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ÖZET 

Öztürk, K. Serbest Radikal Temizleyici Madde Ġçeren Nanopartiküler TaĢıyıcı 

Sistemlerin Tasarımı ve Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Teknoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, 

Ankara, 2010. Felç, endüstrileşmiş ülkelerde, yılda 15 milyon insanı etkileyen ve 

yetişkinlerde özürlülüğe neden olarak yaşam kalitesini ve verimliliği düşüren önemli 

bir durum olarak karşımıza çıkmaktadır. Felci takip eden 3 ay içinde, hayatta kalan 

hastaların % 15-30’u daimi olarak özürlü kalırken, % 20’si bakıma ihtiyaç 

duymaktadır. Serbest radikal temizleyici bir bileşik olan alfa-fenil-n-tert-butil nitron 

(PBN)’in, organizmada normal şartlarda da var olan ancak, bazı stres koşullarında 

miktarı artan, akabinde de lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna, 

DNA hasarına ve hücre ölümüne neden olan serbest radikallerle reaksiyona girip 

onları daha stabil ürünlere dönüştürmesi iskemik kaskadın önemli yolaklarını bloke 

edeceği için hücre ölümü önlenmiş olur. Ancak PBN’in düşük in vivo stabilitesi ve 

kısa yarı ömrü klinik kullanımını kısıtlayan durumlardır. Bu nedenle tez çalışmasında 

PBN’in kitosan ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimerleri ile, kitosan-

polietilen glikol (KS-PEG) ve PLGA-PEG blok kopolimerleri kullanılarak 

nanopartikül formülasyonları hazırlanmıştır. Hidrofilik PEG zinciri ile oluşturulan 

blok kopolimerlerin, nanopartiküllerin opsonizasyonunu ve fagositozunu azaltması 

amaçlanmıştır. Hazırlanan nanopartiküler sistemlerin, in vitro karakterizasyon 

çalışmaları (morfolojik özellikleri, partikül boyutu ve zeta potansiyel ölçümleri, 

enkapsülasyon etkinliği, in vitro salım çalışmaları) tamamlanmış, ayrıca 

formülasyonların ex/in vivo etkinlik çalışmalarının yapılabilmesi için, ex vivo deney 

modeli oluşturulmuştur. Yapılan deneyler sonucunda hazırlanan nanopartiküllerin 

küresele yakın şekilde oldukları ve homojen dağıldıkları, uygun partikül 

büyüklüklerine sahip ve stabil oldukları, etkin ilaç yükleme kapasitesine sahip 

oldukları, başlangıçta hızlı bir salım özelliği, devam eden 24 saatlik süreçte daha 

yavaş kontrollü bir salım gösterdikleri ve nöroproteksiyon sağlanması amacıyla 

kullanılabilecek özelliklerde formüle edilebildiği gözlenmiştir.  

 

Anahtar Kelimeler: Nanoteknoloji, kitosan, PLGA, PBN, PEGilasyon 
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ABSTRACT 

Öztürk, K. Design and Evaluation of Nanoparticle Carrier Systems Containing 

Free Radical Scavenger Substance, Hacettepe University Institute of Health, 

Master of Science Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara 2010. Stroke is 

a devastating condition, which annually affects 15 million people worldwide, and is 

the leading cause of adult disability in industrialized countries. Three months 

following a stroke, 15–30% of stroke survivors are permanently disabled and 20% 

require institutional care. Free radicals already present in the organism at the normal 

conditions, however their amount increases at the stress conditions and free radicals 

cause lipid peroxidation, protein oxidation, DNA damage and cell death. Since, 

alpha-phenyl-N-tert-butyl nitrone (PBN) is a free radical scavenger, it reacts with 

free radicals and converts them more stable spin adducts so that ischemic cascade 

can be blocked and cell death can be prevented. However PBN has some limitations 

for clinical use like low in vivo stability and short half life. Therefore,  in the thesis 

study, nanoparticle formulations were prepared using chitosan, poly(lactide-co-

gliycolic acid) (PLGA) polymers and its PEGylated derivatives chitosan-PEG and 

PLGA-PEG block co-polymers. The aim of the study is to reduce opsonization and 

phagocytosis of  the nanoparticles through block co-polymers with hydrophilic PEG 

chains. In vitro characterization studies (morphological properties, particle size and 

zeta potential measurement, encapsulation efficiency/capacity, in vitro release study) 

of prepared nanoparticles were completed and also ex vivo experimental model was 

developed for future ex/in vivo efficiency studies of nanoparticles. As a conclusion, 

it is observed that nanoparticles can be formulated as almost spherical in shape. They 

have homogeneous distribution, stably, having suitable particle sizes and effective 

encapsulation capacity. Moreover, they exhibit initially burst release, but then 

controlled release following 24-hour period, so that they can be used with the aim of 

neuroprotection. 

 

Keywords: Nanotechnology, chitosan, PLGA, PBN, PEGylation 
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1. GĠRĠġ  

 Felç (inme) endüstrileşmiş ülkelerde, yılda 15 milyon insanı etkileyen ve 

yetişkinlerde özürlülüğe neden bir durumdur. Felci takip eden 3 ay içinde, hayatta 

kalan hastaların % 15-30’u daimi olarak özürlü kalırken, % 20’si bakıma ihtiyaç 

duymaktadır. Felç, genetik eğilim ve kan damarlarına kronik olarak zarar veren farklı 

risk faktörleri arasındaki ilişkiden köken alan ve ilerleyen kompleks bir hastalıktır. 

Temel ve klinik bilimcilerin ana önceliği, felçli hastaların efektif tedavisi için 

araştırmalar yapmaktır. Şimdiye kadar yayınlanan birçok çalışma felcin akut fazda 

tedaviye duyarlı olduğunu, fakat tedavinin etkinliğinin sınırlı olduğunu göstermiştir. 

Nöroprotektif ajanların rolü iskemik kaskattaki bir veya daha fazla mekanizmaya 

engel olmaktır. Böylece, meydana gelebilecek doku hasarı en aza indirilir. Kan 

akımının çok azaldığı bölgenin (iskemik çekirdek) etrafının penumbra ile 

çevrelendiği varsayılır, ki bu bölge yavaş kan akımından dolayı tehlike altındadır, 

ancak bu bölge nöroprotektanların kullanımı ile veya kan akımının yeniden 

sağlanmasıyla korunabilir. Eğer böyle bir müdahele yapılmazsa penumbradaki 

hücreler ölür ve çekirdek giderek büyür. Nöroprotektif etki gösteren ve bir nitron 

bileşiği olan alfa-fenil-n-tert-butil nitron (PBN) etkili bir ajandır. PBN, beyin 

iskemisi sırasında oluşan serbest radikalleri yok ederek etkisini göstermektedir. PBN 

kısa ömürlü radikaller için de “spin trap” ajanı olarak kullanılmaktadır. Fokal 

embolik orta beyin arterlerinde meydana gelen serebral iskemilerin tedavisinde, 

beyinde meydana gelen iskemi-reperfüzyon hasarlarının ve infarkt hacimlerin 

azaltılmasında kullanılmaktadır. Bahsedilen nitron bileşiğinin biyoyararlanımı iyi 

olup sistemik yolla verildiği zaman yarılanma ömürleri yaklaşık olarak 3 saattir. 

PBN, kan-beyin engelinden kolaylıkla geçebilen bir bileşik olmasına rağmen, bu 

bileşiğin in vivo stabilitesi oldukça azdır ve bu bileşiklerle hazırlanan polimerik 

taşıyıcı sistemler de kan dolaşımından retiküloendotelyal sistem (RES) tarafından 

hızla uzaklaştırılmaktadır. Bu durum farmakolojik etkinin önemli ölçüde azalmasına 

yol açmaktadır. 

 Bu çalışmanın amacı, PBN’in terapötik dozunu içeren, hidrofilik PEG zinciri ile 

oluşturulmuş blok kopolimeri kullanarak nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler 
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hazırlamaktır. Ayrıca, bu sistemlerin in vitro karakterizasyonlarını gerçekleştirmek, 

ilerleyen çalışmalarda kullanılmak üzere ideal sistemler olup olmadığını göstermek, 

yapılması amaçlanan ex/in vivo hayvan denemeleri için deney modeli oluşturmak ve 

PBN’in etkinliğini akut karaciğer toksisitesi oluşturulmuş fareler üzerinde, lipit 

peroksidasyonun son ürünü olan malondialdehitin tayin edilmesiyle gösterebilmektir.  

 Bu amaçla, doğal ve biyoparçalanabilir bir polimer olan kitosan ve PEG ile 

hazırlanmış blok kopolimer kitosan-PEG, sentetik ve biyoparçalanabilir bir polimer 

olan PLGA ve PEG ile hazırlanmış blok kopolimer PLGA-PEG nanopartikül 

formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılmıştır. PEG zincirlerinin sağladığı sterik 

engel ve hidrofiliklik, opsonin proteinleri ile gerçekleşebilcek özgün olmayan 

etkileşimleri azaltır. Opsonin proteinleri, nanopartikülleri makrofajlar için daha 

görünür hale getirilmesini sağlayacağından, opsonizasyonun azaltılmasıyla, 

nanopartiküllerin fagositozu da azaltılmış olur. Böylece etkin maddeyi içeren 

nanopartikül taşıyıcı sistemi kan dolaşımında uzun süre kalıp, etkin maddenin 

korunmasını ve kontrollü salımını sağlayabilir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ġlaç TaĢınmasında Nanoteknoloji 

İlaç endüstrisi için, yeni ilaç taşıyıcı teknolojiler, büyüyen ilaç pazarında  

stratejik bir seçenek oluşturmaktadır. Var olan farmasötiklerin, ürün ömrünün 

uzatılması veya hasta uyuncunun ve güvenilirliğinin geliştirilerek ya da etkinliği 

arttırılarak ürünün performans ve uygunluğunun iyileştirilmesi gibi konular 

teknolojinin irdelediği konular arasındadır.  Buna ek olarak, ilaç taşıyıcı sistemlerin 

efektif kullanımı için neler gerektirdiği, insan genom projesinden elde edilen bilgiler 

kullanılarak, bilgisayarlı kimyanın yardımıyla daha yeni ilaçlar geliştirilebilir. Bu 

teknoloji, biyolojik ortamda stabil olmayan veya suda çözünmeyen ilaçların 

taşınmasına olanak sağlar. Yeni ilaç taşıyıcı sistemlerin global ilaç satışına büyük bir 

katkı sağlayacağı umulmaktadır. Son yıllarda yeni ilaç taşıyıcı sistemler global ilaç 

endüstrisinde pek çok ilaç firmasının faaliyet alanına girmiştir. Aynı zamanda, ilaç 

endüstrisi performans esaslı ve daha efektif yeni ilaç taşıyıcı sistemlerin 

geliştirilmesine yönelik olarak hızlarını arttırmaktadırlar. Sadece Amerika Birleşik 

Devletleri’nde ilaç taşıyıcı sistemlere olan talebin yıllık yaklaşık olarak % 9 oranında 

artması beklenmektedir ve ilaç taşıyıcı sistemlerin 2007 yılı cirosu $ 82 milyar 

Amerikan Dolarından daha fazladır (1) . 

2.1.1. Nanopartiküler Ġlaç TaĢıyıcı Sistemler 

Etkin ilaç taşıyıcı sistem olarak biyoparçalanabilir nanopartiküllerin 

geliştirilmesi geçtiğimiz birkaç on yıldan fazla bir süredir büyük ilgi odağı 

oluşturmuştur (2-4) . Nanopartiküller, 10 nm – 1000 nm boyutlarında, 

makromoleküler maddeleri içeren kolloidal, katı partiküllerdir. İlaç, nanopartikül 

matriksi içinde çözündürülebilir, hapsedilebilir, adsorbe ettirilebilir, eklenebilir 

(attached) veya enkapsüle edilebilir (2) . Hazırlama yöntemine bağlı olarak, 

enkapsüle edilmiş terapötik ajanın farklı özellikler ve farklı salım karakteristikleri 

sergilediği, nanopartiküller, nanoküreler veya nanokapsüller elde edilir. 

Nanokapsüller veziküler sistemlerdir, ilaç bir kaviteye hapsedilir ve bir polimer 

membran ile çevrelenir, nanoküreler ise matriks sistemlerdir burada ilaç fiziksel 
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olarak ve uniform olarak disperse edilmiştir (Şekil 2.1).  Nanopartiküller ilk defa 

yaklaşık olarak 40 yıl önce geliştirilmişlerdir (5) . Bunlar ilk olarak aşıların ve kanser 

tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanların taşınması için geliştirilmiştir (6-8) .  

Nanopartiküller stabil, katı kolloidal partiküllerdir, lipid materyal veya 

biyoparçalanabilir polimer içerirler. Düşük molekül ağırlığına sahip ilaçların yanı 

sıra, proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili dokuya hedeflendirilmeleri ya da 

lokalizasyonlarında uygun yöntemler sunduğundan ilaç taşınmasında 

nanoteknolojinin geliştirilmesi için son yıllarda büyük çabalar sarf edilmiştir (9) . 

Nanoteknoloji, nanopartiküller, nanokapsüller, miseller sistemler ve konjugatlar gibi 

biyouyumlu nanokompozitler içine terapötik ajanların formüle edilmesi üzerine 

odaklanmıştır. Bu sistemler çoğunlukla polimerik olduğu ve submikron boyutta 

olduğu için, ilaç taşınmasında çok yönlü avantajları vardır. 
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Şekil 2.1. Biyoparçalanabilir nanopartiküllerin çeşitleri: Biyoparçalanabilir 

nanopartiküller yapısal organizasyonlarına göre nanokapsüller ve nanopartiküller 

olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. İlaç molekülü iç kısma hapsedileceği gibi yüzeye 

adsorbe de ettirilebilir (10) . 

İlaç taşınmasında nanopartiküllerin kullanılmasının avantajları, onların iki 

temel özelliğinden ileri gelmektedir. Birincisi, nanopartiküllerin küçük partikül 

boyutları, onların küçük kapillerlerden geçerek penetrasyonunu ve hücrelere 

alınmasını sağlar bu da, hedef bölgede etkili ilaç akümülasyonunu sağlamaktadır (11-

14) . İkincisi ise, nanopartiküllerin hazırlanmasında biyoparçalanabilir materyallerin 

kullanılması, günler hatta haftalar süren periyotlarda hedef dokuda kontrollü ilaç 

salımını sağlamasıdır. Ayrıca, nanopartiküllerin diğer üstünlükleri arasında 

ilaçların/proteinlerin stabilitesinin artması ve kontrollü salım özelliğinin sağlanması 

vardır (15) .  

Polimer  + 

İlaç 

Çeşitli yöntemlerle 

nanoformülasyon 

Nanoküre 

Yüzeye adsorbe 

ettirilmiş ilaç 

Enkapsüle 

edilmiş ilaç 

Enkapsüle 

edilmiş ilaç 

Yüzeye adsorbe 

ettirilmiş ilaç 

Nanokapsül 
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İlaç taşınmasında nanoteknolojinin maliyet avantajları ise; 

 

 Gelişmiş ilaç taşınması, ürünün performans karakteristiklerinin artmasını 

sağlar. 

 Yeni ilaç taşıyıcı sistemler aracılığıyla ilaçların yeniden formüle edilmesi ile 

en çok satılan ilaçların ekonomik yaşam sürelerinin yeniden uzatılabilmesi ve 

etkili patent koruması arttırılabilir. 

 İlaç taşıyıcı sistemin formülasyonu, yeni bir molekülün keşfedilmesi için 

gereken harcamalardan daha düşük olduğu için pahalı ilaçların kullanımının 

en aza indirilmesi ve ürünün maliyetinin azaltılması gerçekleştirilir (1) .  

 

Bu sistemler genel olarak, hedefleme (hücresel/doku) sağlamak, oral 

biyoyararlanımı arttırmak, hedef dokuda ilacın veya genin etkisini sürdürmek, 

intravasküler ilaç taşınması için ilaçların çözünmesini sağlamak, enzimatik 

degradasyona karşı (nükleazlar, proteazlar) özellikle protein, peptit ve nükleik asit 

yapısındaki ilaçların stabilitesini arttırmak için kullanılırlar (9) .  

  

Önceden var olan kanunlara göre Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (FDA) (Food 

and Drug Administration) tarafından onaylanan Tablo 2.1’de verilen tüm 

nanopartiküler sistemler piyasada yer almaktadır. FDA tarafından nanopartikül 

temelli ilaçlar için herhangi bir özel teste (farmakokinetik profilleri göz önünde 

bulundurularak) gereksinim duyulmasa da, ilaç pazarında nanopartikül temelli çok 

fazla ilaç bulunmamaktadır. Bu da FDA’nın klinik denemeler için, oldukça kompleks 

ve emek isteyen çalışmaları gerektirmesinin açık bir sonucudur. Fakat buna rağmen 

birçok nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistem gelişme süreci içerisindedir (16) .  
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Tablo 2.1. FDA tarafından onaylanmış nanopartikül temelli ilaçlar. 
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Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin nano boyutta olmaları, ilaç 

taşınmasında çok kesin avantajlar sunar. Sub-mikron ve hücrelerden küçük boyutta 

olmalarından dolayı, nanopartiküller ince kapillerler aracılığı ile dokuların içine 

penetre olabilirler, epitel üzerindeki açıklıktan geçebilirler (örneğin, karaciğer) ve 

genellikle hücreler tarafından etkin bir şekilde alınırlar (17) . Bu, vücutta hedeflenen 

yere terapötik ajanların etkin bir şekilde taşınmasını sağlar. Ayrıca, polimerlerin 

karakteristiklerinin değiştirilmesiyle, optimum terapötik etki için gereken sürede 

hedef dokuda istenilen terapötik seviyeye ulaşabilmek için nanopartiküllerden 

terapötik ajanın salımı kontrol edilebilir. Ayrıca, nanopartiküller çok küçük invazif 

bir prosedürle kateter esaslı bir yaklaşım kullanılarak lokalize edilmiş taşınma veya 

hedef doku ve organa yönlendirilir (18) . Bu yöntemde biyospesifik bir ligandla 

konjuge edilerek hedef organ veya dokuya taşınabilirler (9) . 

2.2. Ġlaç TaĢınmasında Nanoteknolojinin Geleceği 

Nanoteknoloji kökenli ilaç taşıyıcı sistemlerin terapötik avantajları her geçen 

gün artmaktadır ve yakın zamanda tüm ilaç uygulama yollarını içine alacaktır. 

Güncel tedavi yöntemleri üzerindeki avantajları, düşük toksisite, arttırılmış 

biyoyararlanım, azalmış tedavi maliyeti ve hastanın tedaviye uyuncunun artmasıdır. 

Malignitelerin tıbbi idaresi nanoteknolojiden önemli ölçüde etkilenmiştir ve kısa 

zamanda diğer tıbbi uzmanlıklar da, optimum tedavi başarısına ulaşmak için ilaç 

taşınmanın yeni şekillerini kullanacaktır. Terapötik olarak daha etkili 

nanotaşıyıcıların yenilikçi araştırma ve geliştirme çalışmaları, devam etmektedir. 

Bunlar, geliştirilmiş polimer-ilaç konjugatlarını (19) , lipozomları (20) , 

dendrimerleri (21-22) , miselleri (23-24) , polimerik vezikülleri (25) , nanokapsülleri 

(26)  ve nanopartikülleri (27-29) içermektedir. Nanoteknolojinin geleceği her ne 

kadar umut verici olsa da, nanopartiküllerin toksikolojik açıdan dikkate alınması 

önemlidir (30) (Şekil 2.2). Nanoteknoloji ürünlerinin toksisite taraması, 

nanomateryalin fizikokimyasal karakterizasyonunu, in vitro analizleri ve in vivo 

çalışmaları içermelidir, çünkü insan vücudunda hücresel reaksiyonları etkilemediğine 

dair halkın temin edilmesi gerekir. İlaçta yenilikler devam ederken, ilaç taşınmasında 

nanoteknoloji zamanla sıradan ve sıkça söz edilen bir konu haline gelecektir. İlaç 
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araştırmalarında bu alandaki ilginin artması, nanoteknoloji kökenli ilaç taşıma 

örneklerinin potansiyelini ve umut verici olduğunu göstermektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Farklı nanoteknoloji esaslı ilaç taşıyıcı sistemlerin şematik 

gösterimi (1) . 

Nanopartiküller küçük polimerik kolloidal partiküllerdir. Etkin madde 

polimer matriksi içinde disperse edilmiş ya da polimer içine enkapsüle edilmiş 

olabilir. Miseller kendiliğinden oluşan blok ko-polimerledir. Sulu çözelti içerisinde, 

dışta hidrofilik katman, içte hidrofobik çekirdek olacak şekilde düzenlenirler. Misel 

çekirdeği, suda çözünmeyen bir etkin madde ile yüklü olabilir. Lipozomlar, yağlı 

yapılardır, bunlar PEGilasyon ile “gizli” formda hazırlanabilecekleri gibi, antikor 

konjugasyonu yapılarak hedeflendirmede de kullanılabilirler. Dendrimerler, 

monodispers simetrik makromoleküllerdir. Küçük bir molekülün etrafı iç kavite 

oluşturacak şekilde, çok sayıda reaktif son gruplar ile çevrelenmiştir (Şekil 2.2).  

 

Lipozom 

Dördüncü jenerasyon dendrimer 

Dallanma 

birimleri 

Çekirdek 
İç kavite 

İlaç 

Nanokapsül Nanoküre 

Hidrofobik 

çekirdek 

Polimerik Miseller 

İlaç Antikor 

Çekirdek 
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2.3. Nanoteknoloji Kökenli TeĢhis ve Görüntüleme 

Nanoteknolojinin potansiyel olarak önemli bir uygulama alanı da teşhis ve 

görüntüleme alanıdır. Hormonların sekresyonunu taklit etmek için Mikro-

elektromekanik sistemlerin (MEMS) ve diğer kapalı sistemlerin kullanımı, 

nanoteknoloji kökenli araçların en önemli amacını oluşturmaktadır. Görüntüleme, 

teşhis ve hücresel uygulamalarda, kuantum noktalarının kullanımının önemli 

gelişmeler yaratması da söz konusudur. 

2.3.1. Kuantum Noktası ile TeĢhis ve Görüntüleme 

  Kuantum noktalarının, in vivo görüntüleme, hücresel fonksiyonların analiz 

edilmesi ve teşhiste kullanımı medikal araştırmalarda yeni bir çığır açacaktır (31) . 

Kuantum noktaları birkaç nanometre boyutunda, yarı iletken materyallerden 

yapılmış, nanokristal veya nanotüplerdir. Kuantum noktaları, intravenöz yolla hasta 

dokuya (kanser) hedeflendirilebilirler.  Kuantum noktaları, tek molekül seviyesinde, 

görünür floresan rezonans ile çalışırlar (32) . Konfokal mikroskop (33) ve geniş alan 

epifloresan mikroskobisi (34) ile uzun bir periyodda gözlemlenebilir ve izlenebilir. 

Kuantum noktaları, hedef molekülü (ligand, DNA, antikor) işaretleyerek,  tümörün in 

vivo görüntülenmesinde ve teşhis amaçlı fonksiyon testlerinde kullanılırlar (Şekil 

2.3). Bu nanoboyutlu partiküller, manyetik rezonans görüntüleme (MRI) (Magnetic 

Resonance Imaging)’da, pozitron emisyon tomografisinde (PET) ve bilgisayarlı 

tomografide, malign dokuyu görüntülemek amacıyla kontrast ajanı olarak da 

kullanılabilir.  

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                   

Şekil 2.3. Kuantum noktaları floresan nanokristallerdir ve bir ligand ile 

konjuge edilip görüntüleme amacıyla kullanılabilirler. 
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Bir nanopartikül ilaç taşıyıcı sistemi, minimum yan etkiyle malign tümörün 

tedavisinde kullanılabilir. Fakat, nanoteknolojide medikal yönetimin gelişimini 

sürdürmesi için ve aralıksız yenilikler için hem temel hem de klinik araştırmaların 

multidisipliner bir yaklaşım göstermesi gerekmektedir. Hastalar için, gerekli medikal 

tedavileri optimize etme arayışı içinde, birçok klinik araştırmacı, malzeme bilimciler, 

mühendisler ve polimer kimyacıları ile  bu teknolojiyi en ön sıraya taşıyabilmek için 

işbirliği yapmaktadır. Büyük olasılıkla, nanoteknoloji, medikal araştırmaların bir 

sonraki çalışma alanı haline gelecektir. 

2.4. Nanoteknolojide Ġlaç TaĢınmasının ve Hedeflendirmenin Önemi 

Nanoteknoloji temelli etkin ilaç taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesi için fırsatlar 

tüm terapötik sınıflara genişletilebilse de, solunum, santral sinir sistemi ve 

kardiyovasküler sistemle ilgili hastalıklar için etkin tedavi yöntemlerinin 

geliştirilmesi finansal ve terapötik açıdan büyük bir ihtiyaçtır. Nanopartiküllerin 

hedef dokuya ulaşabilmelerinin sınırlı olmasından dolayı bir çok terapötik ajanda 

başarıya ulaşılamamıştır. Buna ek olarak, konvansiyel uygulama yöntemlerine 

nazaran  ilaç taşıyıcı sistemlerin daha güvenli ve etkin sonuçlar vermesinden dolayı, 

anti-kanser ilaçlar, hormonlar ve aşılar için çok hızlı gelişme olanakları 

beklenmektedir. Örneğin, kanser kemoterapisinde, sitostatik ilaçlar hem malign 

hücrelere hem de normal hücrelere benzer şekilde etki etmektedir. Bu nedenle, 

selektif olarak malign tümöre hedeflendirilen bir ilaç taşıma stratejisi çok gereklidir. 

İlacın biyolojik ortamda stabil olmaması, vücuttan hızlı uzaklaştırılması ve hızlı 

metabolize olması gibi nedenlerle ilacın zamanından önce kandan eliminasyonunu 

içeren problemler de mevcuttur. Benzer şekilde, bazı ilaçların proteaz inhibitörlerine 

olduğu gibi, proteinlere yüksek oranda bağlanması onların beyne ve diğer organlara 

difüzyonunu engeller. İlaç taşınması uygulamalarında nanoteknoloji, bütün ilaçlar 

için uygun olmayabilir. Özellikle etkinliği düşük, dozu yüksek etkin maddeler ilaç 

taşıyıcı sistemin boyutunu arttırır bu da uygulamayı güçleştirir (1) .   

Hedeflendirmede “Sihirli formül” (magic bullet) kavramı, 1891 yılında Paul 

Ehrlich tarafından ilaç hedeflendirme yaklaşımının en erken tanımı sunmuştur (35) .  
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İlaç hedeflendirmesinin amacı, doğru zaman periyodunda, doğru 

konsantrasyonda, doğru yere ilacın taşınmasıdır. Etkinliğin tanımlanmasını sağlayan, 

kimyasal kompozisyon, moleküler boyut, hidrofilisite ve protein bağlama gibi ilaca 

ait esansiyel karakteristikler oldukça komplekstir. İlaç pazarına yeni bir bileşik 

kazandırabilmek için, tüm bunlar araştırılmıştır ancak, sadece üzerinde çalışılan 

moleküllerin çok az bir kısmı diğer bir deyişle 5000-10000 yeni bileşikten bir tanesi 

klinikte aktif kullanıma erişebilmektedir (36) .  

Aktif hedeflendirme, taşıyıcı yüzeyine spesifik molekülün eklenmesi ile 

başarılmıştır. Böylece, hedef hücre popülasyonu üzerinde eksprese edilen reseptörler 

veya antijenler ile etkileşmesi ve bağlanması arttırılır. Bileşiklerin spesifik hedef 

bölgesine taşınmasında bir yaklaşım, taşıyıcıya ligand bağlanmasıdır (Şekil 2.4). 

Bazı ligandlar, monoklonal antikor ve peptidleri içermektedir (37-39) . Uygun ligand 

seçimi, bu ligandın hedef hücredeki seçicilik, stabilite, kullanılabilirlik ve 

özgünlüğüne dayanır. 

Şekil 2.4. Çok fonksiyonlu nanopartikül. Nanopartikülün korona kısmı 

hidrofilik polimerler, hedeflendirme molekülleri, etkin madde ve görüntü kontrast 

ajanları ile fonksiyonelleştirilebilir (40) . 
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Nanoteknoloji kökenli hedeflendirmenin iki temel uygulama alanı söz konusu 

olup, bunlar tümöre ve beyne ilaç hedeflendirilmesidir. Bizim grup çalışmalarımızın  

ağırlığı beyne ilaç hedeflendirilmesi alanında olup, bu nedenle tümöre hedeflendirme 

üzerinde kısaca durulduktan sonra, beyne ilaç hedeflendirilmesi daha ayrıntılı olarak 

işlenecektir. 

2.4.1. Tümöre Hedeflendirme 

Güncel kanser tedavileri genellikle, kemoterapiye izin veren kateterlerin 

uygulamasını içeren kolay uygulanmayan işlemleri içerir. Başlangıçta, var olan 

tümör küçültülür ve daha sonra cerrahi işlemle eğer mümkünse tümör(ler) temizlenir, 

bunu takiben biraz daha kemoterapi uygulanır ve radyasyon tedavisine geçilir.  

Kemoterapi ve radyasyonun amacı, tümör hücrelerini öldürmektir. Tümör 

hücreleri, bu ilaçların ve yöntemlerin etkilerine, en azından yetişkinlerde sağlıklı 

hücrelerden daha duyarlıdır. Çünkü tümör hücrelerinin büyüme hızı sağlıklı 

hücrelere göre daha hızlıdır. Kemoterapiyi geliştirmek için son 25 yıldaki araştırma 

girişimleri, hastaların hayatta kalmalarında önemli bir gelişme sağlamıştır. Fakat hala 

ilerlemeye ihtiyaç duyulmaktadır. Günümüzdeki araştırma alanları, alternatif 

yollardan ilaç taşıyıcı sistemlerin uygulanmasına izin verecek taşıyıcıların 

geliştirilmesini kapsamaktadır. Klinik denemeler, hastaların yeni terapötik 

seçeneklere açık olduğunu göstermektedir. Bu yeni ilaç taşıyıcı sistemler, kanser 

hastalarının yaşam kalitesini ve hayatta kalma sürelerini arttırmak içindir. Tedavinin 

etkinliği, mümkün olan en az sayıda sağlıklı hücreyi de etkilerken, tedavinin kanser 

hücrelerine hedeflenme ve onları öldürme yeteneği ile ilgilidir. Hastaların yaşam 

kalitesi ve yaşam beklentisindeki değişikliğin derecesi tedavinin hedeflenme 

yeteneği ile doğrudan ilgilidir. Günümüzdeki kanser hastalarının tedavilerindeki tek 

seçiciliği, kemoterapötik ilaçların doğası ile ilgili olarak, belirli tipteki kanser 

hücreleri üzerinde sağlıklı hücrelere göre daha yoğun bir biçimde etki göstermesidir. 

Bu şiddetli ilaçların yüksek (bolus) dozlarda sistemik olarak uygulanmasında bazı 

yan etkiler mutlaka meydana gelir ve bazen bu yan etkiler o kadar yoğun olur ki, 

ilaçların kanseri tamamen ortadan kaldırma şansı varken hastalar tedaviyi bırakmak 

zorunda kalırlar (41) . 
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2.4.1.1. Tümör Spesifik Hedeflendirme 

 

Tümör aktive edilmiş önilaç tedavisinin kullanımı, ilaç ile tümöre spesifik 

molekülün konjugasyonunun yapıldığı bir yaklaşımdır, bu konjugat tümöre ulaşana 

kadar inaktiftir (42) . Bu sistemler ideal şartlarda, sağlıklı hücrelerde olmayıp 

kanserli hücrelerin yüzeyinde olan reseptörlerle etkileşirler. Bağlayıcıların çoğu, 

aside karşı dayanıksız veya peptidaz ile bölünebilirdir ve istenen klinik sonuçları 

verebilmesi için in vivo ortamda yeteri kadar stabil olmayabilirler. Hedefleme kısmı 

tam olarak bağlanamadığında veya hücre içinde konjugatla olan bağın kırılamaması 

durumunda etkinliği azalır veya yok olur. Enzimatik olarak ayrılabilen peptit 

zincirler aracılığıyla, poli(etilen glikol) (PEG) ile konjuge edilmiş adriamisin 

üzerinde yapılan son çalışmalar, ayrılmanın tümör hücrelerinde daha selektif 

olduğunu göstermiştir (43) . 1975 yılında hedeflendirmenin diğer bir türü olarak 

monoklonal antikorların spesifik tümör antijenine bağlanabilme yeteneğinde olduğu 

gösterilmiştir (44) . Ancak bu antikorların kanser tedavisi için geliştirilmesi 20 yıl 

sürmüştür. İdeal antijen tüm tümör hücrelerinde eksprese edilip, konakçı 

organizmanın kritik hücrelerinde eksprese edilmeyen antijendir. Bu antijenlerde, 

mutasyon veya varyasyon olmamalı ve hücrelerin hayatta kalması veya önemli 

hücresel fonksiyonlar için gerekli olmalıdır (45) . Birçok araştırmacı, antikor 

kullanılarak kansere hedeflendirilen tedavilerin yakın bir gelecekte marketlere 

hükmedeceğine inanmaktadır (46) . Bu antikorlar, kendi içlerinde terapötik ajan 

olduklarını kanıtlarken, ayrıca daha etkili ve daha kullanışlı ilaç taşıyıcı sistemler 

için taşıyıcı olarak hizmet etme yeteneğindedirler.   

