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YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamini veya herhangi bir kismini.

basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye
verilen kullanim haklari disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin
tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale. kitap. lisans ve

patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu. baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde ver alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazih izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim

etmeyi taahhiit ederim.

0 Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir
Kismi veya tamamiin fotokopisi alinabilir. (Bu se¢enekle teziniz arama
motorlarinda indekslenebilecek. daha sonra tezinizin erisim  statiisiiniin
degistirilmesini talep ctseniz ve Kiitliphane bu talebinizi yerine getirse bile.
teziniz arama motorlarinin énbelleklerinde kalmaya devam edebilecektir)

o Tezimin/Raporumun ................. tarihine kadar erisime ac¢ilmasini ve
fotokopi alinmasimi (¢ Kapak, Ozet, I¢indekiler ve Kaynakc¢a haric)
istemiyorum. (Bu siirenin sonunda uzatma i¢in basvuruda bulunmadigim
takdirde. tezimin/raporumun tamami her yerden erisime acilabilir. kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisi aliabilir)
j'l‘ezimin 01.01.2022 tarihine kadar erisime ag¢ilmasini istemiyorum ancak

/ kaynak gosterilmek sartivla bir kismi veya tamaminin fotokopisinin
alimmasini onayhyorum.

o Serbest Se¢enek/Yazarin Secimi

O(‘ / (\’/2/{1/

NG b 4
ol
A~
AdenrSahin



ETIK BEYAN

Bu ¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ger¢evesinde elde ettigimi.
gorsel, isitsel ve yazil tim bilgi ve sonuglart bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu. kullandi@im verilerde herhangi bir tahrifat vapmadigimi. vararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu. Prof. Dr. Yilmaz Capan danismanliginda
tarafimdan diretildigini ve Hacetiepe Universitesi Saghik Bilimleri Enstitisi Tez

Yazim Yonergesine ¢ore vazildigimi bevan ederim.
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Prof. Dr. Erem Bilensoy ve Dr. Firat Yerlikaya’ya,
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Dal1 Baskani Prof. Dr. Sema Calis olmak tizere tiim Hocalarima,

Birlikte ¢alistigim ve tiim sorunlarin iistesinden beraber geldigimiz basta Dr.

Secil Caban Toktas olmak iizere tiim ¢aligma arkadaslarima,

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarimi  gerceklestirmeme 1izin veren Hacettepe
Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali’'na ve bu deneyler sirasinda destegini
esirgemeyen degerli arkadaglarim Uzm. Bio. Didem Y&yen Ermis ve Uzm. Bio. Utku

Horzum’a,

In vivo deneylerin gergeklestirilmesine izin veren ARGEFAR’a ve bu ortamin

saglanmasinda destegini esirgemeyen Uzm. Ecz. Serhat Kozlu’ya,

Bu tezde yer alan deneylerin yapilmasina maddi destek saglayan (Proje
Numarasi: 113S199) ve doktoram siiresince beni doktora bursu (2211-A) ile
destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’ na,

Her zaman yanimda olan ve beni destekleyen Sevgili Aileme

ve yasama sebebim, degerli Esim Giil Giiney Masalc1 Sahin’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Sahin, A., Polimerik Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigiine Bagh Olarak
Hiicre i¢ine Ahm Kinetikleri ve Mekanizmalari, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2017.
Bu ¢alismada, PLGA ve kitosan nanopartikiillerinin partikiil biiyilikliigiine bagl olarak
hiicre igine alimlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacgla PLGA nanopartikiilleri
nanopresipitasyon, Kkitosan nanopartikiilleri ise iyonik jelasyon metodu ile
hazirlanmistir. PLGA nanopartikiillerinin partikil biiytikligii hiicre kiiltiirii ortaminda
stabil bulunurken, kitosan nanopartikiillerinin agrege oldugu gozlemlenmistir. Bu
sonu¢ gbz Oniinde bulundurularak nanopartikiillerin hiicre i¢cine alimina partikiil
biiyiikliigiiniin etkisi PLGA nanopartikiilleri kullanilarak, HEK293 hiicreleriyle
degerlendirilmistir. Kitosan nanopartikiillerinin agregasyonunun, beyin endotel
hiicreleriyle kitosan nanopartikiillerinin etkilesimine etkisi ise beyne hedeflendirilmis
Kitosan nanopartikiilleri (Kitosan-PEG-Biyotin-CD71) kullanilarak hCMEC/D3
hiicreleriyle degerlendirilmistir. Sonug olarak, nanopresipitasyon yontemiyle elde
edilen PLGA nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliiglinde ufak goriilebilecek bir
degisikligin nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerini, hiicreye alim etkinliklerini ve
in vivo ortamda davranislarini degistirebilecegi gosterilmistir. Ayrica hCMEC/D3
hiicrelerinin, Kitosan-PEG-Biyotin-CD71 nanopartikiillerini hiicre igine alirken

makropinositozu ve reseptor aracili endositozu kullandigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoteknoloji, PLGA, kitosan, hiicre i¢ine alim mekanizmalari,
HEK?293, hCMEC/D3

Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 113S199). Adem SAHIN
doktorasi siiresince TUBITAK tarafindan doktora bursu (2211-A) ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Sahin, A., Cellular Uptake Kinetics and Mechanisms of Polymeric Nanoparticles
Depending on Particle Size, Hacettepe University Institute of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Technology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2017. In this study, it was aimed to investigate cellular uptake of PLGA and chitosan
nanoparticles depending on particle size. For this aim, PLGA and chitosan
nanoparticles were prepared by nanoprecipitation and ionic gelation method,
respectively. PLGA nanoparticles’ average particle size was found stable in cell
culture medium but chitosan nanoparticles were aggregated. Based on this results,
effect of nanoparticles’ size on intracellular delivery was evaluated using PLGA
nanoparticles on HEK293 cells. On the other hand, effect of chitosan nanoparticles’
aggregation on human brain endothelial cells (hCMEC/D3 cells) and chitosan
nanoparticles’ interactions was evaluated using brain-targeted chitosan nanoparticles
(Chitosan-PEG-Biotin-CD71). In conclusion, our findings showed that a small
variation in the average particle size of PLGA nanoparticles prepared by
nanoprecipitation can change the nanoparticles’ characteristics, influence their
efficacy for cellular delivery and in vivo behaviors. Also, hCMEC/D3 cells used
macropinocytic and receptor-mediated endocytic pathways to uptake Chitosan-PEG-

Biotin-CD71 nanoparticles.

Key Words: Nanotechnology, PLGA, chitosan, cellular uptake mechanisms,
HEK293, hCMEC/D3

This research was supported by The Science and Technical Research Council of
Turkey (TUBITAK) [grant numbers: 113S119]. Adem Sahin was supported by PhD
Scholarship Program (2211-A) of TUBITAK.
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SEKILLER

Son on yil igerisinde kanser alaninda nanoteknoloji kullanilarak
yayinlanan c¢alismalarin (Web of Science®) ve gerceklestirilen
klinik denemelerin (clinicaltrials.gov) toplam sayilari.

PLGA nanopartikiillerinin  nanopresipitasyon yontemi ile
hazirlanmasinin sematik gosterimi ve siiregteki degiskenler.

Nanopresipitasyon yontemi ile nanopartikiillerin  olusum
mekanizmasinin sematik olarak gosterimi.

Nanopartikiillerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan metotlarin
sematik olarak gosterimi.

Canlilik boyalarmin hiicreleri isaretleme seklinin sematik olarak
gosterimi.

Floresan mikroskobun (A) ve akim sitometri (B) cihazinin ¢alisma
prensiplerinin sematik gosterimi.

Endositoz mekanizmalarmin siniflandirilmasi.

Klatrin aracilt endositozun TEM goriintiisii (A-C) ve sematik
gosterimi (D).

Kaveol aracili endositozun sematik gosterimi ve TEM goriintiisii.
Makropinositozun sematik gosterimi.

Hiicresel endositoz yolaklar1 ve bazi endositoz inhibitdrlerinin
(Amilorid, MB-CD, indometazin ve klorpromazin) sematik olarak
gosterimi.

In vivo goriintiileme galismalar1 i¢in optik araligin gdsterimi.

PLGA  nanopartikiillerinin ~ nanopresipitasyon  yOntemiyle
hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Kitosan nanopartikiillerin olusma mekanizmasinin sematik
gosterimi.

Dil’in  DMSO igerisindeki ¢ozeltilerinin UV  absorbanslari
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrusu.

Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢ozeltilerinin UV absorbanslari
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrusu.

ICG’in DMSO igerisindeki c¢ozeltilerinin UV absorbanslari
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrusu.
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PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine anlamli
seviyede etki eden faktorlerin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis
pareto grafigi.

PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine incelenen
faktorlerin etkileri.

PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine polimer
miktar1 ve organik faz miktarinin etkisinin kontur plot grafikleri ile
gosterimi.

PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine polimer
miktar1 ve organik faz miktariin etkisinin yilizey cevap grafikleri ile
gosterimi.

Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikligiine anlaml
seviyede etki eden faktorlerin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis
pareto grafigi.

Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil  biyiikliigline
incelenen faktorlerin etkileri.

Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiytikliigiine polimer
miktar1 ve NaCl miktarinin etkisinin kontur plot grafikleri ile
gosterimi.

Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiytikliigtine polimer
miktar1 ve TPF miktarinin etkisinin yiizey cevap grafikleri ile
gosterimi.

Ultra saf su igerisinde dagitilmis kitosan nanopartikiillerinin partikiil
biiyiikliigii dagilimlart.

Tamamlanmig besiyeri icerisinde kitosan nanopartikiillerinin
partikiil biiytikliigli dagilima.

Degisen polimer/organik faz konsatrasyonuna karst PLGA
nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigiindeki degisim.

PLGA230 (Kirmiz1) ve PLGA160 (Yesil) nanopartikiillerinin partikiil
biiytikliigii dagilimlart.

PLGA230 ve PLGA16s0 nanopartikiillerinin partikiil biyiikligi ve
salim ozellikleri. A) Dil ile isaretlenmis PLGA nanopartikiillerinin
polimer konsantrasyonuna gore ortalama partikiil biiytkligiiniin
degisimi, B) PLGA230 ve PLGA160 nanopartikiillerinden boya
salimi, bu formiilasyonlara ait AFM (C) ve TEM (D) goriintiiler:.

PLGA:230 ve PLGA160 nanopartikiillerinin ayni hiicre sayisina ayni
sayida nanopartikiil uygulandiktan sonra sitotoksisitesi (A-B), Dil
ile isaretli hiicre yiizdesi (C), floresan isaretli hiicrelerin ortalama
intensitesindeki degisim (D), bu degisimin mikroskopi goriintiileri
(E), aym1 agirlikta uygulanan nanopartikiillerin 24 saat sonunda
floresan mikroskop goriintiileri (F), 24 saat sonunda hiicrelerin
ortalama floresan intensitelerinin tasidiklar1 boya miktarina gore
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normalize edilmesiyle elde edilen nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim
etkinlikleri (G).

PLGA nanopartikiilleri ile +4 (Kirmizi) ve +37 °C (Mavi)’de inkiibe
edilmis HEK293 hiicrelerinin ve nanopartikiil eklenmemis
hiicrelerin  (Gri) akim sitometri histogramlar1 (A) ve PLGA
polimerinin, Dil’in, PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiillerinin FTIR
spektrumlari (B).

PLGA230 (A-B) ve PLGA160 (C-D) nanopartikiillerinin hiicre igine
alimina inhibitorlerin etkisi ve formiilasyonlarin boya aktarim
yollarinin sematik gosterimi.

ICG isaretli PLGA160 Ve PLGA230 nanopartikiillerin salim grafikleri.

ICG ¢ozeltisi, ICG yiiklii PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiillerinin
intraperitoneal enjeksiyondan sonra alikonma zamanlari.

Endogro besiyerinin nanopartikiiller eklenmeden oOnceki partikiil
biyiikligii dagilimi.

TfRMAb (+) nanopartikiillerinin sematik gosterimi (A), TEM
goriintlisii (B), DLS ile ultra saf su igerisinde elde edilen partikiil
biiyiikliigii dagilimi (C) ve Endogro igerisinde 3 saat inkiibe edilmis
nanopartikiillerinin partikiil biyiikligi dagilimi (D).

Hiicre kiiltirii ¢aligmalarinin  sematik olarak gosterimi (A),
TfRMAb (-) ve TfRMAb (+) nanopartikiillerinin hCMEC/D3
hiicreleri lizerine sitotoksisitesi (24 saat) (A), 3 saat inkiibasyondan
sonra bu hiicrelerin MFI degerleri (C) ve floresan mikroskop
gorintiileri (D).

Endositoz inhibitdrlerinin pozitif kontrol ajanlarinin hiicre igine
alimma etkileri (A-C), TfRMAb () ve TfRMAb (+)
nanopartikiillerinin hCMEC/D3 hiicrelerine alimina endositoz
inhibitorlerinin etkileri (D).

20 ve 100 nm biiyiikligiindeki polistren nanopartikiillerinin 5:1
oranda karigiminin DLS ve AFM ile 6l¢limii sonucunda elde edilen
sonuglar.

Diisiik iyonik siddete sahip (A) ve yiiksek iyonik siddete sahip

cozeltilerde (B) kitosan nanopartikiillerinin olusumunun gematik
olarak gosterimi.
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TABLOLAR

Proses kosullarinin nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanmis
PLGA nanopartikiillerinin temel 6zellikleri lizerine etkisi.

Hidrofilik 1ilaglarin kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi
caligmalardan bazilar.

Hidrofobik ilaglarin kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi
calismalardan bazilar.

Makromolekiillerin  kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi
calismalardan bazilari.

Nanopartikiillerin  sayisinin  belirlenmesinde kullanilan  bazi
metotlar.

PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan deney
tasarimi degiskenleri ve cevap degeri.

Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan deney
tasarimi degiskenleri ve cevap degeri.

Dil’in DMSO c¢ozeltisinde miktar tayininin analitik metot
validasyonuna ait dogruluk ve geri elde sonuglari.

Dil’in DMSO ¢6zeltisinde miktar tayininin analitik metot
validasyonuna ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢ozeltisinde analitik metot
validasyonuna ait dogruluk ve geri elde sonuglari.

Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢ozeltisinde analitik metot
validasyonuna ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

ICG’in analitik metot validasyonuna ait dogruluk ve geri elde
sonuglart.

ICG’in analitik metot validasyonuna ait tekrar edilebilirlik
sonuglart.

PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine etki eden
faktorlerin arastirilmasi amaciyla hazirlanan deney tasarimi ve
cevap degerleri.

Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biyiikliigiine etki
eden faktorlerin arastirilmasi amaciyla hazirlanan deney tasarimi
ve cevap degerleri.

Dil isaretli PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiillerinin karakteristik
ozellikleri.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji yasamimizin her parcasini degistirme potansiyeli olan bir
bilimdir ve glinlimiizde nanoteknoloji esash iirlinler bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Bu alanlardan biri olan nanopartikiiler ilag tastyici sistemlerin gelistirilmesi iizerine
yapilan ¢alismalar son yillarda hizli bir artis gostermistir. Bu hizli artig, cevaplanmasi
gereken sorular1 da beraberinde getirmistir. Aranan cevaplarin klinik ¢alismalardan
once bulunabilmesi amaciyla preklinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Preklinik
calismalarda etkinligin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiirii c¢aligmalar1 siklikla

kullanilmakta ve degerli bilgiler saglamaktadir.

Bu ¢aligmalarda nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimina nanopartikiiliin partikiil
biiyiikliigiiniin, ylizey 6zelliklerinin ve seklinin etkisi arastirilmistir. Bununla birlikte
nanopartikiillerin hiicrelere alim mekanizmalarinin belirlenmesi, nanopartikiillerin
hiicrelerle etkilesiminin incelenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu mekanizmalar
temel olarak kaveol aracili endositoz, klatrin aracili endositoz ve makropinositoz
olarak siniflandirilmaktadir ve bu yolaklarin farmakolojik inhibitdrlerle inhibe
edilmesi, nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminin belirlenmesinde iyi tanimlanmis ve

siklikla kullanilan bir yaklagimdir.

PLGA ve kitosan polimerleri kullanilarak gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin
ozelliklerinin ve etkinliklerinin belirlenmesine yonelik bir¢ok calisma yapilmasina
ragmen bu nanopartikiillerin klinik ¢alismalara tasinmast smirli  kalmastir.
Avantajlaryla dikkat ¢eken ve preklinik ¢alismalarda etkinlikleri gosterilen bu iki
polimer kullanilarak hazirlanan nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin hiicrelerle
etkilesimlerinin belirlenmesi devam edecek arastirmalar i¢in yol gosterici olacaktir.
Bu tez kapsaminda oncelikle partikiil biyiikligi, yiizey oOzellikleri gibi farkh
ozelliklere sahip PLGA ve kitosan nanopartikiillerinin tasarimi, hazirlanmasi ve
karakterizasyonu yapilmis elde edilen sonucglar dogrultusunda hiicre kiiltiirii
caligmalariyla farkli oOzelliklere sahip bu nanopartikiillerin hiicrelerle etkilesimi

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Richard Feynman’in Caltech’de 1959°da yaptig1 ‘Asagida daha ¢ok yer var’
baslikli konugmasiyla nanoteknoloji ¢alismalarina olan ilginin artmasini saglamistir
(1). Richard Feynman bu konusmasinda biiyiik boyutlara sahip makineler olarak islem
yapan daha kiiciik makinalar i¢in bilesenler iireten daha da kiigiik makinelerin
bilesenlerini iiretme kabiliyetine sahip makinalar1 6ngdrmiis ve bu islemin atomik
boyutlara ulasana kadar siirebilecegini belirtmistir. Ilerleyen yillarda nanoteknolojinin
fizik, kimya, biyoloji gibi alanlardaki arastirmacilara farkli seyler ifade etmesi bu
alanin farkli yonlerde gelismesine firsat tanimistir (2). Giiniimiizde sadece biiyiik
nesnelerin minyatiiriiniin tiretilmesi ile sinirli kalmayan nanoteknoloji kavrami farkli
fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip nanomateryallerin hazirlanmasim1 da
kapsamaktadir. 1970’li yillarin basmna kadar intravendz yolla siispansiyonlarin
kullanim1 emboli riski nedeniyle imkansiz olarak goriilmiistir. Bu diisiince
nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ile agilabilmistir (3). Giintimiizde
ise nanopartikiiller kullanilarak istenilen dokuya ve hiicreye ila¢g taginmasini miimkiin
kilan, birgok ilacin terap6tik etkinligini arttiran ve yan etkilerini azaltan siispansiyonlar
gelistirilmistir (3). Bu pargaciklarin biiyiikligiiniin mikrometrelerden nanometrelere
kaymas1 6nemli bir teknolojik ve tibbi atilim olmustur. Nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemlerin hala emekleme asamasinda oldugu yetmislerin sonlarinda kullanilan
polimerlerin (poliakrilamid (4) veya polimetakrilat (5)) biyopargalanabilir olmamast,
gelistirilen sistemlerin kullanilmasina 6dnemli bir sinirlama getirmistir. Bu sinirlama,
gelistirilen nanopartikiillerin sistemik uygulanmasinin hayal olarak kalmasina sebep
olmaktayken, devam eden yillarda biyouyumlu ve biyopargalanabilir polimer olan
albtimin (6), polisiyanoakrilat (7), polilaktik-ko-glikolik (8) daha sonralarda kitosan
(9) ile hazirlanan nanopartikiiller hizla gelistirilmistir. Bu gelismeler basta onkoloji
olmak tizere bir¢cok klinik g¢alismanin yolunu agmustir (10). Fakat ¢ok sayidaki
arastirmaya ve yayina ragmen bu arastirmalarin klinik ¢alismaya doniisme (Sekil 2.1)
ve gelistirilen formiilasyonlarin piyasaya sunulmasi orani ¢ok diisiik seviyelerde

kalmaktadir.



A 0000 B s0-
l___] Faz4 i
500004 [ Kanser + Nanopartikiiller 7 207 [ 1 Faz3 /.
= |:| Toksikoloji + Nanopartikiiller s l I Faz 2 3
L " —
> 40000 o 1000{ E 1 Faz1 B2 20
w £ E-3
= I o T —
> 30000 S 750- = 1
> = T i
: :
820000 .= 500 T I
& 1 = 10 HH
- o i £ » L H
10000 8 2504 7 SR=NE
= = g | B
[ g il
o T r_‘l; r_‘I 1 0 T 1 T T T T T (] T 1 T
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
yil yil

Sekil 2.1. Son on y1l igerisinde kanser alaninda nanoteknoloji kullanilarak yayinlanan
calismalarin (Web of Science®) ve gerceklestirilen klinik denemelerin
(clinicaltrials.gov) toplam sayilari. (A) Kanser tedavisinde nanoteknolojinin
kullanildigi makalelerin sayist biliylik bir hizla artmaktadir. Son dort yilda
nanoteknoloji kullanilarak yapilan kanser ve toksikoloji alanlarindaki yayin orani ise
sabit kalmistir. (B) Son on yilda nanoteknoloji esasl ilaglarla kanser tedavisinde
baslayan klinik denemelerinin sayis1 siirekli bir artis gostermistir. Fakat klinik
calismalarin toplam sayist bu alanda yapilan yayinlarin %2’si seviyesinde kalmigtir
(10).

Bu basarisizligin arkasinda bir¢ok sebep yer almakla beraber, bu sebeplerden
bazilarini; nanopartikiillere diisiik oranda ilag yiiklenebilmesi (3), ani ilag salim1 (11)
ve in vitro-in vivo preklinik calismalarin yetersizligi (12) olusturmaktadir. Bu
sinirlamalar, uygulanan ilacin miktarinin etkili olacagi doza ulasmasi i¢in kullanilmasi
gereken tasiyicinin toksik seviyelere ulagsmasina, ilacin biiylik bir boliimiiniin ilag
hedefe wulasmadan salinmasina ve nanopartikiillerin klinik calismalardaki

davraniglarinin 6nceden dngdriillememesine sebep olmaktadir.

