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OZET

Folik Asit ile Modifiye Polimerik Blendlerin Sentezi, Karakterizasyonu,

In-vitro ve In-vivo Aktivitesinin Belirlenmesi
MEHMETOGLU AL, Ayca

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Yeliz YILDIRIM
Ikinci Tez Danismani: Dog. Dr. Iskender INCE

Eyliil 2024, 206 SAYFA

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hedefe yonelik
tedavi ve hormonal tedavi c¢esitleri tek basina ya da kombine halinde
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin kullanilmasimin birden ¢ok yan etkisinin yanisira
saglikli hiicrelere toksik etki sagladigi bilinmektedir. Yan etkilerinin ortadan
kaldirilmasi, ilacin etkinlik siiresinin uzatilmasi ve kontrollii salim1 gibi olumlu
yonlerin olugabilmesi i¢in hedefe yonelik ilag tasiyici sistemler kanser tedavisinde
biiyiik bir potansiyele sahiptir. Iksabepilon, metastatik meme kanserinin tedavisi
i¢cin yeni onaylanmis bir kemoterapdtik ajandir ve mikrotiibiillerin stabilizasyonu
yoluyla etki mekanizmasim1 gostermektedir. Bu amacla tez calismamizda,
Iksabepilon etkin maddesi yiiklii folik asit ile modifiye edilmis kitosan, aljinat ve
kitosan/aljinat blend nanopartikiilleri hazirlanmis ve bu bilesiklerin meme kanseri
tizerindeki etkinlikleri in-vitro/in-vivo yontemlerle belirlenmistir.  Ayrica
hazirlanan nanopartikiil sistemleri teknesyum-99m (*™Tc) radyoniiklidi ile
isaretlenip, bilesiklerin  MDA-MB-231 hiicre hat1 {izerinde etkinligi

degerlendirilmistir.

Elde edilen tiim deneysel sonuglar incelendiginde; hazirlanan
nanopartikiillerin ve radyoniiklid isaretli formiilasyonlarmin literatiirdeki meme
kanserine yonelik yapilan preklinik ve klinik ¢alismalara yeni bir bakis agisi

saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler; iksabepilon (IXA), Folik Asit (FA), Kitosan (CS), Aljinat
(CS), Blend Nanopartikiil Sistem






X

ABSTRACT

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

Activity of Modified Polymeric Blends with Folic Acid
MEHMETOGLU AL, Ayca

PhD in Biotechnology
Supervisor-1: Assoc. Prof. Dr. Yeliz YILDIRIM
Supervisor-2: Assoc. Prof. Dr. iskender INCE

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 (*™Tc)
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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ONSOZ

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olmakla birlikte, diinya
capinda kadinlarda kansere bagli oliimlerin, 6nde gelen nedenidir. Uluslararasi
Kanser Ajansinin 2023 verilerine gore 2,3 milyon yeni vaka kayda ge¢mistir. Meme
kanseri tedavisinde kemoterapiye direng¢ gelismesi hastaligin tedavisinde biiyiik bir
engel teskil etmektedir. Bu baglamda, tiimor direnci mekanizmalarinin iistesinden
gelebilen yeni antineoplastik ajan sinifinda epotilonlar ve bunlarin analoglarindan
olan Iksabepilon (IXA) kemoterapétik ilag tez ¢alismasinda secilmistir. Timor
direnci mekanizmalarinin {istesinden gelebilen yeni antimikrotiibiil ajan
sinifindadir. ilag tastyict sistemlerde biyoyararlanimi artirmasi ve biyobozunur
ozelliklerinden dolay1 genellikle kitosan ve aljinat polimerleri tercih edilmektedir.
Reseptor hedefli ilag tasiyict sistemlerin basta kanser hastaligi olmak iizere cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 c¢aligmalar mevcuttur. Meme kanseri
hiicrelerinde folat reseptorii daha fazla ekprese edilmesi nedeniyle hazirladigimiz
ilag tasima sistemi polimerlerinin folik asit ile modifiye edilmesine, Iksabepilon
yiikli nanopartikiillerinin ve blend nanopartikiillerinin hazirlanmasina karar

verilmistir.

Bu tez calismasinda, modifiye nanopartikiil ve blend nanopartikiillerinin
hazirlanmas1 ve karakterizasyonu, radyoisaretleme calismalari, in-vitro hiicre
kiiltiiri ve in-vivo c¢aligmalar1 kapsamaktadir. Doktora 6grenimim boyunca
ogrendigim bilgiler ve deneyimlerimle gergeklestirdigim tez calismam ile bu alanda

yapilacak ¢alismalara faydali olmasi dileklerimle.

[zmir, 11.09.2024 Ayca MEHMETOGLU AL
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1 GiRis

Kanser, viicuttaki yer alan bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyerek,
viicudun diger bdlgelerine yayildigi bir hastalik olarak adlandirilmaktadir
(Shockney, 2023). Meme kanseri kadinlarda uzun senelerdir en sik goriilen ikinci
kanser olup, diinya capinda kadinlarda kansere bagli oliimlerin 6nde gelen
nedenidir (Kim and Je, 2014 ; Shockney,2023). Kemoterapi, bir¢ok kanser tiirii i¢in
etkili tedavilerden biri olmasina ragmen, kombine kemoterapi sonrasi bile
gelisebilen ilag¢ direnci, tedavinin etkinligini azaltabilmektedir. Bu sebeple, ilag
duyarliligmin artirllmasi, kanser hastalarinin tedavi siireclerindeki basarisini
tyilestirmek adina kritik bir rol oynamaktadir (Wang et al. 2010). Meme kanseri
tedavisinde kullanilan temel yontemler arasinda cerrahi ¢ikarim, kemoterapi ve
radyoterapi yer almaktadir. Ozellikle cerrahi uygulamalari, kanser vakalarinda
hastaligin niiks etmesini 6nlemek amaciyla konvansiyonel kemoterapi tedavileriyle
desteklenebilmektedir (Sulman et al., 2017). Meme kanseri tedavisinde, geleneksel
kemoterapi gibi stratejilerin yani sira cerrahi miidahaleler, radyoterapi, hormon
duyarlilig1 gosteren kanser tiirlerinde hedeflenmis tedavi yontemleri ve molekiiler
tedavi yaklagimlar1 bulunmaktadir (Shien & Iwata, 2020). Meme kanserine yonelik
tedavilerde, erken teshisin saglanmasi ve yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi, bu hastaligin olusturdugu saglk yiikiinii 6énemli 6l¢iide azaltma
potansiyeline sahiptir (Ferlay et al., 2021). Ancak, klasik kemoterapi
uygulamalarinda, antikanser ilaglardan kaynaklanan ciddi yan etkiler, tedavi
etkinligini azaltan 6nemli bir siirlayici faktordiir (Carr, Ng, & Wigmore, 2008).
Ayrica bu yontemlerin toksik etkileri, spesifik hedeflenmemeleri ve hiicresel alimin
diisiik olmas1 gibi pek ¢ok yan etkisi ve dezavantaji, klinik kullanimda ciddi
sinirlamalara yol agmistir. Bu durum, arastirmacilari yenilik¢i tedavi yaklasimlari

gelistirmeye yonlendirmistir (Ferlay et al., 2021).

Gilinlimiizde, kemoterapi ilaglarin1 dogrudan kanser hiicresine tasiyan
nanopartikiiler sistemler kullanilmaktadir (Sinha et al., 2006). Nanopartikiillerin
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde en umut verici araglar olarak goriilmelerinin
nedeni, kararli olmalar, diistik toksisite, hiicresel alimin arttirilmasi, hedefe yonelik

hiicre spesifikligi, sistemik ila¢ dolasimi ve etkili ila¢ tagima gibi avantajh



ozelliklere sahip olmalaridir (Deng et al., 2022; Higino and Francga, 2022). Karbon
nanofiberler, manyetik nanopartikiiller, miseller, lipozomlar gibi ¢esitli
nanomateryaller, polimerik nanopartikiiller ila¢ tastyict sistemleri olarak
kullanilmaktadir (Allahverdiyev et al., 2018). ilag¢ tasiyici sistemler arasinda
polimerik nanopartikiiller, hem hidrofilik hem de hidrofilik ilaglarin yanisira antijen
ve protein gibi en ¢ok tercih edilen biyobozunur nanopartikiillerdir (Jain et al.

2018).

Genellikle polisakkaritler (kitin/kitosan, hiyaluronik asit tiirevleri, aljinat,
vb.) ve proteinler (albiimin, kolajen, vb.) igeren dogal polimerler, c¢esitli
biyomedikal uygulamalarda (ilag¢ ve/veya goriintiileme ajani1 dagitim sistemi, doku
rejenerasyon iskeleleri, farmasétik formiilasyonlarda yardimci maddeler olarak)
yaygin olarak kullanilan toksik olmayan ve biyouyumlu biyomalzemelerdir (Horst

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

Kitosan polimerinin ila¢ tasiyici sistemlerinde kullanilmasimin en 6nemli
ozellikleri biyoyararlanimi artirmasi, biyouyumlu olmasi ve bu nedenle toksisite
olusturmamasidir. Bu o6zellikleri bakimindan ilag tasiyici sistemlerden gidaya,
kozmetikten biyoteknolojiye bir¢ok alanda biyopolimer olarak tercih edilmektedir

(Cardenas-Trivifio et al., 2021).

Luo ve arkadaslar1 (2019) tarafindan stearik asit-karboksimetilkitosan (SA-
CMC) konjugat1 sentezlenerek 106 + 19 nm boyutunda hidrodinamik pargacik
boyutuna sahip kendiliginden olusabilen nanopartikiilleri hazirlanmistir.
Kendiliginden olusabilen nanopartikiillere antikanser ila¢ etkin maddesi olan
Paklitaksel enkapsiile edilmistir. Ilag etkin madde %86 enkapsiilasyon verimi, 72
saat boyunca ise %70-90 ila¢ salim1 gergeklesmistir. Pasif hedefleme ve ardindan
hiicresel endositoz yoluyla tiimor bolgelerindeki birikimi 6nemli dl¢iide artirdigin
ortaya koyarak, tiimor hedefli iletim ve kanser tedavisi i¢in basit, ancak

uygulanabilir bir nanosistem oldugunu kanitlanmistir (Luo et al., 2019).

Anjum ve arkadaslart (2024) S5-Florourasil’i tiyollenmis kitosan bazli

nanopartikiillere enkapsiile edilebilecegini basarili bir sekilde ortaya koymuslardir.



Kemoterapdtik kismin etkinligini arttirmak amaciyla, yiizeyi tiyol ligandiyla
modifiye edilen nanopartikiiller iyonik jelasyon yontemiyle hazirlanmistir. Ayrica
hazirladiklar1 nanopartikiilleri, meme kanseri dahil bircok kanser cesitlerinde kati
malignitelerde siklikla ekprese edilen CD44 reseptoriine aktif hedefleyebilmek i¢in
nanopartikiilleri hiyaluronik asit (HA) ile kaplamiglardir. Hazirlanan
nanopartikiillerin in-vitro etkinligini belirleyebilmek i¢in MDA-MB-231 (iicli
negatif meme hiicre hatti) ve MCF-10A hiicre (normal epitel meme hiicreleri)
hatlar1 lizerinde sitotoksisiteleri calisilmistir. Elde edilen sitotoksisite sonuclari ile
hazirlanan nanopartikiillerin meme kanseri i¢in potansiyel antikanser tedavi

saglayabilecegi kanitlanmistir (Anjum et al., 2024).

Hosseinzadeh ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Gemcitabine
yiiklii kitosan-pluronic ® F-127 nanopartikiillerini iyonik jelasyon yontemiyle
hazirlamiglardir. Nanopartikiiller dinamik 1s1k sacilmasi, Fourier dontisiimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak karakterize edilmistir. pH 7,4 tampon ortaminda in-vitro ilag salimi
incelenmis ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisite ¢alismalari
yapilmistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda kitosan bazli nanopartikiillerin kolon
kanseri tedavisinde etkili bir oral formiilasyon olarak kabul edilebilecegi

kanitlanmistir (Hosseinzadeh et al., 2012).

pH duyarli enjekte edilebilir biyouyumlu tiyol modifikasyonlu kitosan
(CSSH) hidrojeli, doku rezeksiyonunun ilk agsamasinda tiimor hiicrelerinin etkin bir
sekilde tedavi edilmesi ve ardindan doku rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmak tizere
Li ve arkadaslari tarafindan (2021) tasarlanmistir (R. Li et al., 2021) . Hidrojellerin
mekanik dayanikliligini artirmak, toksik ve yan etkileri azaltmak ve doksorubisin
(DOX) salimim geciktirmek amaciyla halloysit nanotiipler (HNT'ler), tiyollenmis
HNT'ler (HNT'ler-SH) elde edilmistir. DOX (DOX@HNTs-SH) yiiklendikten
sonra CSSH ile capraz baglanarak DOX@CSSH/HNTs-SH jeli olusturulmustur.
In-vitro salim ¢alisma sonuglariyla, DOX'un normal fizyolojik pH'ta yavas salim
hizina sahip olmasina ragmen, tlimorlerin asidik mikro ¢evrelerinde hizli bir sekilde

salim gostermesi, hazirlanan hidrojellerin pH'a duyarl oldugunu gostermistir. Elde



ettikleri sonuglari, in-vitro hiicre kiiltlirii caligmalariyla da destekleyerek (MCF-7
hiicre hatt1) DOX vyiikli hidrojelin, 6zellikle timor rezeksiyonundan sonra
tekrarlanmay1 6nlemek ve hasarli dokular1 onarmak amaciyla, lokal olarak dogru
ve etkili ilag salimi1 saglayan bir tasiyici olarak kullanilabilecegi ortaya

konulmustur.

Kitosan disinda sik¢a kullanilan bir diger biyouyumlu polimer ise aljinattir.
Aljinat, biyouyumlulugu, toksik olmamasi, biyolojik olarak pargalanabilirligi ve
cesitli matrisler ve substratlarla fonksiyonel ¢ok yonliiliigii gibi Ozellikleri
sayesinde yara Ortiilerinin gelistirilmesinde, doku miihendisliginde ve ilag tagima

sistemleri gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmasina olanak tanir (X. Li et al., 2020)

Dogal bir polisakkarit olan sodyum aljinat kullanilarak apigenin'in siirekli
salimli Ca-aljinat boncuklar1 Aldawsari ve arkadaglar tarafindan kalsiyum klortiriin
capraz baglayicist kullanilarak iyonotropik jellesme teknigiyle hazirlanilmistir.
Hazirlanan nano boncuklar1 FTIR, DSC, XRD ve SEM analizi ile karakterize
edilmis ve basaril bir sekilde hazirlandig1 ortaya konulmustur. Ayrica in-vitro MTT
analizi, meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde potansiyel bir antikanser etki

gosterdigini belirtmislerdir (Aldawsari et al., 2021).

Erdagi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada (2019), hidrokolloid
nanotastyicilar olusturmak i¢in stabilizator olarak kuaternize nanoseliiloz (Q-NC)
ve diosgenin-konjugat aljinat (DGN-ALG) par¢aciklar1 kullanilarak ¢ok katmanli,
kendiliginden birlesen elektrostatik yag-su Pickering emdiilsiyonlarinin (PE'ler)
kolay hazirlanmasi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar 1s181inda, 30 giinliik stire
boyunca emiilsiyon, damlacik kararliligi gostermistir. Morfolojik analiz, PE
emiilsiyonlarinin hidrodinamik boyutlarinin ortalama 150 + 3,51 nm ¢apinda
kiiresel sekilli oldugunu ortaya koymustur. Model ilag olarak kapsiillenmis
Kinalizarinin in-vitro salim kinetigi, kanin pH ortami taklit edilerek (pH 7.4)
calisilmis ve %89 £ 1,21'lik bir kiimiilatif ila¢ salim1 gdsterdigi bulunmustur. Ek
olarak, PE'lerin hiicresel igsellestirilmesi konfokal mikroskopi goriintiileme
yontemi ile incelenmis ve yiiksek hiicresel alim gosterilmistir. Ayrica, MTT testi

ile degerlendirilen in vitro sitotoksisite caligmalar1 sonucunda, insan akciger (A549)



ve meme (MCF-7) kanser hiicre hatlarinda miikemmel antikanser aktivite

sergiledigi gosterilmistir (Ilkar Erdagi et al.,2020).

2023 yilinda Maher ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmada, cisplatin
iceren aljinat hidrojeli kaplanmis glimiis nanopartikiillerinden (Alg-AgNPs-CisPt)
olusan bir kompozit materyali gelistirilmistir. Bu nanokompleksin, meme kanseri
hiicreleri iizerinde sinerjik sitotoksik etkiler indiiklemedeki etkinligi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglar, bu yenilik¢i yaklasimin, meme kanseri (MDA-MB-231 hiicre
hatt1) tedavisinde potansiyel bir terapdtik strateji olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Sitotoksisite deneyleri ve apoptoz analizleri, nanokompleksin
meme kanseri hiicrelerine karst AgNP'leri veya bagimsiz tedaviler olarak cisplatine
kiyasla daha fazla etkinlik sergiledigini gostermislerdir. Ayrica, nanokompleksin
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri seviyelerini arttirdigi ve etkinligini daha da

dogruladig1 bulunmustur (Mabher et al., 2023).

Song ve arkadaslari (2018) tarafindan kurkuminin (MDA-MB-231)
biyoyararlanimini ve sitotoksisitesini artirmak i¢in kurkumin yiiklii manyetik
aljinat/kitosan nanopartikiilleri tiretilmistir. Aljinat ve kitosan, elektrostatik
ozellikleri nedeniyle FesOs manyetik nanopartikiiller iizerinde biriktirilmistir.
Nanopartikiil boyutu, ila¢ dagitimi i¢in optimum aralik 120-200 nm arasinda
degismektedir. Konfokal floresan mikroskobu sonuglari, manyetik alan yardimiyla
kurkuminin hedeflenen dagitiminin saglandigin1 gostermistir. Kurkumin yiikli
nanopartikiilleri MDA-MB-231 hiicrelerine karsi, serbest kurkumine gore 3-6 kat
daha fazla birikim gostererek ve bunun sonucunda daha yiiksek sitotoksisite
sergilemistir. Siirekli salim profilleri, gelismis alim etkinligi ve kanser hiicrelerine
yonelik sitotoksisitenin yani sira aktif hedefleme, manyetik aljinat/kitosan
nanopartikiillerini (MACP) kanser tedavisi i¢in umut verici adaylar haline

getirmektedir (Song et al., 2018).

Tiimor hiicrelerine/dokularina Ligustrazin (LZ) tasimini arttirmak icin, folat
esterin kitosan {iizerindeki amin grubu ile birlestirilmesiyle folat-kitosan
nanopartikiilleri (FA-CS-NPs) sentezlenerek, LZ icin bir tasima sistemi

hazirlanmas1 amaglanmistir (FA-CS-LZ-NPs). Folat reseptorii eksprese eden MCF-



7 hiicreleri ile folat reseptorii eksprese etmeyen AS549 hiicreleri, hazirlanan
nanopartikiiliin kanser hiicreleri iizerinde hedefleme etkinligini belirlemek igin,
FA-CS-LZ-NP'leri, CS-LZ-NP'leri ve LZ ile ¢alisilmistir. Folat-kitosanin yapisi ve
FA-CS-LZ-NP'lerin boyutu, enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme kapasitesi ve salim
oranlart gibi ozellikleri analiz edilmistir. FA-CS-LZ-NP'lerin ortalama boyutu
182,7+0,56 nm, kapsiilleme etkinligi ve yiikleme kapasitesi sirastyla %59,6 + 0,23
ve %15,3 £ 0,16 bulunurken, kiimiilatif salim oran1 pH 7.4 tampon ortamina gore
pH 5.0 tampon ortaminda daha yiiksek olup %95 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglar, FA-CS-LZ-NP'lerin hedefleme etkinligin folat reseptoriiniin aracilik
ettigini gostermistir. Bu sonuglar 1s18inda, FA-CS-LZ-NP'ler, kanser tedavisi
sirasinda ¢oklu ila¢ direncinin iistesinden gelebilecek potansiyel bir folat reseptorii
pozitif tiimor hiicresini hedefleyebilen ila¢ dagitim sistemi olabilecegi ortaya

konmustur (Cheng et al., 2017).

Literatiirde kitosan nanopartikiilleri ile yapilan bir diger calismada, kitosan
(CS) NP'er iyonik capraz baglama yontemi ile hazirlanmis ve elektrostatik
etkilesim ile folik asit (FA), CS NP'ler ile konjuge edilmistir. NP'lerin 6zellikleri
incelenmis ve model ilag olarak doksorubisin hidrokloriir (Dox) in-vitro ilag salim
kinetigini aragtirmak i¢in enkapsiile edilmistir. FA-CS NP'lerinin sitotoksisitesi ve
hiicresel alimi arastirilmistir. Dox, FA-CS NP'lere kolayca yiiklenmis ve salim
modeli kontrollii ilag salimi gostermistir. Folat reseptdrii pozitif SMMC-7221
hiicreleri ile inkiibe edildiginde rodamin B-isaretli FA-CSNP'lerin varliginda
belirgin fagositoz etkisi gozlenmistir. Modifiye edilmemis CS NP'lerle
karsilastirildiginda, FA-CS NP'ler bilinen folat reseptor aracili endositoz nedeniyle
cok daha yiiksek hiicre alim kabiliyeti gdstermistir. FA-CS NP'ler, folat reseptorii
aracili hedefleme tanimi ile antitlimor ilacin kullanim etkinligini artirmak i¢in

potansiyel bir yol olarak tercih edilebilecegi ortaya konmustur (Song et al., 2018).

Lee ve Lee tarafindan yapilan ¢alismada ise, asidik ortamda bozunan ve hedef
bolgeye S-aminolevulinik asit (SALA) salan pH duyarli NP'ler gelistirilmistir.
NP'ler, aljinatin folik asit ile konjuge edilmesi ve ardindan SALA'nin su i¢inde yag
(W/0O) emiilsiyon yontemi ile kapsiillenmesi ile hazirlanmigtir. Aljinat konjuge

folik asit nanopartikiilleri (AF NP'ler) homojen boyutta olup, sulu siispansiyonda



agregasyon olmaksizin uzun siire stabil kalmis ve toksik olmadigi belirlenmistir.
AF NP'ler, tiimorlere etkili bir sekilde sizabilecek kadar kiigiik (<50 nm) olup,
reseptor aracili endositoz yoluyla kanser hiicreleri tarafindan spesifik olarak
internalize edilmistir. NP'lerin hiicre i¢i absorpsiyonunun ardindan, aljinat
lizozomlarda deprotonize olmus ve SALA'y1 salmistir; bu da mitokondriyal sentezi
yoluyla protoporfirin IX (PpIX)'e donistirildiigi belirtilmektedir. Calisma
sonuglari, AF NP'lerin kanser hiicrelerine ulasmadan 6nce enzimler veya diger dis
faktorler tarafindan bozulmadigini ve floresan dnciillerinin floresan olusturmak i¢in
kanser hiicrelerine spesifik ve dogru bir sekilde iletildigini gostermislerdir (Lee and

Lee, 2020).

Tek bilesenli polimerik nanopartikiil sistemlerde yapisal parcalanma, ilacin
erken salimi veya spesifik olmayan ilag salim kinetigi gibi dezavantajlar
yasanabilmektedir. Bu tiir dezavantajlarin  blend sistemlerde avantaja
dondstiirtilebilmesi, son zamanlarda daha yogun bir sekilde arastirilmasinda neden

olmustur (Ferreira Soares et al., 2020; Nyamweya, 2021).

Farkli alanlarda kullanilan blend nanopartikiillerinin ilag tasima sistemi
olarak avantajlarina odaklanildiginda, ilacin ¢Oziiniirliiglinii ve stabilitesini

artirarak toksisitesini azaltma potansiyeli 6n plana ¢cikmaktadir (Nyamweya, 2021).

Her ne kadar hedefe yonelik tedaviler onkolojide giderek daha 6nemli hale
gelse de, sitotoksik ajanlarin kanser tedavi paradigmasinda degerli bir unsur olmaya
devam etmesi muhtemeldir. Ancak kemoterapiye karsi gelisen direng, kanserin
basarili tedavisinin 6niinde biiyiik bir engeldir (Fornier, 2007). Bu nedenle timor
direnci mekanizmalarinin iistesinden gelebilen yeni antineoplastik ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Tksabepilon (IXA), metastatik meme kanserinin tedavisi i¢in FDA
tarafindan yeni onaylanmis bir kemoterap6tik ajandir. Dosetaksel ve paklitaksel'e
benzer sekilde mikrotiibiilleri hedeflemesine ragmen, iksabepilone taksanlara
direngli hastalarda aktiviteye sahiptir. iksapebilon, kanser hiicrelerinde apoptosisi
tetikleyen epotilon B'nin yar1 sentetik bir analogudur. Mikrotiibiillerin
stabilizasyonu yoluyla etki mekanizmasini gostermektedir (Puhalla and Brufsky,

2008). Bu amagla, tedavi edilmis direngli ve erken meme kanseri dahil olmak iizere



cok cesitli timor tiplerinde umut verici sonuglarinin olmasindan dolay1 6nemlidir.

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

IXA yiikli ve folik asit (FA) ile fonksiyonellestirilmis poli(etilen glikol)-
poli(propilen siiksinat) (PEG-PPSu) kopolimeri nanopartikiilleri Siafaka ve
arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda hazirlanmistir. Bu nanopartikiillerin, folat
reseptoriinii asir1 eksprese eden meme kanseri tiimorlerinin hedeflenmis tedavisi
icin kullanilabilecegi diistinlilmiistiir. Nanopartikiiller, c¢ift emiilsifikasyon ve
¢Oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Ortalama
195 nm boyutunda olup, enkapsiilasyon etkinligi ise, %38,80 olarak bulunmustur.
Floresan nanopartikiiller, Rodamin B'nin PEG-PPSu'ya konjuge edilmesiyle
hazirlanmis ve FA-PEG-PPSu nanopartikiillerinin folat reseptoriinii ekprese eden
insan meme kanseri hiicrelerine girme kapasitesini gostermek i¢in konfokal
mikroskopi ile gorilintiilenmistir. In-vitro sitotoksisite calismalarina dayanarak, bos
FA-PEG-PPSu nanopartikiillerinin hiicreler i¢in toksik olmadigi tespit edilmistir.
IXA yiiklii nanopartikiiller, viicut sivisini simiile edilen tampon ortaminda stirekli
ilag salmim profili sergiledigi belirtilmistir. Ayrica elde ettikleri sonuglari
degerlendirdiklerinde ise, hazirladiklar: IXA yiiklii nanopartikiillerin meme kanseri
kemoterapisinde hedeflenebilir nanotasiyicilar1 olarak kullanilmaya uygunlugunu

ortaya koymuslardir.

Dahasi, nanopartikiiller FA reseptoriinii ifade eden insan meme kanseri

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

Radyofarmasdétikler, farmakolojik bir yanit olusturmaksizin hastalarda tani ve
tedavi amaciyla kullanilan radyoaktif ilaglar olarak tanimlanmaktadir. Niikleer tip
uygulamasinin ana bilesenleri olup, niikleer tipta %95 tan1 ve %5 tedavi amaciyla
kullanilirlar. Meme kanseri goriintiilenmesi i¢in radyoisaretli metotreksat (MTX)
yiiklii kitosan nanopartikiil sistemleri hazirlanmistir. Teknesyum-99m (**™Tc) ile
radyolaisaretlenmis, isaretli bilesigin radyokimyasal safligi kontrol edilip,
stabilitesi 6 saate kadar bir gama sayaci kullanilarak gergeklestirilmistir. Kitosan
nanopartikiillerini, **™Tc ile yiiksek isaretleme verimi (> %90) ve stabilite ile

radyoisaretme yapildigr gosterilmistir. In-vitro hiicre kiltiirii ¢aligsmalarini



inkorporasyon c¢aligsmalarini, meme kanseri (MCF-7) ve insan keratinosit (HaCaT)
hiicre hatlarinda  degerlendirilmis ve sonuglar radyoisaretli  kitosan
nanopartikiillerinin meme kanseri teshisi i¢in umut verici bir ajan olabilecegini

gosterilmistir (Ekinci vd., 2015).

9mTc-kitosan nanopartikiilleri sentezlemis ve karaciger goriintiileme icin
potansiyeli degerlendirilmistir. Normal farelerde isaretleme etkinligi, stabilite,
biyodagilim ve goriintiileme calismas1 yapilarak, radyoisaretli nanopartikiillerin
fare karacigerinde etkili bir sekilde biriktigini gostermisler ve °°™Tc-kitosan
nanopartikiillerinin karaciger goriintiilemesi i¢in umut verici bir radyofarmasotik

olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir (Rajabi et al., 2016).

Izoniazid (INH), tiiberkiiloz tedavisinde yaygm olarak kullanilan birinci
basamak anti-tiiberkiiloz ila¢ etkin maddesidir. *™Tc-aljinat-INH mikrokiire
formiilasyonlar1 hazirlanarak, iyilestirilmis bir formiilasyon gelistirmek ve kalite
kontrol yontemleri ile radyoaktif isaretlemenin stabilitesi degerlendirmislerdir.
Yapilan karakterizasyon caligsmalar1 sonucunda, isaretleme veriminin %96 oldugu
ve biyodagilim caligmalar ile radyoaktif atom ile isaretlenmis formiilasyonun
karaciger, bagirsak, akcigerler ve bobreklerde biiyiik birikim gostererek, tiiberkiiloz

tedavisinde etkinligi ortaya konulmustur (Samad, 2008).

Bu baglamda tez ¢aligmamiz; meme kanseri tedavisinde kullanilan ve diger
kemoterapétik ilaglara gore umut verici olan Iksabepilon model ilag etkin maddesi
yiikli, folik asit ile aktif hedefli hale getirilmis biyopolimer nanopartikiilleri, blend
nanopartikiillerin hazirlanmas1 ve *™Tc ile isaretlenmesini igermektedir.
Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonlari, enkapsiilasyon ve isaretleme
verimleri belirlenmistir. In-vitro hiicre kiiltiiri denemelerinde FACS, FAALG ve
FAALG/FACS blend nanopartikiillerin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1
lizerinde sitotoksisite ¢aligmalar;, *™Tc ile isaretlenen nanopartikiillerde ise,
inkorporasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Son olarak, optik goriintiileme
yontemi ile in-vivo hayvan calismalarinda MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilarak
meme kanserli disi BALB/C fare modelleri olusturulmus, hazirlanan blend

nanopartiklerinin biyodagilim ve tedavi potansiyelleri, in-vivo goriintiileme (IVIS)
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spektrum cihaziyla izlenmistir. Ex-vivo calismalarin sonucunda, elde edilen
timorli  dokularin  patolojik incelemeleri yapilmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde hazirlanan IXA yiiklii blend nanopartikiil sistemin meme
kanseri tedavisinde umut vaad edebilme potansiyeline sahip oldugu

distiniilmektedir.
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2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, viicudun cesitli bolgelerini etkileyebilen bir grup malign hastaligi
tanimlamak i¢in kullanilan kapsamli bir terimdir. Bu hastalik, hiicrelerin hizli ve
kontrolsiiz sekilde cogalmasiyla karakterize edilir; bu hiicreler bir kitle veya timor
olusturmak {iizere bir araya gelebilir ya da viicuda yayilip diger bolgelerde anormal
biiyiimeler baglatabilir (Ovais et al., 2016). Kanser, diinya genelinde milyonlarca
insanin yasamini yitirmesine neden olan ciddi hastaliklardan biridir (Reddy and

Grace, 2016).

Amerikan Kanser Dernegi, her yil icin yil icerisinde ortaya ¢ikacak yeni
kanser vakalarini ve 6liim sayilarini tahmin etmekte ve kanser insidansi, mortalite
orani ve sagkalim ile ilgili en giincel verileri toplamaktadir. 2024 yilinda tahmini
olarak 2.001.140 yeni kanser vakasi teshis edilecegi ve 611.720 kisinin kanserden
dolay1 dlecegi tahmin edilmistir (Siegel et al, 2024).

2.1.1 Meme kanseri

Meme kanseri, son yillarda tan1 ve tedavi alanindaki gelismelere ragmen,
kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olup, kanser kaynakli 6liimler arasinda ise
akciger kanserinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir (Back et al., 2005). Orta
yash kadinlar arasinda 6liim nedenlerinden biridir. Meme kanserlerinin yaklagik
%7's1 40 yas alt1 kadinlarda, %4'ten az1 ise 35 yas alt1 kadinlarda goriilmektedir
(Brinton et al., 2008). Tiim kanser tanilarinin yaklasik %23l ve kadinlardaki
oliimlerin %14’ meme kanseri ile iligkilidir. Meme kanseri insidanst Asya’da 35
kadinda 1 ve Amerika Birlesik Devletleri'nde 8 kadinda 1 olarak
gozlemlenmektedir (Graidist et al., 2015).

Meme kanseri, memede malign hiicrelerin gelismesi sonucunda ortaya ¢ikar.
Bu kotii huylu hiicreler, memenin siit bezlerinin veya kanallarinin (duktal epitel) i¢
yiizeyinden kaynaklanir ve bu durum kanser olarak tanimlanir. Kanser hiicreleri,

kontrolsiiz boliinme ve anormal biiyiimeye yol acan 6zellikleriyle, yerel olarak
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normal dokuyu istila edebilir veya metastaz adi verilen siirecle viicuda yayilma

yetenegine sahiptir (Thackery, 2002).

Sit Bezleri

Sekil 2.1 Meme kanseri gosterimi (Thackery, 2022).

Meme kanseri genellikle mamografi taramalar: sirasinda, semptomlar ortaya
cikmadan 6nce (asemptomatik) veya bir kadin memesinde bir kitle veya degisiklik
fark ettikten sonra (semptomatik) tespit edilir. Semptomlarin ortaya ¢ikmasindan
sonra tespit edilmesi, meme kanseri taramasina baglamamis geng¢ kadinlar, artik
tarama i¢in Onerilmeyen ileri yastaki kadinlar ve Onleyici taramalara erisimi
olmayan kisiler arasinda daha yaygindir. Taramada tespit edilen kitlelerin ¢ogu iyi
huylu (benign) ¢cikmaktadir. Kanser siiphesi oldugunda, mikroskobik analiz yoluyla
kesin tan1 koymak igin biyopsi yapilmasi gerekmektedir. Ince igne biyopsisi veya
daha biiytlik ¢ekirdek igne biyopsisi en yaygin yontemlerdir, ancak bazen cerrahi

biyopsi de uygulanabilir. Biyopsi tiiriiniin se¢imi, kitlenin boyutu ve konumu, hasta
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faktorleri ve tercihleri ile mevcut kaynaklar gibi cesitli faktorlere baghdir

(American Cancer Society, 2022).

2.1.2 Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavisi, multidisipliner bir yaklagim gerektirir. Her vaka igin

tedavi karar1 verilirken;

e Tiimdriin boyutu ve evresi,

e Kanser hiicrelerinin tiir,

o Aksilla lenf diigiimlerine veya viicudun diger organlarina yayilim durumu,

o Tliimoriin hormon reseptorlerinin durumu,

¢ Kanser hiicrelerindeki genetik materyalin tiirti,

e Kanser hiicrelerinin proliferasyon hizi,

e Hastanin yas1 ve genel saglik durumu

gibi faktorler dikkate alinmaktadir (American Cancer Society, 2022; Luini et al.,
1994).

