
yikanmig
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Konuyla ilgili yapilan ¢aligmalarda (Tao ve Desai, 2007) biyobozunur olmayan
polimer emdirilmis membranlar1 ¢ézmek igin kullanilan 2M sodyum hidroksit
cozeltisi (NaOH) yerine biyobozunur polimerlerle ¢alisildigr icin 1M NaOH (%4 a/h
NaOH) kullanilarak oncelikle bos AAO membranlarin ¢6ziilmesi i¢in gegen siire
belirlenmis ve yaklagik 2 saat bulunmustur. Yiikleme islemi sonrasinda ¢dzme
islemi, polimer yukli AAO membranlar 1M NaOH c¢ozeltisinde manyetik
karistiricida yavas hizda (60 rpm) karistirilarak ortamda iri pargacik gézlenmeyene

kadar siirdiiriilmiistiir bu sebeple ¢ozme islemi farkl siirelerde tamamlanmaistir.

Yapilan 6n caligmalarda olustugu diisiiniilen nanoyapilar1 disperse halde olduklari
bazik ortamdan ayirabilmek ig¢in santrifiij islemi (10.000 rpm, 10 dakika)
uygulanmistir. Santrifiij tiipiiniin alt kisimlarinda sadece bulaniklik olusmus, tstteki
siipernatan atilarak alttaki kisma yikamak amaciyla ultrasaf su eklenerek tekrar
santrifiijlenmistir (10.000 rpm, 10 dakika). Santrifuj tUpinidn ist kisminda kalan
siipernatan atilmig, alttaki bulanik kisim alinmis bu dispersiyondan analizler

yapilmustir.

On calismalarimizda formiilasyonlar degerlendirilirken, olusan nanoyapilarin
incelenmesinde bagvurulan ilk analiz TEM goriintiileme olmustur. TEM goriintiileme
icin ilk etapta daha homojen goriinen F4 ve F5 formiilasyonlar1 segilmistir. Bu
formulasyonlar 15 dakika ultrasonik banyoda galkalanarak gortntileme igin hazir
hale getirilmistir. Sonike edilen formulasyonlardan 10-15 ul kadar alinip TEM igin
0zel karbon gridlere damlatilip kurumaya birakilmistir. Yeterli kuruma saglaninca
gridler, cihazin kapali sistemine yerlestirilmis ve elektronlarin serbestce hareket

edebilecegi yiiksek vakum altinda goriintiilleme gerceklestirilmistir.

TEM goriintiileme i¢in segilen diger F2 ve F6 formiilasyonlarina nanoyapilara zarar
verebilecegi diisiincesiyle ultrasonikasyon uygulanmadigi i¢in pargaciklar iist {iste
yapisarak gorlntilemeyi imkansiz hale getirmislerdir. Bu sebeple TEM
goriintiilemesinden Once formiilasyonlara ultrasonikasyon uygulanmasi gerektigi

anlagilmistir.
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TEM gorantilemelerinden elde edilen olumlu sonuglar nedeniyle ve
formiilasyonlarin  hazirlanmasinda polimer ¢ozeltileri elde edilirken ufak
konsantrasyon farkliliklarinin bile polimer ¢ozeltisinin nanoporlara siiriiklenmesine
etki ettigi gozlendigi i¢in 6n ¢alismalar da dahil tiim formiilasyonlarda etken madde
kullanilmasina karar verilmistir. Damlatma yontemiyle ¢aligmalara devam edilirken,
tez ¢alismasinda kullandigimiz etken madde olan ETP heniiz elimize ulasmamis
oldugu i¢in 6n deneme amaciyla elimizdeki bagska bir ila¢g model etken madde olarak
kullamlmistir. On calismalara kisa bir siire, hidrofobik olmasi ve g¢esitli pH
kosullarina dayanikli olmasi sebebiyle, 4-florokinolon grubu antibakteriyel
ajanlardan, “ofloksasin” model etken madde (MEM) olarak kullanilarak devam

edilmistir.

2.3.2. Eritme Yontemiyle Nanoyapilari Uretimi ve Incelenmesi

Membran1 polimer ¢dzeltisi ile 1slatmanin yani sira, polimer eriyigi ile islatma
yonteminin (Dougherty ve Liang, 2009) degerlendirilmesi amaciyla polimer
¢Ozeltilerinden ince film dokiilerek ©On c¢alismalara devam edilmistir. Bir
karsilastirma yapabilmek amaciyla damlatma yonteminde olumlu kabul edilen
formiilasyon parametrelerinden yola ¢ikilmig, ayn1 polimer konsantrasyonu ve ayni
polimer/etken madde oranlariyla polimer ¢ozeltileri hazirlanarak etken madde igeren
polimer filmleri olusturulmustur. Filmler, farkli miktarlarda polimer ¢ozeltileri
kullanilarak kalinliklart AAO membranin kalinlig1 yani nanoporlarin boyuna yakin
kalinlikta (50-60 pm) olacak sekilde ayarlanarak dizglin ylzeylerde ve oda
sicakliginda (25°C) kurutularak hazirlanmistir.

Hem damlatma hem eritme yonteminde ayni oranda etken madde yuklemesinin
nanoyapilarin olusumundaki etkisini gozlemlemek amaciyla, seyreltik ve derisik
olarak iki farkli polimer/etken madde oran1 kullanilmistir. Seyreltik konsantrasyonda
polimer/etken madde orani; 20:1, derisik ¢Ozeltilerde polimer/etken madde orani ise
10:1 olarak belirlenmistir. Etken madde kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin

bilesimi Cizelge 2.2'de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Model etken madde yiiklenerek damlatma ve eritme yOnteminin karsilastirildig
formulasyonlar

Kod | Yéntem Cozicu Polimer ve Polimer/mEM AAO AAO
konsantrasyonu | orani ¢6zme ¢6zme

islemi suresi

D1 Damlatma DCM PCL% 2,5 20:1 1M NaOH | 3 saat
D2 Damlatma DCM PCL % 2,5 10:1 1M NaOH | 3 saat
D3 Eritme DCM PCL % 2,5 20:1 1M NaOH | 4 saat
D4 Eritme DCM PCL % 2,5 10:1 1M NaOH | 4 saat

Ik ydéntem olan damlatma yonteminde (D1 ve D2) etken madde ve PCL aym
cozlcude Cizelge 2.2°deki oranlarda karistirilarak ¢oziilmistiir. Etken maddenin
yiiklenebilirligini  gozlemlemek amaciyla birbirinden farkli konsantrasyonda
cozeltiler hazirlanirken, oncelikle PCL % 2,5 konsantrasyonda DCM’de ¢ozulmus
sonrasinda etken madde polimere gore 20:1 ve 10:1 oranlarinda c¢ozeltiye
eklenmistir. Bu ¢0Ozeltiden 100 pl alinarak 13 mm AAO membran yiizeyine bir
mikroskop cami iizerinde damlatilmis, membran c¢o6zeltiyi emdikten sonra,
¢Oziiclinlin tamamen ugmast i¢in oda sicakliginda 5 saat bekletilmigtir. Tamamen
kuruduktan sonra AAO membran, 1M NaOH c¢ozeltisinde ¢oziilerek eritilmis,
nanoyapilar santrifiijlenerek (20.000 rpm, 20 dakika) ¢oktiiriilmiis ve ultrasaf su ile

tekrar ayn1 kosullarda santrifiijlenerek yikanmustir.

Ikinci yontem olan eritme yonteminde, PCL ve etken madde Cizelge 2.2°de
gosterilen oranlarda ortak ¢oziclide (DCM) ¢oziilmiis ve film dokiilmistir. Oda
sicakliginda (25°C) kurutulan filmlerin kalinliklar1 dort farkli noktasindan olgiilerek
yaklasik 50pum kalinliginda elde edildigi belirlenmis, elde edilen filmler, AAO
membranin ¢apt genisliginde (13mm) daireler halinde kesilmistir. Isitic1 {izerine
duzgin yizeyli metal bir parca oturtularak PCL'nin erime sicakliginin (60°C)
istlinde bir sicaklik olan 80°C’ye 1sitilmis ve AAO membran da bu metal parca
tizerine yerlestirilmistir. Cap1 13 mm olan bir daire olarak kesilen etken madde yukli

polimer film AAO mebranin tam iizerine denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve
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erimesi beklenmistir. Polimer eriyiginin porlarin igine girdigi diistiniildiigiinde metal
parga 1siticidan alinmis ve sogutulmustur. Eriyigi iceren membran yine 1M NaOH'da
cozllerek eritilmis ve olustugu diistinilen nanoyapilar aynmi kosullarda

santrifiijlenerek (20.000 rpm, 20 dakika) toplanmustir.

Calismanin devaminda asil etken madde olan ETP formilasyonlara yiklenmesini
gbzlemek amaciyla yine polimer olarak PCL ve ¢oziicii olarak DCM kullanilarak,
damlatma ve eritme yontemleriyle, aym sekilde ve Cizelge 2.3'de belirtilen

parametrelerle formiilasyonlar hazirlanmistir.

Cizelge 2.3. Damlatma ve eritme yontemiyle ETP yiklenerek elde edilen formilasyonlar

Kod | Yontem Cozicu Polimer ve Polimer/ ETP | AAO AAO
Konsantrasyonu orani ¢6zme ¢6zme
islemi
0,5M
E1 | Damlatma DCM PCL % 2,5 10:1 5 saat
NaOH
. 0,5M
o .
E2 | Eritme DCM PCL % 2,5 10:1 NaOH 6 saat

ETP yiiklenerek hazirlanan formiilasyonlarda AAO membrant ¢ézme islemi 1M
NaOH yerine 0,5M NaOH'da gerceklestirilmis ve bu durum AAO membran1 ¢ézme
stiresini uzatmigtir. PCL kullanilarak hazirlanan bu grup formiilasyonlarda elde
edilen nanoyapilarin miktar1 ¢ok az da olsa, kurutulduktan sonra etken madde tayini
amaciyla DCM ile ¢oziilmeye calisilmis ancak saatler siiren karigtirma sonrasinda
bile nanoyapilarin ¢oziilmesi gergeklesmemistir. Bu durum NaOH varliginda
PCL'min yapisinda bir degisim olustugu diisiincesine gotiirmiistiir. Gerekli
arastirmalar yapilarak NaOH'in PCL {tizerindeki etkisi hakkinda sonuca ulagilmis ve
tartisma kisminda Bolim 4.2.2'de detayli olarak paylasilmistir. NaOH'in etkileri
nedeniyle bundan sonraki c¢alismalarda, biyobozunur polimerlerle hazirlanan
formilasyonlar icin AAO membrani ¢6zme islemi seyreltik fosforik asit ¢ozeltisinde

gergeklestirilmistir.
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2.3.3. Daldirma Yéntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve incelenmesi

Yontemin optimize edilmesi sirasinda en Onemli parametrelerden birini etken
maddenin nanoyapilara yiiklenmesi olusturmaktadir. Bu sebeple hem nanoyapilari
daha yuksek verimle elde etmek hem de etken maddenin yikleme kapasitesini
artirmak icin ¢alismalar yapilmistir. Polimer ¢6zeltisinin, AAO membranin porlarina
daha etken ve homojen dolumunu saglamak amaciyla yeni bir teknik denenmistir
(Kokonou ve ark., 2013). Agz1 sikica kapali bir kapta yeterli miktar polimer
cozeltisine AAO membran1 tamamen daldirilarak gergeklestirilen bu yontem
“daldirma” olarak adlandirilmistir. Calismanin bu asamasindan itibaren iiretim
verimini artirmak amaciyla 13mm ¢apli AAO membranlar yerine 47 mm caplt AAO
membranlar kullanilmaya baslanmistir. Bu kirilgan yapili 47 mm c¢apli AAO
membranlar1 polimer ¢dzeltisine biitiin olarak batirabilmek icin, agiz kismi 55 mm,
taban kismi ise ¢6zeltinin homojen yayilabilmesi i¢in diiz ve 65 mm olan kapakli

0zel cam kaplar tirettirilmistir.

Biyobozunur polimerlerden PCL ile yapilmis olan 6n ¢alismalarda, polimerin hassas
yapist geregi, degerlendirmekte oldugumuz formiilasyon parametrelerinin, 6zellikle
etken madde yiiklenmesine ait sonuglarin net olarak belirlenemedigi diistiniilmiis,
yontemin optimizasyonu agisindan bagka polimerler ile c¢alisilmasi gerektigi
sonucuna varilmistir. Bu baglamda formiilasyon parametrelerinin sonuglarin1 daha
net gézlemlemek amaciyla yine biyouygun olan ancak yapisal olarak daha dayanikli
ve bu yontemle islenebilirligi daha kolay olan polimerlerden poli (metil metakrilat,
PMMA) (Martin ve Mijangos, 2009), farkli molekiil agirliklari ile degerlendirilerek

calismamiza dahil edilmistir.

Calismalara ilk olarak PMMA'In yiiksek molekiil agirlikli (PMMA-996, Mw:
996kDa) ile devam edilmis ve %2 PMMA-996 konsantrasyonunda formdallerin
hazirlanmas1 uygun bulunmustur. Coziicii olarak diklorometan ve aseton kullanilmas,
bazi formiillerde ¢ozelti hazirlanirken, polaritesi nedeniyle AAO'nun iyonik yapisiyla
etkilestigi belirtilen ayrica ETP'nin en iyi ¢oziiciilerinden biri olan dimetil formamid

(DMF) c¢o6zucu sistemine eklenerek polimerin nanoporlarda siriiklenmesine etkisi
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incelenmistir. Bu grup formiilasyonlarda baglangi¢ icin 3 saat daldirma siiresi
uygulanmistir. DMF daha az ugucu bir ¢oziicii oldugu icin AAO membranlar

kurutma stiresi uzatilmistir.

Daldirma yontemiyle formiilasyonlar hazirlanirken dikkat edilen en Onemli
noktalardan birisi, AAO membran belli stre polimer ¢ozeltisinde bekletildikten
sonra, kurutmaya ge¢cmeden once alt ve Ust yizeyde biriken polimer ¢dzeltisinin
temizlenmesi olmustur. Konuyla ilgili c¢alismalarda kullanilan 6zel dokulu toz
birakmayan laboratuvar mendilleri (Kimweps, KIMTECH Science) DCM ile 1slatilip
membranin iistii bastirilmadan yiizeyden silinmis (Huang ve ark., 2013) ve boylelikle
polimer tabakasi kuruyup yapigsmadan nanoyapilarin, AAO ¢oziinmesi esnasinda
serbestce elde edilmesi saglanmistir. Membranmi ¢6zdiikten sonra nanoyapilar
ultrasantrifuj ile (40.000rpm, 30 dakika) ile toplanmis, ultrasaf su ile ayn1 kosullarda
santrifiijlenerek 3 kez yikanmis ve -40°C dondurulup, 48 saat sureyle liyofilize

edilmistir.

Cizelge 2.4. Daldirma yontemiyle hazirlanan C1A-C4A ve C1B-C4B kodlu formilasyonlar

Kod Polimer ve Cozicu sistemi Polimer/ETP Kurutma | AAO
Konsantrasyonu (ml) orani suresi ¢cozme
(25°C) islemi
Cl1A PM'\&Az'g% DCM (5,0) (10:1) 15 saat H‘Z";&
Con| PMMAS | DOMDME | gy | g |0
C3A PM '\&Az'g% Aseton (5,0) (10:1) 15 saat H‘Z";&
can| ™ '\32'996 As(ityosr:'a%';/' F (10:1) 15 saat HZ";&
CiB PM '\&Az'g% DCM (5,0) (10:2) 15 saat Hcy;Pl&
ce| ™ '\&Az'g% D(i"\g;g)g/)' F (10:2) 15 saat H‘f’;&
C3B PM '\&Az'g% Aseton (5,0) (10:2) 15 saat H‘f’;&
cag| ™ '\&Az'g% Asgg%%’;ﬂ F (10:2) 15 saat H‘f’;&
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2.3.3.1. Nanoyapilarda Etken Madde Yiikleme Etkinligi ve Yukleme
Kapasitesinin Tayini

AAO membrani polimer ¢ozeltisiyle doldurmak i¢in kullanilan daldirma yontemiyle
tiretim verimi artmis ve liyofilizasyon sonrasi etken madde yiikleme etkinligi tayini
yapmak i¢in yeterli miktar toz elde edilebilmistir. Hazirlanan nanotiibiiler yapilardaki
etken madde miktar tayini igin belli miktar liyofilize toz belli miktar diklorometan
(DCM) ile ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti metanol eklenerek 5 dakika karistirilmis
nanotiibiiler yapilara yiiklenen etken madde metanole alinmis ve ETP miktar

HPLC’de tayin edilmistir.

Nanoyapilarin etken madde yiikleme etkinligi (YE) hesaplanirken, Denklem 2.1'de
gosterildigi sekilde; miktar tayini icin tartilan liyofilize tozun, bastaki polimer/etken
madde oranina gore teorik etken madde miktar1 bulunmus ve HPLC analizinden elde
edilen etken madde miktar ile oranlanarak 100 ile ¢arpilmigtir. Nanoyapilarin etken
madde ylikleme kapasitesi (YK) hesaplanirken ise, Denklem 2.2'de gosterildigi
sekilde; HPLC analizinden elde edilen etken madde miktari, miktar tayini i¢in

tartilan liyofilize tozun toplam miktarina oranlanarak 100 ile ¢arpilmistir.

Yiikleme Etkinlizgi (%YE) = (A/B) x 100 (Denklem 2.1)

Yukleme Kapasitesi (%YK) = (A/C) x 100 (Denklem 2.2)

A: Nanoyapilara yiiklenen etken madde miktari
B: Formulasyondaki teorik etken madde miktari

C: Tartilan nanopartikiil miktari
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2.3.3.2. Etken Madde Yiikleme Etkinligini Artirma Calismalari

Daldirma yontemiyle elde edilen formiilasyonlarda etken madde yiikleme etkinligini
artirabilmek icin Oncelikli olarak, formiilasyona eklenen etken madde miktar
artirtlmistir. Formiilasyonlardaki polimer/etken madde oranlar1 (10:1, 10:2, 10:3,
10:3,5) degistirilerek yiikleme etkinligi artirilmaya calisilmistir. Caligmalara yine
PMMA-996 ve biyobozunur polimerden PCL ile devam edilmistir. Bu iki polimer
icin nanoporlar1 doldurmasi agisindan uygun olan %2 polimer konsantrasyonu sabit

tutulmus ancak ¢oziicii sistemi hacmen degistirilerek formiiller hazirlanmistir.