2.1.1. Poli(laktik ko-glikolik asit) Nanopartikiilleri

PLGA yillardir basariyla kullanilan biyopargalanabilir polimerlerden biridir.
Polimerin hidroliz sonucu laktik asit ve glikolik asit monomerlerine doniismesi ve bu
iki monomerin de krebs siklusu ile kolaylikla metabolize olabilmesi, bu polimerin ilag
taginmasinda toksisite goriilmeden kullanilmasini miimkiin kilmaktadir (13, 14). Bu
ozellikleri ile FDA ve EMA tarafindan kullanimi onaylanmistir (15). Ticari olarak
farkli molekiil agirliklarinda ve farkli kopolimer bilesimine sahip formlarin1 bulmak

mimkiindiir, bu 6zellikler degregasyonunun siiresini belirlemektedir (16, 17). Son



yillarda PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi ve kullanilmasi i¢in bir¢ok aragtirma
yapilmistir. Bu calismalar, nanopartikiillerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve
etkinliklerinin in vitro-in vivo testlerle degerlendirilmesini kapsamaktadir. PLGA
nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in farkli metotlar tanimlanmistir fakat bu metotlardan
hangisinin segilecegine karar verilirken ilag 6zellikleri, nanopartikiil 6zellikleri, dlgek
bliylitmeye uygunlugu, cevreye etkisi, verimi gibi parametreler goz Oniinde
bulundurulmak zorundadir (18). PLGA nanopartikiilleri ile yapilan tiim arastirmalara
ragmen piyasada bulunan PLGA esasl ilaglar sadece implantlar ve mikrokiirelerle
sinirli kalmistir. Nanopartikiillerin piyasaya ¢ikmasindaki en biiyiik sinirlamalardan
ilki olan tiretim metotlar1 incelendiginde bu metotlarin baslica; tekli veya gift
emiilsiyon  ¢Oziicii  evaporasyon/ekstraksiyon,  nanopresipitasyon, membran
emiilsifikasyonu ve mikro akiskan teknolojisi oldugu goriilmektedir. Her yontemin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmakla birlikte tiim bu metotlarin ortak 6zelligini
PLGA’in organik bir solvanda dagitilmas1 ve antisolvanla karistirilmast prensibine
dayanmaktadir. Solvan ortamdan uzaklastirildiktan sonra elde edilen nanopartikiiller

toplanmaktadir (18-20).

2.1.2. Nanopresipitasyon Yontemi

Glinlimiizde sik kullanilan PLGA nanopartikiilii hazirlama yontemlerinden biri
olan nanopresipitasyon yontemi, tez kapsaminda kullanilan yontem oldugundan, bu
boliimde daha detayl olarak agiklanmistir. Bir yag suyla karigabilen bir organik solvan
icinde ¢oziiliip daha biiylik miktarda su ile karistiginda kendiliginden emiilsifiye olan
stabil nanoemiilsiyonlar olusmaktadir. Bu “Uzoe Etkisi” olarak adlandirilmakta ve
hidrofobik 0Ozellige sahip, organik fazda ¢oziinmiis maddenin suda nanoboyutta
damlalar veya partikiiller olarak dagilmasi olarak tanimlanmaktadir (21). Uzo
emiilsifikasyon prosesi, polimerik nanopartikiillere uygulandigt zaman ise bu
nanoenkapsiilasyon metodu “nanopresipitasyon” admm1 almaktadir. Pratikte
hidrofobik olan polimer 6ncelikle suyla karigabilen bir ¢oziiciide ¢oziiliir. Bu polimeri
iceren faz, sulu fazla diisiik enerji kullanan bir karistirma diizenegi ile karistirildiginda,
hidrofobik polimer nanoboyutta agregatlar haline gelir. Fessi ve ark. bu metodu PLGA
nanopartikiilleri i¢in kullandiginda bu metodu ¢oziicii degistirme metodu olarak

adlandirmiglardir (22). Bazi arastirmacilar solvani diyalizle uzaklastirmiglar ve



metodu solvan diyaliz metodu olarak adlandirmiglardir (23). Nanopresipitasyon
yonteminde kullanilan solvan suyla karisabilir, evaporasyonla ve/veya ekstraksiyonla
kolaylikla uzaklastirilabilir olmalidir (19). Bu metotta genellikle kullanilan solvanlar
aseton, asetonitril, dimetilasetamit, dimetilformamid, dimetil siilfoksit, poli etilen
glikol ve tetrahidrofurandir (18, 24). Bunlar arasinda aseton en ¢ok tercih edilen solvan
olmakla birlikte aseton-etanol gibi ikili solvan karigimlart da bu metotta
kullanilabilmektedir (25-27).

Sekil 2.2°de  PLGA nanopartikiillerinin nanopresipitasyon yontemi ile
hazirlanmasinin sematik prosediirii ve siiregteki degiskenler Ozetlemektedir (28).
Nanopresipitasyon yontemiyle elde edilen PLGA nanopartikiillerine ait kosullarin
nanopartikiillerin karakteristigine etkisi yapilan ¢alismalardan &rnekler de Tablo

2.1°de verilmistir.



Organik faz
Polimer
Su ile karigabilir solvan

Operasyonel degiskenler
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Sirfaktan
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Karistirma
\J

Kolloidal siispansiyon P PR

\
Organik faz/sulu faz orani

Organik fazi ekleme hizi

Organik fazi ekleme yontemi
Sicaklik

Karistirma hizi

Sonug drinin karistirilmasi

Sekil 2.2. PLGA nanopartikiillerinin nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanmasinin sematik gosterimi ve siirecteki degiskenler (28).



Tablo 2.1. Proses kosullarinin nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanmis PLGA nanopartikiillerinin temel 6zellikleri {izerine etkisi. (Sah

ve ark.’nin yayininda (18) yer alan liste esas alinarak, giincellemeler ve eklemelerle tablo olusturulmustur.)

Organik Fazda Etkin Madde
X Partikiil
. Kullanilan Bulunan Polimer Yiiklenen Miktarmin Enkapsiilasyon
Polimer Ozelligi ) ) Biiyiikliigii Kaynak
Solvan Konsantrasyonu Etkin Madde Polimer (nm) Etkinligi (%)
nm
(%) Miktarma Oram
PLGA 50:50
Aseton 2.5 Anastrazol 5 118~180 37~62 (29)
(0.2 dL/g)
RGP d Aseton 4 Atorvastatin 12 76~172 3~51 (30)
PLGA50:50 o
Aseton-Etanol 2 Azelaik asit 50 252 72 (25)
(45-75 kDa)
RGP d 50155 PEG 400 0.3~1.3 BSA 12.5~50 95~39%4 35’¢ kadar (31)
Kelidonin
PLGA Aseton 1.7 20 123 83 (32)
Aliiminyum
PLA (42 kDa) Aseton-Etanol 0.6 3.33 115 57 (33)
kloriir
PLGA75:25 .
Aseton 1 Koenzim-Q 10 100 88 (34)
(10 kDa)
PLGAS50:50 (7- . .
Tetrahidrofuran 0.2 Kurkumin 100 79 92 (35)

17 kDa)
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RG502H Aseton 0.375 Dosetaksel 0,1-1 157~172 17~23 (37)

Kannabinoid
RG502 (12 kDa) Aseton 15 6~20 291~315 71~90 (39)

PLGA-PEG

Aseton 0.36 Flurbiprofen 1,67 123 81 (41)
(34 kDa)

RG 502H Aseton 0.375 Melatonin 1,35 100 6~44 (43)

PLGA50:50 Norfloksasin

Dimetilasetamit 2 100 323 15 (45)
(40.1 kDa)



PLGA (60 kDa)

PLGA50 : 50
(41 kDa)
RG502H
(12 kDa)

PLGA50 : 50

(50-75 kDa)

PLGA 50:50

PLGA

PLGA 85:15
50-75 kDa

Aseton

Aseton

Aseton

Aseton

Aseton

Aseton

Kloroform

0.24

1.25

0.5

2,5-5

Ropivakain

Testosteron

Tramadol

Ksanton

Lopinavir

Paklitaksel

Stavudin

0,25,0,5

40

10

15

60

10-20

163

202

141

96

142.1

164-183

84.34-
238.2

27

74

43

93.03

74.7-80.1

35.96- 8.43

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(33)
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Yapilan ¢alismalarda PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliginin
birgok parametreden etkilendigi gézlemlenmistir. Bu parametreler arasinda solvan ve
PLGA’e ait ozellikler, etkin madde/PLGA orani, siirfaktan, polimerik fazin su fazina
orant gibi parametreler dikkat ¢ekmektedir. Vurgulanmasi gereken bir diger nokta
polimerik fazin antisolvan icerisinde disperse olurken gerceklestirilen karistirmanin da
PLGA nanopartikiillerinin kalitesi i¢in 6nem tasimasidir. Solvanin yer degistirmesi
sirasinda  kosullarin  sabit olmamasi, tekdiize nanopartikiil elde etmeyi
zorlastirmaktadir. Bu nedenle ¢esitli karistirma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bu
mekanizmalar; tiim organik fazin sulu faza bir kerede dokiilmesi, organik fazin sulu
faza kontrollii bir sekilde damla damla ilave edilmesi, su fazin organik faza tek bir
seferde ilave edilmesi, su fazinin kontrollii bir sekilde damla damla organik fazla ilave

edilmesi ve polimerik fazin diyalizle su fazinda disperse edilmesi olarak sayilabilir

(18, 28).

Nanopresipitasyon yonteminin en 6nemli avantajlarindan birisi de {iretim
siirecinde yliksek enerjili, yiiksek basin¢li karigtirma sistemlerine ihtiyag
duyulmamasidir. Bu metotta PLGA nanopartikiilleri organik fazin sulu faz igerisinde
spontan bir sekilde difiize olmasi ile olugsmaktadir (Sekil 2.3). Bu prosediir diger PLGA
nanopartikiilii iretim yontemlerinden daha kiigiik nanopartikiiller elde edilmesini
saglamaktadir. Bir diger avantaji ise nanopresipitasyon yonteminin daha az toksik,
cevreye zarar vermeyen organik solvanlarla nanopartikiillerin {iretimine olanak
tanimasidir. Fakat nanopartikiil hazirlarken bu metodun en biiyiikk zorlugunu ise
hazirlanan nanopartikiillerin sadece belirli bir dar aralikta olusuyor olmasi

olusturmaktadir. Bu aralik “Uzo Bélgesi” olarak adlandirilmaktadir.

Nanopresipitasyon siiresince solvan gecisi ile antisolvan icerisinde PLGA
nanopartikiilleri olusmakta ve bu sebeple solvanin gecis yapabilecegi biiyiik miktarda
su fazinin bulunmasini gerektirmektedir. Yiiksek polimer miktarinin kullanilmasi ise
parcaciklarin birlesme egilimini dogurmakta ve agregasyona neden olmaktadir.
Organik solvanin tam olarak wuzaklastirilamamas1 ise santrifiij sirasinda
nanopartikiillerin agregasyonuna neden olmaktadir (54-56). Bu yontemle

nanopartikiillerin olusum mekanizmasi incelendiginde mekanik mekanizma organik
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faz damlaciginin sulu faz igerde dagilmasi ve parcalanmasi ile partikiillerin olustugunu
gostermektedir (Sekil 2.3). Boylece Quintanar ve ark. ve Galindo ve ark.
nanopartikiillerin, solvan ve antisolvan arasindaki yiizey gerilimini hesaba katarak,
olusan ylizeyler arasi tiirbiilans veya Gibbs—Marangoni etkisi ile olustugunu ileri
stirmistiir. Yiksek yiizey gerilime sahip sulu faz, ¢evreledigi diisiik yilizey gerilimine
sahip organik fazi ¢eker. Bu yiizey gerilim farki ylizeyler arasi tiirbiilansa sebep olarak
iki yiizey arasindaki ara ylizeyde devamli girdaplarin olugsmasina sebep olur. Sonug
olarak bu siddetli dagilma solvanin tekrar tekrar nanopartikiiler boyuta ulagsana kadar
daha kii¢tik parcaciklara boliinmesini saglar. Daha sonra solvan diisiik yiizey gerilimi

olan bolgelere akar ve polimer mikron alt1 partikiiller olarak ¢oker (28).
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Yiizeyler arasi tiirbiilans ve sistemdeki Organik solvanin
termal esitsizlikler difiizyonu

Sekil 2.3. Nanopresipitasyon yontemi ile nanopartikiillerin olusum mekanizmasinin
sematik olarak gosterimi (28).

Nanopresipitasyon  Yonteminde Partikiil Biiyiikliigiine Etki Eden

Faktorlerin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin olusma mekanizmasi géz oniine alindiginda organik fazin
sulu faza orani, organik fazin eklenme metodu, karistirma sistemi, sicaklik ve
¢oziicliyli uzaklastirmak i¢in kullanilan nihai karistirma yontemi gibi bir¢ok operasyon

degiskeni nanopresipitasyon metodu i¢in tanimlanmistir (28). Bununla birlikte
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organik fazin eklenme hizi ve organik faz/sulu faz oranina ait ¢elisen sonuglar deney
sartlarina ve kullanilan malzemelere gore bildirilmistir (Tablo 2.1). Bu problemin
iistesinden gelebilmek i¢in siirecte yer alan degiskenlerin partikiil biiyiikligii, ilag
yiikklenme miktar1 gibi hedef ozelliklere etkisi tarafimizdan arastirilmis ve bildiri
olarak yayinlanmistir (57). Bu c¢alismada Plackett-Burman deney tasarimi
kullanilarak cevap degerler lizerine etkileri degerlendirilen kritik proses parametreleri
incelenmistir. Bu parametrelerin, tez ¢alismasina temel olusturabilecek olan partikiil
blytikligline etkileri incelendiginde ortalama partikiil biiyiikliigiintin 140 ve 228,1
nm’ler arasinda degistigi gbzlemlenmistir. Partikiil biyiikliginr etki eden
parametreler siirfaktan tipi, homojenizasyon hizi, PLGA miktar1 ve PLGA terminal
grubu olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda artan homojenizasyon hizinin daha
kiigiik damlaciklarin olusturmasi sonucu partikiil biiytikliigiinii azalltig1, artan PLGA
konsantrasyonunun organik faz viskozitesini artmasina bagli olarak daha biiyiik
parcaciklarin olusmasina sebep olmus olabilecegi, kullanilan polimerin terminal
grubunun, kullanilan yiizey etkin madde tipinin partikiil biiyiikliigiinii etkileyebilecegi

gibi 6n fikir olusturabilecek sonuglara varilmistir (57).

2.1.3. Kitosan Kullanilarak Hazirlanan Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyici

Sistemler ve Ozellikleri

Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde siklikla kullanilan
polikatyonik bir polimer olan kitosan, deniz kabuklularinin dis iskeletlerinden elde
edilen kitinin alkali ortamdaki deasetilasyonu ile elde edilmektedir (58-60). Kitosan
nanopartikiilleri emiilsiyon damla birlesmesi (61), emiilsiyon solvan difiizyonu (62),
ters misellesme (63) ve elektrostatik komplekslesme (64) gibi birgok metotla
hazirlanabilmesine ragmen elektrostatik komplekslesme metodu tekdiize ve
tekrarlanabilir 6zellige sahip nanopartikiiller elde edilmesine olanak tanimasiyla 6n
plana ¢ikan yontem olmustur. Bu metodun organik solvan i¢cermemesi ve toksik
olmayan capraz baglayicilarin kullanilabilmesi metoda ait diger avantajlar olarak

dikkat ¢ekmektedir (60).

Kitosan, amin gruplarinin protonlanmasi ile asidik ortamda ¢6ziiniir 6zellige

kavusmaktadir. Bu pozitif yiik, nanopartikiillerin anyonlar kullanilarak iyonotropik
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jelasyonla kitosan nanopartikiilleri olusturulmasina imkan tanimaktadir. Bununla
birlikte kitosanin sitrat, stilfat veya TPF gibi anyonik maddelerle komplekslestirilmesi
siireci spesifik olarak “iyonik jelasyon” adin1 almaktadir (65). iyonik jelasyon metodu
kitosan nanopartikiillerinin elde edilmesinde bugiine kadar kullanilan en kolay
yollardan biridir. Bu basariy1 tek adimda nanopartikiiliin elde edilmesi ve kullanilan
ortamin uygun olmasi saglamaktadir. Bu metodla biyomedikal kullanimlar i¢in ideal
nanometrik boyutta, dar bir partikiil bliyiikliigi dagilimina sahip ve kiiresel sekilde
nanopartikiiller elde edilmesini saglamaktadir. Kitosan-TPF nanopartikiilleri hem
kiicik hem de biiyik molekiil agirlhigina sahip ilaglarin nanopartikiillerin igine
yiikklenmesinde kullanilmistir (Tablo 2.2-4). Hidrofobik ilaglarin kitosan
nanopartikiillerin yliklenmesi ise baz1 zorluklara sahip olup yiikleme etkinlikleri suda
¢oziinen ilaglara gore diisiik seviyelerde kalmaktadir. Kitosanin ¢6zlinmiis oldugu sulu
ortamda yliklenecek maddenin ¢dziinememesi ve homojen bir dagilim sergilememesi
baslica engeli olusturmaktadir. Bu sinirlamanin iistesinden gelebilmek igin farkli
stratejiler gelistirilmistir. Bu metotlar temel olarak emiilsiyon olusturmaya veya
maddenin siklodekstrinler gibi ajanlarla komplekslestirilmesine dayanmaktadir.
Gelistirilen basit metotlardan biri de etkin maddenin etanol veya metanol gibi suyla
karigabilir bir organik solvanla kanistirllarak  dagitilmast  ve TPF ile
komplekslestirilmesine dayanmaktadir. Bu metotla yiiksek yiikleme etkinligi basariyla
elde edilebilmistir (60).

Kitosan-TPF nanopartikiillerinin ~ karakteristik  ozelliklerine etki eden
parametreler incelendiginde, kitosan konsantrasyonunun, kitosan-TPF oraninin,
kitosanin molekiil agirliginin, ¢éziinme ortaminin pH’sinin ve iyonik siddetinin etkili
parametreler olabilecegi ¢esitli c¢aligmalarda gosterilmistir (66). Yapilan son
caligmalarda nanopartikiiller hazirlanirken kullanilan solvanin iyonik siddetinin
nanopartikiilerin partikiil biyiikliigiinii ve sikiligini etkiledigi belirlenmistir. Bu
caligmalarda tuzlu su ile normal suya kiyasla daha kiiglik nanopartikiiller elde
edilebildigi belirlenmistir. Bununla birlikte tuzlu ortamin kitosan-TPF oraninin
degisimine bagli olan partikiil biiytikliiglinde degisimi azalttigi gosterilmistir. Dahasi
kitosan-TPF nanopartikiillerinin sikilig1 artmistir (66).



Tablo 2.2. Hidrofilik ilaglarin kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi ¢alismalardan bazilari (60).

Molekiil Uygulama Etkin maddenin yiiklenme yontemi Kaynak
5-Flurourasil Kanser tedavisi Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (67)
5-Flurourasil Kanser tedavisi TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (68)

Alendronat Kemik erimesi Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (69)
Askorbik asit Antioksidan Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (70)
Bromokriptin Parkinson hastalig Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (72)

Karteolol Glokom Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (72)

Katesin Antibakteriyel Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (73)

Katesin Antiokidan TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (74)

Sefazolin Antioksidan TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (75)
Klorheksidin Antibakteriyel Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (76)

Klorokin Sitma Nanopartikiil siispansiyonuna eklenmistir. a7

Donepezil Alzheimer hastalig1 Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (78)

Dopamin Parkinson hastalig Nanopartikiil siispansiyonuna eklenmistir. (79)
Doksorubisin Kanser tedavisi Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (80)
Doksorubisin Kanser tedavisi Dektranla 6nceden komplekslestirlmistir. (81)

Gemsitabin Kanser tedavisi Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (82)
Metotreksat Kanser tedavisi TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (83)
Vankomisin Antibakteriyel Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (84)

14
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Tablo 2.3. Hidrofobik ilaglarin kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi ¢aligmalardan bazilari (60).

Molekiil Uygulama Etkin maddenin yiiklenme yontemi Kaynak
6-Merkaptopiirin Kanser tedavisi DMF/Tween 80® ile ¢oziindiiriilmiis, kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (85)
Amlodipin Hipertansiyon tedavisi TPF ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilmiistiir. (86)
Askorbil palmitat Antioksidan Tween 60®/soya yagl ile emiilsiyon olusturulmustur. (87)
Kaptopril Hipertansiyon tedavisi TPF ¢ozeltisinde ¢ozlindiirilmistiir. (86)
Karum koptikum yag: Antioksidan Tween 80®/CH2Cl; ile emiilsiyon olusturulmustur. (88)
Kurkumin Sitma Etanolde ¢6ziilmiis ve nanopartikiille karigtirilmigtir. (89)
Kurkumin Kanser tedavisi Etanolde ¢oziilmiis ve kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (90)
Kurkumin Kanser tedavisi Etanolde ¢oziilmiis ve kitosan ¢Ozeltisine eklenmistir. 91)
Dosetaksel Kanser tedavisi Metanolde ¢6ziilmiis ve TPF ¢ozeltisine eklenmistir. 91

Ojenol Antioksidan Tween 60® ile emiilsiyon olusturulmustur (92, 93)
Ferulik asit Antibakteriyel DMSO’da ¢oziilmiis ve kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (94)
indometazin Model ilag DMSQO’da ¢oziilmiis ve kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (95)
itrakonazol Akciger enfeksiyonu Siklodektrin kompleksleri olusturulmustur. (96)
Lutein Antioksidan Metanolde ¢6ziilmiis ve nanopartikiillerle karigtirtlmigtir. 9N
Probukol Stenoz Tween 80®/CH,Cl; ile emiilsiyon olusturulmustur. (98)
Saponin Kanser tedavisi Etanolde ¢oziilmiis ve kitosan ¢dzeltisine eklenmistir. (99)
Saponin Antifungal Etanolde ¢oziilmiis ve kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (100)

Sunitinib Kanser tedavisi DMSO’da ¢oziilmiis ve kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. 101



Tablo 2.4. Makromolekiillerin kitosan-TPF nanopartikiillerine yiiklendigi ¢alismalardan bazilari (60)

Makromolekiil Uygulama Etkin maddenin yiiklenme yontemi Kaynak
Agomir plazmit Kemik erimesi TPF ¢ozeltisine eklenmistir. 102
ALT-2 antijen Lenfatik filaryaz Nanopartikdl siispansiyonuna eklenmistir. (103)
BSA Model sistem Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. 104
BSA Model sistem Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. 105
BSA Model sistem Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. 106
Kriptdin-2 Antibakteriyel Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (107)
Siklosporin A G06z hastaliklar Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. (108)
Estradiol-2 Alzheimer hastaligi Kitosan ¢ozeltisine eklenmigtir. (109)
Insiilin Model sistem TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (110)
insiilin Diyabet TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (111)
Insiilin Diyabet TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (112)
Interlokin-12 Kanser tedavisi Kitosan ¢6zeltisine eklenmistir. (113)
pEGFP-N1 Model sistem Nanopartikiil siispansiyonuna eklenmistir. 114
pVvP28 As1 Nanopartikiil siispansiyonuna eklenmistir. 114
RGVP As1 TPF ¢ozeltisine eklenmistir. 115
SIRNA Kanser tedavisi TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (116)
TGFB1 Kanser tedavisi TPF ¢ozeltisine eklenmistir. (117)
Z-DEVD-FMK Apopotik hiicre 6liimiiniin 6nlenmesi Kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. 118

16
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2.2. Nanopartikiillerin In Vitro Karakterizasyonu

Bu boliimde tez kapsaminda arastirilan temel parametre olan partikiil
biiyiikliigii ve in vitro- iv vitro degerlendirmelerde kritik 6neme sahip olan ilag salim1

hakkindaki genel bilgilere yer verilmistir.

