
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

T.C. 

EGE ÜN1VERS1TES1 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

1zmir 

2024 

Ayça MEHMETO�LU AL 

Folik Asit ile Modifiye Polimerik Blendlerin Sentezi, 

Karakterizasyonu, In-vitro ve In-vivo Aktivitesinin 

Belirlenmesi 

  Doktora Tezi 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

T.C. 

EGE ÜN1VERS1TES1 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Derecesi ile Doktora Programı 

1zmir 

2024 

Ayça MEHMETO�LU AL 

Folik Asit ile Modifiye Polimerik Blendlerin Sentezi, 

Karakterizasyonu, In-vitro ve In-vivo Aktivitesinin 

Belirlenmesi 

Danı`man(lar) : 

Doç. Dr. Yeliz YILDIRIM 

Doç. Dr. 1skender 1NCE 



 

 

 

 

  



 

 

 

Ayça MEHMETO�LU AL tarafından doktora tezi olarak sunulan <Folik Asit ile 

Modifiye Polimerik Blendlerin Sentezi, Karakterizasyonu, In-vitro ve In-vivo 

Aktivitesinin Belirlenmesi= ba#lıklı bu çalı#ma EÜ Lisansüstü E itim ve 

Ö retim Yönetmeli i ile EÜ Fen Bilimleri Enstitüsü E itim ve Ö retim 

Yönergesi’nin ilgili hükümleri uyarınca tarafımızdan de erlendirilecek 

savunmaya de er bulunmu# ve 11.09.2024 tarihinde yapılan tez savunma 

sınavında aday oybirli i/oyçoklu u ile ba#arılı bulunmu#tur.  

 

Jüri Üyeleri                                                                                             İmza 

Jüri Başkanı    : Doç. Dr. Yeliz YILDIRIM 

Raportör Üye  : Prof. Dr. Fazilet Zümrüt B!BER MÜFTÜLER 

Üye                  : Prof. Dr.  Kamil "!R!N 

Üye                  : Prof. Dr. Sibel GÖKSEL 

Üye                  : Doç. Dr. Ü. Hakan YILDIZ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

EGE ÜN1VERS1TES1 FEN B1L1MLER1 ENST1TÜSÜ 

ET1K KURALLARA UYGUNLUK BEYANI 

EÜ Lisansüstü E itim ve Ö retim Yönetmeli inin ilgili hükümleri uyarınca 

Doktora Tezi olarak sundu um <Folik Asit ile Modifiye Polimerik Blendlerin 

Sentezi, Karakterizasyonu, In-vitro ve In-vivo Aktivitesinin Belirlenmesi= ba`lıklı 

bu tezin kendi çalı`mam oldu unu, sundu um tüm sonuç, doküman, bilgi ve 

belgeleri bizzat ve bu tez çalı`ması kapsamında elde etti imi, bu tez çalı`masıyla 

elde edilemeyen bütün bilgi ve yorumlara atıf yaptı ımı ve bunlara kaynaklar 

listesinde usulüne uygun olarak verdi imi, tez çalı`ması ve yazımı sırasında patent 

ve telif haklarını ihlal edici bir davranı`ımın olmadı ını, bu tezin herhangi bir 

bölümünü bu üniversite veya di er bir üniversitede ba`ka bir tez çalısması içinde 

sunmadı ımı, bu tezin planlanmasından yazımına kadar bütün safhalarda bilimsel 

etik kurallarına uygun olarak davrandı ımı ve aksini ortaya çıkması durumunda her 

türlü yasal sonucu kabul edece imi beyan ederim.  

 

 

 11/09/2024 

 1mza 

 Ayça MEHMETO�LU AL 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÖZET 

Folik Asit ile Modifiye Polimerik Blendlerin Sentezi, Karakterizasyonu, 

In-vitro ve In-vivo Aktivitesinin Belirlenmesi 

MEHMETO�LU AL, Ayça 

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Tez Danı`manı: Doç. Dr. Yeliz YILDIRIM 

1kinci Tez Danı`manı: Doç. Dr. 1skender 1NCE 

Eylül 2024, 206 SAYFA 

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hedefe yönelik 

tedavi ve hormonal tedavi çe`itleri tek ba`ına ya da kombine halinde 

kullanılmaktadır. Bu ilaçların kullanılmasının birden çok yan etkisinin yanısıra 

sa lıklı hücrelere toksik etki sa ladı ı bilinmektedir. Yan etkilerinin ortadan 

kaldırılması, ilacın etkinlik süresinin uzatılması ve kontrollü salımı gibi olumlu 

yönlerin olu`abilmesi için hedefe yönelik ilaç ta`ıyıcı sistemler kanser tedavisinde 

büyük bir potansiyele sahiptir. 1ksabepilon, metastatik meme kanserinin tedavisi 

için yeni onaylanmı` bir kemoterapötik ajandır ve mikrotübüllerin stabilizasyonu 

yoluyla etki mekanizmasını göstermektedir. Bu amaçla tez çalı`mamızda, 

1ksabepilon etkin maddesi yüklü folik asit ile modifiye edilmi` kitosan, aljinat ve 

kitosan/aljinat blend nanopartikülleri hazırlanmı` ve bu bile`iklerin meme kanseri 

üzerindeki etkinlikleri in-vitro/in-vivo yöntemlerle belirlenmi`tir. Ayrıca 

hazırlanan nanopartikül sistemleri teknesyum-99m (99mTc) radyonüklidi ile 

i`aretlenip, bile`iklerin MDA-MB-231 hücre hatı üzerinde etkinli i 

de erlendirilmi`tir.  

Elde edilen tüm deneysel sonuçlar incelendi inde; hazırlanan 

nanopartiküllerin ve radyonüklid i`aretli formülasyonlarının literatürdeki meme 

kanserine yönelik yapılan preklinik ve klinik çalı`malara yeni bir bakı` açısı 

sa layaca ı dü`ünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler; 1ksabepilon (IXA), Folik Asit (FA), Kitosan (CS), Aljinat 

(CS), Blend Nanopartikül Sistem 
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ABSTRACT 

Synthesis, Characterization, Determination of In-vitro and In-vivo 

Activity of Modified Polymeric Blends with Folic Acid 

MEHMETO�LU AL, Ayça 

PhD in Biotechnology  

Supervisor-1: Assoc. Prof.  Dr. Yeliz YILDIRIM 

Supervisor-2: Assoc. Prof.  Dr. 1skender 1NCE 

September 2024, 206 pages 

In the treatment of breast cancer, surgery, radiotherapy, chemotherapy, 

targeted therapy and hormonal therapy are used alone or in combination. The use 

of these drugs is known to have multiple side effects as well as toxic effects on 

healthy cells Targeted drug delivery systems have great potential in cancer 

treatment to eliminate side effects, prolong drug efficacy and controlled release. 

Ixabepilone is a newly approved chemotherapeutic agent for the treatment of 

metastatic breast cancer and demonstrates its mechanism of action through 

stabilization of microtubules For this purpose, in our thesis study, chitosan, alginate 

and chitosan/alginate blend nanoparticles modified with folic acid loaded with 

Ixabepilon active substance were prepared and the activities of these compounds 

on breast cancer were determined by in-vitro/in-vivo methods In addition, the 

prepared nanoparticle systems were labeled with technetium-99m (99mTc) 

radionuclide and the activity of the compounds on the MDA-MB-231 cell line was 

evaluated. 

When all the experimental results obtained are examined; it is thought that 

the prepared nanoparticles and radionuclide-labeled formulations will provide a 

new perspective to preclinical and clinical studies on breast cancer in the literature. 

Keywords; Ixabepilone (IXA), Folic Acid (FA), Chitosan (CS), Alginate (ALG), 

Blend Nanoparticle System 
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ÖNSÖZ 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser türü olmakla birlikte, dünya 

çapında kadınlarda kansere ba lı ölümlerin, önde gelen nedenidir. Uluslararası 

Kanser Ajansının 2023 verilerine göre 2,3 milyon yeni vaka kayda geçmi`tir. Meme 

kanseri tedavisinde kemoterapiye direnç geli`mesi hastalı ın tedavisinde büyük bir 

engel te`kil etmektedir. Bu ba lamda, tümör direnci mekanizmalarının üstesinden 

gelebilen yeni antineoplastik ajan sınıfında epotilonlar ve bunların analoglarından 

olan 1ksabepilon (IXA) kemoterapötik ilaç tez çalı`masında seçilmi`tir. Tümör 

direnci mekanizmalarının üstesinden gelebilen yeni antimikrotübül ajan 

sınıfındadır. 1laç ta`ıyıcı sistemlerde biyoyararlanımı artırması ve biyobozunur 

özelliklerinden dolayı genellikle kitosan ve aljinat polimerleri tercih edilmektedir. 

Reseptör hedefli ilaç ta`ıyıcı sistemlerin ba`ta kanser hastalı ı olmak üzere çe`itli 

hastalıkların tedavisinde kullanıldı ı çalı`malar mevcuttur. Meme kanseri 

hücrelerinde folat reseptörü daha fazla ekprese edilmesi nedeniyle hazırladı ımız 

ilaç ta`ıma sistemi polimerlerinin folik asit ile modifiye edilmesine, 1ksabepilon 

yüklü nanopartiküllerinin ve blend nanopartiküllerinin hazırlanmasına karar 

verilmi`tir. 

 Bu tez çalı`masında, modifiye nanopartikül ve blend nanopartiküllerinin 

hazırlanması ve karakterizasyonu, radyoi`aretleme çalı`maları, in-vitro hücre 

kültürü ve in-vivo çalı`maları kapsamaktadır. Doktora ö renimim boyunca 

ö rendi im bilgiler ve deneyimlerimle gerçekle`tirdi im tez çalı`mam ile bu alanda 

yapılacak çalı`malara faydalı olması dileklerimle.  

1zmir, 11.09.2024 Ayça MEHMETO�LU AL 
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1 G1R1_ 

Kanser, vücuttaki yer alan bazı hücrelerin kontrolsüz bir `ekilde büyüyerek, 

vücudun di er bölgelerine yayıldı ı bir hastalık olarak adlandırılmaktadır 

(Shockney, 2023). Meme kanseri kadınlarda uzun senelerdir en sık görülen ikinci 

kanser olup, dünya çapında kadınlarda kansere ba lı ölümlerin önde gelen 

nedenidir (Kim and Je, 2014 ; Shockney,2023). Kemoterapi, birçok kanser türü için 

etkili tedavilerden biri olmasına ra men, kombine kemoterapi sonrası bile 

geli`ebilen ilaç direnci, tedavinin etkinli ini azaltabilmektedir. Bu sebeple, ilaç 

duyarlılı ının artırılması, kanser hastalarının tedavi süreçlerindeki ba`arısını 

iyile`tirmek adına kritik bir rol oynamaktadır (Wang et al. 2010).  Meme kanseri 

tedavisinde kullanılan temel yöntemler arasında cerrahi çıkarım, kemoterapi ve 

radyoterapi yer almaktadır. Özellikle cerrahi uygulamaları, kanser vakalarında 

hastalı ın nüks etmesini önlemek amacıyla konvansiyonel kemoterapi tedavileriyle 

desteklenebilmektedir (Sulman et al., 2017). Meme kanseri tedavisinde, geleneksel 

kemoterapi gibi stratejilerin yanı sıra cerrahi müdahaleler, radyoterapi, hormon 

duyarlılı ı gösteren kanser türlerinde hedeflenmi` tedavi yöntemleri ve moleküler 

tedavi yakla`ımları bulunmaktadır (Shien & Iwata, 2020). Meme kanserine yönelik 

tedavilerde, erken te`hisin sa lanması ve yenilikçi tedavi yakla`ımlarının 

geli`tirilmesi, bu hastalı ın olu`turdu u sa lık yükünü önemli ölçüde azaltma 

potansiyeline sahiptir (Ferlay et al., 2021). Ancak, klasik kemoterapi 

uygulamalarında, antikanser ilaçlardan kaynaklanan ciddi yan etkiler, tedavi 

etkinli ini azaltan önemli bir sınırlayıcı faktördür (Carr, Ng, & Wigmore, 2008). 

Ayrıca bu yöntemlerin toksik etkileri, spesifik hedeflenmemeleri ve hücresel alımın 

dü`ük olması gibi pek çok yan etkisi ve dezavantajı, klinik kullanımda ciddi 

sınırlamalara yol açmı`tır. Bu durum, ara`tırmacıları yenilikçi tedavi yakla`ımları 

geli`tirmeye yönlendirmi`tir (Ferlay et al., 2021).  

Günümüzde, kemoterapi ilaçlarını do rudan kanser hücresine ta`ıyan 

nanopartiküler sistemler kullanılmaktadır (Sinha et al., 2006). Nanopartiküllerin 

çe`itli kanser türlerinin tedavisinde en umut verici araçlar olarak görülmelerinin 

nedeni, kararlı olmaları, dü`ük toksisite, hücresel alımın arttırılması, hedefe yönelik 

hücre spesifikli i, sistemik ilaç dola`ımı ve etkili ilaç ta`ıma gibi avantajlı 
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özelliklere sahip olmalarıdır (Deng et al., 2022; Higino and França, 2022). Karbon 

nanofiberler, manyetik nanopartiküller, miseller, lipozomlar gibi çe`itli 

nanomateryaller, polimerik nanopartiküller ilaç ta`ıyıcı sistemleri olarak 

kullanılmaktadır (Allahverdiyev et al., 2018). 1laç ta`ıyıcı sistemler arasında 

polimerik nanopartiküller, hem hidrofilik hem de hidrofilik ilaçların yanısıra antijen 

ve protein gibi en çok tercih edilen biyobozunur nanopartiküllerdir (Jain et al. 

2018).  

Genellikle polisakkaritler (kitin/kitosan, hiyaluronik asit türevleri, aljinat, 

vb.) ve proteinler (albümin, kolajen, vb.) içeren do al polimerler, çe`itli 

biyomedikal uygulamalarda (ilaç ve/veya görüntüleme ajanı da ıtım sistemi, doku 

rejenerasyon iskeleleri, farmasötik formülasyonlarda yardımcı maddeler olarak) 

yaygın olarak kullanılan toksik olmayan ve biyouyumlu biyomalzemelerdir (Horst 

et al. 2019; Simionescu et al. 2015). 

Kitosan polimerinin ilaç ta`ıyıcı sistemlerinde kullanılmasının en önemli 

özellikleri biyoyararlanımı artırması, biyouyumlu olması ve bu nedenle toksisite 

olu`turmamasıdır. Bu özellikleri bakımından ilaç ta`ıyıcı sistemlerden gıdaya, 

kozmetikten biyoteknolojiye birçok alanda biyopolimer olarak tercih edilmektedir 

(Cárdenas-Triviño et al., 2021).  

Luo ve arkada`ları (2019) tarafından stearik asit-karboksimetilkitosan (SA-

CMC) konjugatı sentezlenerek 106 ± 19 nm boyutunda hidrodinamik parçacık 

boyutuna sahip kendili inden olu`abilen nanopartikülleri hazırlanmı`tır. 

Kendili inden olu`abilen nanopartiküllere antikanser ilaç etkin maddesi olan 

Paklitaksel enkapsüle edilmi`tir. 1laç etkin madde %86 enkapsülasyon verimi, 72 

saat boyunca ise %70-90 ilaç salımı gerçekle`mi`tir. Pasif hedefleme ve ardından 

hücresel endositoz yoluyla tümör bölgelerindeki birikimi önemli ölçüde artırdı ını 

ortaya koyarak, tümör hedefli iletim ve kanser tedavisi için basit, ancak 

uygulanabilir bir nanosistem oldu unu kanıtlanmı`tır (Luo et al., 2019).  

Anjum ve arkada`ları (2024) 5-Florourasil9i tiyollenmi` kitosan bazlı 

nanopartiküllere enkapsüle edilebilece ini ba`arılı bir `ekilde ortaya koymu`lardır. 
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Kemoterapötik kısmın etkinli ini arttırmak amacıyla, yüzeyi tiyol ligandıyla 

modifiye edilen nanopartiküller iyonik jelasyon yöntemiyle hazırlanmı`tır. Ayrıca 

hazırladıkları nanopartikülleri, meme kanseri dahil birçok kanser çe`itlerinde katı 

malignitelerde sıklıkla ekprese edilen CD44 reseptörüne aktif hedefleyebilmek için 

nanopartikülleri hiyaluronik asit (HA) ile kaplamı`lardır. Hazırlanan 

nanopartiküllerin in-vitro etkinli ini belirleyebilmek için MDA-MB-231 (üçlü 

negatif meme hücre hattı) ve MCF-10A hücre (normal epitel meme hücreleri) 

hatları üzerinde sitotoksisiteleri çalı`ılmı`tır. Elde edilen sitotoksisite sonuçları ile 

hazırlanan nanopartiküllerin meme kanseri için potansiyel antikanser tedavi 

sa layabilece i kanıtlanmı`tır (Anjum et al., 2024).   

Hosseinzadeh ve arkada`ları 2012 yılında yaptıkları çalı`mada, Gemcitabine 

yüklü kitosan-pluronic ® F-127 nanopartiküllerini iyonik jelasyon yöntemiyle 

hazırlamı`lardır. Nanopartiküller dinamik ı`ık saçılması, Fourier dönü`ümlü 

kızılötesi spektroskopisi (FTIR), diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC), taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) 

kullanılarak karakterize edilmi`tir. pH 7,4 tampon ortamında in-vitro ilaç salımı 

incelenmi` ve HT-29 kolon kanseri hücre hattı üzerinde sitotoksisite çalı`maları 

yapılmı`tır. Elde edilen sonuçlar ı`ı ında kitosan bazlı nanopartiküllerin kolon 

kanseri tedavisinde etkili bir oral formülasyon olarak kabul edilebilece i 

kanıtlanmı`tır (Hosseinzadeh et al., 2012).  

pH duyarlı enjekte edilebilir biyouyumlu tiyol modifikasyonlu kitosan 

(CSSH) hidrojeli, doku rezeksiyonunun ilk a`amasında tümör hücrelerinin etkin bir 

`ekilde tedavi edilmesi ve ardından doku rekonstrüksiyonu için kullanılmak üzere 

Li ve arkada`ları tarafından (2021) tasarlanmı`tır (R. Li et al., 2021) . Hidrojellerin 

mekanik dayanıklılı ını artırmak, toksik ve yan etkileri azaltmak ve doksorubisin 

(DOX) salımını geciktirmek amacıyla halloysit nanotüpler (HNT'ler), tiyollenmi` 

HNT'ler (HNT'ler-SH) elde edilmi`tir. DOX (DOX@HNTs-SH) yüklendikten 

sonra CSSH ile çapraz ba lanarak DOX@CSSH/HNTs-SH jeli olu`turulmu`tur. 

In-vitro salım çalı`ma sonuçlarıyla, DOX'un normal fizyolojik pH'ta yava` salım 

hızına sahip olmasına ra men, tümörlerin asidik mikro çevrelerinde hızlı bir ̀ ekilde 

salım göstermesi, hazırlanan hidrojellerin pH'a duyarlı oldu unu göstermi`tir. Elde 
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ettikleri sonuçları, in-vitro hücre kültürü çalı`malarıyla da destekleyerek (MCF-7 

hücre hattı) DOX yüklü hidrojelin, özellikle tümör rezeksiyonundan sonra 

tekrarlanmayı önlemek ve hasarlı dokuları onarmak amacıyla, lokal olarak do ru 

ve etkili ilaç salımı sa layan bir ta`ıyıcı olarak kullanılabilece i ortaya 

konulmu`tur.  

Kitosan dı`ında sıkça kullanılan bir di er biyouyumlu polimer ise aljinattır. 

Aljinat, biyouyumlulu u, toksik olmaması, biyolojik olarak parçalanabilirli i ve 

çe`itli matrisler ve substratlarla fonksiyonel çok yönlülü ü gibi özellikleri 

sayesinde yara örtülerinin geli`tirilmesinde, doku mühendisli inde ve ilaç ta`ıma 

sistemleri gibi birçok farklı alanda kullanılmasına olanak tanır (X. Li et al., 2020) 

Do al bir polisakkarit olan sodyum aljinat kullanılarak apigenin'in sürekli 

salımlı Ca-aljinat boncukları Aldawsari ve arkada`ları tarafından kalsiyum klorürün 

çapraz ba layıcısı kullanılarak iyonotropik jelle`me tekni iyle hazırlanılmı`tır. 

Hazırlanan nano boncukları FTIR, DSC, XRD ve SEM analizi ile karakterize 

edilmi` ve ba`arılı bir ̀ ekilde hazırlandı ı ortaya konulmu`tur. Ayrıca in-vitro MTT 

analizi, meme kanseri MCF-7 hücre hattı üzerinde potansiyel bir antikanser etki 

gösterdi ini belirtmi`lerdir (Aldawsari et al., 2021).  

Erdagi ve arkada`larının yapmı` oldu u çalı`mada (2019), hidrokolloid 

nanota`ıyıcılar olu`turmak için stabilizatör olarak kuaternize nanoselüloz (Q-NC) 

ve diosgenin-konjugat aljinat (DGN-ALG) parçacıkları kullanılarak çok katmanlı, 

kendili inden birle`en elektrostatik ya -su Pickering emülsiyonlarının (PE'ler) 

kolay hazırlanması ara`tırılmı`tır. Elde edilen sonuçlar ı`ı ında, 30 günlük süre 

boyunca emülsiyon, damlacık kararlılı ı göstermi`tir. Morfolojik analiz, PE 

emülsiyonlarının hidrodinamik boyutlarının ortalama 150 ± 3,51 nm çapında 

küresel `ekilli oldu unu ortaya koymu`tur. Model ilaç olarak kapsüllenmi` 

Kinalizarinin in-vitro salım kineti i, kanın pH ortamı taklit edilerek (pH 7,4) 

çalı`ılmı` ve %89 ± 1,21'lik bir kümülatif ilaç salımı gösterdi i bulunmu`tur. Ek 

olarak, PE'lerin hücresel içselle`tirilmesi konfokal mikroskopi görüntüleme 

yöntemi ile incelenmi` ve yüksek hücresel alım gösterilmi`tir. Ayrıca, MTT testi 

ile de erlendirilen in vitro sitotoksisite çalı`maları sonucunda, insan akci er (A549) 
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ve meme (MCF-7) kanser hücre hatlarında mükemmel antikanser aktivite 

sergiledi i gösterilmi`tir (Ilkar Erdagi et al.,2020). 

2023 yılında Maher ve arkada`larının yapmı` oldu u ara`tırmada, cisplatin 

içeren aljinat hidrojeli kaplanmı` gümü` nanopartiküllerinden (Alg-AgNPs-CisPt) 

olu`an bir kompozit materyali geli`tirilmi`tir. Bu nanokompleksin, meme kanseri 

hücreleri üzerinde sinerjik sitotoksik etkiler indüklemedeki etkinli i ara`tırılmı`tır. 

Elde edilen sonuçlar, bu yenilikçi yakla`ımın, meme kanseri (MDA-MB-231 hücre 

hattı) tedavisinde potansiyel bir terapötik strateji olarak kullanılabilece ini 

göstermektedir. Sitotoksisite deneyleri ve apoptoz analizleri, nanokompleksin 

meme kanseri hücrelerine kar`ı AgNP'leri veya ba ımsız tedaviler olarak cisplatine 

kıyasla daha fazla etkinlik sergiledi ini göstermi`lerdir. Ayrıca, nanokompleksin 

hücre içi reaktif oksijen türleri seviyelerini arttırdı ı ve etkinli ini daha da 

do ruladı ı bulunmu`tur (Maher et al., 2023). 

Song ve arkada`ları (2018) tarafından kurkuminin (MDA-MB-231) 

biyoyararlanımını ve sitotoksisitesini artırmak için kurkumin yüklü manyetik 

aljinat/kitosan nanopartikülleri üretilmi`tir. Aljinat ve kitosan, elektrostatik 

özellikleri nedeniyle Fe£O¤ manyetik nanopartiküller üzerinde biriktirilmi`tir. 

Nanopartikül boyutu, ilaç da ıtımı için optimum aralık 120-200 nm arasında 

de i`mektedir.  Konfokal floresan mikroskobu sonuçları, manyetik alan yardımıyla 

kurkuminin hedeflenen da ıtımının sa landı ını göstermi`tir. Kurkumin yüklü 

nanopartikülleri MDA-MB-231 hücrelerine kar`ı, serbest kurkumine göre 3-6 kat 

daha fazla birikim göstererek ve bunun sonucunda daha yüksek sitotoksisite 

sergilemi`tir. Sürekli salım profilleri, geli`mi` alım etkinli i ve kanser hücrelerine 

yönelik sitotoksisitenin yanı sıra aktif hedefleme, manyetik aljinat/kitosan 

nanopartiküllerini (MACP) kanser tedavisi için umut verici adaylar haline 

getirmektedir (Song et al., 2018). 

Tümör hücrelerine/dokularına Ligustrazin (LZ) ta`ımını arttırmak için, folat 

esterin kitosan üzerindeki amin grubu ile birle`tirilmesiyle folat-kitosan 

nanopartikülleri (FA-CS-NPs) sentezlenerek, LZ için bir ta`ıma sistemi 

hazırlanması amaçlanmı`tır (FA-CS-LZ-NPs). Folat reseptörü eksprese eden MCF-
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7 hücreleri ile folat reseptörü eksprese etmeyen A549 hücreleri, hazırlanan 

nanopartikülün kanser hücreleri üzerinde hedefleme etkinli ini belirlemek için, 

FA-CS-LZ-NP'leri, CS-LZ-NP'leri ve LZ ile çalı`ılmı`tır. Folat-kitosanın yapısı ve 

FA-CS-LZ-NP'lerin boyutu, enkapsülasyon etkinli i, yükleme kapasitesi ve salım 

oranları gibi özellikleri analiz edilmi`tir. FA-CS-LZ-NP'lerin ortalama boyutu 

182,7±0,56 nm, kapsülleme etkinli i ve yükleme kapasitesi sırasıyla %59,6 ± 0,23 

ve %15,3 ± 0,16 bulunurken, kümülatif salım oranı pH 7.4 tampon ortamına göre 

pH 5.0 tampon ortamında daha yüksek olup %95 olarak bulunmu`tur. Elde edilen 

sonuçlar, FA-CS-LZ-NP'lerin hedefleme etkinli in folat reseptörünün aracılık 

etti ini göstermi`tir. Bu sonuçlar ı`ı ında, FA-CS-LZ-NP'ler, kanser tedavisi 

sırasında çoklu ilaç direncinin üstesinden gelebilecek potansiyel bir folat reseptörü 

pozitif tümör hücresini hedefleyebilen ilaç da ıtım sistemi olabilece i ortaya 

konmu`tur (Cheng et al., 2017). 

Literatürde kitosan nanopartikülleri ile yapılan bir di er çalı`mada, kitosan 

(CS) NP'ler iyonik çapraz ba lama yöntemi ile hazırlanmı` ve elektrostatik 

etkile`im ile folik asit (FA), CS NP'ler ile konjuge edilmi`tir. NP'lerin özellikleri 

incelenmi` ve model ilaç olarak doksorubisin hidroklorür (Dox) in-vitro ilaç salım 

kineti ini ara`tırmak için enkapsüle edilmi`tir. FA-CS NP'lerinin sitotoksisitesi ve 

hücresel alımı ara`tırılmı`tır. Dox, FA-CS NP'lere kolayca yüklenmi` ve salım 

modeli kontrollü ilaç salımı göstermi`tir. Folat reseptörü pozitif SMMC-7221 

hücreleri ile inkübe edildi inde rodamin B-i`aretli FA-CSNP'lerin varlı ında 

belirgin fagositoz etkisi gözlenmi`tir. Modifiye edilmemi` CS NP'lerle 

kar`ıla`tırıldı ında, FA-CS NP'ler bilinen folat reseptör aracılı endositoz nedeniyle 

çok daha yüksek hücre alım kabiliyeti göstermi`tir. FA-CS NP'ler, folat reseptörü 

aracılı hedefleme tanımı ile antitümör ilacın kullanım etkinli ini artırmak için 

potansiyel bir yol olarak tercih edilebilece i ortaya konmu`tur (Song et al., 2018).  

Lee ve Lee tarafından yapılan çalı`mada ise, asidik ortamda bozunan ve hedef 

bölgeye 5-aminolevulinik asit (5ALA) salan pH duyarlı NP'ler geli`tirilmi`tir. 

NP'ler, aljinatın folik asit ile konjuge edilmesi ve ardından 5ALA'nın su içinde ya  

(W/O) emülsiyon yöntemi ile kapsüllenmesi ile hazırlanmı`tır. Aljinat konjuge 

folik asit nanopartikülleri (AF NP'ler) homojen boyutta olup, sulu süspansiyonda 



7 

 

 

 

agregasyon olmaksızın uzun süre stabil kalmı` ve toksik olmadı ı belirlenmi`tir. 

AF NP'ler, tümörlere etkili bir `ekilde sızabilecek kadar küçük (<50 nm) olup, 

reseptör aracılı endositoz yoluyla kanser hücreleri tarafından spesifik olarak 

internalize edilmi`tir. NP'lerin hücre içi absorpsiyonunun ardından, aljinat 

lizozomlarda deprotonize olmu` ve 5ALA'yı salmı`tır; bu da mitokondriyal sentezi 

yoluyla protoporfirin IX (PpIX)'e dönü`türüldü ü belirtilmektedir. Çalı`ma 

sonuçları, AF NP'lerin kanser hücrelerine ula`madan önce enzimler veya di er dı` 

faktörler tarafından bozulmadı ını ve floresan öncüllerinin floresan olu`turmak için 

kanser hücrelerine spesifik ve do ru bir ̀ ekilde iletildi ini göstermi`lerdir (Lee and 

Lee, 2020). 

Tek bile`enli polimerik nanopartikül sistemlerde yapısal parçalanma, ilacın 

erken salımı veya spesifik olmayan ilaç salım kineti i gibi dezavantajlar 

ya`anabilmektedir. Bu tür dezavantajların blend sistemlerde avantaja 

dönü`türülebilmesi, son zamanlarda daha yo un bir `ekilde ara`tırılmasında neden 

olmu`tur (Ferreira Soares et al., 2020; Nyamweya, 2021).  

Farklı alanlarda kullanılan blend nanopartiküllerinin ilaç ta`ıma sistemi 

olarak avantajlarına odaklanıldı ında, ilacın çözünürlü ünü ve stabilitesini 

artırarak toksisitesini azaltma potansiyeli ön plana çıkmaktadır (Nyamweya, 2021). 

Her ne kadar hedefe yönelik tedaviler onkolojide giderek daha önemli hale 

gelse de, sitotoksik ajanların kanser tedavi paradigmasında de erli bir unsur olmaya 

devam etmesi muhtemeldir. Ancak kemoterapiye kar`ı geli`en direnç, kanserin 

ba`arılı tedavisinin önünde büyük bir engeldir (Fornier, 2007). Bu nedenle tümör 

direnci mekanizmalarının üstesinden gelebilen yeni antineoplastik ajanlara ihtiyaç 

duyulmaktadır. Iksabepilon (IXA), metastatik meme kanserinin tedavisi için FDA 

tarafından yeni onaylanmı` bir kemoterapötik ajandır. Dosetaksel ve paklitaksel'e 

benzer `ekilde mikrotübülleri hedeflemesine ra men, iksabepilone taksanlara 

dirençli hastalarda aktiviteye sahiptir. 1ksapebilon, kanser hücrelerinde apoptosisi 

tetikleyen epotilon B'nin yarı sentetik bir analo udur. Mikrotübüllerin 

stabilizasyonu yoluyla etki mekanizmasını göstermektedir (Puhalla and Brufsky, 

2008). Bu amaçla, tedavi edilmi` dirençli ve erken meme kanseri dahil olmak üzere 
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çok çe`itli tümör tiplerinde umut verici sonuçlarının olmasından dolayı önemlidir. 

(F. Y.F. Lee et al., 2001). 

IXA yüklü ve folik asit (FA) ile fonksiyonelle`tirilmi` poli(etilen glikol)-

poli(propilen süksinat) (PEG-PPSu) kopolimeri nanopartikülleri Siafaka ve 

arkada`ları tarafından 2015 yılında hazırlanmı`tır. Bu nanopartiküllerin, folat 

reseptörünü a`ırı eksprese eden meme kanseri tümörlerinin hedeflenmi` tedavisi 

için kullanılabilece i dü`ünülmü`tür. Nanopartiküller, çift emülsifikasyon ve 

çözücü buharla`tırma yöntemi ile hazırlanmı` ve karakterize edilmi`tir. Ortalama 

195 nm boyutunda olup, enkapsülasyon etkinli i ise, %38,80 olarak bulunmu`tur. 

Floresan nanopartiküller, Rodamin B'nin PEG-PPSu'ya konjuge edilmesiyle 

hazırlanmı` ve FA-PEG-PPSu nanopartiküllerinin folat reseptörünü ekprese eden 

insan meme kanseri hücrelerine girme kapasitesini göstermek için konfokal 

mikroskopi ile görüntülenmi`tir. In-vitro sitotoksisite çalı`malarına dayanarak, bo` 

FA-PEG-PPSu nanopartiküllerinin hücreler için toksik olmadı ı tespit edilmi`tir. 

IXA yüklü nanopartiküller, vücut sıvısını simüle edilen tampon ortamında sürekli 

ilaç salınım profili sergiledi i belirtilmi`tir. Ayrıca elde ettikleri sonuçları 

de erlendirdiklerinde ise, hazırladıkları IXA yüklü nanopartiküllerin meme kanseri 

kemoterapisinde hedeflenebilir nanota`ıyıcıları olarak kullanılmaya uygunlu unu 

ortaya koymu`lardır. 

Dahası, nanopartiküller FA reseptörünü ifade eden insan meme kanseri 

hücrelerine girebildi.(Siafaka et al., 2015).   

Radyofarmasötikler, farmakolojik bir yanıt olu`turmaksızın hastalarda tanı ve 

tedavi amacıyla kullanılan radyoaktif ilaçlar olarak tanımlanmaktadır. Nükleer tıp 

uygulamasının ana bile`enleri olup, nükleer tıpta %95 tanı ve %5 tedavi amacıyla 

kullanılırlar. Meme kanseri görüntülenmesi için radyoi`aretli metotreksat (MTX) 

yüklü kitosan nanopartikül sistemleri hazırlanmı`tır. Teknesyum-99m (99mTc) ile 

radyolai`aretlenmi`, i`aretli bile`i in radyokimyasal saflı ı kontrol edilip,  

stabilitesi 6 saate kadar bir gama sayacı kullanılarak gerçekle`tirilmi`tir. Kitosan 

nanopartiküllerini, 99mTc ile yüksek i`aretleme verimi (> %90) ve stabilite ile 

radyoi`aretme yapıldı ı gösterilmi`tir. In-vitro hücre kültürü çalı`malarını 
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inkorporasyon çalı`malarını, meme kanseri (MCF-7) ve insan keratinosit (HaCaT) 

hücre hatlarında de erlendirilmi` ve sonuçlar radyoi`aretli kitosan 

nanopartiküllerinin meme kanseri te`hisi için umut verici bir ajan olabilece ini 

gösterilmi`tir (Ekinci vd., 2015).  

99mTc-kitosan nanopartikülleri sentezlemi` ve karaci er görüntüleme için 

potansiyeli de erlendirilmi`tir. Normal farelerde i`aretleme etkinli i, stabilite, 

biyoda ılım ve görüntüleme çalı`ması yapılarak, radyoi`aretli nanopartiküllerin 

fare karaci erinde etkili bir `ekilde birikti ini göstermi`ler ve 99mTc-kitosan 

nanopartiküllerinin karaci er görüntülemesi için umut verici bir radyofarmasötik 

olarak kabul edilebilece ini belirtmi`lerdir (Rajabi et al., 2016). 

1zoniazid (INH), tüberküloz tedavisinde yaygın olarak kullanılan birinci 

basamak anti-tüberküloz ilaç etkin maddesidir. 99mTc-aljinat-INH mikroküre 

formülasyonları hazırlanarak, iyile`tirilmi` bir formülasyon geli`tirmek ve kalite 

kontrol yöntemleri ile radyoaktif i`aretlemenin stabilitesi de erlendirmi`lerdir. 

Yapılan karakterizasyon çalı`maları sonucunda, i`aretleme veriminin %96 oldu u 

ve biyoda ılım çalı`malar ile radyoaktif atom ile i`aretlenmi` formülasyonun 

karaci er, ba ırsak, akci erler ve böbreklerde büyük birikim göstererek, tüberküloz 

tedavisinde etkinli i ortaya konulmu`tur (Samad, 2008).  

Bu ba lamda tez çalı`mamız; meme kanseri tedavisinde kullanılan ve di er 

kemoterapötik ilaçlara göre umut verici olan 1ksabepilon model ilaç etkin maddesi 

yüklü, folik asit ile aktif hedefli hale getirilmi` biyopolimer nanopartikülleri, blend 

nanopartiküllerin hazırlanması ve 99mTc ile i`aretlenmesini içermektedir. 

Hazırlanan formülasyonların karakterizasyonları, enkapsülasyon ve i`aretleme 

verimleri belirlenmi`tir.  In-vitro hücre kültürü denemelerinde FACS, FAALG ve 

FAALG/FACS blend nanopartiküllerin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları 

üzerinde sitotoksisite çalı`maları, 99mTc ile i`aretlenen nanopartiküllerde ise, 

inkorporasyon çalı`maları gerçekle`tirilmi`tir. Son olarak, optik görüntüleme 

yöntemi ile in-vivo hayvan çalı`malarında MDA-MB-231 hücre hattı kullanılarak 

meme kanserli di`i BALB/C fare modelleri olu`turulmu`, hazırlanan blend 

nanopartiklerinin biyoda ılım ve tedavi potansiyelleri, in-vivo görüntüleme (IVIS) 
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spektrum cihazıyla izlenmi`tir. Ex-vivo çalı`maların sonucunda, elde edilen 

tümörlü dokuların patolojik incelemeleri yapılmı`tır. Elde edilen veriler 

de erlendirildi inde hazırlanan IXA yüklü blend nanopartikül sistemin meme 

kanseri tedavisinde umut vaad edebilme potansiyeline sahip oldu u 

dü`ünülmektedir.  
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2 GENEL B1LG1LER 

2.1 Kanser 

Kanser, vücudun çe`itli bölgelerini etkileyebilen bir grup malign hastalı ı 

tanımlamak için kullanılan kapsamlı bir terimdir. Bu hastalık, hücrelerin hızlı ve 

kontrolsüz `ekilde ço almasıyla karakterize edilir; bu hücreler bir kitle veya tümör 

olu`turmak üzere bir araya gelebilir ya da vücuda yayılıp di er bölgelerde anormal 

büyümeler ba`latabilir (Ovais et al., 2016). Kanser, dünya genelinde milyonlarca 

insanın ya`amını yitirmesine neden olan ciddi hastalıklardan biridir (Reddy and 

Grace, 2016).  

Amerikan Kanser Derne i, her yıl için yıl içerisinde ortaya çıkacak yeni 

kanser vakalarını ve ölüm sayılarını tahmin etmekte ve kanser insidansı, mortalite 

oranı ve sa kalım ile ilgili en güncel verileri toplamaktadır. 2024 yılında tahmini 

olarak 2.001.140 yeni kanser vakası te`his edilece i ve 611.720 ki`inin kanserden 

dolayı ölece i tahmin edilmi`tir (Siegel et al, 2024). 