Ayrica polimer ¢ozeltisi hazirlarken, etken maddenin ortamdaki ¢oziiniirliigini
artirmak amaciyla olan ETP’nin iyi ¢oziiniirliik gosterdigi DMF yerine yine ETP'nin
cok 1yl ¢oziiniirliikk gosterdigi dimetil siilfoksitten (DMSO) faydalanilmasina karar
verilmistir. DMSO ilave edilen formiilasyonlarda etken maddenin gozle goriilir
sekilde daha hizli ¢6ziildiigli ve daha berrak c¢ozeltiler elde edildigi kaydedilmistir.
Daldirma yonteminde AAO membranin etken madde igeren polimer cozeltisiyle
dolmasi icin gereken siirenin etkisini de gozlemlemek amaciyla tiim formiilasyonlar
icin bu sure 5 saat olarak ayarlanmistir. Daha sonra ¢oziiciilerin tam olarak ugmasi

icin membranlar 1 gece boyunca 15 saat kurumaya birakilmigtir.

Bu grup formdilasyonlarda, kritik parametrelerden biri olan, polimer yukli AAO
membrani ¢ozmek i¢in kullanilan fosforik asit (H3PO,4) konsantrasyonu %210’dan,
%8’e diisiiriilmiis, H3PO, konsantrasyonun diisiiriilmesinin de formiilasyonlarin
tizerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica AAO membrani etken madde yiiklii polimer
¢ozeltisine daldirma siiresinin 3 saatten 5 saate ¢ikarilmis olmasi da irdelenen
formiilasyon parametrelerinden birisi olmugtur. Hem PPMA-996 ve hem PCL
polimeri kullanarak elde edilen formulasyonlarda belirlenen islem parametreleri

Cizelge 2.5°teki gibi ayarlanmustir.
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Cizelge 2.5. Daldirma yontemiyle artan ETP konsantrasyonlariyla hazirlanan A1-A12 kodlu

formilasyonlar

Kod Polimer ve Cozicu sistemi Polimer/ETP Daldirma | AAO
Konsantrasyonu | (ml) orani suresi ¢cdzme
islemi
PMMA-996 ) %8
Al %2 DCM (7,0) 10:1 5 saat H,PO,
PMMA-996 %8
A2 062 DCM (7,0) 10:2 5 saat H.PO,
PMMA-996 %8
A3 062 DCM (7,0) 10:3 5 saat H.PO,
PMMA-996 ) %8
A4 %2 DCM (7,0) 10:3,5 5 saat H,PO,
A5 PCL %2 DCM (7,0) 10:1 5 saat %8
' ' H3;PO,
A6 PCL %2 DCM (7,0) 10:2 5 saat %8
' Hs;PO,
A7 PCL %2 DCM (7,0) 10:3 5 saat %8
' Hs;PO,
A8 PCL %2 DCM (7,0) 10:3,5 5 saat %8
' ' Hs;PO,
PMMA-996 ] ) ) %8
A9 %2 DCM:DMSO (6:1) 10:4 5 saat H,PO,
PMMA-996 DCM:DMSO %8
Al0 02 (6,5:0,5) 10:4 5 saat H4PO,
%8
All PCL %2 DCM:DMSO (6:1) 10:4 5 saat
Hs;PO,
DCM:DMSO %8
Al2 PCL %2 10:4 5 saat
° (6,5:0,5) saa HsPO,

2.3.4. Vakum Yontemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve incelenmesi

Yontemi gelistirmek i¢in farkli alternatifler aranirken vakumla filtrasyon yontemiyle

AAO membrana polimer yuklemesi ¢alismalar1 incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda

(Martin and Mijangos, 2009) klasik filtrasyon yontemiyle nanoporlu membran,

filtrasyon diizeneginin iistline yerlestirilip, listten polimer ¢ozeltisi dokiiliip alttan

vakum uygulanarak yiiksek verimle polimerik nanofiberler elde edildigi sdylenmistir.
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Vakumla filtrasyon yontemi modifiye edilerek ¢alismamiza uygun hale getirilmek
icin literatiirlerde yer almayan yeni bir teknik denenmistir. AAO membran polimer
¢ozeltisi i¢ine daldirilmis haldeyken vakumlu desikatore yerlestirilmis ve desikatoriin
kapag sikica kapatilarak kuvvetli bir vakum pompasi (Millipore) yardimiyla -80 kPa
vakum uygulanmistir. Bu sekilde ortamdaki ve membranin porlarindaki tiim hava
bosaltilarak atmosfer basinci ortadan kaldirilmis ve 1 dakika beklenmistir. Vakum
kapatilip desikator igine tekrar hava verildiginde basinci dengeye getirmek igin
membranin porlarina hizlica hava dolarken aynm1 zamanda etken madde tasiyan

polimer ¢ozeltisini de hizlica porlara ¢ekmis ve sistem dengeye gelmistir.

AAO membranin boyu kadar olan tiim porlara sivi1 iletiminin hizli olarak saglanmasi
icin gelistirdigimiz bu yontemle Oncelikli olarak farkli molekiil agirhikli PMMA
polimeriyle farkli formiilasyonlar denenmistir. Bu arada PMMA iceren
formiilasyonlarda AAO ¢6zme islemi i¢in 0,25M NaOH (%1 NaOH) etkisiyle %6
H3PO, etkisi de karsilastiriimistir. Kendi gelistirdigimiz bu yontem AAO membranin
nanoporlarinin polimer ¢ozeltisiyle ¢ok kisa siirede dolmasini saglayarak islem

stiresini onemli Ol¢lide kisalttigi icin ¢ok degerlidir.

Cizelge 2.6. Modifiye vakum filtrasyonu yontemiyle elde edilen formiilasyonlar

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | AAO AAO
konsantrasyonu | sistemi (ml) orani cbzme ¢cbzme
islemi suresi
vi | PMMA-350%2 | DCM (7,0) (10:2) 0,25M 5 saat
NaOH
v2 | PMMA350%2 | DCM (7,0) (10:2) %6 8 saat
Hs;PO,
v3 | PMMA996%2 | DCM (7,0) (10:2) 0,25M 5 saat
NaOH
v4 | PMMA-996%2 | DCM (7,0) (10:2) %6 8 saat
H3PO,
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Bu formiilasyonlar i¢in etken madde yiikleme etkinligi tayini yapilirken gézden
kacan ¢ok onemli bir nokta dikkati ¢ekmistir. Caligmalar esnasinda nanotiibiiler
yapilar, polimerin parcalanip etken maddenin agiga ¢ikmasi igin 6nce DCM ile
¢oziilmiis daha sonra Ustine metanol eklenerek etken madde organik fazdan
cekilirken, metanol ile karistirilma siiresi 5 dakika olarak ayarlanmistir. Ancak etken
madde yiikleme kapasitesinin diisiik olmasinin nedenleri arastirilirken metanolle
karistirma siiresi 5 dakikadan 30 dakikaya ¢ikarilan tayinlerde etken madde yikleme
kapasitesinin  6nemli 6lglde arttig1 tespit edilmistir. Bu iimit verici gelisme
dolayisiyla etken madde yiikleme etkinligi olumlu sonug veren 6zellikle biyobozunur
polimerlerle elde edilen formiilasyonlar tekrar degerlendirmeye alinmis ve bundan
sonraki ¢alismalarda etken madde miktar tayininde metanolle karistirma yaparken

daha uzun siire karistirilmasina dikkat edilmistir.

Calismanin bu asamadan sonraki kisminda liyofilizasyon sonrasi elde edilen
nanoyapilarda daha genis alan goriintiilemenin hem formiilasyonun geneli agisindan
daha ¢ok fikir verecegi hem de zaman ve mali yiikk agisindan fayda saglayacagi
ongorilerek TEM gorlntileme yerine taramali elektron mikroskobu (SEM)
gorintileme teknigine bagvurulmustur. Sonu¢ formiilasyona ulasildiginda
nanoyapiin detayli analizine ihtiyag¢ duyuldugu zaman TEM goriintiileme
yapilmasina karar verilmistir. Ayrica kullanilan AAO membranlar da por yapisini

detayli gormek amaciyla SEM ile analiz edilmistir.

2.3.5. Secilen Daldirma Yoéntemiyle Yeni Formiilasyonlarin Uretimi ve

incelenmesi

Calismalarimizda membrani 1slatma iglemlerinde kullandigimiz damlatma, eritme,
daldirma ve vakum uygulama yontemleri arasinda lretilen nanoyapilarin miktarina
bakilarak en iyi iiretim verimi ve en yiiksek etken madde yiikleme kapasitesi elde
edilen yontem "daldirma" yontemi olmustur. TEM goriintiilerinden elde edilen

bulgulara gore de daldirma yontemiyle elde edilen nanoyapilarin sekil ve biitiinliik
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olarak en uygun oldugu bulunmustur. Bu sebeple bundan sonraki ¢aligmalarimiza

daldirma yontemi kullanilarak devam edilmistir.

Daldirma yoOntemiyle elde ettigimiz yeni grup formilasyonlarda, PMMA
polimerleriyle, polimer/ETP, 10:3 oramyla hazirlanan formdiller icin daldirma
siresinin etkisi 24 saat, 10 saat ve 4 saat olarak incelenmistir (Cizelge 2.7). Ayrica
polimerin molekiil agirhiginin etkisini net bir sekilde gézlemek amaciyla PMMA-350
ve PMMA-996 ile elde -edilen c¢ozeltilerde DMF'in etkisi de yeniden

degerlendirilmistir.

Cizelge 2.7. Daldirma yontemiyle elde edilen Y1-Y6 kodlu formulasyonlara ait parametreler

Kod Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | Daldirma | AAO AAO
Konsantrasyonu | sistemi (ml) orani suresi ¢cbzme | ¢cbzme

islemi suresi
Y1 PMMA-350 %2 D(c(;%g)g/)l F 10:3 24 saat H;V;804 6 saat
Y2 | PMMA-996 %2 Dé%;EgF 10:3 24 saat H?;& 6 saat
Y3 | PMMA350 %2 Dé%;ESF 10:3 10 saat H?;& 6 saat
Y4 PMMA-996 %2 D(%%g)g/)l F 10:3 10 saat H;V;804 6 saat
Y5 PMMA-350 %2 D(c(;%g)g/)l F 10:3 4 saat H;V;804 6 saat
Y6 | PMMA-996 %2 Dé%;EgF 10:3 4 saat H?;& 6 saat

2.3.5.1. Nanoyapilarin Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) Analizi

Enerji Dagilimli X-1sinlar1 Spektroskopisi olarak tanimlayabilecegimiz EDS genel
olarak numunenin elementel analizi ig¢in kullanilan bir yontemidir. Herhangi bir
numune Uzerindeki bir alanda elementel kompozisyonu tanimlamak igin
kullanilmaktadir. SEM yapisina adapte edilen EDS analizi, 6rnek tizerine taramali bir

elektron demeti diisiiriilerek gergeklestirilir. Bu elektronlarin bazilar1 numune



60

igindeki elektronlar ile garpisarak elektronlarin yoriingelerinden ¢ikmasi saglanir.
Bosalan pozisyonlar X-1sinlar1 yayan yiiksek enerjili elektron tarafindan doldurulur.
Numuneden yayilan X-isinlar1 yari iletken dedektor tarafindan analiz edilerek,
numunenin elementel kompozisyonu vyani hangi elementleri igerdigi tespit
edilebilmektedir. EDS atom numarasi 4'ten biiyilk olan elementler igin nitel
(kalitatif) analiz o0zelligine sahiptir. EDS analizi c¢alismamizda elde edilen
nanoyapilarda inorganik aluminyum artigi kalip kalmadiginin tespiti igin

kullanilmustur.

2.3.5.2. AAO Membrani Sogukta Cozme Tekniginin Gelistirilmesi

Bu asamadan sonra elde edilen nanoyapilarin birbiriyle girisim yapmamasi ve etken
madde yiikleme etkinligi artirilarak serbest nanotiibiiler yapilarin elde edilmesine
yonelik ¢alismalara baslanmistir. Bu amaca yonelik olarak islemlerde ilk yapilan
degisiklik nanoyapilarin ultrasantrifiijle toplanmast ve 3 kez ardarda yikanmasi
yerine filtrasyon diizenegi yardimiyla 50 nm porlu Polikarbonat (Nucleopore,
Whatman) filtrelerle toplamak ve bu sekilde yikamak olmustur. Bu noktada AAO
membran c¢oOziinlirken uyguladigimiz karistirma isleminin ve ortam sicakliginin
nanoyapilarin serbest hale ge¢mesi tizerindeki etkisinin incelenmesine dolayisiyla

¢ozlinme ortamu sicakliginin 10-15°C olarak ayarlanmasina karar verilmistir.

Cizelge 2.8. AAO membrani sogukta ¢ézme teknigiyle elde edilen formiilasyonlar

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | Daldirma | AAO AAO
Konsantrasyonu sistemi (ml) orani suresi cbzme ¢cbzme
islemi suresi
DCM:DMF %7
S1 PCL %3 10:2 8 saat 6 saat
° (5,0:1,0) sad HpO, | °°%
DCM:DMF %7
O .
S2 ePLGA %4 (5.0:1,0) 10:2 8 saat H4PO, 6 saat
DCM:DMF %7
O .
S3 P(LCG) %4 (5.0:1,0) 10:2 8 saat H.PO, 6 saat
PMMA:P(HEMA) DCM:DMF %7
S4 10:2 8 saat 6 saat
(3:1) %4 (5,0:1,0 > HaPO, | °
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Caligmaya yeniden biyobozunur polimerlerle devam edilmis, bir de polimer
kompozisyonu denenmeye karar verilmistir. Cizelge 2.8'de goriildiigii gibi yine ilk
olarak PCL degerlendirmeye alinmistir. Daha sonra poli(laktik-ko-kaprolakton-ko-
glikolik asit), (P(LCG)) ve poli(laktid-ko-glikolid) yani PLGA'nin ester uglu tiirevi
(ester terminated) calismaya dahil edilmistir. Ayrica akrilatlarin suyla sisip ¢ok iyi
hidrojel olusumu gosteren bir tiirevi olan poli (hidroksietil metakrilat) P(HEMA) ise
PMMA-350 ile 1:3 oraninda karistirilarak S4 formilasyonu elde edilmistir. AAO
membranlart ¢ozme siiresi de %7 H3PO, iginde 7 saat olarak ayarlanmstir.
Boylelikle formiilasyonun iiretimi esnasinda iizerinde ¢aligilan, polimer/ETP orant,
AAO membranin ¢ozildigi H3PO, ¢Ozeltisinin  konsantrasyonu ve AAO
membranin ¢oiilmesi i¢in gereken siire gibi kritik parametreler, Cizelge 2.8’de

veriligi sekilde son halini almistir.

2.3.5.3. AAO membram Sogukta Cozme Teknigiyle Elde Edilen Nanoyapilarda

Uretim Veriminin Belirlenmesi

Uretim veriminin belirlenmesi icin islemin basinda kullanilan AAO membranlar kuru
olarak tartilmistir. Etken madde igeren polimer ¢ozeltisiyle dolum gerceklestikten
sonra AAO membranlar kurutulup tekrar tartilmistir. Bu ikisi arasindaki fark alinarak
AAO membranin hapsettigi toplam madde miktar1 bulunmustur. AAO membran
¢oziiliip nanotiibiiler yapilar liyofilize edildikten sonra elde edilen toz iiriin tartilmis

ve Denklem 3.1 kullanilarak % iiretim verimi hesaplanmaistir.

Uretim verimi (% UV) = [(A/ (B - C)] x 100 (Denklem 3.1)

A: Liyofilizasyondan sonra elde edilen kuru toz agirligi
B: Polimer/Etken madde ¢ozeltisiyle dolup kurutulan AAO membranin agirlig

C: AAO membranin islem basindaki kuru agirhig



62

2.3.6. Sonug Formiilasyon Uzerinde Yapilan Calismalar

Sonu¢ agisindan en iyi oldugu disiiniillen S2 formiilasyonundan elde edilen
nanoyapilar igin, Uretim tekrarlanabilirliginin tayini, zeta potansiyeli tayini,
formilasyonun FTIR Analizi ve DSC Analizi, ayrica etken madde salim g¢alismasi
yapilmig, daha sonra hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina gegilmis ve hucresel alim

calismalariyla kanser hiicreleri iizerinde sitotoksisite ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

2.3.6.1. Sonu¢ Formiilasyonun Uretim Tekrarlanabilirliginin Tayini

Calismalara sonu¢ formali olarak belirlenen S2 formullndn tekrar edilmesi ve
karakterizasyon sonuglarinin tekrar analiz edilmesiyle devam edilmistir. S2 formiilii
ile etken maddesiz bos formiil hazirlanmis ve hem ETP yiiklii hem etken maddesiz
formilasyonun SEM goriintiileri tekrar g¢ekilmis ve detayli olarak incelenmistir.
Daha sonra formiilasyon yapisinin detayli analizi i¢cin TEM goriintiileri de ¢ekilmis
ve incelenmistir. Formiilasyonun etken madde yiikleme etkinligi ve {iretim verimi

bulunmus ve yapilmasi diisiiniilen diger analizlere ge¢ilmistir.

2.3.6.2. Sonu¢ Formiulasyonun Zeta Potansiyel Analizi

Sonug¢ formilasyon olan S2 i¢in, ETP yiiklii ve etken maddesiz bos nanotiibiiler
partikiillerin dispersiyon halindeki stabilitelerini yorumlamak amaciyla Zeta
potansiyelleri (Zetasizer, Malvern 1Ins.)) hem liyofilizasyondan 0Once hem
liyofilizasyondan sonra tayin edilmistir. Partikullerin yizey yuklerini 6l¢ebilmek igin
partikiiller her 6l¢iimde ayni oranda seyreltilmislerdir. Sonuglar bulgular boliimiinde

paylasilmistir.
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2.3.6.3. Sonu¢ Formulasyonun FTIR Analizi

Fourier Transform Infrared (FTIR) cihazi yapisinda bulunan elmas kristali ile
potasyum bromiir kullanimina ihtiya¢ kalmadan orneklerin FTIR spektrumlarinin
alinmasina imkan vermektedir. Nanotlbduler partikiller dogrudan toz olarak cihazin
0zel elmas kristali olan bdlmesine yerlestirilip, PLGA polimeri ise toz edilemedigi
icin DCM ile film halinde hazirlandiktan sonra 400-4000 cm™ dalga sayist aralifinda

FTIR spekturumu alinmstir.

2.3.6.4. Sonu¢ Formulasyonun DSC Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetre kullanilarak nanotiibiiler partikiillerin ve ayrica
ePLGA polimerinin termal analizleri yapilmistir. 2,5 mg formiilasyon ve ayrica 5 mg
ePLGA polimeri tartilarak aliiminyum panlar i¢ine konulmus ve preslenerek
kapatildiktan sonra cihaza yerlestirilmistir. Calismada, 1 atm basingtaki azot gazi
(50ml/dakika) altinda, 20-300 °C sicaklik araliginda 10°C/dakika 1sitma hizinda

sicaklik artirilarak termogramlar elde edilmistir.

