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OZET

Bu c¢alismada beslenme okuryazarligi ile obezite iliskisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamiz; kesitsel nitelikte olup
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Aile Hekimligi
Anabilim Dali’'nda Aralik 2023 ile Nisan 2024 tarihleri arasinda
yapilmistir. Calismaya Aile Hekimligi polikliniklerine basvuran 18-
64 yas aras1 328 hasta alinmistir. Katihmeilar Viicut Kitle Indeksi
(VKI)<30 ve VKI>30 olacak sekilde 2 gruba ayrilip; katilimcilara
sosyodemografik  ozellikleri ve  Yetiskinlerde  Beslenme
Okuryazarlig1 Degerlendirme Araci’ni1 (YBOYDA) iceren bir anket
formu, yiiz ylize goriisme yontemiyle uygulanmistir. Calismamizda
katilimcilarin yas ortalamast 35.1£12.7 yi1l, VKI ortalamasi 29.2+6.9
kg/m? idi. Katilimeilarin %67.7 sini (n=222) kadinlar, %39.6’sim1
(n=130) iniversite mezunlar1 olusturmaktaydi. Gruplar (Grup 1:
VKI<30 ve Grup 2: VKI>30) karsilastirildiginda; yas (p=0.000),
medeni durum (p=0.000), cocuk sayis1 (p=0.000), egitim durumu
(p=0.000) ve kronik hastalik varlig1 (p=0.000) agisindan aralarinda
anlaml fark vardi. Gruplarm YBOYDA’ndan aldiklar1 puanlar
degerlendirildiginde obez olan grubun besin gruplar1 (p=0.004),
porsiyon miktarlar1 (p=0.03) ile sayisal okuryazarlik ve gida etiketi
okuma (p=0.000) altbéliimlerinde diger gruba gore yeterli puan alma
oranlar1 anlamh derecede diisiiktii. Calismamizda eriskinlerde VKI
artttkca YBOYDAdan alman puanin azaldigi, obez olan bireylerde
obez olmayanlara gore beslenme okur yazarligi diizeyinin daha
diisiik oldugu saptanmistir. Calismamizin neticesinde obezitenin
onlenmesinde kisilerin ve toplumun beslenme okur yazarlifi
seviyesinin arttirilmasinin 6nemli oldugu sonucuna varilmastir.

Anahtar kelimeler: Beslenme, Obezite, Okuryazarlik

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the relationship between nutrition
literacy and obesity. Our research was a cross-sectional study
conducted at the Department of Family Medicine, Faculty of
Medicine, Karadeniz Technical University, between December 2023
and April 2024. A total of 328 patients aged 18-64 who applied to
the Family Medicine Outpatient Clinic were included in the study.
Participants were divided into two groups based on Body Mass Index
(BMD<30 and BMI>=30. A face-to-face questionnaire was
administered, which included sociodemographic characteristics and
the Evaluation Instrument of Nutrition Literacy on Adults (EINLA).
In our study, the mean age of participants was 35.1+12.7 years, and
the mean BMI was 29.2+6.9 kg/m?. Among the participants, 67.7%
(n=222) were female, and 39.6% (n=130) were university graduates.
When comparing the two groups (Group 1: BMI <30 and Group 2:
BMI >30), there were statistically significant differences in age
(p=0.000), marital status (p=0.000), number of children (p=0.000),
educational status (p=0.000), and presence of chronic disease
(p=0.000). When evaluating the scores obtained from the EINLA,
the group with obesity had significantly lower rates of achieving
adequate scores in the subdomains of food groups (p=0.004), portion
sizes (p=0.03), and numeracy and food label reading (p=0.000),
compared to the non-obese group. Our findings revealed that as BMI
increases in adults, scores from the nutrition literacy assessment tool
decrease, indicating that individuals with obesity have lower levels
of nutrition literacy compared to those without obesity. As a result
of our study, it was concluded that improving the nutrition literacy
levels of individuals and the general population plays a significant
role in the prevention of obesity.
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GIRIS
Dﬁnya Saglk Orgiiti (DSO) tanimina gore fazla

kiloluluk ve obezite; viicutta, saglig1 bozacak oranda
anormal ve agir1 yag birikimidir. Obezite genel olarak
viicut yag kiitlesinin asir1 artisi sonucu, viicut boy
uzunluguna gore agirligin istenilen diizeyin iizerine
cikmasidir.' Obeziteyi belirlemek icin DSO’niin formiil
haline getirdigi indeks kullanilmaktadir. Bu indeks
Viicut Kitle Indeksi (VKI) olarak isimlendirilmistir.
DSO smiflandirmasina gore; VKI’si 18.5 kg/m? ve
altinda olan bireyler zayif, VKI’si 18.5 ile 25 kg/m?
arasinda olan bireyler normal kilolu, VKI’si 30 kg/m*ve
iizerinde olan bireyler obez olarak siniflandirilmistir.?

DSO verileri 2022 yilinda, 18 yas ve iistiindeki 2.5
milyar kisinin asint kilolu oldugunu ve bunlarin 890
milyondan fazlasinin da obez oldugunu gostermistir.’
DSO’niin 2022 yilindaki Avrupa Boélgesi Obezite
Raporu  verilerine  bakildiginda Avrupa
Bolgesi’ndeki obezite prevalanst en yiiksek olan
iilkenin Tiirkiye oldugu goriilmiistiir. Tirkiye’deki

1se;

yetigkin niifus incelendiginde, niifusun %66.8’inin fazla
kilolu, %32.1’inin ise obez oldugu saptanmistir.’
Yiiksek VKI’nin 2019 yilinda, kardiyovaskiiler sistem
hastaliklar1, diyabet, maligniteler, kronik pulmoner
hastaliklar, nérolojik hastaliklar ve gastrointestinal
sistem hastaliklarina baglh yaklagik 5 milyon Oliime
neden oldugu edilmektedir.’ Miidahale
edilmezse, asir1 kilo ve obezitenin kiiresel maliyetinin

tahmin

2030 yilina kadar yilda 3 trilyon dolara ulagacagi ve
2060 yilina kadar 18 trilyon dolardan fazla olacagi
tahmin edilmektedir.®

Obezite asir1 kalori alimi, yetersiz enerji harcanmasi
veya her ikisine bagli olarak uzun siireli enerji
dengesizligi ile karakterize, kisinin genetigi ile ¢evre
arasindaki karmasik etkilesimin bir sonucu olarak
gelisen kronik bir durumdur.” Obezite harcanan enerjiye
oranla asir1 enerji tiketiminden kaynaklansa da
etiyolojisi olduk¢a karmagiktir ve fizyolojik, ¢evresel,
psikolojik, genetik, sosyal ve ekonomik pek cok faktorii
icerir.®

Ulkemizde obezitenin en 6nemli nedenlerinin basta
yaslanma, diyabet ve hipertansiyon oldugu, bunlara ek
olarak yasanilan cevre, sosyal ortam, kisinin egitim
diizeyi, yetersiz fiziksel aktivite gibi yasam bi¢imini
olusturan faktdrlerin de obezite gelisiminde katkisi
oldugu bulunmustur.’ Obezite tedavisinde

multidisipliner bir yaklasim gereklidir. Tedavinin
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temelinde diyet, egzersiz, egitim ve davranis tedavisini
icine alan yasam tarz1 degisiklikleri yer almaktadir.’
Beslenme: yasamin siirdiiriilmesi, biiylime ve gelisme,
saglhiginin iyilestirilmesi, korunmasi ve gelistirilmesi,
yasam  kalitesinin  iyilestirilmesi,  {retkenligin
saglanmasi i¢in gerekli olan besin dgelerinin tiiketilerek
viicutta kullanilmas1  seklinde tanimlanmaktadir.'
Beslenme okuryazarligi ise: besin ve beslenme ile ilgili
bilgilere ulagsma, analiz etme, degerlendirme, dogru
kararlar alarak uygulayabilme, saglikli beslenmeyi
stirdiirme, uygun miktarda saglikli besin segme ve
tilkketme, besin sisteminin isleyisini degerlendirme ve
besin giivencesinin saglanmasi i¢in gerekli olan istek,
bilgi, beceri, tutum, davranig ve yeteneklerin bilesimi
olarak tanimlanmistir. Ayrica beslenme okuryazarligs;
saglikli beslenmeye yonelik motivasyonun saglanmasi,
saglikli besin se¢iminin yapilmasi, saglikli beslenmenin
stirdiiriilebilmesi, yiyecek ve igeceklerin dogru saklama
kosullarinda muhafaza edilmesi, besin etiketini dogru
okuyabilme gibi temel amaglara da hizmet etmektedir."'
Bu calismada sagligi koruma, gelistirme, toplumda
beslenme ile iliskilendirilen hastaliklar1 Onleme ve
yasam kalitesini arttirmada énemli yeri olan beslenme
okuryazarliginin obezite ile iliskisinin olup olmadigimin
Yetigkinlerde Beslenme Okuryazarligi Degerlendirme
(YBOYDA) kullanilarak degerlendirilmesi
amaglanmustir,

YONTEM
Etik kurul onay

Araci

Bu ¢aligmanin yiriitiilebilmesi i¢in Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar Etik
Kurul Bagkanligi’ndan 2023/224 (14.12.2023) protokol
numarali etik kurul onay1 alinmistir. Katilimeilardan
bilgilendirilmis onam alinmstir.

Arastirmanin tipi

Bu calisma kesitsel bir ¢aligmadir. Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Aile Hekimligi Anabilim
Dali’nda yiirtitiilmiistiir.

Arastirma evreni ve orneklem

Aragtirma evrenini; Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Aile Hekimligi polikliniklerine ve
iniversitemize bagh egitim Aile Saghigi Birimine
bagvuran 18-64 yas arasi hastalar arasindan segilen
goniilliiler olugturmaktadir.

Orneklem  bilyiikliigii bagimsiz ki
hesaplanmigtir. Bagimsiz

igin
testi

grup
ormeklemlerde t
calismasinda, etki biiylikliigii Cohen d=0.4 ve tip 1 hata



0.05 olarak alindiginda % 95°lik gii¢ ile 6rneklem hacmi
her bir grup icin 164 olmak iizere toplam 328 olarak
hesaplanmustir. Orneklem hesabi G.Power version
3.1.9.7 ile yapilmistir.

Calismaya alinma kriterleri

Okur-yazar olmak, 18-64 yas arasinda olmak, VKI
>18.5 kg/m? olmak olarak belirlenmistir.

Calismadan dislanma kriterleri
boyunca  goriismeyi
diizeyde fiziksel ve/veya ruhsal bozukluga sahip olmak,
Yeme bozukluguna sahip (anoreksiya nervoza, bulumia

Aragtirma stirdiiremeyecek

nervoza vs) olmak olarak belirlenmistir.
Veri toplama araclart
Veriler arastirmacilar  tarafindan olusturulan
katilimcilarin sosyodemografik 6zelliklerini sorgulayan
sosyodemografik veri bilgi formu ile Yetigkinlerde
Beslenme Okuryazarligi Degerlendirme Araci’ndan
olusan anket formuyla toplanmustir.'”> Anketler
uygulanmadan o©nce her hasta calisma ile ilgili
bilgilendirilmis ve Helsinki bildirgesine uygun olarak
hazirlanmig bilgilendirilmis goéniillii onam formu
imzalatilmigtir.

Sosyodemografik veri bilgi formu

Bu caligma i¢in arastirmacilar tarafindan hazirlanmig
olan formda katilimcilarin; yas, boy, kilo, cinsiyet,
medeni durum, ¢ocuk sahibi olma durumu, meslek,
egitim diizeyi, aylik toplam gelir, kronik hastalik
varlig1, sigara-alkol kullanim durumu ve giinliik fiziksel
aktiviteleri disinda egzersiz yapma durumu sorgulandi.
Ayrica bu sorulara ek olarak paketli gida tiiketim
durumu, aldiklar gidalarin etiketini okuma durumu ve
aldiklar gidalarin igerigini okuma durumu begli likert
tipi sorularla degerlendirildi. Puanlamasi 1 (higbir
zaman) ile 5 (her zaman) arasi puanlar verilerek yapildi.
Yetiskinlerde beslenme okuryazarligi degerlendirme
aract (YBOYDA)

35 sorudan olusan ankette: birinci boliimde genel
beslenme bilgisi, ikinci bolimde okudugunu anlama ve
yorumlama, {i¢iincii boliimde besin gruplari, dérdiincii
boliimde porsiyon miktarlari, besinci boliimde sayisal
okuryazarlik ve gida etiketi okuma ile ilgili sorular
bulunmaktadir. Dogru cevaplanan her soru bir puanken,
yanlig cevaplanan ve bosg birakilan sorularin puani sifir
olarak hesaplanmistir. Aragtan alinabilecek toplam
puan 35’tir. Toplam puan iizerinden 0-11 puan arasi
yetersiz, 12-23 puan arasi sinirda, 24-35 puan arasi
yeterli  beslenme okuryazarligi  diizeyi olarak
puanlandirildi.
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Alt boliimlerin puanlandirilmasi:

1. bolimde genel beslenme bilgisi ile ilgili 10 soru
bulunurken; 0-3 puan yetersiz, 4-7 puan sinirda, 8-10
puan yeterli beslenme okuryazarligi diizeyi,

2. bolimde okudugunu anlama ve yorumlama ile ilgili
6 soru bulunurken; 0-2 puan yetersiz, 3-4 puan sinirda,
5-6 puan yeterli beslenme okuryazarlig1 diizeyi,

3. boliimde besin gruplart ile ilgili 10 soru bulunurken.
0-3 puan yetersiz, 4-7 puan sinirda, 8-10 puan yeterli
beslenme okuryazarligi diizeyi,

4. bolimde porsiyon miktarlar1 ile ilgili 3 soru
bulunurken, 0-1 puan yetersiz, 2 puan simirda, 3 puan
yeterli beslenme okuryazarligi diizeyi,

5. boliimde sayisal okuryazarlik ve gida etiketi okuma
ile ilgili 6 soru bulunurken; 0-2 puan yetersiz, 3-4 puan
sinirda, 5-6 puan yeterli beslenme okuryazarlig: diizeyi
olarak degerlendirilmistir.

Cesur, Kocoglu ve Siimer tarafindan 2015 yilinda
gelistirilen YBOYDA nin madde gii¢liikk derecesi 0.55,
madde ayirt edicilik giicii 0.73, Cronbach Alfa
giivenilirlik katsayisi 0.75 ve test tekrar test yontemine
gore korelasyon katsayis1 0.85 olarak bulunmustur.'
Yapmis oldugumuz bu c¢alisma i¢in Cronbach Alfa
degeri 0.74 olarak bulunmustur.

Istatistiksel analiz

Caligma verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 26.0
paket programi kullamldi. Istatistik hesaplamalar
arastirmacilar tarafindan yapildi. Numerik
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu skewness ve
kurtosis (carpiklik ve basiklik) katsayilarimin -1.5 ile
+1.5 arasinda olmasina gore degerlendirildi."
Tanimlayic istatistikler yapildi. Kategorik degiskenler
arasindaki karsilagtirmalarda Ki-kare testi, numerik
degiskenlerin  gruplar aras1  karsilagtirmalarinda
bagimsiz orneklemlerde T-Testi ve Mann Whitney U
Testi kullanild. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak alindu.

BULGULAR

Caligmaya katilan 328 katilimcinin yas ortalamasi
35.1+12.7 yil, VKI’lerinin ortalamasi ise 29.2+6.9
kg/m? idi. Katihimcilarin ayhk toplam gelirlerinin

ortancast 25000 (IQR: 12000-45500) TL olarak
saptandi. Katilmecilarin = %67.7’si  (n=222) kadin,
%52.7°s1 (n=173) evliydi. Katihlmcilarmm %35.1°1

(n=115) ogrenciyken, %23.5’i (n=77) ev hanimiydi.
%64’tiniin  (n=210) bilinen kronik
%62.8’1  (n=206)  sigara
kullanmamaktaydi. Katilimcilara yoneltilen “Giinliik
fiziksel aktiviteleriniz diginda diizenli egzersiz yapar

Katilimeilarin
hastaligi ~ yokken;



misiniz?” sorusuna, katilmcilarin %63.4°1 (n=208)
“Hayir” cevabini vermistir. Caligmamizda katilimcilar
VKli’lerine gére; Grup 1: VKi<30 ve Grup 2: VKI>30
olacak sekilde 2 gruba aynlarak gruplar arasinda
karsilagtirmalar yapilmistir. Katilimcilarin  gruplara
gore  sosyodemografik  ozellikleri Tablo 1’de
gosterilmistir.

Katilimcilarin paketli gida tiiketimi ile ilgili tutumlarini
degerlendirmek sorular

amaciyla sorulmustur.

Sorulardan sadece “Aldigimiz gidalarm etiketini okur

Katilimcilarin YBOYDA ndan aldig1 en diisiik puan 11
iken en yiiksek puan 35’tir. YBOYDA 'nda okudugunu
anlama altboyutundan obez olan grup 5.1+0.7; VKi<30
olan grup 5.3£0.7 puan (p=0.009) almis olup
katilimcilarin YBOYDA ’ndan aldig1 puanlar Tablo 3°te
verilmistir.