2.2.1. Partikiil Biiyiikliigii Dagiliminin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin ortalama partikiil biiylikligii bu partikiillerin hiicrelerle
etkilesiminin, biyodagilimmin ve hedef dokuya ulagsmasinin degerlendirilmesinde
etkili olan en kritik parametrelerden biri olarak dikkat ¢ekmektedir (119). Partikiil
biyiikliigiiniin belirlenmesinde genel olarak kullanilan metot dinamik 1s1k sagilimi
(DLS) metodudur. DLS metodu nanopartikiillerin siispansiyon igerisindeki Brownian
hareketini ve bunun hizla iliskisini 6l¢mektedir (12). Bu metotla elde edilen partikiil
biiyilikliigli ortalama partikiil biliylikliigii olarak rapor edilir ve partikiil biiytikliigii
dagilimi polidispersite indeksi (PDI) olarak rapor edilir. Birgok literatiirde PDI’nin 0,1
ve 0,25 arasinda olmasi, formiilasyonun dar bir partikiil biyikligi dagilimi
sergiledigini gostermektedir. PDI degerinin 0,5’in listiinde olmast ise genis bir partikiil
dagilimi oldugunu belirtilmektedir (12). DLS metodu basit ve hizli bir partikiil
biiyilikliigii sonucu vermesine karsin bu metodun bazi sinirlamalar1 bulunmaktadir.
Bunlardan biri ¢oklu partikiil biiytikliigiinr sahip pargaciklarin 6rnegin 20 ve 100 nm
capindaki nanopartikiillerin 6l¢iimiiniin yapilirken kiigiik nanopartikiillerin sinyalinin
kaybolmasidir (120-122).

Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigliniin  belirlenmesinde daha dogru
sonuglarin alinmast igin mikroskobik yontemler de tercih edilmektedir (122).
Mikroskoplar ile elde edilen goriintiiler nanopartikiillerin seklinin belirlenmesine de
olanak saglamaktadir. Fakat mikroskobik yontemlerin degisen 6zel 6rnek hazirlama
stiregleri, 6rnegin 6zelliklerini degistirmekte ve 6zellikle kuruma prosesinde goriilen
agregasyonlar gibi bircok probleme neden olmaktadir. Ayrica siirli hacmi ve goriintii
alan1 nedeniyle partikiil biyiikliigii dagiliminin belirlenmesi zorlagmaktadir (122,
123). Bu metotlarin disinda nanopartikiil izleme analizi ve disk santrifiijii gibi partikiil
biiyiikliigii belirleme yontemleri bulunmaktadir (12). Tez kapsaminda gergeklestirilen

Olgtimler en sik kullanilan metotlar olan DLS ve mikroskop yontemleriyle
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gerceklestirildigi i¢in bu iki metot detayli olarak agiklanmistir. Tiim bu teknikler farkli
fiziksel prensiplere ve numune hazirlama metotlarina dayandigi icin sonuglar
kullanilan metoda gére degisiklik gostermektedir. Ornegin elektron mikroskobu ve
DLS yontemiyle yapilan, homojen oldugu bilinen sistemlere ait Ol¢iimler farkli
sonuclar gosterebilmektedir. Yapilan son ¢aligmalardan birinde DLS 6l¢iimleriyle
karsilastiran TEM ve SEM analizleri 70 nm biiyiikligiindeki giimiis ve 15 nm
blytikliglindeki altin nanopartikiillerin partikiil biiytikligi dagilim araligin1 40-124
nm ve 11-52 nm olarak 6l¢miistiir (122). Bunlarla birlikte 6lgtimler numunelerin
icinde bulunduklar1 ortamlar da goz oniine aliarak degerlendirilebilir. Ornegin sivi
igerisinde dl¢limii yapilan nanopartikiillerin biiytikliigii hidrasyon tabakasi nedeniyle
genelde daha biiylik olabilecegi veya Ol¢lim yapilan sivi igerisinde nanopartikiillerin
agregasyonuna bagli olarak daha biiytik partikiil biiyiikliigii 6l¢iilebilecegi goz oniinde
bulundurulmalidir (124). Bu amagla DLS ile partikiil biiyiikligii 6l¢timiinden 6nce
nanopartikiiller sonikasyonla disperse edilse de yiiksek enerji uygulanan bu metot
tekrar agregasyon olusumunu 6nlememektedir. Murdock ve ark. yaptiklari ¢alismada
ise ¢esitli inorganik ve organik nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii 61¢timleri su ve
hiicre kiiltiirii ortaminda gerceklestirilmistir. Bircok durumda 6zellikle serum igeren
hiicre kiiltiirti ortaminda partikiil biiylikliigli yilizeye adsorbe olan proteinler sebebiyle
biiyiidiigiinii gostermektedir (124). Bununla birlikte DLS metodu nanopartikiillerin
kiiresel oldugunu 6ngdrmektedir bu nedenle partikiillerin sekli mikroskop analizleri
ile dogrulanmalidir (125). Tim bu faktorler DLS Glgiimlerinin gériintiilii analizlerle

desteklenmesi gereksinimine sebep olmaktadir.

2.2.2. Nanopartikiillerden fla¢c Saliminin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin ilag taginmasinda kullanilmasindan beri nanopartikiillerin
ilact salim hiz1 degerlendirilmektedir. Bu salim hiz1 nanopartikiillerin istenilen dokuya
ulasincaya kadar nanopartikiillerinin ilac1 salip salmadiklarinin, nanopartikiiler tasiyici
sistemlerin bir diger kullanilma amaci olan kontrolli salim sistemlerinin amacina
ulagip ulagmadiginin belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir (19). Polimerik
nanopartikiillerden ilacin salinmasi i¢in 3 mekanizma tanimlanmistir. Bunlar:

- ylizeye tutunmus ilacin salima,

- polimer matrisinden difiizyon,
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- polimerik erozyonla ilag salimi olarak siniflandirilabilmektedir (12, 126).

Matris tipi nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerde baslangi¢ta ani bir salim
varsa bu genellikle yiizeye adsorbe olmus veya zayifca baglanmis ilacin varligini
gostermektedir (127). Yine ilacin diflizyonu matriksin pargalanmasinda ¢ok daha hizli
gerceklesiyorsa devam eden temel salim mekanizmast olarak matris difiizyonu
gorilmektedir. Daha yavas ilag¢ salimi ise difiizyon ve polimer erozyonunun birlikte
goriildiigii durumlarda izlenmektedir (126, 127). Salim hizinin belirlenmesi i¢in de ti¢
yontem literatiirde sik¢a kullanilmaktadir. Bunlar (12): Ornek alma ve ayirma, diyaliz

membrandan difilizyon ve in situ analitik teknik olarak siniflandirilabilir.

Omek alma ve ayrrma metodunda nanopartikiilden ayrilan serbest ilag
santrifiijle nanopartikiilden uzaklastirildiktan sonra miktarinin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Ornek alindiktan sonra ortama taze salim ortami eklenmekte
nanopartikiiller resiispande edilmekte ve bir sonraki salim noktasina kadar inkiibe
edilmektedirler. Bu yontem c¢abuk salima sahip nanopartikiiller i¢in ek olarak ayrica
bir ayirma basamagi gerektirdiginden uygun degildir. Ayrica uygulanan santrifiij giicti
nanopartikiiller tizerinde degisiklige sebep olmakta bu da salim Ozelligini
degistirebilmektedir. Diyaliz membran difiizyon metodunda ise membran igerisinde
yerlestirilen nanopartikiil siispansiyonundan salim ortamina devamli difiizyonuna
baglh bir metottur. Ornek alma ve aymrma metoduna gore ayrima islemi
gerektirmemesi, hizli ve kolay 6rnek alimi gibi avantajlara sahiptir. Diger yandan
diyaliz membran difiizyon bariyeri veya adsorbsiyon yiizeyiyle ila¢ salimini
azaltmaktadir. Bu nedenle bu metot membranin serbest ilaca etkisini gorebilmek
amaciyla ilag ¢ozeltisi ile yapilacak bir kontrol deneyiyle karsilastirilmalidir. Ayrica
bu metodun biiyiik hacimlerin uygulanmasina olanak tanimasi sink kosulun
saglamasint  kolaylastirmaktadir. Biiyiik hacim sink kosulu saglanmasim
kolaylastirirken, ilag miktar tayin limitinin altina diisiilmesine sebep olabilmektedir.
In situ analitik teknik ise matris tipi nanopartikiillerde genelde kullanilmamakta
Ozellikle nanokristallerle ¢alismak i¢in uygun goriilmektedir (128). Bu teknik ¢6ziinen

ilacin dolayl1 olarak belirlenmesine dayanmaktadir.
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2.3. Nanopartikiil Sayisim1 Belirleme Stratejileri

Gegtigimiz yillarda nanoteknoloji alaninda goriilen biiylik gelismelere ragmen
nanopartikiillerin sayisinin tahmin edilmesindeki zorluklar hala devam etmektedir.
Nanopartikiillerin ilag tasici sistem olarak kullanilmasinda agirlik, total iyon gibi farkli
konsantrasyon ifadeleri ile ¢alisilmakta fakat farkli biiyiikliikteki nanopartikiillerin
molar konsantrasyona etkisi goz ardi edilmektedir (129). Son yillarda
nanopartikiillerin sayisini esas alan c¢alismalar yapilmaya baslanmistir ve her gegen
giin artmaktadir (130, 131). Nanopartikiillerin sayisin1 veya molar konsantrasyonunu
tayin etmeye yonelik ¢alismalarda bununla beraber hiz kazanmistir(129). Gliniimiizde
kullanilmakta ve gelistirilmekte olan metotlar baslica (129); gravimetrik 6lglim, 151k
absorbsiyonu, tiirbidimetre ve dinamik 1sik sagilimi ile Olgtimdir. Mikroskopi
yontemleri de kullanilmakla birlikte baslica metotlar Tablo 2.5’de oOzetlenmis,

bazilarina ait sematik goriintiiler ise Sekil 2.4’de verilmistir.

Yogun érneklerden nanopartikiil sayisinin hesaplanmasi

Nanopartikl b

a
/ dispersiyonundaki ve tozundaki Dinamik |§Ik Sa(;lhml
toplam nanopartikiil sayisina
S gecilmesi A

) - Q il sl » UV absorbsiyon
Bir nanopartikiltin oo
agirhiginin hesaplanmasi °.’: ) o
K Yayilan 1sik intensitesi

Seyrek orneklerden nanopartikiil sayisinin hesaplanmasi

¢ d
Endiktif Eslesmis . . 3
Plazma Kiitle Mikroskop analizleri
Spektrometresi ile nanopartikillerin
e sayisinin belirlenmesi

Sekil 2.4. Nanopartikiillerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan metotlarin sematik
olarak gosterimi (129).
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Tablo 2.5. Nanopartikiillerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bazi metotlar. (Shang ve ark.’nin derlemesinden (129) modifiye edilerek

hazirlanmistir.)

Yontem

Uygulanabildigi Nanopartikiil
Tipi

Partikiil Biiyiikliigii Sinirlamasi (¢ap)

Onkosullar

Gravimetrik Ol¢iim

UV spektroskopi

Tiirbidimetri

Dinamik Isik Sa¢ilim

Endiiktif Eslesmis
Plazma Kiitle
Spektrometresi

TEM

Yogunlugu ve sekli bilinebilen

nanopartikiiller

Giiglii UV ekstinksiyonu olmali

(glimiis, altin)

Belirlenecek dalga boyunda
absorbsiyonu olmamali
Floresan dalga boylarinda

absorbsiyonu olmamal

Metal nanopartikiiller

TEM ile goriintiilene bilen

nanopartikiiller

Sinirlama bulunmamaktadir.

Sinirlama bulunmamaktadir.

70 nm’nin tizerindeki partikiiller

Genel olarak mikronun altindaki

partikiiller

Partikiile bagl olarak degismekle birlikte

altin nanopartikiilleri i¢in 15 nm {izeri,

Glmiis nanopartikiilleri i¢in 20 nm tizeri

Alinabilen goriintii kalitesine ve

partikiile gore sinirlamalara sahiptir.

Tek bir nanopartikiiliin ortalama
agirligi ve capi belirlenebilmelidir.
Nanopartikiillerin ekstinksiyon
katsayis1 dogru bir sekilde
belirlenebilmelidir.
Nanopartikiillerin sagilma katsayisi
dogru bir sekilde belirlenebilmelidir.
Standart nanopartikiil ¢ozeltisi ile

kalibrasyon gerektirmektedir.

Standart nanopartikiil ¢ozeltisi ile

kalibrasyon gerektirmektedir.

TEM gridlerinde sayiminim
yapilabilmesi i¢in homojen bir

dagilim olmasi1 gerekmektedir.
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Bu metotlar igerisinden tez ¢alismasinda kullanilacak yontem olan gravimetrik

metot daha detayl1 olarak agiklanacaktir.

2.3.1. Gravimetrik Metot ile Nanopartikiil Sayisinin Tahmin Edilmesi

Bu metot nanopartikiillerin yogunlugunun ve partikiil biiytikligliniin
bilinmesiyle bir partikiiliin ortalama agirliginin hesaplanarak toplam partikiil sayisinin
tahmin edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu amagla 6ncelikle bir partikiil agirliginin
hesaplanmas1 gerekmektedir. Kiiresel olan polimerik nanopartikiiller i¢in kiirenin

agirliginin - hesaplanmast mantigi goéz Uniinde bulundurularak formiil 2.1.

kullanilabilmektedir (129):

nd’
=—2p (2.1)

M i p

Belirtilen bu formiilde p degeri polimerin yogunlugunu (g/nm®) d degeri
polimerik nanopartikiiliin ¢apini (nm) belirtmektedir. Bu formiilden yola cikarak
hesaplanan tek nanopartikiiliin ortalama agirlig1 bilindigi takdirde bilinen miktarda kag
nanopartikiil oldugu kolaylikla tahmin edilebilmektedir. Bu metodun sinirlamalari
arasinda nanopartikiillerin yogunlugunun, ¢apinin ve sekillerin bilinmesi gereksinimi
yer almaktadir. Nanopartikiillerin seklinin belirlenmesinde bir¢ok mikroskopi
yontemi basariyla kullanilmasina ragmen nanopartikiillerin ortalama capinin
belirlenmesinde mikroskopi yontemleri birgok smirlamaya sebep olmaktadir. Bu
nedenle  nanopartikiillerin  polidispersiteleri de goz Oniine alindiginda
konsantrasyonunun hesaplanmasinda ortalama partikiil ¢capinin hesaplanmasi1 daha
uygun  goriilmektedir. Bununla birlikte tek nanopartikiilin = agirliginin
hesaplanmasinda nanopartikiiliin ylizeyinde bulunan maddelerin tamamen yok
edilmesi s6z konusu olamayacagindan bu nanopartikiilin net agirliginin
hesaplanmasinda hataya sebep olabilmektedir. Bu zorluklar da gbz 6niine alindiginda
bu metot kolay arindirilabilen, sekli bilinen ve dar partikiil dagilimma sahip olan
nanopartikiillerin sayisinin hesaplanmasinda uygun goriilmektedir. Belirtilen bu
hatalarin yok edilebilmesi gelistirilmekte olan analitik tayin yontemlerinin ve daha
genis orneklem kiimelerine uygulanabilecek mikroskopi yontemlerinin gelistirilmesi

ile miimkiin olabilecektir (129).
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2.4. Nanopartikiillerin Hiicre Esash Degerlendirilmeleri

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri karakterize edildikten sonra
biyolojik etkileri in vivo uygulamalardan oOnce hiicre kiiltiri modelleri ile test
edilmektedir. Bu bdliimde bu amagla kullanilan yontemlerin tez ile ilgili olan kisimlart

hakkinda genel bilgi verilecektir.

2.4.1. Hiicrelerin Canlihklar1 Uzerine Nanopartikiillerin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Ozellikle antikanser ozellige sahip ilaclarin yiiklendigi nanopartikiiler ilag
formiilasyonlar1 gelistirildikten sonra gelistirilen formiilasyonun hedef kanser
hiicrelerine sitotoksisitesinin degerlendirmesi 6nem tagimaktadir. Bunula birlikte
nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminin arastirilmasindan once nanopartikiillerin
hiicreler iizerine sitotoksik etkisi arastirmalidir. Bu amacla kullanilan hiicrelerin
canliliginin degerlendirilmesi yontemleri iki baslhik altinda derlenebilir. Bu
metotlardan ilki metabolik aktivitenin belirlenmesidir: MTT gibi testler, mitokondriyal
aktivitenin tetrazolyum tuzlarini renkli formazan kristallerine doniistiirmesini temel
almaktadir (132). Biyoluminensans yonteminde ise canli hiicrelerin lusiferazi
kullanarak ATP iretmesi esas alinmaktadir. Lusiferazin lusiferine enerji bagimh
olarak doniismesi, ATP harcanmasi ve dolayisiyla hiicrelerin canliligiyla orantilidir
(132). Diger canlilik belirleme yontemi ise hiicre membran biitiinliginiin
degerlendirmesi olarak belirtilmektedir. Bu deneyler canli hiicrelerin membranim
gecemeyen boyalarla 6lii hiicrelerin isaretlenmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.5.).
Bu amacla genelde propidyum iyodiir, tripan mavisi gibi boyalar kullanilmaktadir

(133).



24

Olii Hiicre J Canli Hiicre

»

Canhilik Boyasi

Sekil 2.5. Canlilik boyalarinin hiicreleri isaretleme seklinin sematik olarak gosterimi
(134).

2.4.2. Nanopartikiillerin Hiicre Icine Alminin Belirlenmesi

Konfokal, floresan mikroskop analizleri ve bunlarla birlikte akim sitometri
nanopartikiillerin hiicre i¢cine aliminin belirlenmesinde siklikla kullanilan yontemlerdir
(135-137). Bu metotlar nanopartikiillerin uygun bir floresan belirteg ile isaretlenmesini
gerektirmektedir. Bu isaretleme floresan 6zellige sahip maddelerin fiziksel olarak
yiikklenmesi veya kovalent olarak baglanmasi ile gergeklestirilebilmektedir. Bir¢ok
avantajina ragmen Ozellikle lipofilik boyalarin bu amacla kullanilmasi, nanopartikiiliin
lipofilik maddelerle temasi sonucu boyanin bu maddelere sizmasina sebep
olabilmektedir (138). Konjugasyonla isaretlenmenin saglanmasi durumunda ise
konjugasyonun stabilitesinin hiicre kiiltlirii ortaminda test edilmesi gerekmektedir.
Eger hem ilacin hem tasiyict sistemin takip edilmesi amaglantyorsa hem ilacin hem
tasiyici sistemin ayr1 ayri isaretlenmesi en dogru degerlendirmeyi saglayabilmektedir
(12, 139). Konfokal analiz nanopartikiillerin hiicre i¢i lokasyonunu belirlemede faydali
bir yontem olsa da mikroskopi yontemleriyle sadece belirli bir sayida hiicre
degerlendirebilecegi i¢in nanopartikiillerin hiicrelerdeki yogunlugunun kantitatif
analizi akim sitometri ile yapilmalidir. Akim sitometri hiicre siispansiyonunun lazer
151g¢1na maruz kaldig1 noktadan gecisi sonrasinda floresan 6zellik gosteren hiicre sayisi
ve floresan intensitesinin Olglilmesine dayanmaktadir (140). Akim sitometri
sonuglarinda hiicreye adsorbe olan nanopartikiillerin de degerlendirilmesinin sebep

oldugu intesitenin de saglik bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in ya hiicrelerin
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soldurulmast ya da hiicre i¢ine alim c¢alismalarinin mikroskopi goriintiileri ile

desteklenmesi gerekmektedir (141, 142).

A Dedektor B Floresan kanallan

4 op: |
E . Dikroik ayna

/ Emisyon filitresi Lazer
Dikroik ayna
—_—

Isik kaynagi

Bilgisayar
», .

Yana sagilim
dedektorii

Eksitasyon filitresi

S — leri sagihm
Ornek dedektdrii

Sekil 2.6. Floresan mikroskobun (A) ve akim sitometri (B) cihazinin galisma
prensiplerinin sematik gosterimi (143, 144).

2.4.3. Nanopartikiillerin Hiicre Icine Alm Mekanizmalar

Nanopartikiiller hiicre dis1 ortamda olduklar1 zaman hiicre zar ile etkilesirler
bu etkilesim nanopartikiillerin hiicre igine girisine yol acar ve bu siire¢ “endositoz”
olarak adlandirilir. Endositoz mekanizmalarinin siniflandirilmast  Sekil 2.7’de

verilmistir (145).
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Kaveole- Kaveole ve Makropinositoz
Araciligiyla Klatrin Bagimsiz P
|\ J |\ J

Sekil 2.7. Endositoz mekanizmalarinin siniflandirilmasi (145).

Klatrin (reseptor) aracili endositoz (Sekil 2.8), biitiin memeli hiicrelerinde
bulunur ve hiicre i¢ine alimda en iyi bilinen alim yollarindan biridir. Klatrin bagiml
endositoz diisiikk yogunluklu lipoprotein ve transferrin gibi reseptorlerle kolesterol,
transferrin gibi besinlerin hiicre i¢ine alimindan sorumludur. Klatrin bagimli endositoz
ligandiyla birlesmis olan reseptoriin kaplanmis bir ¢ukura alinarak hiicre igine
taginmastyla olusur. Kaplanmis cukur AP180 ve AP-2 gibi proteinlerin toplanmasini
gerektiren Klatrin-1 ad1 verilen sitozolik proteinin polimerizasyona bagli olarak olusur.
Toplanmis vezikiil kiigiik bir GTPaz olan, dinamin ile plazma membrandan ayrilir.
Sitoplazmaya girdikten sonra klatrin kilif yok olmakta ve hizlica tasiyici erken
endozomla birlesmektedir. Erken endozomlar endositozun ana istasyonlarinda
bulunmaktadir. Asidik i¢ ortamda (pH 5.9—-6.0) reseptor ve ligand serbest birakilir.

Reseptor ylizeye geri donerek plazma membrani ile birlesebilir. Eger madde erken
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endozomdan kagamazsa multivezikiiler cisimler araciligiyla ge¢ endozomlara taginir

ve lizozomlar tarafindan sindirilir (146).

Sekil 2.8. Klatrin aracili endositozun TEM goriintiisii (A-C) ve sematik gosterimi (D)
(147, 148).