Hedeflendirilmiş konjugatın hedef hücreye bağlandıktan sonra hücre içine 

girip giremediği, uygun hedeflendirme ligandının seçiminde önemli bir kriterdir. 

Hücre içine alınma genellikle reseptör aracılı endositoz ile gerçekleşir (Şekil 2.5). 

Folat reseptörleri örnek verilecek olursa, folat reseptörüne hedeflendirilmiş bir 

konjugat folat reseptörü ile hücre yüzeyine bağlandığında, içe doğru büzülen hücre 

membranı reseptör ve ligand konjugatını kuşatır ve endozom formu oluşur. 

Endozomun iç kısmında pH asidik hale gelir ve lizozomlar aktive olur. Tüm bunlar, 

ilacın endozom membranından geçişinin sağlanması için ilacın uygun fiziko-
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kimyasal özelliklere sahip olmasını sağlar, sonrasında, ilacın konjugattan salımı 

gerçekleşir ve sitoplazmaya geçer. Daha sonra salınan ilaçlar, hedef organel 

tarafından alınırlar. Aynı zamanda, konjugattan salınan folat reseptörü, folat-

hedeflendirilmiş yeni konjugatlarla bağlanarak ikinci bir taşıma turu için tekrardan 

hücre membranına döner (47) . 

 

Şekil 2.5. Nanopartiküllerin reseptör aracılı endositoz ile hücre içine 

alınmaları.  

Nanopartikül üzerindeki tümör spesifik ligandlar veya antikorlar, hücre 

yüzeyindeki reseptörlere bağlanırlar, bu da nanopartiküllerin hücre içindeki 

endozoma alınmasını tetikler. Endozomun iç kısmındaki pH asidik hale gelir ve ilaç 

nanopartiküllerden salınır, sitoplazmaya geçer. İlaç yüklü nanopartiküller aktif akış 

pompası olan P-glikoprotein tarafından tanınamadıkları için buraya uğramadan hücre 

içine geçmiş olurlar, böylece ilacın hücre içi konsantrasyonu arttırılabilinir (48) . 
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Hem aktif hem de pasif hedeflendirme stratejilerinde kullanılan 

nanopartiküller,  sağlıklı hücrelerde toksisiteye neden olmadan, ilacın tümör 

hücreleri içindeki konsantrasyonunun arttırılmasını sağlar (49-50) . Ayrıca, 

nanopartiküller spesifik reseptörlere bağlanıp, hücre içine girerler ve reseptör aracılı 

endositoz aracılığı ile endozomlar tarafından kuşatılırlar, böylelikle ana ilaç direnç 

mekanizmalarından olan P-glikoproteinler tarafından tanınmazlar (51) . İlaç direnci, 

kemoterapötik ajanların terapötik etkinliğini sınırlayıcı büyük bir engel olarak ortaya 

çıkmaktadır. İlaç direnç mekanizmaları arasında P-glikoprotein en iyi bilinen ve en 

çok araştırılanıdır (52) . Nanopartiküllerin, P-glikoprotein aracılı direnci önleyeceği 

tahmin edilmektedir. Nanopartiküller hücre içine girdiklerinde endozom tarafından 

kuşatılacağından, aktif akış pompası P-glikoproteinden kaçınılmış olur, sonuçta 

hücre içindeki etkin madde konsantrasyonu artar (48) . 

2.4.2. Beyne Ġlaç Hedeflendirilmesi 

Santral sinir sisteminde (SSS) var olan dengeli iç ortamı korumak ve kandan 

beyin için gerekli besin maddelerini sağlamak, endotelyal yapıda membranöz bir 

bariyer olan kan - beyin engelinin (KBE) görevidir. KBE, bir yandan kandaki 

maddelerden beyni korurken diğer yandan beyin için gerekli besin maddeleri, oksijen 

ve metabolitlerin beyne geçişini sağlar. Böylece KBE, seçici ve dinamik bir filtre 

gibi görev yaparak SSS’deki dengenin korunmasını sağlar. Ancak bu doğal koruyucu 

mekanizma, zararlı maddelerden beyni korurken pek çok terapötik etkili molekülün 

de SSS’ye geçişini engeller. Büyük moleküllerin yaklaşık olarak % 100’ü, küçük 

moleküllerin ise % 98’inden fazlası KBE’den geçemezler. 

KBE’nin anatomik yapısının temelini ise mikrovasküler yapısındaki endotel 

hücreleri oluşturur. KBE esas olarak beyni dolaşımdan ayıran, membranöz bir 

bariyerdir (53) . SSS’de bulunan kapillerler diğer dokularda bulunan kapillerlerden 

yapı olarak farklıdır. Omurgalı beyninde ve omuriliğindeki kapilerler dolaşımdaki 

maddelerin diğer organlara geçmesini sağlayan küçük gözeneklere sahip değildir. 

SSS kapilerlerinin endotel hücreleri sıkı kavşaklarla birbirine bağlanmıştır. Bu 

farklılık beyin kapillerlerinde bulunan kan ve beyin dokusundaki ekstrasellüler sıvı 

arasında bir permeabilite bariyeri oluşmasıyla sonuçlanmıştır. 
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Beyinde bulunan küçük kılcallar kimyasalların beyne geçebildiği KBE’nin 

total yüzey alanının % 95’ini oluştururlar. Beyindeki damarlar, organlarda bulunan 

kan damarlarından daha ince ve daha küçük çaplıdır.   

Beyin kapillerlerinde değişim genellikle transsellüler yoldan olur. Pinositoz 

ve hücre içi geçiş yoktur. Bu nedenle sadece kapiller endotel membranından 

serbestçe difüze olabilen, yağda çözünebilir maddeler KBE’ni pasif olarak geçebilir. 

KBE’nin 12 m
2
 yüzey alanına ve toplamda 650 km uzunluğa sahip olmasına rağmen 

bariyer oldukça etkili olduğu için polar moleküller ve küçük iyonlar gibi yağda 

çözünmeyen maddelerin KBE’den geçişi pratik olarak imkansızdır. Bu nedenle 

terapötik değeri oldukça yüksek olan çoğu ilaç sistemik olarak kullanılamamaktadır. 

Klinik gelişmelerde, SSS’ye etki eden aday ilaçlar çok düşük başarı oranına 

sahiptir (54) . KBE’yi geçişte düşük permeabiliteye sahip olduğu için aday ilaçların 

% 98’inden fazlasının gelişimi devam edememektedir, bu da ilaç endüstrisi için 

önemli bir sorun oluşturmaktadır (55-56) . Bunun üstesinden gelebilmek için, 

KBE’deki geçiş mekanizmalarının moleküler düzeyde anlaşılır hale getirilmesi ve 

daha sonra ilaç geliştirme aşamasında bu bilgilerin kullanılması gerekmektedir. 

Küçük moleküllerin, beyin kapiller endotel hücrelerinin plazma membranından basit 

difüzyonu onların lipofilikliğine bağlıdır, bu yüzden böyle moleküllerin lipofilikliğin 

arttırılması, ilaç endüstrisinde etkin maddenin KBE geçirgenliğinin arttırılması 

yönünde uzun süredir kabul görmüş bir stratejidir. Fakat, son gelişmeler KBE’de 

çeşitli taşıyıcıların eksprese edildiğini ve bu taşıyıcıların, substratı olan küçük 

moleküllerin KBE’den geçirgenliğinde etkili olduğunu göstermiştir (57) .  

KBE’den ilaç taşınmasında çeşitli stratejiler mevcuttur, bunlar invazif ve 

invazif olmayan olmak üzere iki grup altında toplanabilir. İnvaziv teknikler kan-

beyin engelinin bozulması ve direk ilaç enjeksiyonunu içermektedir. İnvaviz 

olmayan teknikler ise kendi arasında ikiye ayrılmaktadır, bunlardan birincisi, ön ilaç 

tasarımı ve lipidizasyonu içeren kimyasal yoldur. KBE’den ilaç taşınmasında 

gelişmesini sürdüren bir platform olan invaviz olmayan ikinci yol ise, biyolojik 

temelli stratejilerdir. Büyük ya da küçük moleküllü ilaçların yeninden formüle 

edilmesine izin vererek birçok endojen taşıyıcı aracılığıyla KBE’den taşınmasını 
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sağlamaktadır. Bu taşıyıcılar üç kategori altında özetlenebilir; reseptör aracılı taşınım 

(RAT) sistemleri, taşıyıcı aracılı taşınım (TAT) sistemleri ve aktif effluks transport 

(AET) sistemleri. Terapötik amaçla kullanılan küçük moleküller KBE’den, belirli 

taşıyıcı aracılı taşınım  moleküllerinin yardımıyla ya da aktif effluks taşıyıcılarının 

inhibisyonu ile taşınabilirler. Rekombinant proteinler ya da gen ilaçları gibi büyük 

moleküllü ilaçlar ise KBE’den ancak reseptör aracılı taşınım sistemleri yardımıyla 

geçebilir (58) . Reseptör aracılı taşınım sistemleri beyinde taşıyıcı aracılı taşınım  

sistemleriyle beraber işlev görürler. TAT sistemleri dolaşımdaki küçük moleküllü 

besinlerin, vitaminlerin ve hormonların KBE’den taşınımını milisaniyeler içinde 

sağlarken RAT sistemleri ise dolaşımdaki peptitlerin ve transferrin gibi plazma 

proteinlerinin dakikalar içinde KBE’den geçişini sağlarlar. Özetle, KBE reseptörleri 

rölatif olarak küçük transmembran bölgelere ve ligand bağlayıcı bölgeleri oluşturan 

geniş, hücre dışı çıkıntılı bölgelere sahiptir. Reseptör-ligand kompleksi dakikalar 

içinde endotelyal hücreler içine endositoz edilir, endozomal sistem tarafından 

paketlenir ve endotelyal stoplazma içinde ekzositoza uğramak üzere membrandan 

geçişe uğrar. KBE boyunca transitoz süresince geçiş sırasında katedilen uzaklık 

yalnızca 200-300 nm’dir. KBE boyunca bir çok peptit reseptör sistemleri eksprese 

edilir ve bunlardan birçoğu dolaşımdaki peptitlerin KBE’den RAT’ını düzenler. 

Nanoteknoloji, nano boyutta ve fonksiyonel düzene sahip materyallerin, 

araçların tasarımını, sentezini ve karakterizasyonunu içine almaktadır. Seçici taşınma 

ve başka yollarla geçişi mümkün olmayan ilaçların, diğer küçük moleküllerin 

KBE’den geçişlerinin sağlandığı nanoteknoloji alanı günümüzde klinik açıdan çok 

büyük bir öneme sahiptir (59) (Şekil 2.6). Nanopartiküller KBE’den peptit, protein 

antisens ilaçlar gibi büyük molekül ağırlıklı ilaçların taşınımı için kullanımı, SSS’ye 

potansiyel terapötik etkili bu moleküllerin iletimini sağlar. Biyolojik sıvılardaki 

düşük stabilite, hızlı enzimatik degradasyon, elverişsiz farmakokinetik özellikler ve 

SSS’ye geçişin azlığı nedeniyle bu tip KBE’ye hedeflendirilen ilaç moleküllerinin 

koruyucu nanotaşıyıcılarda formüle edilmesi nanopartiküler sistemlerin bir 

avantajıdır (60) . Konvansiyonel ilaçlarla karşılaştırıldığında oldukça yüksek 

farmakolojik aktiviteye sahiptirler. Terapötik etkinlik için yeterli miktarda ilaç 
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molekülü nanopartiküllere yüklenerek istenilen yere yönlendirilebilir ve ilaçlardan 

kaynaklanabilecek olası toksisite engellenmiş olur (61) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. Beyne ilaç taşınmasındaki ikincil tratejilerin şematik gösterimi.  

Şekil 2.6’da, anti-Transferrin reseptör (TfR) antikoru ile hedeflendirilmiş 

PEG’lenmiş lipozomları göstermektedir. Fakat, beyne ilaç hedeflendirilmesinde 

sadece lipozomlar değil, buna benzer diğer ilaç taşıyıcı sistemler de kullanılabilir 

(örneğin, nanopartiküller). Şekilde gösterilen her bir teknikte,  anti-TfR monoklonal 

antikoru, transferrin reseptörüne bağlanır ve transitoz ile kan-beyin engelinden geçiş 

sağlanır. I. Taşıyıcı hem kan-beyin engelinde, hem de hedef hücrelerde 

bulunmaktadır, bu durumda, anti-TfR monoklonal antikoru nöron ve astrositlerin 

TfR’lerine de bağlanabilir böylece ilacın hücre içine taşınması da sağlanır. II. Ardışık 

hedeflendirme. Anti-TfR monoklonal antikor’a ek olarak, anti- insan insülin reseptör 

monoklonal antikoru gibi ikinci bir hedeflendirme antikoru bulunmaktadır. Bu 

antikor da lipozom yüzeyindeki PEG’lere konjuge edilebilir. Böylece, anti-TfR 

KBE Ġkincil Hedefler 

Nöronlar Astrositler 

Gliomalar 

Nöronlar Astrositler 

-Kofaktör 
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monoklonal antikoru farenin kan-beyin engelinden geçişe izin verirken, ikinci 

hedeflendirme ajanı, yabancı doku aşısı yapılmış insan glioma hücrelerinin 

yüzeyindeki insan insülin reseptörüne bağlanır ve ilacın hedeflendirilmiş taşınımı 

sağlanır. III. Selektif etki. Anti-TfR monoklonal antikor, nöronlardaki ve 

astrositlerdeki TfR’ye bağlanır. İlaç taşıyıcı sisteme yüklü enzimin aktivitesi için 

gerekli kofaktör nöron tarafından üretiliyorsa, seçici taşınma sağlanır. 

Beyne ilaç hedeflendirilmesinde en çok çalışma yapılan alan, kolloidal ilaç 

taşıyıcı sistemlerle hazırlanan PEG’lenmiş immünolipozomlardır. Bu sistemler, 

kandan beyne reseptör aracılı transitoz ile girerler ve içeriklerini (küçük ilaç 

molekülleri, plazmid) kan-beyin engeline zarar vermeden, beyin parenkiması içine 

taşırlar (62-65) . Bu strateji, PEG 2000 zincirinin % 1-2’lik kısmının ucuna reseptöre 

spesifik hedeflendirme ligandının varlığını gerektirmektedir. Hedeflendirme 

ligandları, reseptörlerin (transferrin veya insülin) aktivitesini tetikleyen ve beyin 

kapiller endotelinde yüksek oranda eksprese edilen peptidomimetik monoklonal 

antikorlardır (62,64-65) . PEG’lenmiş ve kontrollü salım sağlayan poli(laktik asit) 

(PLA) immünonanopartikülleri, ilgi çeken alternatifler sunmaktadır. Biyotin ile 

fonksiyonelleştirilmiş ko-polimerler sentezlenmektedir (Şekil 2.7). Biyotinlenmiş 

PEG-PLA nanopartikülleri avidin köprüsü (66)  veya avidin-antikor konjugatı (67)  

aracılığı ile biyotinlenmiş antikorlar ile bağlanabilir (Şekil 2.7). 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

Şekil 2.7. PEG’lenmiş PLA immünonanopartikül hazırlamak için günümüzde 

yaygın olarak kullanılan konjugasyon tekniği olan biyotinleme (61) .  
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Genel KBE özelliklerini ve parenteral preparat formülasyonlarında olması 

gereken kıstaslar göz önüne alındığında beyne ilaç taşınımı için kullanılacak 

nanopartiküllerde olması gereken bazı ideal özellikler bulunmaktadır. Bunlar; 

• Toksik olmayan, biyouyumlu, biyoparçalanabilir olması 

• Partikül büyüklüğü < 100 nm olması 

• Kandaki fiziksel stabilitesinin düşük olması, aglomerasyon 

gözlenmemesi 

• Nanopartiküllerin dolaşımda kalış süresinin uzatılması amacıyla 

uygun modifikasyonlar yapılmalı, mononükleer fagositik sistem 

tarafından opsonizasyonun engellenmesi  

• İlaç salım profillerini istenen yönde değiştirebilmesi 

• Taşıdığı ilaç molekülünün bozunmasını indüklememesi, bozunmayı 

engellemesi 

• Ölçek büyütülebilir ve maliyetin etkin üretim sürecine uygun olması 

• Küçük moleküllere, peptit ve proteinlere veya nükleik asitlere 

uygulanabilir olması 

• Beyinde terapötik ilaç konsantrasyonunun sağlanması için kanda 

dolaşım süresinin arttırılmış olması, mononüklear fagositik sistem 

tarafından fagositoz ihtimalinin en aza indirilmiş olması 

• Nanopartikül eksipiyanıyla ilacın geçimli olması, kimyasal 

degredasyon, protein denaturasyonu gözlenmemesidir (68) . 

Sonuç olarak, profilaksisi ve tedavisi çok güç olan santral sinir sistemi 

hastalıklarında nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler ile güvenilirliği ve etkinliği 

saptanmış etkin maddelerin terapötik dozları, tedavide kısıtlayıcı rol oynayan 

KBE’nin aşılması ile hedef bölgeye taşınmış olur. Bu sistem, polimerik nanopartikül 

yapısı içerisine enkapsüle edilmiş etkin maddeyi, yüzeyinde sistemin kandaki 
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stabilitesini arttırmak ve diğer grupların bağlanmasını sağlamak amacıyla poli(etilen 

glikol)’ü ve buna avidin-biyotin teknolojisi ile bağlanmış KBE’deki transferrin 

reseptörüne özgü monoklonal antikoru içermektedir. Truva atı olarak nitelendirilen 

bu sistem, beyin endotelinde yer alan reseptöre antikor aracılığı ile bağlanarak 

KBE’yi aşabilmekte ve etkin maddenin hedef bölgeye istenilen doz ve sürede 

taşınması sağlanmış olmaktadır (27) . 

2.5. Nanopartiküllerin Hazırlanma Yöntemleri 

Nanopartiküllerin hazırlanmasında birçok yöntem geliştirilmiştir, bu 

yöntemler, formülasyonun polimerizasyon reaksiyonuna gereksinim duymasına ya 

da doğrudan önceden şekillendirilmiş polimerden hazırlanabilmesine göre iki ana 

kategoride sınıflandırılabilinir (69) .  

 Ham polimerin dispersiyonu 

o Emülsifikasyon/solvan buharlaştırma metodu 

o Emülsifikasyon/solvan difüzyon metodu 

o Tuzla çöktürme metodu 

 Monomerlerin polimerizasyonu 

 Hidrofilik polimerlerin iyonik jelasyonu ya da koaservasyonu olarak 

sıralanabilir (15) . 

2.5.1. Emülsifikasyon/Solvan BuharlaĢtırma Metodu 

Emülsifikasyon/solvan buharlaştırma iki basamaktan oluşmaktadır. Birinci 

basamakta, sulu faz içerisinde polimer çözeltisinin emülsifikasyonu sağlanır (Şekil 

2.8) (70) . İkinci adımda, polimerin içinde çözündüğü solvan buharlaştırılır ve 

polimerin nanopartikül olarak çökmesi sağlanır. Etkin maddeyi de içeren polimerin 

organik fazdaki çözeltisi, dispersiyon ajanı ve yüksek hızlı homojenizatör 

kullanılarak nano boyuttaki damlacıklar içerisine disperse edilir.  İlaç polimer 

matriks sistemi içine iyi bir şekilde disperse olmuş ise, polimer, nanopartikül 

formunda çöker. Solvan, sıcaklığın basınç altında arttırılmasıyla veya sürekli 

karıştırılarak uçurulur (15) . Nanopartiküllerin boyutu, karıştırma hızı,  dispersiyon 

ajanının miktarı ve tipi, organik ve sulu fazın viskozitesi ve sıcaklık ile ayarlanabilir.  

Sıkça kullanılan polimerler, poli(laktik asit) (PLA) (71-72) , poli(laktik-ko-glikolik 
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asit) (PLGA) (73) , etilselüloz (EC) (74) , selüloz asetet ftalat, poli (ɛ-kaprolakton) 

(PCL) (5,75-76) ve poli(hidroksibutirat)’tır (PHB) (77-78) .   

 

Şekil 2.8. Emülsifikasyon/solvan buharlaştırma tekniğinin şematik gösterimi 

(70) . 

Etkin maddenin hidrofilik ya da lipofilik oluşuna göre, hazırlanan 

emülsiyonun tipi farklılık gösterir. Peptit, protein yapısındaki ilaçların bu yöntemle 

enkapsülasyonlarının sağlanabilmesi için, S/Y/S tipinde çoklu emülsiyonu 

oluşturulur.  Hidrofilik ilaçlar hazırlama sırasında dış faza kaçmaktadır (79) . 

Hidrofilik ilaçların hapsedilme etkinliğini artırmak için S/Y/S emülsifikasyon/solvan 

buharlaştırma yöntemi geliştirilmiştir (80) . Organik faz bu sistemde iki sulu faz 

arasında ilacın dış sulu faza difüzyonunu önleyici bir bariyer görevi görmektedir (81) 

. Bu yöntemde etkin maddenin sulu çözeltisi, polimer içeren organik faz içinde 

dağıtılır. Elde edilen S/Y emülsiyonu dış sulu faz içinde emülsifiye edilerek S/Y/S 

çoklu emülsiyonu hazırlanır. Elde edilen küreler santrifüjlenir, yıkanır ve kurutulur 

(dondurarak kurutma v.b.).  

Yağda çözünebilen lipofilik ilaçlar için Y/S tipinde basit emülsiyon 

oluşturlur. Tez çalışmasında kullanılan etkin maddenin lipofilik karakterde 

olmasından dolayı Y/S emülsifikasyon/solvan buharlaştırma yöntemi ayrıntılı olarak 

anlatılacaktır.  

Bu yöntemde, öncelikle polimer, su ile karışabilen uçucu bir organik solvan 

(etil asetet, diklorometan, aseton vb.) içersinde çözünür. Daha sonra bu çözelti 

Organik çözelti:       

Su ile karışmayan bir 

solvan içerisinde 

polimer + ilaç 

Sulu çözelti:       

Su içinde stabilizör 

1.basamak 

2.basamak 

Organik 

çözücü 

buharlaştırma 
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içerisine etkin madde eklenir. Etkin maddenin bu sistem içerisinde çözünmesi 

sağlanır.  

Etkin madde, polimer ve organik fazı içeren bu solüsyon, Y/S tipinde bir 

emülsiyon elde etmek üzere, emülgatör (poli(vinil alkol) (PVA) gibi)  varlığında 

büyük hacimde bir sulu faz içine emülsifiye edilir (uygun karıştırma ve sıcaklık 

koşullarında). Organik fazı uzaklaştırmak için buharlaştırma ya da ekstraksiyon 

yöntemi kullanılır. Eskiden kullanılan teknikte, emülsiyon, düşük basınç veya normal 

atmosfer basıncında tutulur, karıştırma hızı organik fazın uçmasını sağlayacak 

şekilde azaltılırdı. Organik fazı uzaklaştırmak için diğer bir yol ise, rotavapor 

tekniğidir. Rotavapor ile vakum oluşturularak, organik fazın kaynama noktası 

azaltılır, aynı zamanda ısı uygulanır ve organik fazın buharlaşması sağlanır. Etkin 

maddenin ve polimerin ısıya olan duyarlılıkları göz önünde bulundurulmalıdır. 

Buharlaştırma aşamasında sonra nanopartiküller, filtrasyon, santrifüjleme ya da 

eleme metodu ile toplanabilir. Elde edilen nanopartiküller son olarak, uygun koşullar 

altında kurutulur veya liyofilize edilir (82) .   

2.5.2. Emülsifikasyon/Solvan Difüzyon Metodu 

Solvan buharlaştırmanın modifiye versiyonu olan bu metodda suyla 

karışabilen aseton ya da metanol gibi bir solvan ve diklorometan ya da kloroform 

gibi suyla karışmayan bir solvan yağ fazını oluşturmak amacıyla kullanılır (83) . 

Suyla karışabilen solvanın kendiliğinden ani uçması iki fazın yüzeyleri arasında 

türbülans ve küçük partiküllerin oluşumu ile sonuçlanır. Suyla karışan solvanın 

konsantrasyonunun arttırılması ile daha küşük partikül büyüklüğüne sahip partiküller 

elde edilebilir.  

2.5.3. Tuzla Çöktürme/Emülsifikasyon Difüzyon Metodu 

Yukarıda bahsedilen metotlarda organik solvanların kullanılması ve bu 

maddelerin hem doğaya hem de insan fizyolojik sistemine zararlı olması nedeniyle 

yeni metotlar geliştirilmesine ihtiyaç duyulmuştur. Bu amaçla organik çözücülerin 

daha az kullanıldığı yeni yöntemlerin tasarımı yapılmıştır. 
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2.5.4. Süperkritik Sıvı Teknolojisi Kullanarak Nanopartiküllerin 

Hazırlanması 

Konvansiyonel metotlar (solvan ekstraksiyon buharlaştırma, solvan difüzyon 

ve organik faz ayrışması) fizyolojik sistemlere ve doğaya zararlı olan organik 

solvanların kullanımını gerektirir. Bu nedenle kullanımı zararlı olmayan süperkritik 

sıvılarla biyoparçalanabilir mikro ve nanopartikül hazırlanma yolları araştırılmıştır. 

Süperkritik sıvılar genel olarak süperkritik sıcaklığı üzerinde, basıncın değişmesine 

rağmen faz değiştirmeyen sıvılar olarak tanımlanırlar. Süperkritik CO2 en çok 

kullanılan süperkritik sıvıdır çünkü kritik olduğu durumlar uyumludur (Tc=31,1 ˚C, 

Pc=73.8 bar), toksik değildir, alev almaz ve ucuzdur. Genel olarak süperkritik 

sıvılarla en çok gerçekleştirilen proses teknikleri süperkritik anti-solvent (SAS) ve 

kritik çözeltinin ani genleşmesidir (RESS). SAS metodunda süperkritik sıvı ile 

tamamen karışabilen bir sıvınının (Ör: metanol) içinde süpekritik sıvıda çözünmeyen 

solut tamamen mikronize edilir. Solvanın süpekritik sıvı içinde ekstrakte edilmesi 

solutun aniden çökmesine sonuç olarak da nanopartikülün oluşmasına sebep olur. 

RESS yönteminin SAS yönteminden ayrıldığı basamak solutun süperkritik sıvı 

içinde çözünmesini takiben çözeltinin düşük basınca nozzle yardımıyla 

genleştirildiği basamaktır. Böylece süperkritik sıvıların solvan gücü birden azalır ve 

solut çöker. Bu tekniğin avantajı çöktürülmüş ürünün solvan içermemesidir. Bu 

teknik polimerik nanopartiküller hazırlamak amacıyla kullanılır (84) . Süperkritik 

sıvı teknolojisi tekniği, doğaya zararsız ve yüksek miktarda üretimler için elverişli 

olmasına rağmen özel tasarım edilmiş pahalı ekipmanlar gerektirmektedir. 

2.5.5. Polimerizasyon Metodu 

Nanopartiküller monomerlerin polimerizasyonu ile hazırlanabilir. Poli-

alkilsiyanoakrilat (PACA) polimerlerinin kullanılması ile hazırlanan nanopartiküller 

ve bunların ameliyatlarda doku adezif olarak kullanılmasını takiben yapılan 

çalışmalarda metil ya da etil siyanoakrilatın polisorbat-20 varlığında sulu ortamda 

disperse edilmesi ile 200 nm büyüklüğünde nanopartiküller elde edilmiştir (85) . 

Burada siyanoakrilik monomer yüzey aktif ajanın olduğu polimerizasyon ortamına 
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eklenmiş, polimerize alkilsiyanoakrilat eldesi için kuvvetli bir şekilde manyetik 

karıştırıcıda karıştırılmıştır. Bu yöntemde ilaç molekülü monomerin eklenmesi ya da 

polimerizasyon işleminin tamamlanması sonrasında ortama eklenebilir. İşlem 

sonrasında elde edilen nanopartikül süspansiyonu ultrasantrifügasyon ya da izotonik, 

sürfaktandan arı ortamda resüspande edilerek saflaştırılabilir.  

Polimerizasyon esnasında dekstran-70, -40, -10, poloksamer-188, -237 gibi 

stabilizanlar, polisorbat-80, -40, -20 gibi sürfaktanlar ortama eklenebilmektedir. 

Nanopartiküllern partikül büyüklüğü ve moleküler kütlesi kullanılan sürfaktan ya da 

stabilizanın tipi ve konsantrasyonuna bağlı olarak değişmektedir.  

2.5.6. Hidrofilik Polimerler ile Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Diğer yöntemlerde kullanılan sentetik polimerlerin yanı sıra kitosan, aljinat, 

jelatin gibi hidrofilik polimerler de nanopartiküllerin hazırlanmasında 

kullanılmaktadır. Organik solvanlarla hazırlanan pek çok hidrofobik ya da hidrofilik 

taşıyıcının limitli protein yükleme kapasitesi nedeniyle Calvo ve diğ. tarafından 

hidrofilik kitosan nanopartikülleri hazırlanmıştır. Hazırlama metodu, bir fazın 

kitosan ve etilen oksit diblok kopolimerini diğer fazın polianyon sodyum tripoli 

fosfatı (TPF) içerdiği iki fazın iyonik jelasyonuna dayanmaktadır (86-88) . Bu 

metodda kitosanın pozitif yüklü amino grupları negatif yüklü TPF ile etkileşime 

girmektedir. Hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve zeta potansiyeli 

kitosanın bileşiminin diblok polimerle farklılaştırılması ile 200-1000 nm ve 20-60 

mv arasında değişmektedir. Elde edilen nanopartiküllerin sığır serum albumini, 

tetanoz ve difteri toksoidi, insülin ve oligonükleotidler gibi proteinlerle yüksek 

assosiyasyon gösterdiği bulunmuştur.  

Mao ve diğ. DNA-kitosan nanopartiküllerini kompleks-çöktürme yöntemi ile 

hazırlamışlar ve oral gen taşınımı için kullanmışlardır. Aynı yöntem DNA-jelatin 

nanopartiküllerinin hazırlanmasında da kullanılmıştır. Kitosan nanopartiküllerinin, 

immünolojik ve antineoplastik proteinlerin yüklenmesi bakımından daha iyi 

taşıyıcılar olduğu kanıtlanmıştır (89) . Kitosan nanopartikülleri ayrıca emülsiyon-

koaservasyon metodu ile üretilmiştir (90) . Bu metodda kitosan ve yüklenmek 
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istenen ilaç su fazında çözündürülmüş, S/Y emülsiyonu parafin likit içinde 

emülsifiye edici ajan yardımıyla hazırlanmıştır. Emülsiyonun stabilizasyonu 

amacıyla parafin likit içinde NaOH içeren diğer bir emülsiyon ortama eklenmiştir. 

NaOH ile temas anında kitosan nanopartikülleri polimerin koaservasyonu ile 

oluşturulmuştur.  

 2.5.7. Ġyonotropik Jelasyon 

Kitosan polimerinden nanopartikül hazırlanmasında sıkça kullanılan bir 

yöntem olan iyonotropik jelasyonda zıt yüklü makromoleküller arasında gerçekleşen 

kompleksleşmeden yararlanılır. Yöntemin tercih edilmesinin sebeplerinden biri 

yöntemin hazırlama sürecinin basitliği ve fazla ekipman gerektirmeyişidir. Yöntemde 

elektrostatik güclerle katyonik olan kitosanla kolayca etkileşebilen çapraz bağlayıcı 

tripoli fosfat (TPF) kullanılmaktadır (91) . İyonotropik jelasyon yönteminde 

öncelikle iki ana faz olan polimer ve çapraz bağlayıcının uygun konsantrasyonda 

çözeltileri hazırlanmaktadır. TPF çözeltisi içine kitosan ilave etmek suretiyle TPF-

kitosan kompleksi oluşturulmuş ve nanopartiküller, karışmakta olan asidik 

özellikteki kitosan çözeltisini polianyonik TPF çözeltisinin damla damla ilave 

edilmesiyle elde edilmişlerdir (28) . Gerçekleşen etkileşmenin esası zıt yüklü 

iyonların kompleksleşmesi olup bu etkileşme sonrasında küresel nanopartiküller 

oluşturulmuştur. Zıt yüklerin etkileşimi nanopartikül oluşumu Şekil 2.9’de şematik 

olarak gösterilmiştir. Kitosan nanopartiküllerinin hazırlama sürecinin ılımlı olması 

protein tipteki etkin maddelerin de nanopartiküllere yüklenmesine olanak sağlamıştır. 