Caligmamizda besin gruplan altboyutunda: obez olan
grubun  %83.5’i, VKI<30 olan grubun %93.9’u
(p=0.004) yeterli puan alirken; porsiyon miktarlari
altboyutunda obez olan grubun %52.4’{i, VKI<30 olan

musunuz?” sorusuna iki grubun verdigi cevaplar grubun  %39’u  (p=0.03) yetersiz puan almistir,
arasinda anlamhi fark bulunmustur. Katilimcilarin Katilmcilarm  YBOYDA’ndan aldigi  puanlarin
gruplara (Grup 1: VKI<30 ve Grup 2: VKIi>30) gore degerlendirilmesi Tablo 4’te verilmistir.
verdikleri cevaplar Tablo 2’de gosterilmistir.
Tablo 1. Katilimcilarin gruplara gore sosyodemografik 6zellikleri
Grup 1 Grup 2
(VKi<30) (VKi>30) p
Yas (y1l) 29.7+10.4 40.4+12.5 0.000*
[Ortalama+Standart Sapma]
Aylik toplam gelir (TL) 23500 25000 0.827%*
[Ortanca (% 25-75 Ceyrekler (10000-50000) (15000-40000)
Aras1 Aralik)]
n % n %
Cinsiyet Kadm 111 67.7 111 67.7 1.00%***
Erkek 53 323 53 323
Medeni durum Evli 52 31.7 121 73.8 0.000%***
Bekar 112 68.3 43 26.2
Cocuk sayis1 Yok 111 67.7 55 33.5 0.000***
1 tane 14 8.5 19 11.6
2 tane 28 17.1 41 25.0
3 tane 6 3.7 43 26.2
4 ve lizeri 5 3.0 6 3.7
Egitim diizeyi Ilkokul ve alt: 9 5.5 41 25.0 0.000%**
Ortaokul 4 24 10 6.1
Lise 71 433 63 38.4
Universite 80 43.8 50 30.5
Kronik hastalik Yok 132 80.5 78 47.6 0.000***
Var 32 19.5 86 524
Sigara Evet 52 31.7 57 34.8 0.540%**
Hayir 107 65.3 99 60.3
Biraktim 5 3.0 8 4.9
Alkol Evet 15 9.1 15 9.1 0.161%**
Hayir 148 90.3 143 87.2
Biraktim 1 0.6 6 3.7
Egzersiz Evet 53 323 67 40.9 0.109%**
Hayir 111 67.7 97 59.1

*Bagimsiz 6rneklemlerde T testi, **Mann Whitney U testi, ***Ki-Kare testi
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Tablo 2. Paketli gida tiiketimi ile ilgili sorulara katilimcilarin gruplara gore verdigi cevaplar

Paketli gida tiiketir Aldiginiz gidalarin Aldiginiz gidalarin
misiniz? etiketini okur icerigini okur
musunuz? musunuz?
n % n % n %
Higbir zaman 1.8 8 4.9 10 6.1
Nadiren 33 20.1 49 29.8 37 22.6
Grup 1 Bazen 65 39.7 61 37.2 59 36.0
(VKi<30) Cogunlukla 52 31.7 36 22.0 47 28.6
Her zaman 11 6.7 10 6.1 11 6.7
Higbir zaman 11 6.7 28 17.1 20 12.2
Nadiren 45 27.4 43 26.2 41 25.0
Grup 2 Bazen 62 37.8 49 29.8 40 24.4
(VKi>30) Cogunlukla 38 23.2 37 22.6 46 28.0
Her zaman 8 4.9 7 43 17 10.4
P 0.058* 0.010% 0.075%*
*Ki-Kare testi
Tablo 3. Katilimcilarin gruplara gore YBOYDA'’ ndan aldig1 puanlar
YBOYDA alt boliimleri puanlari Grup 1 Grup 2
(VKi<30) (VKi>30) p
Genel beslenme bilgisi puam 9 9 0.269*
[Ortanca (% 25-75 Ceyrekler Arasi Aralik)] (8-10) (8-10)
Okudugunu anlama ve yorumlama puam 5.3£0.7 5.1+£0.7 0.009**
[Ortalama+Standart Sapma]
Besin gruplar: puam 9 9 0.015*
[Ortanca (% 25-75 Ceyrekler Arasi Aralik)] (9-10) (8-10)
Porsiyon miktarlar: puam 1.7£0.7 1.5+0.8 0.054**
[Ortalama+Standart Sapma]
Sayisal okuryazarlik ve gida etiketi okuma puam 3.5+1.7 2.9+14 0.001**
[Ortalama+Standart Sapma]
Toplam puan 29 27 0.000*
[Ortanca (% 25-75 Ceyrekler Arasi Aralik)] (26-31) (24-29)

*Mann Whitney U testi, **Bagimsiz Orneklemlerde T testi
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Tablo 4. Katilimcilarin gruplara gore YBOYDA’ndan aldig1 puanlarin degerlendirilmesi

YBOYDA alt boliimleri degerlendirme Grup 1 Grup 2
(VKi<30) (VKi>30)
n (%) n (%) p
Genel beslenme bilgisi Yetersiz 1 0.6 1 0.6
degerlendirmesi Sinirda 30 18.3 35 214 0.786*
Yeterli 133 81.1 128 78.0
Okudugunu anlama ve yorumlama Yetersiz 0 0 0 0
degerlendirmesi Sinirda 26 159 29 17.7 0.657*
Yeterli 138 84.1 135 82.3
Besin gruplar degerlendirmesi Yetersiz 0 0 6 3.7
Sinirda 10 6.1 21 12.8 0.004*
Yeterli 154 93.9 137 83.5
Porsiyon miktarlar: degerlendirmesi  Yetersiz 64 39.0 86 52.4
Sinirda 69 42.1 48 293 0.030*
Yeterli 31 18.9 30 18.3
Sayisal okuryazarlk ve gida etiketi Yetersiz 44 26.8 67 40.8
okuma degerlendirmesi Sinirda 73 44.5 79 48.2 0.000*
Yeterli 47 28.7 18 11.0
Toplam puan degerlendirmesi Yetersiz 0 0 1 0.6
Sinirda 17 10.4 28 17.1 0.122%*
Yeterli 147 89.6 135 82.3

*Ki-Kare testi

TARTISMA

Calismamizda eriskinlerde VKI arttikga Yetiskinlerde
Beslenme Okuryazarligi Degerlendirme Aracindan
alinan puanin azaldig1, obez olan bireylerin olmayanlara
gore beslenme okur yazarlig1 diizeyinin daha diisiik
oldugu saptanmistir. Ayrica, obezitenin artan yas, evli
olma durumu, ¢ocuk sayisinin fazlaligi, diisiik egitim
diizeyi ve kronik hastalik varligi ile iligkili oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda obez olan grupta katilimcilarm yas
ortalamas1 obez olmayan gruba gore anlamli olarak
daha yiiksekti. Ozenoglu ve ark.' ile Kulak ve ark.'
tarafindan yapilan ¢alismalarda da yas arttikca VKi’nin
arttigi  gosterilmistir. Artan yasla beraber bazal
metabolizma hizinin ve enerji tiiketiminin azalmasina
ek olarak fiziksel aktivitenin de azalmasi obezite
egilimini arttirmaktadir.
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Caligmamizda gruplar arasinda cinsiyet acisindan
anlamli bir fark saptanmamustir. Ozenoglu ve ark. '* ile
Bektas ve ark.'® tarafindan yapilan ¢alismalarda
katilimeilarin cinsiyetleri ile VKI ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki oldugu ve erkeklerin
VKI ortalamasimnin kadinlara gére daha yiiksek oldugu
bulunmustur.

Caligmamizda medeni durum degerlendirildiginde obez
olan grupta evlilerin oraninin anlaml olarak daha fazla
oldugu saptandi. Basgka caligmalara bakildiginda Kaner
ve ark. evli olmanin obeziteyi arttirdigini'’; Cayir ve
ark. dul ya da bosanmis olmanin bekar ve evli olmaya
gbre obeziteyi arttirdigimi saptamustir.'® Bu  durum
evliligin yasam tarzi ve beslenme aligkanliklarinda
degisikliklere sebep olmasi ile iligkilendirilebilir.
Caligmamizda obez olmayan gruptaki katilimcilarin
obez olanlara gore daha az cocuk sahibi oldugu
gorlilmustiir. Cayir ve ark. gocuk sayisi arttikca, obezite



oraninin arttigin1'®; Kaner ve ark. ii¢ ya da daha fazla
dogum yapan kadmlarda bir ya da iki dogum yapan
kadinlara gore obezite goriilme sikligmin arttig
saptanmistir.'” Bu da kadmlarin dogum sayis1 arttikca,
dogumdan sonra eski agirlik degerlerine donmesinin zor
oldugunu diisiindiirmektedir.

Gruplar karsilastinldiginda ilkokul ve alti egitim
diizeyine sahip olan katilimcilar obez olan grupta
anlamli olarak fazlaydi. Egitim seviyesi arttik¢a
obezitenin  azaldigint  gosteren bircok  calisma
bulunmaktadir.'™"* Egitim diizeyi artikca obezitenin
azalmasi, kisinin bilinglendik¢e sagligiyla ilgili
sorumluluklarini almasiyla iliskilendirilebilir.
Caligmamizda obez katilimcilarin kronik hastaliga sahip
olma orani obez olmayan gruba gdre anlamli olarak
fazlaydi. Kozan ve ark.’nin® yaptig1 bir ¢alismada
benzer sonuglar bulunurken Unal ve ark.nin bir
calismasinda kronik hastalik durumu ile VKI arasinda
anlamli iliski saptanmamustir.?' Obezitenin basta DM,
HT, dislipidemi olmak iizere pek ¢ok kronik hastalikla
iligkili oldugu bilinen bir gercek oldugundan farklh
caligmalarda farkli sonuglar ¢ikmasinin popiilasyon
ozellikleriyle iliskili oldugu disiiniilebilir.
Caligmamizda aylik toplam gelir, sigara, alkol tiiketimi
ve egzersiz yapma durumunda iki grup arasinda anlamli
fark bulunmamustir. Cayir ve ark.'® ile Kilpi ve ark.”
gelir diizeyi artik¢a obezitenin azaldigini; Unal ve ark.?!
ise gelir diizeyi arttikga obezitenin arttigini tespit
etmistir. Kozan ve ark.’nin®® calismasinda ise bizim
calismamizdaki gibi aylik toplam gelirle obezite
arasinda bir iliski saptanmamistir. Cinemre ve ark.” ile
Kaner ve ark.” calismalarinda diizenli egzersiz
yapanlarin daha diisiik VKi’ye sahip olduklar
bulunmusken bizim calismamizda egzersiz yapma
bir iliski
saptanmamistir.  Bunun  nedeni  ¢alismamizda
degerlendirilmemis olmakla birlikte obez katilimcilarin

durumu ile obezite arasinda anlamh

bir kismimnin kilo verme girisimi i¢inde olup egzersiz
yapiyor olmasi olabilir.

Caligmamizda tarafimizca katilimeilarin paketli gida
titketimi ile ilgili tutumlarin1 degerlendirmek amaciyla
hazirlanan sorulardan; “Paketli gida tiiketir misiniz?”
“Aldigimz  gidalarin  igerigini  okur musunuz?”
sorularina iki grup benzer yanitlar verirken, “Aldigimiz
gidalarin etiketini okur musunuz?”’ sorusuna obez olan
grupta “Higbir zaman” cevabimi veren katilimcilarin
sayis1 obez olmayan gruba gore anlamli olarak fazlaydi.
Bundan obez bireylerin gida etiketi okuma
aligkanliklariin zayif oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
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Caligmamizda obez olmayan grubun YBOYDA toplam
puan ortancasi 29 (26-31) iken obez olan grubun toplam
puan ortancasi 27 (24-29) olarak bulunmustur. Gruplar
karsilagtirlldiginda obez olan grup YBOYDA’ndan
obez olmayan gruba gore anlamli olarak daha diisiik
puan almustir.

Olgek  altboyut
okudugunu anlama ve yorumlama, besin gruplan ile

puanlar1  degerlendirildiginde
sayisal okuryazarlik ve gida etiketi okuma puanlariin
da obez olan grupta anlaml olarak daha disiik oldugu
bulunmustur. Genel beslenme bilgisi ve porsiyon
icin gruplar arasinda fark
bulunmamistir. Cesur ve ark. Sivas’ta 18-64 yas
arasinda 266 bireyle yaptig1 bir ¢alismada katilimcilarin
YBOYDA puan ortalamasi 26.2 olarak saptanmigtir.**
Kirsal kesimde Topgu ve ark.” kadimlarda yaptig1 bir
katilimcilarm  YBOYDA toplam puan
ortalamasi1  23.66+4.54; {iniversite Ogrencilerinde
yapilan bir ¢alismada Ogrencilerin YBOYDA puan
ortalamasi  25.06+5.62 bulunmustur.® Bu gibi
calismalardan yola ¢ikarak beslenme okur yazarligini
etkileyen VKI diginda cinsiyet, yas, egitim durumu gibi
birgok faktor oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Caligmamizda  obez  olan  grubun  %82.37(
YBOYDA’ndan yeterli, %17.1’1 sinirda, %0.6’s1
yetersiz puan alirken; obez olmayan grubun %89.6’s1

miktarlari anlaml

caligmada

yeterli, %10.4’( sinirda puan almigtir. Obez olan
gruptaki katilimeilarin beslenme okur yazarligi diizeyi
daha disiik olsa da aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Kozan ve ark.’nin yaptig1 bir
calismada YBOYDA’ndan alinan toplam puana gore
fazla kilolu/obez olan kadmlarin %91.7°si “yeterli”,
%7.4°1 “siirda”, %0.8’1 ise “yetersiz beslenme
okuryazarlig1 diizeyine” sahip oldugu bulunmustur.
Ayni ¢alismada YBOYDA’ndan alinan toplam puana
gore fazla kilolu/obez olmayan kadmlarin %94.1’inin
“yeterli”, %4.2’sinin “sinirda”, %1.7’sinin ise “yetersiz
beslenme okuryazarligi diizeyine” sahip oldugu
bulunmustur.”® Bizim ¢alismamizda YBOYDA ndan
yeterli puan alma oraninin daha diisiik olmasinin nedeni
Kozan ve arkadaglarmin caligmasinda katilimcilarin
sadece  kadinlardan  olusuyor olmasi1 olabilir.
Caligmamizda deginilmemis olsa da baska ¢aligsmalarda
kadmlarin YBOYDA’ndan aldiklar1 puanlarin daha
yiiksek oldugunu gésteren caligmalar mevcuttur.?*2

Cesur ve ark.nin ¢aligmasinda katilimcilardan yeterli
diizeyde beslenme okuryazarligina sahip olanlarm orani
%79.8 bulunmusken,* Kili¢ ve ark.’nin kadinlarda
yaptig1 bir c¢alismada katilimcilarin = %98.5’inin



beslenme okuryazarhigi  diizeyi yeterli olarak

bulunmustur.?’
katilimcilarin

Bursa’da yapilan bir ¢alismada
%94.4%lniin ' YBOYDA’ndan yeterli
diizeyde puan aldig1 saptanirken;*' Yozgat’ta iiniversite
Ogrencilerinde yapilan bir ¢alismada ise katilimecilarin
%73.5’inin YBOYDA ndan yeterli diizeyde puan aldig
bulunmustur.”® Farkli sonuglar almmasi ¢aligmalarin
yapildig1 merkezlerin, sehirlerin farkli olmasit ve

katilimcilarin sosyodemografik ozellikleriyle
iligkilendirilebilir.
Caligmamizin sonuglarina gore bireylerin

cogunlugunun genel beslenme bilgisi, okudugunu
anlama yorumlama ve besin gruplarini degerlendirme
oranlarn yiiksekken giinliik porsiyon miktarlar ile gida
etiketi ve sayisal okuryazarlik gerektiren hesaplamalar
konusunda yetersiz olduklar1 goriilmiistir.

Porsiyon bilgisi yeterli ve dengeli beslenmede dikkate
edilmesi gereken Onemli bir noktadir. Gida etiketi
okuma  uzmanlarca  Onerilen  kalori  kontrol
yontemlerinin  baginda gelmektedir. Gida etiketi
okumay1 dogru bilmek besinlerin kalorisini ve igerigini
gbrmeyi ve kalori kontroliinii saglamaktadir.

Hazir gida aliminda iiriin etiketi okuma kisileri
yonlendirmektedir. Zaman kisithligi, caligma sartlart
gibi nedenlerle insanlar hazir ve hizli beslenme
seceneklerine bagvurmaktadir. Bu gibi durumlarda gida
etiketleri saglik agisindan iyi bir yonlendiricidir.
Caligmamizda kullanllan YBOYDA’nda sayisal
okuryazarlik ve gida etiketi okuma bdliimiinde ilk
soruda VKI’ye goére obezite siniflandirmasinda
‘Zay1f:<20kg/m* iken ‘Normal kilolu: 20.0-24.9
kg/m?** olarak belirtilse de DSO smiflamasi baz alinarak
sorudaki bilgilendirme kism1 degistirilmistir. Bu durum
calismamizin igin sinirlilik olarak gorilebilir. Ayrica
caligmamizda katilimcilara daha once beslenme
danmigsmanligr alip almadigi, diyet yapma durumu
sorgulanmamigtir, bu durum da smrlilik olarak
degerlendirilebilir.

SONUC
Caligmamizda VKIi arttikca
YBOYDA’ndan almman puanin azaldigi, obez olan

bireylerde obez olmayanlara gore beslenme okur

erigkinlerde

yazarlig1 diizeyinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu
sonuctan yola ¢ikarak kisilerin ve toplumun beslenme
okur yazarlig1 seviyesinin arttirilmasmin obezitenin
Oniline gecilmesinde onemli bir yere sahip oldugu
diisiiniilebilir.