Kaveola-aracili endositoz (Sekil 2.9); kaveol kas, endotel, fibroblast ve
adipositlerde yiiksek miktarda bulunur fakat 16kosit ve néronlarda bulunmamaktadir.
Kolesterolce zengin plazma membran bolgeleri, endositozu toplama ve sinyal
doniistiirme 6zellikleri olan lipitlerin alt dalidirlar. Kaveolanin biyogenezi i¢in 6nemli
olan kaveolin-1’in, sa¢ ignesi seklindeki membran proteininin varligi kaveolanin
tanimlayici karakteristigidir. Bu protein sayesinde, kaveola hallmark sisesi seklindeki
yapiya (60-80nm) biiriiniir ve kaveola yiizeyine baglanmis olan kargoyu yutabilir.
Cogu hiicrede bulunan kaveolin-1’e ek olarak kaveolin-2 ve kaveolin-3 gibi bagka
izoformlar da vardir. Kaveola endositik mekanizmasinin diger bilesenleri, membran
kavisliligini arttiran kavin, vezikiil-bagli membran proteini gibi vezikiiliin ayrilmasin
saglayan dinamin, ve sonraki vezikiil kaynasmasina aracilik eden snaptozom-iligkili
proteindir. Bu yolak, in vitroda klatrin aracili endositoz ile karsilastirildiginda daha
yavastir; ancak onemli olan 6zelligi lizozoma alinmiyor olmasidir. Dolayisiyla viriis
ve bakteri gibi bir¢ok patojen lizozomal degregasyonu Onlemek icin bu yolaktan
faydalanmaktadir. Ayn1 sebepten dolayr bu yolagin protein ve DNA’nin hiicreye
tasinmasinda faydali olabilecegi diigiiniilmektedir (145).
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Sekil 2.9. Kaveol aracili endositozun sematik gosterimi ve TEM goriintiisii (149).

Makropinositoz (Sekil 2.10), biiyiime faktorleri tarafindan tirozinkinaz
reseptoriiniin gecis aktivasyonu ile baslatilan klatrin- kaveola- ve dinamin-bagimsiz
endositozun 6zel bir durumudur. Reseptor aktivasyonu, aktin sitoskeletonda
degisiklige yol acan ve membran piiriizlerinin olusumunu tetikleyen bir sinyal kaskadi
olusturur. Bu membran dalgalar1 (ruffle), hiicre dis1 ortamdaki besin ve etraftaki
akiskanit yutmak i¢in ¢ikinti yapar. Hiicre membrani ile kaynasabilir ya da ayn
zamanda makropinozom olarak adlandirilan hiicre i¢i vakuol olusturabilirler.
Makropinozomlar (0.5-10um) daha biyiiktiir ve pinositoz boyunca olusan diger
vezikiillerden ayridir. Bakteri, apoptotik cisimcikler, nekrotik hiicreler ve viriisler gibi
pek cok parcacik biliylime faktorlerinden bagimsiz olarak dalgalanma (ruffleling)
davranigin1 azaltabilir ve makropinozomlar1 igine alabilir. Prensipte fagositoz
yapamayan hiicreler de sub-mikron ve daha biiyiik pargaciklar hiicre i¢ine alabilir.
Cogu durumda bu yolak, belirli olmayan bir giris noktas1 vazifesi gorebilir ve

nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminda rol aldig1 gosterilmistir (145).
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Sekil 2.10. Makropinositozun sematik gosterimi (150).

Klatrin ve kaveol bagimsiz endositoz: Yaklasik 90 nm vezikiillerle klatrin ve
kaveola bagimsiz endositoz yapan hiicrelerde, hiicre dis1 siv1, biiyiime hormonlari gibi
farklt maddelerin hiicre igine tasindigi gosterilmistir. Bu kaveol ve Kklatrin bagimsiz
yolaklar; Arf6-bagiml, filotillin-bagimli, Cdc-42-bagimli ve RhoA-bagimli olarak
smiflandirilmislaridir (145, 146).

2.4.4. Hiicre icine Allm Mekanizmalarim Belirleme Yoéntemleri

Hiicre ig¢ine alim miktarlar1 belirlenen nanopartikiillerin, hiicreye hangi
endositoz yolagini kullanarak alindigiin belirlenmesi amaciyla genellikle iki yontem
kullanilmaktadir. Bunlardan biri endositoz inhibitorlerinin kullanilmasi (farmakolojik
inhibitorler), digeri ise yapilan genetik mutasyonla endositoz yolaklar1 inhibe edilmis
veya bu alim yoklariin agir1 aktive oldugu hiicrelerin kullanilmasidir (145). Bu tez
kapsaminda famakolojik inhibitorler kullanilacagi i¢cin bu metot ve kullanilan

inhibitorler hakkinda genel bilgiler verilecektir.

Farmakolojik Inhibitorler

Belirli endositoz mekanizmalarinin 6nlenmesi, endositozu agiklamada giiclii
ve net bir yontemdir. Bu yontemlerden biri endositoz yolagina spesifik kimyasal
ajanlar kullanilarak istenen endositoz yolaginin inhibe edilmesidir. Bu inhibitdrler

farmakolojik inhibitdrler basligr altinda degerlendirilmektedir. Nanopartikiillerin alim
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yolaklari ¢aligilirken, floresan olarak isaretlenmis nanopartikiillerin inkiibasyonundan
once, hiicrelere spesifik alim yolaklarina ait endositoz inhibitorleri uygulanir. Klatrin
aracili endositoz i¢in klorpromazin, kaveol aracili endositoz i¢in ise filipin ve MB-CD
gibi inhibitdrlere 6rnekler gogaltilabilir (Sekil 2.11). Inhibitorler belirli bir siire
hiicrelerle inkiibe edildikten sonra, nanopartikiiller hiicrelerle ayni ortama eklenir ve
nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimindaki azalma belirlenerek inhibisyon degerlendirilir
(151).

Klatrin Aracili Endositoz Inhibitorleri

Klatrinin fonksiyonun inhibe edilmesi i¢in bir¢ok yaklasim gelistirilmistir. Tez
kapsaminda kullandigimiz klorpromazin gibi diger katyonik amfifilik ilaglarinin
kullaniminin kaltrin aracili endozitozu engelledigi bir¢ok ¢alismada gdsterilmistir.
Klorpromazini diger inhibitorlerden ayiran 6zelligi, kaveol aracili endositozu inhibe
etmeden klatrin aracili endositozu inhibe etmesidir. Klorpromazinin spesifik 6zelligi,
kaveol aracili endositozla hiicre i¢ine alinin kolera toksininin hiicre i¢ini alimini inhibe
etmemesiyle gosterilmistir. Klorpromazin kaplanmis ¢ukurcuklardaki klatrinle

etkileserek membranin yiizey biitiinliigiinii kaybetmesine sebep olmaktadir (152-154).

Kaveol Aracili Endositoz Inhibitorleri

Kavaeol aracili endositozun inhibisyonu amaciyla kullanilan bir¢ok inhibitor
bulunmakla birlikte bu inhibitorlerden biri olan indometazinin inhibitor 6zelligi Smart
ve ark. tarafindan bulunmus ve aragidonat birikimi ile bu inhibisyonu saglandigini 6ne
siriilmiistiir. Bu inhibisyonun, kaveollerin alimini indometazinle 30 dakikalik
inkiibasyondan sonra durduruldugu rhesus maymunu bobrek hiicreleri iizerinde
gosterilmistir ve devam eden galismalarda bu inhibitér kullanilmistir (155, 156). Baska
bir kaveol aracili endositoz inhibitorii olan MB-CD kolesterolle ¢oziiniir inkliizyon
kompleksi olusturmakta ve plazma membraninda kolesteroliin azalmasina sebep

olmaktadir. Azalan kolesteroliin kaveol aracili endositozu inhibe ettigi gosterilmistir
(157).

Makropinositoz Inhibitorleri
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Makropinositozun amilorid ve amilorid tiirevleriyle inhibe edildigi gdsterilmis
bunun mekanizmasi tam olarak belirlenmemistir. Na*/H" degistiricilerin inhibisyonu
ile bu etkiyi gosterdigi tahmin edilmektedir. Etkisi tam olarak aydinlatilamamis

olmasma ragmen giliniimiizde en sik kullanilan makropinositoz inhibit6rlerinden

biridir (158, 159).

Ayrica klatrin ve kaveole bagli olmayan hiicre i¢i alimin da 6zellikle klatrin
aracilt endositozun inhibe olmasindan sonra arttigi ve bu yolaklara spesifik
inhibitorlerin gelistirilmemis oldugu da ¢alismalarda g6z 6nitinde bulundurulmalidir. 4
OC derece tiim endositozun inhibe oldugu fakat hiicre ylizeyiyle nanopartikiillerin
etkilesiminin devam ettigi ve pasif diflizyonun hala aktif oldugu bilinmektedir. Bu
alternatif yolaklarin durdurulmasi ise bu yolla saglanabilmektedir. Buna ek olarak
endositozun metabolik aktiviteye bagli olarak gergeklesip gerceklesmediginin

arastirilmasinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon inhibitorleri

kullanilabilmektedir (157).
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Sekil 2.11. Hiicresel endositoz yolaklar1 ve bazi endositoz inhibitérlerinin (Amilorid, MB-CD, indometazin ve klorpromazin) sematik
olarak gosterimi. (Sekil Velhoen ve ark.’nin makalesinden (160) modifikasyonla hazirlanmistir.)
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2.5. Nanopartikiillerin Isaretlenmesi ve Boya Secimi

Floresan esasli goriintiileme yontemlerinin gelismesiyle kompleks biyolojik
sistemlerin ve siireglerin anlagilmasinda biiylik bir ilerleme kaydetmistir (139). Fakat
tim bu gorlintiileme teknikleri nanopartikiillerin biyolojik sistemlerle etkilesimini
belirlerken yiiksek parlaklikta ve analiz edilecek sistemin 6zelliklerine uygun olarak
isaretlenmis nanopartikiilleri gerekmektedir. Giliniimiizde ¢esitli organik boyalar
kullanilarak nanopartikiiller istenilen 6zellikte isaretlenebilmektedir. Bu isaretlemede
kullanilan temel iki yOntemi organik boyalarin dogrudan nanopartikiil igerisine
yiikklenmesi veya dogrudan polimere konjuge edilmesi olusturmaktadir. Konjuge
edilmis polimerik nanopartikiiller gectigimiz yillarda bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.
Fakat bu polimer boya konjugatlar1 biyoparcalanabilir 6zellikten yoksunlardir ve her
boyanin polimerle kojugasyonu miimkiin olmamaktadir. Buna alternatif olarak
gelistirilen kiigiik organik boyalarin nanopartikiillere enkapsiile edilmesi konjugasyon
yaklagiminin yerini almaktadir (139, 141, 161-163).

Bu yaklagimin hizla popiiler olmasinin baslica nedenleri (139);

- polimerin biyoparcalanabilir 6zelliklerini bozmamasi,

- hazirlama tekniklerinin ¢esitligi ile farkli 6zellikteki boylarla isaretlenmenin
saglanabilmesi

- ilacla benzer 6zelliklere sahip bir boya secildiginde daha dogru bir taklidin

saglanabilmesidir.

Nanopartikiilerin isaretlenmesinde genellikle hem hidrofobik hem de hidrofilik
boyalar basariyla kullanilmistir. Bu boyalar segilirken hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve
in vivo goriintiileme ¢alismalarinda kullanilacak boyanin se¢iminde kullanilacak
cithazlarin ozellikleri, sahip oldugu filitreler, calisabildigi eksitasyon emisyon
araliklar1 ve 6zellikle in vivo goriintiileme yaparken otofloresan hesaba katilarak boya
secilmelidir (164, 165). Kizilotesi goriintiileme sistemleriyle yapilan analizleri bu
nedenle smirli bir aralikta gerceklestirilebilmektedir. Bu aralik Sekil 2.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.12. in vivo goriintiileme ¢alismalari icin optik araligin gosterimi (165).

Bunlarla birlikte floresan 0Ozellige sahip nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliigiiniin DLS metoduyla olglilmesi de bazi kisitlamalari beraberinde
getirmektedir. Bu 0l¢lim sirasinda 15181 absorblanmasi sagilan 15181n intensitesinde
farkliliga sebep olur ve bu siire¢ daha kiigiik partikiil biiyiikliigliniin 6lgiilmesiyle
sonuglanir. Bu nedenle DLS cihazinin lazerinin sahip oldugu dalga boyunda
absorbsiyon gosteren boyalardan kacinilmalidir ve sonug¢lar mikroskopi sonuglariyla

dogrulanmalidir (166).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Yazilimlar

Cihaz/Yazihm

Santrifiij aleti

Termostatl yatay ¢alkalayici
Inkiibator

UV spektrofotometre

Hassas terazi

Laminar hava akimli kiiltiir kabini
Liyofilizator

Isiticili manyetik karistirict

Cok noktalt manyetik karistirict

Partikiil biiyiikliigli ve zeta potansiyeli

Olc¢lim cihazi

Ultra saf su sistemi

Vorteks

Gegirimli elekton mikroskobu
Atomik kuvvet mikroskobu
Floresan mikroskop

Akim sitometri cihazi

FTIR cihazi

Rotavapor

Mikropipetler

Marka/Program Adi
Hermle Z383 K, Almanya
Memmert, Almanya
Sanyo, Japonya
Shimadzu, Japonya
Mettler Toledo, isvigre

Faster, Italya

Jouan, Danimarka
IKA, Almanya

Variomag Telesystem, Almanya

Malvern Instruments, Ingiltere

Milipore, A.B.D.

IKA, Almanya

FEI Company, Hollanda
Veeco, A.B.D.

Leica, Germany
Becton-Dickinson, A.B.D.
Bruker, A.B.D.

IKA, Almanya

Ependorf, Almanya



Helyum piknometre
In vivo goriintiileme sistemi
Istatistik yazilimi

Cizim yazilimlar

Resim diizenleme yazilimlari
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Quantachrome, A.B.D.

IVIS Spectrum, A.B.D.
Minitab 16

ChemDraw 15, SketchUP2016

ImageJ, Image Plus,
Adobe Photoshop CS3

3.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler

Madde

Dil

ICG

PLGA 503

Protasan UPCL 113
Kitosan-PEG-Biyotin kompleksi
Saflastirilmis anti-insan CD71
antikoru

PVA

TPF

NaCl

Aseton

Metanol

Etanol

DMSO

Formaldehit

Marka

Sigma Aldrich, A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.
Novamatrix, Norveg

Dr. Eduardo Fernandes Megia
tarafindan bagiglanmistir

Biolegend, A.B.D.

Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Emir Kimya, Tiirkiye

Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.



SDS

Sodyum azid

Amilorid hidrokloriir hidrat
Indometazin

Klorpromazin hidrokloriir

MB-CD

DAPI
Tween 20

DRAQ7
Yiiksek glukozlu DMEM

FBS

L-glutamin
Penisilin-Streptomisin

Tripsin EDTA

Endogro temel besiyeri ortami

Endogro destek Kiti

BODIPY-LacCer
FITC-Insan Transferrin

FITC-Dekstran
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Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.

Prof.Dr.Erem Bilensoy

tarafindan bagislanmistir.

Sigma Aldrich A.B.D.
Merck, Almanya

Biolegend, A.B.D.
Lonza, Isvicre

Lonza, Isvicre

Lonza Isvicre

Lonza Isvicre

Lonza Isvicre

Milipore, Almanya
Milipore, Almanya

Life Technologies, A.B.D.
Life Technologies, A.B.D.

Life Technologies, A.B.D.

3.3. Analitik Metot Validasyonlar:

Tez calismasinda kullanilan iki boya olan Dil ve ICG, maksimum absorbans

verdikleri dalga boylar1 esas alinarak seg¢ilmistir. Bu se¢imlerin yapilmasinda akim

sitometri, floresan mikroskop ve kizilétesi in vivo goriintiileme sisteminin 6zellikleri

g6z Oniinde bulundurulmustur.
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3.3.1. Dil icin Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Dil miktar tayini UV spektrofometre ile yapilmistir. Bu amagla maddenin 200-
800 nm arasinda DMSO ve metanol : %0,5 SDS (9:1) igerisinde absorbans spektrumu
taranarak, maksimum absorbans verdigi dalga boylari (Amaks-oit) belirlenmistir. Tespit
edilen Amaks-oil degerlerinde Dil’in DMSO ve metanol : %0,5 SDS (9:1) igerisinde 1,5-
4,5 pg/ml konsantrasyon araligindaki ¢ozeltilerine ait absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
Analitik metot validasyonlar1 asagida verilen parametreler g6z Oniinde
bulundurularak, Sogiit Ertas ve ark. (167) ve Toprak (168)’mn belirttigi gibi
gerceklestirilmistir.

e Dogrusallik

e Dogruluk ve Geri Elde
o Tekrar Edilebilirlik

o Ozgiinliik

e Stabilite

3.3.2. ICG i¢in Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

ICG miktar tayini Dil’e benzer sekilde UV spekrofotometre ile yapilmistir. Bu
amagla oncelikle 200-800 nm arasinda absorbsiyon spektrumu taranarak maddenin
¢ozeltisinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu (Amaks-ice) belirlenmistir. Tespit
edilen Amaks-ice degerinde, ICG’nin DMSO igerisinde 0,4-2,8 pg/ml konsantrasyon
araligindaki ¢ozeltilerine ait absorbans degerleri Olcililmiistiir. Analitik metot
validasyonu yukarida belirtilen parametreler g6z Oniinde bulundurularak
gergeklestirilmistir. ICG’nin suda stabil olmadigi daha 6nceki caligmalarda net bir
sekilde tanimlandigindan (169-171) salim ortaminda stabilite analizleri
gerceklestirilmemis, nanopartikiillerden boya salimmin belirlenmesi belirli zaman
sonunda nanopartikiiliin icerisinde bulunan boya miktarinin belirlenmesi ile
gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerden boya saliminin belirlenmesinde kullanilan

metotlar ilgili boliimde detayli olarak agiklanmustir.

3.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmas
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PLGA nanopartikiilleri nanopresipitasyon metodu ile hazirlanmistir (172).
Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in kisaca polimerin aseton iginde ¢dziinmesinin
ardindan tizerine etanolde ¢6ziindiiriilmiis Dil eklenmistir. Organik faz damla damla,
1.100 rpm hizla karistirtlan 10 ml PVA ¢6zeltisine eklenmistir (Sekil 3.1). Organik
fazin ugmasi i¢in gece boyu manyetik karigtiricida karistirilan siispansiyon, 13.500
rpm’de 45 dakika PVA’y1 uzaklastirmak i¢in santrifiijlenmis, yitkanmis siipernatantlar

atilarak nanopartikiiller toplanmistir.

|
W oEm T bm e
:j'/ ‘,.: ..’:/ ../.'}
Nanopresipitasyon Solvan difiizyonu Solvanin Nanopartikul

uzaklastinimasi siispansiyonu

Sekil 3.1. PLGA nanopartikiillerinin nanopresipitasyon yontemiyle hazirlanmasinin
sematik gosterimi(173).

Farkli  buytiklikte PLGA nanopartikiilleri elde edebilmek igin,
nanopartikiillerin ortalama partikiil biyiikligiine etki eden temel faktorler
aragtirtlmistir. Bu amag¢ dogrultusunda organik faz hacmi, polimer miktar1 ve
kullanilan yiizey etkin madde konsantrasyonu literatiir bilgileri ve dnceki ¢aligmalar
g0z Oniline alinarak, ortalama partikiil biiylikliigline etki etmesi muhtemel faktorler
olarak belirlenmistir. Bu degiskenlerin partikiil biiytikliigiine etkisinin incelenmesi
amaciyla 23 faktoriyel deney tasarimi Minitab®16 yazilimi ile gelistirilmistir.
Tasarimda tist ve alt limitler (Tablo 3.1) 6nceki deney tecriibeleri ve literatiir bilgileri
g0z Oniine alinarak se¢ilmistir. Bu degiskenlerin ortalama partikiil biiyiikliigiine etkisi
aynt program yardimiyla analiz edilerek etkili faktorler pareto prensibine gore

belirlenmistir.
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Belirtilen faktorlerin etkisi deney tasarimiyla incelendikten sonra, belirlenen
etkinin daha detayli incelenmesi amaciyla siirfaktan miktar1 ve organik faz hacmi en
diisiik seviyede sabitlenerek sadece polimer konsantrasyonun 10, 15, 20, 25, 30 mg/ml
olacak sekilde degistirilerek nanopartikiiller tiretilmis ve polimer konsantrasyonunun
partikiil biiyiikligline etkisi daha detayli olarak incelenmistir. Polimer miktar1 10
mg’dan diisiik oldugunda enkapsiilasyon oraninin ¢ok az olmasi ve 30 mg’dan yiiksek
olmas1 durumunda partikiil agregasyonunun gézlenmesinden dolay1 bu araliklar alt ve

iist limitler olarak belirlenmistir.

Tablo 3.1. PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan deney tasarimi
degiskenleri ve cevap degeri.

Kullanilan Seviyeler

Bagimsiz Degiskenler Diisiik Yiiksek
Polimer Miktari (X1) (MQ) 10 30
Yiizey Etkin Madde (PVA) Konsantrasyonu (%) (X>) 0.5 1
Organik Faz Hacmi (X3) (ml) 1 3
Cevap
Ortalama Partikiil Biiyiikliigii (nm) Y

Karsilastirilmasi planlanan farkl partikiil biiytikliigiindeki formiilasyonlarinin
polimer konsantrasyonu degistirilerek elde edilmesine karar verilmis ve bu
formiilasyonlar 10 ve 30 mg/ml konsantrasyonunda polimer kullanarak elde edilmistir.
PVA ve organik faz miktarlari, hiicre igine alimin arttirilmasi ve sitotoksitenin
azaltilmasi amaciyla en diisiik seviyede sabitlenmistir. Elde edilen PLGA 160 (~160 nm)
ve PLGA230 (~230 nm) nanopartikiilleri, her nanopartikiiliin ayn1 yogunlukta boya
icermesinin saglanmas1 amaciyla, farkli oranlarda Dil eklenerek tekrar hazirlanmistir.
PLGAu160 Ve PLGA230’un hazirlanmasinda sirasiyla 15 ve 20 pg Dil 100 pl etanole
eklendikten sonra 900 pl aseton ¢ozeltisine eklenmis ve ayni boya yogunlugu
saglanmistir. Calisma devaminda gergeklestirilecek in vivo deneylerde kullanmak i¢in
ayni1 formiilasyonlar ICG yiiklenerek tekrar hazirlanmistir. Dil yiiklenmesinden farkli

olarak PLGA160 Ve PLGA230’1n hazirlanmasinda sirastyla 70 ve 100 pg ICG, 100 pl
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metanolde c¢oziindiiriilerek PLGA igeren 900 pl aseton cozeltisine eklenmis ve
nanopartikiiller yukarida tarif edildigi gibi hazirlanmistir.

Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimina partikiil biylkliglinin ve ylizey
yiikiiniin etkisini incelemek amaciyla PLGA nanopartikiilleri ile ayn1 biiyiikliige sahip
kitosan nanopartikiilleri TPF ile kitosanin (Protasan UP CL113) iyonik jelasyonu
(Sekil 3.2) ile hazirlanmistir (66). Nanopartikiillerin hazirlanmasinda 6ncelikle 20 pg
Dil’in 20 pl etanoldeki ¢ozeltisi 1 ml TPF’ ne ¢6zeltisine eklenmis ardindan manyetik
karistirict lizerinde oda sicakliginda siirekli olarak karismakta olan NaCl i¢eren kitosan

¢ozeltisine (10 ml) damla damla eklenerek elde edilmistir.

