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DOKSORUBISIN  YUKLU POLIESTER NANOPARTIKULLERININ
KRiYOPROTEKTAN VARLIGINDA LiYOFILiZASYONLARI

OZET

Mevcut kanser tedavilerinde, basta antitiimor ajanlarm sistemik dagilimi olmak
tizere, karsilasilan pekcok dezavantajin iistesinden gelmek igin nano-tasiyici
sistemler gelistirilmistir. Bunlar icerisinden polimerik nanopartikiiller; kiiciik
boyutlara sahip olma, tiimér hedefli ilagc salimi gergeklestirebilme, kolay
tiretilebilme, yiiksek kararliliga sahip olma, biyobozunurluk gibi pek ¢ok avantaj
sunmasi ile dikkat ¢cekmektedir.

Genellikle siv1 siispansiyonlar seklinde hazirlanan nanopartikiillerin (NP) klinik
olarak uygulanabilmesi ve raflarda uzun sure saklanabilmesi icin dncelikle ortamdaki
suyun uzaklastirilmas: gerekmektedir. Eger formiilasyondaki su uzaklastirilmazsa,
NP’lerin siv1 halde kalmalar1 sonucunda birtakim fiziksel ve kimyasal kararsizliklar
meydana gelebilmektedir.

Poli(siibstitiiye glikolid)’ler biyouyumluluk, biyobozunurluk ve yiiksek ilag yiikleme
kapasiteleri gibi Ustlin 6zellikler tasimasi sayesinde, ticari olarak en sik tercih edilen
PLA ve PLGA polimerlerine alternatif olabilme potansiyeline sahiptirler. Bu
calismada hem doksorubisin-poli(diizobiitil glikolid) (PDIBG) hem de kiyaslama
amacli  doksorubisin-PLGA  nanopartiklllerinin ~ formiilasyonlar1  siirfaktan
konsantrasyonu, ila¢/polimer orani gibi gesitli parametreler degistirilerek ¢aligilmis
ve elde edilen NP’lerin boyut, ila¢ yiikleme verimliligi gibi analizleri yapilmistir. Bu
NP’lerin kararliliklar1 sekerli ve sekersiz olmak Uzere dondurarak kurutma
(liyofilizasyon) prosesi ile detayli ve karsilastirmali bir sekilde incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Liyofilizasyon, Nanopartikil, Poli(laktid-ko-
glikolid), Poli(stibstituye glikolid).



LYOPHILIZATION OF DOXORUBICIN LOADED POLYESTER
NANOPARTICLES IN THE PRESENCE OF CRYOPROTECTANT

ABSTRACT

In current cancer treatments, especially the systemic distribution of antitumor agents,
nano-carrier systems have been developed to overcome many of the disadvantages
encountered. Among them, polymeric nanoparticles have drawn great attention with
their many advantages such as having small sizes, ability to tumor-targeted drug
release, easy to fabrication, having high stability, biodegradability, and so on.

First of all, the water in the environment must be removed from the nanoparticles
(NP), which are generally prepared in the form of liquid suspensions, to be applied
clinically and to be stored on shelves for a long time. If the water in the formulation
is not removed, some physical and chemical instabilities may occur as a result of the
NPs remaining in liquid form.

Thanks to the superior properties of poly (substituted glycolides) such as
biocompatibility, biodegradability and high drug loading capacity, they have the
potential to be an alternative to the most commercially preferred PLA and PLGA
polymers. In this study, doxorubicin-poly(diisobutyl glycolide) (PDIBG) and
doxorubicin-PLGA nanoparticles as a comparison were both formulated with
changing various parameters such as surfactant concentration and drug/polymer
ratio. The size analyses were performed and drug loading efficiency of the NPs were
calculated. The stability of these NPs with/without sugar has been examined by the
freeze-dry (lyophilization) process in detail.

Keywords: Doxorubicin, Lyophilization, Nanoparticle, Poly(lactide-co-glycolide),
Poly(substituted glycolide).



GIRIS

Kanser tedavisinde; tiimorlii hiicre ¢ogalmasinin, hastaligin ilerlemesinin  ve
metastazin baskilanmasi1 amaciyla en sik kullanilan sistemik tedavi yontemi
kemoterapidir. Ancak Kkanserli ve normal hiicreler arasinda biiyiik Olgiide ayrim
yapamayan anti-kanser ajanlar tiimorli hiicrelerin yani sira saglikli hiicrelere de
saldirirlar (Li ve dig., 2017). Buna karsm, oldukga iyi bir ilag salim profili sunan
nano-tasiyicilar, biyolojik sistemler ile molekiiler seviyede etkilesime girebilme
kabiliyetleri sayesinde ¢esitli kanser tiirlerinin tan1 ve tedavisinde kullanilmak tizere
gelistirilmigtir. Ilacin biyoyararlanimmi (ilacin alindiktan sonra etkilesmesi igin
gereken siire) ve ila¢ dagilim siiresini arttiran bu sistemler kiciik boyutlu olmalar1
sayesinde tumorli dokuya ulasarak burada birikirler (Nelemans ve Gurevich 2020;
Kumar ve dig, 2018).

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, kanser tedavisinde kullanilmak iizere,
miseller, nanolifler, karbon nanotlpler, dendrimerler, kuantum noktalar1 ve
nanopartikiller gibi ¢esitli nanotasiyici sistemler gelistirilmistir (Qiao ve dig., 2010).
Bunlar icerisinden polimerik nanopartikiiller (PNP), kii¢iik boyutlu olmalarmin
sagladig1 essiz oOzellikleri nedeniyle oldukca ilgi cekici malzemelerdir. PNP'ler,
kontrollii salim, terapi ve goriintiilemenin (teranostikler) es zamanl uygulanmas,
ilac molekillerinin korunmasi ve spesifik hedeflenmesi, ilacin miktarmna bagl
gerceklesebilecek olan toksik etkinin azaltilmasi gibi cesitli avantajlara sahiptir

(Crucho ve Barros, 2017).

Nanopartikillerin sahip oldugu boyut, yiizey yiikii ve sekil gibi 6zellikleri ilag tagima
sistemleri igin oldukca 6nemli faktorlerdir. Ancak ¢ok kiiciikk boyutlarda olmalari
sebebi ile genis yiizey alanina sahiptirler. Uzun siireli saklama sirasinda partikiillerin
agregasyonuna (partikiillerin topaklanmasma) yol agan bu durum NP’lerin
boyutlarmi ve fiziksel kararliliklarini 6nemli 6lgude etkiler (Picco ve dig., 2018;
Wang ve dig., 2018; Mohanraj ve Chen, 2006). Kolloidal nanostspansiyonun fiziksel

ve kimyasal ozelliklerini korumak ve kararliligini arttrmak adina ortamdaki fazla



suyun uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun igin de farmasotik endiistrisinde yaygin
olarak dondurarak-kurutma (freeze-dry, liyofilizasyon) yontemi kullanilmaktadir.
Liyofilizasyon yontemiyle kolayca elde edilen toz iriin gerektiginde su ile yeniden
dagitilarak (yeniden sulandirma, yeniden yapilandirma) kullanilir (Wang ve dig.,
2018; Abdelwahed ve dig., 2006).

NP’lerin kararliligini korumada etkili bir yontem olsa da liyofilizasyon islemi tek
basina yeterli degildir, ¢linkdl; NP’ler dondurma ve kurutma islemleri sirasinda buz
kristallerinin olusumu, pH degisimi ve ¢dziinen madde konsantrasyonu gibi bir takim
streslere maruz kalirlar. NP’lerin olusacak bu streslerden etkilenmesini 6nlemek i¢in
liyofilizasyon sirasinda cesitli eksipiyanlar (yardimci maddeler) kullanilmaktadir.
Kriyoprotektan ve liyoprotektan olarak adlandirilan bu eksipiyanlar mannitol,
sukroz, glukoz, trehaloz gibi pek ¢ok seker cesidini icermektedir (Di Tommaso ve
dig., 2010; Abdelwahed ve dig., 2006; Holzer ve dig., 2009). Liyofilizasyon
sirasinda, hem bu kriyoprotektan ¢esitlerinin hem de konsantrasyonun optimize
edilmesi ise ¢ok sayida formiilasyon iizerinde ¢alismay1 gerektirebilir. Dolayisiyla
kullanilacak olan tiim seker c¢esitlerini ve konsantrasyonlarmi degerlendirmek
olduk¢a zaman alic1 ve maaliyetli bir uygulama gerektirir. Bunun yerine daha pratik
ve ekonomik bir yontem olan dondurma-¢6zme (freeze-thaw) testleri ile bir 6n eleme
gergeklestirilerek liyofilizasyon prosesi i¢in en uygun seker ¢esidi ve konsantrasyonu

belirlenebilmektedir (Date vd., 2010; Cui ve dig., 2003; Saez vd., 2000).

Bu tez ¢alismasinda hem nanopartikiiler sistemlerde sik¢a kullanilan ve ticari bir
polimer olan poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) kullanilarak hem de polilaktidin (PLA)
analogu olan ve ticarilesme potansiyeli yiiksek olan poli(diizopropil glikolid)
(PDIBG) homopolimeri sentezlenerek doksorubisin yukli PLGA-NP ve PDIBG-
NP’leri hazirlanmistir ve bu NP’lere dondurma-¢ozme ve dondurma-kurutma
yontemleri uygulanarak bu iki yontem arasindaki korelasyon arastirilmistir.
Hazirlanan ve liyofilize edilen NP’lerde partikiil boyutu, PDI degeri ve ilag
enkapsiilasyon etkinligi karsilastrmali olarak incelenmistir. Farkli parametreleri
iceren dondurma-¢6zme ve dondurma-kurutma testleri ile ilag¢ yiiklii NP’lerin uzun
streli saklanmasi sirasinda kullanimina uygun NP konsantrasyonu, kriyoprotektan
cesidi ve konsantrasyonu belirlenmistir. Elde edilen NP’lerin karakterizasyonu igin

calisgma boyunca NP’ler yeniden sulandirilarak dagilabilirlik 6zellikleri incelenmis
2



ve Dboyut analizleri gergeklestirilmistir. Sonugta PLGA-NP’lerine alternatif
biyomalzemeler olarak uzun sire saklamaya uygun ve yeniden dagitilabilen kuru
formdaki doksorubisin yikli PDIBG-NP’ler elde edilmistir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Kanser ve Nanoteknoloji

Diinya capinda ¢ok sayida oliimle sonuglanan kanser hastaligmin tedavisi genel
olarak kemoterapi radyasyon ve cerrahi yontemler ile sinirli kalmistir. Bu tedavi
yontemlerinde; antitimor ajanlarin vicutta sistemik olarak dagilimi, tiimore ulagan
ila¢c konsantrasyonlarmin yetersizligi ve terapdtik yaniti izleme kabiliyetinin sinirlt
olmast gibi pek ¢ok sorun ile karsilasiimaktadir (Wang ve dig., 2008; Zhou ve
dig.,2017). Hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin sitotoksik bir ajan tarafindan 6ldiiriilme
olasihignin daha fazla oldugu goriisiine dayanan kemoterapi yontemi olduk¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemde etkili bir 0&ldirme duzeyi
gerceklestirebilmek igin gereken ilag miktar1 saglikli hiicrelere de aktif olarak
yayildigindan sistemik toksisiteye neden olur ve bu durum sa¢ dokiilmesi, karaciger,
bobrek ve kemik iliginde hasar gibi ciddi yan etkileri de beraberinde getirir (Jaracz
ve dig., 2005; Ojima ve dig., 2002). Dolayisiyla yalnizca kanserli hiicreleri
oldiirmekle kalmayip ayni zamanda saglikli hiicrelere de saldiran kanser ilaglarinin
gelistirilmesindeki en buyuk engel, sistemik toksisiteyi en aza indirgeyip ilacin
tumorlu (hedef) dokulara tasinabilir olmasidir (Li ve dig., 2017; Wang ve dig., 2011).

Geleneksel yontemlere karst gelistirilen nanoteknoloji bazli ilag tasiyicilar,
molekiiler diizeyde dokulara ulasabildiginden daha etkili bir kanser tanisi ve tedavisi
sunmaktadir (Qiao ve dig., 2010; Sutradhar ve Amin, 2014). Nano-bazli ilag tastyici
sistemler; hiicreye veya dokuya 6zgii hedefleme ile diger organlarda ila¢ birikiminin
onlenmesi, taginan ilaglarm farmakokinetik ve farmakolojik 6zelliklerinin korunmasi,
ve terapdtik etkinligin gercek zamanli olarak goriintilenmesi gibi 6nemli avantajlar
saglar (Li ve dig., 2017). Ayrica etkin maddenin hedef bolgeye ulastirilabilmesi
sayesinde ilaclama dozunu azaltmak ve dozajlama araligini uzatmak da
nanoteknoloji bazl tagiyicilar sayesinde mimkin hale gelmektedir (Tlylek, 2017).
NP’lerin karakterizasyonunda uygulanan standart bir metodoloji bulunmasa da,
pargaciklarin fizikokimyasal 6zelliklerinin viicut i¢indeki etkilesimleri ile dogrudan

ilgili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle biyolojik uygulamalarda kullanilmak tizere
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hazirlanan NP’lerin preklinik gelistirme icin kapsamli karakterizasyon ¢aligmalarini
gerceklestirmek bir 6n kosul olarak esas alinmaktadir (Crucho ve Barros, 2017).
Clnkl NP’lerin uygun partikiil boyutu, sekil ve yiizey yiikiine sahip olarak
uretilmemeleri durumunda ciddi toksisite sorunlari meydana gelebilmektedir (Fonte
ve dig., 2012).

1.2. Kanser Tedavisinde Kullanilan Nanotasiyicilar

Kanser tani1 ve tedavisi i¢in yeni araglar olarak ortaya ¢ikan nanomalzemeler, tipik
olarak inorganik ve organik nanopartiktller olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir (Cryer
ve Thorley, 2019; Zhou ve dig.,2017). Inorganik nanopartikiillerin en dikkat cekici
ozelligi spesifik kolloidal yapilara dayali olarak bircok uyaran-duyarl fonksiyonun
mumkin hale gelmesidir. Organik nanopartikiller ise intraventz olarak uygulanan
bircok farmasotik ve biyolojik {iriine kiyasla daha etkili bir ilag dagitimi
saglayabilecek  Onemli  avantajlar  sunmaktadrr. Inorganik ve organik
nanopartikillerin bu 6zellikleri sayesinde nanopartikil teknolojisine olan ilgi ortaya

¢cikmistir (Anselmo ve Mitragotri, 2016).

Timor goriintilleme, radyoterapinin arttirilmast veya ilag salim gibi g¢esitli
uygulamalar icin kullanilan inorganik nanomalzemeler; karbon nanotiipler, silika
nanopartikiiller, altin nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller ve kuantum noktalar1

olarak sayilabilir (Zhou ve dig.,2017; Wicki ve dig., 2015)

Cesitli dogal veya sentetik bilesiklerden elde edilen ve daha cok ila¢ salim
uygulamalarinda kullanilmak {izere hedeflenmis veya hedeflenmemis olarak
tasarlanabilen organik nanomalzemeler ise genel olarak; polimerik miseller,
polimerik nanopartikiller, lipozomlar, dendrimerler ve polimer-ila¢ konjugatlari
olmak (zere bes tipe ayrilmaktadir (Sekil 1.1) (Wicki ve dig., 2015; Cryer ve
Thorley, 2019).

Biyolojik uyumluluk ve bozunabilirlik gibi istiin 6zellikler tasimasi nedeniyle
yaygim olarak kullanilan ve klinikte dnemli bagarilar gosteren organik NP’ler, serbest
haldeki ila¢ muadillerine kiyasla gelismis ila¢ korumasi, kontrolli salim,
genisletilmis ilag dagitimi  ve tiimore Ozgii hedefleme sunmak iizere

tasarlanabilmektedirler (Zhou ve dig.,2017; Anselmo ve Mitragotri, 2016).
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Sekil 1.1. Kanser tan1 ve tedavisinde kullanilan nanopartikiiller (Cryer ve
Thorley, 2019)

1.2.1. Nanotasiyicilarin tumor hedefleme mekanizmasi

Hizla ¢ogalma yetenegine sahip olan kanser hiicreleri, bunu gerceklestirebilmek igin
yeni kan damarlarma ihtiyac¢ duyarlar. Yeni olusan bu timor kan damarlar1 genellikle
birtakim anormallikler ile karakterizedir. Bunlar; yiiksek oranda endotel hiicre
cogalmasi, perisit yetersizligi ve damar gecirgenligine sebep olan anormal bazal

membran yapisi olarak sayilabilir (Jaracz ve dig., 2005; Danhier ve dig., 2010).

Saglikli bolgelere kiyasla iltihapli veya tiimorlii bolgelerde, endotel hiicrelerin bir
arada bulunma oranlar1 daha azdir, endotelyal hiicre bosluklarindan (10-1000 nm)
gecebilecek biyuklukte olan NP’ler kiigiik boyutlar1 sayesinde kan damari
yakinindaki timdr dokusuna ulasarak burada birikebilirler. Ila¢ yiikli bu
nanotastyicilarin (50-800 nm) organizmanin saglikli bolgelerindeki damar duvarini
gegmesi ise miimkiin degildir ¢iinkii bu hiicreler arasindaki bosluk sadece 15-30
nm'dir. Bu pasif mekanizma Matsumura ve Maeda tarafindan kesfedilen “Arttirilmis
Gecirgenlik ve Alikonma (EPR: Enhanced Permeability and Retention) etkisi” olarak
adlandirilmistir (Danhier ve dig., 2010; Vieira ve Gamarra, 2016).



Normal vaskiilatore kiyasla daha genis hacim ve c¢apa sahip olan tiimor kan
damarlarindaki bu farkliliktan yararlanilarak; polimer-ilag konjugatlari, proteinler,
lipozomlar, miseller ve nanopartikiiller gibi antikanser ajanlarin tiimor hiicrelerine
pasif hedefleme seklinde tasinmasi EPR etkisi sayesinde gerceklesebilmektedir
(Sekil 1.2) (Vieira ve Gamarra, 2016; Narang ve Varia, 2011).

Ornegin, ticari olarak kullanilan daunorubisin anti-kanser ilac1 igeren Daunosome™
(NeXtar, Inc.) ve doksorubisin bazli Doxil™ (Sequus Pharmaceuticals); EPR etkisi
ile ilaglar1 tiimorlere hedefleyen lipozomal formiilasyonlardir. Sterik olarak stabilize
edilmis bu formiilasyonlar tiimor hiicrelerinde pasif hedefleme ile birikmekte olup
uzun dolasim siirelerine sahiptirler. Bu sayede plazmadaki ilag seviyesi azaltilarak bu
ilaglarm kullanimi sirasinda siklikla meydana gelen kardiyak (kalp ile ilgili) yan
etkileri en aza indirgenir (\Vasir ve Labhasetwar, 2005).

Diger bir tiimér hedefleme mekanizmasi olan aktif hedeflemede ise kanser hiicreleri
tarafindan asir1 ifade edilen reseptorlere 6zgu ligandlarmm, nanopartikillerin ylzeyine
modifiye edilmesi ile bu ilag tasiyic1 nanopartikiillerin tiimor dokularma aktif olarak
hedeflenmesi saglanmaktadir (Sekil 1.2) (Vieira ve Gamarra, 2016; Daglioglu,
2018).