Caligmamizda her iki grupta da katilimcilarin ¢ogunun
temel beslenme, okudugunu anlayip yorumlayabilme ve
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besin gruplar bilgisinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Fakat katilimcilarm ¢ogunlugunun porsiyon miktarlari,
gida etiketi ve sayisal okuryazarlik bilgi diizeylerinin
yetersiz oldugu saptanmistir. Obez olan grupta ise besin
gruplari, porsiyon miktarlari ile sayisal okuryazarlik ve
gida etiketi okuma altboyutlarinda yeterli puan alma
oranlar1 anlamli derecede diisiik bulunmustur. Olgegin
diger altboyutlarinda da obez olan grubun yeterli puan
alma oranlar1 daha diisiik olmakla birlikte bu durum iki
grup arasinda anlamli bulunmamustir.

Saglikli ve dengeli beslenmeyi tesvik etme ve toplumu
bilinglendirmede aile hekimlerine Onemli gorevler
diismektedir. Birinci basamak hastanin en kolay
ulasabilecegi ve siirekliligi saglayabilecegi noktadir. Bu
durumu firsata ¢evirip toplumun beslenme okur
yazarhigl diizeyini arttirilabilir, obezite farkindaligi
kazandirilabilir, degistirilebilir risk faktdrlerine yonelik
korunma ve miidahale ¢aligmalar1 diizenlenebilir.
Yazarhk katki beyani

Konsept ve dizayn: KS, TS.

Verilerin eldesinde: KS.

Verilerin analizinde ve yorumlanmasinda: TS, KS.
Makale yaziminda: KS, TS.

Makale revizyonu ve entelektiiel katki: TS.
Gozetiminde: TS.

Yazar cikar catismasi

Yazarlar potansiyel ¢ikar ¢atigmalarina sahip degildir.
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ABSTRACT OZET

FOXM1, a transcription factor from the Forkhead box family, serves FOXM1, Forkhead box ailesinden bir transkripsiyon faktorii olup,
as a crucial proto-oncogene that plays a role in cancer advancement, cesitli insan malignitelerde kanserin ilerlemesi, uzak bolgelere
spread to distant sites, and resistance to chemotherapy across various yayilmas1 ve kemoterapiye kars1 direng gelismesinde rol oynayan
human malignancies. The development of selective and kritik bir proto-onkogendir. Segici ve terapdtik olarak etkili FOXM1
therapeutically efficient FOXMI1 inhibitors remains a significant inhibitdrlerinin gelistirilmesi bu alanda 6nemli bir zorluk olmaya
challenge in the field. This study employed a multi-step devam etmektedir. Bu ¢aligma, FOXM1’in DNA-baglama alanini
computational approach to identify novel small-molecule (DBD) hedefleyen yeni kiigiik molekiil bilesiklerini belirlemek igin
compounds that target the DNA-binding domain (DBD) of FOXM1. ¢ok asamali bir hesaplamali yaklasgim kullanmigtir. FOXMI1’in
A structure-guided virtual screening process was conducted using an DNA-baglama alaninin kristalografik yapisina (PDB ID: 3G73)
extensive chemical compound database, evaluated against the kars1 genis bir kimyasal bilesik veritabani kullanilarak yapi-glidiimlii
crystallographic structure of FOXM1’s DNA-binding domain (PDB sanal tarama islemi ger¢eklestirilmistir. En yiiksek siralamaya sahip
ID: 3G73). The top-ranking compounds underwent preliminary 10- bilesikler,  Oncelikle  10-nanosaniye  degerlendirmelerinden
nanosecond evaluations, subsequently followed by comprehensive gecirilmis, ardindan kapsamli 100-nanosaniye molekiiler dinamik
100-nanosecond molecular dynamics (MD) simulations. The (MD) simiilasyonlari ile takip edilmistir. Termodinamik olarak en
binding affinities of the most thermodynamically stable protein- kararli1 protein-ligand komplekslerinin  baglanma afiniteleri
ligand complexes were determined through MM/GBSA MM/GBSA hesaplamalari ile belirlemistir. On hesaplamali tarama,
calculations. The preliminary computational screening revealed 21 -9.1 kcal/mol'den daha iyi docking skorlar1 gosteren 21 bilesik
compounds that exhibited docking scores superior to -9.1 kcal/mol. ortaya ¢ikarmistir. 10 ns MD simiilasyonlar1 sonrasinda bes bilesik
Following 10 ns MD simulations, five compounds were selected, secilmis ve 100 ns MD simiilasyonlar1 bu iki bilesigin
and 100 ns MD simulations confirmed the stable binding of these (comp 105546, comp 112458) kararli baglanmasini dogrulamistir.
two compounds (comp 105546, comp 112458). MM/GBSA MM/GBSA hesaplamalart comp 112458’i en giiclii baglayict (-
calculations identified comp 112458 as the most potent binder (- 36.2543.5 kcal/mol) olarak belirlemistir. Bu ¢alisma, FOXM1’e
36.25+3.5 kcal/mol). This study successfully identified novel kars1 ytiksek ongoriilen afinite ve kararli baglanma modlari olan yeni
chemical scaffolds with high predicted affinity and stable binding kimyasal iskeletleri basariyla tanimlamis ve hedefli antikanser
modes against FOXMI, providing a strong foundation for the ajanlarinin gelistirilmesi i¢in giiglii bir temel saglamistir. Bu umut
development of targeted anticancer agents. These promising verici hesaplamali sonuglarin in vitro ve in vivo caligmalarla
computational results require validation through in vitro and in vivo dogrulanmasi gerekmektedir.
studies.
Keywords: Cancer therapy, FOXM1, MM/GBSA, Molecular Anahtar Kkelimeler: FOXMI1, Kanser tedavisi, MM/GBSA,
dynamics, Virtual screening Molekiiler dinamik, Sanal tarama
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INTRODUCTION

The Forkhead box (FOX) family of transcription

factors represents a large family of evolutionarily
conserved proteins which control various cellular
functions such as cell division cycles, cellular
specialization, programmed cell death, and metabolic
processes. Among the FOX family members, Forkhead
box M1 (FOXM1) is currently acknowledged as an
essential cancer-promoting gene. FOXM1 represents a
vital growth-related protein that is abnormally elevated
in most human cancers and controls various cancer cell
behaviors, such as proliferation, spreading, relapse, and
stem cell characteristics.

Under normal physiological conditions, FOXMI
expression is tightly regulated and restricted to
proliferating cells, with maximum levels occur during
the S and G2/M stages of cell division. Nevertheless,
FOXMI1 shows abnormal elevation across numerous
types of human cancers and, functioning as a gene
regulator, it controls various target genes whose
disruption contributes to virtually all cancer
characteristics." A strong link exists between this
dysregulated expression and aggressive tumor
characteristics, such as increased proliferation,
invasion, metastasis, angiogenesis, and resistance to
both chemotherapy and radiotherapy.

Recent studies have further elucidated FOXM1’s role in
cancer  biology and  therapeutic  resistance.
Chemoresistance to various anti-cancer drugs is linked
to FOXM1 expression; additionally, multiple studies
have verified that inhibiting FOXM1 improves the drug
sensitivity of different cancer cell types.! Additionally,
FOXM1 is frequently found at elevated levels in human
malignancies and is closely linked to treatment
resistance and reduced patient survival rates,
particularly affecting chemotherapy effectiveness for
patients with the most aggressive forms.

The development of FOXM1 inhibitors has been an
active area of research, with several approaches being
pursued. Recent evidence indicates that combining
small molecular compounds that block FOXM1 with
existing cancer treatments could offer a new treatment
approach for chemotherapy-resistant cancers.! Recent
advances have led to the identification of several
promising compounds, including STLOO1, an initial-
generation modified compound that enhances human
cancer susceptibility to various cancer treatments, along
with NB compounds?, which demonstrate strong and
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effective FOXM1 blocking activity in aggressive serous
ovarian cancer cells.'

Even with these advancements, developing effective
FOXMI1 inhibitors still faces considerable hurdles.
FOXMI-targeting small molecular compounds
encounter numerous obstacles, and existing research
shows these inhibitors at various developmental phases,
requiring examination of present difficulties and future
clinical implementation strategies for FOXMI
inhibition." Importantly, while several small-molecule
FOXMI1 inhibitors have been tested in laboratory
settings, none have reached clinical trials, underscoring
the pressing need for innovative chemical structures that
possess better drug-like qualities and greater therapeutic
promise.” Computational drug discovery approaches
have emerged as powerful tools for identifying novel
inhibitors and overcoming traditional drug development
challenges. During the initial phases of pharmaceutical
development, structure-guided virtual screening
functions as an essential methodology.! Recent
technological advances have significantly enhanced
these capabilities, with recently available open-source
Al-enhanced  virtual screening  systems  for
pharmaceutical research are now accessible.'

The incorporation of Al and machine learning has
dramatically  transformed computer-based drug
discovery processes. Virtual screening represents a
fundamental and continuously developing component
of drug discovery methodology, where artificial
intelligence plays a broad role in pharmaceutical
research to minimize time and resource usage, and when
combined with machine learning techniques, VS has
evolved into an innovative technology that operates
through sophisticated decision-making processes for
data organization and compound identification from
extensive virtual libraries within minutes or hours.’
These advances are particularly important considering
the major transformation toward  adopting
computational in both
pharmaceutical sectors, characterized primarily by the
overwhelming amount of information regarding
and their
and their
configurations, extensive computational resources, and

methods academic and

interactions with
three-dimensional

molecular properties
therapeutic  targets

the emergence of accessible virtual collections
containing billions of drug-like small compounds.®

Recent computational studies have demonstrated the
feasibility of identifying novel FOXMI inhibitors



through in silico approaches. Studies have successfully
focused on discovering possible FOXM1 blocking
compounds through computer-based analysis of drug
databases, utilizing pharmacophore modeling with the
FOXM1 inhibitor FDI-6, and subsequently conducting
virtual screening of DrugBank and Selleckchem
repositories.” These studies validate the potential of
computational approaches for FOXMI inhibitor
discovery and demonstrate the successful application of
integrated computational methodologies.

This research utilizes a thorough computational
that
screening, all-atom molecular dynamic molecular
modeling and Molecular Mechanics/Generalized Born
Surface Area (MM/GBSA)-based binding energy
computations. Our objective is to discover potent lead

workflow integrates  structure-based virtual

compounds with stable binding modes and favorable
drug-like properties that could serve as starting points
for the development of next-generation FOXMI-
targeted cancer therapeutics.

METHODS

Ethical approval

This study does not require ethical approval as it is a
computational study.

Protein structure preparation

Coordinates for the 3D configuration of the human
FOXM1 DNA-binding region were procured from the
RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 3G73).® This crystal
structure, resolved at 2.21 A, features the FOXM1 DBD
in complex with a DNA duplex. For ligand docking
purposes, the protein structure was prepared using
standard protocols. All non-protein entities including
DNA chains, water molecules, and co-solvents were
removed. Hydrogenation was performed and
protonation states of ionizable amino acids were
assigned assuming physiological pH 7.4.°

Ligand library and virtual screening

A diverse library of 104,525 small molecules was
prepared for virtual screening, with all compound
structures sourced from the Human Metabolome
Database (HMDB)."” The ligands were extensively
refined using Open Babel'' before the docking process.
This refinement workflow involved generating 3D
coordinates from the initial 2D structures, adding
hydrogen atoms assuming a physiological pH of 7.4,
and then performing energy minimization with the
MMFF94 force field to obtain a stable, low-energy
initial conformation for each ligand.
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Following this preparation, the Amber ff94 force field"
was employed to assign atomic partial charges to both
the protein receptor and the refined ligands, a critical
step for an accurate representation of electrostatic
interactions. Structure-based virtual screening on the
prepared library was then conducted using the Qvina
software."® The search space was defined by a grid box
of 20x20x20 A, centered on the known inhibitor
binding site within the FOXM1 DBD. The docking
algorithm in Qvina evaluated multiple binding poses for
each of the 104,525 ligands, and these poses were
subsequently ranked based on the software’s empirical
scoring function to identify potential inhibitors.
Molecular dynamics simulations

A multi-stage simulation protocol was used to screen
and analyze promising compounds. Initially, the top 21
compounds selected from docking (with binding scores
of -8.0 kcal/mol or better) were subjected to a short 10
nanosecond molecular dynamics simulation. The
binding free energy of each of these 21 complexes was
then calculated from its trajectory using MM/GBSA
method. Based on these energy values, compounds
exhibiting the most favorable binding were selected for
extended analysis. Top five compounds (comp 105546,
comp 11184, comp 11309, comp_ 18920,
comp_112458), along with the reference inhibitor FDI-
6, were submitted to 100-ns production MD simulations
for a thorough assessment of their dynamic behavior and
stability.

The GROMACS 2020 software was utilized for
conducting all simulations.'* The protein complexes
were modeled using the Amber99SB-ILDN force
field."> Each system was positioned in an orthorhombic
box, hydrated with TIP3P water molecules'® and
neutralized with counterions, then sodium and chloride
ions were added to reach 150 mM concentration. The
hydrated system was energy-minimized using steepest
descent, followed by NVT equilibration (100 ps) and
NPT equilibration (1000 ps) before the final molecular
dynamics simulation.

Post-MD trajectory analysis

Complex stability was assessed through analysis of 100
ns molecular dynamics trajectories. RMSD values for
protein backbone and ligand heavy atoms were
determined relative to starting positions. Radius of
gyration was calculated to evaluate protein compactness
and structural integrity. RMSF values for individual
residues were computed to identify flexible areas.



MM/GBSA binding energy computation

Binding free energies for stable protein-ligand
complexes were computed using the MM/GBSA
approach implemented in gmx _mmpbsa tool."”
MM/GBSA models provide rapid and cost-effective
ligand binding energy prediction methods, with
calculations being about 5 times faster than MM-PBSA.
Computations were conducted on snapshots from the

final 10 ns of molecular dynamics trajectories.

RESULTS and DISCUSSION

Virtual screening identifies high-affinity candidate
inhibitors

Structure-guided virtual screening was performed to
discover potential FOXM1 blocking compounds from

an extensive chemical database. The docking results
yielded compounds with favorable predicted binding
energies. The top 21 compounds exhibited docking
scores ranging from -9.1 to -8.0 kcal/mol, indicating
strong theoretical affinity for the target binding site
(Figure 1A). The overall distribution of docking scores
was skewed, with a large peak of compounds scoring
around -2 kcal/mol, and a long tail extending towards
higher affinity scores (Figure 1B). The selected hits
represent the high-affinity tail of this distribution,
suggesting statistical significance.

A No Ligand Name Score B H lstogram
1 comp_19627 -9.1 14000
2 comp_13039 -9
3 comp_20481 -8.8
4 comp_112458 -8.6 12000 -
5 comp_2821 -8.4
6 comp_11671 -8.4
7 comp_11744 -8.4 10000
8 comp_15258 -8.3
9 comp_18303 -8.2
10 comp_9773 8.1 = 8000 -
11 comp_11964 -8.1 8
12 comp_21159 -8.1 O
13 comp_22007 -8.1 6000 +
14 comp_105546 -8.1
15 comp_1779 -8
16  comp_2857 -8 4000 +
17 comp_11184 -8
18 comp_11309 -8
19 comp_18920 -8 2000+
20 comp_112423 -8
21 comp_112430 -8 0

-10

Figure 1. Virtual screening results

-6 -4 -2 0
Docking Score (kcal/mol)

(A) Table showing the top 21 compounds identified from virtual screening, ranked by their docking score (kcal/mol), (B) Histogram illustrating
the distribution of docking scores across the entire screened compound library, The x-axis represents the docking score, and the y-axis represents

the count of compounds within each score bin

The histogram analysis in Figure 1B demonstrates that
the vast majority of screened compounds exhibited
moderate to poor binding scores, with only a small
fraction achieving the high-affinity scores observed in
our selected candidates. This distribution pattern
validates the screening methodology and confirms that
our top-ranked compounds represent genuine high-
affinity outliers rather than computational artifacts.
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screening,  five

comp 11184,

Following initial compounds
(comp_105546, comp_11309,
comp 18920 and comp 112458) were selected for
molecular dynamics simulations based on docking
scores, structural diversity, and visual inspection of
binding poses. The chemical structures and identifiers
for these compounds are provided in Table 1.