2.3.6.5. Sonu¢ Formiilasyonun Etken Madde Salim Calismasi

Etken madde yilikleme etkinligi ve iiretim verimi en 1iyi bulunan S2
formilasyonundan in vitro etken madde salim galismasi yapilmistir. ETP’nin klinikte
uygulama dozu 0,2mg/ml oldugu i¢in elde edilen liyofilize nanoyapilar 0,2 mg ETP
icerecek sekilde tartilip 2 ml ¢oziinme ortami ile 1 dakika ultrasonik banyoda
disperse edilerek diyaliz membrana (Sigma-Aldrich, 12000Da MWCO)
yerlestirilmistir. Membranlar kapakli cam kaplarda bulunan 100ml pH 7,4 PBS-Tw
ortamma koyulmus, sicakligi 37+0,5°C olan yatay calkalayicili su banyosunda
100rpm calkalama hizinda in vitro etken madde salimi gergeklestirilmistir.

Ortamlardan belli zaman araliklarinda 1 ml numune ¢ekilmis, esit hacimde ve ayni
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sicaklikta taze salim ortami kaplara ilave edilmistir. Alinan numuneler HPLC'de

tayin edilerek ETP miktarlar1 belirlenmistir.

2.3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Calismanin bu asamasinda, hazirlanmis olan nanotiibiiler yapilarin kanser hiicreleri
i¢ine girip girmediginin belirlenmesi hedeflenmis ve bu amagla Insan Kiigiik Hucreli
Olmayan Akciger Kanseri Hiicresi (A549) ve Insan Meme Kanseri Hiicresi (MCF-7)

secilerek iki farkli kanser hiicre dizisinde ¢alisilmistir.

Rutin Islemler:

Hiicreler, {iretici firmalarin bildirdigi sekilde ekilmis ve tiim calismalar siiresince
asagidaki kosullarda {iretilmis ve g¢ogaltilmistir. Kiiltiir besi yeri olarak ylksek
konsantrasyonda (4,5mM) glukoz, 2 mM L-glutamin, %10 fetal sigir serumu ve %1
penisilin/streptomisin (10.000U.mlI™* penisilin / 10.000ug.ml™ streptomisin) iceren
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kullanilmistir.

Cogaltma ve yeniden ekim:

Hiicreler, yapisik hiicreler icin islem gdrmiis, 25 cm®lik Kkiltir kaplarinda
cogaltilmistir.  Hiicreler yiizeyin %80’ini  kapladiklarinda  kiiltiir ~ ortamu
uzaklastirilmis ve % 0.05 tripsin / % 0.025 EDTA ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmustir.
Yikama c¢ozeltisinin de uzaklastirilmasindan sonra hiicreler 37°C’lik CO;
inklibatorinde 5 (+2) dakika bekletilmis, siire sonunda kap yiizeyinden ayrildiklari
mikroskopik olarak gozlenen hicreler 37°C’lik taze besi yeri ile istenilen yogunlukta
yeniden ekilmistir. Bizim c¢alisma kosullarimizda bu islemin haftada 1-2 kez

yapilmasi1 gerekmistir.
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2.3.7.1. Hicresel Alm Cahismalari

Uretilen nanotiibiiler yapilarin kanser hiicrelerine alimini konfokal mikroskop (Zeiss
LSM 510) ile gozleyebilmek amaciyla nanoyapilar formiile edilirken floresan 6zellik
tasiyan Kumarin-6 (C6) bilesigi (Tahara ve ark., 2010; Yan ve ark., 2010)
kullanilmistir. Polimer ¢ozeltilerine polimer/C6 (10:0,1) oraninda C6 eklenerek hem
etken madde igeren hem de icermeyen boyali nanotiibiiler yapilar elde edilmistir. En
iyi sonug aldigimiz S2 formulasyonuna (Cizelge 2.8) uygun olarak hazirlanan, kiiltiir
ortami i¢inde dagitilmis ve literatiire uygun olarak konsantrasyonu ayarlanmis
floresan madde tasiyan polimerik nanotiipler, goriintiileme igleminin gerektirdigi
sekilde cogaltma ve inkiibasyonlar i¢in Uretilen kapakli ve 8 bolmeli steril 6zel kulttr
kaplar1 (Millicell® EZ SLIDES, Sekil 2.2) tizerinde ¢ogaltilmistir.

Iki farkli hiicre dizisi (A549 ve MCF-7), sadece floresan madde iceren ve floresan
madde yaninda ETP konsantrasyonu 2,5 pg/ml olan nanoyapilar igeren kiiltiir ortami1
ile ayrt EZ Slide iginde 2 ve 4 saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
strelerinin sonunda hicreler sabitlenmek amaciyla 3’er kez PBS tamponu ile
yikanmis, % 4 formaldehit ile 20 dakika inkiibe edilmis ve yeniden PBS ile
yikanarak goriintiillemeye hazir hale getirilmistir. Nanoyapilarin kanser hiicreleri

icine alim1 konfokal mikroskopta goriintiilenmistir.

M _ e eV ==

4 P~

Sekil 2.2. Millicell EZ slides
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2.3.7.2. Kanser Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite ¢alismalart igin segilen A549 hucreleri stispansiyon haline getirildikten
sonra 96-kuyucuklu polistiren plakalara esit hacimde ekilmistir. Esas Kontrol grubu
tizerinde hiicrelere hicbir uygulama yapilmamis, uygulama yapilan gruplarda ETP
iceren dozlar 1pg/ml, Spg/ml ve 25pg/ml olarak ayarlanmistir (Litwiniec ve ark.,
2013). Uygulanan nanopartikiil gruplari; ETP yiikli nanopartikiil (ETPnp), ETP
icermeyen bos nanopartikiil (BOSnp) olarak belirlenmistir. Asagida formiilii verilen
ETPnin IV enjeksiyonluk piyasa preparati (Etoposide-TEVA, Enjeksiyon
Konsatresi, 100 mg/5 ml) karsilastirma amaciyla kullanilmistir.

ETP 100 mg
Susuz sitrik asit 10 mg
Polisorbat 80 400 mg
Etanol 1205 mg

PEG 300 ym 5mi

Piyasa preparatinin bu formiiliinden hareketle elimizdeki ETP'nin ¢ozelti grubu
(ETP¢6z) hazirlanmis, bu c¢ozelti grubuna kontrol saglamak amaciyla sadece

yardimc1 maddeleri igeren bir negatif kontrol (NK) grubu tasarlanmistir.

A549 hiicrelerinin canliligi 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum bromid
(MTT) testi ile belirlenmistir. Belirlenen siireler sonunda hiicrelerin tizerindeki ilaglt
ortamlar alinarak, 200 pl taze kiiltir ortami ilave edilmis, ilizerine 20 pl MTT
cozeltisi ilave edilerek karanlikta 37°C’lik CO; inkibat6érinde 3 saat bekletilmistir.
Sonrasinda kuyucuklara belli miktar DM SO ilave edilerek olusan mor renk 570nm'de
mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific) ile spektrofotometrik olarak okunmus ve
asagidaki formiil yardimiyla canli hiicrelerin yilizdesi hesaplanmistir.  Higbir
uygulama yapilmayan hiicreler asil kontrol grubudur ve elde edilen OD degerine

kars1 hiicre canlilig1 %100 olarak belirlenmistir.

Hiicre canlilig1(%) = [OD(uygulama yapilan hiicreler)/OD(kontrol)] x 100



3. BULGULAR

3.1. ETP Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait Bulgular

3.1.1. ETP’nin FTIR Spektroskopisi ile Analizine Ait Bulgular

ETP'nin ¢alismamizdan elde edilen FTIR spektrumu Sekil 3.1'de, literatiirden elde
edilen FTIR spektrumu Sekil 3.2'de verilmistir.
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Sekil 3.1. ETP'nin elde edilen FTIR spektrumu
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Sekil 3.2. ETP'nin literatirdeki FTIR spektrumu (Qin ve ark., 2013)
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3.1.2. ETP’nin DSC ile Analizine Ait Bulgular

ETP’nin DSC ile analizinden elde edilen termogram Sekil 3.3'de, literatiirde goriilen

DSC termogrami Sekil 3.4'de verilmistir.

DsC
mwW

0.00-

-5.00- 176680

-10.00

-15.00 289.35C

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.3. ETP'nin DSC termogrami
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2 < AHIAT
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Temperature (°C)

Sekil 3.4. ETP'nin literatirde verilen DSC termogrami (Solano ve ark., 2013)
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3.1.3. ETP’nin Asetonitril Ortaminda UV Spektrofotometre ile Analizine Ait
Bulgular

UV Spektrofotometre ile yapilan ¢alismada ETP’nin Amax degerleri 220 nm olarak

belirlenmistir ve UV spektrumu Sekil 3.5'te gosterilmistir.

mAU i
400 f
300 f
200 f
100 f

0 /\

L L A e e L L s e s L s B ) LA S s s e S
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 3.5. ETP'nin asetonitril ortamindaki UV spektrumu

3.1.4. ETP’nin Asetonitril Ortaminda HPL.C ile Analizine Ait Bulgular

ETP'nin asetonitril ortamindaki HPLC ile tayininde belirlenen gerekli kosullar
Cizelge 3.1°de verilmistir. Bu kosullara gére HPLC’de elde edilen ETP piki Sekil
3.6’da, kalibrasyon dogrusu Sekil 3.7'de gosterilmistir.



Cizelge 3.1. ETP'nin asetonitril ortamindaki HPLC miktar tayininde belirlenen kosullar

70

Cihaz Agilent series 1100
Kolon ACE 5 C18 (150mm x 4,6mm, 5um)
Sicaklik 40°C
Dalga boyu 220 nm
Mobil faz Asetonitril: pH 5,0 fosfat tamponu
Akis hizi 1ml/dakika
Enjeksiyon hacmi 10 ul
Alikonma zamanm 4.7 dakika
mALl o
304 3
25
20
159
109
5
: o,

Sekil 3.6. ETP'nin asetonitril ortaminda belirtilen kosullarda elde edilen pikini gésteren HPLC

kromatogrami
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Sekil 3.7. ETP'nin HPLC y&ntemi ile elde edilen asetonitril ortaminda 220nm’deki kalibrasyon
dogrusu

3.1.5. Etoposid’in Metanol Ortaminda HPLC ile Analizine Ait Bulgular

ETP'nin metanol ortaminda elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 3.8'de,

kalibrasyon dogrusu Sekil 3.9'da verilmistir.

mal
30

667

20 A

n 7 4 L3 a n 17 14 min

Sekil 3.8. ETP'nin metanol ortaminda 220nm’de, elde edilen pikini gosteren HPLC
kromatogrami
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Sekil 3.9. ETP'nin HPLC yontemi ile elde edilen metanol ortaminda 220nm’deki kalibrasyon
dogrusu

3.1.6. ETP'nin PBS-Tw (pH 7,4) Ortaminda HPLC ile Analizine Ait Bulgular

ETP'nin PBS-Tw (pH 7.,4) ortaminda elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 3.10'da,
kalibrasyon dogrusu Sekil 3.11'de verilmistir.

£
=
+725

30

25

207

n z 4 A a 10 12 14 m

Sekil 3.10. ETP’nin (pH 7,4) PBS-Tw ortaminda 220nm’de, elde edilen pikini gosteren
HPLC kromatogrami
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Sekil 3.11. ETP'nin (pH 7,4) PBS-Tw ortaminda 220nm’deki kalibrasyon dogrusu

3.1.6. Analitik Yontemin Validasyonuna Ait Bulgular

Dogrusallik ve Arahg:

ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonuna ait dogrusallik ve araligi
calismasi belirtildigi sekilde tayin edilmistir. Etoposidin miktar tayini yonteminin
analitik validasyonuna ait dogrusallik ve araligi ¢alismasindan elde edilen regresyon
dogrusunun sekli Sekil 3.12'de bu dogruya ait elde edilen parametreler Cizelge 3.2'de

verilmigtir.
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Alan
A3

Sekil 3.12. ETP'nin miktar tayini y®énteminin analitik validasyonundan elde edilen
regresyon dogrusu

Cizelge 3.2. ETP'nin miktar tayini yénteminin analitik validasyonundan elde edilen
regresyon dogrusunun parametreleri

Asetonitril ortanm

. . 0,2-100 pg/ml
Dogrusallik ve arahig:
- 25,236
Egim
0,2934

Egimin standart hatasi

Alt sinir: 25,169

S . o
Egimin % 95 Giiven arahg Ust sinir: 25,304

<0,0001
Egimin onemlilik degeri
- -0,4770
Kesisim
1,059

Kesisimin standart hatasi

Alt sinir: -2,919
Ust sinir: 1,965

1,0

Kesisimin %95 Giiven arahg:

Determinasyon katsayisi (r2)

Regresyon dogrusundan sapmalarin

2,855
standart hatasi (Sy.x)




75

Dogruluk

ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonuna ait dogruluk ve geri elde
caligmas1 yontemde belirtildigi sekilde tayin edilmistir. ETP'nin miktar tayini
yonteminin analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglari

Cizelge 3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.3. ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri
elde sonuglari

1.Konsantrasyon 2.Konsantrasyon 3.Konsantrasyon
(0,5 pg/ml) (5 pg/ml) (50pg/ml)
C C c
Alan (g/ml) % Geri Alan (g/ml) % Geri Alan (ug/ml) | % Geri
Hg elde Hg elde elde

10,8 0,447 89,372 125,0 4,972 97,009 1257,8 49,860 | 101,657

10,9 0,451 90,165 125,2 4,980 97,089 1260,9 49,983 | 101,586

11,2 0,463 92,543 125,7 4,999 96,771 1259,9 49,944 | 101,982

111 0,459 91,749 125,8 5,004 96,851 1263,7 50,094 | 102,069

10,8 0,447 89,372 125,2 4,980 96,612 1256,5 49,809 | 102,355

10,8 0,447 89,372 125,2 4,980 96,692 1256,5 49,809 | 101,895

Ortalama 90,4290 | Ortalama 99,7202 | Ortalama 99,8331
SS 1,3879 | SS 0,2543 | SS 0,2246
%BSS 1,5347 | %BSS 0,2551 | %BSS 0,2250
Kesinlik

ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonuna ait kesinlik ¢aligmasinda
yontemin tekrarlanabilirligi ile farklir giin ve farkli analistlere ait ara kesinligi tayin
edilmistir. ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde edilen

tekrarlanabilirlik ¢aligmasina ait sonuglar Cizelge 3.4'te verilmistir.
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Cizelge 3.4. ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik

sonuglart
Teorik C Bulunan C Teorik C Bulunan C Teorik C Bulunan C

(ng/ml) (Hg/ml) (ng/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (ng/ml)

0,5 0,4508 5 4,9999 50 50,0942

0,5 0,4508 5 4,9801 50 50,0942

0,5 0,4627 5 4,9801 50 49,9832

0,5 0,4587 5 5,0038 50 49,8904

0,5 0,4587 5 5,0038 50 49,8604

0,5 0,4627 5 4,9721 50 49,9832
Ortalama 0,4574 | Ortalama 4,98982 | Ortalama 49,9843
SS 0,0054 | SS 0,0139 | SS 0,0983
%BSS 1,184 | %BSS 0,280 | %BSS 0,197

Teshis ve Tayin simirlar:

ETP'nin miktar tayini yonteminin analitik validasyonunda yapilan analizlerden elde

edilen kalibrasyon esitliginin egimi, standart sapmaya boliinerek elde edilen deger,

3,3 ile ¢arpilarak teshis sinir1 (Limit of Detection-LOD), ayni1 deger 10 ile garpilarak

tayin sinir1 (Limit of Quantification-LOQ) hesaplanmistir. Teshis sinir1 0,024 pg/ml,

tayin smir1 ise 0,072 pg/ml olarak bulunmustur.

Ozglnliuk

ETP'nin miktar tayini yonteminin 6zgiinliigii igin, formiilasyonlarda bulunan diger

maddelerin HPLC'de elde edilen ETP pikiyle girisim yapmadigindan emin

olunmustur. Analitik yontemin 6zgiinliigli ispatlanmigtir.
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3.2. Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Ait Bulgular

3.2.1. Damlatma Yo6ntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Ait

Bulgular

Damlatma yonteminin optimizasyonu amaciyla yapilan 6n ¢alismadan elde edilen ilk
bulgularda ¢6ziicii se¢ciminin ¢ok dnemli oldugu sonucuna varilmistir. Yontemde asil
amag etken maddeyi hapsedecek olan polimerin nanokanallarda sekil almasi oldugu
igin, ¢Ozucunun polimeri nanoporlara surikleyecek ozellikte ve suruklenme
tamamlandiktan sonra da buharlasarak yeterli kurumay1 saglayacak kalitede olmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Formilasyon parametreleri Cizelge 2.1'de verilen damlatma ydnteminde ¢Ozuci
olarak kloroform kullanilan 6n ¢alismalarda PCL'nin kloroformda ¢ok iyi ¢oziindiigi
ancak polimer ¢ozeltileri AAO membranin altina gecemeden kloroformun ¢ok hizli
buharlastigigoriilmiistiir. Ozellikle % 5 konsantrasyonda kloroform icindeki polimer
cozeltilerinin porlara giremeden membranin {istiinde kalarak hemen kurudugu
gozlenmistir. Bu durum ayni zamanda membranlar kuruduktan sonra 1M NaOH
cozeltisindeki ¢Oziinme siresinin uzamasiyla da tespit edilmistir. Membranin
¢cOziinmesi gereken slirede ortamda goriilen iri pargaciklarin aslinda membranin
porlarina giremeyen ve yilizeyinde kalip ince bir film tabakasi olusturan polimer
katmani oldugu anlasilmistir. Bu sebeplerle polimer ¢ozeltileri hazirlamak igin

¢Oziicii olarak kloroform kullanimindan vazgegilmistir.

PCL c¢oOzeltisinin aseton kullanilarak hazirlandigi ¢alismalarda (Cizelge 2.1)
kloroforma gore aseton daha az ugucu bir ¢ozicl oldugu i¢in polimer ¢dzeltisinin
membranin porlarina daha iyi siiriiklendigi gézlenmistir. Ancak PCL'nin asetonda
daha zor c¢Oziindiigli, coziinme siiresinin uzadigr hatta %35 konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltilerde PCL'nin  tamamen ¢6ziinmedigi  distiniildigi igin

kullanilacak olan polimere gOre organik c¢ozicunin ¢ok iyi degerlendirilerek
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sec¢ilmesi gerektigi sonucuna varilmigtir. Bundan sonraki ¢aligsmalarda alternatif diger

bir ¢oziicii olarak diklorometan (DCM) da kullanilmaya karar verilmistir.