Genel olarak ilag¢ salim sistemlerinde kullanilan NP'lerin boyutu, kilcal damarlardan
hizla sizmayacak kadar biiyiik, retikiiloendotelyal sistemdeki makrofajlar tarafindan
yakalanamayacak kadar da kiigiik olmalidir. Tiimo6r dokusuna etkili bir ulagim i¢in
patikiil boyutlarinin yaklasik olarak 250 nm’den daha kiigiik olmas1 beklenmektedir
(Zhou ve dig.,2017; Ober ve Gupta, 2011).
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Sekil 1.2. Nanopartikiillerin tiimér hedefleme mekanizmalari; pasif ve aktif
hedefleme (Vieira ve Gamarra 2016)
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1.3. Polimerik Nanopartikiiller ve Onemli Avantajlari

Polimer, metal ve seramik gibi cesitli materyaller kullanilarak hazirlanan NP’ler
iretim yontemlerine ve kullanilan malzemelere bagli olarak, farkli 6zelliklerde,
cesitli sekil ve boyutlara sahip olarak iretilebilmektedir (Wang ve dig., 2008).
Polimerik nanopartikiiller (PNP), 10 ile 1000 nm arasinda degisen boyutlara sahip,
tek bir polimer veya polimer kombinasyonlarindan iiretilmis mikron alt1 kolloidal

sistemlerdir (Nagavarma ve dig., 2012).

Dogal veya sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan PNP’ler, antitimor ilaglar ile
birlestirilerek kottcul timor hicrelerine hedeflendirilebilirler. Bu sayede sistemik
toksisitenin en aza indirgenmesi ve terapétik etkinin arttirilmasi saglanir. Bunun yani
sira, PNP’ler ilacin kontrollii salimi, kolay hazirlama ve saflagtirma yontemleri,
biyolojik uyumluluk gibi sundugu pek ¢ok avantaj ile de 6n plana ¢ikmaktadir (Qiao
ve dig., 2010, Valencia ve dig., 2011).

Biyolojik olarak bozunabilir olan (biyobozunur) PNP’ler, kontrollii / siirekli salim,
kicik boyut (hiicre alt1), doku ve hiicrelerle biyouyumluluk gibi 6zellikleri ile ilag
salim sistemleri ig¢in olduk¢a umut vaat edicidirler ve bu yiizden sik¢a tercih edilirler.
Genel olarak hazirlama yontemine iliskin iki smifa —nanokire ya da nanokapsil-
ayrilan PNP’ler farkli 6zellikler tasirlar ve salim davraniglari da birbirinden farklidir
(Sekil 1.3) (Kumari ve dig., 2010; Qiao ve dig., 2010).
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Sekil 1.3. Polimerik nanopartikiillerin  smiflandirilmast
(Kumari ve dig., 2010)
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Vezikiler sistemler olan nanokapsuller ilacin bir kavitede hapsedilmesi ve polimerik
bir zar ile ¢evrelenmesini temsil ederken, nanokiireler ilacin polimerik bir matriste
tekdlize (strekli) olarak dagilmasindan olusur. Her iki yontemde de partikiiller etkin
maddenin ylizeye adsorbe edilmesi ya da polimerik zar/matris iginde tutulmasi

seklinde hazirlanabilir (Kumari ve dig., 2010; Derman ve dig., 2013).

PNP’lerin en 6nemli iki temel 6zelligi kiiciik boyutlara sahip olmas1 ve biyobozunur
materyaller kullanilarak hazirlanmasidir. Kilcal damarlardan gecebilecek boyutlar:
sayesinde hiicrelere alinan PNP’ler hedef bolgeye ulasirlar ve biyobozunur dzellikleri
sayesinde bu tumor dokusunda gunler ve hatta haftalarca stren kontrolli bir ilag

salmi gergeklestirirler (Derman ve dig., 2013).
Bunun yani sira PNP’ler ilag¢ salim sistemlerinde kullanim i¢in;

e (esitli yontemler ile biiyiik miktarlarda kolay ve ucuz bir sekilde tiretilebilmesi,

e Farmasotik ajanin istenen bolgeye daha yiliksek konsantrasyonda ulasabilmesi,

e Ilac salim ile ilgili doku miihendisligi gibi diger uygulamalara da kolayca dabhil
edilebilmesi,

e Kolaylikla sterilize edilebilmesi,

e Viicut i¢inde parcalanmasi ve yan {iriinlerinin toksik olmamasi,

e Diger ilag tasiyicilara kiyasla biyolojik sivilar igerisinde daha kararli olmasi
(polimerik matris i¢inde hapsolan aktif maddeyi parcalanmaktan korumasi),

e TuUmore 6zgii salim ile diger organ ve dokular iizerindeki sistemik toksisiteyi
azaltmasi,

e Damar i¢i, kas i¢i veya deri alt1 gibi ¢esitli yollarla kolaylikla uygulanabilmesi,

e Kati1 dozaj formlarinin uzun siireli saklanabilmesi, gibi ¢esitli avantajlar sunar

(Nagavarma ve dig., 2012; Zhou ve dig.,2017; , Derman ve dig., 2013).

1.3.1. Polimerik nanopartikiilleri hazirlama yontemleri

PNP’lerin sentezi, uygulama amacina ve ilacin fizikokimyasal yapisina bagli olarak
cesitli yontemlerle gergeklestirilmektedir. PNP hazirlarken en uygun yontemi
se¢mek, kullanilacak olan uygulama i¢in taginmasi istenen 6zellikleri saglayabilmek

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (Crucho ve Barros, 2017).



NP’leri hazirlama yontemi ise kullanilacak olan polimerin ve ilacin ¢oziiniirliik
Ozelligine bagli olarak belirlenir (Derman ve dig., 2013). NP’ler geleneksel olarak
onceden sentezlenen polimerin dispersiyonu ya da monomerin polimerizasyonu
olmak tizere iki ana metod kullanilarak hazirlanmistir. GUniimuzde ise yaygin olarak
onceden sentezlenmis ve Kkarakteristik Ozellikleri bilinen polimer veya dogal
makromolekullerin kullanildigi yontemler tercih edilmektedir (Soppimath ve dig.,
2001; Derman ve dig., 2013).

[lacin énceden sentez edilen polimere disperse edilmesi ile PLA, poliglikolid (PGA),
PLGA ve poli(e-kaprolakton) (PCL) bazli biyobozunur NP’lerin hazirlanmasi;

() Coziicii buharlastirma,

(i) Nanogoktiirme

(iii)  Kendiliginden emiilsifikasyon/coziicii difizyonu,

(iv)  Salting out

(v) Diyaliz

(vi)  Siiperkritik akiskan teknolojisi gibi pek ¢ok farkli yontem ile
gerceklestirilebilmektedir (Soppimath ve dig., 2001; Nagavarma ve dig.,
2012).

Kullanilan teknikler arasinda emiilsiyonlardan ¢oziiciiniin buharlastiriimasi (solvent
evaporasyon) teknigi yiiksek sicakliklar veya faz ayrilmasmi indiikleyen ajanlar
gerektirmedigi i¢in en basit yontemdir (Cavallaro ve dig., 2015). PNP’lerin
hazirlanmasinda ilk gelistirilen yontem olan bu yontemde genel olarak, tekli
emiilsiyon teknigi ile yag-su emiilsiyonu (o/w) ya da ¢ift emiilsiyon teknigi ile ((su-
yag)-su) emdilsiyonu (w/o/w) olusturmak tizere iki farkli strateji kullanilmaktadir
(Crucho ve Barros, 2017; Nagavarma ve dig., 2012). Tekli emilsiyon yéntemi suda
cdzinmeyen ilaclar icin daha uygun iken, cift emulsiyon yontemi daha ¢ok suda

¢Oziinir ilaglarin kapsiillenmesi i¢in uygun olarak kabul edilir (Alshamsan, 2014).

Coziicii buharlastirma yonteminde 6ncelikle polimer kloroform, diklorometan veya
etil asetat gibi ucucu bir ¢ozicu icinde ¢ozullr. Elde edilen organik ¢ozelti sulu fazda
emiilsifiye edilir ve karisim tipik olarak bir yiizey aktif madde ile (siirfaktan) yiiksek
hizl1 homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilarak islenir ve olusan emiilsiyon

stirekli faz olan su fazina eklenerek disperse edilir. Boylece, organik ¢dzicunin
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buharlagmasiyla polimer, sulu faz igerisinde bir nanopartikil stispansiyonuna
dontistiiriiliir (Nagavarma ve dig., 2012; Crucho ve Barros, 2017). Bu teknik
kullanilarak hazirlanan ilag yliklii NP’lerde; polimer, ilag ve ¢dziicii miktari,
strfaktan konsantrasyonu, sonikasyon gicl ve siresi gibi farkli parametreler;
partikul boyutu ve boyut dagilimi, NP verimi, NP icine yiklenen ilag verimi ve
enkapsilasyon etkinligi tizerinde oldukga etkildir (Kunii ve dig., 2007; Caglar ve
dig., 2014; Shaikh ve dig., 2017).

1.3.2. Nanopartikuler sistemlerde sik kullanmilan polimerler

Food and Drug Administration; Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayli
NP’lerin iiretimi, biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu dogal
veya sentetik polimerlerin kullanimin1 igerir (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde,
2015). Polimer kimyasmm sundugu avantajlara ragmen, in vivo ila¢ salim igin
tasarlanan PNP bileseni olarak sayilabilecek polimer ¢esidi smirhdir. Ciinki
kullanilacak olan polimerin in vivo uygulamalarda bir takim gereklilikleri yerine
getirmesini beklemek kaginilmazdir. Arzu edilen 6zelliklerden ilki; uygulamanin
tekrarlanmas1 durumunda kontrolsiiz birikim riskini 6nlemek adma polimerin
biyobozunur olmasi veya tamamen viicuttan atilabilir olmasi; ikincisi; toksik ve
imminojenik etki yaratmamas: (bozunma firiinleri varsa, onlarda toksik ve
immiinojenik olmamalidir); tigiinciisii ise ila¢ salim amacma iliskin tasarlanan
PNP’lerin uygun 0&zellikleri tasiyacak sekilde formiile edilmesidir. PNP’lerin
hazirlanmasinda; kitosan, jelatin, sodyum aljinat ve albumin gibi dogal polimerler,
PLA, PGA, PLGA, PCL, polisiyanoakrilat (PCA) gibi daha pek ¢ok sentetik polimer
kullanilmaktadir (Tablo 1.1) (Vauthier ve Bouchemal, 2009; Nagavarma ve dig.,
2012).

Sentetik polimerler; kolayca iiretilebilme, kullanimdan sonra kolay bozunma ve aktif
bilesiklerin zaman iginde siirekli salimmin saglanmasi gibi 6zelliklere sahip olmasi
nedeni ile nanopartikiiler sistemlerde siklikla kullanilmaktadir (Pérez-Herrero ve
Fernandez-Medarde, 2015). Bunlar igerisinde en yaygm kullanilanlar ise PLA,
PLGA ve poli(alkil siyanoakrilat)’tir (Chaco 'n ve dig.,1999; Kumar ve dig, 2018).
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Tablo 1.1. Nanopartikiiler sistemlerde yaygin olarak kullanilan polimerler
(Christine Vautheir)

Polimer Tam Adi Kisaltma veya Ticari Adi*
Kitosan
Aljinat

Dogal Polimerler Jelatin
Albumin
Polilaktik PLA
Poli(laktik-ko-glikolit) PLGA
Poli(epsilon-kaprolakton) PCL

Sentetik Polimerler  Poli(izobditil siyanoakrilat) PICBA
Poli(izohekzil siyanoakrilat) PIHCA
Poli(n-batil siyanoakrilat) PBCA
Poliakrilat ve Polimetakrilat Eudragit*
Polilaktik-poli(etilen glikol) PLA-PEG
Poli(laktik-ko-glikolit)-poli(etilen glikol PLGA-PE

Kopolimerler 0 !( a t.l o-glikolit)-po |(et_| er_1 gli o_) G G
Poli(epsilon-kaprolakton)-poli(etilen glikol) PCL-PEG
Poli(hekzadesil siyanoakrilat-ko-poli(etilen glikol) Poli(HDCA-PEGCA)
siyanoakrilat)

1.3.3. Poli(laktik-ko-glikolik asit)

FDA onayl poliesterlerden biri olan PLGA; biyobozunurluk ve biyouyumluluk, iyi
bir ilag salim profili géstermesi ve ayni1 zamanda ilag salim profillerini degistirme
imkani sunmasi 6zellikleri ile ila¢ salim uygulamalar igin en ilgi ¢ekici polimerik
malzemeler arasinda yerini almistir (Konan ve dig., 2002; Srivastava ve dig., 2016;
Fonte ve dig., 2014; Choi ve dig., 2012).

Biyolojik olarak parcalanabilir olan PLGA viicutta hidrolize ugrayarak metabolit
monomerleri olan laktik asit ve glikolik asite doniisiir (Sekil 1.4), bunlar da sitrik asit
dongusiine girerek karbondioksit (CO2) ve suya (H20) pargalanmaktadirlar.
Dolayisiyla viicut bu iki monomeri etkili bir sekilde kullandigindan, ila¢ salim veya
biyomalzeme uygulamalar1 i¢in PLGA kullanimina iligkin meydana gelen sistemik
toksisite oldukga diisiiktiir (Kumari ve dig., 2010; Choi ve dig., 2012; Derman ve
dig., 2013). Sunmus oldugu bu avantajlar sebebiyle antikanser ilaglarn,
antimetabolitlerin ve proteinlerin PLGA-NP’lerine dahil edilmesine dair literatlirde
cesitli caligmalara (Amjadi ve dig., 2013; Yadav ve Sawant, 2010; Fonte ve dig.,
2014; Barichello ve dig., 1999) rastlamak mumkundur.
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0 @)
* 0 H,0 H,0
(o) ) m— + )J\/OH ——» H,0+CO,
OH HO Metabolik
CH3 xL O y yol

OH
Poli(laktik-ko-gliolik asit) Laktik asit Glikolik asit

Sekil 1.4. PLGA'nin kimyasal yapis1 ve viicutta biyolojik olarak pargcalanmasi

1.3.3.1. Poli(laktik-ko-glikolik asit) polimerinin biyomedikal uygulamalari

Biyolojik uygulamalar i¢in en sik tercih edilen biyobozunur malzemelerden biri olan
PLGA kullanilarak hazirlanan mikro ve nanopartikiler sistemler; oral
uygulamalardan, deri alt1 enjeksiyon uygulamalarina, ¢esitli ilaglarin, proteinlerin
dagitim sistemlerinde kullanimmma kadar gegmisten giiniimiize genis bir uygulama
alanma sahiptir (Chaco'n ve dig.,1999; Barichello ve dig., 1999; Saez ve dig., 2000;
Konan ve dig., 2002; Bozdag ve dig., 2005; Jeong ve dig., 2005; Betancourt ve dig.,
2007; Mundargi ve dig., 2008; Holzer ve dig., 2009; Yadav ve Sawant; Lewis ve
dig., 2012; Zhang ve dig., 2012; Choi ve dig., 2012; Fonte ve dig., 2014; Gupta ve
dig., 2014; Mobarak ve dig., 2014; Guo ve dig.,2015; Niu ve Panyam 2017
Hernandez-Giottonini ve dig., 2020).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ise Ozellikle doksorubisin antikanser ilacini iceren
PLGA-NP’leri arastirilmistir (Shaikh ve dig., 2017; Pieper ve Langer, 2017; Misra
ve Sahoo, 2011; Win ve dig.,2005; Park ve dig., 2009; Amjadi ve dig., 2013; Tansik
ve dig., 2014; Tewes ve dig., 2007; Langroodi ve dig., 2016; Maksimenko ve dig.,
2019; Pereverzeva ve dig., 2019; Kalaria ve dig., 2009; Chai ve dig., 2017,
Betancourt ve dig., 2007; Yang ve dig., 2013). Cesitli kat1 tiimorlere karsi iyi bir
anti-timor  etkinlik gosteren doksorubisin (DOX), klinik uygulamada yaygin
kullanilan bir antrasiklin ilagtir (Langroodi ve dig., 2016; Tewes ve dig., 2007;
Amjadi ve dig., 2013; Shaikh ve dig., 2017).

Hem hidrofobik hem hidrofilik formda bulunabilen doksorubisin ilacinin
enkapsiilasyonu icin PLGA sik¢a tercih edilmistir. Cilinkii PLGA hem hidrofobik
ilaclarin  (organik ortamda) hem de hidrofilik ilaglarin (sulu ortamda)
kapsiillenmesine olanak tanir (Win ve dig., 2015). Daha 6nce (2.1. bolumtinde) de

bahsedildigi gibi hidrofobik ilaclarmn enkapsiilasyonu i¢in tekli emiilsiyon yontemi
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kullanilirken, hidrofilik ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in daha ¢ok c¢iftli emiilsiyon

yontemi kullanilmaktadir (Alshamsan, 2014).

Doksorubisin  yukli PLGA-NP’lerinin sentezlenmesinde ilacin formuna (suda
/organikte ¢ozlnebilirligine) bagl olarak hem tekli emilsiyon (Tewes ve dig., 2007;
Park ve dig., 2009; Yang ve dig., 2013; Tansik ve dig., 2014; Caglar ve dig., 2014;
Win ve dig., 2015; Misra ve Sahoo, 2011) hem de c¢iftli emilsiyon (Chai ve dig.,
2017; Kalaria ve dig., 2009; Pereverzeva ve dig., 2019; Maksimenko ve dig., 2019;
Langroodi ve dig., 2016; Tewes ve dig., 2007; Caglar ve dig., 2014; Win ve dig.,
2015) ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilmaktadir. Genel olarak ¢iftli emilsiyon
teknigi daha cok tercih edilmis olsa da iki yontemin ilag enkapsiilasyon etkinligi
karsilastirildiginda  tekli emiilsiyon yOnteminin doksorubisin yiiklenebilirligi
acisindan daha basarili oldugu goriilmistiir (Tewes ve dig., 2007; Caglar ve dig.,
2014; Win ve dig., 2015).

2017 yilinda Shaikh ve arkadaslar1 tarafindan yliriitiilen ¢aligmada tekli emiilsiyon
¢oziicii buharlastirma yontemi ile doksorubisin yikli PLGA-NP’leri hazirlanmistir.
Bu c¢alisma ile NP’lerin hazirlanmasinda polimer konsantrasyonu, PVA
konsantrasyonu, sonikasyon siiresi ve yag/su orani gibi ¢esitli parametrelerin ilag
enkapsilasyonu, partikil boyutu ve boyut dagilimi (PDI), zeta potansiyeli gibi
Ozellikleri  Gzerindeki etkisi detaylica incelenmistir. Optimize edilen NP
formilasyonunda partikul kararliligmi test etmek icin ise %5 konsantrasyonlu
fruktoz,  ksilitol, trehaloz ve  mannitol varhginda liyofilizasyonlar1
gerceklestirilmistir. Trehaloz ve mannitol igeren formiilasyonlarin herhangi bir
partikil agregasyonuna veya PDI' de onemli bir degisiklige neden olmadigi
bulunmustur. (Shaikh ve dig., 2017).