İnsülin yüklü kitosan nanopartiküllerinin hazırlanması için TPF çözeltisi ile insülin 

karıştırılmış daha sonra bu çözelti sürekli karıştırma altında kitosan çözeltisine ilave 

edilmiştir (88) . Polimer olarak kitosan hidroklorür tuzlarının kullanıldığı bu 

çalışmada (Seacure 210 Cl ve Protasan 110 Cl) molekül ağırlıkları ve deasetilasyon 

derecesinin partikül büyüklüğü, zeta potansiyel ve etkin madde yükleme etkinliği 

üzerinde etkisi araştırılmıştır. Çalışma sonunda partikül büyüklüğü 300 ile 400 nm, 

zeta potansiyeli ise 25 ve 54 mV arasında değişen nanopartiküller elde edilmiştir. Bu 

yöntem kullanılarak insülin yüklenmesi % 55’e kadar çıkartılmıştır. Kitosanın amin 
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gruplarının jelasyonunun yükleme etkinliği üzerindeki etkisinden dolayı yöntemin 

etkinliğinin kitosanın deasetilasyonuna bağlı olduğu saptanmıştır. 

    

Tripolifosfat (TPF)  +   Kitosan 

 

 

Manyetik karıştırıcıda karıştırma 

 

   Nanopartikül Oluşumu  

Şekil 2.9. Kitosan nanopartiküllerinin iyonotropik jelasyonla oluşumu. 

Kitosan ve TPF kullanılarak hazırlanan nanopartikül formülasyonlarının TEM 

analizleri nanopartiküllerin şeklinin küresel olduğunu göstermiştir. FTIR analizleri 

ile kitosan ve TPF arasındaki etkileşimin amonyum grupları arasında 

gerçekleştirildiği gösterilmiştir. Protein tipteki etkin maddelere uygunluğunun 

araştırılması amacıyla model bir protein olan sığır serum albumini (BSA) 

nanopartiküllere yüklenmiştir. Kitosanın molekül ağırlığının, deasetilasyon 

derecesinin, ortamda bulunan kitosan, TPF ve ortama eklenen BSA 

konsantrasyonunun ve ortamda PEG varlığının nanopartiküllere yüklenen BSA 

miktarını etkilediği görülmüştür. Kitosanın molekül ağırlığının 19 kDa’dan 210 

kDa’a çıkması, BSA’nın enkapsülasyon etkinliğini yaklaşık iki kat arttırmıştır. 

Ancak 8 gün boyunca gerçekleştirilen kümülatif salım analizleri salınan BSA 

yüzdesinin % 73,9’dan % 17,6’ya indiğini göstermiştir. Deasetilasyonun % 75,5’ten 

% 92’ye çıkması ise enkapsüle edilen BSA miktarını arttırırken, salım hızını 

yavaşlatmıştır. Nanopartikül hazırlama ortamında bulunan polimer olan kitosan ve 
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ortama eklenen model etkin madde BSA’nın konsantrasyonunun artması 

enkapsülasyonu azaltmıştır. BSA’nın yükleme kapasitesinin artması BSA salımında 

artışa neden olmuştur. Bununla beraber ortama PEG ilavesi BSA enkapsülasyonunu 

zorlaştırırken, salım hızını da arttırmıştır (92)  .  

İyonotropik jelasyon yöntemi ile kitosan mikrokürelerinin hazırlandığı bir 

çalışmada partikül boyutu 500 ile 710 µm arasında değişen mikropartiküller elde 

edilmiş ve yükleme etkinliği % 90’ın üzerinde bulunmuştur. Mikropartiküllerin 

yüzey özelliklerinin SEM ile analizi gerçekleştirildiğinde TPF çözeltisinin pH’sı 

azaltıldığında ve daha yüksek molekül ağırlığına sahip kitosan kullanıldığında daha 

düzgün ve pürüzsüz küreler elde edilmiştir. Yapılan etkin madde salım çalışmaları 

sonrasında ise kitosanın molekül ağırlığında ve konsantrasyonunda gerçekleşen 

artışın etkin madde salımında artışa, çapraz bağlama süresindeki artışın ise salınan 

etkin madde miktarında azalmaya neden olduğu görülmüştür (93) . 

2.6.  Nanopartiküler Sistemlerin Hazırlanmasında Kullanılan Polimerler 

Polimerler ilaç taşıyıcı sistem teknolojisinin ilerlemesinde bütünleyici ve 

önemli bir role sahiptir. Bu önemi, değişmeyen dozlarda uzun bir zaman diliminde, 

ayarlanabilir bir salım ile hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddelerin 

kontrollü salımını sağlayarak kazanmıştır (94) . 

Çok amaçlı materyal sınıfına giren polimerler, son birkaç on yıldır hayatımızı 

günden güne değiştirmektedir. Fakat, kalıcı ve geçici biyomedikal uygulamalar için 

kullanılan polimerlerin ayrımı 30 yıl önce yapılabilmiştir (95) . Daha sonra polimer 

bilimi ile farmasötik bilimlerin birleşmesi sonucunda, ilaç taşıyıcı sistemlerin 

gelişimi ve tasarlanmasında yenilik açısından (fiziksel durumdaki esnekliği, şekli, 

boyutu ve yüzeyi) önemli gelişme yaşanmıştır. Polimerik taşıyıcı sistemler, ya 

zamana bağlı ya da yere özgü kontrollü ilaç taşınmasının başarılması yönünde 

ilerlemeler kaydetmiştir (96) . 
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2.6.1. Polimer Seçimindeki Hususlar 

Polimerlerin yapılarındaki çeşitlilik ve polimerin bulk özellikleri ve yüzeyinin 

iyi tanınması gerekliliği polimer seçimini ve tasarımını zor bir konu haline 

getirmektedir. Eğer tüm bu özellikler iyi bilinirse, polimer istenen kimyasal, ara 

yüzey, mekanik ve biyolojik fonksiyonları yerine getirebilir. Polimer seçimi, onun 

fizikokimyasal özelliklerine ek olarak güvenilirliğinin kanıtlanabilmesi için gerekli 

olan klinik öncesi spesifik testler ve kapsamlı biyokimyasal karakterizasyon 

çalışmalarına bağlıdır. Tablo 2.2’de polimerlere örnek olarak bir liste verilmiştir. Bu 

polimerler ilaç taşıyıcı sistem uygulamaları için araştırılmıştır ayrıca, 

biyoparçalanabilir ve biyoparçalanabilir olmayan şeklinde de sınıflandırılmıştır. 

Hidrofilisite, kayganlık, pürüzsüzlük ve yüzey enerjisi gibi yüzey özellikleri 

ve bunlara ek olarak, dayanıklılık, geçirgenlik ve parçalanabilirlik gibi fiziksel 

özellikler kan ve doku ile olan biyouyumluluğa etki eden özelliklerdir (97) . Yüzey 

özellikleri ayrıca, polimerin su emme kapasitesini de belirler bu da hidrolitik 

parçalanma ve şişme için önemlidir. Biyouyumluluklarını arttırmak için, kimyasal, 

fiziksel ve biyolojik olarak yüzey özellikleri geliştirilebilinir. Enzimlerin, ilaçların, 

proteinlerin ve antikorların polimer yüzeyine bağlanması, nanopartiküllerin organ ve 

hücrelere hadeflendirilmesine olanak sağlar (96) .  
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Tablo 2.2. İlaç taşıyıcı sistemlerde kullanılan polimerler (96) . 

Sınıflandırma Polimer 

Doğal Polimerler  

Protein bazlı polimerler Kollajen, albumin, jelatin 

Polisakkaritler Agaroz, aljinat, karragenan, hyalüronik asit, 

dekstran, kitosan, siklodekstrinler 

Sentetik Polimerler  

Biyoparçalanabilir  

Poliesterler Poli(laktik asit), poli(glikolik asit), poli(hidroksi 

butirat), poli(ɛ-kaprolakton), poli(ß-malik asit), 

poli(dioksanon), poli(laktid-ko-glikolik asit) 

Polianhidritler Poli(sebasik asit), poli(adipik asit), poli(tereftalik 

asit) ve çeşitli kopolimerler 

Poliamidler Poli(imino karbonatlar), poliamino asit 

Fosfor bazlı Polimerler Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler 

Diğerleri Poli(siyano akrilatlar), poliüretanlar, poliorto 

esterler, polihidropiranlar, poliasetallar 

Biyoparçalanabilir 

Olmayanlar 

 

Selüloz türevleri Karboksimetil selüloz, etil selüloz, selüloz asetat, 

selüloz asetat propiyonat, hidroksipropil metil 

selüloz 

Silikonlar Polidimetilsiloksan, kolloidal silika 

Akrilik Polimerler Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli 

hidro(etil-metakrilat) 

Diğerleri Polivinil pirolidon, etil vinil asetet, poloksamerler, 

poloksaminler 
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2.6.2. Biyoparçalanabilir Olmayan Polimerler 

Bu polimerler hidrofilik ya da hidrofobik yapıda ve biyolojik ortamda 

parçalanamayan polimerledir. Bu nedenle bu polimerlerin en önemli sakıncaları, 

kronik toksisite göstermeleridir. 

Biyolojik olarak parçalanamayan polimerlere; selüloz türevleri (karboksi 

metil selüloz, selüloz asetat, etil selüloz), silikonlar (polidimetil siloksan) ve akrilik 

türevleri (poli(hidroksi etil metakrilat), pol,(metoksi etil metakrilat), poli(metakrilik 

asit)) sayılabilir (96,98) .  

2.6.3. Biyoparçalanabilir Polimerler 

Biyoparçalanabilir polimerler, ilaçların, makromoleküllerin, hücrelerin ve 

enzimlerin taşınması için sentezlenirler. Bu polimerlerin kabul edilebilirlikleri, 

omurga yapıları içerisine, ester, orto-ester, anhidrit, karbonat, amid, üre ve üretan 

gibi bir çeşit değişken grupların ilave edilmesiyle parçalanabilirliklerinin kontrol 

edilebilmesinden ileri gelmektedir (99) . Bu alanda, Langer’ın grubunun (100) , 

polimerlerden makromoleküllerin salımının karakterizasyonu ve ilaç taşınması 

konularında çeşitili polimerlerle yaptığı araştırmalar, büyük katkılar sağlamıştır. 

Biyoparçalanma, enzimatik, kimyasal veya mikrobiyal kökenli olabilir ve bunlar ayrı 

ayrı ve eş zamanlı olarak etki edebileceği gibi, sıklıkla diğer birçok faktörden de 

etkilenirler. 

Polimerlerin biyolojik olarak parçalanabilirliğini etkileyen faktörler aşağıdaki 

gibi sıralanabilir (96) : 

 Kimyasal yapı ve kompozisyon, 

 Fiziksel faktörler, 

 Fizikokimyasal faktörler (iyon değişimi, iyonik güç, pH), 

 Morfoloji (amorf, yarı kristal, kristal, içyapı, kalıcı gerilme), 

 Degradasyonun mekanizması (enzimatik, hidroliz, mikrobiyal), 
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 Moleküler ağırlık dağılımı, 

 Üretim koşulları ve sterilizasyon işlemi, 

 Sertleştirme ve saklama koşulları, 

 Uygulama yolu, 

 Etki yeri. 

Poliester bazlı polimerler, ilaç taşınmasında en yaygın incelenen 

polimerlerdir. Poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve bunların 

kopolimeri poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) ilaç taşıyıcı sistem 

uygulamalarında performans ve tasarım ile ilgili iyi tanımlanmış bazı 

biyomateryallerdir. 

Kitosan, umut verici doğal bir polimerdir, biyoadezif özelliklerinin yanı sıra 

absorbsiyonu arttırıcı ve kontrollü salım sağlayan bir polimerdir. Deasetilasyonun ve 

türevlendirmenin derecesine bağlı olarak çeşitli yan zincirler, spesifik ilaç 

taşınmasına olanak sağlayabilir. 

Tez çalışmasında PLGA, modifiye edilmiş PLGA (PLGA-PEG), kitosan ve 

modifiye edilmiş kitosan polimerleri kullanıldığından bu polimerler hakkında 

ayrıntılı olarak bilgi verilecektir. 

2.6.3.1. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) 

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) en sık kullanılan, biyoparçalanabilir 

polimerdir (101) . Konvansiyonel PLGA sistemleri ile geniş bir şekilde, molekül 

ağırlığı, laktid/glikolit oranı ve terminal fonksiyonel grup gibi farklı PLGA 

özelliklerinin etkileri incelenmiştir. Düşük molekül ağırlığı genellikle hızlı 

degradasyon (102)  ve hızlı ilaç salımı elde edilmesini sağlar (103) . Laktid 

oranındaki artış ise, polimerin degradasyon hızını azaltır ve yavaş ilaç salımı elde 

edilir (104-105) . Serbest karboksil grubuna sahip PLGA daha hidrofiliktir ve 

karboksil grubu esterleştirilmiş PLGA’ya göre daha hızlı hidrolize uğrar.  
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Poliesterler ve özellikle de glikolik ve laktik asit kopolimeri (PLGA) ilgi 

odağı olan ve yoğun bir şekilde çalışılan polimerlerdir (106-107) . Bu polimerler; 

halka açılma polimerizasyonu veya direk polikondenzasyon metodları ile sentez 

edilirler (106) . Polikondensasyon metodu ile molekül ağırlığı <10 kDa olan düşük 

molekül ağırlıklı PLGA sentezlenirken, siklik dimerlerin halka açılma 

polimerizasyonu ile de orta ve yüksek molekül ağırlıklı PLGA sentezlenmektedir. 

PLGA % 25-75 arasında değişen oranlarda glikolid yapısı taşımaktadır (108) . PLGA 

yapısal formülü Şekil 2.10’da gösterilmektedir (109) . PLGA kopolimerinin sonuç 

kristalinitesi, kopolimer zincirinde monomer bileşenlerinin tipine ve molar oranına 

bağlıdır. D,L PLA’yı içeren kopolimer daha amorf yapıdadır (108) . 

 

 

                 

 

              

 

 

 

Şekil 2.10. PGA, PLA ve PLGA’nın kimyasal yapıları (109)  

PLGA polimerlerinin biyolojik olarak parçalanma hızı, polimer zincirindeki 

laktik ve glikolik asitlerin molar oranına, polimerin molekül ağırlığına, kristalinite 

derecesine ve polimerin camsı geçiş sıcaklığına bağlıdır (106,108,110) . PLGA 50:50 

stabilitesi en az olan ve homopolimerlerden daha hızlı parçalanan kopolimerdir (2 

ay) (108) . Şekil 2.11’de pH 7,4, 33 mM fosfat tampon içersinde boş (blank) 

mikropartiküllerin 28 gün inkübasyonundan sonra degradasyona uğradıkları 

görülmektedir (111) .  Alifatik poliesterlerin biyolojik olarak parçalanması kütlesel 

(homojen) aşınma ile meydana gelir (109) . Kütlesel parçalanmada iki aşama vardır; 

PGA 

PLA 

PLGA 
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birinci aşamada moleküler bağların rastgele kopması sonucunda polimerin molekül 

ağırlığı, mekanik özellikleri ve morfolojisinde değişimler meydana gelirken, kayda 

değer bir kütle kaybı meydana gelmez. İkinci aşamada ise zincir kopması yanı sıra 

önemli bir ağırlık kaybı meydana gelir ve yapıdan koparak çözünen en küçük birim 

olan oligomerler oluşur. Laktik/glikolik kopolimer zincirleri, hidroliz yolu ile 

monomerik asitlere parçalanır ve Krebs döngüsü aracılığı ile CO2 ve su halinde 

idrarla atılırlar (61) . Sıcaklık, pH değişimleri ve katalizör varlığı polimer 

zincirlerinin hidroliz olma hızını etkilemektedir (109) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.11. PLGA mikrokürelerinin, pH 7,4, 33 mM fosfat tamponu içerisinde 

37°C’de 28 gün inkübasyonundan sonra görüntülenen taramalı elektron fotoğrafı 

(SEM) (111) . 

Bu polimerler; üretim kolaylığı, polimer karakteristiklerindeki çok yönlülük 

ve insan üzerinde kullanım için FDA tarafından onaylı olmaları gibi pek çok tercih 

edilen özelliğe sahiptirler (108) . Bu polimerler peptit ve protein yapıdaki ilaçların 

taşınması, kimyasal ve enzimatik parçalanmaya karşı korunması ve kontrollü 

salınması için üzerinde yoğun çalışılan materyallerdir (112) . 

2.6.3.2. Kitosan 

Kitosan yapı olarak selüloza benzer bir polimerdir. Her ikisi de doğrusal β-(1-

4)-bağlı monosakkartilerden meydana gelir. Bununla beraber kitosanın selüloza göre 
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önemli farkı kitosanın glikozid bağlarıyla bağlanan 2-amino-2-deoksi-β-D-glukan 

yapısı taşımasıdır. Bu yapı polimerin genelinin %50’sinden fazlasını oluşturuyorsa 

yapı kitosan, yapının % 50’sinden fazlasını N-asetil-glukozamin oluşturuyorsa yapı 

kitin ismini alır (113) . Polikatyonik bir polimer olan kitosan, deniz kabuklularının 

dış iskeletlerinden elde edilen kitinin alkali ortamdaki deasetilasyonu ile elde edilir 

(114) . Kitosanın asetamid grupları kitinin konsantre alkali çözeltisinde 

bekletilmesiyle amine dönüştürülür ve kitosan elde edilir. Kitin ve kitosan molekül 

ağırlığı bir kaç milyon Dalton’a kadar çıkabilen uzun zincirli polimerlerden 

oluşurlar. Kitin ve kitosanın polimerik yapısı Şekil 2.12’de gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.12. Kitin ve kitosanın [poli (β1→4-D-glukozamin)] yapısı.  

Kitosan pH’ya duyarlılık, biyouyumluluk ve toksik olmama gibi 

biyofarmasötik özelliklere sahiptir  (115) . Bunun yanında kitosan vücutta bulunan 

enzimler, özellikle lisozim, tarafından metabolize edilir ve biyoparçalanabilirdir 

(116) .  

Kitosan polikatyonik yapıda, pKa’sı 5,5 olan, doğal bir polimerdir. Nötral ya 

da bazik pH’larda yükünü kaybederek çökme eğilimi gösterir. Ancak, NH2 

gruplarına eklenen alkil grupları ile kitosan alkali ya da nötral pH’larda da 

çözünürlük kazanmaktadır. Bu durum peptit ve proteinlerin taşınması açısından 

avantaj sağlamaktadır (117) .  

Kitin 

Kitosan 

Kitin-Deasetilaz 
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Pozitif yüklü kitosan molekülleri hücre membranına bağlanarak transsellüler 

epitelyal elektriksel direnci düşürür ve permeabilitenin artmasına neden olur (118-

119) . Kitosan çözeltilerinin trans ve para-sellüler permeabiliteyi revesibl, doza 

bağımlı şekilde ve kitosanın molekül ağırlığı ve deasetilasyon derecesine bağlı olarak 

arttırdığı gösterilmiştir (120) . Kitosan hücreler arası sıkı kavşakları açarak hücrelere 

taşınan elemanların alınmasını sağlayıcı doğal bir yeteneğe sahiptir (121) . Ek olarak 

kitosan tuzları transmukozal absorbsiyonda permeasyon arttırıcı olarak işlev görebilir 

ve normalde bariyeri aşamayan peptit yapılı ilaçların bariyeri aşarak hedefine 

ulaşmasını sağlayabilir. Kitosan nanopartiküllerinin alımı partikül büyüklüğü ve 

yüzeyindeki yük yoğunluğuna bağlıdır. Yüzey yükü ne kadar yüksekse 

nanopartiküllerin negatif yüklü hücre membranına afiniteleri o kadar artmaktadır 

(117,122) .  

Alonso ve diğ.’nin 1997’de yaptığı çalışmalarda polikatyon kitosan ile 

polianyon TPF arasındaki etkileşmeden yararlanarak kitosan nanopartiküllerini 

oluşturmuşlardır (86) . Benzer olarak poli-elektrolit kompleksleşmesi yöntemi ise 

(PEK) yüklenen proteinin doğal veya sentetik polimerlerle kendiliğinden etkileşmesi 

sonucuna dayanır. PEK, ters yüklü poli-elektrolitlerin beraber karıştırılması ve 

elektrostatik etkileşmeler göstermesi sonucu oluşmuştur. Her iki proses de kolayca 

uygulanabilir olup sonikasyon yapılmaması, organik solvan kullanılmaması gibi 

protein ve peptitleri koruyucu avantajlara sahiptir. PEK oluşumu optik olarak 

homojen ve stabil nano-emülsiyonların oluşumunu sağlamıştır (123) . 

Yapılan çalışmalarda kitosanın nanopartikül formülasyonlarının etkinliği ile 

çözelti şeklindeki formülasyonlarının etkinliği karşılaştırıldığında nanopartikül tipi 

formülasyonların protein taşınımını arttırdığı görülmüştür (118) . Caco-2 

hücrelerinin kitosan-insülin nanopartikülleri ile inkübasyonu, kitosan-insülin 

çözeltisi ile karşılaştırıldığında hücrelere daha yüksek bağlanma ve hücreler 

tarafından daha fazla alım sağlamıştır (124) . İki saatlik inkübasyon sonucunda 

kitosan çözeltisinin hücre dışında kalmasına rağmen floresan işaretli 

nanopartiküllerin büyük kısmının hücre içine geçtiği görülmüştür. Kitosan 

nanopartiküllerinin ayrıca endotelyal elektriksel direnci azalabilmektedir. Kitosan-
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insülin nanopartiküllerinin diyabetik sıçanlara uygulanmasını takiben serum glukoz 

değerleri ölçüldüğünde uzatılmış bir koruma sağladığı bulunmuştur (125) . Kitosan-

insülin çözeltisinin uygulanması sonucu herhangi bir etki gözlenmezken 50 U 

insülin/kg dozdaki nanopartiküllerin uygulanması glukoz düzeyinin % 60 azalmasını 

sağlamıştır. Floresan işaretli nanopartiküller incelendiğinde uygulamayı takiben 3 

saat içinde bile sıçan intestinal epitelinden geçebildiği dolayısıyla etkinliğini 

sürdürdüğü görülmüştür (126-127) .  

2.7. PEGilasyon 

 Sentetik polimerlerin çoğu hidrofobiktir, bu polimerlerden hazırlanan 

nanopartiküller de, modifikasyondan önce tabiatları gereği hidrofobiktir. Vücut 

hidrofobik partikülleri yabancı olarak nitelendirir. Hidrofobik yüzeye sahip 

partiküller kan komponentleri tarafından kaplanırlar, bu komponentler başlıca 

proteinlerdir (opsoninler). Daha sonra özellikle karaciğerde yer alan mononüklear 

fagositik sistem tarafından hızla alınırlar. Partiküllerin yüzeyine opsoninlerin 

adsorbsiyonu opsonizasyon olarak adlandırılır ve bu fagositler tarafından tanınmayı 

sağlayan işaretleyici rolü oynar. Yüzey modifikasyonun hedefleri, mononüklear 

fagositik sistem tarafından partiküllerin tanınmasını engellemek ve onların istenilen 

yere gidebilmesini sağlamaktır. Uzun süre kan dolaşımında kalma yeteneğine sahip 

nanopartiküller, yüzeyin hidrofilik polimer ve/veya sürfaktan ile kaplanması ile elde 

edilebilir (128) . Nanopartiküllerin PEG segmentleri ile kaplanmasının 

opsonizasyonu ve mononüklear fagositik sistem tarafından alımı engellediği 

bilinmektedir (129-130) . Gref ve diğ., opsonizasyonun derecesinin nanopartiküllerin 

yüzeyindeki PEG’in zincir uzunluğu ve yüzey dansitesi ile ayarlanabileceğini 

göstermişlerdir (Şekil 2.13). Ayrıca yüzeydeki PEG dansitesi protein 

adsorbsiyonundan korunmada PEG’in moleküler ağırlığından daha önemli rol 

oynamaktadır (131) . 
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Şekil 2.13. Opsonizasyon üzerine hidrofilik segmentlerin yüzey dansitesine 

etkilerinin gösterildiği şematik diyagram (132) . 

Kolloidal ilaç taşıyıcı sistemlerin insanlara uygulanmasında, 

biyoparçalanabilirlik önemli bir gerekliliktir. Bu nedenle, ilaç taşıyıcı sistemlerin 

yüzeyine kovalan olarak bağlanmış PEG zincilerini içeren, PEG ile modifiye edilmiş 

biyoparçalanabilir ilaç taşıyıcı sistemler üretilmiştir (133-135) . Çekirdek kısmı, 

poli(laktit-ko-glikolik asit) (PLGA) veya poli(laktik asit) (PLA)’dan oluşmuş 

biyoparçalanabilir nanopartiküllerin biyodağılımı, PEG “fırça” (brush)’nın etkinliği 

sonucunda değiştirilebilir (75,136-138)  (Şekil 2.14). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.14. Polimerik bir nanopartikülün, üst yarım küresindeki PEG 

konfigürasyonunun şematik gösterimi. (a) PEG zincirlerinin çoğu partikül yüzeyine 

yakın bir konumda lokalize olmuştur. Yüzeyde az miktarda bulunan PEG zincirleri 

“mushroom” konfigürasyonunu oluşturmuştur. (b) PEG zincirlerinin hareketi 

kısıtlanmıştır ve yüzeyde fazla miktarda PEG zincirinin bulunduğu “brush” 

konfigürasyonu oluşmuştur. Zincirler nanopartikül yüzeyine uzak bir konumda 

lokalize olmuştur (139) . 

(a) 

(b) 

Hidrofobik 

etkileĢim 
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Farelerde yapılan in vivo çalışmalar, PEG-PLGA diblok kopolimeri içindeki, 

PEG’in molekül ağırlığı 5000 - 20000 g/mol’e kadar arttıkça, kanda kalış süresinde 

ciddi bir artış gözlenmiştir (75) . PLGA nanopartikülleri ile kıyaslandığında, PEG ile 

modifiye edilmiş nanopartiküllerin protein adsorbsiyonlarında önemli bir azalma 

vardır.  Özellikle, alipoprotein J ve C-III’ün miktarı, PLGA-PEG partikülleri 

üzerinde büyük bir azalma göstermiş ve hem PEG’in hem de PLGA’nın molekül 

ağırlığına bağlı olarak farklılık göstermiştir. Fibrinojen ve immünoglobulin G’nin 

adsorbsiyonu da nanopartiküllerin yüzeyindeki PEG zincirlerinde azalma 

göstermiştir. (131) . PLGA-PEG kopolimerinin kimyasal yapısı Şekil 2.15’te 

görülmektedir (140) .  

 

 

 

 

Şekil 2.15. PLGA-PEG kopolimerinin yapısı 

Li ve diğ.’nin yaptığı bir çalışmada intravenöz uygulamadan sonra PLGA-

PEG nanopartiküleri ile PLGA nanopartiküllerinin karşılaştırmalı biyodağılımlarını 

araştırılmıştır (Şekil 2.16) (140) . PLGA nanopartikülleri 3 saat içinde, organlara 

(karaciğer, dalak, akciğer ve böbrek) dağılırken ve kan konsantrasyonu oldukça 

düşükken, PLGA-PEG nanopartiküllerinin çoğu kan dolaşımında kalmıştır. 12 saat 

içinde, PLGA nanopartikülleri kan dolaşımında şiddetle azalırken, PLGA-PEG 

nanopartikülleri kandan normal dokulara dağılmıştır. Bu sonuç, hidrofilik 

kaplamanın nanopartikülleri opsonizasyondan etkin bir şekilde koruduğunu ve 

nanopartiküllerin vücutta daha uzun süre dolaşmalarını sağladığını göstermektedir. 

Kaplama yöntemleri oldukça basittir ve kan dolaşımında kalış süresinin 

arttırılmasında çok etkindirler fakat vücutta dağılım oranlarının kontrolü bu 

uygulamaların sınırlı olması nedeniyle zordur (132) . 
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Şekil 2.16. PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerine yüklü [
125

I]BSA’nın 3. 

saatte (A) ve 12. saatteki (B) biyodağılımları, salımı ve hedeflendirilmesinde 

sınırlayıcı parametre opsonizasyon olup, aşağıda bu konunun önemi göz önüne 

alınarak ayrıntılı bir şekilde verilmiştir (140) . 

2.8. Opsonizasyon ve Fagositoz 

Retiküloendoteliyal sistem (RES) olarak da bilinen mononüklear fagositik 

sistem tarafından yabancı organizmaların veya partiküllerin ortadan kaldırılmasına, 

temizlenmesine “opsonizasyon” denir. Mononüklear fagositik sistemin makrofajları, 

korunmasız nanopartikülleri intravenöz uygulamadan sonra, saniyeler içinde kan 

dolaşımından uzaklaştırma yeteneğine sahiptir (Şekil 2.17) (75) . Opsonizasyonda, 

öncelikle, yabancı organizmalar veya partiküller opsonin proteinleri ile kaplanarak 

onları fagositik hücreler için görünür hale getirir. Opsonizasyondan sonra, fagositoz 

meydana gelir, bu yabancı materyallerin kan dolaşımından uzaklaştırılması veya 

yutma ve sonrasında yok etme işlemidir. Bu iki proses, renal eşik değerinden büyük 

istenmeyen maddelerin kandan uzaklaştırılması için ana klerens mekanizmalarını 
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oluşturmaktadır. Normalde fagositler tarafından yok edilemeyen polimerik 

nanopartiküllerin, mononüklear fagositik sistemin organları içinde ayrılmaları 

meydana gelmektedir. Eğer polimerik nanopartikül parçalanabilir değilse, 

partiküllerin organ içersinde akümülasyonu söz konusudur, birikmenin olduğu en 

yaygın organlar, karaciğer ve dalaktır. Bu durum toksisiteye ve diğer yan etkilere 

neden olabilir (129,141-142) . Opsonizasyon genellikle kan dolaşımında meydan 

gelir. Opsonizasyonun asıl mekanizması çok karmaşık olup tam olarak 

anlaşılamaaktadır, fakat bu mekanizmanın önemli komponentleri iyi bilinmektedir. 

Laminin, fibrinonektin, C-reaktif protein, tip I kollajen gibi serum proteinlerinin yanı 

sıra, immünoglobülinler ve C3, C4 ve C5 gibi kompleman sistemin elemanları 

bilinen en yaygın opsonin proteinleridir (143) . Kalıtsal ve indüklenmiş C3 eksikliği 

olan hayvan modellerinde yapılan in vivo çalışmalarda, opsonin proteinlerinin 

temizleme sürecindeki önemi dolaylı olarak gösterilmiştir. Örneğin, C3 eksikliği 

olmayan hayvan modellerinde fagositoz ile kolaylıkla kontrol edilebilecek bazı 

hastalıklara karşı az önce bahsedilen hayvan modellerinin çok daha duyarlı olduğu 

yapılan araştırmalar sonucunda gösterilmiştir (144) .  Opsoninler kanda her yerde 

bulunmaktadır ve injekte edilen polimerik nanopartiküllerle raslantısal brownian 

hareketi sonucuda temas ettikleri düşünülmektedir. Opsoninler yüzeye yeteri kadar 

yaklaştıklarında, Van der Walls, elektrostatik, iyonik, hidrofobik/hidrofilik ve diğer 

bazı çekici kuvvetlerin nanopartikülün yüzeyine opsoninlerin bağlanmasında etkili 

oldukları düşünülmektedir.  
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Şekil 2.17. Plazma proteinleri ve kandaki immün hücrelerle nanopartiküllerin 

etkileşimi. (A) Partikül yüzeyine özgün olmayan protein adsorpsiyonu 

(opsonizasyon) ve lökositler tarafından gerçekleşen fagositoz (B) özgün olmayan 

nanopartikül-hücre membranı etkileşmesi (elektrostatik veya hidrofobik) (C) sıvı 

fazda gerçekleşen pinositoz, etkileşimlerin ana şekillerini oluşturmaktadır (145) .  

 

Fagozom 

Özgün olmayan hücre 

membran etkileşimi  

Fagositoz 

Fagozom 

Fagositoz 

Opsonizasyon 

Özgün olmayan hücre 
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Opsonizasyon meydan geldikten sonra, fagositlerin nanopartikül yüzeyine, 

nanopartiküle bağlı opsoninler aracılığı ile tutunma sürecini içeren temizlenme 

basamağı gelmektedir. Yüzeye bağlı ya da adsorbe olmuş opsonin proteinlerinin 

yokluğunda, fagositler, yabancı partikülleri tanıyamazlar. Bağlanma yollarından biri 

şu şekilde gerçekleşir, bağlı bulunan opsonin proteini, kan serumunda bulunan 

inaktif protein yapısından konformasyonel bir değişikliğe uğrayarak, aktif protein 

yapısına dönüşünce fagositler tarafından tanınır. Fagosit hücrelerinin yüzeyi, 

spesifiye edilmiş reseptörleri içerir, bunlar çeşitli opsoninlerin modifiye edilmiş 

konformasyonları ile etkileşime girebilirler ve fagositleri yabancı maddelerin 

varlığında uyarırlar. Fagosit bağlanmasının diğer bir yolu ise, fagositlerin, yüzeye 

adsorbe olmuş serum proteinlerine spesifik olmayan tutunmasını kapsar, bu yol da 

fagositozu aynı derecede harekete geçirir (143) . Bu süreç, opsonin proteinlerinin 

daha hidrofobik partikül yüzeyine assosiyasyonu sayesinde yürümektedir. Fagosit 

bağlanmasının üçüncü önemli yolu ise, kompleman aktivasyonudur. Kompleman 

sistemi, klasik, alternatif ve lektin yolağı olmak üzere çeşitli mekanizmalarla aktive 

olur. Kompleman aktivasyonu sonucunda her durumda mononüklear fagositler 

tarafından, yabancı partiküllerin bağlanması ve fagositozu gerçekleşmektedir.  