Meme kanseri tedavisinde, cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi, biyolojik tedavi, kemik iligi nakli ve kok hiicre nakli gibi cesitli
yontemler, tek olarak veya kombinasyon halinde uygulanmaktadir. Tiim bu degisik
tedavi seceneklerinde amagc, hastay1 kanserden kurtarmak, lokal kontrolii saglamak,
evrelemeyi dogru yapmak ve buna bagl olarak dogru adjuvan tedavi uygulamak,
iyi kozmetik sonug elde etmek ve hastanin rehabilitasyonunu saglamaktir (Ulger,

2008; Luini et al., 1994).
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Cerrahi Tedaviler: Mastektomi; pektoral kaslarin korunup, meme bas1 da
dahil olmak iizere tim meme dokusunun c¢ikarilmasidir. Radikal Mastektomi;
pektoral kaslarin, aksiller lenf diiglimlerinin, meme basinin ve tim meme
dokusunun ¢ikarilmasidir. Modifiye Radikal Mastektomi; Aksiller lenf diiglimleri
ve tim meme dokusunun alimmasini igerir. Meme Koruyucu Cerrahi'de (MKC)
gerceklestirilen operasyonlar kadrantektomi, tiimorektomi ve genis timor
eksizyonu veya lumpektomi olarak adlandirilir. Lumpektomi, timoriin ve
cevresindeki saglikli dokunun ¢ikarilmasi iglemidir. Kadrantektomi, lumpektomi
ile benzer bir cerrahi islemdir, ancak bu operasyonda memenin tiim bir kadrani

cikarilir (American Cancer Society, 2022; Cabioglu, 2012).

Radyoterapi: Meme Koruyucu Cerrahi (MKC) sonrasi uygulanan
radyoterapi, tedavinin ayrilmaz bir bilesenidir. Radyoterapi, yiiksek enerjili
iyonlastirict 1sinlar veya atom pargaciklar: kullanilarak gergeklestirilen bir tedavi
bi¢cimidir. Amaci, cerrahi yontemlerde oldugu gibi, oncelikle lokal ve bolgesel

kontrolii saglamak ve buna bagli olarak yasam siiresini uzatmaktir.

Sistemik Tedavi Yontemleri: Kemoterapi; “ilagla tedavi” anlamina
gelmekle birlikte, kanser hiicrelerini etkileyen kanser ilaglarinin kullanilmasidir.
Kemoterapinin amaci; tan1 aninda kanda dolasan mikrometastazlari yok ederek,
hastaligin niiks etme ve 6liim riskini azaltmak veya dnlemek ve yasam siiresini
uzatmak amagclanmaktadir (Yu and Hung 2010). Immiinoterapi; cerrahi sonrasinda
kanserin yeniden ortaya ¢ikma riskini azaltmak amaciyla kullanilabilir. Ayrica, ileri
evre meme kanserleri i¢in de uygulanan bir tedavi yontemidir. Bagisiklik sisteminin
aktive ederek yada baskilayarak hastaligin tedavi edilmesidir (American Cancer
Society, 2022; Cabioglu, 2012). Meme kanserlerinin yaklasik %15-20’si, biiylimeyi
tesvik eden HER-2 proteinini asir1 miktarda tiretir (Carey et al., 2006). Bu tiimorler
daha hizl1 bir biiylime gdstermekte ve HER-2 {iretmeyen tiimorlere kiyasla yeniden
ortaya ¢ikma olasilig1 daha yiiksek olmaktadir. Ornegin; Trastuzumab (Herceptin),
HER-2 proteinini dogrudan hedefleyen bir monoklonal antikordur. Ayrica
kemoterapi almamis hastaya Dosetaksel ve Transtuzumab birlikte verilmesinin
ardindan Pertuzumab kullanimi da meme kanserindeki biiyiimeyi azalttig

gozlemlenmistir (NCADV, 2017).
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2.2 Nanoteknoloji ve ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nano, Yunanca'da “ciice” ya da ¢ok kii¢iik seyi ifade eden bir terimdir ve bir
metrenin milyarda birini (10~° m) ifade eder. Nanobilim ve nanoteknoloji arasinda
net bir ayrim yapmamiz gerekmektedir. Nanobilim, 1 ila 100 nanometre arasindaki
Ol¢ekte yapilarin ve molekiillerin incelenmesini kapsar. Bu yapilart ve molekiilleri
pratik uygulamalarda kullanan teknoloji ise nanoteknoloji olarak adlandirilir
(Mansoori and Soelaiman, 2005). Karsilastirma yapildiginda, tek bir insan saginin

kalinliginin yaklagik 60.000 nm oldugu ve DNA ¢ift sarmalinin yaricapinin ise

VCNP (550 am) Bakteri 0.15-2 pm Oharyt Bhcvlee Sag 60pm ) Polen (400 jm) |

yalnizca 1 nm oldugu anlagilmalidir (Sekil 2).

O

€60 (1 nm)
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I 1 Illlllll - nnxnl - llllul Ll lllllll ek lllllll - lllllll o =} lll“ll
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Atom (0.1 nm)

Sekil 2.2 Nanomalzeme boyutlarinin karsilastirilmasi (Gnach et al., 2015).

Nanobilim, uygulamali saglik, molekiiler kimya, molekiiler bilim,
farmakoloji, optik ve miithendislik gibi geleneksel disiplinlerle is birligi yaparak
maddelerin yeni 6zelliklerini kesfetmek icin biitiinlesik bir platform sunar. Son
yillarda, bilim ve teknolojinin entegrasyonu, daha etkili bir saglik sistemi, nano-
tibbi cihazlar ve terapotik yaklasimlar saglayarak tip ve saglik bilimlerindeki
zorluklara ¢6ziim iiretmek amaciyla siklikla 1yi bir sekilde tasarlanmistir (Gnach et

al., 2015).
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Nanoteknolojinin glinlimiizde insan ve hayvanlar iizerindeki etkisi, saglik
bilimlerinin arastirilmasi ve doniistiiriilmesi i¢in yeni ufuklar agabilir ve terapotik
bir ara¢ olarak degerlendirilmesi gereken onemli bir konudur. Nanoteknoloji,
atomlar, molekiiller ve siipermolekiiller gibi biyolojik yapilarin miihendisligi
amaciyla gelistirilmis, ¢cok disiplinli bir alandir. Bu teknoloji, yeni cihazlar ve
benzersiz Ozelliklere sahip malzeme yapilarin1 karakterize ederek mevcut
zorluklara kars1 umut vaat etmektedir. Bunun yani sira, 6liimciil biyolojik sorunlar1
incelemek ve anlamak i¢in hastaliklarin teshisi ve tedavisinde de kullanilmaktadir
(Sichert et al., 2015). Nanoteknoloji, hiicre sinyalizasyonu, metabolizma, enerji
iiretimi ve besin taginmasi gibi hemen hemen tiim biyolojik faaliyetlerde merkezi
bir rol oynar. Bu nedenle, nanoteknolojinin terapotik amaclarla biyoloji ve tipla
etkilesimde bulunarak bireysel madde diizeyinde yenilikgi teknolojiler sunabilecek
temel bir aday oldugu kabul edilebilir (Alliance & Heath, 2003; Sahu et al., 2021).
Boylelikle, dokuya 6zgii ilag hedefleme yaklagimlari, hastalik prognozunu agmak

icin strateji segenegi sunabilir (Veselov et al., 2022).

Nanoteknolojinin  amaci, goriintiileme, hastaliklarin  teshisi, doku
mithendisligi ve daha etkili, uygun maliyetli ve giivenli ilag dagitim sistemlerinin
tasarimi gibi alanlarda uygulanabilir olmasidir. Ilag tasiyici sistemler, ilaglar1 hedef
bolgelere hassas bir sekilde ileterek, hedef dis1 etkileri ve toksisiteleri azaltarak
tedavi sonuglarint hizlandirabilir (Al., 2018). Ayrica etkin maddenin salim zamani,
yeri ve hizinin kontrol edilebilecegi formiilasyonlardir. Bu sistemler, antikor, peptit,
as1, ila¢ ve enzim gibi farmasotik bilesiklerin tasginimini ve etkinligini artirarak,

uygulanmalarini miimkiin kilmaktadir (Anselmo and Mitragotri, 2014).

Ilag tasiyici sistemler, terapdtik maddelerin hidrofobik veya hidrofilik
olmasina bakilmaksizin tasmnmasinda rol oynamaktadirlar (Mi et al., 2012). Tlag
tagiyicilar, tasima islemi icin ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar,
etkin maddenin nanotasiyici icine elektrostatik, hidrofobik veya hidrojen baglari ile
kapatilarak saliverilmesi ve kovalent veya elektrostatik etkilesimlerle nanotasiyici
yiizeyine konjugasyonunu igerir (Tiiylek, 2019). Polimerler, miseller, dendrimerler,

lipozomlar, emiilsiyonlar, nanokapsiiller ve nanopartikiiller gibi nanomalzemelerin
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sentezinin optimize edilmesi, glinlimiizde verimli bir arastirma alani haline

gelmistir.

o, ®e
L0 3

Voo

Dendrimer Liposom Eksosom Polimer Nano misel

Nano Jel Manyetik Altin
Nanopartikiil Nanopartikiil

Karbon Kuantum Dot Hidrojel Silika Demir Oksit
Nanotiip nanopartikiil

Sekil 2.2 Nano ila¢ molekiillerinin tiirleri (Sahu et al., 2021)

flag tasiyic1 sistemlerin ve araglarin kontrol edilebilirligi, ilacin hedeflenen
bolgeye ulasmasini ve burada etkili olma potansiyelini artirir. Hedef bdlge disinda
ilag etkisinin azaltilmasi, sistemik emilim ve yan etkilerin minimuma indirilmesiyle
terapotik indeksin yiikseltilmesi mimkiindiir. Ayrica, nanotastyicilar, ilact
degradasyona kars1 koruma ve hiicre i¢ine alimini kolaylastirma islevi gormektedir

(Guterres et al., 2007).

llaglarn biyodagilimi, terapétik etkinlik ve yan etkiler iizerinde biiyiik bir
etkiye sahiptir. Ilac tasiyic1 sistemler, ilaglarin biyodagilimmi iyilestirmenin ve
hiicre i¢i alimina yardime1 olmanin yani sira bozunmaya karsi koruma saglar (Belay

et al.,2018). Konvansiyonel ilag tasima yontemleri, cogunlukla hedef dis1 etkiler
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nedeniyle saglikli dokularda ciddi yan etkilere ve toksisiteye yol acabilen cesitli
dezavantajlar sunmaktadir. Nanoteknolojiye dayali yeni ila¢ tasima sistemleri, yeni
ve gelistirilmis 6zellikler gostererek istenen terapotik etkinlige ulagsmak i¢in umut
verici ¢oziimler olarak gelistirilmistir (Bhatia, 2016). Su i¢inde ¢oziiniirliigi diisiik
olan hidrofobik ajanlarin terapdtik kullanimlarinda, yetersiz emilim ve
biyoyararlanim sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, bu durum ilag agregasyonu ile

iligkili ¢esitli komplikasyonlarla da baglantilidir (Kedar et al., 2010).

Ilag tastyici sistemler arasinda yer alan ve daha fazla tercih edilen polimerik
nanopartikiillerdir. Kontrolli ilag salimi caligsmalarinda etkinligi artirmak ve
toksisiteyi onlemek amaciyla kullanilan, yiiksek terapdtik potansiyele sahip yapi
taglaridir (Calzoni et al., 2019; Chan et al., 2010). Polimerik nanopartikiillerin
avantajlari, kiiclik partikiil boyutlar1 nedeniyle hiicre i¢ine kolayca girebilmeleridir.
Ayrica, etkin maddenin hedef bolgeye tasinmasi ve orada kontrollii salimina
aracilik etmeleri de 6nemli avantajlarindandir. Yapisal 6zellikleri sayesinde, bu
partikiiller viicutta yiiksek stabiliteye sahip olup biyopargalanabilirler ve

parcalandiklarinda toksik olmayan maddeler olustururlar (Derman et al., 2013).

Nanopartikiillerin ilag tasiyict sistem olarak kullanilmasinin avantajlart su

sekilde siralanabilir (George & Cyriac, 2017; Soppimath et al., 2001):

e Nanopartikiiller, ilacin belirli bir bolgede kontrollii ve uzun siireli
salimin1 saglayabilir, organlara dagilimin1 ve sonrasinda viicuttan
atilimin degistirebilir. Bu durum, terapotik etkinligi artirirken yan

etkileri minimize edebilir.

e Partikiillerin yiizeyine hedefleme ligandlarinin eklenmesi veya
manyetik hedefleme yoOntemlerinin kullanilmas1 ile spesifik

yonlendirme saglanabilir.

e Parenteral uygulamadan sonra, nanopartikiillerin aktif veya pasif
hedeflenmesi, partikiil boyutu veya yiizey 6zelliklerinin degistirilmesi

yoluyla kolayca ayarlanabilir.
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e Ilac¢ yiikleme kapasitesi yiiksektir ve ilaglar herhangi bir kimyasal
reaksiyona girmeden sisteme dahil edilebildigi i¢in ila¢ aktivitesi

korunur.

Farmakolojik olarak aktif maddelerin belirli etki bdlgelerinde, kontrollii ve

optimum dozda salimin1 saglar.

2.2.1 Kanser Tedavisinde Nanopartikiiller

Kanser tedavisinde, bir ilag veya genin tiimor bolgesine etkin bir sekilde
ulastirilabilmesi, cesitli faktorlere baglidir. Bu faktorler arasinda dolasim siiresi,
mononiikleer fagositik sistemle etkilesim, dolasimdan tiimor bolgesine gegis,
hedefleme stratejisi, tagiyici sistemden salim ve kanser hiicreleri tarafindan alim yer
almaktadir. Kanser tedavisinde ilag olarak, genellikle alkilleyici ajanlar (6rnegin,
busulfan), antimetabolitler (6rnegin, gemcitabin), antimikrotiibiil ajanlar (6rnegin,
paklitaksel, vinkristin), topoizomeraz inhibitdrleri (6rnegin, topotekan) ve
sitotoksik inhibitorler (6rnegin, doksorubisin) gibi kiigiik molekiillerin kullanimini
igerir. Bu sitotoksik molekiiller, hizla ¢ogalan kanser hiicrelerini 6ldiiriir, ancak
ayni zamanda kemik iligi, gastrointestinal kanal ve sa¢ folikiillerindeki diger
boliinen hiicreleri de yok eder. Bu durum, bagisiklik sisteminin zayiflamasi,
gastrointestinal kanalin iltihaplanmasi ve {ilserasyonu ile sa¢ dokiilmesi gibi yaygin
yan etkilere neden olur. Ilag tastyici sistem olarak nanopartikiiller kullanildiginda,
sistemik dagilimin istenmeyen yan etkilerini azaltmak, tiimor bolgesinde birikimi
artirmak ve tedavi etkinligini iyilestirmek i¢in yeni yontemler sunar (Dawidczyk et

al., 2014).

Kanser tedavisinde, ila¢ molekiillerinin maksimum diizeyde kanser
hiicrelerine odaklanmasi ve saglikli hiicreler tizerindeki yan etkilerinin minimize
edilmesi, tedavi basarisi i¢in dnemlidir. Bu yaklagim ayni zamanda hastanin yasam
stiresi ve kalitesinin artirilmasi agisindan da biiyiik 6nem tasir. Tiimorler, kapiler
vaskiiler yapilandirmalar1 saglikli dokulardan farkli olarak endoteller arasindaki
bosluklarla karakterize edilir. Bu anormal damar yapisi nedeniyle, timor

bolgelerinde kapiler gegirgenlik artmistir ve bu durum artmis permeasyon ve
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retansiyon (EPR) etkisi olarak adlandirilmaktadir. Normal kapilerden daha
gegirgen olan tiimdr dokusu yakinlarina gelen nanopartikiiller, bu bdlgede
ekstravaskiiler ~kompartmana gegerek secici bir sekilde birikebilirler.
Nanopartikiiller, bu o6zellikleri sayesinde normal dokularda daha az birikim
gosterirler ve kanda daha uzun siire dolagabilirler. Bu durum, diger dokularin
sitotoksik ajanlarla kargilasma riskini azaltir (Bazak et al., 2014; Kumari et al.,

2016)

2.2.2 Nanopartikiillerin Hedeflendirilmesi

Ilag hedeflemesi, farmakolojik etkinin gerektigi belirli fizyolojik alanlarda,
organlarda, dokularda veya hiicrelerde secici ilag salimi olarak tanimlanir
(Yokoyama, 2005). Bir ilag intravendz olarak enjekte edildiginde tiim viicutta esit
olarak dagilir ve terapotik bolgeler disindaki bolgelere dagildiginda, toksik yan
etkilere neden olabilir. Terapotik bolgelere iletimi artirarak ve istenmeyen bolgelere
iletimi azaltarak, sirasiyla terapdtik ve istenmeyen bolgelerde artirilmis ve
azaltilmis ilag etkisiyle iyilestirilmis bir terap6tik indeks elde edilebilir (Dawidczyk
et al., 2014). Ila¢ hedeflemesi aktif ve pasif hedefleme olmak {izere iki genel
yonteme ayrilir (Yokoyama, 2005).

2.2.2.1 Aktif Hedeflendirme

Aktif hedefleme, ilaglarin farmakolojik etkinliginin gerekli oldugu hedef
alanlara iletimini artirmak i¢in belirli etkilesimlerin kullanilmas1 anlamina gelir. Bu
etkilesimler, antijen-antikor ve ligand-reseptor baglanmalarini igerir. Ayrica,
manyetik alanlar ve sicaklik gibi disaridan uygulanan fiziksel sinyaller de aktif
hedefleme i¢in kullanilabilir (Daniel and Astruc, 2004). Bu metodolojide
siniflandirilan tasiyicilar arasinda antikorlar, transferin, ferrit igeren lipozomlar ve

termoreponsif tasiyicilar yer almaktadir.

2.2.2.2 Pasif Hedeflendirme

Pasif hedefleme, tasiyici sistemlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin, bu

ozellikleri hedef ve hedef olmayan dokularin, organlarin ve hiicrelerin fizyolojik ve
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histolojik o6zelliklerine uyacak sekilde ayarlayarak, iletilen ilacin hedef/hedef
olmayan oranim artirdigi bir yontem olarak tanimlanir. Bu kategoriye giren
tasiyicilar arasinda sentetik polimerler, albiimin gibi bazi dogal polimerler,
lipozomlar, mikro (veya nano) partikiiller ve polimerik miseller bulunmaktadir.
Pasif hedeflemenin etkileyici Ozellikleri;  hidrofiliklik/hidrofobiklik — ve
pozitif/negatif yiik gibi kimyasal faktorler ve boyut/ kiitle gibi fiziksel faktorlerdir.
Pasif hedefleme, hem hedef olmayan organlar, dokular ve hiicrelerle olan spesifik
olmayan etkilesimlerin ve iletimin en aza indirilmesi hem de hedefe iletimin

maksimize edilmesi yoluyla gerceklestirilebilir (S. D. Li and Huang, 2008).

Nanotagiyics Tag

*
H\Q

' Tdmbr Hicrest

Pasif Hedefleme AKIIf Hedefleme

Sekil 2.2 Pasif ve aktif hedeflenmenin sematik gdsterimi (Ajnai vd.,2014)

2.2.3 Nanopartikiil Hazirlamada Kullanilan Polimerler

Polimerler, bircok molekiiliin kimyasal baglarla diizenli bir sekilde
baglanmasiyla olusan yliksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Polimerler, molekiil

agirliklart dagilimi sergileyen makromolekiillerin bir karisimidir (Ulery et al.,
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2011). Polimerleri inceleyebilmek icin ¢esitli sekilde siniflandirilabilir. Bu

smiflandirma tiirlerine agagida ornekler verilmektedir.

Kimyasal Yapilari: Organik ve Inorganik
Kaynak Kokeni: Dogal, Sentetik ve Yar1 Sentetik
Yapi: Diiz Zincirli, Dallanmig Zincir ve Capraz Baglh

Fiziksel Ozellikleri: Elastomer, Plastikler ve Elyaf

Dogal polimerler, bitki ve hayvan kaynaklarindan elde edilen polimerlerdir.
Proteinler, seliiloz, kitosan ve aljinat gibi malzemeler dogal polimerlere 6rnektir.
Sentetik polimerler ise, insan yapimi olup, plastik en yaygin bilinen ve kullanilan
tirdiir. Yar1 sentetik polimerlerin tiretiminde dogal polimerler kullanilir, ancak bu
polimerler daha fazla kimyasal degisime ugrarlar. Seliiloz nitrat ve seliiloz asetat’
ornek verilebilir. Molekiiler kuvvete gore gruplandirmaya bakildiginda ise, zayif
etkilesime sahip polimer olarak kaucuk gibi elastomerler, giiclii etkilesime sahip
olanlara fiber, orta ¢ekim kuvvetine sahip olanlara termoplastikler verilebilir.

(Fakirov, 2019).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerleri biyopargalanabilen
dogal ve sentetik polimerler, biyoparcalanabilir olmayan polimerler olarak
kategorize edilebilir (Marin et al., 2013). Biyopargalanabilir polimerlerin en biiytik
avantaji, degradasyon {iriinlerinin genellikle viicuttan kolayca atilabilen toksik
olmayan maddeler olmasidir. Ayrica, ticari Olgekte {iiretim sirasindaki
manipiilasyonlarinin zor olmasi, ayrica saflastirma ve tekdilize {iretimin
saglanmasinda ¢esitli zorluklarin bulunmast miimkiindiir. Biyoparcalanabilir
sentetik polimerler, yiik dagilimi, molekiil boyutu ve hidrofobisite degisiklikleri
gibi 6zelliklere gore istenilen sekilde sentezlenebilme yetenekleriyle 6n plana cikar.
Biiyiik miktarlarda ve yliksek saflikta tiretilebilmeleri, farkli partiler arasinda tutarl
ve tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olmalar1 ve hazirlama ile depolama kosullarinda
stabilitelerini  korumalar1  gibi  avantajlar1  nedeniyle nanopartikiillerin

hazirlanmasinda yaygin olarak tercih edilen polimerik materyallerdir.
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Biyopargalanabilen olmayan polimerler ise, uygulandiktan sonra viicutta uzun stire

parg¢alanamayan polimerler olup, toksisite problemlerine neden olmaktadirlar.

2.2.3.1 Kitosan

Kitosan, kitinin kismi alkali deasetilasyonu ile elde edilen, rastgele dagilmis
B-(1-4)-baglt d-glukozaminler ve N-asetil-d-glukozaminlerden olusan, farkl
molekiil agirliklarina (50-200kDa), deasetilasyon derecelerine (%40-98) ve
viskozitelere sahip bir polisakkarit kopolimeridir. Kitosan, bazi asitlerin sulu
cozeltilerinde ve bazi segici N-alkilidinasyonlarda ¢oziiniir (Lakshmana and
Suriyaprakash, 2017). Kitosanda bulunan amino gruplarinin pKa degerleri yaklasik
olarak 6,5'tir. Bu sebeple, kitosan pozitif yiiklii olup, asidik ve nétr ¢ozeltilerde pH

ve deasetillenme derecesine bagli olarak ¢oziintirliikk gosterir (Sarasam et al., 2006).

Sekil 2.1 Kitosanin molekiil yapis1 (Lopez-Garcia et al., 2014)

Dogada bol miktarda bulunan kitosan ve tiirevleri, diisiik toksisiteleri,
biyolojik olarak parcalanabilirlikleri ve uyumluluklar1 ile antimikrobiyal ve
antifungal Ozellikleri sayesinde ilag, gida, kozmetik ve tekstil gibi bir¢ok
endiistriyel alanda biiyiik ilgi géren polimerler arasinda yer almaktadir (Ben Amar

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

Kitosanin hem -NH; hem de -OH gruplar1 modifikasyon i¢in aktif bolgelerdir
(Mohammed et al., 2021). Fakat bu gruplarla kararsiz serbest radikallerle

reaksiyona girerek bunlari stabilize eder ve metal iyonlarin1 baglama yetenegi
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nedeniyle antioksidan aktivite gostermektedir (Yildirim et al., 2016). Kitosanin
¢ozlnlirliigli pH 6'nin iizerinde diisiik oldugundan, antimikrobiyal 6zelligi yalnizca

asidik ¢ozeltilerde aktivite bulunmustur (No et al., 2002).

Kitosan nanopartikiilleri, onlar iistiin ¢cevre dostu bir malzeme yapan ve
insanlara zarar vermeyen biyoaktiviteye sahip miikemmel fizikokimyasal,
antimikrobiyal ve biyolojik 6zelliklere sahip dogal malzemelerdir (Malmiri et al.,
2012). Bu benzersiz oOzellikler nedeniyle, kitosan nanopartikiilleri doku
mihendisligi, kanser tanisi, ilag tasiyici sistemleri, enzim immobilizasyonu,
antioksidan aktivitesi, su aritmasi, antimikrobiyal ajan, tarim gibi c¢ok ¢esitli

uygulamalarda kullanilmaktadir (Divya and Jisha, 2018).

2.2.3.2 Aljinat

Aljinat, fiziksel ve kimyasal O6zellikleri incelendiginde, toksik olmadigi,
biyolojik olarak parcalanabilir, diisik maliyetli, kolayca temin edilebilir,
mukoadezif, biyouyumlu ve immiinojenik olmayan bir maddedir (Tennesen and
Karlsen, 2002). Aljinat, kahverengi algler ve bakteriler tarafindan tiretilen anyonik
bir polimer olup, 1,4-glikozidik baglarla dogrusal olarak baglanmis a-L-guluronik
asit (G) ve B-D-mannuronik asit (M) kalintilarindan olusmaktadir. Aljinat,
polianyonik yapiya sahip dogal bir polimerdir. Divalent katyonlar (Ca*?) ve
polikatyonlar (kitosan, polilisin, polietilenimin) varliginda, sulu ¢ozeltilerde sisme
ozelligi gosteren polielektrolit jeller olusturmaktadir (A. Zielinski & Aebischer,
1994).

Aljinat bazli hidrojeller, biyomedikal uygulamalarda yaygin bir kullanim
alanina sahiptir; yara ve yanik Ortii materyali, yumusak ve sert doku dolgu
maddeleri, kontrollii ila¢ salim sistemleri, ii¢ boyutlu sentetik ekstraselliiler
matriksler (ECM) ve doku onariminda destek matrisi olarak kullanilmaktadir

(Hoffman, 2012; Mumper et al., 1994; Yang et al., 2001).
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Sekil 2.2 Aljinatin molekiil yapisi (Homayouni et al., 2007)

Bu polimerin pek cok alanda kullanimini saglayan ozellikleri arasinda
biyouyumlu olmasi, diisiik toksisite gdstermesi, ekonomik olmasi1 ve Ca**, Ba®*,
Mg>* gibi cift degerlikli katyonlarm varliginda kolayca jel olusturabilmesi
bulunmaktadir. Aljinatin kullanim alanlar1 iki temel 6zelligine dayanmaktadir.
Birincisi, su igerisinde ¢oOziildiigiinde c¢o6zeltinin viskozitesini  artirabilme

kapasitesidir. Ikincisi ise jel olusturma kabiliyetidir.

2.2.4 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiil hazirlama yontemleri segilen polimerin yapisina ve model ilag
olarak kullanilan etkin maddenin ¢oziiniirlik 6zelligine gore belirlenmektedir.

Hazirlama yontemlerine ait bazi bilgiler asagida verilmektedir:

v' Coziicii Buharlagtirma Yontemi: Ilacin enkapsiilasyonu igin farkli
yontemler mevcuttur. Bu yontemler ilacin hidrofobik veya hidrofilik
ozelligiyle iligkilidir. Yontemlerde, su iginde yag (o/w; w/o/w; o/o/w)
veya yag i¢inde yag (o/o) olusur. Polimer c¢oziindiiriilmesi ig¢in
kloroform, diklorometan, etil asetat ve etil format gibi ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Kapsiillenecek olan ila¢ etkin madde siispansiyon,
emiilsiyon veya ¢oOzelti olusturmak icin organik c¢oziicii icinde
dagitilir yada ¢oziiliir. Sonraki asamada ise, organik faz uygun

miktarda ylizey etkin madde (stabilizator) iceren organik ¢oziiciiyle
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emiilsifiye edilir. Emiilsiyon stabilize edildikten sonra organik ¢oziicii
buharlastirilir. Kiiglik partikiillerin boyutlarini elde edebilmek i¢in
homojenizasyon ve ultrasonikasyon kullanilabilmektedir (Deshmukh

et al., 2016).

Nanoc¢oktiirme Yontemi: Bu yontem ¢oziicii yer degistirme olarak
da bilinmektedir (Fessi et al., 1989). Polimer ve etkin maddenin suyla
karisabilen yari-polar etanol, aseton gibi organik ¢oziicliniin
icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra su igerisine bu ¢oziiclinliin yer
degisimi ile polimerin arayiizeyde ¢okmesi prensibine dayanmaktadir.
Nanocoktiirme yonteminde, etkin madde nanopartikiil hazirlamadan
polimer ile baglanmasi, polimerik ortamin igerisine hapsedilmesi
yada adsorpsiyonu gibi farkli calisma yontemleri gelistirilmistir

(Muthu, 2009).

Tuzla Coktiirme (Salting Out) Yontemi: Suyla karigabilen
¢oziiclinlin tuzlama etkisi ile sulu fazdan ayrilmasi prensibine dayanir.
Polimerler ve ila¢ etkin madde, organik faz olarak genellikle suyla
karisabilen bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir. Sulu faz, ylizey aktif maddeyi
ve magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir gibi tuz giderici elektrolit
maddeyi igerir. Organik faz (yag fazi1) manyetik karigtirma altinda
sulu faza emiilsifiye edilir. Olusan yag/su emiilsiyonunun difiizyonu
sonucunda nanopartikiiller elde edilir (Pinto Reis et al., 2006; Wang

et al., 2016).

Diyaliz Yontemi: Polimer, organik bir ¢ziiciide ¢oziiliir ve polimerin
molekiil agirligina gore bir diyaliz tiipii sec¢ilerek, ¢ozelti diyaliz tiipii
icine aktarilir. Coziiciiniin diyaliz yoluyla yer degistirmesi sonucunda
polimer ¢Oziinirligiini  kaybederek kademeli agregasyonu
gergeklesir, boylece nanopartikiil slispansiyonu elde edilir (Adeyemi

et al., 2023).
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v' lyonik Jelasyon Yontemi: Iyonotropik jellesme, belirli kosullar
altinda iki iyonik tiir arasinda elektrostatik etkilesimler yoluyla
nanopartikiillerin ve mikropartikiillerin iiretilmesini saglayan bir
tekniktir. Reaksiyona bir ilag veya biyo-aktif molekiil eklendiginde,
polimerik zincirler arasinda sikisarak nanopartikiil/mikropartikiil
yapisinin i¢ine hapsedilebilir. Bu tiir bir yontem, ilacin kontrollii salim
yapmasina izin verir ve molekiillerin birlikte kapstillenmesi,
partikiillerin ~ bolgeye  0zgii islevsellestirilmesi ve ilacin
biyoaktivitesinin artan siireleri gibi baska avantajlar da sunar

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

2.3 iksabepilon (IXA)

Iksabepilon, meme kanseri ve kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (NSCLC)
dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir
ajandir (Leise et al., 2014). Mikrotiibiilleri hedef alan ilaclar, antikanser tedavileri
arasinda en sik regete edilenlerdendir. Bu tedavilerde kullanilan taksan bazl
ilaglarin formiilasyon, uygulama ve P-glikoprotein (P-gp) tarafindan saglanan
dirence karsi duyarlilik gibi sorunlarina yonelik ¢oziimler gelistirmek amaciyla,
yeni antimikrotiibiil bilesiklerinin klinik degerlendirmesi devam etmektedir. Bu
yeni bilesikler arasinda, Sorangium cellulosum adi verilen miksobakterinin
fermantasyon suyundan izole edilen ve topraktan tiiretilmis yeni bir anti-neoplastik
ajan sinifi olan epotilonlar yer almaktadir (Altmann et al., 2000; Rothermel et al.,
2003; Trivedi et al., 2008). Yar1 sentetik bir laktam analogu olan Iksabepilon (BMS-
247550; Bristol-Myers Squibb, Wallingford CT, ABD), epothilone B'nin metabolik
olarak daha stabil bir tiirevi olarak ilk analogu gelistirilmistir. Paklitaksele direngli
timor modelleri de dahil olmak {izere ¢esitli in-vivo ksenograft kanser

modellerinde antitimor aktivitesi gostermistir (Shimizu et al., 2008).

IXA ve taksanlar arasindaki temel farklardan biri, Iksabepilonun tiimér direng
mekanizmalarina kars1 diisiik duyarliligidir (Shimizu et al., 2008; Tymon-Rosario
et al., 2021). Coklu ilag direnci (MDR-1) ve ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili protein

(MRP) genlerinin asir1 ekspresyonu, taksanlar ve antrasiklinler de dahil olmak
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iizere birgok kemoterapiye karst hem igsel hem de edinilmis direncin baglica
nedenidir ve kanser tedavisinde 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. IXA, ¢oklu ilag
direnci ile iligkili protein, P-glikoprotein ve kemoterapi ila¢ direncinde rol oynayan
diger hiicre tastyicilari igin zayif bir substrat oldugundan, bu yeni anti-neoplastik
ajanin konsantrasyonlari hedef yerlerinde tutularak, ikabepilonun aktivitesi ile

sonuglanir (Shimizu et al., 2008).

Antrasiklin ve taksanlar, meme kanseri tedavisinde standart olarak kullanilan
seceneklerdir. IXA, metastatik meme kanseri olan ve antrasiklin ile taksan
tedavilerine direng gosteren hastalarda kullanilan, FDA tarafindan onaylanmig
alternatif bir tedavi segenegi saglamaktadir (J. Li, Ren, & Sun, 2017). IXA, farkli
meme kanseri tiirleri iizerindeki calismalar sonucunda etkinligi kanitlanmis bir
tedavi secenegi olup, ozellikle Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2-negatif (ER/PR/HER2-negatif, liclii negatif)
veya HER2-pozitif olan hastalar iizerinde yiiksek aktivite gosterdigi ortaya
konmustur (Gradishar, 2009).

2.3.1 Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri

iksabepilonun, kimyasal ad1 (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 formiili ise
C27H42N20sS  seklindedir. Molekiiler agirligt 506,7 g/mol’diir. IXA suda
coziinmezken, inorganik ¢ozgenlerde (Dimetilsiilfoksit (DMSO), Etanol (EtOH))

¢Ozunur.
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Sekil 2.2 Iksabepilon’un kimyasal yapisi (National Library of Medicine, 2024)

Iksabepilon 40 mg/m? konsantrasyonunda intravenéz yolla 21 giinde bir
uygulanmaktadir. Uygulanan dozun yaklasik %86's1 7 giin i¢inde diski yoluyla
atilmaktadir. Protein baglama kapasitesi %67 ile %77 arasinda olup, eliminasyon

yar1 omrii 52 saattir.