Yapilan 6n ¢aligsmalarda (Cizelge 2.1) polimer ¢dzeltisi damlatilmadan énce AAO
nanoporlarin yiizeyini iyonik olarak aktive etmek amaciyla AAO membranin su ile 1
dakika ultrasonik banyoda yikanarak 6n isleme tabii tutulmasinin olumsuz etki ettigi
gozlenmistir. Membranin nanoporlarinin su ile tikandigi, suyun kuruyamadigi veya
polimer cozeltisini siiriiklemede ise yarayacagi ongoriilen AAO'nun kendi iyonik
dengesinin bozulmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. On islem olarak membrani polimer
¢ozeltisinin ¢oziiciisiiyle Onceden 1slatmanin da isleme olumlu bir katki saglamadigi
gbzlenmistir. En olumlu sonuglar AAO membran hi¢ bir 6n igleme tabii tutulmadan
ve kuru haldeyken polimer ¢ozeltisinin damlatildigi ¢alismalarda elde edilmistir.
AAO membranin kendi orjinal iyonik dengesinin polimer ¢dzeltisinin nanoporlara
stiriiklenmesinde gerekli oldugu ve bundan sonraki c¢alismalarda hi¢ bir 6n islem

uygulanmadan kullanilmasina karar verilmistir.

TEM gorintileme icin secilen ilk iki fomilasyon daha homojen dispersiyon halinde
gorlnen, %2,5’luk PCL ile asetonda hazirlanmis olan F4 ve %5,0’lik PCL ile yine
asetonda hazirlanmis olan F5 formiilasyonlar1 olmustur. Bu formilasyonlara
ultrasonikasyon uygulanarak goriintiileme icin hazir hale getirilmis ve Bolim
2.3.1'de anlatildig1 sekilde numune hazirlanilarak TEM goriintiileme yapilmistir.
F4'in Sekil 3.13’teki TEM goriintiilerinden de goriildiigi gibi serbest dagilan,
silindirik  sekilli, dilizgiin yiizeyli nanoyapilar elde edilebilmis, dahasi bu
nanoyapilarin ¢aplart ulasmayr hedefledigimiz 200 nm civarinda yani AAO
membranin por caplari kadar bulunmustur. Nanoyapilarin boylar ise degismekle
birlikte 2-4um araliginda goriintiilenmistir. Sekil 3.14'te F5 formiilasyonundan elde
edilen goriintiilerde caplar1 birbirine yakin ancak bir sira halinde dizilmis bogumlu
nanoyapilar elde edildigi gozlenmistir. TEM gorlntileme icin secilen diger F2 ve F6
formiilasyonlarinda nanoyapilara zarar verebilir diislincesiyle ultrasonikasyon
uygulanmadig1 i¢in parcgaciklar ¢ok iist iiste yapisarak goriintiillemeyi olanaksiz hale
getirdiginden goriintiileme yapilamamis, TEM i¢cin numune hazirlama isleminden

once 15 dakika kadar ultrasonikasyon yapmanin gerekli oldugu sonucuna vartlmistir.
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Sekil 3.13. On calismalara ait F4 formiilasyonunun TEM goriintiileri

Sekil 3.14. On calismalara ait F5 formiilasyonunun TEM goriintiileri
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3.2.2. Eritme Yo6ntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Ait Bulgular

Damlatma yonteminden elde edilen galisma sonuglarina gore, daha 6nce ¢oziicii
olarak kullanilan aseton yerine tercih edilen DCM, polimer ¢6zeltisini membranin
nanoporlarina siiriikkleme agisindan daha basarili bulunmustur. Bu sebeple PCL ve
etken maddenin ortak ¢oziiclisii olarak calismalara DCM ile devam edilmistir.
Damlatma yonteminden elde ettigimiz bulgular ve TEM gorunttleri nanottbuler

yapilara etken madde yiikleme ¢alismalarimiza 1s1k tutmustur.

Model etken madde (mEM) iceren polimer ¢6zeltisinden damlatma ydntemi igin
hazirlanan D1 (PCL/mEM, 20:1) ve D2 (PCL/mEM, 10:1) formiilasyonlarin
goruntaleri Sekil 3.15'de ve eritme yontemi i¢in hazirlanan D3 (PCL/mEM, 20:1) ve
D4 (PCL/mEM, 10:1) formiilasyonlarin gorlntileri Sekil 3.16'da karsilastirmali
olarak paylasilmistir. Sekil 3.15 ve Sekil 3.16'da verilen TEM goriintiilerinden elde
edilen sonuglara gore, damlatma yonteminde tek ve bagimsiz nanoyapilar elde
edilirken eritme yonteminde kiime halinde birlesik nanoyapilar olusmustur. Ayrica
model etken madde olarak yiikledigimiz ofloksasinin konsantrasyonuna bagli olarak
her iki yontem i¢in de polimer/mEM oran1 20:1 olan formilasyonlardan elde edilen
nanoyapilarin daha agik renkli, polimer/mEM orani 10:1 olan formulasyonlardan

elde edilen nanoyapilarin daha koyu renkli ve doygun oldugu goriilmiistiir.

Nanoyapilarin boyutlarina bakildiginda, damlatma yontemiyle elde edilen D1 ve D2
formiilasyonlarinda, ¢aplart 200 nm'ye yakin ve boylar1 3-8 um arasinda degisen
silindirik sekilli nanoyapilar gorilmektedir (Sekil 3.15). Eritme ydnteminde ise
olusan nanoyapilar1 ¢capinin 50-60 nm kadar oldugu, boylarinin ise daha uzun oldugu

goriilmektedir (Sekil 3.16).



Sekil 3.15. Damlatma yontemiyle elde edilen a)D1 ve b)D2 formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri

Sekil 3.16. Eritme yontemiyle elde edilen a)D3 ve b)D4 formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri

81
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Calismanin devaminda asil etken maddemiz olan ETP'nin formilasyonlara
yiiklenmesini incelemek amaciyla yine damlatma ve eritme ydntemleriyle ayni
formiilasyon parametreleri kullanilarak Cizelge 2.3'de belirtildigi sekilde
formilasyonlar hazirlanmistir. Buradaki tek degisiklik ETP igeren bu grup
formiilasyonlarda AAO membrani ¢6zme isleminin 1M NaOH yerine 0,5M NaOH'da
gerceklestirilmis olmasidir. Bu durum AAO membrani ¢ézme siiresini damlatma
yontemi ile elde edilen formulasyonda (E1) 5 saate, eritme yontemiyle elde edilen
formilasyonda (E2) 6 saate ¢ikarmustir. Sekil 3.17'de verilen TEM goriintiilerinde E1
formiilasyonundan diizglin ve homojen nanoyapilar elde edildigi, c¢aplarinin 200
nm'ye boylarinin 3 pm'ye yakin oldugu tespit edilmistir. E2 formiilasyonundan ise

daha ince ama boyu daha uzun nanoyapilar olustugu goriilmiistiir.

Sekil 3.17. ETP yilklenerek elde edilen a)E1 b)E2 formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri



83

Bu grup formilasyonlarda elde edilen az miktardaki nanotipler etken madde miktar
tayini disiincesiyle DCM'de ¢ozmek igin saatlerce karistirilmis ve PCL
nanoyapilarda higbir ¢6ziinme goriilmemistir. Bu durum Sekil 2.1'de paylasilan
PCL'min kimyasal yapisi1 tizerinde diistliniilerek detayli olarak arastirilmis ve NaOH'in
PCL'yi hidrofiliklestirdigi bulunmustur. Yapilan arastirmalarda NaOH'in asit yapisi
tastyan PLGA gibi diger biyobozunur polimerler {izerinde de ayn etkiyi gosterdigi
tespit edilmis ve NaOH'm elde edilen nanoyapilarin biitiinliigliniin bozulmasina
sebep olacagi disiinildiginden biyobozunur polimerler ile hazirlanan
formilasyonlar icin AAO membrani ¢ozme islemine bundan sonraki ¢aligmalarda
seyreltik fosforik asit ile devam edilmistir. NaOH'in PCL {izerindeki etkileri tartigma
kisminda Bo6liim 4.2.2'de detayl olarak paylasilmistir.

3.2.3. Daldirma Yo6ntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Ait

Bulgular

Membranlart polimer ¢ozeltisine daldirarak 1slatma (daldirma) yontemi, hem
nanoporlarin homojen dolmasina olanak vermis hem de polimer ¢6zeltisinin porlara
dolumu esnasinda organik ¢6ziicliniin ugmasini engelleyerek iiretim verimini
artirmigtir. Bu yontemle birlikte 47 mm ¢apli AAO membranlarin kullanilmasi da
verimi 6nemli dl¢iide artirmistir. Uretim veriminin artmasi nedeniyle etken madde
miktar tayini yapilmasimi i¢in yeterli Ol¢lide nanopartikiil iceren toz miktarina

ulasilmustir.

Daldirma yontemiyle hazirlanan formiilasyonlar, etken madde yikleme etkinlikleri
ve yukleme kapasiteleri Cizelge 3.1'de verilmistir. C1B-C4B kodlu formulasyonlarda
polimer/ETP orani (10:2)'ye ¢ikarilmis ve olumlu etkileri goriilmiistiir. ETP yiikleme
etkinlikleri C1A formilasyonunda %1,8'den %2,1'e; C2A'da %2,2'den %2,4';
C3A'da %1,1'den %1,5'e; C4A'da ise 4,4'ten 4,5'e cikmustir. En yiiksek ETP yiikleme
etkinligi C4B'de bulunmustur.



84

Cizelge 3.5. Daldirma yontemiyle hazirlanan C1A-C4A ve C1B-C4B formiilasyonlarinin ETP
yukleme kapasiteleri

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | AAO ETP ETP
Konsantrasyonu sistemi (ml) orani ¢cdzme YE(%) | YK(%)
islemi
C1A PM'\&AZ'Q% DCM (5,0) (10:1) Hof;& 1,8 0,16
Con | PMMASSE | DOMIDME | oy | %0 gp | o2
C3A PM'\&)AZ'%G Aseton (5,0) (10:1) H(f);& 1,1 0,10
C4A PM'\%;'Q% AS(ZI’OS%E,;';AF (10:1) Hof;& 4,4 0,40
CiB PM'\&)’;'Q% DCM (5,0) (10:2) Hof;& 2,1 0,35
cop | PMMASSE | DOMIDME | o) | %10 s | oa
C3B PM'\;)AZ'Q% Aseton (5,0) (10:2) Hf’;& 1,5 0,25
Cc4B PM'\&Q'Q% Asgg%%’;ﬁ (10:2) H°j’;84 45 0,75

Cl1A formiilasyonuna ait goriintiler Sekil 3.18'de, C2A formiilasyonuna ait
goriintiiler Sekil 3.19'da, C3A formiilasyonuna ait goriintiller Sekil 3.20'de, C4A
formiilasyonuna ait goriintiiler Sekil 3.21'de paylagilmigtir. C2A, C4A, C2B ve
fomiilasyonlarinda ¢oziicii  sistemine 4,5:0,5 oraninda ilave edilen DMF
nanoyapilarin boylarinda belirgin uzamaya neden olmustur. Nanoyapilarin boylari
uzadiginda daha yiiksek ETP vyiikleme kapasitesi elde edildigi bulunmustur.
Coziiclilerden DCM tek basina kullanildiginda asetondan daha yiiksek etken madde
yiiklenmesini saglarken, aseton DMF ile birlikte kullanildiginda daha yiiksek etken

madde yliklenmesini saglamistir.
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TEM goruntilerinden, Sekil 3.18'de verilen C1A formiilasyonunundan elde edilen
nanoyapilarin ¢api yaklasik 200 nm boyu ise yaklagik 2,5 pm olarak goriilmektedir.
Sekil 3.19'da verilen C2A formiilasyonunundan elde edilen nanoyapilarin ¢ap1 yine

yaklasik 200 nm olmakla beraber boylarinin uzadigi gortlmektedir.

Sekil 3.18. Daldirma yontemiyle elde edilen C1A formilasyonuna ait TEM goruntileri

Sekil 3.19. Daldirma yontemiyle elde edilen C2A formilasyonuna ait TEM goruntuleri
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Sekil 3.20'de C3A formiilasyonundan elde edilen diizgiin ve homojen sekilli
nanoyapilarda yine 200nm civarinda partikiil capt ve 5-6 pm civarinda uzunluk
gozlenmistir. Sekil 3.21'de verilen C4A formiilasyonundan elde edilen yapilarda ise

200nm'ye yakin ¢ap elde edilirken, uzunluklar 10 pm'yi agmustir.

Sekil 3.20. Daldirma ydntemiyle elde edilen C3A formilasyonuna ait TEM géruntileri

Sekil 3.21. Daldirma yontemiyle elde edilen C4A formilasyonuna ait TEM goruntileri
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3.2.3.1. Etken Madde Yiikleme Etkinligini Artirma Calismalarina Ait Bulgular

Daldirma yontemi kullanilarak etken madde yiikleme etkinligini artirma
calismalarinda hem PMMA hem PCL ile elde edilen formulasyonlarda etken madde
miktarinin polimere gore belli oranda artirilmasi etken madde yiikleme etkinligini
olumlu yonde etkilemistir. Ancak PMMA kullanilan formiilasyonlarda polimere gore
10:3, PCL kullanilan formiilasyonlarda polimere gore 10:2 oranindan fazla ETP
eklenmesinin yiikleme etkinligini disiirdigii gortlmistir. Bu durumun ETP'nin
¢ozuntrlugi ile iligskisini anlamak igin, polimer ¢dzeltisi hazirlarken, etken maddenin
ortamdaki ¢oziiniirliigiinii artirmak amaciyla ETP'nin ¢ok iyi ¢oziliniirliik gosterdigi
DMSO ilave edilmesinin ylkleme kapasitesi Uzerinde olumsuz etki gosterdigi

bulunmustur.

Cizelge 3.6. Daldirma yontemiyle hazirlanan A1-A12 kodlu formiilasyonlarin ETP yiikleme
kapasiteleri

Kod Polimer ve Cozicu sistemi (ml) Polimer/ETP | ETP ETP
Konsantrasyonu orani YE(%) YK(%0)
Al | PMMA-996 %2 DCM (7,0) 10:1 7.6 0,69
A2 | PMMA-996 %2 DCM (7,0) 10:2 9,86 1,64
A3 | PMMA-996 %2 DCM (7,0) 10:3 18,1 4,15
A4 | PMMA-996 %2 DCM (7,0) 10:3,5 4,51 1,17
A5 PCL %2 DCM (7,0) 10:1 2,73 0,25
A6 PCL %2 DCM (7,0) 10:2 7.1 1,18
A7 PCL %2 DCM (7,0) 10:3 4,42 1,02
A8 PCL %2 DCM (7,0) 10:3,5 1,15 0,29
A9 | PMMA-996 %2 DCM:DMSO 10:4 1,2 0,34
(6:1)
AL0 | PMMA-996 %2 DCM:DMSO 10:4 15 0,43
(6,5:0,5)
All PCL %2 DCM:DMSO 10:4 0,75 0,21
(6:1)
Al12 PCL %2 Di’g{'é%"\g)so 10:4 0,85 0,24
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Formiilasyonlarin yapisal analizinin de incelenerek yorumlanabilmesi igin daha énce
oldugu gibi TEM goruntilerine bagvurulmustur. PMMA/ETP, 10:2 oraninda
hazirlanan kodlu A2 formiilasyonun Sekil 3.22°de, PMMA/ETP, 10:3 oraninda
hazirlanan A3 formulasyonun Sekil 3.23’te TEM gorintiileri yer almaktadir.

Nanoyapilarin homojenligini ve biitiinliiglinii korudugu goriilmiistiir.

Sekil 3.22. Daldirma yontemiyle elde edilen A2 formilasyonuna ait TEM géruntileri

Sekil 3.23. Daldirma yontemiyle elde edilen A3 formilasyonuna ait TEM géruntileri
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Formiilasyonlarda artan etken madde konsantrasyonlarmi degerlendirdigimiz
calismamizda PCL/ETP, 10:3 oraninda elde edilen ve etken madde ylikleme
kapasitesi diisen A7 formiilasyonun Sekil 3.24'de verilen gorintisiinde ortamda
bulunan madde yogunlugu ve nanoyapilarin ¢ok diizgiin olmayan sekilleri dikkati

cekmistir.

Sekil 3.24. Daldirma yéntemiyle elde edilen A7 formulasyonuna ait TEM goruntileri

3.2.4. Vakum Yoéntemiyle Nanoyapilarin Uretimi ve incelenmesine Ait Bulgular

Vakum kullanarak AAO membranin tiim porlarina sivi iletiminin homojen olarak
saglanmasi i¢in gelistirdigimiz bu yontemle oncelikli olarak PMMA polimerleriyle
farkli formiilasyonlar denenmistir. Bu farkli teknikle elde edilen formilasyonlarda
gOzlenen ortak karakter, polimer ¢ozeltisinin porlara ¢ok hizli siiriiklenmesi
sebebiyle porlarin yiizeyini tam kaplamadan ve porlarin icerisini tam dolduramadan
sekil almasi sonucunda ¢ok ince ve uzun yani nanofiber seklindeki yapilarin elde
edilmesi olmustur. Boylarinin ¢ok uzun olmast nedeniyle elde edilen nanotiibiiler
yapilarin ultrasantrifiij sonrasi serbestligini koruyamadigir ve birbirleriyle girisim
yaptigr gozlenmistir. Modifiye ettigimiz vakum yontemiyle elde edilen

formilasyonlar ve etken madde ylklemeleri Cizelge 3.7'de paylasilmistir.
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Cizelge 3.7. Moadifiye vakum ydntemiyle elde edilen formilasyonlar ve ETP yikleme kapasiteleri

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | AAO ETP ETP
konsantrasyonu | sistemi (ml) orani ¢cozme YE(%) | YK(%)
islemi
V1 | PMMA-350 %2 DCM (7,0) (10:2) 0.5M 1,95 0,33
’ ’ ' NaOH ’ ’
%6
V2 | PMMA-350 %2 DCM (7,0) (10:2) *6,43 *1,07
H3;PO,
V3 | PMMA-996 %2 DCM (7,0) (10:2) 0.5M 1,84 0,31
' ' NaOH ’ ’
%6
V4 | PMMA-996 %2 DCM (7,0) (10:2) 5,48 0,91
H3;PO,

Bu formiilasyon grubuyla calisilirken, onceki ETP miktar tayini c¢alismalarinda
gozden kagmis olan ¢ok oOnemli bir nokta tespit edilmistir. Ornegin V2
formilasyonunda ETP miktar tayini yaparken metanolle 5 dakika karistirilma ile
% 6,43 bulunan etken madde yikleme etkinligi aym1 formiilasyonda metanolle
30 dakika karistirma yapildiginda % 11,2 bulunmustur. Bu ¢ok dnemli gelisme
dolayisiyla 6nceki ¢alismalarimizda etken madde yiikleme etkinligi Umit verici olan
Ozellikle  biyobozunur  polimerlerle elde edilen formilasyonlar  tekrar
degerlendirmeye alinmis ve etken madde miktar tayininde metanolle en az 30 dakika

karistirma yapilmasina dikkat edilmistir.