Temizleme sürecinde, üçüncü ve son basamak yabancı maddelerin fagositler 

tarafından alınmasıdır. Bu aşama, bir fagosit tarafından partikülün veya yabancı 

maddelerin endositozunu içermektedir. Partiküllerin endositozunu takiben, fagositler, 

enzim ve süperoksitler, oksihalid moleküller, nitrik oksit ve hidrojen peroksit gibi 

oksidatif reaktif kimyasal faktörleri salarak fagosite olan maddenin yok edilmesini 

sağlarlar. Ancak, birçok parçalanamayan polimerik nanopartiküller, boyutlarına, 

molekül ağırlıklarına bağlı olarak bu aşamada degrade edilemezler. Bunlar ya renal 

sistem tarafından uzaklaştırılır ya da mononüklear fagositik sistemin bir organı 

içinde depolanırlar. Renal sistem tarafından uzaklaştırılma molekül ağırlığı 5000 

dolaylarında veya daha az olan moleküler, fakat dendrimerler gibi daha yoğun 

polimerler için 100000’e kadar yüksek molekül ağırlığında moleküller için 

gerçekleştirilebilir. Bu nedenle, renal eşik değerin üzerindeki biyoparçalanabilir 
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olmayan partiküller ve parçalanma ürünleri genellikle, mononüklear fagositik 

sistemin organları içerisinde ayrılmış hale getirilirler.  

Partiküllerin ilk opsonizasyonu, fagositik tanınma aşaması ve kan 

dolaşımından temizlenme için kritik olduğundan, gizlenmiş (stealth) ilaç taşıyıcı 

sistemler alanında birçok araştırma yapılmaktadır. Araştırmacılar, opsonizasyon 

basamağını bloke etme ya da durdurma yönünde denemeler üzerinde yoğunlaşmıştır. 

Partiküllerin opsonizasyonunu efektif bir şekilde tamamen bloke edecek metot ya da 

kurallar bulunmamaktadır, fakat son 30 yıldaki araştırmalar, yeni eğilim ve metotlar 

keşfetmiştir. Bunlar opsonizasyon aşamasının yavaşlatılması konusunda etkilidirler, 

böylece ilaç taşıyıcı sistemlerin kan dolaşımındaki yarı ömürleri ve etkinlikleri 

arttırılmış olur. Hidrofobik partiküllerin opsonizasyonu ile hidrofilik partiküllerin 

opsonizasyonu karşılaştırıldığında, hidrofobikler yüzeylerine serum proteinlerini 

daha fazla adsorbladıkları için, opsonizasyonları daha hızlı gerçekleşir (146-148) . 

2.9. Oksidatif Stres 

Oksidatif stresin, felçte oluşan nöronal hasarda en önemli mekanizmayı 

oluşturduğu bilinmektedir. Oksidatif stres, serbest radikal oluşumu ile organizmanın 

bunlara karşı korunma yeteneği arasındaki dengesizlik durumudur ve giderek artan 

oksidatif hasara neden olur. Serbest radikaller hasarın derecesini azaltır ya da 

arttırırlar. Oksidatif stresin, felcin başlamasına ve ilerlemesine birbiriyle ilişkili farklı 

mekanizmalar aracılığı ile katkıda bulunduğu düşünülmektedir.  

Bu mekanizmalar, 

 Hücresel enzim aktivasyonu ve reaktif oksijen türleri üretimi sonucunda 

oluşan eksitotoksisite 

 Lökositlerin aktivasyonuna ve ateşlenmesine neden olan inflamasyon ve 

beraberinde aşırı miktarda radikal üretimi 

 Nitrik oksidin (NO) azalan biyoyararlanımı sonucunda endotelin aktivasyonu 

ve oksidatif hasarı 

 Serbest radikal aracılı hiperhomosistein 
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 Makrofajlar ve atardamar duvarında bulunan hücresel komponentlerin ve 

plazmanın lipit peroksidasyonu 

Bu süreçlerin herbiri olumlu geri bildirim yolu mekanizmasıyla oksidatif 

hasarı kötüleştirebilir. 

Serebral iskemi sırasında beyinde artmış serbest radikal üretimine ilişkin 

deney modellerinden elde edilen birçok kanıt vardır. Direk yapılan klinik çalışmalar, 

felç ve oksidatif stres arasındaki ilişkiyi doğrulamaktadır, fakat beyin dokusunda 

serbest radikallerin ölçümünden doğan morfolojik zorluklar nedeniyle hala eksikler 

bulunmaktadır. Serbest oksijen türleri kısa ömürlü bileşenlerdir. Kan dolaşımında 

lipit peroksidasyon ürünlerinin artması ve hücresel antioksidan koruyucu sistemlerin 

zayıflaması, felçte oksidatif stresin arttığının indirekt bir kanıtı olarak kabul 

edilmektedir. Bilim adamlarının araştırma konuları çerçevesinde oksidatif stres için 

yeni ve güvenilir işaretleyiciler hala aranmaktadır (149) . Felçten sonra kronik faz 

sırasında oksidatif stres indikatörlerinin izlenme çalışmaları da sınırlıdır. Risk 

faktörleri, kan damarları duvarında kronik değişiklere ek olarak serbest radikal ve 

inflamatuvar mekanizmalarının aktivasyonuna da neden olur. Felç hastalarının 

yaklaşık olarak beşte biri şeker hastasıdır, büyük çoğunluğu yüksek tansiyon 

hastasıdır ve bir kısmı da enfeksiyon ya da inflamasyon geçirmiştir veya 

geçirmektedir. Dahası, serbest radikal oluşum süreçlerinde birden fazla risk 

faktörünün varlığı yani kombine faktörler dikkate alınmalıdır, bunlar katkı ya da 

sinerjistik etki oluşturabilirler. Vasküler risk faktörleri işbirliği içinde bir sonraki felç 

için riski arttırır. Hayatta kalan felç hastalarında gözlemlenen patofizyolojik 

değişiklikler temelinde, hastaların iyileşmesini engelleyen süreçlerin gelişmesi ve 

hastaların vasküler komplikasyonlarının kötüleşmesinin oksidatif strese katkı 

sağladığı yönünde bir hipotez kurulmuştur (150) . 

2.9.1. Serbest Radikaller 

2.9.1.1. Serbest Radikallerin Doğası 

Atomlar ve moleküller içerisindeki elektronlar, orbital olarak bilinen boş 

alanları işgal ederler. Her bir orbital maksimum iki elektron alabilir. Örneğin, 
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kovalan bağ oluşturmuş iki elektron aynı (moleküler) orbitalde bulunur fakat, zıt 

spinlere (dönüşleri zıttır) sahiptirler. Eğer bir orbital tek elektron içeriyorsa, bu 

elektrona “eşleşmemiş” adı verilir. Serbest radikal, bağımsız olarak (bu nedenle 

terimi “serbest”) var olabilen herhangi bir tür olarak tanımlanır ve bir veya daha fazla 

eşleşmemiş elektron içerir. Bu geniş tanım, Tablo 2.3’te de özetlendiği gibi geniş bir 

aralıktaki türleri kapsamaktadır (151) . 

Tablo 2.3. Bazı serbest radikal türleri. 

Radikalin Tipi Örnek 

Hidrojen merkezli Hidrojen atomu, H˙ 

Karbon merkezli Triklorometil, CCl3˙ 

Kükürt merkezli Glutatyon Thiyl, GS˙ 

Oksijen merkezli Süperoksit, O2˙ˉ 

Hidroksil, OH˙ 

Lipid peroksil, lipid-O2˙ 

Delokalize olmuş elektron 

taşıyan 

Fenoksil, C6H5O˙(elektron benzen 

halkası içine delokalize olmuştur.) 

Nitrik oksit, NO˙ (genellikle NO 

şeklinde yazılır) 

 

Üst simge olarak gösterilen nokta (˙) bir veya daha fazla çiftleşmemiş 

elektron anlamına gelmektedir. Karbon ve kükürt merkezli radikaller, oksijenle 

genellikle hızlı bir şekilde reaksiyona girerler. 

 CCl3˙ + O2                 CCl3O2˙ (Triklorometil peroksil radikali) 

RS˙ + O2                              RSO2˙ (Thiyl peroksil radikali) 

Nitrik oksit serbest radikalinin, türetilmiş endotelyum genişletici faktör 

(endothelium-derived relaxing factor)  ile özdeş veya yakından benzer olduğu 

düşünülmektedir (152) . Diatomik oksijen molekülü (O2), bir radikal olarak 
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nitelendirilir, çünkü iki tane eşleşmemiş elektrona sahiptir ve bunlar farklı 

orbitallerde lokalize olmuştur fakat ikisi de aynı dönüş kuantum sayısına sahiptir. Bu 

paralel spinler, güçlü oksitleyici yapısına rağmen, O2’nin zayıf reaktivitesinin bir 

nedenidir. Aynı orbitaldeki bir çift elektron (örneğin, kovalan bağlı) kriterler 

dahilinde değildir, çünkü bu iki elektron zıt spinlere sahiptir. Bu spin kısıtlaması, 

O2’nin radikal olmayan (biyolojik moleküllerin çoğu) maddelerle reaksiyonunu 

azaltan en önemli faktördür. O2, onun elektronlarını kabul eden radikallerle 

reaksiyona girmeyi tercih eder. 

2.9.1.1.1. Reaktif Oksijen Türleri 

Reaktif oksijen türleri, oksijen merkezli radikaller ve oksijen merkezli radikal 

olmayan türler olarak iki sınıfta toplanabilirler. Oksijen merkezli radikaller 

süperoksit anyon (O2˙ˉ), hidroksil radikali (OH˙), akloksil radikali (RO˙) ve peroksil 

radikali (ROO˙)’dir. Oksijen merkezli radikal olmayanlar ise, hidrojen peroksit 

(H2O2) ve singlet oksijendir (
1
O2). Diğer reaktif türler ise, nitrik oksit  (NO˙), nitrik 

dioksit (NO2
.
) ve peroksinitrit (OONO

-
) gibi azot türleridir (153-154) . Serbest 

radikaller genel olarak, stabil değildir, yüksek oranda reaktiftir ve harekete geçirilmiş 

moleküllerdir. Serbest radikallerin reaktif oksijen türleri biyolojik sistemlerde, 

prooksidatif enzim sistemleri, lipit oksidasyon, irradyasyon, inflamasyon, sigara 

içme ve hava kirleticileri aracılığı ile oluşturulabilirler (155-156) . Klinik çalışmalar, 

serbest radikalleri,  aterosklerosis, vazospazm, kanser, travma, inme, astım, 

hiperoksi, artrit, kalp krizi, yaş pigmentleri, dermatit, kataraktogenez, retinal hasar, 

hepatit, karaciğer hasarı ve diş eti hastalıkları gibi birçok yaşla ilgili dejeneratif 

hastalık ile ilişkilendirmektedir (Şekil 2.18) (157-158) . 
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Şekil 2.18. Reaktif oksijen türlerini içeren klinik durumlar. 

Reaktif oksijen türlerinin aynı zamanda hücrelerin apoptozisini de indüklediği 

bilinmektedir. Serbest radikallerin aynı zamanda yararlı etkilerinin olduğu da 

bilinmektedir. Örnek olarak,  nüklear transkripsiyon faktörlerin aktivasyonu, gen 

ekspresyonu ve mikrobiyal enfeksiyonlarla, hedef tümör hücrelerine karşı koruyucu 

mekanizmalar verilebilir (154) . 

 Süperoksit Anyon (O2
.-
) 

Süperoksit anyon, moleküler oksijenin bir elektron almasıyla oluşmuş 

indirgenmiş şeklidir. Süperoksit anyon, mitokondriyal elektron transport sisteminde 

oluşan ilk serbest radikaldir. Mitokondri dört elektronlu zincir reaksiyonlarını 

kullanır, oksijeni suya indirger ve enerji üretir. Mitokondride, zincir 

reaksiyonlarından kaçan bazı elektronlar, direk olarak oksijenle reaksiyona girer ve 

süperoksit anyonu oluşturur (159) . Süperoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil 

Gastro intestinal 
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radikali veya singlet oksijen (2 ·O2 – + 2H+ → H2O2 + O2) gibi yaşayan 

sistemlerdeki diğer reaktif oksijen türlerinin oluşumunda önemli bir role sahiptir. 

Süperoksit anyon, nitrik oksit ile reaksiyona girebilir ve peroksinitriti oluşturabilir, 

bu da hidroksil radikali ve nitrik dioksit gibi toksik bileşikleri oluşturabilir (ONOO– 

+ H+ → ·OH + ·NO2). Daha önce serbest radikallerin yararlı fonksiyonlarından 

bahsedilmişti, süperoksit anyonu da, bir hücre büyüme düzenleyicisi olarak işlev 

görebilmektedir (155) . 

 Hidroksil Radikali (·OH) 

Hidroksil radikali en reaktif serbest radikaldir. Bakır ve demir gibi metal 

iyonlarının varlığında,  süperoksit anyon ve hidrojen peroksitten oluşmaktadır (·O2 – 

+ H2O2 → ·OH + OH– + O2). Hidroksil radikalleri en yüksek 1-elektron redüksiyon 

potansiyeline sahiptirler (2310 mV) ve yaşayan organizmalardaki herşeyle 

reaksiyona girebilirler. Genel olarak, aromatik bileşikler veya karbon-karbon çifte 

bağlı bileşikler hidroksil radikalleri ile katılma reaksiyonuna uğrarlar ve sonuçta, 

hidroksillenmiş serbest radikaller oluşur (160) . Oluşan serbest radikaller, oksijenle 

reaksiyona girer ve diğer serbest radikalleri oluşturur. Hidroksil radikalleri, lipitlerle, 

polipeptitlerle, proteinlerle ve DNA ile özellikle tiamin ve guanozin ile reaksiyona 

girer (161) . Hidroksil radikalleri çifte bağlara da kolaylıkla katılabilirler (162) . 

 Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit, dismutasyon reaksiyonu aracılığı ile süperoksit dismutaz 

tarafından süperoksit anyonundan oluşabilir. Amino asit oksidaz ve ksantin oksidaz 

gibi enzimler de, süperoksit anyonundan hidrojen peroksit oluşturabilir. Hidrojen 

peroksit, yüksek derecede difüze olabilir, plazma membranlarından kolaylıkla 

geçebilir. Hidrojen peroksit, reaktif oksijen türleri arasındaki en az reaktif 

moleküldür, fizyolojik pH’da ve sıcaklıkta metal iyonlarının yokluğunda stabildir. 

Oksidasyon ve redüksiyon kapasitesi oldukça zayıftır.  Metal iyonlarının ve 

süperoksit anyonunun varlığında, hidroksil radikali oluşturabilir (·O2– + H2O2 → 

·OH + OH– + O2) (155) . Yaşayan sistemlerde, kloraminler veya HOCl ile veya 

süperoksit anyonu ile reaksiyona girerek singlet oksijen üretebilir. Hidrojen peroksit, 
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hemoglobin gibi bazı hem-proteinlerinden demir iyonunun salımı sonucunda, 

degradasyona neden olur (159) . 

 Peroksil ve Alkoksil Radikalleri 

Peroksil radikalleri (ROO˙), oksijenin alkil radikalleri (R˙) ile reaksiyonu 

sonucu oluşur. Örnek olarak, lipit radikalleri ile oksijen verilebilir. Alkil peroksitlerin 

(ROOH) dekompozisyonu da peroksil ve alkil radikalleri oluşumu ile sonuçlanır. UV 

ışığın irradyasyonu veya geçiş metal iyonlarının varlığı, peroksitlerin homolizisine 

neden olur sonuçta, peroksil ve akloksil radikalleri oluşur (ROOH → ROO·+ H·, 

ROOH + Fe
3+

 → ROO· + Fe
2+

 + H+). Peroksil ve alkoksil radikalleri iyi birer 

oksidasyon ajanıdır ve 1000 mV standart redüksiyon potansiyelinden daha fazla bir 

potansiyele sahiptirler (159) . Düşük redüksiyon potansiyeli ile diğer moleküllerden 

hidrojen koparabilirler.  Bu reaksiyon, lipit peroksidasyonun yayılma aşamasında 

sıklıkla gözlemlenir. Bu reaksiyonla oluşan alkil radikalleri oksijenle reaksiyona 

girer ve başka bir peroksil radikalini oluşturur. Bazı peroksil radikalleri süperoksit 

anyonunun salınmasını durdurabilir veya kendi aralarında reaksiyona girerek singlet 

oksijeni oluşturabilirler (163) . 

 Peroksinitrit 

Süperoksit anyon ve NO’nun reaksiyonu sonucunda peroksinitrit oluşur (O2 – 

+ NO· → OONO–). Peroksinitrit, sitotoksiktir, doku hasarına ve düşük dansiteli 

lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonuna neden olur (155) . Peroksinitrit, inflamasyon 

bölgesinde oluşturulur ve doku hasarı oluşumunda önemli bir yere sahiptir ayrıca, 

çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda ve bazı böbrek rahatsızlıklarında da rol 

oynamaktadır. Peroksinitrit, protein ve DNA temelli oksidasyona neden olur. 

Peroksinitritin biyolojik oksidan olarak önemi, onun hücre membranlarından 

kolaylıkla difüze olabilmesinden ileri gelmektedir (159) . 

 

2.9.1.1.2. Reaktif Azot Türleri 

 

 Nitrik Oksit (NO) 

 

Nitrik oksit küçük bir moleküldür, bir tane eşleşmemiş elektron içerir, bu 

yüzden bir radikaldir. NO biyolojik dokularda, spesifik nitrik oksit sentetazlar 



52 

 

 

 

 

(NOSs) tarafından üretilir (164) . NO çok reaktif bir radikaldir, nörotransmisyon, kan 

basıncının düzenlenmesi, korunma mekanizmaları, düz kasların gevşemesi ve immün 

regülasyon gibi çeşitli fizyolojik süreçlerde önemli oksidatif biyolojik sinyal 

molekülü olarak rol oynar (165) . NO, sıra dışı özelliklerinden dolayı 1992 yılında 

Science Magazine’de yılın molekülü olarak ilan edilmiştir (166) . NO’in sulu 

ortamdaki yarı ömrü birkaç saniyedir. Oksijen konsantrasyonunun düşük olduğu 

ortamdaki stabilitesi daha iyidir (yarı ömrü > 15 saniye). Fakat, hem sulu hem de 

yağlı ortamdaki çözünürlüğü nedeniyle, sitoplazma ve plazma membranlarından 

kolaylıkla difüze olabilir (167) . NO, santral sinir sisteminde nöronal transmisyonun 

yanı sıra sinaptik esneklik üzerinde de etkilere sahiptir. NO, hücre dışında su ve 

oksijenle, nitrat ve nitrit anyonlarını oluşturmak üzere reaksiyona girer (168) . 

Reaktif azot türlerinin aşırı üretimi nitrozatif stres olarak adlandırılır (169) . Bir 

sistemde reaktif azot türlerinin oluşumu, onların nötralize edilmesini ve elimine 

edilmesini aşıyorsa, nitrozatif stres meydana gelir. Nitrozatif stres, nitrolizasyon 

reaksiyonlarına neden olur, bu reaksiyonlar da, proteinlerin yapısını değiştirir ve 

fonksiyonlarını inhibe eder. 

İmmün sistemin hücreleri, inflamatuvar süreçlerde, hem süperoksit anyon 

hem de nitrik oksit oluşturur. Bu koşullar altında, nitrik oksit ve süperoksit anyon, 

reaksiyona girer ve oksidatif açıdan çok daha aktif bir molekül olan peroksinitrit 

anyonunu (ONOO
-
) oluşturur (NO• + O2•−→ ONOO−). Bu reaksiyon bilinen en 

yüksek reaksiyon hız sabitine sahiptir, bu nedenle NO’nun toksisitesi büyük ölçüde 

süperoksit anyon ile birleşme yeteneğine bağlıdır. Peroksinitrit anyonu potansiyel bir 

oksidasyon ajanıdır, DNA’nın parçalanmasına ve lipit peroksidasyonuna neden olur 

(170) . 

2.9.1.2. Reaktif Oksijen Radikallerinin Ġskemi Üzerindeki Etkileri 

 

Beyin disfonksiyonları ve birçok nörolojik hastalığın patofizyolojisinde 

reaktif oksijen radikallerinin rolü büyüktür. Geçen 20 yıl süresince toplanan kanıtlar, 

reaktif oksijen radikallerinin reperfüzyon ve serebral iskemi gibi beyin hasarlarına 

neden olduğunu göstermiştir. Fokal ve global beyin iskemisinde, tıkalı damarlarla 

oksijen sağlanan beyin bölgelerinde serebral kan akımı azalır. Trombolitik veya 
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kendiliğinden oluşan reperfüzyonla oluşan yeniden oksijenlenme, sitozolik 

kompartmanlarda veya hücre içi organellerde ve mitokondride birçok enzimatik 

oksidasyon reaksiyonu için oksijen sağlar. İzole edilmiş beyin mitokondrisinde 

elektron akımının % 2-5’inin süperoksit anyon radikalleri (O2
.-
) ve hidrojen peroksit 

(H2O2) ürettiği gösterilmiştir. Daimi olarak üretilen reaktif oksijen türleri, süperoksit 

dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalazlar tarafından 

temizleniler. Glutatyon (GSH), askorbik asit ve α-tokoferol gibi diğer küçük 

moleküler antioksidanlar da serbest radikallerin detoksifikasyonunda yer alırlar. 

Reperfüzyon sırasında, sitozolik prooksidan enzimler ve mitokondri tarafından 

oksijen radikallerinin aşırı üretimi, detoksifikasyon sistemlerinin inaktivasyonu, 

antioksidanların tüketimi ve antioksidanların yeterli düzeyde yenilenememesinin 

sonucu olarak iskemik beyin dokusunda endojen antioksidan koruyucu sistemler 

rahatsız edilmiş bir hal alır. İskemik dokudaki lipitler, proteinler ve nükleik asitler 

gibi hücresel makromoleküllerin oksidatif hasarında ve hücre ölümüne gitmesinde  

reaktif oksijen türlerinin direk olarak rol oynadığı birçok çalışmada gösterilmiştir. 

Serebral iskemi ve reperfüzyonda reaktif oksijen türleri tarafından oluşturulan 

indirekt sinyal yolaklarının hücresel hasara ve ölüme yol açtığı son çalışmalarda 

kanıtlanmıştır. İskemik dokuda ve oksidatif stres altındaki nöronlarda hidroksil 

radikali ve nitrik oksit radikali gibi çeşitli oksijen radikallerinin araştırmacılar 

tarafından miktar tayinine imkan veren birçok metot bulunmasına rağmen, iskemik 

beyin hasarında serbest oksijen radikallerinin etken rolünün nörobilimciler tarafından 

anlaşılması zor görülüyor (171) . 

2.9.2. Lipit Peroksidasyon 

Lipit peroksidasyon, hem bitkilerde hem de hayvanlarda, çok iyi anlaşılmış 

hücresel hasar mekanizmasıdır, hücrelerde ve dokularda oksidatif stresin indikatörü 

olarak kullanılır. Serbest radikallerin, hücre membranlarındaki lipitlerden elektron 

koparması sonucunda, lipitler yükseltgenir (oksitlenir), hücre hasarı meydana gelir ve 

serbest radikal üretimi artar. Lipit peroksitler, stabil değildir ve reaktif karbonil 

bileşiklerini içeren, bir seri kompleks bileşiğe dekompoze olurlar. 
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Biyolojik sistemlerde, membran lipitlerinin oksidatif hasarı üzerinde uzun 

yıllar çalışılmıştır. Yapılan gözlemler, lipit peroksidasyonda demir atomunun da yer 

aldığını göstermiştir (172-173) . Membran lipitleri, karbon-karbon çifte bağına sahip 

olduğu için oksidasyona çok duyarlıdır (173) . Lipit peroksidasyonu, endojen 

membran proteinleri katalizler (173-174) . Temel olarak, lipit peroksidasyonu 

ölçebilmek için iki metot kullanılır. Bunlardan birincisi, tez çalışmasında da 

kullanılan,  tiyobarbitürik asit reaksiyon ürünlerinin analitik olarak tayinidir. Bu 

yöntem, lipit peroksidasyon sırasında oluşan malondialdehit veya benzeri ürünlerin 

tiyobarbitürik asit ile reaksiyona girip pembe bir renk oluşturması esasına dayanır. 

İkinci yöntem ise, lipit peroksidasyon sırasında oluşan konjuge dien membran lipit 

ürünlerinin varlığında yapılan optik tayindir. Membran lipitlerinin peroksidasyonu, 

membranın yapısında değişikliklere neden olur, bu da daha rijid bir membran 

oluşmasına neden olur sonuçta, Na/K ATPaz gibi esansiyel membran proteinlerinin 

aktivitesi değişir. Bu önemli fizyolojik sonuçlar, membranın iyon pompalama hızını 

da değiştirir. Lipit peroksidasyonun iyi karakterize edilmiş iki ürünü malondialdehit 

ve 4-hidroksinoneal’dir. Bu maddeler bazı fizyolojik koşulların sağlanmasında 

önemli rolü olan biyomoleküllerle reaksiyona girer. Örneğin, malondialdehiti de 

içeren birçok aldehitin nükleik asitlerle reaksiyona girdiği gösterilmiştir (175) , bu 

reaksiyon mutajeneze ve karsinojenezise neden olabilir. Diğer lipit peroksidasyon 

ürünlerinin, düşük dansiteli lipitlerle (LDL) reaksiyona girdiği gösterilmiştir, bu da 

LDL’nin reseptörü için yüksek afinitesini kaybetmesine neden olur böylece, 

LDL’nin kan dolaşımındaki kalış süresi artar ve makrofajlar tarafından alımları 

artmış olur (176) . 

Lipit peroksidasyon, serbest radikal aracılı bir süreçtir, siklooksijenazlarla 

katalizlenen reaksiyonlardan oldukça farklıdır, çünkü onlar bir peroksidasyon 

aracılığı ile prostaglandin kaskadını başlatabilmek için, serbest yağ asidine 

gereksinim duyarlar. Lipit peroksidasyonda, öncü bir serbest radikal, çoklu 

doymamış yağ asidi ile etkileşime girer ve bir seri reaksiyonu başlatmış olur, sonuçta 

çeşitli degradasyon ürünleri oluşur (177) .  
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Lipit peroksidasyon, normal koşullar altında gerçekleşen, doğal bir süreçtir ve 

üç aşamaya ayrılabilir: Başlangıç, yayılma ve son bulma (178) . Başlangıç evresi, 

oksijenin aktivasyonunu içerir ve hız kısıtlayıcıdır. Çoklu doymamış yağ asitleri 

(membran lipitlerinin ana bileşeni), peroksidasyona çok duyarlıdır. Lipit 

peroksidasyon, reaktif oksijen türlerinin membran yapısı ve fonksiyonu üzerine 

etkilerinin en çok araştırılan sonucudur. Lipit peroksidasyonun sadece yıkıcı bir 

süreç olduğu fikri geçtiğimiz on yılda değişmiştir. Lipit peroksidasyon 

başlatıcılarının (reaktif oksijen ürünleri) yanı sıra lipit hidroperoksidazlar ve 

oksijenlenmiş ürünlerin de sinyal iletim kaskadı (179) , hücre proliferasyonunun 

kontrolü, farklılaşma, olgunlaşma ve apoptozisin indüksiyonuna katkıda bulunurlar 

(180-181) . Lipit peroksidasyon ve reaktif oksijen türlerinin, apoptozisi harekete 

geçirdiği gösterilmiştir, böylece kansere dönüşebilecek hücreler, kanserli hücreler, 

virüsle enfekte olmuş hücreler ve başka yollarla hasar görmüş, vücut için tehdit 

oluşturan hücreler elimine edilir (182) . Buna ek olarak, her ne kadar esansiyel n-6 

yağ asidi, linoleik asidin deneysel çalışmalarla göğüs kanserini arttırdığı gösterilmiş 

olsa da, diğer n-6 yağ asitlerinin (eikosapentaenoik asit (EPA), dokosaheksaenoik 

asit (DHA) ve alfa-linoleik asit) in vivo ve in vitro çalışmalarda, göğüs kanserinin 

gelişimini inhibe ettiği gösterilmiştir. Bu inhibisyon, tümör hücrelerinde lipit 

peroksidasyon oluşumunun artması ile ilişkilendirilebilinir. Kanserin büyümesinin bu 

şekilde baskılanması, pro-oksidanlarla artırılmış, antioksidanlarla elimine edilmiştir 

ve bu eliminasyon antioksidanlar tarafından lipit peroksidasyon ürünlerinin 

inhibisyonu ile orantılıdır (183) .  

Oksidatif stresin değerlendirilmesinde, belirteç olarak en yaygın kullanılan 

grup, lipitlerin peroksidasyon ürünleridir. Lipit peroksidasyon sonucunda oluşan ilk 

ürünler, dienik hidroperoksitlerle konjuge olurlar. Bu aktif maddeler çeşitli 

aldehitlere veya eğer orijinal yağ asidi araşidonik asit ise, izoprostana parçalanır. 

Parçalanma ürünleri oksidatif stresin değerlendirilmesinde kullanılırlar. Bu maddeler 

arasında, yaygın olarak kullanılan son ürünler olan malondialdehit (MDA) ve F2-

izoprostanların (F2I)  yanı sıra hidroperoksitler, fazla miktarda eksprese edilen 

konjuge dienler yer almaktadır. Lipit peroksidasyon ürünlerinin konsantrasyonları, 

sıklıkla yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) ve GC/MS’in kombinasyonu ya 
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da peroksidasyon ürünlerinin absorbansı okunarak tayin edilir. Spektroskopik 

teknikte, dışardan eklenen bir madde ile peroksidasyon ürününün reaksiyona girmesi 

sonucunda oluşan renkli kompleksler ile, lipit peroksidasyon ürünlerinin 

konsantrasyonu tayin edilir. Bu amaçla tez çalışmasında da, lipit peroksidasyon 

ürünü olan malondialdehitin tayini yapılmıştır. Karaciğer dokusundan tayini yapılan 

maddenin analizinin esası, tiyobarbitürik asit ile malondialdehitin reaksiyona girip 

renkli bir ürün oluşturmasına dayanır. Oluşan bu ürünün verdiği absorbans UV 

spektrofotometre ile 532 nm dalga boyunda ölçülür (184) . 

2.9.3. Tedavi YaklaĢımları 

Son 30 yılda, “iskemik kaskad” olarak da sık sık ifade edilen, iskemik hasarı 

takiben oluşan olaylar zincirinden sonra meydana gelen nörokimyasal değişikliklerin 

başlaması üzerinde önemli bilgi birikimi sağlanmıştır (Şekil 2.19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.19. İskemik kaskadın başlangıcı. İskemik kaskad, iskeminin 

başlamasını takiben glutamat salımını ve diğer nörokimyasal değişiklikleri içerir 

(185) . 
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Akut iskemik felcin tedavisine ilişkin iki yaklaşım bulunmaktadır: 

trombolizis, kan akımını riskli bölgeye doğru düzenlemeye çalışmak; 

nöroproteksiyon, daha sonra oluşacak nörodejenerasyonu minimize etmek ve 

iskemik kaskattaki mekanizmalarının bir veya daha fazlasına engel olmaktır. 

Trombolizisin esası pıhtıyı çözmektir, böylece iskemik dokunun reperfüzyonu ve kan 

akımının yeniden başlaması indüklenir. Orta serebral arterin kalıcı oklüzyonu veya 

oklüzyonu takiben reperfüze edildikten 2 saat sonra hayvanlarda yapılan çalışmaların 

sonuçları kolaylıkla incelenir ve reperfüzyonun değeri (value of reperfusion) 

ölçülebilir. Geçici iskemi oluşturulan sıçanların beynindeki infarkt hacim, kalıcı 

iskemi oluşturulanlara göre daha azdır (186) . Akut iskemik felcin tedavisinde rt-PA 

ile trombolizis her ne kadar klinik olarak efektif olsa da, kullanımı birkaç faktör 

tarafından kısıtlanmıştır. Birincisi, trombolitiklerin kullanımı hemorajik felçte 

kontrendike olduğu için, bu durumun kontrolünde hastaların bilgisayarlı tomografiye 

girmeleri gerekmektedir. Çünkü, rt-PA ilk üç saat içinde uygulanmalıdır ancak, 

bilgisayarlı tomografi gecikmeye neden olur ayrıca hastaneye getirmedeki gecikme 

veya diğer kontrendike durumlar da göz önünde bulundurulduğunda hastaların büyük 

bölümü (yaklaşık % 95) ilacı alamamaktadır. İkincisi, birçok hasta ilaç verilmesine 

rağmen reperfüze olamamaktadır ve de % 5’inden daha fazlası ilaç uygulanmasının 

sonucunda hemorajik komplikasyonlarla karşılaşmaktadır (187) . 