1.3.4. Siibstitiiye glikolid bazh polimerler

Biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan poliesterlere alternatif yeni

malzemeler iliretmeyi amaglayan arastrmacilar, farkli stbstitlye gruplar1 iceren

glikolidlerin polimerizasyonunu gergeklestirerek bu yan gruplarin polimerin

fizikokimyasal Ozelliklerine olan etkisini incelemistir. Polilaktid’in yapisal analogu

olan poli(siibstitiiye glikolid) (PSG)’ler; sahip olduklar1 biyouyumluluk,

biyobozunurluk ve yuksek ila¢ yukleme kapasiteleri gibi usttin 6zellikleri sayesinde
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aragtirmacilarin ilgi odagi olmustur (Iwakura ve dig., 1969; 1971; Yin ve Baker,
1999; Yin ve dig., 2001; Simmons ve Baker, 2001; Lee ve dig., 2004; Trimaille ve
dig., 2004; 2005; 2006; 2007; Di Tommaso ve dig., 2010; Wang ve dig., 2010;
Mondon ve dig., 2008; 2011a; 2011b; Bachhav ve dig., 2011; Cohen-Arazi vd.,
2010; 2013; Marubayashi ve dig., 2013; Lapteva vd., 2014a; 2014b; 2019; Arican ve
Mert, 2015; 2020; Arican ve dig., 2018; Trubitsyn ve dig., 2019).

Literatiirde ¢ok sayida simetrik (diizopropil, diizobiitil, dihekzil, dibenzil gibi) ve
asimetrik (metilsiklo hekzil, izopropilmetil, benzilmetil gibi) stbstitiye glikolid
monomerlerin (Sekil 1.5) sentezi ve bunlarin polimerizasyonu monoalkol (benzil
alkol gibi) varliginda cesitli katalizorler ile (Sn(Oct)2, DMAP gibi) halka agilma
polimerizasyonu ile gergeklestirilmistir (Arican ve dig., 2018). PLA’ya yan
zincirlerin dahil edilmesi ile elde edilen PSG’lerin; hidrofobikligi, mekanik
mukavemeti ve canli hiicre uyumlulugu gibi c¢esitli Ozelliklerinin  kontrol
edilebilecegi bilinmektedir. Dahasi, uygun monomer se¢imi ile uygun bozunma
stiresi ve toksik olmayan yan gruplarin olugsmasi beklenmektedir (Marubayashi ve

dig., 2013; Cohen-Arazi ve dig., 2013).
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Sekil 1.5. Simetrik ve asimetrik siibstitliye glikolidlerin yapis1

1.3.4.1. Substittye glikolid polimerlerin biyomedikal uygulamalar:

PSG’lerin ilag¢ salim sistemlerinde kullanimia 6nciiliik eden ¢aligmalardan biri 2005
yilinda gergeklestirilmistir (Trimaille ve dig., 2005). Bu g¢alismada, halka agilma

polimerizasyonu ile sentezlenen poli(monohekzil stbstitiiye glikolid) (PmHLA)’in
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cams1 gecis sicakligi (Tg), viskozitesi ve bozunma Ozellikleri incelenerek, PLA’ya
alternatif, enjekte edilebilir yeni PSG bazli formilasyonlarin hazirlanabilecegi
dogrulanmustir. Ayrica PmHLA polimerinin yapisindaki fonksiyonel yan gruplarin,
optimize edilmis ila¢ sistemlerinde gereken gelismis molekiiler yapilari eklemek ve

olusturmak i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Trimaille ve dig., 2005).

Yine aynmi grup tarafindan gergeklestirilen bir baska c¢alismada poli(monohekzil
stibstitliye glikolid) (PmHLA) ve poli(dihekzil siibstitiiye glikolid) (PdiHLA)’in
MePEG ile diblok kopolimerleri sentezlenerek hidrofobik griseofulvin (GF) ilaci
yukli misel formiilasyonlar1 iiretilmisir (Trimaille ve dig., 2006). Sonraki yillarda da
hidrofobiklik ve kristalinite 6zelliklerinin kontrol edilmesi gibi énemli avantajlar
sunmasi sebebiyle siibstitiiye glikolidlerin PEG ile kopolimerlerinin sentezi oldukca
fazla tercih edilmistir ve bunlarin biyomedikal uygulamalara iliskin arastirilmasi
blyik 6Olcude ilag tasiyict misel formiilasyonlarinin iiretilmesi ile ilgili olmustur (Di
Tommaso ve dig., 2010; Mondon ve dig., 2011a; 2011b; Bachhav ve dig., 2011;
Lapteva vd., 2014a; 2014b; 2019; Trubitsyn ve dig., 2019). Bunlar icerisinden PEG-
poli(hekzil slbstitiye glikolid (MePEG-hexPLA) misellerinin oda sicakligindaki
sulu c¢ozeltileri iyi bir kararlihga sahiptir ve standart MePEG-PLA misellerine
kiyasla daha hidrofobik olmasi nedeniyle (PLA’ya bagli hekzil yan gruplarindan
dolay1) 6zellikle hidrofobik ilaglarin yiikleme verimliligi yiiksektir. Bu avantajlarinin
yani sira, uzun yan zincirler (hekzil), metil grubuna (laktid) kiyasla polimerizasyonu
yavaslatir ve distik molekiil agirlikli kopolimer (<10 kDa) eldesi ile sonuglanir

(Mondon ve dig., 2008; Cetin ve dig., 2021).

[lag tasima sistemlerinde kullanilmak {izere hazirlanan misel formiilasyonlarinmn yani
sira PSG’lerin enjekte edilebilir hidrojellerinin iiretilebilirligi de literatiirde arastirma
konusu olmustur. Ornegin, 2015 yilinda Arican ve Mert tarafindan yiiriitiilen
calismada Sn(Oct), katalizorli ve PEG baslaticis1 varliginda simetrik diizopropil
glikolid (DIPG) monomerinin halka agilma polimerlesmesi ile sentezlenen MePEG—
PDIPG diblok ve PDIPG-PEG-PDIPG triblok kopolimerlerinin isiya-hassaslik (jel-
sol; 42 °C’de akigkan (sol), 37 °C’de jel) Ozellikleri incelenmis ve hazirlanan
hidrojellere paklitaksel antikanser ilaci yiliklenerek salim davraniglar1 arastirilmistir.
Sonugta lokal kati1 tiimorlerin tedavisinde kullanilabilecek uygun biyomalzemeler

tiretilmistir (Arican ve Mert, 2015).
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1.3.4.2. PDIBG bazh polimerler ve biyomedikal uygulamalar

Simetrik diizobiitil monomerinin sentezi ilk defa 1971 yilinda Iwakura ve arkadaslar1
tarafindan gerceklestirilmistir. Ilk asamada, 16sin baslangi¢ maddesinin nitrdz asit ile
olan reaksiyonundan a-hidroksiizokaproik asit elde edilmistir. Ardindan, bu o-
hidroksi asit, 200 °C'de 1sitilarak diisiik molekiiler agirlikli  poliesterlere
(oligomerlere) doniistiiriilmiistiir, son olarak az miktardaki ZnO varliginda
oligomerlerin termal parcalanmasi ile diizobiitil monomeri elde edilmistir. Diizobditil
monomerinin polimerizasyonu ise 175-180 °C’de Na,COgz, Zn, ZnO, PbO, MgO ve
CaO gibi cesitli metal katalizorleri kullanilarak halka agilma reaksiyonu ile basarili
bir sekilde gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, laktid’in polimerizasyonunda pratik
olarak kullanilan ve rasemizasyona neden olmadigi bilinen bu katalizorlerin
diizobutil glikolidin polimerizasyonunda bir sekilde (yliksek sicaklik ve uzun siire
polimerlestirmeden kaynakli oldugu diisiiniilen) rasemizasyona neden oldugu
bildirilmistir (Iwakura ve dig., 1971). Ardindan 1999 yilinda Yin ve Baker cesitli
stibstituye glikolid monomerlerinin (diizobdatil, dietil, dihekzil) sentezi i¢in yine ayni
yontemi kullandiginda bu kez diastereomer karisimlar1 elde etmislerdir. Bu
monomerlerin homopolimerizasyonlar1 ise Sn(Oct)2, SnO, SnBrz, SnBrs, PbO ve
PhsSn gibi katalizorlerin ve tert-butilbenzil alkol gibi baslaticilarin varhiginda eriyik
ortamda gergeklestirilmistir. Sonugta yiiksek doniisiimlii ve 6ngoriilebilir molekiiler
agirhigina sahip polimerler elde edildigi ve bunun yaninda polimerizasyon hizinin ve
polimerlerin Tgy'sinin monomerdeki yan zincir yapisi ile yakindan iligkili oldugu

bildirilmistir (Yin ve Baker, 1999).

2020 yilinda Arican ve Mert tarafindan gergeklestirilen ¢alismada PSG’lerin
nanotastyict sistemlerde kullanimia glincel bir 6rnektir. PDIBG’nin hidrofobikligini
azaltmak ve dolayisiyla biyobozunurluk ile ilgili dezavantajlarin iistesinden gelmek
amaciyla MePEG-PDIBG diblok ve PDIBG-PEG-PDIBG triblok kopolimerleri
sentezlenmis ve bunlarm paklitaksel antikanser ilaci yiiklii NP’leri hazirlanmistir.
Formiilasyon degiskenlerinin NP 6zellikleri {izerindeki etkileri degerlendirilmis ve
ilacin salim ve bozunma davraniglari incelenmistir (Arican ve Mert, 2015; 2020).
PDIBG homopolimeri ile ilgili NP formiilasyonlarinin hazirlanmasit ve
arastirtlmasina  iliskin  literatirde simdiye kadar herhangi bir ¢aligmayla

karsilagilmamustir.
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1.4. Liyofilizasyon Yontemi

NP’lerin klinik uygulamalarda kullaniminda ana zorluklardan biri, ticarilesme
asamasma dek formiilasyonlarm ilk fizikokimyasal durumlarmin gerektigi gibi
strdurulmesiyle ilgilidir ¢lnki partikiiller saklama sirasinda birtakim fiziksel ve

kimyasal kararsizlik gosterirler (Abdelwahed ve dig., 2016).

Nanopartikiler sistemlerin biyolojik uygulamalarina odaklanan arastirmalarda, NP
ylzey enerjisinin kararliligi i¢in uygun ortami saglayan sivi siispansiyonlar
kullanilmaktadir (Picco ve dig., 2018; Lee ve dig., 2009). Ancak NP’lerin uzun siire
sulu siispansiyon igerisinde saklanmasi durumunda partikil agregasyonu, polimerik
malzemenin hidrolizi, ilacin NP’den salimi ve saklama sirasinda kimyasal
reaktivitesi gibi birtakim fiziksel ve kimyasal kararsizliklar meydana gelmektedir.
NP’lerin kullanimmi biiyiik 6lgiide smirlayan bu durumlar1 ortadan kaldirmak ve
kararlhiliklarini iyilestirmek ilag¢ tasiyicilarin gelistirilmesi igin gereklidir ve hem
fiziksel hem de kimyasal kararliligi korumak igin ortamdaki suyun uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bunun igin farmasotik endlstrisinde yaygin olarak solisyon ve
siispansiyonlarin  kat1 igeriklere doniistiiriiliip saklanmasma olanak saglayan
liyofilizasyon (freeze-dry, dondurarak-kurutma) yontemi kullanilmaktadir (Saez ve
dig., 2000; Bozdag ve dig., 2005; Picco ve dig., 2018; Abdelwahed ve dig., 2016).

Bir dehidrasyon prosesi olan bu yontem, i) dondurma, ii) birincil kurutma, iii) ikincil
kurutma olmak iizere ii¢ asamay1 igermektedir ve temelde buzun siblimasyonuyla
formiilasyondaki suyun uzaklaklastirilmasma daha sonra kalan (donmayan) suyun
vakum altinda desorpsiyonuna dayanir. Liyofilizasyon yontemi ile kolayca elde
edilen kati haldeki {iriin gerektiginde su ile yeniden dagitilabilir. (Fonte ve
dig.,2016b, Varshosaz ve dig., 2012; Wang ve dig., 2018).

1.4.1. Kriyoprotektan kullanimi

Liyofilizasyon yontemi NP fuzyonunu ve agregasyonunu 6nleyici ve uzun sireli
saklama sirasinda boyutsal kararliligi korumada oldukga etkili bir proses olsa da tek
basmna kullanimi yeterli degildir ¢iinkii NP’ler bu proses boyunca, dondurma ve
kurutma asamalarinda, ¢oziinen madde konsantrasyonu, pH degisiklikleri, buz
kristallerinin olusumu gibi bir takim streslere maruz kalirlar (Almalik ve dig., 2017;

Wang, 2000 ,Lee ve dig., 2009, Wang ve dig., 2018).
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NP iizerinde meydana gelen bu stresler uygulanan dondurma ve kurutma iglemleri
sirasinda agregasyona sebep olur. NP’lerin olusacak bu streslerden etkilenmesini
Onlemek ve kararliliklarin1 saglamak igin liyofilizasyon sirasinda gesitli eksipiyanlar
(yardimc1 maddeler) kullanilir (Abdelwahed vd., 2006; Wang ve dig., 2018, Almalik
ve dig., 2017; Holzer ve dig., 2009). Kriyoprotektan olarak kullanilan trehaloz,
mannitol, glukoz, sakkaroz, sorbitol gibi cesitli sekerlerin varligi liyofilizasyon
sirasinda NP kararsizligini en aza indirgeyerek agregasyon meydana gelmesini onler
ve buz kristallerinin sebep oldugu mekanik strese karsit koruyucu bir etki yaratir
(Fonte ve dig., 2014). Ornegin, Niu ve Panyam tarafindan gergeklestirilen bir
calismada dondurma sirasinda NP'lerin agregasyonu ve kriyoprotektif korumanin
etkisi taramali elektron kriyomikroskopi (kriyo-SEM) teknigi kullanilarak net bir
sekilde gosterilmistir; NP formiilasyonlar1 kriyoprotektan ilave edilmeden
donduruldugunda buz kristalleri sinirinda kiimelenerek (agregasyon) lineer bir
birlesme gosterirken (Sekil iist), %3 sukroz iceren NP formiilasyonlar1
donduruldugunda buz kristalleri ve NP’ler arasinda olusan bosluklar sayesinde

partikil agregasyonunun 6niine gegilmistir (Sekil 1.6) (Niu ve Panyam, 2017).

;
>

e
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380
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0”° “ NP agregasyonu

Ara bosluklar
0.,

Ara bosluklar

Sekil 1.6. NP formiilasyonlarinin Taramali Elektron Kriyomikroskopi (kriyo-SEM)
goriintiileri, kriyoprotektan icermeyen NP formiilasyonlarinin dondurulmasi (sekil

iist), %3 sukroz igeren NP formiilasyonlarinin dondurulmasi (sekil alt) (Niu ve
Panyam, 2017)

Kullanilan eksipiyanlar, liyofilizasyon sirasinda meydana gelen bu stresi azaltmanin
yaninda NP’lerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin korunmasmi da (partikiil boyut ve

boyut dagilimi gibi) miimkiin hale getirir. Bu eksipiyanlarin koruyucu mekanizmasi,
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sudaki donmus sekerin amorf matrisinden kaynaklanmaktadir. Amorf matris, NP
yiizeyindeki polar gruplar ile kriyoprotektan ajaninin -OH gruplar arasinda hidrojen
bagi olusturarak buz kristallerinin yikict etkisini engeller (Hirsjarvi ve dig., 2009;
Abdelwahed ve dig., 2006).

Farkli seker cesitlerinin, liyofilizasyon sirasinda ve liyofilizasyondan sonra uzun
streli saklama boyunca NP kararliligi iizerindeki etkisine odaklanan pekgok ¢alisma
gerceklestirilmistir (Quintanar-Guerrero ve dig., 1998; Konan ve dig., 2002, Di
Tommaso ve dig., 2010; Holzer ve dig., 2009; Wang ve dig., 2018; Jeong ve dig.,
2005). Bunun yaninda seker igeren ila¢ yiklii liyofilize NP’lerin farkli kosullarda
uzun siire saklanmasi sirasinda ilacin yapisal kararliliginin korunmasina odaklanan
caligmalar da mevcuttur (Soares ve dig., 2013; Fonte ve dig., 2014; 2016a).
Gergeklestirilen c¢alismalar ile herhangi bir kriyoprotektan olmadan uygulanan
liyofilizasyon proseslerinde partikiil agregasyonu meydana geldigi dogrulanmuistir.
Bu agregasyon, ila¢ yiiklii NP liyofilizatlarmin kullanima hazirlanmasi esnasinda
uygulanan su ile yeniden dagitma islemini (rekonstitiisyon) biiyiikk Olgiide
engelleyerek partikiil boyutlarini istenmeyecek Slgiide biiyiitiir (Wang, 2000; Fonte
ve dig., 2016b; Almalik ve dig., 2017; Ohshima ve dig., 2009; Varshosaz ve dig.,
2012). Dolayisiyla eksipiyan kullanimi basarili bir dondurma-kurutma prosesi icin
vazgecgilmez olup uygun kriyoprotektan se¢imi ic¢in farkli NP formiilasyonlarinin

degerlendirilmesi gerekmektedir (Hirsjarvi ve dig., 2009).

1.4.2. Dondurma-¢6zme yontemi

Liyofilizasyon prosesi i¢in kullanilacak olan kriyoprotektan c¢esidi ve
konsantrasyonunun optimizasyonu ¢ok sayida formiilasyon iizerinde calismay1
gerektirir. Bu da oldukg¢a pahali ve zaman alic1 bir siirectir. Bu nedenle oldukga
pratik ve hizli bir yontem olan dondurma-¢czme (freeze-thaw) yontemi,
liyofilizasyon prosesi i¢in en uygun kriyoprotektan cesidi ve konsantrasyonunun
belirlenmesinde 6n bir eleme testi olarak kullanilmaktadir (Schwarz ve Mehnert,
1997; Date ve dig., 2010; Holzer ve dig., 2009; Doktorovova ve dig., 2014,
Abdelwahed ve dig., 2006; Di Tommaso ve dig., 2010).

Literatiirde pek ¢ok ¢alisma dondurma-g0zme testleri igin farkli dondurma

sicakliklarmin kullanimi, hizli veya yavas dondurma (Di Tommaso ve dig., 2010;

20



Cui ve dig., 2003; Saez ce dig., 2000; Quintanar-Guerrero ve dig., 1998), farkli NP
ve kriyoprotektan konsantrasyonlarinin kullanimi (Hirsjérvi ve dig., 2009; Holzer ve
dig., 2009; Chasteigner ve dig., 1996; Date ve dig., 2010) gibi bircok parametreyi
degistirerek liyofilizasyon sirasinda partikiil kararliligin1 koruyacak olan optimum

kosullara ulagsmay1 hedeflemistir.

Genel olarak dondurma-¢ozme islemleri sonrasinda Kkriyoprotektan igermeyen
formulasyonlarda partikul agregasyonunun meydana geldigi goriilirken seker ilave
edilen NP formiilasyonlarinda farkli parametrelerin (kriyoprotektan c¢esidi ve
konsantrasyonu, NP konsantrasyonu ve dondurma sicakliklar1 gibi) uygulanmasi
partikiil kararlilig1 iizerindeki koruyucu etkinliginde farkli sonuclara neden oldugu
goriilmiistiir (Di Tommasove dig., 2010; Cui ve dig., 2003; Saez ve dig., 2000;
Quintanar-Guerrero ve dig., 1998; Hirsjarvi ve dig., 2009; Holzer ve dig., 2009; de
Chasteigner ve dig., 1996; Date ve dig., 2010).