Kitosan ¥ Tripolifosfat (TPF)
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Sekil 3.2. Kitosan nanopartikiillerin olusma mekanizmasinin sematik gosterimi (174).

Farkli  biyiklikte Kitosan nanopartikiilleri elde edebilmek igin,
nanopartikiillerin partikiiliin biiyiikliigiine etki edebilecek temel faktorler arastirilmig
ve bu faktorlerin TPF miktari, polimer miktar1 ve NaCl miktar1 oldugu literatiir
bilgileri ile belirlenmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak Dil ile floresan isaretlenmis
nanopartikiillerin partikiil biiytikliigiine bu faktorlerin etkisinin incelenmesi amaciyla
23 faktoriyel deney tasarimi Minitab®16 yazilimi ile gelistirilmistir. Tasarimda iist ve
alt limitler 6nceki deney tecriibeleri ve literatiir bilgileri goz Oniine alinarak se¢ilmistir

(Tablo 3.2). Bu degiskenlerin ortalama partikiil biiylikligiine etkisi ayni program
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yardimiyla analiz edilerek farkli partikiil biiyiikliigiine sahip Kitosan nanopartikiilleri
elde edilmistir.

TfRMAD (-) ve TTRMAD (+) nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in kullanilacak
madde miktarlar1 deney tasarimindan elde edilen sonuglar goz 6niinde bulundurularak
belirlenmistir. Bu amacla daha fazla boya enkapsiilasyonunun saglanmasi ve
nanopartikiillerin sikiliginin arttirilabilmesi i¢in polimer ve TPF miktarlar1 st
sinirlarda sabitlenmistir. Degisen NaCl miktarinin nanopartikiillerin 6zelliklerine
etkisinin sinirli kalmasi nedeniyle ve ortamda uzaklastirlmamis NaCl kalmasi

olasiligiin azaltilmasi i¢in, NaCl miktar1 diisiik seviyede sabitlenmistir.

Tablo 3.2. Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan deney tasarimi
degiskenleri ve cevap degeri.
Kullanilan Seviyeler

Bagimsiz Degiskenler Diisiik Yiiksek
Polimer Miktar: (X1) (Mg) 5 10
TPF Miktar: (X2) (mg) 0.5 1
NaCl Miktar (X3) (mg) 15 45
Cevap
Ortalama Partikiil Biiyiikliigii (nm) Y

Beyne hedeflendirilmis kitosan nanopartikiilleri 10 mg Kitosan-PEG-Biyotin
ve 15 mg NaCl ¢oziindiiriilmiis 10 ml saf su {izerine, 20 pg Dil igeren 1 ml TPF (1
mg/ml) ¢ozeltisinin eklemesiyle, yukarida tarif edildigi gibi hazirlanmistir (20 pg Dil
20 pl etanolde ¢o6ziindiiriildiikten sonra TPF ¢ozeltisine eklenmistir.). Daha sonra
nanopartikiiller Aktas ve ark. (175)’nin tarif ettigi gibi toplanarak, Kitosan-PEG-
Biyotin nanopartikiillerine CD71 antikoru baglanmistir.

3.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.5.1. Partikiil Bityiikliigii ve Zeta Potansiyeli Tayini

Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyeli 6lgtimleri ultra saf su
icerisinde Zetasizer Nanoseries-ZS ile yapilmistir. Olgiimler oda sicakhiginda

gerceklestirilmistir.
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3.5.2. Nanopartikiillerin Morfolojisinin Incelenmesi

Partikiillerin  bliylikliglinin ve morfolojisinin incelenmesi amaciyla
nanopartikiiller AFM ve/veya TEM yontemiyle analiz edilmislerdir. TEM ig¢in
siispande haldeki ornekler grid lizerine damlatilarak oda sicakliginda kurutulmustur.
Kurutulan 6rnekler Tecnai G? Spirit Biotwin cihazi ile 20-120 kV araliginda
incelenmistir. Benzer sekilde AFM analizi i¢in bir damla nanopartikiil siispansiyonu
mikroskop camut {izerine damlatilmis, kurutulmus ve Veeco MultiMode V cihazinin

AS-12 probu ile incelenmistir.

3.5.3. Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesi

PLGA nanopartikiillerinin  enkapsiilasyon etkinlikleri direkt yontemle
belirlenmistir. Ozetle elde edilen nanopartikiiller DMSO igerisinde ¢dziindiiriilmiis
miktar tayini yukarida belirtildigi gibi yapilarak enkapsiilasyon etkinligi Formiil 3.1°1e

hesaplanmustir.

Elde edilen nanopartikiillerde bulunan toplam boya

Enkapsiilasyon etkinligi (%)= x100 (3.1)

Formiilasyona eklenen toplam boya

Nanopartikiillerin birim miktarinda (mg) bulunan boya miktar1 sonu¢ olarak
elde edilen nanopartikiillerdeki boya miktarinin, elde edilen toplam nanopartikiil
agirhigina boliinmesi ile hesaplanmistir. Beyin endotel hiicreleriyle etkilesimi
incelenecek olan kitosan nanopartikiillerinin ayni1 floresan intensiteye sahip olduklari
ise aym agirlikta kitosan nanopartikiilii iceren siispansiyonlarmm 555 nm’de

absorbanslariin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

3.5.4. In Vitro Sahm Deneyleri

Nanopartikiillerin in vitro ortamdaki salim profilinin incelenebilmesi i¢in,
salim deneyleri gerceklestirilmistir. Salim deneyleri, 37 °C’de ve yatay ¢alkalayici su
banyosunda gerceklestirilmistir. Salim ortami olarak Dil yiiklii nanopartikiiller i¢cin %
0,5 SDS igeren pH 7,4 fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) kullanilmig, PLGA
nanopartikiilleri i¢in 1,5., 3., 6., 12. ve 24. saatler sonunda nanopartikiiler
santrifiijlenerek siipernatantlar alinmis, metanolle seyreltilerek spektrofotometreyle

miktar tayini yapilmistir. Kitosan nanopartikiilleri i¢inse analiz siliresinin 3 Saat
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sonunda tamamlanmasi nedeniyle 3. saat sonundaki salinan boya miktarlar
hesaplanmistir. ICG yiiklii nanopartikiiller ise suda ¢oziinen ICG’nin su igerisinde
stabilite problemi gostermesinden dolay:r farkli bir metotla analiz edilmistir. Kisaca
salim ortami olarak pH 7,4 PBS kullanilmis ve 0,5 sa, 1,5. sa, 3. sa, 6. sa, 12. saat
sonunda tiipler santrifiijlenerek siipernatantlar atilmis toplanan nanopartikiiller DMSO
icerisinde ¢oziindiiriilerek ICG miktar tayini gerceklestirilmistir. Hesaplanan madde
miktar1 baglangigtaki ICG miktarindan ¢ikarilarak salinan boya miktarlar

belirlenmistir.

3.5.5. Polimer Yogunlugunun Belirlenmesi ve Nanopartikiil Sayisinin

Tahmin Edilmesi

PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil agirligi Formiil 3.2 kullanilarak

tahmin edilmis ve nanopartikiil sayis1 da bu ortalama agirliktan yola c¢ikarak

hesaplanmustir (129, 176):

Mcekirdek= p x gnr3 (3.2
Mc¢ekirdek . Bir nanopartikiiliin ortalama agirligini

r : DLS metoduyla elde edilen ortalama partikiil yarigapini

p : 1.33 g/ml polimer yogunlugu. (Helyum piknometresi ile 6l¢tilmiistiir.)

(Quantachrome Instruments, A.B.D.).

3.5.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre Analizi

Dil’in  PLGA  nanopartikiilleri  igerisindeki  molekiiler =~ durumunu
degerlendirmek i¢in Dil, PLGA ve Dil yiikli PLGA nanopartikiillerinin FTIR
spektrumlart ALPHA FTIR spektrometre ile (Bruker; Massachusetts, USA) ile 4000—

400 cm ! araliginda dalga sayis1 taranmistir.

3.6. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

HEK293 hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda besiyeri olarak yiiksek glikoz igeren
DMEM besiyeri, %10 FBS, %1 U/ml streptomisin, %1 U/ml penisilin ile

tamamlanarak kullanilmis, hiicreler 37°C’de, 5% CO2 igeren ortamda inkiibe
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edilmislerdir. Beyin endotel hiicreleri (hCMEC/D3) ise Endogro bazal ortami igerisine
Endogro destek tirtinleri ilave edilerek (177) 37°C’de, 5% CO2 igeren ortamda inkiibe

edilmislerdir.

3.6.1. Nanopartikiillerin Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin sitotoksisitesini belirlenmek amaciyla Akagi, J ve ark. (178)
belirttigi yontemle canlilik boyasi kullanilmistir. Kisaca HEK293 hiicreleri igin
1.000.000 hiicre 6’li plaklara ekilmistir. 24 saat sonra tlizerine nanopartikiiller
uygulanmistir. Beyin endotel hiicreleri ile gergeklestirilen ¢alismada sitotoksisitenin
belirlenmesi amaciyla ise 95.000 beyin endotel hiicresi 24’1l plaklara tamamlanmis
besiyeri ortami igerisinde ekilmistir. Hiicrelerin kan beyin engeli 6zelliklerini
kazanmasi igin {i¢ giinde bir besiyeri yenilenerek bir hafta beklenmis ve daha sonra

nanopartikiiller ortama eklenmistir.

Belirlenen siireler sonunda hiicreler tripsin EDTA ile kaldirilarak 1.800 rpm de
5 dakika santrifiijlenerek hiicreler toplanmis, siipernatant dokiilmistiir. Hiicreler 100
ul PBS igerisinde siispande edildikten sonra DRAQ7 (canlilik boyasi) eklenerek akim
sitometriyle analiz edilmistir. Her analizde 10.000 hiicre analiz edilerek veriler
toplanmig ve tiim kontrol hiicrelerine de ayni islemler uygulanmistir. DRAQ7 pozitif

hiicreler 61l negatif hiicreler ise canli olarak degerlendirilmistir.

3.6.2. Nanopartikiillerin Hiicre Icine Alm Kinetiklerinin ve

Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Hiicre i¢ine alm kinetiginin belirlenmesi amaciyla Dil ile isaretli
nanopartikiiller yukarida belirtildigi gibi hazirlanan hiicreler ilizerine eklenmistir.
Caligma kapsaminda kitosan nanopartikiilleri agrege olmasina ragmen PLGA
nanopartikiilleriyle farkliliklarmin gosterilmesi amaciyla alim kinetikleri HEK293
hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Belirlenen siirelerde nanopartikiiller ve hiicreler
inkiibe edildikten sonra, hiicreler toplanmig, akim sitometri ile floresan olarak isaretli
hiicre ylizdesi ve bu hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu (MFI) ol¢iilmiistiir.
Floresan isaretli nanopartikiillerin hiicrelerdeki durumunun goriintiilenmesi amaciyla

belirlenen siirelerde floresan mikroskobu ile hiicreler goriintiilenmistir. Goriintiilleme
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islemine hiicrelerin hazirlanmasi kisaca, hiicrelerin PBS’le yikandiktan sonra %4
formaldehit ile 20 dakika bekletilerek fikse edilmesi ve hiicrelerin tekrar PBS’le iki
kez yikanmasinin ardindan, %0,1 tween 20 igeren DAPI ¢ozeltisi ile inkiibe edilmesi
ve tekrar PBS ile yikanmasinin ardindan goriintiilenmesi ile gergeklestirilmistir.
Eklenen nanopartikiil konsantrasyonlar1 ve analiz zamanlari ile ilgili bilgiler bulgular

kisminda detayli olarak belirtilmistir.

Hiicre i¢ine alim mekanizmalarinin belirlenmesi amaciyla ise endositoz
inhibitdrleri nanopartikiiller uygulanmadan 6nce uygulanarak hiicrelerin endositoz
yolaklar1 inhibe edilmistir. Inhibitorler literatiir bilgileri géz dniinde bulundurularak
HEK?293 hiicrelerine nanopartikiiller uygulanmadan bir saat once ilave edilmistir.
hCMEC/D3 hiicrelerine ise bir buguk saat dncesinde ilave edilmistir. Yine inhibitorler
de literatiir ve ¢alisma bilgilerinden yola ¢ikarak belirlenmistir. HEK293 hiicreleri ile
yapilan c¢alismada: 1.25 mM amilorid (makropinositoz inhibitorii), 45 puM
klorpromazin (klatrin aracili endositoz inhibitérii) , 15 pg/ml indometazin (kaveol
aracili endositoz inhibitorii), 3 pg/ml sodyum azid (ATPaz inhibit6ril) kullanilmistir.
hCMEC/D3 hiicreleriyle yapilan calismadan ise 1.25 mM amilorid (makropinositoz
inhibitorii), 45 uM klorpromazin (klatrin aracili endositoz inhibitorii), 5 mg/ml M-
CD (kaveol aracili endositoz inhibitorii) inhibitor olarak kullanilmistir. h(CMEC/D3 ile
devam eden ¢aligmada bu hiicreler tizerinde MB-siklodekstrin’in etkinligi daha 6nce
gosterildigi igin kaveol aracili endositozu inhibe etmede indometazine tercih
edilmistir. Deneyler +4 °C’de tekrarlanarak endositoz yolaklar1 disinda
nanopartikiillerden boya sizintisinin veya temasla boya aktariminin olup olmadig:
aragtirtlmistir  (179).  Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim kinetikleri farklilik
gosterdiginden hiicre i¢cine alim mekanizmalar1 PLGA230 i¢in eklendikten 3 saat sonra
PLGAu10i¢inse eklendikten 24 saat sonra tekrarlanmistir. Kitosan nanopartikiilleri i¢in
ise bu siire 3 saat olarak belirlenmistir. Kullanilan inhibitorlerden biri olan MB-CD’in
kullaniminin hem klatrin aracili endositozu hem de kaveol aracili endositozu inhibe
ettigine ve hiicrenin tekrar kolesterol senteziyle hiicre i¢ine alim yolaklarini aktive
edebilecegine dair yayinlar literatiirde yer almaktadir. Bu yaymlar ¢alismamizda
kullandigimiz MB-CD’in kaveole spesifik inhibisyonunun ve belirlenen siirede bu

inhibisyonun etkin oldugunun gosterilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. Bu sebeple M-
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CD ile hCMEC/D3 hiicreleri 90 dakika bekletildikten sonra hiicre i¢ine kaveol aracili
endositozla alindig1 bilinen pozitif kontrol ajan1 (BODIPY-LacCer) eklenmis, hiicre
icine alim inhibisyonu kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlenmistir. Ayni sekilde
klatrin aracili endositoza etkisi FITC-Insan Transferrini kullanilarak test edilmistir.
Bununla birlikte klorpromazinin klatrin aracili endositozu inhibe ettigi FITC-Insan
Transferrini kullanilarak, amiloridin makropinositozu inhibe ettigi FITC-Dextran

kullanilarak belirlenmistir.

3.7. In Vivo Gériintiileme Calismalar:

In vivo deneyler Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
izin aldiktan sonra gerceklestirilmistir (EK-1). 4 veya 6 haftalik BALB/c fareler, her
grupta en az iki hayvan olacak sekilde deney kapsaminda kullanilmistir. Farelere
intraperitoneal olarak 200 uL ICG ¢ozeltisi (20 pg/ml) veya buna esdeger miktarda
boya igeren PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiilleri uygulanmistir. Enjeksiyondan 1,5
ve 6 saat sonra fareler izofluran ile anestezi altina alinmis ve in vivo goriintiileme
sistemine yerlestirilmistir. Gortintiileme IVIS® Spektrum (Perkin Elmer, MA, USA)
cthaz ile eksitasyon dalga boyu 745 nm emisyon dalga boyu ise 820 nm olarak analiz

gerceklestirilmigtir (180). Elde edilen goriintiiler niteliksel olarak degerlendirilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikge tiim deneyler tiger kez tekrarlanmis ve istatistiksel olarak
asagida tarif edildigi gibi degerlendirilmistir. + ifadesi standart sapmay1
yansitmaktadir. ki grubun karsilastirilmasinda t testi, ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda ANOVA’y1 takiben Tukey's post hoc testi Minitab®16 programi
ile gergeklestirilmistir. P degerinin 0.05 den diisiik oldugu sonuglar anlamli olarak

kabul edilmis * isareti ile gosterilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Analitik Metot Validasyonlari
4.1.1. Dil icin Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Dil’in maksimum absorbans verdigi dalga boyunun belirlenmesi icin
spektrumu taranmistir. Dil igeren DMSO ve metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢6zeltisinin
maksimum absorbans verdigi dalga boylar1 sirasiyla 555 ve 554 nm olarak
belirlenmistir. Dil’in DMSO’daki ¢d6zeltisi kullanilarak gelistirilen miktar tayini

yonteminin detaylari agagida basliklar halinde siralanmistir.
Dogrusallik

Dil’e ait kalibrasyon dogrusu, 1,5, 2, 2.5, 3, 3,5, 4, 4,5 pg/ml konsantrasyonda
Dil’in DMSO igerisindeki ¢ozeltileri hazirlanarak, 555 nm dalga boyundaki
absorbanslarinin belirlenmesi ile elde edilmistir. Calismalar 6 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina

kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer regresyon ile

0,800 -
0,700 - y =0,1167x + 0,0442
0,600 - R?=0,9996

0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

Absorbans

1 2 3 4 5
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.1. Dil’in DMSO igerisindeki ¢ozeltilerinin UV absorbanslar1 kullanilarak elde
edilen kalibrasyon dogrusu.

bulunmustur. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.1°de yer almaktadir.

Tammlayicilik katsayist R? = 0,9996 olarak bulunarak denklemin dogrusallig:
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gosterilmistir. Bununla birlikte 1,5 ve 4,5 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltilerin

varyasyon katsayilar1 %2 nin altinda bulunmustur.

Dogruluk ve Geri Elde

Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve giinler arasi olarak incelenmis ve
varyasyon katsayisi degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu

gosterilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Dil’in DMSO ¢ozeltisinde miktar tayininin analitik metot validasyonuna
ait dogruluk ve geri elde sonuglari.

Deneysel sonuclar

Teorik Giin i¢i Giinler arasi
konsantrasyon
Geri Varyasyon Geri = Varyasyon
(ng/ml) Ortalama Ortalama
elde | katsayisi elde  katsayisi
(ng/ml) (ng/ml)
(%) (%) (%) (%)
2,5 2,5 99,9 0,4 2,48 99,4 0,6
3 2,99 99,6 0,7 2,99 99,7 11
3,5 3,51 100,1 0,4 3,5 100,1 0,5

Tekrar Edilebilirlik

Dil’in 2,5 pg/ml, 3 pg/ml ve 3,5 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan
¢ozeltilerinin 6 ayr1 kez Ol¢iilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon
dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama ve varyasyon
katsayis1 degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de

Ozetlenmis ve varyasyon katsayis1 degerleri %2 nin altinda bulunmustur.
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Tablo 4.2. Dil’in DMSO ¢6zeltisinde miktar tayininin analitik metot validasyonuna
ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

Konsantrasyon Hesaplanan konsantrasyonlarin Varyasyon
(ng/ml) ortalamasi (ug/ml) katsayisi (%)
2,5 2,50 0,2
3 2,99 0,3
3,5 3,50 0,2
Ozgiinliik

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan PVA, PLGA gibi
maddelerin olasit en yiiksek kalintisinin 555 nm dalga boyunda, 3 pg/ml

konsatrasyondaki Dil ¢6zeltiSinin %2’sinden az absorbans verdigi belirlenmistir.

Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) *deki ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen miktar

tayini yonteminin detaylar1 asagida basliklar halinde siralanmustir.

Dogrusallik

Dil’e ait kalibrasyon dogrusu, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5 ng/ml konsantrasyonda
Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) igerisindeki ¢ozeltileri hazirlanarak, 554 nm dalga
boyundaki absorbanslarinin belirlenmesi ile elde edilmistir. Calismalar 6 tekrarl
olarak  gercgeklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri c¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer
regresyon ile bulunmustur. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi ise Sekil 4.2°de yer
almaktadir. Tammlayicihk katsayist R? = 0,9993 olarak bulunarak denklemin
dogrusallig1 gosterilmistir. Bununla birlikte 1,5 ve 4,5 pg/ml konsantrasyondaki

¢oOzeltilerin varyasyon katsayilar1t %2 ’nin altinda bulunmustur.
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0,800

0,700 +

0,600 -
2 0,500 A
2
§ 0,400 -
0,300 -
0,200 +
0,100 -

Ab

y=0,1151x + 0,0296
R%= 0,9993

o

0,000

Sekil 4.2. Dil’in metanol

3

Konsantrasyon (pug/ml)

kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrusu.

Dogruluk ve Geri Elde

: %0,5 SDS (9:1) ¢ozeltilerinin UV absorbanslari

Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve gilinler arasi olarak incelenmis ve

varyasyon katsayis1 degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102

araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu

gosterilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢6zeltisinde analitik metot validasyonuna
ait dogruluk ve geri elde sonuglart.

Deneysel sonuclar

Teorik
Giin i¢i Giinler arasi
konsantrasyon
Geri Varyasyon Geri | Varyasyon
(ng/ml) Ortalama yesy Ortalama yosy
elde Katsayisi elde Katsayisi
(ng/ml) (ng/ml)
(%) (%) (%) (%)
2,5 2,46 98,5 ‘ 0,6 2,47 98,6 0,6
3 2,99 99,6 0,9 2,98 99,5 0,7
3,5 3,47 15 3,46 98,8 1

99,1 ‘
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Tekrar Edilebilirlik

Dil’in 2,5 pg/ml, 3 pg/ml ve 3,5 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan
¢oOzeltilerinin 6 ayr1 kez Olgiilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon
dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama ve varyasyon
katsayis1 degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4°de

Ozetlenmis ve varyasyon katsayisi degerleri %2 nin altinda bulunmustur.

Tablo 4.4. Dil’in metanol : %0,5 SDS (9:1) ¢6zeltisinde analitik metot validasyonuna
ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

Konsantrasyon Hesaplanan konsantrasyonlarin Varyasyon
(ng/ml) ortalamasi (ug/ml) katsayis1 (%)
2,5 2,47 0,6
2 2,98 0,2
3,5 3,49 0,3
Ozgiinliik

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan PVA, PLGA, kitosan
gibi maddelerin olast en yiiksek kalintisinin 554 nm dalga boyunda, 3 pg/ml

konsatrasyondaki Dil ¢ozeltisinin %2’sinden az absorbans verdigi belirlenmistir.