2.3.2 Etki Mekanizmasi

IXA, mikrotiibiil stabilizatorleri olarak bilinen ilag sinifina aittir ve Ixempra
markas1 altinda pazarlanmaktadir. Bristol-Myers Squibb tarafindan gelistirilen
IXA, 2007 yilinda metastatik veya lokal olarak ilerlemis meme kanserinin tedavisi
icin FDA onay1 almistir. IXA, hiicre boliinmesinde rol oynayan hiicre iskeletinin
yapisal bilesenleri olan mikrotiibiilleri hedef alir (Francis Y.F. Lee et al., 2008).
Mikrotiibiiller, hiicre boliinmesinin G2/M fazinda mitotik ig ipliklerinin
olusumundan sorumludur. Mikrotiibiil yapisinin bozulmasi, mitotik ig ipliklerinin
olusumunu aksatarak, hiicre boliinmesinin durdurulmasina neden olmaktadir
(Lopus et al., 2015). IXA etkisini mikrotiibiillere baglanarak ve onlar1 stabilize
ederek gosterir, boylece dinamik istikrarsizliklarini engeller ve hiicre boliinmesinin
geleneksel seyrini bozar. Sonug olarak, bu durum hiicre dongiisiiniin durmasi ve

kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesi ile sonucglanir. Klinik Oncesi
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calismalar, IXA’un mikrotiibiil dinamiklerini inhibe etme ve meme kanseri de dahil
olmak {iizere ¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre 6liimiinii indiikleme yetenegini
gostermistir (Francis Y.F. Lee et al., 2008; Thomas et al., 2007). IXA, ozellikle
diger tedavilerin etkisiz kaldig1 durumlarda, meme kanseri ve NSCLC hastalari i¢gin
ek bir tedavi segenegi saglamistir. IXA, farkli baglanma afinitesi nedeniyle taksana

direncli kanserlere kars1 gelismis etkinlik sunmaktadir (Sun et al., 2024).
2.3.3 Yan Etkileri

Iksabepilonun yaygin yan etkileri arasinda miyelosupresyon (ndtropeni ve
trombositopeni), periferik noropati, gastrointestinal semptomlar ve diyare yer
almaktadir. Tedavi sirasinda dikkatli izleme gerektiren ciddi alerjik reaksiyonlar ve

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

2.4 Folik Asit

Son yillarda, hedef hiicreler tizerinde secici olarak etki eden tedavilerin
kullanim1 6nemli Glgiide artmistir (Arachchige et al., 2015; Siddique and Chow,
2020). Ilaglarin, terapétik hedeflerde seciciligini elde etmek igin cesitli stratejiler
kullanilabilir. En ¢ok iizerinde durulan yaklagimlardan biri, terapotik ajanlarin
hedefleme kismina veya patolojik hiicre, doku ya da organ tarafindan spesifik
olarak taninan bir nanotasiyicinin yiizeyi ile konjuge edilmesidir (Siddique &
Chow, 2020; Srinivasarao & Low, 2017). Bu sekilde, antikorlar, peptitler,
aptamerler, karbonhidratlar veya vitaminler dahil olmak {izere ¢ok sayida ligand

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

Folik asit (pteroyl-L-glutamik asit), ozellikle kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir hedefleme ligandidir. Folatin (pteroyl-L-glutamat) sentetik
formudur, ayrica B9 vitamini olarak da bilinir. Folik asit ve folat terimlerinin
siklikla birbirinin yerine kullanildigi, ancak folik asidin dogada bulunmadigi
bilinmelidir. Folik asit, niikleotid sentezine, amino asit metabolizmasina ve
fosfolipid biyosentezine katildigi i¢in DNA replikasyonu ile onarimi ve RNA
sentezi i¢in vazgeg¢ilmez olan dnemli bir molekiildiir (Desai et al., 2016; Frigerio et

al., 2019).



Sekil 2.3 Folik asit’in kimyasal yapisi (National Library of Medicine, 2024)

Folik asitin hiicre i¢i alim siireci sekil 2.4’de verilmektedir. (A.) Oncelikle
folik asit veya baska bir ligand folat reseptoriine (FRs) baglanir. (B.) Ardindan
plazma membraninin i¢ine dogru kivrilmasi baslar ve (C.) folat reseptorii-ligand
konjugat1 endosom adl1 bir vezikiilde ¢evrelenir. Asidik pH, folat reseptorlerinde

konformasyonel degisiklikleri tetikler, ligandin (D.) ve ilacin hiicrelere salinmasini

ve folat reseptoriiniin hiicre yiizeyine geri doniisiimiinii saglar (E., F.).
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Sekil 2.4 Folik asit ve folat reseptorii (FR) hedefli formiilasyonlarin
Sabroso et al, 2021)

Kanser tedavilerinde FR'leri hedeflemek i¢in kullanilan iki strateji, FR'lere

yiiksek afinitesi olan folik asit veya diger kimyasal varliklarin kullanilmasi veya

internalizasyonu (Martin-
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anti-FR monoklonal antikorlarin kullanilmasi seklinde siralanabilir. Her iki
durumda da, kemoterapétik ajan dogrudan FR ligandlarina konjuge edilir veya
yiizeyi hedefleme birimi ile modifiye edilmis bir nanotasiyici igine enkapsiile edilir.
Bu, antineoplastiklerin tiimor seviyesinde segici olarak taginmasini saglamak,
antikanser aktiviteyi artirmak ve kemoterapiye bagli toksisiteyi azaltma amaci
tasimaktadir. Hedefli bir kemoterapotik etki elde etmek igin ¢ok sayida
nanoformiilasyon gelistirilmis ve etkinligi degerlendirilmistir (Frigerio et al.,

2019).

2.5 Radyofamasotikler

Yeni hastaliklarin  ortaya c¢ikmasiyla birlikte, yeni biyobelirteclerin
tanimlanmasi, gorilintiileme teknikleri, radyoizotop takibi gibi tanida bir¢ok
ilerleme kaydedildi. Baz1 geleneksel teknikler tani i¢in altin standart olarak kabul
edilmeye devam etmektedir; ancak, radyofarmasétiklerdeki gelismeler, teknikleri

daha faydali, daha az zahmetli, kisa zaman alan, hedefe spesifik hale getirmistir.

Radyofarmasétikler, tam1 ve tedavide kullanilan, radyoaktif maddelerden
olusan farmasétik formiilasyonlardir. Radyofarmasotik gelistirme ¢alismalarinda,
ilk 6onemli basamak, farmasotik bilesenin belirli bir organda tutulacak veya o
organin fizyolojik fonksiyonuna katilabilecek olmasidir. ikinci basamak ise, uygun
bir radyoniiklid ile kimyasal olarak baglanabilmesidir. Radyontiklid ile baglanmasi
islemi “radyoisaretleme” olarak adlandirilmaktadir. Ideal &zellikleri kolay
bulunabilirlik, diisiik maliyet, optimum biyolojik yar1 dmiir, kisa radyoaktif yar
omiir, 100 ila 200 keV arasinda enerji aralifinda gama foton emisyonu, ¢ok diisiik
partikiil emisyonu, elektron yakalama veya izomerik gegisle bozunma ve yiiksek
hedef-hedef dis1 oranidir. Bu faktorlerin yamisira radyofarmasotigin  farklh
organlarda lokalize olma mekanizmasi, kisaca organda ya emilmeli ya da bilinen

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

Radyofarmasétiklerin kullanimiyla birden fazla temel uygulama calismalari
yuriitilmektedir. Bilinmeyen nedenli gastrointestinal kanama, karaciger

hemanjiyomu, gastro6zofageal reflii ¢alismasi, akciger perfiizyon ve ventilasyon
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calismasi (V/Q taramasi), primer ve metastatik tutulumlu néroendokrin tiimérler,
kemik metastazi, paratiroid, lenfosintigrafi, sentinel lenf diigiimleri ve norolojik
bozukluklar gibi bobrek, kalp, gastrik hastaliklarin morfolojik ve fonksiyonel
tanisinda, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve tek foton emisyon bilgisayarli
tomografi (SPECT) goriintiileme ile bilgisarli tomografinin (BT) birlestirilmesi
gibi goriintiileme cihazlar1 kullanilmaktadir. Ayrica teranostik yaklagim olarak ise,
hipertiroidizm, tirotoksikoz, tiroid kanseri, feokromositoma ve bazi endokrin
bozukluklarda (prostat kanseri ve néroendokrin tiimdrler gibi) radyoniiklid tedavisi
kullanilmaktadir (Oyen et al., 2007). Farkli tiimorlerde hastanin tedaviye yanitinin
ongoriisii kullanilarak etkisiz tedavilerin yan etkilerini/toksisitesini azaltir ve
alternatif, daha spesifik, etkili tedavilerin ortaya ¢ikmasina yardime1 olmaktadirlar

(Bockisch et al., 2009).

Giiniimiizde molekiiler goriintiilemede Teknesyum-99m (**™Tc), Talyum-
201 (*°'T1), Floro-18 (*8F), Galyum-67 (°’Ga), Galyum-68 (®*Ga), Iyot-123 ('2°I),
Iyot-131 (*3'I), Azot-13 (**N), Rubidyum-82 (3Rb), indiyum-111 (!!in), Oksijen-
15 (0) ve Karbon-11 (!'C) radyoniiklidleri gibi radyofarmasotikler
kullanilmaktadir. Fakat hedef yonelimi, uyumlulugu, yarilanma siiresi ve diger
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle *™Tc gériintiileme ajanlarinin en 6nemli iiyesi

olarak kabul edilir.

2.5.1 Teknesyum-99m

Teknesyum (*°Tc), periyodik tablonun VIIB grubunda bulunan, atom
numarasi “43” ve kiitle numarast “99” olan yapay bir gecis metalidir. Kovalent
baglanmasi nedeniyle ¢ok yonlii bir kimyaya sahiptir, ¢linkii perteknetant -1'den
+7'ye kadar degisen 8 farkli oksidasyon durumunda bulunur (Alberto, 2023). En
karmasik ve kararsiz oksidasyon durumu Tc +5'tir. *™Tc, Molibden (Mo-99) ve
Tc'un ara formu olup, metastabil form olarak adlandirilir ve *Tc ile benzer

kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptir.

Teknesyum-99m (**™Tc), perteknetat formunda +7 oksidasyon durumu ile

bulunur ve ¢esitli kimyasal bilesikler veya biyomolekiillerle koordineli kovalent
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baglar olusturur. Bu o&zellikleri sayesinde, farkli farmakodinamik o&zellikler
sergileyerek birden fazla klinik c¢alismada kullanilabilmektedir. Niikleer tibbin
onemli bir bileseni olan *™Tc isaretli radyofarmasétikler, cesitli organlarin
goriintiilenmesi, enfeksiyonlarin veya tiimorlerin farkli biyomolekiiller araciligiyla
lokalizasyonu i¢in gama goriintiileme radyoniiklidi olarak iglev goriir. Gama
niikleer goriintiilemenin ideal bir radyoizleyicisi olan **™Tc, inert bir radyoniiklid
olarak kullanilir, ayrica tanisal ajan olarak biyomolekiilleri isaretlenebilmektedir.
9mTc, 140 keV gama foton emisyonuna ve 6,04 saatlik radyoaktif yar1 dmre sahiptir
ve bu nedenle radyokimyasal ve radyoniiklid analizleri i¢in idealdir (Banerjee et al.,

2001).

2.6 Hiicre Kiiltiirii Caliymalan

Hiicre kiltiiri, yeni molekiillerin ve islevlerinin kesfinden, potansiyel
ilaglarin yiiksek verimli testlerine kadar incelemeleri igeren ¢aligmalardir. Hiicre
kiiltiirti, hiicrelerin laboratuvar ortaminda kontrollii kosullar altinda yetistirilmesi
siirecidir. Bu teknik, arastirmalarda, biyoteknolojide ve ilag gelistirmede yaygin
olarak kullanilir. Hiicre kiiltiirii ile hiicrelerin biiyiime, farklilasma ve genetik
ozellikleri tlizerinde calisilabilir. Ayrica, cesitli hastaliklarin mekanizmalarini
anlamak ve tedavi yontemleri gelistirmek i¢cin de onemli bir aragtir (Freshney,

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

Hiicre kiiltiirii galismalarinin yer aldigi temel ¢calismalar ve uygulama asagida
verildigi sekilde siralanabilir (Freshney, 2010; Harrison et al.,2011; Liu et al., 2018;
Rouwkema et al.2008).

-Temel Arastirmalar:

e Hiicre Biiyiimesi ve Farkhllasma: Farkli biliylime faktorleri ve ortam
kosullarinin hiicrelerin biiyiimesine etkisi incelenir.
e Genetik Arastirmalar: Gen ekspresyonu ve genetik modifikasyon

caligmalar1 yapilir.

-Hastalik Modelleri:
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e Kanser Arastirmalari: Kanser hiicre hatlar1 kullanilarak tiimor biyolojisi
ve tedavi yontemleri lizerine ¢alismalar yapilir.

o Enfeksiyon Modelleri: Viriis ve bakterilerin hiicrelere etkisi incelenir.

- la¢ Gelistirme:

o Toksisite Testleri: Yeni ilaglarin hiicre {izerindeki toksik etkileri
degerlendirilebilir.

« Etkililik Testleri: {laclarin hedef hiicreler iizerindeki etkileri arastirilir.

-Doku Miihendisligi:

e Hiicre Sablonlari: Hiicrelerin belirli bir doku yapisini1 olusturmak igin
kullanilmas.
o Rejeneratif Tip: Hasar gérmiis dokularin yenilenmesi i¢in hiicre kiiltiiri

teknikleri uygulanir.

-As1 Gelistirme:

e Agilarn etkinligini test etmek ve viriislerin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmasi.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin avantajlari ve dezavantajlart bulunmaktadir.
Hiicrelerin biiyiime kosullart (sicaklik, pH, besin maddeleri) kontrol edilebilir
olmasi tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesini, in-vitro ortamda gergeklestigi icin,
hayvan deneylerine gore daha az etik sorun icermesi, hiicre hatlar1 olusturulabilir
olmasi1 arastirmacilara siirekli olarak kullanilabilecek bir kaynak saglamasi gibi
hiicre kiiltiirii calismalarinin avantajlar1 arasinda siralanabilir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinin dezavantajlar1 ise; hiicreler dogal ortamlarindan uzakta, farkli bir
ortamda yetistirildiklerinde davranislarinin degisebilmesi, 6zel besin ortamlar1 ve
ekipman gereksinimleri ile maliyetin artmasi, bakteri, maya veya diger
kontaminasyonlar hiicre kiiltiirii ¢caligmalarin1 olumsuz etkileyebilmesi, baz1 hiicre
tirlerinin laboratuvar ortaminda uzun silire yasayamamasi ve g¢ogalamamasi
seklinde siralanabilir (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 Hiicreleri

MCEF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlari, meme kanseri
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan iki farkli hiicre hattidir. MCF-7 hiicreleri,
meme kanseri dokusundan izole edilmisken, MDA-MB-231 hiicreleri ise,
metastatik meme kanseri dokusundan elde edilmistir. MCF-7 hiicreleri yavas
biiyiiyen, MDA-MB-231 hiicreleri ise, daha agresif ve hizli biiyiiyen bir hiicre hatt
olarak bilinmektedir. MDA-MB-231 hiicreleri folat reseptoriiniic  MCF-7
hiicrelerinden daha fazla eksprese ettigi belirtilmektedir. Her iki hiicre hatt1 da
kanser tedavisi, biyomarker kesfi ve ilag etkilesimleri lizerine bir¢ok ¢aligmada

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

2.7 Deneysel Hayvan Modelleri

Hayvanlar, 0Ozellikle kemirgenler, insanlarla biyolojik benzerlikleri
nedeniyle, arastirmacilar tarafindan ¢evresel ksenobiyotiklerden kaynaklanan
tehlikeleri tanimlamak ve degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan modellerdir.
Ayrica cesitli biyolojik olaylarin altinda yatan mekanizmanin anlasilmasina,
hastalik patogenezi ile iligskili molekiiler, hiicresel ve histolojik degisikliklerin
aciklanmasina ve insanlara uygulanmadan once ilk ila¢ taramasina yardimei olurlar.
Deneysel hayvan modelleri, insan kanserlerinin 6zelliklerinin ag¢iklanmasinda,
antikanser ilaglarinin klinik 6ncesi test edilmesinde ve ¢esitli iirlinlerin
kemopreventif potansiyelinin degerlendirilmesinde hayati Oneme sahiptir.
Kimyasal, fiziksel, viral, genetik manipiilasyon ve greft nakli kullanilarak bir dizi
insan kanseri hayvan modeli gelistirilmistir. Bu modeller, c¢esitli antikanser
ilaglarmin ve kanser kemopreventif ¢aligmalarinin terapdtik potansiyelini
degerlendirmek icin klinik oncesi ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilir. Kanser
gelisiminin ¢ok asamali ve karmasik dogasindaki ilk atilim bir hayvan modelinde
ortaya konmustur (DIGIOVANNI, 1992). Ayrica, hiicresel, molekiiler ve histolojik
degisikliklerin aciklanmasi da insan kanserlerinin hayvan modelleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hasta orneklerinden elde edilen hiicre hatlar1 veya dokular
degisik deney hayvanlarina uygulanarak ¢alismalarin dogasina uygun olarak in-

vivo model gelistirilmistir (Yee et al. 2015; Zhang et al., 2011; Navarro et al., 2018).
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Cesitli insan malignitelerinin ilerlemesini ve gelisimini incelemek igin viral veya

kimyasal olarak indiiklenen hayvan modelleri hazirlanmistir (Yee et al. 2015).

Hayvan modeli kullanilarak ¢esitli calismalar yiiriitilmiistir ve bu
caligmalarin sonuglari, donilisim ve tiimor gelisiminde yer alan mekanizmalarin
kesfini kolaylastirmistir. Hayvan modelleri kullanilarak yapilan klinik Oncesi
caligmalar, terapotik ajanlarin toksisitesinin yani sira kanser tedavisinin yonetimi
igin terapdtik etkinliklerinin belirlenmesine de yardimci olmustur (Uddin et
al.,2011). Insan malignitelerini incelemek igin hayvan modelleri gelistirmede

biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.

Fare, genetik ve fizyolojik olarak insanlara benzedigi igin insan
malignitelerinin patogenezinin arastirilmasi i¢cin miikemmel bir modeldir (Yee et
al. 2015; Ishida 2017). Ayrica, bu hayvanlarin daha kisa bir gebelik siiresi ve yasam
siiresi vardir. Farelerde genetik modifikasyonlar i¢in ¢esitli ileri teknolojiler
gelistirilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizilerinin her ikisi de folat
reseptoriinii eksprese etmesine ragmen, MDA-MB-231 hiicreleri folat reseptoriinii

MCE-7 hiicrelerinden daha fazla eksprese eder.

2.8 Optik Goriintiileme Yontemi

Optik goriintiileme, fotonlarin 15111 hafifleten ve hiicresel ve molekiiler bilesenleri
(organlar, dokular ve hiicreler) izlemede 6nemli ve gii¢lii bir rol oynayan invaziv olmayan
bir gorintiileme yontemidir (Guy Cox, 2012). Bir hastaligin ilerlemesini veya tedavi
sonuglarini degerlendirmek i¢in iyonlastirict olmayan radyasyon kullanilmasi nedeniyle
hizli, makul, giivenilir, invaziv olmayan, giiglii ve giivenli bir tekniktir Optik goriintilleme,
farkli yumusak doku emilimi ve sagilma 15181 nedeniyle, isaretleyici gorevi géren metabolik
degisikliklerle dokudaki anormalligi 6lgebilir. Biyoliiminesans, Floresans ve Cerenkov
liiminesans goriintiileme, kiiciik hayvan goriintiileme i¢in benzersiz 6zellikler
saglar. Biyoliiminesans goriintiileme (BLI), hayvanlara transfeksiyon veya
transdiiksiyon yoluyla biyolojik hedeflerin anormalligi ve hiicre davranisi ve tiimor
hiicrelerinin ~ anormalliklerinin  ilerlemesi  gibi  biyolojik  bozukluklar:
degerlendirmek i¢in hayvan dokularindan yiiksek ¢6ziiniirliiklii goriintiiler tiretmek

icin liisiferaz enzimini kullanir. Transfeksiyon, bir genin kimyasal veya fiziksel
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araglarla hiicreye iletilmesini igerirken, transdiiksiyon bu gen odakli liiminesans
probunu viral ajan araciligiyla enjekte eder. Cerenkov liiminesans goriintiileme
(CLI), yeterli enerjiye sahip yiiklii pargaciklari (radyoaktif bozunma ile iiretilen bir
B parcacigl) Cerenkov 15181 olugsmasina neden olmaktaddir. Bu 1s1n yeni makul bir
optik gorlintileme yontemi olarak deney hayvanlarinin goriintiilenmesi
caligmalarinda kullanilmaktadir. Diger yontemlerle tespit edilemeyen beklenmeyen

bozukluklari tespit etmek i¢in avantajlar saglamaktadir (Wei & Gu, 2021).

2.8.1 In-vivo Floresans Goriintiileme

19. ylizyilin ortalarinda bir bilimsel ¢aligmada George Gabriel Stokes, floresansi,
floresan boyalar1 ve floresan mikroskobunun icadini gergeklestirmistir (Valeur &
Berberan-Santos, 2011). Floresan, uyarilmis seviyeden temel seviyeye donen bir
uyarim foton demetinin (yliksek enerjili, daha kisa dalga boylu) absorplamasini
yapan 151k emisyonudur. Hayvan modellerinde biyolojik hedefleri, mekanizmalari
ve islevsel siirecleri tespit etmek igin kullanilmaktadir. Floresan goriintiileme,
yiiksek uyarilma durumuna gegebilmek ic¢in bir molekiiler prob ve bir 6n uyarilma
151k kaynagi gerektirir. Problar, uyarilma durumlarindan sonra daha diisiik enerjili
ve daha uzun dalga boyuna sahip fotonlar (probun 15181) yayabilecek elektronlarla
cevrilidir. Probdan yayilan bu 1s181in tespiti, yiiksek hassasiyete sahip (CCD)
kamera tarafindan gergeklestirilir ve tespit edilmesi gereken hayvan viicudunun
herhangi bir kism1 hakkinda ayrintili bilgi verir. Floresan goriintiilemede, endojen
molekiiller (kollajen veya hemoglobin gibi), floresan proteinler (yesil floresan
protein [GFP] ve ilgili molekiiller) veya floresan molekiiller optik kontrast olarak
kullanilabilir. Tiim bu optik kontrastlar, kii¢iik hayvanlarda hiicresel ve molekiiler

goriintiiler elde etmek i¢in kullanilir (Hassan et al., 2007; Lakowicz, 2006).
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3.1 Kullamilan Kimyasal Madde, Ara¢ ve Geregler

Tablo 3-1 Kullanilan kimyasal malzemeler

Madde Ad1 Firma
Aseton Carlo Erba
Asetonitril Carlo Erba
Aljinat Sigma-Aldrich

Disodyum Hidrojen Fosfat

Merck

1-(3-Dimetilaminopropil)-3-
etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC)

Sigma-Aldrich

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich

Dimetil siilfoksit (DMSO), Hiicre

Kiiltiirii Santa Cruz
rssotyum bomr OTD, | ChemCr

IRDye®-800 rs LI-COR

Etanol Carlo Erba

Fetal Bovine Serum (FBS) Biowest

Folik Asit Aromel Kimya Medikal AS.
Glasiyel Asetik Asit Merck

Hidroklorik Asit Fluka

Iksabepilon MedChemExpress

1,1-Kabonildiimidazol (CDI)

Sigma-Aldrich

Kalsiyum Klortir

AFG

Kitosan (Low molecular weight)

Sigma-Aldrich

MEM-Eagle Non-esansiyal amino asit

Capricorn

Minimum Essential Medium (MEM)

Capricorn

N-hidroksi siiksinimid (NHS)

Sigma-Aldrich

Penisilin streptomisin

Capricorn
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Potasyum dihidrojen fosfat

Merck

IVISense Vascular Fluorescent

Perkin Elmer

Receptor 680 prob

Sodyum dihidrojen fosfat Merck
Sodyum Hidroksit Merck
Sodyum karbonat AFG
Sodyum piirivat Biowest

Tetrabiitilamonyumhidroksit

Sigma-Aldrich

Tetra-n-butilamonyum floriir (TBAF)

Merck

Tripolifosfat Thermo Fisher Scientific
Trypan Blue Cozeltisi Sigma Aldrich
Tripsin-EDTA Capricorn
Tablo 3-2 Kullanilan arag ve geregler
Arag ve Gereg Marka, Model

Diyaliz membran 14kDa

Sigma Aldrich, 14kDa

Fourier Dontisiimlii Kizil6tesi (FTIR)

Shimadzu, IR Tracer -100

Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM)

Jeol, Japonya

Hassas Terazi

Mettler Toledo, ML.204/01

Yiksek Performansli Sivi

Shimadzu, LC 20 AT

Kromatografisi (HPLC)
HPLC Kolon Ace, C18 5um 4.6 x 250 mm
HPLC Kolon Hichrom, C18 S5um 4.6 x 250 mm

Hiicre Kiiltiirti Flasklari- 75¢m? ve 25

cm?

Nest

In-Vivo Imaging Spektrum (IVIS)

Perkin Elmer

Inverted Mikroskop

ZEISS

Laminer hava akimli kabin

Nuve, Class II BSC

Liyofilizator

Telstar, LyoQuest

Manyetik Karistirict

Heindolph, Almanya
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Mikroplate Okuyucu

POLARSstar Omega

Neubauer Lami

Superior

Niikleer Manyetik Rezonans (1H-NMR)

Agilent, MERCURYplusAS 400

Pastor pipet Superior

pH metre Mettler Toledo, Seven Multi
Stabilite Kabini (25+ 2 °C % 60 + 5) Niive, TK-600

Stabilite Kabini (40+ 2 °C % 75 £5) Niive, TK-600

Serolojik pipet-10mL, SmL, 2mL Nest

Taramal1 Elektron Mikroskop (SEM)

Zeiss, Gemini 500

Termogravimetrik Analiz

Perkin Elmer-Pyris Diamond

Ultrasonik banyo

Hydroultrasonic, US-10

Well plate (96°1)

Nest

X-Ism Difraksiyon Spektroskopisi
(XRD)

Malvern, ULTRA Ref Unit

Zetasizer

Malvern, ULTRA Ref Unit
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3.2 Yontem

3.2.1 Etkin Madde (iksabepilon) Analitik Yontem Validasyonu

Etkin madde miktarinin belirlenmesi, analitik yontem validasyonunun
gereklilikleri ile kabul kriterlerinin saptanmast ve metodun etkinliginin
ispatlanmasidir. Bu nedenle tez g¢alismamizda Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi’de (USP) (Contents, 2020) verilen yontem parametreleri ile literatiir
verileri goz oniinde bulundurularak yeni bir metot gelistirildi. Metoda ait yontem
parametreleri Tablo-1°de verilmektedir. Iksabepilon (IXA) etkin maddesinin
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)) yontem validasyonu etanol ortaminda ve salim
caligmalarinda kullanilacak olan pH 5,5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarinda da

gergeklestirildi.

3.2.1.1 Tampon Cozeltilerinin Hazirlanisi

Fosfat tamponu (pH 5,5) hazirlanisi: 13,61 g potasyum dihidrojen fosfat tartilip
1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve iizerine distile su eklenerek ¢oziindiirme
islemi gergeklestirildi (A ¢ozeltisi). 35,81 g disodyum hidrojen fosfat tartilip 1000
ml distile su igerisinde ¢ozlindiiriildii (B ¢6zeltisi). %96,4 A ¢ozeltisi ve %3,6 B
cozeltisi karistirilip, pH’1 kontrol edildi (Europen Pharmacopeia, 7.0).

Fosfat tamponu (pH 6,5) hazirlanisi: 2,75 g sodyum dihidrojen fosfat ve 4,5 g
sodyum kloriir tartilarak 500 mL’lik balon jojeye aktarildi ve iizerine distile su
eklenerek ¢ozelti hazirlandi, pH kontrolii yapildi (pH 8,5 fosfat tamponu ile pH
ayar1 yapildi (Europen Pharmacopeia, 7.0)).

Fosfat tamponu (pH 7,5) hazirlamisi: Hazir fosfat tampon tabletlerinden (Sigma
Aldrich) bir tane alinarak 100 mL balon jojeyede distile su ile ¢oziindiirme islemi

gercgeklestirildi. pH kontrolii yapildi (Europen Pharmacopeia, 2005).

10 mM Potasyum dihidrojen fosfat tamponu hazirlanmasi: 1,36 g potasyum
dihidrojen fosfat 1000 mL’lik balonjojeye aktarilip belli bir miktar saf su eklendi
ve ultrasonik banyo yardimiyla ¢ozilindiiriildii. Sodyum hidroksit ile pH 5,0’

ayarlanip, hacmine tamamlandi. Ultrasonik banyoda 10 dk. degaze islemi yapildi.
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Tablo 3-3 Analitik yontem validasyon parametreleri

Cihaz HPLC
Dedektor PDA
Kolon HiChrom C18 5um 4.6 x 250 mm
Dalga Boyu 240 nm
Akis Hiz1 1,0 mL/dk.
Enjeksiyon Hacmi 10,0 uL
Analiz Siiresi 15 dk.
Kolon Sicakligi 25°C
Tray sicakligt 4°C
i Fs Foain Gtiion ot mpom G5
Caligsma Tiirti [zokretik
Céziiciiler Etanol (Stok)
Seyreltmeler: pH 5,5, 6,5 ve 7,5

3.2.1.2 Standart ve Numune Cozeltilerinin Hazirlanisi

Standart Cozeltilerinin Hazirlanisi: 5 mg IXA standardi hassas bir sekilde tartildi
ve 50,0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Etanol ¢6ziicii eklenerek ¢oziindiiriildii ve

hacmine tamamlandi (C iksabepilon = 0,100 mg/mL) (Ana stok cozelti).

Ana stok standart c¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4
cozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede ayri ayri hacmine tamamland1 ve HPLC

cithazina enjekte edildi (C iksabepilon = 0,010 mg/mL).

Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi: 5 mg IXA numunesi hassas bir sekilde
tart1ild1 ve 50,0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine etanol eklenerek hazirland.
Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak etanol, pH degeri 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10
mL’lik balon jojede ayr1 ayr1 hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi

(C iksabepilon = 0,010 mg/mL). Esitlik 1’e gore hesaplandi.

% Iksabepilon = 7= X (% X Pl) X (53me X PZ) x 100 (1)
T
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AT : Numune ¢ozeltisinden elde edilen HPLC kromatogramindaki IXA

pik alan1

AS : Standart ¢ozeltisinden elde edilen HPLC kromatogramindaki IXA
pik alam

Wr : IXA numune tartimi (mg)
Ws : IXA referans standardinin tartimi (mg)
P1: IXA calisma standardinin safligi

P> : IXA numune safligi

3.2.1.3 Secicilik

Bir analitik yontemin seciciligi, analiz edilen bilesik veya bilesikleri, numune
icerisindeki olas1 diger maddelerin varliginda tespit edebilme kapasitesidir. Olasi
bir girisim igin test edilmelidir. Bu amagla Iksabepilon standart ¢ozeltisi ve ¢oziicii

enjeksiyonu yapilarak HPLC kromatogramlari incelendi.

3.2.1.4 Dogrusallhik

Bir analitik yontemin segiciligi, analiz edilen bilesik veya bilesikleri, numune
igerisindeki olast diger maddelerin varliginda tespit edebilme kapasitesidir. Bu

amagla asagidaki konsantrasyonlari belirtilen 6rneklerden 3’er enjeksiyon yapildi.

%25 Konsantrasyonda IXA cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢cozeltisinden 0,25
mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede ayri
ayri hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepiton =0,0025
mg/mL).

%750 Konsantrasyonda IXA Cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢ozeltisinden 0,50
mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede ayri

ayri hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepilon =0,0050
mg/mL).

% 80 Konsantrasyonda IXA Cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢ozeltisinden 0,80
mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede ayri
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ayrt hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepilon =0,0080
mg/mL).

%100 Konsantrasyonda IXA Cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢ozeltisinden
1,00 mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede
ayr1 ayrt hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepiton =0,0100
mg/mL).

%120 Konsantrasyonda IXA Cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢ozeltisinden
1,20 mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede
ayr1 ayrl hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepilon =0,0120
mg/mL).

%160 Konsantrasyonda IXA Cozelti: Hazirlanan IXA standart ¢ozeltisinden
1,40 mL alinarak, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile 10 mL’lik balon jojede
ayr1 ayrl hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi (Ciksabepilon =0,0160
mg/mL).

IXA etkin madde konsantrasyonlar1 ile HPLC cihazindan okunan pik alanlarina
kars1 grafigi cizilerek, regresyon dogrusu (y=mx+n) hesaplandi; korelasyon

katsayisilari, y-kesisim noktalar1 ve egimler degerlendirildi.

3.2.1.5 Calisma Araligi

Calisilan analitik yontemin dogru, kesin ve lineer sonuglar verdigi alt ve iist
konsantrasyon araligidir. Calisma aralig1 parametresi i¢cin IXA standartdinin etanol,
pH 5.5, 6,5 ve 7,5 ¢oziiciileri ile hazirlanan %25 ve %160 konsantrasyonlarindaki

cozeltileri alt1 tekrarli olarak HPLC cihazina enjekte edildi.

3.2.1.6 Gozlenebilirlik (LOD) ve Olecme Sinir (LOQ)

Ornekte tayin edilecek bilesenin tespit edilebilen en kiiciik konsantrasyonu
gozlenebilirlik (LOD), bilesenin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebilen en
kiigiik konsantrasyonu ise, 6l¢gme sinir1 (LOQ) olarak tanimlanmaktadir. Bu amacla
%100 konsantrasyonda IXA c¢ozeltisi, etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 ¢ozeltileri ile
hazirlanarak enjekte edildi. HPLC cihazina sinyal/giiriiltii hesab1 yaptirildi. S/N

ortalamas1 alind1 ve LOD - LOQ degerleri tiim ¢oziicli ortamlari i¢in bulundu (S:
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simyal, N: Giriilti). Esitlik 2 ve Esitlik 3 kullanilarak LOD ve LOQ degerlerleri
hesaplandi.

LOD=S/N x 3,3 (2)
LOQ=S/N x 10,0 3)

3.2.1.7 Dogruluk

Dogruluk, HPLC metodu ile test edilen analiz sonuglarinin gergek sonuglara
olan yakmhgidir. %80, %100 ve %120 konsantrasyonlarinda IXA c¢dozeltileri
hazirlanarak, HPLC cihazina enjekte edildi.

%80 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi: 8 mg [XA tartildi ve 100 mL’lik
balonjojeye aktarildi. Uzerine ¢oziicii etanol eklenerek ¢dziindiiriildii ve hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile
10 mL’lik balon jojede ayri ayri hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte

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

%100 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi: 10 mg IXA tartildi ve 100 ‘ik
balonjojeye aktarildi. Uzerine ¢ziicii etanol eklenerek ¢dziindiiriildii ve hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile
10 mL’lik balon jojede ayr1 ayr1 hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi

(C iksabepilon = 0,0100 mg/mL).

%120 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi: 12 mg IXA tartildi ve 100 mL’lik
balonjojeye aktarildi. Uzerine ¢dziicii etanol eklenerek ¢oziindiirdii ve hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢ozeltileri ile
10 mL’1ik balon jojede ayr1 ayr1 hacmine tamamlanip, HPLC cihazina enjekte edildi

(C iksabepilon = 0,0120 mg/mL).

3.2.1.8 Kesinlik

Analitik metodun kesinliginin kanitlanabilmesi i¢in, belirlenen kosullarda
hazirlanan numuneler iizerinde ¢aligma yapilir. Elde edilen sonuglar birbiriyle
uyumlu olmast beklenmektedir. Seri Ol¢limlerin; korelasyon katsayisi, relatif

standart sapmasi, standart sapmasi veya giiven araligi ile ifade edilir. Bu metotta;
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. Sistem Kesinligi
. Tekrarlanabilirlik

. Laboratuvar i¢i Kesinlik parametreleri ¢alisildi.

> Tekrarlanabilirlik:

Tekrarlanabilirlik, metodun 6 farkli numunenin g¢alisma sartlarinda eclde
edilen sonuglarin birbirlerine yakinlik derecesinin olgiilmesi prensibine
dayanmaktadir. Bu amagla, numuneler etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 ortamlarinda
hazirlandi. Her numuneden 2’ser enjeksiyon verildi. Numune ¢ozeltilerindeki XA

miktar1 % olarak hesaplandi.