Nöroproteksiyon tüm yönleriyle farklı bir yaklaşımdır. Genel olarak yukarıda 

da bahsedildiği gibi nöroprotektif ajanların rolü iskemik kaskattaki bir veya daha 

fazla mekanizmaya engel olmaktır böylece, meydana gelebilecek doku hasarı en aza 

indirilir. Kan akımının çok azaldığı bölgenin (iskemik çekirdek) etrafının penumbra 

ile çevrelendiği varsayılır, ki bu bölge yavaş kan akımından dolayı tehlike altındadır, 

ancak bu bölge nöroprotektanların kullanımı ile veya kan akımının yeniden 

sağlanmasıyla korunabilir. Eğer böyle bir müdahale yapılmazsa penumbradaki 

hücreler ölür ve çekirdek giderek büyür (Şekil 2.20). Bu bakış açısını destekleyecek 

birçok kanıt mevcuttur (188) . Eğer müdahale edilmezse diğer mekanizmalar, 

hücrelerin ölümüne neden olacak şekilde iskemik kaskad tarafından çevrilir (Şekil 

2.21). 
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Şekil 2.20. Orta serebral arterin bir dalında oklüzyon oluşumu (185) .  

Orta serebral arter, penumbra ve iskemik çekirdek bölgesinde bir belirtiye 

sahiptir. Şekil 2.20’de nöroprotektif ilaç uygulandığında ve uygulanmadığında 

oluşan hasarın yayılımı gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.21. Hücre hasarında, reperfüzyonu takiben, önemli biyokimyasal yolaklar. Bu 

nörodejeneratif mekanizmalar, aynı zamanda, süregelen iskemiyi takiben de oluşur, 

çünkü serbest radikallerin oluşumu ve endotelyal hücre duvarı hasarı da devam eder 

(185) . 
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Trombolitik ajanların ve nöroprotektanların kombine kullanımı, bir takım 

avantajlar sunar. Üretilen klinik gelişimin derecesinde sinerjistik etki sağlar. rt-

PA’nın neden olduğu bazı problemlerin görülme sıklığı azalır. Kombine tedavinin 

değerinin gösterilmesi, hayvan deneylerinde bile oldukça komplekstir, fakat, konuyla 

ilgili faktöriyel tasarımları içeren öneriler yayınlanmaktadır (185) . 

Deneysel çalışmalarla etkinliği kanıtlanmış nitron bileşikleri, nöroproteksiyon 

sağlayan, serbest radikal temizleyici ajanlardır. Birçok araştırmaya konu olan ve 

güçlü etkilere sahip nitron bileşikleri anlatıldıktan sonra, tez çalışmalarında 

kullanılan etkin madde olan alfa-fenil-N-tert-butil nitron (PBN) hakkında ayrıntılı 

bilgi verilecektir. 

2.9.3.1. Nitron BileĢikleri 

Nitron bileşikleri en basit şekliyle, X-CH=NO-Y şeklinde gösterilirler. 

Nitronlar altmışlı yıllarda analitik kimya uygulamalarında kullanılmaya başlanmıştır. 

Nitron bileşikleri, serbest radikallerle reaksiyona girerek onları tuzağa düşürür ve 

stabil bir hale dönüştürür. Serbest radikaller, çok kısa bir süre stabildir bu nedenle 

karakterizasyonları ve tayinleri çok güçtür (189) . Nitronların serbest radikallere 

bağlanması oldukça yüksek hız sabiti ile gerçekleşen bir reaksiyondur ve nitronun 

yapısından bağımsızdır. PBN, en çok çalışılan nitron bileşiğidir (190) . Nitron 

bileşiklerinin serbest radikalleri temizleme ve onları tuzağa düşürme yeteneği, 

klinikte birçok alanda kullanıma ışık tutmaktadır. Nitron bileşiklerinin kullanım 

alanları arasında, inme tedavisi, anti-kanser aktivite, işitme kaybının tedavisi yer 

almaktadır (189) . Nitron bazlı antioksidan bir bileşik olan PBN, biyolojik 

sistemlerde serbest radikalleri stabilize etmek ve onları temizlemek için en çok 

kullanılan bileşiktir. 

2.9.3.1.1.  Alfa-Fenil-N-Tert-Butil Nitron (PBN) 

Kimyasal formülü, 2-metil-N-(fenilmetilen)-2-propanamin N oksit, moleküler 

formülü ise C11H15NO olan alfa-fenil-n-tert-butil nitron (PBN) biyolojik sistemlerde, 

kısa ömürlü oksijen, karbon ve azot merkezli serbest radikallerin tuzağa 

düşürülmesini sağlar (Şekil 2.22). Işığa duyarlı bir maddedir, bu duyarlılık çözelti 
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formunda daha da artmaktadır. Polar organik solvanlarda (metanol, etanol, 

asetonitril, toluen, benzen, kloroform, etilasetat)  kolaylıkla çözünür. Sudaki 

çözünürlüğü % 2,9’dur. Beyaz renkli kristal bir toz olan PBN’in molekül ağırlığı 

177,3 g/mol, erime derecesi ise 72-74 °C’dir (191) . 

 

 

 

Şekil 2.22. PBN’in kimyasal yapısı (192) . 

 Serebral iskemi ve reperfüzyon, reaktif oksijen türlerinin üretimini 

arttırmaktadır, bu da lipit peroksidasyon ve/veya proteinlerin oksidasyonu sonucunda 

hücre membranında hasara neden olmaktadır (151,193) .  Daha önceki çalışmalar, 

reaktif oksijen türlerinin artışının ikincil mitokondriyal disfonksiyona ve 

mitokondriyal permeabilite geçiş oluşumuna neden olduğunu göstermiştir. 

Mitokondriyal permeabilite geçişi olduğu için, apoptozisi indükleyen faktörlerin ve 

sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya salımı gerçekleşir. Böylece, kaspazların 

aktivasyonunu içeren programlanmış hücre ölüm yolakları tetiklenir ve sonuçta 

DNA’nın fragmantasyonuna neden olur. Serbest radikal tutucu ajanların 

reperfüzyondan 3 saat sonra uygulansa bile, kalıcı veya geçici fokal iskemi 

sonucunda iskemik beyin hasarını azalttığı sıçanlarda ve primatlarda gösterilmiştir. 

Yapılan çalışmalar, 2 saat süren geçici fokal iskemiyi takiben, sirkülasyonun 

başlatılmasından 1 saat sonra PBN verildiğinde, biyoenerjik durumdaki azalmayı ve 

mitokondriyal solunumdaki azalmayı iyileştirildiği, reperfüzyondan 4 saat sonra 

gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar, PBN’in mitokondriyal düzeyde rol oynadığını ileri 

sürmektedir. İkincil mitokondriyal disfonksiyonu önleme etkisine ek olarak, nitron 

bazlı serbest radikal süpürücüler ayrıca oksidatif stresi baskılayıcı maddeler olarak 

da bilinirler, bunu inflamatuvar sitokin kaskadının aktivasyonunu baskılayarak 

sağlarlar (194) .  

Serbest radikal süpürücülerin terapötik etkinliği üzerine literatürde, kan beyin 

engelini geçebilen maddelerin, iskemik hasardan beyni antioksidanlara göre daha 
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etkili koruduğu yer almaktadır. Antioksidanlar genellikle, serebral mikrovaskülerin 

endotelinde rol alırlar. Kan beyin engelinden geçemeyen serbest radikal süpürücüler, 

hayvan deneylerinde, infarkt hacmi % 25-35 arasında azaltırken, PBN ile ikna edici 

sonuçlar alınmıştır. Nitron bazlı serbest radikal süpürücüler, beyne yüksek 

konsantrasyonda penetre olurlar ve serbest radikallerle stabil bir eklenme ürünü 

oluşturmak üzere reaksiyona girerler. Geçici ve kalıcı fokal iskemi hayvan 

modellerinde, PBN ile tedavide infarkt hacim % 50 < oranında azalmıştır (195) . 

 PBN, ilgi çekici farmakolojik özelliklere sahiptir, bunun nedeni kuvvetli 

nöroprotektif etkinliği ve travmatik beyin hasarı, inme, intraserebral hematoma gibi 

bazı santral sinir sistem hasarı modelleri gibi geniş terapötik pencereye sahip 

olmasıdır. PBN, lipofilik özelliği sayesinde, yüksek derecede kan beyin engeli 

penetrasyonuna sahiptir ve plazma yarı ömrü 3 saattir. Ön tedavi olarak, hasardan 30 

dakika önce, 30 mg/kg’lık intravenöz uygulama ile bilişsel eksikliği ve lezyonun 

hacmini azalttığı sıçanlarda gösterilmiştir. PBN’in nöroprotektif etkisi, onun reaktif 

oksijen türlerini temizlemesine dayandırılmaktadır. Fakat, PBN’in, inflamatuvar 

aracılar, transmitter sistemler veya kalsiyum kanallarının blokasyonu üzerine etkisi 

gibi alternatif mekanizmalara da sahip olabileceği öne sürülmektedir (196) .  

  PBN’in nöroprotektif etkinliği lipopolisakkarit aracılı septik şok modeli, 

hipoksi-iskemi modeli ve diğer nöronal dejeneratif hastalıklar aracılığı ile 

gözlenmiştir (197) . PBN’in manyetik rezonans görüntüleme ile, karbontetraklorür 

intoksikasyonu sonrasında, sıçanlarda karaciğer ödeminin hacmini önemli ölçüde 

azalttığı gözlenmiştir. PBN’in en çarpıcı farmakolojik etkilerinden birisi de, ön 

uygulama ile endotoksin aracılı ölümlere karşı koruma sağlamasıdır (198) .  

Serbest radikal temizleyicilerin, geçici ön beyin iskemisinin reperfüzyon 

sürecinde başarılı bir şekilde nöronal hasarı azalttıkları bilinmektedir. PBN’in ayrıca 

fokal iskemide de infarkt hacmi azalttığı gösterilmiştir. Önemli bir nöroproteksiyon 

ajanı olan PBN, serbest radikallerle reaksiyona girerek, onları daha stabil bir forma 

dönüştürür. PBN’in, sıçanlarda kalıcı ve geçici fokal iskemi modellerinin yanı sıra,  

hem global hem de ön beyin iskemisi modellerinde gerbillerde yapılan çalışmalarda 

beyin hasarını iyileştirdiği gösterilmiştir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Araç ve Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Alfa-fenil-n-tert-butil nitron (PBN) Fluka, İsviçre 

Bikinkoninik asit (BCA) Potein Miktar 

Tayin Kiti 

Thermo Scientific, Pierce Protein 

Research, ABD 

Butanol (iso for analysis) Carlo Erba Reagents, İtalya 

Etanol (% 96) Al-Abbas Sugar Mills, Pakistan 

Etil asetat Merck, Almanya 

Hidroklorik asit Riedel-de Häen, Almanya 

Kitosan Cl (Protasan UP CL 113) (MA 

<150 kDa, deasetilasyon derecesi: % 

75-90) 

FMC Biopolymers, Norveç 

Metanol (HPLC grade) Sigma Aldrich, ABD 

Orto fosforik asit (% 85) Merck, Almanya 

Pentasodyum tripolifosfat (TPF) Sigma-Aldrich, ABD 

PLGA (50:50) (Resomer RG 502 H) Boehringer Ingelheim, Almanya 

PLGA-ko-PEG diblok (Resomer RGP d 

50105) 

Boehringer Ingelheim, Almanya 

Polivinil alkol (Mw:30 000-70 000 Da) Sigma®, ABD 

Sodyum hidroksit Riedel-de Häen, Almanya 

Sodyum klorür Merck, Almanya 

Tiyobarbitürik asit Sigma Aldrich, ABD 
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3.1.2. Kullanılan Aletler 

Hassas Terazi Shimadzu, Japonya 

Mettler Toledo, İsviçre 

HPLC Sistemi Agilent Technologies 1200 

Series, ABD 

Kolon (C18 5µm, 150x4,6 mm) Clipeus, Higgins Analytical 

Inc., ABD 

Liyofilizatör Heto PowerDry PL3000, Jouan, 

Danimarka 

Manyetik Karıştırıcı Variomag Telesystem, Almanya 

Heidolph, Almanya 

Mikropipet Eppendorf, Almanya 

Partikül Büyüklüğü ve Zeta Potansiyeli 

Ölçüm Cihazı 

Zetasizer Nanoseries ZS, 

Malvern 

Instruments, İngiltere 

pH metre Sartorius PP-20, Almanya 

Rotavapor 
IKA® Werke GmbH & Co. 

KG, Almanya 

Santrifüj Aleti Hermle Z383 K, Almanya 

Şırınga Filtresi Advantec, MFS, Inc., Japonya 

Taramalı Elektron Mikroskopisi Nova™ NanoSEM 430, FEI, 

ABD 
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Termostatlı Yatay Çalkalayıcı Memmert, Almanya 

Ultra Saf Su Sistemi Simplicity 185-Milipore, ABD 

Ultrasonik Banyo Branson B 220 Smith Kline, 

ABD 

UV Spektrofotometre UV-1800, Shimadzu, Japonya 

Vorteks Nüvemix, Türkiye 

Yüksek Hızlı Homojenizatör 
Ultraturrax T25 Basic, IKA, 

Almanya 

 

3.2. Yöntem 

 

 3.2.1. PBN’in Fizikokimyasal Özellikleri Üzerinde Yapılan ÇalıĢmalar 

  

3.2.1.1. UV Spektrumu 

 

PBN’in etanol:su [1:9 (h/h)] içerisinde hazırlanan 10 µg/ml 

konsantrasyondaki çözeltisinin UV spektrumu 1x1 cm’lik kuartz küvetler içerisinde 

200 -400 nm arasında taranmış ve çözeltinin λmaks değeri tespit edilmiştir. 

 

3.2.2. PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile Miktar 

Tayini  

PBN’in in vitro koşullardaki miktar tayini Chen ve diğ. (199) tarafından 

uygulanan yöntemde bazı modifikasyonlar yapılarak gerçekleştirilmiştir. PBN’in 

miktar tayininde kullanılan kromatografik koşullar Tablo 3.1’de özetlenmiştir. 
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Tablo 3.1. PBN’in HPLC ile miktar tayininde kullanılan kromatografik koşullar. 

Kolon C18 (150x4,6mm, por büyüklüğü 5 µm) 

Mobil faz Metanol : Su (50:50) 

Enjeksiyon Hacmi 20 µl 

AkıĢ Hızı 1 ml/dk 

Dedektör UV dedektör 

Dalga Boyu 286 nm 

Kolon Fırını Sıcaklığı 25 °C 

 

3.2.2.1. Kalibrasyon Doğrusu 

HPLC analizleri sonucunda, PBN’in kalibrasyon doğrusunun elde edilmesi 

için etkin maddenin etanol:su [1:9 (h/h)] içerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda birinci 

ana stok çözeltisinden hareketle 10 µg/ml konsantrasyonda ikinci stok çözeltisi ve bu 

stok çözeltiden hareketle 100 ng/mL konsantrasyonda üçüncü stok hazırlanmıştır 

(n=6). İkinci ve üçüncü stok çözeltiler kullanılarak 25, 50, 100, 200, 400, 800 ng/mL 

konsantrasyonda PBN içerecek şekilde etanol:su [1:9 (h/h)] ile gerekli seyreltmeler 

yapılarak 6 farklı seri oluşturulmuştur. Kalibrasyon doğrusu, çözeltilerin 

konsantrasyonlarına karşı elde edilen pik alanları kullanılarak çizilmiştir. 

3.2.2.2. Analitik Yöntem Validasyonu 

Analitik yöntem validasyonu, analizi yapılacak maddenin tayininde 

kullanılacak olan analitik yöntemin belirlenen koşullarda doğru, özgül ve 

tekrarlanabilir olduğunu garanti etmek için uygulanan prosedürdür. Metot 

validasyonu, kullanılan analitik yöntemin güvenilirliğinin teminatıdır (200) . HPLC 

analitik metodunun değerlendirilmesinde aşağıdaki parametreler incelenmiş ve 

sonuçlar istatistiksel olarak yorumlanmıştır. 

 Doğrusallık (“Linearity”) 

 Doğruluk (“Accuracy”) 

 Kesinlik (“Precision”) 

 Duyarlılık (“Sensitivity”) 
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 Özgüllük (“Specificity”) 

 Stabilite (“Stability”) 

 

3.2.2.2.1. Doğrusallık (“Linearity”) 

Doğrusallık, bir analitik yöntemin belirli bir aralıkta, analizi yapılan 

maddenin konsantrasyonu ile deney sonuçlarının direk olarak orantılı olmasını 

sağlama yeteneğidir (201) . Bu amaçla etkin maddenin etanol:su [1:9 (h/h)] içindeki 

1 mg/ml konsantrasyonda birinci ana stok çözeltisinden hareketle 10 µg/ml 

konsantrasyonda ikinci stok çözeltisi ve bu stok çözeltiden hareketle 100 ng/mL 

konsantrasyonda üçüncü stok hazırlanmıştır (n=6). İkinci ve üçüncü stok çözeltiler 

kullanılarak 25, 50, 100, 200, 400, 800 ng/mL konsantrasyonda PBN içerecek 

şekilde etanol:su [1:9 (h/h)] ile gerekli seyreltmeler yapılarak 6 farklı seri 

oluşturulmuştur. Kalibrasyon doğrusu, çözeltilerin konsantrasyonlarına karşı elde 

edilen pik alanları kullanılarak çizilmiştir. 

 

3.2.2.2.2. Doğruluk (“Accuracy”) 

Doğruluk, kullanılan analitik yöntem ile elde edilen deney sonuçlarının 

gerçek değerlere yakınlığını ifade eder (201) . PBN’in miktar tayini için kullanılan 

yöntemin deney içi (intra-assay) ve deneyler arası (inter-assay) doğruluğunun 

değerlendirilmesinde aşağıda verilen formül kullanılmıştır (Formül 3.1) (202) .  

 

 

Doğruluk= 

 

 

 

Deney içi doğruluğun tespiti için kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng/mL), her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve aynı gün 

içinde arka arkaya ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

Ortalama tayin edilen konsantrasyon – İlave edilen konsantrasyon 

İlave edilen konsantrasyon 
x 100 

(3.1) 
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  Deneyler arası doğruluğun tespiti için kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng/mL), her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve birbirini 

takip eden üç gün tayin edilmiştir. 

 

3.2.2.2.3. Kesinlik (“Precision”) 

Kesinlik, bir analitik yöntemin tekrarlanabilirlik derecesinin ölçümü olarak 

tanımlanır (201) . Spesifik analiz koşulları altında elde edilen bağımsız analitik 

sonuçlar arasındaki uyumun derecesidir. Kesinlik, yalnız tesadüfi hataların dağılımı 

ile ilişkilidir, gerçek değerlerle ilgisi yoktur. Bir analitik yöntemin kesinliği, 

istatistiksel açıdan yeterli değerlendirmenin yapılacağı sayıda, aynı konsantrasyonda 

numune ardı ardına ölçülerek, örnekler için varyasyon katsayısı (VK) hesaplanarak 

değerlendirilir. Kesinlik, tekrarlanabilirilik (“repeatability”) ve tekrar elde 

edilebilirlik (“reproducibility”) olarak ifade edilir (200) .  

 

  3.2.2.2.3.1. Tekrarlanabilirlik (“Repeatability”) 

Kullanılan analitik yöntemin farklı deney zamanlarında güvenilirliğinin 

kanıtlanması için yapılmaktadır. 

  Tekrarlanabilirliğin tespiti için, kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng/mL) standart çözeltiler 

hazırlanmış ve aynı çözeltilerin pik alanları HPLC ile altı kez ayrı ayrı analiz edilip, 

hesaplanmıştır. Pik alanlarına karşılık gelen derişimler için VK değerleri 

hesaplanmıştır. Analitik yöntemin tekrarlanabilirliğinin uygunluğunun gösterilmesi 

için VK’nın % 2’den küçük olması önerilmektedir (201) . 

 

  3.2.2.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirilik (“Reproducibility”) 

Aynı konsantrasyondaki çözeltiden hareketle, aynı laboratuvar, aynı analist 

ve aynı cihaz kullanılarak gerçekleştirilen ölçümlerde uyum ve uygunluk incelenir. 

Üç farklı konsantrasyon düzeyinde uygun sayıda bağımsız çözelti kullanılarak aynı 

gün ve farklı günlerde gerçekleştirilir.  
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  Deney içi tekrar elde edilebilirliğin tespiti için kalibrasyon eğrisinde yer alan 

üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng/mL) her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve aynı gün 

içinde arka arkaya ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

  Deneyler arası tekrar elde edilebilirliliğin tespiti için kalibrasyon eğrisinde 

yer alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng/mL) her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve birbirini 

takip eden üç gün tayin edilmiştir. 

  Tekrar elde edilebilirliğin değerlendirilmesinde, pik alanlarına karşılık gelen 

derişimler için varyasyon katsayısı değerleri hesaplanmıştır. Analitik yöntemin tekrar 

edilebilirliğinin uygunluğunun gösterilmesi için gün içi ve günler arası kesinlik 

çalışmalarında VK % 2’den küçük olmalıdır (200) . 

 

3.2.2.2.4. Duyarlılık (“Sensitivity”) 

3.2.2.2.4.1. Saptama Sınırı (“Limit of Detection”) 

Analizi yapılan maddenin kalitatif olarak saptanabildiği en düşük 

konsantrasyondur. Bu değer, sinyal:gürültü oranının 3:1 olduğu konsantrasyon ile 

ifade edilmektedir (201-202) . 

 

 3.2.2.2.4.2. Miktar Tayin Sınırı (“Limit of Quantification”) 

Analitik yöntemin belirlenen şartlarda, analizi yapılan maddenin kabul 

edilebilir kesinlik ve doğruluk ile tayin edilebildiği en düşük konsantrasyon olarak 

tanımlanır. Bu değer, sinyal:gürültü oranının 10:1 olduğu konsantrasyon ile ifade 

edilmektedir (201-202) . 

 

  3.2.2.2.5. Özgüllük (“Specificity”) 

Bir analitik yöntemin özgüllüğü; ortamda bulunan etkin madde dışındaki 

yardımcı maddelerin, safsızlıkların veya parçalanma ürünlerinin varlığında, analiz 

edebilme yeteneğini göstermektedir, sayısal olarak ifade edilmez (203) . Bu 

ölçütlerin değerlendirilmesine yönelik olarak formülasyonda kullanılan diğer 

maddelerin (kitosan, kitosan-PEG, TPF, PLGA, PLGA-PEG, PVA) formülasyonda 
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bulundukları konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmış ve etkin madde analizinin 

yapıldığı koşullarda HPLC kullanılarak kromatogramları incelenmiştir. Ayrıca, ilaç 

yükleme ve in vitro salım çalışmalarında etkin madde yüklü nanopartikül 

formülasyonlarına uygulanan işlemeler, boş nanopartiküllere de uygulanarak HPLC 

kromatogramları elde edilmiştir. 

 

  3.2.2.2.6. Stabilite (“Stability”) 

PBN’in analiz boyunca stabilitesini göstermek amacıyla 400 ng/mL 

konsantrasyonda hazırlanan çözeltisi (PBS pH 7,4 ortamındaki) 37 °C’de 24 saat 

bekletilmiş ve analiz edilmiştir. Sonuçlar arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı 

istatistiksel olarak gösterilmiştir. 

 

3.2.3. Kitosan-Polietilen glikol (KS-PEG) Sentezi 

Nanoteknoloji konusundaki çalışmalarımız uluslararası bir işbirliği 

çerçevesinde yürütülmekte olup, aşağıda özetlenen polimer sentezi çalışmaları 

İspanya’dan Prof. Fernandez-Megia ve diğ. tarafından gerçekleştirilmiş, sentezlenen 

polimerle ilgili yöntem ve bulgular daha önce rapor edilmiştir (27,204) .  KS-PEG 

sentezi için 100 mg KS.HCl (Protasan UP CL 113, 0,50 mmol) 14,3 mL suda 

çözündürülmüşür. MeO-PEG-OCH2CO2H ticari olarak bulunan MeO-PEG-OH’dan 

hareketle önceden uygulanan prosedürler çerçevesinde sentezlenmiştir (205) . 17,8 

mg MeO-PEG-OCH2CO2H (3,47 mmol, Mn 5114) ve 2,03 mg N-hidroksi 

süksinimid (NHS) (0,018 mmol) sonradan çözeltiye eklenmiş ve 27,1 mg N-(3-

dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid hidroklorür (EDC-HCl) (0,141 mmol) 

stabilite sorunu nedeniyle porsiyonlar halinde karışıma ilave edilmiştir. Elde edilen 

çözelti 22 saat boyunca oda sıcaklığında karıştırılıp, filtreden süzülmüş (Amicon, 

YM30) ve KS-g-PEG (KS-PEG) beyaz köpük halinde elde edilmiştir. 
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3.2.4.  Nanopartikül Formülasyon ÇalıĢmaları 

3.2.4.1. Kitosan ve Yüzeyi Modifiye EdilmiĢ Kitosan (Kitosan-PEG) 

Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Kitosan ve KS-PEG nanopartikülleri, TPF ile kitosan ve Bölüm 3.2.3’de 

“Kitosan-Polietilen glikol (KS-PEG) Sentezi” başlığı altında sentezi açıklanan 

polimerin (KS-PEG) iyonotropik jelasyonu ile hazırlanmıştır (29) . Bu yöntemle 

hazırlanan nanopartiküllerde yüklenen etkin madde miktarı farklılığının yanı sıra 

PEG ile modifikasyonun nanopartiküllerin fizikokimyasal özellikleri üzerindeki 

etkileri incelenmiştir. Nanopartiküller, TPF çözeltisinin manyetik karıştırıcı üzerinde 

oda sıcaklığında sürekli olarak karışmakta olan kitosan çözeltisine damla damla ilave 

edilmesiyle elde edilmiştir. Kitosan/TPF oranının belirlenmesi için kitosan ve TPF 

çözeltilerinin değişen konsantrasyonlarının ve hacimlerinin kullanıldığı ön çalışmalar 

yapılmıştır. Nanopartiküllerin hazırlanması Şekil 3.1’de şematize edildiği gibi 

gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3.1. Kitosan ve yüzeyi modifiye edilmiş kitosan nanopartiküllerin 

hazırlanma şeması. 

Kitosan Çözeltisi TPF Çözeltisi 

Manyetik karıştırma (10 dk) Nanopartikül 

Süspansiyonu 

Santrifüjleme 

10 000 rpm, 1 saat 

Süpernatan 

Nanopartikül 

Gliserin 
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3.2.4.1.1.  Etkin Madde YüklenmemiĢ Kitosan ve KS-PEG  

Nanopartiküllerin Hazırlanması 

3.2.4.1.1.1. BoĢ Kitosan Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

 

Kitosan nanopartikülleri iyonotropik jelasyon yöntemi ile hazırlanmıştır. 

Etkin madde yüklü olmayan kitosan nanopartiküllerinin hazırlanması için ultra saf su 

içinde 1,75 mg/mL konsantrasyondaki kitosan ve 0,4 mg/mL konsantrasyondaki TPF 

çözeltisi hazırlanmıştır. Kitosan su içinde 45 dakika boyunca manyetik karıştırıcıda 

700 rpm hızda karıştırılarak çözündürülmüştür. Kitosanın tamamen çözünmesinden 

sonra karışmakta olan kitosanla eşit hacimdeki TPF çözeltisi damla damla ilave 

edilerek 10 dakika karıştırılıp 10 µL gliserin eklenmiş ependorf tüplere 2 mL 

hacimde nanopartikül süspansiyonu konulmuştur. Süspansiyon, +4 C’de 10000 

rpm’de 1 saat boyunca santrifüjlenerek süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra geride 

kalan nanopartiküller, kullanılmak üzere ultra saf su içinde yeniden süspande 

edilmiştir. Etkin madde içermeyen kitosan nanopartiküllerin hazırlanması sırasında 

kullanılan polimer ve çapraz bağlayıcı konsantrasyonları ve hacimleri ayrıntılı 

şekilde Tablo 3.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.2. Boş kitosan nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan kitosan ve 

TPF çözeltilerinin konsantrasyon ve hacimleri. 

 Konsantrasyon (mg/mL) Hacim (mL) 

KS 1,75 1 

TPF 0,4 1 

 

3.2.4.1.1.2.  BoĢ Kitosan-PEG Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Kitosan-PEG nanopartiküllerinin hazırlanması iyonotropik jelasyon tekniği 

ile gerçekleştirilmiştir. KS-PEG ile nanopartiküllerin hazırlanması için ultra saf su 

içinde 1 mg/mL konsantrasyondaki KS-PEG çözeltisi ve 0,84 mg/mL 

konsantrasyondaki TPF çözeltisi hazırlanmıştır. KS-PEG su içinde 1 saat boyunca 
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manyetik karıştırıcıda 700 rpm hızda karıştırılarak çözündürülmüştür. KS-PEG’in 

tamamen çözünmesinden sonra karışmakta olan kitosan çözeltisinin 5 mL’sine TPF 

çözeltisinden 2 mL damla damla ilave edilerek 10 dakika karıştırılıp 10 µL gliserin 

eklenmiş ependorf tüplere 7 mL hacimde nanopartikül süspansiyonu konulmuştur. 

Süspansiyon, +4 C’de 10000 rpm’de 1 saat boyunca santrifüjlenerek süpernatan 

uzaklaştırıldıktan sonra geride kalan nanopartiküller, kullanılmak üzere ultra saf su 

içinde yeniden süspande edilmiştir. Etkin madde içermeyen KS-PEG 

nanopartiküllerin hazırlanması sırasında kullanılan polimer ve çapraz bağlayıcı 

konsantrasyonları ve hacimleri ayrıntılı şekilde Tablo 3.3’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.3. Boş KS-PEG nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan KS-PEG ve 

TPF çözeltilerinin konsantrasyon ve hacimleri. 

 Konsantrasyon (mg/mL) Hacim (mL) 

KS-PEG 1 5 

TPF 0,84 2 

 

3.2.4.1.2. Etkin Madde Yüklü Kitosan ve KS-PEG Nanopartiküllerinin 

Hazırlanması 

3.2.4.1.2.1. PBN Yüklü Kitosan Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Kitosan nanopartiküllerine 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL olmak üzere iki farklı 

dozda PBN yüklenmiştir. 0,5 mg/mL konsantrasyonda PBN yükleyebilmek için 

2,042 mg/mL konsantrasyonda, 1 mg/mL konsantrasyonda PBN yükleyebilmek için 

ise, 2,451 mg/mL konsantrasyonda kitosan çözeltisi hazırlanmıştır. Kitosan çözeltisi 

700 rpm’de manyetik karıştırıcıda 1 saat boyunca karıştırılmıştır. Kitosanın tamamen 

çözünmesinden sonra karışmakta olan kitosan çözeltisinden gerekli hacim üzerine 

PBN çözeltisi (1:9 (h/h) etanol:su içerisinde) ilave edilerek oda sıcaklığında 30 

dakika karıştırılmıştır. Eşit hacimdeki polimer-etkin madde çözeltisi üzerine TPF 

çözeltisi damla damla ilave edilerek 10 dakika karıştıktan sonra 10 µL gliserin 
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eklenmiş ependorf tüplere hazırlanan nanopartikül süspansiyonu aktarılmıştır. 

Süspansiyon +4 C’de 10000 rpm’de 1 saat boyunca santrifüjlenerek süpernatan 

uzaklaştırılmış, elde edilen nanopartiküller, kullanılmak üzere ultra saf su içinde 

yeniden süspande edilmiştir. Nanopartiküllerin hazırlanması sırasında kullanılan 

polimer, etkin madde ve çapraz bağlayıcı konsantrasyonları ve hacimleri ayrıntılı 

şekilde Tablo 3.4’de gösterilmiştir. 

Tablo 3.4. Değişen konsantrasyonda (a; 0,5 mg/mL, b; 1 mg/mL) etkin madde içeren 

kitosan nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan PBN, kitosan ve TPF 

çözeltilerinin konsantrasyon ve hacimleri. 

 Konsantrasyon (mg/mL) Hacim (mL) 

KS 2,042 0,857 

PBN 7 0,143 

TPF 0,4 1 

 

 Konsantrasyon (mg/mL) Hacim (mL) 

KS 
2,451 0,714 

PBN 7 0,286 

TPF 0,4 1 

 

3.2.4.1.2.2.  PBN Yüklü Kitosan-PEG Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Kitosan-PEG nanopartiküllerine 0,5 ve 1 mg/mL olmak üzere iki farklı 

konsantarsyonda PBN yüklenmiştir. 0,5 mg/mL konsantrasyonda PBN 

yükleyebilmek için, 1,11 mg/mL konsantrasyonda, 1 mg/mL PBN konsantrasyonda 

PBN yükleyebilmek için ise, 1,25 mg/mL konsantrasyonda KS-PEG çözeltisi 

(a) 

(b) 
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hazırlanmıştır. KS-PEG çözeltisi ultra saf su içerisinde, 700 rpm’de 1 saat manyetik 

karıştırıcıda karıştırılarak hazırlanmıştır. Polimer tamamen çözündükten sonra, 

karışmakta olan çözeltinin hesaplanan hacmi üzerine PBN çözeltisi (1:9 (h/h) 

etanol:su içerisinde) ilave edilerek oda sıcaklığında 30 dakika karıştırılmıştır. 5mL 

hacimdeki polimer-etkin madde çözeltisi üzerine 2 mL hacimde TPF çözeltisi damla 

damla ilave edilerek 10 dakika karıştıktan sonra 10 µL gliserin eklenmiş ependorf 

tüplere hazırlanan nanopartikül süspansiyonu aktarılmıştır. Süspansiyon +4 C’de 10 

000 rpm’de 1 saat boyunca santrifüjlenerek süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra elde 

edilen nanopartiküller, kullanılmak üzere ultra saf su içinde yeniden süspande 

edilmiştir. Nanopartiküllerin hazırlanması sırasında kullanılan polimer, etkin madde 

ve çapraz bağlayıcı konsantrasyonları ve hacimleri ayrıntılı şekilde Tablo 3.5’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 3.5. a; 0,5 mg/mL ve b; 1 mg/mL etkin madde içeren kitosan-PEG 

nanopartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan PBN, KS-PEG ve TPF çözeltilerinin 

konsantrasyon ve hacimleri. 