2010 yilinda Di Tommaso ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, daha
cok oftalmik (goz ile ilgili) uygulamalarda kullanilan siklosporin A (CsA) yikli
MPEG-hexPLA misellerine-gesitli sekerlerin izotonik ve hipertonik ¢6zeltileri
varhiginda ve iki farkli dondurma sicakhiginda- dondurma-¢cbzme prosesi
uygulanmistir. Dondurma-¢ézme sonrasi partikiil kararliligmni koruyan sicaklik ve
seker c¢esitleri ile konsantrasyonlar1 belirlenerek sonrasinda da ilag yiiklii NP’lerin bu
kosullarda dondurma-kurutma testleri gergeklestirilmistir. Sonucta; %10 sukroz
iceren CsA vyukli MPEG-hexPLA misel formiilasyonlarinda basarili bir
liyofilizasyon ve rekonstitiisyon islemi gergeklestigi bildirilmistir (Di Tommasove
dig., 2010). Aym yil yiritilen bir diger c¢alismada tiiberkiiloz hastaligmin
tedavisinde kullanilan rifampisin ilaci1 kullanilarak, Gantrez AN-119 polimeri bazli
ilag yUkli PNP’ler iretilmisti. Bu PNP’lerin liyofilizasyonunda kullanilacak
optimum kosullar yine dondurma-¢ozme testleri ile belirlenmistir. Trehaloz ve
fruktozun PNP’ler iizerindeki etkinligi farkli sartlar1 (NP konsantrasyonu,
kriyorotektan konsantrasyonu, dondurma sicakligi) igeren bir dizi dondurma-¢6zme
testi ile degerlendirilmistir. Sonrasinda partikiil kararhiligini en iyi korundugu
kosullar liyofilizasyon prosesinde uygulandiginda yine benzer sonuglar elde

edilmistir (Date ve dig., 2010).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasallar

L-l6sin (L-2-amino-4-metilpentanoik asit) (TCI, %99), sodyum nitrit (NaNOz) (BDH
Chemicals) ve sulfirik asit (H2SO4) (Sigma-Aldrich, %95-97) L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asit sentezi i¢in kullanildi. Toluen (Sigma-Aldrich, %99,7) ve
katalizor olarak p-toluensulfonik asit monohidrat (PTSA.H.O) (Sigma-Aldrich,
%98,5), L-3,6-diizobitil-1,4-dioksan-2,5-dion (L-diizobutil glikolid, LDIBG)
monomerinin sentezi sirasinda kullanildi.  Poli(diizobiitil glikolid) (PDIBG)
homopolimer sentezi icin katalizor olarak kalay(ll) 2-etilhekzanoat (kalay(ll) oktoat,
Sn(Oct), (Sigma Aldrich, %95) ve baslatict olarak benzil alkol (Sigma Aldrich,
%99,8) kullanildi. PLGA (Corbion, 75/25), poli(vinil alkol) (PVA, Mowiol, My ~ 31
kDa), trietilamin (EtsN) (Sigma-Aldrich, %99), D-glukoz (Galenik Ecza), mannitol
(BDH Chemicals) ve sukroz (Merck) nanopartikiillerinin hazirlanmasi sirasinda
kullanildi. Sodyum kloriir (NaCl) (%99), sodyum stlfat (Na2SOs) (%99), dietil eter
(Et20) (%99,5), hekzan (%95), diklorometan (%99,5), dimetil stlfoksit (%99,9) ve
metanol (%99,8) Sigma-Aldrich’ten temin edildi ve L-2-hidroksi-4-metilpentanoik
asit, L-diizobutil glikolid ve poli(diizobatil glikolid) tirtinlerinin sentezleri sirasinda
saflagtirma amaci ile direkt olarak kullanildi. Tetrahidrofuran (THF) (Sigma-Aldrich,
%99.,9) GPC analizleri sirasinda hareketli faz olarak ve numune hazirlamak amaci ile
kullanildi.  Doksorubisin ~ yukli  PLGA nanopartikillerinin  hazirlanmasinda
kullandigimiz PURASORB ® PDLG 7510 (PLGA 75/25) polimerini temin ettigi i¢in

Corbion’a tesekkiir ederiz.

2.2. Kullanilan Cihazlar

2.2.1.  Azalulmis  toplam  reflektans-fourier  donisiimliic  kizilotesi
spektrofotometresi (ATR-FTIR)

ATR Bruker-Tensor 27 model spektrofotometre kullanilarak 4000-600 cm™
araliginda ve 4 cm? ¢oziiniirliigiinde 30 tarama yapilarak sentez edilen iiriinlerin

ATR-FTIR spektrumlar1 alindi.
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2.2.2. Nukleer manyetik rezonans spektrometresi (NMR)

Bruker Avance Il 400 MHz NMR spektrometresi (Giresun Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (GRUMLAB) sentez edilen
irliinlerin yapisal tayini ve homopolimerin sayica ortalama molekiil agirlik ile

doniistimiiniin belirlenmesi amaci ile kullanildi.
2.2.3. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC)

Sentez edilen homopolimerin molekiil agwrhik ve molekiil agirlik dagiliminin
belirlenmesi i¢in kromatografik GPC (Malvern) tekniginden yararlanildi. GPC
analizi; biinyesinde bir pompa, 3 adet kolon iceren (iki adet kolon 300x8 mm
Viscotec LT4000L Mixed, Low Org ve bir 6n kolon 10x4,6 mm Viscotek TGuard,
Org Guard Col) kolon firmi1 ve bir refraktif indeks detektor (VE 3580 RI Detector)
bulunduran Viscotek GPCmax Autosampler sistemli cihaz ile 1 mL/dakika akis
hizinda THF (HPLC saflikta) kullanilarak 35 °C’de yapildi. Analiz sirasinda
enjeksiyon hacmi 100 pLL ve numune konsantrasyonlar1 5 mg/mL olacak sekilde
belirlendi. Kalibrasyon egrisi hazirlanirken molekiil agirliklar1 1,200-400 kDa
arasinda degisen dokuz tane polistiren standardi kullanildi. Analiz sonuglari,

OmniSEC 5,12 paket programi kullanilarak hesaplandi.
2.2.4. Diferansiyel taramah kalorimetri (DSC)

Poli(diizobatil glikolid) homopolimerinin termal karakteristikleri; -60-220 °C
araliginda 10 °C/dakika 1sitma/sogutma hizinda iki 1sitma basamakli olarak sisteme
20 mL/dakika hacimsel akis hizinda azot beslenerek Mettler Toledo DSCI1 Star

System cihaz ile belirlendi.
2.2.5. Termogravimetrik analiz (TGA)

Poli(diizobdtil glikolid) homopolimerinin termal bozunma davranist TGA 1 STAR
System cihazi kullanilarak arastirildi. Analiz, sisteme 30 mL/dakika hacimsel akis
hizinda azot beslenerek numunenin oda sicakligindan 600 °C’ye kadar 10 °C/dakika

hizla 1sitilmasi ile gergeklestirildi.

23



2.2.6. Ultrasonik homojenizator

Nanopartikiil tiretimleri tekli emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma teknigi kullanilarak

ultrasonik homojenizatdr (Bandelin Sonopuls HD 2070.2) ile gerceklestirildi.
2.2.7. Sogutmah santrifiij

Nanopartikiiller hazirlandiktan sonra sulu siispansiyonlarindan toplanmasi islemleri

santrifiij cthazi (Gyrozen 1580R, Seul/Kore) kullanilarak 4 °C’de gerceklestirildi.
2.2.8. Partikil boyut analizator (ZetaSizer)

Hazirlanan nanopartikiillerin boyutlari, boyut dagilimlar1 ve yiizey yiikleri 25 °C’de
dinamik 11k sagilmas: yontemi (DLS: dynamic light scattering) ile Zetasizer Nano
ZS 90 (Malvern) cihazi kullanilarak belirlendi.

2.2.9. Liyofilizator (Freeze dryer)

Donmus nanopartikiillerden oda sicakliginda suyun uzaklastirilmasi islemi, -80 °C ve
0,008 mBar basing altinda liyofilizatér (Labconco FreeZone Plus Cascade Freeze

Dry Systems 2,5 L) ile gerceklestirildi.
2.2.10. Sogutmal sirkulator

Sogutmali sirkiilator (Huber, TCI100E) dondurma-¢6zme ve dondurma-kurutma

testlerinde NP Orneklerinin dondurulmasinda kullanildi.
2.2.11. UV/Vis spektrofotometre

Nanopartikiillerin igerisine yliklenen doksorubisin miktarlar1 Agilent Cary-60
UV/Vis spektrofotometre cihazi kullanilarak belirlendi.

2.3. YOntem
2.3.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi

L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2) sentezi basit ve pratik olan diazotizasyon

yontemi kullanilarak gerceklestirildi;
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Sekil 2.1. 2 bilesiginin sentezi

2,5 M sulfurik asit (H2SO4) (80 mL, 0,2 mol) igerisinde karigmakta olan L-1sin (L-2-
amino-4-metilpentanoik asit) (13,25 g, 0,1 mol) ¢Ozeltisi icerisine, saf su icerisinde
hazirlanan sodyum nitrit (NaNOz) (41,4 g, 0,6 mol) ¢Ozeltisi damlatma hunisi
yardimi ile damla damla 0 °C’de yaklasik iki saat siire ile eklendi. Eklemi isleminden
sonra reaksiyon 3 saat daha 0 °C’de karistirilmaya devam ettirildi ve arkasindan oda
sicakligma getirilerek 24 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Devaminda, sulu
cozelti sodyum klortr (NaCl) ile doyurularak dietil eter (3 x 80 mL) ile ekstrakte
edildi. Ekstraksiyon sonucunda elde edilen organik fazlar birlestirildi ve susuz
sodyum sulfat (NaSOgs) ile kurutulup filtre edildi. Organik ¢oziicii vakum altinda
evaporator yardimi ile uzaklastirildiktan sonra sarimsi vizkoz kalint1 elde edildi. Son
olarak, viskoz kalint1 dietil eter-hekzan karisimu ile kristallendirilerek L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asit (2) beyaz kristalleri elde edildi (%80) (Sekil 2.1) (Arican ve
Mert, 2020; Cetin ve dig., 2021, Miiller ve dig., 2009).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) §: 0,92-1,08 (d, J = 6,6 Hz, 6H, CHs, CHs); 1,58-1,72
(dist. t, J = 7,2 Hz, 2H, CHy); 1,82-1,98 (m, 1H, CH); 4,26-4,38 (dist. dd, J = 6,0, 7,4
Hz, 1H, CH); 6,40-8,20 (br, 2H, OH, COOH). *C-NMR (100 MHz, CDCls) &:
21,53; 23,33; 24,58; 43,30; 69,02; 180,72. ATR-FTIR (vmad/cmL): 3420 (OH); 2957,
2934, 2905, 2874 (CH); 1701 (C=0).

2.3.2. L-3,6-diizobutil-1,4-dioksan-2,5-dion (L-diizobutil glikolid, LDIBG)
sentezi

o o
\(\skaH PTSA.H,0 WAO
OH Toluen ojw/sk/l\
o
2 3

Sekil 2.2. 3 bilesiginin sentezi
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L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2, 10 g, 75,7 mmol), p-toluenstlfonik asit
monohidrat (PTSA.H20, 200 mg, 1,0 mmol) ve toluen (200 mL) 250 mL’lik balon
icerisine eklendi. Karisim; reaksiyon sirasinda olusan suyun azeotropik olarak
reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi amact ile dean-stark aparati kullanilarak 12
saat boyunca kaynatildi. Reaksiyon takibi i¢in ince tabaka kromatografisi (TLC,
Silika Jel 60 F2s4) tekniginden yararlanildi. Spotlar TLC plakasinda etil asetat/hekzan
(1:1) hareketli faz1 kullanilarak vyiiriitiildii ve noktalarin belirlenmesi i¢in, TLC
plakas1 potasyum permanganat boyasi (fonksiyonel grup (ester, amin, alkol gibi)
belirteci) ile boyanarak 60 °C’de 2 dakika bekletildi (Rs: 0,84). L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asit baslangic maddesine ait spotun TLC plakasinda yok olmasi ile
birlikte (12 saat) reaksiyon karisimi sogutularak toluen evaporator yardimi ile diisiik

basing altinda (9.10" mBar) uzaklastirildi.

Elde edilen oligomer-monomer karigimi, oligomerleri uzaklastirmak i¢in iki defa
dietil eter ile yikand1. Sonrasinda dietil eter dekantasyonla ayrilip ¢6ziicliyli tamamen
uzaklastirmak i¢in elde edilen L-3,6-diizobiditil-1,4-dioksan-2,5-dion (L-diizobutil
glikolid, LDIBG, 3) beyaz kristalleri vakum altinda kurutuldu (%40) (Sekil 2.2)
(Arican ve Mert, 2015; 2020).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) §: 0,92-0,98 (d, J = 6,0 Hz, 6H, CHs, CHs); 0,98-1,08
(d, J = 6,0 Hz, 6H, CHs, CH3); 1,82-2,06 (m, 6H, CH, CH, CH,, CH>); 4,88-5,00 (dd,
J =41, 9,2 Hz, 2H, CH, CH). 3C-NMR (100 MHz, CDCls) 5: 21,30; 23,00; 23,87;
38,84; 74,12; 167,41. ATR-FTIR (vmadcm): 2957, 2928, 2868 (CH); 1755 (C=0).

2.3.3. Poli(diizobutil glikolid) (PDIBG) homopolimer sentezi
o o) )\
OH Mo Sn(Oct), ot % O\I(é\o)g H

(o)
4 3 5

Sekil 2.3. 5 bilesiginin sentezi
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LDIBG monomerinin (3) ¢6zlcusiz ortamda argon atmosferi altinda halka agilma
polimerizasyonu yontemi ile homopolimer sentezi literatiirdeki protokollerden
yararlanilarak gerceklestirildi (Arican ve Mert, 2015; 2020; Arican ve dig., 2018;
Cetin ve dig., 2021).

Poli(diizobiitil glikolid) (PDIBG) 5 sentezi yapilirken; kalay(II) 2-etilhekzanoat (10,7
mg, 25x10° mmol, 1,0 esdeger), L-diizobitil glikolid (285 mg, 1,25 mmol, 50
esdeger) ve benzil alkol (2,6 pL, 25x10° mmol, 1,0 esdeger) sirasiyla
polimerizasyon tiipliniin icerisine eklendi. Reaksiyon, 175 °C’de argon gazi altinda 6
saat sureyle gerceklestirildi (Sekil 2.3). Reaksiyon ortaminda bulunan kalintilari
(monomer, oligomerik tiirler ve katalizor) uzaklastirmak amaci ile sentez edilen
homopolimer eser miktarda diklorometan (1 mL) ile ¢6ziliip soguk metanoliin (10
mL) asirist ile ¢oktiiriilerek gece boyunca -22 °C’de bekletildi. Son olarak, 10.000
rpm -20 °C’de 5 dakika boyunca santrifiij edilip, ¢0zlcu dekantasyonla ayrildi ve
elde edilen saf polimer vakum altinda kurutuldu (%80).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) §: 0,88-0,97 (d, J = 5,9 Hz, 6H, CHs, CHs), 0,97-1,04
(d, J = 5,7 Hz, 6H, CHs, CHs), 1,54-1,96 (m, 6H, CH, CH, CH2, CHy), 5,04-5,25 (dd,
, J =34, 8.8 Hz, 2H, CH, CH), 7,32-7,43 (m, 5H, aromatik CH). 3C-NMR (100
MHz, CDCls) &: 21,40; 23,01; 24,51; 39,29; 71,35; 169,80. ATR-FTIR (Vmad/cmL):
2958, 2873 (CH); 1753 (C=0).

2.3.4. Doksorubisin yUkli PLGA/PDIBG-NP’lerinin hazirlanmasi

Doksorubisin yukli PLGA ve PDIBG-NP’leri literatiirde var olan protokoller
uyarlanarak tekli emilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlandi (Yang vd.,
2013; Caglar ve dig., 2014; Pieper ve Langer, 2017);

. Bu yontem ile etkili bir sekilde NP igerisine yliklenebilmesi i¢in Oncelikle
hidrokloriir tuzu seklinde bulunan doksorubisin (DOX-HCI, hidrofilik form)
trietilamin ilavesi ile serbest ilag formuna (HCI’nin uzaklastirilmasi,
hidrofobik form) doniistiiriildii. Bunun i¢in ilag¢ ¢ozeltisi hazirlanirken 1 mg
DOX-HCl i¢in 8 pl trietilamin, organik ¢6ziicii olarak metanol kullanildu.

o Uygulanan NP hazirlama yonteminde optimum partikiil boyutu, PDI degeri

ve ilag yukleme verimliligini saglayan formiilasyonu belirlemek i¢in; polimer
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miktari, ilag miktari, stirfaktan konsantrasyonu (%PVA (w/v, agirlik/hacim)),
organik ¢oziicli ¢esidi, sonikasyon siiresi ve giicli gibi farkli parametreler
kullanild.

o NP formiilasyonlarmm kaba emiilsiyonu (o/w: yag/su); organik faz (ilag¢
¢ozeltisi+ polimer + ¢oziicii) ve su fazmin (siirfaktan (%PVA)) birlestirilerek
buz banyosunda sonike edilmesiyle hazirland1.

. Sonikasyon sonrasi elde edilen emiilsiyon karigmakta olan siirfaktan icerisine
eklenip organik fazin uzaklastirilmasi (¢oziici buharlasmasi) i¢in yaklasik 4
saat ceker ocakta karistirildi. Karigtirma siiresinin sonunda sogutmali santrifiij
kullanilarak 15.000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi ve aym
santrifiij kosulunda su ile iki kez yikama islemi yapilarak ortamdaki siirfaktan
uzaklastirildi (Sekil 2.1).

. Son olarak santrifiij islemleri sonrasi toplanan NP’lerin partikiil boyutu ve
boyut dagilimlar partikiil boyut analizator ile dinamik 11k sag¢ilmasi1 y6ntemi
(DLS: dynamic light scattering) kullanilarak tayin edildi.