2.1.1 Meme kanseri 

Meme kanseri, son yıllarda tanı ve tedavi alanındaki geli`melere ra men, 

kadınlarda en sık görülen kanser türü olup, kanser kaynaklı ölümler arasında ise 

akci er kanserinin ardından ikinci sırada yer almaktadır (Back et al., 2005). Orta 

ya`lı kadınlar arasında ölüm nedenlerinden biridir. Meme kanserlerinin yakla`ık 

%7'si 40 ya` altı kadınlarda, %4'ten azı ise 35 ya` altı kadınlarda görülmektedir 

(Brinton et al., 2008). Tüm kanser tanılarının yakla`ık %239ü ve kadınlardaki 

ölümlerin %149ü meme kanseri ile ili`kilidir. Meme kanseri insidansı Asya9da 35 

kadında 1 ve Amerika Birle`ik Devletleri9nde 8 kadında 1 olarak 

gözlemlenmektedir (Graidist et al., 2015). 

Meme kanseri, memede malign hücrelerin geli`mesi sonucunda ortaya çıkar. 

Bu kötü huylu hücreler, memenin süt bezlerinin veya kanallarının (duktal epitel) iç 

yüzeyinden kaynaklanır ve bu durum kanser olarak tanımlanır. Kanser hücreleri, 

kontrolsüz bölünme ve anormal büyümeye yol açan özellikleriyle, yerel olarak 
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normal dokuyu istila edebilir veya metastaz adı verilen süreçle vücuda yayılma 

yetene ine sahiptir (Thackery, 2002).  

 

_ekil 2.1 Meme kanseri gösterimi (Thackery, 2022). 

Meme kanseri genellikle mamografi taramaları sırasında, semptomlar ortaya 

çıkmadan önce (asemptomatik) veya bir kadın memesinde bir kitle veya de i`iklik 

fark ettikten sonra (semptomatik) tespit edilir. Semptomların ortaya çıkmasından 

sonra tespit edilmesi, meme kanseri taramasına ba`lamamı` genç kadınlar, artık 

tarama için önerilmeyen ileri ya`taki kadınlar ve önleyici taramalara eri`imi 

olmayan ki`iler arasında daha yaygındır. Taramada tespit edilen kitlelerin ço u iyi 

huylu (benign) çıkmaktadır. Kanser ̀ üphesi oldu unda, mikroskobik analiz yoluyla 

kesin tanı koymak için biyopsi yapılması gerekmektedir. 1nce i ne biyopsisi veya 

daha büyük çekirdek i ne biyopsisi en yaygın yöntemlerdir, ancak bazen cerrahi 

biyopsi de uygulanabilir. Biyopsi türünün seçimi, kitlenin boyutu ve konumu, hasta 
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faktörleri ve tercihleri ile mevcut kaynaklar gibi çe`itli faktörlere ba lıdır 

(American Cancer Society, 2022). 

2.1.2 Meme Kanseri Tedavi Yöntemleri 

Meme kanseri tedavisi, multidisipliner bir yakla`ım gerektirir. Her vaka için 

tedavi kararı verilirken; 

 Tümörün boyutu ve evresi,  

 Kanser hücrelerinin türü,  

 Aksilla lenf dü ümlerine veya vücudun di er organlarına yayılım durumu,  

 Tümörün hormon reseptörlerinin durumu,  

 Kanser hücrelerindeki genetik materyalin türü,  

 Kanser hücrelerinin proliferasyon hızı,  

 Hastanın ya`ı ve genel sa lık durumu 

gibi faktörler dikkate alınmaktadır (American Cancer Society, 2022; Luini et al., 

1994). 

Meme kanseri tedavisinde, cerrahi müdahale, radyoterapi, kemoterapi, 

hormon tedavisi, biyolojik tedavi, kemik ili i nakli ve kök hücre nakli gibi çe`itli 

yöntemler, tek olarak veya kombinasyon halinde uygulanmaktadır. Tüm bu de i`ik 

tedavi seçeneklerinde amaç, hastayı kanserden kurtarmak, lokal kontrolü sa lamak, 

evrelemeyi do ru yapmak ve buna ba lı olarak do ru adjuvan tedavi uygulamak, 

iyi kozmetik sonuç elde etmek ve hastanın rehabilitasyonunu sa lamaktır (Ülger, 

2008; Luini et al., 1994). 
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Cerrahi Tedaviler: Mastektomi; pektoral kasların korunup, meme ba`ı da 

dahil olmak üzere tüm meme dokusunun çıkarılmasıdır. Radikal Mastektomi; 

pektoral kasların, aksiller lenf dü ümlerinin, meme ba`ının ve tüm meme 

dokusunun çıkarılmasıdır. Modifiye Radikal Mastektomi; Aksiller lenf dü ümleri 

ve tüm meme dokusunun alınmasını içerir. Meme Koruyucu Cerrahi'de (MKC) 

gerçekle`tirilen operasyonlar kadrantektomi, tümörektomi ve geni` tümör 

eksizyonu veya lumpektomi olarak adlandırılır. Lumpektomi, tümörün ve 

çevresindeki sa lıklı dokunun çıkarılması i`lemidir. Kadrantektomi, lumpektomi 

ile benzer bir cerrahi i`lemdir, ancak bu operasyonda memenin tüm bir kadranı 

çıkarılır (American Cancer Society, 2022; Cabio lu, 2012).   

Radyoterapi: Meme Koruyucu Cerrahi (MKC) sonrası uygulanan 

radyoterapi, tedavinin ayrılmaz bir bile`enidir. Radyoterapi, yüksek enerjili 

iyonla`tırıcı ı`ınlar veya atom parçacıkları kullanılarak gerçekle`tirilen bir tedavi 

biçimidir. Amacı, cerrahi yöntemlerde oldu u gibi, öncelikle lokal ve bölgesel 

kontrolü sa lamak ve buna ba lı olarak ya`am süresini uzatmaktır. 

Sistemik Tedavi Yöntemleri: Kemoterapi; <ilaçla tedavi= anlamına 

gelmekle birlikte, kanser hücrelerini etkileyen kanser ilaçlarının kullanılmasıdır. 

Kemoterapinin amacı; tanı anında kanda dola`an mikrometastazları yok ederek, 

hastalı ın nüks etme ve ölüm riskini azaltmak veya önlemek ve ya`am süresini 

uzatmak amaçlanmaktadır (Yu and Hung 2010). 1mmünoterapi; cerrahi sonrasında 

kanserin yeniden ortaya çıkma riskini azaltmak amacıyla kullanılabilir. Ayrıca, ileri 

evre meme kanserleri için de uygulanan bir tedavi yöntemidir. Ba ı`ıklık sisteminin 

aktive ederek yada baskılayarak hastalı ın tedavi edilmesidir (American Cancer 

Society, 2022; Cabio lu, 2012). Meme kanserlerinin yakla`ık %15-209si, büyümeyi 

te`vik eden HER-2 proteinini a`ırı miktarda üretir (Carey et al., 2006). Bu tümörler 

daha hızlı bir büyüme göstermekte ve HER-2 üretmeyen tümörlere kıyasla yeniden 

ortaya çıkma olasılı ı daha yüksek olmaktadır. Örne in; Trastuzumab (Herceptin), 

HER-2 proteinini do rudan hedefleyen bir monoklonal antikordur. Ayrıca 

kemoterapi almamı` hastaya Dosetaksel ve Transtuzumab birlikte verilmesinin 

ardından Pertuzumab kullanımı da meme kanserindeki büyümeyi azalttı ı 

gözlemlenmi`tir (NCADV, 2017). 
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2.2 Nanoteknoloji ve 1laç Ta`ıyıcı Sistemler 

Nano, Yunanca'da <cüce= ya da çok küçük `eyi ifade eden bir terimdir ve bir 

metrenin milyarda birini (10⁻⁹ m) ifade eder. Nanobilim ve nanoteknoloji arasında 

net bir ayrım yapmamız gerekmektedir. Nanobilim, 1 ila 100 nanometre arasındaki 

ölçekte yapıların ve moleküllerin incelenmesini kapsar. Bu yapıları ve molekülleri 

pratik uygulamalarda kullanan teknoloji ise nanoteknoloji olarak adlandırılır 

(Mansoori and Soelaiman, 2005). Kar`ıla`tırma yapıldı ında, tek bir insan saçının 

kalınlı ının yakla`ık 60.000 nm oldu u ve DNA çift sarmalının yarıçapının ise 

yalnızca 1 nm oldu u anla`ılmalıdır (_ekil 2). 

 

_ekil 2.2 Nanomalzeme boyutlarının kar`ıla`tırılması (Gnach et al., 2015). 

Nanobilim, uygulamalı sa lık, moleküler kimya, moleküler bilim, 

farmakoloji, optik ve mühendislik gibi geleneksel disiplinlerle i` birli i yaparak 

maddelerin yeni özelliklerini ke`fetmek için bütünle`ik bir platform sunar. Son 

yıllarda, bilim ve teknolojinin entegrasyonu, daha etkili bir sa lık sistemi, nano-

tıbbi cihazlar ve terapötik yakla`ımlar sa layarak tıp ve sa lık bilimlerindeki 

zorluklara çözüm üretmek amacıyla sıklıkla iyi bir `ekilde tasarlanmı`tır (Gnach et 

al., 2015).  
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Nanoteknolojinin günümüzde insan ve hayvanlar üzerindeki etkisi, sa lık 

bilimlerinin ara`tırılması ve dönü`türülmesi için yeni ufuklar açabilir ve terapötik 

bir araç olarak de erlendirilmesi gereken önemli bir konudur. Nanoteknoloji, 

atomlar, moleküller ve süpermoleküller gibi biyolojik yapıların mühendisli i 

amacıyla geli`tirilmi`, çok disiplinli bir alandır. Bu teknoloji, yeni cihazlar ve 

benzersiz özelliklere sahip malzeme yapılarını karakterize ederek mevcut 

zorluklara kar`ı umut vaat etmektedir. Bunun yanı sıra, ölümcül biyolojik sorunları 

incelemek ve anlamak için hastalıkların te`hisi ve tedavisinde de kullanılmaktadır 

(Sichert et al., 2015). Nanoteknoloji, hücre sinyalizasyonu, metabolizma, enerji 

üretimi ve besin ta`ınması gibi hemen hemen tüm biyolojik faaliyetlerde merkezi 

bir rol oynar. Bu nedenle, nanoteknolojinin terapötik amaçlarla biyoloji ve tıpla 

etkile`imde bulunarak bireysel madde düzeyinde yenilikçi teknolojiler sunabilecek 

temel bir aday oldu u kabul edilebilir (Alliance & Heath, 2003; Sahu et al., 2021). 

Böylelikle, dokuya özgü ilaç hedefleme yakla`ımları, hastalık prognozunu a`mak 

için strateji seçene i sunabilir (Veselov et al., 2022).  

Nanoteknolojinin amacı, görüntüleme, hastalıkların te`hisi, doku 

mühendisli i ve daha etkili, uygun maliyetli ve güvenli ilaç da ıtım sistemlerinin 

tasarımı gibi alanlarda uygulanabilir olmasıdır. 1laç ta`ıyıcı sistemler, ilaçları hedef 

bölgelere hassas bir `ekilde ileterek, hedef dı`ı etkileri ve toksisiteleri azaltarak 

tedavi sonuçlarını hızlandırabilir (Al., 2018). Ayrıca etkin maddenin salım zamanı, 

yeri ve hızının kontrol edilebilece i formülasyonlardır. Bu sistemler, antikor, peptit, 

a`ı, ilaç ve enzim gibi farmasötik bile`iklerin ta`ınımını ve etkinli ini artırarak, 

uygulanmalarını mümkün kılmaktadır (Anselmo and Mitragotri, 2014).  

1laç ta`ıyıcı sistemler, terapötik maddelerin hidrofobik veya hidrofilik 

olmasına bakılmaksızın ta`ınmasında rol oynamaktadırlar (Mi et al., 2012). 1laç 

ta`ıyıcılar, ta`ıma i`lemi için çe`itli mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar, 

etkin maddenin nanota`ıyıcı içine elektrostatik, hidrofobik veya hidrojen ba ları ile 

kapatılarak salıverilmesi ve kovalent veya elektrostatik etkile`imlerle nanota`ıyıcı 

yüzeyine konjugasyonunu içerir (Tüylek, 2019). Polimerler, miseller, dendrimerler, 

lipozomlar, emülsiyonlar, nanokapsüller ve nanopartiküller gibi nanomalzemelerin 
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sentezinin optimize edilmesi, günümüzde verimli bir ara`tırma alanı haline 

gelmi`tir. 

 

_ekil 2.2 Nano ilaç moleküllerinin türleri (Sahu et al., 2021) 

1laç ta`ıyıcı sistemlerin ve araçların kontrol edilebilirli i, ilacın hedeflenen 

bölgeye ula`masını ve burada etkili olma potansiyelini artırır. Hedef bölge dı`ında 

ilaç etkisinin azaltılması, sistemik emilim ve yan etkilerin minimuma indirilmesiyle 

terapötik indeksin yükseltilmesi mümkündür. Ayrıca, nanota`ıyıcılar, ilacı 

degradasyona kar`ı koruma ve hücre içine alımını kolayla`tırma i`levi görmektedir 

(Guterres et al., 2007). 

1laçların biyoda ılımı, terapötik etkinlik ve yan etkiler üzerinde büyük bir 

etkiye sahiptir. 1laç ta`ıyıcı sistemler, ilaçların biyoda ılımını iyile`tirmenin ve 

hücre içi alımına yardımcı olmanın yanı sıra bozunmaya kar`ı koruma sa lar (Belay 

et al.,2018). Konvansiyonel ilaç ta`ıma yöntemleri, ço unlukla hedef dı`ı etkiler 
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nedeniyle sa lıklı dokularda ciddi yan etkilere ve toksisiteye yol açabilen çe`itli 

dezavantajlar sunmaktadır. Nanoteknolojiye dayalı yeni ilaç ta`ıma sistemleri, yeni 

ve geli`tirilmi` özellikler göstererek istenen terapötik etkinli e ula`mak için umut 

verici çözümler olarak geli`tirilmi`tir (Bhatia, 2016). Su içinde çözünürlü ü dü`ük 

olan hidrofobik ajanların terapötik kullanımlarında, yetersiz emilim ve 

biyoyararlanım sorunları ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, bu durum ilaç agregasyonu ile 

ili`kili çe`itli komplikasyonlarla da ba lantılıdır (Kedar et al., 2010).  

1laç ta`ıyıcı sistemler arasında yer alan ve daha fazla tercih edilen polimerik 

nanopartiküllerdir. Kontrollü ilaç salımı çalı`malarında etkinli i artırmak ve 

toksisiteyi önlemek amacıyla kullanılan, yüksek terapötik potansiyele sahip yapı 

ta`larıdır (Calzoni et al., 2019; Chan et al., 2010). Polimerik nanopartiküllerin 

avantajları, küçük partikül boyutları nedeniyle hücre içine kolayca girebilmeleridir. 

Ayrıca, etkin maddenin hedef bölgeye ta`ınması ve orada kontrollü salımına 

aracılık etmeleri de önemli avantajlarındandır. Yapısal özellikleri sayesinde, bu 

partiküller vücutta yüksek stabiliteye sahip olup biyoparçalanabilirler ve 

parçalandıklarında toksik olmayan maddeler olu`tururlar (Derman et al., 2013).  

Nanopartiküllerin ilaç ta`ıyıcı sistem olarak kullanılmasının avantajları `u 

`ekilde sıralanabilir (George & Cyriac, 2017; Soppimath et al., 2001): 

 Nanopartiküller, ilacın belirli bir bölgede kontrollü ve uzun süreli 

salımını sa layabilir, organlara da ılımını ve sonrasında vücuttan 

atılımını de i`tirebilir. Bu durum, terapötik etkinli i artırırken yan 

etkileri minimize edebilir. 

 Partiküllerin yüzeyine hedefleme ligandlarının eklenmesi veya 

manyetik hedefleme yöntemlerinin kullanılması ile spesifik 

yönlendirme sa lanabilir. 

 Parenteral uygulamadan sonra, nanopartiküllerin aktif veya pasif 

hedeflenmesi, partikül boyutu veya yüzey özelliklerinin de i`tirilmesi 

yoluyla kolayca ayarlanabilir. 
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 1laç yükleme kapasitesi yüksektir ve ilaçlar herhangi bir kimyasal 

reaksiyona girmeden sisteme dahil edilebildi i için ilaç aktivitesi 

korunur. 

Farmakolojik olarak aktif maddelerin belirli etki bölgelerinde, kontrollü ve 

optimum dozda salımını sa lar. 

2.2.1 Kanser Tedavisinde Nanopartiküller 

Kanser tedavisinde, bir ilaç veya genin tümör bölgesine etkin bir `ekilde 

ula`tırılabilmesi, çe`itli faktörlere ba lıdır. Bu faktörler arasında dola`ım süresi, 

mononükleer fagositik sistemle etkile`im, dola`ımdan tümör bölgesine geçi`, 

hedefleme stratejisi, ta`ıyıcı sistemden salım ve kanser hücreleri tarafından alım yer 

almaktadır. Kanser tedavisinde ilaç olarak, genellikle alkilleyici ajanlar (örne in, 

busulfan), antimetabolitler (örne in, gemcitabin), antimikrotübül ajanlar (örne in, 

paklitaksel, vinkristin), topoizomeraz inhibitörleri (örne in, topotekan) ve 

sitotoksik inhibitörler (örne in, doksorubisin) gibi küçük moleküllerin kullanımını 

içerir. Bu sitotoksik moleküller, hızla ço alan kanser hücrelerini öldürür, ancak 

aynı zamanda kemik ili i, gastrointestinal kanal ve saç foliküllerindeki di er 

bölünen hücreleri de yok eder. Bu durum, ba ı`ıklık sisteminin zayıflaması, 

gastrointestinal kanalın iltihaplanması ve ülserasyonu ile saç dökülmesi gibi yaygın 

yan etkilere neden olur. 1laç ta`ıyıcı sistem olarak nanopartiküller kullanıldı ında, 

sistemik da ılımın istenmeyen yan etkilerini azaltmak, tümör bölgesinde birikimi 

artırmak ve tedavi etkinli ini iyile`tirmek için yeni yöntemler sunar (Dawidczyk et 

al., 2014).  

Kanser tedavisinde, ilaç moleküllerinin maksimum düzeyde kanser 

hücrelerine odaklanması ve sa lıklı hücreler üzerindeki yan etkilerinin minimize 

edilmesi, tedavi ba`arısı için önemlidir. Bu yakla`ım aynı zamanda hastanın ya`am 

süresi ve kalitesinin artırılması açısından da büyük önem ta`ır. Tümörler, kapiler 

vasküler yapılandırmaları sa lıklı dokulardan farklı olarak endoteller arasındaki 

bo`luklarla karakterize edilir. Bu anormal damar yapısı nedeniyle, tümör 

bölgelerinde kapiler geçirgenlik artmı`tır ve bu durum artmı` permeasyon ve 
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retansiyon (EPR) etkisi olarak adlandırılmaktadır. Normal kapilerden daha 

geçirgen olan tümör dokusu yakınlarına gelen nanopartiküller, bu bölgede 

ekstravasküler kompartmana geçerek seçici bir `ekilde birikebilirler. 

Nanopartiküller, bu özellikleri sayesinde normal dokularda daha az birikim 

gösterirler ve kanda daha uzun süre dola`abilirler. Bu durum, di er dokuların 

sitotoksik ajanlarla kar`ıla`ma riskini azaltır (Bazak et al., 2014; Kumari et al., 

2016) 

2.2.2 Nanopartiküllerin Hedeflendirilmesi 

1laç hedeflemesi, farmakolojik etkinin gerekti i belirli fizyolojik alanlarda, 

organlarda, dokularda veya hücrelerde seçici ilaç salımı olarak tanımlanır 

(Yokoyama, 2005). Bir ilaç intravenöz olarak enjekte edildi inde tüm vücutta e`it 

olarak da ılır ve terapötik bölgeler dı`ındaki bölgelere da ıldı ında, toksik yan 

etkilere neden olabilir. Terapötik bölgelere iletimi artırarak ve istenmeyen bölgelere 

iletimi azaltarak, sırasıyla terapötik ve istenmeyen bölgelerde artırılmı` ve 

azaltılmı` ilaç etkisiyle iyile`tirilmi` bir terapötik indeks elde edilebilir (Dawidczyk 

et al., 2014). 1laç hedeflemesi aktif ve pasif hedefleme olmak üzere iki genel 

yönteme ayrılır (Yokoyama, 2005). 

2.2.2.1 Aktif Hedeflendirme 

Aktif hedefleme, ilaçların farmakolojik etkinli inin gerekli oldu u hedef 

alanlara iletimini artırmak için belirli etkile`imlerin kullanılması anlamına gelir. Bu 

etkile`imler, antijen-antikor ve ligand-reseptör ba lanmalarını içerir. Ayrıca, 

manyetik alanlar ve sıcaklık gibi dı`arıdan uygulanan fiziksel sinyaller de aktif 

hedefleme için kullanılabilir (Daniel and Astruc, 2004). Bu metodolojide 

sınıflandırılan ta`ıyıcılar arasında antikorlar, transferin, ferrit içeren lipozomlar ve 

termoreponsif ta`ıyıcılar yer almaktadır. 

2.2.2.2 Pasif Hedeflendirme  

Pasif hedefleme, ta`ıyıcı sistemlerin fiziksel ve kimyasal özelliklerinin, bu 

özellikleri hedef ve hedef olmayan dokuların, organların ve hücrelerin fizyolojik ve 
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histolojik özelliklerine uyacak `ekilde ayarlayarak, iletilen ilacın hedef/hedef 

olmayan oranını artırdı ı bir yöntem olarak tanımlanır. Bu kategoriye giren 

ta`ıyıcılar arasında sentetik polimerler, albümin gibi bazı do al polimerler, 

lipozomlar, mikro (veya nano) partiküller ve polimerik miseller bulunmaktadır. 

Pasif hedeflemenin etkileyici özellikleri; hidrofiliklik/hidrofobiklik ve 

pozitif/negatif yük gibi kimyasal faktörler ve boyut/ kütle gibi fiziksel faktörlerdir. 

Pasif hedefleme, hem hedef olmayan organlar, dokular ve hücrelerle olan spesifik 

olmayan etkile`imlerin ve iletimin en aza indirilmesi hem de hedefe iletimin 

maksimize edilmesi yoluyla gerçekle`tirilebilir (S. D. Li and Huang, 2008). 

 

_ekil 2.2 Pasif ve aktif hedeflenmenin `ematik gösterimi (Ajnai vd.,2014) 

2.2.3 Nanopartikül Hazırlamada Kullanılan Polimerler 

Polimerler, birçok molekülün kimyasal ba larla düzenli bir `ekilde 

ba lanmasıyla olu`an yüksek molekül a ırlıklı bile`iklerdir. Polimerler, molekül 

a ırlıkları da ılımı sergileyen makromoleküllerin bir karı`ımıdır (Ulery et al., 
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2011). Polimerleri inceleyebilmek için çe`itli `ekilde sınıflandırılabilir. Bu 

sınıflandırma türlerine a`a ıda örnekler verilmektedir.  

Kimyasal Yapıları: Organik ve 1norganik  

Kaynak Kökeni: Do al, Sentetik ve Yarı Sentetik 

Yapı: Düz Zincirli, Dallanmı` Zincir ve Çapraz Ba lı 

Fiziksel Özellikleri: Elastomer, Plastikler ve Elyaf 

Do al polimerler, bitki ve hayvan kaynaklarından elde edilen polimerlerdir. 

Proteinler, selüloz, kitosan ve aljinat gibi malzemeler do al polimerlere örnektir. 

Sentetik polimerler ise, insan yapımı olup, plastik en yaygın bilinen ve kullanılan 

türdür. Yarı sentetik polimerlerin üretiminde do al polimerler kullanılır, ancak bu 

polimerler daha fazla kimyasal de i`ime u rarlar. Selüloz nitrat ve selüloz asetat9ı 

örnek verilebilir. Moleküler kuvvete göre gruplandırmaya bakıldı ında ise, zayıf 

etkile`ime sahip polimer olarak kauçuk gibi elastomerler, güçlü etkile`ime sahip 

olanlara fiber, orta çekim kuvvetine sahip olanlara termoplastikler verilebilir. 

(Fakirov, 2019).  

Nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanılan polimerleri biyoparçalanabilen 

do al ve sentetik polimerler, biyoparçalanabilir olmayan polimerler olarak 

kategorize edilebilir (Marin et al., 2013). Biyoparçalanabilir polimerlerin en büyük 

avantajı, degradasyon ürünlerinin genellikle vücuttan kolayca atılabilen toksik 

olmayan maddeler olmasıdır. Ayrıca, ticari ölçekte üretim sırasındaki 

manipülasyonlarının zor olması, ayrıca safla`tırma ve tekdüze üretimin 

sa lanmasında çe`itli zorlukların bulunması mümkündür. Biyoparçalanabilir 

sentetik polimerler, yük da ılımı, molekül boyutu ve hidrofobisite de i`iklikleri 

gibi özelliklere göre istenilen ̀ ekilde sentezlenebilme yetenekleriyle ön plana çıkar. 

Büyük miktarlarda ve yüksek saflıkta üretilebilmeleri, farklı partiler arasında tutarlı 

ve tekrarlanabilir özelliklere sahip olmaları ve hazırlama ile depolama ko`ullarında 

stabilitelerini korumaları gibi avantajları nedeniyle nanopartiküllerin 

hazırlanmasında yaygın olarak tercih edilen polimerik materyallerdir. 
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Biyoparçalanabilen olmayan polimerler ise, uygulandıktan sonra vücutta uzun süre 

parçalanamayan polimerler olup, toksisite problemlerine neden olmaktadırlar. 

2.2.3.1 Kitosan 

Kitosan, kitinin kısmi alkali deasetilasyonu ile elde edilen, rastgele da ılmı` 

β-(1-4)-ba lı d-glukozaminler ve N-asetil-d-glukozaminlerden olu`an, farklı 

molekül a ırlıklarına (50-200kDa), deasetilasyon derecelerine (%40-98) ve 

viskozitelere sahip bir polisakkarit kopolimeridir. Kitosan, bazı asitlerin sulu 

çözeltilerinde ve bazı seçici N-alkilidinasyonlarda çözünür (Lakshmana and 

Suriyaprakash, 2017). Kitosanda bulunan amino gruplarının pKa de erleri yakla`ık 

olarak 6,5'tir. Bu sebeple, kitosan pozitif yüklü olup, asidik ve nötr çözeltilerde pH 

ve deasetillenme derecesine ba lı olarak çözünürlük gösterir (Sarasam et al., 2006). 

 

_ekil 2.1 Kitosanın molekül yapısı (López-García et al., 2014) 

Do ada bol miktarda bulunan kitosan ve türevleri, dü`ük toksisiteleri, 

biyolojik olarak parçalanabilirlikleri ve uyumlulukları ile antimikrobiyal ve 

antifungal özellikleri sayesinde ilaç, gıda, kozmetik ve tekstil gibi birçok 

endüstriyel alanda büyük ilgi gören polimerler arasında yer almaktadır (Ben Amar 

Cheba, 2011; Singh et al. , 2021). 

Kitosanın hem -NH2 hem de -OH grupları modifikasyon için aktif bölgelerdir 

(Mohammed et al., 2021). Fakat bu gruplarla kararsız serbest radikallerle 

reaksiyona girerek bunları stabilize eder ve metal iyonlarını ba lama yetene i 
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nedeniyle antioksidan aktivite göstermektedir (Yildirim et al., 2016). Kitosanın 

çözünürlü ü pH 6'nın üzerinde dü`ük oldu undan, antimikrobiyal özelli i yalnızca 

asidik çözeltilerde aktivite bulunmu`tur (No et al., 2002). 

Kitosan nanopartikülleri, onları üstün çevre dostu bir malzeme yapan ve 

insanlara zarar vermeyen biyoaktiviteye sahip mükemmel fizikokimyasal, 

antimikrobiyal ve biyolojik özelliklere sahip do al malzemelerdir (Malmiri et al., 

2012). Bu benzersiz özellikler nedeniyle, kitosan nanopartikülleri doku 

mühendisli i, kanser tanısı, ilaç ta`ıyıcı sistemleri, enzim immobilizasyonu, 

antioksidan aktivitesi, su arıtması, antimikrobiyal ajan, tarım gibi çok çe`itli 

uygulamalarda kullanılmaktadır (Divya and Jisha, 2018).  

2.2.3.2 Aljinat 

Aljinat, fiziksel ve kimyasal özellikleri incelendi inde, toksik olmadı ı, 

biyolojik olarak parçalanabilir, dü`ük maliyetli, kolayca temin edilebilir, 

mukoadezif, biyouyumlu ve immünojenik olmayan bir maddedir (Tønnesen and 

Karlsen, 2002). Aljinat, kahverengi algler ve bakteriler tarafından üretilen anyonik 

bir polimer olup, 1,4-glikozidik ba larla do rusal olarak ba lanmı` α-L-guluronik 

asit (G) ve β-D-mannuronik asit (M) kalıntılarından olu`maktadır. Aljinat, 

polianyonik yapıya sahip do al bir polimerdir. Divalent katyonlar (Ca+2) ve 

polikatyonlar (kitosan, polilisin, polietilenimin) varlı ında, sulu çözeltilerde `i`me 

özelli i gösteren polielektrolit jeller olu`turmaktadır (A. Zielinski & Aebischer, 

1994).  

Aljinat bazlı hidrojeller, biyomedikal uygulamalarda yaygın bir kullanım 

alanına sahiptir; yara ve yanık örtü materyali, yumu`ak ve sert doku dolgu 

maddeleri, kontrollü ilaç salım sistemleri, üç boyutlu sentetik ekstrasellüler 

matriksler (ECM) ve doku onarımında destek matrisi olarak kullanılmaktadır 

(Hoffman, 2012; Mumper et al., 1994; Yang et al., 2001). 
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_ekil 2.2 Aljinatın molekül yapısı (Homayouni et al., 2007) 

Bu polimerin pek çok alanda kullanımını sa layan özellikleri arasında 

biyouyumlu olması, dü`ük toksisite göstermesi, ekonomik olması ve Ca2+, Ba2+, 

Mg2+ gibi çift de erlikli katyonların varlı ında kolayca jel olu`turabilmesi 

bulunmaktadır. Aljinatın kullanım alanları iki temel özelli ine dayanmaktadır. 

Birincisi, su içerisinde çözüldü ünde çözeltinin viskozitesini artırabilme 

kapasitesidir. 1kincisi ise jel olu`turma kabiliyetidir. 

2.2.4 Nanopartikül Hazırlama Yöntemleri 

Nanopartikül hazırlama yöntemleri seçilen polimerin yapısına ve model ilaç 

olarak kullanılan etkin maddenin çözünürlük özelli ine göre belirlenmektedir. 

Hazırlama yöntemlerine ait bazı bilgiler a`a ıda verilmektedir:  

 Çözücü Buharla`tırma Yöntemi: 1lacın enkapsülasyonu için farklı 
yöntemler mevcuttur. Bu yöntemler ilacın hidrofobik veya hidrofilik 

özelli iyle ili`kilidir. Yöntemlerde, su içinde ya  (o/w; w/o/w; o/o/w) 

veya ya  içinde ya  (o/o) olu`ur. Polimer çözündürülmesi için  

kloroform, diklorometan, etil asetat ve etil format gibi çözücüler 

kullanılmaktadır. Kapsüllenecek olan ilaç etkin madde süspansiyon, 

emülsiyon veya çözelti olu`turmak için organik çözücü içinde 

da ıtılır yada çözülür. Sonraki a`amada ise, organik faz uygun 

miktarda yüzey etkin madde (stabilizatör) içeren organik çözücüyle 
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emülsifiye edilir. Emülsiyon stabilize edildikten sonra organik çözücü 

buharla`tırılır. Küçük partiküllerin boyutlarını elde edebilmek için 

homojenizasyon ve ultrasonikasyon kullanılabilmektedir (Deshmukh 

et al., 2016).  

 Nanoçöktürme Yöntemi: Bu yöntem çözücü yer de i`tirme olarak 

da bilinmektedir (Fessi et al., 1989). Polimer ve etkin maddenin suyla 

karı`abilen yarı-polar etanol, aseton gibi organik çözücünün 

içerisinde çözündürüldükten sonra su içerisine bu çözücünün yer 

de i`imi ile polimerin arayüzeyde çökmesi prensibine dayanmaktadır. 

Nanoçöktürme yönteminde, etkin madde nanopartikül hazırlamadan 

polimer ile ba lanması, polimerik ortamın içerisine hapsedilmesi 

yada adsorpsiyonu gibi farklı çalı`ma yöntemleri geli`tirilmi`tir 

(Muthu, 2009).  

 Tuzla Çöktürme (Salting Out) Yöntemi: Suyla karı`abilen 

çözücünün tuzlama etkisi ile sulu fazdan ayrılması prensibine dayanır. 

Polimerler ve ilaç etkin madde, organik faz olarak genellikle suyla 

karı`abilen bir çözücü içinde çözülür. Sulu faz, yüzey aktif maddeyi 

ve magnezyum klorür, kalsiyum klorür gibi tuz giderici elektrolit 

maddeyi içerir. Organik faz (ya  fazı) manyetik karı`tırma altında 

sulu faza emülsifiye edilir. Olu`an ya /su emülsiyonunun difüzyonu 

sonucunda nanopartiküller elde edilir (Pinto Reis et al., 2006; Wang 

et al., 2016).  

 Diyaliz Yöntemi: Polimer, organik bir çözücüde çözülür ve polimerin 

molekül a ırlı ına göre bir diyaliz tüpü seçilerek, çözelti diyaliz tüpü 

içine aktarılır. Çözücünün diyaliz yoluyla yer de i`tirmesi sonucunda 

polimer çözünürlü ünü kaybederek kademeli agregasyonu 

gerçekle`ir, böylece nanopartikül süspansiyonu elde edilir (Adeyemi 

et al., 2023).  
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 1yonik Jelasyon Yöntemi: 1yonotropik jelle`me, belirli ko`ullar 

altında iki iyonik tür arasında elektrostatik etkile`imler yoluyla 

nanopartiküllerin ve mikropartiküllerin üretilmesini sa layan bir 

tekniktir. Reaksiyona bir ilaç veya biyo-aktif molekül eklendi inde, 

polimerik zincirler arasında sıkı`arak nanopartikül/mikropartikül 

yapısının içine hapsedilebilir. Bu tür bir yöntem, ilacın kontrollü salım 

yapmasına izin verir ve moleküllerin birlikte kapsüllenmesi, 

partiküllerin bölgeye özgü i`levselle`tirilmesi ve ilacın 

biyoaktivitesinin artan süreleri gibi ba`ka avantajlar da sunar 

(Pedroso-Santana and Fleitas-Salazar, 2020). 

2.3 1ksabepilon (IXA) 

1ksabepilon, meme kanseri ve küçük hücre dı`ı akci er kanseri (NSCLC) 

dahil olmak üzere çe`itli kanserlerin tedavisinde kullanılan kemoterapötik bir 

ajandır (Leise et al., 2014). Mikrotübülleri hedef alan ilaçlar, antikanser tedavileri 

arasında en sık reçete edilenlerdendir. Bu tedavilerde kullanılan taksan bazlı 

ilaçların formülasyon, uygulama ve P-glikoprotein (P-gp) tarafından sa lanan 

dirence kar`ı duyarlılık gibi sorunlarına yönelik çözümler geli`tirmek amacıyla, 

yeni antimikrotübül bile`iklerinin klinik de erlendirmesi devam etmektedir. Bu 

yeni bile`ikler arasında, Sorangium cellulosum adı verilen miksobakterinin 

fermantasyon suyundan izole edilen ve topraktan türetilmi` yeni bir anti-neoplastik 

ajan sınıfı olan epotilonlar yer almaktadır (Altmann et al., 2000; Rothermel et al., 

2003; Trivedi et al., 2008). Yarı sentetik bir laktam analo u olan 1ksabepilon (BMS-

247550; Bristol-Myers Squibb, Wallingford CT, ABD), epothilone B'nin metabolik 

olarak daha stabil bir türevi olarak ilk analo u geli`tirilmi`tir. Paklitaksele dirençli 

tümör modelleri de dahil olmak üzere çe`itli in-vivo ksenograft kanser 

modellerinde antitümör aktivitesi göstermi`tir (Shimizu et al., 2008).  

IXA ve taksanlar arasındaki temel farklardan biri, 1ksabepilonun tümör direnç 

mekanizmalarına kar`ı dü`ük duyarlılı ıdır (Shimizu et al., 2008; Tymon-Rosario 

et al., 2021). Çoklu ilaç direnci (MDR-1) ve çoklu ilaç direnci ile ili`kili protein 

(MRP) genlerinin a`ırı ekspresyonu, taksanlar ve antrasiklinler de dahil olmak 
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üzere birçok kemoterapiye kar`ı hem içsel hem de edinilmi` direncin ba`lıca 

nedenidir ve kanser tedavisinde önemli bir zorluk olu`turmaktadır. IXA, çoklu ilaç 

direnci ile ili`kili protein, P-glikoprotein ve kemoterapi ilaç direncinde rol oynayan 

di er hücre ta`ıyıcıları için zayıf bir substrat oldu undan, bu yeni anti-neoplastik 

ajanın konsantrasyonları hedef yerlerinde tutularak,  ikabepilonun aktivitesi ile 

sonuçlanır (Shimizu et al., 2008). 

Antrasiklin ve taksanlar, meme kanseri tedavisinde standart olarak kullanılan 

seçeneklerdir. IXA, metastatik meme kanseri olan ve antrasiklin ile taksan 

tedavilerine direnç gösteren hastalarda kullanılan, FDA tarafından onaylanmı` 

alternatif bir tedavi seçene i sa lamaktadır (J. Li, Ren, & Sun, 2017). IXA, farklı 

meme kanseri türleri üzerindeki çalı`malar sonucunda etkinli i kanıtlanmı` bir 

tedavi seçene i olup, özellikle östrojen reseptörü, progesteron reseptörü ve insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2-negatif (ER/PR/HER2-negatif, üçlü negatif) 

veya HER2-pozitif olan hastalar üzerinde yüksek aktivite gösterdi i ortaya 

konmu`tur (Gradishar, 2009). 

2.3.1 Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Özellikleri 

1ksabepilonun, kimyasal adı (1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihydroxy-

8,8,10,12,16-pentamethyl-3-[(E)-1-(2-methyl-1,3-thiazol-4-yl)prop-1-en-2-yl]-17-

oxa-4-azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione, kimyasal formülü ise 

C27H42N2O5S `eklindedir. Moleküler a ırlı ı 506,7 g/mol9dür. IXA suda 

çözünmezken, inorganik çözgenlerde (Dimetilsülfoksit (DMSO), Etanol (EtOH)) 

çözünür.  
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_ekil 2.2 1ksabepilon9un kimyasal yapısı (National Library of Medicine, 2024) 

1ksabepilon 40 mg/m2 konsantrasyonunda intravenöz yolla 21 günde bir 

uygulanmaktadır. Uygulanan dozun yakla`ık %86'sı 7 gün içinde dı`kı yoluyla 

atılmaktadır. Protein ba lama kapasitesi %67 ile %77 arasında olup, eliminasyon 

yarı ömrü 52 saattir. 

2.3.2 Etki Mekanizması 

IXA, mikrotübül stabilizatörleri olarak bilinen ilaç sınıfına aittir ve Ixempra 

markası altında pazarlanmaktadır. Bristol-Myers Squibb tarafından geli`tirilen 

IXA, 2007 yılında metastatik veya lokal olarak ilerlemi` meme kanserinin tedavisi 

için FDA onayı almı`tır. IXA, hücre bölünmesinde rol oynayan hücre iskeletinin 

yapısal bile`enleri olan mikrotübülleri hedef alır (Francis Y.F. Lee et al., 2008). 