Bu yontemle elde edilen V1 formilasyonunun TEM goriintiileri Sekil 3.27, V2
formilasyonunun gorintiileri Sekil 3.28 ile paylasilmistir. Her iki formiilde de
diizgiin nanofiberler elde edildigi gézlenmistir. Ayrica kullanilan AAO membranin
SEM goriintiilerine (Sekil 3.29) bakilinca, {iretici tarafindan ¢ok diizgiin porlara
sahip oldugu belirtilmis olmasina ragmen, homojen olmayan ve 200nm'ye yakin olsa
da ¢ap farkliliklar1 goériilen porlara sahip bir membran oldugu ortaya ¢ikmistir. Yine
de membran yardimcili nanofabrikasyon yontemi i¢in pek ¢ok calismada ayni
tireticiden temin edilen AAO membran kullanilmis (Feng ve ark., 2011; Huang ve
ark., 2013) ve yontemin parametrelerinin degerlendirilmesi agisindan kullanish bir

model membran oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3.26. Vakumla elde edilen V2 formiilasyonunun TEM goruntileri

Calismanin bu asamadan sonraki kisminda liyofilizasyon sonrasi elde edilen
nanoyapilarda daha genis alan goriintiilemenin hem formiilasyonun geneli agisindan
daha ¢ok fikir verecegi hem de zaman ve mali yUK a¢isindan fayda saglayacagi
ongorilerek TEM goriintileme yerine SEM goriintiileme teknigine bagvurulmustur.
Vakumlu desikator kullanilarak elde edilen formiilasyonlarin SEM goriintiileri (Sekil
3.27 ve Sekil 3.28) bu 6ngbérimizii kanitlar nitelikte ¢ikmustir. Diizgln yizeyli
nanofiber yapilar elde edildigi goriilmiistiir. Ancak kullanilan AAO membranin

porlarinin beklenilenin aksine homojen olmadig tespit edilmistir (Sekil 3.29).



Sekil 3.29. Kullanilan AAO membranlarin SEM goriintiileri
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3.25. Secilen Daldirma Yoéntemiyle Yeni Formiilasyonlarin Uretimi ve

Incelenmesine Ait Bulgular

Calismalarimizda membrani 1slatma islemlerinde kullandigimiz damlatma, eritme,
daldirma ve vakum uygulama yontemleri arasinda lretilen nanoyapilarin miktarina
bakilarak en iyi islem etkinligi ve en yiiksek etken madde yiikleme kapasitesi elde
edilen yontem "daldirma" yontemi olmustur. TEM goriintiilerinden elde edilen
bulgulara gore de daldirma yontemiyle elde edilen nanoyapilarin sekil ve biitiinliik
olarak en uygun oldugu bulunmustur. Aslinda nanoyapilarin sekilleri homojen ve
diizgiin oldugunda etken madde yiikleme etkinliklerinin de yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu sebeple bundan sonraki ¢aligmalarimiza daldirma ydntemi

kullanilarak devam edilmistir.

Cizelge 3.8. Daldirma yontemiyle elde edilen yeni formilasyonlar ve ETP yiikleme kapasiteleri

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | Daldirma | ETP ETP
Konsantrasyonu sistemi (ml) | oram suresi YE(%) | YK(%)

Y1 PMMA-350 %2 D(%'\gg 2/; F (10:3) 24 saat 6,4 1,48
Y2 PMMA-996 %2 D(CEZSI\(/I)(I)DE;IF (10:3) 24 saat 5,6 1,29
Y3 PMMA-350 %2 D(CEZSI\(/I)(I)DE;IF (10:3) 10 saat 14,5 3,35
Y4 PMMA-996 %2 D(%'\gg 2/; F (10:3) 10 saat 6,5 1,50
Y5 PMMA-350 %2 D(%'\gg 2/; F (10:3) 4 saat 2,1 0,48
Y6 PMMA-996 %2 D(%'\gg 2;' F (10:3) 4 saat 1,0 0,23
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Central

Sekil 3.30. Daldirma yontemiyle yeni elde edilen Y1 formiilasyonunun SEM goriintiileri

Sekil 3.31. Daldirma ydntemiyle yeni elde edilen Y2 formilasyonunun SEM goéruntileri
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Sekil 3.32. Daldirma yontemiyle yeni elde edilen Y1 formiilasyonunun EDS analizi
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Sekil 3.33. Daldirma yontemiyle yeni elde edilen Y2 formiilasyonunun EDS analizi
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Sekil 3.34. Daldirma yontemiyle yeni elde edilen Y3 formilasyonunun SEM géruntileri ve EDS

analizi
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Sekil 3.35. Daldirma yontemiyle yeni elde edilen Y6 formiilasyonunun SEM goriintiileri ve EDS
analizi
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3.2.5.1. AAO Membram Sogukta Cézme Teknigiyle Nanoyapilarin Uretimi ve

Incelenmesine Ait Bulgular

Formiilasyon parametreleri istedigimiz sekli alinca once degerlendirdigimiz
biyobozunur polimerler yeniden degerlendirmeye alinmis ve olumlu sonuglar elde
edilerek biitiinliigiinii koruyan yaklasik 200 nm c¢apli partikiillere ulagilmistir. Elde
edilen partikdllerin yikleme kapasiteleri de 6nceki formillere gore daha yuksektir,
Biyobozunur polimerler arasinda en iyi ETP yiikleme etkinligi ve en yiiksek iiretim
verimiyle birlikte en diizgiin sekilli partikiiller ePLGA diye adlandirdigimiz ester
ucla biten (ester terminated) PLGA polimeriyle elde edilmistir.

Aynt  zamanda PMMA350-P(MEMA) (3:1) oraninda kullanilan polimer
karisimindan da % 25,1 etken madde yiikleme etkinligi ve % 86 Uretim verimi elde
edilmis olsa da biyobozunur polimer olmas1 sebebiyle ePLGA ile ¢alismalara devam

edilmis ve sonug formiil olarak S2 belirlenmistir.

Cizelge 3.9. Membran1 sogukta ¢ozme teknigiyle elde edilen formiilasyonlar ve ETP yiikleme
kapasiteleri

Kod | Polimer ve Cozicu Polimer/ETP | ETP ETP OV (%)
Konsantrasyonu sistemi (ml) orani YE(%) | YK(%)
DCM:DMF
0 .
S1 PCL %3 (5.0:1,0) 10:2 10,25 1,71 55
DCM:DMF
0, .
S2 ePLGA %4 (5.0:1.,0) 10:2 18,21 3,04 84
DCM:DMF
0 .
S3 P(LCG) %4 (5.0:10) 10:2 12,08 2,01 65
PMMA:P(HEMA :
S4 ( ) DCM:DMF 10:2 25,12 4,17 86
(3:1) %4 (5,0:1,0)
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Sekil 3.36. AAO membrani sogukta ¢ozerek elde edilen S1 formulasyonunun SEM gorintuleri ve

EDS analizi
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Sekil 3.37. AAO membrani sogukta ¢dzerek elde edilen S2 formulasyonunun SEM gérintileri ve
EDS analizi
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Sekil 3.38. AAO membrani sogukta ¢ozerek elde edilen S3 formilasyonunun SEM gdrintileri ve

EDS analizi
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Sekil 3.39. AAO membrani sogukta ¢ozerek elde edilen S4 formilasyonunun SEM gdrintileri ve

EDS analizi
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3.2.6. Sonu¢ Formiilasyon Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait Bulgular

Sonu¢ agisindan en iyi oldugu diisiiniillen S2 formiilasyonundan elde edilen
nanoyapilar i¢in, iretim tekrarlanabilirliginin tayini, zeta potansiyeli tayini,
formiilasyonun FTIR Analizi ve DSC Analizi, ayrica etken madde salim ¢aligmasi
yapilmis, daha sonra hiicre kiiltiirii calismalarina gecilmis ve hiicresel alim

calismalariyla kanser hiicreleri lizerinde sitotoksisite calismalar1 gerceklestirilmistir.

3.2.6.1. Sonu¢ Formiilasyonun Uretim Tekrarlanabilirligine Ait Bulgular

Calismalara sonuc¢ formili olarak belirlenen S2 formdlinin tekrar Gretilmesi ile
devam edilmistir. Ayn1 zamanda S2 formiilii ile etken maddesiz formiil hazirlanmig
ve hem ETP yiiklii hem etken maddesiz formiilasyonun SEM goriintiileri (Sekil 3.40)
tekrar ¢cekilmis ve detayli olarak incelenmistir. Daha sonra nanotiibiiler yapinin
detayli analizi i¢in TEM goriintiileri de ¢ekilmis ve incelenmistir. Formiilasyonun
etken madde yiikleme etkinligi yine %18+0,926 (n=3) bulunmus, islem etkinligi de
%84,4+252 (n=3) olarak tespit edilmis ve formiilasyon {izerinde yapilmasi
disiiniilen diger analizlere gecilmistir. S2 formiilii, beklendigi gibi diizglin ve

bitlinsel nanoyapilardan olusmustur.

Bu sebeplerle S2 formiiliiniin tekrar elde edilebilirligi kesinlestirilmis ve iiretimi pek
cok kere gerceklestirilmistir. S2 formiilasyonuna ve etken maddesiz bos
formilasyona ait SEM (Sekil 3.41, Sekil 3.42) ve TEM (Sekil 3.43, Sekil 3.44)

gorintiileri detayl olarak paylagilmistir.
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Sekil 3.40. Uretimi tekrarlanan S2 formilasyonunun SEM gorintiileri ve EDS analizi
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Sekil 3.42. Etken madde yukli S2 formilasyonunun SEM goéruntiisu
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500 nm

Sekil 3.43. Etken maddesiz S2 formilasyonunun TEM goéruntileri
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Sekil 3.44. Etken madde yUklu S2 formilasyonunun TEM géruntileri
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3.2.6.2. Sonug¢ Formilasyonun Zeta Potansiyel Analizine Ait Bulgular

Sonug formilasyon olan S2 i¢in, ETP yiiklii ve etken maddesiz bos nanotiibiiler
partikiillerin dispersiyon halindeki stabilitelerini yorumlamak amaciyla Zeta
potansiyelleri (Zetasizer, Malvern 1Ins.)) hem liyofilizasyondan ©Once hem
liyofilizasyondan sonra tayin edilmistir. Partikiillerin yuzey yuklerini 6l¢ebilmek igin
partikiiller her 6l¢iimde ayni oranda (0,25 pg/ml) seyreltilmislerdir. Sonuglar Cizelge
3.10°da paylasilmustir.

Cizelge 3.10. Etken madde yiiklii ve bos S2 formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri

Zeta Potansiyeli + SH*
Bos S2 formilasyonu
o -47,9 £ 0,399
Liyofilizasyondan 6nce
Bos S2 formilasyonu
- 37,2 £ 0,596
Liyofilizasyondan sonra
ETP ylklt S2 formulasyonu
o - 60,8 £0,514
Liyofilizasyondan 6nce
ETP ylkli formilasyonu
o - 53,6 £ 0,348
Liyofilizasyondan sonra
C§ yu_k_lu S2 formilasyonu L 405 +0324
Liyofilizasyondan sonra
ETP ve Céyukli S2 formalasyonu | - 383+ 0,117
Liyofilizasyondan sonra
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3.2.6.3. Sonu¢ Formulasyonun FTIR Analizine Ait Bulgular

FTIR cihazt yapisinda bulunan elmas kristali ile potasyum bromiir kullanimina
ihtiya¢c kalmadan ornekleri FTIR spektrumlarinin alinmasina imkan vermektedir.
Nanottbdler partikiller dogrudan toz olarak cihazin elmas kristali olan Ozel
bolmesine yerlestirilip, PLGA polimeri ise toz edilemedigi i¢in DCM ile film halinde
hazirlanip basildiktan sonra 400-4000 cm? dalga araliginda FTIR spekturumu
alinmistir. Elde edilen ortak spektrum Sekil 3.45'te paylagilmistir.

Ll L”PUI 1
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T T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 3.45. Sonu¢ formilasyonun FTIR spektrumu
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DSC kullanilarak nanotiibiiler partikiillerin ve ayrica PLGA polimerinin termal

analizleri yapilmistir. 2,5 mg formiilasyon ve ayrica 2,5 mg PLGA polimeri tartilarak

aliiminyum panlar i¢ine konulmus ve preslenerek kapatildiktan sonra cihaza

yerlestirilmistir. Calismada, 1 atm basingtaki azot gaz1 (50ml/dakika) altinda, 20-300

°C sicaklik araliginda 10°C/dakika 1sitma hizinda sicaklik artirilarak termogramlar

elde edilmistir. Karsilastirmali goriintii Sekil 3.46'da paylasilmustir.
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Sekil 3.46. Sonug formilasyonun DSC termogrami ve karsilagtirilmasi
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3.2.6.5. Sonug¢ Formilasyonun Etken Madde Salim Cahsmasina Ait Bulgular

En yiiksek etken madde yikleme kapasitesine sahip olan S2 formilasyonundan
0,2mg ETP'ye esdeger oranda nanopartikiil kullanilarak yapilan etken madde salim
calismasinda 24 saatte etken madde ¢ikisi tamamlanmis ve ardindan salim platoya
ulasmistir. Etken madde salim g¢alismasinda ilk saatlerde hizli salim etkisi (burst
effect) gdzlenmemis, ¢ikis yavas yavas devam etmis ve 24 saat sonunda %ACEM
%62,07+2,72 olarak bulunmustur. Ug paralel olarak gergeklestirilen ¢alismada tiim
zaman noktalarinda elde edilen veriler i¢in standart sapma degerleri ¢ok diisiik
¢ikmistir. Etken maddenin in vitro salimi sirastyla Sifir derece, Birinci derece ve
Higuchi kinetikleriyle degerlendirilmis ve r* degeri en yiiksek tespit edilen Higuchi
kinetigine (r*=0,9804) uyum gdsterdigi bulunmustur.

100 ~

90 -

%ACEM

0 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Zaman (dk)

Sekil 3.47. Sonug formulasyonun etken madde salim grafigi (Ortalamazstandart sapma, n=3)
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3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalarma Ait Bulgular

3.2.7.1. Hiicresel Alim Calismalarina Ait Bulgular

Yontem kisminda anlatildigr gibi MCF7 hucreleri ve A549 hicreleri, C6 ile boyali
ETP yiklu nanotiibiiler yapilarla 2 saat ve 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stireleri sonunda hiicreler % 4 formaldehitle sabitlenmis ve konfokal mikroskop ile
goriintiilenmigstir. Sekiller, ayn1 resmin floresan goriintiilii hali ve floresan goriintiisii
olmadigi hali (negatifi) seklinde ard arda verilmektedir. Bu sayede btiin hicrelerin
sinirlari, c¢ekirdekleri ve hatta iclerine aldiklar1 nanogubugun yapist bile net bir

sekilde gozlenebilmistir.

Sekillerde ilk 6nce PBS i¢inde disperse edilmis C6 yiiklii nanogubuklarin floresan
goriintlisii ve negatifi paylagilmistir. Bu goriintiide nanogubuklarin belirgin olarak tek
tek dagildig1 belirlenmistir. Negatif goriintiisiinde ise tek tek dagilan nanogubuklarin

tam etrafinda mini baloncuklar olustugu tespit edilmistir.

Devam eden sekillerde sirasiyla, A549 hiicrelerinin 2. saatteki (Sekil 3.48) ve 4.
saatteki (Sekil 3.49) goriintiilerinin ardindan, MCF7 hiicrelerinin 2. ve 4. saatteki
goruntisi negatifleriyle birlikte verilmistir (Sekil 3.50 ve Sekil 3.51). Sekillerde de
goriildiigii gibi neredeyse tiim hiicreler floresan madde yiiklenmistir. Buna ek olarak
inkiibasyon suresi 2 saatten 4 saate ¢ikarildiginda hiicre i¢inde yogunlasan floresan

miktarinin arttig1 gézlenmistir.

Ozellikle daha iri olan MCF7 hiicrelerinin negatifleri dikkatle incelendiginde,
hiicrelerin nanogubuklar1 almak i¢in disar1 dogru uzantilar olusturdugu net bir sekilde
gorulebilmis, nanoyapilarin hiicre ¢ekirdegi ¢evresinde ve hatta hiicre ¢ekirdegin

icinde yogunlastigi belirlenebilmistir (Sekil 3.53).
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Sekil 3.48. C6 yiikli nanogubuklarin floresan goriintiisii ve negatifi
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Sekil 3.49. A549 hucrelerinin 2. saatteki goriintust ve negatifi
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Sekil 3.50. A549 hucrelerinin 4. saatteki goriintust ve negatifi
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Sekil 3.51. MCF7 hucrelerinin 2. saatteki goriintusi ve negatifi
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Sekil 3.52. MCF7 hiicrelerinin 4. saatteki goriintlist ve negatifi
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Sekil 3.53. MCF7 hiicresinin nanogubugu i¢ine aldig1 varsayilan goriintii ve negatifi
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3.2.7.2. Kanser Hiicrelerinde Sitotoksisite Caliymalarina Ait Bulgular

A549 hiicreleri ilizerinde yapilan 48 saatlik sitotoksisite caligmasinda elde edilen
bulgularda; hicrelere hicbir uygulama yapilmayan Kontrol grubu %100 canli kabul
edilmistir. ETP yiiklii nanopartikillerin (ETPnp) sitotoksik etkisi 1ug/ml, 5pug/ml ve
25ug/ml doz igin sirasiyla % 41,94+0,20, % 40,79+0,18 ve % 29,94+0,18 olarak
bulunmustur. Ayn1 dozlarda piyasadan temin edilen ETP enjeksiyonluk praparati
(TEVA) i¢in sitotoksik etkiler sirasiyla % 26,00+0,35, %29,08+0,45 ve %
40,23+0,37 olarak tespit edilmistir. Diger taraftan piyasa preparatinin yardimci
maddeleriyle ayni1 oranlarda hazirladigimiz ETP ¢ozeltisi (ETP¢6z) i¢in yine ayni
dozlarda sirasiyla %16,85+0,54, %25,46+0,26 ve %32,43+0,43 sitotoksisite
hesaplanmistir. Negatif kontrol (NK) olarak kullandigimiz ve sadece piyasa
preparatinin  yardimci maddeleriyle ayni oranlarda hazirladi§imiz grup igin
sitotoksisite degerleri sirasiyla % 9,47+0,30, %10,03+£0,58 ve %23,64+0,40 olarak
bulunmustur. ETP igermeyen nanopartikiillerin (BOSnp) de ayni dozlarda 6ldiirticii
etkisi sirasiyla %24,08+0,48, %31,87+0,25 ve %35,05+0,18 ¢ikmistir. Bu sonuglara
gore elde ettigimiz ETPnp'in 1pg/ml ve Sug/ml dozda tiim gruplar arasinda en
yiiksek sitotoksisite gosterdigi bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.54. Sitotoksisite ¢alismasina ait grafik (Ortalamatstandart sapma, n=6)
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4. TARTISMA

4.1. ETP Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

ETP'nin FTIR galismasindan elde edilen spektrum (Sekil 3.1) etken maddenin agik
formiiliiyle karsilagtirildiginda, belirleyici kimyasal gruplar: ifade eden absorpsiyon
bantlarinin ¢ekilen FTIR spektrumunda da yer aldigi saptanmustir. Belirleyici
kimyasal gruplardan 6zellikle C=0 gerilimi ve -OH gerilimi ETP'yi ifade eden
karakteristik absorpsiyon pikleri 3389 cm™ (O-H bandi), 2861 cm™ (C-H band),
1254 cm™ ve 1097 cm™ (C-O bandi) olarak tespit edilmistir. Yapilan literatiir
incelemeleri (Qin ve ark., 2013) sonucunda da ETP'ye ait belirleyici kimyasal
gruplarim1 ifade eden absorpsiyon bantlarinin (Sekil 3.2) ayni yerlerde oldugu

gorilmiistiir.