‘ @ Doksorubisin  /\_~ PLGA/PDIBG ~—~~ PVA ‘

Surfaktan
(PVA)
Santrifuj

DOX-PLGA/PDIBG
Nanopartikulleri

ety Sonikasyon Surfaktana ekleme Gozlicli evaporasyonu
R
R ‘9.:{}”;_ (Buz banyosu) (Karigtirma)

) 2

Organik ¢éziicui o
(PLGA/PDIEG, Doksorubisin-HCl + TEA — Doksorubisin + TEA-HCI
DOX, TEA)

Sekil 2.4. Tekli emiilsiyon yontemi ile NP {iretiminin sematik gosterimi

2.3.5. NP icine yUklenen ila¢ veriminin hesaplanmasi

Cesitli parametreler kullanilarak hazirlanan her bir doksorubisin yiikli-NP’de yiiklii
ila¢c miktar1t UV/Vis spektrofotometresi kullanilarak belirlendi (Jibowu, 2016; Tansik
ve dig., 2014; Tewes ve dig., 2007; Termsarasab ve dig., 2014; Lee ve dig., 2019).
Oncelikle dimetil stilfoksit (DMSO) veya diklorometan (DCM) organik ¢oziciileri

kullanilarak 1 mg/ml konsantrasyonlu ilag ¢ozeltileri hazirland1.
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Sonraki agamada 125; 62,5; 31,25; 15,63 ve 7,81 pug/mL olmak iizere bes farkli
konsantrasyona seyreltilen ilag ¢Ozeltilerinin 480 nm’de absorbanslar1 belirlenerek
her iki ¢Ozucl icin birer kalibrasyon egrisi olusturuldu (DMSO ve DCM igin
olusturulan kalibrasyon egrileri EK-C’de sirasiyla Sekil C.1 ve Sekil C.2 olarak
gosterildi).

Ardindan santrifiij ve yikama islemleri sonrasi toplanan NP’ler liyofilize edildikten
sonra ¢Ozucide c¢ozlnerek (PLGA-NP’leri igin DMSO, PDIBG-NP’leri i¢in DCM
kullanildi) UV-spektroforometresinde 480 nm’deki absorbans degerleri oOl¢iildii ve
kalibrasyon egrisinden elde edilen formiilde yerine koyularak NP 6rnekleri iginde
yiiklii ilag miktar1 hesaplandi. Son olarak NP’lerin ilag enkapsiilasyon etkinligi
(%EE) asagida gosterilen esitlik (2.1) kullanilarak hesaplands;

Yiiklenen ilag¢ miktar1

%EE = 1
& Toplam ilag miktari Y (2.2)

2.3.6. DOX-PLGA/PDIBG-NP’lerine dondurma-¢tzme ve dondurma-kurutma
proseslerinin uygulanmasi

2.3.6.1. NP’lere uygulanan dondurma sicakhiklarinin belirlenmesi

NP’lere uygulanacak olan dondurma sicakliklarinin belirlenmesi igin literatiirdeki
bulgulardan yararlanildi. Basarili bir liyofilizasyon i¢in eksipiyanlarm hem tek
basina hem de PNP ile birlestirilmis formiilasyonlarin ¢ozeltileri ve kati iceriklerinin
(Tg', Ty) termal analizleri gerceklestirilmektedir. Uriiniin dondurma ve kurutma
asamalarinda ¢okme davranigi gdstermemesi i¢in bu sicakliklardan daha diisiik
sicakliklarda dondurulmasit ve saklanmasi gerekmektedir. Bu tez calismasinda
kullanilan sekerlerden; mannitoliin -31,7 °C ve -25,9 °C; glukozun -43,6 °C ve -41,7
°C; sukrozun ise -30,5 °C ve -33,5 °C sicakliklar1 arasinda camsi gegis davranisi
gosterdigi, PLGA-NP’nin ise -25,4 °C’de goriilen camsi1 gegis sicakliginin
kriyoprotektanlarla birlestirildiklerinde kriyoprotektanin camsi gegis sicakligma
yaklastig1 literatiirde bildirilmistir (Saez ve dig., 2000; Holzer ve dig., 2009; Di
Tommaso ve dig., 2010; Abdelwahed ve dig., 2006). Bu nedenle ¢cokme sicakliginin
NP’lerin kararlilig1 iizerindeki etkisini de degerlendirmek adma kulanilan

kriyoprotektanlarin cams1 gegis sicakliklar1 g6z Oniinde bulundurularak NP
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orneklerini dondurmak i¢in hem bu sicakliklarin altinda olan -50 °C hem de daha

yiiksek bir sicaklik olan -20 °C iki farkli sicaklik olarak se¢ilmistir.

2.3.6.2. Dondurma-¢tzme prosesi

Liyofilize edilen NP’lerin karakteristigi iizerinde en etkili parameterleden biri
dondurma iglemidir. Doksorubisin yiikli PLGA ve PDIBG NP’lerinin kriyoprotektan
ilave edilen ve edilmeyen 6rneklerine iki farkli dondurma sicakliginda (-50 °C ve -20
°C’de) dondurma-¢6zme prosesi uygulandi. Kriyoprotektan olarak kullanilan
mannitol, glukoz ve sukrozun seker c¢ozeltileri ile NP’ler, Np
stispansiyon/kriyoprotektan ¢ozeltileri (1:1) orani olacak sekilde karistirildi. Kontrol
grubu olak kriyoprotektan kullanilmayan NP’ler ise Np siispansiyon/su (1:1) oram
olacak sekilde distile su ile karistirildi. Kriyoprotektan ilave edilen ve edilmeyen
ornekler -20°C’de 1 gece veya -50°C’de 3 saat dondurulmasi ve sonrasinda oda
sicakliginda ¢oziinmesi ile dondurma-gcdzme testleri gergeklestirildi. Dondurma-
¢O0zme sonras1 NP’lerin boyut analizleri gergeklestirilerek dondurma sicakliginin ve
kriyoprotektan varliginin partikiil kararlilig1 tizerindeki etkileri degerlendirildi (Niu
ve Panyam, 2017; Di Tommaso ve dig., 2010; Cui ve dig., 2003; Date ve dig., 2010;
Hirsjarvi ve dig., 2009).

2.3.6.3. Liyofilizasyon prosesi

Kriyoprotektan konsantrasyonu, NP konsantrasyonu ve dondurma sicakligi gibi
farkli kosullar1 igeren liyofilizasyon prosesi ile partikiil kararliligmin korundugu ve
uzun siireli saklamaya uygun NP formiilasyonu belirlenmistir. Bunun igin dondurma-
¢cozme testlerinde oldugu gibi kriyoprotektan ¢ozeltileri ile (1:1) oraninda karistirilan
NP’lere -20 °C’de 1 gece ve -50 °C’de 3 saat olmak Uzere iki farkli dondurma
sicakligr uygulanarak liyofilizator (freeze-dryer) cihazinda -80 °C’de, 0.001 mbar
vakum basimct altinda 1 gece boyunca kurutma islemi uygulandi. BOylece benzer
sartlar kullanilarak gergeklestirilen bu iki yontem arasindaki iliski incelendi (Subedi
ve dig., 2009; Dave ve dig., 2012; Shaikh ve dig., 2017).

2.3.7. Liyofilize NP’lerin rekonstitiisyonu

Kriyoprotektan iceren ve igermeyen NP’lerin liyofilizasyonu sonrasi elde edilen

liyofilize kekler baslangigtaki (liyofilizasyon dncesindeki) hacmi saglayacak sekilde
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su eklenerek yeniden dagitildi. Rekonstitlisyon islemi yapilan NP’lerin partikil
boyutu ve boyut dagilimlari partikiil boyut analizator ile belirlendi. Birbiri ile
kiyaslanan seker ilaveli NP’ler icerisinden uzun siireli saklama sirasinda partikiil
kararliligin1 koruma potansiyeline sahip seker c¢esidi ve konsantrasyonu belirlendi

(Subedi ve dig., 2009; Shaikh ve dig., 2017; Hu ve dig., 2018; Fonte ve dig., 2014).

2.3.8. Kriyoprotektan iceren liyofilize NP’lerin uzun siireli saklama calismasi

Farkli sekerler ve konsantrasyonlari ile uygulanan cgesitli liyofilizasyon testleri
sonunda NP kararliligimi1 kisa siireli korumada en etkili olan seker cesidi ve
konsantrasyonu ile uzun siireli saklama c¢alismas1 gergeklestirilerek kriyoprotektan
kullanimu ile liyofilize NP’lerin 1 aylik depolama siiresince kararlhiliklarinin korunup
korunmadigi test edildi (Fonte ve dig., 2014; Soares ve dig., 2013; Yadav ve Sawant,
2010; Holzer ve dig., 2009).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2) Sentezi ve Karakterizasyonu

0]

o
OH

2

Sekil 3.1. 2 bilesigi

L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2) sentezi, asidik sulu bir ortamda dogal bir -
amino asit olan L-16sin (L-2-amino-4-metilpentanoik asit) ile sodyum nitridin
reaksiyonu sonucu basit, givenilir ve ucuz bir yontem olan diazotizasyon yontemi ile
gerceklestirildi (Sekil 3.1) (Arican ve Mert, 2020; Cetin ve dig., 2021; Cohen-Arazi
ve dig., 2008; 2010; 2013; Miller ve dig., 2009). 2 bilesiginin yapisinin
aydmlatilmasinda spektroskopik (ATR-FTIR ve NMR) tekniklerden yararlanildi.

Analiz sonuglarindan elde edilen veriler asagida detaylica tartisiimaktadir.

2 bilesigine ait H-NMR spektrumu (Sekil 3.2) degerlendirildiginde; 0,92-1,08
ppm’de a ve b kodlu metil protonlarina ait alt1 protonluk ikili bir pik, 1,58-1,72
ppm’de ¢ kodlu metilen protonuna ait bozulmus tgli bir pik, 1,82-1,98 ppm’de d
kodlu metin protonuna ait coklu bir pik, 4,26-4,38 ppm’de e kodlu a-metin
protonuna ait ikilinin ikilisi bir pik ve 6,40-8,20 ppm arasinda f ve g kodlu hidroksil
protonlarma ait iki protonluk yayvan bir pik goriilmektedir.

2 bilesiginin *C-NMR spektrumunda; 21,53 ppm’de a kodlu metil, 23,33 ppm’de b
kodlu metil, 24,58 ppm’de d kodlu metin, 43,30 ppm’de c kodlu metilen, 69,02
ppm’de e kodlu a-metin ve 180,72 ppm’de h kodlu karbonil karbonlarina ait pikler
goriilmektedir (Sekil 3.3). Ayrica, NMR spektrumdan elde edilen verilerin
literatiirdeki degerler (Arican ve Mert, 2020; Cetin ve dig., 2021) ile uyum igerisinde

oldugu anlagilmaktadir.
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2 bilesiginin yapismin aydmlatilmasinda kullanilan NMR verileri ATR-FTIR analizi
ile de desteklendi. ATR-FTIR spektrumunda (Sekil 3.4); 3420 cm™’de gozlenen pik,
hidroksil (OH) grubuna aittir ve baslangic maddesinde de (EK-A Sekil A.1)
gorinmemektedir.2957, 2934, 2905 ve 2874 cm™’de gozlenen pikler C-H gerilme
frekanslarina karsilik gelmektedir. 1701 cm™’de gdzlenen keskin pik ise karboksilik

asit grubunun karbonil (C=0) gerilme frekansina atfedilebilir.
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Sekil 3.3. 2 bilesigine ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.4. 2 bilesigine ait ATR-FTIR spektrumu

3.2. L-Diizobdtil Glikolid (3) Sentezi ve Karakterizasyonu

3

Sekil 3.5. 3 bilesigi

L-3,6-diizobutil-1,4-dioksan-2,5-dion (L-diizobutil glikolid, LDIBG) monomerinin
sentezi; L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2) baslangic maddesi kullanilarak
PTSA.H20O katalizorii varhiginda ve toluen igerisinde kiral merkez korunarak
gerceklestirildi  (Sekil 3.5) (Arican ve Mert, 2020). Reaksiyon takibi igin
kromatografik tekniklerden (TLC, GPC) yararlanildi.

Reflaks slresince belirli zaman araliklarinda (4. 8. ve 12. saat) reaksiyon ortamindan
numuneler almmarak ince tabaka kromatografisi (TLC) teknigi ile baslangi¢
maddesine ait spotun kaybolup kaybolmadigi teyit edildi (L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asit Ry. 0,1, L-3,6-diizobtil-1,4-dioksan-2,5-dion Rt 0,84). Sonuclar,
jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) teknigi kullanilarak da teyit edildi. Reaksiyon
surecinde alman numunelerden 12 saatlik reflaks siiresinin monomer sentezi i¢in
yeterli oldugu anlasildi. Ayrica, dietil eter ile yikama sonucu oligomerik tiirlerden

arindirilan LDIBG (3) monomerinin TLC plakasinda tek bir spot olmasi ve GPC
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analizi sonucunda tek bir pik goriilmesi (oligomerik tiirler ve baslangic maddesi olan
L-2-hidroksi-4-metilpentanoik aside (2) ait piklerin gorilmemesi) sentez edilen
monomerin saf olarak elde edildigini dogrulamaktadir (EK-B, Sekil B.1). Bu
tekniklerin yani sira 3 bilesiginin yapisal karakterizasyonu icin *H-NMR (Sekil 3.6),
13C-NMR (Sekil 3.7) ve ATR-FTIR (Sekil 3.8) teknikleri kullanildi. Spektroskopik

teknikler kullanilarak elde edilen bulgular asagida detaylica verilmektedir.

Sekil 3.6°da verilen 3 bilesiginin *H-NMR spektrumu yorumlanirken literatiirdeki
bilgiler dikkate alind1 (Arican ve Mert, 2020). Glikolid halkas1 tizerindeki siibstitiiye
izobiitil grubunun metil protonlarina ait a ve b kodlu pikler siras1 ile 0,92-0,98 ppm
ve 0,98-1,08 ppm’de iki tane ikili pik, metin ve metilen protonlarina ait d ve ¢ kodlu
pikler ise 1,82-2,06 ppm arasinda goriilmektedir. 4,88-5,00 ppm’de ikilinin ikilisi
olarak goriilen pik ise e kodlu a-metin protonlarina aittir. Baglangi¢ maddesinde (L-
2-hiroksi-4-metilpentanoik asit, 2) e kodlu a-metin protonuna ait 4,26-4,38 ppm’de
gelen pikin halka kapanmasi ile birlikte LDIBG (3) bilesiginde 4,88-5,00 ppm’e

kaymasi glikolid halkasi olusumunu dogrulamaktadir.
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Sekil 3.6. 3 bilesigine ait *H-NMR spektrumu

LDIBG (3) bilesiginin *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.7); 21,30 ppm’deki a kodlu
metil, 23,00 ppm’deki b kodlu metil, 23,87 ppm’deki d kodlu metin, 38,84 ppm’deki

¢ kodlu metilen karbonlarina ait pikler glikolid halkasi tizerindeki siibstitiiye izobiitil
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grubuna ait karbonlar1 gostermektedir. 74,12 ppm’deki e kodlu ve 167,41 ppm’deki h
kodlu pikler siras1 ile glikolid halkasindaki a-metin ve karbonil karbonlarma aittir.
Ayrica, baslangic maddesinde (2) 69,02 ppm ile 180,72 ppm’de gelen e kodlu a-
metin ve h kodlu karbonil karbonlarina ait olan piklerin LDIBG (3) bilesiginde
strastyla 74,12 ile 167,41 ppm’e kaymasi sentezin basari ile gerceklestigini gosteren

diger bir kanittir.
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Sekil 3.7. 3 bilesigine ait 3 C-NMR spektrumu

LDIBG (3) monomerinin yapisinin aydinlatilmasi i¢in NMR verilerini destekleyici
bilgi olarak ATR-FTIR analizinden de yararlanildi. 3 bilesiginin ATR-FTIR
spektrumunda (Sekil 3.8); 2957, 2928 ve 2868 cm™’de gozlenen pikler C-H ve 1755
cm™’de gozlenen keskin pik ester grubunun karbonil (C=0) gerilme frekansma
karsilik gelmektedir.

Baslangic maddesinin (2) ATR-FTIR spektrumunda (Sekil 3.4) 3420 cm™’de goriilen
hidroksil (OH) gerilmesine ait pikin kaybolmasi ve karboksilik asit grubunun
karbonil gerilmesine ait 1701 cm™°den goriilen pikin ester olusumu ile birlikte 1755

cm™’e kaymasi LDIBG (3) sentezinin gerceklestigini dogrulamaktadir.
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Sekil 3.8. 3 bilesigine ait ATR-FTIR spektrumu

3.3. Poli(Diizobutil Glikolid) (5) Sentezi ve Karakterizasyonu
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Sekil 3.9. 5 bilesigi

Poli(diizobatil glikolid) (PDIBG) homopolimerinin (5) sentezi; monomer olarak L-
diizobiitil glikolid (3), baslatic1 olarak benzil alkol ve katalizor olarak kalay(ll) 2-
etilhekzanoat kullanilmasi ile halka agilma polimerizasyonu yontemi ile ¢dzicusiz
ortamda ve argon gazi altinda 175 °C’de gerceklestirildi (Sekil 3.9). LDIBG (3)
monomerinin erime noktasi yiiksek oldugu i¢cin (~ 170 °C) reaksiyon yliksek
sicaklikta gerceklestirildi (Arican ve Mert, 2020). 5 bilesiginin karakterizasyonu i¢in
spektroskopik (NMR ve ATR-FTIR), kromatografik (GPC) ve termal tekniklerden
(DSC ve TGA) yararlanildi. Elde edilen bulgulara dair bilgiler agagida verilmektedir.

Poli(diizobiitil glikolid) homopolimerine ait H-NMR spektrumu (Sekil 3.10)
incelendiginde; 0,88-0,97 ppm ve 0,97-1,04 ppm’de goriilen a ve b kodlu ikili pikler
izobiitil grubunun metil protonlarma aittir. 1,54-2,04 ppm araligindaki pik; izobiitil

grubunun d kodlu metin ve c¢ kodlu metilen protonlarina ait olan pikleri
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gostermektedir. 5,04-5,25 ppm’de goriilen e kodlu pik ise polimer ana zinciri
iizerindeki a-metin protonlarina ait olup, monomer (3) ile karsilastirildiginda (4,88-
5,00 ppm’den 5,04-5,25 ppm’e) kayda deger bir kimyasal kaymaya ugramistir ve bu
da halka agilma ile birlikte polimerizasyonun basarili ile gergeklestigini
gostermektedir. Bununla birlikte, *H-NMR spektrumundaki PDIBG biriminin o-
metin protonlarmnin ve benzil alkole ait 7,32-7,43 ppm’de gorulen (i kodlu) aromatik
protonlarin alanlarindan faydalanilarak sentezlenen polimerin sayica ortalama
molekiil agarlii da hesaplandi. Spektrumdan ayrica, reaksiyona girmemis
monomerin ve polimerin  o-metin protonlarinin  alanlarindan yararlanilarak

monomerin polimere %donisiimii de belirlendi (Tablo 3.1).

GPC ve 'H-NMR analizlerinden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde;
sentezlenen homopolimerin molekiil agirliginin teorik molekiil agirlhigr ile uyum
icerisinde oldugu, yiliksek doniisim (> %98) ve dar molekiil agirligi dagilimina sahip
monodispers (Mw/Mn = 1,57) homopolimer sentezinin gergeklestirildigi
anlasilmaktadir (Tablo 3.1).

Sekil 3.11°de verilen PDIBG (5) homopolimerine ait *C-NMR spektrumu
yorumlandiginda; 21,40 ppm’de a kodlu metil, 23,01 ppm’de b kodlu metil, 24,51
ppm’de d kodlu metin, 39,29 ppm’de ¢ kodlu metilen, 71,35 ppm’de ¢ kodlu a-metin
ve 169,80 ppm’de h kodlu karbonil karbonlarma ait rezonans degerleri
goriilmektedir. Spektrumda, yukarida verilen piklerin haricinde baska sinyallerin
bulunmamasi; polimerizasyonun yiiksek sicaklikta (175 °C) gergeklestirilmesine

ragmen ana zincirdeki kiral merkezde rasemizasyon olmadigini gostermektedir.