 Konsantrasyon (mg/mL) Hacim (mL) 

KS-PEG 1,11 4,5 

PBN 7 0,5 

TPF 0,84 2 

 

 Konsantrasyon (mg/ml) Hacim (ml) 

KS-PEG 1,25 4 

PBN 7 1 

TPF 0,84 2 

 

(a) 

(b) 
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3.2.4.2. PLGA ve Yüzeyi Modifiye EdilmiĢ PLGA (PLGA-PEG) 

Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

 Biyoparçalanabilir sentetik polimerler olan PLGA ve PLGA-PEG polimerleri 

ile emülsifikasyon/solvan buharlaştırma yöntemine uygun olarak nanopartiküller 

hazırlanmıştır. Tez çalışmasında kullanılan etkin maddenin organik fazda (etil asetat, 

aseton, vb.) kolaylıkla çözünebilen lipofilik bir madde olmasından dolayı Y/S basit 

emülsiyon oluşturulmuştur. Polimerin ve  etkin maddenin iç faz olan yağ fazında 

(organik solvanı içeren faz) çözünmesi sağlanmıştır. Emülgatör olarak 

formülasyonda yer alan yüzey etkin madde olan polivinil alkolün su içindeki 

çözeltisi üzerine polimeri ve etkin maddeyi içeren organik faz eklenmiştir ve yüksek 

hızlı homojenizatör ile karıştırılarak, stabil ve nano boyutta damlacıklara sahip 

emülsiyon oluşumu sağlanmıştır. Organik faz olan etil asetat rotavaporda 

uçurulduktan sonra ve iki kez santrifüjleme işlemi yapılarak nanopartiküllerin 

yıkanması ve toplanması sağlanmıştır. Emülsifikasyon/solvan buharlaştırma yöntemi 

ile nanopartikül üretimi Şekil 3.2’de özetlenmiştir. 
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Şekil 3.2. PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerin hazırlanma şeması. 

Polimer çözeltisi 

(etil asetat içinde) 

PVA çözeltisi 

(deiyonize su içinde) 

Manyetik 

karıştırma 
Yüksek hızlı homojenizatör 

(11 000 rpm, 2 dk) 

Nanopartikül 

süspansiyonu 

Rotavaporda 

organik fazın 

uçurulması 

Santrifüjleme       

(2 kez 10 000 

rpm, 1 saat) 

Liyofilizasyon 

(24 saat) 
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3.2.4.2.1. BoĢ PLGA ve PLGA-PEG Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

PLGA ve PLGA-PEG nanopartikülleri, emülsifikasyon/solvan buharlaştırma 

metodu kullanılarak hazırlanmıştır. Etkin madde yüklü olmayan, boş PLGA ve 

PLGA-PEG nanopartiküllerinin hazırlanması için, öncelikle 20 mL % 3’lük polivinil 

alkol (PVA) çözeltisi ultra saf su içinde hazırlanmıştır. Daha sonra PLGA ve PLGA-

PEG polimerlerinin etil asetat içindeki % 2’lik çözeltisi 10 mL olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Manyetik karıştırıcı üzerinde, polimer çözeltisi, PVA çözeltisi üzerine 

eklenmiştir, yüzey aktif madde olan PVA sayesinde Y/S emülsiyon oluşumu 

sağlanmıştır. Bu emülsiyon uygun bir cam kap içerisinde, yüksek hızlı 

homojenizatörde 2 dakika boyunca 11000 rpm homojenize edilmiştir. Partikül 

boyutunun küçülmesi ve homojenizasyonu sağlanmıştır. Bu süre sonunda, emülsiyon 

manyetik karıştırıcı üzerinde iken 20 mL ultra saf su eklenmiştir ve 10 dakika 

karışmaya bırakılmıştır. Bu süre sonunda, organik faz olan etilasetatın uçması için 

rotavapor kullanılmıştır. Organik fazın uçması için kullanılan diğer bir yol olan oda 

sıcaklığında bir gece boyu uçmaya bırakma tekniği, etkin madde yüklü nanopartikül 

üretiminde maddenin salımına neden olacağı için tercih edilmemiştir.  Organik faz 

olan etil asetat rotavaporda uçurulduktan sonra, 40 mL’lik santrifüj tüplerine 

alınmıştır ve 10000 rpm’de 1 saat santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen 

süpernatant atılarak 40 mL ultra saf su içinde resüspande edilen nanopartiküllerin 

yıkanması sağlanmıştır ve aynı şartlarda bir kez daha santrifüj edilmiştir. Süpernatan 

uzaklaştırıldıktan sonra elde edilen nanopartiküller yeniden süspande edilmiştir. Bu 

şekilde karakterizasyon çalışmaları tamamlandıktan sonra, daha sonraki üretimlerde 

son basamakta nanopartiküller liyofilize edilmiştir. In vitro salım çalışmaları ve 

liyofilize nanopartiküllerde karakterizasyon çalışması yapmak üzere +4 °C’de 

saklanmıştır. 

3.2.4.2.2. PBN Yüklü PLGA ve PLGA-PEG Nanopartiküllerinin 

Hazırlanması 

PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerine polimer miktarının % 5 (a/a)’i ve % 

10 (a/a)’u kadar olmak üzere iki farklı dozda PBN yüklenmiştir. 10 mL PLGA ve 
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PLGA-PEG çözeltisi etil asetat içerisinde konsantrasyonu % 2 olacak şekilde 

manyetik karıştırıcıda 20 dakika karıştırılarak hazırlanmıştır. Bu süre sonunda 

karışmakta olan polimer çözeltisinin üzerine yüklenecek miktarda (10 mg ve 20 mg) 

PBN eklenmiştir ve 30 dakika boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. 20 mL 

% 3’lük PVA çözeltisi ultra saf su içerisinde hazırlanmıştır. Karışmakta olan bu 

çözelti içerisine etkin madde ve polimeri içeren 10 mL’lik çözelti eklenmiştir, Y/S 

emülsiyon oluşumu sağlanmıştır. Oluşan emülsiyon uygun bir cam kap içerisine 

alınarak, yüksek hızlı homojenizatörde 2 dakika 11000 rpm’de homojenize 

edilmiştir. Homojenize edilen emülsiyon manyetik karıştırıcıda 10 dakika daha 

karıştırıldıktan sonra üzerine 20 mL ultra saf su eklenmiştir ve rotavaporda organik 

faz olan etil asetatın uçması sağlanmıştır. Bu işlem sonunda elde edilen nanopartikül 

süspansiyonu + 4 °C’de 10000 rpm’de 1 saat santrifüj edilmiştir. Süpernatan 

enkapsülasyon etkinliğinin hesaplanması için saklanırken, nanopartiküller ultrasaf su 

içerisinde yeniden resüspande edilmiştir, PVA ve polimer artığını uzaklaştırmak için, 

aynı şartlarda santrifüj edildikten sonra supernatan atılmıştır ve yeniden süspande 

edilmiştir. 

3.2.5. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

3.2.5.1. Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyel Ölçümleri 

Tez çalışmasında hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve zeta 

potansiyeli ölçümleri foton korelasyon spektroskopisi ve lazer dopler anemometri 

esasına göre çalışan Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments, 

İngiltere) kullanılarak yapılmıştır. Her formülasyon için ardarda üç ölçüm 

yapılmıştır. Ölçümler sırasında cihazın sıcaklığı 25˚C ve ışık saçılım açısı 90˚ olacak 

şekilde ayarlanmıştır.  

3.2.5.2. Morfolojik Özellikleri 

Kitosan, modifiye edilmiş kitosan (KS-PEG), PLGA ve modifiye edilmiş 

PLGA (PLGA-PEG) polimerleri ile hazırlanan nanopartiküllerin morfolojik 

özellikleri Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) kullanılarak incelenmiştir. 

Nanopartiküller iki tarafı yapışkan bant aracılığı ile metal levhalar üzerine tesbit 
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edilmiştir. Bu işlemi takiben, örnekler marka kaplama cihazında (BIORAD) 100 Å 

kalınlıkta altın ile kaplanmıştır. Daha sonra örnekler SEM (Nova™ NanoSEM 430) 

ile incelenmiş ve fotoğrafları çekilmiştir.  

3.2.5.3. Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi 

3.2.5.3.1. PBN Yüklü Kitosan ve Kitosan-PEG Nanopartiküllerinde 

Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi 

Etkin madde yüklü nanopartiküller + 4 °C’de, 10 000 rpm’de, 1 saat santrifüj 

edildikten sonra, süpernatandan indirekt analiz, nanopartiküllerden ise direkt analiz 

gerçekleştirilmiştir. Süpernatanda serbest halde bulunan yüklenmemiş etkin madde 

miktarının tayininde Bölüm 3.2.2’de  “PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) ile Miktar Tayini” başlığı altında anlatılan HPLC tekniği kullanılmıştır. 

Toplam süpernatan hacmi tespit edildikten sonra, gerekli seyreltmeler yapılmıştır ve 

yeterli miktarı  0,22 µm por açıklığına sahip enjektör filtresinden süzülerek analiz 

gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen nanopartiküllere yüklenen PBN 

miktarının direk tayininde ise, ekstraksiyon yöntemi kullanılmıştır. Nanopartiküller 

etkin maddenin kolaylıkla çözündüğü metanol içinde resüspande edildikten sonra 30 

dakika ultrasonik banyoda tutulmuştur. Bu sırada, nanopartiküllerin parçalanması, 

etkin maddenin ise, metanol fazına geçmesi beklenmektedir. 30 dakika sonunda, elde 

edilen örnek 0,22 µm por açıklığına sahip enjektör filtresinden süzülüp, etkin madde 

miktar tayini için Bölüm 3.2.2’de  “PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) ile  Miktar Tayini”  başlığı altında anlatılan HPLC tekniği  kullanılmıştır. 

Yükleme etkinliğinin tayini, ortama eklenen etkin madde ile nanopartikül 

formülasyonuna yüklenen etkin madde miktarları kullanılarak hesaplanır (Formül 

3.2). 

Yükleme kapasitesi tayin edilirken, nanopartiküllere pratikte yüklenen etkin 

madde miktarının yanı sıra, bu etkin maddenin ne kadar nanopartiküle yüklendiği 

bilinmelidir. Bu nedenle, santrifüj sonrası elde edilen nanopartiküller, liyofilizatörde 

dondurularak kurutulduktan sonra, nanopartiküllerin ağırlıkları tayin edilmiştir. 
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Etkin maddenin yüklenme etkinliği (% YE) ve yükleme kapasitesi (% YK) 

aşağıdaki eşitlikler kullanılarak hesaplanmıştır (Formül 3.2, 3.3). 

 

      % YE = 

 

 

 

      % YK = 

 

 

3.2.5.3.2. PBN Yüklü PLGA ve PLGA-PEG Nanopartiküllerinde 

Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi 

Etkin madde yüklü PLGA ve PLGA-PEG nanopartikülleri + 4 °C’de, 10000 

rpm’de 1 saat santrifüj edildikten sonra elde edilen süpernatan üzerinden yapılmıştır. 

Toplam süpernatan hacmi tespit edildikten sonra, gerekli seyreltmeler yapılmıştır ve 

yeterli miktarı 0,22 µm por açıklığına sahip enjektör filtrelerinden süzüldükten sonra 

etkin madde miktar tayini için Bölüm 3.2.2’de “PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı 

Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini” başlığı altında anlatılan HPLC tekniği 

kullanılmıştır. Yükleme etkinliği ve yükleme kapasitesinin tayini için Formül 3.2 ve 

3.3 kullanılmıştır. 

3.2.5.4.  Ġn Vitro Salım Deneyleri 

 

Kitosan, kitosan-PEG, PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinden PBN’in in 

vitro ortamdaki salım profilinin incelenebilmesi için, salım deneyleri 

gerçekleştirilmiştir. Boş ve etkin madde yüklü nanopartiküllerde salım deneyi, 37 

°C’de ve yatay çalkalayıcı su banyosunda gerçekleştirilmiştir. Salım ortamı olarak 

(Toplam etkin madde miktarı – Serbest etkin madde miktarı) 

(Toplam etkin madde miktarı) 

Nanopartikül ağırlığı (mg) 

(Toplam etkin madde miktarı – Serbest etkin madde miktarı) 

 

x 100 

x 100 

(3.2) 

(3.3) 
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pH 7,4 fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) kullanılmıştır. Etkin madde ile yapılan 

sink koşulu denemelerinde, salım ortamının hacminin 2 mL olması uygun 

görülmüştür. 37 °C’de su banyolu yatay çalkalayıcıda 24 saat boyunca inkübasyona 

bırakılan ependorf tüplerden her biri belirli örnek alma aralıklarıyla (0. dk, 30. dk, 1. 

sa, 2. sa, 4. sa, 8. sa, 12. sa, 24. sa) alınarak 10 000 rpm’de 10 dakika süreyle 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatan hacminin 1/9’u kadar 

etanol ilave edilmiştir ve 0,22 µm por açıklığına sahip enjektör filtresinden 

süzülerek, Bölüm 3.2.2’de “PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

Miktar Tayini” başlığı altında anlatılan HPLC yöntemi ile nanopartikül 

formülasyonundan salınan etkin madde miktarı tayin edilmiştir. 

  

3.2.6. Ex Vivo Hayvan Deneylerinin YapılıĢı 

3.2.6.1. Dokudaki Lipit Peroksitlerin Tiyobarbitürik Asit Reaktif 

Maddeleri  (TBARS) Aracılığı ile Tayin Edilmesi 

Karaciğer doku homojenatından, tiyobarbitürik asit (TBA)- reaktif 

substansları, Ohkawa ve diğ. tarafından oluşturulmuş köklü bir metoda göre 

ölçülmüştür. Tiyobarbitürik asit reaktif substanslar (TBARS) malondialdehit 

cinsinden (nmol/0,1 g protein) ifade edilmiştir ve 1,1,3,3 tetrametoksipropan (TEP) 

eksternal standart olarak kullanılmıştır.  

Tez çalışması kapsamında üç farklı deney grubu üzerinde çalışmalar 

yapılmıştır. Bunlar, sağlıklı (kontrol grubu), akut karaciğer toksisitesi oluşturulmuş  

ve bu toksitenin tedavi edilmesi üzerine PBN verilmiş olmak üzere üç gruptur. Bu 

gruplar arasında serbest radikallerin miktarının aşırı miktarda artmasıyla oluşan lipid 

peroksidasyon ürünü olan malondialdehit düzeyleri tayin edilmiştir. PBN’in lipit 

peroksidasyonu, dolayısıyla lipit peroksidasyon ürünü olan malondialdehit seviyesini 

önemli ölçüde düşürmesi hedeflenmiştir. Arada anlamlı farkların bulunması, 

oluşturulan deney modelinin, ilerleyen çalışmalarda, formülasyonların etkinliklerinin 

tayininde sağlıklı bir şeklide kullanılmasını sağlayacaktır. Deney gruplarından 

birincisini sağlıklı swiss albino fareler oluşturmaktadır. İkinci grup, 

karbontetraklorür ile akut karaciğer toksisitesi oluşturulmuş hasta grup, üçüncü ise, 
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PBN’in lipit peroksidasyonu azalttığını göstermeyi amaçladığımız, karbontetraklorür 

ve PBN verilen (100 mg/kg) gruptur. Deney protokolü Etik Kurul izni ile 

onaylanmıştır. PBN’in intraperitonel yolla ve karbontetraklorürden 30 dk önce 

uygulanmıştır. Akut toksisite oluşturmak amacıyla swiss albino farelere 0,5 mL/kg 

karbontetraklorür iv yolla verilmiştir. 24 saat sonunda, ketamin ile anestezi 

uygulanan farelerin cerrahi bir işlemle, karaciğerleri çıkarılmıştır. Karaciğer 

dokusunun 150 mM KCl içeren 25 mM TRİS pH 7.0 içerisinde % 10’luk doku 

homojenatı hazırlanmıştır. Doku homojenatından 0,5 mL alınmıştır. 3 mL % 1’lik 

fosforik asit (H3PO4)  eklenip, 30 saniye vortekslenmiştir, daha sonra 1 mL % 

0,67’lik tiyobarbitürik asit (TBA) çözeltisi eklenmiştir. 30 saniye vorteksleme 

işleminden sonra, 45-60 dakika kaynatılmıştır. Oda sıcaklığına kadar soğutulduktan 

sonra, ekstarksiyon amacıyla,  4 mL n-butanol eklenmiştir. Vortekste en az 2000 

rpm’de 2 dk ekstraksiyon yapılmıştır. 7000 rpm’de 10 dk santrifüj edildikten sonra, 

üstteki pembe renkli butanol fazı alınıp spektrofotometrede butanole karşı 532 nm’de 

ölçüm yapılmıştır. Standart olarak 1,1,3,3 tetrametoksipropan kullanılmıştır. Tayin 

edilen malondialdehit miktarının dokudaki protein miktarı üzerinden ifade 

edilebilmesi için, Bikinkoninik Asit Protein Tayini (BCA) kitleri ile protein miktarı 

tayin edilmiştir. 

 

3.2.6.2. Bikinkoninik Asit (BCA) Kiti ile Protein Miktar Tayini 

Tayin için BCA kiti içinde yer alan BSA (2mg/mL) standartı kullanılarak 

dilüsyonlar hazırlanmıştır. Hazırlanan dilüsyonlar Tablo 3.6’da gösterilmiştir. 

Çalışmada dilüent olarak % 0,9’luk sodyum klorür çözeltisi kullanılmıştır. Bunun 

paralelinde çalışma ajanı hazırlanmıştır. Çalışma ajanı 50:1 oranında ajan A:ajan 

B’nin karıştırılması ile elde edilmiştir. Ajan A: sodyum karbonat, sodyum 

bikarbonat, bikinkoninik asit ve sodyum tartaratın 0.1 M sodyum hidroksit içindeki 

çözeltisidir. Ajan B ise: % 4’lük bakır sülfat çözeltisidir. 
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Tablo 3.6. Dilüe BSA standartlarının hazırlanması 

 Dilüent hacmi (L) BSA kaynağı hacmi (L) BSA konsantrasyonu 

(g/mL) 

A 125 375 (2mg/mL) 1500 

B 325 325 (2mg/mL) 1000 

C 175 175 (A şişesinden) 750 

D 325 325 ( B şişesinden) 500 

E 325 325 (D şişesinden) 250 

F 325 325 (E şişesinden) 125 

G 400 100 (F şişesinden) 25 

H 200 200 (G şişesinden) 12,5 

I 160 240 (H şişesinden) 7,5 

Ġ 400 0 0 (Boş=blank) 

 

Tablo 3.6’da ifade edildiği şekilde hazırlanan dilüe BSA standartlarından ve 

miktar tayini örneklerinden 100 L kapaklı tüplere ilave edilmiştir. Daha sonra bu 

tüplerin her birine 2000 L çalışma ajanı ilave edilmiş, karıştırılmış ve iyi bir şekilde 

kapatılarak sıcaklığı 37 C olan su banyosunda 30 dk bekletilmiştir. Tüplerin oda 

sıcaklığına gelmesinin ardından, UV-spektrofotometre kullanılarak hızlı bir şekilde 

562 nm’de absorbans değerleri okunmuştur.  

Elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması alınmış ve bu değerlerden 

boşun (=blank) absorbans ortalama değeri çıkarılmıştır. Bu işlemler sonucunda elde 

edilen absorbans değerlerine karşı standartların konsantrasyon değerleri kullanılarak 

kalibrasyon doğrusu elde edilmiştir.  

Kalibrasyon doğrusu kullanılarak % 0,9’luk NaCl çözeltisi içinde, 1:10 (a/h) 

oranında homojenatı hazırlanan karaciğer dokusunun içerdiği protein miktarı tespit 

edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. PBN’in Fizikokimyasal Özellikleri Üzerinde Yapılan ÇalıĢmalar 

  

4.1.1. UV Spektrumu 

 

PBN’in etanol:su [1:9 (h/h)] içinde hazırlanan çözeltisinin UV spektrumu 

Bölüm 3.2.1.1’de belirtildiği şekilde ölçülmüştür. Bu çözücü içinde PBN’e ait 

maksimum absorbansın (λmaks) gözlendiği dalga boyu 286 nm olup UV spektrumu 

Şekil 4.1’de gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.1. PBN’in  etanol:su [1:9 (h/h)]’da 10 µg/mL konsantrasyondaki 

çözeltisinin UV spektrumu. 

 

 

286 nm 
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4.2. PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini 

PBN’in HPLC ile miktar tayini Bölüm 3.2.2’de belirtilen koşullarda 

gerçekleştirilmiş ve PBN’e ait aşağıdaki pik elde edilmiştir (Şekil 4.2). 

Kromatogramdan da görüldüğü gibi PBN’e ait pik düzgün bir şekilde elde edilmiş ve 

alıkonma zamanı 5 dakika olarak bulunmuştur. 

Şekil 4.2. PBN’e (100 ng.mL
-1

) ait HPLC kromatogramı. 

4.2.1. Kalibrasyon Doğrusu 

 

PBN’e ait kalibrasyon doğrusu  HPLC analizleri sonucunda Bölüm 3.2.2.1’de 

anlatıldığı gibi hazırlanan ve her birinde 25, 50, 100, 200, 400, 800 ng.mL
-1 

konsantrasyonda PBN olan çözeltiler kullanılarak elde edilmiştir. Çalışmalar 6 seri 

üzerinden gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan çözeltilerin HPLC kolonuna 

enjeksiyonundan sonra elde dilen pik alanları çözeltilerin konsantrasyonlarına karşı 

grafiğe geçirilerek kalibrasyon doğrusuna ait denklem lineer regresyon ile 

bulunmuştur. PBN’in HPLC ile miktar tayininde lineer regresyon verileri Tablo 

4.1’de gösterilmekte olup, kalibrasyon doğrusu ve denklemi ise Şekil 4.3’te yer 

almaktadır. 
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Tablo 4.1. PBN’in HPLC ile miktar tayininde elde edilen regresyon verileri 

(n=6). 

Parametre Sonuç 

Konsantrasyon aralığı 25 – 800 ng.mL
-1 

 

Eğim 0,117 

Ġntersept 0,044 

Korelasyon katsayısı (r
2
) 0,99994 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3. PBN’in kalibrasyon doğrusu ve denklemi 

 

4.2.2. Analitik Yöntem Validasyonu 

 

4.2.2.1. Doğrusallık 

 

Kalibrasyon doğruları Bölüm 3.2.2.1’de anlatıldığı hazırlanmıştır. Hazırlanan 

stok çözeltilerden hareketle yapılan seyreltmeler sonucunda 25, 50, 100, 200, 400, 

800 ng.mL
-1 

konsantrasyondaki standart çözeltilerin HPLC analizi yapılmıştır. Pik 

alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar hesaplanmış ve doğru denklemi elde 

y = 0,117x – 0,044 

r
2 

= 0,99994 



88 

 

 

 

 

edilmiştir. Tanımlayıcılık katsayısı r
2
 = 0,99994 olarak bulunarak denklemin 

doğrusallığı gösterilmiştir (Şekil 4.3). 

 

 4.2.2.2. Doğruluk 

PBN’in miktar tayini için kullanılan yöntemin deney içi (gün içi; intra-assay) 

ve deneyler arası (günler arası; inter-assay) doğruluğunun değerlendirilmesi için 

yapılan deneyler Bölüm 3.2.2.2.2’de açıklandığı şekilde gerçekleştirilmiştir. Deney 

içi ve deneyler arası doğruluğun tespiti için yapılan deneyleri takiben Formül 3.1 

kullanılarak doğruluk bulguları elde edilmiştir (Tablo 4.2). 

Tablo 4.2. Deney içi ve deneyler arası doğruluk. 

 

 Ġlave edilen 

Konsantrasyon  

(ng.mL
-1

) 

Hesaplanan 

Konsantrasyon 

(ng.mL
-1

) 

Doğruluk 
a 

Gün Ġçi 
b 25 25,011 0,044 

 200 198,695 0,652 

 800 797,317 0,335 

Günler Arası 
b 25 25,703 1,98 

 200 197,725 1,137 

 800 801,546 0,193 

 
a  

Bağıl Hata (%) 
b  

Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için  n = 6 

 

4.2.2.3. Kesinlik 

 4.2.2.3.1. Tekrarlanabilirlik  
 

Bölüm 3.2.2.2.3’de açıklandığı gibi, kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 25, 200, 800 ng.mL
-1

) standart çözeltiler 
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hazırlanmış ve aynı çözeltilerin pik alanları HPLC ile 6 kez ayrı ayrı okutulup, 

hesaplanmıştır. Pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar için VK değerleri 

hesaplanmıştır. VK’nın % 2’den küçük olması yöntemin tekrarlanabilirliğini 

göstermektedir. (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. Tekrarlanabilirlik sonuçları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konsantrasyon Pik Alanı Konsantrasyon X ± SS VK (%) 

 

 

 

25 ng.mL
-1 

2,951 25,558  

 

 

25,703 ± 0,209 

 

 

 

0,814 

2,992 25,91 

2,956 25,595 

2,984 25,839 

2,992 25,904 

2,934 25,412 

 

 

 

200 ng.mL
-1 

23,005 196,67  

 

 

 

197,725 ± 1,65 

 

 

 

 

0,835 

22,980 196,453 

22,884 195,635 

23,312 199,284 

23,280 199,012 

23,313 199,298 

 

 

 

800 ng.mL
-1 

93,769 800,45  

 

 

801,546 ± 0,987 

 

 

 

0,123 

93,927 801,802 

93,867 801,29 

93,909 801,645 

94,010 803,276 

93,811 800,812 
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4.2.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik 

PBN’in miktar tayini için kullanılan yöntemin deney içi (gün içi; intra-assay) 

ve deneyler arası (günler arası; inter-assay) kesinliğin değerlendirilmesi için yapılan 

deneyler Bölüm 3.2.2.2.3.2’de açıklandığı gibi gerçekleştirilmiştir. Tekrar elde 

edilebilirliğin değerlendirilmesinde, pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar 

için varyasyon katsayısı değerleri hesaplanmıştır. VK’nın % 2’den küçük bir değere 

sahip olması yöntemin tekrar elde edilebilirliğini göstermektedir.  

Tablo 4.4. Gün içi ve günler arası kesinlik. 

 

 Ġlave edilen kons. 

ng.mL
-1 

Hesaplanan Kons. 

ng.mL
-1 

Kesinlik 
a 

 

 

Gün içi
b 

25 25,011 ± 0,345 1,38 

200 198,695 ± 0,286 0,144 

800 797,317 ± 0,187 0,023 

 

Günler arası
b 

25 25,83 ± 0,287 1,11 

200 197,836 ± 0,165 0,08 

800 802,11 ± 0,11 0,014 

 
a  

Varyasyon katsayısı (%) 
b
  Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için n = 6 

 

4.2.2.4. Duyarlılık 

PBN’in HPLC ile miktar tayininde kullanılan yöntemin duyarlılığı Bölüm 

3.2.2.2.4’te belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiş olup miktar tayin sınırı 6,86 ng.mL
-1 

ve saptama sınırı 2,06 ng.mL
-1 

olarak tespit edilmiştir. 

 

 4.2.2.5. Özgüllük 

Bölüm 3.2.3’te açıklandığı şekilde, hazırlanan nanopartikül 

formülasyonlarında kullanılan yardımcı maddelerin etkin madde ile aynı 

kromatografik şartlarda pik verip vermediğinin belirlenmesi için HPLC 

kromatogramları alınmıştır. Aynı amaçla, ilaç yükleme ve in vitro salım 
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çalışmalarında etkin madde yüklü nanopartiküllere uygulanan işlemler, boş 

nanopartikül formülasyonlarına da uygulanarak HPLC kromatogramları elde 

edilmiştir. 
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Şekil 4.4. Yükleme etkinliği ve in vitro salım çalışmalarında elde edilen, etkin 

madde yüklü ve boş, kitosan nanopartiküllerine ait HPLC kromatogramları. 

a: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen PBN yüklü kitosan NP’lere ait 

b: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen boş kitosan NP’lere ait 

c: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen PBN yüklü kitosan NP’lere ait 

d: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen boş kitosan NP’lere ait HPLC 

kromatogramları. 
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Şekil 4.5. Yükleme etkinliği ve in vitro salım çalışmalarında elde edilen, etkin 

madde yüklü ve boş, kitosan-PEG nanopartiküllerine ait HPLC kromatogramları. 

a: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen PBN yüklü kitosan-PEG NP’lere ait 

b: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen boş kitosan-PEG NP’lere ait 

c: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen PBN yüklü kitosan-PEG NP’lere ait 

d: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen boş kitosan-PEG NP’lere ait HPLC 

kromatogramları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mAU 

b 

d 

c 

a 



93 

 

 

 

 

 

min0 1 2 3 4 5 6

No1rm.

0

20

40

60

80

100

 VWD1 A, Wavelength=286 nm (C:\CHEM32\1\DATA\KIVILCIM\PBN 2009-12-20 14-46-35\081-0201.D)

 1
.9

8
8

 VWD1 A, Wavelength=286 nm (C:\CHEM32\1\DATA\KIVILCIM\PBN 2009-12-20 15-11-27\084-0301.D)

 1
.9

9
0

 4
.9

8
8

 VWD1 A, Wavelength=286 nm (C:\CHEM32\1\DATA\KIVILCIM\PBN LOADING CAP 2 2009-06-25 14-08-42\062-0201.D)
 VWD1 A, Wavelength=286 nm (C:\CHEM32\1\DATA\KIVILCIM\PBN RELEASE-PLGA 2010-06-05 21-14-35\061-0101.D)

 1
.9

9
1

 1
.6

2
2

 

Şekil 4.6. Yükleme etkinliği ve in vitro salım çalışmalarında elde edilen, etkin 

madde yüklü ve boş, PLGA nanopartiküllerine ait HPLC kromatogramları. 

a: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen PBN yüklü PLGA NP’lere ait 

b: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen boş PLGA NP’lere ait 

c: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen PBN yüklü PLGA NP’lere ait 

d: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen boş PLGA NP’lere ait HPLC 

kromatogramları. 
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Şekil 4.7. Yükleme etkinliği ve in vitro salım çalışmalarında elde edilen, etkin 

madde yüklü ve boş, PLGA-PEG nanopartiküllerine ait HPLC kromatogramları. 

a: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen PBN yüklü PLGA-PEG NP’lere ait 

b: Yükleme etkinliği çalışmalarında elde edilen boş PLGA-PEG NP’lere ait 

c: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen PBN yüklü PLGA-PEG NP’lere ait 

d: İn vitro salım çalışmalarında elde edilen boş PLGA-PEG NP’lere ait HPLC 

kromatogramları. 

 

 4.2.2.6. Stabilite 

Analiz süresi boyunca (24 saat) PBN’in 400 ng.mL
-1 

konsantrasyonda (PBS 

pH 7,4 ortamdaki) hazırlanan çözeltisi 37 °C’de saklanmıştır. 24 saat sonunda HPLC 

ile analiz edildiğinde, elde edilen sonuçlar Tablo 4.5’te verilmiştir.  

 

Tablo 4.5. PBN’in stabilite sonuçları. 

 

Ölçüm 

Zamanı (saat) 

Konsantrasyon 

(ng.mL
-1

) 

Hesaplanan 

Konsantrsyon 

(X ± SS) 

Geri Kazanım 

(%) 

VK (%) 

0 400 398,6 ± 1,23 100 0,308 

24 400 392,65 ± 4,77 98,5 1,215 

   mAU 

d 

b 

a 

c 
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4.3. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

 

4.3.1. Kitosan ve KS-PEG in Karakterizasyonu 

 

Şekil 4.8’de kitosanın, KS-PEG’in  ve PEG’in tek başına halindeki NMR 

spektrumları gösterilmektedir. 

 

 

 

    

               

      

Şekil 4.8. KS ve KS-PEG polimerlerine ve ayrıca PEG molekülüne ait NMR 

spektrumları. (a) Kitosanın 
1
H-NMR spektrumu; (b) KS-PEG’in 

1
H-NMR 

spektrumu; (c) PEG’in 
1
H-NMR spektrumu. 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.3.2. Polimer ve Etkin Madde Konsantrasyonunun Nanopartiküllerin 

Fizikokimyasal ve Yükleme Etkinliği Üzerindeki Etkisi  

4.3.2.1. Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyel Ölçümleri 

0,5 mg.mL
-1

 ve 1 mg.mL
-1

 konsantrasyonda PBN içeren kitosan ve kitosan-

PEG nanopartiküllerinin partikül boyutları, zeta potansiyelleri, yükleme etkinlikleri 

(% YE) ve yüklenen miktarlar Tablo 4.6’da verilmiştir. 