DSC, kristal halindeki maddelerin erime noktalari, amorf maddelerin cams1 gegis
sicakliklari, erime 1silar1 gibi pek ¢ok fizikokimyasal 6zelligini belirlemek igin
kullanilan 6nemli bir termal analizdir. Test 6rnegi ile referansi ayni sicaklikta tutmak
i¢cin gerekli enerjinin Ol¢iilmesi esasina dayanir. Etken maddenin saflik, polimorfizm,
¢cozlinme, bozunma gibi analizlerinde, formiilasyonlarda ise yardimci maddelerle
olusan gecimsizlik ¢aligmalarinda DSC yaygin olarak kullanilir. Sekil 3.3’de verilen
ETP'nin DSC termograminda 176°C karsilik gelen ilk endotermik pikin ETP'nin
erimesini, bundan hemen sonra ¢ok az belirgin olan ekzotermik pikin sicakligin
etkisiyle yeni bir polimorfuna kristalize oldugunu gostermektedir. Bunun devaminda
289 °C karsilik gelen pikin yeni olugan polimorfun kristal erime noktasini (Sekil 3.4)
belirten bir endotermik pik oldugu tespit edilmistir (Solano ve ark., 2013).
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HPLC analizine ait bulgularda Bolim 3.1.4'de ETP'nin Asetonitril: pH 5,0 fosfat
tamponu mobil fazinda, asetonitril ortaminda verdigi pikin literatiirlere uygun olarak
220nm (Shirazi ve ark., 2001) dalga boyunda olculmesiyle 4,7 dakikada geldigi
bulunmustur. Bu yontem i¢in yapilan analitik validasyon ¢alismasinda dogruluk ve
geri elde degerlendirmesinde hesaplanan % bagil standart sapma (%BSS) degerleri
kalibrasyonda %2'min altinda bulunmustur. Bu miktar tayini yontemlerinin
dogrulugunu gostermektedir. Analitik yontemin kesinligini incelemek amaciyla
yapilan deneylerde asetonitril ortaminda yine %2'nin altinda olan %BSS degerleri

yontemin tekrarlanabilir oldugunu ifade etmektedir.

Analitik validasyon parametreleri incelendiginde ETP'nin miktar tayini icin
kullanilan analitik yontemin saglamligi, dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi
ispat edilmistir. Kullanilan diger maddelerle ve ¢6ziictilerle ETP pikinin HPLC'de

higbir girisim yapmamasi da yontemin 6zgiinliigiini gostermektedir.

4.2. Nanoyapilarin Uretimi ve Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda nanotiibiiler yapilar1 elde etmek i¢in kullandigimiz membran 1slatma
yontemi, yiizey islanabilirligi ve kapiller kuvvetlerle yiirliyen bir islemdir. Bu
yontemde, diisiik enerjili yani hidrofobik olan siv1 (polimer ¢ozeltisi), yiiksek enerjili
yani inorganik ve iyonik olan kati (AAO) membranin dikey nanokanalciklarinin
icine dagilmaktadir. Bu bilgiler 1s181nda nanoporlu membranlari 1slatma ydnteminde
oncelikle polimer se¢imi yapilmistir. Antikanserojen etkili, hidrofobik karakterdeki
etken maddemizin yliklenecegi nanotiibiiler ila¢ tasiyict sistemi elde etmek igin

oncelikle biyobozunur polimerler degerlendirmeye alinmstir.

Etken madde yiklenecek olan formilasyonlarin hazirlanacagi polimerin seciminde
ETP'nin PCL ve PLGA ile hazirlanmis olan bir polimerik mikropartikiil
calismasindan yola c¢ikilmistir (Vivek ve ark.,, 2007). Yapilan c¢alismada

polimer/etken madde orani, 20:1 olarak kullanilan formiilasyonlarin tim
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mikropartikiiller icin en yiiksek yiikleme etkinligine sahip oldugu belirtilmis,
kullanilan polimerler arasinda ise PCL'nin en yiiksek etken madde yiikleme
kapasitesine sahip polimer olarak bulundugu s6ylenmistir. Ayrica PCL ile elde edilen
mikropartikil formilasyonlarinin en diisiik hizli ¢ikis etkisi (burst effect) gostererek
en uzun siirede salim sagladigi belirtilmistir. Bu sebeplerle ETP formiilasyonlarini
hazirlama agisindan ilk ve en ¢ok tizerinde durulan polimer PCL, baslangi¢ olarak ilk

denenen polimer/ETP orani, 20:1 olmustur.

4.2.1. Damlatma Yontemiyle Elde Edilen Nanoyapilarin Degerlendirilmesi

Membranlart polimer ¢ozeltisi damlatarak 1slatma (damlatma) yOnteminde
formiilasyonlar1 hazirlarken etken madde igeren polimer cozeltilerinde ¢oziiciiniin
seciminin ¢ok onemli oldugu belirlenmistir. Cok iyi organik ¢oziiciiniin polimer
¢oOzeltisi porlara dolmadan ¢abucak ucacagi, iyl olmayan ¢oziicliniin ise polimer
zincirleri arasindaki koordinasyonu saglayamayip, polimer ¢dzeltisini nanoporlara

yeterince siirlikleyemeyecegi belirtilmistir (Schlitt ve ark., 2008).

PCL c¢ozeltisinin aseton kullanilarak hazirlandigr g¢alismalarda kloroforma gore
aseton daha az ucucu bir ¢oziicii oldugu i¢in polimer ¢dzeltisinin membran porlarinin
igine daha iyi siiriikklendigi gozlenmistir (Kurtoglu ve Karatas, 2011). Ancak PCL'nin
asetonda daha zor ¢oziindiigii, ¢6ziinme siiresinin uzadig1 hatta %5 konsantrasyonda
hazirlanan ¢ozeltilerde PCL'nin tamamen ¢6ziinmedigi diisiiniilmiistiir. Yapilan 6n
caligmalarda polimer ¢ozeltisi damlatilmadan 6nce AAQO nanoporlarin yiizeyini
iyonik olarak aktive etmek amaciyla AAO membranin su ile 1 dakika ultrasonik
banyoda yikanarak On isleme tabii tutulmasinin olumsuz etki ettigi gozlenmistir.
Membranin nanoporlariin su ile tikandigi, suyun kuruyamadigi veya polimer
cozeltisini suriiklemede ise yarayacagi ongoriilen AAO'nun kendi iyonik dengesinin
bozulmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. En olumlu sonuglar AAO membran hi¢ bir 6n
isleme tabii tutulmadan ve kuru haldeyken polimer ¢dzeltisinin damlatildigi

caligmalarda elde edilmistir. AAO membranin kendi orjinal iyonik dengesinin



123

polimer ¢dzeltisinin nanoporlara siiriiklenmesinde gerekli oldugu ve bundan sonraki
calismalarda hig¢ bir 6n islem uygulanmadan kullanilmasinin en uygun islem oldugu
diistintilmiistiir. Calismamizi olumlu sekilde yonlendiren 6n ¢aligmalara ait F4 ve F5
formiilasyonlarmin goriintiileri sirasiyla Sekil 3.13 ve Sekil 3.14'de paylagilmistir ve
TEM goriintiilerinden de goriildiigii gibi yontem umut vermis ve bundan sonraki

calismalarin temelini olusturmustur.

4.2.2. Eritme Yontemiyle Elde Edilen Nanoyapilarin Degerlendirilmesi

Calisma sonuglarina gore, daha 6nce ¢oziicii olarak kullanilan aseton yerine tercih
edilen DCM, polimer ¢dzeltisini membranin nanoporlarina siiriikleme agisindan daha
basarili bulunmustur. Bu sebeple PCL ve etken maddenin ortak ¢ozlcistu olarak
caligmalara DCM ile devam edilmistir. Clinkii DCM 1yi olarak adlandirilan ¢oziiciiler
(good solvent), kotli olarak adlandirilan (bad solvent) arasinda teta Ozellikte bir
¢oziiciidiir. Hem uguculugu hem polimeri ¢6zme yetenegi iyidir (Schlitt ve ark.,
2008).

Calismamizda TEM goriintiilerinden elde edilen bulgulara gore, damlatma
yontemiyle elde edilen D1 ve D2 formilasyonlarinda nanoyapilar serbest
nanotiibiiler yapilar olarak karsimiza ¢ikmistir. D2 formiilasyonunda polimer/etken
madde orani, 10:1 olup D1 formilasyonuna (20:1) gore daha yiiksek
konsantrasyonda etken madde tasimaktadir. Sekil 3.15 incelendiginde bu
konsantrasyon farkinin agik¢a goriildiigii ve bunun nanoyapilara etken madde

yiiklendigini gosterdigi diistiniilmektedir (Kurtoglu ve Karatas, 2012).

Eritme yontemiyle elde edilen D3 ve D4 formiilasyonlarina ait TEM goriintiilerinin
paylasildigr Sekil 3.16°da ise, nanotiibiiler yapilarin birbirinden ayrilmadigr ve
demetler halinde elde edildigi goriilmektedir. Bunun sebebinin ise belirgin sekilde

Uretim yontemine bagli oldugu disiiniilmektedir. D3  formiilasyonundaki
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polimer/etken madde orani 20:1 ve D4 formiilasyonundaki polimer/etkin madde
orani ise 10:1 olup yine TEM goriintiilerinde bu konsantrasyon farkinin gézlendigi

distinilmiistiir.

Nanotiibiiler yapilarin yizeylerinin tam purizsiz olmasa da batinliklerinin iyi
oldugu gorilmiistiir. Damlatma yontemiyle elde edilen nanoyapilarin caplarinin
membranin por ¢apma (200 nm) yakin oldugu (Sekil 3.15) ve istenilen boyuta
ulastig1, eritme yonteminde ise, ¢api 100 nm'nin altinda nanoyapilar elde edildigi
(Sekil 3.16) goriilmiistiir. Bunun sebebinin, eritme isleminde inorganik ve iyonik
yapili AAO'mun 1sininca daha yiiksek enerjili bir hale gelmis olmasi sebebiyle
polimeri daha kuvvetli iterek por ¢apindan ince ve uzun nanoyapilar elde edilmesi
oldugu diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak membrani polimer eriyigi ile 1slatma
yonteminin verimi ¢ok az bulunmus ve homojen 1s1 dagilimi gibi Gnemli
parametreler saglanamadigi icin bu ydntemin bizim laboratuvar sartlarimizda
nanoyapt elde etmek i¢in etkin olmadigr diisiiniilmiistir. Membrani polimer
coOzeltisiyle 1slatma yoOnteminin ¢alismamiz i¢in daha uygun olduguna karar

verilmistir.

Bu grup formilasyonlardan elde edilen model etken madde yikli nanoyapilarin
goruntdleri iyi sonuclar verince kurutularak elde edilen ¢ok az miktarda toz
nanopartikiil etken madde tayini yapilmasi amaciyla DCM ile ¢oziilmeye
calisilmistir. Cok uzun siire karistirilmasina ragmen nanoyapilarda hi¢bir ¢oziinme
gorilmeyince NaOH etkisiyle PCL'nin yapisinda degisim oldugu diisiiniilmiis ve
konuyla ilgili arastirmalar yapilmuistir. Oncelikle PCL'nin Sekil 2.1'de yer alan
kimyasal yapisi incelenmis polimerin terminal uglarmin karboksil (-COOH) asidik
yapistyla bittigi, monomerlerin (-COOH) gruplarinin ester bagiyla birleserek
polimeri olusturdugu gorilmiistiir. Zay1f asit yapili polimerlerde ortam bazige dogru
kaydikca karboksilat anyonu (-COQ) ve buna bagl olarak da sodyum karboksilat
(-COONa) olusarak polimerin NaOH ile temas eden yiizeyinin hidrofiliklestigi
bulunmustur. Bu tespitler Oyane ve ark., (2005) yaptigi ¢alismanin sonuglariyla
ortiismektedir. Dahast NaOH'mm PCL Uzerindeki bu etkisinden doku mihendisligi
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icin tasarlanan daha hidrofilik yilizeyli polimerik film ve implantlarin Uretilmesinde
faydalanildigi bulunmustur (Giimiisderelioglu ve ark., 2011). Hatta NaOH'm
hidrofiliklestirici etkisinin asit 6zellikli PLGA ile elde edilen filmlerin yiizey
modifikasyonunda kullanildigi calismalara da rastlanmistir (Park ve ark., 2005).
NaOH'in bu etkisi konsantrasyonuna bagli olarak arttifi sdylenmis PCL filmler
tizerinde yapilan bir ¢calismada 5 M konsantrasyonda 5 saat muamele sonucunda film

yiizeylerinde degisim oldugundan bahsedilmistir (Chong ve ark., 2007).

Bizim ¢alismamizda ETP kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda AAO membrani
¢ozme islemi, 0,5M NaOH'da gerg¢eklestirilmis olsa da bu durum AAO membrani
¢Ozme siiresini 6 saate uzatmis, uzayan ¢ozme siiresiyle PCL nanoyapilarinin ytizeyi
NaOH"n ile daha uzun siire temas halinde kalmistir. Bu sebeple PCL ile elde edilen
nanoyapilarin ylizeylerinin hidrofilikleserek DCM'de c¢oziinemedigi sonucuna
varilmstir.  Ileriki  calismalarda  biyobozunur  polimerlerle  hazirlanacak
formiilasyonlarda AAO membran1 ¢ozmek icin seyreltik fosforik asit ¢ozeltisinin

kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.3. Daldirma Yontemiyle Elde Edilen Nanoyapilarin Degerlendirilmesi

Daldirma yontemi, hem nanoporlarin homojen dolmasina olanak vermistir hem de
polimer ¢ozeltisinin porlara dolumu esnasinda islem siki kapali kaplarda
gerceklestigi icin organik ¢oziiciiniin hizla ugmasi engellenerek buhar basinci sabit
tutulan ortamda etkin bir dolum saglamistir (Sekil 3.18-Sekil 3.21). Formulasyonlara
ait tiretim verimi artmus (Cizelge 3.5), etken madde yukleme tayini igin yeterli miktar

liyofilize toz elde edilebilmistir.

Formiilasyonlar hazirlanirken dikkat edilen en 6nemli nokta AAO membran belli
zaman slresince polimer ¢ozeltisinde bekletildikten sonra ¢ikartilirken alt ve {ist
yilizeyde biriken polimer ¢ozeltisinin temizlenmesi olmustur. Konuyla ilgili yapilan

calismalardan (Lee ve ark., 2012; Wei ve ark., 2013) esinlenilerek kullanilan 6zel
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dokulu laboratuvar mendilleri DCM ile islatilip membranin iistii bastirilmadan
yiizeyden silinmis ve polimer tabakasinin kuruyup yapigsmadan nanoyapilarin AAO
¢Oziinmesi esnasinda serbestce elde edilmesi saglanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
AAO membranin iistiinde incecik bir tabaka olarak kalan polimerin, membranin tist
yiizeyinde kuruyup nanoyapilari serbest birakmayan bir etken oldugu, bu sebeple
membranlarin yilizeyinin temizlenmesinin ¢ok dnemli oldugu anlagilmistir. Yontemle
ilgili bazi c¢alismalarda bu temizleme islemi membran iyice kuruduktan sonra
aluminyum tozuyla yapilirken (Huang ve ark., 2011), baz1 ¢alismalarda ise mekanik
yontemlerle (stte kalan polimer tabakasi yok edilmistir (Son ve ark., 2007).
Laboratuvar 6lgeginde bizim kullandigimiz silme islemi en uygun temizleme iglemi
olarak goriilmiistiir. Uretim verimi artinca membran1 ¢dzdiikten sonra nanoyapilar
ultrasantrifiij ile toplanabilmis, ultrasaf su ile ayni1 kosullarda tekrar santrifiijlenerek 3
kez yikanabilmis ve bu sayede -40°C dondurulup, 48 saat sireyle liyofilize

edilebilmistir. Bu durum g¢aligmalarin devami agisindan olumlu kabul edilmistir.

Biyobozunur polimerlerden PCL ile yapilmis olan 6n ¢alismalarda, polimerin
fonksiyonel gruplarma bagli oldugu anlagilan hassas yapist nedeniyle,
degerlendirmekte oldugumuz formiilasyon parametrelerinin, 6zellikle etken madde
yiiklenmesine ait sonuglarin net olarak belirlenemedigi diisliniilmiis, yontemin
optimizasyonu agisindan bagka polimerler ile c¢aligilmasi gerektigi sonucuna
varilmistir. Bu sebeple, biyouygun olmasi sebebiyle klasik kiiresel nanopartikiil
caligmalarinda da kullanilan (Zhang ve ark., 2012) akrilat turevi poli (metil
metakrilat) (PMMA), ilk asamada calisilmaya karar verilen polimer olmustur.
PMMA metakrilik asitin metil esteridir, bu sebeple dis uyarilara karst daha stabil ve
bu yontemle islenebilirligi daha kolay olan polimerlerdendir (Lezak ve ark.,2013).
PMMA kullanilarak 6ngérdiigiimiiz gibi formulasyon parametrelerinin sonuglari
daha net gozlenebilmis ve Ozellikle etken madde yiikleme etkinligi sonuglarini

yorumlayabilecegimiz bulgulara ulasilabilmistir.