> Laboratuvar ici Kesinlik

Analitik prosediir lizerine degisen sartlarin etkisinin Olc¢lilmesi igin
laboratuvarda olusabilecek varyasyonlarin ayni numune iizerindeki etkisinin
incelenmesi laboratuvar i¢ kesinlik olarak ifade edilebilir. Numuneler etanol, pH
5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda hazirlanarak her bir numuneden ayn1 analitik kosullar
altinda farkli gilinlerde farkli cihazlarda enjeksiyon yapildi. Elde edilen sonuglarin

birbirine yakinlik derecesinin dl¢iilmesi prensibine dayandirilarak degerlendirildi.

3.2.1.9 Dayamikhihk

Bir analitik metodun dayaniklilig1, analitik yontem parametrelerinde yapilan
kiigiik degisikliklerden etkilenmeden kalabilme yetenegidir ve bu 6zellik, metodun
normal  kullanimi  sirasinda  glivenilirligini  gOsterir.  Analitik  yontem
parametrelerinde yapilan degisikliklere bagli olarak elde edilen sonuglarin, normal
calisma sartlarinda bulunan degerlerine olan yakinligin 6l¢iilmesi prensibine
dayanir. Calismamizda, etanol, pH 5.5, 6,5 ve 7,5 ¢oziiciileri ile ayr1 ayri numune
cozeltileri hazirlandi. Degisen her bir sart i¢in parametreler kontrol edilerek normal

calisma sartlarina kars1 degerlendirildi.

Uygulanan parametreler;
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a. Metot Akis hiz1 0,9 mL/dk
b. Metot Akis hiz1 1,1 mL/dk
c. Kolona Ait Sicaklig1 20°C
d. Kolona Ait Sicaklig 30°C
e. Tampon pH’14,7
f. Tampon pH’15,3

g. Farkli Lot numarali kolon

3.2.1.10 Cozelti Stabilitesi

Bir analitik metodun ¢o6zelti stabilitesi ¢alismasindaki amag, hazirlanan
numune ve standartlarin bozunmaya ugramadan kullanabilece§i zamani tespit
etmektir. Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,5 ¢oziiciileri ile ayr1 ayr1 standart ve numune
cozeltileri taze bir sekilde hazirlandi ve HPLC cihazina enjekte edildi. Standart ve
numunenin analizi ayni1 giin hazirlanmig standart ¢ozeltiye karsi calisildi. Belli
zaman araliklarinda (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 36, 40, 48. saat) hazirlanan
standart ve numune cozeltilerinden enjeksiyon yapilarak 48 saat kontrol edildi.
%Fark degerleri standat ve numune ¢dzeltileri i¢in ayr1 ayr1 Esitlik 4 ve Esitlik 5°¢
gore hesaplandi.

% Fark = W x 100 4)

i

% Fark = M=l 5 100 5)
Nm;

Std;: Standart ¢6zeltinin baslangictaki etkin madde % miktari

Stds: Standart ¢6zeltinin 48.saatteki etkin madde % miktari

Nm;: Numune ¢6zeltisinin baslangictaki etkin madde % miktari

Nms: Numune ¢ozeltisinin 48.saatteki dakikadaki etkin madde % miktar1
3.2.2 Folik Asit Analitik Yontem Validasyonu

Folik asit miktar tayini, analitik yontem validasyonunun gereklilikleri ile
kabul kriterlerinin saptanmasi1 ve metodun etkinliginin ispatlanmasidir. Bu nedenle
Folik asit ile modifiye edilecek olan polimerlere baglanma %’sini hesaplayabilmek

icin bu metot gelistirildi. Metoda ait yOntem parametreleri Tablo-2’de
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verilmektedir. Folik asit maddesinin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(High Performance Liquid Chromatography (HPLC)) yontem validasyonu mobil
faz ortaminda gerceklestirildi.

3.2.2.1 Tampon Cozeltisinin ve Mobil Faz Hazirlanisi

Tampon Hazirlanisi: 5,67 g Disodyum Hidrojen Fosfat tartilarak 1000 mL’lik
balon jojeye aktarilip ~900 mL saf su eklendi ve ultrasonik banyo kullanilarak

¢Oziindiirtildii. Hacmine tamamlandi.

Mobil Faz Hazirlanmasi: Hazirlanan disodyum hidrojen fosfat
tamponundan %90 alinarak ve {lizerine %10 Asetonitril eklenerek hazirlanir.
Hazirlanan ¢ozelti glasiyel asetik asit ile pH’1t 5,0’e ayarlanarak hacmine

tamamlandi. Ultrasonik banyoda 10 dk. degaze edildi.

Tablo 3-4 Folik Asit icin HPLC cihaz parametreleri

Cihaz HPLC

Dedektor PDA

Kolon ACE C18 5pm 4.6 x 250 mm

Dalga Boyu 240 nm

Akis Hiz1 1,0 mL/dk.

Enjeksiyon Hacmi 10,0 uL

Analiz Stiresi 15 dk.

Kolon Sicakligt 250C

Tray sicakligi 250C

Mobil Faz ?72390(3%1/;1{1(1) )H;Ic_llrcs)jgn Fosfat Tamponu/ Asetonitril
Calisma Tiirti [zokretik

Coziciiler DMSO (Stok), %1 Asetik asit ¢ozeltisi, Mobil faz

Standart Cozeltilerinin Hazirlamisi: 10 mg Folik asit standardi hassas bir

sekilde tartildt ve 50 mL’lik balon jojeye aktarildi. Bir miktar DMSO
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(Dimetilstilfoksit) ¢oziiciisli eklenerek ¢oziindiiriildii ve hacmine tamamlandi (C

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

Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak, 5 mL’lik balon jojeye
aktarildi. Uzerine ¢oziicii olarak hazirlanan %1 asetik asit ¢ozeltisi eklenerek
¢oziindiriildii, hacmine tamamlandi (Ara stok Cozelti). Bu ¢ozeltiden 2,5 mL
alinarak 10 mL’lik balon jojede mobil faz ile hacmine tamamlandi ve HPLC

cihazina enjekte edildi (C rolik asit = 0,010 mg/mL).

Folik Asit Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10 mg Folik asit hassas bir
sekilde tartilarak, 50 mL’lik balon jojede DMSO ¢oziiciisiinde ¢ozlindiiriildi,
hacmine tamamlandi (C Folik Asit =0,200 mg/mL) (Ana stok Cozelti). Hazirlanan
stok ¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak, 5 mL’lik balon jojeye aktarilip, %1 asetik asit
cozeltisi eklenerek ¢oziindiiriildli (Ara stok ¢ozelti). Bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinarak
10 mL’lik balon jojeye aktarilarak, mobil faz ile hacmine tamamlandi ve HPLC

cihazina enjekte edildi (C rolik asit = 0,010 mg/mL). Esitlik 6’ya gore hesaplandi.

. . AT w 1,0mL 2,5mL 50 mL
%Fohka51t=—x( S xPl)x( )x( )x( XPZ)X
as ~ \somL 5mL 10 mL Wr

(S.OmL) % (10,0mL) % 100 (6)

1.0 mL 2,5mL

AT: FA numune ¢ozeltisinden elde edilen HPLC kromatogramindaki FA
pik alani

AS: Standart ¢ozeltisinden elde edilen HPLC kromatogramindaki FA pik
alani

Wr: Folik asit numune tartimi (mg)

Ws: Folik asit standardinin tartimi (mg)

P1: Folik asit standardinin saflig1

P:: Folik asit numune saflig

3.2.2.2 Secicilik

Analiz edilen folik asit maddesinin, numune igerisindeki olmasi muhtemel

maddelerin olas1 bir girisimin olup olmadigini kontrol etmek i¢in, ¢dziicii ve Folik
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asit standart ¢ozelti enjeksiyonu yapilarak HPLC kromatogramlart incelendi.

Degerlendirme kriterleri Yontem 3.2.1.3’de verildigi sekildedir.

3.2.2.3 Dogrusallik

Dogrusallik parametresi i¢in, %10, %50, %100, %140 ve %160

konsantrasyonlarda aralifinda 6rnekler hazirlanarak HPLC cihazina enjekte edildi.

%10 Konsantrasyonda FA Cozeltisi: Hazirlanan ara stok standart ¢ozeltisinden
0,10 mL alinarak, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve c¢oziicli ile hacmine

tamamlandi. HPLC cihazina enjekte edildi (Crolik asit =0,0010 mg/mL).

%750 Konsantrasyonda FA Cézeltisi: Hazirlanan ara stok standart ¢ozeltisinden
0,50 mL alinarak, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve c¢oziicli ile hacmine

tamamlandi. HPLC cihazina enjekte edildi (Crolik asit =0,0050 mg/mL.).

%100 Konsantrasyonda FA Cozeltisi: Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1,0
mL alinarak, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi.

HPLC cihazina enjekte edildi (Crolik asit =0,010 mg/mL).

%140 Konsantrasyonda FA Cozeltisi: Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1,4
mL almarak, 10 mL’lik balon jojeye aktarild1 ve ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi.

HPLC cihazina enjekte edildi (Crolik asit =0,0140 mg/mL).

%160 Konsantrasyonda FA Cozeltisi: Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1,6
mL alinarak, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

HPLC cihazina enjekte edildi (Crolik asit =0,0160 mg/mL).

Folik asit konsantrasyonlar1 ile HPLC cihazinda okunan pik alanlarina kars1 grafik
cizilerek, regresyon dogrusu (y=mx+n) hesaplandi; korelasyon katsayisilari, y-

kesisim noktalar1 ve egimler degerlendirildi.
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3.2.2.4 Calisma Aralig1

910 ve %160 konsantrasyonlarinda hazirlanan Folik asit ¢ozeltilerden HPLC

cihazina enjekte edildi.

3.2.2.5 Gozlenebilirlik (LOD) ve Oleme Siniri (LOQ)

LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak i¢in %100 konsantrasyonda Folik asit
cozeltisi hazirlanarak HPLC cihazina enjekte edildi. Yontem 3.2.1.6°da verilen

Esitlik 2 ve Esitlik 3’ye gore degerlendirildi.

3.2.2.6 Dogruluk

Miktar tayini i¢in, % 80, % 100 ve % 120 konsantrasyonlarda Folik asit

cozeltileri hazirlanarak, HPLC cihazina enjekte edildi.

%380 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi: 8 mg Folik asit tartild1 ve 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi. DMSO ile ¢oziindiiriiliirek hacmine tamamland: (Ana Stok
Cozelti). Ana stok ¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye alindi ve
iizerine %1 asetik asit ¢ozeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandi (Ara Stok
Cozelti) . Ara stok ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandi. HPLC cihazina enjekte edildi (C rolik

asit = 0,0080 mg/mL).

%100 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi 10 mg Folik asit tartild1 ve 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi. DMSO ile ¢6ziindiiriiliirek hacmine tamamlandi (Ana Stok
Cozelti). Ana stok ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye alindi ve
iizerine %1 asetik asit ¢Ozeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandi (Ara Stok
Cozelti). Ara stok cozetliden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandi. HPLC cihazina enjekte edildi (Crorik

asic= 0,0100 mg/mL).

%120 Konsantrasyonda Numune Cozeltisi: 12 mg Folik asit tartildi ve 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi. DMSO ile ¢oziindiiriiliirek hacmine tamamlandi (Ana Stok
Cozelti). Ana stok ¢ozeltiden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye alind1 ve

iizerine %1 asetik asit ¢ozeltisi ilave edilerek hacmine tamamlandi (Ara Stok
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Cozelti) . Ara stok ¢ozetliden 1,0 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
mobil faz ilave edilerek hacmine tamamlandi. HPLC cihazina enjekte edildi (C rolik

asit = 0,0120 mg/mL).

3.2.2.7 Kesinlik

Yontem 3.2.1.8°de verildigi gibi hazirlanan Folik asit numune ¢ozeltisinde,

* Sistem Kesinligi

* Tekrarlanabilirlik

» Laboratuvar I¢i Kesinlik parametreleri
calisildu.

» Sistem Kesinligi

Hazirlanan %100 konsantrasyondaki standart ¢ozeltiden verilen

enjeksiyon sonunda elde edilen Folik Asit’e ait % Rss degerlendirildi.
» Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan Folik asit numune ¢ozeltilerinden HPLC cihazina

enjeksiyonlar verildi. Her numunedeki Folik asit miktar1 % olarak hesaplandi.
> Laboratuvar ici Kesinlik

Uygun ¢oziiciide hazirlanan Folik asit numune ¢6zeltisinden HPLC cihazina
enjekte edildi. Elde edilen sonuglarin birbirine yakinlik derecelerine gore

degerlendirildi.

3.2.2.8 Dayamkhilik

Standart ve Folik Asit numune ¢ozeltileri hazirlandi. Degisen her bir sart icin
standart ¢ozeltiden ve numune ¢ozeltilerinden HPLC cihazina enjekte edilip, sistem

uygunluk parametre kontrolii ile degerlendirildi.



54

Uygulanan parametreler;

a. Metot akis hiz1 0,9 mL/dk
b. Metot akis hiz1 1,1 mL/dk
Kolona ait sicakligi1 20°C
d. Kolona ait sicakligi 30°C

e

3.2.2.9 Cozelti Stabilitesi

Folik asit standart ve numune ¢6zeltileri hazirlanarak HPLC cihazina enjekte
edildi. Belli zaman araliklarinda (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 36, 40, 48. saat)
hazirlanan FA standart ve numune ¢ozeltilerinden ikiser enjeksiyon yapilarak 48

saat kontrol edildi.
3.2.3 Folik Asit-Kitosan (FA-CS) Molekiiliiniin Sentezlenmesi

Folik asit-kitosan molekiiliiniin sentezi i¢in Li ve arkadaslar1 (P. Li et al.,
2011) ile Geethakumari ve arkadaglarinin (Geethakumari et al., 2022) kullandig1
yontemler modifiye edilerek, optimize edildi. Incelenen optimizasyon
parametreleri Tablo 3-5’de 6zetlenmektedir. ilk asamada folik asit (0,09 mmol)
susuz  DMSO igerisinde ¢Oziindiirildii. Folik asit ¢oOzeltisine 1-(3-
Dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimid  hidrokloriir (EDC) 1ile N-hidroksi
siiksinimid (NHS) eklendi ve karisim oda sicakliginda 1 saat karistirilmaya
birakildi. %1 kitosan ¢dzeltisi hazirlamak amaciyla, %1 lik asetik asit ¢Ozeltisi
igerisine 50mg kitosan ilave edildi ve bir gece boyunca manyetik karistirici altinda
karigtirllmaya birakildi. Hazirlanan kitosan c¢ozeltisine folik asit/EDC/NHS
karisimi damla damla 40°C’de ilave edildi. Damlatma islemi bittikten sonra karigim
6 saat boyunca manyetik karistirici altinda karistirmaya birakildi. 6 saatin sonunda
oda sicakligina gelen karisimin pH’1 NaOH ile 8-10 arasina ayarlandi ve 14800
rpm’de 30 dk boyunca santrifiij edildi. Coken pellet NaHCO3 ile 2 kez yikandi.
Santrifiij sonras1 siipernatant ¢ozeltilerinde folik asit miktar tayini yapilmasi i¢in
+4°C’de saklandi. Pellet kisimlar1 ise once -20 °C’de donduruldu. -20 °C’de
dondurulan ornekler liyofilizator cihazinda -50 °C’de 24 saat siireyle kurutuldu.

Etkin kurutma saglanabilmesi adina birincil ve ikincil kurutma islemlerinde farkl
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sicakliklar kullanildi. Liyofilizasyon parametrelerine ait bilgiler ise Tablo 3-6’da

verilmektedir.

Tablo 3-5 FACS optimizasyon parametreleri

Formﬁ]asyon]ar FOl?k Asit EDC NHS Kl.tosan pH ayari
Miktari Miktari Miktari Miktari
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
. Basin Sicakhik Zaman
Islem Adi ¢
(mbar) (°C) (Saat)
Dondurma 0,01 -50 2
Sogutma +
gu 0,01 -50--20 7
Vakum
Birincil
Sogutma +
Liyofilizasyon | Kurutma gu 0,01 20-0 7
. Vakum
Parametreleri
Isitma +
0,01 0-20 7
Vakum
ikincil Isitma +
0,01 25 1
Kurutma Vakum

3.2.3.1 Folik Asit-Kitosan Nanopartikiiliiniin (FACS NP) Hazirlanmasi

Folik asit-kitosan nanopartikiilleri Li ve ark.’lar1 (P. Li et al., 2011) ile Yang
ve ark.’larinin kullandig1 (S. J. Yang et al., 2010) iyonik jellesme yontemi modifiye
edilerek calisilmistir. Bu amagla, Yontem 3.2.3’de sentez kosullar1 optimize edilen
folik asit bagl kitosan polimerinin %1,0’lik (a/h) asetik asit ¢ozeltisi icerisinde %
0,050, 0,100, 0,240 ve 0,400 (a/h) olmak iizere dort farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi
hazirlandi. Tiim ¢6zeltilerin pH degerlerleri 5,0°e ayarlandi. % 0,125, 0,250, 0,500
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ve 0,750’lik dort farkli konsantrasyonda tripolifosfat (TPP) ¢ozeltileri hazirlandi.
Folik asit- kitosan ¢Ozeltisine oda sicakliginda, 750 rpm ve 1 damla/l10saniye
damlatma hizinda TPP ¢ozeltisi ilave edilip, 1 saat karistirildi. Karistirma siiresinin
sonunda karisim, +4°C’de 14800 rpm hizda 30 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet
kism1 2 kez su ile yikanip, Tablo 3-6’de belirtilen liyofilizasyon kosullarinda
kurutma islemi yapildi. Elde edilen nanopartikiiller +4°C’de muhafaza edildi. Folik
asit-kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasina iliskin incelenen

optimizasyon parametreleri Tablo 3-7°de verilmektedir.

Tablo 3-7 FACS NP’lerine ait optimizasyon parametreleri

Formiilasyonlar Folik asit-Kitosan (%) TPP (%)
F(FACS NP)-1 0,125
F(FACS NP)-2 0,250

0,050
F(FACS NP)-3 0,500
F(FACS NP)-4 0,750
F(FACS NP)-5 0,125
F(FACS NP)-6 0,250
0,100
F(FACS NP)-7 0,500
F(FACS NP)-8 0,750
F(FACS NP)-9 0,125
F(FACS NP)-10 0,250
0,250
F(FACS NP)-11 0,500
F(FACS NP)-12 0,750
F(FACS NP)-13 0,125
F(FACS NP)-14 0,250
0,400
F(FACS NP)-15 0,500
F(FACS NP)-16 0,750
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3.2.3.2 1lksabepilon (IXA) Yiiklii Folik Asit - Kitosan Nanopartikiiliiniin
(IXA/FACS NP) Hazirlanmasi

IXA vyiikli folik asit- kitosan nanopartikiil (FACS NP) formiilasyonlar
yontem 3.2.3.1°de belirlenen en uygun optimum kosullarda hazirlandi. 1,0 mg IXA
¢Ozeltisi TPP ¢ozeltisine ilave edilerek belli bir siire karistirildi. IXA/TPP ¢ozeltisi
dda sicakliginda 750 rpm karistirma hizinda folik asit- kitosan ¢ozeltisine
damlatilarak, 1 saat karistirma islemine devam edildi. Olusan IXA yiikli
nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C’de 14800 rpm hizla santrifiij edilerek toplandi.
Stipernatant kismi enkapsiilasyon etkinlik yiizdesinin hesabi i¢indi ayrildi. IXA
iceren folik asit- kitosan nanopartikiill formiilasyonlarinin optimizasyon

parametreleri Tablo 3-8’de verilmektedir.

Tablo 3-8 IXA Yiiklii FACS NP formiilasyonlarinin optimizasyon parametreleri

Formiilasyonlar (F) Folik As(lf/-)Kltosan TPP (%) IXA (mg)
(+]
F(IXA-FACS NP)-2 0,050 1,0
F(IXA-FACS NP)-6 0,100 0250 1,0
F(IXA-FACS NP)-10 0,250 ’ 1,0
F(IXA-FACS NP)-14 0,400 1,0

3.24 Folik Asit- Aljinat (FA-ALG) Molekiiliiniin Sentezlenmesi

Folik asit- Aljinat molekiilii sentezine iligkin ¢alismalar modifiye edilerek
optimum kosullar belirlendi (Babak et al., 2000; S. Lee and Lee, 2020; Pawar and
Edgar, 2011). Aljinat Etanol/HCI ¢d6zeltisine eklenerek +4°C’de 24 saat siireyle
karistirildi. 24 saatin sonunda sentezlenen Aljinik asit Whatman filtre kagidi
yardimiyla vakum altinda siiziildii. Kloriir iyonu kalintilarin giderilmesi i¢in birkag
kez etanol ve aseton ile yikandi. Ardinda vakum etiivinde 1 gece boyunca
kurutuldu. Aljinik asit eldesindeki optimize kosullar (Tablo 3-9) FTIR analizleri ile

belirlendi.
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Tablo 3-9 Aljinik asit eldesine ait parametreler

.. Etanol/ HCI -

Formiilasyonlar e lees . e e Vakum Etiivii

(F) Cozeltisindeki HCI Yikama Cozeltisi Sicaklig! (oC)

konsantrasyonu (N)

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 kosullarda elde edilen kurutulmus Aljinik asit, su ortaminda
dagitild1 %4’liik tetrabiitilamonyumhidroksit (TBAOH) ¢ozeltisi ile notralize edildi
ve liyofilizatdrde kurutuldu. Elde edilen tetrabiitilamonyum-aljinat (TBA-ALG)

oda kosullarinda muhafaza edildi.

Folik asit (0,869 mmol) tartilarak DMSO igerisinde ¢oziindiiriildii. Ardindan
1,1-Kabonildiimidazol (CDI) (0,869mmol) ilave edildi (Cozelti-1). 24 saat
boyunca azot gazi altinda karistirildi. Daha sonra elde edilen TBA-ALG eldesi, %1
tetra-n-butilamonyum floriir (TBAF) DMSO ¢ozeltisi igerisinde ¢ozlindiiriildii
(Cozelti-2). Cozelti-1, manyetik karistiricida karigtirilan Cozelti-2’nin iizerine
yavas yavas eklenerek 40°C sicaklikta 24 saat karigmaya birakildi. 24 saat sonunda
0,01 N HCI igeren soguk etanol/metanol (1:1) ¢ozeltisi igerisinde ¢oktiiriildii.
Ardindan vakum yardimiyla siiziilerek alkol ile yikandi. Siizme isleminden sonra
cokelti sodyum karbonat ¢ozeltisinde notrallestirilerek liyofilizatorde kurutuldu.

Elde edilen FA-ALG karakterizasyon calismalar1 gergeklestirildi.

3.2.4.1 Folik Asit - Aljinat Nanopartikiiliiniin (FAALG NP) Hazirlanmasi

Yontem 3.2.4°de sentezlenen Folik asit- aljinat molekiiliine yapilan
karakterizasyon c¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen sonuglar arasinda optimum
ozelliklere sahip olan Folik asit- Aljinat molekiilii secilerek, nanopartikiil hazirlama
asamasina gecilmistir. Bu amacla, Folik asit-Aljinat nanopartikiilleri Lee ve
Lee’nin kullandig1 iyonik jellesme yontemi modifiye edilerek calisilmistir. Bu
amagla, farkli yilizdelerde sulu ¢ozeltileri hazirlanan folik asit-aljinat ¢ozeltilerinin

(%0,20, 0,50, 0,70 ve 1,00 (a/h)) pH degerlerleri 5,0’e ayarlandi. %0,20, 0,50, 1,0



59

ve 2,0 konsantrasyonlarinda su igerisinde kalsiyum kloriir (CaCly) ¢ozeltileri
hazirlandi. Folik asit- aljinat ¢ozeltisi oda sicakliginda manyetik karistiricida 750
rpm‘de karisirken, tizerine CaCl, ¢ozeltisi 1damla/15sn damlatma hizinda ilave
edilip, 1 saat siire ile karistirma islemine devam edildi. Olusan nanopartikiil
formiilasyonlarini +4°C’de 14.800 rpm hizda 30 dk boyunca santrifiij edildi. Dipte
toplanan pelletler fazla CaCl>’nin uzaklagtirilmasi igin 2 kez su ile yikandi. Elde
edilen FAALG nanopartikiilleri liyofilizatorde kurutuldu. Folik asit-aljinat
nanopartikiill formiilasyonlarinin optimizasyon parametreleri Tablo 3-10’de

verilmektedir.

Tablo 3-10 FAALG NP formiilasyonlarinin optimizasyon parametreleri

Formiilasyonlar Folik asit-Aljinat (%) CaCl; (%)
F(FAALG NP)-1 0,2
F(FAALG NP)-2 0,5
0,20
F(FAALG NP)-3 1,0
F(FAALG NP)4 2,0
F(FAALG NP)-5 0,2
F(FAALG NP)-6 0,5
0,50
F(FAALG NP)-7 1,0
F(FAALG NP)-8 2,0
F(FAALG NP)-9 0,2
F(FAALG NP)-10 0,5
0,70
F(FAALG NP)-11 1,0
F(FAALG NP)-12 2,0
F(FAALG NP)-13 0,2
F(FAALG NP)-14 0,5
1,0
F(FAALG NP)-15 1,0
F(FAALG NP)-16 2,0
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3.2.4.2 1iksabepilon Yiiklii Folik Asit - Aljinat Nanopartikiiliiniin
(IXA/FAALG NP) Hazirlanmasi

IXA yiiklii folik asit- aljinat nanopartikiil formiilasyonlar1 Yontem 3.2.4’de
belirtildigi sekilde hazirlandi. 1,0 mg IXA ¢ozeltisi CaCl: ¢ozeltisine ilave edilerek
belli bir siire karistirildi. Oda sicakliginda manyetik karistiricida 750 rpm’de
karistirilan folik asit- aljinat ¢ozeltisine damlatilarak ilave edildi. Damlatma islemi
sonrasinda 1 saat karistirma islemine devam edildi. Olusan IXA yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlarin1 ayirabilmek i¢in +4°C’de 14800 rpm hizla santrifiij edildi.
Stipernatant kismi enkapsiilasyon etkinlik yilizdesinin hesab1 i¢in ayrildi. IXA
iceren folik asit- aljinat nanopartikiil formiilasyonlarinin optimizasyon

parametreleri Tablo 3-11’da verilmektedir.

Tablo 3-11 IXA yiikli FAALG NP formiilasyonlarinin optimizasyon parametreleri

Folik Asit- Alji
Formiilasyonlar ol i:;) Jinat CaCl; (%) IXA (mg)
(]
F(IXA-FAALG NP)-10 07 0,5 1,0
F(IXA-FAALG NP)-12 ! 1,0 1,0
F(IXA-FAALG NP)-15 10 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)

Nanopartikiiliiniin Hazirlanmasi

FACS-FAALG blend nanopartikiillerin hazirlanmast i¢in Kumar ve
ark.’larinin  kullandig1 iyonik jellesme yoOntemi ile oranlar modifiye edilerek
calisilmistir. Bu amagla, FAALG molekiiliiniin %0,06, 0,10, 1,0 (a/h) olmak iizere
ii¢ farkli konsantrasyonda sulu c¢ozeltileri hazirlandi. Tim c¢ozeltilerin pH
degerlerleri 4,9’a ayarlandi. Ayr1 bir yerde ise, su igerisinde kalsiyum kloriir
(CaCl,) cozeltileri %0,50, 1,0 ve 2,0 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
hazirlandi. FAALG c¢ozeltisi oda sicakliginda manyetik karistiricida 600 rpm ‘de
karisirken, tizerine CaCl> ¢ozeltisi 1damla/15sn hizla bir damlatilarak ilave edildi.
Damlatma islemi sonrasinda, 30 dk siire ile karistirma islemine devam edildi
(Cozelti-1). Ayn bir yerde ise; %0,05, 0,10 ve 0,24 (a/h) olmak lizere ii¢ farkl
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlandi. Tiim ¢6zeltilerin pH degerleri 4,6 ya ayarlandi.

Manyetik karistiricida karistirilan ¢zelti-1 iizerine 1damla/10sn hizla damlatildi.
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Karisim 600 rpm’de 1 saat boyunca karistirilma sonrasinda +4°C’de 14800 rpm, 30
dk boyunca santrifiij edildi. Dipte toplanan pelletler 2 kez su ile yikandi. Elde edilen
FACS-FAALG blend nanopartikiilleri liyofilizatérde kurutuldu. FACS-FAALG
blend nanopartikiil formiilasyonlarinin optimizasyon parametreleri Tablo 3-12’de

verilmektedir.

Tablo 3-12 FACS-FAALG blend NP formiilasyonlarinin optimizasyon
parametreleri

Formiilasyonlar 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 iksabepilon Yiiklii Folik Asit-Kitosan-Folik Asit-Aljinat Blend
Nanopartikiiliiniin (IXA/FACS-FAALG NP) Hazirlanmasi

Hazirlanan FAALG-FACS blend nanopartikiilleriyle yapilan in-vitro
karakterizasyon ¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen optimum kosullarda etkin madde
yiikleme islemi gerceklestirildi. IXA yiikli FAALG/FACS blend nanopartikiil
formiilasyonlar1 Yontem 3.2.5°de belirtildigi sekilde hazirlandi. 1,0 mg IXA
¢ozeltisi CaCl, ¢ozeltisine ilave edilerek belli bir siire karistirildi. Ardindan oda
sicakliginda 600 rpm hizda karistirilan folik asit- aljinat ¢ozeltisine damlatilarak
ilave edildi. Damlatma islemi sonrasinda 30 dk. siire ile karistirma islemine devam
edildi. Hazirlanan folik asit-kitosan ¢6zeltisi IXA/FAALG NP sistemine 1damla/10
sn hizla damlatildi ve 1 saat karigtirmaya birakildi. Olusan IXA yiikli
FAALG/FACS blend nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C’de 14800 rpm’de

santrifiij edilerek toplandi. Siipernatant kismi enkapsiilasyon verim hesabi
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icinayrildi. IXA igeren FAALG/FACS blend nanopartikiil formiilasyonlarinin

optimizasyon parametreleri Tablo 3-13’da verilmektedir.

Tablo 3-13 IXA/FACS-FAALG blend nanopartikiill formiilasyonlarinin
optimizasyon parametreleri

Formiilasyonlar Fo.!ik Asit- F.Olik Asit- IXA (mg)
Aljinat (%) Kitosan (%)
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 Calismalari

Yontem 3.2.4 ve 3.2.5’de anlatildig1 gibi sentezlenen FACS ve FAALG
molekiillerinin, FACS, FAALG ve FACS/FAALG blend nanopartikiillerinin FTIR,
NMR, XRD analizleri, nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri, polidispertis
indeksi, zeta potansiyelleri, yiizey Ozelliklerine (SEM ve TEM) ait analizler,
enkapsiilasyon etkinlikleri ve yiikleme kapasitelerine iliskin karakterizasyon

caligmalar1 gerceklestirildi.

3.2.6.1 Fourier Donusiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi Analizi

Etkin madde ve modifiye hazirlanan polimerlerin kimyasal baglarina iliskin
etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla ayr1 ayri, IXA, ALG, Aljinik asit, CS, FA,
FACS molekiilii, FAALG molekiili, FACS ve FAALG nanopartikiillerinin,
FACS/FAALG blend nanopartikiillerinin Fourier doniistimlii  kizilotesi
spektrumlari incelendi. Numunelerin spektrumlart 400-4000 cm™ dalga sayisi
araliginda, 10 tekrar sayisinda, 4cm™! ¢oziiniirliikte E.U Fen Fakiiltesi Kimya
boliimiinde bulunan Perlin Elmer marka ATR-FTIR spektrofotometre cihazi

kullanilarak alindi.
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3.2.6.2 Proton Niikleer Manyetik Rezonans (H-NMR) Analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, atom ¢ekirdeklerinin
etrafindaki yerel manyetik alan hakkinda bilgi saglayan ileri diizey bir analitik
teknik oldugu bilinmektedir. Cekirdegin yerel manyetik alani, molekiiler yapinin
ozellikleri, konfigiirasyonu, konformasyonu ve molekiiller arasi etkilesimler gibi
cesitli faktérlerden dogrudan etkilenir. Bu nedenle, NMR spektroskopisi, kimyasal
yap1 hakkinda benzersiz ve kapsamli bilgiler sunar ve diger analitik yontemlerle
kiyaslanamayacak diizeyde ayrintili veri saglar. Atom ¢ekirdekleri, pozitif (+) yiik
tasir ve kendi eksenleri etrafinda rastgele dairesel spin hareketleri sergiler.
Molekiillere manyetik alan uygulandiginda, ¢ekirdekler farkli enerji seviyelerinde
yarilma gosterir ve bu yarilmalar, molekiiler yapinin aydinlatilmasinda 6nemli rol
oynar (Tampieri et al., 2019). Bu amagla, sentezlenen FACS ve FAALG
molekiillerine ait proton niikleer manyetik rezonans analizi déteryumlanmis su
kullanilarak E.U Niikleer Manyetik Rezonans Uydu Laboratuvarinda
MERCURYplus-AS 400 model NMR spektrometresi ile gerceklestirildi.

3.2.6.3 X-Isimi Difraksiyvon Spektroskopisi (XRD) Analizi

Sentezlenen FA-CS ve FA-ALG molekiillerinin kristal yapisinin
degerlendirilme amacima ile X-151m1 difraksiyon analizi gerceklestirildi. X-151m1
difraksiyon analizi, maddelerin kristal fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine
bagli olarak, X-1ginlarin1 karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanir
(Nguyen et al., 2019). Bu amacla, XRD panina FA, CS, ALG, FACS ve FAALG
molekiilleri ayri ayr1 konularak dakikada 5°’lik adimlarla 0-50° arasinda 2theta (20)
ac1 taramastyla E.U lla¢ Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma - Uygulama
Merkezi’'nde (ARGEFAR) bulunan Schimadzu XRD-6100 model XRD cihazi ile
gergeklestirildi (Ghodke, 2021).

3.2.6.4 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Hazirlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yiiklii FACS NP,
FAALG NP ve FACS-FAALG blend NP’lerin termogravmetrik analiz (TGA)

egrileri E.U Fen Fakiiltesi Kimya béliimiinde bulunan, TGA cihaz1 ile azot
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atmosferinde elde edildi. Aliiminyum panlar teraziye yerlestirildi ve tizerine 10 mg
NP sistemlerinden yerlestirilerek, 5 °C/dk 1sitma hizinda, 25°C- 600°C sicaklik
aralifinda, azot atmosferinde gergeklestirildi ve kiitlenin zamana bagli fonksiyonu

incelendi (Martinez et al., 2013).

3.2.6.5 Partikiil Boyutu, Polidispersite indeksi ve Zeta Potansivel
Degerlerinin Olciimii

Hazirlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yiiklii FACS,
FAALG ve FACS/FAALG nanopartikiillerin pH 7,4 tampon ortaminda partikiil
biiytikliigii, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeline ait Sl¢iimler dinamik 151k
sacilim1 ydntemi esasina dayanan E.U Ila¢ Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma
- Uygulama Merkezi’'nde (ARGEFAR) bulunan Zetasizer, Malvern Ultra cihazi ile
25°C’de ol¢iildii (n=3).