Mikrotübüller, hücre bölünmesinin G2/M fazında mitotik i  ipliklerinin 

olu`umundan sorumludur. Mikrotübül yapısının bozulması, mitotik i  ipliklerinin 

olu`umunu aksatarak, hücre bölünmesinin durdurulmasına neden olmaktadır 

(Lopus et al., 2015). IXA etkisini mikrotübüllere ba lanarak ve onları stabilize 

ederek gösterir, böylece dinamik istikrarsızlıklarını engeller ve hücre bölünmesinin 

geleneksel seyrini bozar. Sonuç olarak, bu durum hücre döngüsünün durması ve 

kanser hücrelerinde apoptozun indüklenmesi ile sonuçlanır. Klinik öncesi 
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çalı`malar, IXA9un mikrotübül dinamiklerini inhibe etme ve meme kanseri de dahil 

olmak üzere çe`itli kanser hücre hatlarında hücre ölümünü indükleme yetene ini 

göstermi`tir (Francis Y.F. Lee et al., 2008; Thomas et al., 2007). IXA, özellikle 

di er tedavilerin etkisiz kaldı ı durumlarda, meme kanseri ve NSCLC hastaları için 

ek bir tedavi seçene i sa lamı`tır. IXA, farklı ba lanma afinitesi nedeniyle taksana 

dirençli kanserlere kar`ı geli`mi` etkinlik sunmaktadır (Sun et al., 2024). 

2.3.3 Yan Etkileri 

1ksabepilonun yaygın yan etkileri arasında miyelosupresyon (nötropeni ve 

trombositopeni), periferik nöropati, gastrointestinal semptomlar ve diyare yer 

almaktadır. Tedavi sırasında dikkatli izleme gerektiren ciddi alerjik reaksiyonlar ve 

nöropati meydana gelebilir (Denduluri & Swain, 2008; Sun et al., 2024). 

2.4 Folik Asit 

Son yıllarda, hedef hücreler üzerinde seçici olarak etki eden tedavilerin 

kullanımı önemli ölçüde artmı`tır (Arachchige et al., 2015; Siddique and Chow, 

2020). 1laçların, terapötik hedeflerde seçicili ini elde etmek için çe`itli stratejiler 

kullanılabilir. En çok üzerinde durulan yakla`ımlardan biri, terapötik ajanların 

hedefleme kısmına veya patolojik hücre, doku ya da organ tarafından spesifik 

olarak tanınan bir nanota`ıyıcının yüzeyi ile konjuge edilmesidir (Siddique & 

Chow, 2020; Srinivasarao & Low, 2017). Bu `ekilde, antikorlar, peptitler, 

aptamerler, karbonhidratlar veya vitaminler dahil olmak üzere çok sayıda ligand 

kullanılmaktadır (Birrer et al., 2019; Merrell and McMurry, 2022).  

Folik asit (pteroyl-L-glutamik asit), özellikle kanser tedavisinde yaygın 

olarak kullanılan bir hedefleme ligandıdır. Folatın (pteroyl-L-glutamat) sentetik 

formudur, ayrıca B9 vitamini olarak da bilinir. Folik asit ve folat terimlerinin 

sıklıkla birbirinin yerine kullanıldı ı, ancak folik asidin do ada bulunmadı ı 

bilinmelidir. Folik asit, nükleotid sentezine, amino asit metabolizmasına ve 

fosfolipid biyosentezine katıldı ı için DNA replikasyonu ile onarımı ve RNA 

sentezi için vazgeçilmez olan önemli bir moleküldür (Desai et al., 2016; Frigerio et 

al., 2019).  
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_ekil 2.3 Folik asit9in kimyasal yapısı (National Library of Medicine, 2024) 

Folik asitin hücre içi alım süreci `ekil 2.49de verilmektedir. (A.) Öncelikle 

folik asit veya ba`ka bir ligand folat reseptörüne (FRs) ba lanır. (B.) Ardından 

plazma membranının içine do ru kıvrılması ba`lar ve (C.) folat reseptörü-ligand 

konjugatı endosom adlı bir vezikülde çevrelenir. Asidik pH, folat reseptörlerinde 

konformasyonel de i`iklikleri tetikler, ligandın (D.) ve ilacın hücrelere salınmasını 

ve folat reseptörünün hücre yüzeyine geri dönü`ümünü sa lar (E., F.). 

 

_ekil 2.4 Folik asit ve folat reseptörü (FR) hedefli formülasyonların internalizasyonu (Martín-

Sabroso et al, 2021) 

Kanser tedavilerinde FR'leri hedeflemek için kullanılan iki strateji, FR'lere 

yüksek afinitesi olan folik asit veya di er kimyasal varlıkların kullanılması veya 
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anti-FR monoklonal antikorların kullanılması `eklinde sıralanabilir. Her iki 

durumda da, kemoterapötik ajan do rudan FR ligandlarına konjuge edilir veya 

yüzeyi hedefleme birimi ile modifiye edilmi` bir nanota`ıyıcı içine enkapsüle edilir. 

Bu, antineoplastiklerin tümör seviyesinde seçici olarak ta`ınmasını sa lamak, 

antikanser aktiviteyi artırmak ve kemoterapiye ba lı toksisiteyi azaltma amacı 

ta`ımaktadır. Hedefli bir kemoterapötik etki elde etmek için çok sayıda 

nanoformülasyon geli`tirilmi` ve etkinli i de erlendirilmi`tir (Frigerio et al., 

2019). 

2.5 Radyofamasötikler 

Yeni hastalıkların ortaya çıkmasıyla birlikte, yeni biyobelirteçlerin 

tanımlanması, görüntüleme teknikleri, radyoizotop takibi gibi tanıda birçok 

ilerleme kaydedildi. Bazı geleneksel teknikler tanı için altın standart olarak kabul 

edilmeye devam etmektedir; ancak, radyofarmasötiklerdeki geli`meler, teknikleri 

daha faydalı, daha az zahmetli, kısa zaman alan, hedefe spesifik hale getirmi`tir. 

Radyofarmasötikler, tanı ve tedavide kullanılan, radyoaktif maddelerden 

olu`an farmasötik formülasyonlardır. Radyofarmasötik geli`tirme çalı`malarında, 

ilk önemli basamak, farmasötik bile`enin belirli bir organda tutulacak veya o 

organın fizyolojik fonksiyonuna katılabilecek olmasıdır. 1kinci basamak ise, uygun 

bir radyonüklid ile kimyasal olarak ba lanabilmesidir. Radyonüklid ile ba lanması 

i`lemi <radyoi`aretleme= olarak adlandırılmaktadır. 1deal özellikleri kolay 

bulunabilirlik, dü`ük maliyet, optimum biyolojik yarı ömür, kısa radyoaktif yarı 

ömür, 100 ila 200 keV arasında enerji aralı ında gama foton emisyonu, çok dü`ük 

partikül emisyonu, elektron yakalama veya izomerik geçi`le bozunma ve yüksek 

hedef-hedef dı`ı oranıdır. Bu faktörlerin yanısıra radyofarmasöti in farklı 

organlarda lokalize olma mekanizması, kısaca organda ya emilmeli ya da bilinen 

bir yola ile organa dahil olmasıdır (Arano, 2002; Dzik-Jurasz, 2003).  

Radyofarmasötiklerin kullanımıyla birden fazla temel uygulama çalı`maları 

yürütülmektedir. Bilinmeyen nedenli gastrointestinal kanama, karaci er 

hemanjiyomu, gastroözofageal reflü çalı`ması, akci er perfüzyon ve ventilasyon 
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çalı`ması (V/Q taraması), primer ve metastatik tutulumlu nöroendokrin tümörler, 

kemik metastazı, paratiroid, lenfosintigrafi, sentinel lenf dü ümleri ve nörolojik 

bozukluklar gibi böbrek, kalp, gastrik hastalıkların morfolojik ve fonksiyonel 

tanısında, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve tek foton emisyon bilgisayarlı 

tomografi (SPECT) görüntüleme ile bilgisarlı tomografi'nin (BT) birle`tirilmesi 

gibi görüntüleme cihazları kullanılmaktadır. Ayrıca teranostik yakla`ım olarak ise, 

hipertiroidizm, tirotoksikoz, tiroid kanseri, feokromositoma ve bazı endokrin 

bozukluklarda (prostat kanseri ve nöroendokrin tümörler gibi) radyonüklid tedavisi 

kullanılmaktadır (Oyen et al., 2007). Farklı tümörlerde hastanın tedaviye yanıtının 

öngörüsü kullanılarak etkisiz tedavilerin yan etkilerini/toksisitesini azaltır ve 

alternatif, daha spesifik, etkili tedavilerin ortaya çıkmasına yardımcı olmaktadırlar 

(Bockisch et al., 2009).  

Günümüzde moleküler görüntülemede Teknesyum-99m (99mTc), Talyum-

201 (201Tl), Floro-18 (18F), Galyum-67 (67Ga), Galyum-68 (68Ga), 1yot-123 (123I), 

1yot-131 (131I), Azot-13 (13N), Rubidyum-82 (82Rb), 1ndiyum-111 (111n), Oksijen-

15 (15O) ve Karbon-11 (11C) radyonüklidleri gibi radyofarmasötikler 

kullanılmaktadır. Fakat hedef yönelimi, uyumlulu u, yarılanma süresi ve di er 

fizikokimyasal özellikleri nedeniyle 99mTc görüntüleme ajanlarının en önemli üyesi 

olarak kabul edilir. 

2.5.1 Teknesyum-99m 

Teknesyum (99Tc), periyodik tablonun VIIB grubunda bulunan, atom 

numarası <43= ve kütle numarası <99= olan yapay bir geçi` metalidir. Kovalent 

ba lanması nedeniyle çok yönlü bir kimyaya sahiptir, çünkü perteknetant -1'den 

+7'ye kadar de i`en 8 farklı oksidasyon durumunda bulunur (Alberto, 2023). En 

karma`ık ve kararsız oksidasyon durumu Tc +5'tir. 99mTc, Molibden (Mo-99) ve 

99Tc'un ara formu olup, metastabil form olarak adlandırılır ve 99Tc ile benzer 

kimyasal ve fiziksel özelliklere sahiptir. 

Teknesyum-99m (99mTc), perteknetat formunda +7 oksidasyon durumu ile 

bulunur ve çe`itli kimyasal bile`ikler veya biyomoleküllerle koordineli kovalent 
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ba lar olu`turur. Bu özellikleri sayesinde, farklı farmakodinamik özellikler 

sergileyerek birden fazla klinik çalı`mada kullanılabilmektedir. Nükleer tıbbın 

önemli bir bile`eni olan 99mTc i`aretli radyofarmasötikler, çe`itli organların 

görüntülenmesi, enfeksiyonların veya tümörlerin farklı biyomoleküller aracılı ıyla 

lokalizasyonu için gama görüntüleme radyonüklidi olarak i`lev görür. Gama 

nükleer görüntülemenin ideal bir radyoizleyicisi olan 99mTc, inert bir radyonüklid 

olarak kullanılır, ayrıca tanısal ajan olarak biyomolekülleri i`aretlenebilmektedir. 
99mTc, 140 keV gama foton emisyonuna ve 6,04 saatlik radyoaktif yarı ömre sahiptir 

ve bu nedenle radyokimyasal ve radyonüklid analizleri için idealdir (Banerjee et al., 

2001).   

2.6 Hücre Kültürü Çalı`maları 

Hücre kültürü, yeni moleküllerin ve i`levlerinin ke`finden, potansiyel 

ilaçların yüksek verimli testlerine kadar incelemeleri içeren çalı`malardır. Hücre 

kültürü, hücrelerin laboratuvar ortamında kontrollü ko`ullar altında yeti`tirilmesi 

sürecidir. Bu teknik, ara`tırmalarda, biyoteknolojide ve ilaç geli`tirmede yaygın 

olarak kullanılır. Hücre kültürü ile hücrelerin büyüme, farklıla`ma ve genetik 

özellikleri üzerinde çalı`ılabilir. Ayrıca, çe`itli hastalıkların mekanizmalarını 

anlamak ve tedavi yöntemleri geli`tirmek için de önemli bir araçtır (Freshney, 

2010; Van der Valk et al.,2010).  

Hücre kültürü çalı`malarının yer aldı ı temel çalı`malar ve uygulama a`a ıda 

verildi i ̀ ekilde sıralanabilir (Freshney, 2010; Harrison et al.,2011; Liu et al., 2018; 

Rouwkema et al.2008). 

-Temel Ara`tırmalar: 

 Hücre Büyümesi ve Farklıla`ma: Farklı büyüme faktörleri ve ortam 

ko`ullarının hücrelerin büyümesine etkisi incelenir. 

 Genetik Ara`tırmalar: Gen ekspresyonu ve genetik modifikasyon 

çalı`maları yapılır. 

-Hastalık Modelleri: 
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 Kanser Ara`tırmaları: Kanser hücre hatları kullanılarak tümör biyolojisi 

ve tedavi yöntemleri üzerine çalı`malar yapılır. 

 Enfeksiyon Modelleri: Virüs ve bakterilerin hücrelere etkisi incelenir. 

- 1laç Geli`tirme: 

 Toksisite Testleri: Yeni ilaçların hücre üzerindeki toksik etkileri 

de erlendirilebilir. 

 Etkililik Testleri: 1laçların hedef hücreler üzerindeki etkileri ara`tırılır. 

-Doku Mühendisli i: 

 Hücre _ablonları: Hücrelerin belirli bir doku yapısını olu`turmak için 

kullanılması. 

 Rejeneratif Tıp: Hasar görmü` dokuların yenilenmesi için hücre kültürü 

teknikleri uygulanır. 

-A`ı Geli`tirme: 

 A`ıların etkinli ini test etmek ve virüslerin hücre kültüründe ço altılması. 

Hücre kültürü çalı`malarının avantajları ve dezavantajları bulunmaktadır. 

Hücrelerin büyüme ko`ulları (sıcaklık, pH, besin maddeleri) kontrol edilebilir 

olması tekrarlanabilir sonuçlar elde edilmesini, in-vitro ortamda gerçekle`ti i için, 

hayvan deneylerine göre daha az etik sorun içermesi, hücre hatları olu`turulabilir 

olması ara`tırmacılara sürekli olarak kullanılabilecek bir kaynak sa laması gibi 

hücre kültürü çalı`malarının avantajları arasında sıralanabilir. Hücre kültürü 

çalı`malarının dezavantajları ise; hücreler do al ortamlarından uzakta, farklı bir 

ortamda yeti`tirildiklerinde davranı`larının de i`ebilmesi, özel besin ortamları ve 

ekipman gereksinimleri ile maliyetin artması, bakteri, maya veya di er 

kontaminasyonlar hücre kültürü çalı`malarını olumsuz etkileyebilmesi, bazı hücre 

türlerinin laboratuvar ortamında uzun süre ya`ayamaması ve ço alamaması 

`eklinde sıralanabilir (Freshney, 2010; Van der Valk et al., 2010; Lee et al., 2015; 

SPWLA et al.2019). 
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2.6.1 MCF-7 ve MDA-MB-231 Hücreleri 

MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hatları, meme kanseri 

ara`tırmalarında yaygın olarak kullanılan iki farklı hücre hattıdır. MCF-7 hücreleri, 

meme kanseri dokusundan izole edilmi`ken, MDA-MB-231 hücreleri ise, 

metastatik meme kanseri dokusundan elde edilmi`tir. MCF-7 hücreleri yava` 

büyüyen, MDA-MB-231 hücreleri ise, daha agresif ve hızlı büyüyen bir hücre hattı 

olarak bilinmektedir. MDA-MB-231 hücreleri folat reseptörünü MCF-7 

hücrelerinden daha fazla eksprese etti i belirtilmektedir. Her iki hücre hattı da 

kanser tedavisi, biyomarker ke`fi ve ilaç etkile`imleri üzerine birçok çalı`mada 

kullanılmaktadır (LSK et al., 2011; SMB et al., 2018; ACS et al., 2016). 

2.7 Deneysel Hayvan Modelleri 

Hayvanlar, özellikle kemirgenler, insanlarla biyolojik benzerlikleri 

nedeniyle, ara`tırmacılar tarafından çevresel ksenobiyotiklerden kaynaklanan 

tehlikeleri tanımlamak ve de erlendirmek için en yaygın kullanılan modellerdir. 

Ayrıca çe`itli biyolojik olayların altında yatan mekanizmanın anla`ılmasına, 

hastalık patogenezi ile ili`kili moleküler, hücresel ve histolojik de i`ikliklerin 

açıklanmasına ve insanlara uygulanmadan önce ilk ilaç taramasına yardımcı olurlar. 

Deneysel hayvan modelleri, insan kanserlerinin özelliklerinin açıklanmasında, 

antikanser ilaçlarının klinik öncesi test edilmesinde ve çe`itli ürünlerin 

kemopreventif potansiyelinin de erlendirilmesinde hayati öneme sahiptir. 

Kimyasal, fiziksel, viral, genetik manipülasyon ve greft nakli kullanılarak bir dizi 

insan kanseri hayvan modeli geli`tirilmi`tir. Bu modeller, çe`itli antikanser 

ilaçlarının ve kanser kemopreventif çalı`malarının terapötik potansiyelini 

de erlendirmek için klinik öncesi çalı`malarda yaygın olarak kullanılır. Kanser 

geli`iminin çok a`amalı ve karma`ık do asındaki ilk atılım bir hayvan modelinde 

ortaya konmu`tur (DIGIOVANNI, 1992). Ayrıca, hücresel, moleküler ve histolojik 

de i`ikliklerin açıklanması da insan kanserlerinin hayvan modelleri kullanılarak 

gerçekle`tirilmi`tir. Hasta örneklerinden elde edilen hücre hatları veya dokular 

de i`ik deney hayvanlarına uygulanarak çalı`maların do asına uygun olarak  in-

vivo model geli`tirilmi`tir (Yee et al. 2015; Zhang et al., 2011; Navarro et al., 2018). 



37 

 

 

 

Çe`itli insan malignitelerinin ilerlemesini ve geli`imini incelemek için viral veya 

kimyasal olarak indüklenen hayvan modelleri hazırlanmı`tır (Yee et al. 2015).  

Hayvan modeli kullanılarak çe`itli çalı`malar yürütülmü`tür ve bu 

çalı`maların sonuçları, dönü`üm ve tümör geli`iminde yer alan mekanizmaların 

ke`fini kolayla`tırmı`tır. Hayvan modelleri kullanılarak yapılan klinik öncesi 

çalı`malar, terapötik ajanların toksisitesinin yanı sıra kanser tedavisinin yönetimi 

için terapötik etkinliklerinin belirlenmesine de yardımcı olmu`tur (Uddin et 

al.,2011). 1nsan malignitelerini incelemek için hayvan modelleri geli`tirmede 

büyük ilerlemeler kaydedilmi`tir.  

Fare, genetik ve fizyolojik olarak insanlara benzedi i için insan 

malignitelerinin patogenezinin ara`tırılması için mükemmel bir modeldir (Yee et 

al. 2015; Ishida 2017). Ayrıca, bu hayvanların daha kısa bir gebelik süresi ve ya`am 

süresi vardır. Farelerde genetik modifikasyonlar için çe`itli ileri teknolojiler 

geli`tirilmi`tir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizilerinin her ikisi de folat 

reseptörünü eksprese etmesine ra men, MDA-MB-231 hücreleri folat reseptörünü 

MCF-7 hücrelerinden daha fazla eksprese eder. 

2.8 Optik Görüntüleme Yöntemi 

Optik görüntüleme, fotonların ı`ı ını hafifleten ve hücresel ve moleküler bile`enleri 

(organlar, dokular ve hücreler) izlemede önemli ve güçlü bir rol oynayan invaziv olmayan 

bir görüntüleme yöntemidir (Guy Cox, 2012). Bir hastalı ın ilerlemesini veya tedavi 

sonuçlarını de erlendirmek için iyonla`tırıcı olmayan radyasyon kullanılması nedeniyle 

hızlı, makul, güvenilir, invaziv olmayan, güçlü ve güvenli bir tekniktir Optik görüntüleme, 

farklı yumu`ak doku emilimi ve saçılma ı`ı ı nedeniyle, i`aretleyici görevi gören metabolik 

de i`ikliklerle dokudaki anormalli i ölçebilir. Biyolüminesans, Floresans ve Çerenkov 

lüminesans görüntüleme, küçük hayvan görüntüleme için benzersiz özellikler 

sa lar. Biyolüminesans görüntüleme (BLI), hayvanlara transfeksiyon veya 

transdüksiyon yoluyla biyolojik hedeflerin anormalli i ve hücre davranı`ı ve tümör 

hücrelerinin anormalliklerinin ilerlemesi gibi biyolojik bozuklukları 

de erlendirmek için hayvan dokularından yüksek çözünürlüklü görüntüler üretmek 

için lüsiferaz enzimini kullanır. Transfeksiyon, bir genin kimyasal veya fiziksel 
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araçlarla hücreye iletilmesini içerirken, transdüksiyon bu gen odaklı lüminesans 

probunu viral ajan aracılı ıyla enjekte eder. Çerenkov lüminesans görüntüleme 

(CLI), yeterli enerjiye sahip yüklü parçacıkları (radyoaktif bozunma ile üretilen bir 

β parçacı ı) Çerenkov ı`ı ı olu`masına neden olmaktaddır. Bu ı`ın yeni makul bir 

optik görüntüleme yöntemi olarak deney hayvanlarının görüntülenmesi 

çalı`malarında kullanılmaktadır. Di er yöntemlerle tespit edilemeyen beklenmeyen 

bozuklukları tespit etmek için avantajlar sa lamaktadır (Wei & Gu, 2021). 

2.8.1 In-vivo Floresans Görüntüleme 

19. yüzyılın ortalarında bir bilimsel çalı`mada George Gabriel Stokes,  floresansı, 

floresan boyaları ve floresan mikroskobunun icadını gerçekle`tirmi`tir (Valeur & 

Berberan-Santos, 2011). Floresan, uyarılmı` seviyeden temel seviyeye dönen bir 

uyarım foton demetinin (yüksek enerjili, daha kısa dalga boylu) absorplamasını 

yapan ı`ık emisyonudur. Hayvan modellerinde biyolojik hedefleri, mekanizmaları 

ve i`levsel süreçleri tespit etmek için kullanılmaktadır. Floresan görüntüleme, 

yüksek uyarılma durumuna geçebilmek için bir moleküler prob ve bir ön uyarılma 

ı`ık kayna ı gerektirir. Problar, uyarılma durumlarından sonra daha dü`ük enerjili 

ve daha uzun dalga boyuna sahip fotonlar (probun ı`ı ı) yayabilecek elektronlarla 

çevrilidir. Probdan yayılan bu ı`ı ın tespiti, yüksek hassasiyete sahip (CCD) 

kamera tarafından gerçekle`tirilir ve tespit edilmesi gereken hayvan vücudunun 

herhangi bir kısmı hakkında ayrıntılı bilgi verir. Floresan görüntülemede, endojen 

moleküller (kollajen veya hemoglobin gibi), floresan proteinler (ye`il floresan 

protein [GFP] ve ilgili moleküller) veya floresan moleküller optik kontrast olarak 

kullanılabilir. Tüm bu optik kontrastlar, küçük hayvanlarda hücresel ve moleküler 

görüntüler elde etmek için kullanılır (Hassan et al., 2007; Lakowicz, 2006). 
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3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Kimyasal Madde, Araç ve Gereçler 

Tablo 3-1 Kullanılan kimyasal malzemeler 

Madde Adı Firma 

Aseton Carlo Erba 

Asetonitril Carlo Erba 

Aljinat Sigma-Aldrich  

Disodyum Hidrojen Fosfat Merck 

1-(3-Dimetilaminopropil)-3-

etilkarbodiimid hidroklorür (EDC) Sigma-Aldrich 

Dimetil sülfoksit (DMSO)  Sigma-Aldrich 

Dimetil sülfoksit (DMSO), Hücre 
Kültürü 

Santa Cruz 

3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil 

tetrazolyum bromür (MTT) ChemCruz  

IRDye®-800 rs LI-COR 

Etanol Carlo Erba 

Fetal Bovine Serum (FBS) Biowest 

Folik Asit Aromel Kimya Medikal A_. 

Glasiyel Asetik Asit Merck 

Hidroklorik Asit Fluka 

1ksabepilon  MedChemExpress 

1,1-Kabonildiimidazol (CDI) Sigma-Aldrich 

Kalsiyum Klorür AFG 

Kitosan (Low molecular weight) Sigma-Aldrich 

MEM-Eagle Non-esansiyal amino asit Capricorn 

Minimum Essential Medium (MEM) Capricorn  

N-hidroksi süksinimid (NHS) Sigma-Aldrich 

Penisilin streptomisin Capricorn 
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Potasyum dihidrojen fosfat Merck 

IVISense Vascular Fluorescent 

Receptor 680 prob 
Perkin Elmer  

Sodyum dihidrojen fosfat  Merck 

Sodyum Hidroksit Merck 

Sodyum karbonat AFG 

Sodyum pürivat Biowest 

Tetrabütilamonyumhidroksit Sigma-Aldrich 

Tetra-n-butilamonyum florür (TBAF) Merck 

Tripolifosfat Thermo Fisher Scientific 

Trypan Blue Çözeltisi Sigma Aldrich 

Tripsin-EDTA Capricorn 

Tablo 3-2 Kullanılan araç ve gereçler 

Araç ve Gereç  Marka, Model 

Diyaliz membran 14kDa Sigma Aldrich, 14kDa 

Fourier Dönü`ümlü Kızılötesi (FTIR) Shimadzu,  IR Tracer -100  

Geçirimli Elektron Mikroskop (TEM) Jeol, Japonya 

Hassas Terazi Mettler Toledo, ML204/01 

Yüksek Performanslı Sıvı 
Kromatografisi (HPLC)  

Shimadzu, LC 20 AT 

HPLC Kolon Ace, C18 5µm 4.6 x 250 mm 

HPLC Kolon Hichrom, C18 5µm 4.6 x 250 mm 

Hücre Kültürü Flaskları- 75cm2 ve 25 

cm2 
Nest 

In-Vivo Imaging Spektrum (IVIS) Perkin Elmer 

1nverted Mikroskop  ZEISS 

Laminer hava akımlı kabin Nuve, Class II BSC 

Liyofilizatör Telstar, LyoQuest 

Manyetik Karı`tırıcı Heindolph, Almanya 
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Mikroplate Okuyucu POLARstar Omega 

Neubauer Lamı  Superior 

Nükleer Manyetik Rezonans (1H-NMR) Agilent, MERCURYplusAS 400 

Pastör pipet Superior 

pH metre Mettler Toledo, Seven Multi 

Stabilite Kabini (25± 2 ºC % 60 ± 5) Nüve, TK-600 

Stabilite Kabini (40± 2 ºC % 75 ± 5) Nüve, TK-600 

Serolojik pipet-10mL, 5mL, 2mL  Nest 

Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) Zeiss, Gemini 500 

Termogravimetrik Analiz  Perkin Elmer-Pyris Diamond  

Ultrasonik banyo Hydroultrasonic, US-10 

Well plate (969lı) Nest 

X-I`ını Difraksiyon Spektroskopisi 
(XRD) 

Malvern, ULTRA Ref Unit 

Zetasizer Malvern, ULTRA Ref Unit 
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Etkin Madde (1ksabepilon) Analitik Yöntem Validasyonu 

Etkin madde miktarının belirlenmesi, analitik yöntem validasyonunun 

gereklilikleri ile kabul kriterlerinin saptanması ve metodun etkinli inin 

ispatlanmasıdır. Bu nedenle tez çalı`mamızda Amerika Birle`ik Devletleri 

Farmakopesi9de (USP) (Contents, 2020) verilen yöntem parametreleri ile literatür 

verileri göz önünde bulundurularak yeni bir metot geli`tirildi. Metoda ait yöntem 

parametreleri Tablo-19de verilmektedir. 1ksabepilon (IXA) etkin maddesinin 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC)) yöntem validasyonu etanol ortamında ve salım 

çalı`malarında kullanılacak olan pH 5,5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarında da 

gerçekle`tirildi.   

3.2.1.1 Tampon Çözeltilerinin Hazırlanı`ı 
Fosfat tamponu (pH 5,5) hazırlanı`ı: 13,61 g potasyum dihidrojen fosfat tartılıp 

1000 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve üzerine distile su eklenerek çözündürme 

i`lemi gerçekle`tirildi (A çözeltisi). 35,81 g disodyum hidrojen fosfat tartılıp 1000 

ml distile su içerisinde çözündürüldü (B çözeltisi). %96,4 A çözeltisi ve %3,6 B 

çözeltisi karı`tırılıp, pH9ı kontrol edildi (Europen Pharmacopeia, 7.0).  

Fosfat tamponu  (pH 6,5) hazırlanı`ı: 2,75 g sodyum dihidrojen fosfat ve 4,5 g 

sodyum klorür tartılarak 500 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve üzerine distile su 

eklenerek çözelti hazırlandı, pH kontrolü yapıldı (pH 8,5 fosfat tamponu ile pH 

ayarı yapıldı (Europen Pharmacopeia, 7.0)). 

Fosfat tamponu  (pH 7,5) hazırlanı`ı: Hazır fosfat tampon tabletlerinden (Sigma 

Aldrich) bir tane alınarak 100 mL balon jojeyede distile su ile çözündürme i`lemi 

gerçekle`tirildi. pH kontrolü yapıldı (Europen Pharmacopeia, 2005).  

10 mM Potasyum dihidrojen fosfat tamponu hazırlanması: 1,36 g potasyum 

dihidrojen fosfat 1000 mL9lik balonjojeye aktarılıp belli bir miktar saf su eklendi 

ve ultrasonik banyo yardımıyla çözündürüldü. Sodyum hidroksit ile pH 5,09e 

ayarlanıp, hacmine tamamlandı. Ultrasonik banyoda 10 dk. degaze i`lemi yapıldı. 
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Tablo 3-3 Analitik yöntem validasyon parametreleri 

Cihaz HPLC 

Dedektör PDA 

Kolon HiChrom C18 5µm 4.6 x 250 mm  

Dalga Boyu 240 nm 

Akı` Hızı 1,0 mL/dk. 

Enjeksiyon Hacmi 10,0 µL 

Analiz Süresi 15 dk. 

Kolon Sıcaklı ı 25oC 

Tray sıcaklı ı 4oC 

Mobil Faz  
Potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH:5) / 

Asetonitril (%60/%40) 

Çalı`ma Türü 1zokretik 

Çözücüler 
Etanol (Stok)  

Seyreltmeler: pH 5,5, 6,5 ve 7,5 

3.2.1.2 Standart ve Numune Çözeltilerinin Hazırlanı`ı 
Standart Çözeltilerinin Hazırlanı`ı: 5 mg IXA standardı hassas bir ̀ ekilde tartıldı 

ve 50,0 mL9lik balon jojeye aktarıldı. Etanol çözücü eklenerek çözündürüldü ve 

hacmine tamamlandı (C 1ksabepilon = 0,100 mg/mL) (Ana stok çözelti). 

Ana stok standart çözeltisinden 1,0 mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 

çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede ayrı ayrı hacmine tamamlandı ve HPLC 

cihazına enjekte edildi (C 1ksabepilon = 0,010 mg/mL). 

Numune Çözeltisinin Hazırlanması: 5 mg IXA numunesi hassas bir `ekilde 

tartıldı ve 50,0 mL9lik balon jojeye aktarıldı. Üzerine etanol eklenerek hazırlandı. 

Bu çözeltiden 1,0 mL alınarak etanol, pH de eri 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 

mL9lik balon jojede ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi 

(C 1ksabepilon = 0,010 mg/mL). E`itlik 19e göre hesaplandı.            % İksabepilon =  ATAS × ( WS50 mL × P1) × (50 mLWT × P2) × 100                      (1) 
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                AT : Numune çözeltisinden elde edilen HPLC kromatogramındaki IXA 

pik alanı 

                AS : Standart çözeltisinden elde edilen HPLC kromatogramındaki IXA 

pik alanı 

                WT : IXA numune tartımı (mg) 

                WS : IXA referans standardının tartımı (mg) 

                 P1: IXA çalı`ma standardının saflı ı 

                 P2 : IXA numune saflı ı 

3.2.1.3 Seçicilik 

Bir analitik yöntemin seçicili i, analiz edilen bile`ik veya bile`ikleri, numune 

içerisindeki olası di er maddelerin varlı ında tespit edebilme kapasitesidir. Olası 

bir giri`im için test edilmelidir. Bu amaçla 1ksabepilon standart çözeltisi ve çözücü 

enjeksiyonu yapılarak HPLC kromatogramları incelendi. 

3.2.1.4 Do�rusallık 

Bir analitik yöntemin seçicili i, analiz edilen bile`ik veya bile`ikleri, numune 

içerisindeki olası di er maddelerin varlı ında tespit edebilme kapasitesidir. Bu 

amaçla a`a ıdaki konsantrasyonları belirtilen örneklerden 39er enjeksiyon yapıldı.  

%25 Konsantrasyonda IXA çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 0,25 

mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede ayrı 

ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0025 

mg/mL).  

%50 Konsantrasyonda IXA Çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 0,50 
mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede ayrı 

ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0050 

mg/mL). 

%80 Konsantrasyonda IXA Çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 0,80 
mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede ayrı 
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ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0080 

mg/mL). 

%100 Konsantrasyonda IXA Çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 
1,00 mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede 

ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0100 

mg/mL). 

%120 Konsantrasyonda IXA Çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 
1,20 mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede 

ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0120 

mg/mL). 

%160 Konsantrasyonda IXA Çözelti: Hazırlanan IXA standart çözeltisinden 
1,40 mL alınarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 10 mL9lik balon jojede 

ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi (C1ksabepilon =0,0160 

mg/mL). 

IXA etkin madde konsantrasyonları ile HPLC cihazından okunan pik alanlarına 

kar`ı grafi i çizilerek, regresyon do rusu (y=mx+n) hesaplandı; korelasyon 

katsayısıları, y-kesi`im noktaları ve e imler de erlendirildi. 

3.2.1.5 Çalı`ma Aralı�ı 

Çalı`ılan analitik yöntemin do ru, kesin ve lineer sonuçlar verdi i alt ve üst 

konsantrasyon aralı ıdır. Çalı`ma aralı ı parametresi için IXA standartdının etanol, 

pH 5,5, 6,5 ve 7,5 çözücüleri ile hazırlanan %25 ve %160 konsantrasyonlarındaki 

çözeltileri altı tekrarlı olarak HPLC cihazına enjekte edildi. 

3.2.1.6 Gözlenebilirlik (LOD) ve Ölçme Sınırı (LOQ) 

Örnekte tayin edilecek bile`enin tespit edilebilen en küçük konsantrasyonu 

gözlenebilirlik (LOD), bile`enin uygun do ruluk ve kesinlik ile tayin edilebilen en 

küçük konsantrasyonu ise, ölçme sınırı (LOQ) olarak tanımlanmaktadır. Bu amaçla 

%100 konsantrasyonda IXA çözeltisi, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 çözeltileri ile 

hazırlanarak enjekte edildi. HPLC cihazına sinyal/gürültü hesabı yaptırıldı. S/N 

ortalaması alındı ve LOD - LOQ de erleri tüm çözücü ortamları için bulundu (S: 
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simyal, N: Gürültü).  E`itlik 2 ve E`itlik 3 kullanılarak LOD ve LOQ de erlerleri 

hesaplandı.  

                                                   LOD=S/N x 3,3                                                  (2)             

                                                  LOQ=S/N x 10,0                                                 (3)                      

3.2.1.7 Do�ruluk  

Do ruluk, HPLC metodu ile test edilen analiz sonuçlarının gerçek sonuçlara 

olan yakınlı ıdır. %80, %100 ve %120 konsantrasyonlarında IXA çözeltileri 

hazırlanarak, HPLC cihazına enjekte edildi. 

%80 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi: 8 mg IXA tartıldı ve 100 mL9lik 

balonjojeye aktarıldı. Üzerine çözücü etanol eklenerek çözündürüldü ve hacmine 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1,0 mL alınarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 

10 mL9lik balon jojede ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte 

edildi.(C 1ksabepilon = 0,0080 mg/mL). 

%100 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi: 10 mg IXA tartıldı ve 100 8ik 

balonjojeye aktarıldı. Üzerine çözücü etanol eklenerek çözündürüldü ve hacmine 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1,0 mL alınarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 

10 mL9lik balon jojede ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi 

(C 1ksabepilon = 0,0100 mg/mL). 

%120 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi: 12 mg IXA tartıldı ve 100 mL9lik 

balonjojeye aktarıldı. Üzerine çözücü etanol eklenerek çözündürdü ve hacmine 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözeltileri ile 

10 mL9lik balon jojede ayrı ayrı hacmine tamamlanıp, HPLC cihazına enjekte edildi 

(C 1ksabepilon = 0,0120 mg/mL). 

3.2.1.8 Kesinlik 

Analitik metodun kesinli inin kanıtlanabilmesi için, belirlenen ko`ullarda 

hazırlanan numuneler üzerinde çalı`ma yapılır. Elde edilen sonuçlar birbiriyle 

uyumlu olması beklenmektedir. Seri ölçümlerin; korelasyon katsayısı, relatif 

standart sapması, standart sapması veya güven aralı ı ile ifade edilir. Bu metotta; 
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• Sistem Kesinli i 

• Tekrarlanabilirlik  

• Laboratuvar 1çi Kesinlik parametreleri çalı`ıldı. 

 Tekrarlanabilirlik: 

Tekrarlanabilirlik, metodun 6 farklı numunenin çalı`ma `artlarında elde 

edilen sonuçların birbirlerine yakınlık derecesinin ölçülmesi prensibine 

dayanmaktadır. Bu amaçla, numuneler etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 ortamlarında 

hazırlandı. Her numuneden 29`er enjeksiyon verildi. Numune çözeltilerindeki IXA 

miktarı % olarak hesaplandı.  

 Laboratuvar 1çi Kesinlik 

Analitik prosedür üzerine de i`en `artların etkisinin ölçülmesi için 

laboratuvarda olu`abilecek varyasyonların aynı numune üzerindeki etkisinin 

incelenmesi laboratuvar iç kesinlik olarak ifade edilebilir. Numuneler etanol, pH 

5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında hazırlanarak her bir numuneden aynı analitik ko`ullar 

altında farklı günlerde farklı cihazlarda enjeksiyon yapıldı. Elde edilen sonuçların 

birbirine yakınlık derecesinin ölçülmesi prensibine dayandırılarak de erlendirildi. 

3.2.1.9 Dayanıklılık 

Bir analitik metodun dayanıklılı ı, analitik yöntem parametrelerinde yapılan 

küçük de i`ikliklerden etkilenmeden kalabilme yetene idir ve bu özellik, metodun 

normal kullanımı sırasında güvenilirli ini gösterir. Analitik yöntem 

parametrelerinde yapılan de i`ikliklere ba lı olarak elde edilen sonuçların, normal 

çalı`ma `artlarında bulunan de erlerine olan yakınlı ın ölçülmesi prensibine 

dayanır. Çalı`mamızda, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 çözücüleri ile ayrı ayrı numune 

çözeltileri hazırlandı. De i`en her bir `art için parametreler kontrol edilerek normal 

çalı`ma `artlarına kar`ı de erlendirildi. 