Stabilite

Salim ortaminda Dil’in stabilitesinin belirlenmesi amaciyla %0,5 SDS igeren
salim ortam1 kullanilarak hazirlanan 1,5 pg/ml, 3 pg/ml ve 4,5 pg/ml
konsantrasyonlarda Dil ¢6zeltileri 37°C’de karanlik ortamda inkiibe edilerek, 24 saat
sonunda absorbanslar1 Ol¢lilmiistiir. Baslangic ve inkiibasyon sonrast yapilan
Olciimlerde elde edilen absrbans degerleri t testi ile karsilastirilmis ve anlamli bir

degisiklik gozlemlenmemistir.
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4.1.2. ICG icin Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

ICG’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun belirlenmesi icin
spektrumu taranmistir. ICG igeren DMSO ¢o6zeltisinin maksimum absorbans verdigi

dalga boyunun (Amaks-ica) 795 nm oldugu belirlenmistir.

Dogrusallik

ICG’e ait kalibrasyon dogrusu, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6, 2, 2,4, 2,8 pug/ml
konsantrasyonda ICG’nin DMSO igerisindeki ¢ozeltileri hazirlanarak 795 nm dalga
boyundaki absorbanslarinin belirlenmesi ile elde edilmistir. Calismalar 6 seri
tizerinden  gerceklestirilmistir.  Cozeltilerin =~ UV~ absorbanslart  ¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer
regresyon ile bulunmustur. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi ise Sekil 4.3’de yer
almaktadir. Tamimlayicilik katsayist R? = 0,9998 olarak bulunarak denklemin
dogrusallig1 gosterilmistir. Bununla birlikte 0,4 ve 2,8 pg/ml konsantrasyondaki

cozeltilerin varyasyon katsayilar1 %2 nin altinda bulunmustur.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

0,000 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Konsantrasyon (ug/ml)

y =0,2398x + 0,1519
R? = 0,9998

Sekil 4.3. ICG’in DMSO igerisindeki ¢ozeltilerinin UV absorbanslar1 kullanilarak elde
edilen kalibrasyon dogrusu.

Dogruluk ve Geri Elde
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Analitik yontemin dogrulugu giin i¢i ve giinler arasi olarak incelenmis ve
varyasyon katsayis1 degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu

gosterilmistir (Tablo 4.5).

Tekrar Edilebilirlik

ICG’in 1,2 pg/ml, 1,6 pg/ml ve 2 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerinin 6 ayr1 kez Olciilmesi ile elde edilen absorbans degerlerinin kalibrasyon
dogrusunda kullanilmasi ile hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama ve varyasyon
katsayis1 degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.6’da

Ozetlenmis ve varyasyon katsayis1 degerleri %2 nin altinda bulunmustur.

Tablo 4.5. ICG’in analitik metot validasyonuna ait dogruluk ve geri elde sonuglari.

Deneysel sonuglar

Teorik
Giin i¢i Giinler arasi
konsantrasyon
Geri Varyasyon Geri  Varyasyon
(ng/ml) Ortalama yesy Ortalama yesy
elde Katsayist elde Katsayisi
(ng/ml) (ng/ml)
(%) (%) (%) (%)
1,2 1,21 100,5 1,6 1,21 100,5 1,2
1,6 1,62 101 11 1,62 101,5 0,9
2 1,97 98,7 1,14 1,98 99,2 1

Tablo 4.6. ICG’in analitik metot validasyonuna ait tekrar edilebilirlik sonuglari.

Konsantrasyon Hesaplanan konsantrasyonlarin Varyasyon
(ng/ml) ortalamasi (ug/ml) katsayisi (%)
1,2 1,22 0,3
1,6 1,62 0,5

5 1,99 0,2
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Ozgiinliik

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan PVA, PLGA gibi
maddelerin olast en yiiksek kalintisinin 555 nm dalga boyunda, 1,6 ug/ml

konsatrasyondaki ICG ¢dzeltisinin %2’sinden az absorbans verdigi belirlenmistir.

4.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1. PLGA Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigiine Etki Eden

Parametrelerin Belirlenmesi

Farkli formiilasyon degiskenlerinin nanopartikiillerin biiylikligiine etkisinin
belirlenmesi amaciyla 22 faktdriyel deney tasarimi Minitab® programi ile tasarlanmis
ve degerlendirilmistir. 107-245 nm arasinda degisen partikiil biiyiiklikleri elde
edilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine etki eden
faktorlerin arastirilmasi amaciyla hazirlanan deney tasarimi ve cevap degerleri.

X2

X4 X3 Y
) PVA ]
Polimer Organik Faz ~ Ortalama Partikiil
Konsantrasyonu )
Miktari (mg) Hacmi (ml) Biiyiikliigii (nm)
(%)
PLGA F; 30 0,5 1 232
PLGAF: 10 1 1 168
PLGAF3 10 0,5 1 160
PLGA F4 30 0,5 3 154
PLGAFs 30 1 1 245
PLGA Fs 10 1 3 120
PLGA F; 30 1 3 153
PLGA Fg 10 0,5 3 107
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Tasarima etki eden parametreler %95 giiven araliginda incelendiginde
ortalama partikiil biyiikliigline etki eden, istatistiksel olarak anlamli temel iki
degiskenin polimer miktar1 ve organik faz hacmi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4). Bu
etkiler ana etki grafikleri, kontor ve ylizey grafikleri ile incelendiginde artan polimer
miktarmin partikiil biiytikligiinii arttirdigi, artan organik faz hacminin ortalama

partikiil biiyiikliigiinii azalttigi belirlenmistir (Sekil 4.5-7).

26,82

A Polimer Miktari (mg)
B PVA Konsantrasyonu (%)
C Organik Faz Hacmi (ml)

ABC

AB+

BC

T T T T T T

0 10 20 30 40 5 60 70
Etki

Sekil 4.4. PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil bliylikliigline anlamli1 seviyede
etki eden faktorlerin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis pareto grafigi.

Polimer Miktar (mg) PVA Konsantrasyonu (%)

200

180 /

_/_'_'__—o—'_.
160 / PE———
140+
10 30 0,5 1,0
Organik Faz Hacmi (ml)

200-
180- \
1

140+

160+

3

Sekil 4.5. PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biyiikliigiine incelenen
faktorlerin etkileri.
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Sekil 4.6. PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine polimer miktari
ve organik faz miktarinin etkisinin kontur plot grafikleri ile gosterimi.

Sabit Deger
PVA Konsantrasyonu (%) 0,5

10
2

Organik Faz Hacmi (ml) 3 30

20
Polimer Miktari (mg)

Sekil 4.7. PLGA nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigline polimer miktari
ve organik faz miktarinin etkisinin ylizey cevap grafikleri ile gésterimi.
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4.2.2. Kitosan Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigiine Etki Eden

Parametrelerin Belirlenmesi

PLGA nanopartikiilleriyle karsilagtirabilmek icin PLGA nanopartikiillerine
yakin biiyiikliikte kitosan nanopartikiillerinin belirlenmesi amaciyla 2° faktoriyel
tasarimla partikiil biiyiikliigiine etkili parametreler ve etki seviyeleri Minitab®
programu ile belirlenmistir. 161-274,3 nm arasinda degisen partikiil biiyiikliikleri elde
edilmistir. Formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliikleri Tablo 4.8’de verilmistir. Deneye
etki eden faktorlerin pareto grafigine bakildiginda (Sekil 4.8) kitosan miktarinin
partikiil biiyiikliglinii belirleyen temel faktoér oldugu belirlenmistir. Artan kitosan
miktartyla partikiil biiyiikliiglinde artis gozlemlenirken TPF ve NaCl miktarindaki
degisiklik anlamli bir partikiil bityiikliigiinde degisimine sebep olmamuistir. (Sekil 4.9-
11).

Tablo 4.8. Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biytikliigiinr etki eden
faktorlerin arastirilmasi amaciyla hazirlanan deney tasarimi ve cevap degerleri.

Y
X1 X X3
. Ortalama
Kitosan Miktari TPF Miktarn NaCl Miktan
(mg) (ma) (ma) Partikiil
mg mg mg
Biiyiikliigii (nm)
Kitosan F; 10 1,0 15 257
Kitosan F; 5 1,0 45 161
Kitosan Fs 5 1,0 15 169
Kitosan Fs 5 0,5 15 152
Kitosan Fs 10 1,0 45 255
Kitosan Fe 5 0,5 45 173
Kitosan F 10 0,5 45 222
Kitosan Fs 10 0,5 15 274
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A Kitosan Miktari (mg)
B TPF Miktari (mg)

ABC -
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C NaCl Miktari (mg)
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Sekil 4.8. Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine anlamli seviyede
etki eden faktorlerin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis pareto grafigi.
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Sekil 4.9. Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine incelenen
faktorlerin etkileri.
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Sekil 4.10. Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliigiine polimer miktari
ve NaCl miktarinin etkisinin kontur plot grafikleri ile gosterimi.

sabit Deger \
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Sekil 4.11. Kitosan nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiytlikliigline polimer miktari
ve TPF miktarinin etkisinin yiizey cevap grafikleri ile gésterimi.
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4.3. PLGA ve Kitosan Nanopartikiillerinin Hiicre Kiiltiirii Ortaminda

Stabilitelerinin Degerlendirilmesi

Deney tasarimi sonuglarindan yola cikarak benzer biiyiiklikte PLGA ve
kitosan nanopartikiilleri elde edimistir. Ancak nanopartikiillerin hiicre kiiltiirii
ortaminda stabilitesi belirlenirken PLGA nanopartikiillerinin besiyeri ortaminda
partikiil biiylkligiinii korudugu, kitosan nanopartikiillerinin ise agrege oldugu
belirlenmistir. Bu agregasyon (Sekil 4.12-13) nedeniyle kitosan nanopartikiillerinin
farkli biiytikliikte hiicre igine alima etkisinin belirlenmesi olanaksiz bulunmustur. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak farkli biiyiiklilkte nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminin
karsilastirilmasina PLGA nanopartikiilleri kullanilarak devam edilmistir. Kitosan
nanopartikiillerinin agregasyonu partikiil biiyiikliigliniin karsilastirilmasini anlamsiz
kilmistir fakat daha onceki c¢alismalarda kullanilan beyne hedeflendirilmis kitosan
nanopartkiillerinin beyin endotel hiicrelerine hangi yolla alindiginin arastirilmasi
gereksimi dogmustur.

Bu nedenle ¢calismalara ayrt iki baslik altinda devam edilmistir.
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Sekil 4.12. Ultra saf su igerisinde dagitilmis kitosan nanopartikiillerinin partikiil
biyiikliigii dagilimlari. (Ortamala partikiil biytikligii: 253,7 nm, PDI: 0,266)
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Sekil 4.13. Tamamlanmig besiyeri igerisinde kitosan nanopartikiillerinin partikiil
biytikligi dagilimi. (Ortamala partikiil biiyikligi: 697,2 nm, PDI: 0,723)

4.4. Farkh Biiyiikliikte PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmas1 ve
Karakterizasyonu

Tez kapsaminda, PLGA nanopartiillerinin hazirlanmasinda kullanilan
nanopresipitasyon yonteminin sagladigi partikiil biiytikligii limitleri igerinsinde iki
farkl partikiil biiyiikliigli elde edilmesi hedeflenmistir. Elde edilen pareto grafigi
polimer miktarmin organik faza oraninin partikiil boytuna etki eden temel faktor
oldugunu gostermistir. Sitotoksisitenin en diisiik seviyede tutulmasi ve hiicre icine
alimin daha yiiksek seviyede olmasi icin PLGA nanopartikiilleri organik faz hacmi ve
PVA konsantrasyonu en diisiik seviyede sabitlenerek elde edilmistir. Degisen polimer
miktarinin partikiil biiytikliiglinr etkisi belirlenen limitler i¢erisinde daha detayli olarak
incelenmistir. Bu sonuglar artan polimer konsantrasyonunun lineer olarak partikiil
biiyiikliigiinde artisa sebep oldugunu gostermistir (Sekil 4.14, Sekil 4.16.A).
Karsilastirilacak farkli biiytikliikteki partikiiller iist ve alt polimer konsantrasyonlari

ile elde edilmistir.
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Sekil 4.14. Degisen polimer/organik faz konsatrasyonuna karsi PLGA
nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigideki degisim. Dagilimlar sirastyla 5, 10, 15, 20,
25, 30 mg/ml konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen nanopartikiil
formiilasyonlarina aittir.

Farkli biiyliklikteki PLGA nanopartikiilleri PLGA230 (230,8 + 4,32 nm) ve
PLGAu160 (157,9 + 6,16 nm) olarak belirlenmistir. Bu formiilasyonlarin PDI degerleri
her ikisi i¢inde 0,15°den kii¢iik bulunmustur. Zeta potansiyel degerleri sirasiyla -6,32
+ 0,9 mV ve -11,2 + 4,7 mV olarak belirlenmistir. Zeta potansiyel degerlerindeki bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmamustir (P>0.05). Bu
formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla % 57,1429 ve % 25,7+1,7
olarak bulunmustur. Hazirlama kisminda hedeflenen ayni boya konsantrasyonuna
sahip nanopartikiillerin elde edilmesi hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinin daha net
yorumlanabilmesi i¢in basariyla saglanmigtir. Tim bu degerler Tablo 4.9’da

Ozetlenmistir.

Tablo 4.9. Dil isaretli PLGA230 ve PLGAs0 nanopartikiillerinin karakteristik

ozellikleri.
Hiicre kiiltiirii
Ortalama
ortaminda 24 saat Zeta Nanopartikiilde
Partikiil EE
sonra Ortalama PDI Potansiyel bulunan boya
Biiyiikliigii (%)
(nm) Partikiil (mV) miktar1 (ng/mg)
nm
Biiyiikliigii (nm)
0,10+ 25,7+
157,9 £6,16 152,3+4,54 -11,2+4,7 0,61+0,03
PLGAu160 0,04 1,7
0,11+ 57,1+
230,8+4,32 210,2+8,3 -6,32+0,9 0,62+0,04
PLGA230 0,03 2,9
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Sekil 4.15. PLGA230 (Kirmizi) ve PLGA1s0 (Yesil) nanopartikiillerinin partikiil
biiyiikliigii dagilimlart.

Elde edilen bu formiilasyonlarin partikiil biyiikliikleri ve sekilleri AFM ve
TEM analizleri ile incelenmistir. Bu analizler neredeyse kiiresel partikiil sekline sahip
nanopartikiillerin varligin1 gostermis, partikiil biiytikliikleri arasindaki fark dinamik
151k sagilimi metodu sonucuna benzer bir sekilde gosterilmistir (Sekil 4.16.C-D).
Partikiillerin hiicre kiiltiirii ortamindaki partikiil bityiikliikleri stabil bulunmus, 6l¢time
dahil olan hiicre kiiltiirii bilesenleri nedeniyle sudaki dl¢limiine gore biraz daha diigiik
degerler elde edilmistir (Tablo 4.9). Nanopartikiillerden boya salimi incelendiginde ise
ilk 6 saatte ani bir ila¢ salimim takiben kontrollii salimin takip etmesi her iki
formiilasyonda da goriilmiistiir(Sekil 4.16.B). Bununla birlikte PLGA230
nanopartikiillerinin PLGA160 nanopartikiillerine kiyasla daha yavas boya salimina
sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu salim profilleri fark faktorii (f1) ve benzerlik faktorii

(f2) kullanarak incelendiginde salim profillerinin farkli oldugu belirlenmistir (f1=27,
f,=44).
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Sekil 4.16. PLGA230 ve PLGA1eo nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii ve salim 6zellikleri. A) Dil ile isaretlenmis PLGA
nanopartikiillerinin polimer Kkonsatrasyonuna gore ortalama partikiil biyiikliginin degisimi, B) PLGA230 ve PLGA160
nanopartikiillerinden boya salimi, bu formiilasyonlara ait AFM (C) ve TEM (D) goriintiileri.
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4.5. Farkh Biiyiikliikte PLGA Nanopartikiillerinin Sitotoksisitesinin, Hiicre

I¢ine Alm Kinetiginin ve Mekanizmasinin Belirlenmesi

PLGA230 ve PLGAws nanopartikiillerinin sitotoksisiteleri incelendiginde
1.25x10% say1da nanopartikiil ayni sayida hiicreye uygulandiktan 24 saat sonra hiicrelerin
%80’1nin canli oldugu belirlenmistir. Ayn1 sayida nanopartikiil uygulanmasinin ardindan
PLGA:230 nanopartikiilleri her konsantrasyonda PLGA 160 nanopartikiillerine gore toksik
bulunmustur. Hiicre canliligi ise her iki formiilasyon i¢in de artan konsantrasyona karsi
azalmistir (Sekil 4.17.A-B). Hiicrelerin canliliginin 24 saat sonunda miimkiin oldugu
kadar yiiksek olmast i¢in ¢alismalar 1.25x10° sayida nanopartikiil hiicrelere uygulanacak

sekilde siirdiiriilmiistiir.

Floresan isaretli PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiiller hiicrelere uygulandiktan 24
saat sonra sirastyla hiicrelerin % 63,1+4,9 ve % 34,9 +8,6’u floresan 6zellik kazanmistir
(Sekil 4.17.C). Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim kinetikleri incelendiginde ise PLGA230
nanopartikiilleri uygulanan hiicrelerin ortalama floresan intensiteleri 1,5 saat sonunda
maksimuma erisip daha sonra artis gostermezken, PLGA160 nanopartikiilleri uygulanan
hiicrelerin ortalama floresan intensiteleri 6 saat sonunda maksimum seviyeye ulasmistir
(Sekil 4.17.D). Floresan mikroskop analizleri bu sonuglari dogrulamaktadir (Sekil
4.18.E).

Ayn1 sayida nanopartikiiliin hiicre i¢ine aliminin karsilastirilmasinda PLGA230 ve
PLGAu160 nanopartikiilleri ayn1 yogunlukta boya igerecek sekilde iiretilmis olmalarina
ragmen farkli boya tagima kapasitelerine sahip bu ilag¢ tasiyici nanopartikiillerin boya
tasima etkinliklerinin belirlenmesine olanak tanimistir. Elde edilen MFI degerleri boya
miktarina gore normalize edildiginde ve ayni agirlikta nanopartikiil eklenerek hiicre igine
alim degerlendirildiginde PLGA 160 nanopartikiillerinin PLGA230 nanopartikiillerine gore
daha etkili tastyict oldugu gosterilmistir (Sekil 4.17.F-G). Nanopartikiillerin hiicre igine
alimlar1 +4 ve +37 °C’de tekrarlanarak incelendiginde +4 °C’de de floresan boyanin
hiicrelere aktariminin her iki formiilasyonda da s6z konusu oldugu gosterilmistir (Sekil

4.18.A).
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Sekil 4.17. PLGA230 ve PLGA160 Nanopartikiillerinin ayni hiicre sayisina ayni sayida nanopartikiil uygulandiktan sonra sitotoksisitesi (A-B), Dil ile
isaretli hiicre yiizdesi (C), floresan isaretli hiicrelerin ortalama intensitesindeki (MFI) degisim (D), bu degisimin mikroskop goriintiileri (E), ayn1
agirlikta uygulanan nanopartikiillerin 24 saat sonunda floresan mikroskop goriintiileri (F), 24 saat sonunda hiicrelerin ortalama floresan intensitelerinin
tasidiklar1 boya miktarina gore normalize edilmesiyle elde edilen nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim etkinlikleri (G) (*P<0.05).
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Sekil 4.18. PLGA nanopartikiilleri ile +4 (Kirmizi) ve +37 °C (Mavi)’de inkiibe edilmis HEK293 hiicrelerinin ve nanopartikiil eklenmemis
hiicrelerin (Gri) akim sitometri histogramlar1 (A) ve PLGA polimerinin, Dil’in, PLGA230 ve PLGA160 nanopartikiillerinin FTIR

spektrumlari (B).
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Sekil 4.19. PLGA230 (A-B) ve PLGA160 (C-D) nanopartikiillerinin hiicre igine alimina inhibitorlerin etkisi ve formiilasyonlarin boya

aktarim yollarinin sematik gosterimi.
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FTIR sonuglar1 incelendiginde ise Dil’e ait karakteristik bantlar 2920, ve 2853
cm ! de gozlemlenmis ve PLGA160 nanopartikiillerinde PLGA 230 nanopartikiillerine

gore bu karakteristik pikler daha net bir sekilde belirlenmistir (Sekil 4.18.B).

Hiicre igine alim mekanizmalarinin belirlenmesinde; 6ncesinde inhibitorler
uygulanmis ardindan hiicreler {izerine ayni sayida Dil ile isaretlenmis PLGA230 ve
PLGA10 nanopartikiilleri eklenmis ve MFI degerlerindeki degisim, inhibitor
uygulanmamis kontrol grubuyla karsilastirilarak ifade edilmistir. Ayrica PLGA
nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alim mekanizmalarina dair bulgular sematik olarak
gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde klorpromazinin, amiloridin ve indometazinin
hiicre icine alimi istatistiksel olarak anlamli seviyede inhibe ettigi gosterilmistir
(P<0,05). Sodyum azid uygulanmasiyla inhibisyonda anlamli seviyeye
ulagilmamasina karsin hiicre i¢ine alimda az bir seviyede azalma gozlenmistir (Sekil

4.19).

Kitosan nanopartikiillerinin (ortalama partikiil biiyiikliigii: 164,1 £ 6,5 nm,
PDI: 0,29 + 0,03, zeta potansiyel: 26,4 + 0,3 mV) HEK293 hiicreleri kullanilarak
sitotoksisiteleri ve hiicre i¢ine alim kinetikleri de beyin endotel hiicreleriyle yapilacak
caligmalara 6n fikir olusturmasi amaciyla incelenmistir. Bu 6n calismada PLGA ile
benzer biiyiiklilkte kitosan nanopartikiilleri 250 pg/ml konsantrasyona kadar
uygulanmasia ragmen canlilifin %90’1n iizerinde oldugu belirlenmistir. PLGA
konsantrasyonu 100 pg/ml dozun iizerine ¢ikildiginda, bu sitotoksisite oraninin
%90’in  altina  distiigii  belirlenmistir.  Aym1  zamanda PLGA’le benzer
konsatrasyonlarda uygulandiklarinda 24 saat sonunda tiim hiicrelerin floresan olarak
isaretlendigi ve hiicre i¢ine aliminin 24 saat siiresince dogrusal bir kinetikle arttigi
belirlenmistir (R?= 0,87). Kitosan nanopartikiilleri kullanarak hCMEC/D3 hiicreleri
ile yapilacak caligmalara, bu 6n calisma sonuglar1 ve literatiir bilgileri gbz Oniine
alinarak baslanmistir. Bu ¢aligmalarda hiicrelerle nanopartikiillerin inkiibasyon siiresi

3 saat ve kullanilacak nanopartikiil konsantrasyonu 250 pg/ml olarak belirlenmistir.
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4.6. Farkh Biiyiikliikte PLGA Nanopartikiillerinin Intraperitoneal

Allkonma Zamaninin Belirlenmesi

ICG yiikli PLGA160 Ve PLGA230 nanopartikiilleri Dil ile benzer partikiil

biiyiikliigiine sahip sekilde basariyla hazirlamistir. PDI degerleri, zeta potansiyel

degerleri, enkapsiilasyon etkinlikleri gibi nanopartikiil karakteristikleri Tablo 4.10°da

listelenmistir. ICG isaretli PLGA160 Ve PLGA230 nanopartkiillerin salim grafikleri

incelendiginde ise PLGA160 nanopartikiilleri biraz daha hizli ilag salimi géstermesine

ragmen in vitro ortamda yapilan bu salim g¢aligmasinda fark anlamli seviyeye

ulasmamustir (Sekil 4.20) (f1=12, f,=59).