Table 1. HMDB and SMILE codes of compounds with the best scores and stability

Compound HMDB code Smile code 2D Conformation

comp_11184 HMDB0030068 ccl=cc2c(c(oc3=cc(=cc(0)=
€23)c2=cc3=c(02)c=c(0)c=c
3)c2=c(0)c=c(c=c20)c2=cc3
=c(02)c=c(o)c=c3)c(c)(c)cl

comp_11309 HMDB0030196 ccl=cc(o)=c2c(=0)c3=c(o)c(
c4dcceccend)=c(o0)c4=c3c3=c2c
1=c1c(c)=cc(0)=c2c(=0)c5=c
(o)c(c6ceeen6)=c(o)c4=c5¢c3

=c12

comp_18920 HMDB0038220 ccn(ccl=cc(=cc=c1)s(o)(=0) 0:1):0
=0)cl=cc=c(c=cl)c(cl=cc(=
c(o)c=c1)s(o)(=0)=0)=clc=c Q

c(c=c1)=[n+](cc)ccl=cc(=cc o/s\\o

=c1)s([o-])(=0)=0 ﬁ(l O NW

comp_105546 HMDB0126209 [c]1=c([c]=c(c(=c1o)[c]1[c]=cC
([eDcllc@]([c]1c(=o)[o])(c1= N
c([c]=c([c]=[c]1)o)o)o)o)cl=] o
c]c2=[c][c]=c(c(=c201)[c][c]= 0
c([eDlcholc]1[cl([c]([c]([c](o1
)c(=o)[o])o)o)o

comp_112458 HMDB0135052 [c]ic2c¢(c(c(c(c20[c]([c]1o)c
1=[c]c(=[c][c]=[c]1)o)[c]1c2=
c([c]=c([c]=[c]2)o)o[c]([c]10)
c1=[c][c]=[c]c(=[c]1)o[c]1[c](
[c]([c]([c](o1)c(=0)[0])0)o)o)o
)[c]1c2=[c][c]=c([c]=c2o0[c]([c
[1o)c1=[c][c]=[c]c(=[c]1)o)o)

0 o
o \7
o o
o
This approach is consistent with recent successful our screening methodology is supported by the skewed
virtual screening studies for other cancer targets.'® The distribution of docking scores, which also indicates that
virtual screening campaign successfully identified high- our chosen compounds are authentic high-potential
scoring compounds, representing the statistical high- candidates and not merely computational artifacts.

affinity tail of the screening library. The validation of
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Molecular dynamics simulations validate complex
stability

To evaluate the dynamic stability of ligand-protein
interactions predicted by docking, 100 ns all-atom MD
simulations were performed for the five selected
compounds and the reference inhibitor FDI-6 in
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complex with the FOXM1 DBD. The stability of each
system was assessed by monitoring RMSD of protein
backbone and ligand heavy atoms over the simulation
period.
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Figure 2. Molecular dynamics simulation analysis of FOXM1-ligand complexes over 100 ns

(A) Protein backbone RMSD trajectories showing equilibration within 20 ns for all complexes, with comp 18920 (blue) displaying the largest
deviation (~0.55 nm) and comp_112458 (pink) showing fluctuations exceeding 0.4 nm while maintaining overall protein fold, (B) Ligand heavy
atom RMSD demonstrating stable binding for comp 105546 (green) and comp 112458 (pink), contrasting with unstable profiles of FDI-6 (black)
and comp 11309 (yellow) indicating dissociation tendency, (C) Per-residue RMSF analysis revealing higher terminal flexibility and critically, low
fluctuation values in the binding pocket region (residues 280-310) for stable ligands, indicating effective binding site stabilization, (D) Radius of
gyration (Rg) maintaining values around 1.35-1.37 nm throughout simulations, confirming absence of major structural unfolding in all complexes

For the protein backbone RMSD (Figure 2A), all six
complexes equilibrated within the first 20 ns.
Comp_ 18920 (blue line) displayed the largest deviation,
reaching = 0.55 nm after 80 ns. Comp_ 112458 (pink
line), showed more significant fluctuations that
exceeded 0.4 nm towards the end of the simulation,
although the overall folded structure of the protein was
maintained. Ligand RMSD analysis (Figure 2B)
revealed different stability patterns. Comp_ 105546
(green line) and comp 112458 (pink line) showed stable
binding within the active site. In contrast, the reference
inhibitor FDI-6 (black line) and comp 11309 (yellow
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line) displayed an unstable profile, showing a tendency
to dissociate from the binding pocket.

The RMSF analysis per residue (Figure 2C) showed that
terminal regions exhibited higher flexibility as
expected. Importantly, residues constituting the binding
pocket (approximately residues 280-310) showed
relatively low fluctuation values when bound to stable
ligands, suggesting effective binding site stabilization.
Radius of Gyration analysis (Figure 2D) confirmed
overall protein structural integrity, with all complexes
maintaining Rg values around 1.35-1.37 nm throughout
the simulations, indicating no major structural
unfolding.



Molecular dynamics simulations provided crucial
validation of the static docking predictions. The RMSD
analyses revealed that comp 105546 and comp 112458
maintained stable binding throughout the 100 ns
simulations. This variation in stability highlights the
necessity of dynamic validation within computational
drug discovery, since static docking scores by
themselves can often be deceptive.'” The 100 ns
simulation length employed in this study is considered
sufficient for evaluating protein-ligand complex

A) 10 ns MD Simulation Results
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stability and has been validated in numerous recent
studies.?
MM/GBSA calculations provide refined binding

affinity estimates

While MD simulations confirmed binding stability,
MM/GBSA calculations were performed to obtain
quantitative binding affinity estimates. The calculations
were performed on two different time scales: 10 ns and
100 ns trajectories to assess convergence.

B) 100 ns MD Simulation Results
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Figure 3. MM/GBSA binding free energy calculations

112458 105546 11184 FDI-6

Compounds

18920 11309

(A) Binding free energies calculated from 10 ns MD trajectories for multiple compounds, showing the range of binding affinities across the
compound library, (B) Refined 100 ns MM/GBSA calculations for the five selected compounds and FDI-6 with error bars representing standard

deviations,

The 10 ns MM/GBSA results (Figure 3A) showed
varying binding free
compounds, with several showing favorable binding
energies below -20 kcal/mol. The 100 ns calculations
(Figure 3B) were performed for the five selected
compounds and the reference inhibitor FDI-6.
Comp 112458 emerged as the most potent binder with
a binding free energy of -36.25+3.5 kcal/mol, followed
by comp 105546 (-25.31 = 5.04 kcal/mol) and
comp 11184 (-19.5943.14 kcal/mol). The large
negative values indicate strong binding affinity, with

energies across multiple

comp_ 112458 showing exceptional binding strength.
The MM/GBSA calculations provided refined binding
affinity estimates, identifying comp_112458 as the most
promising candidate with a binding free energy of -
36.25 kcal/mol. This exceptionally favorable binding
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energy, combined with stable MD behavior, suggests
that comp 112458 represents a high-quality lead
compound for further development. Recent
benchmarking studies have demonstrated that
MM/GBSA calculations provide reliable binding
affinity estimates that correlate well with experimental
data.?" %

Implications for FOXMI1 inhibitor development

The RMSF analysis revealed that ligand binding
effectively stabilizes the functionally important binding
pocket region (residues 280-310), a characteristic of
effective inhibitors. This localized stabilization suggests
that our lead compounds may indeed interfere with
FOXM1’s normal biological function by preventing
DNA binding, which is consistent with the mechanism
of action of known FOXMI1 inhibitors.’



Our findings are particularly significant in the context
of recent FOXM1 research. The compounds identified
in this study (Table 1) represent novel chemical
scaffolds that have not been previously explored for
FOXMI1 inhibition. Given the challenges associated
with existing FOXMI1 inhibitors, including limited
potency and selectivity issues,' these novel scaffolds
could provide important alternatives for drug
development.

The computational approach employed in this study
addresses several limitations of previous FOXMI
inhibitor discovery efforts. Unlike high-throughput
screening approaches that are limited by available
compound libraries, virtual screening allows
exploration of wvast chemical space, potentially
identifying novel chemotypes not represented in
physical libraries.” Additionally, the integration of
molecular dynamics simulations and free energy
calculations provides a more comprehensive evaluation
of compound quality compared to docking-based
screening alone.

The chemical diversity of our identified compounds is

another important consideration. The two lead
compounds (comp 105546 and comp 112458)
represent distinct chemical scaffolds, providing

multiple starting points for medicinal chemistry
optimization. This diversity reduces the risk associated
with scaffold-specific limitations and increases the

likelihood of successful lead optimization.?

CONCLUSION

This in silico investigation successfully discovered
small molecule inhibitors targeting the FOXM1 DNA
binding region using an integrated strategy that
combines structure-based virtual screening, molecular
dynamics simulations, and MM/GBSA binding free
energy calculations. The comprehensive screening of a
large chemical library yielded 21 high-affinity
candidates, which compounds
(comp 105546, comp 11184, comp 11309,
comp 18920 and comp 112458) were selected for

from five

detailed validation through 100 ns MD simulations.

The molecular dynamics analysis revealed distinct
stability profiles among the two lead compounds, with
comp_105546, and comp_ 112458 all maintaining stable
binding interactions throughout the 100 ns trajectory.
The MM/GBSA calculations provided refined binding
affinity estimates, identifying comp_112458 as the most
promising candidate with an exceptionally favorable
binding free energy of -36.25 £ 3.5 kcal/mol,
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Study limitations and future directions

While these computational predictions are highly
promising, several limitations should be acknowledged.
First, the predictions are based on a single crystal
structure of FOXM1, which may not capture all relevant
conformational states of the protein. Future studies
could benefit from ensemble docking approaches using
multiple conformations.*

Second, while MM/GBSA provides improved binding
affinity estimates compared to docking
experimental validation remains essential to confirm the

scores,

predicted activities. The next critical step involves
synthesizing or procuring these compounds for in vitro
biochemical assays to measure actual binding affinities
and functional inhibition of FOXMI transcriptional
activity.

Third, our study focused on the DNA-binding domain
of FOXM1, but recent research has identified other
potentially druggable sites, including allosteric binding
sites and protein-protein interaction interfaces.”® Future
computational studies could explore these alternative
targeting strategies.

Finally, the drug-like properties and potential off-target
effects of our lead compounds require careful
evaluation. While the compounds were selected from a
drug-like library, detailed ADMET (Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)
profiling will be necessary to assess their therapeutic
potential.?’

significantly outperforming existing FOXM!1 inhibitors
in computational predictions.

The identified compounds represent novel chemical
scaffolds that have not been previously explored for
FOXM1 inhibition, offering important alternatives to
existing inhibitors that face significant challenges in
clinical translation. The computational approach
employed in this study addresses key limitations of
traditional screening methods by enabling exploration
of vast chemical space while providing comprehensive
evaluation of compound quality through dynamic
simulations and free energy calculations.

The binding mode analysis demonstrated that the lead
compounds effectively stabilize the functionally critical
binding pocket region (residues 280-310), suggesting
potential interference with FOXM1's DNA-binding
activity. This mechanism of action is consistent with the
therapeutic ~ strategy of  disrupting FOXM1's
transcriptional functions, which are essential for cancer
cell proliferation and survival.



The findings are particularly significant given the urgent
need for effective FOXMIl-targeted therapeutics.
Despite FOXM1's recognition as a high-priority cancer
target and its designation as "Molecule of the Year" in
2010, no FOXM1 inhibitor has successfully progressed
to clinical trials. The novel compounds identified in this
study, particularly comp 112458, represent promising
starting points for drug development efforts aimed at
addressing this critical gap in cancer therapeutics.
However, experimental validation remains essential to
confirm the computational predictions. Future studies
should focus on synthesizing or procuring these
compounds for in vitro biochemical assays to measure
actual binding affinities and functional inhibition of
FOXM1  transcriptional activity.  Additionally,
comprehensive ADMET profiling will be necessary to
assess their therapeutic potential and identify any
potential off-target effects.

In conclusion, this computational study provides a
robust foundation for FOXM1 inhibitor development by
identifying high-quality lead compounds with favorable
binding properties and novel chemical scaffolds. The
integration of multiple computational approaches
enhances confidence in the predictions and establishes a
validated pipeline for future FOXMI1 inhibitor
discovery efforts. With appropriate experimental
validation and medicinal chemistry optimization, these
compounds could contribute to the development of
much-needed FOXMI-targeted cancer therapeutics.
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ABSTRACT

Vitamin B12 is a water-soluble vitamin involved in various
metabolic processes. It plays a crucial role in the prevention of
anemia, the maintenance of healthy neuronal function, and DNA
synthesis. Moreover, vitamin B12 acts as a cofactor in homocysteine
metabolism. Elevated homocysteine levels have been associated
with a range of endothelial alterations and have been linked to
cardiovascular diseases (CVD). In Turkey, CVD-related mortality
remains the leading cause of death. However, the relationship
between vitamin B12 deficiency and the risk of CVD has not yet
been clearly established in the academic literature. In this
retrospective  cross-sectional study, we aimed to compare
individuals' vitamin B12 levels across different CVD risk groups. A
total of 128 participants were included, with 32 individuals in each
risk group. Using the SCORE (Systemic Coronary Risk Evaluation)
risk model, we compared vitamin B12 levels across four CVD risk
categories. The differences in vitamin B12 levels among the CVD
risk groups were not statistically significant (p=0.209), and no
correlation was found (p>0.05). Given that cardiovascular diseases
continue to pose a major public health concern, further studies are
needed to identify additional parameters that may assist in the
identification of high-risk individuals.

Keywords: Heart diseases, Risk assessment, Vitamin B12

OZET

Vitamin B12 suda ¢o0ziinen ve c¢esitli metabolik siireclerin
yiiriitiilmesinde kullanilan bir vitamindir. Aneminin dnlenmesinde,
sinir hiiclerinin fonksiyonlarmi saglikli siirdiirmesinde ve DNA
sentezinde 6nemli gorevleri vardir. Ayrica B12 vitamini homosistein
metabolizmasinda kofaktdr olarak bulunur. Homosistein endotelde
bir dizi degisikliklere sebep olup; kardiyovaskiiler hastaliklarla
(KVH) iliskilendirilmistir. KVH’lara bagli 6liimler iilkemizde hala
tim Olimler iginde birinci sirada bulunmaktadir Vitamin B12
eksikligi ile kardiyovaskiiler hastalik riski arasindaki iliski akademik
alanda heniiz netlik kazanmamistir. Bu retrospektif kesitsel
calismada kisilerin vitamin B12 diizeyleri ile KVH risk gruplarini
karsilagtirmay1 amagladik. Calismaya her risk grubunda 32 kisi
olacak sekilde toplam 128 kisi alindi. SCORE (Sistemic Coronary
Risk Evaluation) risk modeli kullanilarak dort risk grubunun vitamin
B12 diizeylerini karsilastirdik. KVH risk gruplari ile vitamin B12
diizeyleri karsilagtirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0.209) ve aralarinda kolerasyon saptanmadi (p>0.05).
Kardiyovaskiiler hastaliklar giiniimiizde hala 6nemli bir halk saglig1
sorunu oldugundan, yiiksek riskli bireylerin belirlenmesinde
kolaylik ve fayda saglayacak ek parametreler {izerinde calisilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalp hastaliklari, Risk degerlendirmesi,
Vitamin B12
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INTRODUCTION

Cadiovascular disease-related deaths rank first among

all causes of death in our country as well as in the
world.! Therefore, knowledge of risk factors for
cardiovascular diseases and early detection of high-risk
individuals are of great importance in preventing
mortality and morbidity. Risk factors for cardiovascular
diseases can be broadly divided into two groups. These
are: non-modifiable and modifiable risk factors. While
age, gender, ethnicity and family history are among the
non-modifiable risk factors, hypertension, diabetes,
obesity, dyslipidemia, smoking and sedentary life are
among the modifiable risk factors. Apart from these risk
factors, many biomarkers have been reported to increase
the risk of cardiovascular disease. High sensitive-CRP,
homocysteine, lipoprotein a, myloperoxidase,
phospholipase A2 are just a few of these biomarkers.**
Homocysteine causes a number of changes in the
endothelium, which lines blood vessel walls and inner
surface.” Some studies suggest homocysteine increases
the risk of cardiovascular disease.”” The fact that
vitamin B12 is involved in homocysteine metabolism
raises the question of whether there is a relationship
between vitamin B12 and cardiovascular disease risk.
Whether vitamin B12 deficiency constitutes an
independent risk factor for CVD remains a subject of
ongoing debate in the scientific community. While there
are studies that show that vitamin B12 deficiency is

810 there are

associated with cardiovascular disease,
studies that say otherwise.'"'* Many risk estimation
systems have been developed to determine the risk of
CVD. The SCORE (Systemic Coronary Risk
Evaluation) calculation model is one of the CVD risk
estimation systems.'® Turkish Society of Endocrine and
Metabolism recommends the use of SCORE as a
cardiovascular risk calculator." This model estimates
the 10-year risk of fatal cardiovascular disease in
individuals aged 40 to 70 years who do not have existing
heart disease. When determining the risk score, the point
at which the necessary data (age, gender, tobacco use
status, cholesterol value and systolic blood pressure) are
combined is taken as the basis. SCORE has 4 risk
groups: Low risk (<1%), Medium risk (1-4%), High risk
(5-9%) and Very high risk (>10%). In this study, it was
aimed to compare vitamin B12 levels with CVD risk
groups using the SCORE calculation model.

74

METHODS
Ethical approval
For this research, ethics committee approval was
obtained from the Ethics Committee of the Faculty of
Medicine, Karadeniz Technical University, dated
September 7, 2021, with the reference number
24237859-758.
Data for this cross-sectional study were obtained
through retrospective archival research starting from
December 31, 2020.
Sample size calculation
The required sample size for this study was calculated
using G*Power version 3.1.9.7. Based on a medium
effect size (d=0.3), an alpha level of 0.05, and a
statistical power of 81%, it was determined that a
minimum of 32 participants per group would be
necessary. Accordingly, the total sample size required
was calculated as 128 participants.
Inclusion criteria
e Age between 40 and 70 years (in accordance
with the valid age range for the SCORE risk
model)
¢ Documented smoking and alcohol use status in
the patient's medical history
e Blood pressure and
measurements (height and weight) taken during

anthropometric

the polyclinic examination
e Laboratory evaluation including complete
blood count, lipid panel, vitamin B12, folate,
and ferritin levels
e Not currently receiving vitamin B12 treatment
Exclusion criteria
e Individuals with folate deficiency
e Pregnant individuals
e Individuals with a history of cancer or those
currently  undergoing  chemotherapy or
radiotherapy for cancer
e Individuals with any known liver disease
SCORE risk calculator
For individuals aged 40 years and older, the SCORE risk
estimates the 10-year risk of fatal
cardiovascular events. The risk score is determined by
locating the value at the intersection of gender, age,

calculator

smoking status, total cholesterol level, and systolic
blood pressure on the SCORE chart. The chart used for
risk calculation is presented in Figure 1.
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Figure 1. SCORE risk charts for Tiirkiye showing the 10-year
risk of fatal cardiovascular disease based on age, sex,
smoking status, systolic blood pressure, and total cholesterol
levels

Conducting the study

Hospital records of people aged 40-70 years who met
the criteria for admission to the study who applied to our
Family Medicine outpatient clinic for any reason were
examined retrospectively from 31 December 2020. The
values in the first application and first blood analysis of
individuals who applied to more than one outpatient
clinic and had blood analysis were taken as basis.
Individuals with additional illnesses that should be
considered high and very high risk in the current
situation were placed in the risk group that was suitable
for them without the use of the SCORE -calculator.
SCORE calculator was used for other people. Table 1
shows clinical cases in which individuals are classified
as high or very high risk irrespective of the SCORE
calculator.