Uygulanan parametreler; 
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a. Metot Akı` hızı 0,9 mL/dk 

b. Metot Akı` hızı 1,1 mL/dk 

c. Kolona Ait Sıcaklı ı 20oC  

d. Kolona Ait Sıcaklı ı 30oC  

e. Tampon pH9ı 4,7 

f. Tampon pH9ı 5,3 

g. Farklı Lot numaralı kolon 

3.2.1.10 Çözelti Stabilitesi 
Bir analitik metodun çözelti stabilitesi çalı`masındaki amaç, hazırlanan 

numune ve standartların bozunmaya u ramadan kullanabilece i zamanı tespit 

etmektir. Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 çözücüleri ile ayrı ayrı standart ve numune 

çözeltileri taze bir `ekilde hazırlandı ve HPLC cihazına enjekte edildi. Standart ve 

numunenin analizi aynı gün hazırlanmı` standart çözeltiye kar`ı çalı`ıldı. Belli 

zaman aralıklarında (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 36, 40, 48. saat) hazırlanan 

standart ve numune çözeltilerinden enjeksiyon yapılarak 48 saat kontrol edildi. 

%Fark de erleri standat ve numune çözeltileri için ayrı ayrı E`itlik 4 ve E`itlik 59e 

göre hesaplandı. 

                 % Fark =  |��ý� 2 ��ý�|��ý�  × 100                                                       (4) 

                        % Fark =  |þÿ� 2 þÿ�|þÿ�  × 100                                              (5) 

Stdi: Standart çözeltinin ba`langıçtaki etkin madde % miktarı  

Stds: Standart çözeltinin 48.saatteki etkin madde % miktarı  

Nmi: Numune çözeltisinin ba`langıçtaki etkin madde % miktarı  

      Nms: Numune çözeltisinin 48.saatteki dakikadaki etkin madde % miktarı 

3.2.2 Folik Asit Analitik Yöntem Validasyonu 

Folik asit miktar tayini, analitik yöntem validasyonunun gereklilikleri ile 

kabul kriterlerinin saptanması ve metodun etkinli inin ispatlanmasıdır. Bu nedenle 

Folik asit ile modifiye edilecek olan polimerlere ba lanma %9sini hesaplayabilmek 

için bu metot geli`tirildi. Metoda ait yöntem parametreleri Tablo-29de 
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verilmektedir. Folik asit maddesinin Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi 

(High Performance Liquid Chromatography (HPLC)) yöntem validasyonu mobil 

faz ortamında gerçekle`tirildi. 

3.2.2.1 Tampon Çözeltisinin ve Mobil Faz Hazırlanı`ı 

Tampon Hazırlanı`ı: 5,67 g Disodyum Hidrojen Fosfat tartılarak 1000 mL9lik 

balon jojeye aktarılıp ~900 mL saf su eklendi ve ultrasonik banyo kullanılarak 

çözündürüldü. Hacmine tamamlandı.  

Mobil Faz Hazırlanması: Hazırlanan disodyum hidrojen fosfat 

tamponundan %90 alınarak ve üzerine %10 Asetonitril eklenerek hazırlanır. 

Hazırlanan çözelti glasiyel asetik asit ile pH9ı 5,09e ayarlanarak hacmine 

tamamlandı. Ultrasonik banyoda 10 dk. degaze edildi. 

Tablo 3-4 Folik Asit için HPLC cihaz parametreleri 

Cihaz HPLC 

Dedektör PDA 

Kolon ACE C18 5µm 4.6 x 250 mm  

Dalga Boyu 240 nm 

Akı` Hızı 1,0 mL/dk. 

Enjeksiyon Hacmi 10,0 µL 

Analiz Süresi 15 dk. 

Kolon Sıcaklı ı 25oC 

Tray sıcaklı ı 25oC 

Mobil Faz  
Disodyum Hidrojen Fosfat Tamponu/ Asetonitril 

(%90/%10) pH 5,5 

Çalı`ma Türü 1zokretik 

Çözücüler DMSO (Stok), %1 Asetik asit çözeltisi, Mobil faz 

Standart Çözeltilerinin Hazırlanı`ı: 10 mg Folik asit standardı hassas bir 

`ekilde tartıldı ve 50 mL9lik balon jojeye aktarıldı. Bir miktar DMSO 
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(Dimetilsülfoksit)  çözücüsü eklenerek çözündürüldü ve hacmine tamamlandı (C 

Folik asit = 0,200 mg/mL) (Ana stok Çözelti). 

Hazırlanan stok standart çözeltisinden 1,0 mL alınarak, 5 mL9lik balon jojeye 

aktarıldı. Üzerine çözücü olarak hazırlanan %1 asetik asit çözeltisi eklenerek 

çözündürüldü, hacmine tamamlandı (Ara stok Çözelti). Bu çözeltiden 2,5 mL 

alınarak 10 mL9lik balon jojede mobil faz ile hacmine tamamlandı ve HPLC 

cihazına enjekte edildi (C Folik asit = 0,010 mg/mL). 

Folik Asit Numune Çözeltisinin Hazırlanması: 10 mg Folik asit hassas bir 

`ekilde tartılarak, 50 mL9lik balon jojede DMSO çözücüsünde çözündürüldü, 

hacmine tamamlandı (C Folik Asit = 0,200 mg/mL) (Ana stok Çözelti). Hazırlanan 

stok çözeltisinden 1,0 mL alınarak, 5 mL9lik balon jojeye aktarılıp, %1 asetik asit 

çözeltisi eklenerek çözündürüldü (Ara stok çözelti). Bu çözeltiden 2,5 mL alınarak 

10 mL9lik balon jojeye aktarılarak, mobil faz ile hacmine tamamlandı ve HPLC 

cihazına enjekte edildi (C Folik Asit = 0,010 mg/mL). E`itlik 69ya göre hesaplandı. 

% Folik asit =  ATAS × ( WS50 mL × P1) × (1,0mL5 mL ) × (2,5mL10 mL) × (50 mLWT × P2) ×                                         (5.0mL1.0 mL) × (10,0mL2,5 mL ) × 100                                             (6) 

              AT: FA numune çözeltisinden elde edilen HPLC kromatogramındaki FA 

pik alanı 

             AS: Standart çözeltisinden elde edilen HPLC kromatogramındaki FA pik 

alanı 

             WT: Folik asit numune tartımı (mg) 

             WS: Folik asit standardının tartımı (mg) 

              P1: Folik asit standardının saflı ı 

              P2: Folik asit numune saflı ı 

3.2.2.2 Seçicilik 

Analiz edilen folik asit maddesinin, numune içerisindeki olması muhtemel 

maddelerin olası bir giri`imin olup olmadı ını kontrol etmek için, çözücü ve Folik 
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asit standart çözelti enjeksiyonu yapılarak HPLC kromatogramları incelendi. 

De erlendirme kriterleri Yöntem 3.2.1.39de verildi i `ekildedir.  

3.2.2.3 Do�rusallık 

Do rusallık parametresi için, %10, %50, %100, %140 ve %160 

konsantrasyonlarda aralı ında örnekler hazırlanarak HPLC cihazına enjekte edildi.  

%10 Konsantrasyonda FA Çözeltisi: Hazırlanan ara stok standart çözeltisinden 

0,10 mL alınarak, 20 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve çözücü ile hacmine 

tamamlandı. HPLC cihazına enjekte edildi (CFolik Asit =0,0010 mg/mL). 

%50 Konsantrasyonda FA Çözeltisi: Hazırlanan ara stok standart çözeltisinden 

0,50 mL alınarak, 20 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve çözücü ile hacmine 

tamamlandı. HPLC cihazına enjekte edildi  (CFolik Asit =0,0050 mg/mL). 

%100 Konsantrasyonda FA Çözeltisi: Hazırlanan stok standart çözeltisinden 1,0 

mL alınarak, 20 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve çözücü ile hacmine tamamlandı. 

HPLC cihazına enjekte edildi (CFolik Asit =0,010 mg/mL). 

%140 Konsantrasyonda FA Çözeltisi: Hazırlanan stok standart çözeltisinden 1,4 

mL alınarak, 10 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve çözücü ile hacmine tamamlandı. 

HPLC cihazına enjekte edildi (CFolik Asit =0,0140 mg/mL). 

%160 Konsantrasyonda FA Çözeltisi: Hazırlanan stok standart çözeltisinden 1,6 

mL alınarak, 20 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve çözücü ile hacmine tamamlandı. 

HPLC cihazına enjekte edildi (CFolik Asit =0,0160 mg/mL). 

Folik asit konsantrasyonları ile HPLC cihazında okunan pik alanlarına kar`ı grafik 

çizilerek, regresyon do rusu (y=mx+n) hesaplandı; korelasyon katsayısıları, y-

kesi`im noktaları ve e imler de erlendirildi. 
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3.2.2.4 Çalı`ma Aralı�ı  

%10 ve %160 konsantrasyonlarında hazırlanan Folik asit çözeltilerden HPLC 

cihazına enjekte edildi.   

3.2.2.5 Gözlenebilirlik (LOD) ve Ölçme Sınırı (LOQ) 

LOD ve LOQ de erlerini hesaplamak için %100 konsantrasyonda Folik asit 

çözeltisi hazırlanarak HPLC cihazına enjekte edildi. Yöntem 3.2.1.69da verilen 

E`itlik 2 ve E`itlik 39ye göre de erlendirildi. 

3.2.2.6 Do�ruluk 

Miktar tayini için, % 80, % 100 ve % 120 konsantrasyonlarda Folik asit 

çözeltileri hazırlanarak, HPLC cihazına enjekte edildi. 

%80 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi: 8 mg Folik asit tartıldı ve 10 mL9lik 

balon jojeye aktarıldı. DMSO ile çözündürülürek hacmine tamamlandı (Ana Stok 

Çözelti). Ana stok çözeltisinden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye alındı ve 

üzerine %1 asetik asit çözeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandı (Ara Stok 

Çözelti) . Ara stok çözeltiden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve 

mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandı. HPLC cihazına enjekte edildi (C Folik 

Asit = 0,0080 mg/mL). 

%100 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi 10 mg Folik asit tartıldı ve 10 mL9lik 

balon jojeye aktarıldı. DMSO ile çözündürülürek hacmine tamamlandı (Ana Stok 

Çözelti). Ana stok çözeltiden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye alındı ve 

üzerine %1 asetik asit çözeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandı (Ara Stok 

Çözelti). Ara stok çözetliden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve 

mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandı. HPLC cihazına enjekte edildi (CFolik 

Asit= 0,0100 mg/mL). 

%120 Konsantrasyonda Numune Çözeltisi: 12 mg Folik asit tartıldı ve 10 mL9lik 

balon jojeye aktarıldı. DMSO ile çözündürülürek hacmine tamamlandı (Ana Stok 

Çözelti). Ana stok çözeltiden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye alındı ve 

üzerine %1 asetik asit çözeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandı (Ara Stok 
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Çözelti) . Ara stok çözetliden 1,0 mL alınarak 10 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve 

mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandı. HPLC cihazına enjekte edildi (C Folik 

Asit = 0,0120 mg/mL). 

3.2.2.7 Kesinlik 

Yöntem 3.2.1.89de verildi i gibi hazırlanan Folik asit numune çözeltisinde, 

• Sistem Kesinli i 

• Tekrarlanabilirlik  

• Laboratuvar 1çi Kesinlik parametreleri  

      çalı`ıldı. 

 Sistem Kesinli�i 

Hazırlanan %100 konsantrasyondaki standart çözeltiden verilen 

enjeksiyon sonunda elde edilen Folik Asit9e ait % Rss de erlendirildi.  

 Tekrarlanabilirlik  

Hazırlanan Folik asit numune çözeltilerinden HPLC cihazına 

enjeksiyonlar verildi. Her numunedeki Folik asit miktarı % olarak hesaplandı. 

 Laboratuvar 1çi Kesinlik 

Uygun çözücüde hazırlanan Folik asit numune çözeltisinden HPLC cihazına 

enjekte edildi. Elde edilen sonuçların birbirine yakınlık derecelerine göre 

de erlendirildi.  

3.2.2.8 Dayanıklılık  

Standart ve Folik Asit numune çözeltileri hazırlandı. De i`en her bir `art için 

standart çözeltiden ve numune çözeltilerinden HPLC cihazına enjekte edilip, sistem 

uygunluk parametre kontrolü ile de erlendirildi. 
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Uygulanan parametreler; 

a. Metot akı` hızı 0,9 mL/dk 

b. Metot akı` hızı 1,1 mL/dk 

c. Kolona ait sıcaklı ı 20oC  

d. Kolona ait sıcaklı ı 30oC  

3.2.2.9 Çözelti Stabilitesi 

Folik asit standart ve numune çözeltileri hazırlanarak HPLC cihazına enjekte 

edildi. Belli zaman aralıklarında (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 36, 40, 48. saat) 

hazırlanan FA standart ve numune çözeltilerinden iki`er enjeksiyon yapılarak 48 

saat kontrol edildi. 

3.2.3 Folik Asit-Kitosan (FA-CS) Molekülünün Sentezlenmesi 

Folik asit-kitosan molekülünün sentezi için Li ve arkada`ları (P. Li et al., 

2011) ile Geethakumari ve arkada`larının (Geethakumari et al., 2022) kullandı ı 

yöntemler modifiye edilerek, optimize edildi. 1ncelenen optimizasyon 

parametreleri Tablo 3-59de özetlenmektedir. 1lk a`amada folik asit (0,09 mmol) 

susuz DMSO içerisinde çözündürüldü. Folik asit çözeltisine 1-(3-

Dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidroklorür (EDC) ile N-hidroksi 

süksinimid (NHS) eklendi ve karı`ım oda sıcaklı ında 1 saat karı`tırılmaya 

bırakıldı. %1 kitosan çözeltisi hazırlamak amacıyla, %19lik asetik asit çözeltisi 

içerisine 50mg kitosan ilave edildi ve bir gece boyunca manyetik karı`tırıcı altında 

karı`tırılmaya bırakıldı. Hazırlanan kitosan çözeltisine folik asit/EDC/NHS 

karı`ımı damla damla 40oC9de ilave edildi. Damlatma i`lemi bittikten sonra karı`ım 

6 saat boyunca manyetik karı`tırıcı altında karı`tırmaya bırakıldı. 6 saatin sonunda 

oda sıcaklı ına gelen karı`ımın pH9ı NaOH ile 8-10 arasına ayarlandı ve 14800 

rpm9de 30 dk boyunca santrifüj edildi. Çöken pellet NaHCO3 ile 2 kez yıkandı. 

Santrifüj sonrası süpernatant çözeltilerinde folik asit miktar tayini yapılması için 

+4oC9de saklandı. Pellet kısımları ise önce -20 oC9de donduruldu. -20 oC9de 

dondurulan örnekler liyofilizatör cihazında -50 oC9de 24 saat süreyle kurutuldu. 

Etkin kurutma sa lanabilmesi adına birincil ve ikincil kurutma i`lemlerinde farklı 
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sıcaklıklar kullanıldı. Liyofilizasyon parametrelerine ait bilgiler ise Tablo 3-69da 

verilmektedir. 

Tablo 3-5 FACS optimizasyon parametreleri  

Formülasyonlar Folik Asit 

Miktarı  
EDC 

Miktarı 
NHS 

Miktarı 
Kitosan 

Miktarı pH ayarı 

F(FACS)-1 1 1,5 1,5 1 8-9 

F(FACS)-2 1 1,5 1,5 1 9-10 

F(FACS)-3 1 2 1 1 8-9 

F(FACS)-4 1 1 2 1 8-9 

F(FACS)-5 1 2 2 1 8-9 

F(FACS)-6 1 2 2 1 9-10 

F(FACS)-7 1 2 2 2,5 8-9 

F(FACS)-8 1 2 2 2,5 9-10 

F(FACS)-9 1 2 2 3,5 8-9 

F(FACS)-10 1 2 2 4 8-9 

F(FACS)-11 1 2 2 5 8-9 

F(FACS)-12 1 2 2 6 8-9 

Tablo 3-6 Liyofilizasyon parametreleri 

 İşlem Adı Basınç 

(mbar) 

Sıcaklık 

(oC) 

Zaman 

(Saat) 

Liyofilizasyon 

Parametreleri 

Birincil 

Kurutma 

Dondurma 0,01  -50 2 

Soğutma + 
Vakum 

0,01  -50 - -20 7 

Soğutma + 
Vakum 

0,01  -20 - 0 7 

Isıtma + 
Vakum 

0,01 0 – 20 7 

İkincil 
Kurutma 

Isıtma + 
Vakum 

0,01  25 1 

3.2.3.1 Folik Asit-Kitosan Nanopartikülünün (FACS NP) Hazırlanması 

Folik asit-kitosan nanopartikülleri Li ve ark.9ları (P. Li et al., 2011) ile Yang 

ve ark.9larının kullandı ı (S. J. Yang et al., 2010) iyonik jelle`me yöntemi modifiye 

edilerek çalı`ılmı`tır. Bu amaçla, Yöntem 3.2.39de sentez ko`ulları optimize edilen 

folik asit ba lı kitosan polimerinin %1,09lik (a/h) asetik asit çözeltisi içerisinde % 

0,050, 0,100, 0,240 ve 0,400 (a/h) olmak üzere dört farklı konsantrasyonda çözeltisi 

hazırlandı. Tüm çözeltilerin pH de erlerleri 5,09e ayarlandı. % 0,125, 0,250, 0,500 
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ve 0,7509lik dört farklı konsantrasyonda tripolifosfat (TPP) çözeltileri hazırlandı. 

Folik asit- kitosan çözeltisine oda sıcaklı ında, 750 rpm ve 1 damla/10saniye 

damlatma hızında TPP çözeltisi ilave edilip, 1 saat karı`tırıldı. Karı`tırma süresinin 

sonunda karı`ım, +4oC9de 14800 rpm hızda 30 dk boyunca santrifüj edildi. Pellet 

kısmı 2 kez su ile yıkanıp, Tablo 3-69de belirtilen liyofilizasyon ko`ullarında 

kurutma i`lemi yapıldı. Elde edilen nanopartiküller +4oC9de muhafaza edildi.  Folik 

asit-kitosan nanopartikül formülasyonlarının hazırlanmasına ili`kin incelenen 

optimizasyon parametreleri Tablo 3-79de verilmektedir. 

Tablo 3-7 FACS NP9lerine ait optimizasyon parametreleri 

Formülasyonlar Folik asit-Kitosan (%) TPP (%) 

F(FACS NP)-1 

 0,050 

0,125 

F(FACS NP)-2 0,250 

F(FACS NP)-3 0,500 

F(FACS NP)-4 0,750 

F(FACS NP)-5 

0,100 

0,125 

F(FACS NP)-6 0,250 

F(FACS NP)-7 0,500 

F(FACS NP)-8 0,750 

F(FACS NP)-9 

 0,250 

0,125 

F(FACS NP)-10 0,250 

F(FACS NP)-11 0,500 

F(FACS NP)-12 0,750 

F(FACS NP)-13 

0,400 

0,125 

F(FACS NP)-14 0,250 

F(FACS NP)-15 0,500 

F(FACS NP)-16 0,750 
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3.2.3.2 1ksabepilon (IXA) Yüklü Folik Asit - Kitosan Nanopartikülünün 

(IXA/FACS NP)  Hazırlanması 

IXA yüklü folik asit- kitosan nanopartikül (FACS NP) formülasyonları 

yöntem 3.2.3.19de belirlenen en uygun optimum ko`ullarda hazırlandı. 1,0 mg IXA 

çözeltisi TPP çözeltisine ilave edilerek belli bir süre karı`tırıldı. IXA/TPP çözeltisi 

dda sıcaklı ında 750 rpm karı`tırma hızında folik asit- kitosan çözeltisine 

damlatılarak, 1 saat karı`tırma i`lemine devam edildi. Olu`an IXA yüklü 

nanopartikül formülasyonları +4oC9de 14800 rpm hızla santrifüj edilerek toplandı. 

Süpernatant kısmı enkapsülasyon etkinlik yüzdesinin hesabı içindi ayrıldı. IXA 

içeren folik asit- kitosan nanopartikül formülasyonlarının optimizasyon 

parametreleri Tablo 3-89de verilmektedir. 

Tablo 3-8 IXA Yüklü FACS NP formülasyonlarının optimizasyon parametreleri 

Formülasyonlar (F) Folik Asit- Kitosan 

(%) 
TPP (%) IXA (mg) 

F(IXA-FACS NP)-2 0,050 

0,250 

1,0 

F(IXA-FACS NP)-6 0,100 1,0 

F(IXA-FACS NP)-10 0,250 1,0 

F(IXA-FACS NP)-14 0,400 1,0 

3.2.4 Folik Asit- Aljinat (FA-ALG) Molekülünün Sentezlenmesi 

Folik asit- Aljinat molekülü sentezine ili`kin çalı`malar modifiye edilerek 

optimum ko`ullar belirlendi (Babak et al., 2000; S. Lee and Lee, 2020; Pawar and 

Edgar, 2011). Aljinat Etanol/HCI çözeltisine eklenerek +4oC9de 24 saat süreyle 

karı`tırıldı. 24 saatin sonunda sentezlenen Aljinik asit Whatman filtre ka ıdı 

yardımıyla vakum altında süzüldü. Klorür iyonu kalıntıların giderilmesi için birkaç 

kez etanol ve aseton ile yıkandı. Ardında vakum etüvünde 1 gece boyunca 

kurutuldu. Aljinik asit eldesindeki optimize ko`ullar (Tablo 3-9) FTIR analizleri ile 

belirlendi.  
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Tablo 3-9 Aljinik asit eldesine ait parametreler 

Formülasyonlar 
(F) 

Etanol/ HCI 

Çözeltisindeki HCI 
konsantrasyonu (N) 

Yıkama Çözeltisi Vakum Etüvü 
Sıcaklığı (oC) 

F(Aljinik Asit)-1 0,6  Etanol / Aseton 25 

F(Aljinik Asit)-2 0,6  Etanol:Su / Aseton 25 

F(Aljinik Asit)-3 6  Etanol / Aseton 25 

F(Aljinik Asit)-4 6  Etanol:Su / Aseton 25 

F(Aljinik Asit)-5 0,6  Etanol / Aseton 40 

F(Aljinik Asit)-6 0,6  Etanol / Aseton 40 

Optimum ko`ullarda elde edilen kurutulmu` Aljinik asit, su ortamında 

da ıtıldı %49lük tetrabütilamonyumhidroksit (TBAOH) çözeltisi ile nötralize edildi 

ve liyofilizatörde kurutuldu. Elde edilen tetrabütilamonyum-aljinat (TBA-ALG) 

oda ko`ullarında muhafaza edildi.  

Folik asit (0,869 mmol) tartılarak DMSO içerisinde çözündürüldü. Ardından 

1,1-Kabonildiimidazol (CDI) (0,869mmol) ilave edildi (Çözelti-1). 24 saat 

boyunca azot gazı altında karı`tırıldı. Daha sonra elde edilen TBA-ALG eldesi, %1 

tetra-n-butilamonyum florür (TBAF) DMSO çözeltisi içerisinde çözündürüldü 

(Çözelti-2). Çözelti-1, manyetik karı`tırıcıda karı`tırılan Çözelti-29nin üzerine 

yava` yava` eklenerek 40oC sıcaklıkta 24 saat karı`maya bırakıldı. 24 saat sonunda 

0,01 N HCI içeren so uk etanol/metanol (1:1) çözeltisi içerisinde çöktürüldü. 

Ardından vakum yardımıyla süzülerek alkol ile yıkandı. Süzme i`leminden sonra 

çökelti sodyum karbonat çözeltisinde nötralle`tirilerek liyofilizatörde kurutuldu. 

Elde edilen FA-ALG karakterizasyon çalı`maları gerçekle`tirildi. 

3.2.4.1 Folik Asit - Aljinat Nanopartikülünün (FAALG NP)  Hazırlanması 

Yöntem 3.2.49de sentezlenen Folik asit- aljinat molekülüne yapılan 

karakterizasyon çalı`maları sonrasında elde edilen sonuçlar arasında optimum 

özelliklere sahip olan Folik asit- Aljinat molekülü seçilerek, nanopartikül hazırlama 

a`amasına geçilmi`tir. Bu amaçla, Folik asit-Aljinat nanopartikülleri Lee ve 

Lee9nin kullandı ı iyonik jelle`me yöntemi modifiye edilerek çalı`ılmı`tır. Bu 

amaçla, farklı yüzdelerde sulu çözeltileri hazırlanan folik asit-aljinat çözeltilerinin 

(%0,20, 0,50, 0,70 ve 1,00 (a/h)) pH de erlerleri 5,09e ayarlandı. %0,20, 0,50, 1,0 
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ve 2,0 konsantrasyonlarında su içerisinde kalsiyum klorür (CaCI2) çözeltileri 

hazırlandı. Folik asit- aljinat çözeltisi oda sıcaklı ında manyetik karı`tırıcıda 750 

rpm8de karı`ırken, üzerine CaCI2 çözeltisi 1damla/15sn damlatma hızında ilave 

edilip, 1 saat süre ile karı`tırma i`lemine devam edildi. Olu`an nanopartikül 

formülasyonlarını +4oC9de 14.800 rpm hızda 30 dk boyunca santrifüj edildi. Dipte 

toplanan pelletler fazla CaCI29nin uzakla`tırılması için 2 kez su ile yıkandı. Elde 

edilen FAALG nanopartikülleri liyofilizatörde kurutuldu. Folik asit-aljinat 

nanopartikül formülasyonlarının optimizasyon parametreleri Tablo 3-109de 

verilmektedir. 

Tablo 3-10 FAALG NP formülasyonlarının optimizasyon parametreleri 

Formülasyonlar Folik asit-Aljinat (%) CaCI2 (%) 

F(FAALG NP)-1 

0,20 

0,2 

F(FAALG NP)-2 0,5 

F(FAALG NP)-3 1,0 

F(FAALG NP)-4 2,0 

F(FAALG NP)-5 

0,50 

0,2 

F(FAALG NP)-6 0,5 

F(FAALG NP)-7 1,0 

F(FAALG NP)-8 2,0 

F(FAALG NP)-9 

0,70 

0,2 

F(FAALG NP)-10 0,5 

F(FAALG NP)-11 1,0 

F(FAALG NP)-12 2,0 

F(FAALG NP)-13 

1,0 

0,2 

F(FAALG NP)-14 0,5 

F(FAALG NP)-15 1,0 

F(FAALG NP)-16 2,0 



60 

 

 

 

3.2.4.2 1ksabepilon Yüklü Folik Asit - Aljinat Nanopartikülünün 

(IXA/FAALG NP)  Hazırlanması 

IXA yüklü folik asit- aljinat nanopartikül formülasyonları Yöntem 3.2.49de 

belirtildi i `ekilde hazırlandı. 1,0 mg IXA çözeltisi CaCI2 çözeltisine ilave edilerek 

belli bir süre karı`tırıldı. Oda sıcaklı ında manyetik karı`tırıcıda 750 rpm9de 

karı`tırılan folik asit- aljinat çözeltisine damlatılarak ilave edildi. Damlatma i`lemi 

sonrasında 1 saat karı`tırma i`lemine devam edildi. Olu`an IXA yüklü nanopartikül 

formülasyonlarını ayırabilmek için +4oC9de 14800 rpm hızla santrifüj edildi. 

Süpernatant kısmı enkapsülasyon etkinlik yüzdesinin hesabı için ayrıldı. IXA 

içeren folik asit- aljinat nanopartikül formülasyonlarının optimizasyon 

parametreleri Tablo 3-119da verilmektedir. 

Tablo 3-11 IXA yüklü FAALG NP formülasyonlarının optimizasyon parametreleri 

Formülasyonlar 
Folik Asit- Aljinat 

(%) 
CaCI2 (%) IXA (mg) 

F(IXA-FAALG NP)-10 
0,7 

0,5 1,0 

F(IXA-FAALG NP)-12 1,0 1,0 

F(IXA-FAALG NP)-15 
1,0 

1,0 1,0 

F(IXA-FAALG NP)-16 2,0 1,0 

3.2.5 Folik Asit-Kitosan-Folik Asit-Aljinat Blend (FAC-FAALG NP) 

Nanopartikülünün Hazırlanması 

FACS-FAALG blend nanopartiküllerin hazırlanması için Kumar ve 

ark.9larının kullandı ı iyonik jelle`me yöntemi ile oranlar modifiye edilerek 

çalı`ılmı`tır. Bu amaçla, FAALG molekülünün %0,06, 0,10, 1,0 (a/h) olmak üzere 

üç farklı konsantrasyonda sulu çözeltileri hazırlandı. Tüm çözeltilerin pH 

de erlerleri 4,99a ayarlandı. Ayrı bir yerde ise, su içerisinde kalsiyum klorür 

(CaCI2) çözeltileri %0,50, 1,0 ve 2,0 olmak üzere üç farklı konsantrasyonda 

hazırlandı. FAALG çözeltisi oda sıcaklı ında manyetik karı`tırıcıda 600 rpm 8de 

karı`ırken, üzerine CaCI2 çözeltisi 1damla/15sn hızla bir damlatılarak ilave edildi. 

Damlatma i`lemi sonrasında, 30 dk süre ile karı`tırma i`lemine devam edildi 

(Çözelti-1). Ayrı bir yerde ise; %0,05, 0,10 ve 0,24 (a/h) olmak üzere üç farklı 

konsantrasyonda çözelti hazırlandı. Tüm çözeltilerin pH de erleri 4,69ya ayarlandı. 

Manyetik karı`tırıcıda karı`tırılan çözelti-1 üzerine 1damla/10sn hızla  damlatıldı. 
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Karı`ım 600 rpm9de 1 saat boyunca karı`tırılma sonrasında +4oC9de 14800 rpm, 30 

dk boyunca santrifüj edildi. Dipte toplanan pelletler 2 kez su ile yıkandı. Elde edilen 

FACS-FAALG blend nanopartikülleri liyofilizatörde kurutuldu. FACS-FAALG 

blend nanopartikül formülasyonlarının optimizasyon parametreleri Tablo 3-129de 

verilmektedir. 

Tablo 3-12 FACS-FAALG blend NP formülasyonlarının optimizasyon 
parametreleri 

Formülasyonlar Folik asit-Aljinat (%) Folik Asit-Kitosan (%) 

F(FACS/FAALG NP)-1 50 50  

F(FACS/FAALG NP)-2 60 40  

F(FACS/FAALG NP)-3 25  75  

F(FACS/FAALG NP)-4 70 30  

F(FACS/FAALG NP)-5 50 40  

F(FACS/FAALG NP)-6 30 70  

F(FACS/FAALG NP)-7 95 5  

F(FACS/FAALG NP)-8 90 10  

F(FACS/FAALG NP)-9 80  20  

3.2.5.1 1ksabepilon Yüklü Folik Asit-Kitosan-Folik Asit-Aljinat Blend 

Nanopartikülünün (IXA/FACS-FAALG NP) Hazırlanması 

 Hazırlanan FAALG-FACS blend nanopartikülleriyle yapılan in-vitro 

karakterizasyon çalı`maları sonrasında elde edilen optimum ko`ullarda etkin madde 

yükleme i`lemi gerçekle`tirildi. IXA yüklü FAALG/FACS blend nanopartikül 

formülasyonları Yöntem 3.2.59de belirtildi i `ekilde hazırlandı. 1,0 mg IXA 

çözeltisi CaCI2 çözeltisine ilave edilerek belli bir süre karı`tırıldı. Ardından oda 

sıcaklı ında 600 rpm hızda karı`tırılan folik asit- aljinat çözeltisine damlatılarak 

ilave edildi. Damlatma i`lemi sonrasında 30 dk. süre ile karı`tırma i`lemine devam 

edildi. Hazırlanan folik asit-kitosan çözeltisi IXA/FAALG NP sistemine 1damla/10 

sn hızla damlatıldı ve 1 saat karı`tırmaya bırakıldı. Olu`an IXA yüklü 

FAALG/FACS blend nanopartikül formülasyonları +4oC9de 14800 rpm9de 

santrifüj edilerek toplandı. Süpernatant kısmı enkapsülasyon verim hesabı 
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içinayrıldı. IXA içeren FAALG/FACS blend nanopartikül formülasyonlarının 

optimizasyon parametreleri Tablo 3-139da verilmektedir. 

Tablo 3-13 IXA/FACS-FAALG blend nanopartikül formülasyonlarının 
optimizasyon parametreleri 

Formülasyonlar 
Folik Asit- 

Aljinat (%) 

Folik Asit-

Kitosan (%) 
IXA (mg) 

F(IXA/FACS-FAALG NP)-1 50 50  1,0 

F(IXA/FACS-FAALG NP)-3 25 75  1,0 

F(IXA/FACS-FAALG NP)-7 95 5  1,0 

F(IXA/FACS-FAALG NP)-9 80  20  1,0 

3.2.6 In-vitro Karakterizasyon Çalı`maları 

Yöntem 3.2.4 ve 3.2.59de anlatıldı ı gibi sentezlenen FACS ve FAALG 

moleküllerinin, FACS, FAALG ve FACS/FAALG blend nanopartiküllerinin FTIR, 

NMR, XRD analizleri, nanopartiküllerin partikül büyüklükleri, polidispertis 

indeksi, zeta potansiyelleri, yüzey özelliklerine (SEM ve TEM) ait analizler, 

enkapsülasyon etkinlikleri ve yükleme kapasitelerine ili`kin karakterizasyon 

çalı`maları gerçekle`tirildi. 

3.2.6.1 Fourier Dönü`ümlü Kızılötesi (FTIR) Spektroskopisi Analizi 

Etkin madde ve modifiye hazırlanan polimerlerin kimyasal ba larına ili`kin 

etkile`imlerinin incelenmesi amacıyla ayrı ayrı, IXA, ALG, Aljinik asit, CS, FA, 

FACS molekülü, FAALG molekülü, FACS ve FAALG nanopartiküllerinin, 

FACS/FAALG blend nanopartiküllerinin Fourier dönü`ümlü kızılötesi 

spektrumları incelendi. Numunelerin spektrumları 400-4000 cm-1 dalga sayısı 

aralı ında, 10 tekrar sayısında, 4cm-1 çözünürlükte E.Ü Fen Fakültesi Kimya 

bölümünde bulunan Perlin Elmer marka ATR-FTIR spektrofotometre cihazı 

kullanılarak alındı. 
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3.2.6.2 Proton Nükleer Manyetik Rezonans (1H-NMR) Analizi 

Nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, atom çekirdeklerinin 

etrafındaki yerel manyetik alan hakkında bilgi sa layan ileri düzey bir analitik 

teknik oldu u bilinmektedir. Çekirde in yerel manyetik alanı, moleküler yapının 

özellikleri, konfigürasyonu, konformasyonu ve moleküller arası etkile`imler gibi 

çe`itli faktörlerden do rudan etkilenir. Bu nedenle, NMR spektroskopisi, kimyasal 

yapı hakkında benzersiz ve kapsamlı bilgiler sunar ve di er analitik yöntemlerle 

kıyaslanamayacak düzeyde ayrıntılı veri sa lar. Atom çekirdekleri, pozitif (+) yük 

ta`ır ve kendi eksenleri etrafında rastgele dairesel spin hareketleri sergiler. 

Moleküllere manyetik alan uygulandı ında, çekirdekler farklı enerji seviyelerinde 

yarılma gösterir ve bu yarılmalar, moleküler yapının aydınlatılmasında önemli rol 

oynar (Tampieri et al., 2019). Bu amaçla, sentezlenen FACS ve FAALG 

moleküllerine ait proton nükleer manyetik rezonans analizi döteryumlanmı` su 

kullanılarak E.Ü Nükleer Manyetik Rezonans Uydu Laboratuvarında 

MERCURYplus-AS 400 model NMR spektrometresi ile gerçekle`tirildi.  

3.2.6.3 X-I`ını Difraksiyon Spektroskopisi (XRD) Analizi 

Sentezlenen FA-CS ve FA-ALG moleküllerinin kristal yapısının 

de erlendirilme amacına ile X-ı`ını difraksiyon analizi gerçekle`tirildi. X-ı`ını 

difraksiyon analizi, maddelerin kristal fazın kendine özgü atomik dizilimlerine 

ba lı olarak, X-ı`ınlarını karakteristik bir düzen içerisinde kırması esasına dayanır 

(Nguyen et al., 2019). Bu amaçla, XRD panına FA, CS, ALG, FACS ve FAALG 

molekülleri ayrı ayrı konularak dakikada 5o9lik adımlarla 0-500 arasında 2theta (2ϴ) 

açı taramasıyla E.Ü 1laç Geli`tirme ve Farmakokinetik Ara`tırma - Uygulama 

Merkezi9nde  (ARGEFAR) bulunan Schimadzu XRD-6100 model XRD cihazı ile 

gerçekle`tirildi (Ghodke, 2021). 

3.2.6.4 Termogravimetrik Analiz (TGA) 

Hazırlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yüklü FACS NP, 

FAALG NP ve FACS-FAALG blend NP9lerin termogravmetrik analiz (TGA) 

e rileri E.Ü Fen Fakültesi Kimya bölümünde bulunan, TGA cihazı ile azot 
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atmosferinde elde edildi. Alüminyum panlar teraziye yerle`tirildi ve üzerine 10 mg 

NP sistemlerinden yerle`tirilerek, 5 °C/dk ısıtma hızında,  25oC- 600oC sıcaklık 

aralı ında, azot atmosferinde gerçekle`tirildi ve kütlenin zamana ba lı fonksiyonu 

incelendi (Martínez et al., 2013).   

3.2.6.5 Partikül Boyutu, Polidispersite 1ndeksi ve Zeta Potansiyel 
De�erlerinin Ölçümü 

Hazırlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yüklü FACS, 

FAALG ve FACS/FAALG nanopartiküllerin pH 7,4 tampon ortamında partikül 

büyüklü ü, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeline ait ölçümler dinamik ı`ık 

saçılımı yöntemi esasına dayanan E.Ü 1laç Geli`tirme ve Farmakokinetik Ara`tırma 

- Uygulama Merkezi9nde  (ARGEFAR) bulunan Zetasizer, Malvern Ultra cihazı ile 

25oC9de ölçüldü (n=3). 

3.2.6.6 Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) Analizi 

Hazırlanan 1ksabepilon etkin maddesi yüklü FACS, FAALG ve 

FACS/FAALG nanopartiküllerin yüzey özelliklerinin incelenmesi amacıyla 

taramalı elektron mikroskopisi yöntemi kullanıldı. Örnekler çift taraflı yapı`kan 

bant `eklinde olan karbon grid üzerine konuldu ve ardından örnekler altın ile 

kaplandı ve SEM görüntüleri Manisa Celal Bayar Üniversitesi, Deneysel Fen 

Bilimleri Uygulama Ve Ara`tırma Merkezi9nde (DEFAM) bulunan Zeiss, Gemini 

500 model cihaz ile alındı. 

3.2.6.7 Geçirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi 

Hazırlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yüklü FACS, 

FAALG ve FACS/FAALG nanopartiküllerin yüzey özelliklerinin incelenmesi için 

geçirimli elektron mikroskop (TEM) kullanılarak görüntüleri alındı 80 kV voltaj 

altında hızlandırılan elektronlar numunelerin üzerine gönderilmesiyle, numune 

yüzeyinde farklı enerjilerde elektronlar ve x-ı`ınları görüntülenerek Çanakkale 

Onsekiz Mart Üniversitesi ÇOB1LTUM9da bulunan JOEL JEM-1400 Plus model 

cihaz ile analizlendi. 
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3.2.6.8 Sentezlenen Folik Asit ile Modifiye Edilen Polimere % Ba�lanma 
Verimi, Hazırlanan Nanopartiküllerde Etkin Madde Enkapsülasyon 
Etkinli�i, Yükleme Kapasitesinin ve Nanopartikül Veriminin 
De�erlendirilmesi 

Yöntem 3.2.29de anlatıldı ı `ekilde sentezlenen FACS molekülünde, FA9nin 

CS9a %ba lanma verimi HPLC cihazında valide edilen FA metodu kullanılarak ve 

E`itlik 79da verilen formüllar kullanılarak hesaplandı.  