10 mg ve 20 mg PBN yüklü PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinin 

partikül boyutları, zeta potansiyelleri, yükleme etkinlikleri, yükleme kapasiteleri ve 

yüklenen miktarlar ise Tablo 4.7’de verilmiştir.  

 

 Tablo 4.6. Değişen konsantrasyonlarda etkin madde içeren kitosan ve kitosan-PEG 

nanopartiküllerin partikül boyutu ve  zeta potansiyeli değerleri. 

 

 * PDI: Polidispersite indeksi 

 

 

 

 

 

Formülasyon Partikül Boyutu 

(nm) 

PDI* Zeta Potansiyeli 

(mV) 

Kitosan (Boş) NP 319,6 ± 18,13 0,19 38,7 ± 7,6 

Kitosan-PEG (Boş) NP 142,4 ± 13,49 0,281 17,5 ± 1,1 

Kitosan (0,5 mg/mL 

PBN yüklü) NP 

340 ± 19 0,3 20,2 ± 0,9 

Kitosan (1 mg/ml PBN 

yüklü) NP 

356,4  ±  4,19 0,32 18,6 ± 3,5 

Kitosan-PEG (0,5 

mg/ml PBN yüklü) NP 

265,6 ± 10,54 0,434 25,9 ± 0,436 

Kitosan-PEG (1 mg/ml 

PBN yüklü) NP 

208,8 ± 1,153 0,424 23,45 ± 0,493 
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Tablo 4.7. Değişen konsantrasyonlarda etkin madde içeren PLGA ve PLGA-PEG 

nanopartiküllerin partikül boyutu ve zeta potansiyeli değerleri. 

 

* PDI: Polidispersite indeksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formülasyon Partikül 

Boyutu (nm) 

PDI* Zeta 

Potansiyeli 

(mV) 

PLGA (Boş) NP 269,6 ± 6,42 0,09 -18,4 ± 2,86 

PLGA-PEG (Boş) NP 271,1 ± 4,88 0,051 -14,4 ± 0,53 

PLGA (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

279,06 ± 5,717 0,063 -7,9 ± 3,2 

PLGA (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

285,6 ± 3,93 0,075 -15,4 ± 3,8 

PLGA (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon sonrası) 

318,4 ± 10,87 0,191 -14,7 ± 0,36 

PLGA (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon sonrası) 

303,1 ± 15,54 0,197 -16,3 ± 0,3 

PLGA-PEG (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

278,2 ± 2,177 0,07 -12,9 ± 0,34 

PLGA-PEG (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

290,0 ± 2,1 0,09 -11,9 ± 0,47 

PLGA-PEG (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon sonrası) 

293,6 ± 6,03 0,11 -13,3 ± 1,03 

PLGA-PEG (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon sonrası) 

301,8 ± 2,82 0,098 -14,0 ± 0,7 
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Şekil 4.9. (A) Boş kitosan (B) Boş KS-PEG (C) Boş PLGA (D) Boş PLGA-

PEG nanopartiküllerine ait partikül boyutu dağılım grafikleri. 
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Şekil 4.10. (A) Boş kitosan (B) Boş KS-PEG (C) Boş PLGA (D) Boş PLGA-

PEG nanopartiküllerine ait zeta potansiyel dağılım grafikleri. 
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4.3.2.2. Morfolojik Özelliklere Ait Bulgular 

Kitosan, KS-PEG, PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinin morfolojik 

özellikleri  Bölüm 3.2.5.2’te anlatıldığı gibi, SEM yöntemiyle incelenmiştir. 

Nanopartiküllere ait görüntüler, Şekil 4.11 – 4.14’te verilmiştir.  

 

Şekil 4.11. Etkin madde içermeyen (a) ve etkin madde içeren (b) KS 

nanopartiküllerine ait SEM görüntüsü. 

 

Şekil 4.12. Etkin madde içermeyen (a) ve etkin madde içeren (b) KS-PEG 

nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri. 

 

a b 

a b 
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 Şekil 4.13. Etkin madde içermeyen (a) ve etkin madde içeren (b) PLGA 

nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. Etkin madde içermeyen (a) ve etkin madde içeren (b) PLGA-PEG 

nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri. 

 

4.3.2.3. Enkapsülasyonun Değerlendirilmesine ĠliĢkin Bulgular 

Bölüm 3.2.5.3’te “Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi” başlığı altında 

anlatıldığı şekilde, KS, KS-PEG, PLGA ve PLGA-PEG nanopartikülerine yüklenen 

PBN miktarı tayin edilmiştir.Yükleme etkinliği, yükleme kapasitesi ve yüklenen 

miktarlara ilişkin elde edilen sonuçlar, Tablo 4.8 ve 4.9’da özetlenmektedir.  

 

a 

a b 

b a 
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Tablo 4.8. KS ve KS-PEG nanopartiküllerine ait yükleme etkinliği sonuçları. 

 

 

Tablo 4.9. PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerine ait yükleme etkinliği sonuçları. 

 

Formülasyon Yükleme 

Etkinliği 

(% YE) 

Yüklenen 

Miktar 

(mg) 

Yükleme 

Kapasitesi 

(%) 

PLGA (Boş) NP - - - 

PLGA-PEG (Boş) NP - - - 

PLGA (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

52,3 ± 2,4 5,23 34,36 ± 0,28 

PLGA (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

54 ± 3,1 10,815 68,40 ± 0,29 

PLGA-PEG (10 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

12,7 ± 1,6 1,27 9,26 ± 0,22 

PLGA-PEG (20 mg PBN yüklü) NP 

(liyofilizasyon öncesi) 

21,21 ± 2,2 4,242 29,24 ± 0,24 

 

4.3.2.4. Ġn Vitro Salım ÇalıĢmaları 

İn vitro salım çalışmaları Bölüm 3.2.3.5’te “İn Vitro Salım Deneyleri” başlığı 

altında anlatıldığı şekilde yapılmıştır. Zamanın fonksiyonu olarak % kümülatif salım 

miktarının gösterildiği grafik Şekil 4.9 ve Şekil 4.10’da verilmiştir.  

Formülasyon Yükleme 

Etkinlikleri 

(% YE) 

Yüklenen 

Miktar 

(µg) 

Yükleme 

Kapasitesi 

(%) 

Kitosan (Boş) NP - - - 

Kitosan-PEG (Boş) NP - - - 

Kitosan (0,5 mg/mL PBN yüklü) 

NP 

32,67 ± 2,3 326,7 16,5 ± 0,2 

Kitosan (1 mg/mL PBN yüklü) 

NP 

44,65 ± 2,8 1106,87 55,9 ± 0,3 

Kitosan-PEG (0,5 mg/mL PBN 

yüklü) NP 

53,26 ± 1,8 1065,25 29,91 ± 0,11 

Kitosan-PEG (1 mg/ml PBN 

yüklü) NP 

24 ± 3,3 1680 47,19 ± 0,35 
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Şekil 4.15. 0,5 mg.mL
-1 

ve 1 mg.mL
-1 

dozlarda PBN yüklü kitosan (KS) ve 

kitosan-PEG  nanopartiküllerinin(KS-PEG NP) in vitro salım profilleri (n=3). 

 

 

Şekil 4.16. 10 mg
 
ve 20 mg

 
dozlarda PBN yüklü PLGA ve PLGA-PEG 

nanopartiküllerinin in vitro salım profilleri (n=3). 
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4.4. Ex Vivo Hayvan Deneylerine ait Bulgular 

 4.4.1. Dokudaki Lipit Peroksitlerin Tiyobarbitürik Asit Reaktif 

Maddeler Aracılığı ile Tayin Edilmesi 

Bölüm 3.2.6.1’de altında anlatıldığı şekilde gerçekleştirilen deneyler 

sonucunda, deney gruplarına ait tiyobarbitürik asit reaktif maddelerin malondialdehit 

cinsinden (nmol MDA/0,1 g protein) tayin edilmesi sonucunda elde edilen bulgular, 

Tablo 4.10’da verilmiştir. Deney grupları arasındaki TBARS düzeylerinin değişimi 

Şekil 4.17’de verilmiştir. 

Tablo 4.10. Deney gruplarına ait TBARS düzeyleri 

Deney Grupları 

 Kontrol CCl4 (0,5 ml/kg) CCl4 + PBN 

TBARS düzeyi 

(nmol MDA/0,1 

g protein) 

509,18 ± 92 1239,76 ± 117 764,19 ± 81,8 

 

 

Şekil 4.17. Kontrol grubu, CCl4 verilen grup ve CCl4 + PBN verilen gruplar 

arasındaki TBARS (nmol MDA/0,1 g protein) seviyelerinin değişimi. 
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4.4.2. Bikinkoninik Asit (BCA) Kiti ile Protein Miktar Tayini 

Bölüm 3.2.6.2’de anlatıldığı şekilde BCA protein analiz kitleri ile 

gerçekleştirilen, dokudan protein miktar tayinine ait kalibrasyon doğrusu ve doğru 

denklemi Şekil 4.17’de verilmiştir. Her bir analizde, BCA kitleri kullanılarak 

karaciğer dokusundan tayin edilen protein miktarı, okunan absorbans değerinin 

doğru denkleminde yerine konulması ile tespit edilmiştir.  

Şekil 4.18. BCA tayini kalibrasyon doğrusu ve denklemi (n=6). 
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5. TARTIġMA 

 

Tez çalışmasında etkin madde olarak kullanılan PBN, iskemide iki tedavi 

yaklaşımından biri olan nöroproteksiyonun sağlanmasında, etkili bir serbest radikal 

temizleyici ajandır. Organizmada normal şartlarda da var olan ancak, bazı stres 

koşullarında miktarı artan, akabinde de lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin 

oksidasyonuna, DNA hasarına ve hücre ölümüne neden olan serbest radikallerin, 

nitron bileşikleri ile reaksiyona girip onları daha stabil ürünlere dönüştürmesi 

iskemik kaskadın önemli yolaklarını bloke edeceği için hücre ölümü önlenmiş olur.  

PBN’in ve üzerinde faz çalışmaları devam eden diğer nitron bileşiklerinin 

klinikte kullanımını kısıtlayan bazı durumlar mevcuttur. PBN’in antioksidan etkisi ve 

farmakokinetik özellikleri ile farelerde gösterilmiştir. Butil hidroksi toluen (BHT) ile 

karşılaştırıldığında PBN’in total plazma klerensi daha düşük, 12,37 ± 3,82 mL.dk
-

1
.kg

-1 
ve yarı ömrü  2,01 ± 0,35 saat olarak bulunmuştur. BHT de ise 12 dakikalık bir 

plazma yarı ömrü ve 200 mL.dk
-1

.kg
-1

’lik bir total plazma klerensi söz konusudur. 

Ayrıca PBN’in metaboliti olan α-hidroksifenil-N-tert-butil nitron (HOPBN) de ana 

ilaç gibi antioksidan özelliktedir. İnsanda henüz bu verileri doğrulayacak çalışma 

yapılmamıştır, bunun da nedeni PBN’in in vivo stabilitesinin çok düşük olmasıdır. 

Tüm bunların yanı sıra PBN’in etkin nöroprotektif özelliği ve farmakolojik 

özellikleri klinikte potansiyel kullanım için umut vaad etmektedir (206-207) . Bu 

nedenle daha önce yapılan bir çalışmada (29) , PBN’in parenteral yolla verildiği 

zaman in vivo stabilitesini arttırmak amacıyla, PEG’lenmiş kitosan nanopartikülleri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan nanopartiküller 97 – 320 nm arasında ve zeta potansiyeli 9 

– 33 mV arasındadır. Bu çalışmada nanopartikül boyutuna bağlı olarak, PBN’in 

salım profilinin değiştiği gösterilmiştir. PEG’lenmiş kitosan kullanılmasının amacı 

da, plazmada opsonizasyonu engellemektir. Bu konuda yapılan ilk çalışmada 

yükleme etkinliği % 13,46 – 18,8 arasında, yükleme kapasitesi ise % 0,003 – 0,006 

arasında bulunmuştur. Dolayısıyla, bu tez çalışmasında, daha önce yapılan 

formülasyonların geliştirilmesi arttırılması ve in vivo hayvan deneyleri için terapötik 

dozda etkin madde içeren nanopartiküllerin hazırlanması amaçlanmıştır. 
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Kontrollü salım sağlayan sistemler, tedavi sürecinde istenmeyen yan etkilerin 

görülme sıklığını azaltır, hastaların tedaviye olan uyuncunu arttırır ve dolayısıyla 

yaşam kaliteleri artmış olur. Tüm bunların sağlanabilmesi için, etkin maddenin 

terapötik etki yerini tanıyabilecek ve oraya ulaşabilecek miktarının  kan dolaşımında 

bulunması gerekir. Ancak, retiküloendoteliyal sistem olarak da bilinen, mononüklear 

fagositik sistem tarafından ilaç taşıyıcı sistemlerin kan dolaşımından temizlenmesi 

nanopartiküler sistemlerin amaçlanan hedeflerini gerçekleştirmesini kısıtlayan en 

önemli sorundur. Nanopartikülleri maskeleyerek ya da kamufle ederek, kan 

dolaşımındaki yarı ömürlerini arttırmak amacıyla bir çok yöntem denenmiştir. En 

çok tercih edilen yöntem, nanopartiküllerin hazırlanmasında PEG veya PEG 

kopolimerlerinin kullanılmasıdır. Bu şekilde, nanopartikül yüzeyinde PEG ile 

hidrofilik koruyucu bir tabaka oluşturulur, bu da nanopartiküllerin opsonin 

proteinleri tarafından tanınmasını engeller (208) . Tüm bu bilgiler ışığında tez 

çalışmalarında kitosan-PEG ve PLGA-PEG blok kopolimerleri kullanılmıştır. 

 

Pınarbaşlı ve diğ.’nin (29) yaptığı çalışmada hazırlanan kitosan ve kitosan-

PEG nanopartikülleri ile ilgili çalışmalar daha da derinleştirilerek, kitosan ve kitosan-

PEG formülasyonlarına terapötik dozda etkin madde yüklenmeye çalışılmıştır. Bu 

çalışmada, biyoparçalanabilir sentetik ve FDA onaylı bir polimer olan PLGA ve 

PLGA-PEG blok kopolimeri ile nanopartiküller hazırlanmış ve karakterizasyonları 

tamamlanmıştır ve PBN’in karaciğer toksisitesi oluşturulmuş fareler üzerindeki 

etkinliği, ilerleyen çalışmalarda kullanılmak üzere ex vivo testlerle 

değerlendirilmiştir.  

 

İlaç taşıyıcı bir sistem olan nanopartiküllerin hazırlanması ile, PBN’in 

klinikte kullanımını engelleyen tüm bu kısıtlamaların önüne geçileceği 

düşünülmektedir. Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerle, kontrollü salımın 

sağlanabilmesi ve PBN’in retiküloendoteliyal sistem tarafından alımının azaltılması 

planlanmıştır. Etkin maddeyi korumayı ve stabil halde kan dolaşımında kalmasını 

amaçlayan ilaç taşıyıcı sistemin, mononüklear fagositik sistem elemanları tarafından 

alımını engellemek ya da azaltmak amacıyla, biyoparçalanabilir polimerlerin PEG ile 
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oluşturulmuş blok kopolimerleri kullanılmıştır. Hazırlanan bu sistemle, PBN’in 

etkisini uzun süre gösterebilmesi amaçlanmaktadır, nöroprotektif etki yeri olarak 

beyin damar endoteline ulaşması ve serbest radikalleri ortadan kaldırabilmesi için 

kontrollü salım sağlayan ve mononüklear fagositik sistem elemanlarından koruyan 

bir sistem hazırlanmıştır.  

Li ve diğ. (140) PLGA ve PLGA-PEG polimerleri ile hazırlanan 

nanopartiküllerin in vitro karakterizasyonlarını, PLGA nanopartikülleri ve PLGA-

PEG nanopartiküllerini kan dolaşımında kalış sürelerine göre değerlendirmiştir. Buna 

göre PLGA-PEG nanopartikülleri PLGA nanopartiküllerine göre 20 kat daha uzun 

süre kan dolaşımında kalmıştır (sırasıyla, 270,9 ve 13,6 dakika).   

Aşağıda sırayla PBN üzerinde yapılan fizikokimyasal çalışmalar, daha sonra 

nanopartikül formülasyonları, nanopartiküllerin karakterizasyonları ve son olarak 

PBN’in etkinliğini gösteren ex vivo deney bulguları tartışılacaktır.  

 

5.1. PBN’in Fizikokimyasal Özellikleri Üzerinde Yapılan ÇalıĢmalar 

 5.1.1. UV Spektrumu 

 Bölüm 3.2.1.1’de “UV Spektrumu” başlığı altında anlatıldığı gibi hazırlanan 

PBN çözeltisinin maksimum absorbans verdiği dalga boyu 200 - 400 nm dalga 

boyları arasında tarama yapılarak tayin edilmiştir. PBN’in miktar tayininde HPLC 

sisteminin UV dedektörünün, λmaks olarak bulunan 286 nm (Şekil 4.1)’de analizi 

gerçekleştirmesi sağlanmıştır. PBN’in maksimum absorbans gösterdiği dalga boyu 

literatür ile uyumlu bulunmuştur (191) . 

 

5.2. PBN’in Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini ve   

       Analitik Yöntem Validasyonu 

Tez çalışmasında, PBN’in miktar tayini için UV dedektör içeren yüksek 

basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) sistemi kullanılmıştır. Chen ve diğ. (199) 

tarafından kullanılan yöntemde bazı değişiklikler yapılarak HPLC yöntemi 

geliştirilmiş ve bu yöntemin analitik validasyonu yapılmıştır. PBN’e ait 

kromatogram Şekil 4.2’de verilmiştir. Kromatogramdan da görüldüğü gibi PBN’e ait 
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pik düzgün bir şekilde elde edilmiş olup, alıkonma zamanı 5 dakika olarak 

bulunmuştur.  

Doğrusallık çalışmalarında, çalışma aralığı olarak 25 - 800 ng/mL arası 

konsantrasyonlar seçilmiştir. Deney bulguları incelendiğinde, belirtilen 

konsantrasyon aralığında, konsantrasyon ile elde edilen pik alanı arasında doğrusal 

ilişki saptanmış olup, regresyon analizi bulguları Tablo 4.1 ve Şekil 4.3’te 

verilmiştir. Kalibrasyon doğrusuna ait korelasyon katsayısı 0,99994 olarak 

bulunmuştur.  

Gün içi ve günler arası doğruluk % relatif hata ile belirtilmiş olup, gün içi için 

bu değerler % 0,044 ile 0,652 arasında, günler arası için % 0,193 ile % 1,98 arasında 

değişmektedir (Tablo 4.2). Validasyon çalışmalarında % relatif hata değerlerinin % 

2’den küçük olması gerektiği bildirildiğinden  (201) , hesaplanan % relatif hata 

değerlerinin % 2’nin altında olması ile kullanılan analitik yöntemin deney içi ve 

deneyler arası doğruluğu gösterilmiştir.  

Kesinlik çalışmaları üç farklı konsantrasyon (düşük, orta, yüksek: 25, 200, 

800 ng/mL) üzerinden gerçekleştirilmiş olup, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde 

edilebilirlik olarak ayrı ayrı değerlendirilmiştir. Tekrarlanabilirlik % VK ile 

belirtilmiş olup, bu değerler 0,123 ile 0,835 arasında değişmektedir (Tablo 4.3). Gün 

içi ve günler arası tekrar elde edilebilirlik % VK ile belirtilmiş olup, gün içi için bu 

değerler % 0,023 ile % 1,38 arasında, günler arası için % 0,08 ile % 1,11 arasında 

değişmektedir (Tablo 4.4). Hesaplanan  % VK değerlerinin % 2’nin altında olması 

ile analitik yöntemin tekrarlanabilirliği ve deney içi ve deneyler arası tekrar elde 

edilebilirliği gösterilmiştir (201) .  

Yöntemin duyarlılığı için kabul edilebilir doğruluk ve kesinlikte ölçülebilen 

konsantrasyon 6,86 ng.mL-1 olup, saptama sınırı 2,06 ng.mL-1’dir. Bu veriler 

geliştirilen analitik yöntemin çalışmamızın amacına uygun duyarlılığa sahip 

olduğunu göstermiştir.  

Yöntemin özgünlüğü için yapılan çalışmalarda, formülasyonda kullanılan 

diğer maddelerin (kitosan, kitosan-PEG, TPF, PLGA, PLGA-PEG, PVA) 

formülasyonda bulundukları konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmış ve etkin madde 

analizinin yapıldığı koşullarda HPLC kullanılarak kromatogramları incelenmiştir. 
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Ayrıca, ilaç yükleme ve in vitro salım çalışmalarında etkin madde yüklü nanopartikül 

formülasyonlarına uygulanan işlemler, boş nanopartiküllere de uygulanarak HPLC 

kromatogramları elde edilmiştir (Şekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7). Kullanılan yardımcı 

maddelere ait pikler, ilaç yükleme ve salım deneyleri sırasında alınan örnekler 

üzerinde yapılan değerlendirmelerde PBN’e ait alıkonma süresinde herhangi bir pik 

görülmemiştir. Tüm bu analizler sonucunda, geliştirilen analitik yöntemin, hazırlanan 

formülasyonlar ve kullanılan yardımcı maddeler kapsamında özgün olduğu 

bulunmuştur.  

Stabilite bulguları incelendiğinde, seçilen bir konsantrasyonda, salım 

ortamında (pH 7,4) hazırlanan PBN çözeltisinin hazırlanır hazırlanmaz ve 37 °C’de 

24 saat bekletildikten sonra HPLC ile analizi sonucunda elde edilen konsantrasyonlar 

karşılaştırılmış, % VK değerleri % 2’nin altında ve % geri kazanım değerleri % 98 – 

102 arasında bulunarak PBN’in in vitro salım çalışmaları sırasında dayanıklı olduğu 

gösterilmiştir (Tablo 4.5) (201) . 

Yöntemin doğrusallık, doğruluk, kesinlik, duyarlılık, özgünlük ve stabilite 

bulguları tümüyle değerlendirildiğinde, bu yöntemin analitik amaçla validasyonunun 

yapıldığı ve geçerli bir yöntem olduğu görülmektedir. 

 

5.3. Kitosan-Polietilen glikol (KS-PEG) Sentezi 

Bu çalışmada kullanılan KS-PEG polimerinin sentezi Santiago de 

Compostela Üniversitesi, Organik Kimya Bölümü’nden Prof. Dr. Eduardo 

Fernandez-Megia ve diğ. tarafından gerçekleştirilmiştir. Polimerlere ilişkin bulgular 

Şekil 4.8’de gösterilmiştir. KS-PEG’in spektrumunda 3,7 ppm de görülen sinyal 

polimerdeki PEG varlığını göstermektedir.  

5.4. Nanopartikül Formülasyon ÇalıĢmaları 

5.4.1. Kitosan ve Yüzeyi Modifiye EdilmiĢ Kitosan (Kitosan-PEG) 

Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Nanopartikül hazırlanması ile ilgili, polisakkarit yapıdaki kitosanın 

biyouyumlu ve biyoparçalanabilir özellikleri ideal bir hidrofilik taşıyıcı sistem 
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oluşturur. Ayrıca, kitosan nontoksik ve doku uyumlu olup, peptid, protein, 

oligonikleotid ve plazmidlerin taşınmasında uygun bir polimerdir. Biyoaktif 

maddelerin epitel hücrelerinden geçerken enzimatik ve kimyasal degradasyondan 

korunmasını sağlar. Bu nedenle, bu çalışmada kitosan taşıyıcı bir polimer olarak 

seçilmiş ve daha önce Vila ve diğ. (209) tarafından rapor edilen Aktaş ve diğ. (28) 

tarafından da uygulanan tripolifosfatla iyonotropik jelasyon yöntemi kullanılarak 

nanopartiküller hazırlanmıştır. Bu yöntemde kitosanın pozitif grupları ile çapraz 

bağlayıcı olarak kullanılan TPF’nin negatif grupları arasındaki etkileşimden 

yararlanılmıştır. 

Tez çalışması dahilinde hazırlanan KS ve KS-PEG nanopartikül 

formülasyonlarının hazırlanışı Bölüm 3.2.4.1’de verilmiştir. Nanopartikül hazırlama 

ve etkin madde yüklenmesi esnasında Aktaş ve diğ. (28)  geliştirdiği yöntem 

kullanılmıştır. Kullanılan konsantrasyonların belirlenmesi yapılan ön çalışmalar 

doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Konsantrasyonların belirlenen değerler dışında 

olması durumunda nanopartikül oluşumu gerçekleşmemiş ya da agregat oluşumu 

gözlemlenmiştir. Nanopartikül oluşumu TPF eklenmesini takiben süspansiyonun 

yarı-opak homojen görünüm oluşturması ile karakterizedir. Polimer ve çapraz 

bağlayıcı konsantrasyonlarının belirlenmesini takiben etkin maddelerin dozu 

belirlenip polimer çözeltisine eklenerek etkin madde yüklenmiş nanopartiküller 

hazırlanmıştır (Tablo 3.1 – 3.4). 

5.4.2. PLGA ve Yüzeyi Modifiye EdilmiĢ PLGA (PLGA-PEG) 

Nanopartiküllerinin Hazırlanması 

Tez çalışması kapsamında kullanılan diğer polimerler PLGA ve PLGA-PEG 

blok kopolimeridir, FDA tarfından onaylı, biyoparçalanabilir, sentetik nitelikte olan 

bu  polimerin, nanoteknoloji kapsamında bir çok araştırmaya konu olduğu 

bilinmektedir (132) . 

Tez çalışması kapsamında hazırlanan PLGA ve PLGA-PEG nanopartikül 

formülasyonlarının hazırlanışı Bölüm 3.2.4.2’de anlatılmıştır. Emülsifikasyon/solvan 

buharlaştırma yöntemine göre nanopartiküllerin hazırlanması ve etkin madde 
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yüklenmesi esnasında Kılıç ve diğ. (210)  geliştirdiği yöntem kullanılmıştır. 

Kullanılacak olan PLGA tipinin ve konsantrasyonların belirlenmesi ön çalışmalar 

doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. İstenilen salım hızı, parçalanma hızı ve yükleme 

etkinliğine göre değişik tipte PLGA polimerleri mevcuttur. Yapılan araştırmalar 

sonucunda karboksilik asit ya da metil terminal grup içermesi, poli(laktik asit) (PLA) 

ve poli(glikolik asit) (PGA) oranları, viskozitesi ve termal özellikleri olmak üzere 

dört önemli parametrenin göz önünde bulundurulması gereklidir. PBN ile 

nöroproteksiyonun sağlanması ve etkisinin arttırılmasının amaçlandığı çalışmamızda, 

öncelikle hızlı (burst effect) bir salım ve bunu takip eden süreçte salımın, kontrollü 

olarak 24 saat devam etmesi istenen bir durumdur. Biyouyumlu ve biyoparçalanabilir 

bir polimer olmasına rağmen, degradasyon hızının yüksek olması organizma 

açısından her zaman tercih edilen bir durumdur. Nanopartikülün hızlı degradasyonu 

vücuttan polimerin hızla atılmasını sağlar, akümülasyonunu azaltır (211) . 

Polimerdeki PLA oranı arttıkça salım süresinin uzamaktadır.  Salımın ve 

degradasyon hızının yüksek olması açısından PLA:PGA oranı 50:50 olarak 

seçilmiştir. Etkin maddenin salım profili ve polimerin degradasyon hızı üzerinde 

etkili olan diğer bir parametre polimerin viskozitesidir. Viskozitenin düşük olması 

salım profili üzerinde istenen bir etki oluşturacağından 0,16 – 0,24 dl/g (0,1 % içinde 

CHCl
3
, 25 °C) viskoziteye sahip, organik fazın uçurulması aşamasında sıcaklığın 

etkisi göz önünde bulundurularak camsı geçiş sıcaklığı 42-46 °C olan “RG 502 H” 

seçilmiştir.  

Budhian ve diğ. (212) yaptığı çalışmada PLGA polimerlerinin karboksilik 

asit terminal grup ve metil terminal grup içeren tipleri yükleme etkinlikleri açısından 

değerlendirilmiştir. Haloperidol yüklü nanopartiküllerin üretiminde iki tip PLGA 

polimeri kullanmışlardır. Bunlar, karboksilik asit son grubu içeren ve metil ester son 

grubu içerenlerdir. Nanopartiküllere haloperidol yüklenmiş ve yükleme etkinlikleri 

incelenmiştir. Karboksilik asit son grubu içeren nanopartiküllerde yükleme etkinliği, 

metil ester son grup içerenlerden dört kat fazla bulunmuştur (sırasıyla, % 32 ± 15 ve 

% 8 ± 5). Ayrıca, polimerdeki laktik asit, glikolik asit oranlarının yükleme 

etkinliğine etkisi de incelenmiş ve bu oranın son gruplardan daha az önemli olduğu 
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bulunmuştur. Yapılan çalışmada PLGA 50:50’de yaklaşık olarak % 8 yükleme 

etkinliği bulunurken, PLGA 95:5’te yaklaşık olarak % 12 bulunmuştur. Buna göre, 

polimerin sahip olduğu son grupların, nanopartiküllerden etkin maddenin salımı ve 

nanopartiküllere etkin maddenin yükleme etkinliğinde önemli bir yere sahip olduğu 

bildirilmiştir. Bunun nedeni, karboksilik asitlerin PLGA ile etkin madde arasındaki 

hidrojen bağı kurulmasını arttırmasıdır, böylece solvanın buharlaştırılması esnasında, 

etkin maddenin nanopartikülden dışarıya difüzyonu engellenmiş olur. Metil ester son 

grubu içeren polimerin etkin madde ile hidrojen bağı kurma yeteneği daha düşük 

olduğu için, bu polimerde yükleme etkinliği daha düşük bulunmuştur. Ayrıca, 

polimerin serbest karboksilik asit içermesi, su tutma kapasitesini ve degradasyon 

hızını arttırır. Bu da polimer matriksinin, serbest karboksilik asit içermeyen polimere 

göre daha fazla şişmesine neden olur dolayısıyla etkin maddenin PLGA 

nanopartiküllerinden salımı, PLGA’nın şişmesi ile kontrol edilen diffüzyon hızına 

bağlı olarak daha hızlı gerçekleşir. Tüm bu bilgiler ışığında karboksil terminal grup 

içeren PLGA tiplerinin yüksek yükleme etkinliği göstermesi karboksil terminal grup 

içeren PLGA (RESOMER RG 502 H)’nın en uygun polimer olduğunu kanıtlamıştır 

(213-214) . PBN’in hidrofobik özellikte olduğu daha önce belirtilmişti. Hidrofobik 

maddelerin PLA ve PLGA mikropartiküllerine enkapsülasyonu ile ilgili Wischke ve 

diğ.’nin (213) yapılan çalışmaları özetledikleri derlemeleri incelendiğinde, PLGA 

nanopartiküllerinin PBN ilaç taşıyıcı sistem için uygun olduğu belirtilmiştir. Ayrıca, 

bu çalışmada formülasyon parametrelerinin ilaç taşıyıcı sistemi nasıl etkilediği 

üzerinde durulmuştur. Özellikle, PLGA bazlı ilaç taşıyıcı sistemlerin kronik 

hastalıkların tedavisi için dozlama sıklığını azalttığı, salım hızını yavaşlattığı ve hasta 

uyuncunu iyileştirmesi açısından uygun polimer olduğu belirtilmiştir. Bu nedenle 

PLGA biyoparçalanır ilaç taşıyıcı sistemler arasında en sık kullanılanıdır. Son 

yıllarda özellikle biyoyararlanımı problemli olan maddeler için de uygun taşıyıcı 

olduğu literatürde belirtilmektedir. Ayrıca PLGA bazlı ilaç taşıyıcı sistemler ticari 

olarak da piyasada bulunmaktadır (Tablo 2.1). Fakat PLGA’nın genel bir kullanım 

yaklaşımı hiçbir zaman söz konusu olmayıp, her etkin madde için, tek tek deneysel 

olarak incelenmelidir. Bu nedenle, bu tez kapsamındaki çalışmada, PBN’in 

nanopartikül formülasyonunda PLGA polimeri kullanılmıştır. Nanopartiküller kan 
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dolaşımından organizma tarafından yabancı madde gibi algılanıp, opsonizasyon 

sonucu RES tarafından 8-10 dakika içerisinde genel kan dolaşımından 

uzaklaştırılmaktadırlar. Bu nedenle piyasada ticari olarak bulunan üç farklı PLGA-

PEG’den PEGilasyon oranı % 8 – 12 arasında değişen PLGA-PEG (RESOMER® 

RGP d 50105) seçilmiştir. Bu polimerle ilgili teknik doküman incelendiğinde, 

polimerdeki PEG oranına, nanopartiküllerin kan dolaşımında kalış süreleri, kontrollü 

salım özellikleri ve hidrofilikliği göz önünde bulundurularak karar verilmiştir. 