3.2.6.6 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Hazirlanan Iksabepilon etkin maddesi vyiikli FACS, FAALG ve
FACS/FAALG nanopartikiillerin yiizey o6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
taramal1 elektron mikroskopisi yontemi kullanildi. Ornekler ¢ift tarafli yapiskan
bant seklinde olan karbon grid iizerine konuldu ve ardindan 6rnekler altin ile
kaplandi ve SEM goriintiileri Manisa Celal Bayar Universitesi, Deneysel Fen
Bilimleri Uygulama Ve Arastirma Merkezi’'nde (DEFAM) bulunan Zeiss, Gemini

500 model cihaz ile alindi.

3.2.6.7 Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Hazirlanan NP sistemlerinin ve iksabepilon etkin maddesi yiiklii FACS,
FAALG ve FACS/FAALG nanopartikiillerin ylizey 6zelliklerinin incelenmesi i¢in
gecirimli elektron mikroskop (TEM) kullanilarak goriintiileri alind1 80 kV voltaj
altinda hizlandirilan elektronlar numunelerin {izerine gonderilmesiyle, numune
ylizeyinde farkli enerjilerde elektronlar ve x-iginlari goriintiilenerek Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi COBILTUM’da bulunan JOEL JEM-1400 Plus model

cihaz ile analizlendi.
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3.2.6.8 Sentezlenen Folik Asit ile Modifive Edilen Polimere % Baglanma
Verimi, Hazirlanan Nanopartikiillerde Etkin Madde Enkapsiilasyon
Etkinligi, Yiikleme Kapasitesinin ve Nanopartikiil Veriminin
Degerlendirilmesi

Yontem 3.2.2°de anlatildig1 sekilde sentezlenen FACS molekiiliinde, FA nin
CS’a %baglanma verimi HPLC cihazinda valide edilen FA metodu kullanilarak ve

Esitlik 7°da verilen formiillar kullanilarak hesaplandi.

Toplam FA Miktar1—Serbest FA Miktar1
Toplam FA Miktari

%FA Baglanma Verimi = x100 7

IXA etkin madde yiiklii nanopartikiiller Yontem 3.2.3.2°de anlatildig1 gibi
santrifiij edildikten sonra, siipernatant ve nanopartikiil pelletleri ayrildi.
Siipernatantta serbest bulunan IXA etkin madde miktarinin tayini Yontem 3.2.1°de
valide edilen HPLC metodu ile belirlenmistir. Toplam silipernatantin hacmi
belirlenerek ve gerekli seyreltmeler yapilarak HPLC cihazina enjekte edildi.
Santrifiij sonucunda toplanan nanopartikiillere yiiklenen IXA ise, ekstraksiyon
yontemiyle elde edildi. Nanopartikiiller etanol igerisinde 30 dk boyunca ultrasonik
banyoda tutuldu. Siire sonunda numune 0,22 um filtreden siiziilerek HPLC cihazina
enjekte edildi ve IXA miktar tayini hesaplandi. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE),
yiikleme kapasitesi (% YK) ve nanopartikiil verimi (NP Verimi) Esitlik 8, Esitlik 9

ve Esitlik 10°de verilen formiiller kullanilarak hesaplandi (n=3).

Toplam Etkin Madde Miktari—Serbest Etkin Madde Miktari

0 =
/EE Toplam Etkin Madde Miktar1 x100 (8)
%YK = Toplam Etkin Madde Miktari—Serbest Etkin Madde Miktari %100 (9)
0 - Nanopartikiil agirhigi (mg)
. Elde edilen NP agirligi
% NP Verimi = £T8 x100 (10)

Polimer miktari+Etkin madde miktar:

3.2.6.9 In-vitro Salim Calismasi

IXA etkin madde yikli FACS, FAALG ve FACSFAALG blend
nanopartikiillerinin, kanser hiicre i¢i pH’1 5,5, kanser hiicrelerin mikrogevrelerini
pH’1 6,5 ve normal dokuyu taklit edebilmek adina {i¢ farkli tampon ortamlarinda
in-vitro salim ¢alismasi gerceklestirildi (Shinn, 2022; Alizadeh, 2024). IXA iceren

nanopartikiiller tampon ortaminda disperse edilerek diyaliz membran (14kDa)
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igerisine konuldu. 5 mL, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarinda 37°C’de ve 150
rpm hizla karigtinlirken 30.dk, 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 30., 48. ve 72.saat
zamanlarinda Ornekler alind1 ve alinan miktar kadar tampon ortami ilave edildi.
Belirtilen zaman araliklarinda alinan 6rnekler HPLC cihazina enjekte edildi ve
Yontem 3.2°de anlatilan valide edilen yontemde verilen kalibrasyon egrileri ile
degerlendirildi. Ayrica salim c¢alismasi sonlandirildiktan sonra diyaliz membran
igerisindeki numunelerin de miktar tayini yapildi. In-vitro salim degerleri ile kinetik
modellere uyumlulugu kontrol edildi. Sifirinc1 derece, Birinci derece, Higuchi ve
Korsemeyer-Peppas kinetiklere uyumlari regresyon dogrusu ile incelenerek asagida

verilen Esitlikler kullanilarak degerlendirildi.
. = Qo + Kot (Sifirinci derece) (11)
Q:: t siirede ¢oziinen ila¢ miktari
Qo: Cozeltideki baglangigtaki ilag miktari
Ko: salim katsayisi
t: zaman
log C =1log Co - Kt /2.303 (Birinci derece) (12)

Co: Ilacin baslangi¢ konsantrasyonu
K: Birinci dereceden hiz sabiti

t: Zaman
Q= @ (2¢ — 6CS)CS ¢ (Higuchi) (13)

D: Coziictideki ilag molekiiliiniin difiizyon katsayisi

O:Matrisin gozenekliligi
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o: Matrisin kivrimlilig
Cs: [lacin matris ortamindaki ¢oziiniirliigii
C: Ilacin baslangi¢ konsantrasyonu
M;/ M, = Kt" (Korsmeyer-Peppas) (14)
M;/ Mo : t zamaninda salinan ilacin bir kesri
K: salinim hiz1 sabitidir
n: salinim issi

3.2.7 Stabilite Calismalar:

Polimerlerin yapilariin bozulmasi kimyasal stabilite, boyut dagiliminin ve
enkapsiilasyon etkinliginin degismesi fiziksel stabilite ile agiklanir. Bu amagla
optimal kosullar1 saglayan nanopartikiil formiilasyonlar1 buzdolabinda +4°C’de, 25
+ 2 °C % 60 £ 5 relatif nem kosullarinda ve 40 £ 2 °C % 75 + 5 relatif nem
kosullarinda takip edildi. Baslangig, 1., 3. ve 6.aylarinda partikiil boyutu takibi
yapild1 (International Council for Harmonisation, 2003) (ICH Topic Q 1 A (R2)).

3.2.8 In-vitro Sitotoksisite Calismalari

In-vitro sitotoksisite ¢alismalarini icin MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-
7) ve MDA-MB-232 ( MD Anderson Metastatic Breast-231 Cells) hiicre hatlar
kullanilda.

MDA-MB-231 hiicre hatti, {i¢lii negatif meme kanseri olarak bilinmektedir.
Ostrojen hormon reseptorii (ER), progesteron hormon reseptdrii (PR) ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) negatiftir. Ayrica oldukga agresif
bir meme kanseri tipidir (Polyak, 2007). MCF-7 hiicre hatti, 6strojen hormon
reseptorii (ER), progesteron hormon reseptorii (PR) pozitiftir. MDA-MB-231 ve

MCEF-7 hiicre dizilerinin her ikisi de folat reseptoriinii eksprese etmesine ragmen,
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MDA-MB-231 hiicreleri folat reseptdriini MCF-7 hiicrelerinden daha fazla

eksprese eder.

Iksabepilon etkin maddenin ICso (The half maximal inhibitory concentration=
%50) maksimum inhibitér konsantrasyon degerini belirlemek ve nanopartikiil
formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi adina MTT
testi yapildi. Tksabepilon etkin maddesinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizileri
iizerindeki sitotoksik etkisini 24., 48. ve 72. Saat ICso degerleri incelenerek
belirlendi. iksabepilon icermeyen FACS ile FAALG nanopartikiillerinin ve FACS-
FAALG blend nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicre hatlar1 tizerinde herhangi bir
sitotoksik etkisinin olup olmadigini gozlemleyebilmek amaci ile 24., 48. ve 72. saat

ICso degerleri incelenerek degerlendirildi.

3.2.8.1 Besiyeri Ortaminin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizileri i¢in L-glutamin iceren MEM
(Minimum Essential Medium) besiyeri ortam1 kullanildi. Bu besiyeri ortamina %10
FBS (Fetal Bovine Serum), %1 MEM-Eagle Non-esansiyal amino asit, %]l
Penisilin streptomisin, %1 Sodyum piirivat eklendi. Hazirlanan besiyeri ortami +4

°C’de saklandu.

3.2.8.2 Pasajlama Calismasi

Hiicre dizileri hazirlanan steril besiyeri ortaminda 37°C’de, %5 CO: igeren
inkiibatorde kiiltiir edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler ¢ogaldiklar1 zaman yeni flasklara
pasajlandi. Pasajlama icin Tripsin/EDTA enzimi kullanilarak hiicreler kaldirildu.
Kaldirma islemi yapilmadan 6nce besiyeri ortami flasktan uzaklastirildi ve atildu.
Tripsin-EDTA daha iyi bir etki gdsterebilmesi i¢in hiicreler PBS ile yikanarak,
hiicre i¢i artiklarin PBS ile atilmasi saglandi. Bu islemin ardindan Tripsin/EDTA
flasklara ilave edilerek 3 dk inkiibatdrde bekletildi. Hiicrelerin yapistiklar: flask
tabanindan ayrilmalar1 mikroskop ile gozlenir gozlenmez, eklenen Tripsin/EDTA
miktarinin en az 3 kat1 kadar taze besiyeri ortami ilave edilerek Tripsin/EDTA

inhibe edildi. Pipetaj yapildi ve hiicreler 15mL’lik steril santrifiij tiiplerine alindi.
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1500 rpm’de 5 dk santiriij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atild1 ve kalan pellet

halindeki hiicreler yeni flasklara alinarak pasajlama iglemleri yapildi.

3.2.8.3 Hiicrelerin Dondurulmasi

Pasajlama iglemlerinden sonra hiicrelerin bir kismi ¢aligmalarda kullanilmak
tizere stoklanip, donduruldu. Hiicreler flasktan kaldirildiktan sonra besiyeri ortami
ilave edilerek 1500 rpm’de 5 dk santiriij edildi. Siipernatant atild1 ve kalan pellet
halindeki hiicreler %95 hazirlanan besiyeri ortami ve %5 (v/v) DMSO’den olusan
dondurma ortamu igerisinde siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler cryo tiiplere
dagitildi. Kademeli dondurma yapmak adina izopropil alkol i¢eren dordurma kabi
icinde 24 saat -80°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiiplerden bir kismi1 -80°C’ye bir

kismui ise s1v1 nitrojen tankina transfer edildi.

3.2.8.4 Hiicre Savim

Kiiltiire edilen ve flask yiizeyinden kaldirilan hiicre soliisyonlarindan 100 pL
alind1 ve iizerine 100 pL Tripan mavisi eklenerek, pipetaj yapildi. Pipetaj yapilan
hiicre soliisyonundan 10 pL alinarak Neubauer lamina yiiklendi ve mikroskop
altinda biiyiik karelerde goriintiilenen hiicreler sayildi. Hiicre miktar1 Esitlik 15

kullanilarak hesaplandi.

Sayilan Hiicre Miktar1 x Seyrelme Faktorii

mL'deki Hiicre Sayis1 = x 10000 (15)

Sayilan Bluyiik kare Miktart

3.2.8.5 MTT Analizi

Flasklarda bulunan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizileri Tripsin/EDTA
kullanilarak tabandan kaldirildi ve siispanse edildi. Yontem 3.2. 8.4°de anlatildig:
sekilde hiicre sayimi yapildi. Ardindan 96 kuyulu plaklara kuyucuk basina 5000
hiicre olacak sekilde ekildi. Ekilen hiicreler kuyucuklarin yiizeyine tutunmalar1 i¢in
24 saat inkiibe edildi. Iksabepilon etkin maddesinin DMSO ortaminda stok ¢ozeltisi
hazirlandi. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizilerinin bulundugu kuyucuklardaki
derisim 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 ve 20 uM olacak sekilde besiyeri ortami ile
seyreltilerek kuyucuklara 4’er paralel olarak eklendi. Iksabepilon igermeyen FACS



70

ve FAALG nanopartikiiller ile FACS-FAALG blend nanopartikiilleri 0,5, 1, 5, 10,
50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonda 4 paralel olarak kuyucuklara eklendi.
Boylece IXA etkin maddesi disinda nanopartikiillerin hazirlanis1 esnasinda
kullanilan diger bilesenlerin hiicre dizileri lizerinde sitotoksik etkisi olup olmadigi
degerlendirildi. 24., 48. ve 72. saatlerde Smg/mL MTT stok ¢ozeltisinden 15’er pLL
eklendi. 4 saat boyunca %5 CO> ve 37°C’deki inkiibatorde inkiibe edildi. Siire
sonunda tiim besiyeri kuyucuklardan uzaklastirildi. DMSO eklenip, 10 dk.
calkalayacida bekletildi. Ardindan 570 nm ELISA plak okuyucu yardimiyla
spektrofotometrik olarak elde edilen absorbans degerleri kaydedildi. Ardindan
hiicre canlilig1 Esitlik 16 kullanilarak hesaplandi.

flag Uygulanmis Kuyucuk Absorbansi—Blank Absorbansi
fla¢ Uygulanmamis Kuyucuk Absorbansi—Blank Absorbansi

% Canlilik = x 100 (16)

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre dizilerinde iksabepilon igin 24., 48. ve 72.
saat ICso degerleri optimum plasebo nanopartikiil ve blend nanopartikiillerine ait
dozlar belirlendi. Belirlenen plasebo nanopartikiill ve blend nanopartikiil

formiilasyonlarina ICso degeri ve bir alt deger yiliklenerek MTT c¢alismalar1 yapildi.
3.2.9 Radyoisaretleme Calismalari

9mTc ile radyoisaretleme ¢alismalari pH 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 degerleri
denenerek, Ince Tabaka Radyo Kromotografi (TLRC) analizi i¢in uygun banyo tiirii
de optimize edildi. Sodyum perteknetat’mn (Na’*™TcO4) hidrolize edilebilmesi igin
kalay(IT) dihidrat (SnCI>.2H>,0) 1 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde taze
hazirland1. SnCI,.2H,0 ve Na®*™TcOy igeren ayr1 bir ependorf daha hazirlanarak
radyoisaretleme sonras1 ortamda hidroliz olan **™Tc’in varhig: kontrol edilerek,
kalite kontrol ¢caligsmalar1 gerceklestirildi. Radyoisaretleme calismalari E.U Niikleer

Bilimler Enstitiisiinde gerceklestirildi.
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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 ™Tc¢ ile Radyoisaretleme

Calismalari

IXA etkin maddesi, FACS-NP, FAALG-NP ve Blend NP 1 mg/mL olacak
sekilde pH 5,5 tampon ortaminda hazirlandi. 100 pg IXA, 100 ug FACS-NP, 100
ng FAALG-NP, 100 pg blend nanopartikiil ayr1 ayr1 ependorflara alindi ve tiim
ependorflara 25 pg SnCl>.2H>0 ¢dzeltisinden konularak 0,1 M NaOH ile pH’1 13°¢
ayarlandi1. Ependorfa 1mCi *™Tc eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon

sonrasinda kalite kontrol ¢alismasi yapildi.

3.2.9.2 Radyoisaretli Maddelerin ince Tabaka Radyvo Kromatografisi
(TLRC) Analizi ile Kalite Kontrol Calismalari

#mTc-IXA maddesinin TLRC analizi i¢in Serum Fizyolojik (SF) ve Aseton
olmak tizere iki farkli banyo sistemi kullanildi. Farkli pH degerlerlerinde (7, 8, 9,
10, 11, 12, 13) calismalar denendi. Silika kapli aliiminyum tabakalar1 1,50 x 10
cm’lik seritler halinde hazirlandi. Hazirlanan seritlerin taban seviyesinden 0,50 cm
yukarida olacak sekilde hidrolize *™Tc, *™Tc-IXA, *"Tc-IXA-FACSNP, **™Tc-
IXA-FAALG NP ve *™Tc-IXA-FACS/FAALG blend NP damlatildi. Damlatma
ardindan kuruyan aliiminyum seritler, aseton banyo tankina yerlestirildi. Tanktaki
¢Oziiniin belli bir cm ilerlemesinden sonra aliiminyum seritler tanktan c¢ikartilarak
kurumasi1 beklenildi. Kuruma isleminden sonra seritlerin lizeri yapiskan bir bant
yardimiyla kapatilarak herhangi bir bulasin olmasma izin verilmeden TLRC
Scanner (Bioscanner) cihazinda Ol¢im alinarak Relative Front (Ry) degerleri

hesaplandi.

3.2.9.3 Stabilite Calismasi

Yontem 3.2.9.1°de anlatildig1 gibi isaretlenen *™Tc-IXA, ™ Tc-IXA-FACS
NP, %"Tc-IXA-FAALG NP ve %™Tc-IXA-FAALG/FACS blend NP
formiilasyonlarinin stabilite ¢calismalari i¢in oda kosulunda bekletilen 6rneklerden
0., 30., 60., 90., 120., ve 240., dakikalarinda numune alinarak TLRC yontemiyle %

baglanma verimleri kaydedildi ve zamana baglh degisimleri incelendi.
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3.2.9.4 Lipofilite Calismasi

Literatiirde verilen protokole gore calisilmistir (S. R. Banerjee et al., 2014).
Tiipelere, 150 mL n-oktanol ve 150 mL su alindiktan sonra tiiplere ayr1 ayr1 100 pL
radyoisaretli *™Tc-IXA, *™Tc-IXA/FA-CsNP, “™Tc-IXA/FA-AlgNP ve *™Tc-
IXA-FACS/FAALG Blend-NP ilave edilerek, her tiip 1 dakika boyunca
vortekslendi. Ardindan 2500 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek iist ve alt fazin
ayrildi. Ayrilan bu fazlardan oOrnekler alinarak kadminyum telliir (Cd(Te))
sintilasyon detektoriinde sayim alindi. Elde edilen degerler yardimiyla, deneysel

lipofilite degerleri Esitlik 17°a gore hesaplandi.

n-oktanol faz1 sayim degeri

Lipofilite Degeri = 17)

Sulu faz sayim degeri

3.2.9.5 Radyoisaretli Molekiillerin in-vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

9mTe, M IXA, P "Tc-IXA-FACS NP, " Tc-IXA-FAALG NP ve *™Tc-
IXA-FACS/FAALG Blend NP formiilasyonlarinin hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 kullanilarak inkorporasyon c¢alismalari
gerceklestirildi. Besiyeri ortaminin hazirlanmasi, hiicrelerin pasajlanmasi ve sayimi

Yontem 3.2.8°de verildigi gibi gerceklestirildi.

3.2.9.6 Inkorporasyon Calismasi

MDA-MB-231 hiicreleri hazirlanan besiyeri igerisinde 24’li kuyucuklu
plaklara ekildi ve 37 °C’de %5 CO; ortaminda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki besiyerleri ¢ekildi, 61l hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in her
bir kuyucuk Fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) ile 2°ser kez yikandi. Her bir kuyucuga
0,500 mL **™Tc-IXA igeren besiyerleri ilave edildi. Ayni prosediir *™Tc, *™Tc-
IXA-FACS NP, *"Tc-IXA-FAALG NP ve *"Tc-IXA-FAALG/FACS Blend NP
icinde uygulandi. Calismanin basinda belirlenen 30., 60., 120., ve 240.,
dakikalardan 6nce her bir kuyucuktaki hiicreler iizerindeki isaretli ortamin Cd (Te)
detektoriinde saymmi yapilarak baslangic radyoaktiviteleri (Ao) tespit edilip

kaydedildi. Ardindan belirlenen zaman araliklarinda radyoaktivite degerlerinin
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sayimi (A1) yapilarak kaydedildi. Kaydedilen Ao ve A; degerleri birbirine

oranlanarak % baglanma degerleri bulunmustur (n=6).

3.2.10 Optik Goriintiileme Yontemi ile In-vivo Calismalar

Hazirlanan nanopartikiil ve blend nanopartikiil formiilasyonlar arasinda
yapilan karakterizasyon, in-vitro salim, stabilite ve sitotoksisite calismalari
sonucunda ideal blend nanopartikiil formiilasyonu secilerek in-vivo caligsmalara
gecilmistir. Bu amagla Ege Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan onay
formu 28.02.2024 tarihli ve 2024-010 say1l1 etik kurul izin belgesi olarak alinmistir.
Ayrica calismalar E.U ila¢ Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma - Uygulama
Merkezi (ARGEFAR)’da bulunan Faz Oncesi Biriminde gerceklestirilmistir.

3.2.10.1 Kanserli Havyvan Modeli Olusturulmasi

Biyodagilim ve etkinlik ¢aligmalarina baglamadan 6nce, saglikli Balb/c (21
adet) ve saglikli Balb/c nude disi (21 adet) farelerde tiimor olusturabilmek i¢in 100
uL PBS icerisinde 1x10% MDA-MB-231 hiicresi enjekte edildi (Danilin, 2012).
Belli giinlerde enjeksiyon tekrarlandi. Planlanan giin sonunda fareye kuyruk
venlerinden 100 pL IVISense Vascular Fluorescent Receptor 680 prob enjeksiyonu
yapildi. 24 saat beklenmenin ardindan tiim farelerin IVIS goriintiileri izofluran
anestezi altinda uyarilma dalga boyu (exitation) 640 nm, emisyon (emission) 700

nm dalga boyu, Bining:4 ve F/Stop:1 ayarlar1 kullanilarak tiimdrler saptandi.

3.2.10.2 IRDye®-800 rs Boya Maddesi ile isaretli CS-ALG NP ve FACS-
FAALG Blend NP’in Hazirlanmasi

IRDye®-800 rs boya maddesi ile isaretli NP hazirlanma sirasinda pH 7,4
ortaminda, konsantrasyonu 1 mg/mL olan IRDye®-800 rs ¢bzeltisi hazirlanarak

kullanildi.

IRDye®-800 rs boya maddesi igaretli blend NP’leri hazirlamak i¢in, yontem
3.2.5’de anlatilan NP hazirlama prosediirii kullanildi. Boya maddesi, capraz

baglayici ilave edilmeden Once polimer ¢ozeltisine 150 pL ilave edilerek 30dk
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boyunca karistirildi. Karistirma sonrasi igaretli blend NP hazirlama, prosediirde

anlatildig1 sekilde devam edildi.

Hedeflemenin biyodagilimda etkisini gozlemleyebilmek ig¢in folik asit
icermeyen, IRDye®-800 rs isaretli aktif hedefsiz CS-ALG blend NP’leri hazirlandi.
hedefli blend NP’leri hazirlanirken kullanilan CS ve ALG konsantrasyonlari ile

ayni1 prosediir uygulanarak hazirlandu.

Sentez basamaginin son agamasinda, santrifiij sonunda elde edilen IRDye®-
800 rs- FACS-FAALG blend NP ve IRDye®-800 rs-CS-ALG blend NP
liyofilizatér cihazinda kurutuldu ve +4°C’de saklandi. Siipernatant kismi ise,
boyanin NP’lere % baglanma oranimi bulabilmek i¢cin HPLC cihazinda metot

gelistirilerek kontrol edildi.

Tablo 3-14 IRDye®-800 rs icin HPLC cihaz parametreleri

Cihaz HPLC

Dedektor PDA

Kolon ACE C18 3,5um 4.6 x 150 mm

Dalga Boyu 210 nm

Akis Hiza 1,0 mL/dk.

Enjeksiyon Hacmi 30,0 uL

Analiz Siiresi 15 dk.

Kolon Sicakhgi 25°C

Tray sicakhigi 25°C

Mobil Faz (%60) Asetonitril: (%40) %0,1 H3PO. Sulu Cozelti
Calisma Tiirii Izokretik

Coziiciiler pH 7.4 (Stok), %1 Asetik asit ¢ozeltisi

IRDye®-800 rs boya maddesi: 0,1mg/mL stok boya standart ¢ozeltisinden 0,150
pL almarak 5 mL’lik balon jojeye aktarildi ve lizerine sentez ortami ilave edildi
(%50 asetik asit (%1 °lik asetik asit ¢ozeltisi) ¢ozeltisi: %50 saf su) ve calkalanarak
hacmine tamamlandi (Ara stok C rpyew-800rs= 0,003 mg/mL). Bu ¢6zeltiden 0,5 mL
alinarak tizerine 0,5 mL pH 7,4 tampon ortami ilave edildi, vortekslendi ve HPLC

cihazina enjekte edildi (C rpye®-800 s = 0,0015 mg/mL).

0,1 mg/mL stok boya standart ¢ozeltisinden 0,500 mL alinarak 5 mL’lik balon

jojeye aktarildi ve lizerine sentez ortami ilave edildi (%50 asetik asit ¢ozeltisi
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(%1’lik asetik asit ¢ozeltisi), %50 saf su) ve ¢alkalanarak hacmine tamamlandi (Ara
stok C rpye®-800 s = 0,010 mg/mL). Bu ¢ozeltiden 0,5 mL alinarak {izerine 0,5 mL
pH 7,4 tampon ortami ilave edildi, vortekslendi ve HPLC cihazina enjekte edildi (C
RDye®-800 s = 0,005 mg/mL).

Hazirlanan iki farkli konsantrasyonda IRDye®-800 rs boya maddesi arda

arda enjeksiyonlar yapilarak birbiri igerisinde %Rss degeri kontrol edildi.

3.2.10.3 Bivodagihim Calismasi

Kanserli hayvan modeli olusturulduktan sonra hazirlanan aktif hedefli
IRDye®-800 rs- FACS-FAALG blend NP ve aktif hedefsiz IRDye®-800 rs-CS-
ALG blend NP formiilasyonlar1 1.V yolla kanserli disi Balb/c farelere verilerek
biyodagilim c¢aligmalar1 gerceklestirildi. Kanserli disi Balb/c fareler 4 gruba
ayrilarak, agirliklart kaydedildi. 254+2°C sicaklik ve %55+5 rolatif neme sahip

laboratuvar kosullarinda tutuldu.

IRDye®-800rs boya maddesi, FACS/FAALG blend nanopartikiil (aktif
hedefli) ve CS/ALG blend nanopartikiil (aktif hedefsiz) %0,9 izotonik sodyum
kloriir ¢6zeltisi igerisinde dagitilarak disi Balb/c farelere kuyruk venlerinde 100 pLL
olacak sekilde uygulandi. Enjeksiyondan sonra 45.dk, 1., 3., 5., 7. ve 24. saatlerde
izofloran anestezisi altinda uyarilma dalga boyu (exitation) 745 nm ile emisyon
dalga boyu (emission) 850 nm, Bining:4 ve F/Stop:1 IVIS cihaz1 ayarlan

kullanilarak goriintiiler alindu.

24. saat sonunda ex-vivo goriintiiler alinmasi amaciyla fareler sakrifiye edilip
akciger, karaciger, kalp, bobrekler, yumurtalik, bagirsaklar gibi organlarn

cikarilarak goriintiileme yapildi.

3.2.10.4 Etkinlik Calismasi

Etkinlik ¢alismasi i¢in disi Balb/c nude fareler 4’lii gruba ayrildi. Fareler
ksenograft modeli ile meme kanseri olusturuldu. Disi BALB/C nude farelerde

tiimor olusturabilmek icin 100 pL PBS icerisinde 2x10° MDA-MB-231 hiicresi
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enjekte edildi (Tanei et al., 2016). Belli glinlerde enjeksiyon tekrarlandi. Planlanan
giin sonunda fareye kuyruk venlerinden 100 pL IVISense Vascular Fluorescent
Receptor 680 prob enjeksiyonu yapildi. 24 saat beklenmenin ardindan tiim fareler
izofluran ile anestezi altinda uyarilma dalga boyu (exitation) 640 nm ile emisyon
(emission) 700 nm, Bining:4 ve F/Stop:1 IVIS cihaz1 ayarlar1 kullanilarak

goriintiiler alind ve tiimdrler saptandi.

1. Grup: SF uygulanan (n=7)
2. Grup: Paklitaksel uygulanan (n=7)
3. Grup: FACS/FAALG blend nanopartikiil formiilasyonu uygulanan (n=7)

4 giinde bir olmak iizere tedavi enjeksiyonlar1 yapildi. Tedavi silirecinde timor
boyutlarindaki degisimi incelemek amaciyla IVISense Vascular Fluorescent
Receptor 680 prob enjeksiyonu yapilarak IVIS 6l¢iimleri alindi. Calisma boyunca
hayvanlarin agirliklar1 kaydedildi.

3.2.10.5 Ex-vivo Calismalar ve Patolojik Degerlendirme

Yontem 3.2.10.4’te anlatilan biyodagilim ve yontem 3.2.10.5°de anlatilan
etkinlik caligsmalar1 sonrasi fareler sakrifiye edilerek meme, yumrutalik, karaciger,
gibi organlar ¢ikarildi ve patolojik calismalar i¢in ayrildi. Bu amagla dncelikle PBS
cozeltisi icerisinde yikandi. Ardindan tiim organlar formalin ¢o6zeltisi igerisinde
saklandi. Patolojik c¢alisamalara baslarken tiim organlar kiiclik parcalara ayrilarak
parafinize edildi. Parafin bloklardan kesitler alinarak hematoksilen ve eozin (H&E)

ile boyanip mikroskop ile degerlendirildi.

3.2.11 istatistik Degerlendirme

Elde edilen sitotoksisite sonuglart arasindaki farklihik veya benzerlik
Graphpad Prism 8.0 istatistik programinda analiz edildi. Anlamlilik diizeyleri i¢in
One-Way ANOVA analizi ile (p<0,001(***), p<0,01(**), p<0,05(*) anlaml1 kabul
edildi) degerlendirdi.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Etkin Madde Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

Etkin madde analitik yontem validasyon ¢alismasinda tiim parametreler FDA
2003’de yer alan “ICH Validation of Analytical Procedures” kriterlerine gore
degerlendirildi (FDA, 2003).

4.1.1 Secicilik Parametresine Ait Bulgular

Secicilik ¢aligmasinda yontem 3.2.1.3’de anlatildigi sekilde calisilmistir.
HPLC cihazma enjekte edilen ¢oziiclilerin (Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ), IXA
standart ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltisinin kromatogramlar: incelenerek, pik safligi
degerlendirilmis ve IXA pikinin altinda herhangi bir girisim elde edilememistir.

Sekil 4.1°de elde edilen tiim kromatogramlar verilmektedir.

mAl
FDAMul 1 4 POAMuMi 1

min min

pH 5,5 ortamindaki IXA Standart Cozelti
pH 5,5 Coziicii Kromatogrami
Kromatogrami
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Sekil 4.1 IXA etkin maddesinin secicilik parametresine ait HPLC kromatogramlari
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Calismalarin gerceklestirildigi etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda IXA
pikinin altinda herhangi bir girisim bulunmadig1 gosterilerek, metodun her bir

¢Oziicii ortaminda 6zgiin ve secici oldugu gosterilmistir.
4.1.2 Dogrusallik Parametresine Ait Bulgular

Dogrusallik parametresi yontem 3.2.1.4. ‘de anlatildig1 sekilde ¢alisilmustir.
Etanol ¢oOziiciisii ile hazirlanan IXA standart stok c¢ozeltisi kullanilarak
konsantrasyonu %10 ile %160 arasinda 6 farkli ¢ozelti pH 5,5, 6,5 ve 7.4
ortamlarinda hazirlanarak HPLC cihazina enjekte edildi. Enjeksiyonlarin
ortalamasi ve kalibrasyon egrisi kullanilarak korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir.
Dogrusallik parametresine ait kalibrasyon grafikleri Sekil 4-2, Sekil 4-3, Sekil 4-4

ve Sekil 4-5’de, elde edilen veriler ise Tablo 4-1’de verilmektedir.

250000 -
= 200000 -+
E 150000 -
=
% 100000 -
y =13063397,1x + 160,1
50000 -+
R?=0,9998
O T T T 1
0,00 0,01 0,01 0,02 0,02
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2 IXA etkin maddesinin etanol ¢oziiciisiindeki kalibrasyon egri grafigi

250000 -
200000 -
3
T 150000 -
g 100000 -
<
50000 y = 13328899,6x - 1215,3
R2 = 0,9996
0 T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,02

0,01
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.3 IXA etkin maddesinin pH 5,5 tampon ¢oziiciisiindeki kalibrasyon egri grafigi
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250000 -
_ 200000 -
<
€ 150000 -
& 100000 -
<
50000 - y =13083289,1x - 1504,1
R?=0,9996
O T T T 1
0,00 0,01 0,01 0,02 0,02
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.4 IXA etkin maddesinin pH 6,5 tampon ¢oziiclisiindeki kalibrasyon egri grafigi

250000 -
200000 -
£l
E 150000 -
g 100000 -
<
50000 - y = 13366255,9x - 758,6
R?=0,9993
0 T T T 1
1 2 2
0,00 Kog'sgntrasyon &%}mL) 0.0 0,0

Sekil 4.5 IXA etkin maddesinin pH 7,4 tampon ¢oziiciisiindeki kalibrasyon egri grafigi
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Tablo 4-1 Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ¢oziicii ortamlarinda IXA standart ¢ozeltisinin dogrusallik parametresine ait veriler

Konsantrasyonlar
(mg/mL)

0,0010

0,005

0,008

0,010

0,012

0,016

Alan
degerleri
(Etanol)

13525

13425

13515

64604

65089

65117

104432
103641
104119

132569

132319

132401

155663

155426

155752

209182

209563
209003

Ortama Alan
degerleri
(Etanol)

13488 £ 55,1

64931 +288,4

104064 + 398.4

132430 + 127,4

155614 + 168,5

20924 +286,0

Alan
degerleri
(pHS,5)
13783
13137
13317
66263
64969
65285
104128
103667
104806
131192
129992
130117
157967
157939
158028
213478

214096
213814

Ortama Alan
degerleri
(pH 5,5)

13412 £333 4

65506 + 674.,6

104200 + 572,9

130434 £ 659,7

157978 + 45,5

213796 + 309,4

Alan
degerleri
(pH6,5)
12577
12953
13025
65422
62541
62330
102435
101510
102222
129746
128961
129673
153903
152102
154526
209037
210180

209349

Ortama Alan
degerleri
(pH6,5)

12852 +240,6

63431 £1727,5

102056 +484.,4

129460 + 433,7

153510 £
1258,8

209522 +590,8

Alan

degerleri

(pH7,4)
13729
13161
13686
67469
66213
66584
104830
105025
106326
128373
128217
131344
160135
159644
162309
215864
212080

215032

Ortama Alan

degerleri (pH7,4)

13525 +316,3

66755 +645,3

105394 £ 813,3

129311 £ 1762,1

160696 + 14718,3

214325 +1988,5
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Dogrusallik verileri incelendiginde her bir ¢dziicii ortamlarindaki R*0,9998,
0,9996, 0,9996 ve 0,9993 seklinde bulundu. Bu degerin dogrusalligin kabul kriteleri
olan (R?) > 0.999 degerini sagladig1 goriilmektedir.

4.1.3 Cahsma Arahg Parametresine Ait Bulgular

Calisma aralig1 parametresi yontem 3.2.1.5.’de anlatildig1 gibi calisilmistir.
Etanol ile stok ¢ozeltisi hazirlanan IXA standart ¢zeltisinin seyreltmeleri pH 5,5,
pH 6.5 ve pH 7,4 ortamlarinda %10 ve %160 konsantrasyonlarinda hazirlanmaistir.
Alt1 tekrarli enjeksiyon sonucu pik alanlar1 arasindaki Rss degerlerinin %2’den

fazla olup olmadig1 degerlendirilerek sonucglar Tablo 4-2°de verilmektedir.