The outcome measure

The main outcome measure of the study is the
comparison of vitamin B12 levels with risk groups
calculated using SCORE.

Statistical analysis

IBM SPSS for Windows 23.0 statistical package
program was used in the analysis of the data.
Categorical data are presented as number (n) and
percentage (%); quantitative data are presented as mean,
standard deviation, median, minimum, maximum and
quartile values. Chi-square test was used to compare
categorical data.
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Table 1. Clinical situations in which individuals would be
considered high and very high risk

Known cardiovascular disease
(previous myocardial infarction,
acute coronary syndrome etc.)

e Presence of cardiovascular disease
detected by imaging methods (for
example plaque seen on carotid
ultrasound

o Patients with diabetes mellitus with
complications or diabetes with
smoking, hypertension,
dyslipidemia

e Severe chronic kidney disease

High risk e Total cholesterol > 310 mg/dl,
familial hypercholesterolemia,
blood pressure > 180/100 mmHg

e Diabetics without complications

® Moderate chronic kidney disease

Very highrisk | e

Conformity of the data to the normal distribution was
analyzed by Kolmogorov-Smirrnov test. The Student t-
test or Anova was used to compare data where the
distribution was normal. Measurements that did not
show normal distribution used either the Mann-Whitney
U test or the Kruskal-Wallis test. Bonferroni test was
performed in Post Hoc analysis results. Spearman
Correlation Analysis was used to assess dependence and
relationship. p<0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

Of'the 128 participants enrolled in the study, 78 (60.9%)
were women. The median age (25th—75th percentile)
was 50 (45-57) years. A total of 52 participants (40.6%)
were obese, and 63 (49.2%) had vitamin BI12
deficiency. The distribution of frequency and
percentage values according to gender, body mass
index, and vitamin B12 classification is presented in
Table 2. While 34 (26.6%) of the people in the study
smoked, 14 (10.9%) had a history of CVD. 52 (40.6%)
of people had a history of dyslipidemia in first-degree
family members, while 18 (14.1%) had a history of early
CVD in first-degree family members. In addition, 28
(21.9%) of the participants in the study had diabetes and
42 (32.8%) had hypertension. The distribution of factors
affecting the cardiovascular disease risk states of people
is shown in detail in Table 3.



Table 2. Frequency and percentage values of people Table 3. Distribution of factors affecting people’s CVD

according to gender, body mass index and vitamin risk status
B12 classification n (%)
n (%) Smoking status Current smoker 34 (26.6)
Gender Male 50 (39.1) Former smoker 11 (8.6)
Body mass index Ililfz)rlr'lr?llai ;3 Eg(l)?g Never smo.ker 83 (64.8)
(kg/m?) (18.5-24.99) Alcohol use status ~ Current dr.mker 6 (4.7)
Overweight 49 (38.3) Former drinker 539
(25.00-29.99) Never drinker 117 (91.4)
Obese (=30.00) 52 (40.6) History of CVD Yes 14 (10.9)
Vitamin B12 Deficiency (<200) 63 (49.2) No 114 (89.1)
classification Border (200-300)  43(33.6) Dyslipidemia in the Yes 52 (40.6)
(pg/mL) Normal (>300) 22 (17.2) family No 76 (59.4)
A family history of Yes 18 (14.1)
CVD No 110 (84.9)
Table 4. Comparison of cardiovascular disease risk classes and Diabetes Yes 28 (21.9)
vitamin B12 classification No 100 (78.1)
Vitamin B12 classification n (%) p* Value Hypertension Yes 42 (32.83)
CVD risk classes  Deficiency Border Normal No 86 (67.2)
Low and Medium 36 (56.3) 20 (31.3) 8(12.4) Chronic renal Yes 3(2.3)
High and Very high 27 (42.2) 23 (35.9) 14(21.9) 0.209 failure No 125 (97.7)
*Pearson Chi-square, n: number, %: percentage, r: Spearman Correlation
Analysis

Table 5. Comparison of people’s age, body mass index and biochemical values according to CVD risk classification

CVD Risk Classification
Low Medium High Very High P
Age (years) 44 (40-49)* 52 (40-60) 55 (40-69) 57 (41-67) <0.001¢!
BMI (kg/m?) 27.5(20.2-37.5)*  29.3 (21.8-46.0)*  27.0(21.7-39.0)* 30.3 (22.1-62.6)*  0.142°¢
Vit.B12 (pg/mL) 183 (87-587)* 193 (89-370)* 241 (123-660)* 183 (108-1134)* 0.036¢2
Folate (ng/mL) 8.82 (5.39-17.49)* 7.29 (4.58-17.08)* 9.58 (4.62- 8.16 (4.60-24.00)*  0.342°¢
24.00)*
Ferritin (ml/ng) 18.1 (2.4-138.2)*  49.8 (4.7-1021.9)* 55.7 (3.7-558.6)* 60.5 (0.8-604.2)*  0.009°*
T. Cholesterol 207+37° 225443 242+57° 218+44° 0.02144
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 53 (27-80) 49 (31-73)* 54 (37-87) 47 (32-73)* 0.039¢3
LDL (mg/dL) 128+30° 144+34° 158+47° 139+34° 0.0144°
Triglyceride 103 (47-316)* 134 (35-411)* 115 (49-514)* 122 (53-739)* 0.182¢
(mg/dL)
Glucose (mg/dL) 91 (75-144)* 94 (61-113)* 96 (74-251)* 103 (85-561)* 0.001¢7

Hemoglobin (z/dL) 13.4 (8.4-159)  13.9(9.6-17.3)  13.8(10.5-17.7)* 14.3 (10.9-17.5)*  0.055¢

*Median (minimum-maximum), *"Meanstandard deviation, “Kruskal Wallis H Test, ‘One-Way ANOVA

1. Significant differences were observed between the low and medium (p<0.001), low and high (p<0.001), and low and very high risk groups
(p<0.001).

2. Significant differences were observed between the low and high risk groups (p=0.010), the medium and high risk groups (p=0.029), and the
high and very high risk groups (p=0.020).

3. Significant differences were observed between the low and medium (p=0.035) and the low and very high risk groups (p=0.015).

4. A significant difference was observed between the low and high risk groups (p=0.015).

5. Significant differences were observed between the low and medium (p=0.047), the low and very high (p=0.044), the medium and high
(p=0.038), and the high and very high risk groups (p=0.035).

6. A significant difference was observed between the low and high risk groups (p=0.009).

7. Significant differences were observed between the low and very high (p=0.001) and the medium and very high risk groups (p=0.005).
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While 27 (42.2%) of the people in the group with high
and very high risk of cardiovascular disease had vitamin
B12 deficiency; Vitamin B12 levels were found to be
deficient in 36 (56.3%) of people in the low and medium
risk groups in the study. When comparing CVD risk
classification with vitamin B12 classification, no
statistically dependent relationship was found between
them (r=0.155 p>0.05), (Table 4). With cardiovascular
disease risk classification of the people in the study, age
(p<0.001), vitamin B12 level (p=0.036), ferritin
(p=0.009), cholesterol (p=0.021), HDL (p=0.039), LDL
(p=0.014), and blood glucose (p=0.001), were found to
be statistically significant when the difference was
compared; BMI, folate, triglycerides and hemoglobin
were compared, the difference was not statistically
significant (p>0.05), (Table 5).

DISCUSSION

In the study conducted by Mahalle et al. on 300 Indian
individuals with coronary artery disease, it was
concluded that vitamin B12 was significantly low in
patients with diabetes, hypertension and dyslipidemia,
that and
hyperhomocysteinemia ~ were  associated  with
cardiovascular risk factors in these patients.® In a

and serum vitamin B12 deficiency

systematic review by Rafnsson et al. in which they
examined seven prospective cohort studies, it was
concluded that there was insufficient evidence that
vitamin B12 deficiency causes cardiovascular diseases
in adults.'' Another meta-analysis concluded that there
was a positive association between vitamin B12
elevation and cardiovascular mortality rate.'> A cohort
study of 7770 people found that low and high vitamin
B12 levels were associated with a higher risk of death
from cardiovascular disease in people with type 2
diabetes.'® In our study, when cardiovascular disease
risk groups and vitamin B12 levels were compared, no
statistically significant correlation was found between
them. When the results of our study are evaluated
together with the existing literature, it is evident that the
relationship between vitamin Bl12 levels and
cardiovascular disease risk remains inconclusive. In this
context, further large-scale and comprehensive studies
involving a greater number of patients are needed to
clarify this association more definitively. Age is an
independent risk factor for CVDs. Advanced age
increases the risk of cardiovascular disease.'” Because
age is a predictor of SCORE, as expected in our study,
cardiovascular disease risk levels also increased as age
increased. 78 (60.9%) of the people in the study were
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women. This situation can be explained by the fact that
more women apply to our clinic. 52 (40.6%) of the total
128 people were obese. In the 2019 Turkey Diabetes,
Hypertension, Obesity and Endocrinological Diseases
Prevalence Study (TURDEP-2), the prevalence of
obesity in Turkey was found to be 31.2%.'® The high
obesity rate in our study may be due to the fact that we
also provide weight management consultancy to obese
individuals in our outpatient clinics. In the study
conducted by Gebara et al.'’ in 2023, where they
compared SCORE and unconventional risk factors, a
positive relationship was observed between SCORE and
BMI; however, no relationship was observed between
SCORE and sociodemographic status and family
history. In our study, no significant difference was
found between SCORE risk levels and BMI average. In
another study investigating whether the addition of
other risk markers to the SCORE algorithm improved
cardiovascular disease risk stratification, it was found
that although 15 of the risk factors were independent
risk factors for mortality, none of them had a significant
effect on cardiovascular disease risk stratification.’ The
pathogenesis  of  cardiovascular  diseases s
multifactorial. However, it can be said that the evidence
available in the literature is not yet sufficient for the
addition of other risk factors to the SCORE risk
assessment. Hypertension is one of the most important
causes of cardiovascular disease. In a study conducted
in our country in 2003, the prevalence of hypertension
was found to be 31.8%.' In the 2nd version of the same
study conducted in 2012, this rate was found to be
30.3%;* the number of patients diagnosed with
hypertension in our study was 32.8%, which is similar
to the literature. In the academic field, hypertension due
to vitamin B12 deficiency is at the case level and the
level of evidence is low.** Today, the main problem with
hypertension in our country, as in the world, is still the
lack of early detection of hypertension, the level of
awareness of patients and the inability to control
hypertension. There are conflicting results regarding the
role of ferritin in coronary heart disease. It has been
suggested that iron can increase the risk of heart
diseases through lipid peroxidation by catalyzing the
production of free radicals. A retrospective cohort study
conducted in 2023 demonstrated that elevated ferritin
levels were associated with increased short-term
mortality among critically ill patients with heart
failure.** In another study, a negative correlation was
found between ferritin level and myocardial



infarction.”” In our study, it was observed that the
median value of serum ferritin increased as the
cardiovascular disease risk level increased. These
findings suggest that the relationship between serum
ferritin and cardiovascular risk deserves further
investigation in larger prospective studies. As it is
known, SCORE2 was published as a new algorithm by
the European society of cardiology in January 2021. The
study found that SCORE2 facilitated the identification
of individuals with high cardiovascular risk in the
European population.®® In a study comparing SCORE
and SCORE?2 in cardiovascular risk assessment, it was
found that a significant portion of those in the low risk
group with SCORE were in the high risk group with
SCORE2.”" In the comparison made in the East Asian
population, it was concluded that SCORE 2 showed
improvement compared to SCORE, but modifications
were also needed.?® Considering that Turkey is located
in the European region, it may be more useful to use the
new algorithm SCORE2 to identify high-risk
individuals. One of the limitations of this study may be
considered as why we used the SCORE risk calculator
and not the SCORE 2 risk calculator. Since our study
was also a thesis study, SCORE 2 was not published
during the thesis writing period. In the article period, as
authors, we decided to use the SCORE risk calculator to
avoid any difference between the thesis and the article.
Another limitation of this study is its retrospective
design, single-center nature, and limited sample size.
Furthermore, the lack of data on potential confounding
factors such as dietary intake and homocysteine levels
may have influenced the findings.

CONCLUSION

Knowing the risk factors for cardiovascular diseases and
early detection of risky individuals are of great
importance. For this reason, we think that it would be
beneficial to widespread use of the SCORE/SCORE2
risk calculator, which is recommended for use in our
country, at all levels of the healthcare system, especially
primary care. In our study, venous blood vitamin B12
levels and cardiovascular disease risk groups were
compared and no statistically dependent relationship
was found between them. Since cardiovascular diseases
are still an important public health problem today,
additional parameters that will provide convenience and
benefit in identifying high-risk individuals need to be
studied.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of topiramate, a
pharmacological agent with emerging metabolic benefits on
adipocyte differentiation and adipokine secretion, with a particular
focus on adiponectin levels in 3T3-L1 adipocytes. 3T3-L1
preadipocytes were induced to differentiate and subsequently treated
with varying concentrations of topiramate (1-100 pM). Lipid
accumulation was evaluated using Oil Red O staining, while
adiponectin levels were measured via ELISA at 6, 12, and 24 hours.
Cell viability was assessed using the MTT assay. Topiramate
promoted significant lipid accumulation without cytotoxicity at
concentrations up to 100 pM, with the 50 uM dose showing the
highest lipid deposition. A significant increase in adiponectin
secretion was observed in differentiated cells at 12 and 24 hours
post-treatment (p<<0.01), with the highest levels detected at 24 hours
(p<0.001). Topiramate enhances adipocyte maturation and
stimulates adiponectin secretion, indicating potential insulin-
sensitizing and anti-inflammatory effects. These findings suggest
that topiramate may exert part of its anti-obesity effects through
adiponectin-mediated mechanisms and highlight its potential as a
therapeutic agent in metabolic disease management.

OZET

Bu calisma, metabolik agidan giderek daha fazla yararlar1 ortaya
¢ikan farmakolojik bir ajan olan topiramatin adiposit farklilasmasi
ve adipokin salimimmi T{izerindeki etkilerini, Ozellikle 3T3-L1
adipositlerinde adiponektin diizeylerine odaklanarak arastirmayi
amagclamigtir. 3T3-L1 preadipositleri farklilagsmaya indiiklenmis ve
ardindan degisen konsantrasyonlarda (1-100 pM) topiramat ile
muamele edilmistir. Lipit birikimi, Oil Red O boyama ydntemi
kullanilarak degerlendirilmis; adiponektin diizeyleri ise 6, 12 ve 24.
saatlerde ELISA ile ol¢iilmiistiir. Hiicre canliligt MTT testi ile
belirlenmistir. Topiramat, 100 pM’a kadar olan konsantrasyonlarda
sitotoksisite olugturmadan anlamli lipit birikimi saglamis, en yiiksek
lipit depolanmast 50 puM dozunda go6zlenmistir. Farklilagmis
hiicrelerde, tedaviden sonraki 12. ve 24. saatlerde adiponektin
salmmminda anlamli bir artis saptanmis (p<0.01) ve en yiiksek
diizeyler 24. saatte belirlenmistir (p<0.001). Topiramat, adiposit
olgunlagmasini artirmakta ve adiponektin salinimini uyarmaktadir;
bu da potansiyel insiilin-duyarlilagtirici ve antiinflamatuvar
etkilerine isaret etmektedir. Bulgular, topiramatin kilo diisiiriicii
etkilerinin bir kismini adiponektin aracili mekanizmalar {izerinden
gosterebilecegini ve metabolik hastaliklarin tedavisinde potansiyel
bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

Keywords: Adipogenesis, Adiponectin, Obesity, Topiramate, 3T3- Anahtar Kelimeler: Adipogenez, Adiponektin, Obezite,
L1 cells Topiramat, 3T3-L1 hiicreleri
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INTRODUCTION

Obesity is a multifactorial chronic disease that has

reached epidemic proportions globally and poses a
significant threat to public health. It is associated with
an increased risk of numerous comorbidities, including
type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases, non-
alcoholic fatty liver disease, and several forms of
cancer.' The pathophysiology of obesity is complex and
involves genetic, environmental, and behavioral factors
that lead to an imbalance between caloric intake and
energy  expenditure. Importantly, obesity s
characterized not only by an excess accumulation of
adipose tissue but also by profound alterations in the
endocrine and immune functions of this tissue.’
Adipose tissue, once considered an inert depot for
energy storage, is now recognized as a highly dynamic
and metabolically active organ that plays a central role
in maintaining energy homeostasis. It is composed of
various cell types, including adipocytes, preadipocytes,
macrophages, and endothelial cells, all of which
contribute to its endocrine function.’ In obesity, adipose
tissue undergoes significant remodeling, including
adipocyte hypertrophy, increased infiltration of immune
cells, and altered secretion of signaling molecules.
These changes impair the normal metabolic and
endocrine functions of adipose tissue and contribute to
systemic insulin resistance and chronic low-grade
inflammation.*

One of the hallmark features of adipose tissue
dysfunction in obesity is the dysregulated secretion of
adipokines bioactive peptides and proteins released by
adipocytes that act in autocrine, paracrine, and
endocrine manners to influence systemic metabolism.’
Adipokines such as leptin, resistin, visfatin, and
adiponectin play key roles in regulating appetite,
glucose metabolism, lipid homeostasis, and immune
responses. In the obese state, the balance of pro-
inflammatory and anti-inflammatory adipokines is
disrupted, tipping toward a pro-inflammatory milieu
that promotes insulin resistance and metabolic
complications.