                    %FA Bağlanma Verimi = Toplam FA Miktarı2Serbest FA MiktarıToplam FA Miktarı �100               (7) 

IXA etkin madde yüklü nanopartiküller Yöntem 3.2.3.29de anlatıldı ı gibi 

santrifüj edildikten sonra, süpernatant ve nanopartikül pelletleri ayrıldı. 

Süpernatantta serbest bulunan IXA etkin madde miktarının tayini Yöntem 3.2.19de 

valide edilen HPLC metodu ile belirlenmi`tir. Toplam süpernatantın hacmi 

belirlenerek ve gerekli seyreltmeler yapılarak HPLC cihazına enjekte edildi. 

Santrifüj sonucunda toplanan nanopartiküllere yüklenen IXA ise, ekstraksiyon 

yöntemiyle elde edildi. Nanopartiküller etanol içerisinde 30 dk boyunca ultrasonik 

banyoda tutuldu. Süre sonunda numune 0,22 µm filtreden süzülerek HPLC cihazına 

enjekte edildi ve IXA miktar tayini hesaplandı. Enkapsülasyon etkinli i (%EE), 

yükleme kapasitesi (%YK) ve nanopartikül verimi (NP Verimi) E`itlik 8, E`itlik 9 

ve E`itlik 109de verilen formüller kullanılarak hesaplandı (n=3). 

                  %EE = Toplam Etkin Madde Miktarı2Serbest Etkin Madde MiktarıToplam Etkin Madde Miktarı �100       (8)                       

                    %YK = Toplam Etkin Madde Miktarı2Serbest Etkin Madde MiktarıNanopartikül ağırlığı (mg) �100      (9)            

                       % NP Verimi = Elde edilen NP ağırlığıPolimer miktarı+Etkin madde miktarı �100                      (10) 

3.2.6.9 In-vitro Salım Çalı`ması 

IXA etkin madde yüklü FACS, FAALG ve FACSFAALG blend 

nanopartiküllerinin, kanser hücre içi pH9ı 5,5, kanser hücrelerin mikroçevrelerini 

pH9ı 6,5 ve normal dokuyu taklit edebilmek adına üç farklı tampon ortamlarında 

in-vitro salım çalı`ması gerçekle`tirildi (Shinn, 2022; Alizadeh, 2024). IXA içeren 

nanopartiküller tampon ortamında disperse edilerek diyaliz membran (14kDa) 
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içerisine konuldu. 5 mL, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarında 37oC9de ve 150 

rpm hızla karı`tırılırken 30.dk, 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 30., 48. ve 72.saat 

zamanlarında örnekler alındı ve alınan miktar kadar tampon ortamı ilave edildi. 

Belirtilen zaman aralıklarında alınan örnekler HPLC cihazına enjekte edildi ve 

Yöntem 3.29de anlatılan valide edilen yöntemde verilen kalibrasyon e rileri ile 

de erlendirildi. Ayrıca salım çalı`ması sonlandırıldıktan sonra diyaliz membran 

içerisindeki numunelerin de miktar tayini yapıldı. In-vitro salım de erleri ile kinetik 

modellere uyumlulu u kontrol edildi. Sıfırıncı derece, Birinci derece, Higuchi ve 

Korsemeyer-Peppas kinetiklere uyumları regresyon do rusu ile incelenerek a`a ıda 

verilen E`itlikler kullanılarak de erlendirildi.  

                                    Qt = Q0 + K0t (Sıfırıncı derece)                              (11) 

Qt: t sürede çözünen ilaç miktarı 

Q0: Çözeltideki ba`langıçtaki ilaç miktarı 

K0: salım katsayısı 

t: zaman 

                          log C = log C0 - Kt / 2.303 (Birinci derece)                    (12) 

C0: 1lacın ba`langıç konsantrasyonu 

K: Birinci dereceden hız sabiti 

t: Zaman 

                        � = √�δ�  (2� − δCS)CS �   (Higuchi)                            (13) 

D: Çözücüdeki ilaç molekülünün difüzyon katsayısı δ:Matrisin gözeneklili i 
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�: Matrisin kıvrımlılı ı 

Cs: 1lacın matris ortamındaki çözünürlü ü 

C: 1lacın ba`langıç konsantrasyonu 

                    Mt / M> = Ktn  (Korsmeyer-Peppas)                      (14) 

Mt / M> : t zamanında salınan ilacın bir kesri 

K: salınım hızı sabitidir  

n: salınım üssü 

3.2.7 Stabilite Çalı`maları 

Polimerlerin yapılarının bozulması kimyasal stabilite, boyut da ılımının ve 

enkapsülasyon etkinli inin de i`mesi fiziksel stabilite ile açıklanır. Bu amaçla 

optimal ko`ulları sa layan nanopartikül formülasyonları buzdolabında +4oC9de, 25 

± 2 ºC % 60 ± 5 relatif nem ko`ullarında ve 40 ± 2 ºC % 75 ± 5 relatif nem 

ko`ullarında takip edildi. Ba`langıç, 1., 3. ve 6.aylarında partikül boyutu takibi 

yapıldı (International Council for Harmonisation, 2003) (ICH Topic Q 1 A (R2)). 

3.2.8 In-vitro Sitotoksisite Çalı`maları 

In-vitro sitotoksisite çalı`malarını için MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-

7) ve MDA-MB-232 ( MD Anderson Metastatic Breast-231 Cells) hücre hatları 

kullanıldı.  

MDA-MB-231 hücre hattı, üçlü negatif meme kanseri olarak bilinmektedir. 

Östrojen hormon reseptörü (ER), progesteron hormon reseptörü (PR) ve insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) negatiftir. Ayrıca oldukça agresif 

bir meme kanseri tipidir (Polyak, 2007). MCF-7 hücre hattı, östrojen hormon 

reseptörü (ER), progesteron hormon reseptörü (PR) pozitiftir. MDA-MB-231 ve 

MCF-7 hücre dizilerinin her ikisi de folat reseptörünü eksprese etmesine ra men, 
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MDA-MB-231 hücreleri folat reseptörünü MCF-7 hücrelerinden daha fazla 

eksprese eder. 

1ksabepilon etkin maddenin IC50 (The half maximal inhibitory concentration= 

%50) maksimum inhibitör konsantrasyon de erini belirlemek ve nanopartikül 

formülasyonların hücreler üzerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi adına MTT 

testi yapıldı. 1ksabepilon etkin maddesinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizileri 

üzerindeki sitotoksik etkisini 24., 48. ve 72. Saat IC50 de erleri incelenerek 

belirlendi. 1ksabepilon içermeyen FACS ile FAALG nanopartiküllerinin ve FACS-

FAALG blend nanopartikül formülasyonlarının hücre hatları üzerinde herhangi bir 

sitotoksik etkisinin olup olmadı ını gözlemleyebilmek amacı ile 24., 48. ve 72. saat 

IC50 de erleri incelenerek de erlendirildi. 

3.2.8.1 Besiyeri Ortamının Hazırlanması 

MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizileri için L-glutamin içeren MEM 

(Minimum Essential Medium) besiyeri ortamı kullanıldı. Bu besiyeri ortamına %10 

FBS (Fetal Bovine Serum), %1 MEM-Eagle Non-esansiyal amino asit, %1 

Penisilin streptomisin, %1 Sodyum pürivat eklendi. Hazırlanan besiyeri ortamı +4 
oC9de saklandı. 

3.2.8.2 Pasajlama Çalı`ması 

Hücre dizileri hazırlanan steril besiyeri ortamında 37oC9de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde kültür edilerek ço altıldı. Hücreler ço aldıkları zaman yeni flasklara 

pasajlandı. Pasajlama için Tripsin/EDTA enzimi kullanılarak hücreler kaldırıldı. 

Kaldırma i`lemi yapılmadan önce besiyeri ortamı flasktan uzakla`tırıldı ve atıldı. 

Tripsin-EDTA daha iyi bir etki gösterebilmesi için hücreler PBS ile yıkanarak, 

hücre içi artıkların PBS ile atılması sa landı. Bu i`lemin ardından Tripsin/EDTA 

flasklara ilave edilerek 3 dk inkübatörde bekletildi. Hücrelerin yapı`tıkları flask 

tabanından ayrılmaları mikroskop ile gözlenir gözlenmez, eklenen Tripsin/EDTA 

miktarının en az 3 katı kadar taze besiyeri ortamı ilave edilerek Tripsin/EDTA 

inhibe edildi. Pipetaj yapıldı ve hücreler 15mL9lik steril santrifüj tüplerine alındı. 
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1500 rpm9de 5 dk santirüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatant atıldı ve kalan pellet 

halindeki hücreler yeni flasklara alınarak pasajlama i`lemleri yapıldı. 

3.2.8.3 Hücrelerin Dondurulması 

Pasajlama i`lemlerinden sonra hücrelerin bir kısmı çalı`malarda kullanılmak 

üzere stoklanıp, donduruldu. Hücreler flasktan kaldırıldıktan sonra besiyeri ortamı 

ilave edilerek 1500 rpm9de 5 dk santirüj edildi. Süpernatant atıldı ve kalan pellet 

halindeki hücreler %95 hazırlanan besiyeri ortamı ve %5 (v/v) DMSO9den olu`an 

dondurma ortamı içerisinde süspanse edildi. Süspanse edilen hücreler cryo tüplere 

da ıtıldı. Kademeli dondurma yapmak adına izopropil alkol içeren dordurma kabı 

içinde 24 saat -80oC9de tutuldu. Daha sonra cryo tüplerden bir kısmı -80oC9ye bir 

kısmı ise sıvı nitrojen tankına transfer edildi. 

3.2.8.4 Hücre Sayımı 

Kültüre edilen ve flask yüzeyinden kaldırılan hücre solüsyonlarından 100 µL 

alındı ve üzerine 100 µL Tripan mavisi eklenerek, pipetaj yapıldı. Pipetaj yapılan 

hücre solüsyonundan 10 µL alınarak Neubauer lamına yüklendi ve mikroskop 

altında büyük karelerde görüntülenen hücreler sayıldı. Hücre miktarı E`itlik 15 

kullanılarak hesaplandı. 

   mL′deki Hücre Sayısı = Sayılan Hücre Miktarı x Seyrelme Faktörü����þ�Ā �ü�üý ý��þ ý�ý����  � 10000            (15) 

3.2.8.5 MTT Analizi 

Flasklarda bulunan MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizileri Tripsin/EDTA 

kullanılarak tabandan kaldırıldı ve süspanse edildi. Yöntem 3.2. 8.49de anlatıldı ı 

`ekilde hücre sayımı yapıldı. Ardından 96 kuyulu plaklara kuyucuk ba`ına 5000 

hücre olacak `ekilde ekildi. Ekilen hücreler kuyucukların yüzeyine tutunmaları için 

24 saat inkübe edildi. 1ksabepilon etkin maddesinin DMSO ortamında stok çözeltisi 

hazırlandı. MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizilerinin bulundu u kuyucuklardaki 

deri`im 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 ve 20 µM olacak `ekilde besiyeri ortamı ile 

seyreltilerek kuyucuklara 49er paralel olarak eklendi. 1ksabepilon içermeyen FACS 
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ve FAALG nanopartiküller ile FACS-FAALG blend nanopartikülleri 0,5, 1, 5, 10, 

50, 100 ve 500 µg/mL konsantrasyonda 4 paralel olarak kuyucuklara eklendi. 

Böylece IXA etkin maddesi dı`ında nanopartiküllerin hazırlanı`ı esnasında 

kullanılan di er bile`enlerin hücre dizileri üzerinde sitotoksik etkisi olup olmadı ı 

de erlendirildi. 24., 48. ve 72. saatlerde 5mg/mL MTT stok çözeltisinden 159er µL 

eklendi. 4 saat boyunca %5 CO2 ve 37oC9deki inkübatörde inkübe edildi. Süre 

sonunda tüm besiyeri kuyucuklardan uzakla`tırıldı. DMSO eklenip, 10 dk. 

çalkalayacıda bekletildi. Ardından 570 nm ELISA plak okuyucu yardımıyla 

spektrofotometrik olarak elde edilen absorbans de erleri kaydedildi. Ardından 

hücre canlılı ı E`itlik 16 kullanılarak hesaplandı.  

       % ���þ�þ�ý = İlaç Uygulanmış Kuyucuk Absorbansı2Blank Absorbansıİlaç Uygulanmamış Kuyucuk Absorbansı2Blank Absorbansı  � 100      (16) 

 

 MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre dizilerinde 1ksabepilon için 24., 48. ve 72. 

saat IC50 de erleri optimum plasebo nanopartikül ve blend nanopartiküllerine ait 

dozlar belirlendi. Belirlenen plasebo nanopartikül ve blend nanopartikül 

formülasyonlarına IC50 de eri ve bir alt de er yüklenerek MTT çalı`maları yapıldı. 

3.2.9 Radyoi`aretleme Çalı`maları 

99mTc ile radyoi`aretleme çalı`maları pH 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 de erleri 

denenerek, 1nce Tabaka Radyo Kromotografi (TLRC) analizi için uygun banyo türü 

de optimize edildi. Sodyum perteknetat9ın (Na99mTcO4) hidrolize edilebilmesi için 

kalay(II) dihidrat (SnCI2.2H2O) 1 mg/mL konsantrasyonda olacak `ekilde taze 

hazırlandı.  SnCI2.2H2O ve Na99mTcO4 içeren ayrı bir ependorf daha hazırlanarak 

radyoi`aretleme sonrası ortamda hidroliz olan 99mTc9in varlı ı kontrol edilerek, 

kalite kontrol çalı`maları gerçekle`tirildi. Radyoi`aretleme çalı`maları E.Ü Nükleer 

Bilimler Enstitüsünde gerçekle`tirildi.  
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3.2.9.1 IXA Etkin Maddesinin, IXA/FACS NP’in, IXA/FAALG NP ve 
IXA/FACS-FAALG blend NP’inin 99mTc ile Radyoi`aretleme 
Çalı`maları 

IXA etkin maddesi, FACS-NP, FAALG-NP ve Blend NP 1 mg/mL olacak 

`ekilde pH 5,5 tampon ortamında hazırlandı. 100 µg IXA, 100 µg FACS-NP,  100 

µg FAALG-NP, 100 µg blend nanopartikül ayrı ayrı ependorflara alındı ve tüm 

ependorflara 25 µg SnCI2.2H2O çözeltisinden konularak 0,1 M NaOH ile pH9ı 139e 

ayarlandı. Ependorfa 1mCi 99mTc eklendi. Oda sıcaklı ında 30 dakika inkübasyon 

sonrasında kalite kontrol çalı`ması yapıldı. 

3.2.9.2 Radyoi`aretli Maddelerin 1nce Tabaka Radyo Kromatografisi 
(TLRC) Analizi ile Kalite Kontrol Çalı`maları 

99mTc-IXA maddesinin TLRC analizi için Serum Fizyolojik (SF) ve Aseton 

olmak üzere iki farklı banyo sistemi kullanıldı. Farklı pH de erlerlerinde (7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13) çalı`malar denendi. Silika kaplı alüminyum tabakaları 1,50 x 10 

cm9lik `eritler halinde hazırlandı. Hazırlanan `eritlerin taban seviyesinden 0,50 cm 

yukarıda olacak `ekilde hidrolize 99mTc, 99mTc-IXA, 99mTc-IXA-FACSNP, 99mTc-

IXA-FAALG NP ve 99mTc-IXA-FACS/FAALG blend NP damlatıldı. Damlatma 

ardından kuruyan alüminyum `eritler, aseton banyo tankına yerle`tirildi. Tanktaki 

çözünün belli bir cm ilerlemesinden sonra alüminyum `eritler tanktan çıkartılarak 

kuruması beklenildi. Kuruma i`leminden sonra `eritlerin üzeri yapı`kan bir bant 

yardımıyla kapatılarak herhangi bir bula`ın olmasına izin verilmeden TLRC 

Scanner (Bioscanner) cihazında ölçüm alınarak Relative Front (Rf) de erleri 

hesaplandı. 

3.2.9.3 Stabilite Çalı`ması 

Yöntem 3.2.9.19de anlatıldı ı gibi i`aretlenen 99mTc-IXA, 99mTc-IXA-FACS 

NP, 99mTc-IXA-FAALG NP ve 99mTc-IXA-FAALG/FACS blend NP 

formülasyonlarının stabilite çalı`maları için oda ko`ulunda bekletilen örneklerden 

0., 30., 60., 90., 120., ve 240., dakikalarında numune alınarak TLRC yöntemiyle % 

ba lanma verimleri kaydedildi ve zamana ba lı de i`imleri incelendi. 
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3.2.9.4 Lipofilite Çalı`ması 

Literatürde verilen protokole göre çalı`ılmı`tır (S. R. Banerjee et al., 2014). 

Tüpelere, 150 mL n-oktanol ve 150 mL su alındıktan sonra tüplere ayrı ayrı 100 µL 

radyoi`aretli 99mTc-IXA, 99mTc-IXA/FA-CsNP, 99mTc-IXA/FA-AlgNP ve 99mTc-

IXA-FACS/FAALG Blend-NP ilave edilerek, her tüp 1 dakika boyunca 

vortekslendi. Ardından 2500 rpm9de 30 dakika santrifüjlenerek üst ve alt fazın 

ayrıldı. Ayrılan bu fazlardan örnekler alınarak kadminyum tellür (Cd(Te)) 

sintilasyon detektöründe sayım alındı. Elde edilen de erler yardımıyla, deneysel 

lipofilite de erleri E`itlik 179a göre hesaplandı. 

            Lipofilite Değeri =  n2oktanol fazı sayım değeriSulu faz sayım değeri                        (17) 

3.2.9.5 Radyoi`aretli Moleküllerin İn-vitro Hücre Kültürü Çalı`maları 

99mTc, 99mTc-IXA, 99mTc-IXA-FACS NP, 99mTc-IXA-FAALG NP ve 99mTc-

IXA-FACS/FAALG Blend NP formülasyonlarının hücre kültürü çalı`malarında 

meme kanseri hücre hattı MDA-MB-231 kullanılarak inkorporasyon çalı`maları 

gerçekle`tirildi. Besiyeri ortamının hazırlanması, hücrelerin pasajlanması ve sayımı 

Yöntem 3.2.89de verildi i gibi gerçekle`tirildi.  

3.2.9.6 1nkorporasyon Çalı`ması 

MDA-MB-231 hücreleri hazırlanan besiyeri içerisinde 249lü kuyucuklu 

plaklara ekildi ve 37 °C9de %5 CO2 ortamında inkübe edildi. 1nkübasyon sonunda 

kuyucuklardaki besiyerleri çekildi, ölü hücreleri ortamdan uzakla`tırmak için her 

bir kuyucuk Fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile 29`er kez yıkandı. Her bir kuyucu a 

0,500 mL 99mTc-IXA içeren besiyerleri ilave edildi. Aynı prosedür 99mTc, 99mTc-

IXA-FACS NP, 99mTc-IXA-FAALG NP ve 99mTc-IXA-FAALG/FACS Blend NP 

içinde uygulandı. Çalı`manın ba`ında belirlenen 30., 60., 120., ve 240., 

dakikalardan önce her bir kuyucuktaki hücreler üzerindeki i`aretli ortamın Cd (Te) 

detektöründe sayımı yapılarak ba`langıç radyoaktiviteleri (Ao) tespit edilip 

kaydedildi. Ardından belirlenen zaman aralıklarında radyoaktivite de erlerinin 
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sayımı (A1) yapılarak kaydedildi. Kaydedilen A0 ve A1 de erleri birbirine 

oranlanarak % ba lanma de erleri bulunmu`tur (n=6). 

3.2.10 Optik Görüntüleme Yöntemi ile In-vivo Çalı`malar 

Hazırlanan nanopartikül ve blend nanopartikül formülasyonlar arasında 

yapılan karakterizasyon, in-vitro salım, stabilite ve sitotoksisite çalı`maları 

sonucunda ideal blend nanopartikül formülasyonu seçilerek in-vivo çalı`malara 

geçilmi`tir. Bu amaçla Ege Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulundan onay 

formu 28.02.2024 tarihli ve 2024-010 sayılı etik kurul izin belgesi olarak alınmı`tır. 

Ayrıca çalı`malar E.Ü 1laç Geli`tirme ve Farmakokinetik Ara`tırma - Uygulama 

Merkezi (ARGEFAR)9da bulunan Faz Öncesi Biriminde gerçekle`tirilmi`tir.  

3.2.10.1 Kanserli Hayvan Modeli Olu`turulması 

Biyoda ılım ve etkinlik çalı`malarına ba`lamadan önce, sa lıklı Balb/c (21 

adet) ve sa lıklı Balb/c nude di`i (21 adet) farelerde tümör olu`turabilmek için 100 

µL PBS içerisinde 1x108 MDA-MB-231 hücresi enjekte edildi (Danilin, 2012). 

Belli günlerde enjeksiyon tekrarlandı. Planlanan gün sonunda fareye kuyruk 

venlerinden 100 µL IVISense Vascular Fluorescent Receptor 680 prob enjeksiyonu 

yapıldı. 24 saat beklenmenin ardından tüm farelerin IVIS görüntüleri izofluran 

anestezi altında uyarılma dalga boyu (exitation) 640 nm, emisyon (emission) 700 

nm dalga boyu, Bining:4 ve F/Stop:1 ayarları kullanılarak tümörler saptandı.  

3.2.10.2 IRDye®-800 rs Boya Maddesi ile 1`aretli CS-ALG NP ve FACS-

FAALG Blend NP’in Hazırlanması 

IRDye®-800 rs boya maddesi ile i`aretli NP hazırlanma sırasında pH 7,4 

ortamında, konsantrasyonu 1 mg/mL olan IRDye®-800 rs çözeltisi hazırlanarak 

kullanıldı. 

IRDye®-800 rs boya maddesi i`aretli blend NP9leri hazırlamak için, yöntem 

3.2.59de anlatılan NP hazırlama prosedürü kullanıldı. Boya maddesi, çapraz 

ba layıcı ilave edilmeden önce polimer çözeltisine 150 µL ilave edilerek 30dk 
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boyunca karı`tırıldı. Karı`tırma sonrası i`aretli blend NP hazırlama, prosedürde 

anlatıldı ı  `ekilde devam edildi.  

Hedeflemenin biyoda ılımda etkisini gözlemleyebilmek için folik asit 

içermeyen, IRDye®-800 rs i`aretli aktif hedefsiz CS-ALG blend NP9leri hazırlandı. 

hedefli blend NP9leri hazırlanırken kullanılan CS ve ALG konsantrasyonları ile 

aynı prosedür uygulanarak hazırlandı.  

Sentez basama ının son a`amasında, santrifüj sonunda elde edilen IRDye®-

800 rs- FACS-FAALG blend NP ve IRDye®-800 rs-CS-ALG blend NP 

liyofilizatör cihazında kurutuldu ve +4oC9de saklandı. Süpernatant kısmı ise, 

boyanın NP9lere % ba lanma oranını bulabilmek için HPLC cihazında metot 

geli`tirilerek kontrol edildi.  

Tablo 3-14 IRDye®-800 rs için HPLC cihaz parametreleri 

Cihaz HPLC 

Dedektör PDA 

Kolon ACE C18 3,5µm 4.6 x 150 mm  
Dalga Boyu 210 nm 

Akı` Hızı 1,0 mL/dk. 

Enjeksiyon Hacmi 30,0 µL 

Analiz Süresi 15 dk. 

Kolon Sıcaklı�ı 25oC 

Tray sıcaklı�ı 25oC 

Mobil Faz  (%60) Asetonitril: (%40) %0,1 H3PO4 Sulu Çözelti 
Çalı`ma Türü 1zokretik 

Çözücüler pH 7,4 (Stok), %1 Asetik asit çözeltisi 

IRDye®-800 rs boya maddesi: 0,1mg/mL stok boya standart çözeltisinden 0,150 

µL alınarak 5 mL9lik balon jojeye aktarıldı ve üzerine sentez ortamı ilave edildi 

(%50 asetik asit (%19lik asetik asit çözeltisi) çözeltisi: %50 saf su) ve çalkalanarak 

hacmine tamamlandı (Ara stok C IRDye®-800 rs = 0,003 mg/mL). Bu çözeltiden 0,5 mL 

alınarak üzerine 0,5 mL pH 7,4 tampon ortamı ilave edildi, vortekslendi ve HPLC 

cihazına enjekte edildi (C IRDye®-800 rs = 0,0015 mg/mL).  

0,1 mg/mL stok boya standart çözeltisinden 0,500 mL alınarak 5 mL9lik balon 

jojeye aktarıldı ve üzerine sentez ortamı ilave edildi (%50 asetik asit çözeltisi 
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(%19lik asetik asit çözeltisi), %50 saf su) ve çalkalanarak hacmine tamamlandı (Ara 

stok C IRDye®-800 rs = 0,010 mg/mL). Bu çözeltiden 0,5 mL alınarak üzerine 0,5 mL 

pH 7,4 tampon ortamı ilave edildi, vortekslendi ve HPLC cihazına enjekte edildi (C 

IRDye®-800 rs = 0,005 mg/mL). 

Hazırlanan iki farklı konsantrasyonda IRDye®-800 rs boya maddesi arda 

arda enjeksiyonlar yapılarak birbiri içerisinde %Rss de eri kontrol edildi.  

3.2.10.3 Biyoda�ılım Çalı`ması 

Kanserli hayvan modeli olu`turulduktan sonra hazırlanan aktif hedefli 

IRDye®-800 rs- FACS-FAALG blend NP ve aktif hedefsiz IRDye®-800 rs-CS-

ALG blend NP formülasyonları I.V yolla kanserli di`i Balb/c farelere verilerek 

biyoda ılım çalı`maları gerçekle`tirildi. Kanserli di`i Balb/c fareler 4 gruba 

ayrılarak, a ırlıkları kaydedildi. 25±2˚C sıcaklık ve %55±5 rölatif neme sahip 

laboratuvar ko`ullarında tutuldu.  

IRDye®-800rs boya maddesi, FACS/FAALG blend nanopartikül (aktif 

hedefli) ve CS/ALG blend nanopartikül (aktif hedefsiz) %0,9 izotonik sodyum 

klorür çözeltisi içerisinde da ıtılarak di`i Balb/c farelere kuyruk venlerinde 100 µL 

olacak `ekilde uygulandı. Enjeksiyondan sonra 45.dk, 1., 3., 5., 7. ve 24. saatlerde 

izofloran anestezisi altında uyarılma dalga boyu (exitation) 745 nm ile emisyon 

dalga boyu (emission) 850 nm, Bining:4 ve F/Stop:1 IVIS cihazı ayarları 

kullanılarak görüntüler alındı.  

24. saat sonunda ex-vivo görüntüler alınması amacıyla fareler sakrifiye edilip 

akci er, karaci er, kalp, böbrekler, yumurtalık, ba ırsaklar gibi organları 

çıkarılarak görüntüleme yapıldı. 

3.2.10.4 Etkinlik Çalı`ması 

Etkinlik çalı`ması için di`i Balb/c nude fareler 49lü gruba ayrıldı. Fareler 

ksenograft modeli ile meme kanseri olu`turuldu. Di`i BALB/C nude farelerde 

tümör olu`turabilmek için 100 µL PBS içerisinde 2x106 MDA-MB-231 hücresi 
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enjekte edildi (Tanei et al., 2016). Belli günlerde enjeksiyon tekrarlandı. Planlanan 

gün sonunda fareye kuyruk venlerinden 100 µL IVISense Vascular Fluorescent 

Receptor 680 prob enjeksiyonu yapıldı. 24 saat beklenmenin ardından tüm fareler 

izofluran ile anestezi altında uyarılma dalga boyu (exitation) 640 nm ile emisyon 

(emission) 700 nm, Bining:4 ve F/Stop:1 IVIS cihazı ayarları kullanılarak 

görüntüler alınd ve tümörler saptandı.  

1. Grup: SF uygulanan (n=7) 

2. Grup: Paklitaksel uygulanan (n=7) 

3. Grup: FACS/FAALG blend nanopartikül formülasyonu uygulanan (n=7) 

4 günde bir olmak üzere tedavi enjeksiyonları yapıldı. Tedavi sürecinde tümör 

boyutlarındaki de i`imi incelemek amacıyla IVISense Vascular Fluorescent 

Receptor 680 prob enjeksiyonu yapılarak IVIS ölçümleri alındı. Çalı`ma boyunca 

hayvanların a ırlıkları kaydedildi.  

3.2.10.5 Ex-vivo Çalı`malar ve Patolojik De�erlendirme 

Yöntem 3.2.10.49te anlatılan biyoda ılım ve yöntem 3.2.10.59de anlatılan 

etkinlik çalı`maları sonrası fareler sakrifiye edilerek meme, yumrutalık, karaci er, 

gibi organlar çıkarıldı ve patolojik çalı`malar için ayrıldı. Bu amaçla öncelikle PBS 

çözeltisi içerisinde yıkandı. Ardından tüm organlar formalin çözeltisi içerisinde 

saklandı. Patolojik çalı`amalara ba`larken tüm organlar küçük parçalara ayrılarak 

parafinize edildi. Parafin bloklardan kesitler alınarak hematoksilen ve eozin (H&E) 

ile boyanıp mikroskop ile de erlendirildi. 

3.2.11 1statistik De�erlendirme 

Elde edilen sitotoksisite sonuçları arasındaki farklılık veya benzerlik 

Graphpad Prism 8.0 istatistik programında analiz edildi. Anlamlılık düzeyleri için 

One-Way ANOVA analizi ile (p<0,001(***), p<0,01(**), p<0,05(*) anlamlı kabul 

edildi) de erlendirdi. 
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4 BULGULAR VE TARTI_MA 

4.1 Etkin Madde Analitik Yöntem Validasyonuna Ait Bulgular 

Etkin madde analitik yöntem validasyon çalı`masında tüm parametreler  FDA 

20039de yer alan <ICH Validation of Analytical Procedures= kriterlerine göre 

de erlendirildi (FDA, 2003). 

4.1.1 Seçicilik Parametresine Ait Bulgular 

Seçicilik çalı`masında yöntem 3.2.1.39de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. 

HPLC cihazına enjekte edilen çözücülerin (Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ), IXA 

standart çözeltisi ve numune çözeltisinin kromatogramları incelenerek, pik saflı ı 

de erlendirilmi` ve IXA pikinin altında herhangi bir giri`im elde edilememi`tir. 

_ekil 4.19de elde edilen tüm kromatogramlar verilmektedir.  

  

pH 5,5 Çözücü Kromatogramı 
pH 5,5 ortamındaki IXA Standart Çözelti 

Kromatogramı 
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 pH 6,5 Çözücü kromatogramı pH 6,5 IXA Standart çözelti kromatogramı 

 

 

 

 

pH 7,5 Çözücü kromatogramı pH 7,5 IXA Standart çözelti kromatogramı 

  

 Etanol çözücü kromatogramı Etanol IXA standart çözelti kromatogramı 

_ekil 4.1 IXA etkin maddesinin seçicilik parametresine ait HPLC kromatogramları 



79 

 

 

 

Çalı`maların gerçekle`tirildi i etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında IXA 

pikinin altında herhangi bir giri`im bulunmadı ı gösterilerek, metodun her bir 

çözücü ortamında özgün ve seçici oldu u gösterilmi`tir. 

4.1.2 Do�rusallık Parametresine Ait Bulgular 

Do rusallık parametresi yöntem 3.2.1.4. 8de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. 

Etanol çözücüsü ile hazırlanan IXA standart stok çözeltisi kullanılarak 

konsantrasyonu %10 ile %160 arasında 6 farklı çözelti pH 5,5, 6,5 ve 7,4 

ortamlarında hazırlanarak HPLC cihazına enjekte edildi. Enjeksiyonların 

ortalaması ve kalibrasyon e risi kullanılarak korelasyon katsayıları hesaplanmı`tır. 

Do rusallık parametresine ait kalibrasyon grafikleri _ekil 4-2, _ekil 4-3, _ekil 4-4 

ve _ekil 4-59de, elde edilen veriler ise Tablo 4-19de verilmektedir. 

 

_ekil 4.2 IXA etkin maddesinin etanol çözücüsündeki kalibrasyon e ri grafi i 

          

_ekil 4.3 IXA etkin maddesinin pH 5,5 tampon çözücüsündeki kalibrasyon e ri grafi i 

y = 13063397,1x + 160,1
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_ekil 4.4 IXA etkin maddesinin pH 6,5 tampon çözücüsündeki kalibrasyon e ri grafi i 

 

_ekil 4.5 IXA etkin maddesinin pH 7,4 tampon çözücüsündeki kalibrasyon e ri grafi i

y = 13083289,1x - 1504,1
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Tablo 4-1 Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 çözücü ortamlarında IXA standart çözeltisinin do rusallık parametresine ait veriler 

Konsantrasyonlar 

(mg/mL) 

Alan 

de�erleri 
(Etanol) 

Ortama Alan 

de�erleri 
(Etanol) 

Alan 

de�erleri 
(pH5,5) 

Ortama Alan 

de�erleri       
(pH 5,5) 

Alan 

de�erleri 
(pH6,5) 

Ortama Alan 

de�erleri 
(pH6,5) 

Alan 

de�erleri 
(pH7,4) 

Ortama Alan 

de�erleri (pH7,4) 

0,0010 

13525 

13488 ± 55,1 

13783 

13412 ± 333,4 

12577 

12852 ± 240,6 

13729 

13525 ± 316,3 13425 13137 12953 13161 

13515 13317 13025 13686 

0,005 

64604 

64931 ± 288,4 

66263 

65506 ± 674,6 

65422 

63431 ±1727,5 

67469 

66755 ± 645,3 65089 64969 62541 66213 

65117 65285 62330 66584 

0,008 

104432 

104064 ± 398,4 

104128 

104200 ± 572,9 

102435 

102056 ± 484,4 

104830 

105394 ± 813,3 103641 103667 101510 105025 

104119 104806 102222 106326 

0,010 

132569 

132430 ± 127,4 

131192 

130434 ± 659,7 

129746 

129460 ± 433,7 

128373 

129311 ± 1762,1 132319 129992 128961 128217 

132401 130117 129673 131344 

0,012 

155663 

155614 ± 168,5 

157967 

157978 ± 45,5 

153903 
153510 ± 

1258,8 

160135 

160696 ± 14718,3 155426 157939 152102 159644 

155752 158028 154526 162309 

0,016 

209182 

20924 ± 286,0 

213478 

213796 ± 309,4 

209037 

209522 ± 590,8 

215864 

214325 ± 1988,5 209563 214096 
210180 212080 

209003 213814 209349 215032 
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Do rusallık verileri incelendi inde her bir çözücü ortamlarındaki R2 0,9998, 

0,9996, 0,9996 ve 0,9993 ̀ eklinde bulundu. Bu de erin do rusallı ın kabul kriteleri 

olan (R2) ≥ 0.999 de erini sa ladı ı görülmektedir. 

4.1.3 Çalı`ma Aralı�ı Parametresine Ait Bulgular 

Çalı`ma aralı ı parametresi yöntem 3.2.1.5.9de anlatıldı ı gibi çalı`ılmı`tır. 

Etanol ile stok çözeltisi hazırlanan IXA standart çözeltisinin seyreltmeleri pH 5,5, 

pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarında %10 ve %160 konsantrasyonlarında hazırlanmı`tır. 

Altı tekrarlı enjeksiyon sonucu pik alanları arasındaki Rss de erlerinin %29den 

fazla olup olmadı ı de erlendirilerek sonuçlar Tablo 4-29de verilmektedir. 

Tablo 4-2 Çalı`ma aralı ı parametresine ait bulgular 

 

%10      

(0.001 

mg/mL) 

(Etanol) 

%10 

(0.001 

mg/mL) 

(pH 5,5) 

%10  

(0.001 

mg/mL) 

(pH 6,5) 

%10 

(0.001 

mg/mL) 

(pH 7,4) 

%160 

(0.016 

mg/mL) 

(Etanol) 

%160 

(0.016 

mg/mL) 

(pH 5,5) 

%160 

(0.016 

mg/mL) 

(pH 6,5) 

%160 

(0.016 

mg/mL) 

(pH 7,4) 

1.enjeksiyon 13525 13137 12577 13729 209182 213478 209037 215864 

2.enjeksiyon 13425 13137 12953 13361 209563 214096 210180 212080 

3.enjeksiyon 13515 13317 13025 13686 209003 213814 209349 215032 

4.enjeksiyon 13325 13220 12852 13243 208718 213684 208540 213056 

5.enjeksiyon 13541 13407 13025 13219 208720 212602 210245 214528 

6.enjeksiyon 13541 13098 13152 13455 208990 213031 210254 212588 

ort 13478,7 13219,3 12930,7 13448,8 209029,3 213450,8 209600,8 213858,0 

SS 86,9 120,9 199,3 218 317,2 547,7 732,6 1501 

%Rss 0,6 0,9 1,5 1,62 0,2 0,3 0,3 0,7 

Çalı`ma aralı ı parametresinde IXA etkin maddesinin etanol, pH 5,5, 6,5 ve 

7,4 tampon ortamlarında verilen enjeksiyonlara ait alanlar arasındaki %Rss 29den 

küçük bulunmu`tur. Böylece, IXA etkin maddesinin seçilen çözücü ortamlarının 

çalı`mamıza uygun oldu u sonucuna varılmaktadır.  
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4.1.4 Gözlenebilirlik (LOD) ve Ölçme Sınırı (LOQ) 

LOD ve LOQ de erlerinin hesaplanması için Yöntem 3.2.1.69da anlatıldı ı 

gibi çalı`ılmı`tır. IXA9nın etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında bulunan LOD ve 

LOQ de erleri Tablo 4-39de verilmektedir. 

Tablo 4-3 IXA9nın etanol, pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarındaki LOD ve LOQ 
de erlerine ait bulgular 

 Etanol pH 5,5 pH 6,5 pH 7,4 

LOD (mg/mL) 0,000082 0,00011 0,000102 0,000104 

LOQ (mg/mL) 0,00025 0,00034 0,00031 0,00031 

4.1.5 Do�ruluk Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.1.79de anlatıldı ı gibi çalı`ılmı`tır. IXA9nın etanol, pH 5,5, 6,5 

ve 7,4 ortamlarının her biri için %80, %100 ve %120 konsantrasyonlarında bulunan 

do ruluk parametresi sonuçları Tablo 4-4, Tablo 4-5, Tablo 4-6 ve Tablo 4-79de 

verilmektedir.  