Daldirma yontemiyle elde edilen ilk grup formilasyonlarda (Cizelge 3.5) C1A-C4A
kodlu formulasyonlar PMMAJETP, 10:1 oraninda hazirlanmis, farkli ¢oziicii
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sistemleri kullanilarak degerlendirilmislerdir. TEM goriintiileri analiz edildiginde,
DCM kullanilarak hazirlanan C1A kodlu formiilasyondan elde edilen nanoyapilarin
cap1 yaklasik 200 nm boyu ise yaklasik 2,5 um olarak goriilmektedir (Sekil 3.18).
DCM:DMF (4,5:0,5) kullanilarak hazirlanan C2A kodlu formiilasyondan elde edilen
nanoyapilarin ¢ap1 yine yaklagik 200 nm olmakla beraber boylarinin mikrometrelerce
uzadigr goriilmektedir (Sekil 3.19). Ayni1 durum tek bagina aseton ile hazirlanan C3A
kodlu ve aseton:DMF (4,5:0,5) oraninda hazirlanan C4A kodlu formiilasyonlarda da
gorilmektedir. C3A formiilasyonundan elde edilen diizgiin ve homojen sekilli
nanoyapilarda yine 200nm civarinda partikiil capt ve 5-6 pm civarinda uzunluk
gozlenmistir (Sekil 3.20). C4A formiilasyonundan elde edilen yapilarda ise 200nm'ye
yakin cap elde edilirken, uzunluklar 10 pm'yi asmistir (Sekil 3.21). DMF eklenen
formiillerde nanoyapilarin boyunun uzamasinin, DMF'in polar yapisi nedeniyle
AAO'nun iyonik yapisiyla etkileserek (Huang ve ark., 2013) etken madde tasiyan
polimeri membranin porlarina daha iyl siiriiklemesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Formiilasyonlar1 hazirlarken kullanilan ¢6ziicii sisteminin, etken
maddeyle polimeri ¢ozme 6zelligi ve uguculugu kadar, AAO membranin por
duvarlariyla olan ara ylizey etkilesiminin de ¢ok énemli oldugu (Lee ve ark., 2012)

anlagilmistir.

Burada dikkat edilmesi gereken bir diger nokta, nanoyapilarin boy/en oranin
(konuyla 1ilgili calismalarda "aspect ratio" olarak adlandirilmistir) artmasiyla etken
madde yiikleme etkinliklerinde de artis olmasidir. Hem DCM ile hem aseton ile
hazirlanan formiillerde ¢oziicii sistemine DMF eklenerek nanoyapilarin boyunun
uzamasiyla, etken madde yiikleme etkinlikleri de artmistir (Cizelge 3.1). C1A kodlu
formiilasyonda yiikleme etkinligi %1,8 iken C2A kodlu formiilasyonda %2,2'ye
ctkmis, C3A kodlu formiilasyonda %1,1 iken C4A kodlu formiilasyonda %4,4'e
cikmustir.

Bu bulgular, nanotiibiiler yapilarin ilag tasiyici sistem olarak avantajlari arasinda
gosterilen yiiksek boy/en oranin nasil bir etkisi oldugunu agiklamaktadir. Ilag tasiyict
sistemin biyolojik bariyerlerden gecebilmesi 200 nm cap ile tiretildigi diistiniiliirse

ayni ¢apa sahip nanoyapilardan boy/en orani daha biiyiikk olan daha yilksek ilag
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tasima kapasitesine sahip olacaktir (Schlitt ve ark., 2008). Ayni1 homojenlikte iiretilen
ve ¢apt 200nm olan silindirik nanoyapilardan, boy/en orani=1 olan partikiile gore
boy/en orani=10 olan partikiil 10 kat daha fazla hacme (/7r°h) sahip olacak,
dolayisiyla 10 kat daha fazla ilag tasiyacaktir (Buyukserin ve ark., 2008).

Bu grup deneylerde C1A-C4A kodlu formiilasyonlart TEM gdrintilerinden olumlu
sonuclar elde edilince, PMMA/ETP, 10:2 oranmna ayarlanip etken madde
konsantrasyonu 2 katina cikarilarak C1B-C4B kodlu formiilasyonlar elde edilmistir
(Cizelge 3.1). Ayni islem parametreleriyle elde edilen bu grup formiilasyonlarda
polimer/etken madde oraninin, etken madde yiikleme etkinligini nasil etki ettigi
degerlendirilmistir. C1A'da %1,8 olan ETP yiikleme etkinligi C1B'de 2,1'e; C2A'da
%2,2 olan ETP yiikleme etkinligi C2B'de %2,4'e; C3A'da %]1,1 olan ETP yikleme
etkinligi C3B'de %1,5'e; C4A'da %4,4 olan ETP yiikleme etkinligi C4B'de %4,5'c
c¢ikmigtir. DCM'nin tek bagina kullandigi formiilasyonlarda (C1A ve C1B) ETP
yiikleme etkinligi, asetonun tek basina kullanildig1 formiilasyonlardan (C3A ve C3B)
daha yiikksek bulunmustur. Ancak asetonun DMF ile ortak kullanildig
formiilasyonlarda ETP vyiikleme etkinliZi DCM'nin DMF ile ortak kullanildig
formiilasyonlardan daha yiiksek c¢ikmistir. Bu durum, asetonun DMF ile iyi bir
¢oziicii sistemi olusturarak polimerin membranin porlarina daha homojen dolumunu

sagladig1 seklinde agiklanabilir.

4.2.3.1. Etken Madde Yiikleme Etkinligi Artirma Cahsmalarinin

Degerlendirilmesi

Etken madde yilikleme etkinligini artirma ¢aligmalarinda polimer ¢ozeltilerinde etken
madde konsantrasyonlart 10:1, 10:2, 10:3 olarak artirilmistir. PMMA polimerlerinde
ETP’nin ¢ozelti iginde polimere orani 10:3’den fazla oldugunda etken maddenin tam
¢Oziinemedigi disliniilmiistiir. Ayrica polimere gore 10:3 oranindan fazla ETP
eklenmesinin, formulasyonun en Onemli parametrelerinden birisi olan ¢oOzelti

konsantrasyonunu fazlaca artirmasi nedeniyle olumsuz etki yaptigi tespit edilmistir.
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PMMA ile elde edilen A2 formiilasyonunun Sekil 3.22 ve A3 formiilasyonunun
Sekil 3.23'de goriintiilerinden nanoyapilarda etken madde yogunluguna bagli olarak
cap artist oldugu diisliniilse de diizgiin ve homojen nanoyapilar elde edildigi
belirlenmistir. Sekil 3.24'de verilen PCL nanoyapilarin goriintiisiinde ortamda
bulunan Kirliliklerin nanoyapilara yiiklenemeyen etken madde oldugu ve yikamayla

da tam uzaklastirilamadig diistiniilmiistiir.

Formilasyonlarda AAO membran1 ¢6zmek igin kullanilan fosforik asit
konsantrasyonunun %10’dan %8’e diisiliriilmesinin de formiilasyonlarin genelinde

etken madde yiikleme etkinligini olumlu olarak etkiledigi diigiiniilmiistiir.

Toplam ¢oziicli miktar1 ve polimer konsantrasyonu degistirilmeden ¢oziicli olarak
DCM’ye belli oranda DMSO ilave edilmistir. ETP bu organik solvanda iyi
cozinmektedir. DMSO ilave edilen formulasyonlarda (Cizelge 2.5) etken maddenin
gozle goriiliir sekilde daha hizli ¢oziildiigii ve daha berrak ¢ozeltiler elde edildigi
kaydedilmistir. ETP’nin en iyi ¢0ziindiigii ¢oziiciilerden biri olmasina ragmen,
cozeltilere DMSO eklenmesiyle etken madde yiikleme kapasitesi yine beklenen artisi
gostermemistir. Bunun sebebi olarak DMSO’nun tasidigi polimeri porlara
strtikledikten sonra hizli buharlasan bir ¢6ziicii olmamasi nedeniyle yeterli seviyede
buharlasmadigi i¢in nanotiip olusumunu desteklememesi ve DCM ile karistirilan

oranlarda uygun bir ¢dziicii sistemi olugturamamasi gosterilebilir.

4.2.4. Vakum Yontemiyle Elde Edilen Nanoyapilarin Degerlendirilmesi

AAO membran1 vakum kullanarak polimer ¢Ozeltisiyle i1slatma yontemiyle elde
edilen nanoyapilarin degerlendirilmesin ¢ok farki nanofiber yapilar gelistirilmistir.
Vakumlu desikator kullanarak elde ettigimiz formiilasyonlar orjinal olmalar1 ve
literatiirlerde bugiine kadar rastlanmamis bir bakis acisinin membran yardimcili

nanofabrikasyon yontemi ile birlestirilerek tiretilmeleri sebebiyle ¢ok degerlidirler.
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Vakum kullanarak AAO membranin boyu kadar olan tim porlara sivi iletiminin
homojen olarak saglanmasi i¢in gelistirdigimiz bu yontemle oncelikli olarak PMMA
polimeriyle farkli formiilasyonlar denenmistir. Bu farkli teknikle elde edilen
formiilasyonlarin TEM goriintiilerinde (Sekil 3.25, Sekil 3.26) go6zlenen ortak
karakter 200nm'den daha ince, i¢i bos nanotiibiiler yapilarin elde edilmis olmasidir.
Bu yontemle polimer ¢ozeltisinin porlara ¢ok hizli girmesi Sebebiyle porlarin
yiizeyini tam kaplamadan ve porlarin igerisini tam dolduramadan polimer sekil almig
ve bunun sonucunda ince ve uzun nanofiber seklindeki yapilar elde edilmistir.
Boylarinin uzun olmasi nedeniyle elde edilen nanotiibiiler yapilarin ultrasantrifiij
sonras1 serbestligini koruyamadigi ve birbirleriyle girisim yaptigi gdzlenmistir.
Vakum yontemiyle elde edilen nanoyapilarda etken madde yiikleme kapasitelerinin
diisiik ¢ikma nedeninin de (Cizelge 3.7) porlarin hizli dolmasi sebebiyle homojen bir
dolum saglanamamasi oldugu diisiiniilmektedir. Ancak elde edilen nanofiber
goriiniimiindeki bu yapilarin etken madde salimi1 amaciyla gelistirilmeye ¢ok uygun

oldugu diistiniilm{istiir.

Bu yontemle elde edilen farkli formiilasyonlarin SEM goriintiileri Sekil 3.27 ve Sekil
3.28 ile paylasilmistir. TEM gorintilerinin aksine ¢ok dizgun gorinimli polimerik
nanofiberler elde edildigi gorilmistir (Kurtoglu ve Karatag, 2014). Ancak
calismamizda beklentimiz ¢ok uzun nanotiibiiler yapilar elde etmek degildir. Ayrica
kullanilan AAO membranimin SEM'deki goriintiilerinden (Sekil 3.29) iireticinin
belirttiginin aksine ¢ok diizgiin por yapisina sahip olmadigi, nanoyapilarde elde

edilen diizensiz sekillerin buna baglanabilecegi diisliniilmistiir.

4.2.5. Secilen Daldirma Yontemiyle Elde Edilen Yeni Formiilasyonlarin

Degerlendirilmesi

Calismalarimizda iiretim yontemleri arasinda elde edilen nanoyapilarin miktarina
bakilarak en iyi iiretim verimi ve en yuksek etken madde ylkleme kapasitesi elde

edilen yontem "daldirma" yontemi olmustur. Bu yontemle nanoyapilarin sekilleri
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homojen ve diizgiin oldugunda etken madde yiikleme etkinliklerinin de yliksek

oldugu belirlenmistir.

Daldirma yontemiyle elde edilen yeni formilasyon grubunda (Cizelge 3.8) daldirma
stiresinin degerlendirildigi calismalar yapilmistir. AAO membranlar 24,10 ve 4 saat
boyunca polimer ¢ozeltisine daldirilmigtir. Ayn1 zamanda PMMA-350 ve PMMA-
996 polimerleri ayni islem parametrelerine tabii tutularak polimerin molekil
agirhigina yonelik de degerlendirmeler yapilmistir. Tiim formiilasyon gruplarinda
PMMA-350’nin etken madde yiukleme kapasitesi PMMA-996’dan yuksek

bulunmustur.

TEM goriintiilerine bakildiginda (Sekil 3.30 ve Sekil 3.31) 24 saat daldirma
siiresinde elde edilen nanoyapilarin sekillerinin diizgiin ancak DMF etkisiyle fazlaca
uzamis oldugu goriilmektedir. Uzun olmalarina ragmen, etken madde yiikleme
etkinliklerinin beklenildigi gibi yliksek olmamasinin, nanoporlar1 dolduran polimer
cOzeltisindeki ETP’nin 24 saat gibi uzun zaman siiresinde DMF’e ge¢mesi oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica 4 saat siiresinin de etkin bir dolum saglamak i¢in kisa

oldugu tespit edilmistir.

Tiim bu bulgular bir tarafa konuldugunda nanoyapili bir partikiil formiilasyonunda
%14,5 etken madde yiikleme etkinligiyle %3,35 etken madde yiikleme kapasitesine
ulasiimas: dikkat cekicidir. Ornegin ETP'nin polimerik kiiresel nanopartikiillere
yiiklendigi bir ¢alismada en iyi etken madde yiikleme etkinligi %80,15 bulunmus
ancak bu formilin etken madde yiikleme kapasitesi %1,44 ¢ikmistir (Snehalatha ve
ark., 2008). Her ne kadar iiretim yontemi gibi parametrelere bagli olsa da ETP yiiklii
kiiresel nanopartikiillerde yiiksek yiikleme etkinligine karsin etken madde yiikleme
kapasitelerinin diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir (Callewaert ve ark., 2012; Yadav ve ark.,
2014). Ancak bizim calismamizda iirettigimiz silindirik yapili nanoyapilarda bu
durum farkli gelismistir. % 14,5 ylikleme etkinligine karsin %3,35 etken madde
yiikkleme kapasitesi nanoyapmin sekil o6zellikleriyle aciklanabilir. Daha once de
belirtilen boy/en oraninin artisiyla silindirik yapinin ¢ap1 degismeden hacmi ve alani

artar ve boylelikle polimer etken maddeyi yiikleyecegi daha genis bir hacme ve salim
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yapabilecegi daha genis bir ylizey alanma sahip olur. Ayrica yiiksek yiikleme
kapasitesine formiilasyon acisindan bagka maddelere ihtiyagc duymadan polimerin
nanoporlarda etken maddeyle birlikte matris bir yap1 olusturarak sekil almasi da

sebep olarak gosterilebilir.

Bunlara ek olarak bu ve bundan sonraki caligmalarda elde edilen nanoyapilara ait
Everji Dispersiv X-ray Spektroskopi (EDS) analizi, {iretim sonunda nanoyapilarin

yiizeyinde inorganik aliimina kalintis1 kalmadiginin en 6nemli kanit1 olmustur.

4.2.5.1. AAO Membram Sogukta Cozme Teknigiyle Elde Edilen Nanoyapilarin

Degerlendirilmesi

Calismalarda PMMA ile elde edilen sonuglarin olumlu bulunmasinin ardindan, asil
kullanilmas1 ve etken madde yiiklenmesi planlanan biyobozunur polimerler ig¢in
detayli incelemeler yapilmistir. Bu asamaya kadar yapilan c¢alismalar dikkatle
degerlendirilmis, her islem basamagi iizerinde tek tek diisiiniilmiis ve yeniden

aragtirmalar yapilmistir.

Yaptigimiz ¢alismalarda AAO membran polimer/etken madde ¢ozeltisine daldirilip
uygun sure bekletilerek ara yizey enerjisi ve kapiler etkiyle membranin porlari
dolmakta, ardindan ¢ozelti yiiklii membran oda sicakliginda kurumaya birakildiginda
¢oziicii sistemine dayali olarak belirlenen siire kurutulmakta ve bdylece nanoporlarin

icinde etken madde yiiklii polimer sekil almaktadir.

Yontem tekrar gozden gegirildiginde etken madde yiiklii serbest nanotiibiiler yapilari
elde ederken AAO membrant ¢6zme kosullarinin 6nemi anlasilmistir. AAO
membrani1 ¢ozmek igin seyreltik fosforik asit c¢ozeltileri kullanilan, biyobozunur
polimerlerle nanoyapilarin Uretiminde daha basarili oldugu goriilmistiir. Fosforik
asitin % 10'luk ¢ozeltileriyle basladigimiz AAO membrani ¢6zme ¢alismalari siire de
g0z Oniine alinarak % 8'lik fosforik asit ¢Ozeltisiyle 6 saate kadar disiiriilmiistiir. Bu

noktada AAO membran ¢oziiniirken uyguladigimiz karistirma isleminin ve ortam
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sicakliginin nanoyapilarin serbest hale ge¢cmesi lizerindeki etkisinin incelenmesine

karar verilmistir.

Yapilan karistirma islemi dolayisiyla ortama bir enerji verildigi ve az da olsa 1s1
olustugu diisiinlilmiistiir. Ayrica titanyum oksit nanotiiplerinin elde edildigi bir
calismada (Bae ve ark, 2008) AAO membrani ¢dzen ortamin membrana temasinda,
ara yuzeylerde de bir enerji farki olugturmasi nedeniyle elde edilen nanotiiplerin yan
yiizeylerinden birlestigi ifade edilmistir. Bu yaklagimlara karsilik ¢6ziinme ortamini
disaridan sogutarak bu enerjinin absorbe edilebilecegi diisiinilmiis ve AAO
membranin ¢oziindiigii kapakli cam kaplar, soguk su banyosunun i¢inde manyetik
karistirictya  konulmustur.  Soguk su banyosunun sicakligr stirekli olarak
termometreyle kontrol edilmis ve belli zaman araliklarinda esit biiyiikliikteki buz
pargalar1 atilarak ortam sicakligi 10-15°C'de sabit tutulmustur. AAO membran1 6
saatte cozen % 8 fosforik asitin konsantrasyonu %7'ye diisiiriilmiis ve ¢c6zme iglemi 7
saatte tamamlanmistir. Sogukta ¢6zme isleminin olumlu katkisi ile PCL ile elde
edilen S1 formilasyonun etken madde yiikleme etkinligi % 10,25'e ¢ikmistir
(Cizelge 3.9).