Adiponectin is a unique adipokine that stands out for its
anti-inflammatory, insulin-sensitizing, and
atherogenic properties. Unlike most adipokines,
adiponectin levels are paradoxically decreased in

anti-

obesity, with low circulating concentrations correlating
with increased risk of metabolic syndrome, type 2
diabetes, and cardiovascular disease.” Adiponectin
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exerts its effects through AdipoR1 and AdipoR2
receptors, activating downstream signaling pathways
such as AMP-activated protein kinase (AMPK) and
peroxisome  proliferator-activated  receptor-alpha
(PPAR-a), which enhance fatty acid oxidation and
improve insulin sensitivity.® Thus, therapeutic strategies
aimed at increasing adiponectin levels or enhancing its
signaling have gamered interest in the context of
metabolic disease management.

Topiramate, a sulfamate-substituted monosaccharide
initially approved as an anticonvulsant, has gained
attention in recent years for its weight-reducing and
metabolic regulatory effects. Clinical studies have
demonstrated that topiramate induces significant weight
loss in obese patients, especially when used in
combination with other agents such as phentermine.’"
Although the precise mechanisms remain to be fully
elucidated, topiramate is believed to suppress appetite,
modulate neurotransmitter activity, and potentially alter
energy metabolism. Emerging data suggest that
topiramate may also exert effects on adipose tissue
biology and adipokine secretion, including the
modulation of adiponectin levels, thereby contributing
to its overall metabolic benefits.!' However, the precise
molecular mechanisms underlying these effects
especially in relation to adipokine regulation remain
insufficiently characterized.
Given adiponectin’s pivotal role in metabolic
homeostasis and the observed reduction of its levels in
obesity, there is growing interest in pharmacological
agents that can enhance its expression and signaling.
Topiramate, due to its favorable metabolic profile,
represents a promising candidate in this context.
Nonetheless, further research is needed to clarify how
topiramate affects adiponectin production and function
at the cellular level. To address this knowledge gap, the
present study aimed to investigate the effects of
topiramate on adiponectin expression using 3T3-L1
cells, a well-established murine preadipocyte model
widely employed to study adipocyte differentiation and
adipokine dynamics. Given their capacity to recapitulate
key features of adipogenesis and adipokine secretion,
3T3-L1 cells provide a robust in vitro platform to
evaluate the potential of pharmacological agents to
modulate adipocyte function.

METHODS

Ethical approval

This study does not require ethical approval as it is a
computational study.



Chemicals

Topiramate, Sigma, T0575-10MG Biotin, [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT), and Oil Red O were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Fetal bovine
serum (FBS) was obtained from Biochrom (Berlin,
Germany). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) was acquired from the American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). 2-
Propanol was purchased from J.T. Baker (PA, USA).
Mouse adiponectin levels were measured using a
commercial ELISA kit (Mouse Adiponectin ELISA Kit,
Cat. No: EMA2500-1, Lot No: 071041003; AssayPro,
St. Charles, MO, USA).

Cell culture and differentiation protocol

3T3-L1 preadipocytes (ATCC, Manassas, VA, USA)
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM; ATCC) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Biochrom, Berlin, Germany) under
standard conditions (37°C, 5% CO,, humidified
atmosphere). For adipogenic differentiation, cells were
seeded in 6-well plates and allowed to reach full
confluence. Two days post-confluence (designated day
0), the medium was replaced with an induction cocktail
containing DMEM, 10pg/mL insulin, 0.25pM
dexamethasone, 0.5 mM IBMX, and 100 ng/mL biotin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and incubated
for four days.'?

On day 4, cells were switched to maintenance medium
(DMEM with 10% FBS, 10 pg/mL insulin) containing
various concentrations of topiramate (TPM). TPM was
dissolved in DMEM and diluted to final concentrations;
control groups received vehicle (DMEM) only. On day
6, the refreshed with DMEM
supplemented with 10% FBS, 10 pg/mL insulin, and
100 ng/mL biotin to promote further maturation.

medium  was

Treatments were maintained consistently to evaluate
TPM’s effects on adipogenic differentiation.

Oil red O staining

Lipid accumulation in differentiated adipocytes was
assessed by Oil Red O staining, following the method of
Ramirez-Zacarias et al."> with minor modifications.
Cells were washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS) and fixed with 10% neutral-buffered formalin for
1 hour at room temperature. After fixation, wells were
rinsed twice with 60% 2-propanol to prepare for
staining.

Cells were then incubated with freshly prepared Oil Red
O working solution for 10 minutes at room temperature.
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Excess stains were removed by washing the wells five
times with distilled water. Lipid droplets were
visualized and imaged using an inverted phase-contrast
microscope (Nikon Eclipse TS100, Tokyo, Japan).

For quantification, 100% 2-propanol was added to elute
the retained dye, and a 1 mL aliquot of the eluate from
each well was collected. Absorbance was measured at
520nm wusing a UV-visible spectrophotometer
(Shimadzu UV1601, Kyoto, Japan). Absorbance values
were used to quantify intracellular lipid accumulation.
Cell viability assay

Cell viability was evaluated using the MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] assay, as originally described by Mosmann.'
Briefly, 3T3-L1 cells were seeded into flat-bottom 96-
well plates and allowed to adhere for 24 hours. After
attachment, the cells were treated with various
concentrations of topiramate (TPM; uM; 0, 1, 5, 10, 25,
50, 100, 250, 500, 750, 1000) and incubated for 72 hours
under standard culture conditions.

MTT solution (final concentration: 0.25 mg/mL) was
added to each well and cells were incubated for 4 hours
at 37°C. During this incubation period, viable cells
reduce MTT to purple
mitochondrial dehydrogenase enzymes. Following
incubation, the medium was removed, and formazan

formazan crystals via

crystals were solubilized in 100 pL. of DMSO per well
to allow quantification. Absorbance was measured at
570 nm using a microplate reader (Versamax, Molecular
Devices, CA, USA).

The optical density (OD) values were used to calculate
cell viability as a percentage of the untreated control
group using the following formula:' Cell viability (%)
= ODueatment/ ODcontro1< 100

Adiponectin measurement

To evaluate the effect of topiramate on adiponectin
secretion, fully differentiated 3T3-L1 adipocytes were
first washed with PBS, and the culture medium was
replaced with serum-free Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM). Cells were then treated with
topiramate, and culture supernatants were collected at 6,
12 and 24 hour post-treatment.

The selection of 6, 12 and 24 hour time points for
collecting culture supernatants was based on standard
time-course protocols commonly used in secretory
response assays of adipocytes. These intervals were
chosen to capture both early (6 h) and intermediate (12
h) stages of adiponectin secretion, as well as the later or
sustained phase (24 h) following topiramate treatment.



Adiponectin secretion is known to be a dynamic process
regulated by intracellular signaling cascades and
transcriptional events, which can respond to
pharmacological stimuli over varying time frames.
Early changes (within a few hours) may reflect rapid
post-translational or signaling effects, while later time
points can indicate transcriptional regulation or
accumulated secretion. Therefore, this time-course
design allows for a comprehensive evaluation of both
acute and delayed effects of topiramate on adiponectin
release from mature adipocytes.

Adiponectin levels in the collected supernatants were
determined using a commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit, following the
manufacturer’s instructions (Assay Pro Mouse
Adiponectin ELISA Kit, Cat. No: EMA2500-1, Lot No:
071041003). Quantification was carried out using a
standard curve generated from known concentrations of
recombinant adiponectin, and the results were expressed
as nanograms per milliliter (ng/mL).

Statistical analysis

To compare the levels of differentiation among the
experimental groups, one-way analysis of variance
(One-Way ANOVA) was performed. When the
ANOVA indicated a statistically significant difference,
Tukey’s Honestly Significant Difference (HSD) post-
hoc test was conducted to determine which specific
group comparisons accounted for the observed
differences. Additionally, to examine the relationship
between differentiation level and the adiponectin levels,
Spearman’s rho correlation analysis was performed,
taking into consideration the distribution characteristics
of the variables. A significant level of p<0.05 was
adopted for all analyses. Statistical analyses were
conducted using SPSS software, version 23.0.

RESULTS
Effect of topiramate on the viability of 3T3-L1 cells

Effect of Topiramate on 3T3-L1 Cell Viability
110

100
90

80

Cell Viability (%)

70

60

50

0 200 400 600 800 1000

TPM (uM)

Figure 1. Effect of topiramate on the viability of 3T3-L1
adipocytes as determined by MTT assay
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The cytotoxic effect of topiramate on 3T3-L1 cells was
assessed using the MTT assay. Cells were treated with
increasing concentrations of topiramate (1-1000 puM)
for 72 hours, and cell viability was calculated relative to
the untreated control group (Figure 1). The results
revealed that topiramate exhibited no significant
cytotoxic effect at lower concentrations (1-100 uM),
with cell viability remaining above 90% in these groups.
However, a marked decline in cell viability was
observed at 250 uM and 500 uM concentrations. At 250
uM, cell viability dropped to approximately 65%, while
treatment with 500 uM further reduced viability to
nearly 40%. This concentration-dependent decrease in
viability suggests that topiramate may exert cytotoxic
effects at higher doses. These findings support the
selection of the 1-100 uM concentration range as non-
cytotoxic and physiologically relevant for subsequent
experiments, including differentiation and adipokine
analysis. The absence of cytotoxicity at these doses also
reinforces the reliability of downstream functional
assays involving topiramate treatment.

Effect of topiramate on adipogenic differentiation of
3T3-L1 cells

The effect of topiramate on adipogenic differentiation
of 3T3-L1 cells was assessed using the Oil Red O
staining method, a widely accepted technique for
evaluating intracellular lipid accumulation. Lipid
accumulation was quantified by measuring the
absorbance of the extracted Oil Red O dye at 520 nm
using a spectrophotometer (Table 1).

Table 1. Effect of topiramate on adipogenic differentiation of
3T3-L1 cells

X SD F p Tukey

B (Undiff)* 0.38 0.01 a<b,c,d,e,f,g
0 (Diff)® 0.52 0.01 b<f,g

1uMe© 0.53 0.02 c<f,g
SuM4 0.52 0.01 15.6 0.000* d<f,g
10pM* 0.54 0.01 e<f,g
50pM’ 0.63 0.01 f>ab,c,d,e.g
100pms 0.59 0.01 g>a,b,c,d,e

g<f

One-way ANOVA revealed a statistically significant difference in
differentiation levels among the cell groups (F (6,14)=158.603,; p<0.001).
To identify the specific group differences contributing to this significance,
pairwise comparisons were conducted using Tukey’s post hoc test.

a; B (undifferentiated), b, 0 (Differentiated), c; 1 uM, d; 5 uM, e; 10 uM, f;
50uM, g; 100 uM.

F; One-Way ANOVA, p<0.05, X: Mean, SD; Standart Deviation



The undifferentiated cells exhibited significantly lower
levels of differentiation compared to all other groups
(p<0.05). In contrast, the 50 uM group showed the
highest differentiation levels among all groups, with
(p<0.05). The
significantly higher

statistically significant differences
100 uM  group demonstrated
differentiation compared to the differentiated with no
TPM 0, 1 uM, 5 uM, and 10 uM groups (p<0.05), but
significantly lower differentiation than the 50 uM group
(p<0.05). These findings indicate a pronounced and
dose-dependent effect of different treatment conditions
on adipogenic differentiation.

According to the Tukey HSD post hoc analysis, a
statistically significant difference was observed
between undifferentiated cells and the 0 group
(p<0.001). The mean differentiation value of the
undifferentiated group (X=0.38) was significantly lower
than that of the 0 group (X=0.52). Furthermore, the
undifferentiated group also exhibited significantly
lower differentiation levels compared to the 1 uM,
5 uM, 10 uM, 50 uM, and 100 uM groups (p<0.05). The
0 group, on the other hand, showed significantly lower
differentiation than the 50 uM and 100 uM groups
(p<0.05), but did not differ significantly from the 1 uM,
S5uM, and 10puM groups (p>0.05). These results
indicate that topiramate promotes lipid accumulation in
a dose-dependent manner, potentially by enhancing
adipocyte differentiation or lipid uptake pathways.
Effects of topiramate on adiponectin levels
To investigate whether topiramate
adiponectin secretion as an indicator of its potential role
in adipocyte differentiation, fully differentiated 3T3-L1
adipocytes were treated with topiramate, and the levels
of adiponectin secreted into the culture supernatants

modulates

were measured using a quantitative ELISA. This
approach allowed for the assessment of topiramate’s
effect on the functional output of mature adipocytes, as
adiponectin is a key adipokine associated with
adipocyte maturation and metabolic activity.

Adiponectin levels were assessed at 6, 12, and 24 hours.
A significant increase in adiponectin concentration was
observed in differentiated cells compared to
undifferentiated controls at 12 and 24 hours (P<0.01).
Furthermore, at 24 hours, adiponectin levels were
significantly higher across all concentrations compared
to both 6- and 12-hour time points (P<0.001) (Figure 2).
These results support the hypothesis that topiramate
enhances adipogenic differentiation, as differentiated
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cells are expected to secrete higher levels of adipokines
such as adiponectin.

Effect of TPM Concentration on Adiponectin Levels at 6H, 12H, and 24HM

6H
m—12H
12 wem 24H

Adiponectin (ng/mL)

10 50 100

EMPTY 0 1 5
TPM (uM)

Figure 2. Changes in adiponectin levels over time and across

topiramate concentrations in differentiated cells
(*P<0.01 compared to undifferentiated cells; **P<0.001 compared to 6- and
12-hour time points)

Correlation between adiponectin levels and lipid
accumulation

Spearman’s rank correlation analysis was performed
between adiponectin levels and intracellular lipid
accumulation, as assessed by Oil Red O staining. The
analysis demonstrated a moderate positive correlation
(p=0.464), but this relationship was not statistically
significant (p=0.294). Although the result does not
reach statistical significance, the trend suggests a
potential link between adiponectin secretion and lipid
accumulation during differentiation.

DISCUSSION

Beyond serving as a passive lipid storage depot, adipose
tissue is an active endocrine organ that secretes a wide
range of bioactive molecules, adipokines that modulate
metabolic homeostasis, inflammation, and insulin
sensitivity.' Among these, adiponectin is of particular
interest due to its insulin-sensitizing, anti-inflammatory,
and anti-atherogenic properties.'” In obesity, circulating
adiponectin levels are paradoxically reduced despite
increased adiposity, contributing to the pathogenesis of
insulin  resistance and metabolic syndrome.'®
Restoration of adiponectin levels is therefore a potential
therapeutic target in obesity management.'’ Topiramate
has been primarily used as an antiepileptic and
antimigraine agent; however, its weight-reducing and
insulin-sensitizing effects have garnered increasing
attention in metabolic research. Although the
mechanisms are not yet fully elucidated, studies suggest
that topiramate modulates central appetite regulation,
increases thermogenesis, and improves glucose and

lipid metabolism. Importantly, recent data indicate that



topiramate may influence adipose tissue remodeling and
adipokine secretion.?*%

In the present study, Oil Red O staining was used to
evaluate intracellular lipid accumulation as an indicator
of adipogenic differentiation in 3T3-L1 adipocytes.
Quantitative analysis revealed that topiramate increased
lipid accumulation in a dose-dependent manner within
the non-cytotoxic concentration range (1-100 uM). The
most pronounced effect was observed at 50 uM, where
lipid deposition was significantly higher compared to
both untreated differentiated controls and lower drug
concentrations, indicating an optimal dose for
promoting adipogenesis under these experimental
conditions. At supraphysiological doses (>250 uM),
lipid accumulation markedly declined, which aligns
with the observed reduction in cell viability, indicating
cytotoxicity-mediated suppression of differentiation.
From a mechanistic perspective, enhanced lipid
accumulation in mature adipocytes is typically
interpreted as an indicator of effective differentiation,
which in turn is often associated with improved
adipokine secretion profiles, particularly adiponectin. In
obesity, impaired adipogenesis and the predominance of
hypertrophic, dysfunctional adipocytes contribute to
reduced adiponectin production, increased pro-
inflammatory cytokine release, and systemic insulin
resistance. Pharmacological agents that promote the
formation of smaller, metabolically active adipocytes
can restore endocrine function and ameliorate metabolic
16,17,20 the
relationship observed between lipid accumulation and

adiponectin secretion in our study, although not

derangements. Interestingly, positive

statistically significant, suggests that topiramate may
enhance adipocyte maturation in parallel with endocrine
competence. The 50 uM concentration may therefore
represent a threshold where topiramate optimally
supports both lipid storage capacity and beneficial
adipokine output without inducing lipotoxicity. It is
important to note that in the context of obesity therapy,
increased lipid accumulation within adipocytes in vitro
does not necessarily translate to adverse effects in vivo.
On the contrary, healthy adipogenesis can facilitate the
safe sequestration of fatty acids into subcutaneous
depots, thereby reducing ectopic fat deposition in liver
and muscle and improving whole-body insulin
sensitivity.”*?* In this light, the Oil Red O findings of
our study support the hypothesis that topiramate may
improve adipose tissue health not by reducing the
number of adipocytes, but by enhancing their functional
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capacity. Future studies should investigate whether the
increased lipid accumulation observed here is
accompanied by changes in lipogenic and lipolytic gene
expression (e.g., PPARy, C/EBPa, ATGL, HSL) and
whether similar effects are seen in primary human
adipocytes. Such analyses would clarify whether
topiramate’s effect on adipogenesis is mediated through
canonical differentiation pathways.