Ayrica, monomere ait 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.7) e kodlu a-metin ile h
kodlu karbonil karbonlarina ait piklerin 74,12 ppm ve 167,41 ppm’den
polimerizasyondan sonra sirast ile 71,35 ppm ve 169,80 ppm’e kaymasi1 basarili bir

halka a¢ilma polimerizasyonunu dogrulamaktadir.

Tablo 3.1. PDIBG homopolimerinin (5) molekiil agirliklar

Mu? Mp? M | My 'ni
No| @ " " " | My/My | %Déniigiim? | %Déniigiime | DB 1
(g/mol) | (g/mol) | (g/mol) | (g/mol) n TB’si

5 17888 11393 12330 | 11210 1,57 100 98,2 54

TB: Tekrarlayan birim sayisi; 2 GPC ile bulundu. » *H-NMR ile bulundu. ¢ Teorik molekiil agirlig:
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Sekil 3.11. 5 bilesigine ait 3C-NMR spektrumu

Homopolimerin (5) ATR-FTIR spektrumundaki (Sekil 3.12); 2958 ve 2873 cm™’de
gozlenen pikler C-H gerilme titresimlerine ve 1753 cm™’deki keskin pik ester
grubunun karbonil gerilme frekansina karsilik gelmektedir. Ayrica, monomere ait
karbonil gerilme titresiminin 1755 cm™’den halka agilmas: ile birlikte 1753 cm™’e

kaymas1 polimerizasyonun gerceklestigine diger bir kanit olarak gosterilebilir.
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Sekil 3.12. 5 bilesigine ait ATR-FTIR spektrumu

Poli(diizobiitil glikolid) homopolimerine ait GPC kromatograminda tek bir pikin
gorilmesi; reaksiyon sistemi igerisinde tek bir aktif tiirtin varh@in1 géstermekte olup
farkli bir dagilimda homopolimer veya oligomerik tiirtin olugsmadigma isaret
etmektedir. Kromatogramda alikonma zamani 19,0 ve sonrasi goriilen pikler marker

pik de denilen hareketli faz olan tetrahidrofuran igeriginden gelmektedir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. 5 bilesigine ait GPC kromatogrami

Poli(diizobutil glikolid) homopolimerinin termal karakteristik ¢zellikleri ve termal

bozunma davranisi sirasi ile DSC ve TGA analizleri ile arastirildi.
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Sekil 3.14A incelediginde; yalnmizca Ty (22,6 °C) gecisi sergileyen PDIBG
homopolimerinin amorf bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir ve elde edilen camsi
gecis sicakligi degeri literatiirdeki bilgilerle uyum igerisindedir (Tablo 3.2) (Yin ve
Baker, 1999; Yin ve dig., 2001). PDIBG homopolimerinin termal kararlilig1
degerlendirildiginde ise baslangic bozunma sicakligi (Tes) ve maksimum kutle
kaybmin oldugu sicakliklar (Tmaks) sirast ile 243 °C ve 285 °C olarak bulundu.
Beklenildigi gibi tek bir kiitle kayb1 gozlemlendi. 600 °C’ye 1sitmadan sonra ise kiil
miktar1 (Yc) %1,6 olarak bulundu (Sekil 3.14B) (Tablo 3.2).

L e e e 100
0.1
80
0.0+
g 0.1 8 804
= ®
w 226°C =
l -0.2 ¥ 404
-0.3
20
-0.4
0-
'05 T T T v T T T v T T T T T T T T T T T T
40 -20 0 20 40 60 80 100 120 0 100 200 300 400 500 600
A) Sicaklik (°C) B) Sicaklik (°C)

Sekil 3.14. 5 bilesigine ait DSC (A) ve TGA (B) termogramlar1

Tablo 3.2. PDIBG homopolimerinin DSC ve TGA verileri

No DSC TGA
To(°C) | Te(C) | Tm(*C) | Tus (°C) Tmaks (°C) | Ye (%)
5 | 226 - - 243 285 16

Toys: Baglangic bozunma sicakligi. Tmas: Maksimum kiitle kaybinin oldugu sicaklik. Y. (%): Kul verimi

3.4. Doksorubisin  yikli NP formiilasyonlarmin  Hazirlanmas1  ve
Karakterizasyonu

Tekli emdlsiyon ¢oziicii buharlagtirma yonteminde; polimer miktari, siirfaktan
konsantrasyonu ve miktari, sonikasyon giicli ve siiresi gibi cesitli parametreler
kullanilarak doksorubisin yiikli PLGA ve PDIBG-NP’leri (DOX-PLGA-NP ve
DOX-PDIBG-NP) hazirland1 ve bu parametrelerin ilag enkapsiilasyon etkinligi,
partikiill boyutu ve boyut dagilimi agisindan etkisi degerlendirilerek optimum

formulasyon belirlendi.
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3.4.1. DOX-PLGA-NP’leri i¢in kritik formiilasyon

Doksorubisin  yikli PLGA-NP’lerinin hazirlanmasi1 sirasinda farkli  kosullar
uygulanmistir ve bu kosullarin partikiil 6zellikleri tizerindeki etkisi degerlendirilerek
en uygun Ozellileri saglayan kritik formiilasyon belirlenmistir. Doksorubisin yukli
PLGA-NP formilasyonlarmin  hazirlanmasi  sirasinda  uygulanan kosullar
Tablo.3.3.’de detaylica gosterilmistir ve partikiillerin boyut, PDI ve EE 0Ozellikleri

karsilagtirmali olarak incelenmistir;

o Baslangigtaki polimer miktar1 25 mg (NP1, NP2) ve 50 mg (NP3, NP4, NP5)
olmak {iizere iki farkli polimer konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan NP’ler
karsilagtirildiginda beklenildigi ilizere daha fazla ila¢ yiikleme olasiligima
sahip olan yiiksek polimer konsantrasyonu (50 mg) daha basarili bir
enkapsiilasyon etkinligi (> %20) gostermistir.

. 25 mg PLGA kullanilarak hazirlanan NP1 ve NP2 karsilastirildiginda ise
metanol miktarmin ilag ¢oziiniirliiglinii arttirmasma bagli olarak NP2’ de
enkapsiilasyon etkinliginin daha iyi oldugu goriilmektedir.

. Yine ¢oziiniirliige bagh olarak diklorometan yerine kloroform kullanilmasi
durumunda diger tiim sartlar ayni1 olmasina ragmen NP3’te ila¢ yiikleme
verimi NP4 e kiyasla daha dustiktiir.

. PLGA-NP’leri icin siirfaktan konsantrasyonunun % 0.75’ten (NP5) %]1’e
(NP4) arttirilmasi1 durumunda ise nispeten daha yiiksek partikiil boyutlarina
sahip NP’ler elde edilmistir.

. Genel olarak 50 mg polimer kullanilarak hazirlanan NP’ler ila¢ kapsiilleme
bakimindan daha avantajli olsa da partikiil boyutlar1 arzu edilenin (~ 250 nm)
Uzerindedir. Bu defa sonikasyon siresinin 4 dakikaya ¢ikarilmasi ile (NP6)
218 nm gibi oldukga kiiglik boyutlara sahip NP’ler elde edilmistir (EK-D,
Sekil D.1).

Sonugta, % 22.1 enkapsiilasyon etkinligine ve ortalama 225,9 nm partikil boyutuna
ve oldukga diisitk PDI degerine (0,05) sahip NP6 formilasyonu DOX-PLGA-NP’leri

icin kritik formiilasyon olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.3. Ilag yiiklii PLGA-NP formiilasyonlarinin boyut, PDI ve EE 6zellikleri

Coziict | _ . . .
PLGA | Miktar: Srgﬁ's Ekleme )Slgr?'kas Eg;tl:‘t(ﬁ' PDI | EE
(mg) | ve ... | (PVA (PVA, Gucl ve | nm =SS £S5 (%)

Cesidi %) | %) Sdresi
2 mL
5mL 5mL

o DCM ’ | esw, | 2717+ | 011+ 167

D_ i) 0 O ) ) ) )

Z| 2 |00 [O7%] 0% gl | 190 | 0,02

MeOH
2 mL
5mL 5mL

N DCM ’ | 65w, | 2751+ | 013+

D_ i) 0 0 ) ) 1)

Z| 2 | asop [0 0% 1 g’ | 550 | 001 | 1P

MeOH

2 mL
| oo |CHCh | P ST | esw, | 3337+ | 005% | 0.
Z 100 pl 0 0 1 dk 0,97 0,02 !

MeOH

2 mL
S| o | DCM, | °TL | ST 65w, | 3436+ | 010 |
Z 100 pl p 0 1 dk 3,95 0,02

MeOH

2 mL
o| o | Dom | STb SThesw, | 3210+ | 045% |,
Z 250 pl 0 y 1 dk 4,63 0,01 !

MeOH

2 mL

5mL 5mL

© DCM ) | e5W, | 2259+ | 005+

D_ i) 0 0 ) ) )

Z| S0 | 0o |O7%) 0% g | ae3 | 002 |22t

MeOH

DCM: diklorometan, CHClj3: kloroform, MeOH: metanol, EE: enkapsulasyon etkinligi, SS: standart sapma

3.4.2. DOX-PDIBG-NP’leri icin kritik formiilasyon

Optimum oOzelliklere sahip ilag¢ yiiklii PLGA nanoformiilasyonu (NP6) i¢in kullanilan
parametreler g6z Oniine almarak, PDIBG-NP’lerinin hazirlanmas1 sirasinda
kullanilan ¢6ziicii miktar1 ve ¢esidi tiim formiilasyonlar icin sabit tutulup diger
parametrelerin etkisi degerlendirilmistir. Doksorubisin yiiklii PDIBG-NP’lerinin
hazirlanmasi sirasinda uygulanan kosullar ve NP formiilasyonlarmin boyut, PDI ve

EE 6zellikleri Tablo 3.4’de gosterilmistir.

o Sonikasyon siiresi 1 dk olacak sekilde NP6 (Tablo 3.3)’da kullanilan
formiilasyon kosullar1 PDIBG-NP’leri i¢in uygulandiginda, daha kisa bir
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sonikasyon siiresi icermesine ragmen, NP7’nin ilag kapsiilleme verimi daha
yiiksek bulunmustur.

¢ Ardindan siirfaktanin etkisini degerlendirmek adia % 2 PV A konsantrasyonu ile
NP8 hazirlanmistir ancak partikiil boyutu, PDI ve %EE degerleri NP7 ile oldukga
benzer elde edilmistir. NP9 formiilasyonunda ise sonikasyon siiresinin uzatilmasi
ile ilag yukleme verimi yuksek (%76.5) ve kiguk partikil boyutu ve PDI
degerine sahip NP’ler elde edilmistir. Ancak bu NP’lerin santrifiij ve yikama
islemleri sonrasinda yapigsma gostermesi ve homojen olmayan bir goriiniime
sahip olmasit nedeniyle bu formiilasyon NP hazirlama prosesi i¢in uygun
bulunmamustir.

e Son olarak siirfaktan olarak % 1.25 PVA konsantrasyonunun kullanimi ile NP10
formiile edilmistir (EK-D, Sekil D.2). ila¢ yiikli PDIBG-NP’leri i¢in kritik
formulasyon olarak kabul edilen bu formilasyon homojen bir gériinime, kiguk
partikil boyutuna (238.9 + 4.32 nm), diisiik PDI degerine (0.05 £+ 0.04) ve
yiiksek enkapsiilasyon etkinligine (%75.6) sahip olarak elde edilmistir.

Tablo 3.4. ilag yiiklii PDIBG-NP formiilasyonlarinin boyut, PDI ve EE &zellikleri

Cozicu Emiils Sonikas Partikul
PDIBG | Miktar1 ivon Ekleme on boyutu | PDI EE
(mg) | ve Y PVA, |0 tam £ +sS | (%)
Cesidi (PVA, %) Gucl ve sS
? %) 0 Sdresi
2 mL
5mL 5mL
I~ DCM, " ~ | 65W, | 2324+ | 003+%
Z| S0 | ooop |O%] 0% gl | 270 | 002 |37
MeOH
2 mL
©| & | DoM, 5;2/';’ 102 r;/‘o"' 65W, | 2299+ | 003% | oo
Z 200 pl 1dk | 075 | 002 |°"
MeOH
2 mL
5mL 5mL
o DCM ’ | e5W, | 2299+ | 0,02+
D_ ) 0 0 ) ) )
Z| S0 | apgpt |07 0% 1 g | 107 | 002 | 700
MeOH
2 mL
o 5mL, | 5mL,
= DCM, - ~ | 65W, | 2389+ | 0,05+
a| 50 200y | L25% | 125% | )y | ST S0, | 756
MeOH
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Literatiirdeki ile benzer sekilde, NP hazirlama yonteminde farkli metot ve kosullarin
kullaniminin partikiil boyutu ve ila¢ yiikleme verimliligi {izerinde etkili oldugu
goriilmiistir (Kunii ve dig., 2007; Caglar ve dig., 2014). Ozellikle emiilsiyon
olusturma sirasinda sonikasyon siiresinin arttirilmasi PLGA-NP’lerinde daha kiigiik
boyutlu partiktl eldesine neden olmustur (Tablo 3.3, NP6). Bu durum emilsiyon
olusturma asamasmin dogrudan partikiil boyutuyla ilgili olmasi ile agiklanabilir.
Sonikasyon siiresinin arttirilmast durumunda daha verimli parcacik olusumunu
saglandig1 (droplet breakdown) bilinmektedir. Literatiirde de NP hazirlama sirasinda
sonikasyon siiresinin arttirilmasi ile partikiil boyutlarmnin kii¢iildiigli ve birbirine daha
yakin boyutlu partikiillerin elde edilebildigi gorilmistir (Kumar ve dig., 2011;
Nguyen ve dig., 2015; Mainardes ve Evangelista, 2005).

Tablo 3.4’ inceledigimizde ise PDIBG-NP formilasyonunda NP7 ve NP9
formilasyonlarini kiyaslayacak olursak; sonikasyon siiresinin uzatilmasi ile ilag
yiikleme veriminin % 37,7’den %76.5’a yiikselmesi ve kiiciik partikiil boyutu ve PDI
degerine sahip NP’ler elde edilmis olmasma karsin partikiil yapisinin homojen
olmayan/yapigkan 0Ozellige sahip olmasi1 siirfektan (PVA) konsantrasyonunun
artilmas1 gerektigini isaret etmistir. Bu nedenle NP9 formiilasyonunda kullanilan
PVA konsantrasyonu 9%0.75’ten NP10’da % 1.25’e ¢ikartilarak uygun partikiil
yapisina ve optimum Ozelliklere (238.9 + 4.32 nm boyutlarinda, 0.05 £ 0.04 PDI
degerine ve %75.6 enkapsiilasyon etkinligine) sahip PDIBG-NP’ler hazirlanmistir.

3.4.3. Polimer konsantrasyonu ve NP’lerin karakteristik ozellikleri

Tekli emulsiyon yontemi ile farkli polimer miktarlari kullanarak hazirlanan PLGA
(Tablo 3.5) ve PDIBG-NP’lerinin (Tablo 3.6) partikiil boyutu, boyut dagilimlari, elde
edilen NP miktarlar1 ve ilag yiikleme verimliligi karsilastirmali olarak incelenmistir.
Ilag yiiklii NP’lerde baslangicta kullanilan polimer miktarmnmn arttirilmasma bagl
olarak toplanan NP miktar1 ve NP icine yiiklenen ilag miktar1 daha verimli olarak
elde edildi. Bunun yani sira polimer miktarinin arttirilmasina bagl olarak hem
PLGA-NP’lerinin (Sekil 3.15) hem de PDIBG-NP’lerinin (Sekil 3.16) partikil
boyutlar1 ve boyut dagilimlar1 dogru orantili olarak artti. Ayrica yuksek polimer
konsantrasyonlarinda; PDIBG-NP’lerinde 0zellikle 100 mg polimer kullanildiginda,
PLGA-NP’lerinde ise hem 70 mg hem 100 mg polimer kullanildiginda organik fazin
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yogunlugunun artmasi sonucu, yikama islemleri sonrasi toplanan NP’lerde partikiil
topaklanmasi1 meydana geldi. Literatirde PLGA-NP’leri ile daha Once
gerceklestirilen ¢aligmalarda da polimer konsantrasyonunun arttirilmasinin partikiil
karakteristigine olan etkisi benzer sekilde sonuglanmigtir. Bunun sebebi ise
muhtemelen organik fazin artan viskozitesi ile emiilsiyon sonrasi sulu fazda
(stirfektan igerisinde) yeterince iyi bir sekilde dagilim gostermemesi ile ilgilidir ve bu
durum daha yiiksek boyutlu NP eldesine ve hatta agregasyona yol agmaktadir
(Nguyen ve dig., 2015; Mainardes ve Evangelista, 2005).

Sonug olarak 50, 70 ve 100 mg polimer kullanilarak hazirlanan DOX-PLGA/PDIBG-
NP’lerinin partikiil boyutu, PDI, %EE ve elde edilen NP miktarlar
degerlendirildiginde; dondurma-¢6zme ve dondurma-kurutma testlerinde kullanilmak
iizere hazirlanan NP formiilasyonlarinda partikiil agregasyonu icermeyen optimum

polimer miktar1 PLGA i¢in 50 mg, PDIBG igin 70 mg olarak belirlendi.

Tablo 3.5. Polimer miktarinin DOX-PLGA-NP 6zellikleri Gizerindeki etkisi

Po'limer Baslangigtaki ~ Partikll boyutu PDI + SS NP EE
Miktar1 Dox (Mg) nm = SS Miktar1 (%)
50 mg 437,4 225,9 + 4,63 0,05 + 0,02 42,4 mg 22,1
70 mg 437,6 242,9 £ 5,58 0,08 + 0,02 61,3 mg 26,6
100 mg 510,8 272,2+10,01 0,12 + 0,03 87,0omg 47,6

EE: enkapsulasyon etkinligi, SS: standart sapma

Tablo 3.6. Polimer miktarinin DOX-PDIBG-NP 0Ozellikleri Gzerindeki etkisi

Polimer Baslangigtaki Partikil boyutu NP EE
) PDI £ SS .

Miktar1 Dox (ug) nm = SS Miktar1 (%)

50 mg 954,51 2389+4,32 0,06+0,04 30,16 mg 75,6

70 mg 1097 2529+6,50 0,06+0,02 48,7mg 77,8

100 mg 1439 303,8+20,3 0,16+0,09 76,2 mg 72,5

EE: enkapsiilasyon etkinligi, SS: standart sapma
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Sekil 3.15. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), farkli miktarda polimer ile
hazirlanan DOX-PLGA-NP’lerin partikiil boyutu ve boyut dagilimlari
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Sekil 3.16. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), farkli miktarda polimer ile
hazirlanan DOX-PDIBG-NP’lerin partikiil boyutu ve boyut dagilimlar:
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3.5. DOX- PLGA/PDIBG-NP’lerinin Dondurma-Codzme Testleri

NP’lerin liyofilizasyonu i¢in gereken en uygun sartlart belirlemek {izere
kriyoprotektan c¢esidi/konsantrasyonu, NP konsantrasyonu ve dondurma sicakligi
gibi farkli kosullar1 igeren dondurma-¢ozme testleri gerceklestirilerek her iki polimer

¢esidi i¢in kiyaslamali olarak incelendi.