Cegnar ve diğ.’nin (214)  yaptığı benzer bir çalışma, teknolojik 

parametrelerin nanopartikül formülasyonu üzerine etkisinin araştırıldığı sistatin 

yüklü PLGA nanopartikülleri üzerinde yapılmıştır. Protein yapısındaki sistatinin 

biyoaktivitesinin korunması için, formülasyona kriyoprotektan eklenmiş ve sistatin 

yüklü PLGA nanopartiküllerinin, sistatin çözeltisi ile karşılaştırıldığında, çok 

dayanıklı oldukları açıklanmıştır. Benzer yönde çalışmalar daha önceki grup 

çalışmalarımızda da yer almaktadır (210) .   

 

5.4.3. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

5.4.3.1. Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyel Ölçümleri 

Tez çalışması kapsamında hazırlanan nanopartiküllerin partikül boyutu ve 

zeta potansiyellerinin ölçümüne ait bilgiler Bölüm 3.2.5.1’de ayrıntılı bir şekilde 

anlatılmıştır. Ölçümler sonucunda elde edilen bulgular Bölüm 4.3.2.1’de verilmiştir 

ve bu değerler Tablo 4.6 ve 4.7’de özetlenmiştir. Ayrıca, etkin madde içermeyen 

nanopartiküllerin partikül boyutu ve zeta potansiyel dağılımlarına ait grafikler de 

Şekil 4.9 ve 4.10’de verilmiştir. Bu özelliklerin, polimerin PEG ile 

modifikasyonunda, etkin madde yüklendiğinde ve farklı dozlarda yükleme 

yapıldığında nasıl etkilendiği incelenmiştir. 

Kitosan ve kitosan-PEG nanopartiküllerinin partikül boyutları incelendiğinde, 

KS-PEG nanopartiküllerinin (142 ± 13,49 nm), KS nanopartiküllerine (319,6 ± 19 

nm) kıyasla daha küçük olduğu tespit edilmiştir (p<0,05). Aktaş ve diğ.’nin (27)  

yaptığı çalışmada da, KS-PEG nanopartiküllerinin boyutları KS nanopartiküllerine 
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göre daha küçük bulunmuştur. Bunun sebebinin, PEG ile kolloidal stabilizasyonun 

sağlanmasının olabileceği düşünülmektedir.  

Kitosan nanopartiküllerinin, partikül boyutu dağılımı incelendiğinde (Tablo 

4.6, Şekil 4.9) , polidispersite indekslerinden (~ 0,27)  ve dağılım grafiklerinden 

monodispers bir sistem oldukları görülmektedir. KS nanopartiküllerine etkin madde 

yüklendiğinde ve yüklenen etkin madde miktarı arttığında partikül boyutunun arttığı 

gözlenmiştir (340 ± 19, 356,4 ± 4,19 nm). Bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0,05). Etkin madde yüklenmesi partikül boyutunun dağılım 

aralığını genişletse de, sistem monodispers dağılım formunu korumuştur. Pınarbaşlı 

ve diğ.’nin (29) yaptığı çalışmada da kitosan nanopartiküllerine ait partikül boyutu 

~300 nm bulunmuştur, polidispersite indeksleri de ~ 0,2 olarak bulunmuştur. Bu 

sonuçlar dikkate alındığında, elde edilen bulguların literatürle uyumlu olduğu 

görülmektedir. 

KS-PEG nanopartiküllerinin partikül boyutları incelendiğinde (Tablo 4.6, 

Şekil 4.9) polidispersite indeksleri (~ 0,3) ve dağılım grafiklerinden monodispers bir 

sistem oldukları görülmektedir. KS-PEG nanopartiküllerine etkin madde yüklenmesi 

partikül boyutunda ve PDI değerinde artışa neden olmuştur. KS-PEG 

nanopartiküllerine yüklenmesi hedeflenen etkin madde miktarı arttığında, yani 

ortama ilave edilen PBN miktarı arttığında, partikül boyutunda azalma olduğu 

gözlenmiştir (265,6 ± 10,54, 208,8 ± 1,15 nm). Dolayısıyla KS-PEG nanopartikülleri 

için yüklenen etkin madde miktarı ile partikül boyutu arasında doğrusal bir ilişki 

kurulamamıştır.  

PLGA nanopartiküllerinin partikül boyutları incelendiğinde (Tablo 4.7, Şekil 

4.9) polidispersite indeksleri (~ 0,07) ve dağılım grafiklerinden monodispers bir 

sistem oldukları görülmektedir. Kitosandan farklı olarak, PLGA ve PLGA-PEG blok 

kopolimeri ile hazırlanan nanopartiküllerin partikül boyutları arasında anlamlı bir 

fark bulunamamıştır (sırasıyla, 269,6 ± 6,42, 271 ± 4,88 nm) (p>0,05). Li ve diğ.’nin 

(140)  yaptığı çalışmada da PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinin boyutları 

arasında anlamlı fark bulunamamıştır (sırasıyla, 213,8 ± 10,9 ve 198,1 ± 11,1 nm). 



116 

 

 

 

 

PLGA nanopartiküllerine etkin madde yüklendiğinde ve yüklenen miktar arttıkça, 

partikül boyutu artmıştır (279,06 ± 5,717, 285,6 ± 3,93 nm). PDI değerlerinde 

anlamlı bir değişklik olmamıştır. Partikül boyutundaki artış istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p>0,05).  

PLGA-PEG nanopartiküllerinin partikül boyutları incelendiğinde (Tablo 4.7, 

Şekil 4.9) polidispersite indeksleri ve dağılım grafiklerinden monodispers bir sistem 

oldukları görülmektedir. PLGA-PEG blok kopolimeri ile hazırlanan nanopartiküllere 

etkin madde yüklendiğinde ve yüklenen miktar arttığında partikül boyutu artmış 

(278,2 ± 4,88; 290,0 ± 2,1 nm), PDI değerlerinde önemli bir değişiklik 

gözlenmemiştir. Partikül boyutundaki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(p>0,05). Nanopartikül formülasyonunda, partikül boyutu hedeflendirilmiş veya 

hedeflendirilmemiş nanopartikül formülasyonlarında, biyodağılımı önemli ölçüde 

etkilemektedir.  Cheng ve diğ.’nin (215) PLGA-PEG nanopartikülleri ile yaptığı bir 

çalışmada, polimer konsantrasyonu, ilaç yüklemesi, solvanın suyla karışabilirliği ve 

solvan su oranının nanopartikül boyutunu nasıl etkileyeceği araştırılmıştır. 70 – 250 

nm aralığında nanopartikül boyutunun polimer konsantrasyonu ile lineer değiştiği 

gösterilmiştir. Hedeflendirme için yapay prostat kanseri oluşturulmuş farelerde, 

nanopartikül yüzeyinin  spesifik membran antijeni A10 Aptameri ile konjuge 

edilmesi, nanopartiküllerin tümöre hedeflendirilmesini arttırmıştır. Yüzeyi 

değiştirilmiş ve değiştirilmemiş nanopartiküllerde dokuya hedeflendirme, yüzeyi 

değiştirilmiş nanopartiküllerin lehine 3,77 kat artmıştır. Bu nedenle çalışmanın 

bundan sonraki aşamalarında, yüzeyi değiştirilmiş PBN taşıyan PLGA-PEG 

nanopartiküllerinin beyne hedeflendirilmesinin yararlı olacağı düşünülmektedir. 

Bu çalışma bulguları, polimer konsantrasyonu ile nanopartikülün volümetrik 

büyüklüğü, kullanılacak solvanlar ve çalışma koşullarının in vivo bulguları önemli 

ölçüde etkileyeceğini göstermektedir. Tez kapsamında yapılan çalışmalarda da, 

teknolojik parametrelerin özellikleri üzerine etkisi dikkate alınmıştır. 

Çalışmamızda hazırlanan PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküler sistemlerin 

formülasyonlarının hazırlanmasında son işlem basamağı olan liyofilizasyon işleminin 
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partikül boyutu ve dağılımı üzerine etkisi de incelenmiştir. Bu amaçla çalışmamızda 

kriyoprotektan madde kullanılmamasına rağmen yüzey etkin madde olan polivinil 

alkolün kullanımı ile stabil partiküller elde edilmiştir. Benzer şekilde literatürde 

kriyoprotektan ajan kullanılmadan stabil nanopartiküller hazırlanabildiği 

bildirilmiştir (216) . 

Kitosan ve KS-PEG ile PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinin partikül 

boyutları kıyaslandığında PLGA ve PLGA-PEG polimerleri ile hazırlanan 

nanopartiküllerde daha küçük boyutta partiküller elde edilmiştir. Partikül boyutu 

dağılım grafikleri ve PDI değerleri incelendiğinde, PLGA ve PLGA-PEG polimerleri 

ile hazırlanan nanopartiküllerde daha homojen bir dağılım gözlenmiştir. PLGA ve 

PLGA-PEG ile daha homojen bir dağılım ve daha küçük partikül boyutu elde 

edilmesinin nedeni, bu polimerlerin sentetik ve dolayısıyla yüksek saflıkta olmasıdır. 

Partikül boyutu ve dağılımındaki farklılığın diğer nedenleri arasında, üretim yöntemi 

farklılığı, yüklenen etkin madde miktarı, yüzeyde adsorbe olan etkin madde 

miktarlarının farklılığı sayılabilir. 

Partiküler sistemlerin yüzey yükü zeta potansiyel ölçümü ile tespit 

edilmektedir. Zeta potansiyel analizleri; kolloidal stabilitenin değerlendirilmesi ve in 

vivo uygulamalarda partikülün sahip olduğu yüzey yükünün önemi nedeni ile 

incelenmelidir (217) . Ölçülen yüzey yükünün değeri, partikülün uzun süreli 

stabilitesinin tahmini için önemlidir. Bir süspansiyon içindeki partiküllerin sahip 

olduğu yüksek pozitif veya negatif zeta potansiyel değerleri, partiküllerin birbirini 

itmesi ile sonuçlanmakta ve bu durum partiküllerin bir araya gelme eğilimine engel 

olmaktadır. Diğer bir deyişle, partiküllerin düşük zeta potansiyel değerlerine sahip 

olması partiküllerin bir araya gelmesini engelleyecek kuvvetin ortadan kalkmasına 

 ve partiküllerin flokülasyonu ile sonuçlanmaktadır (218) .  

 Kitosan nanopartiküllerine ait zeta potansiyel değerlerine ait tablo ve dağılım 

grafikleri Tablo 4.6 ve Şekil 4.10’da verilmiştir. Kitosan ve KS-PEG 

nanopartiküllerinin zeta potansiyellerinin pozitif olduğu bulunmuştur, bunun nedeni 

kitosanın amin grupları içeren poli katyonik bir polimer olmasıdır. Kitosan 
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nanopartiküllerine PBN yüklenmesi, zeta potansiyelde düşüşe neden olmuştur. 

Pozitif yüklü bir madde olan PBN’in zeta potansiyelinde düşüşe neden olması, 

yüksek miktarda yüklenen PBN’in dispersiyonun stabilitesini etkilemesi olarak 

düşünülmektedir. Yani kitosan nanopartiküllerine etkin madde yüklenmesi, 

nanopartikül süspansiyonunun kolloidal stabilizasyonunu olumsuz etkilemiştir. 

Kitosan nanopartiküllerinin zeta potansiyelleri 18,6 ± 3,5 ile 38,7 ± 7,6 mV arasında 

değişmektedir. KS-PEG nanopartiküllerine PBN yüklenmesi zeta potansiyelinde 

artışa neden olmuştur, bunun nedeninin, PEG ile kolloidal stabilizasyonun 

sağlanmasının olabileceği düşünülmektedir. Aktaş ve diğ.’nin (27) yaptıkları 

çalışmada, kitosan nanopartiküllerine negatif yüklü Z-DEVD-FMK’nın yüklenmesi 

ile zeta potansiyelinde düşme olduğu gösterilmiştir. Etkin madde içermeyen kitosan 

nanopartiküllerinin zeta potansiyeli + 28,4 mV olarak bulunurken, etkin madde 

yüklendiğinde bu değer, + 20,25’e düşmüştür.  Zeta potansiyeli etkileyen  faktörler 

arasında yüklenen maddenin yükünün önemli olduğu bu çalışmada da gösterilmiş 

olup, tez çalışmasında elde edilen bulgular ile uyumlu bulunmuştur. 

 PLGA nanopartiküllerine ait zeta potansiyel değerlerine ait tablo ve grafikleri 

Tablo 4.7 ve Şekil 4.10’da verilmiştir. PLGA ve modifiye edilmiş PLGA 

nanopartiküllerinin zeta potansiyel değerlerinin negatif olduğu bulunmuştur. Bunun 

nedeni diğer poliester polimerler gibi PLGA’nın da yüzeyinde yer alan terminal 

karboksilik asit gruplarının varlığı ile açıklanabilmektedir. PLGA ve PLGA-PEG 

nanopartiküllerine PBN yüklenmesi zeta potansiyel değerlerini düşürmüştür, bunun 

nedeni olarak da PBN’in pozitif yüke sahip bir madde olmasındandır. PLGA’nın 

PEG ile modifikasyonunda zeta potansiyel değerinde nötral değere yaklaşma 

gözlenmiştir (sırasıyla, -18,4 ± 2,86, -14,4 ± 0,53). Li ve diğ.’nin (140) PLGA ve 

PLGA-PEG nanopartikülleri ile yaptıkları çalışmada, PLGA nanopartiküllerinin zeta 

potansiyel değerleri, - 33,9 mV olarak bulunurken, PLGA-PEG nanopartiküllerinde 

bu değer - 16, 31 mV olarak bulunmuştur. PEG zincirlerinin zeta potansiyel değerini 

önemli ölçüde etkilediği sonucuna varılmıştır.  

 Kitosan ve PLGA polimerleri hazırlanan nanopartiküllerin zeta potansiyelleri 

ile PEG ile modifiye edilmiş polimerlerle hazırlanan nanopartiküllerin zeta 
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potansiyel değerleri karşılaştırıldığında, iki polimerde de, PEG’lenmiş polimerle 

hazırlanan nanopartiküllerde zeta potansiyel değerinde anlamlı bir düşüş olduğu 

görülmüştür. Bunun nedeni nanopartikül yüzeyindeki hidrodinamik fazın daha uzak 

mesafeye kayması ile açıklanmaktadır (140) . 

 

5.4.3.2. Morfolojik Özellikleri 

Bölüm 3.2.5.2’de “Morfolojik Özellikleri”başlığı altında anlatıdığı şekilde tez 

çalışmasında hazırlanan nanopartiküllerin, etkin madde yüklenmiş ve etkin madde 

yüklenmemiş formlarının morfolojik özellikleri incelenmiştir. Buna ilişkin SEM 

görüntüleri Bölüm 4.3.2.2’ de “Morfolojik Özelliklere ait Bulgular” başlığı altında 

Şekil 4.11 - 4.14’te verilmiştir. 

SEM görüntüleri incelendiğinde, kitosan nanopartiküllerinin küresele yakın 

bir yapıya sahip olduğu, partikül boyutu dağılımının oldukça tek düze olduğu ve 

boyutlarının 350 nm civarında olduğu görülmektedir (Şekil 4.11).  Literatürde de 

benzer şekilde, benzer boyutlarda görüntüler yer almaktadır (27,219) . 

KS-PEG nanopartiküllerine ait görüntüler incelendiğinde, KS 

nanopartiküllerine nazaran daha az küresel oldukları görülmektedir. Ancak boyutlar 

daha küçük ve dağılım daha homojendir. Literatürde yer alan KS-PEG 

nanopartiküllerine ait görüntüleri incelendiğinde, yapılarının bizim çalışmamızda 

olduğu gibi küresele yakın oldukları görülmüştür (27,29) .  

PLGA nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri incelendiğinde, 

nanopartiküllerin küresel yapıda oldukları, partikül boyutu dağılımının tek düze 

olduğu ve boyutlarının yaklaşık olarak 250 nm olduğu görülmektedir. Choi ve 

diğ.’nin (220) yaptıkları çalışmada, tez çalışmasında kullanılan yöntemle elde edilen 

PLGA nanopartiküllerinin küresel oldukları boyutlarının ~ 300 nm olduğu ve 

partikül boyutlarının dar bir aralıkta  dağıldığı bildirilmiştir. Tez çalışmasında elde 

edilen SEM görüntüleri literatür ile uyumlu bulunmuştur. 

PLGA-PEG nanopartiküllerine ait SEM görüntüleri incelendiğinde, 

nanopartiküllerin küresel oldukları ve homojen bir dağılıma sahip oldukları ve 
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boyutlarının yaklaşık olarak 280 nm olduğu görülmektedir. Avgoustakis ve diğ.’nin 

(211) yaptıkları çalışmada da, benzer görüntüler elde edilmiştir. 

5.4.3.3. Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi 

Bölüm 3.2.5.3’te “Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi” başlığı altında 

anlatıldığı şekilde, KS, KS-PEG, PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerine yüklenen 

PBN miktarı tayin edilmiştir. Bölüm 4.3.2.3’te “Enkapsülasyonun 

Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular” başlığı altında da yükleme etkinlikleri, pratik 

olarak yüklenen miktarlar ve yükleme kapasiteleri verilmiştir (Tablo 4.8, 4.9).  

Kitosan nanopartiküllerinin yükleme etkinliği ve yükleme kapasiteleri 

incelendiğinde, yüklenmesi hedeflenen madde miktarı ve dolayısıyla ortama ilave 

edilen etkin madde miktarı arttıkça, yükleme etkinliği (sırasıyla, % 32,67 ve 44,65) 

ve yükleme kapasitelerinde (sırasıyla, % 16,5 ve 55,9) artış olmuştur. Bu da 

yüklenmeye çalışılan ilk dozda, nanopartikülün maksimum yükleme kapasitesine 

ulaşılamadığını ve dozu arttırdığımızda polimerin hala etkin madde enkapsüle edecek 

kapasitede olduğunu göstermektedir. Pınarbaşlı ve diğ.’nin (29) yaptığı çalışmada da 

kitosan nanopartiküllerine yüklenen madde miktarı arttıkça yükleme kapasitesinin 

arttığı rapor edilmiştir. 

KS-PEG nanopartiküllerinde enkapsülasyonun etkinliği değerlendirildiğinde, 

kitosan nanopartiküllerinde olduğu gibi ortama eklenen etkin madde miktarı arttıkça 

nanopartikülün yükleme kapasitesinde artış olduğu (sırasıyla, % 29,91 ve 47,19) 

gösterilmiştir bu da, düşük dozla elde edilen yükleme kapasitesinin doygunluğa 

ulaşmadığını ifade etmektedir. Pınarbaşlı ve diğ.’nin (29) yaptıkları çalışmada da, 

KS-PEG nanopartiküllerine yüklenen madde miktarı arttıkça, nanopartikülün 

yükleme kapasitesinde artış olduğu gösterilmiştir.  

 

KS ve KS-PEG nanopartikülleri kendi aralarında karşılaştırıldıklarında, KS-

PEG nanopartiküllerinin düşük doz etkin madde yüklendiğinde yükleme kapasitesi 

daha fazla iken, yüksek dozda, KS nanopartiküllerinin yükleme kapasitesi daha 

fazladır (Tablo 4.8), bunun nedeni, PEG’in oluşturduğu hidrofilik tabakanın 

hidrofobik yapıdaki PBN’in kitosanla olan etkileşimini azaltması yönünde olduğu 
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düşünülmektedir.  KS-PEG nanopartiküllerinin yüklenen PBN miktarının artmasıyla 

yükleme etkinliğinde azalma olması da, nanopartiküler etkin madde yükleme 

aşamasında PEG zincirinin oluşturduğu sterik engelin açık bir göstergesidir. 

Pınarbaşlı ve diğ.’nin (29) yaptıkları çalışmada da yüklenen etkin madde miktarının 

iki katına çıkarılması (400 ng/mL, 800 ng/mL) KS nanopartiküllerinin yükleme 

kapasitesi ve yükleme etkinliğinde KS-PEG nanopartiküllerine nazaran daha yüksek 

bulunmuştur. 

PLGA nanopartiküllerinin yükleme etkinliği ve yükleme kapasitesi 

değerlendirildiğinde, nanopartiküllere yüklenen etkin madde miktarı arttıkça, 

yükleme kapasitesi artarken (sırasıyla, % 34,36 ve 68,40), yükleme etkinliğinde 

önemli bir değişiklik olmamıştır (sırasıyla, % 52,3 ve 54). Bunun nedeni, PLGA’nın 

enkapsüle ettiği etkin madde miktarının ortama eklenen madde miktarı ile doğrusal 

bir ilişki göstermesinden kaynaklanmaktadır.  Dolayısıyla nanopartiküllere yüklenen 

dozun iki katına çıkarılması yükleme kapasitesinde iki katlık bir artışa neden 

olmuştur.     

PLGA-PEG nanopartiküllerinin yükleme etkinlikleri ve yükleme kapasiteleri 

değerlendirildiğinde, ortama eklenen PBN miktarı arttıkça, yükleme kapasitesinde 

(sırasıyla, % 9,26 ve 29,24) ve yükleme etkinliğinde (sırasıyla, % 12,7 ve 21,21) artış 

olduğu görülmüştür, bu da PLGA polimerinin hapsedeceği etkin madde miktarına 

düşük dozda erişilemediğini dozun arrtırılmasıyla bu değerlerde artış olduğunu 

göstermektedir.  

PLGA ve PLGA-PEG nanopartikülleri kendi aralarında karşılaştırıldığında, 

her iki dozda da PLGA nanopartiküllerinin yükleme etkinliği ve yükleme kapasitesi 

daha yüksek bulunmuştur. Bunun nedeninin hidrofobik etkileşimlerden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. PLGA’nın PLGA-PEG’e oranla daha hidrofobik 

olması, hidrofobik özellikteki PBN’in PLGA’ya daha yüksek miktarda yüklenmesini 

sağlamıştır. PEG’lerle oluşturulan hidrofilik tabakanın PBN’in PLGA ile etkileşime 

girmesini azalttığı düşünülmektedir. 

Li ve diğ. (140) yaptığı çalışmada da PEG ile modifiye edilmiş, PLGA’nın 

yükleme etkinliği daha düşük bulunmuştur. Bunun nedeni tam olarak 

açıklanamamıştır.   
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KS, KS-PEG nanopartikülleri ile PLGA, PLGA-PEG nanopartiküllerinin 

yükleme etkinlikleri incelendiğinde, PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerine daha 

yüksek miktarda PBN yüklenebilmiştir. Bunun nedeni lipofilik özellikteki polimerin, 

lipofilik polimerin çözeltisinde yüksek konsantrasyondaki çözeltisinin 

hazırlanabilmesinden ve lipofilik karakterdeki PBN’in hidrofobik karakterdeki 

PLGA ile daha fazla etkileşmesinden kaynaklanmaktadır (213) . 

 

 5.4.3.4. Ġn Vitro Salım ÇalıĢmaları 

 İn vitro salım çalışmaları Bölüm 3.2.3.5’te “İn Vitro Salım Deneyleri” başlığı 

altında anlatıldığı şekilde yapılmıştır. Zamanın fonksiyonu olarak % kümülatif salım 

miktarının gösterildiği grafik Şekil 4.9 ve Şekil 4.10’da verilmiştir.  

Salım profilleri incelendiğinde, ilaç salımının başlangıçta patlama etkisi 

gösterdiği görülmektedir. Bunun nanopartiküllerin yüzeyine yakın ilaç kristallerine 

veya yüzeye adsorbe olmuş ilaç kristallerine bağlı olarak gerçekleşebileceği 

düşünülmektedir (140,211) . Avgoustakis ve diğ. (211) sisplatinin PLGA-mPEG 

nanopartikül formülasyonlarını hazırlamışlardır ve nanopartiküllerin in vitro 

degradasyon, in vitro salım ve kanda kalış özelliklerini incelemişlerdir. Sisplatin 

yüklü PLGA-PEG nanopartiküllerinden kontrollü ilaç salımının birkaç saatin 

üzerinde olduğu gözlenmiştir. İlaç salım profilinin iki fazlı olduğu görülmüştür, 

birincisi hızlı salım (burst effect) ve ikincisi hızlı salımı takip eden süreçte gözlenen 

daha yavaş salımdır.   

KS ve KS-PEG nanopartikülleri ile gerçekleştirilen salım çalışmaları 

incelendiğinde, PEG’li formülasyonlarda yüksek etkin maddde yüklendiğinde 

kitosana göre daha hızlı bir salım görülürken, düşük doz yüklendiğinde KS 

nanopartiküllerinde daha hızlı bir salım görülmüştür. Bunun nedeni PEG ile modifiye 

edilmiş polimerle hazırlanan nanopartiküllerde, düşük dozda yüklenen etkin 

maddenin büyük çoğunluğu nanopartikül içine hapsedilip, salımın PEG ile 

yavaşlatılmasıdır. Yüksek dozda yüklendiğinde ise, etkin maddenin bir kısmı 

nanopartikül yüzeyinde ve yüzeye yakın yerlerde bulunacağından, salım daha hızlıdır 

(140,221) .  
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PLGA ve PLGA-PEG nanopartiküllerinin salım profilleri incelendiğinde, 

PLGA ile hazırlanan nanopartiküllerde, salımın daha hızlı olduğu gösterilmiştir. 

PEG’in varlığı, hidrofilik yapısı ve sterik engeli nedeniyle, hidrofobik karakterdeki 

PBN’in daha yavaş ve kontrollü olarak salımını sağlamıştır. Hidrofilik PEG 

zincirlerinin uzunluğunun ve polimerdeki PEG oranının salım üzerinde etkileri 

olduğu bildirilmiştir (214,222) . Mosqueira ve diğ.’nin (222) PLA ve PLA-PEG 

polimerleri ile yaptıkları çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir, PEG’in varlığı 

salımın yavaşlamasını ve nanopartiküllerin uzun süre kan dolaşımında kalmasını 

sağlamıştır. 

 

5.5. Ex Vivo Hayvan Deneyleri 

Bölüm 3.2.6.2’da  “BCA Tayini Kalibrasyon Doğrusu” başlığı altında 

anlatıldığı şekilde karaciğer dokusundan protein miktar tayini yapabilmek için elde 

edilen kalibrasyon doğrusu Bölüm 4.4.2’de “BCA Tayini Kalibrasyon Doğrusu” 

başlığı altında verilmiştir. Korelasyon katsayısı 0,9978 olarak bulunan doğru 

denklemi yapılan her bir analizde, karaciğer doku homojenatındaki protein miktar 

tayininde kullanılmıştır.  

Bölüm 3.2.6.1’de “Dokudaki Lipit Peroksitlerin Tiyobarbitürik Asit Reaktif 

Maddeleri  (TBARS) Aracılığı ile Tayin Edilmesi” başlığı altında anlatıldığı şekilde 

yapılan deneylerde elde edilen bulgular, Bölüm 4.4.1’de “Dokudaki Lipit 

Peroksitlerin Tiyobarbitürik Asit Reaktif Maddeler Aracılığı ile Tayin Edilmesi” 

başlığı altında Tablo 4.10’da özetlenmiştir. Tablo değerleri incelendiğinde, kontrol 

grubuna ait farelerin karaciğer dokusundan elde edilen MDA düzeyi  509,18 ± 92 

nmol/0,1 g protein olarak bulunurken, bu düzeyin akut karaciğer toksisitesi 

oluşturulmuş farelerde 1239,76 ± 117 nmol/0,1 g protein olarak bulunmuştur. Bu 

gruplar arasındaki TBARS (nmol MDA/0,1 g protein) seviyeleri arasındaki farklılık 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Karbontetraklorür uygulamadan 

30 dakika önce intraperitoneal yoldan PBN verilmesi (100mg/kg) MDA düzeyinde 

büyük ölçüde düşüş olmasını sağlamıştır (764,19 ± 81,8 nmol MDA/0,1 g protein). 

Bu düşüşün istatistiksel olarak anlamlı olması, oluşturulan deney modelinin 
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formülasyonlarının etkinliğinin saptanması amacıyla kullanılabileceğini 

göstermektedir. 

Zhu ve diğ.’nin (223)  yaptıkları çalışmada da, CCl4 ile akut karaciğer 

toksisitesi oluşturulmuş ve karaciğerdeki TBARS seviyeleri tayin edilmiştir. Kontrol 

grubunda 368,7 ± 20,4  nmol MDA/0,1 g protein bulunurken, 0,5 ml/kg CCl4 

uygulanan grupta bu düzey 1178,5 ± 197,3 nmol MDA/0,1 g protein olarak 

bulunmuştur. 

Oksidatif stres oluşturmak amacıyla karbontetraklorür (CCl4) uygulanan 

farelerde, karbontetraklorür P450 enzimi ile triklorometil (
.
CCl3) serbest radikaline 

dönüştürülür, oksijen varlığında triklorometil peroksi radikaline (
.
OOCCl3) dönüşür. 

Bu serbest radikaller, farklı moleküllerden hidrojen koparır ve lipitlerin, proteinlerin 

ve DNA’nın oksidasyonunu başlatır. Lipit peroksidasyonunun son ürünlerinden birisi 

olan malondialdehitin tayin edildiği tez çalışmasında, dolaylı olarak lipit 

peroksidasyon düzeyi ölçülmüştür. PBN’in CCl4’ten 30 dakika önce uygulanmasıyla 

lipit peroksidasyonun azaltılması amaçlanmıştır. Deney sonuçları incelendiğinde, 

PBN’in karaciğerde oluşturulan oksidatif stresi azalttığı ve dolayısıyla lipit 

peroksidasyonu ve lipit peroksidasyonun son ürünü olan malondialdehiti azalttığı 

gösterilmiştir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 Felç tedavisinde kullanılmak üzere, bir çok yararlı etkilere sahip PBN’in düşük 

in vivo stabilitesinin ve kısa yarı ömrünün önüne geçilerek, hem hasta uyuncunun 

arttırıldığı hem de tedavisi bir çok yönden kısıtlı olan santral sinir sistemi 

hastalıklarının tedavisi için umut verici bir yaklaşım olarak nanopartiküler ilaç 

taşıyıcı sistem formüle edilmiştir. Bu sistemin hazırlanmasında doğal ve sentetik 

polimerler, ayrıca bu polimerlerin PEG ile modifikasyonu sonucunda elde edilen 

blok kopolimerler kullanılmıştır. Sonuçta, morfolojik özellikleri, boyut ve yüzey 

yükü, yükleme kapasitesi, yükleme etkinliği açısından incelendiğinde, kitosan ve 

kitosan-PEG ile hazırlanan nanopartiküllerin pozitif yüke sahip oldukları ve bunun 

hücre içine alımda avantajlı olacağı, ayrıca kitosan ile hazırlanan nanopartiküllerin 

parçalanma hızının daha yüksek olduğu bilinmektedir. Buna ek olarak kitosanla 

hazırlanan nanopartiküllerin PLGA’ya göre başlangıçta daha hızlı bir salım 

gösterdikleri gözlenmiştir. PLGA ile hazırlanan nanopartiküller, sentetik ve yüksek 

saflıkta olmaları nedeniyle daha verimli bir şekilde formüle edilmiştir ve de 

partiküllerin boyutlarına ait dağılım grafikleri incelendiğinde daha tez düze bir 

dağılıma sahip oldukları görülmüştür. Polimerin hidrofobik yapısı gereği, hidrofobik 

karakterdeki PBN’in bu polimere yüklenmesi daha kitosana göre daha fazla 

olmuştur. PEG ile modifiye edilmiş polimerlerden hazırlanan nanopartiküllerin 

biyodağılım çalışmaları ve kan dolaşımındaki kalış sürelerinin tayin edildiği 

çalışmalar incelendiğinde, bu formülasyonların daha uzun süre kan dolaşında kaldığı 

ve daha geniş bir biyodağılım gözlendiği gösterilmiştir. Bu tez çalışması kapsamında 

formülasyonlarn ex vivo ve in vivo olarak değerlendirilmesi için ön çalışma niteliği 

taşıyan ex vivo deney modeli çalışması yapılmıştır. Bu çalışmada çok bilinen ve eski 

bir yöntem olan tiyobarbitürik asit reaksiyon substansları (TBARS) ile dokudaki lipit 

perokdsidasyon ürünleri tayin edilmiştir. Akut karaciğer toksisitesi oluşturmak üzere 

karbontetraklorür uygulanan fareler ile, karbontetraklorür uygulanmasından 30 

dakika önce PBN verilen farelerde lipid peroksidasyon düzeyleri ölçüldüğünde arada 

~1,6 katlık bir fark bulunmuştur. Bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olması 

yapılması hedeflenen çalışmalarda, bu deney modelinin kullanılabileceği 

gösterilmiştir. 
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Tüm formülasyonların CCl4 ile oluşturulmuş deney modelinde etkinliklerinin 

çalışılmasının ardından, iskemi modeli ile nanopartikül formülasyonlarının 

etkinliklerinin gösterilmesi hedeflenmektedir. PBN’in beyin damar endotelinde 

etkinliğinin arttırılması  amacıyla bu sistmelerin beyne hedeflendirilmesi de 

amaçlanmaktadır. 
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