Tablo 4.10. ICG isaretli PLGA230 ve PLGA1e0 nanopartikiillerinin karakteristik

ozellikleri.
Ortalama
Zeta Nanopartikiilde
Partikiil .
PDI Potansiyel EE (%) bulunan boya
Biiyiikliigii
(mV) miktar1 (ug/mg)
(nm)
PLGA160 |
153,5 +4,2 0,14+0,03 -1143,1 4,75+0,8 0,5120,05
nanopartikiilleri
PLGA230 227,9.7£10,2 0,14+0,06 -4,342,1 9,38+ 1,9 0,52 +0,07
nanopartikiilleri
90 A
80 A
9 70 -
© 60 -
S 50 A
€ 40 =&~ PLGA23
£ 30
& 20 -~ PLGA0
10
0 L] L] 1
0 5 10 15

Zaman (saat)

Sekil 4.20. ICG isaretli PLGA160 Ve PLGA230 nanopartikiillerin salim grafikleri.
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Sekil 4.21. ICG ¢ozeltisi, ICG yiikli PLGA230 ve PLGA160 nanopartikiillerinin
intraperitoneal enjeksiyondan sonra alikonma zamanlari.

ICG ¢ozeltisi, ICG isaretli PLGA230 ve PLGAe0 tutunma zamanlar
karsilastirildiginda ise 6 saat sonunda ¢dzelti grubunun intensitesinin neredeyse yok
oldugu, PLGA230 nanopartikiillerinin PLGA1s0 nanopartikiillerine gore daha
odaklanmig ve daha yogun intensiteye sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).

4.7. Beyne Hedeflendirilmis Kitosan Naopartikiillerinin
Karakterizasyonu ve Beyin Endotel Hiicrelerine Allm Mekanizmalarinin

Incelenmesi

Antikor konjuge edilmemis, Dil ile isaretlenmis kitosan nanopartikiilleri
(TFRMAD (-)) basariyla gelistirilmis ve antikorla konjuge edildikten sonra (TTRMADb
(+)) nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu  gergeklestirilmistir. TfRMADb  (-)
nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiytkligi, PDI ve 555 nm’deki absorbans
degerlerinde antikor kojugasyonu sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
belirlenmemistir (Tablo 4.11). Formiilasyonlarin ortalama partikiil biiytikliigiiniin
hiicre kiiltiirii ortaminda stabil olup olmadigi arastirilmis, formiilasyonlar hiicre
kiiltiiri ortaminda bir saat inkiibe edildikten sonra her iki formiilasyonunda 500 nm ile
1000 nm arasinda degisen biiyiikliiklerde agrege oldugu, ii¢ saat sonrasinda ise 1000
nm’den biiyiik agregatlar olustugu belirlenmistir (Tablo 4.11) (Sekil 4.23. D) Bu
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sonuclar nanopartikiillerin hiicre kiiltlirli ortaminda zamana bagli olarak agrege
oldugunu gostermistir. Salim miktarlar1 degerlendirildiginde, TfRMAb (+) ve
TfRMADb (-) formiilasyonundan analiz siiresi olan 3. saatin sonunda toplam boya
saliminin sirasiyla 0,15 + 0,03 pg/mg ve 0,16 = 0,02 ug/mg oldugu belirlenmis bu
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Elde edilen TEM

goriintiisiit TFRMAD (+) 1 kiiresel yapiya sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.23.
B).

Tablo 4.11. TFRMAD (-) ve TfRMAD (+) nanopartikiillerinin karakteristik 6zellikleri.

Hiicre Kiiltiirii Hiicre Kiiltiirii
Ortalama
Zeta Ortaminda 1 sa. Ortaminda 3 sa.
Partikiil )
PDI Potansiyel Sonra Ortalama  Sonra Ortalama
Biiyiikliigii
(nm) (mV) Partikiil Partikiil
nm
Biiyiikliigii Biiyiikliigii
>500 nm >1000 nm
0,45+
TfRMADb (-) | 274,1+£32 o 29,7+ 1,7 (agregasyon (agregasyon
, gozlemlenmistir) gozlemlenmistir)
|
>500 nm ‘ >1000 nm
0,48 £
TfRMAD (+) | 284,1 £58,6 013 344+21 (agregasyon (agregasyon
l gozlemlenmistir) gozlemlenmistir)

10 .........................................................................................
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Sekil 4.22. Endogro besiyerinin nanopartikiiller eklenmeden Onceki partikiil
biiyiikligii dagilimai.
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Sekil 4.23. TTRMAD (+) nanopartikiillerinin sematik gosterimi (A), TEM goriintiisii (B), DLS ile ultra saf su i¢erisinde elde edilen partikiil
biiyiikliigii dagilim1 (C) ve Endogro igerisinde 3 saat inkiibe edilmis nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigi dagilimi (D).
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Sekil 4.25. Endositoz inhibitérlerinin pozitif kontrol ajanlarmin hiicre i¢ine alimina etkileri (A-C), TITRMADb (-) ve TfRMAb (+)

nanopartikiillerinin hCMEC/D3 hiicrelerine alimina endositoz inhibitorlerinin etkileri (D).
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Hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis kitosan nanopartikiillerinin
sitotoksisiteleri karsilastirildiginda 24 saat sonunda antikor konjuge edilmis
nanopartikiillerin daha fazla sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.24.B).
Hiicre i¢ine alimlari incelendiginde ise TfRMADb (+) nanopartikiillerinin ortalama
floresan intensite degerlerinin 3 saatin sonunda daha yliksek oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.24.C). Elde edilen floresan mikroskop goriintiileri hedeflendirilmis
nanopartikiillerin hiicreye daha etkin bir sekilde alindigini, hedeflendirilmemis
nanopartikiillerin daha ¢ok agregatlar seklinde cekirdekten daha uzak bolgelerde
bulundugunu gostermistir (Sekil 4.24.D). Klorpromazinin klatrin aracili endositozu,
amiloridin makropinositozu ve MB-CD’in sadece kaveol aracili endositozu inhibe
ettigi pozitif kontrol ajanlariyla gosterilmistir (Sekil 4.25.A-C). Inhibitdr olarak
amilorid kullanildiginda her iki formiilasyon i¢in de hiicre i¢ine alimda azalma
goriiliirken, antikorla hedeflendirilmis nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminda
amiloride ek olarak klorpromazin inhibisyonuyla hiicre i¢ine alim anlamli bir seviyede
azalmistir (Sekil 4.25.D). Kitosan nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alimina MpB-CD
anlamli seviyede etki etmemistir (Sekil 4.25.D).
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5. TARTISMA

5.1. Nanopresipitasyon Metoduyla Farkh Partikiil Biiyiikliigiine Sahip

PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda birgok metot kullaniliyor olmasina
ragmen daha hizli ve enerji gerektirmeyen bir metot olmasit sebebiyle
nanopresipitasyon siklikla tercih edilen bir metot haline gelmistir. Tiim avantajlarina
ragmen bu metodun en biiylik dezavantajini partikiil biiyiikliigiiniin uzo bdlgesi i¢inde
sinirht kalmasi olusturmaktadir (54, 56, 181). Bu g¢alismada uzo bolgesi icerisinde
farkli partikiil biytikliigiine sahip PLGA nanopartikiilleri elde edebilmek amaciyla
temel formiilasyon parametrelerinin partikiil biyiikliigline etkisi deney tasarimi ile
incelenmistir. Deney tasariminda incelenen degiskenler polimer miktari, organik faz
hacmi ve PVA konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Cevap degerleri incelendiginde
elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigiiniin 107,7 ve 245,7 nm, PDI degerinin
ise 0,1 ve 0,3 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar nanopartikiillerin
partikiil biiytikliigiiniin beklendigi gibi uzo bdlgesinde olustugunu gostermektedir. Bu
tasarimdan yola ¢ikarak ortalama partikiil biiyiikliigiine etki eden temel faktorlerin
polimer miktar1 ve organik faz hacmi oldugu belirlenmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
tamamen uzaklastirilamamis organik solvanin  ozellikle nanopartikiillerin
santrifiijlenmesi sirasinda ciddi agregasyonlara sebep oldugu, uzaklastirilamayan
organik solvana bagl olarak sitotoksisite gézlemlendigi belirlenmistir (18). Bununla
birlikte PVA kalintis1 nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimini etkileyen bir diger 6nemli
farktordiir ve artan PVA miktarinin hiicre i¢cine alimi azalttigi onceki ¢aligsmalarda
gosterilmistir (182). Bu bilgiler goz 6niinde bulundurularak en az sitotoksisite ile en
fazla hiicre aliminin saglanabilmesi amaciyla PVA konsantrasyonu ve organik faz
hacmi en disiik seviyede sabitlenerek farkli biyiikliikte PLGA nanopartikiilleri
polimer miktarindaki degisimle elde edilmistir. Deney tasarimi sonuglari partikiil
blyiikligliniin organik fazda bulunan polimer konsantrasyonuyla dogru olarak
degistigini gostermistir. Bu partikiil biiytikliigi biiyiimesi, organik fazin dis faza
diftizyonu sirasinda organik fazin artan viskozitesinin daha yavas difiizyona sebep
olmast ve polimerin daha biiyiik partikiiller seklinde agrege olmasi ile agiklanmaktadir

(55). Nanopartikiillerin hazirlanmasinda bir diger kritik faktor polimer igeren fazi ve
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dispersiyon ortamini ayiran ylizey etkin maddedir. Yiizey etkin maddelerin kullanimi
nanopartikiillerin partikiil biylikligii dagilimin1 ve enkapsiilasyon etkinligini
etkilemektedir. PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda PVA en ¢ok kullanilan
yiizey etkin maddedir. PVA kullanomiyla tekdiize ve kolay dagilabilir
nanopartikiillerin tiretilmesi miimkiin olmaktadir (183). Bu ¢alismada % 0,5’den
diisiik PVA kullanimiyla elde edilen nanopartikiillerin santrifiijiinden sonra redisperse
olmas1 istenilen seviyede olmamis, % 1’in lizerinde PVA kullanimininsa, suda
¢Ozlinmeyen maddenin ¢oziinmesine sebep olarak enkapsiilasyonu azalttigini gosteren
calismalar bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismada % 0,5-1 (a/h) araligi test edilmis ve
bu araliktaki PVA konsantrasyonundaki degisim, partikiil biyiikliigiinii 6nemli
seviyede etkilememistir. Organik faz miktar1 ve PVA konsantrasyonu sabitlendikten
sonra PLGA konsantrasyonunun partikiil biiytikliigiine etkisi incelenmis ve dogrusal
bir sekilde arttigi gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, polimer miktarindaki
degisimle elde edilen PLGA nanopartikiillerinin iist ve alt limitleri olan PLGA230
(230,8 + 4,32 nm) ve PLGA160 (157,9 = 6,16 nm) nanopartikiilleri, detayli olarak
karsilastirilacak farkli biiylikliikteki nanopartikiiller olarak belirlenmistir.

Bu iki formiilasyonun PDI degerleri 0,15’den diisiik bulunmustur. Bu deger
bircok kaynaga gore ¢ok diisiik bir partikiil biiyiikliigli dagilimina isaret etmektedir
(12, 184). Partikiillerin seklinin ve biyiikliiginiin daha detayli incelenmesi amaciyla
DLS’e ek olarak TEM ve AFM analizleri de gergeklestirilmistir. TEM goriintiileri
literatiirle uyumlu olarak neredeyse kiiresel sekilde olup DLS ol¢iimlerine benzer
sekilde nanopartikiillerin varligin1 géstermistir. Bu iki formiilasyon arasindaki partikiil
biyiikliigii farki AFM analizleri ile de belirlenmistir. Fakat AFM analizleri DLS
ol¢timlerinden biraz daha Kiiciik ortalama partikiil biiyiikligiiniin ve 20-50 nm ¢apinda
partikiillerin de varligin1 gostermektedir. Bu farklilik literatiirde DLS ile o6l¢tim
yapilirken olusan hidrodinamik tabakanin partikiil biiyiikliigiiniin biraz daha fazla
olgiilebilmesiyle agiklanmaktadir (124). Ayrica yapilan ¢alismalar biiyiik partikiillerin
yogun olarak var oldugu ortamlarda kiiciik nanopartikiillerin DLS metodu ile
Ol¢iilmedigi gostermektedir. Yine AFM’le yapilan dl¢timlerde partikiil biiytikliigtiniin
olagandan daha diisiik goziiktiigli ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir (120).

Ayrica bu sonuglar, her ne kadar diisiik PDI elde edilmis olsa da hiicre i¢ine alimi
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etkileyebilecek seviyede, farkli biiylklikte nanopartikiillerin varligina isaret
etmektedir (185).
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Sekil 5.1. 20 ve 100 nm biiyiikligiindeki polistren nanopartikiillerinin 5:1 oranda
karistmimin DLS ve AFM ile 6lglimii sonucunda elde edilen sonuglar. A) DLS ile
yapilan 6l¢timlerde kii¢iik nanopartikiillerin sinyalinin baskilandigi goriilmektedir. B)
AFM ile yapilan 6l¢iimde ise biiyiikk ve kiiglik nanopartikiillerin varliklar1 net bir
sekilde gosterilirken partikiillerin biiyiikliiklerinin oldugundan biraz daha kiiciik
olgiildiigt gosterilmektedir (120).

DLS ile partikiil biiyiikliigii 6l¢timiine etki eden bir diger parametre ise 6lgiilen
maddenin kullanilan 15181 dalga boyunda (633 nm) absorbans verip vermedigidir
(166). Dil’in bu dalga boyunda absorbans vermemesi, dl¢iilen sonuglarin mikroskopi
analizleriyle neredeyse benzer sonuglar vermesine olanak tanimistir. Hazirlanan bu
partikiillerin hiicre kiiltiirii ortaminda partikiil biyiikligi 6l¢iildiigiinde, ultra saf su
igerisinde yapilan Ol¢iimlere gore biraz daha kiiglik ortalama partikiil biyiikligi
degerlerinin elde edildigi gorilmektedir. Bu farklilik tamamlanmis besiyerinde yer
alan daha kiigiik biiytiklikte maddelerin varliginin ortalama partikiil biiyikligiiniin
daha kiigiik bir sekilde 6l¢iilmesine sebep olmasiyla agiklanabilmekte ve bu sonuglar
agregasyonun olmadigina isaret etmektedir (141). Yapilan ¢alismada bu partikiil
biiyiikliikleri, tamamlanmig besiyeri ortaminda yirmi dort saat siiresince stabil
bulunmustur. Partikiil biiyiikliikleri karakterize edilen bu formiilasyonlarin zeta
potansiyel degerleri arasindaki fark anlamli seviyeye ulasmamistir. Formiilasyonlarin

hiicre kiiltiirti ortamindaki zeta potansiyel degerleri bazi ¢calismalarda verilmis olsa da
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(186) hiicre kiiltiirii ortamlar1 igerisinde yapilan Slgiimler hiicre kiiltiirii ortaminin
bilesenlerinin girisimiyle istenen kalitede belirlenmemistir. Bu nanopartikiillerin zeta
potansiyellerinin degisimini takip etmeyi olanaksiz kilmistir. Nanopartikiillerin
sayisinin tahmin edilmesinde ise gravimetrik yontem kullanilmistir. Bu yontem bir
nanopartikiiliin agirliginin hesaplanarak belirlenen agirlikta ne kadar nanopartikiiliin
oldugunun tahmin edilmesine dayanmaktadir (129). Nanopartikiillerin sayisinin
belirlenmesi amaciyla DLS metodu da arastirilmasia karsin DLS esasiyla ¢alisan
partikiil biiytikliigli 6l¢tim cihazini tiretici firmasimin bildirmis oldugu ve literatiirde
yer alan ¢ekinceler nedeniyle arastirmalar gravimetrik metotla gerceklestirilmistir.
Gravimetrik metotta polimerin yogunlugunun tam olarak belirlenebilmesi,
nanopartikiillerin kiiresel olmasi ve ortalama partikiil capinin bilinmesi gerekmektedir
(129). Analizler sonucunda nanopartikiillerin neredeyse kiiresel olmasi, polimerin
yogunlugunun Olgiilebilmesi ve partikiil biiyiikliiglinlin ortalamasinin bilinmesi bu
gerekliliklerin karsilanmasini saglamaktadir. Nanopartikiiliin yapisinda PVA gibi
kalintilarin, boyanin da yer almasinin yogunlugu degistirebilecegi ve ortalama partikiil
biiyiikliigliniin 6l¢timiiniin hangi metotla gergeklestirilmesi gerekliliginin tartisiliyor
olmast bu tahmin yonteminin zayif yonlerini olusturmaktadir. Fakat bu konulardaki
temel goriis polimer yogunluguna etki eden faktorlerin ¢ok diisiik seviyede bir hataya
sebep olacagr bu ylizden de dogrudan polimer yogunlugunun kullanilabilecegi
yoniindedir. Ortalama partikiil c¢apmin 1ise c¢ok fazla sayida partikiili
degerlendirebilmesinden dolayr DLS o6lgiimii referans alinarak hesaplanmasi
ongoriilmektedir (129). On ¢alismalar sirasinda formiilasyon parametrelerindeki en
ufak bir degisimle nanopartikiillere yiiklenen madde miktarinin degisebilecegi
belirlenmistir. Nanopartikiillerin degisen floresan madde yogunluklarinin g¢alisma
sonuclarimi etkileyebilecegi agiktir. Bu ¢alismada farkli partikiil biiyiikligiine sahip
nanopartikiiller elde etmek igin degistirilen formiilasyon parametresi polimer
miktaridir. Caligmalarimiz sirasinda farkli boya miktarlari ile PLGA1e0 Ve PLGA230
nanopartikiillerinin  boya yogunluklarmmin aym1 olmasi saglanmistir. Bu
formiilasyonlarin  enkapsiilasyon  etkinlikleri incelendiginde ise PLGA230
nanopartikiillerini yaklasik olarak iki kat yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosterdigi
belirlenmistir. Bunun sebebi organik fazin artan viskozitesinin Dil’in su fazina kagisini

azaltmasi olarak goriilmektedir (187). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda yine Dil
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nanopartikiillerin isaretlenmesinde kullanilmis fakat nanopartikiillerin salimi sink
kosul saglanmadan incelenmistir (156, 188, 189). Bu calismada sink kosul salim
ortamina %0,5 (a’h) SDS eklenmesi ile saglanabilmistir. Diger calismalar sadece su
veya PBS i¢erisinde hemen hemen salimin olmadigina isaret etmektedir (188). Bu
calismada nanopartikiillerden salim sink kosul saglandiginda basar ile gosterilmistir.
Hiicre kiiltiirii ortaminda sink kosulun olmadigi agik olmasina karsin, hiicre kiiltiirti
ortaminda bulunabilecek yiizey etkin maddelerin boya sizintisina sebep olabilecegi
gosterilmistir. Bu sizintilarin 6niine gegmek icin literatiir polimerle floresan boyanin
konjugasyonunu ongdrmektedir fakat bu polimerin yapisinin degismesine sebep
olmakta, konjugasyona ragmen sizint1 olugsmakta ve yliklenen ilacin taklit edilmesi i¢in
uygun bir model olusturmamaktadir (190, 191). Bu nedenle nanopartikiillerin ilag
taginmasindaki davraniglarini dngorebilmek i¢cin boyanin nanopartikiillere yliklenmesi
tercih edilmektedir. Bunlara ek olarak PLGA1s0 nanopartikiillerinden Dil salimi
PLGA230 nanopartikiillerine gore daha hizli gerceklesmistir. Bu fark PLGA1e0
nanopartikiillerinin sahip oldugu daha genis yiizey alani ve ¢ekirdegin yiizeye daha
yakin olmasiyla agiklanabilmektedir (192). Bu formiilasyonlarin FTIR analizlerinde
ise kii¢iik nanopartikiillerde Dil piklerinin (193) varligi net bir sekilde goziikkmektedir.
PLGA:230 nanopartikiillerinin FTIR analizlerinde de Dil’in karakteristik piklerinin
oldugu bolgede degisiklik olmasina ragmen PLGA1e nanopartikiilleri kadar net
degildir. Nanopartikiillere maddelerin yiiklenmesi sirasinda yilizeye tutunan
boyanin/etkin maddenin varlig1 kagiilmazdir. Yiizeyde bulunan bu boyalarin varligi

boyanin bimodal salim gdstermesiyle de net bir sekilde goziitkmektedir (194-196).

In vivo goriintiileme ¢alismalarinda ise oOzellikle hemoglobinin verdigi
otofloresan (165), kizilotesi goriintileme sistemiyle Dil isaretli nanopartikiillerin
goriintiilenmesini olanaksiz kilmistir. Bu nedenle Dil, floresan mikroskopi ve akim
sitometri ¢alismalarinda kullanilmis, in vivo ¢aligmalarda ise fare viicudunun verdigi
otofloresani agabilecek bir boya kullanilmistir. Boya olarak literatiirde bu amagla sikca
kullanilan, FDA onayli bir boya olan ICG tercih edilmistir. ICG’ nin nanopartikiillere
yiiklenmesiyle in vivo goriintiileme dniindeki engel asilmistir. Elde edilen ICG isaretli
PLGA1s0 ve PLGA230 nanopartikiillerine ait ortalama partikiil biiyiikligiiniin Dil

isaretli nanopartikiillerin ortalama partikiil biiyiikliigii ile benzer oldugu gosterilmistir.
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Benzer zeta potansiyeller ve PDI’lar o6l¢iilmiis olmasina karsin enkapsiilasyon
etkinlikleri Dil’e gore diisiik oranda kalmistir. Bunun sebebi olaraksa ICG’nin suda
¢Ozilinlir yapisinin boyanin su fazina ka¢gmasmna olanak tanimasi olarak
gosterilmektedir (197). Yine nanopartikiillerden ICG saliminin Dil’e kiyasla ¢ok kisa
stirede gerceklestigi gosterilmigtir. Bu salim profile ise literatiirde yer alan ICG yiiklii
PLGA nanopartikiillerine benzerdir (198).