Tablo 4-4.IXA9nın etanol ortamındaki do ruluk parametresine ait bulgular 

% 

Konsantrasyon 

Değerleri 

Tartım 

miktarları  

(mg) 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Deneysel 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım 

(%) 

Ortalama 

(%) 

Standart 

Sapma 

(±) 

Rss 

(%) 

80 

8,00 0,008 0,0080 99,5 

99,0 0,6 0,6 8,01 0,008 0,0079 98,4 

8,02 0,008 0,0079 99,0 

100 

10,01 0,010 0,0102 101,7 

101,0 0,7 0,7 10,20 0,010 0,0103 100,9 

10,03 0,010 0,0100 100,3 

120 

12,25 0,012 0,0124 101,5 

100,5 1,2 1,2 12,30 0,012 0,0122 99,2 

12,00 0,012 0,0121 101,0 
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Tablo 4-5.  IXA9nın pH 5,5 ortamındaki do ruluk parametresine ait bulgular 

% 

Konsantrasyon 

Değerleri 

Tartım 

miktarları  

(mg) 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Deneysel 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım 

(%) 

Ortalama 

(%) 

Standart 

Sapma (±) 

Rss 

(%) 

80 

8,02 0,008 0,0080 99,3 

98,7 0,5 0,5 7,95 0,008 0,0078 98,5 

8,03 0,008 0,0079 98,2 

100 

9,987 0,010 0,0099 99,2 

99,5 0,6 0,5 10,00 0,010 0,0099 99,1 

10,00 0,010 0,0100 100,2 

120 

12,03 0,012 0,0119 98,8 

98,5 0,4 0,4 12,08 0,012 0,0118 98,1 

11,98 0,012 0,0118 98,5 

Tablo 4-6.  IXA9nın pH 6,5 ortamındaki do ruluk parametresine ait bulgular 

% 

Konsantrasyon 

Değerleri 

Tartım 

miktarları  

(mg) 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Deneysel 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım 

(%) 

Ortalama 

(%) 

Standart 

Sapma (±) 

Rss 

(%) 

80 

8,01 0,008 0,0078 99,4 

98,8 0,6 0,6 8,03 0,008 0,0079 98,2 

8,03 0,008 0,0080 98,9 

100 

10,05 0,010 0,0101 101,33 

100,4 0,8 0,8 10,32 0,010 0,0100 99,7 

10,05 0,010 0,0101 100,1 

120 

12,22 0,012 0,0119 101,8 

100,7 1,0 1,0 12,12 0,012 0,0119 100,6 

12,15 0,012 0,0119 99,7 
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Tablo 4-7. IXA9nın pH 7,4 ortamındaki do ruluk parametresine ait bulgular 

% 

Konsantrasyon 

Değerleri 

Tartım 

miktarları  

(mg) 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Deneysel 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım 

(%) 

Ortalama 

(%) 

Standart 

Sapma 

(±) 

Rss 

(%) 

80 

8,00 0,008 0,0080 99,5 

99,0 0,6 0,6 8,01 0,008 0,0079 98,4 

8,02 0,008 0,0079 99,0 

100 

10,01 0,010 0,0102 101,7 

101,0 0,7 0,7 10,2 0,010 0,0103 100,9 

10,03 0,010 0,0100 100,3 

120 

12,25 0,012 0,0124 101,5 

100,5 1,2 1,2 12,30 0,012 0,0122 99,2 

12,00 0,012 0,0121 101,0 

Do ruluk parametresinde hazırlanan her bir örnekte % geri kazanım ve 

enjeksiyonlar arası %Rss hesaplandı. Tüm çözücü ortamlarında bulunan tüm geri 

kazanım verileri %98,0- %102,0 arasında ve %Rss de erleri %29den küçük 

bulundu. Böylece tüm veriler kabul kriterlerine uygun bulunmaktadır. 

4.1.6 Kesinlik parametresine ait bulgular 

4.1.6.1 Sistem Kesinli�i Parametresine Ait Bulgular 

Sistem kesinli i yöntem 3.21.89de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Etanol, pH 

5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarında verilen altı enjeksiyon sonucunda alan de erleri, 

alan de erleri arasıdnaki %Rss ve alıkonma zamanları Tablo 4-89de verilmektedir.  
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Tablo 4-8 IXA9nın etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında sistem kesinli i parametresine 
ait bulgular 

 
Alan 

(Etanol) 

Alıkonma 
Zamanı 

(dk.) 

(Etanol) 

Alan      

(pH 5.5) 

Alıkonma 
Zamanı 

(dk.)      

(pH 5.5) 

Alan     

(pH 6.5) 

Alıkonma 
Zamanı 

(dk.)       

(pH 6.5) 

Alan      

(pH 7.4) 

Alıkonma 
Zamanı  

(dk.)        

(pH 7.4) 

1.enjeksiyon 130801 8,8 132645 8,9 128923 8,8 135274 8,9 

2.enjeksiyon 129629 8,8 133779 8,9 128632 8,8 135141 8,6 

3.enjeksiyon 131777 8,8 131231 8,9 129396 8,8 134620 8,7 

4.enjeksiyon 131887 8,9 132527 8,9 128110 8,8 135062 8,7 

5.enjeksiyon 131916 8,9 130906 8,9 128634 8,8 134532 8,8 

6.enjeksiyon 132237 8,8 132283 8,9 128095 8,8 134687 8,7 

ort 131374,5 8,9 132228,5 8,9 128631,7 8,8 134886,0 8,8 

SS 983,6 0,04 1040,5 0,001 495,8 0,004 310,6 0,10 

%Rss 0,7 0,5 0,8 0,02 0,4 0,05 0,2 1,2 

Sistem kesinli i parametresinde, her bir çözücü ortamında yapılan 

enjeksiyonlar sonucu elde edilen alanlar ve alıkonma zamanları de erlendirildi. 

%Rss de erleri %29den küçük oldu u için kabul kriterini sa ladı ı bulunmu`tur. 

4.1.6.2 Tekrarlanabilirlik Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.1.89de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. IXA9nın etanol, pH 5,5, 

6,5 ve 7,4 ortamlarında hazırlanan altı farklı numunenin enjeksiyonları ile alanlar 

arasındaki uyum ve her bir numuneki %IXA miktarlarına ait elde edilen sonuçlar 

Tablo 4-9, Tablo 4-10, Tablo 4-11 ve Tablo 4-129de verilmektedir.  
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Tablo 4-9 IXA9nın etanol ortamında tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 130254 99,0 
99,5 

1.2 131412 99,9 

2.1 132524 100,5 
100,5 

2.2 132454 100,5 

3.1 133254 101,2 
101,0 

3.2 132698 100,8 

4.1 131147 99,2 
99,3 

4.2 131247 99,3 

5.1 132598 99,4 
99,1 

5.2 131783 98,8 

6.1 132985 100,8 
100,9 

6.2 133214 101,0 

  ORT  100,0 

   SS  0,9 

%Rss  0,9 

Tablo 4-10 IXA9nın pH 5,5 ortamında tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 136934 101,1 
101,1 

1.2 136852 101,1 

2.1 132816 101,4 
101,5 

2.2 132951 101,5 

3.1 133595 102,0 
101,1 

3.2 131190 100,2 

4.1 133787 100,2 
100,6 

4.2 134899 101,0 

5.1 135796 101,0 
101,0 

5.2 135655 100,9 

6.1 134954 101,1 
100,6 

6.2 133428 100,0 

  ORT 

 

101,0 

   SS 0,3 

%Rss 0,3 
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Tablo 4-11 IXA9nın pH 6,5 ortamında tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 132461 100,9 
100,1 

1.2 130371 99,3 

2.1 131575 99,2 
99,0 

2.2 130888 98,7 

3.1 131545 99,2 
98,7 

3.2 130192 98,2 

4.1 133165 101,3 
101,1 

4.2 132691 101,0 

5.1 132269 100,2 
100,5 

5.2 133071 100,8 

6.1 130712 98,6 
99,2 

6.2 132167 99,7 

  ORT  99,8 

   SS  1,0 

%Rss  1,0 

Tablo 4-12 IXA9nın pH 7,4 ortamında tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 132739 100,6 101,2 

 1.2 134344 101,8 

2.1 132920 99,9 100,3 

 2.2 133871 100,6 

3.1 131830 99,1 99,7 

 3.2 133298 100,2 

4.1 134258 101,8 101,5 

 4.2 133422 101,2 

5.1 132268 99,9 100,1 

 5.2 132763 100,3 

6.1 133318 100,3 
99,2 

6.2 130432 98,1 

  ORT  100,3 

   SS  0,9 

%Rss  0,9 

Tablo 4-13 IXA9nın tekrarlanabilirlik parametresinde standart alan ve %uyum de erleri 

 Etanol pH 5,5  pH 6,5 pH 7,4 

Standart Çözelti 
Alan                

(Analiz Ba`langıcı) 

134587 132898 132860 133005 

135474 132675 128462 133146 

Standart Çözelti 
Alan                

(Analiz Sonu) 

133214 132880 132679 133205 

132523 132406 132120 13324 

Analiz 

Ba`langıcında 
%Uyum 

%98,2 %100,0 %100,1 %98,6 

Analiz Sonunda 

%Uyum 
%99,7 %100,1 %98,8 %98,5 
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Tekrarlanabilirlik parametresinde, çalı`ılan tüm çözücü ortamlarında verilen 

enjeksiyonlar sonucunun birbiri içerisindeki %Rss de eri %29nin altında olup, 

analiz ba`langıcında ve sonunda verilen standart çözelti enjeksiyonlarının birbiriyle 

uyumlu oldu u, %98-%102 arasında bulunan sonuçlarda görülmektedir. 

4.1.6.3 Laboratuvar 1çi Kesinlik Parametresine Ait Bulgular 

Laboratuvar içi kesinlik parametresi için yöntem 3.2.1.89de anlatıldı ı ̀ ekilde 

çalı`ılmı`tır. Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında hazırlanan numuneler 

üzerindeki laboratuvar varyasyonlarının sonuçları de erlendirilmi` ve %fark olarak 

sonuçlar Tablo 4-14, Tablo 4-15, Tablo 4-16, Tablo 4-17, Tablo 14-18, Tablo 4-19, 

Tablo 4-20, Tablo 4-21 9da verilmektedir. 

Tablo 4-14 IXA9nın etanol ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-1 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 132574 101,8 
101,6 

1.2 131986 101,3 

2.1 132546 100,3 
101,2 

2.2 134765 102,0 

3.1 133254 101,0 
101,2 

3.2 133621 101,3 

4.1 132451 101,2 
101,7 

4.2 133784 102,2 

5.1 132789 100,5 
100,4 

5.2 132513 100,3 

6.1 133821 101,3 
100,9 

6.2 132547 100,4 

  ORT  101,1 

   SS  0,5 

%Rss  0,5 

Tablo 4-15 IXA9nın etanol ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-2 

Numune 

Sayısı 
Cihaz I / Gün I           

(Tekrarlanabilirlik De�erleri) Cihaz II /Gün II 

1 99,5 101,6 

2 100,5 101,2 

3 101,0 101,2 

4 99,3 101,7 

5 99,1 100,4 

6 100,9 100,9 

Ortalama 
100,0 101,1 

                                                                   100,6 

SS 0,9 0,5 

%Rs 0,9 0,5 

% Fark                                                                     1,1 
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Tablo 4-16 IXA9nın pH 5,5 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-1 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 134125 98,6 
98,6 

1.2 133874 98,5 

2.1 133124 101,3 
100,9 

2.2 132123 100,5 

3.1 133412 101,5 
101,7 

3.2 133985 101,9 

4.1 133745 99,8 
100,1 

4.2 134547 100,3 

5.1 134124 99,4 
99,4 

5.2 134102 99,4 

6.1 133874 99,9 
100,0 

6.2 133958 100,0 

  ORT  100,1 

   SS  1,1 

%Rss  1,1 

Tablo 4-17 IXA9nın pH 5,5 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-2 

Numune 

Sayısı 
Cihaz I / Gün I           

(Tekrarlanabilirlik De�erleri) Cihaz II /Gün II 

1 101,1 98,6 

2 101,5 100,9 

3 101,1 101,7 

4 100,6 100,1 

5 101,0 99,4 

6 100,6 100,0 

Ortalama 
101,6 100,1 

                                                                  100,5 

SS 0,3 1,1 

%Rss 0,3 1,1 

% Fark                                                                     0,9 

Tablo 4-18 IXA9nın pH 6,5 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-1 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 133845 100,9 
100,5 

1.2 132954 100,2 

2.1 132369 98,8 
99,3 

2.2 133746 99,8 

3.1 133845 99,9 
99,5 

3.2 132976 99,2 

4.1 133697 100,7 
100,8 

4.2 133985 100,9 

5.1 133659 100,2 
100,0 

5.2 132954 99,7 

6.1 133946 100,0 
100,0 

6.2 133886 100,0 

  ORT  100,0 

   SS  0,6 

%Rss  0,6 
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Tablo 4-19 IXA9nın pH 6,5 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-2 

Numune 

Sayısı Cihaz I / Gün I Cihaz II /Gün II 

1 100,1 100,5 

2 99,0 99,3 

3 98,7 99,5 

4 101,1 100,8 

5 100,5 100,0 

6 99,2 100,0 

Ortalama 
99,8 100,0 

                                                                   99,9 

SS 1,0 0,6 

%Rss 1,0 0,6 

% Fark                                                                    -0,3 

Tablo 4-20 IXA9nın pH 7,4 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-1 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 132547 100,5 
100,8 

1.2 133254 101,0 

2.1 133254 100,3 
100,0 

2.2 132523 99,7 

3.1 131254 98,7 
99,2 

3.2 132545 99,7 

4.1 133125 101,1 
100,7 

4.2 132145 100,3 

5.1 132269 100,0 
99,8 

5.2 131745 99,6 

6.1 133895 100,8 
99,8 

6.2 131258 98,8 

  ORT  100,0 

   SS  0,6 

%Rss  0,6 

Tablo 4-21 IXA9nın pH 7,4 ortamında laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-2 

Numune 

Sayısı Cihaz I / Gün I Cihaz II /Gün II 

1 101,2 100,8 

2 100,3 100,0 

3 99,7 99,2 

4 101,5 100,7 

5 100,1 99,8 

6 99,2 99,8 

Ortalama 
100,3 100,0 

                                                                   100,2 

SS 0,9 0,6 

%Rss 0,9 0,6 

% Fark                                                                     0,3 

Laboratuvar içi kesinlik parametresinde, farklı günlerde ve farklı cihazlarda 

tekrarlanan çalı`ma sonuçlarının birbiri içerisindeki yakınlık derecesini ifade eden 
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% fark de eri hesaplandı. Tüm çözücü ortamlarında % fark de eri %29den küçük 

bulunarak kabul kriter de erini sa ladı ı gösterilmi`tir.  

4.1.7 Dayanıklılık Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.1.99da anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Her de i`en parametreye 

kar`ılık numunelerdeki % miktar, % Rss ve % fark de erlendirilmi`tir. Ayrıca 

alıkonma zamanları ve kuyruklanma faktörleri Tablo 4-22, Tablo 4-23, Tablo 4-24 

ve Tablo 4-259de verilmektedir.  

Tablo 4-22 IXA9nın etanol ortamında dayanıklılık parametresine ait bulguları 

Parametre % Miktar %Rss % Fark 
Alıkonma 
Zamanı 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Normal çalı`ma 
ko`ulları 100,0 0,1 - 8,8 1,1 

Akı` hızı 0,9 mL/dk 100,2 0,4 -0,2 9,8 1,2 

Akı` hızı 1,1 mL/dk 101,4 0,4 -1,4 8,2 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 20oC 100,4 0,1 -0,4 8,8 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 30oC 101,1 0,1 -1,1 8,9 1,2 

Tampon pH’ı 4,7 100,9 0,5 -0,9 9,2 1,2 

Tampon pH’ı 5,3 101,0 0,1 -1,0 8,8 1,1 

Farklı Lod Numaralı 
Kolon 

101,2 0,3 -1,3 8,9 1,1 

Tablo 4-23 IXA9nın pH 5,5 ortamında dayanıklılık parametresine ait bulguları 

Parametre % Miktar %Rss % Fark 
Alıkonma 
Zamanı 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Normal çalı`ma 
ko`ulları 100,5 0,1 - 8,9 1,2 

Akı` hızı 0,9 mL/dk 100,6 0,4 -0,1 9,9 1,1 

Akı` hızı 1,1 mL/dk 100,7 0,3 -0,2 8,2 1,2 

Kolon Sıcaklı�ı 20oC 100,0 0,3 0,6 8,8 1,2 

Kolon Sıcaklı�ı 30oC 100,5 0,3 -0,1 9,0 1,2 

Tampon pH’ı 4,7 98,9 1,0 1,6 9,4 1,1 

Tampon pH’ı 5,3 98,6 0,6 1,8 8,8 1,1 

Farklı Lod Numaralı 
Kolon 

99,5 0,5 0,9 9,0 1,1 
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Tablo 4-24 IXA9nın pH 6,5 ortamında dayanıklılık parametresine ait bulguları 

Parametre % Miktar %Rss % Fark 
Alıkonma 
Zamanı 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Normal çalı`ma 
ko`ulları 100,0 0,1 - 8,8 1,1 

Akı` hızı 0,9 mL/dk 99,4 0,3 0,7 9,8 1,1 

Akı` hızı 1,1 mL/dk 101,3 0,5 -1,3 8,1 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 20oC 100,3 0,4 -0,3 8,8 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 30oC 101,6 0,3 -1,6 8,9 1,1 

Tampon pH’ı 4,7 98,6 0,8 1,4 9,8 1,0 

Tampon pH’ı 5,3 99,3 0,3 0,1 8,8 1,1 

Farklı Lod Numaralı 
Kolon 

99,4 0,6 0,6 8,9 1,1 

Tablo 4-25 IXA9nın pH 7,4 ortamında dayanıklılık parametresine ait bulguları 

Parametre % Miktar %Rss % Fark 
Alıkonma 
Zamanı 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Normal çalı`ma 
ko`ulları 100,7 0,3 - 8,8 1,1 

Akı` hızı 0,9 mL/dk 99,6 0,1 1,01 9,9 1,1 

Akı` hızı 1,1 mL/dk 100,9 0,1 -0,3 8,2 1,2 

Kolon Sıcaklı�ı 20oC 99,7 0,4 0,9 8,8 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 30oC 99,5 0,1 1,1 8,9 1,1 

Tampon pH’ı 4,7 100,6 0,2 0,1 9,7 1,1 

Tampon pH’ı 5,3 99,5 0,9 1,2 8,9 1,1 

Farklı Lod Numaralı 
Kolon 

99,8 0,5 0,1 8,8 1,1 

Dayanıklılık parametresinde, normal ko`ullara kar`ılık çalı`ılan tüm 

ko`ullarda, kabul kriterleri olan kuyruklanma faktörü Â2,0 ve %fark Â2,0 de erini 

sa layıp sa lamadı ı de erlendirilmi`tir. Bulunan tüm sonuçlar kabul kriterleri 

aralı ında bulunmaktadır. 

4.1.8 Çözelti Stabilitesi Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.1.10.9da anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. IXA standart ve 

numunesine ait belirli saatlerde enjekte edilen enjeksiyonlardan elde edilen alanlar 

ve 0.zamana göre %fark de erleri Tablo 4-26 ve Tablo 4279de verilmektedir.  
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Tablo 4-26 IXA9nın etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarında standart çözeltisi stabilitesine 
ait bulgular 

Zaman 

Alan 

De�eri 
(Etanol) 

%Fark 

(Etanol) 

Alan 

De�eri 
(pH 5,5) 

%Fark 

(pH 5,5) 

Alan 

De�eri 
(pH 6,5) 

%Fark 

(pH 6,5) 

Alan 

De�eri 
(pH 7,4) 

%Fark 

(pH 7,4) 

Ba`langıç 
zamanı 132835 - 132422 0,4 133842 - 

131630 - 

2. saat 132684 0,1 131914 0,4 133808 0,03 
132129 0,4 

4. saat 133458 0,5 131882 0,9 132178 1,24 
131649 0,0 

6. saat 132985 0,1 131272 0,8 132509 1,00 
131692 0,0 

8. saat 133458 0,5 133497 0,6 133884 -0,03 
131297 0,3 

10. saat 134158 1,0 133211 1,0 133011 0,62 
132270 0,5 

12. saat 133695 0,6 133720 1,1 131555 1,71 
132584 0,7 

24. saat 133879 0,8 133915 1,2 131949 1,41 
133142 1,1 

36. saat 134002 0,9 130770 1,4 131988 1,39 
132425 0,6 

48. saat 134212 1,0 132620 0,4 132018 1,36 
132542 0,7 

Tablo 4-27 IXA9nın etanol, pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarında numune çözeltisi 
stabilitesine ait bulgular 

Zaman 

Alan 

De�eri 
(Etanol) 

%Fark 

(Etanol) 

Alan 

De�eri 
(pH 5,5) 

%Fark 

(pH 5,5) 

Alan 

De�eri 
(pH 6,5) 

%Fark 

(pH 6,5) 

Alan 

De�eri 
(pH 7,4) 

%Fark 

(pH 7,4) 

Ba`langıç 
zamanı 132358 - 134307 - 131766 - 132157 - 

2. saat 133124 0,6 134466 0,1 130427 1,0 132322 0,1 

4. saat 131149 0,9 135874 1,2 132509 0,6 132764 0,5 

6. saat 131651 0,5 134952 0,5 131158 0,5 133437 1,0 

8. saat 130900 1,1 134521 0,2 130169 1,2 132949 0,6 

10. saat 132003 0,3 134223 0,1 132742 0,7 131104 0,8 

12. saat 131777 0,4 134651 0,3 130856 0,7 132453 0,2 

24. saat 131174 0,9 133871 0,3 129330 1,8 131961 0,1 

36. saat 131509 0,6 132726 1,2 130502 1,0 131741 0,3 

48. saat 132546 0,1 132193 1,6 129843 1,5 131412 0,6 

Tablo 4-26 ve 4-279de verilen sonuçlar de erlendirildi inde, tüm çözücü 

ortamlarında IXA çözeltileri 48 saat boyunca stabil oldu u, ba`langıç enjeksiyon 

ile 48 saat boyunca alınan enjesiyon alanları arasındaki % fark9ın 29den küçük 

bulunması nedeni ile kabul kriterleri sa lanmaktadır. 
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4.2 Folik Asit Analitik Yöntem Validasyonuna Ait Bulgular 

4.2.1 Seçicilik Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.29de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı` olup, çözücü ve Folik Asit 

enjeksiyonu sonrasında pik saflı ı de erlendirilmi`tir. Folik Asit pikinin altında 

herhangi bir giri`im elde edilememi`tir. Kromatogramalar _ekil 4-69da 

gösterilmektedir.  

 

 

Çözücü kromatogramı (DMSO/Asetik asit 

çözeltisi/MF Karı`ımı) 

Folik Asit standart çözelti kromatogramı 

_ekil 4.6 Folik Asit maddesinin seçicilik parametresine ait HPLC kromatogramları 

_ekil 4.6 verilen çözücü ortamında Folik asit pikinin altında herhangi bir 

giri`im bulunmadı ı gösterilerek, metodun her bir çözücü ortamında özgün ve 

seçici oldu u görülmektedir. 

4.2.2 Do�rusallık Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.39de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı` olup,  %10 ve %160 

konsantrasyonları arasında de i`en be` farklı konsantrasyondaki çözeltilerden elde 

edilen enjeksiyon alanlarının ortaması ve kalibrasyon e risi kullanılarak korelasyon 

katsayıları hesaplanmı`tır. Do rusallık parametresine ait kalibrasyon grafi i _ekil 

4.79de, elde edilen veriler ise Tablo 4-289de verilmektedir.  
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_ekil 4.7 Folik Asit9in çözücü ortamındaki kalibrasyon e ri grafi i 

Tablo 4-28 Folik asit standart çözeltisinin do rusallık parametresine ait veriler 

Konsantrasyonlar 

(mg/mL) 
Alan De�erleri  Ortalama Alan De�erleri 

0,005 

152845 

152985 153125 

152985 

0,010 

304587 

305356 305621 

305861 

0,020 

612452 

612138 611478 

612485 

0,025 

766832 

764379 761784 

764521 

0,030 

917254 

921947 922741 

925848 

0,040 

1223004 

1229356 1241525 

1223541 

Do rusallık verileri incelendi inde çözücü ortamında Folik asit kalibrasyon 

grafi inde, R2 1,0000 `eklinde bulunmu`tur. Bu de erin do rusallı ın kabul 

kriteleri olan (R2) ≥ 0.999 ko`ulunu sa lamaktadır. 

4.2.3 Çalı`ma Aralı�ı Parametresine Ait Bulgular 

Çalı`ma aralı ı Yöntem3.2.2.49de anlatıldı ı gibi çalı`ılmı`tır. Çözücü 

ortmaında %10 ve %160 konsantrasyonda altı adet verilen enjeksiyonların alanları 

y = 30763874,0000x - 2190,1033

R² = 1,0000
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ve pik alanları arasındaki Rss de erlerinin %29den fazla olup olmadı ı 

de erlendirilerek sonuçlar Tablo 4-299de verilmektedir.  

Tablo 4-29 Çalı`ma aralı ı parametresine ait bulgular 

 %10      

  (0.025 mg/mL)  

%160  

(0.040mg/mL)  

1.enjeksiyon 152845 1223004 

2.enjeksiyon 153125 1241525 

3.enjeksiyon 152985 1223541 

4.enjeksiyon 153256 1234548 

5.enjeksiyon 152368 1234521 

6.enjeksiyon 152988 1225242 

ort 152927,8 1230396,8 

ss 307,8 7567,1 

%Rss 0,2 0,6 

Çalı`ma aralı ı parametresinde Folik asit9in çözücü ortamında %10 ve %160 

konsantrasyonlarda hazırlanarak verilen enjeksiyonlara ait alanlar arasındaki %Rss 

de erlendirildi inde kabul kriteri olan %Rss Â 2 sa lanmı`tır. 

4.2.4  Gözlenebilirlik (LOD) ve Ölçme Sınırı (LOQ) 

Folik asit maddesine ait LOQ ve LOD de erleri yöntem 3.2.2.59de anlatıldı ı 

`ekilde çalı`mı`tır. Elde edilen sonuçlar Tablo 4-309da verilmektedir.  

Tablo 4-30 Folik Asit LOD ve LOQ de erlerine ait bulgular 

 Çözücü Ortamı 
LOD (mg/mL) 0,000070 

LOQ (mg/mL) 0,000213 

4.2.5 Do�ruluk Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.69da anlatıldı ı ̀ ekilde çalı`ılmı`tır. Folik Asit için %80, %100 

ve %120 konsantrasyonlarında bulunan do ruluk parametresi sonuçları Tablo 4-

319da verilmektedir.  
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Tablo 4-31 Folik Asit do ruluk parametresine ait bulgular 

% 

Konsantrasyon 

Değerleri 

Tartım 

miktarları  

(mg) 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Deneysel 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım 

(%) 

Ortalama 

(%) 

Standart 

Sapma 

Rss 

(%) 

80 

4,032 0,020 0,0204 101,1 

101,0 0,4 0,4 4,055 0,020 0,0205 101,2 

4,121 0,020 0,0207 100,4 

100 

5,025 0,025 0,0251 100,0 

100,0 0,5 0,5 5,012 0,025 0,0249 99,5 

5,022 0,025 0,0252 100,5 

120 

6,014 0,030 0,0304 101,1 

100,3 0,7 0,7 6,020 0,030 0,0302 100,2 

6,110 0,030 0,0304 99,7 

Folik asit için, do ruluk parametresinde hazırlanan her bir örnekte % geri 

kazanım ve enjeksiyonlar arası %Rss hesaplanmı`tır. Çözücü ortamında Folik asit 

pikine ait bulunan tüm geri kazanım verileri %98,0- %102,0 arasında olup, %Rss 

de erleride %29den küçük bulunarak, tüm veriler kabul kriterlerini sa lamaktadır. 

4.2.6 Kesinlik Parametresine Ait Bulgular 

4.2.6.1 Sistem Kesinli�i Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.79de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Çözücü ortamında verilen 

altı enjeksiyon sonucunda alan de erleri, alan de erleri arasındaki %Rss ve 

alıkonma zamanları Tablo 4-329de verilmektedir. 

Tablo 4-32 Folik asit sistem kesinli ine ait bulgular 

 Alan De�erleri Alıkonma Zamanı (dk.) 

1.enjeksiyon 765249 4,4 

2.enjeksiyon 775489 4,3 

3.enjeksiyon 754512 4,4 

4.enjeksiyon 756984 4,4 

5.enjeksiyon 768547 4,4 

6.enjeksiyon 774587 4,3 

Ort 765894,7 4,4 

SS 8763,8 0,05 

%Rss 1,1 1,2 



99 

 

 

 

Sistem kesinli i parametresinde, çözücü ortamında ard arda yapılan 

enjeksiyonlar sonucu elde edilen alanlar ve alıkonma zamanları 

de erlendirildi inde, %Rss de erleri %29den küçük bulunarak kabul kriterini 

sa ladı ı gösterilmektedir. 

4.2.6.2 Tekrarlanabilirlik Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.79de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Folik asit9e ait altı farklı 

numune enjeksiyon alanları arasındaki uyum ve her bir numunedeki Folik asit 

%miktarlarına ait elde edilen sonuçlar Tablo 4-339de verilmektedir.  

Tablo 4-33 Folik asit tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 787422 98,8 
98,6 

1.2 784458 98,4 

2.1 795585 101,2 
100,2 

2.2 778586 99,1 

3.1 755665 96,9 
98,4 

3.2 778544 99,9 

4.1 785844 98,1 
98,6 

4.2 795325 99,2 

5.1 778445 98,4 
99,0 

5.2 788555 99,7 

6.1 779588 99,3 
99,1 

6.2 775899 98,8 

  ORT  99,0 

   SS  0,6 

%Rss  0,6 

Tablo 4-34 Folik Asit9in tekrarlanabilirlik parametresinde standart alan ve %uyum 

de erler 

Standart Çözelti Alan (Analiz Ba`langıcı) 774199,0 

784558,0 

Standart Çözelti Alan (Analiz Sonu) 774563,0 

785444,0 

Analiz Ba`langıcında %Uyum 99,8 

Analiz Sonunda %Uyum 99,4 

Tekrarlanabilirlik parametresinde, çalı`ılan çözücü ortamında verilen 

enjeksiyonlar sonucunun Folik asit pikine ait numune alanlarının birbiri içerisindeki 

%Rss de eri %29nin altında olup, analiz ba`langıcında ve sonunda verilen standart 
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çözelti enjeksiyonlarının birbiriyle uyumu kontrole edilip, sonuçlar %98-%102 

arasında bulunmu`tur. 

4.2.6.3 Laboratuvar 1çi Kesinlik Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.79de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. 1.cihaz ve 2.cihaz için 

farklı günlerde hazırlanan Folik asit maddesi için numuneler üzerindeki laboratuvar 

varyasyonlarının sonuçları de erlendirilmi` ve %fark olarak sonucu Tablo 4-35 ve 

Tablo 4-369de verilmektedir.  

Tablo 4-35. Folik asit laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-1 

Numune 

Enjeksiyon 

Sayısı 
Alan De�erleri % Miktar %Ortalama Miktar 

1.1 788555 100,3 
99,5 

1.2 776644 98,8 

2.1 776963 99,1 
98,7 

2.2 771346 98,4 

3.1 783436 99,9 
99,3 

3.2 773169 98,6 

4.1 782122 99,7 
100,7 

4.2 796634 101,6 

5.1 794553 99,8 
98,7 

5.2 776455 97,6 

6.1 778548 98,6 
98,4 

6.2 775466 98,2 

  ORT  99,2 

   SS  0,8 

%Rss  0,8 

Tablo 4-36 Folik asit laboratuvar içi kesinlik parametresine ait bulgular-2 

Numune 

Sayısı 
Cihaz I / Gün I (Tekrarlanabilirlik 

De�erleri) Cihaz II /Gün II 

1 98,8 100,3 

2 98,4 98,8 

3 101,2 99,1 

4 99,1 98,4 

5 96,9 99,9 

6 99,9 98,6 

Ortalama 99,0 99,7 

SS 0,6 0,8 

%Rss 0,6 0,8 

% Fark                                                                          0,7 

Laboratuvar içi kesinlik parametresinde, farklı günlerde ve farklı cihazlarda 

tekrarlanan çalı`ma sonuçlarının birbiri içerisindeki yakınlık derecesini ifade eden 
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Folik asit numunelerine ait %fark de eri hesaplandı. Folik asit çözücü ortamında 

%fark de eri %29den küçük bulunarak kabul kriteri %fark Â 2.0 de erini sa ladı ı 

gösterilmektedir. Bulunan sonuç, bu ko`ullarda hazırlanan IXA çözeltisinin bir 

ba`ka cihaz ve bir ba`ka analist tarafındanda çalı`ılabilece i gösterilmektedir.  

4.2.7 Dayanıklılık Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.89de anlatıldı ı `ekilde anlatılmı`tır. Folik asit için her bir 

de i`en parametreye kar`ılık numunelerin %miktar, %Rss ve % fark 

de erlendirilmi`tir. Ayrıca alıkonma zamanları, kuyruklanma faktörleri de Tablo 4-

379de verilmektedir.  

Tablo 4-37 Folik asit dayanıklılık parametresine ait bulgular 

Parametre % Miktar %Rss % Fark 
Alıkonma 
Zamanı 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Normal çalı`ma ko`ulları 100,8 0,2 - 4,4 1,0 

Akı` hızı 0,9 mL/dk 101,4 0,3 0,5 5,3 1,1 

Akı` hızı 1,1 mL/dk 100,4 1,2 0,5 3,4 1,0 

Kolon Sıcaklı�ı 20oC 101,5 0,4 0,6 4,4 1,1 

Kolon Sıcaklı�ı 30oC 100,5 0,2 0,3 4,5 1,1 

Dayanıklılık parametresinde, Folik asit için normal ko`ullara kar`ılık çalı`ılan 

tüm ko`ullarda, kabul kriterleri olan kuyruklanma faktörü Â2,0 ve %fark Â2,0 

de erini sa layıp sa lamadı ı de erlendirilmi`tir. Bulunan tüm sonuçlar kabul 

kriterleri aralı ında bulunmaktadır. 

4.2.8 Çözelti Stabilitesi Parametresine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.2.99da anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Folik asit standart ve 

numunesine ait belirli saatlerde enjekte edilen enjeksiyonlardan elde edilen alanlar 

ve 0.zamana göre %fark de erleri Tablo 4-389de verilmektedir. 
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Tablo 4-38 Folik asit standart çözelti stabilitesine ait bulgular 

Zaman (Saat) Alan De�eri  % Fark  

Ba`langıç zamanı 778589 - 

2.  784457 0,8 

4.  778566 0,0 

6.  785312 0,9 

8.  783369 0,6 

12. 774133 0,6 

24. 785563 0,9 

36. 782214 0,5 

48. 775563 0,4 

Tablo 4-39 Folik asit numune çözelti stabilitesine ait bulgular 

Zaman (Saat) Alan De�eri % Fark 

Ba`langıç zamanı 785563 - 

2. 795563 1,3 

4.  778558 0,9 

6.  785455 0,0 

8.  795563 1,3 

12. 774114 1,5 

24. 785569 0,0 

36. 775441 1,3 

48. 775685 1,3 

Folik asit9in çözelti stabilitesi de erlendirildi inde, çözücü ortamında Folik 

asit çözeltileri 48 saat boyunca stabil oldu u, ba`langıç enjeksiyon ile 48 saat 

boyunca alınan enjesiyon alanları arasındaki % fark9ın 29den küçük bulunması 

nedeni ile kabul kriterleri sa lanmaktadır.   

4.3 In-vitro Karakterizasyon Çalı`malarına Ait Bulgular 

In-vitro karakterizasyon çalı`maları kapsamında, IXA yüklü FACS NP, 

FAALG NP ve FACS-FAALG blend NP sistemleri ba`arılı bir `ekilde hazırlanmı` 

ve FTIR, 1H-NMR, XRD, SEM, TEM yöntemleri kullanılarak NP sisteminlerine 

ait kimyasal, morfolojik ve termal özellikleri incelenmi`tir. Tez çalı`masının sentez 

basamalarının, ilk a`amasında polimerlerin (CS, ALG) FA ile modifikasyonu, 

ikinci a`amada FACS ve FAALG moleküllerinin NP9lerinin hazırlanması, üçüncü 

a`amada ise IXA etkin maddesinin hazırlanan NP9lere yüklenmesi ve son a`amada 

IXA yüklü FACS-FAALG nanopartikül blend sisteminin elde edilmesi olarak 
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özetlenebilir. Hazırlanan NP9lere ait partikül boyutları ve zeta potansiyelleri 

incelenmi`tir. Yapılan tüm karakterizasyon çalı`malarına ait bulgular _ekil 4.8  – 

4.45 arasında ve Tablo 4-40 – 4-46 arasında verilmektedir.  

4.3.1 Fourier Dönü`ümlü Kızılötesi (FTIR) Spektroskopisi Bulguları 

Yöntem 3.2.6.19de anlatıldı ı `ekilde folik asit ile modifiye edilerek 

sentezlenen FACS, yöntem 3.2.39de anlatıldı ı `ekilde hazırlanan aljinik asit, folik 

asit ile modifiye edilerek sentezlenen FAALG moleküllerine ait reaksiyon 

tepkimeleri _ekil 4.8 ve _ekil 129de, FTIR spektrumları ise, _ekil 4.8, _ekil 4.9 ve 

_ekil 4.109da verilmektedir.  

                                                      

_ekil 4.8 FA-CS Konjugasyonu 
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_ekil 4.9 Folik asit, Kitosan ve FACS molekülüne ait FTIR spektrumları 

_ekil 4.99daki FA9e ait karakteristik pikler 3541, 3414, 3319, 2957, 2922, 

1688, 1636, 1605, 1481 ve 1412 cm-1 8de gözlemlenmektedir. 3600- 3000 cm-1 

arasında görünen pikler hidroksil (-OH) gerilmesine ve N-H gerilmesinden 

kaynaklanmaktadır. Spesifik C=O gerilmesini 1688 cm-19de, C=C gerilmesi ise, 

1605 cm-19de bulunan piklere atfedilmektedir. Ayrıca 839 cm-1 keskin pik benzen 

halkasına ait gerilme pikini göstermektedir  (P. Li et al., 2011; Vikas et al., 2021). 

Kitosan spektrumunda, 3350 cm-19deki pik N-H gerilme titre`imini, 2922 cm-1 ve 

2844 cm-1 C-H gerilme titre`iminin fonksiyonel gruplarının varlı ını ortaya 

koymaktadır (Depan et al., 2011). 1647, 1553 ve 1310 cm-19deki pikler ise, 

kitosanın karakteristik özelli ini yansıtmaktadır. Ayrıca 1150cm-1 de uzanan C-O 

gerilmesi, 1057 cm-19de uzanan ise C-O-C gerilme titre`imlerini göstermektedir. 

Kitosana ait 644 cm-19deki pik ise, piranozid halkasına ait gerilmeyi yansıtmaktadır  

(Ji et al., 2012). FA9in CS9ye ba`arılı bir `ekilde konjugasyonu, hem CS9ye hem de 

FA9e ait karakteristik bantların varlı ının FA-CS spektrumunda görülmesiyle 

do rulanmaktadır. CS9de yer alan 1553m-1 ve 1647 cm-1 de amid bantlarının FA-

CS spektrumunda 1553 cm-19dki bantın kaybolup, 1647 cm-19deki bantın ise, 1661 

cm-19 e kaydı ı görülmektedir. Ayrıca FA ve CS arasında geli`en hidrojen ba ı 

nedeniyle 3283 cm-19de bant geni`lemi`tir. FTIR analizi sonuçları, FA9in –COOH 

grubuyla CS9nın –NH2 grubu arasındaki konjugasyonun ba`arılı oldu u 

kanıtlanmaktadır (Ji et al., 2012; Vikas et al., 2021). 
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_ekil 4.10 Sodyum Aljinat polimerinden Aljinik asit eldesi 

 

_ekil 4.11 Aljinat ve Aljinik Asit9e ait FTIR spektrumları 

Aljinat ve Aljinik asit spektrumu incelendi inde, Aljinata ait O-H ba larının 

gerilmeleri 3600-3000cm-19de gözlenirken, C-H9nin dü`ük `iddetli gerilme piki, 

2925 cm-19de gözlemlenmi`tir. Karboksilat tuzu gruplarının asimetrik ve simetrik 

gerilme pikleri sırasıyla, 1629 ve 1400cm-19de gözlemlenmi`tir. Aljinik asit 

spektrumunda görülen ise, 1741 cm-1 deki bant  –COOH gerilmesine 

atfedilmektedir (Taha et al., 2005). 3461 cm−1 bant, aljinik asitteki –OH ba larını 

gösterirken, 2923 cm−1 bant ise, C–H gerilme bantlarını göstermektedir (Hamouda 

et al.,2021; Rosu et al., 2009).  
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_ekil 4.12 FA-ALG Konjugasyonu 

 

                                      

_ekil 4.13 Folik Asit, Aljinat ve FAALG molekülüne ait FTIR spektrumları 

_ekil 4.139de saf FA9in spektrumu incelendi inde –OH ve NH– gruplarına 

ait pik gerilmeleri sırasıyla 3550 cm-1 ve 3300 cm-1 gerilmeleri görülmektedir. 