Tablo 4-2 Caligma aralig1 parametresine ait bulgular

%160 %160 %160 %160

((?381 ((?381 (;A.’;gl (;A.’;gl (0.016 (0.016 (0.016 (0.016
mg/mL) mg/mL)  mg/mL)  mg/mL) | mg/mL) mg/mL) mg/mL)  mg/mL)
(Etanol) (pH 5,5) (pH 6,5) (pH 7,4) (Etanol) (pH 5,5) (PH 6,5) (pH 7,)
L.enjeksiyon | 13575 13137 12577 13729 | 209182 213478 209037 = 215864
2.enjeksiyon | 13435 13137 12953 = 13361 | 209563 214096 210180 = 212080
3.enjeksiyon | 13515 13317 13025 13686 | 209003 213814 209349 = 215032
4.enjeksiyon | 13335 13220 = 12852 | 13243 | 208718 213684 208540 213056
5.enjeksiyon | 13547 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

Caligma aralig1 parametresinde IXA etkin maddesinin etanol, pH 5,5, 6,5 ve

7,4 tampon ortamlarinda verilen enjeksiyonlara ait alanlar arasindaki %Rss 2’den

kiigiik bulunmustur. Boylece, IXA etkin maddesinin secilen ¢oziicii ortamlarinin

caligmamiza uygun oldugu sonucuna varilmaktadir.
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4.1.4 Gozlenebilirlik (LOD) ve Olgme Simir1 (LOQ)

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in Yontem 3.2.1.6’da anlatildig1
gibi ¢alisilmistir. IXA’nin etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda bulunan LOD ve
LOQ degerleri Tablo 4-3’de verilmektedir.

Tablo 4-3 IXA’nin etanol, pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarindaki LOD ve LOQ
degerlerine ait bulgular

Etanol pH5,5 pH 6,5 pH7,4
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 Dogruluk Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.1.7°de anlatildig1 gibi calisilmistir. IXA’nin etanol, pH 5,5, 6,5
ve 7,4 ortamlarinin her biri i¢in %80, %100 ve %120 konsantrasyonlarinda bulunan
dogruluk parametresi sonuglar1 Tablo 4-4, Tablo 4-5, Tablo 4-6 ve Tablo 4-7’de

verilmektedir.

Tablo 4-4.IXA’nin etanol ortamindaki dogruluk parametresine ait bulgular

% Tartim Teorik Deneysel Geri Standart

Ortalama Rss
Konsantrasyon miktarlari Konsantrasyon Konsantrasyon kazanim . Sapma .

Degerleri (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%) e (1) e
8,00 0,008 0,0080 99,5

80 8,01 0,008 0,0079 98,4 99,0 0,6 0,6
8,02 0,008 0,0079 99,0
10,01 0,010 0,0102 101,7

100 10,20 0,010 0,0103 100,9 101,0 0,7 0,7
10,03 0,010 0,0100 100,3
12,25 0,012 0,0124 101,5

120 12,30 0,012 0,0122 99,2 100,5 1,2 1,2

12,00 0,012 0,0121 101,0
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Tablo 4-5. IXA’nin pH 5,5 ortamindaki dogruluk parametresine ait bulgular

% Tartim Teorik Deneysel Geri
Ortalama Standart Rss
Konsantrasyon miktarlari Konsantrasyon Konsantrasyon kazanim
(%) Sapma () (%)
Degerleri (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%)
8,02 0,008 0,0080 99,3
80 7,95 0,008 0,0078 98,5 98,7 0,5 0,5
8,03 0,008 0,0079 98,2
9,987 0,010 0,0099 99,2
100 10,00 0,010 0,0099 99,1 99,5 0,6 0,5
10,00 0,010 0,0100 100,2
12,03 0,012 0,0119 98,8
120 12,08 0,012 0,0118 98,1 98,5 0,4 0,4
11,98 0,012 0,0118 98,5

Tablo 4-6. IXA’nin pH 6,5 ortamindaki dogruluk parametresine ait bulgular

% Tartim Teorik Deneysel Geri
Ortalama Standart Rss
Konsantrasyon miktarlari Konsantrasyon Konsantrasyon kazanim
(%) Sapma (%) (%)
Degerleri (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%)
8,01 0,008 0,0078 99,4
80 8,03 0,008 0,0079 98,2 98,8 0,6 0,6
8,03 0,008 0,0080 98,9
10,05 0,010 0,0101 101,33
100 10,32 0,010 0,0100 99,7 100,4 0,8 0,8
10,05 0,010 0,0101 100,1
12,22 0,012 0,0119 101,8
120 12,12 0,012 0,0119 100,6 100,7 1,0 1,0

12,15 0,012 0,0119 99,7
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Tablo 4-7. IXA’ nin pH 7,4 ortamindaki dogruluk parametresine ait bulgular

% Tartim Teorik Deneysel Geri Standart
Ortalama Rss
Konsantrasyon miktarlari Konsantrasyon Konsantrasyon kazanim . Sapma .

Degerleri (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%) ) () )
8,00 0,008 0,0080 99,5

80 8,01 0,008 0,0079 98,4 99,0 0,6 0,6
8,02 0,008 0,0079 99,0
10,01 0,010 0,0102 101,7

100 10,2 0,010 0,0103 100,9 101,0 0,7 0,7
10,03 0,010 0,0100 100,3
12,25 0,012 0,0124 101,5

120 12,30 0,012 0,0122 99,2 100,5 1,2 1,2
12,00 0,012 0,0121 101,0

Dogruluk parametresinde hazirlanan her bir ornekte % geri kazanim ve
enjeksiyonlar arast %Rss hesaplandi. Tiim ¢dziicii ortamlarinda bulunan tiim geri
kazanim verileri %98,0- %102,0 arasinda ve %Rss degerleri %?2’den kiiciik

bulundu. Bdylece tiim veriler kabul kriterlerine uygun bulunmaktadar.

4.1.6 Kesinlik parametresine ait bulgular

4.1.6.1 Sistem Kesinligi Parametresine Ait Bulgular

Sistem kesinligi yontem 3.21.8’de anlatildig1 sekilde ¢alisilmistir. Etanol, pH
5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarinda verilen alt1 enjeksiyon sonucunda alan degerleri,

alan degerleri arasidnaki %Rss ve alikonma zamanlar1 Tablo 4-8°de verilmektedir.
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Tablo 4-8 IXA’nin etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda sistem kesinligi parametresine
ait bulgular

Alikonma Alikonma Alikonma Alikonma
Alan Zamam Alan Zamam Alan Zamam Alan Zamam
(Etanol) (dk.) (pH 5.5) (dk.) (pH 6.5) (dk.) (pH 7.4) (dk.)
(Etanol) (pH 5.5) (pH 6.5) (pH7.4)
l.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
S.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
S 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 kesinligi parametresinde, her bir ¢Oziicli ortaminda yapilan
enjeksiyonlar sonucu elde edilen alanlar ve alikonma zamanlar1 degerlendirildi.

%Rss degerleri %2’den kii¢iik oldugu i¢in kabul kriterini sagladigi bulunmustur.

4.1.6.2 Tekrarlanabilirlik Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.1.8’de anlatildigr sekilde c¢alisilmistir. IXA nin etanol, pH 5,5,
6,5 ve 7,4 ortamlarinda hazirlanan alt1 farkli numunenin enjeksiyonlar ile alanlar

arasindaki uyum ve her bir numuneki %IXA miktarlarina ait elde edilen sonuglar

Tablo 4-9, Tablo 4-10, Tablo 4-11 ve Tablo 4-12’de verilmektedir.
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Tablo 4-9 [XA’nin etanol ortaminda tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi

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 994 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 IXA’nin pH 5,5 ortaminda tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
1.1 136934 101,1 101.1
1.2 136852 101,1
2.1 132816 101,4 1015
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 IXA’nin pH 6,5 ortaminda tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
1.1 132461 100,9
1.2 130371 99,3 100.1
2.1 131575 99,2
2.2 130888 98,7 990
3.1 131545 99,2
3.2 130192 98,2 98,7
4.1 133165 101,3
101,1
4.2 132691 101,0
5.1 132269 100,2
5.2 133071 100,8 100,5
6.1 130712 98,6
6.2 132167 99,7 9.2
ORT 99,8
SS 1,0
%Rss 1,0

Tablo 4-12 IXA’nin pH 7,4 ortaminda tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
1.1 132739 100,6 101,2
1.2 134344 101,8
21 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
6.2 130432 98,1 992
ORT 100,3
SS 0,9
% Rss 0,9

Tablo 4-13 IXA’nin tekrarlanabilirlik parametresinde standart alan ve %uyum degerleri

Etanol pH 5,5 pH 6,5 pH 7.4
Standart Cozelti 134587 132898 132860 133005
Alan
(Analiz Baslangici) 135474 132675 128462 133146
Standart Cozelti 133214 132880 132679 133205
Alan
(Analiz Sonu) 132523 132406 132120 13324
Analiz
Baslangicinda 9%98.2 %100,0 9%100,1 %98.,6
% Uyum
Angliz Somunda %997 %100,1 %98.8 %98.5
% Uyum
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Tekrarlanabilirlik parametresinde, ¢alisilan tiim ¢oziicli ortamlarinda verilen
enjeksiyonlar sonucunun birbiri igerisindeki %Rss degeri %2’nin altinda olup,
analiz baslangicinda ve sonunda verilen standart ¢ozelti enjeksiyonlarinin birbiriyle

uyumlu oldugu, %98-%102 arasinda bulunan sonuglarda goriilmektedir.

4.1.6.3 Laboratuvar ici Kesinlik Parametresine Ait Bulgular

Laboratuvar ici kesinlik parametresi i¢in yontem 3.2.1.8’de anlatildig: sekilde
calistlmistir. Etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda hazirlanan numuneler
tizerindeki laboratuvar varyasyonlarinin sonuglart degerlendirilmis ve %fark olarak
sonuglar Tablo 4-14, Tablo 4-15, Tablo 4-16, Tablo 4-17, Tablo 14-18, Tablo 4-19,
Tablo 4-20, Tablo 4-21 ’da verilmektedir.

Tablo 4-14 [XA’nin etanol ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-1

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
1.1 132574 101,8
1.2 131986 101,3 101.6
2.1 132546 100,3
101,2
2.2 134765 102,0
3.1 133254 101,0
3.2 133621 101,3 101,2
4.1 132451 101,2
4.2 133784 102,2 101,7
5.1 132789 100,5
5.2 132513 100,3 100.4
6.1 133821 101,3
6.2 132547 100,4 100.9
ORT 101,1
SS 0,5
%Rss 0,5

Tablo 4-15 IXA’nin etanol ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-2

Numune Cihaz I/ Giin I . ..
Sayisi (Tekrarlanabilirlik Degerleri) Cihaz Il /Giin I1
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 1000 1011
100,6
SS 0,9 0,5
%Rs 0,9 0,5

% Fark 1,1
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Tablo 4-16 1XA’ nin pH 5,5 ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-1

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
1.1 134125 98,6
98,6
1.2 133874 98,5
2.1 133124 101,3
2.2 132123 100,5 100.9
3.1 133412 101,5
101,7
32 133985 101,9 0l
4.1 133745 99,8
100,1
4.2 134547 100,3 00.
5.1 134124 994
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 IXA’nin pH 5,5 ortaminda laboratuvar igi kesinlik parametresine ait bulgular-2

Numune Cihaz 1/ Giin 1

Sayisi (Tekrarlanabilirlik Degerleri) Cihaz I /Giin 1
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 IXA’nm pH 6,5 ortaminda laboratuvar igi kesinlik parametresine ait bulgular-1

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi

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 IXA’nin pH 6,5 ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-2

Numune

Cihaz 1/ Giin I Cihaz II /Giin 11
Sayis1
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 98 100,0
99,9
SS 1,0 0,6
%Rss 1,0 0,6
% Fark -0,3

Tablo 4-20 IXA’ nin pH 7,4 ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-1

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi

1.1 132547 100,5

1.2 133254 101,0 100.8

2.1 133254 100,3

2.2 132523 99,7 100,0

31 131254 98,7

3.2 132545 99,7 9.2

4.1 133125 101,1

4.2 132145 100,3 100,7

5.1 132269 100,0

5.2 131745 99,6 2.8

6.1 133895 100,8

6.2 131258 98,8 99.8
ORT 100,0
SS 0,6

%Rss 0,6

Tablo 4-21 IXA’nin pH 7,4 ortaminda laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-2

Numune Cihaz 1/ Giin T Cihaz 11 /Giin TI
Sayisi
1 101.2 100,8
2 100,3 100,0
3 99.7 99,2
4 101,5 1007
5 100,1 99.8
6 99,2 99,8
Ortalama 1003 100
100,2
SS 0,9 0,6
% Rss 09 0.6
% Fark 0,3

Laboratuvar i¢i kesinlik parametresinde, farkli giinlerde ve farkli cihazlarda

tekrarlanan ¢alisma sonuglarinin birbiri igerisindeki yakinlik derecesini ifade eden
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% fark degeri hesaplandi. Tiim ¢6ziicii ortamlarinda % fark degeri %2’den kiiglik

bulunarak kabul kriter degerini sagladig1 gosterilmistir.

4.1.7 Dayamkhlk Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.1.9°da anlatildigi sekilde ¢alisilmistir. Her degisen parametreye
karsilik numunelerdeki % miktar, % Rss ve % fark degerlendirilmistir. Ayrica
alikonma zamanlar1 ve kuyruklanma faktorleri Tablo 4-22, Tablo 4-23, Tablo 4-24
ve Tablo 4-25’de verilmektedir.

Tablo 4-22 [XA’nin etanol ortaminda dayaniklilik parametresine ait bulgular

Parametre % Miktar % Rss % Fark Alkonma Kuyruk‘l‘alfma
Zamam Faktorii
Normal ¢alisma 100,0 0.1 ) 8.8 1.1
kosullar
Akis hiz1 0,9 mL/dk 100,2 0,4 -0,2 9,8 1,2
Akis mz1 1,1 mL/dk 101,4 0,4 -1,4 8,2 1,1
Kolon Sicakhgi 20°C 100,4 0,1 -0,4 8,8 1,1
Kolon Sicakhigi 30°C 101,1 0,1 -1,1 8,9 1,2
Tampon pH’1 4,7 100,9 0,5 -0,9 9,2 1,2
Tampon pH’15,3 101,0 0,1 -1,0 8.8 1,1
Farkh Lod Numaral 101.2 0.3 13 8.9 1.1
Kolon

Tablo 4-23 IXA’nin pH 5,5 ortaminda dayaniklilik parametresine ait bulgular

Parametre % Miktar % Rss % Fark Alikonma Kuyruklal:ma
Zamam Faktorii
Normal calisma 100,5 0.1 ) 8.9 12
kosullar
Akis hiz1 0,9 mL/dk 100,6 0,4 -0,1 9,9 1,1
Akis mz1 1,1 mL/dk 100,7 0,3 -0,2 8,2 1,2
Kolon Sicakhigi 20°C 100,0 0,3 0,6 8,8 1,2
Kolon Sicakhigi 30°C 100,5 0,3 -0,1 9,0 1,2
Tampon pH’1 4,7 98,9 1,0 1,6 9.4 1,1
Tampon pH”15,3 98,6 0,6 1,8 8.8 1,1
Farkh Lod Numaral 99.5 0.5 0.9 9.0 1.1

Kolon
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Tablo 4-24 IXA’nin pH 6,5 ortaminda dayaniklilik parametresine ait bulgular

Parametre % Miktar %Rss % Fark Alikonma Kuyruk.l.arfma
Zamam Faktorii
Normal ¢calisma 100,0 0.1 ) 8.8 1.1
kosullar1
Akis mz1 0,9 mL/dk 99,4 0,3 0,7 9,8 1,1
Akis mz1 1,1 mL/dk 101,3 0,5 -1,3 8,1 1,1
Kolon Sicakhigi 20°C 100,3 0,4 -0,3 8,8 1,1
Kolon Sicakhigi 30°C 101,6 0,3 -1,6 8,9 1,1
Tampon pH’1 4,7 98,6 0,8 1,4 9,8 1,0
Tampon pH’1 5,3 99,3 0,3 0,1 8.8 1,1
Farkh Lod Numaralh 99.4 0.6 0.6 8.9 1.1
Kolon

Tablo 4-25 IXA’nin pH 7,4 ortaminda dayaniklilik parametresine ait bulgular

Parametre % Miktar % Rss % Fark Alkonma Kuyruk'l'ar:ma
Zamam Faktorii
Normal ¢calisma 100,7 0.3 ) 8.8 1.1
kosullar
Akis hiz1 0,9 mL/dk 99,6 0,1 1,01 99 1,1
Akis hiz1 1,1 mL/dk 100,9 0,1 -0,3 8,2 1,2
Kolon Sicakhgi 20°C 99,7 0,4 0,9 8.8 1,1
Kolon Sicakhigi 30°C 99,5 0,1 1,1 8,9 1,1
Tampon pH’1 4,7 100,6 0,2 0,1 9,7 1,1
Tampon pH’15,3 99,5 0,9 1,2 8.9 1,1
Farkh Lod Numaralh 99.8 0.5 0.1 8.8 1.1
Kolon

Dayaniklilik parametresinde, normal kosullara karsilik c¢alisilan tiim
kosullarda, kabul kriterleri olan kuyruklanma faktorii <2,0 ve %fark <2,0 degerini
saglayip saglamadigi degerlendirilmistir. Bulunan tiim sonuclar kabul kriterleri

araliginda bulunmaktadir.

4.1.8 Cozelti Stabilitesi Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.1.10.°da anlatildigi sekilde calisilmistir. IXA standart ve
numunesine ait belirli saatlerde enjekte edilen enjeksiyonlardan elde edilen alanlar

ve 0.zamana gore %fark degerleri Tablo 4-26 ve Tablo 427°de verilmektedir.
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Tablo 4-26 IXA’nin etanol, pH 5,5, 6,5 ve 7,4 ortamlarinda standart ¢ozeltisi stabilitesine
ait bulgular

Jaman DAelgi“ri %Fark Dilga;i %Fark Di'gae‘;i %Fark D‘ﬁ;‘;i %Fark
Eano) | ED puss) PHSD gpes PHOD oy GHTO
Bza::z:ﬁl‘? 132835 - 132422 0.4 133842 - 131630 i
2. saat 132684 0,1 131914 0.4 133808 0.03 35109 04
4. saat 133458 0.5 131882 0.9 132178 124 31640 0.0
6. saat 132985 0.1 131272 0.8 132509 100 131600 0.0
8. saat 133458 0,5 133497 0.6 133884 -0.03 31597 03
10. saat 134158 1.0 133211 1.0 133011 0,62 135970 0.5
12. saat 133695 0.6 133720 1,1 131555 171 |35sey 0.7
24. saat 133879 0.8 133915 1.2 131949 141 33040 11
36. saat 134002 0.9 130770 1.4 131988 139 |3545s 0.6
48. saat 134212 1.0 132620 0.4 132018 136 35549 0.7

Tablo 4-27 IXA’nin etanol, pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 ortamlarinda numune ¢ozeltisi
stabilitesine ait bulgular

Alan Alan Alan Alan

Zaman Degeri (]?tg?lf)ll() Degeri (:)/"If gr;‘) Degeri (:)/"If ?sr;{) Degeri (:)/"If *;r"")
(Etanol) (pH 5,5) S (pH 6,5) ) (pH 7,4) ;
Baslangis 37358 - 134307 ; 131766 - 132157 -
2.saat | 133124 06 134466 0,1 130427 10 132322 0|1
4.saat | 131149 09 135874 12 132509 06 132764 05
6.saat 131651 0,5 134952 05 131158 05 133437 10
8.saat 130900 11 134521 02 130169 12 132949 06
10.saat 132003 03 134223 01 132742 07 131104 08
12.saat 131777 04 134651 03 130856 07 132453 02
24.saat 131174 09 133871 03 129330 18 131961 0,1
36.saat | 131509 06 132726 12 130502 10 131741 03
48.saat | 132546 0,1 132193 1,6 129843 15 131412 06

Tablo 4-26 ve 4-27°de verilen sonuglar degerlendirildiginde, tiim ¢oziicl
ortamlarinda IXA ¢ozeltileri 48 saat boyunca stabil oldugu, baslangi¢ enjeksiyon
ile 48 saat boyunca alinan enjesiyon alanlar1 arasindaki % fark’in 2’den kiigiik

bulunmasi nedeni ile kabul kriterleri saglanmaktadir.
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4.2 Folik Asit Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

4.2.1 Secicilik Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.2°de anlatildigi sekilde calisilmis olup, ¢oziicii ve Folik Asit
enjeksiyonu sonrasinda pik safligr degerlendirilmistir. Folik Asit pikinin altinda

herhangi bir girisim elde edilememistir. Kromatogramalar Sekil 4-6’da

gosterilmektedir.
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75
| ] ‘E
| i
|
1 |
50 15 @
pea 1 EDA Ml 172%0nm 4om
! Anm dom
Coziicii kromatogrami (DMSO/Asetik asit Folik Asit standart ¢ozelti kromatogrami
¢Ozeltisi/MF Karigimi)

Sekil 4.6 Folik Asit maddesinin segicilik parametresine ait HPLC kromatogramlar1

Sekil 4.6 verilen ¢oziicli ortaminda Folik asit pikinin altinda herhangi bir
girisim bulunmadigi gosterilerek, metodun her bir ¢oziicii ortaminda 6zgiin ve

secici oldugu goriilmektedir.

4.2.2 Dogrusallik Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.3°de anlatildigr sekilde calisilmis olup, %10 ve %160
konsantrasyonlar1 arasinda degisen bes farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden elde
edilen enjeksiyon alanlarinin ortamasi ve kalibrasyon egrisi kullanilarak korelasyon
katsayilar1 hesaplanmistir. Dogrusallik parametresine ait kalibrasyon grafigi Sekil

4.7°de, elde edilen veriler ise Tablo 4-28’de verilmektedir.
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Sekil 4.7 Folik Asit’in ¢oziicli ortamindaki kalibrasyon egri grafigi

Tablo 4-28 Folik asit standart ¢ozeltisinin dogrusallik parametresine ait veriler

Konsantrasyonlar

(mg/mL)

Alan Degerleri Ortalama Alan Degerleri

152845
0,005 153125 152985
152985
304587
0,010 305621 305356
305861
612452
0,020 611478 612138
612485
766832
0,025 761784 764379
764521
917254
0,030 922741 921947
925848
1223004
0,040 1241525 1229356
1223541

Dogrusallik verileri incelendiginde ¢6ziicii ortaminda Folik asit kalibrasyon
grafiginde, R? 1,0000 seklinde bulunmustur. Bu degerin dogrusalligin kabul
kriteleri olan (R?) > 0.999 kosulunu saglamaktadur.

4.2.3 Cahsma Arahg Parametresine Ait Bulgular

Calisma araligt Yontem3.2.2.4’de anlatildigr gibi calisilmistir. Coziicii

ortmainda %10 ve %160 konsantrasyonda alt1 adet verilen enjeksiyonlarin alanlari
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ve pik alanlar1 arasindaki Rss degerlerinin %?2’den fazla olup olmadigi

degerlendirilerek sonuglar Tablo 4-29°de verilmektedir.

Tablo 4-29 Calisma aralig1 parametresine ait bulgular

%10 %160
(0.025 mg/mL) (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 1529278 1230396,8
SS 307,8 7567,1
% Rss 0,2 0,6

Calisma aralig1 parametresinde Folik asit’in ¢6ziicii ortaminda %10 ve %160
konsantrasyonlarda hazirlanarak verilen enjeksiyonlara ait alanlar arasindaki %Rss

degerlendirildiginde kabul kriteri olan %Rss < 2 saglanmuistir.

4.2.4 Gozlenebilirlik (LOD) ve Ol¢me Simir1 (LOQ)

Folik asit maddesine ait LOQ ve LOD degerleri yontem 3.2.2.5’de anlatildig1
sekilde calismistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4-30°da verilmektedir.

Tablo 4-30 Folik Asit LOD ve LOQ degerlerine ait bulgular

Coziicii Ortam
LOD (mg/mL) 0,000070

LOQ (mg/mL) 0,000213

4.2.5 Dogruluk Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.6°da anlatildig: sekilde ¢alisilmistir. Folik Asit icin %80, %100
ve %120 konsantrasyonlarinda bulunan dogruluk parametresi sonuglar1 Tablo 4-

31’da verilmektedir.
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Tablo 4-31 Folik Asit dogruluk parametresine ait bulgular

% Tartim
Konsantrasyon miktarlari
Degerleri (mg)

4,032

80 4,055
4,121

5,025

100 5,012
5,022

6,014

120 6,020
6,110

Teorik

Deneysel

Konsantrasyon Konsantrasyon

(mg/mL)
0,020
0,020
0,020
0,025
0,025
0,025
0,030
0,030
0,030

(mg/mL)
0,0204
0,0205
0,0207
0,0251
0,0249
0,0252
0,0304
0,0302
0,0304

Geri
kazanim
(%)
101,1
101,2
100,4
100,0
99,5
100,5
101,1
100,2
99,7

Ortalama Standart
(%) Sapma
101,0 0,4
100,0 0,5
100,3 0,7

Rss

(%)

0,4

0,5

0,7

Folik asit i¢in, dogruluk parametresinde hazirlanan her bir 6rnekte % geri

kazanim ve enjeksiyonlar aras1 %Rss hesaplanmistir. Coziicii ortaminda Folik asit

pikine ait bulunan tiim geri kazanim verileri %98,0- %102,0 arasinda olup, %Rss

degerleride %?2’den kiiclik bulunarak, tiim veriler kabul kriterlerini saglamaktadir.

4.2.6 Kesinlik Parametresine Ait Bulgular

4.2.6.1 Sistem Kesinligi Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.7°de anlatildig sekilde ¢alisilmistir. Coziicii ortaminda verilen

alt1 enjeksiyon sonucunda alan degerleri, alan degerleri arasindaki %Rss ve

alikonma zamanlar1 Tablo 4-32’de verilmektedir.

Tablo 4-32 Folik asit sistem kesinligine ait bulgular

Alan Degerleri Alikonma Zamani (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
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Sistem kesinligi parametresinde, ¢Oziicli ortaminda ard arda yapilan
enjeksiyonlar sonucu elde edilen alanlar ve alikonma zamanlar
degerlendirildiginde, %Rss degerleri %2’den kiiciik bulunarak kabul kriterini

sagladig1 gosterilmektedir.

4.2.6.2 Tekrarlanabilirlik Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.7°de anlatildigr sekilde ¢alisilmistir. Folik asit’e ait alt1 farkl
numune enjeksiyon alanlar1 arasindaki uyum ve her bir numunedeki Folik asit

%miktarlarina ait elde edilen sonuglar Tablo 4-33’de verilmektedir.

Tablo 4-33 Folik asit tekrarlanabilirlik parametresine ait bulgular

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi

1.1 787422 98,8 98.6
1.2 784458 98,4 ’
2.1 795585 101,2

2.2 778586 99,1 100,2
31 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

5.2 788555 99,7 99,0

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 Asit’in tekrarlanabilirlik parametresinde standart alan ve %uyum
degerler

Standart Cozelti Alan (Analiz Baslangici) %3;22’8

. . 7745630

Standart Cozelti Alan (Analiz Sonu) 785444.0
Analiz Baslangicinda % Uyum 99,8
Analiz Sonunda % Uyum 99,4

Tekrarlanabilirlik parametresinde, c¢alisilan ¢oziicli ortaminda verilen
enjeksiyonlar sonucunun Folik asit pikine ait numune alanlarinin birbiri i¢erisindeki

%Rss degeri %2 nin altinda olup, analiz baglangicinda ve sonunda verilen standart
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cozelti enjeksiyonlarinin birbiriyle uyumu kontrole edilip, sonuglar %98-%102

arasinda bulunmustur.

4.2.6.3 Laboratuvar ici Kesinlik Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.7°de anlatildigr sekilde calisilmistir. 1.cihaz ve 2.cihaz igin
farkl1 glinlerde hazirlanan Folik asit maddesi i¢in numuneler tizerindeki laboratuvar
varyasyonlarinin sonuglar1 degerlendirilmis ve %fark olarak sonucu Tablo 4-35 ve

Tablo 4-36’de verilmektedir.

Tablo 4-35. Folik asit laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-1

Numune
Enjeksiyon Alan Degerleri % Miktar % Ortalama Miktar
Sayisi
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 99,9 993
3.2 773169 98,6
4.1 782122 99,7 1007
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 i¢i kesinlik parametresine ait bulgular-2
Numune Cihaz I/ Giin Iv(Tekr.arlanablllrhk Cihaz II /Giin TI
Sayis1 Degerleri)
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 99,0 997
SS 0,6 0,8
%Rss 0,6 0,8
% Fark 0,7

Laboratuvar i¢i kesinlik parametresinde, farkli giinlerde ve farkli cihazlarda

tekrarlanan ¢alisma sonuglarinin birbiri igerisindeki yakinlik derecesini ifade eden
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Folik asit numunelerine ait %fark degeri hesaplandi. Folik asit ¢6ziicii ortaminda
Y%fark degeri %2’den kii¢lik bulunarak kabul kriteri %fark < 2.0 degerini sagladigi
gosterilmektedir. Bulunan sonug, bu kosullarda hazirlanan IXA ¢6zeltisinin bir

baska cihaz ve bir bagka analist tarafindanda caligilabilecegi gosterilmektedir.

4.2.7 Dayamkhhk Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.8°de anlatildigi sekilde anlatilmistir. Folik asit i¢in her bir
degisen parametreye karsilik numunelerin  %miktar, %Rss ve % fark
degerlendirilmistir. Ayrica alikonma zamanlari, kuyruklanma faktoérleri de Tablo 4-

37’de verilmektedir.

Tablo 4-37 Folik asit dayaniklilik parametresine ait bulgular

Parametre % Miktar %Rss % Fark Alikonma Kuyruk.l.al'l'ma
Zamam Faktorii
Normal ¢alisma kosullar: 100,8 0,2 - 4.4 1,0
Akis mz1 0,9 mL/dk 101,4 0,3 0,5 5,3 1,1
Akis mz1 1,1 mL/dk 100,4 1,2 0,5 3,4 1,0
Kolon Sicakhgi 20°C 101,5 0,4 0,6 4.4
Kolon Sicakhgi 30°C 100,5 0,2 0,3 4,5

Dayaniklilik parametresinde, Folik asit i¢in normal kosullara karsilik calisilan
tiim kosullarda, kabul kriterleri olan kuyruklanma faktorii <2,0 ve %fark <2,0
degerini saglayip saglamadigi degerlendirilmistir. Bulunan tiim sonuclar kabul

kriterleri araliginda bulunmaktadir.

4.2.8 Cozelti Stabilitesi Parametresine Ait Bulgular

Yontem 3.2.2.9°da anlatildig1 sekilde calisilmistir. Folik asit standart ve
numunesine ait belirli saatlerde enjekte edilen enjeksiyonlardan elde edilen alanlar

ve 0.zamana gore %fark degerleri Tablo 4-38’de verilmektedir.
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Zaman (Saat) Alan Degeri % Fark
Baslangic zamani 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 ¢ozelti stabilitesine ait bulgular
Zaman (Saat) Alan Degeri % Fark
Baslangi¢c zamani 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 asit’in ¢ozelti stabilitesi degerlendirildiginde, ¢oziicii ortaminda Folik
asit ¢ozeltileri 48 saat boyunca stabil oldugu, baslangi¢ enjeksiyon ile 48 saat
boyunca alinan enjesiyon alanlar1 arasindaki % fark’in 2’den kiigiik bulunmasi

nedenti ile kabul kriterleri saglanmaktadir.

4.3 In-vitro Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

In-vitro karakterizasyon calismalar1 kapsaminda, IXA yiikli FACS NP,
FAALG NP ve FACS-FAALG blend NP sistemleri basaril1 bir sekilde hazirlanmis
ve FTIR, '"H-NMR, XRD, SEM, TEM yo6ntemleri kullanilarak NP sisteminlerine
ait kimyasal, morfolojik ve termal 6zellikleri incelenmistir. Tez ¢alismasinin sentez
basamalariin, ilk asamasinda polimerlerin (CS, ALG) FA ile modifikasyonu,
ikinci asamada FACS ve FAALG molekiillerinin NP’lerinin hazirlanmasi, iiglincii
asamada ise IXA etkin maddesinin hazirlanan NP’lere yiiklenmesi ve son asamada

IXA yiiklii FACS-FAALG nanopartikiil blend sisteminin elde edilmesi olarak
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Ozetlenebilir. Hazirlanan NP’lere ait partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri
incelenmistir. Yapilan tiim karakterizasyon caligmalarina ait bulgular Sekil 4.8 —

4.45 arasinda ve Tablo 4-40 — 4-46 arasinda verilmektedir.

4.3.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi Bulgular:

Yontem 3.2.6.1°de anlatildigir sekilde folik asit ile modifiye edilerek
sentezlenen FACS, yontem 3.2.3°de anlatildig1 sekilde hazirlanan aljinik asit, folik
asit ile modifiye edilerek sentezlenen FAALG molekiillerine ait reaksiyon
tepkimeleri Sekil 4.8 ve Sekil 12°de, FTIR spektrumlari ise, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10°da verilmektedir.
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Sekil 4.8 FA-CS Konjugasyonu
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Sekil 4.9 Folik asit, Kitosan ve FACS molekiiliine ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.9’daki FA’e ait karakteristik pikler 3541, 3414, 3319, 2957, 2922,
1688, 1636, 1605, 1481 ve 1412 cm™! ‘de gdzlemlenmektedir. 3600- 3000 cm’!
arasinda goriinen pikler hidroksil (-OH) gerilmesine ve N-H gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Spesifik C=O gerilmesini 1688 cm™’de, C=C gerilmesi ise,
1605 cm!*de bulunan piklere atfedilmektedir. Ayrica 839 cm™! keskin pik benzen
halkasina ait gerilme pikini gostermektedir (P. Li et al., 2011; Vikas et al., 2021).
Kitosan spektrumunda, 3350 cm™'’deki pik N-H gerilme titresimini, 2922 cm™! ve
2844 cm'l C-H gerilme titresiminin fonksiyonel gruplarinin varlifini ortaya
koymaktadir (Depan et al., 2011). 1647, 1553 ve 1310 cm ™’ deki pikler ise,
kitosanin karakteristik dzelligini yansitmaktadir. Ayrica 1150cm™ de uzanan C-O
gerilmesi, 1057 cm™’de uzanan ise C-O-C gerilme titresimlerini gdstermektedir.
Kitosana ait 644 cm "’ deki pik ise, piranozid halkasina ait gerilmeyi yansitmaktadir
(Jietal, 2012). FA’in CS’ye basaril1 bir sekilde konjugasyonu, hem CS’ye hem de
FA’e ait karakteristik bantlarin varliginin FA-CS spektrumunda goriilmesiyle
dogrulanmaktadir. CS’de yer alan 1553m™! ve 1647 cm™ de amid bantlarinin FA-
CS spektrumunda 1553 cm™’dki bantin kaybolup, 1647 cm™’deki bantin ise, 1661

Cm—l »

e kaydig1 goriilmektedir. Ayrica FA ve CS arasinda gelisen hidrojen bag:
nedeniyle 3283 cm™’de bant genislemistir. FTIR analizi sonuglar1, FA’in -COOH
grubuyla CS’nin —NH2 grubu arasindaki konjugasyonun basarili oldugu

kanitlanmaktadir (Ji et al., 2012; Vikas et al., 2021).
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Sodyum Aljinat Aljinik Asit

Sekil 4.10 Sodyum Aljinat polimerinden Aljinik asit eldesi

e A ljinik asit

%T

ALG
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Sekil 4.11 Aljinat ve Aljinik Asit’e ait FTIR spektrumlari

Aljinat ve Aljinik asit spektrumu incelendiginde, Aljinata ait O-H baglarinin
gerilmeleri 3600-3000cm™’de gdzlenirken, C-H’nin diisiik siddetli gerilme piki,
2925 cm™’de gdzlemlenmistir. Karboksilat tuzu gruplarinmn asimetrik ve simetrik
gerilme pikleri sirasiyla, 1629 ve 1400cm™'de gozlemlenmistir. Aljinik asit
spektrumunda goriilen ise, 1741 cm”' deki bant —COOH gerilmesine
atfedilmektedir (Taha et al., 2005). 3461 cm ™! bant, aljinik asitteki -OH baglarini
gdsterirken, 2923 cm™! bant ise, C-H gerilme bantlarini gostermektedir (Hamouda

et al.,2021; Rosu et al., 2009).
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Sekil 4.13 Folik Asit, Aljinat ve FAALG molekiiliine ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.13’de saf FA’in spektrumu incelendiginde —-OH ve NH- gruplarina
ait pik gerilmeleri sirasiyla 3550 cm™ ve 3300 cm™ gerilmeleri goriilmektedir.
Ayrica 1690 cm™ ve 1603 cm™’deki pikler C=O ve N-H gerilmelerine karsilik
gelmektedir. Aljinat spektrumu incelendiginde, spesifik, hidroksil grubu 3300 cm”
"de ve —COO bagmin gerilmesi ise 1600 cm™'de goriilmektedir. FAALG
molekiiline ait FTIR spektrumunda, 1727 cm™ ester-karbonil (C=0) gerilme
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titresimlerini, 1188 cm™ C-O-C gerilme titresimlerini ortaya koymaktadir. FA ve
ALG’m spesifik gruplarina ait pikler FAALG FTIR spektrumunda net bir sekilde
goriilmiis olmasi, FAALG molekiiliiniin basarili bir sekilde sentezlendigini ortaya

konmustur (Sarmento et al., 2006; Sinha et al., 2006; Zhang et al., 2008).