3.5.1. DOX-PLGA-NP’lerinin dondurma-¢tzme testleri

Doksorubisin yuklii PLGA-NP’lerinin dondurma-¢6zme testleri i¢in dncelikle hem
sekerli hem sekersiz sulu siispansiyonlar1 -20 °C’de 1 gece boyunca ve -50 °C’de 3
saat boyunca donduruldu ve ardindan oda sicakligina getirilerek boyut analizleri

gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 3.17’de gosterildi.

Kriyoprotektanlarin ve PLGA’nin cams1 gegis sicakhigi (Tq') lzerinde bir sicaklik
olan -20 °C’de 1 gece donduruldugunda, baslangigta yaklasik 240 nm partikiil
boyutuna ve 0,08 PDI degerine sahip NP’lerin seker icermeyen drneklerinde 280 nm
partikiil boyutu ve 0,12 PDI degeri olacak sekilde hafif bir artig goriiliirken %10
seker konsantrasyonlu Ornekler genel olarak dondurma-¢c6zme Oncesine yakin
boyutlara ve PDI degerine sahip olarak elde edildi (Sekil 3.17 (A)). Literattrde de
daha 6nce PLGA-NP’lerinin -20 °C’de gergeklestirilen dondurma-¢zme testlerinde
partikiil boyutu ve boyut dagiliminin dondurma Oncesine gore yiikseldigi
goriilmistiir (Niu ve Panyam, 2017).

Hem seker igeren hem de icermeyen PLGA-NP’ler, Kriyoprotektanlarin ve
PLGA’nin camsi gegis sicakligindan (Tg ') daha diisiik bir sicaklik olan, -50 °C’de 3
saat dondurulduktan sonra partikiil boyutlar1 ve PDI degerlerinin dondurma-¢tzme
oncesi ile hemen hemen ayni degerlerde oldugu goriildii (Sekil 3.17 (B)). Dolayisiyla
ilag yUkli PLGA-NP’lerinin iki farkli sicaklikta gergeklestirilen dondurma-¢6zme
testlerinde, -20 °C’ye (EK-D, Sekil D.3) kiyasla seker ilavesiz NP 0rneklerinde dahi
-50 °C dondurma sicakliginda partikiil kararliliginin daha iyi korundugu gorildii
(EK-D, Sekil D.4).
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Sekil 3.17. Partikiil boyutu ve boyut dagilimi (DLS), DOX-PLGA-NP’lerinin; -
20 °C’de (A) ve -50 °C’de (B) dondurularak gergeklestirilen dondurma-¢0zme
testleri (F-T) dncesi ve sonrasi

Partikiil Boyutu (nm)
B
Partikil Boyutu (nm)

=
=

3.5.2. DOX-PDIBG-NP’lerinin dondurma-¢tzme testleri

Doksorubisin  yiklii PDIBG-NP’lerinin dondurma-¢cozme testleri icin PLGA-
NP’lerinde oldugu gibi dondurma sicakligi olarak -20 °C ve -50 °C kullanild1 ve
dondurma  sicakliginin  PDIBG-NP’lerinin  kararliligi  {izerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla en yiiksek kriyoprotektan konsantrasyonu olan %10 toplam
secker konsantrasyonu ile dondurma-¢6zme testleri gerceklestirildi. PDIBG-
NP’lerinin -20 °C’de 1 gece dondurularak gergeklestirilen dondurma-¢6zme testleri
seker ilavesiz Orneklerin partikiill boyutunun yaklasik 620 nm’ye ve boyut
dagiliminin 0,7’ ye ylikselmesi ile sonuclandi. Bunun yani sira %10 seker (mannitol,
glukoz, sukroz) iceren tiim drneklerde partikiil boyutu ve PDI degerlerinin dondurma
oncesine yakin elde edilmesi ile kriyoprotektan ilavesinin partikiil kararliligi
iizerindeki etkinligi bu sicaklikta net bir sekilde goriildii (Sekil 3.18 (A), EK-D, Sekil
D.5).

Seker iceren ve icermeyen PDIBG-NP’lerin -50 °C’de 3 saat dondurulmasi Sonrasi
oda sicakligina getirilerek boyut analizleri gerceklestirildiginde, partikiil boyutlar1 ve
boyut dagilimlar1 dondurma 6ncesine oldukg¢a yakin elde edildi (Sekil 3.18 (B), EK-
D, Sekil D.6). Benzer sekilde literatiirde de PLGA-NP’lerinin, sekerlerin camsi1 gegis
sicaklig1 altinda bir sicaklikta (kademeli olarak -40 °C’ye getirilip bu sicaklikta
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dondurularak) gergeklestirilen dondurma-¢tzme testlerinde boyutlar dondurma

oncesine yakin olarak elde edilmistir (Holzer ve dig., 2009).
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Sekil 3.18. Partikiil boyutu ve boyut dagilimi (DLS), DOX-PDIBG-NP’lerinin; -20
°C’de (A) ve -50 °C’de (B) dondurularak gerceklestirilen dondurma-¢6zme testleri
(F-T) 6ncesi ve sonrasi

DOX-PDIBG-NP’lerin sekersiz Orneklerinin -20 °C’de dondurulmasi sonunda
meydana gelen bu boyut artisindan dolayr daha diisik konsantrasyonlu
kriyoprotektanlarin da kararhilik iizerinde hala etkinliginin olup olmadiginin
gorilmesi adina %1 ve %S5 toplam konsantrasyona sahip sekerleri igeren PDIBG-

NP’lerin yine bu sicaklikta bir dizi dondurma-¢6zme testleri gergeklestirildi (Sekil
3.19).

Kriyoprotektan ¢ozeltilerinin NP ¢ozeltileri ile 1:1 oraninda karistirilmas: sonucunda
mannitol, glukoz ve sukrozun %1, %5 ve %10 konsantrasyonuna sahip DOX-
PDIBG-NP siispansiyonlarmin  -20 °C  dondurma  sicakligi  kullanilarak
gerceklestirilen dondurma-¢ézme testlerinde genel olarak tim sekerli orneklerin
partikil boyutlar1 ve boyut dagilimlar1 dondurma-¢6zme 6ncesine yakin olarak elde
edildi. Sonugta -20 °C’de dondurma-¢tzme testleri uygulanan DOX-PDIBG-
NP’lerinin partikiil kararliliginin %1 (EK-D, Sekil D.7) ve %5 (EK-D, Sekil D.8)

seker konsantasyonu varhiginda dahi korundugu gorildii.
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Sekil 3.19. Partikiil boyutu ve boyut dagilimi (DLS), Seker
iceren ve igermeyen DOX-PDIBG-NP’lerinin; -20 °C’de
dondurma-¢6zme testleri dncesi (F-T) ve sonrasi

3.6. DOX- PLGA/PDIBG-NP’lerinin Dondurma-Kurutma Testleri
3.6.1. DOX- PLGA-NP’lerinin liyofilizasyonu

Doksorubisin  yukli PLGA-NP’lerine uygulanan dondurma-¢cézme testlerinde;
Dondurma sicakligi olarak -20 °C’nin kullanilmasinda seker iceren Orneklerin
partikiil kararliigmin korundugu goriiliirken seker ilave edilmeyenlerde partikil
boyutu ve boyut dagiliminda hafif bir artis meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 3.17
(A)). Ayrica, PLGA-NP’lerinin -50 °C’de dondurulmas: sonrasinda ise seker iceren
ve igermeyen Orneklerinin partikiil boyutlar1 ve boyut dagilimlarmin birbirine yakin
olarak elde edilmesiyle genel olarak partikill kararliliginin korundugu goriilmiistiir
(Sekil 3.17 (B)).

Dondurma-¢6zme ve dondurma-kurutma arasindaki iligkiyi arastirmak adina DOX-
PLGA-NP’lerine her iki dondurma sicakliginda liyofilizasyon prosesi uygulandi.
Bunun i¢in dondurma-¢6zme testlerine benzer sekilde hem sekerli hem sekersiz sulu
DOX-PLGA-NP siispansiyonlarma -20 °C’de 1 gece ve -50 °C’de 3 saat dondurma
islemi uygulandi. %1, %5 ve %10 toplam seker konsantrasyonu iceren ve kontrol
grubu olarak da su ilave edilen (%0 seker) DOX-PLGA-NP’leri 1 gece boyunca
liyofilize edildi.
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Liyofilizasyon sonrasi su ilavesi ile yeniden dagitilan (rekonstitiisyon) NP’lerin
boyut analizleri gergeklestirildiginde NP’lerin -20 °C’de 1 gece dondurularak
gerceklestirilen liyofilizasyonun (Tablo 3.7; 304,9 nm; 0,02 PDI degeri) -50 °C’de 3
saat dondurularak gerceklestirilen liyofilizasyon islemine kiyasla (Tablo 3.7; 249,7
nm; 0,11 PDI degeri) daha biiyiik partikiil boyutlar1 ve daha genis bir partikiil boyut
dagilimina sebep oldugu goriildi. Ayrica -20 °C’de dondurularak gercgeklestirilen
liyofilizasyon prosesinde seker icermeyen NP formiilasyonlarinda partikil
topaklanmasmin bir gostergesi olan mikro boyutlu partikiillerin varligi tespit
edilirken %1 seker konsantrasyonunun varliginda dahi (EK-D, Sekil D.9, 12) partikil
boyutu ve boyut dagiliminin liyofilizasyon Oncesine yakim olarak elde edilmesi ile

partikiil kararliliginin seker ilaveli tim formilasyonlarda korundugu goriildii (EK-D,
Sekil D.10, 11, 13, 14).

Tablo 3.7. DOX-PLGA-NP’lerinin iki farkli sicaklikta dondurularak gerceklestirilen
liyofilizasyon testleri

~20°C ~50°C
Partikiil boyutu Partikiil boyutu
PDI + SS PDI + SS
(nm) £ SS (nm) = SS
Liyofilizasyon 3/ 0004 0062002 2324447  0.06+001
oncesi

%0 seker 3049+33.0% 0204005 2497+124 011003
%1 Mannitol 2438+3,1 008002 2374+28  0.10+£0,03
%1 Glukoz 2427+ 28 0104001 2352425 008004
%1 Sukroz 2445+78 011005 2353=15  0,07+0,02
%5 Mannitol 2524425 0114002 2418+14  0,08+001
%5 Glukoz 2408+1,0 006002  2383+26  0,09+0,03
%5 Sukroz 2402423 008+002 2349+203  0,08+001
%10 Mannitol ~ 2463+13  0,09+£0,02 247.02+17  0,09+0,03
%10 Glukoz 2444542 006004 244549  0,09+0,04
%10 Sukroz 2435+18 007002 2439+18  0,07+0,04

*: mikro boyutlu partikiil varligi, SS: standart sapma
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3.6.2. DOX- PDIBG-NP’lerinin liyofilizasyonu

Doksorubisin yukli PDIBG-NP’lerin liyofilizasyonunda farkli parametreleri iceren
cesitli testler uygulanarak partikiil kararliligmin korundugu optimum kosullar detayl1
olarak incelendi. Bu amacla ilag yikli PDIBG-NP’lerine -20 °C ve -50 °C dondurma
sicakliklarmi, farkli seker gesitleri (mannitol, glukoz ve sukroz) ve bunlarin farkli
konsantrasyonlarini (%1, %5 ve %10) ve farkli NP konsantrasyonlarmi (50 mg/mL

ve 75 mg/mL) kullanarak liyofilizasyon prosesi uygulandi.

Cesitli parametrelerin test edildigi bir dizi dondurma-kurutma islemi sonunda DOX-

PDIBG-NP’lerinin uzun siireli saklanabilmesi i¢in gereken sartlar belirlendi.

I[Ik olarak doksorubisin yiklii PDIBG-NP’lerin seker igeren ve icermeyen
orneklerinin liyofilizasyonu -20 °C ve -50 °C dondurma sicakliklarmin kullanimu ile
gerceklestirildi. NP drneklerinde toplam NP konsantrasyonu 50 mg/ml ve toplam
seker konsantrasyonu %1, %5 ve %10 mannitol, glukoz ve sukroz icerecek sekilde
ayarlanarak -20 °C’de 1 gece ve -50 °C’de 3 saat dondurulmasmnin, ardindan
liyofilizatorde 1 gece boyunca kurutma islemi uygulandi. Liyofilizasyon sonrasi su
ilavesi ile rekonstitiisyonu gergeklestirilen NP’lerin boyut analizleri gerceklestirildi

ve sonuclar Tablo 3.8’de gosterildi.

e Her iki sicaklikta gerceklestirilen liyofilizasyon testlerinde seker icermeyen
NP’lerin liyofilize edildikten sonra, PDI degerlerinin ve partikiil boyutlarinin
mikro boyutlara yiikseldigi (>6.000 nm) dolayisiyla da agregasyon meydana
geldigi gorulda.

e Dondurma sicaklig1 olarak -20 °C kullanildiginda %0 seker, %1 mannitol, %1
glukoz, %5 mannitol ve %10 mannitol iceren NP 6rnekleri, dondurma sicakligi
olarak -50 °C kullaniminda ise %0 seker, %1 mannitol ve %5 mannitol iceren NP
ornekleri su igerisinde iyi ve homojen dagilim gdstermeyerek basarisiz bir
rekonstitiisyon gdsterdi.

e Scker iceren NP formilasyonlardan; %21 toplam konsantrasyona sahip tim
sekerlerin ve %5 ve %10 toplam mannitol cozeltisinin her iki dondurma
sicakliginda da partikiil kararliligini korumak igin yeterli olmadig1 goriildii.

e Genel olarak sukroz ve glukozun %5 ve %10 toplam konsantrasyonunu iceren

NP’lerin her iki sicaklikta dondurulmasinda da partikiil kararliliginin korundugu
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goruldi. Bununla birlikte %5 glukoz ve sukroz igeren NP’lerin -20 °C’de
dondurulmasi ile gergeklestirilen liyofilizasyon prosesi dondurma Oncesine
kiyasla nispeten daha yiiksek partikiil boyutu ve boyut dagilimlar ile sonuglandi.
e TUm bunlarin yaninda seker iceren NP’lerin liyofilizasyonunda; dondurma
sicakligi olarak -20 °C kullanimmnin (EK-D, Sekil D.15) -50 °C’ye (EK-D, Sekil
D.16) kiyasla daha yiiksek partikiil boyutuna ve PDI degerine sahip NP eldesi ile
sonuglandigr goriilmiistiir. Bunun sebebi muhtemelen sekerlerin camsi gecis
sicaklig1 tizerinde bir sicaklik olan -20 °C’nin liyofilizasyon i¢in uygun bir

dondurma sicakligi olmamasindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 3.8. DOX-PDIBG-NP’lerinin iki farkli dondurma sicakligi kullanilarak
gerceklestirilen liyofilizasyon testleri

~20°C ~50°C
Partikiil boyutu Partikiil boyutu
PDI + PDI +
(nm) + SS S5 (nm) + SS 55
Liyofilizasyon o\ 5 L 1272 0054002  2471+500  005+0.02

Oncesi

%0 seker >6.000 +3028,5 0,89 +£0,15 >8.000+1882 0,39+0,23

%1 Mannitol >10.000+6199 0,39+0,33 >4.000+2638,04 0,77 +0,27
%1 Glukoz >5.000+2925,6 0,73 £0,29 747,5+126,8 0,77 +0,09
%1 Sukroz 738,6 +£305,7 0,74 +£0,26 459,6 £101,5 0,54+0,13

%5 Mannitol > 6.000+ 13693  0,52+0,12  >9.000 £4963,8 0,55+0,27
%5 Glukoz 329.8 £40,7 0,18 40,08 2769+6,32 0,14 +0,03
%5 Sukroz 334,7+22.7 0,22 £0,02 261,7+5.84 0,10 +0,03

%10 Mannitol ~ >2.000 +1341,2 0,90 + 0,20 513,7+262,9 0,50+0,18
%10 Glukoz 269,7+6,25 0,12+0,03 284,9 +16,1 0,12+0,03
%10 Sukroz 265,7+4,77 0,09 +0,03 272,4+29 0,06 £0,01

SS: standart sapma

Glukozun ve sukrozun %5 ve %10 konsantrasyonlarinm kullanilmas: ile
gergeklestirilen liyofilizasyon igleminin partikiil kararlilig1 tizerindeki olumlu etkileri
sebebiyle bu sekerlerin daha yiiksek NP konsantrasyonunda etkinlikleri
degerlendirildi. Bunun i¢in 75 mg/mL toplam konsantrasyona sahip DOX-PDIBG-
NP’lerinin seker iceren ve icermeyen Ornekleri -50 °C’de 3 saat donduruldu ve 1

gece boyunca liyofilize edildi. Ardindan 75 mg/mL konsantrasyona sahip liyofilize
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NP’lerin partikiil boyut analizleri gerceklestirildiginde kriyoprotektan ilavesinin
koruyucu etkisi agik¢a goruldi (EK-D, Sekil D.17).

Genel olarak her iki NP konsantrasyonunda uygulanan liyofilizasyon prosesinde
seker kullanimimnin seker igcermeyen NP’lere kiyasla partikiil kararliligini oldukga
basarili bir sekilde korudugu goriildii. Bunun yani sira seker igeren tiim oOrnekler
icerisinden %10 konsantrasyonlu sukroz igeren NP’lerin liyofilizasyonunun daha

kiiciik partikiil boyutlari ile sonuglandigi tespit edildi (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. DOX-PDIBG-NP’lerin iki farkli NP konsantrasyonunda -50 °C’de
dondurularak gergeklestirilen liyofilizasyon testleri

50 mg/mL 75 mg/mL
Partikiil boyutu Partikiil boyutu
PDI+ SS PDI+ SS
(nm) + SS (nm) + SS
Liyofilizasyon 5101 1500 0054002  240.6<0.66 0,03
onces1
%0 seker > 8,000 + 1882 0,39+0,23 >8.000 £212,5 0.29 £0.28
%05 Glukoz 276,9 +£6,32 0,14 +0,03 263,8 £11,9 0,10 +£0,05
%5 Sukroz 261,7+£5,84 0,10+0,03 262,77 £7,64 0,11 £0,05
%10 Glukoz 2849 +£16,1 0,12+0,03 263.8 £3.43 0,10 £0,04
%10 Sukroz 272,4+29 0,06 0,01 258.5+6,14 0,08 £0,04

SS: standart sapma

3.6.2.1. Liyofilize DOX- PDIBG-NP’lerinin uzun siireli saklanmasi

Daha 6nce de bahsedildigi gibi liyofilizasyon sirasinda kriyoprotektan kullanimi1 NP
kararliligin1 korumada oldukga etkili olsa da bu sekerlerin uzun saklama kosullarinda
da koruyucu 6zelligini siirdiirmesi beklenmektedir. Ila¢ yiiklii NP’lerin ticarilesmesi
icin bir gereklilik olan depolanabilirlik 6zelligini incelemek adina uzun siireli

saklama tesleri gerceklestirildi.