Ama uygulamada esas fark yaratan sonu¢ kullanilan yeni biyobozunur polimerler ile
saglanmigtir. PMMA polimerinin daha Onceki calismalarda olumlu katkisinin
nedenleri arastirilirken bu polimerin metakrilik asitin metil esteri (-COO-CH3)
oldugu goriilmiistiir. Biyobozunur polimerlerden bu {iretim yonteminde iyi sonuglar
elde edilememesine bu polimerlerin (-COOH) gibi aktif fonksiyonel gruplara sahip
olmas1 sebep olarak gosterilebilir. Bu iki yaklasim birlestirildiginde fonksiyonel
grubu agikta olmayan yani ester yapisit igceren biyobozunur polimer arayigina
girilmistir. PLGA'nin degerlendirilmesi yapilirken "ester terminated" formunun
(ePLGA) bulundugu tespit edilmistir. Bu polimere ek olarak bir de poli(laktik-
kokaprolakton-ko-glikolik asit) (PLCG) polimeri de g¢alismaya dahil edilmistir.
Ayrica PMMA-350'nin poli(hidroksi etil metakrilat) ile 3:1 oraninda karigimi

kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir.
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Sogukta ¢6zme yontemi ve nanoyapilarin birbirinden bagimsiz ve tek tek elde
edilmesini saglamig, bu yaklagim ayn1 zamanda etken maddenin polimer i¢inde daha
iyl hapsolmasii ve dolayisiyla etken madde yiikleme etkinligini de artirmistir.
Ancak calismanin bu asamasindaki en onemli noktanin, ePLGA'nin ester uglarla
biten yapiya sahip olmasi ve bunun formiilasyon ¢alismalarinda degerlendirilmesi

oldugu diisiiniilmektedir.

ePLGA ile elde edilen S2 formiilasyonunun etken madde yiikleme etkinligi %18,2
islem etkinligi %84 olarak bulunmus ayrica boyut ve homojen sekil 6zellikleriyle de
calismalarimiza bu polimerle devam edilme karar1 alinmistir. Teknolojik agidan
degerlendirilebilecek analizler, iiretim tekrarlanabilirligi, zeta potansiyel analizi,
formiilasyonlarda DSC ve FTIR analizi, etken madde salim c¢aligmalariyla devam
eden calismalar kanser hiicrelerine alim ve kanser hiicreleri (izerinde sitotoksisite

analizine kadar ilerletilmistir.

4.2.6. Sonu¢ Formiilasyon Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.2.6.1. Uretim Tekrarlanabilirligine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismalara sonu¢ formali olarak belirlenen S2 formullndn tekrar edilmesi ve
karakterizasyon sonuglarinin tekrar analiz edilmesiyle devam edilmistir. S2 formiili
ile etken maddesiz bos formiil hazirlanmis ve hem ETP yiiklii hem etken maddesiz
formilasyonun SEM gorintlleri tekrar g¢ekilmis ve detayli olarak incelenmistir.
Daha sonra formiilasyon yapisinin detayli analizi i¢cin TEM goriintiileri de ¢ekilmis
ve yine ayni homojenlikte 200 nm ¢apli silindirik nanoyapilar elde edildigi
goriilmiistiir. Formiilasyonun etken madde yilikleme etkinligi yine % 18 bulunmus ve
formiilasyon iizerinde zeta potansiyeli, FTIR analizi, DSC analizi, etken madde salim
calismasi, kanser hiicrelerine alim ve kanser hiicreleri iizerinde sitotoksisite

caligsmalarina gegilmistir.
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4.2.6.2. Zeta Potansiyel Analizine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Zeta potansiyel arttikca ylikli partikiiller birbirini iter ve partikiil agregasyonuna
kars1 daha stabil bir durum gosterirler. Elde edilen S2 formulasyonunun zeta
potansiyel degerleri kullamlan ePLGA polimerinin negatif yilk (-COO) tasimasi
sebebiyle negatif degerlerde bulunmustur. ETP yiikli olan ve olmayan bos
formiilasyonlarin hem liyofilizasyon 6ncesi hem liyofilizasyon sonrasi ylizey yiikleri
degismemis, zeta potansiyelleri -58,8 ile -37,2 araliginda bulunmus ve dispersiyon

olarak stabil kabul edilmislerdir.

4.2.6.3. FTIR Analizine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

S2 formiilasyonundan elde edilen nanoyapilarin FTIR spektrumunda, ETP'ye ait
3389 cm™’de (O-H bandi), 2861 cm™de (C-H bandi), 1254 cm™’de 1097 cm™1’de
(C-O bandi) karakteristik piklerin goriindiigii ancak bazi piklerin formilasyondaki
ETP'nin diistik yiikleme etkinligine baglh olarak ¢ok kiiciik kaldigi belirlenmistir.
Ayrica PLGA'ya ait (-OH gerilimi) (3200-3500 cm™), (-~CH gerilimi) (2850-3000
cm™), karbonil (-C = O) gerilimi (1700-1850 cm™) ve C-O geriliminin (1050-1250
cm™)  bulundugu tespit edilmisti. ETP'nin PLGA icinde homojen dagildigi ve

gecimsizlik gostermedigi sdylenebilir.

4.2.6.4. DSC Analizine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

S2 formilasyonundan elde edilen nanoyapilarin DSC termograminda sadece
ePLGA'ya ait endotermik Tg pikinin kiigiik de olsa belirdigi goriilmektedir. Etken
maddeye ait piklerin DSC termograminda goriilmemesi ETP'nin formulasyona amorf
halde yiklendigini ve homojen sekilde disperse oldugunu gostermektedir (Sekil
3.46).
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4.2.6.5. Etken Madde Salimina Yoénelik Bulgularin Degerlendirilmesi

En yuksek etken madde ylkleme kapasitesine sahip olan S2 formilasyonundan elde
edilen nanotiibiiler yapilarin etken madde salim ¢alismasinda 24 saat sonunda
%ACEM, %62,07£2,72 (n=3) olarak bulunmustur. Bu oran, islem sirasinda etken
maddenin polimere iyi yiiklendigini ve nanoyapilar elde edilirken AAO membrani

¢ozme esnasinda polimerin etken maddeyi koruyabildigini diistindiirmiistir.

Calismanin ilk saatlerinde hizli salim etkisi (burst effect) gézlenmemis olmasi da
AAO membran c¢oziilerek uzaklastirildigi zaman siiresinde sadece nanoyapilarin
yiizeyindeki ve ylizeyine yakin bolgelerindeki etken maddenin uzaklagmis oldugunu
gostermistir. In vitro etken madde salim c¢aligmasinda tiim zaman noktalarinda elde
edilen degerlerin standart sapmalarimin ¢ok diisiik c¢ikmast SEM ve TEM
sonuglarindan da goriildiigii gibi elde edilen diizgiin ve homojen sekil 6zelliklerine
baglanabilir. Etken madde saliminin Higuchi kinetigine (r*=0,9804) uyum gostermesi

matris tipi yapidan diflizyonla salimin gerceklestigini gostermistir (Sekil 3.47).

4.2.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.7.1. Hiicresel Alhm Calismalarina Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Hem A549 hem de MCF hiicreleri i¢in konfokal mikroskop goriintiilerinde (Sekil
3.49 - Sekil 3.52) goriildiigli gibi neredeyse tiim hiicrelerde floresan madde
yogunlugu olugmustur. Bu durumda nanotiibiiler yapilarin hiicrelerin igine alindigi
diistintilmiisttir. Her iki hiicre grubunda da 4. saatteki floresan madde yogunlugunun
2. saatteki floresan madde yogunlugundan fazla olmasi bu diisiinceyi
kuvvetlendirmistir. Ayrica daha iri hiicreler olan MCF7 hiicrelerinde bazi

goriintlilerdeki (Sekil 3.53) disariya dogru olan uzantilarin, nanogubuklarin hiicreye
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alimi aninda olustugu diisiincesi uyanmistir. Yine oOzellikle MCF7 hiicrelerinde
sitoplazmanin yani sira hiicre ¢ekirdeginde de goriilen yogun floresan bolgeler,

nanogubuklarin hiicre ¢ekirdegine kadar girebildigini diistindiirm{istiir.

4.2.7.2. Kanser Hiucrelerinde Sitotoksisite Calismalarima Yonelik Bulgularin

Degerlendirilmesi

A549 hiicreleri lizerinde yapilan 48 saatlik sitotoksisite ¢alismasindan elde edilen
grafikteki (Sekil 3.53) bulgulara gore; 1pg/ml ve Sug/ml konsantrasyonda uygulama
yapilan gruplarda, ETP vyikli nanopartikillerin sirasiyla %41,94 ve %40,79
sitotoksisite degerleriyle diger tiim gruplardan 6zellikle de piyasa preparatindan daha
yuksek sitotoksisite gosterdigi bulunmustur. Diger taraftan 25pg/ml konsatrasyonda
ise ETP yikli nanotlplerin sitotoksik etkisi %29,64 yani 1pg/ml ve 5ug/ml
konsantrasyon i¢in bulunan degerlerden daha diisik ¢ikmistir. Bu durumun,
partikiillerin diisiik etken madde ylikleme kapasitesine bagh olarak, 25ug/ml ETP
konsantrasyonunu saglayacak partikiil miktarinin ¢ok oldugu ve 1iyi disperse
edilemeden uygulandigi i¢in hiicrelerin  istlinii  kapatarak hiicre igine

alinamamasindan kaynaklandig diistiniilm{istir.

Sitotoksisite ¢aligmasinda (Sekil 3.53) 1ug/ml ve 5ug/ml konsantrasyonda uygulama
yapilan gruplarda, ETP yiiklii nanotiibiiler yapilarin ayni konsantrasyonlar igin
sirasiyla; Bos nanopartikiillerden %17,86 ve %8,92, TEVA piyasa preparatindan
%15,94 ve %11,71, ETP cozeltisinden ise % 16,85 ve %15,33 daha yilksek
sitotoksisite gosterdigi bulunmustir. Bu durum etken maddenin kanser hiicresine
alinmasinda ETP yiiklenen nanotiibiiler yapilarin olumlu katki sagladigim
diistindiirmiistiir. Etken maddesiz bos nanotiiplerin de az miktarda sitotoksik etkisi
goralmis ve bu durumun sebebi aydinlatilamamistir. Membran yardimcili yontemle
tiretilen nanoyapilarla herhangi bir sitotoksisite ¢alismasina rastlanmadig igin etken
maddesiz bos nanotiiplerin gosterdigi sitotoksik etkinin, {iretim yontemine bagli olup

olmadigina dair bir yorum yapilamamaistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda 6ne ¢ikan kiiresel olmayan silindirik yapili polimerik nanopartikiillerin
tretilmesi i¢in yeni degerlendirilmeye baglayan bir yontem olan "membran
yardimcili nanofabrikasyon yontemiyle" ve bu yOnteme ait "membranlar islatma
teknigi" kullanilarak polimerik nanotiibiiler yapilarin tretilip, ilag tasiyicit sistem

olarak degerlendirildigi bu tez calismasinda asagidaki sonuglara ulagilmistir:

e Polimer ve etken maddeyi cozecek ortak cozlcinin ¢ok iyi segilmesi
gerektigi belirlenmistir. Segilecek ¢oziicii ne ¢ok ugucu olmali, ne de

polimerin baglarin1 agamayacak kadar durgun 6zellikte olmalidir.

e (COzucu sistemine polaritesi ve AAO membrana olan ilgisi nedeniyle ¢ok
diistik miktarda formilasyona eklenen DMF beklenen etkisini, nanottbuler

yapilarin boylarinda uzama meydana getirerek géstermistir.

e Kullanilan yontemler arasinda daldirma ydntemi en etkin yontem olarak
bulunmustur. Kapali bir sistem i¢inde islem gerceklestigi i¢in membranin
porlarina polimer ¢ozeltisi etkin olarak dolup homojen nanoyapilar elde

edilmistir.

e Polimer konsantrasyonu, polimer/etken madde orani, AAO membranin
cozeltisiyle dolmasi i¢in gereken siire ve AAO membranin kurumasi ig¢in
gereken siirenin kullanilan her yonteme gore degisiklik gosteren parametreler

oldugu bulunmustur.

e Kullanilan polimer ve etken madde agisindan AAO membrani ¢ozen seyreltik
asit yada baz ¢ozeltisinin cinsi, konsantrasyonu ve membranin ¢dziilmesi i¢in

gereken siire cok dnemli oldugu tespit edilmistir.
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Vakumlu desikator kullanilarak nanofiber benzeri yapilar elde edilmistir. Bu
yontem kullanilarak membran yardimcili nanofabrikasyon yontemine yeni bir

bakis agis1 getirilmistir.

Bu yontemle silindirik nanoyapilar hazirlarken polimerin se¢iminin de ¢ok
onemli oldugu, fonksiyonel gruplari agik bir polimer yerine ester yapili bir
polimer kullanmanin iiretim verimi ve etken madde yiikleme etkinligi

acisindan daha dogru olacagi bulunmustur.

Gelistirdigimiz AAO membran1 sogukta ¢6zme yOnteminin, nanoyapilarin
birbirinden bagimsiz ve tek tek elde edilmesinde ve etken madde yikleme

etkinliginin artmasinda katki sagladigi bulunmustur.

Silindirik yapili nanopartikiil formiilasyonunda Onemli oldugu belirtilen
boy/en oranimin artigiyla silindirik  yapinin ¢apt degismeden hacmi ve
alaninin arttigt bulunmustur. Boylelikle etken maddenin yiiklenecegi daha
genis bir hacim olustugundan, diisiik etken madde ytlikleme etkinligi olsa bile

yiiksek etken madde yiikleme kapasitesine ulasilabilecegi goriilmiistiir.

Silindirik yapili nanopartikiillerin, genis hacmin yaninda, polimere yiiklenmis
olan etken maddenin salinacagi daha genis bir yiizey alanina sahip oldugu

saptanmuistir.

Sonug olarak daldirma yontemi ve AAO membrani sogukta ¢dzme teknigiyle,
ester yapili PLGA kullanilarak (10:2) polimer/etken madde oraniyla iiretilen
S2, biyobozunur polimerle hazirlandigi i¢in tercih edilmis ve en uygun

formiilasyon olarak se¢ilmistir.

S2 formiilasyonu A549 kanser hiicrelerine uygulandiginda, 1pg/ml ve Spg/ml
konsantrasyonda degerlendirilen gruplar arasinda en yiiksek diizeyde

sitotoksisite gosterdigi bulunmustur.
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edilen sonuglar 1s18inda  asagida  Dbelirtilen caligmalarin  yapilmasi

onerilmektedir:

Yapilan caligmalara ek olarak elde edilen S2 formiilasyonun da stabilite

caligmalarinin yapilarak degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Bu formiilasyonla birlikte olumlu sonuglar veren ancak biyobozunur olmadigi
icin degerlendirilmeye alimmayan PMMA350/p(HEMA) (3:1) polimer
karisimiyla hazirlanan S4 formiiliine ait detayli calismalar yapilmasi da

planlanmaktadir.
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OZET

Polimerik Nanotiibiiler Yapilarin ila¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Hazirlanmas: ve
Karakterizasyonu

Ideal bir ila¢ tasiyici sistemin biyouygun ve biyoparcalanabilir 6zellikte olmasi,
hedefine ulagsmak i¢in kan dolasiminda uzun siire kalmasi ve etken maddeyi sadece
hedef bolgede salmasi beklenmektedir. Bu amaclara ulagabilmek igin farklh
materyellerden, degisik sekillerde pek ¢ok nanopartikiiler sistem gelistirilmistir. Son
yillardaki caligmalarda cok g¢esitli malzemelerden ¢ok farkli boyutlarda kiiresel
nanopartikiller elde edilmis ve degerlendirilmistir. Ancak kiiresel nanopartikiiller,
ilag tastyici sistem olarak bazi kisitlamalarla karsilasmaktadirlar.

Nanokdreler vicudun savunma sistemi olan makrofajlar nedeniyle kan
dolagiminda sinirli bir siire kalabilmektedirler. Buna karsilik son donemde yapilan
caligmalarda, kiiresel olmayan, boyu uzatilmis ve silindirik sekilli nanotasiyicilarin
yapilari itibariyle ayn1 hacimdeki kiiresel nanopartikiillere gore kan dolasiminda daha
uzun siire kalabildigi ve daha iyi dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Biyodagilim
tizerindeki belirgin etkisinin yaninda partikiiliin sekli, nanoyapilarin 6zellikle kanser
hiicresi i¢ine endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmasinda da 6nemli rol oynamaktadir.

Bu tezde nanotiibiiler tastyicilar, yeni nanofabrikasyon yontemlerinden birisi
olan “Membran Yardimcili Nanofabrikasyon” yontemiyle, Anodisc™ (Anodic
Aluminum Oxide-AAO) membran kullanilarak hazirlanmis ve bu polimerik
nanotiibiiler yapilar, ilag tasiyici sistem olarak degerlendirilmistir. Poli (e-
kaprolakton) ve poli (I-laktid-ko-glikolid)gibi biyobozunur polimerler ile polimetil
metakrilat gibi biyobozunur olmayan polimerler kullanilarak, antikanserojen etken
madde olan etoposid ile formiilasyonlar hazirlanmis, formiilasyonlarin TEM ve SEM
analizleri ile yapilari incelenmistir. Sonug formiiliin etken madde yiikleme kapasitesi,
zeta potansiyelleri tayin edilmis ve etken madde salim ¢aligsmalar1 yapilmistir. Ayrica
antikanserojen aktivitenin tayini gdézlemlemek amaciyla hiicre kiiltlirii ¢aligmalar
yapilmis ve elde edilen nanoyapilar ilag tasiyici sistem olarak uygun bulunmustur.

Anahtar Sozcukler: Biyobozunur polimerler, etoposid, nanotiibiiler yapilar,
partikiiler ilag¢ tasiyici sistem, sitotoksisite.
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SUMMARY

Preparation And Characterization of Polymer Nanotubular Structures As Drug
Delivery Systems

The ideal drug delivery vehicle should be biocompatible and biodegradable, able to
navigate through the circulatory system to reach the target and capable of releasing
its therapeutic cargo only to the desired cells. In efforts to meet this goal, a variety of
nanoscale structures have been developed by using a variety of different materials
and shapes. In recent years, spherical nanoparticles with a variety of diameters have
been created from a diverse range of materials.

Nanospheres suffer from several drawbacks as drug delivery vehicles because
they remained in circulation for only a few hours. On the other hand, the findings in
recent studies strongly suggest that non-spherical, elongated and cylindrical particles
possess an inherent advantage over their spherical counterparts for drug delivery
applications that require prolonged blood circulation and biodistribution. Besides
dramatically affecting biodistribution, shape also plays an important role in the
cellular internalization of nanocarriers via endocytosis. Particularly for cancer cells,
related the investigations of some studies, shape effects on cellular internalization is
a pertinent theme in drug delivery.

In this study, cylindrical nanostructures were produced by Anodisc™
(Anodic Aluminum Oxide-AAO) membrane, using a new fabrication method named
“Template Assisted Nanofabrication” and these “One Dimensional Nanostructures”
were evaluated as drug delivery system. Different types of biodegradable polymers
like poly-e-caprolacton, poly(l-lactide-co-glicolide) and non-biodegradable polymers
like polymethylmethacrylates were used for the formulation to include antineoplastic
agent etoposide. The formulations were evaluated by TEM and SEM analysis for the
morphological properties. Final formulation was evaluated for zeta potential and
active ingredient assay and dissolution studies. Furthermore antineoplastic activity of
this nanoparticular system was evaluated by cell culture studies and produced
nanostructures were found convenient as drug delivery system.

Key Words: Biodegradable polymers, cytotoxicity, etoposide,
nanotubular structures, particulate drug delivery system
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