In this study, in 3T3-L1
adipocytes increased significantly following topiramate
treatment, with the most pronounced elevations

adiponectin secretion

observed at 12 and 24 hours across all non-cytotoxic
concentrations (1-100 pM). This time-dependent
increase suggests that topiramate exerts both early and
sustained stimulatory effects on adiponectin production.
The delayed peak at 24 hours may reflect transcriptional
upregulation, protein synthesis, and secretion processes,
consistent with the known kinetics of adipokine
regulation in mature adipocytes.'®'"? The correlation
analysis revealed a moderate but non-significant
positive relationship between lipid accumulation and
adiponectin secretion (p=0.464, p=0.294). Although not
statistically significant, the direction of this association
is  biologically  plausible. =~ Well-differentiated,
metabolically healthy adipocytes generally store more
triglycerides and produce higher levels of adiponectin.
The lack of statistical significance here may be due to
the limited sample size or intrinsic variability in in vitro
adipokine measurements. Nevertheless, the trend
suggests that topiramate’s promotion of adipogenesis
(as indicated by Oil Red O
enhancement of adiponectin

staining) and its
secretion may be
mechanistically linked. Clinically, this dual effect is
relevant because healthy adipose tissue expansion
coupled with increased adiponectin can help divert
lipids away from ectopic sites such as liver and muscle,
thereby mitigating lipotoxicity and improving whole-
body metabolic homeostasis.”® Moreover, adiponectin
elevation could partially explain the metabolic
improvements observed in clinical trials of topiramate-
containing weight-loss regimens.
Topiramate is clinically recognized for its weight-
reducing effects, particularly when combined with
phentermine, primarily attributed to appetite
suppression and reduced caloric intake.”' However, our
findings suggest that direct modulation of adipocyte
function enhancing differentiation and adiponectin
secretion may represent an additional peripheral
mechanism. This dual action could provide synergistic



benefits in obesity management, addressing both energy
intake and adipose tissue health. Given that low
adiponectin levels in obesity are associated with insulin
resistance, type 2 diabetes, and cardiovascular disease,
pharmacologically induced increases in adiponectin
especially in parallel with improved adipogenesis may
translate into meaningful metabolic improvements.?’**

Beyond its impact on adiponectin regulation, topiramate
may exert additional metabolic benefits through other
mechanisms. Experimental and clinical studies have
reported that topiramate can reduce oxidative stress by
enhancing antioxidant defense systems and lowering
reactive oxygen species production. Furthermore,
topiramate has been shown to improve mitochondrial
function, potentially  through  modulation of
mitochondrial biogenesis and efficiency, which could
contribute to improved cellular energy homeostasis.”

Although our findings suggest a potential metabolic
benefit of topiramate reflected by increased adiponectin
secretion no direct measurements of insulin sensitivity
were performed in this study. Key indicators such as
GLUT4 glucose
phosphorylation  levels of insulin  signaling
intermediates (e.g., Akt or IRS-1) were not assessed.

expression, uptake assays, or

Therefore, any inference regarding improved insulin
sensitivity remains speculative. Given the well-
established role of adiponectin in enhancing insulin
responsiveness, it is reasonable to hypothesize that the
observed increase in adiponectin may contribute to such
effects. However, this interpretation should be made
cautiously. Future studies should include specific
molecular and functional analyses to determine whether
topiramate indeed improves insulin signaling pathways
in adipocytes. A more appropriate conclusion, given the
current data, would be: “Since adiponectin is associated
with improved insulin sensitivity, this possibility should
be explored in future studies”.

The strength of this study lies in its integrated
assessment of adipogenesis, adiponectin secretion, and
cytotoxicity across a concentration range, allowing
identification of an optimal effective dose (50 uM) for
in vitro adipocyte function. However, the in vitro model
does not capture systemic influences such as neural
regulation, hepatic lipid metabolism, or long-term tissue
total
measured without distinguishing high-molecular-
weight (HMW) forms, which possess the strongest

remodeling. Additionally, adiponectin  was

metabolic effects. Future studies should assess the
expression of adipogenesis-related transcription factors

86

such as PPARY and C/EBPa, as well as lipid metabolism
genes including ATGL and HSL, to clarify the
molecular basis of the observed effects. In addition,
incorporating inflammatory marker profiling would
help determine whether topiramate exerts anti-
inflammatory actions alongside its metabolic effects.
Finally, validating these findings in primary human
adipocytes and in vivo models with comprehensive
metabolic readouts will be essential to confirm their

translational relevance.

CONCLUSION

In conclusion, this study provides novel evidence that
topiramate enhances adipogenesis and adiponectin
secretion in 3T3-L1 adipocytes at non-cytotoxic doses,
with optimal effects at 50 uM. These findings suggest
that topiramate’s anti-obesity action may extend beyond
appetite suppression to include direct improvement of
adipose tissue endocrine function, potentially
contributing to enhanced insulin sensitivity and reduced
inflammation. By promoting the development of
metabolically healthy adipocytes and restoring a
favorable adipokine profile, topiramate may offer a
multifaceted approach to obesity treatment.
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OZET

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Farabi
Hastanesi polikliniklerine ayaktan basvuran (18 yas ve {izeri)
yetigkin hastalarin akilcr ilag kullanim bilgi diizeyinin 6lgiilmesi
amagclanmistir. Kesitsel ve tanimlayici tipteki bu ¢alisma, toplam
850 katilimer ile yiiriitiilmiistiir. Veriler, sosyodemografik bilgi
formu ve Akiler Ilag Kullanimi Olgegi kullanilarak yiiz yiize
goriisme yontemiyle toplanmustir. Elde edilen verilerin analizinde
tanimlayic1 istatistiksel yontemler ve Pearson Ki Kare testi ve
Fisher’s Exact Test kullamilmistir. Katilimcilarm %60.2°sini
kadmlar, %39.8’ini erkekler olusturmaktadir. Yas ortancasi 33 yil
(IQR:22-48) idi. Calisma bulgularma gore, Akiler Tlag Kullanim
Olgegi yeterlilik diizeyleri; kadinlar, bekar bireyler, {iniversite ve
iistli egitim almis olanlar, sehir merkezinde yasayanlar, ailede saglik
¢alisan1 bulunanlar, hastalandiginda ilk basvuru noktasi olarak
iiniversite hastanesini tercih edenler, ila¢ prospektiisiinii okuyan ve
ilaglarin saklama kosullarina dikkat eden bireyler ile tavsiye lizerine
ila¢g kullanmayan , baskalarma ila¢ tavsiyesinde bulunmayan
katilimcilar ile bitkisel {irtinleri ilag yerine kullanmayanlarda daha
yiiksek bulunmustur. Katihmeilarm Akiler Tlag Kullanimi Olgegi
puan ortancast 39 (IQR: 36-41) olup, %85.4’linlin (n=726) bilgi
diizeyinin 06lgek kesme puanmnin iizerinde (yeterli) oldugu
saptanmistir. Caligmamizda eriskin bireylerin akilci ilag kullanim
bilgi diizeyleri yiiksek bulunmus ancak bazi degiskenlere gore
anlamli farkliliklar gozlenmistir. Bu bulgular, bilingli ila¢ kullanim1
icin hedef gruplara yonelik egitim ve farkindalik caligmalarmin
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Akilc1 ila¢ kullanimi, Bilgi diizeyi, Yetiskin

ABSTRACT

This study aimed to assess the knowledge level of rational drug use
among adult patients (aged 18 and over) who applied to the
outpatient clinics of Karadeniz Technical University, Faculty of
Medicine, Farabi Hospital. This cross-sectional and descriptive
study included 850 participants. Data were collected through face-
to-face interviews using a sociodemographic form and the Rational
Drug Use Scale. Descriptive statistics, Pearson’s Chi-Square, and
Fisher’s Exact Test were used for data analysis. Of the participants,
60.2% were female and 39.8% male. The median age was 33 years
(IQR: 22-48). Rational drug use knowledge was significantly higher
among women, single individuals, those with university-level
education or above, city center, individuals with a healthcare worker
in the family, those preferring a tertiary care hospital as the first point
of care, those who read drug leaflets, and those attentive to storage
conditions. Higher knowledge was also observed in individuals who
avoided using or recommending medications based on others’ advice
and those who did not substitute herbal products for medicine. The
median score on the Rational Drug Use Scale was 39 (IQR: 36-41),
and 85.4% (n=726) of participants scored above the cut-off,
indicating sufficient knowledge. The study revealed that adult
participants had a high level of knowledge regarding rational drug
use, although significant differences were observed based on certain
variables. These findings highlight the need for targeted education
and awareness initiatives to promote rational drug use in specific
population groups.

Keywords: Adult, Knowledge level, Rational drug use
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GIRIS
Dﬁnya Saglk Orgiitii'ne gore Akilcr ilag kullanimi

(AIK): hastalarin klinik durumlarma uygun, bireysel
ihtiyaglarin1 karsilayacak doz ve siirede, en diisiik
maliyetle etkili ilag tedavisinin saglanmasidir.' Akile
ilag kullanimi; ilag endiistrisi, saglik calisanlar1 ve
toplumun ortak sorumlulugunu gerektirir. Bu siiregte
hekim, eczaci ve hasta, ilacin dogru se¢imi, temini ve
kullanini konusunda temel aktdrlerdir.? Akilc olmayan
ilag  kullanimi;  polifarmasi,  endikasyon  dist
antimikrobiyal kullanimi, gereksiz enjeksiyonlar,
kilavuzlara uyumsuz regeteler, receteli ilaglarla kendi
kendine tedavi ve tedaviye uyumsuzluk gibi
uygulamalar 6rnek verilebilir. Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) verilerine gore, ilaglarin yarisindan fazlas1 uygun
olmayan bi¢imlerde recetelenmekte veya kullanilmakta,
hastalarin 6nemli bir boliimii tedaviye yeterince uyum
gostermemekte ve diinya niifusunun yaklasik ticte biri
temel ilaglara ulasamamaktadir. Akilci olmayan ilag
kullanimi, saglik kaynaklarinin ekonomik israfina ve
ciddi halk saghign sorunlarina yol agmaktadir’ Bu
sebeple  ¢esitli  ¢oziim  yollann  gelistirilmeye
calisilmaktadir. Saglik politikalarinin diizenlenmesi ile
dogrudan alinan énlemlerin yaninda, AIK uygulamalari
devreye  sokulmaktadir.®  Tiirkiye’deki  verilere
bakildiginda 2018’de yapilan bir c¢alismada
katilimeilarin akiler olmayan ilag kullanmimi DSO’niin
de belirttigi gibi %53.4 olarak saptanmustir.’ Birgok

ise;

ilkede ila¢ harcamalarinin toplam saglik biitgesi
icindeki paymin yiiksek olmasi ve farmasotik {irtinlerin
artigi, ilag tiikketimi ve maliyetlerini de beraberinde
getirmis boylece akiler ilag kullanimini giin gegtikge
daha 6nemli hale getirmistir. Bu baglamda, AiK ve ilag
yonetiminin ulusal ilag politikalart gercevesinde
degerlendirilmesi gerekmektedir.® Ulkemizde saglik
harcamalar1 artmaktadir. Toplam saglik harcamasi 2023
yilinda bir 6nceki yila gére %105.0 artarak 1 trilyon 244
milyar 237 milyon TL'ye yiikselmistir.” Saghk
harcamalar1, bir¢ok {ilkede ekonomiye ciddi yiik
getirmektedir. Kronik hastaliklarin ve ila¢ kullanimimin
giderek artmast da g6z Oniline alindiginda, saglik
hizmetlerinin maliyeti 6zellikle geligmis tlkeler igin
onemli bir miicadele alan1 haline gelmistir.® Diinyada ve
Tiirkiye’de AIK alaninda ilerleme saglansa da sorunlar
devam etmektedir. Egitsel cabalar siirdiiriilmeli,
tutumlarm korunmasi igin yapisal diizenlemelerle
destek saglanmalidir.*
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Bu c¢alismada, bir iiniversite hastanesine ayaktan
bagvuran 18 yas ve iizeri yetiskin bireylerin AIK
durumlarinin degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

YONTEM

Etik kurul onay

Bu ¢aligmanin yiriitiilebilmesi i¢in Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar Etik
Kurul Baskanligi’ndan 2025/90 protokol numarali etik
kurul onayr alinmigtir. Kullanilan 6&lgek igin yazili
izinler temin edilmistir. Caligma, Helsinki Bildirisi'ne
uygun olarak ytriitilmiistiir.

Arastirmanin tipi

Bu caligma, tek merkezli, kesitsel ve tanimlayic tipte
bir aragtirmadir.

Arastirma evreni ve orneklem

Arastirma evrenini; herhangi bir sebeple Karadeniz
Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi herhangi bir sebeple
Farabi Hastanesi polikliniklerine bagvurmus olan 18 yas
ve tizeri goniillii bireyler olusturmaktadir.

Birey sayis1 bilinmeyen bir toplumdaki bireylerde AIK
bilgisine sahip olma sikligi %50 alindiginda %99
giivenirlilikle ve %5 sapmayla tip 1 hata 0.05
ongoriilerek drneklem hacmi 664 olarak hesaplanmistir.
Orneklem hesabir OpenEpi Version 3 ile yapilmistir.
Toplam 850 yetiskin birey ¢aligmaya dahil edilmistir.
Veri toplama araclart

Aragtirmacilar tarafindan iki bdliimden olusan anket
formu yiiz yiize goriisme teknigi ile uygulanmstir. Ik
boliim katilimcilarin - sosyodemografik o6zelliklerini
degerlendiren 16 sorudan olusmaktadir. ikinci bdliimii
ise 21 maddelik Akilc1 Ilag Kullanimi Olgegi (AIKO)
olusturmaktadir. Anketler uygulanmadan once her birey
calisma ile ilgili bilgilendirilmis ve Helsinki
bildirgesine uygun olarak hazirlanmig bilgilendirilmis
gOniillii onam formu imzalatilmistir.

Akilct ila¢ kullanim élgegi

Demirtags  ve  arkadaslar1  (2018)  tarafindan
gelistirilmistir. Olgek 10 dogru, 11 yanhs olmak iizere
toplam 21 6nermeden olugmaktadir. Katilimcilardan her
Oonermeye  ‘dogru’,
seceneklerden birinin se¢ilmesi istenmekte ve puanlama

‘yanlis’ ve  ‘bilmiyorum’
sistemi ile toplam skor hesaplanmaktadir. Dogru cevap
2, bilmiyorum 1, yanls cevap 0 puan olarak
degerlendirilmektedir. Bilgi seviyesi arttikca anketten
alinan puanm arttig1 kabul edilmektedir. Olgekten en
fazla 42 puan, en az 0 puan alimmaktadir. Katilimcilarin
dlgekten 35 puan ve iizeri almasi durumunda AIK bilgi

diizeyi yeterli olarak kabul edilmektedir.’



Calismanin  ana sonug¢ olgiitii, katilimeilarin  AIK
diizeylerini degerlendirmek amaciyla uygulanan AIKO
puanidir.

Istatistiksel analiz
Veri analizi igin SPSS 26.0 paket programi
kullamlmigtir.  Istatistiksel analizler —arastirmacilar

tarafindan gergeklestirilmistir. Sayisal verilerin normal
dagilima uyup uymadigim degerlendirmek amaciyla
Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmistir. Tanimlayici
istatistikler hesaplanmistir. Kategorik degiskenler
arasindaki iliskiyi degerlendirmek amactyla Pearson Ki
Kare testi ve Fisher’s Exact Test kullanilmustir.
Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edilmistir.

BULGULAR
Caligmaya toplam 850 kisi katilmistir. Katilimeilarin
yas ortancast 33 yil (IQR:22-48) saptanmustir.
Katilimcilarin %60.2°sini kadinlar, %39.8’ini erkekler
olusturmaktadir. %60.1°1 ailesinde saglik caligani
olmadigini, %68.4’linlin egitim durumunun {niversite
ve Ustll oldugu goriilmektedir. Bekarlarin %85.8’1
iiniversite veya daha yiiksek egitim diizeyine sahipken,
%352.8

evlilerde bu oran olarak  bulunmustur.