Yontem 3.2.6.1°de anlatildigi sekilde hazirlanan FACS NP ve IXA yiikli
NP’lere ait FTIR spektrumlar sirasiyla Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’de

verilmektedir.

IXA-FACS NP
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Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.14 IXA, FACS NP ve IXA yiikli FACS NP ait FTIR spektrumlari

e | X A-FAALG NP

:

FAALG NP
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Sekil 4.15 IXA, FAALG NP ve IXA yiiklii FACS NP’lerine ait FTIR spektrumlar1
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IXA etkin maddesinin FTIR spektrumu incelendiginde, kimyasal yapisindaki
fonksiyonel gruplarma ait olan pikler gozlemlenmistir. Karakteristik pikler
degerlendirildiginde, 3600-3200 cm™ hidroksil grubuna ait yayvan pik, molekiil
aras1 hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir. 2972 cm™ dalga sayisindaki C-H
olarak atfedilebilir. IXA yiiklii FACS NP ve FAALG NP ile yiiklii olmayan NP’lere
ait FTIR spektrumlar1 benzerdir (Siafaka et al., 2015).

pe [ XA-Blend NP

promm— . Blend NP

%T

4000 3000 2000 1000
Dalga sayisi (cm”)

Sekil 4.16 IXA, Blend NP ve IXA yiiklii Blend NP ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.16 incelendigi, IXA yiikli FACS-FAALG blend NP ve FACS-
FAALG blend NP’in FTIR spektrumlar incelendiginde, FACS 1628 cm!'deki
bandi FAALG ile reaksiyondan sonra 1539 cm™'e kayip genisledigini, 3600-3200
cm! arahiginda -OH ve -NHx'nin gruplarma ait piklerin iist iistte cakistigi
goriilmektedir. Bu sonuglarla, FACS/FAALG blend NP’lerinde FAALG’ nin
karbosilik grubuyla FACS’deki amonyum gruplarinin etkilesim gosterdigi
kanitlanmistir (A. Wang et al., 2015).
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4.3.2 Proton Niikleer Manyetik Rezonans (‘H-NMR) Analiz Bulgulari

Folik asit ile modifiye edilerek sentezlenen yeni polimerik FACS ve FAALG
molekiillerine ait yapilarin aydinlatilabilmesi igin alinan 'H spektrumlari Sekil 4.17

ve Sekil 18’de verilmektedir.

(3
fL (ppm)

Sekil 4.17 FACS molekiiliine ait 'H NMR spektrumu

FACS molekiiliiniin ait "H NMR spektrumu incelendiginde, Sekil 4.17°de
goriilen 6,2 ve 8,0 ppm arasindaki sinyaller, folik asidin aromatik protonlarina
karsilik gelirken, 2,0 ppm'deki sinyal, amidin yanindaki karbon atomuna bagl
gelen protonlara karsilik gelir. Ayrica kitosana ait seker halkasindaki karbon
atomlarina baglh protonlara 5,0, 3,20, 2,90 ve 2,5 ppm’deki tepe noktalar1 karsilik
gelir. Tespit edilen tiim tepe noktalan literatiirlerle karsilastirildiginda uyumlu
bulundu. Sonug olarak 'H-NMR spektrumu, CS polimeri, FA ile basaril1 bir sekilde
modifiye edilerek sentezlendigini gostermektedir (P. Li et al., 2011; C. Yang et al.,
2014).
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Sekil 4.18 FAALG molekiiliine ait '"H NMR spektrumu

FAALG molekiiliine ait '"H NMR spektrumu incelendiginde, 8.5 ve 7.6
ppm’deki tepeler Folik asit’in pterin halkasina atfedilirken, 7.5, 6.7 ve 6.6 ppm’deki
tepeler ise, Folik asit’in aromatik protonlarina karsilik gelmektedir. Ayrica 4.0 ile
5.0 ppm arasinda goriilen tepelerin ise aljinatin temel yapisina atfedilir. Tlim bu
veriler, Aljinatin Folik asit ile basaril1 bir sekilde modifiye edilerek sentezlendigini

gostermektedir (S. Lee ve Lee, 2020).

4.3.3 X-Isim1 Difraksiyon Spektroskopisi (XRD) Analiz Bulgular

Yontem 3.2.6.3’de anlatildigr gibi XRD analizi ger¢eklesmistir. FA, CS,
ALG, FACS ve FAALG molekiillerine ait XRD spektrumlar1 Sekil 4-19, Sekil 4-
20 ve Sekil 4-21°de verilmektedir.
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Sekil 4.19 FA’e ait XRD spektrumu
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Sekil 4.20 FACS molekiiliine ait XRD spektrumu

Kitosana ait iki spesifik kristalin tepe noktalarini 20 agisiyla 10,8° ve 20,0°
gosterildi. FA’de ise birden fazla kristalin tepe noktalar1 gézlemlenmektedir. FA-
CS spektrumunda ise, 10,8° ‘deki kaybolmasi ve 22,0de tepe nokta kaymasinin
ortaya ¢ikmasi ise, FA’e ait karbosilik grubunun CS’nin NH2 grubuna baglanmasi
seklinde aciklanmaktadir (Ali et al., 2018; Aziz et al., 2019; Geethakumari et al.,
2022).
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Sekil 4.21 FAALG molekiiliine ait XRD spektrumu

Sekil 4.21°de verilen FAALG molekiiliine ait XRD spektrumu incelendiginde
ALG-TBA’nin 8° tepe nokta kaymasi sonucunda 6”da gdzlemlenmesi, ayrica
ALG-TBA spektrumunda bazi tepe noktalarinin kaybolarak FAALG farkli tepe
noktalarinin olusmasi yapinin kristalliginin yapisinin azaldigin1 ve amorf yap1

ozelliginin arttig1 seklinde agiklanabilmektedir (Abbasi et al., 2023).

4.3.4 Termogravimetrik Analiz (TGA) Bulgular

FACS NP’e ait TG ve DTG termogramlar1 Sekil 4-22 ve Sekil 4-23’de

verilmektedir.
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Sekil 4.22 FACS NP ve [XA yiiklii FACS NP’iine ait TGA
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Sekil 4.23 FACS NP ve IXA yiikli FACS NP’iine ait DTG

FACS NP’e ait TG ve DTG termogramlar: incelendiginde bozunmanin 2
asamada gergeklestigi ve 600 °C'de %66 kalint1 kaldig1 goriilmektedir. Ilk agirlik
kayb1 45 ile 120 °C arasinda olup Ornek igerisindeki nemin uzaklasmasindan
kaynaklanmaktadir. 190°C ile yaklasik 450°C araliginda gergeklesen ikinci
bozunma adimi ana polimer zincirine ait olan bozunmay1 géstermektedir. ikinci
bozunma adim i¢in Tmax degeri 257 °C olarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler
Nguyen ve arkadaglar tarafindan gerceklestirilen pluronik P123-graft kitosan-folat
(CP-FA) bilesenine ait TGA verileri ile benzerlik gostermektedir (V. T. Nguyen et
al., 2019). IXA/FACS NP’e ait TG ve DTG termogramlar1 incelendiginde ise,
FACS NP’e benzer 1s1sal davranisa sahip oldugu gézlemlendi. 600°C’de FACS NP
ve IXA/FACS NP i¢in arta kalan madde miktar1 yaklasik %66 olarak
kaydedilmistir.

FAALG NP ve IXA/FAALG NP ait TG ve DTG termogramlar1 Sekil 4-24 ve
Sekil 4-25°de verilmektedir.
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Sekil 4.24 FAALG NP ve IXA yiikli FAALG NP’iine ait TGA
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Sekil 4.25 FAALG NP ve IXA yiiklii FAALG NP’iine ait DTG

FAALG NP ve IXA/FAALG NP ait termogramlar incelendiginde termal
acidan her iki nanopartikiiliin 0 ile 600°C araliginda benzer davranis sergiledigi
goriilmektedir. Nanopartikiiller 4 asamada bozunmaya ugramakta ve 600 °C'de
%80 kalinti birakmaktadir. Tlk agirhik kaybr 60 ile 120 °C arasinda olup 6rnek
igerisindeki nemin uzaklagsmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. 204 ile 324°C
arasinda gerceklesen ikinci asamada, artan sicaklik ile biyopolimerler arasindaki
baglarin kirilmaya basladigi, konformasyon degisikliklerinin oldugu ve polimer
zincirlerinin kirilmasinin meydana geldigi diisiiniilmektedir (Camacho et al., 2019).
Ikinci bozunma adimi i¢in Tmax degeri 259 °C olarak kaydedilmistir. Ugiincii
bozunma 344 ile 439°C'de, kalan kiitlenin ¢ok yavas bozundugunu gostermektedir
(Kaidi et al., 2022). Ugiincii bozunma adimi icin Tmax degeri 399 °C olarak
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kaydedilmistir. 4. basamak ise ¢ok yavas bozunma hizindan 444 ile 494 °C sicaklik

araliginda ve 469 °C maksimum bozunma sicakliginda gerceklesmektedir.
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Sekil 4.26 FACS-FAALG blend NP ve XA yiiklii FACS-FAALG belnd NP’iine ait TGA

termogramlari
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Sekil 4.27 FACS-FAALG blend NP ve XA yiiklii FACS-FAALG blend NP’iine ait DTG

termogramlari

FACS-FAALG blend NP’e ait TG ve DTG termogramlar1 Sekil 4-26 ve Sekil
4-27°de verilmektedir. FACS-FAALG blend NP ve IXA/FACS-FAALG blend
NP’lere ait TG ve DTG termogramlar incelendiginde nanopartikiillerin 2 ana
basamakta bozundugu goriilmektedir. Ilk bozunma, 50 ile 115 °C arasinda olup

ornek igerisindeki suyun uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir. Ikinci bozunma

adimi 200 °C’de baglayarak FACS-FAALG blend NP i¢in yakalasik 335 °C’de
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(%58) IXA/FACS-FAALG blend NP i¢in ise 380°C’de (%63)son bulmaktadir. Bu
adimda blend NP yapisinda bulunan kitosan iskeleti, sakkarit halkalarinin
dehidrasyon siireciyle iliskili iki kiitle kayb1 gosterirken (Furuya et al., 2017),
aljinat i¢in ise, alginik asit ve tlirevlerinin sakkarit halkalar1 ve makromolekiil
zincirleri de dahil olmak {izere karmasik parcalanma siireglerinden
kaynaklanabilmektedir (Elbayomi et al., 2021). Her iki nanopartikiiliin ¢ok diisiik
oranda 350 °C’nin iizerinde ¢ok yavas bozunma hizina sahip 2 adet bozunma
basamagi oldugu goriilmektedir. 600 °C'de FACS-FAALG NP i¢cin %44 ve
IXA/FACS-FAALG NP’leri i¢in ise %51 kalint1 kalmistir.

4.3.5 Partikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyel Degerlerine

ait Bulgular

Yontem 3.2.6.4°de anlatildig1 gibi ¢alisilmistir. IXA yiikli FACS, FAALG
ve FACS-FAALG blend nanopartikiillerinin boyutlar1 ve zeta potansiyel degerleri
Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve polidispersite indekslerine ait sonuclar ise
Tablo 4-40’de verilmektedir.

A 27 4254mV i
154632109 nm T+ 05

Intensity (P
otal Counts (kep:
e —— -

Sekil 4.28 IXA yiiklii FACS NP’lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel degeri sonucu
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Sekil 4.29 IXA yiikli FAALG NP’lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel degeri sonucu
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Sekil 4.30 IXA yiiklii FACS-FAALG blend NP’lerin ortalama boyut ve zeta potansiyel

degeri sonucu

Tablo 4-40 Nanopartikiillere ait boyut, zeta potansiyeli ve polidispersite degerleri

isim Boyut (nm) Zeta Polidispersite
Potansiyeli(mV) Degerleri

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 arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada FACS NP’lerinin boyutunu
100 nm bulurken, Wang ve arkadaslar1 ise, FACS NP’lerin boyutunun 161-180 nm
arast degistigini, Lee ve Lee’nin yapmis olduklar1 FA-ALG NP boyutlarinin ise,
100-400 nm arasinda degistigini bildirmislerdir. NP’lerin boyutlar1 FACS-NP,
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FAALG NP ve FACS-FAALG NP igin sirastyla 138,8 £ 7.8, 147,1 £ 7,6, 2104 £
10,1 bulunurken, IXA yikli FACS NP, IXA yiikli FAALG NP ve IXA/FACS-
FAALG blend NP boyutlar sirastyla 154,63 £10,9, 157,6 +4,4 ve 218,17+2,9 nm
seklinde bulunmustur.

Zeta potansiyelleri, yiikli parcaciklar arasindaki elektrostatik itme veya
cekim derecesini yansitan pargaciklarin net yiikii olarak tanimlanmaktadir (Warsito
vd., 2020). Ayrica zeta potansiyeli, kolloidal yapilarin ne kadar kararli olduklarini
ortaya koymaktadir (Teeranachaideekul et al., 2007). Hazirlanan IXA/FACS NP,
IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP’lerin zeta potansiyelleri
sirasiyla 27,4+5.4, -23,847,2 ve -24,1+12,0 olarak bulunmustur. FACS NP’{iniin
pozitif zeta potansiyeline sahip olmasi kitosanin NH» grubu iizerindeki NH3* pozitif
yiikiine atfedilmektedir (Zhang et al., 2004). FAALG NP lerin negatif zeta
potansiyeline sahip olmasi ise, NP yiizeyinde iyonize karboksil gruplarinin
varligina atfedilmektedir (El-Houssiny et al., 2017). IXA/FACS-FAALG blend NP
zeta potansiyelinin negatif olmasi ise, blend sisteminde ALG miktar1 %80 iken CS

miktar1 %20 olmasindan kaynaklanmaktadir.

Polidispersite indeksi (PDI), par¢acik boyut dagilimim1 gosteren bir
parametredir. PDI degeri>0,7 olmasi, formiilasyonun parcacik boyut dagiliminin
DLS yontemiyle analiz edilmeye uygun olmadigin1 gostermektedir (Danaei et al.,
2018). Tablo 4.40’da goriildiigii gibi hazirlanan tiim NP sistemlerinin PDI
degerlerinin <0,7 bulunmasi parcacik boyutlarinin homojen oldugunu géstermekte

olup, sonuglarimiz literatiirle uyumludur.

4.3.6 Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizine ait Bulgular

IXA etkin maddesi yikli FACS, FAALG ve FACS/FAALG
nanopartikiillerine ait SEM goriintiileri Sekil 4-31°de verilmektedir. Hazirlanan
tiim nanopartikiil sistemlerin SEM goriintiilerinde, homojen boyut dagilimi ve
kiiresel morfolojiye sahip olduklar1 gésterilmistir. Ayrica, DLS yontemiyle bulunan

boyut sonuglari ile SEM boyut sonuglar1 birbirleri ile uyumlu olduklari
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bulunmustur. Literatiirde verilen c¢alisma sonuglariyla elde edilen veriler

uyumludur (Ahmad et al., 2023).

Sekil 4.31 IXA/FACS NP (A), IXA/FAALG (B) ve IXA/FACS-FAALG blend (C)
NP’lerine ait SEM goriintiileri

4.3.7 Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizine ait Bulgular

IXA etkin maddesi yiiklii ve karekterizasyon g¢alismalart sonucunda nihai
formiilasyon olarak segilen IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve
IXA/FACS/FAALG blend nanopartikiillerine ait TEM goriintiileri Sekil 4.32°de

verilmektedir.
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(A) (B)

©

Sekil 4.32 IXA/FACS NP (A), IXA/FAALG NP (B) ve IXA/FACS-FAALG blend
NP’lerine (C) ait TEM goriintiileri

Elde edilen TEM goriintiileri SEM ve partikiil boyutu analiziyle sonuglariyla

uyumludur.

4.3.8 Sentezlenen Folik Asit ile Modifiye Edilen Polimere % Baglanma
Verimi, Hazirlanan Nanopartikiillerde Enkapsiilasyon Etkinligi,

Yiikleme Kapasitesine ve Nanopartikiil Verimine Ait Bulgular

Yontem 3.2.3 ve 3.2.4°de anlatildig1 gibi sentezlenen FACS ve FAALG
molekiillerinde, FA’in polimerlere % baglanma verimleri valide edilen FA HPLC

metodu ile belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4-41°de verilmektedir.
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Tablo 4-41 %Baglanma verimine ait sonuglar

Modifiye Polimerler % Baglanma Verimi
FACS 71.5%2.6
FAALG 82,8428

NP’lere yiiklenen IXA etkin maddesine iliskin miktar tayini yOntem
3.2.6.5’de anlatildig1 sekilde belirlenmis ve Esitlik 9, 10 ve 11 kullanilarak
enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme kapasitesi ve nanoapartikiil verimleri

hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4-42°de verilmektedir.

Tablo 4-42 Nanopartikiil sistemlerinin enkapsiilasyon verimi, yiikleme kapasitesi ve

nanopartikiil sentez verimi sonuglari

st s Enkapsiilasyon Yiikleme Kapasitesi | Nanaopartikiil

Nanopartikill Sistemler Verimi (%) (%) Sentez Verimi
IXA/FACS NP 51,3+4,6 2,3+1,2 %43,5+3,6
IXA/FAALG NP 47,6+5,0 3,842,2 %40,1+4,2
IXA/FACS_II\:]?ALG Blend 53,7477 3.140.8 %46.143.5

Nanopartikiillere ilaglarin enkapsiile edilmesi, polimerin molekiiler agirligi,
kristalinite ve makromolekiiler zincirlerdeki hidrofilik segmentlerin orani gibi
cesitli faktorlerden etkilenebilmektedir (Hu et al., 2013). Tablo 4-42°de hazirlanan
tim NP sistemlere ait enkapsiilasyon verimi, yiikleme kapasitesi ve NP sentez
verimleri verilmektedir. Sonuclar incelendiginde FAALG NP’leri FACS NP’lerine
kiyasla daha az IXA yiiklendigi goriilmektedir. FA ile modifiye edilen poli(etilen
glikol)—poli(propylene succinate) (PEG—PPSu) kopolimeriyle hazirlanan NP’lere
IXA etkin maddesi yiiklenerek, enkapsiilasyon verimi %38,80 ve yiikleme
kapasitesi %3,53 olarak bulunmustur (Siafaka et al., 2015). Elde ettigimiz
sonugclarla, literatiirlere kiyasla daha yiiksek enkapsiilasyon veriminin saglandigi

goriilmekteyken, yiikleme kapasiteleri de cok benzer bulunmustur.

4.3.9 In-Vitro Sahim Calismalarina Ait Bulgular

pH 5.5, 6,5 ve 7,4 tampon ortamlarinda IXA, IXA/FACS NP, IXA/FAALG
NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP’lerine ait sonuglar Tablo 4-43, Tablo 4-44 ve
4-45°de, in-vitro salim grafikleri ise, Sekil 4.33, Sekil 4.34 ve Sekil 4.35’de
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verilmektedir (n=3). Salim calismasinin sonlandirildiginda diyaliz membran

icerisindeki IXA miktarina ait sonuglar ise, Tablo 4-46 ‘da verilmektedir. Ayrica

nanopartikiil sistemlerin salim kinetiklerinin modellere uyumlulugu hesaplanmis ve

IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend nanopartikiillere

ait sonuclar Tablo 4-46’da verilmektedir.

Tablo 4-43 pH 5,5 Tampon ortaminda in-vitro salim sonuglari (n=3)

% IXA/FACS-
Z(:::;‘ % IXALSS % ")\l(si;?cs % DI(\IAP/ :QALG FAALG blend
NP1SS
0,5 6,4%1,0 21,6+2,4 23,4+3,0 103+18
1 9,0%1,3 233+28 252+3,1 12,120
2 11,2+2,0 24,1+3,0 263+2,6 152+2,0
4 13,0£2,0 282+238 282+2,7 17,320
6 154+1,8 323+2,1 31,019 20,6+2,3
8 187+1,5 373+2,1 353+2,9 28,4+2,4
12 23,0+ 1,4 50,9+2,3 42,4+2,6 422+2,1
24 24,9+2,0 58,9+1,7 552+2,8 623+2,1
30 263+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
72 278+2,1 75,5+1,8 748+1,5 85,0+ 2,4
100
90
80 —— —a
70
E 60
8 50
X 40
30 . -
20
10
0
0 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)
=@ XA  e=he=|XA/FACS NP e |XA/FAALG NP === |XA/FACS-FAALG NP

Sekil 4.33 pH 5,5 Ortaminda in-vitro salim grafigi
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Tablo 4-44 pH 6,5 Tampon ortaminda in-vitro salim sonuglar1 (n=3)

% IXA/FACS-
Z(:::;' % IXASS % ||)\I(:\i;.;\cs % ')I(“AP/ ;&ALG FAALG blend
NP+SS
0,5 6,67+1,3 17,5422 15,7+2,2 10,3+1,9
1 8,33+ 1,4 21,021 18,6+2,2 12,2422
2 10,50+ 1,6 2,1+2,1 19,8422 14,4+2,0
4 12,67+1,3 23,3+2,0 21,8+2,1 163+1,
6 17,53+ 2,1 244+1,8 262+2,2 183+1,7
8 21,50+ 2,3 26114 28,1%2,0 223+ 22
12 25,40+ 1,8 359+1,3 349+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+ 2,0 658+1,3 651+2,8 60,1+2,0
48 2837+2,1 69,9+ 1,2 682+1,4 791+1,1
72 28,90 + 2,1 71,8+ 1,5 68,7 +2,0 799+ 1,4
90
80 —=
70
60
50
E u
a 30  —— — s
X 20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)
@ |XA  e=mhe= |XA/FACS NP  ==@=|XA/FAALG NP === |XA/FACS-FAALG NP

Sekil 4.34. pH 6,5 ortaminda In-vitro salim grafigi

Tablo 4-45 pH 7,4 Tampon ortaminda in-vitro salim sonuglar1 (n=3)

% IXA/FACS-
Zaman (saat) % IXA%SS % IXAfFACS % IXA/_::AALG FAALG blend
NP+SS NP1SS 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 41,0 25,4 40,9 24,7 +2,3 20,5+1,1
6 16,83 1,3 27,040,6 27,6 0,7 25,2+1,5
8 20,67 £2,0 29,3412 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 74,01 2,5
72 27,07 £1,1 66,8 1,6 65,4+2,0 74,0122
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% Salim

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

—0—IXA  ——IXA/FACSNP —o—IXA/FAALG NP ——IXA/FACS-FAALG NP

Sekil 4.35. pH 7.4 ortaminda in-vitro salim grafigi

Tablo 4-46 Tampon ortamlarinda diyaliz membran i¢i miktar tayini sonuglar1

%IXA (pH 5,5) %IXA (pH 6,5) %IXA (pH 7,4)
IXA/FACS NP 232 27,2 30,1
IXA/FAALG NP 25,0 30,0 31,5
IXA/FACS-FAALG NP 13,7 20,0 245

Tablo 4-47 pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 Ortamlarinda salim kinetik modellere ait sonuglar

R?Degerleri
pH 5,5 pH 6,5 pH 7.4
Sifirinc1 Derece 0,8305 0,8609 0,8125
Birinci Derece 0,7347 0,8045 0,7603
IXA/FACS NP Higuchi 00704 | 09212 | 09254
Korsmeyer-Peppas 0,9454 0,8872 0,9186
Sifirinc1 Derece 0,8941 0,8052 0,8071
Birinci Derece 0,8259 0,7451 0,7542
IXA/FAALG NP Higuchi 0,9704 0,9212 0,9235
Korsmeyer-Peppas 0,9200 0,9258 0,9239
Sifirinc1 Derece 0,8374 0,8838 0,8613
IXA/FACS- Birinci Derece 0,7190 0,7600 0,7448
FAALG blend NP Higuchi 0,9704 0,9587 0,9600
Korsmeyer-Peppas 0,9505 0,9336 0,9712

Calismamizda, in-vitro salim ¢alismalart normal dokuyu taklit etmek i¢in pH
7,4°te, kanserli hiicre dokusunun nispeten asidik mikro ¢evresini taklit etmek i¢in
pH 6,5 ve kanser hiicre icini taklit etmek i¢in pH 5,5’te gerceklestirilmistir. pH 5,5,
pH 6,5 ve pH 7.4 ortamlarinda validasyonu gerceklestirilen HPLC metotlar1 ile

etkin madde IXA’nin miktar tayinleri yapildi. Yapilan literatiir arastirmasi
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sonucunda 2015 yilinda Siafaka ve arkadaslar tarafindan yapilan, IXA yiikli NP
ile 1ilgili olarak bir c¢alismaya ulagilmaktadir. Calisma, folik asit (FA)
fonksiyonellestirilmis poli(etilen glikol)-poli(propilen siiksinat) (PEG-PPSu)
kopolimerine dayal1 yeni poliester nanopartikiillerinin hazirlanmasi ve iksabepilon
(IXA) yiiklenmesini igermektedir. Yapilan ¢alismada IXA’nin in-vitro salim
calismasi, dissoliisyon yontemiyle ve viicut stvilarinin (SBF) inorganik bilesiminde
gergeklestirilmistir (Siafaka et al., 2015). Sonuglan inceledigimizde, IXA etkin
maddesi tek basina tiim salim ortamlarinda ¢oziniirliigii cok diisiik oldugu
goriilmektedir. IXA etkin maddesinin suda diisiik ¢oziiniirliigii bilgisiyle de uyumlu
oldugu gosterilmektedir (Goldstein, Cobham, & Donovan, 2009). 72.saat sonunda
pH 7,4 salim ortaminda IXA/FACS NP %66,8, IXA/FAALG %65,4 ve IXA/FACS-
FAALG NP %74,0 olarak bulundu. pH 6,5 salim ortaminda IXA/FACS NP %71,8,
IXA/FAALG %68,7 ve IXA/FACS-FAALG NP %79,9 bulundu. pH 5,5 salim
ortaminda ise, IXA/FACS NP %75,5, IXA/FAALG %74,8 ve IXA/FACS-FAALG
NP %85,0 salim ile az miktarda bir artis gosterdigi goriilmektedir. NP sistemlerin
salim oranlar karsilastirildigindan IXA etkin maddesinin salim yiizdesinin, salim
ortamlarinin pH degeri diistiik¢e artis gostermektedir. Salim ortamlarinin herhangi
birinde 6n salim (brust salim) ger¢eklesmemistir. 72. Saat sonunda membran iginde

kalan %IXA miktarlari ile %salim sonuglar1 birbiriyle uyumlu bulunmaktadir.

In-vitro salm profilleri kinetik modellere uyumlulugunun incelendigi NP
sistemlerde en sik kullanilan Sifirinct 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 ortaminda IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG
blend NP’leri Higuchi kinetigine uyum saglamistir. pH 6,5 tampon ortaminda
IXA/FACS NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP’leri Higuchi kinetigine uyum
saglarken IXA/FAALG NP ise Korsmeyer-Peppas kinetigine uyum saglamistir. pH
7,4 tampon ortaminda ise, IXA/FACS NP Higuchi, IXA/FACS NP ve IXA/FACS-
FAALG blend NP’leri ise Korsmeyer-Peppas kinetigine uyum saglamistir. Higuchi
kinetik model, bir ilacin zamana bagli salimini ifade ederken, etkin madde ilag
tasiyici sisteminin tek boyutta difiizyon gerceklestigi prensbine dayanmaktadir
(Kaur ve Datta, 2014). Korsmeyer-peppas kinetik model, ilag etkin maddesinin ilag
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tastyict sistemden salimi hem erozyon hem de diflizyon kontrollii olarak

gerceklestigi prensibine dayanmaktadir.

4.4 Stabilite Calismalarina Ait Sonuclar

Hazirlanan NP’lerin 6 ay boyunca stabilite ¢aligmalar1 5 + 3 °C, 25°C+2°C;
% 60 RH+£%5RH ve 40°C£2°C; % 75 RH+£%5RH ortamlarinda ¢alisildi. IXA etkin
maddesinin saklama kosulu 2-8°C arasinda olmasi nedeniyle ICH tarafindan
belirlenen optimum kosullara ek 5+£3 °C kosulu da eklenerek stabilite calismalari
yiiriitiildii. Belirtilen zamanlarda NP’lerin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel
takibi yapildi. IXA/FACS NP’iine ait stabilite calismasinin bulgulart Tablo 4-
48’de, IXA/FAALG NP’iine ait stabilite ¢alismasinin bulgular1 Tablo 4-49°da ve
IXA/FACS-FAALG blend NP’iine ait stabilite ¢aligmasinin bulgulari ise, Tablo 4-

50’de verilmektedir.



Tablo 4-48 IXA/FACS NP’e ait stabilite verileri
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5+£3°C 25°C+2°C; % 60 RH+%5RH 40°C£2°C; % 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
P“”"z‘lg"y“‘“ 154,63+75 | 160,125 162,6+1,6 | 1652+22 | 1546+7,5 | 159,168 | 1644+68 | 1655+10,1 | 1546106 | 1605106 | 1756=7,6 | 180,195
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 I(’[‘:l‘:,‘)‘s‘ye" 274+54 26,5+2,4 261+28 | 251+12 | 274=54 | 272+21 | 262+3,1 245+28 274+54 251432 | 23222 | 20,118
Tablo 4-49. IXA/FAALG NP’e¢ ait stabilite verileri
5+3°C 25°C+2°C; % 60 RH+%S5RH 40°C2°C; % 75 RH+%SRH
0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay 0.Ay 1.Ay 3.Ay 6.Ay
P “”"?;'ng"y“t“ 15463475 | PP0EO2 1 601440 | 1622449 | 15463+75 169,168 | 174468 | 1855+10,1 | 154,63 £10,6 | 170,5+10,6 | 1856+7,6 | 200,195
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 I(’r‘:ltf,‘)‘s‘ye" 238+72 | -23,5+25 | 225451 220+25 238472 222451 | -202+50 | -19,8+43 238+72 | 20,1+752 | -192+55 | -18,5+4.8




Tablo 4-50 IXA/FACS-FAALG NP’e ait stabilite verileri
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5+£3°C 25°C£2°C; % 60 RH+%5RH 40°C+2°C; % 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
Partikiil Boyutu (nm) 218,17+6,9 | 219,152 221,5+438 223,5+5,1 218,17 +6,9 228,5+53 230,5+82 | 2452+82 218,17 +6,9 2358+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+42 | -23,8+52 22,1+47 22,0+52 24,142 231435 | 225442 | 2135, 24,142 222435 | 21,6+£52 | -20,5+35
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IXA etkin maddesinin saklama kosulu 2-8°C arasinda oldugundan dolay1 ICH
tarafindan belirlenen optimum 25 + 2°C % 60+ 5 ve 40 + 2°C % 75+ 5 kosullara ek
5+3 °C kosulu da eklenerek stabilite ¢aligsmalar1 yiiriitiildii. Stabilite ¢alismalar1
degerlendirildiginde, ii¢ farkli NP sisteminde boyut, PDI ve zeta potansiyellerinde
Oonemli bir degisik olmadig1 gézlemlenmistir. Ayrica stabilite calismalari sirasinda
partikiil boyutu biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyel degerinin degisimi literatiirlerde
de verilen degisimler ile benzer bulunmustur (Anwer et al., 2020; Gundogdu et al.,

2015).

4.5 In-vitro Sitotoksisite Calismalarina ait Bulgular

MCE-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 6ncelikle IXA etkin maddesinin
24., 48. ve 72. saatlerde ICso degerleri elde edildi. Bu amagla MTT ¢alismasiyla
hiicre canliliginin 24., 48. ve 72. saatlerdeki degisimine ait veriler Sekil 4-36 ve

Sekil 4-37°de verilmektedir.

MCF-7-iksabepilon 24.sa MCF-7-ksabepilon 48.sa MCF-7-iksabepilon 72.sa
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Sekil 4.36 MCF-7 Hiicre hatt1 lizerinde IXA etkin maddesinin 24. saat, 48.saat ve 72.saat

hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 4.37 MDA-MB-231 Hiicre hatt1 iizerinde IXA etkin maddesinin 24. saat, 48.saat ve

72.saat hiicre canlilig1 verileri
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MTT (3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testindeki
amag, hiicre canliliginin tespit edilebilmesidir. Nikotinamid Adenin Diniikleotid
(NADH)’e bagli hiicresel oksidorediiktaz enzimlerinin, sar1 renkli tetrazolyum
MTT halkasini parcalayarak mor renkli suda ¢oziinmeyen formazan tuzlarina
indirgeme Ozelligine bagl olup, 570 nm’de ELISA plak okuyucu sayesinde canli
hiicre hakkinda bilgi verme prensibine dayanmaktadir (Stockert et al., 2018). MTT
sitotoksisite ¢alismasinda Oncelikle IXA etkin maddesinin MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlan iizerinde 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 20 uM olacak sekilde deney
tasarimi olusturuldu. MCF-7 hiicre hatt1 igin 72.saat ICs0 0,1 uM ve MDA-MB-231
hiicre hatti icin ise, 72.saat ICso degeri 0,1 uM olarak hesaplandi. Sonuglar literatiir
verileri ile benzer bulundu (Francis Y.F. Lee et al., 2009; Tanei et al., 2016).

IXA etkin maddesi icermeyen FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG
NP’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde 24.saat, 48.saat ve
72.saatler de herhangi bir sitotoksik etkisinin olup olmadig1 gosterildi. 0,5 pM, 1
uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM ve 500 uM konsantrasyonlarda uygulamalar
yapilarak optimal doz belirlendi. 24., 48.saat ve 72.saatlere ait sonuglar Sekil 4.38,
Sekil 4.39, Sekil 4.40 Sekil 4.41°de verilmektedir.