5.2. Kitosan Nanopartikiillerinin Partikiil Biiyiikliigiine Etki Eden
Faktorlerin Belirlenmesi, Beyine Hedeflendirilmis Kitosan Nanopartikiillerinin

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Kitosan kullanilarak hazirlanmis nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin oral,
parenteral ve nazal olarak kullanilmast bir¢ok avantaj saglamaktadir.  Bu
nanopartikiillerin partikiil biiylikliigli nanopartikiillerin biyolojik bariyerleri agmasinda
onem tagimaktadir (199). Kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasinda polimerin ¢apraz
baglanmasiyla nanopartikiil olusturulmasi siklikla kullanilan bir metot haline gelmistir
(60). Kitosan ¢oziindiigiinde serbestlesen pozitif yiiklii amin gruplari, TPF gibi ¢oklu
anyonlarla bu pozitif gruplarin ¢apraz baglanarak nanopartikiiler yapmin olugsmasini
saglamaktadir. Olusan bu nanopartikiillerin karakteristigine etki eden faktorler
olaraksa literatiirde kitosan konsantrasyonu, TPF-Kitosan orani, Kitosanin molekiiler
agirhigr gibi faktorlerin belirtildigi goriilmektedir (60). Son zamanlarda yapilan
calismalarda Ozellikle solvanin iyonik siddetinin kitosan nanopartikiillerin
hazirlanmasinda partikiil biiylikligiini ve sikiligini etkiledigi belirtilmistir (66). Bu
calismada solvanda tuz bulunmasi1 durumunda partikiil biiyiikliiglintin kii¢iildigli net
bir sekilde gosterilmistir. Dahas1 nanopartikiillerin sikiliginin da arttig1 gosterilmistir
(66). Bu nedenle bu c¢alismada kitosan nanopartikiilleri hazirlanirken NaCl’de
kullanilmistir. Deney tasariminda incelenecek parametreler olarak kitosan miktari,

TPF miktar1 ve NaCl miktarlar1 belirlenmistir.
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— Kitosan Potansiyel ¢capraz baglanma béolgeleri

¢ Karsitiyonlar & Protonlanmis amin gruplari

Karsit iyonlarin koruyucu etkisi

Sekil 5.2. Diisiik iyonik siddete sahip (A) ve yiiksek iyonik siddete sahip ¢ozeltilerde
(B) kitosan nanopartikiillerinin olusumunun sematik olarak gosterimi (200).

Bu metotla hazirlanan nanopartikiillerin onceki ¢alismalardaki (66) parcacik
biiytikliikleri incelenerek kitosan seviyeleri 5-10 mg, TPF seviyesi 0.5-1 mg ve NaCl
seviyesi 15-45 mg olarak belirlenmistir. Hidrofobik bir boya olan Dil’in kitosan
nanopartikiillerine yiiklenmesinde genel bilgiler kisminda listelenen metotlardan biri
olan, boyanin suyla karisabilen bir 6zellikte bir solvanda ¢oziindiikten sonra eklenerek
sulu ortamda dagilmasinin saglanmasinin ardindan, ¢apraz baglanan polimere
hapsedilmesi ile nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu yontemde etanolde ¢oziinen Dil’in
kullanilmasiyla basariyla boyanin nanopartikiillere yiiklenmesi saglanmistir. Dil’in
santrifiij sirasinda kolloidal halde silipernatanda bulundugu belirlenmis, kontrol
amaciyla ortamda kitosan ve/veya TPF olmadan ayni islemler gergeklestirilmis ve
santrifiij sonrasinda herhangi bir ¢okme gozlenmemistir. Tiim bu analizlere ragmen
partikiiller arasinda veya ylizeyinde de PLGA’in FTIR analizlerinde gosterildigi gibi
boya kalma olasiligi bulunmaktadir. Bu nanopartikiile tam yiiklenmeyen boya

miktarinin da salim c¢aligmalariyla incelenerek yorumlanmasi gerekmektedir. Bu
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durum ilaglarin nanopartikiillere yiiklenmesinde de s6z konusudur. Bu nedenle
nanopartikiillerin taklit edilecek ilaca benzer Gzellikte boya ile isaretlenmesi bu
analizlerle, gercege ¢ok daha yakin sonu¢ alma firsatin1 sunmaktadir (190, 191).
Calisma sonuglar1 partikiil biiyiikliigiine etki eden temel parametrenin kitosanin
miktar1 oldugu belirlenmistir. Degisen TPF veya NaCl miktarlar1 partikiil
biliylikliigiinii anlamli seviye etkilememistir. NaCllin partikiil biiyikliglini
etkilememesi 15 mg NaCl ile gerekli iyonik siddetin saglanabilmesinden
kaynaklanmaktayken, literatiirde genelde gozlemlenen durum TPF miktarinin partikiil
biyiikliigiinii degistirmesidir (60). Fakat NaCl’{in iyonik siddeti ayarlamasiyla TPF’de
bu seviyedeki degisimin partikiil biiyiikliigiine olan etkisinin ortadan kaldirildigi daha
onceki ¢alismalarda gosterilmistir (66). Bu sonuglar deney tasarimi iginde sadece
polimer miktar1 degistirilerek PLGA ile benzer biiyiikliikte partikiillerin elde
edilebilecegini gostermistir. Elde edilen nanopartikiillerin hiicre kiiltiirii ortaminda
stabilitesinin degerlendirilmesi amaciyla 6n deneyler yapildiginda ise floresan isaretli
kitosan nanopartikiillerinin agrege oldugu gozlemlenmistir. Bu durum literatiirde daha
once tanimlanmis, sebebinin tamamlanmis hiicre kiiltiirii ortaminda bulunan anyonik
maddelerin kitosanin pozitif yiiklii gruplariyla etkilesmesi olarak gosterilmistir (59,
201). Kitosan nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliiklerinin stabilitesini korumamasi
partikiil biiyiikliigiine bagli olarak hiicre icine alimin kitosan nanopartikiilleriyle
karsilastirilmasini olanaksiz kilmistir. Fakat bu sonug¢ kitosan nanopartikiillerinin
agrege olmalariyla birlikte nasil kan-beyin engelini gegebildigi sorusunu akillara
getirmistir. Bu nedenle ¢alismalara daha dnce beyine gegisi gosterilen (175, 202, 203)
Kitosan-PEG-Biyotin-CD71 (TfRMAb (+)) nanopartikiilleri kullanilarak devam
edilmistir. Bu amagla bu nanopartikiiller deney tasarimi sonuglarindan yola ¢ikarak,
nanopartikiillere olan enkapsiilasyonu arttirmak i¢in polimer miktar1 en iist seviyede,
olusan nanopartikiil sikiligini arttirmak i¢in TPF miktar1 iist seviyede ve NaCl’in
fazlasinin iyonik siddette fazladan bir avantaj saglamadiginin belirlenmesiyle alt

seviyede sabitlenerek nanopartikiiller hazirlanmistir.

Hazirlanan bu nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri incelendiginde TFRMAD
(-) ve TFRMADb (+) nanopartikiillerinin ortalama partikiil biiyiikliiklerinin, ayni

sartlarda hazirlanan kitosan nanopartikiillerine gore biiyiik oldugu ve PDI degerinin
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arttig1 goriilmektedir. Yiizey modifikasyonlarina ragmen birbirlerine yakin zeta
potansiyelleri  elde  edildigi  belirlenmistir.  PDI  degerlerinin  kitosan
nanopartikiillerinde daha yiiksek bulunmasi literatiirde siklik¢a yer alan bir durumdur
ve elde edilen bulgular literatiir sonuglariyla benzerlik gostermektedir (204). TFRMAb
(-) ve TIRMADb (+) nanopartikiillerinin tamamlanmis besiyerindeki partikiil
biiyiikliigii stabiliteleri incelendiginde ise agregasyon sorununun hala devam ettigi
belirtilmistir. TEM goriintiileri analiz edildiginde ise nanopartikiillerin antikor
konjugasyonu sonrasinda kiiresel yapida oldugu goriilmektedir. Antikor konjuge
edilmis ve edilmemis nanopartikiillerin 3. saat sonundaki salim miktarlar1 benzer
bulunmustur. Bunun sebebi antikor konujasyonu disinda tiim siireglerin diger
nanopartikiillere de uygulanarak kontrol grubunun hazirlanamamasidir. Bu sonuglar
calisgma kapsaminda konujugasyonun salimi anlamli seviyede degistirmedigini

gostermektedir.

5.3. PLGA230 ve PLGA160 Nanopartikiillerinin Sitotoksisitelerinin, Hiicre

icine Alimlarmin ve Intraperitoneal Alkonma Zamanlarinin Degerlendirilmesi

Aynm1  hiicreye ayni1 sayida nanopartikiil uygulandiginda PLGA230
nanopartikiillerinin PLGA160 nanopartikiillerine oranla her konsantrasyonda daha
sitotoksik oldugu gozlemlenmistir. Bunun muhtemel sebebi olarak PLGA230
nanopartikiillerinin ayn1 sayida PLGA 160 nanopartikiillerine kiyasla daha genis yiizey
alanma ve daha fazla agirliga sahip olmasi gosterilebilmektedir (205). Ilerleyen
caligmalarda hiicre i¢ine alimin net bir sekilde karsilastirilabilmesi i¢in canlilig
bozmayan konsantrasyon olan  1.25x10° sayy/ml uygulanarak analizler
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimlar1 incelendiginde 24 saat
inkiibasyon sonrasinda PLGA230 ve PLGA160 nanopartikiillerinin sirastyla % 63,1+4,9
ve % 34,9 £8,6 hiicreyi floresan olarak isaretledigi belirlenmistir. Yine hiicre igine
alim kinetikleri incelendiginde hiicrelerin MFID'larinin PLGA230 ve PLGA160
nanopartikdlleri i¢in sirasiyla 1,5 ve 6 saat sonunda platoya ulastig1 belirlenmistir. Bu
farkli zamanlarda hiicre igine alim i¢in muhtemel sebeplerden biri nanopartikiillerin
partikiil biiyiikliigiine bagl olarak plakalarin dibinde bulunan hiicrelerin tizerine farkl

sedimantasyon hizlariyla ¢gokmeleri ve farkli zamanlarda hiicrelerle temas etmeleridir.
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Hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda yasanabilecek bu teknik problem Cho ve ark. ve Agarwal
ve ark. tarafindan da gosterilmistir (206, 207).

Hiicreler tarafindan alinan nanopartikiillerin MFI degerleri incelendiginde ise
PLGA:230 nanopartikiilleri ayn1 sayida PLGA160 nanopartikiiliine gore daha hizli ve
daha fazla boya transferi sagladigi goriilmektedir. Bu nanopartikiiller ayni sayida
uygulandiginda igerdikleri boya miktarinin da farkli olacag: aciktir. Bu nedenle bu
nanopartikiillerin tasidiklart boya miktarina gore MFI degerleri normalize edilerek
nanopartikiillerin transfer etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar PLGA 160
nanopartikiillerinin daha etkin bir tasiyici oldugunu gdstermistir. Yine ayni agirlikta
hiicre i¢ine alimlar1 karsilastirildiginda PLGA160 nanopartikiillerinin  PLGA230
nanopartikiillerine gore daha etkin bir sekilde hiicre i¢cine alindig1 gosterilmistir. Bu
nanopartikiiller ayn1 agirlikta uygulandiginda kiiciik nanopartikiillerin sahip oldugu
daha yiiksek yiizey alaniyla agiklanabilmektedir. Artan yilizey alani hiicrelerle temas
ylizeyini ve hiicre i¢ine alimi arttirabilmektedir (208). Hiicre i¢ine alim mekanizmalari
icinse g¢esitli farmakolojik inhibitorler kullanilmis ve hiicrelerin MFTI’larindaki
degisiklik analiz edilmistir. HEK293 hiicreleri endositik proseslerin belirlenmesinde
siklikla kullanilan bir hiicre hatt1 oldugundan bu calismada 6zellikle tercih edilmistir
(207, 209).

Sonuglar incelendiginde hem klatrin hem kaveol hem de makropinositozun
inhibisyonunun PLGA230 ve PLGA160 nanopartikiillerinin hiicre igine alimini azalttig1
gosterilmistir. Daha Onceki g¢aligmalarda 200 nm’nin altindaki nanopartikiillerin
klatrin aracili endositozla hiicre i¢ine alinabildigi gosterilmistir. PLGA
nanopartikiillerinin hiicre kiltlirii ortaminda yiizeyinin proteinle kaplanmasi bu
yolagin tetiklenmesinin ayr1 bir sebebi olarak goriilebilmektedir (185). Bu ¢alismada
kaveol ve makropinositozunda géziikmesi PLGA nanopartikiillerinin her ne kadar dar
bir partikiil biiyiikliigli dagilimima sahip olsa da farkli hiicre i¢ine alim yolaklarini
tetikleyebilecek seviyede bir partikiill biyiikligi dagilimina sahip olmasiyla
aciklanmaktadir (145). Hiicre i¢ine alimin sodyum azid ile azaldigi fakat bu azalmanin
anlamli seviyeye ulagsmadigi goéziikmektedir. Bu dis kaynakli ATP varligi veya
hiicrenin bu inhibisyonu asacak kadar ATP iiretmesiyle agiklanabilmektedir (157).
Hiicre igine alim +4 °C’de incelendiginde PLGA nanopartikiillerinin hiicrelere boya

transferinin devam ettigi belirlenmistir. Bu boya transferi ve diger sonuglar
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toplandiginda, PLGA nanopartikiillerinin hiicre i¢ine aliminda {i¢ mekanizmanin ayni
anda rol oynayabilecegini gostermistir. Bunlardan ilkinin endositoz, digerinin hiicre
disinda boya salimi veya membrana temasla dogrudan boya aktarimi olabilecegi
belirtilmistir. On calisma olarak degerlendirilen kitosan nanopartikiillerinin hiicre
icine aliminin incelenmesi ve PLGA’le karsilastirilmasinda ise hiicre i¢ine alimin
kitosan nanopartikiillerinde zamana kars1 sabit bir artisla olustugu gozlemlenmistir.
Kitosanin hiicre i¢ine alimina dair 6zellikler beyin endotel hiicreleriyle yapilan ¢alisma
sonuglari tizerinde daha detayli olarak tartisilmistir. Fakat bu noktada literatiirde yer
alan PLGA ve kitosan nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alimmin karsilastirildigi
calismalarda nanopartikiiliin hiicrelerle inkiibasyon siiresinin Onemine dikkat

¢ekilmelidir.

PLGA160 Ve PLGA230 nanopartikiillerinin intraperioteal enjeksiyondan sonra
peritonda alikonma zamanlar1 incelendiginde ise her iki nanopartikiilinde ICG
soliisyonuna gore daha fazla ve daha uzun siire sinyal sagladig1 goriilmektedir. Bunun
muhtemel sebeplerinden biri PLGA nanopartikiillerinin peritonda kalarak boyay1
kontrollii bir sekilde salmasi olabilir. PLGA230 nanopartikiillerinin PLGA160
nanopartikiillerinden uzun siire peritonda sinyal alinmasina olanak tanimasinin
muhtemel sebebi ise nanopartikiillerin in vitro sartlarda sink kosul altinda diisiik
seviyede kalan salim farkinin in vivo kosullarda daha fazla ortaya ¢ikmis olabilecegi,
biiylik nanopartikiillerin peritondan dolagima daha yavas penetre olabilmesi veya
biiyiik nanopartikiillerin makrofajlar tarafinda peritonda daha fazla tutulmas: olarak
gosterilebilir. Bu olas1 sebeplerin daha net bir sekilde agiklanmasi i¢in ¢alismalar
sirdliriilmekle beraber ilaglarin peritonda uzun siire tutulmasimnin saglanmasi

peritoneal karsinomatozis tedavisi i¢in firsat sunmaktadir (210).

54. Beyin Endotel Hiicrelerine  Hedeflendirilmis  Kitosan
Nanopartikiillerinin Kan-Beyin Engeli Hiicreleri le Etkilesiminin Incelenmesi

Daha o6nce yapilan in vivo ¢aligmalarda TFfRMAD (+) nanopartikiillerinin
uygulamanin ardindan 1-2 saat gibi kisa bir siire sonra beyin dokusuna ulastigi
gozlemlenmistir (211). Ayrica kitosanin hiicre i¢ine alim seviyesinin incelenmesinde

3. saat sonunda yapilacak analizlerin antikorla hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis
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nanopartikiillerin  hiicre icine aliminin karsilagtirilmasinda yeterli olacagi
Ongoriilmiistiir. Calisma siiresi belirlendikten sonra HEK293 hiicreleri iizerinde
sitotoksisite gostermeyen ve analizlerde istenilen kalitede intensitenin alinabilecegi
doz olan 250 pg/ml ile galisilmaya karar verilmis olup oncelikle bu konsantrasyonda
nanopartikiil uygulanmasimin hiicrelerin canliligina etkisi incelenmistir. Hiicrelerin
canliliginin hem TfRMAD (-) hem de TFRMAB (+) i¢in alim ¢alismalarinda uygun
oldugunun degerlendirilmesinin ardindan hiicrelerin ii¢ saat sonundaki floresan
intensiteleri akim sitometri ve floresan mikroskobu ile degerlendirilmistir. Sonuglarda
antikorla hedeflendirilen nanopartikiillerin istatistiksel olarak anlamli seviyede daha
fazla miktarda hiicre i¢ine alindig1 gosterilmistir. Mikroskop goriintiileri ise antikorla
hedeflendirilmis nanopartikiillerin ¢ekirdege daha yakin oldugu sonucunu
desteklemektedir. Antikorla hedeflendirilmemis nanopartikiillerin ise daha ziyade
membrana yapigmis bir sekilde hiicre yiizeyinde bulundugu sonucuna varilmistir. Bu
hiicre i¢ine alim farkinin reseptor aracili endositoz olmasi muhtemel sebep olarak
ongorilmistir (212). Fakat kitosan nanopartikiillerinin agregasyonu partikiil
biiyilikliigiinii arttirmakta ve literatlirde genellikle 200 nm civarindaki pargaciklarin
reseptor aracili endositozla hiicre i¢ine alindigi sonucuyla celismektedir (185). Bu
nedenle nanopartikiillerin hangi mekanizmayla hiicre igine alindigmin belirlenmesi
onem kazanmistir. Bu calisma Oncesinde kullanilan inhibitérlerin hedef alim
yolaklarini inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alisma agik bir sekilde antikorla
konjuge olmamis nanopartikiillerin makropinositozla hiicre igine alindigini
gostermektedir.  Kitosan  nanopartikiillerinin ~ agregasyonu  bunun  sebebini
olusturmaktadir.  Bununla  birlikte  antikorla  hedeflendirilmis  kitosan
nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alimimda hCMEC/D3 hiicrelerinin, makropinositoza ek
olarak reseptor aracili endositozu kullandig1 da gostermistir. Hiicreler iizerine eklenen
nanopartikiillerin bir kisminin agrege olmadan kisa stire i¢erisinde hiicreler tarafindan
alinmasi bir ihtimal olmakla birlikte, bliylikliigii 1 um olan partikiillerin de reseptor

aracili endositozu kullanabildigi de 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (213).
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6. SONUCLAR ve ONERILER
Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar derlendiginde;

e Benzer Dbiyiklikte floresan olarak isareti PLGA ve Kkitosan
nanopartikiillerinin sirasiyla nanopresipitasyon ve iyonik jelasyon metoduyla
basariyla elde edilebilecegi,

e Bu metotla elde edilen kitosan nanopartikiillerin PLGA nanopartikiilleri ile
karsilastirildiginda daha yiiksek PDI’a sahip oldugu,

e PLGA nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigiiniin hiicre kiiltiirii ortaminda
stabilitesini korurken kitosan nanopartikiillerinin agrege oldugu,

e PLGA nanopartikiillerinin Kitosan nanopartikiillerine kiyasla HEK293
hiicreleri iizerinde daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi,

e PLGA nanopartikiillerinin uygulandigi hiicrelerdeki ortalama floresan
siddetindeki artisin partikiil biiylikliigiine bagli olarak 6 saat i¢erisinde platoya
ulagirken, Kitosan nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alimimnin 24 saat siiresince
lineer bir artis gosterdigi,

¢ Kitosan nanopartikiillerinin hiicre kiiltiirii ortamindaki agregasyonu nedeniyle
partikiil biiytikliigline bagli olarak hiicre i¢cine aliminin karsilagtiritlamayacag,

e Polimer miktart degistirilerek hazirlanan farkli biytkliikteki PLGA
nanopartikiillerinin karsilastirilmas: sonucunda PLGA230 nanopartikiillerinin
PLGAu160 nanopartikiillerine gére daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip
oldugu ve daha yavas salim gosterdigi,

e Ayni sayida hiicre bagina ayni sayida nanopartikiil icerecek sekilde farkli
biiyiikliikteki PLGA nanopartikiilleri HEK293 hiicrelerine uygulandigi zaman
PLGA:230 nanopartikiillerinin PLGA160 nanopartikiillerine gore daha hizli ve
daha yiiksek boya transferi sagladigi, fakat ayni agirlikta uygulandiklarinda
PLGAu160 nanopartikiillerinin daha etkin bir tasiyici oldugu,

e HEK293 hiicrelerinin PLGA230 Ve PLGA160 nanopartikiillerinin hiicre icine
aliminda Kklatrin aracili endositozu, kaveol aracili endositozu ve

makropinositozu kullandigi,



91

e PLGA nanopartikiillerinin hiicrelere boya transferinde endositoz yolaklarina
ek olarak membrana temasla veya hiicre disinda boya salimiyla boya
aktarabilecegi,

e PLGA230 nanopartikiilleriyle PLGA160 nanopartikiillerine goére daha uzun
intraperitoneal tutulum saglanabilecegi,

e Transferrin reseptoriine hedeflendirilmis Kitosan nanopartikiillerinin hiicre
kiiltiirii ortaminda agrege olmasina ragmen hCMEC/D3 hiicreleri tarafindan

reseptOr aracili endositozla hiicre i¢ine alinabildigi gosterilmistir.

Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde PLGA ve kitosan nanopartikiillerinin
hiicre kiiltiirii testleri ile karsilagtirilmasinin farkli yapilari sebebiyle uygun olmadigi,
nanopresipitasyon yontemiyle elde edilen PLGA nanopartikiillerinin partikiil
biiytlikliigiindeki kiicik bir degisikligin bile nanopartikiillerin karakteristikleri,
hiicrelere alim etkinliklerini ve intraperitoneal tutunma zamanlarini 6nemli seviyede
etkileyebilecegi ve beyine hedeflendirilmis kitosan nanopartikiillerinin gosterdikleri
agregasyona ragmen beyin endotel hiicrelerine reseptdr aracili endositozla alindig
sonuglarina varilmistir. Bu sonuglar goz oniinde bulundurularak nanopartikiillerin
hiicrelerle etkilesiminin degerlendirilmesinde bir¢ok degiskenin es zamanli olarak goz

onunde bulundurulmasi onerilmektedir.
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