Ayrıca 1690 cm-1 ve 1603 cm-19deki pikler C=O ve N–H gerilmelerine kar`ılık 

gelmektedir. Aljinat spektrumu incelendi inde, spesifik, hidroksil grubu 3300 cm-

1'de ve –COO ba ının gerilmesi ise 1600 cm-1'de görülmektedir. FAALG 

molekülüne ait FTIR spektrumunda, 1727 cm-1 ester-karbonil (C=O) gerilme 
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titre`imlerini, 1188 cm-1 C-O-C gerilme titre`imlerini ortaya koymaktadır. FA ve 

ALG9ın spesifik gruplarına ait pikler FAALG FTIR spektrumunda net bir `ekilde 

görülmü` olması, FAALG molekülünün ba`arılı bir `ekilde sentezlendi ini ortaya 

konmu`tur (Sarmento et al., 2006; Sinha et al., 2006; Zhang et al., 2008). 

Yöntem 3.2.6.19de anlatıldı ı `ekilde hazırlanan FACS NP ve IXA yüklü 

NP9lere ait FTIR spektrumları sırasıyla _ekil 4.14, _ekil 4.15 ve _ekil 4.169de 

verilmektedir.  

 

_ekil 4.14 IXA, FACS NP ve IXA yüklü FACS NP ait FTIR spektrumları

 

               _ekil 4.15 IXA, FAALG NP ve IXA yüklü FACS NP9lerine ait FTIR spektrumları 
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 IXA etkin maddesinin FTIR spektrumu incelendi inde, kimyasal yapısındaki 

fonksiyonel gruplarına ait olan pikler gözlemlenmi`tir. Karakteristik pikler 

de erlendirildi inde, 3600-3200 cm-1 hidroksil grubuna ait yayvan pik, molekül 

arası hidrojen ba larından kaynaklanmaktadır. 2972 cm-1 dalga sayısındaki C-H 

olarak atfedilebilir. IXA yüklü FACS NP ve FAALG NP ile yüklü olmayan NP9lere 

ait FTIR spektrumları benzerdir (Siafaka et al., 2015). 

                       

_ekil 4.16 IXA, Blend NP ve IXA yüklü Blend NP ait FTIR spektrumları 

_ekil 4.16 incelendi i, IXA yüklü FACS-FAALG blend NP ve FACS-

FAALG blend NP9in FTIR spektrumları incelendi inde, FACS 1628 cm-1'deki 

bandı FAALG ile reaksiyondan sonra 1539 cm-1'e kayıp geni`ledi ini, 3600-3200 

cm-1 aralı ında -OH ve -NH2'nin gruplarına ait piklerin üst üstte çakı`tı ı 

görülmektedir. Bu sonuçlarla, FACS/FAALG blend NP9lerinde FAALG9nin 

karbosilik grubuyla FACS9deki amonyum gruplarının etkile`im gösterdi i 

kanıtlanmı`tır (A. Wang et al., 2015). 
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4.3.2 Proton Nükleer Manyetik Rezonans (1H-NMR) Analiz Bulguları 

Folik asit ile modifiye edilerek sentezlenen yeni polimerik FACS ve FAALG 

moleküllerine ait yapıların aydınlatılabilmesi için alınan 1H spektrumları _ekil 4.17 

ve _ekil 189de verilmektedir.  

 

_ekil 4.17 FACS molekülüne ait 1H NMR spektrumu 

FACS molekülünün ait 1H NMR spektrumu incelendi inde, _ekil 4.179de 

görülen 6,2 ve 8,0 ppm arasındaki sinyaller, folik asidin aromatik protonlarına 

kar`ılık gelirken, 2,0 ppm'deki sinyal, amidin yanındaki karbon atomuna ba lı 

gelen protonlara kar`ılık gelir. Ayrıca kitosana ait `eker halkasındaki karbon 

atomlarına ba lı protonlara 5,0, 3,20, 2,90 ve 2,5 ppm9deki tepe noktaları kar`ılık 

gelir. Tespit edilen tüm tepe noktaları literatürlerle kar`ıla`tırıldı ında uyumlu 

bulundu. Sonuç olarak 1H-NMR spektrumu, CS polimeri, FA ile ba`arılı bir `ekilde 

modifiye edilerek sentezlendi ini göstermektedir (P. Li et al., 2011; C. Yang et al., 

2014).  
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_ekil 4.18 FAALG molekülüne ait 1H NMR spektrumu 

FAALG molekülüne ait 1H NMR spektrumu incelendi inde, 8.5 ve 7.6 

ppm9deki tepeler Folik asit9in pterin halkasına atfedilirken, 7.5, 6.7 ve 6.6 ppm9deki 

tepeler ise, Folik asit9in aromatik protonlarına kar`ılık gelmektedir. Ayrıca 4.0 ile 

5.0 ppm arasında görülen tepelerin ise aljinatın temel yapısına atfedilir. Tüm bu 

veriler, Aljinatın Folik asit ile ba`arılı bir `ekilde modifiye edilerek sentezlendi ini 

göstermektedir (S. Lee ve Lee, 2020).  

4.3.3 X-I`ını Difraksiyon Spektroskopisi (XRD) Analiz Bulguları 

Yöntem 3.2.6.39de anlatıldı ı gibi XRD analizi gerçekle`mi`tir. FA, CS, 

ALG, FACS ve FAALG moleküllerine ait XRD spektrumları _ekil 4-19, _ekil 4-

20 ve _ekil 4-219de verilmektedir.  
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_ekil 4.19 FA9e ait XRD spektrumu 

 

_ekil 4.20 FACS molekülüne ait XRD spektrumu 

Kitosana ait iki spesifik kristalin tepe noktalarını 2θ açısıyla 10,8o ve 20,0o 

gösterildi. FA9de ise birden fazla kristalin tepe noktaları gözlemlenmektedir. FA-

CS spektrumunda ise, 10,8o 8deki kaybolması ve 22,0o9de tepe nokta kaymasının 

ortaya çıkması ise, FA9e ait karbosilik grubunun CS9nin NH2 grubuna ba lanması 

`eklinde açıklanmaktadır (Ali et al., 2018; Aziz et al., 2019; Geethakumari et al., 

2022). 
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_ekil 4.21 FAALG molekülüne ait XRD spektrumu 

_ekil 4.219de verilen FAALG molekülüne ait XRD spektrumu incelendi inde 

ALG-TBA9nın 8o tepe nokta kayması sonucunda 6o9da gözlemlenmesi, ayrıca 

ALG-TBA spektrumunda bazı tepe noktalarının kaybolarak FAALG farklı tepe 

noktalarının olu`ması yapının kristalli inin yapısının azaldı ını ve amorf yapı 

özelli inin arttı ı `eklinde açıklanabilmektedir (Abbasi et al., 2023). 

4.3.4 Termogravimetrik Analiz (TGA) Bulguları 

FACS NP9e ait TG ve DTG termogramları _ekil 4-22 ve _ekil 4-239de 

verilmektedir.  

 

_ekil 4.22 FACS NP ve IXA yüklü FACS NP9üne ait TGA 
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_ekil 4.23 FACS NP ve IXA yüklü FACS NP9üne ait DTG 

FACS NP9e ait TG ve DTG termogramları incelendi inde bozunmanın 2 

a`amada gerçekle`ti i ve 600 °C'de %66 kalıntı kaldı ı görülmektedir. 1lk a ırlık 

kaybı 45 ile 120 °C arasında olup örnek içerisindeki nemin uzakla`masından 

kaynaklanmaktadır. 190oC ile yakla`ık 450oC aralı ında gerçekle`en ikinci 

bozunma adımı ana polimer zincirine ait olan bozunmayı göstermektedir. 1kinci 

bozunma adımı için Tmax de eri 257 °C olarak kaydedilmi`tir. Elde edilen veriler 

Nguyen ve arkada`ları tarafından gerçekle`tirilen pluronik P123-graft kitosan-folat 

(CP-FA) bile`enine ait TGA verileri ile benzerlik göstermektedir (V. T. Nguyen et 

al., 2019). IXA/FACS NP9e ait TG ve DTG termogramları incelendi inde ise, 

FACS NP9e benzer ısısal davranı`a sahip oldu u gözlemlendi. 600oC9de FACS NP 

ve IXA/FACS NP için arta kalan madde miktarı yakla`ık %66 olarak 

kaydedilmi`tir.  

FAALG NP ve IXA/FAALG NP ait TG ve DTG termogramları _ekil 4-24 ve 

_ekil 4-259de verilmektedir.  
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_ekil 4.24 FAALG NP ve IXA yüklü FAALG NP9üne ait TGA 

 

_ekil 4.25 FAALG NP ve IXA yüklü FAALG NP9üne ait DTG 

FAALG NP ve IXA/FAALG NP ait termogramlar incelendi inde termal 

açıdan her iki nanopartikülün 0 ile 600oC aralı ında benzer davranı` sergiledi i 

görülmektedir. Nanopartiküller 4 a`amada bozunmaya u ramakta ve 600 °C'de 

%80 kalıntı bırakmaktadır. 1lk a ırlık kaybı 60 ile 120 °C arasında olup örnek 

içerisindeki nemin uzakla`masından kaynaklandı ı dü`ünülmektedir. 204 ile 324°C 

arasında gerçekle`en ikinci a`amada, artan sıcaklık ile biyopolimerler arasındaki 

ba ların kırılmaya ba`ladı ı, konformasyon de i`ikliklerinin oldu u ve polimer 

zincirlerinin kırılmasının meydana geldi i dü`ünülmektedir (Camacho et al., 2019). 

1kinci bozunma adımı için Tmax de eri 259 °C olarak kaydedilmi`tir. Üçüncü 

bozunma 344 ile 439°C'de, kalan kütlenin çok yava` bozundu unu göstermektedir 

(Kaidi et al., 2022). Üçüncü bozunma adımı için Tmax de eri 399 °C olarak 
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kaydedilmi`tir. 4. basamak ise çok yava` bozunma hızından 444 ile 494 °C sıcaklık 

aralı ında ve 469 °C maksimum bozunma sıcaklı ında gerçekle`mektedir.  

 

_ekil 4.26 FACS-FAALG blend NP ve IXA yüklü FACS-FAALG belnd NP9üne ait TGA 

termogramları 

 

_ekil 4.27 FACS-FAALG blend NP ve IXA yüklü FACS-FAALG blend NP9üne ait DTG 

termogramları 

FACS-FAALG blend NP9e ait TG ve DTG termogramları _ekil 4-26 ve _ekil 

4-279de verilmektedir. FACS-FAALG blend NP ve IXA/FACS-FAALG blend 

NP9lere ait TG ve DTG termogramları incelendi inde nanopartiküllerin 2 ana 

basamakta bozundu u görülmektedir. 1lk bozunma, 50 ile 115 °C arasında olup 

örnek içerisindeki suyun uzakla`masından kaynaklanmaktadır. 1kinci bozunma 

adımı 200 °C9de ba`layarak FACS-FAALG blend NP için yakala`ık 335 °C9de 
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(%58) IXA/FACS-FAALG blend NP için ise 380oC9de (%63)son bulmaktadır. Bu 

adımda blend NP yapısında bulunan kitosan iskeleti, sakkarit halkalarının 

dehidrasyon süreciyle ili`kili iki kütle kaybı gösterirken (Furuya et al., 2017), 

aljinat için ise, alginik asit ve türevlerinin sakkarit halkaları ve makromolekül 

zincirleri de dahil olmak üzere karma`ık parçalanma süreçlerinden 

kaynaklanabilmektedir (Elbayomi et al., 2021). Her iki nanopartikülün çok dü`ük 

oranda 350 °C9nin üzerinde çok yava` bozunma hızına sahip 2 adet bozunma 

basama ı oldu u görülmektedir.  600 °C'de FACS-FAALG NP için %44 ve 

IXA/FACS-FAALG NP9leri için ise %51 kalıntı kalmı`tır. 

4.3.5 Partikül Boyutu, Polidispersite 1ndeksi ve Zeta Potansiyel De�erlerine 

ait Bulgular 

Yöntem 3.2.6.49de anlatıldı ı gibi çalı`ılmı`tır. IXA yüklü FACS, FAALG 

ve FACS-FAALG blend nanopartiküllerinin boyutları ve zeta potansiyel de erleri 

_ekil 4.28, _ekil 4.29, _ekil 4.30 ve polidispersite indekslerine ait sonuçlar ise 

Tablo 4-409de verilmektedir.  

  

_ekil 4.28 IXA yüklü FACS NP9lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel de eri sonucu 
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_ekil 4.29 IXA yüklü FAALG NP9lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel de eri sonucu 

  

_ekil 4.30 IXA yüklü FACS-FAALG blend NP9lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel 

de eri sonucu 

Tablo 4-40 Nanopartiküllere ait boyut, zeta potansiyeli ve polidispersite de erleri 

1sim Boyut (nm) Zeta 

Potansiyeli(mV) 

Polidispersite 

De�erleri 
IXA-FACS NP 154,6±10,9 27,4±5,4 0,5277 ± 0,16 

IXA-FAALG NP 157,6±4,4 -23,8±7,2 0,4825 ± 0,12 

IXA/FACS-FAALG NP 218,17±6,9 -24,1±12,0 0,5161 ± 0,03 

Li ve arkada`larının yapmı` oldukları çalı`mada FACS NP9lerinin boyutunu 

100 nm bulurken, Wang ve arkada`ları ise, FACS NP9lerin boyutunun 161-180 nm 

arası de i`ti ini, Lee ve Lee9nin yapmı` oldukları FA-ALG NP boyutlarının ise, 

100-400 nm arasında de i`ti ini bildirmi`lerdir. NP9lerin boyutları FACS-NP, 
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FAALG NP ve FACS-FAALG NP için sırasıyla 138,8 ± 7,8, 147,1 ± 7,6, 210,4 ± 

10,1 bulunurken, IXA yüklü FACS NP, IXA yüklü FAALG NP ve IXA/FACS-

FAALG blend NP boyutları sırasıyla 154,63 ±10,9, 157,6 ±4,4 ve 218,17±2,9 nm 

`eklinde bulunmu`tur.  

Zeta potansiyelleri, yüklü parçacıklar arasındaki elektrostatik itme veya 

çekim derecesini yansıtan parçacıkların net yükü olarak tanımlanmaktadır (Warsito 

vd., 2020). Ayrıca zeta potansiyeli, kolloidal yapıların ne kadar kararlı olduklarını 

ortaya koymaktadır (Teeranachaideekul et al., 2007). Hazırlanan IXA/FACS NP, 

IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP9lerin zeta potansiyelleri 

sırasıyla 27,4±5,4, -23,8±7,2 ve -24,1±12,0 olarak bulunmu`tur. FACS NP9ünün 

pozitif zeta potansiyeline sahip olması kitosanın NH2 grubu üzerindeki NH3
+

 pozitif 

yüküne atfedilmektedir (Zhang et al., 2004). FAALG NP lerin negatif zeta 

potansiyeline sahip olması ise, NP yüzeyinde iyonize karboksil gruplarının 

varlı ına atfedilmektedir (El-Houssiny et al., 2017). IXA/FACS-FAALG blend NP 

zeta potansiyelinin negatif olması ise, blend sisteminde ALG miktarı %80 iken CS 

miktarı %20 olmasından kaynaklanmaktadır. 

Polidispersite indeksi (PDI), parçacık boyut da ılımını gösteren bir 

parametredir.  PDI de eriÃ0,7 olması, formülasyonun parçacık boyut da ılımının 

DLS yöntemiyle analiz edilmeye uygun olmadı ını göstermektedir (Danaei et al., 

2018). Tablo 4.409da görüldü ü gibi hazırlanan tüm NP sistemlerinin PDI 

de erlerinin Â0,7 bulunması parçacık boyutlarının homojen oldu unu göstermekte 

olup, sonuçlarımız literatürle uyumludur. 

4.3.6 Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) Analizine ait Bulgular 

IXA etkin maddesi yüklü FACS, FAALG ve FACS/FAALG 

nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri _ekil 4-319de verilmektedir. Hazırlanan 

tüm nanopartikül sistemlerin SEM görüntülerinde, homojen boyut da ılımı ve 

küresel morfolojiye sahip oldukları gösterilmi`tir. Ayrıca, DLS yöntemiyle bulunan 

boyut sonuçları ile SEM boyut sonuçları birbirleri ile uyumlu oldukları 
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bulunmu`tur. Literatürde verilen çalı`ma sonuçlarıyla elde edilen veriler 

uyumludur (Ahmad et al., 2023).  

                                                                                

                          (A)                                                             (B) 

 

(C) 

_ekil 4.31 IXA/FACS NP (A), IXA/FAALG (B) ve IXA/FACS-FAALG blend (C) 

NP9lerine ait SEM görüntüleri 

4.3.7 Geçirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizine ait Bulgular 

IXA etkin maddesi yüklü ve karekterizasyon çalı`maları sonucunda nihai 

formülasyon olarak seçilen IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve 

IXA/FACS/FAALG blend nanopartiküllerine ait TEM görüntüleri _ekil 4.329de 

verilmektedir. 
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(A)                                                                 (B) 

       

(C) 

_ekil 4.32 IXA/FACS NP (A), IXA/FAALG NP (B) ve IXA/FACS-FAALG blend 

NP9lerine (C) ait TEM görüntüleri 

Elde edilen TEM görüntüleri SEM ve partikül boyutu analiziyle sonuçlarıyla 

uyumludur.  

4.3.8 Sentezlenen Folik Asit ile Modifiye Edilen Polimere % Ba�lanma 
Verimi, Hazırlanan Nanopartiküllerde Enkapsülasyon Etkinli�i, 

Yükleme Kapasitesine ve Nanopartikül Verimine Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.3 ve 3.2.49de anlatıldı ı gibi sentezlenen FACS ve FAALG 

moleküllerinde, FA9in polimerlere % ba lanma verimleri valide edilen FA HPLC 

metodu ile belirlenmi`tir. Sonuçlar Tablo 4-419de verilmektedir.  
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Tablo 4-41 %Ba lanma verimine ait sonuçlar 

Modifiye Polimerler % Ba�lanma Verimi 

FACS  71,5±2,6 

FAALG 82,8±2,8 

NP9lere yüklenen IXA etkin maddesine ili`kin miktar tayini yöntem 

3.2.6.59de anlatıldı ı `ekilde belirlenmi` ve E`itlik 9, 10 ve 11 kullanılarak 

enkapsülasyon etkinli i, yükleme kapasitesi ve nanoapartikül verimleri 

hesaplanmı`tır. Sonuçlar Tablo 4-429de verilmektedir. 

Tablo 4-42 Nanopartikül sistemlerinin enkapsülasyon verimi, yükleme kapasitesi ve 

nanopartikül sentez verimi sonuçları 

Nanopartikül Sistemler 
Enkapsülasyon 

Verimi (%) 

Yükleme Kapasitesi 
(%) 

Nanaopartikül 
Sentez Verimi 

IXA/FACS NP  51,3±4,6 2,3±1,2 %43,5±3,6 

IXA/FAALG NP 47,6±5,0 3,8±2,2 %40,1±4,2 

IXA/FACS-FAALG Blend 

NP 
53,7±7,7 3,1±0,8 %46,1±3,5 

Nanopartiküllere ilaçların enkapsüle edilmesi, polimerin moleküler a ırlı ı, 

kristalinite ve makromoleküler zincirlerdeki hidrofilik segmentlerin oranı gibi 

çe`itli faktörlerden etkilenebilmektedir (Hu et al., 2013).  Tablo 4-429de hazırlanan 

tüm NP sistemlere ait enkapsülasyon verimi, yükleme kapasitesi ve NP sentez 

verimleri verilmektedir. Sonuçlar incelendi inde FAALG NP9leri FACS NP9lerine 

kıyasla daha az IXA yüklendi i görülmektedir. FA ile modifiye edilen poli(etilen 

glikol)–poli(propylene succinate) (PEG–PPSu) kopolimeriyle hazırlanan NP9lere 

IXA etkin maddesi yüklenerek, enkapsülasyon verimi %38,80 ve yükleme 

kapasitesi %3,53 olarak bulunmu`tur (Siafaka et al., 2015). Elde etti imiz 

sonuçlarla, literatürlere kıyasla daha yüksek enkapsülasyon veriminin sa landı ı 

görülmekteyken, yükleme kapasiteleri de çok benzer bulunmu`tur. 

4.3.9 In-Vitro Salım Çalı`malarına Ait Bulgular 

pH 5,5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarında IXA, IXA/FACS NP, IXA/FAALG 

NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP9lerine ait sonuçlar Tablo 4-43, Tablo 4-44 ve 

4-459de, in-vitro salım grafikleri ise, _ekil 4.33, _ekil 4.34 ve _ekil 4.359de 
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verilmektedir (n=3). Salım çalı`masının sonlandırıldı ında diyaliz membran 

içerisindeki IXA miktarına ait sonuçlar ise, Tablo 4-46 8da verilmektedir. Ayrıca 

nanopartikül sistemlerin salım kinetiklerinin modellere uyumlulu u hesaplanmı` ve 

IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend nanopartiküllere 

ait sonuçlar Tablo 4-469da verilmektedir.  

Tablo 4-43 pH 5,5 Tampon ortamında in-vitro salım sonuçları (n=3) 

Zaman         

(saat)  
% IXA±SS 

% IXA/FACS 

NP±SS 

% IXA/FAALG 

NP±SS 

% IXA/FACS-

FAALG blend 

NP±SS 

0,5 6,4 ± 1,0 21,6 ± 2,4 23,4 ± 3,0 10,3 ± 1,8 

1 9,0 ± 1,3 23,3 ± 2,8 25,2 ± 3,1 12,1 ± 2,0 

2 11,2 ± 2,0 24,1 ± 3,0  26,3 ± 2,6 15,2 ± 2,0 

4 13,0 ± 2,0 28,2 ± 2,8 28,2 ± 2,7 17,3 ± 2,0 

6 15,4 ± 1,8 32,3 ± 2,1 31,2 ± 1,9 20,6 ± 2,3 

8 18,7 ± 1,5 37,3 ± 2,1 35,3 ± 2,9 28,4 ± 2,4 

12 23,0 ± 1,4 50,9 ± 2,3 42,4 ± 2,6 42,2 ± 2,1 

24 24,9 ± 2,0 58,9 ± 1,7 55,2 ± 2,8 62,3 ± 2,1 

30 26,3 ± 1,1 64,0 ± 3,0 60,9 ± 1,2 76,3 ± 2,2 

48 27,0 ± 2,0 67,9 ± 3,3 74,6 ± 1,8 81,9 ± 2,9 

72 27,8 ± 2,1 75,5 ± 1,8 74,8 ± 1,5 85,0 ± 2,4 

 

 

_ekil 4.33 pH 5,5 Ortamında in-vitro salım grafi i 
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Tablo 4-44 pH 6,5 Tampon ortamında in-vitro salım sonuçları (n=3) 

Zaman        

(saat)  
% IXA±SS 

% IXA/FACS 

NP±SS 

% IXA/FAALG 

NP±SS 

% IXA/FACS-

FAALG blend 

NP±SS 

0,5 6,67 ± 1,3 17,5 ± 2,2 15,7 ± 2,2 10,3 ± 1,9 

1 8,33 ± 1,4 21,0 ± 2,1 18,6 ± 2,2 12,2 ± 2,2 

2 10,50 ± 1,6 22,1 ± 2,1 19,8 ± 2,2 14,4 ± 2,0 

4 12,67 ± 1,3 23,3 ± 2,0 21,8 ± 2,1 16,3 ± 1, 
6 17,53 ± 2,1 24,4 ± 1,8 26,2 ± 2,2 18,3 ± 1,7 

8 21,50 ± 2,3 26,1 ± 1,4 28,1 ± 2,0 22,3 ±  2,2 

12 25,40 ± 1,8 35,9 ± 1,3 34,9 ± 2,0 42,2 ±  2,0 

24 26,70 ± 1,9 50,9 ± 1,6 59,0 ± 1,9 51,9 ± 1,7 

30 27,73 ± 2,0 65,8 ± 1,3 65,1 ± 2,8 60,1 ± 2,0 

48 28,37 ± 2,1 69,9 ± 1,2 68,2 ± 1,4 79,1 ± 1,1 

72 28,90 ± 2,1 71,8 ± 1,5 68,7 ± 2,0 79,9 ± 1,4 

 

 

_ekil 4.34. pH 6,5 ortamında In-vitro salım grafi i 

Tablo 4-45 pH 7,4 Tampon ortamında in-vitro salım sonuçları (n=3) 

Zaman (saat)  % IXA±SS 
% IXA/FACS 

NP±SS 

% IXA/FAALG 

NP±SS 

% IXA/FACS-

FAALG blend 

NP±SS 

0,5 5,17 ±1,0 18,6 ± 1,5 18,5 ± 2,0 11,3 ± 1,3 

1 9,17 ±1,8 20,6 ±1,8 20,2 ± 21,2 13,5 ± 1,1 

2 10,73 ±1,1 22,4 ±1,0 21,7 ± 0,7 16,4 ± 1,4 

4 12,33 ±1,0 25,4 ±0,9 24,7 ± 2,3 20,5 ± 1,1 

6 16,83 ±1,3 27,0 ±0,6 27,6 ± 0,7 25,2 ± 1,5 

8 20,67 ±2,0 29,3 ±1,2 30,0 ± 1,9 28,0 ± 1,3 

12 21,17 ±2,0 36,2 ±1,0 34,2 ± 0,9 32,0 ± 1,8 

24 23,87 ±1,0 56,9 ±0,4 57,1 ± 2,0 56,2 ± 1,2 

30 25,40 ±1,0 63,3 ±1,0 61,6± 1,7 62,0 ± 1,7 

48 26,50 ±1,2 66,0 ±1,4 63,9 ± 1,5 74,0 ± 2,5 

72 27,07 ±1,1 66,8 ±1,6 65,4 ± 2,0 74,0 ± 2,2 
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_ekil 4.35. pH 7,4 ortamında in-vitro salım grafi i 

Tablo 4-46 Tampon ortamlarında diyaliz membran içi miktar tayini sonuçları 

 %IXA (pH 5,5) %IXA (pH 6,5) %IXA (pH 7,4) 

IXA/FACS NP 23,2 27,2 30,1 

IXA/FAALG NP 25,0 30,0 31,5 

IXA/FACS-FAALG NP 13,7 20,0 24,5 

 

Tablo 4-47 pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 Ortamlarında salım kinetik modellere ait sonuçlar 

 R2 De�erleri 
pH 5,5 pH 6,5 pH 7,4 

IXA/FACS NP 

Sıfırıncı Derece 0,8305 0,8609 0,8125 

Birinci Derece 0,7347 0,8045 0,7603 

Higuchi  0,9704 0,9212 0,9254 

Korsmeyer-Peppas 0,9454 0,8872 0,9186 

 

IXA/FAALG NP 

Sıfırıncı Derece 0,8941 0,8052 0,8071 

Birinci Derece 0,8259 0,7451 0,7542 

Higuchi  0,9704 0,9212 0,9235 

Korsmeyer-Peppas 0,9200 0,9258 0,9239 

 

IXA/FACS-

FAALG blend NP 

Sıfırıncı Derece 0,8374 0,8838 0,8613 

Birinci Derece 0,7190 0,7600 0,7448 

Higuchi  0,9704 0,9587 0,9600 

Korsmeyer-Peppas 0,9505 0,9336 0,9712 

Çalı`mamızda, in-vitro salım çalı`maları normal dokuyu taklit etmek için pH 

7,49te, kanserli hücre dokusunun nispeten asidik mikro çevresini taklit etmek için 

pH 6,5 ve kanser hücre içini taklit etmek için pH 5,59te gerçekle`tirilmi`tir. pH 5,5, 

pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarında validasyonu gerçekle`tirilen HPLC metotları ile 

etkin madde IXA9nın miktar tayinleri yapıldı. Yapılan literatür ara`tırması 
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sonucunda 2015 yılında Siafaka ve arkada`ları tarafından yapılan, IXA yüklü NP 

ile ilgili olarak bir çalı`maya ula`ılmaktadır. Çalı`ma, folik asit (FA) 

fonksiyonelle`tirilmi` poli(etilen glikol)-poli(propilen süksinat) (PEG-PPSu) 

kopolimerine dayalı yeni poliester nanopartiküllerinin hazırlanması ve iksabepilon 

(IXA) yüklenmesini içermektedir. Yapılan çalı`mada IXA9nın in-vitro salım 

çalı`ması, dissolüsyon yöntemiyle ve vücut sıvılarının (SBF) inorganik bile`iminde 

gerçekle`tirilmi`tir (Siafaka et al., 2015). Sonuçları inceledi imizde, IXA etkin 

maddesi tek ba`ına tüm salım ortamlarında çözünürlü ü çok dü`ük oldu u 

görülmektedir. IXA etkin maddesinin suda dü`ük çözünürlü ü bilgisiyle de uyumlu 

oldu u gösterilmektedir (Goldstein, Cobham, & Donovan, 2009). 72.saat sonunda 

pH 7,4 salım ortamında IXA/FACS NP %66,8, IXA/FAALG %65,4 ve IXA/FACS-

FAALG NP %74,0 olarak bulundu. pH 6,5 salım ortamında IXA/FACS NP %71,8, 

IXA/FAALG %68,7 ve IXA/FACS-FAALG NP %79,9 bulundu. pH 5,5 salım 

ortamında ise, IXA/FACS NP %75,5, IXA/FAALG %74,8 ve IXA/FACS-FAALG 

NP %85,0 salım ile az miktarda bir artı` gösterdi i görülmektedir. NP sistemlerin 

salım oranları kar`ıla`tırıldı ından IXA etkin maddesinin salım yüzdesinin, salım 

ortamlarının pH de eri dü`tükçe artı` göstermektedir. Salım ortamlarının herhangi 

birinde ön salım (brust salım) gerçekle`memi`tir. 72. Saat sonunda membran içinde 

kalan %IXA miktarları ile %salım sonuçları birbiriyle uyumlu bulunmaktadır.  

1n-vitro salım profilleri kinetik modellere uyumlulu unun incelendi i NP 

sistemlerde en sık kullanılan Sıfırıncı derece, Birinci derece, Higuchi ve 

Korsemeyer-Peppas modelleri IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-

FAALG blend NP sistemlerine uygulanarak analiz edildi (Siafaka et al., 2015). pH 

5,5 tampon ortamında IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG 

blend NP9leri Higuchi kineti ine uyum sa lamı`tır. pH 6,5 tampon ortamında 

IXA/FACS NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP9leri Higuchi kineti ine uyum 

sa larken IXA/FAALG NP ise Korsmeyer-Peppas kineti ine uyum sa lamı`tır. pH 

7,4 tampon ortamında ise, IXA/FACS NP Higuchi, IXA/FACS NP ve IXA/FACS-

FAALG blend NP9leri ise Korsmeyer-Peppas kineti ine uyum sa lamı`tır. Higuchi 

kinetik model, bir ilacın zamana ba lı salımını ifade ederken, etkin madde ilaç 

ta`ıyıcı sisteminin tek boyutta difüzyon gerçekle`ti i prensbine dayanmaktadır 

(Kaur ve Datta, 2014). Korsmeyer-peppas kinetik model, ilaç etkin maddesinin ilaç 
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ta`ıyıcı sistemden salımı hem erozyon hem de difüzyon kontrollü olarak 

gerçekle`ti i prensibine dayanmaktadır.  

4.4 Stabilite Çalı`malarına Ait Sonuçlar 

Hazırlanan NP9lerin 6 ay boyunca stabilite çalı`maları 5 ± 3 °C, 25ºC±2ºC; 

% 60 RH±%5RH ve 40ºC±2ºC; % 75 RH±%5RH ortamlarında çalı`ıldı. IXA etkin 

maddesinin saklama ko`ulu 2-8oC arasında olması nedeniyle ICH tarafından 

belirlenen optimum ko`ullara ek 5±3 oC ko`ulu da eklenerek stabilite çalı`maları 

yürütüldü. Belirtilen zamanlarda NP9lerin partikül boyutu, PDI ve zeta potansiyel 

takibi yapıldı. IXA/FACS NP9üne ait stabilite çalı`masının bulguları Tablo 4-

489de, IXA/FAALG NP9üne ait stabilite çalı`masının bulguları Tablo 4-499da ve 

IXA/FACS-FAALG blend NP9üne ait stabilite çalı`masının bulguları ise, Tablo 4-

509de verilmektedir. 
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Tablo 4-48 IXA/FACS NP9e ait stabilite verileri 

 

5 ± 3 °C 25ºC±2ºC; % 60 RH±%5RH 40ºC±2ºC; % 75 RH±%5RH 

0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 

Partikül Boyutu 
(nm) 

154,63 ± 7,5 160,1 ± 2,5 162,6 ± 1,6  165,2 ± 2,2  154,6 ± 7,5  159,1 ± 6,8 164,4 ± 6,8 165,5 ± 10,1 154,6 ± 10,6 160,5 ± 10,6 175,6 ± 7,6 180,1 ± 9,5 

PDI  0,52 0,45 0,48 0,55 0,52 0,58 0,54 0,6 0,52 0,55 0,52 0,61 

Zeta Potansiyeli 

(mV) 
27,4 ± 5,4 26,5 ± 2,4 26,1 ± 2,8 25,1 ± 1,2 27,4 ± 5,4 27,2 ± 2,1 26,2 ± 3,1 24,5 ± 2,8 27,4 ± 5,4 25,1 ± 3,2 23,2 ± 2,2 20,1 ± 1,8 

Tablo 4-49. IXA/FAALG NP9e ait stabilite verileri 

 

5 ± 3 °C 25ºC±2ºC; % 60 RH±%5RH 40ºC±2ºC; % 75 RH±%5RH 

0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 

Partikül Boyutu 
(nm) 

154,63 ± 7,5 
155,0 ± 6,2 

 
160,1 ± 4,2 162,2 ± 4,9 154,63 ± 7,5  169,1 ± 6,8 174,4 ± 6,8 185,5 ± 10,1 154,63 ± 10,6 170,5 ±10,6 185,6 ±7,6 200,1 ± 9,5 

PDI  0,48 0,50 0,51 0,53 0,48 0,52 0,53 0,60 0,48 0,55 0,58 0,66 

Zeta Potansiyeli 

(mV) 
-23,8 ± 7,2 -23,5 ± 2,5 -22,5 ± 5,1 -22,0 ± 2,5 -23,8 ± 7,2 -22,2 ± 5,1 -20,2 ± 5,0 -19,8 ± 4,3 -23,8 ± 7,2 -20,1 ± 75,2 -19,2 ± 5,5 -18,5 ±4,8 
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Tablo 4-50 IXA/FACS-FAALG NP9e ait stabilite verileri 

 

5 ± 3 °C 25ºC±2ºC; % 60 RH±%5RH 40ºC±2ºC; % 75 RH±%5RH 

0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay  3.Ay  6.Ay  0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 

Partikül Boyutu (nm) 218,17 ± 6,9 219,1 ± 5,2 221,5 ± 4,8 223,5 ± 5,1 218,17 ± 6,9 228,5 ± 5,3 230,5 ± 8,2 245,2 ± 8,2 218,17 ± 6,9 235,8 ± 7,5 242,8 ± 10,5 248,5 ± 8,6 

PDI  0,51 0,65 0,54 0,55 0,51 0,45 0,56 0,55 0,51 0,51 0,53 0,61 

Zeta Potansiyeli (mV) -24,1 ± 4,2 -23,8 ± 5,2 -22,1 ± 4,7 -22,0 ± 5,2 -24,1 ± 4,2 -23,1 ± 3,5 -22,5 ± 4,2 -21,3 ± 5,1 -24,1 ± 4,2 -22,2 ± 3,5 -21,6 ± 5,2 -20,5 ± 3,5 
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IXA etkin maddesinin saklama ko`ulu 2-8oC arasında oldu undan dolayı ICH 

tarafından belirlenen optimum 25 ± 2°C % 60± 5 ve 40 ± 2°C % 75± 5 ko`ullara ek 

5±3 oC ko`ulu da eklenerek stabilite çalı`maları yürütüldü. Stabilite çalı`maları 

de erlendirildi inde, üç farklı NP sisteminde boyut, PDI ve zeta potansiyellerinde 

önemli bir de i`ik olmadı ı gözlemlenmi`tir. Ayrıca stabilite çalı`maları sırasında 

partikül boyutu büyüklü ü, PDI ve zeta potansiyel de erinin de i`imi literatürlerde 

de verilen de i`imler ile benzer bulunmu`tur (Anwer et al., 2020; Gundogdu et al., 

2015). 

4.5 In-vitro Sitotoksisite Çalı`malarına ait Bulgular 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında öncelikle IXA etkin maddesinin 

24., 48. ve 72. saatlerde IC50 de erleri elde edildi. Bu amaçla MTT çalı`masıyla 

hücre canlılı ının 24., 48. ve 72. saatlerdeki de i`imine ait veriler _ekil 4-36 ve 

_ekil 4-379de verilmektedir.  
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_ekil 4.36 MCF-7 Hücre hattı üzerinde IXA etkin maddesinin 24. saat, 48.saat ve 72.saat 

hücre canlılı ı verileri 
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_ekil 4.37 MDA-MB-231 Hücre hattı üzerinde IXA etkin maddesinin 24. saat, 48.saat ve 

72.saat hücre canlılı ı verileri 
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MTT (3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromür) testindeki 

amaç, hücre canlılı ının tespit edilebilmesidir. Nikotinamid Adenin Dinükleotid 

(NADH)9e ba lı hücresel oksidoredüktaz enzimlerinin, sarı renkli tetrazolyum 

MTT halkasını parçalayarak mor renkli suda çözünmeyen formazan tuzlarına 

indirgeme özelli ine ba lı olup, 570 nm9de ELISA plak okuyucu sayesinde canlı 

hücre hakkında bilgi verme prensibine dayanmaktadır (Stockert et al., 2018). MTT 

sitotoksisite çalı`masında öncelikle IXA etkin maddesinin MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücre hatları üzerinde 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 20 µM olacak `ekilde deney 

tasarımı olu`turuldu. MCF-7 hücre hattı için 72.saat IC50 0,1 µM ve MDA-MB-231 

hücre hattı için ise, 72.saat IC50 de eri 0,1 µM olarak hesaplandı. Sonuçlar literatür 

verileri ile benzer bulundu (Francis Y.F. Lee et al., 2009; Tanei et al., 2016).  