MCF-7 FACS NP 24.sa MCF-7 FACS NP 48.sa MCF-7 FACS NP 72.sa
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Sekil 4.38 MCF-7 Hiicre hatt1 {izerinde FACS NP’{ine ait 24. saat, 48.saat ve 72.saat

hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 4.39 MDA-MB-231 Hiicre hatti iizerinde FACS NP’iine ait 24. saat, 48.saat ve

72.saat hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 4.40 MCF-7 Hiicre hatti izerinde FAALG NP’iine ait 24. Saat, 48.saat ve 72.saat

hiicre canlilig1 verileri
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Sekil 4.41 MDA-MB-231 Hiicre hatt1 {izerinde FAALG NP’{ine ait 24. saat, 48.saat ve
72.saat hiicre canlilig1 verileri

Sonuglar incelendiginde hazirlanan NP sistemlerinin MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri iizerinde 72 saat boyunca herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi
gosterildi. Hem IXA’nin hem de hazirlanan NP’in MTT analiz sonuglar
degerlendirildiginde kuyucuklar arasi standart sapmanin en az oldugu ve
proliferasyonun  gozlemlenmedigi 72.saat enkapsiile edilecek IXA’nin

karsilastirilacagi zaman olarak belirlendi.
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72. saatte IXA MCF-7 hiicre hatti iizerinde 0,01 uM ve 0,1 uM
konsantrasyonlarinin %hiicre canliligt sirasiyla %72,4 ve %52,2 iken, ayni
konsantrasyonlarin MDA-MD-231 hiicre hatt1 {izerindeki %hiicre canliligr %60,5
ve %48,1 olarak bulundu. Bu amagla, IXA etkin maddesinin hazirlanan NP
sistemlere 2 farkli konsantrasyonu enkapsiile edilerek deney tasarimi olusturuldu.
Bu c¢alismada ayn1 plate iizerinde, hiicre icermeyen besiyeri (blank), IXA etkin
maddesinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerine 0,01 uM ve 0,1 uM
konsantrasyonda iki farkli ICsp dozlarini iceren NP sistemler uygulanarak MTT

caligmalar1 yapildi ve sonuglar Sekil 4.42 ve Sekil 4.43°de verilmektedir.
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Sekil 4.42 MFC-7 Hiicre hatlar1 {izerinde plasebo, IXA’ nin 72.saat ICsy dozlar1 yiiklii FACS NP,
FAALG NP ve FACS-FAALG NP blend NP’lerine ait MTT sonuglari

MDA-MB-231 24.sa MDA-MB-231 48.sa MDA-MB-231 72.sa
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Sekil 4.43 MDA-MB-231 Hiicre hatlar lizerinde plasebo, IXA’nin 72.saat ICsy dozlart ytiklii
FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG NP blend NP’lerine ait MTT sonuglar1

IXA vyiikli FACS NP, FAALG NP ve FACS-FAALG NP’lerin 72. saatte
MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde 0,01 pM konsantrasyonunda sirastyla %73,5, %75,3
ve %71,0 iken, 0,1 uM konsantrasyonunda sirasiyla, %68,5, %67,9 ve %63,3’1
canli bulunurken, MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde 0,01 uM konsantrasyonunda
sirasiyla %68,8, %68,7 ve %51,6, 0,1 uM konsantrasyonunda ise, sirasiyla %45,5,
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%44.,9 ve %44,3’i canli bulundu. MTT calismasi i¢in yapilan istatiksel analiz
sonucunda, IXA’nin 72.saat 0,01 uM konsantrasyonundaki hiicre canliligi %60,5
iken, blend NP’in 72.saat 0,01 uM konsantrasyonundaki hiicre canliligi %51,6

bulunarak aralarinda anlamli bir farklanma gézlemlendi.

4.6 Radyoisaretleme Calismalarina ait Bulgular

Radyoisaretleme ¢alismalar1 kapsaminda literatiirler incelenmis, ancak IXA
etkin maddesinin *™Tc ile radyoisaretleme ¢alismasma rastlanmamistir.
Radyoisaretleme verimine yonelik optimizasyon caligsmalar1 sirasinda farkli pH
degeri ile calisilmistir. %100 aseton igceren TLC banyosunda, en yiiksek
radyoisaretleme verimi pH 13 ile yapilan radyoisaretleme calismalarinda tespit

edilmistir.

4.6.1 TLRC Analizine ait Bulgular

Yontem 3.2.9°da yer aldii iizere farkli pH degerlerinde *™Tc’un IXA etkin
maddesi, IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP’e
%baglanma verimleri TLRC analiz yontemi ile tespit edildi. Sonuglar Tablo 4-

51°de verilmektedir.

Tablo 4-51 *™Tc-IXA etkin maddenin, ™ Tc-IXA/FACS NP, " Tc-IXA/FAALG NP ve
PmTc-IXA/FACS-FAALG blend NP’lerin pH degisimine gore % baglanma verimleri

Baglanma Verimi (%)
Df;ri iksabepilon | IXA/FACS NP | IXA/FAALG NP IXA/%iﬁg'g‘;ALG
7 30,3+0,2 24,6+1,5 27,843,5 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 55,2402 70,2425
10 55,2+40,7 68,2+4,2 72,7+40,8 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 4-51°de verilen veriler incelendiginde en iyi baglanmanin pH 13
degerinde oldugu tespit edilmistir. Radyoisaretli maddelere ait TLRC
kromatogramlar1 Sekil 4.44°de verilmektedir. Tablo 4-52°de Rf ve %baglanma

degerleri verilmektedir.
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Sekil 4.44 Radyoisaretli maddelere ait TLRC kromatogramlari

Tablo 4-52 R; ve %baglanma verimleri(n=5)

Rf ve % Baglanma Verimi

99mTc_ 99mTc_ 99mTc_
Ind.
OmTcO, 99':,°T'c ®mTc. XA | IXA/FACS | IXA/FAALG | IXA/FACS-
NP NP FAALG NP
Rt 0,854 0,022 0,877 0,901 0,890 0,894
Baglanma ; - 99,7+0,1 | 97,9+0,1 97,8+1,4 97,9+0,5
Verimi (%)

Sekil 4.44 ve Tablo 4-52’ye gore, etkin madde IXA ve enkapsiile edilmis
IXA/FACS-NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend NP’lerine *°™Tc¢’in
baglanma verimleri sirastyla, %99,7+0,1, %97+1,04, %97,81,4 ve %97,9+0,5

olarak tespit edilmistir.

4.6.2 Stabilite Calismalarina ait Bulgular

PmTe-IXA, PMTc-IXA/FACS NP, “™Tc-IXA/FAALG NP ve *™Tc-
IXA/FACS-FAALG blend NP’lerin stabilitelerini incelemek amaciyla 0., 30., 60.,
120., ve 240. dakikalarinda Yontem 3.2.9.3°de anlatildig1 sekilde stabilite calismast
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lic tekrar (n=3) olacak sekilde gerceklestirildi. Sekil 4.45°de **™Tc-IXA, *™Tc-
IXA/FACS NP, P™Tc-IXA/FAALG NP ve 2™Tc-IXA/FACS-FAALG blend

NP’lerin zamana bagli degisimleri verilmektedir.

100
¥ T 9ImTe-IXA
£99
5 } - I T
] L T
>gg L & + 1 99mTc-IXA/FACS NP
© T I
£ I T T
< 1 -
&97 T T
o0 3 99mTc-|XA/FACALG NP
X
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FAALG Blend NP
0 30 60 120 240

Zaman (Dakika)

Sekil 4.45 Radyoisaretli bilesiklerin % baglanma verimlerinin zamana bagli olarak degisimi

Stabilite calismasi1 incelendiginde, tiim maddelerin oda kosullarinda
baglanma verimleri 240 dk boyunca 6nemli bir degisiklik gézlemlenmemistir.
PMTe-IXA, P "Tc-IXA/FACS NP, " Tc-IXA/FAALG NP ve " Tc-IXA/FACS-
FAALG blend NP’nin 240 dk sonunda baglanma verimleri sirasiyla, %98,7+0,30 ,
%98,0+0,30, %97,0+£0,19 ve %98,3+0,35 bulunmustur.

4.6.3 Lipofilite Cahiymasina ait Bulgular

Lipofilite ¢aligmasi Yontem 3.2.9.4°’de anlatildigi gibi 5 tekrarli olarak
gerceklestirildi. *™Tc-IXA, *"Tc-IXA/FACS NP, *™Tc-IXA/FAALG NP ve
9MTc-IXA/FACS-FAALG blend NP’lerine ait logP degerleri Tablo 4-53’de

verilmektedir.

Tablo 4-53 Radyoisaretli maddelerin lipofilite degerleri (n=5)

Radyoisaretli Bilesikler Log P Degeri (Dagilim Katsayisi)
9SmTc-IXA -1,55+0,38
9mTc-IXA/FACS NP -1,35+0,13
9mTc-IXA/FAALG NP -1,40+0,26
9mTc-IXA/FACS-FAALG Blend NP -0,84+0,11
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Lipofilite bir ilacin davranisini anlamak ve viicuttaki dagilimini tahmin etmek
icin kullanilan bir deger oldugu bilinmektedir (De, 2011). Bu amagla Tablo 53°de
goriildiigii gibi, *™Tc-IXA, P"Tc-IXA/FACS NP, *"Tc-IXA/FAALG NP ve
9mTc IXA/FACS-FAALG blend NP’lerine ait logP degerleri sirasiyla -1,55+0,38,
-1,35+0,13, -1,4040,26 ve -0,84+0,11 olarak hesaplanmistir. (Gokulu et al., 2024).

4.6.4 Inkorporasyon Calismalarina Ait Bulgular

Radyoisaretli bilesiklere ait inkorporasyon ¢alismalari, MDA-MB-231 hiicre
hatt1 iizerinde yapilarak %baglanma degerleri incelenmistir. **™Tc-IXA, *™Tc-
IXA/FACS NP, “™Tc-IXA/FAALG NP ve *™Tc-IXA/FACS-FAALG blend
NP’lerinin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki baglanma etkinliginin zamanla

%degisimi Sekil 4.46’da verilmektedir.
g

40,0
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Sekil 4.46 Radyoisaretli maddelerin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde %baglanma

verileri

MDA-MB-231 hiicre hatti iizerindeki baglanma verimleri incelendiginde, ilk
30 dk’da en yiiksek baglanma verimi *Tc-IXA/FACS-FAALG Blend NP’lerinde
% 31,5 olarak goriilmektedir. IXA/FACS-FAALG Blend NP’inde 240.dk’da %3,5
seviyelerine kadar azaldig1 goriilmektedir. Ayrica *™Tc-IXA/ FACS NP %30,8,
PmTc-IXA/ FAALG NP %29,2 ve *™Tc-IXA % 26,7 hiicrelere tutulum gosterdigi
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hesaplanmistir. Sonuglar incelendiginde radyoisaretli tiim bilesiklerin hiicre
lizerinde tutulum gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle MDA-MB-231 hiicreleri
tizerindeki en fazla tutulumun **™Tc-IXA/FACS-FAALG Blend NP’lerinde olmast,
folat reseptdriine hedefli ve biyouyumlu FACS ve FAALG modifiye polimerinin

etkilesmesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.7 In-vivo Cahsamalara Ait Bulgular
4.7.1 Kanserli Hayvan Modellerinin Olusturulmasina Ait Bulgular

Yontem 3.2.10.1°de anlatildigr sekilde ¢alisiimistir. Karantina siireci biten
saglikli disi BALB/C farelere ve saglikli disi BALB/C nude farelere 100 uLL PBS
igerisinde 1x10® MDA-MB-231 hiicresi enjekte edildi. Saglikli BALB/C disi
farelerde olusturulan tiimorler IVIS cihazinda 6l¢iimler alinarak saptandi. Kanserli
dokularin varligi, hayvanlarin sakrifiye edilmesi ve patolojik incelemelerin
yapilmasi ile teyit edildi. Tiimor fotografi ve IVIS spektrum cihazi ile alinan

goriintii Sekil 4.47°de verilmektedir.

Sekil 4.47 Kanser olusturulan deney hayvanlarina ait fotograf ve IVIS spektrum cihazi ile

alinan goriintiiler



138

Sekil 4.48 MDA-MB-231 hiicre hattu ile disi nude farelerde olusturulmus kanserli hayvan

modellerinin histopatolojik incelemelere ait goriintiiler

MDA-MB-231 hiicre hattinin belli araliklarla enjeksiyonundan sonra nude
farelerden alinan IVIS spektrum cihazi goriintiilerinde, kanser oldugu belirlenen
hayvanlarin sakrifikasyonu sonrasi primer timorleri ve karaciger dokular
histopatolojik olarak degerlendirildi. Elde edilen histopatolojik goriintii 6rnekleri
Sekil 4.48°de goriilmektedir. Sekil 4.48a meme cilt dokusunun altinda gelisen
biliylik tiimorlii bolgeyi gostermektedir. Sekil 4.48b’de karaciger dokusuna ait
patolojik inceleme sonucunu gostermektedir. Karaciger portali alaninda
lenfatiklerle gelmis tiimor dokulari net bir sekilde goriilmektedir. Doku igerisindeki
safra kanallar etrafinda yogun tiimorlii bolge (tlimdr tromplari) tespit edilmistir.
Elde edilen patolojik bulgular ve IVIS spectrum cihazi ile alinan kanserli bolge

goriintiileri birbirleri ile uyumlu sonuglar vermektedir.

4.7.2 IRDye®-800 rs Boya Maddesi ile isaretli CS-ALG Blend NP ve FACS-
FAALG Blend NP’lerin Hazirlanmasi

Yontem 3.2.10.2°de anlatildig1 yontem kullanilarak IRDye®-800 rs floresan
boya maddesi ile isaretlenmis ve isaretlenme verimi HPLC analizleri ile
belirlenmistir. HPLC verilerine ait kromatogramlar ve isaretli NP’lere ait IVIS

goriintiileri sirast ile Sekil 4.49 ve Sekil 4.50’de verilmektedir.
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Sekil 4.49 IRDye®-800RDye 0,005 mg/mL ve 0,0015 mg/mL konsantrasyonlarindaki

Standart boya ¢ozeltileri ve sentez sonrasi supernatant kisimlarina ait HPLC pikleri

IRDye®-800 rs- FACS-FAALG Blend NP IRDye®-800 rs- CS-ALG Blend NP

Sekil 4.50 Isaretli NP’lere ait gorseller

Sekil 4.50’da verilen IRDye®-800 rs boya maddesi ile isaretlenen CS-ALG blend
NP ve FACS-FAALG blend NP’lerinin sentez sonrasi ayrilan silipernatant
kisimlarinin HPLC cihazi ile analiz sonuglarindan NP’lerin %100 baglanma

verimiyle hazirlandig1 kanitlanmastir.
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4.7.3 Biyodagihm Calismasina Ait Bulgular

Biyodagilim calismast Yontem 3.2.10.3’de anlatildigi sekilde ¢alisildi ve

kanserli disi Balb/c fareler asagida ayrintili olarak agiklanan gruplara ayrildi.

1. Grup: IRDye®-800rs boya maddesi enjekte edilen grup (n=7)

2. Grup: IRDye®-800rs-CS/ALG blend NP formiilasyonu enjekte edilen
grup (Aktif Hedefsiz NP) (n=7)

3. Grup: IRDye®e-800rs-FACS/FAALG blend NPformiilasyonu enjekte
edilen grup (Aktif Hedefli NP) (n=7)

Ayni gruptaki farelerin goriintiileri birbiriyle benzer oldugu i¢in her gruptan
bir farenin goriintiileri verildi. IRDye®-800rs boya ile igaretli aktif hedefli FACS-
FAALG blend NP uygulandig1 3.grupta grupta ve IRDye®-800rs serbest boyanin
uygulandig: 1.grupta 45. dk’da karin bolgesinde gosterdigi aktivite, IRDye®-800rs
boya ile isaretli aktif hedefsiz CS-ALG NP uygulandig1 2. grupta, 45.dakikada
aktivitede gostermedigi gozlemlendi. 3. Grupta 3.saat ve 7.saat araliginda artan bir

aktivite gozlemlenirken, 2.grupta aktivite artig1 gozlemlenmemistir.

1.gruba, 2.gruba ve 3.gruba ait IVIS 45.dk., 3.saat, 7.saat ve 24.saat verileri
Sekil 4-51°de, Sekil 4-52 ve Sekil 4-53’da verilmektedir. Ayrica 24.saat sonunda
sakrifiye edilen farelere ait ex-vivo ve elde edilen pataloji goriintiileri Sekil 4-54,

Sekil 4-55 ve Sekil 4-56’da verilmektedir.
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45, dk 3.saat

7. saat 24.saat

Sekil 4.51: 1.grup: IRDye®-800rs boya maddesi enjekte edilen gruba ait IVIS goriintiileri
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45. dk

3.saat

7. saat

24.saat

Sekil 4.52 2.grup: IRDye®-800rs-CS/ALG blend NP formiilasyonu enjekte edilen grubuna

(Aktif Hedefsiz NP) ait IVIS goriintiileri
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45. dk

7. saat 24.saat

Sekil 4.53 3.Grup IRDye®e-800rs-FACS/FAALG blend NPformiilasyonu enjekte edilen
grubuna (Aktif Hedefli NP) ait IVIS goriintiileri

Sekil 4.51, 4.52 ve 4.53’de verilen biyodagilim c¢alismasina ait IVIS
goriintiilerin ~ verileri  incelendiginde, 1.Grup ~ (IRDye®-800rs  boya
maddesi)45.dk’dan 7.saatte kadar dagilim gosterdigi, 24.saatte ise viicuttan elimine
edildigi gozlemlendi. 2.grup (Aktif Hedefsiz NP) IVIS goriintiileri
degerlendirildiginde, dagilimin serbest boya ve hedefli NP kiyasla daha yavas
oldugu ve viicuda tam dagilmadigini, 24. saatte ise, viicuttan elimine oldugu
gozlemlendi. 3. gruba (Aktif Hedefli NP) ait IVIS gortintiileri degerlendirildiginde,
45. dk’dan baslayip 7.saatte de dagilim gosterdigi, 24.saatte sonunda viicutta
oldugu gozlemlendi.
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Sekil 4.55 2.Grup Ex-vivo gorlintiisii

Sekil 4.56 3.Grup Ex-vivo goriintiisii

Aktif hedefli hazirlanan blend nanopartikiil sistemin folat reseptoriiniin ¢ok
daha fazla ekprese oldugu kanserli dokularda (karaciger) birikim gosterdigi ve
viiclittaki kalim siiresinin arttig1 kanitlanmistir. Patoloji sonucunda karaciger
dokularinda kanser hiicrelerinin belirlenmis olmasi IVIS ve pataloji goriintiilerinin

birbiriyle uyumlu oldugunu gostermektedir.

4.7.4 Etkinlik Calismasina Ait Bulgular

IXA/FACS-FAALG blend NP sisteminin tedavi potansiyelini belirlemek
amaci ile yontem 3.2.10.4°de anlatildig1 gibi c¢alisildi. Balb/c disi nude kanserli
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hayvan modeli olusturulmus hayvanlar rastgele secilerek asagida belirtilen 3 farkl
gruba ayrildi. Calisma siiresince olusturulan kanserli hayvanlarin agirliklari izlendi
ve 21 giin boyunca kayda deger bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4-57 goriilmektedir.

[S—

Grup: SF Uygulanan (n=7)
2. Grup: Piyasa Preparat1 (Paklitaksel) Uygulanan (n=7)

3. Grup: IXA/FACS-FAALG blend NP formiilasyonu uygulanan (n=7)
30,00
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Sekil 4.57 Deney hayvanlarinin agirliklarina ait grafik

Tiim gruplardaki farelerin IVIS goriintiileri IVISense Vascular Fluorescent
Probe ile gergeklestirildi. Probun farelere kuyruk veni enjeksiyonunu takiben 24.
saatte IVIS cihazinda goriintiiler uyarilma (excitation) dalga boyu 640 nm emisyon
(emission) dalga boyu 700 nm de ¢alisilarak kanserli bolgeler belirlendi. 0. giin ve
21. giin tedavi sonrasinda elde edilen IVIS spektrum goriintiilerine iliskin 6rnekler
Sekil 4-58, Sekil 4-59 ve Sekil 4-60’da ve kanserli bolgelerin ROI (Region of
Interest) degerleri Tablo 4-54 ‘da gosterilmektedir.



146

Sekil 4.58 SF uygulanan gruba ait 0. giin ve 21. giine ait IVIS goriintiileri (1.Grup)

Sekil 4.59 Piyasa preparat1 uygulanan gruba ait 0. giin ve 21. giine ait IVIS goriintiileri (2.
Grup paklitaksel)
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Sekil 4.60 IXA/FACS-FAALG blend NP uygulanan gruba ait 0. giin ve 21. giine ait IVIS

goriintiileri (3.Grup)

Tablo 4-54 IVIS cihazindan okunan ROI degerleri

Grup Isimleri Baslangi¢ 21. Giin Sonunda Ortalama %
Ortalama ROI Ortalama ROI Degisim
Degeri Degeri

1.Grup(SF Uygulanan) 494500000 1554950000 314,4+14,8

2.Grup(Paklitaksel 1645100000 2785100000 169,38,6

Uygulanan)

3.Grup(Blend NP1 1497200000 431240000 28,8+7,8

Uygulanan)

Sekil 4.58, 4.59 ve 4.60°da verilen IVIS spektrum goriintiileri incelendiginde,
1.grup (SF uygulanan grup) farelerin timorleri zamanla biiylidiigli ve metastazlarin
oldugu, 2. grup (Paklitaksel uygulanan grup) farelerde birincil tiimorlerinin tedavi
edildigi fakat metastazlarin meydana geldigi, IXA yikli aktif hedefli blend
nanopartikiilii uygulanan 3.grup farelerde ise 21 giin sonunda tiimoriin neredeyse
kayboldugu gozlemlendi. Boylece IXA yiiklii aktif hedefli blend nanopartikiiliinde
bulunan FA sayesinde tiimore hedefleme arttirllmis ve daha etkin bir tedavi

saglandig disiiniilmektedir.

Geleneksel meme kanseri kemoterapi tedavisinin ciddi yan etkilerinin
klinikte basarisinin 6niindeki en biiyiik engel olmaya devam etmesi nedeni ile,
Metawea ve arkadaglari, akilli tasiyicilarin uyarlanmasi {izerinde bir calisma
gerceklestirmislerdir. Meme kanseri aktif hedefleme ligandi olan Folik asit ile

modifiye nanojeller (NG) gelistirmiglerdir. FA-NG’lerin tiimor biiyiimesini
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baskiladigini ve membrana bagli reseptorler araciligiyla timoér dokusunda artan
hiicresel alim ve birikim oldugunu kanitlamiglardir (Metawea et al., 2023). Fong ve
arkadaslarinin yapmis oldugu diger bir ¢calismada ise, Doksorubisin (DOX) yiiklii
ve FA ile konjuge edilmis grafen oksit ilag tasiyici sistem hazirlayarak meme
kanseri iizerindeki etkinligini incelemisledir. DOX yiiklii GOFA ilag tastyici
sistemin MCF-7 meme kanseri hiicrelerine yonelik sitotoksisitesi FA hedefleme
etkisine atfedildigini MTT deneyleri ve akis sitometrsi analiziyle dogrulayarak,
spesifik hedefleme etkisini in-vivo fare modeli lizerinde de giivenli ve etkili bir ilag
tastyict sistem oldugunu kanitlamiglardir (Fong et al., 2017). Tez ¢alismamizda
hazirladigimiz IXA yiiklii blend sistemimiz ile elde ettigimiz sonuglar literatiirde
Dox yiiklii FA hedefli GO (Fong et al., 2017) ve Resveratrol yiikli FA hedefli
nanojel (Metawea et al., 2023) sistemlerinde oldugu gibi serbest kemoterapi

ilaclarina kiyasla daha etkili oldugu gortilmiistiir.

4.7.5 Patolojik Degerlendirmeye Ait Bulgular

Patolojik caligmalar, kanser olusumu ve tedaviden sonra organlarda meydana
gelen hiicresel degisiklikleri saptamak adina olduk¢a Onemlidir. Yontem

3.2.10.5°de anlatildig1 gibi calisildi.

SF uygulanan (1.grup) grup, paksitaksel uygulanan (2.grup) grup ve
hazirlanan hedeflendirilmis (IXA/FACS-FAALG blend NP sistemi) blend NP
sistem ile 21 giin boyunca belli araliklarla tedavi edilen gruplardan, tedavi sonrasi
alman primer tiimorler, karaciger ve genital bolgeye iliskin patolojik goriintii
ornekleri Sekil 4.61, Sekil 4.62 ve Sekil 4.63 de goriilmektedir. Sakrifiyasyon
sonunda almman 6rnekler hemen formaldehit ¢6zeltisine konuldu ve sonrasinda

parafine gomiilmiis kesitleri ile 151k mikroskobunda incelenmesi gergeklestirildi.
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Sekil 4.61 MDA-MB-231 hiicre hatti ile kanser olusturulma sonrasinda 21 giin boyunca
SF uygulanan 1.grubun, sakrifiye edilen disi nude farelerinden alinan primer tiimorler,

karaciger ve peritondaki metastaza ait patoloji goriintiileri

Sekil 4.61°de 1.gruptan (SF uygulanan) alinan patolojik goriintiilerde, Sekil
4.61a’da karaciger doku kapsiiliinde gelismis tiimor dokusu goriilmektedir. Sekil
4.61b’de ise, 2 kosta kemigi (kemik ilikleri de goriilmekte) arasinda yumusak
dokuda gelisen biiyiik timor metastazi mevcuttur. Son Sekil 4.61¢’de peritondaki
yag hiicreleri ve aralarinda yaygin sekilde metastaz yapmis tiimor hiicreleri

goriilmektedir. (Kirmiz1 oklar kanserli bolgeleri gostermektedir.)
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Sekil 4.62 MDA-MB-231 hiicre hatti ile kanser olusturulma sonrasinda 21 giin boyunca
Paklitaksel ile tedavi edilen 2.grubun, sakrifiye edilen disi nude farelerinden alinan

karacigere ve yumusak dokuya ait patoloji goriintiileri

Sekil 4.62 Paklitaksel ile tedavi edilen grupta n alinan patolojik goriintiilerde
Sekil 4.62a’da saglikli karaciger goriintiisii elde edilirken, Sekil 4.62b’de kanserli
doku bolgeler ve saglikli bolgeler goriilmektedir. Sekil 4.62b kanserin oldugu ama
tedavi sonucunda iyilesmelerin goziiktiigli nekroze dokularin varligi goriilmektedir.
Sekil 4.62¢’de yumusak dokudaki yaygin kanser infiltrasyonu belirlenmistir. Sonug
olarak kanserli bolgeler azalma gostermesine ragmen kanserin yogun olarak devam
ettigi goriilmiistiir. (Kirmiz1 oklar kanserli bolgeleri, mavi oklar iyilesmis bolgeleri

gostermektedir.)
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Sekil 4.63 MDA-MB-231 hiicre hatti ile kanser olusturulma sonrasinda 21 giin boyunca
IXA/FACS-FAALG blend NP sistemi ile tedavi edilen 3.grubun, sakrifiye edilen disi nude

farelerinden alinan karaciger, genital sistem ve kasa metastazina ait patoloji goriintiileri

Sekil 4.63’de IXA yiiklii blend NP sistemi ile tedavi edilen 3. gruptan alinan
patolojik goriintiilerde Sekil 4.63a ve Sekil 4.63b karaciger dokusuna aittir. Sekil
4.63a ve b’de mavi ok ile isaret edilen bolgeler saglikli dokulari gdsterirken kirmizi
ok ile kanserli bolgeler gosterilmektedir. Yesil ok ile gosterilen kisim ise tedavi
sonrast nekroze olan bolgeleri gostermektedir. Sonug olarak kanserli bolgelerde
gozle goriilen azalmalar s6z konudur. Tedavi edilmis hiicreselligi azalmis kas1 tutan
kanser dokusu (Sekil 4.63d) goriilmektedir. Sekil 4.63c’de genital bolgeye (over,
tuba, uterus ve omentum) iligkin patolojik degerlendirmesi goriilmektedir ve genital

bolgeye metastaz olmadigi sonucu elde edilmistir.

In-vivo denemeler sonucu elde edilen doku orneklerinin patolojik agidan
degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar IVIS goriintiileri ile elde ettigimiz timor
boyutlarindaki kiigiilmeler ve ROI degerleri ile bulunan aktivitedeki ylizde azalis1
desteklemektedir.
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5 SONUC VE ONERILER

Meme kanserinin, diinyada kadinlarda en ¢ok rastlanan kanser tiirii olmasi ve
uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinin neden oldugu yan etkilerin ortadan
kaldirilabilmesi acisindan etkili ve giivenli bir tedavi yonteminin gelistirilebilmesi
onemlidir. Bu amagla tez calismamizda, oncelikle biyouyumlu olan kitosan ve
aljinat polimerleri folik asit ile modifiye edilmistir. Modifiye edilerek sentezlenen
FACS ve FAALG molekiillerinin karakterizasyonu hem FA’nin miktar tayini
HPLC cihazinda tayin edilerek, hem de molekiillerin NMR analizleri yapilarak
gergeklestirilmistir.

FACS, FAALG ve FACS-FAALG blend nanopartikiilleri hazirlanip, model
ilag etkin madde iksabepilon enkapsiilasyon ydntemiyle nanopartikiillere sirasiyla
%51,3+4,6, %47,6+£5,0 ve 53,7+7,7 verimle yiklendi. IXA/FACS NP,
IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-FAALG blend nanopartikiillerin partikiil boyutlari
Zetasizer, Malvern Ultra cihazinda sirasiyla 154+10,9, 157,6+4.,4 ve 218,1+6,9 nm
boyutlarinda bulundu. SEM ve TEM analizleriyle, DLS boyut sonuclart
karsilastirildiginda yaklasik ayni sonuglar oldugu bulundu. Ayrica SEM analiziyle,
hazirlanan nanopartikiillerin homojen ve kiiresel morfolojiye sahip olduklar1 da

belirlendi.

Hazirlanan ilag tasiyict sistemlerin in-vitro salim ¢alismalar1 normal dokuyu
taklit etmek icin pH 7,4’de, kanserli hiicre dokusunun nispeten asidik mikro
cevresini taklit etmek i¢in pH 6,5 ve kanser hiicre i¢ini taklit etmek i¢in pH 5,5’te
gerceklestirildi. Asidik pH degerinde, normal doku pH degerine gore daha fazla ilag
salim1 oldugu saptandi. Bu durum kanserli dokuyu hedef alarak hazirladigimiz
tagima sistemlerinin kanserli hiicre dokusunun nispeten asidik mikro ¢evresinde ve
kanser hiicreleri i¢cinde daha fazla salim gostermesi ile tedavi etkinligin de 6nemli

bir avantaj saglayacag: diisiiniilmektedir.

Tiim formiilasyonlarin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 tizerindeki in-
vitro hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda belirlenen, ICso degerleri ve ICso degerlerinin bir

alt konsantrasyonlar1 folat ligandi tasiyan ilag tasiyici sistemlere yiiklenerek
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calisma gerceklestirildi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, MDA-MB-231
hiicre hatti izerinde IXA etkin maddesinin 0,010 pM konsantrasyonunda 72.saat
sonunda hiicre canlilig1 %60,5 iken, IXA yiiklii FACS-FAALG blend nanopartikiil
sistemin 72.saat sonunda hiicre canlilifi %51,6 olarak bulunmustur. Boylece
hazirlanan IXA/FACS-FAALG blend nanopartikiil tasiyici sisteminin folik asitin
varliginda hiicre igerisine girdigi ve IXA etkin maddesinin daha fazla toksisite

olusturdugu bulunmustur.

#mT¢ radyoisaretli IXA, IXA/FACS NP, IXA/FAALG NP ve IXA/FACS-
FAALG blend NP’leri %95’in tstiinde verimle isaretlemesi gerceklestirilmistir.
Lipofilite ve stabilite tayinleri sonucunda, etkin maddenin NP’lere enkapsiilasyonu
lipofilitesini arttirmis olup, kararli yapida olduklar1 bulunmustur. Ayrica
inkorporasyon caligmalari ile IXA yiiklii blend nanopartikiiliiniin IXA, IXA yiikli
FACS NP ve FAALG NP’lerine gore MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde daha
fazla tutulum gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler sonucunda, meme
kanseri teshisinde, kemeteropik ajan olarak kullanilan IXA’nin, radyoisaretli
formunun hazirlanmasi1 ve nanopartikiile yiiklenmesi ile sintigrafik goriintelemede
kullanilabilme potansiyeli olabilecegi gosterilmistir. Ayrica tiimorlii dokularda
kemoteropi ve radyoaktivitenin gosterecegi etkinlik ile ¢ift yonlii tiimorlii dokunun
tedavisinin saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla bir sonraki ¢aligsma olarak
mTe jsaretli IXA ve FACS, FAALG ve FACS/FAALG nin in-vivo hayvan

deneylerinin yapilmasi planlanmaktadir.

Optik goriintiileme yontemi IVIS spektrum cihazi kullanilarak, hazirlanan
folik asit ile modifiye edilmis ve IXA yiikli nanopartikiil blend sisteminin
biyodagilim ve tedavi potansiyeli incelenmistir. Kanserli Balb/c disi fareler ile
gerceklestirilen biyodagilim caligmalarinda, folik asit ile modifiye polimerlerle
hazirlanan blend nanopartikiil ilag¢ tasiyict sistemin, folat reseptdriiniin yogun
oldugu karin bolgesinde, folik asitsiz hazirlanan nanopartikiillere gore daha iyi
birikim gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica boya maddesinin uygulandig: farelerden
24 .saat sonunda IVIS spektrum cihazi ile alinan goriintiilerde, boyanin viicuttan
tamamiyle atilmasina ragmen hazirlanan blend nanopartikiillerinin atilmadig:

gorilmiistiir. Boylelikle tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan folat reseptorii hedefli
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ilag tasiyict sistemin spesifik olarak dokularda birikebildigi ortaya konmustur.
Tedavi etkinliginin incelenmesi amaci ile 1.grup (SF uygulanan) 2. grup
(Paklitaksel uygulanan) ve 3.grup (IXA FACS/FAALG blend NP uygulanan)
olarak 21 giinliik tedavi sonucunda IVIS spektrum cihazi ile tiimor biiytikliikleri
izlenmigtir. 1. ve 2. Grupta sirast ile % 314,4+14,8 ve % 169,3£8,6 olarak tlimor
boyutlar1 artarken, IXA FACS/FAALG blend NP uygulanan (3,grup) grupta timor
boyutunun %?28,8+7,8’e diistiigii (%71,2 azalma) goriilmiistiir. Tedavi sonunda
sakrifiye edilen farelerden alinan karaciger, genital sistem ve timdr doku
orneklerinin patalojik degerlendirmeleri sonucunda hazirlanan NP blend
sisteminin, Paklitaksel uygulanan grubuna kiyasla daha etkili oldugu
desteklenmistir. Sonug olarak, tez kapsaminda hazirlanan IXA yiiklii folik asit ile
modifiye edilmis kitosan/aljinat blend nanopartikiil sisteminin in-vitro ve in-vivo
caligmalarina ait elde edilen tiim sonuglar IXA yiikli FACS-FAALG blend
nanopartikiillerinin meme kanseri tedavisinde umut vaat eden ilag tagiyict sistem

olabilecegini gdstermektedir.
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