Bu amag¢ dogrultusunda DOX-PDIBG-NP’lerinin liyofilizasyonu sirasinda en etkili

korumay1 saglayan %10 sukrozun uzun siireli etkinligi degerlendirildi;

e 20, 40 ve 60 mg/mL toplam NP konsantrasyonlu hem seker igermeyen hem de
%10 toplam sukroz cozeltisi iceren NP formiilasyonlar1 -50 °C’de 3 saat

dondurulduktan sonra 1 gece boyunca liyofilize edildi.
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e Ardmndan liyofilize edilen tiim NP Ornekleri pratik bir saklama sicakligi olan -20
°C’de 1 ay boyunca tutuldu.
e Son olarak su ilave edilerek yeniden sulandirilan NP’lerin yeniden dagilabilirlik

oOzellikleri incelendi ve boyut analizleri ger¢eklestirildi.

Liyofilizasyon dncesi ortalama 235 nm partikiil boyutuna ve 0,06 PDI degerine sahip
DOX-PDIBG-NP’lerinin seker icermeyen liyofilize drneklerinin 1 ay buzdolabinda
saklanmas1 sonrasi partikiil boyutu ve boyut dagilimlar1 agregasyon olusumunun bir

gostergesi olarak oldukga yiiksek degerlerde elde edildi (Tablo 3.9).

%10 sukroz iceren NP’lerde ise genel olarak partikiil boyutlar1 ve boyut dagilimlari
seker icermeyenlere kiyasla oldukc¢a diisiik elde edilirken; 60 mg/mL NP
konsantrasyonun sahip NP’de partikiil boyutunun 294 nm’ye ve PDI degerinin
yaklagik 0,2’ye yikselmesi ile partikiil kararliligin yeterince iyi korunmadigi gorildi
(Tablo 3.10). Bunun yani sira 60 mg/mL NP konsantrasyonunda formiilasyonda
mikro boyutlu ikinci piklerin de varligi yine agregasyon olusumunun bir

gostergesidir (Sekil D.18).

Tablo 3.10. Farkli konsantasyona sahip DOX-PDIBG-NP’lerinin seker igeren ve
icermeyen Orneklerinin uzun stireli saklanmasi

%0 seker %10 sukroz
NP konsantrasyonu  Partikiil boyutu Partikiil boyutu
PDI £ SS PDI £ SS
(mg/mL) (nm) £+ SS (nm) = SS
20 >5.000+985,7  0,5+0,12 268,5 + 8,87 0,08 + 0,03
40 >16.000 £ 5624  0,4+0,17 252,9+2,30 0,05 + 0,03
60 >9.000 +£ 5266 0,6 +0,16 294,1+11,3 0,19 +0,03

SS: standart sapma

Liyofilize keklerin yeniden dagilabilirlik 6zellikleri degerlendirildiginde ise;

e Beklendigi gibi agregasyona baglh olarak seker ilavesiz tiim NP’lerin yeniden
sulandirilmasinda oldukga bagarisiz bir rekonstitiisyon goriildii.

e 20 mg/mL konsantrasyona sahip NP formiilasyonlar1 basarili bir dagilabilirlik
Ozellik sergilerken NP konsantrasyonu 40 mg/mL’ye ¢iktiginda ¢ok hafif

pargacikli bir goriiniim elde edildi.
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e En yiikksek NP konsantrasyonu olan 60 mg/mL’de ise su ilavesinden sonra

kismen basarili bir dagilabilirlik 6zellik gosterdigi goriildii.

Dolayisiyla DOX-PDIBG-NP’lerinin uzun siireli saklanmasi sirasinda partikiil
kararliligmin saglanabildigi kritik NP konsantrasyonu 20 ve 40 mg/mL olarak

belirlendi.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Geleneksel kemoretapi yontemine karsi gelistirilen polimerik nanopartikiiller kiguk
boyutlu olmalar1 sayesinde kanser tedavisi i¢in oldukga avantajli malzemelerdir.
Biyobozunurluk ve biyouyumluluk Ozellikleri sayesinde poli(laktik) (PLA) ve
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda en
sik kullanilan poliesterlerdir. Bu polimerler kulanilarak hazirlanan biyomalzemelere
alternatif olabilecek substitiiye glikolid bazli polimerlerin gelistirilmesi ise son

zamanlarda oldukga ilgi gekicidir.

Bu tez ¢aliyjmasinda PLA, PLGA gibi poliesterlere alternatif yeni bir malzeme
gelistirmek amaciyla poli(diizobiitil glikolid) (PDIBG) homopolimerleri sentezlendi.
Bunun icin Sn(Oct), katalizorii varhginda ve benzilalkol baslaticis1 esliginde

diizobutil monomerinin halka agilma polimerizasyonu gerceklestirildi.

Yeni sentezlenen PDIBG homopolimerlerinin ve ticari olarak satilan PLGA
polimerinin ayr1 olarak kullanimiyla doksorubisin antikanser ilaci yiikli NP
formiilasyonlar1 hazirland1 ve bu NP’lerin partikiil boyutu, boyut dagilimi ve ilag
yikleme kapasitesi Karsilastirmali olarak incelendi. PDIBG-NP’leri igin belirlenen
optimum formiilasyonda partikiil boyutu yaklagik 240 nm ve PDI degeri 0,05 olarak
elde edilirken PLGA-NP’leri i¢in yaklasik 230 nm ve 0,05 PDI degerine sahip olarak
elde edildi.

Polimer konsantrasyonunun partikiil boyutu, boyut dagilimi ve ilag yiikleme verimi
Uzerindeki etkisi degerlendirildiginde en uygun oOzellikleri tasiyan ve homojen
dagilim gosteren NP igerigi; PLGA i¢in 50 mg, PDIBG i¢in ise 70 mg polimer
miktar1 ile elde edildi. Bu iki polimerin ila¢ yiukleme kapasitesi karsilastirildiginda
ise PLGA-NP’lerin 100 mg gibi olduk¢a yiiksek polimer miktar1 kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlarinda dahi enkapsiilasyon etkinligi %47,6 olarak elde
edilirken PDIBG-NP’lerinin 70 mg polimer miktar1 kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlarinda bu deger %77,8 olarak elde edildi.
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Doksorubisin yukli PDIBG ve PLGA-NP’lerinin iki farkli sicaklik kullanilarak
gerceklestirilen dondurma-¢6zme testlerinde ise -20 °C’de dondurmanin o6zellikle
seker icermeyen NP’lerde daha yiiksek partikiil boyutlar1 ile sonuglanmasi sebebiyle
-50 °C’nin daha uygun bir dondurma sicakligi oldugu goriildi. Yine iki farkh
sicaklikta dondurularak gerceklestirilen liyofilizasyon testlerinde de hem PLGA-
NP’lerinde hem de PDIBG-NP’lerinde -50 °C’de dondurulan NP’lerin daha kii¢iik
partikiil boyutlar1 ve boyut dagilimi ile sonuglandig1 goriildii. PDIBG-NP’leri (50
mg/mL) icin dondurma-¢6zme ve daha detayli olarak gergeklestirilen liyofilizasyon
testleri karsilastirildiginda; PDIBG-NP’lerinin -20 °C’de gergeklestirilen dondurma-
¢cozme testlerinde %1, %5 ve %10 toplam konsantrasyonlu tiim sekerlerin partikil
boyutlarint  korudugu goriiliirtken -20 °C’de dondurularak gerceklestirilen
liyofilizasyon isleminde bu sekerlerden %1, %5 konsantrasyonlardaki glukoz, sukroz
ile tiim konstantrasyonlarda mannitol kullaniminin partikiil kararliligin1 korumada
yetersiz oldugu tespit edildi. Ayni NP’lerin -50 °C’de dondurulmasinin ardindan
gerceklestirilen liyofilizasyon isleminde ise hem %5 hem de %210 toplam
konsantrasyonlu glukoz ve sukrozun partikiil kararliligin1 korudugu ancak glukozun

PDI degerlerinde kiigiik bir artisa sebep oldugu tespit edildi.

PDIBG-NP’leri i¢in farkli NP konsantrasyonlar1 ile daha detayli olarak
gerceklestirilen  liyofilizasyon testleri sonucunda, kriyoprotektan ¢esidi ve
konsantrasyonunun dondurma-kurutma islemleri sonunda partikiil kararlilig
iizerindeki etkisi degerlendirildi. Ilag¢ yiikli PDIBG-NP’lerinin liyofilizasyonu
sirasinda 6zellikle %210 toplam konsantrasyona sahip glukoz ve sukroz igeriginin 75
mg/mL NP konsantrasyonuna kadar koruyucu etki gosterdigi bulundu. Bunun
yaninda %10 konsantrasyonlu sukroz igeriginin %10 glukoza kiyasla daha kiiciik
partikiil boyutlar1 ve boyut dagilimi sagladigi goriilerek partikiil kararlilig1 tizerindeki
en etkin korumay1 saglayan kriyoprotektan konsantrasyonu ve cesidi %10 sukroz

olarak belirlendi.

Kriyoprotektan konsantrasyonu ve ¢esidinin %10 sukroz olarak belirlenmesi ile; bu
kriyoprotektan konsantrasyonunun uzun siireli saklama sirasindaki koruyucu
etkinliginin incelenmesi i¢in ise ii¢ farkli konsantrasyona sahip DOX-PDIBG-NP’leri
-50 °C’de dondurularak liyofilize edilmesinin ardindan pratik bir saklama sicaklig:

olan -20 °C’de 1 ay boyunca depolandi.
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1 ay sonunda yeniden sulandirilan NP’lerde uzun siireli saklamaya uygun kritik NP

konsantrasyonu 20 ve 40 mg/mL olarak belirlendi.

Bu tez caligmasi ile NP hazirlanmasi sirasinda ticari olarak sik¢a kullanilan PLGA’ya
alternatif olarak uygun partikiil boyutlarina ve daha yiksek ilag ylkleme kapasitesine
sahip yeni doksorubisin yukli PDIBG-NP’leri iretildi. Ticarilesme potansiyeline
sahip DOX-PDIBG-NP’lerine kriyoprotektan varliginda detayli bir liyofilizasyon

prosesi uygulanarak 1 ay boyunca saklamaya uygun kati toz igerikleri elde edildi.
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Siddet (%)

-----------------------

0.1 1 10
Boyut (d.om)

Sekil D.1. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PLGA-NP’leri i¢in
optimum formulasyon (NP6)

Siddet (%)

Boyut (d.nm)

Sekil D.2. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PDIBG-NP’leri igin
optimum formulasyon (NP10)

207 - - - - - - - - -a- - - - - Fr - - - - o= - = - -
P T
:‘%’ L R T T TR S R T
o+
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.oonm)
F-T dncesi %0 Seker
%10 Gluko=z %10 Sukroz
%410 Mannitol
Sekil D.3. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PLGA-NP’lerinin -20 °C’de

dondurma ¢ézme testleri (F-T) 6ncesi ve sonrasi

75




Siddet (%)

Boyut (d.onm)

040 Seker
%S Glukoz

F-T Soces=i

%5 Sukroz

Sekil D.4. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PLGA-NP’lerinin -50 °C’de
dondurma ¢ézme testleri (F-T) dncesi ve sonrasi

[ I ]

[=]

Siddet (%)

10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)

F-T 6mces=i
1410 Glukoz
%10 Mannitol

%10 Sukroz

Sekil D.5. Partiklll boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PDIBG-NP’lerinin -20
°C’de dondurma ¢6zme testleri (F-T) dncesi ve sonrast
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Sekil D.6. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), DOX-PDIBG-NP’lerinin -50
°C’de dondurma ¢6zme testleri (F-T) Gncesi ve sonrasi
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Sekil D.7. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker igeren ve igermeyen DOX-
PDIBG-NP’lerinin;-20 °C’de dondurma-¢6zme testleri (F-T) 6ncesi ve sonrast (%1
kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.8. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker igeren ve igermeyen DOX-
PDIBG-NP’lerinin;-20 °C’de dondurma-¢0zme testleri (F-T) oncesi ve sonrast (%5
Kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.9. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker iceren ve icermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-20 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) oncesi ve sonrasi
(%1 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.10. Partikll boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker i¢eren ve igermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-20 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) oncesi ve sonrasi
(%5 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.11. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker i¢eren ve igermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-20 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) 6ncesi ve sonrasi
(%10 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.12. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker i¢eren ve icermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-50 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) 6ncesi ve sonrasi
(%1 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.13. Partikiil boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker i¢eren ve icermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-50 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) 6ncesi ve sonrasi
(%5 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.14. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), Seker iceren ve igermeyen DOX-
PLGA-NP’lerinin;-50 °C’de dondurma-kurutma testleri (F-D) 6ncesi ve sonrasi
(%10 kriyoprotektan iceren)
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Sekil D.15. Partikill boyutu-siddet grafigi (DLS), 50 mg/mL konsantrasyonlu
DOX-PDIBG-NP’lerinin -20 °C’de dondurma- kurutma (F-D) oncesi ve sonrasi
(%5 ve %10 glukoz ve sukroz iceren)
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Sekil D.16. Partikul boyutu-siddet grafigi (DLS), 50 mg/mL konsantrasyonlu
DOX-PDIBG-NP’lerinin -50 °C’de dondurma- kurutma (F-D) oncesi ve sonrasi
(%5 ve %10 glukoz ve sukroz iceren)
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Sekil D.17. Partikill boyutu-siddet grafigi (DLS), 75 mg/mL konsantrasyonlu
DOX-PDIBG-NP’lerinin -50 °C’de dondurma- kurutma (F-D) oncesi ve sonrasi
(%5 ve %10 glukoz ve sukroz iceren)
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Sekil D.18. Partikil boyutu-siddet grafigi (DLS), %10 sukoz iceren farkli
konsantrasyona sahip DOX-PDIBG-NP’lerin -50 °C’de dondurularak liyofilize
edilmesinden sonra 1 ay -20 °C’de saklanmasi

81




KISISEL YAYINLAR VE ESERLER

Koldankaya T., Arican M. O, Mert O., Mert S., Investigation of Stability of
PLGA/Doxorubicin  Nanoparticles, Imascon International Marmara Sicence
Congress, Kocaeli, Turkey, 21-22 May 2021.

Koldankaya T., Arican M. O, Coban H., Erdogan S., Mert O., Mert S.,
Thermosensitive Poly(Menthide)-PEG Hydrogel Systems for Local Treatment,

Imascon International Marmara Sicence Congress, Kocaeli, Turkey, 21-22 May
2021.

82



OZGECMIS

Ik, orta ve lise dgrenimini Istanbul’da tamamladi. 2014 yilinda girdigi Kastamonu
Universitesi Mimarlik ve Miihendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii’nden 2018 yilinda Biyomiihendis olarak mezun oldu. 2019 yilinda, Kocaeli
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Polimer Bilimi ve Teknolojisi Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans 6grenimine basladi.

83



	ÖNSÖZ VE TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ
	ÖZET
	ABSTRACT
	GİRİŞ
	1. GENEL BİLGİLER
	1.1. Kanser ve Nanoteknoloji
	1.2. Kanser Tedavisinde Kullanılan Nanotaşıyıcılar
	1.2.1. Nanotaşıyıcıların tümör hedefleme mekanizması

	1.3. Polimerik Nanopartiküller ve Önemli Avantajları
	1.3.1. Polimerik nanopartikülleri hazırlama yöntemleri
	1.3.2. Nanopartiküler sistemlerde sık kullanılan polimerler
	1.3.3. Poli(laktik-ko-glikolik asit)
	1.3.3.1. Poli(laktik-ko-glikolik asit) polimerinin biyomedikal uygulamaları

	1.3.4. Sübstitüye glikolid bazlı polimerler
	1.3.4.1. Sübstitüye glikolid polimerlerin biyomedikal uygulamaları
	1.3.4.2. PDIBG bazlı polimerler ve biyomedikal uygulamaları


	1.4. Liyofilizasyon Yöntemi
	1.4.1. Kriyoprotektan kullanımı
	1.4.2. Dondurma-çözme yöntemi


	2. MALZEME VE YÖNTEM
	2.1. Kullanılan Kimyasallar
	2.2. Kullanılan Cihazlar
	2.2.1. Azaltılmış toplam reflektans-fourier dönüşümlü kızılötesi spektrofotometresi (ATR-FTIR)
	2.2.2. Nükleer manyetik rezonans spektrometresi (NMR)
	2.2.3. Jel geçirgenlik kromatografisi (GPC)
	2.2.4. Diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC)
	2.2.5. Termogravimetrik analiz (TGA)
	2.2.6. Ultrasonik homojenizatör
	2.2.7. Soğutmalı santrifüj
	2.2.8. Partikül boyut analizatör (ZetaSizer)
	2.2.9. Liyofilizatör (Freeze dryer)
	2.2.10. Soğutmalı sirkülatör
	2.2.11. UV/Vis spektrofotometre

	2.3. Yöntem
	2.3.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi
	2.3.2. L-3,6-diizobütil-1,4-dioksan-2,5-dion (L-diizobütil glikolid, LDIBG) sentezi
	2.3.3. Poli(diizobütil glikolid) (PDIBG) homopolimer sentezi
	2.3.4. Doksorubisin yüklü PLGA/PDIBG-NP’lerinin hazırlanması
	2.3.5. NP içine yüklenen ilaç veriminin hesaplanması
	2.3.6. DOX-PLGA/PDIBG-NP’lerine dondurma-çözme ve dondurma-kurutma proseslerinin uygulanması
	2.3.6.1. NP’lere uygulanan dondurma sıcaklıklarının belirlenmesi
	2.3.6.2. Dondurma-çözme prosesi
	2.3.6.3. Liyofilizasyon prosesi

	2.3.7. Liyofilize NP’lerin rekonstitüsyonu
	2.3.8. Kriyoprotektan içeren liyofilize NP’lerin uzun süreli saklama çalışması


	3. BULGULAR VE TARTIŞMA
	3.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2) Sentezi ve Karakterizasyonu
	3.2. L-Diizobütil Glikolid (3) Sentezi ve Karakterizasyonu
	3.3. Poli(Diizobütil Glikolid) (5) Sentezi ve Karakterizasyonu
	3.4. Doksorubisin yüklü NP formülasyonlarının Hazırlanması ve Karakterizasyonu
	3.4.1. DOX-PLGA-NP’leri için kritik formülasyon
	3.4.2. DOX-PDIBG-NP’leri için kritik formülasyon
	3.4.3. Polimer konsantrasyonu ve NP’lerin karakteristik özellikleri

	3.5. DOX- PLGA/PDIBG-NP’lerinin Dondurma-Çözme Testleri
	3.5.1. DOX-PLGA-NP’lerinin dondurma-çözme testleri
	3.5.2. DOX-PDIBG-NP’lerinin dondurma-çözme testleri

	3.6. DOX- PLGA/PDIBG-NP’lerinin Dondurma-Kurutma Testleri
	3.6.1. DOX- PLGA-NP’lerinin liyofilizasyonu
	3.6.2. DOX- PDIBG-NP’lerinin liyofilizasyonu
	3.6.2.1. Liyofilize DOX- PDIBG-NP’lerinin uzun süreli saklanması



	4. SONUÇLAR VE ÖNERİLER
	KAYNAKLAR
	EKLER
	KİŞİSEL YAYINLAR VE ESERLER
	ÖZGEÇMİŞ