IXA etkin maddesi içermeyen FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG 

NP9nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerinde 24.saat, 48.saat ve 

72.saatler de herhangi bir sitotoksik etkisinin olup olmadı ı gösterildi. 0,5 µM, 1 

µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM, 100 µM ve 500 µM konsantrasyonlarda uygulamalar 

yapılarak optimal doz belirlendi. 24., 48.saat ve 72.saatlere ait sonuçlar _ekil 4.38, 

_ekil 4.39, _ekil 4.40 _ekil 4.419de verilmektedir.  
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_ekil 4.38 MCF-7 Hücre hattı üzerinde FACS NP9üne ait 24. saat, 48.saat ve 72.saat 

hücre canlılı ı verileri 
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_ekil 4.39 MDA-MB-231 Hücre hattı üzerinde FACS NP9üne ait 24. saat, 48.saat ve 

72.saat hücre canlılı ı verileri 
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_ekil 4.40 MCF-7 Hücre hattı üzerinde FAALG NP9üne ait 24. Saat, 48.saat ve 72.saat 

hücre canlılı ı verileri 
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_ekil 4.41 MDA-MB-231 Hücre hattı üzerinde FAALG NP9üne ait 24. saat, 48.saat ve 

72.saat hücre canlılı ı verileri 

Sonuçlar incelendi inde hazırlanan NP sistemlerinin MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücreleri üzerinde 72 saat boyunca herhangi bir sitotoksik etki göstermedi i 

gösterildi. Hem IXA9nın hem de hazırlanan NP9in MTT analiz sonuçları 

de erlendirildi inde kuyucuklar arası standart sapmanın en az oldu u ve 

proliferasyonun gözlemlenmedi i 72.saat enkapsüle edilecek IXA9nın 

kar`ıla`tırılaca ı zaman olarak belirlendi.  
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72. saatte IXA MCF-7 hücre hattı üzerinde 0,01 µM ve 0,1 µM 

konsantrasyonlarının %hücre canlılı ı sırasıyla %72,4 ve %52,2 iken, aynı 

konsantrasyonların MDA-MD-231 hücre hattı üzerindeki %hücre canlılı ı %60,5 

ve %48,1 olarak bulundu. Bu amaçla, IXA etkin maddesinin hazırlanan NP 

sistemlere 2 farklı konsantrasyonu enkapsüle edilerek deney tasarımı olu`turuldu. 

Bu çalı`mada aynı plate üzerinde, hücre içermeyen besiyeri (blank), IXA etkin 

maddesinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerine 0,01 µM ve 0,1 µM 

konsantrasyonda iki farklı IC50 dozlarını içeren NP sistemler uygulanarak MTT 

çalı`maları yapıldı ve sonuçlar _ekil 4.42 ve _ekil 4.439de verilmektedir.  
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_ekil 4.42 MFC-7 Hücre hatları üzerinde plasebo, IXA9nın 72.saat IC50 dozları yüklü FACS NP, 
FAALG NP ve FACS-FAALG NP blend NP9lerine ait MTT sonuçları 
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_ekil 4.43 MDA-MB-231 Hücre hatları üzerinde plasebo, IXA9nın 72.saat IC50 dozları yüklü 
FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG NP blend NP9lerine ait MTT sonuçları 

IXA yüklü FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG NP9lerin 72. saatte 

MCF-7 hücre hattı üzerinde 0,01 µM konsantrasyonunda sırasıyla %73,5, %75,3 

ve %71,0 iken, 0,1 µM konsantrasyonunda sırasıyla, %68,5, %67,9 ve %63,39ü 

canlı bulunurken, MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde 0,01 µM konsantrasyonunda 

sırasıyla %68,8, %68,7 ve %51,6, 0,1 µM konsantrasyonunda ise, sırasıyla %45,5, 
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%44,9 ve %44,39ü canlı bulundu. MTT çalı`ması için yapılan istatiksel analiz 

sonucunda, IXA9nın 72.saat 0,01 µM konsantrasyonundaki hücre canlılı ı %60,5 

iken, blend NP9in 72.saat 0,01 µM konsantrasyonundaki hücre canlılı ı %51,6 

bulunarak aralarında anlamlı bir farklanma gözlemlendi. 

4.6 Radyoi`aretleme Çalı`malarına ait Bulgular 

Radyoi`aretleme çalı`maları kapsamında literatürler incelenmi`, ancak IXA 

etkin maddesinin 99mTc ile radyoi`aretleme çalı`masına rastlanmamı`tır. 

Radyoi`aretleme verimine yönelik optimizasyon çalı`maları sırasında farklı pH 

de eri ile çalı`ılmı`tır. %100 aseton içeren TLC banyosunda, en yüksek 

radyoi`aretleme verimi pH 13 ile yapılan radyoi`aretleme çalı`malarında tespit 

edilmi`tir. 

4.6.1 TLRC Analizine ait Bulgular 

Yöntem 3.2.99da yer aldı ı üzere farklı pH de erlerinde 99mTc9un IXA etkin 

maddesi, IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP9e 

%ba lanma verimleri TLRC analiz yöntemi ile tespit edildi. Sonuçlar Tablo 4-

519de verilmektedir.  

Tablo 4-51 99mTc-IXA etkin maddenin, 99mTc-IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 

99mTc-IXA/FACS-FAALG blend NP9lerin pH de i`imine göre % ba lanma verimleri 

 Ba�lanma Verimi (%) 
pH 

De�eri 1ksabepilon IXA/FACS NP IXA/FAALG NP 
IXA/FACS-FAALG 

Blend NP 

7 30,3±0,2 24,6±1,5 27,8±3,5 35,9±0,5 

8 27,4±3,7 38,9±4,7 40,4±2,7 57,7±0,8 

9 30,7±3,5 46,4±5,4 55,2±0,2 70,2±2,5 

10 55,2±0,7 68,2±4,2 72,7±0,8 78,2±1,8 

11 64,9±0,5 72±2,6 78,6±2,1 82,6±3,0 

12 83,9±0,5 79±1,4 85,8±2,0 87,0±0,9 

13 99,7±0,1 97,9±0,1 97,8±1,6 97,9±0,5 

Tablo 4-519de verilen veriler incelendi inde en iyi ba lanmanın pH 13 

de erinde oldu u tespit edilmi`tir. Radyoi`aretli maddelere ait TLRC 

kromatogramları _ekil 4.449de verilmektedir. Tablo 4-529de Rf ve %ba lanma 

de erleri verilmektedir.  
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99mTc İndergenmiş 99mTc 99mTc-IXA 

  

99mTc-IXA/FACS NP 99mTc-IXA/FAALG NP 99mTc-IXA/FACS-FAALG NP 

_ekil 4.44 Radyoi`aretli maddelere ait TLRC kromatogramları 

Tablo 4-52 Rf ve %ba lanma verimleri(n=5) 

Rf ve % Bağlanma Verimi 

 

99mTcO4
- 

Ind. 
99mTc 

99mTc-IXA 

99mTc-

IXA/FACS 

NP 

99mTc-

IXA/FAALG 

NP 

99mTc-

IXA/FACS-

FAALG NP 

Rf 0,854 0,022 0,877 0,901 0,890 0,894 

Bağlanma 
Verimi (%) 

- - 99,7±0,1 97,9±0,1 97,8±1,4 97,9±0,5 

_ekil 4.44 ve Tablo 4-529ye göre, etkin madde IXA ve enkapsüle edilmi` 

IXA/FACS-NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP9lerine 99mTc9in 

ba lanma verimleri sırasıyla, %99,7±0,1, %97±1,04, %97,8±1,4 ve %97,9±0,5 

olarak tespit edilmi`tir.  

4.6.2 Stabilite Çalı`malarına ait Bulgular 

99mTc-IXA, 99mTc-IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 99mTc-

IXA/FACS-FAALG blend NP9lerin stabilitelerini incelemek amacıyla 0., 30., 60., 

120., ve 240. dakikalarında Yöntem 3.2.9.39de anlatıldı ı ̀ ekilde stabilite çalı`ması 
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üç tekrar (n=3) olacak `ekilde gerçekle`tirildi. _ekil 4.459de 99mTc-IXA, 99mTc-

IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 99mTc-IXA/FACS-FAALG blend 

NP9lerin zamana ba lı de i`imleri verilmektedir.  

 

_ekil 4.45 Radyoi`aretli bile`iklerin % ba lanma verimlerinin zamana ba lı olarak de i`imi 

Stabilite çalı`ması incelendi inde, tüm maddelerin oda ko`ullarında 

ba lanma verimleri 240 dk boyunca önemli bir de i`iklik gözlemlenmemi`tir. 
99mTc-IXA, 99mTc-IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 99mTc-IXA/FACS-

FAALG blend NP9nin 240 dk sonunda ba lanma verimleri sırasıyla, %98,7±0,30 , 

%98,0±0,30, %97,0±0,19 ve %98,3±0,35 bulunmu`tur.   

4.6.3 Lipofilite Çalı`masına ait Bulgular 

Lipofilite çalı`ması Yöntem 3.2.9.49de anlatıldı ı gibi 5 tekrarlı olarak 

gerçekle`tirildi. 99mTc-IXA, 99mTc-IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 

99mTc-IXA/FACS-FAALG blend NP9lerine ait logP de erleri Tablo 4-539de 

verilmektedir.  

Tablo 4-53 Radyoi`aretli maddelerin lipofilite de erleri (n=5) 

Radyoişaretli Bileşikler Log P Değeri (Dağılım Katsayısı) 

99mTc-IXA -1,55±0,38 
99mTc-IXA/FACS NP -1,35±0,13 

99mTc-IXA/FAALG NP -1,40±0,26 
99mTc-IXA/FACS-FAALG Blend NP -0,84±0,11 
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Lipofilite bir ilacın davranı`ını anlamak ve vücuttaki da ılımını tahmin etmek 

için kullanılan bir de er oldu u bilinmektedir (De, 2011). Bu amaçla Tablo 539de 

görüldü ü gibi, 99mTc-IXA, 99mTc-IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 

99mTc-IXA/FACS-FAALG blend NP9lerine ait logP de erleri sırasıyla -1,55±0,38, 

-1,35±0,13, -1,40±0,26 ve -0,84±0,11 olarak hesaplanmı`tır. (Gokulu et al., 2024).  

4.6.4 1nkorporasyon Çalı`malarına Ait Bulgular 

Radyoi`aretli bile`iklere ait inkorporasyon çalı`maları, MDA-MB-231 hücre 

hattı üzerinde yapılarak  %ba lanma de erleri incelenmi`tir. 99mTc-IXA, 99mTc-

IXA/FACS NP, 99mTc-IXA/FAALG NP ve 99mTc-IXA/FACS-FAALG blend 

NP9lerinin MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki ba lanma etkinli inin zamanla 

%de i`imi _ekil 4.469da verilmektedir.  

 

_ekil 4.46 Radyoi`aretli maddelerin MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde %ba lanma 

verileri 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerindeki ba lanma verimleri incelendi inde, ilk 

30 dk9da en yüksek ba lanma verimi 99mTc-IXA/FACS-FAALG Blend NP9lerinde 

% 31,5 olarak görülmektedir. IXA/FACS-FAALG Blend NP9inde 240.dk9da %3,5 

seviyelerine kadar azaldı ı görülmektedir. Ayrıca 99mTc-IXA/ FACS NP %30,8, 

99mTc-IXA/ FAALG NP %29,2 ve 99mTc-IXA % 26,7 hücrelere tutulum gösterdi i 
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hesaplanmı`tır. Sonuçlar incelendi inde radyoi`aretli tüm bile`iklerin hücre 

üzerinde tutulum gösterdi i görülmektedir. Özellikle MDA-MB-231 hücreleri 

üzerindeki en fazla tutulumun 99mTc-IXA/FACS-FAALG Blend NP9lerinde olması, 

folat reseptörüne hedefli ve biyouyumlu FACS ve FAALG modifiye polimerinin 

etkile`mesinden kaynaklandı ı dü`ünülmektedir. 

4.7 In-vivo Çalı`amalara Ait Bulgular 

4.7.1 Kanserli Hayvan Modellerinin Olu`turulmasına Ait Bulgular 

Yöntem 3.2.10.19de anlatıldı ı `ekilde çalı`ılmı`tır. Karantina süreci biten 

sa lıklı di`i BALB/C farelere ve sa lıklı di`i BALB/C nude farelere 100 µL PBS 

içerisinde 1x108 MDA-MB-231 hücresi enjekte edildi. Sa lıklı BALB/C di`i 

farelerde olu`turulan tümörler IVIS cihazında ölçümler alınarak saptandı. Kanserli 

dokuların varlı ı, hayvanların sakrifiye edilmesi ve patolojik incelemelerin 

yapılması ile teyit edildi. Tümör foto rafı ve IVIS spektrum cihazı ile alınan 

görüntü _ekil 4.479de verilmektedir. 

            

_ekil 4.47 Kanser olu`turulan deney hayvanlarına ait foto raf ve IVIS spektrum cihazı ile 

alınan görüntüler 
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_ekil 4.48 MDA-MB-231 hücre hattu ile di`i nude farelerde olu`turulmu` kanserli hayvan 

modellerinin histopatolojik incelemelere ait görüntüler 

MDA-MB-231 hücre hattının belli aralıklarla enjeksiyonundan sonra nude 

farelerden alınan IVIS spektrum cihazı görüntülerinde, kanser oldu u belirlenen 

hayvanların sakrifikasyonu sonrası primer tümörleri ve karaci er dokuları 

histopatolojik olarak de erlendirildi. Elde edilen histopatolojik görüntü örnekleri 

_ekil 4.489de görülmektedir. _ekil 4.48a meme cilt dokusunun altında geli`en 

büyük tümörlü bölgeyi göstermektedir. _ekil 4.48b9de karaci er dokusuna ait 

patolojik inceleme sonucunu göstermektedir. Karaci er portalı alanında 

lenfatiklerle gelmi` tümör dokuları net bir ̀ ekilde görülmektedir. Doku içerisindeki 

safra kanalları etrafında yo un tümörlü bölge (tümör trompları) tespit edilmi`tir. 

Elde edilen patolojik bulgular ve IVIS spectrum cihazı ile alınan kanserli bölge 

görüntüleri birbirleri ile uyumlu sonuçlar vermektedir.  

4.7.2 IRDye®-800 rs Boya Maddesi ile 1`aretli CS-ALG Blend NP ve FACS-

FAALG Blend NP’lerin Hazırlanması 

Yöntem 3.2.10.29de anlatıldı ı yöntem kullanılarak IRDye®-800 rs floresan 

boya maddesi ile i`aretlenmi` ve i`aretlenme verimi HPLC analizleri ile 

belirlenmi`tir. HPLC verilerine ait kromatogramlar ve i`aretli NP9lere ait IVIS 

görüntüleri sırası ile _ekil 4.49 ve _ekil 4.509de verilmektedir.  

a b 
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_ekil 4.49 IRDye®-800RDye 0,005 mg/mL ve 0,0015 mg/mL konsantrasyonlarındaki 

Standart boya çözeltileri ve sentez sonrası supernatant kısımlarına ait HPLC pikleri 

  

IRDye®-800 rs- FACS-FAALG Blend NP IRDye®-800 rs- CS-ALG Blend NP 

_ekil 4.50 1`aretli NP9lere ait görseller 

_ekil 4.509da verilen IRDye®-800 rs boya maddesi ile i`aretlenen CS-ALG blend 

NP ve FACS-FAALG blend NP9lerinin sentez sonrası ayrılan süpernatant 

kısımlarının HPLC cihazı ile analiz sonuçlarından NP9lerin %100 ba lanma 

verimiyle hazırlandı ı kanıtlanmı`tır. 
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4.7.3 Biyoda�ılım Çalı`masına Ait Bulgular 

Biyoda ılım çalı`ması Yöntem 3.2.10.39de anlatıldı ı `ekilde çalı`ıldı ve 

kanserli di`i Balb/c fareler a`a ıda ayrıntılı olarak açıklanan gruplara ayrıldı.  

1. Grup: IRDye®-800rs boya maddesi enjekte edilen grup (n=7) 

2. Grup: IRDye®-800rs-CS/ALG blend NP formülasyonu enjekte edilen 

grup (Aktif Hedefsiz NP) (n=7) 

3. Grup: IRDye®e-800rs-FACS/FAALG blend NPformülasyonu enjekte 

edilen grup (Aktif Hedefli NP) (n=7) 

Aynı gruptaki farelerin görüntüleri birbiriyle benzer oldu u için her gruptan 

bir farenin görüntüleri verildi. IRDye®-800rs boya ile i`aretli aktif hedefli FACS-

FAALG blend NP uygulandı ı 3.grupta grupta ve IRDye®-800rs serbest boyanın 

uygulandı ı 1.grupta 45. dk9da karın bölgesinde gösterdi i aktivite, IRDye®-800rs 

boya ile i`aretli aktif hedefsiz CS-ALG NP uygulandı ı 2. grupta, 45.dakikada 

aktivitede göstermedi i gözlemlendi.  3. Grupta 3.saat ve 7.saat aralı ında artan bir 

aktivite gözlemlenirken, 2.grupta aktivite artı`ı gözlemlenmemi`tir.  

1.gruba, 2.gruba ve 3.gruba ait IVIS 45.dk., 3.saat, 7.saat ve 24.saat verileri 

_ekil 4-519de, _ekil 4-52 ve _ekil 4-539da verilmektedir. Ayrıca 24.saat sonunda 

sakrifiye edilen farelere ait ex-vivo ve elde edilen pataloji görüntüleri _ekil 4-54, 

_ekil 4-55 ve _ekil 4-569da verilmektedir.  

 



141 

 

 

 

  

45. dk 3.saat 

  

7. saat 24.saat 

_ekil 4.51: 1.grup: IRDye®-800rs boya maddesi enjekte edilen gruba ait IVIS görüntüleri 
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45. dk 3.saat 

  

7. saat 24.saat 

_ekil 4.52 2.grup: IRDye®-800rs-CS/ALG blend NP formülasyonu enjekte edilen grubuna 

(Aktif Hedefsiz NP) ait IVIS görüntüleri 
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45. dk 3.saat 

  
7. saat 24.saat 

_ekil 4.53 3.Grup IRDye®e-800rs-FACS/FAALG blend NPformülasyonu enjekte edilen 

grubuna (Aktif Hedefli NP)  ait IVIS görüntüleri 

_ekil 4.51, 4.52 ve 4.539de verilen biyoda ılım çalı`masına ait IVIS 

görüntülerin verileri incelendi inde, 1.Grup (IRDye®-800rs boya 

maddesi)45.dk9dan 7.saatte kadar da ılım gösterdi i, 24.saatte ise vücuttan elimine 

edildi i gözlemlendi. 2.grup (Aktif Hedefsiz NP) IVIS görüntüleri 

de erlendirildi inde, da ılımın serbest boya ve hedefli NP kıyasla daha yava` 

oldu u ve vücuda tam da ılmadı ını, 24. saatte ise, vücuttan elimine oldu u 

gözlemlendi. 3. gruba (Aktif Hedefli NP) ait IVIS görüntüleri de erlendirildi inde, 

45. dk9dan ba`layıp 7.saatte de da ılım gösterdi i, 24.saatte sonunda vücutta 

oldu u gözlemlendi.  
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                 _ekil 4.54 1. Grup Ex-vivo görüntüsü 

 

_ekil 4.55 2.Grup Ex-vivo görüntüsü 

 

 

_ekil 4.56 3.Grup Ex-vivo görüntüsü 

Aktif hedefli hazırlanan blend nanopartikül sistemin folat reseptörünün çok 

daha fazla ekprese oldu u kanserli dokularda (karaci er) birikim gösterdi i ve 

vücüttaki kalım süresinin arttı ı kanıtlanmı`tır. Patoloji sonucunda karaci er 

dokularında kanser hücrelerinin belirlenmi` olması IVIS ve pataloji görüntülerinin 

birbiriyle uyumlu oldu unu göstermektedir.  

4.7.4 Etkinlik Çalı`masına Ait Bulgular 

IXA/FACS-FAALG blend NP sisteminin tedavi potansiyelini belirlemek 

amacı ile yöntem 3.2.10.49de anlatıldı ı gibi çalı`ıldı. Balb/c di`i nude kanserli 
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hayvan modeli olu`turulmu` hayvanlar rastgele seçilerek a`a ıda belirtilen 3 farklı 

gruba ayrıldı. Çalı`ma süresince olu`turulan kanserli hayvanların a ırlıkları izlendi 

ve 21 gün boyunca kayda de er bir de i`iklik olmadı ı tespit edilmi`tir. Elde edilen 

sonuçlar _ekil 4-57 görülmektedir.  

1. Grup: SF Uygulanan (n=7) 

2. Grup: Piyasa Preparatı (Paklitaksel) Uygulanan (n=7) 

3. Grup: IXA/FACS-FAALG blend NP formülasyonu uygulanan (n=7) 

 

_ekil 4.57 Deney hayvanlarının a ırlıklarına ait grafik 

Tüm gruplardaki farelerin IVIS görüntüleri IVISense Vascular Fluorescent 

Probe ile gerçekle`tirildi. Probun farelere kuyruk veni enjeksiyonunu takiben 24. 

saatte IVIS cihazında görüntüler uyarılma (excitation) dalga boyu 640 nm emisyon 

(emission) dalga boyu 700 nm de çalı`ılarak kanserli bölgeler belirlendi. 0. gün ve 

21. gün tedavi sonrasında elde edilen IVIS spektrum görüntülerine ili`kin örnekler 

_ekil 4-58, _ekil 4-59 ve _ekil 4-609da ve kanserli bölgelerin ROI (Region of 

Interest) de erleri Tablo 4-54 8da gösterilmektedir.  
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_ekil 4.58 SF uygulanan gruba ait 0. gün ve 21. güne ait IVIS görüntüleri (1.Grup) 

 

_ekil 4.59 Piyasa preparatı uygulanan gruba ait 0. gün ve 21. güne ait IVIS görüntüleri (2. 

Grup paklitaksel) 
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_ekil 4.60 IXA/FACS-FAALG blend NP uygulanan gruba ait 0. gün ve 21. güne ait IVIS 

görüntüleri (3.Grup) 

Tablo 4-54 IVIS cihazından okunan ROI de erleri 

Grup 1simleri Ba`langıç 
Ortalama ROI 

De�eri 

21. Gün Sonunda 
Ortalama ROI 

De�eri 

Ortalama % 

De�i`im 

1.Grup(SF Uygulanan) 494500000 1554950000 314,4±14,8 

2.Grup(Paklitaksel 

Uygulanan)   
1645100000 2785100000 169,3±8,6 

3.Grup(Blend NP 

Uygulanan) 
1497200000 431240000 28,8±7,8 

_ekil 4.58, 4.59 ve 4.609da verilen IVIS spektrum görüntüleri incelendi inde, 

1.grup (SF uygulanan grup) farelerin tümörleri zamanla büyüdü ü ve metastazların 

oldu u, 2. grup (Paklitaksel uygulanan grup) farelerde birincil tümörlerinin tedavi 

edildi i fakat metastazların meydana geldi i, IXA yüklü aktif hedefli blend 

nanopartikülü uygulanan 3.grup farelerde ise 21 gün sonunda tümörün neredeyse 

kayboldu u gözlemlendi. Böylece IXA yüklü aktif hedefli blend nanopartikülünde 

bulunan FA sayesinde tümöre hedefleme arttırılmı` ve daha etkin bir tedavi 

sa landı ı dü`ünülmektedir.  

Geleneksel meme kanseri kemoterapi tedavisinin ciddi yan etkilerinin 

klinikte ba`arısının önündeki en büyük engel olmaya devam etmesi nedeni ile, 

Metawea ve arkada`ları,  akıllı ta`ıyıcıların uyarlanması üzerinde bir çalı`ma 

gerçekle`tirmi`lerdir. Meme kanseri aktif hedefleme ligandı olan Folik asit ile 

modifiye nanojeller (NG) geli`tirmi`lerdir. FA-NG9lerin tümör büyümesini 
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baskıladı ını ve membrana ba lı reseptörler aracılı ıyla tümör dokusunda artan 

hücresel alım ve birikim oldu unu kanıtlamı`lardır (Metawea et al., 2023). Fong ve 

arkada`larının yapmı` oldu u di er bir çalı`mada ise, Doksorubisin (DOX) yüklü 

ve FA ile konjuge edilmi` grafen oksit ilaç ta`ıyıcı sistem hazırlayarak meme 

kanseri üzerindeki etkinli ini incelemi`ledir. DOX yüklü GOFA ilaç ta`ıyıcı 

sistemin MCF-7 meme kanseri hücrelerine yönelik sitotoksisitesi FA hedefleme 

etkisine atfedildi ini MTT deneyleri ve akı` sitometrsi analiziyle do rulayarak, 

spesifik hedefleme etkisini in-vivo fare modeli üzerinde de güvenli ve etkili bir ilaç 

ta`ıyıcı sistem oldu unu kanıtlamı`lardır (Fong et al., 2017). Tez çalı`mamızda 

hazırladı ımız IXA yüklü blend sistemimiz ile elde etti imiz sonuçlar literatürde 

Dox yüklü FA hedefli GO (Fong et al., 2017) ve Resveratrol yüklü FA hedefli 

nanojel (Metawea et al., 2023) sistemlerinde oldu u gibi serbest kemoterapi 

ilaçlarına kıyasla daha etkili oldu u görülmü`tür.   

4.7.5 Patolojik De�erlendirmeye Ait Bulgular 

Patolojik çalı`malar, kanser olu`umu ve tedaviden sonra organlarda meydana 

gelen hücresel de i`iklikleri saptamak adına oldukça önemlidir. Yöntem 

3.2.10.59de anlatıldı ı gibi çalı`ıldı.  

SF uygulanan (1.grup) grup, paksitaksel uygulanan (2.grup) grup ve 

hazırlanan hedeflendirilmi` (IXA/FACS-FAALG blend NP sistemi) blend NP 

sistem ile 21 gün boyunca belli aralıklarla tedavi edilen gruplardan, tedavi sonrası 

alınan primer tümörler, karaci er ve genital bölgeye ili`kin patolojik görüntü 

örnekleri _ekil 4.61, _ekil 4.62 ve _ekil 4.63 de görülmektedir. Sakrifiyasyon 

sonunda alınan örnekler hemen formaldehit çözeltisine konuldu ve sonrasında 

parafine gömülmü` kesitleri ile ı`ık mikroskobunda incelenmesi gerçekle`tirildi.  
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_ekil 4.61 MDA-MB-231 hücre hattı ile kanser olu`turulma sonrasında 21 gün boyunca 

SF uygulanan 1.grubun, sakrifiye edilen di`i nude farelerinden alınan primer tümörler, 

karaci er ve peritondaki metastaza ait patoloji görüntüleri  

_ekil 4.619de 1.gruptan (SF uygulanan) alınan patolojik görüntülerde, _ekil 

4.61a9da karaci er doku kapsülünde geli`mi` tümör dokusu görülmektedir. _ekil 

4.61b9de ise, 2 kosta kemi i (kemik ilikleri de görülmekte) arasında yumu`ak 

dokuda geli`en büyük tümör metastazı mevcuttur. Son _ekil 4.61c9de peritondaki 

ya  hücreleri ve aralarında yaygın `ekilde metastaz yapmı` tümör hücreleri 

görülmektedir. (Kırmızı oklar kanserli bölgeleri göstermektedir.) 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c 
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_ekil 4.62 MDA-MB-231 hücre hattı ile kanser olu`turulma sonrasında 21 gün boyunca 

Paklitaksel ile tedavi edilen 2.grubun, sakrifiye edilen di`i nude farelerinden alınan 

karaci ere ve yumu`ak dokuya ait patoloji görüntüleri 

_ekil 4.62 Paklitaksel ile tedavi edilen grupta n alınan patolojik görüntülerde 

_ekil 4.62a9da sa lıklı karaci er görüntüsü elde edilirken, _ekil 4.62b9de kanserli 

doku bölgeler ve sa lıklı bölgeler görülmektedir. _ekil 4.62b kanserin oldu u ama 

tedavi sonucunda iyile`melerin gözüktü ü nekroze dokuların varlı ı görülmektedir. 

_ekil 4.62c9de yumu`ak dokudaki yaygın kanser infiltrasyonu belirlenmi`tir. Sonuç 

olarak kanserli bölgeler azalma göstermesine ra men kanserin yo un olarak devam 

etti i görülmü`tür. (Kırmızı oklar kanserli bölgeleri, mavi oklar iyile`mi` bölgeleri  

göstermektedir.) 

 

 

 

 

 

a b 

c 
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_ekil 4.63 MDA-MB-231 hücre hattı ile kanser olu`turulma sonrasında 21 gün boyunca 

IXA/FACS-FAALG blend NP sistemi ile tedavi edilen 3.grubun, sakrifiye edilen di`i nude 

farelerinden alınan karaci er, genital sistem ve kasa metastazına ait patoloji görüntüleri  

_ekil 4.639de IXA yüklü blend NP sistemi ile tedavi edilen 3. gruptan alınan 

patolojik görüntülerde _ekil 4.63a ve _ekil 4.63b karaci er dokusuna aittir.  _ekil 

4.63a ve b9de mavi ok ile i`aret edilen bölgeler sa lıklı dokuları gösterirken kırmızı 

ok ile kanserli bölgeler gösterilmektedir. Ye`il ok ile gösterilen kısım ise tedavi 

sonrası nekroze olan bölgeleri göstermektedir. Sonuç olarak kanserli bölgelerde 

gözle görülen azalmalar söz konudur. Tedavi edilmi` hücreselli i azalmı` kası tutan 

kanser dokusu (_ekil 4.63d) görülmektedir. _ekil 4.63c9de genital bölgeye (over, 

tuba, uterus ve omentum) ili`kin patolojik de erlendirmesi görülmektedir ve genital 

bölgeye metastaz olmadı ı sonucu elde edilmi`tir. 

In-vivo denemeler sonucu elde edilen doku örneklerinin patolojik açıdan 

de erlendirilmesi ile elde edilen sonuçlar IVIS görüntüleri ile elde etti imiz tümör 

boyutlarındaki küçülmeler ve ROI de erleri ile bulunan aktivitedeki yüzde azalı`ı 

desteklemektedir.  

a b 

d c 



152 

 

 

 

5 SONUÇ VE ÖNER1LER 

Meme kanserinin, dünyada kadınlarda en çok rastlanan kanser türü olması ve 

uygulanan geleneksel tedavi yöntemlerinin neden oldu u yan etkilerin ortadan 

kaldırılabilmesi açısından etkili ve güvenli bir tedavi yönteminin geli`tirilebilmesi 

önemlidir. Bu amaçla tez çalı`mamızda, öncelikle biyouyumlu olan kitosan ve 

aljinat polimerleri folik asit ile modifiye edilmi`tir. Modifiye edilerek sentezlenen 

FACS ve FAALG moleküllerinin karakterizasyonu hem FA9nın miktar tayini 

HPLC cihazında tayin edilerek, hem de moleküllerin NMR analizleri yapılarak 

gerçekle`tirilmi`tir. 

FACS, FAALG ve FACS-FAALG blend nanopartikülleri hazırlanıp, model 

ilaç etkin madde 1ksabepilon enkapsülasyon yöntemiyle nanopartiküllere sırasıyla 

%51,3±4,6, %47,6±5,0 ve 53,7±7,7 verimle yüklendi. IXA/FACS NP, 

IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend nanopartiküllerin partikül boyutları 

Zetasizer, Malvern Ultra cihazında sırasıyla 154±10,9, 157,6±4,4 ve 218,1±6,9 nm 

boyutlarında bulundu. SEM ve TEM analizleriyle, DLS boyut sonuçları 

kar`ıla`tırıldı ında yakla`ık aynı sonuçlar oldu u bulundu. Ayrıca SEM analiziyle, 

hazırlanan nanopartiküllerin homojen ve küresel morfolojiye sahip oldukları da 

belirlendi.  

Hazırlanan ilaç ta`ıyıcı sistemlerin in-vitro salım çalı`maları normal dokuyu 

taklit etmek için pH 7,49de, kanserli hücre dokusunun nispeten asidik mikro 

çevresini taklit etmek için pH 6,5 ve kanser hücre içini taklit etmek için pH 5,59te 

gerçekle`tirildi. Asidik pH de erinde, normal doku pH de erine göre daha fazla ilaç 

salımı oldu u saptandı. Bu durum kanserli dokuyu hedef alarak hazırladı ımız 

ta`ıma sistemlerinin kanserli hücre dokusunun nispeten asidik mikro çevresinde ve 

kanser hücreleri içinde daha fazla salım göstermesi ile tedavi etkinli in de önemli 

bir avantaj sa layaca ı dü`ünülmektedir.  

Tüm formülasyonların MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerindeki in-

vitro hücre kültürü çalı`malarında belirlenen, IC50 de erleri ve IC50 de erlerinin bir 

alt konsantrasyonları folat ligandı ta`ıyan ilaç ta`ıyıcı sistemlere yüklenerek 
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çalı`ma gerçekle`tirildi. Elde edilen veriler de erlendirildi inde, MDA-MB-231 

hücre hattı üzerinde IXA etkin maddesinin 0,010 µM konsantrasyonunda 72.saat 

sonunda hücre canlılı ı %60,5 iken, IXA yüklü FACS-FAALG blend nanopartikül 

sistemin 72.saat sonunda hücre canlılı ı %51,6 olarak bulunmu`tur. Böylece 

hazırlanan IXA/FACS-FAALG blend nanopartikül ta`ıyıcı sisteminin folik asitin 

varlı ında hücre içerisine girdi i ve IXA etkin maddesinin daha fazla toksisite 

olu`turdu u bulunmu`tur.  

99mTc radyoi`aretli IXA, IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-

FAALG blend NP9leri %959in üstünde verimle i`aretlemesi gerçekle`tirilmi`tir. 

Lipofilite ve stabilite tayinleri sonucunda, etkin maddenin NP9lere enkapsülasyonu 

lipofilitesini arttırmı` olup, kararlı yapıda oldukları bulunmu`tur. Ayrıca 

inkorporasyon çalı`maları ile IXA yüklü blend nanopartikülünün IXA, IXA yüklü 

FACS NP ve FAALG NP9lerine göre MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde daha 

fazla tutulum gösterdi i tespit edilmi`tir. Elde edilen bu veriler sonucunda, meme 

kanseri te`hisinde, kemeteropik ajan olarak kullanılan IXA9nın, radyoi`aretli 

formunun hazırlanması ve nanopartiküle yüklenmesi ile sintigrafik görüntelemede 

kullanılabilme potansiyeli olabilece i gösterilmi`tir. Ayrıca tümörlü dokularda 

kemoteropi ve radyoaktivitenin gösterece i etkinlik ile çift yönlü tümörlü dokunun 

tedavisinin sa lanabilece i dü`ünülmektedir. Bu amaçla bir sonraki çalı`ma olarak 
99mTc i`aretli IXA ve FACS, FAALG ve FACS/FAALG9nin in-vivo hayvan 

deneylerinin yapılması planlanmaktadır. 

Optik görüntüleme yöntemi IVIS spektrum cihazı kullanılarak, hazırlanan 

folik asit ile modifiye edilmi` ve IXA yüklü nanopartikül blend sisteminin 

biyoda ılım ve tedavi potansiyeli incelenmi`tir. Kanserli Balb/c di`i fareler ile 

gerçekle`tirilen biyoda ılım çalı`malarında, folik asit ile modifiye polimerlerle 

hazırlanan blend nanopartikül ilaç ta`ıyıcı sistemin, folat reseptörünün yo un 

oldu u karın bölgesinde, folik asitsiz hazırlanan nanopartiküllere göre daha iyi 

birikim gösterdi i kanıtlanmı`tır. Ayrıca boya maddesinin uygulandı ı farelerden 

24.saat sonunda IVIS spektrum cihazı ile alınan görüntülerde, boyanın vücuttan 

tamamiyle atılmasına ra men hazırlanan blend nanopartiküllerinin atılmadı ı 

görülmü`tür. Böylelikle tez çalı`ması kapsamında hazırlanan folat reseptörü hedefli 
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ilaç ta`ıyıcı sistemin spesifik olarak dokularda birikebildi i ortaya konmu`tur. 

Tedavi etkinli inin incelenmesi amacı ile 1.grup (SF uygulanan) 2. grup 

(Paklitaksel uygulanan) ve 3.grup (IXA FACS/FAALG blend NP uygulanan) 

olarak 21 günlük tedavi sonucunda IVIS spektrum cihazı ile tümör büyüklükleri 

izlenmi`tir. 1. ve 2. Grupta sırası ile % 314,4±14,8 ve % 169,3±8,6 olarak tümör 

boyutları artarken, IXA FACS/FAALG blend NP uygulanan (3,grup) grupta tümör 

boyutunun %28,8±7,89e dü`tü ü (%71,2 azalma) görülmü`tür. Tedavi sonunda 

sakrifiye edilen farelerden alınan karaci er, genital sistem ve tümör doku 

örneklerinin patalojik de erlendirmeleri sonucunda hazırlanan NP blend 

sisteminin, Paklitaksel uygulanan grubuna kıyasla daha etkili oldu u 

desteklenmi`tir. Sonuç olarak, tez kapsamında hazırlanan IXA yüklü folik asit ile 

modifiye edilmi` kitosan/aljinat blend nanopartikül sisteminin in-vitro ve in-vivo 

çalı`malarına ait elde edilen tüm sonuçlar IXA yüklü FACS-FAALG blend 

nanopartiküllerinin meme kanseri tedavisinde umut vaat eden ilaç ta`ıyıcı sistem 

olabilece ini göstermektedir.  
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Tecrübelerinden her zaman yararlandı ım ve her anlamda yanımda olan Dr. 

Ö r. Üyesi Gülbeyaz YILDIZ TÜRKYILMAZ9a, tez çalı`malarım sırasında tüm 
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problemlerime çözüm üreten ve desteklerini esirgemeyen Dr. Ecz. Tu çe 

ANAKÖK9e, Dr. Kim. Mine D1R1L9e, Yük. Kim. Tu ba KESK1N9e, tez 

çalı`mamın radyoi`aretleme çalı`malarımın yürütülmesinde bana olan deste i ve 

sonsuz yardımlarıyla her zaman yanımda olan Dr. Kim. Bu`ra KARATAY9a ve 

laboratuvar çalı`malarımın ilerlemesini kolayla`tıran Duygu Tu çe BARAN ile 

Rumesya ÇEL1K9e, 

Hayatımın her anında bana olan destekleri ile yanımda olan dostlarım Merve 

ÇEL1K ve Candan VAROL HINIZ9a, 

Tüm zorlukları benimle gö üsleyen, hayatımın her evresinde bana destek 

olan ve her daim ne kadar `anslı oldu umu hissettiren de erli e`im 1nanç AL9a, 

Hayatım boyunca hep destekteklerini hissettiren ve fedakarlıklarını hiçbir 

zaman esirgemeyen en büyük `ansım annem Fatma MEHMETO�LU ve babam 

Ayhan MEHMETO�LU9ya yardımları için en içten te`ekkürlerimi ve saygılarımı 

sunarım.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.09.2024 

Ayça MEHMETO�LU AL 



178 

 

 

 

ÖZGEÇM1_ 

2009 yılında Ege Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü9nde lisans e itimime 

ba`ladım ve 2014 yılının haziran ayında mezun oldum. 2015 yılının bahar 

döneminde Ege Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Teknoloji 

Biyofarmasötik ve Farmakokinetik Anabilim Dalı9nda yüksek lisans e itimime 

ba`ladım. 2018 yılının haziran ayında yüksek lisans e itimimi tamamlayarak, aynı 

yıl eylül ayında Ege Üniversitesi Biyoteknoloji Anabilim Dalı9nda doktora 

e itimime ba`ladım. 2017 yılının haziran ayından itibaren 5180004 no9lu Tübitak 

1505 Üniversite-Sanayi i` birli i proje kapsamında Sedef 1laç ve Medikal Ürünleri 

Ltd. _ti.9de çalı`maya ba`ladım.   

 