Katilimcilarin cinsiyet, medeni durum, egitim durumu,
meslek, ailede saglik ¢alisan1 durumu ve yasanilan yere
gore AIK bilgisi incelendiginde istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmigtir. Akiler ilag kullanimi
bilgisi yeterli olanlarin orani kadinlarda erkeklere gore,
bekar olanlarda evlilere gore, ailede saglik calisani
olanlarda olmayanlara gore anlamli derecede daha
fazlaydi. Universite ve iizeri egitime sahip bireylerde
AIK bilgi diizeyi yeterli olanlarin oran1 %90.0 iken, bu
oran ilkokul mezunlarinda %67.1 ve okuryazar
olmayanlarda %36.4 olarak bulunmustur. Katilimcilarin
meslek gruplarma gore dagilimi incelendiginde, yeterli
bilgi diizeyinin en yiiksek oldugu grup memurlar, en
diisiik oldugu grup ise serbest caligsanlar olarak tespit
edilmistir. Yasanilan yere gore yapilan degerlendirmede
ise yeterli bilgi diizeyinin sehir merkezinde en yiiksek
(%89.3), ise en disik (%63.6) oldugu
saptanmistir. Katilimeilarin  evde birlikte yasadig
(yalmz/aile bireyleri /bakimveren) kisilere gore AIK

koyde

bilgi diizeyi puan1 yeterliligi incelendiginde istatistiksel
olarak  anlamli  fark  yoktu.  Katilmecilarin
sosyodemografik ozelliklerine gore AIK bilgilerinin

degerlendirilmesi Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Katilmcilarin sosyodemografik o6zelliklerine gore akilci ilag kullanimi bilgilerinin
karsilagtirilmasi
Degiskenler (n=850) % (n) AIK olgegi bilgisi yeterli % (n)  p degeri
Cinsiyet Kadm 60.2 (512) 89.1 (456) <0.001
Erkek 39.8 (338) 79.9 (270)
Medeni durum Evli 52.8 (449) 82.9 (372) 0.026
Bekar 47.2 (401) 88.3 (354)
Yasam Ortami Yalniz 12.1 (103 86.4 (89) 0.351
Aile 87.7 (745) 85.4 (636)
Bakimveren 0.2 (2) 50 (1)
Egitim durumu  Okuryazar degil 1.3 (11) 36.4 (4) <0.001
[lkokul 8.2 (70) 67.1(47)
Ortaokul 4.9 (42) 71.4 (30)
Lise 17.2 (146) 83.6 (122)
Universite ve listii ~ 68.4 (581) 90.0 (523)
Meslek Memur 249 (211) 92.9 (196) <0.001
Emekli 5.7 (48) 75.0 (36)
Esnaf 2.8 (24) 79.2 (19)
Isci 10.9 (93) 82.8 (77)
Serbest 10.8 (92) 72.8 (67)
Caligmryor 44.9 (382) 86.6 (331)
Ailede saghk Var 39.9 (339) 88.8 (301) 0.023
calisam Yok 60.1 (511) 83.2 (425)
Yasanilan yer Sehir merkezi 69 (587) 89.3 (524)
Ilce merkezi 23.2 (197) 81.2 (160) <0.001
Koy 7.8 (66) 63.6 (42)
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Katilmcilarin =~ %28.6’s1 kronik  hastaliga  sahip
oldugunu, %37.4°’4  diizenli ilag¢ kullandigim
belirtmektedir. Kronik hastalik ve diizenli ila¢ kullanma
durumlar1 ile bilgi diizeyi arasmnda anlamh fark
bulunmamistir. Katilimcilarin hastalandiklarinda ilk
bagvurduklar saglik kurulusu en fazla aile sagligi
merkezi olarak belirtildi. Gruplar arasinda AIK bilgi
diizeylerinde anlamli fark bulunmustur (p=0.026). ilk
bagvuru noktasi olarak iiniversite hastanesine giden
bireylerin %92.9’u yeterli bilgi diizeyine sahipken
eczaneye bagvuran  bireylerde = %80.0  olarak
belirlenmistir. Ilag prospektiisiinii okuma, ilag saklama

kosullarmma dikkat etme, baskalarina ilag tavsiye
etmeme ve bitkisel/ila¢ dis1 triinleri ilag yerine
kullanmama davranislari, yiliksek bilgi diizeyi ile iligkili
saptanmistir. Katilmcilarin saglik durumu ve ilag
kullanom  ozellikleri  ile  AIKO  puanlarinin
degerlendirilmesi Tablo 2’de gosterilmistir.
Katilimeilarin AIKO puan ortancast 39 (IQR:36-41)
olarak hesaplanmistir. Katilimcilarin AIKO puanlarmin
kestirim puanina gore degerlendirilmesi sonucunda,
%85.4’1iniin (n=726) yeterli (=35) bilgi diizeyine sahip
olduklar, %14.6’sinin (n=124) ise yetersiz (<34) bilgi
diizeyine sahip olduklar1 saptandi.

Tablo 2. Katilimcilarin saglik durumu ile ilag kullamim &zelliklerine gore akiler ilag kullanimi 6lgegi puanlarinin

degerlendirilmesi
Degiskenler (n=850) AIK 6l¢egi bilgisi
% (n) yeterli % (n) p degeri
Kronik hastahk Var 28.6 (243) 82.7 (201) 0.163
Yok 71.4 (607) 86.5 (525)
Diizenli ila¢ kullanim Var 37.4 (318) 84.3 (268) 0.483
Yok 62.6 (532) 86.1 (458)
Hastalandiginizda ilk basvuru Aile hekimligi 48.6 (413) 87.4 (361) 0.026
noktaniz Devlet hastanesi 30.1 (256) 80.5 (206)
Universite hastanesi 10.0 (85) 92.9 (79)
Egitim aragtirma hastanesi 5.547) 78.7 (37)
Ozel hastane 4.6 (39) 89.7 (35)
Eczane 1.2 (10) 80.0 (8)
Ilaclarin prospektiisiinii okurum  Evet 78.4 (666) 88.7 (591) <0.001
Hay1r 21.6 (184) 73.4 (135)
Ilaclarin saklama kosullarina Evet 86.6 (736) 86.4 (636) 0.045
dikkat ederim Hayir 13.4 (114) 78.9 (90)
Tavsiye ile ila¢ kullanirim Evet 21.3 (181) 73.5 (133) <0.001
Hay1r 78.7 (669) 88.6 (593)
Ilac tavsiye etme durumu Evet 24.4 (207) 80.7 (167) 0.031
Hay1r 75.6 (643) 86.9 (559)
Bitkisel ve dogal iiriinler gibi ila¢  Evet 43.9 (373) 78.3 (292) <0.001
dis1 diriinleri ilac yerine Hayir 56.1 (477) 91.0 (434)
kullanirim
TARTISMA elde edilen ortalama puan 38.0+3.5 olarak

Akiler ilag kullanimy, ilaglarin etkili, giivenli ve maliyet
etkin bicimde kullanimini; yalnmizca bireysel tedavi
basarisin1 degil, aym1 zamanda toplum saglignin
korunmasini ve saglik sistemlerinin siirdiiriilebilirligini
hedefleyen sistematik bir yaklagimdir.

Calismamizda katilmcilarin %85.4’{iniin yeterli AIK
bilgi diizeyine (35 puan ve iizeri) sahip oldugu ve
ortanca puaninin 39 (IQR:36-41) oldugu bulunmustur.
Cetin ve ark. 18 yas iizeri yetigkinlerle yaptigi caligmada
katilimcilari %88.21°1 yeterli bilgiye sahip, dlgekten
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bulunmustur.'® Kilig ve ark. AIK puan ortalamasinin
34.1 oldugu ve katiimcilarin %48.7’sinin yeterli bilgi
diizeyine sahip oldugu belirlenmistir.'' Bu ¢alismada
AIK bilgi diizeyi yiiksek olmakla birlikte literatiirde
daha diisik oldugunu gosteren caligmalar oldugu
gorlilmektedir. Bu nedenle akilei ilag kullaniminin
saglanmas1 i¢in saglik hizmeti sunumunda her
karsilasma bir firsat olarak degerlendirilmelidir. Aile
hekimleri siirekli bakim vermesi nedeniyle akilci ilag
kullaniminin artirilmasinda 6nemli bir role sahiptir.



Caligmalardaki bilgi diizeyi farkliliklar1 biiyiik 6l¢iide
orneklem yapisindaki degiskenlerle iligkili olabilir. Bu
bulgu, saglik egitimi ve farkindalik ¢caligmalarinin hedef
gore
koymaktadir.

Caligmamizda kadinlarin erkeklere gore bilgi diizeyinin

kitleye Ozellestirilmesinin  Onemini  ortaya

daha yeterli oldugunu saptadik. Bu durum, kadinlarin
saglik konularmmda daha ilgili olmalar, saglik
hizmetlerine daha sik basvurmalari ve bakim verme
rollerinin daha belirgin olmasiyla iliskilendirilebilir.
Literatiirdeki benzer c¢aligmalar da bu bulguyu
desteklemektedir.>’

Caligmamizda, bekar bireylerin evli bireylere gore daha
yiiksek AIK bilgi diizeyine sahip oldugu saptanmustir.
Ancak literatiirde, ¢alismamizin aksine evli bireylerin
bilgi diizeyinin daha yiiksek olduguna dair bulgulara
rastlanmaktadir.'®'?

Bu farkliligin, arastirmalarda yer alan Orneklem
ozelliklerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim c¢aligmamizda bekar bireylerin egitim
diizeylerinin evli bireylere kiyasla daha ytliksek olmasi,
evli bireylerin bilgiye erisimde yasadigi giicliiklerin
olas1 nedenlerinden biri olarak degerlendirilebilir.
Egitim diizeyi, bilgiye erisim yollarmi bilme ve
kaynaklar1 etkin kullanma becerilerini
etkilemektedir.

Universite ve iistii egitim diizeyine sahip bireylerin AIK

dogrudan

bilgi diizeylerinin daha yiliksek oldugu, egitim diizeyi
arttikca bilgi diizeyinin arttigim ve istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi. Bu durum beklenen bir bulgu
olup literatiirdeki diger ¢alismalarla da uyumludur.'*"
Egitim diizeyi arttik¢a bilingli saglik davramsi arttigi
diistiniilmektedir.
Katilimcilarin  ailesinde saglik ¢alisant olanlarda
olmayanlara gore AIK bilgi diizeyi daha yiiksek
bulunmus ve gruplar arasinda anlaml fark saptanmigtir.
Literatiirde saghk egitimi almis bireylerin AIK bilgi
diizeyinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.'*'?

Her ne kadar bu caligmalar bizim degiskenimizle
dogrudan karsilastirilabilir olmasa da bulgular yon
benzerligi gostermekte ve artan saglik okuryazarliginin
olasi araci etkisine isaret etmektedir.

Calismamizda sehir merkezinde yagayan bireylerin bilgi
diizeylerinin ilge/kdyde yasayanlara gore daha yiiksek
oldugu saptanmigtir. Ugman T ve ark’nin yaptigi
caligma da sonucumuza paralel sekilde il merkezindeki
bireylerin bilgi yeterlilik diizeyinin ilce ve kdye gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur.'*  ilce/kdylerde
yasayanlarm AIK bilgi diizeylerinin daha diisiik
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olmasinin nedeni; saglik hizmetlerine erisimin zorlugu,
saglik okuryazarligt ve egitim diizeyinin etkisiyle
aciklanabilir.

Caligmamizda kronik hastaligi olan ve diizenli ilag
kullanan bireylerin bilgi diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmamaktadir. 2024’te Yazic1 ve ark. yaptigi
calismada da kronik hastalik ve AIK arasinda iliski
bulunmamustir.* Bu kisilerin ila¢ kullanimini alisgkanlik
haline getirmeleri ve ilaglar hakkinda ayrintili bilgi
edinme ihtiyac1 duymamalar1 bu sonuca neden olmus
olabilir.

Caligmamizda, prospektiis okuyan ve ilaglarin saklama
kosullarma dikkat eden bireylerin bilgi diizeyleri daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonug, Kili¢’in ¢aligmasiyla
paralellik gostermektedir.'' Bu tiir bilingli davranislarin
akilcr ilag kullanimini destekledigi diigiiniilmektedir.
%25’
kullandigmi ve ila¢ tavsiye ettigini belirtmisti. Bu
bireylerin ise akilci ilag bilgi diizeyini daha diisiik

Caligmamizda yaklagik tavsiye ile ilag

saptamistik. Ozkan ve ark. yaptifi galismasinda
sonuglar benzer oranlarda bulunmustur.”” Bu durum,
ilag kullaniminda bireysel deneyim yerine saglik
profesyoneli rehberliginin 6nemini ortaya koymaktadir.
Katilmcilarin  %43.9’u ilag yerine bitkisel {irtinleri
tercih ettigini belirtmistir. Benzer sekilde, Karatas ve
arkadaglarinin ¢alismasinda bu oran %60 olarak
bildirilmistir.'"® Calismamizda, bitkisel iiriinleri ilag
yerine kullanan bireylerin AIK bilgi diizeylerinin daha
diisiik olmasi, bu tercihlerin bilimsel temelli bilgi
eksikligiyle iliskili olabilecegini gostermektedir.
Calismanin Simirhiliklar:

Veriler, herhangi bir nedenle hastaneye bagvuran

bireylere uygulanan anketler araciligryla
toplandigindan, elde edilen sonuglarin genellenebilirligi
sinirhidir.

SONUC

Son yillarda ilag kullanimi artmis, ancak bu kullanimin
¢ogu zaman Dbilingsiz ve kontrolsiiz oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle, bireylerin ila¢ kullanim
aligkanliklarinin ~ belirlenmesi,  topluma  yonelik
egitimlerin ~ planlanmast  agisindan  Onemlidir.

Caligmamizda erigkin bireylerin akilci ilag kullanimina
iligkin bilgi diizeylerinin genel olarak yiiksek oldugu
goriilmekle birlikte, bu diizeyin baz1 degiskenlere bagl
farklihk  gosterdigi
belirlenmistir. Toplumda akiler ilag kullanimini
destekleyecek egitim ve farkindalik caligmalarinin

olarak  anlamli  bi¢imde

hedef gruplar belirlenerek yiiriitilmesinin Gnemini
gostermektedir.
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OZET

Nano boyutlu ilag tasiyici sistemler, basta kanser olmak tizere birgok
hastalikta tedavi etkinligini artirmaktadir. Bu sistemler arasinda lipid
ve polimer nanopartikiillerin avantajlarinin bir araya gelmesiyle
olusan lipid-polimer hibrit nanopartikiillere (LPHNP) yogun bir ilgi
vardir. Bu cahigmada, Google Scholar, YOK Tez Merkezi,
ScienceDirect, PubMed, ResearchGate, ACS Publication, Taylor &
Francis Online kaynak olarak kullanilarak LPHNP’lerin 6zellikleri,
hazirlama yontemleri ve karakterizasyonlarinin arastirilmasi
amaclanmustir.  Literatiirler, ¢ekirdek-kabuk yapisina sahip
LPHNP’lerin yiiksek stabilite, biyouyumluluk, biyoyararlanim ve
ilag ytikleme kapasitesi, hem hidrofilik hem de hidrofobik ilag
yiikleme, kontrollii ve siirekli salim, yiizey modifikasyonu ve
hedefleme gibi birgok avantaja sahip oldugunu gostermistir. Ote
yandan, ¢ekirdek-kabuk yapisinin elde edilememesi, 6lgek biiyiitme
zorlugu ve teknik sorunlar LPHNP’lerin dezavantajlaridir. Boyut,
boyut dagilimi ve morfoloji gibi bircok o6zelligi etkileyen
LPHNP’leri hazirlama yontemleri iki ana boliime ayrilmustir: 'iki
adimli yontem' ve 'tek adimli yontem'. Ancak, bu iki yontemin
dezavantajlarinin ~ {istesinden  gelmek i¢in  'mikroakigkan
nanopresipitasyon yontemi', '¢ok girisli vorteks mikroreaktor
yontemi' ve 'tek adimli sonikasyon yontemi' gibi yeni teknikler
gelistirilmistir. Etkinliklerini ve stabilitelerini degerlendirmek igin
kolloidal o6zellikleri, ilag yiikleme kapasiteleri, morfolojileri, lipit
kabuk kalinliklari, salim hizlari, etkinlikleri ve toksisiteleri ¢esitli in
vitro ve in vivo deneylerle belirlenmistir. Lipozom veya nanopartikiil
formunda saglik otoriteleri tarafindan onaylanmis riinler
bulunmasina ragmen, nispeten yeni bir sistem olan LPHNP’ler i¢in
henliz faz c¢alismasinda olan veya onaylanmig bir iiriin
bulunmamaktadir. Ancak LPHNP’ler iizerine yapilan cesitli
calismalardan elde edilen olumlu sonuglarin yakin gelecekte bu
durumu tersine ¢evirmesi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Hazirlama yontemleri, Ilag tasiyici sistemler,

ABSTRACT

Nano-sized drug delivery systems enhance treatment efficacy in
many diseases, particularly cancer. Among these systems, there is
intense interest in lipid-polymer hybrid nanoparticles (LPHNPs),
which combine the advantages of lipid and polymer nanoparticles.
This study aims to investigate the properties, preparation methods,
and characterization of LPHNPs using Google Scholar, YOK Thesis
Center, ScienceDirect, PubMed, ResearchGate, ACS Publication,
and Taylor & Francis Online as sources. The literature shows that
LPHNPs with a core-shell structure have many advantages,
including high stability, biocompatibility, bioavailability, and drug
loading capacity, loading of both hydrophilic and hydrophobic
drugs, controlled and sustained release, surface modification, and
targeting. On the other hand, the inability to obtain a core-shell
structure, scaling difficulties, and technical issues are disadvantages
of LPHNPs. Preparation methods for LPHNPs, which affect many
properties such as size, size distribution, and morphology, are
divided into two main categories: the ‘two-step method’ and the
‘one-step method’. However, to overcome the disadvantages of these
two methods, new techniques such as the ‘microfluidic
nanoprecipitation method’, ‘multi-inlet vortex microreactor
method’, and ‘one-step sonication method’ have been developed.
Their efficacy and stability have been evaluated by determining their
colloidal properties, drug loading capacities, morphologies, lipid
shell thicknesses, release rates, efficacies, and toxicities through
various in vitro and in vivo experiments. Although products in the
form of liposomes or nanoparticles have been approved by health
authorities, there are currently no products in phase trials or
approved for LPHNPs, which are a relatively new system. However,
the positive results obtained from various studies on LPHNPs are
expected to reverse this situation in the near future.

Keywords: Characterization, Drug delivery systems, Lipid-polymer
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Hastahklarm tamm  ve tedavisinde sagladiklar

avantajlardan  dolayi, giliniimiizde nanoteknolojik
sistemlerin  saglhik alanindaki kullanmm  hizla
yaygmlagmaktadir.  1960’larda  lipozomlarin  ve

1970’lerin sonunda polimer-ilag konjugatlarmin kesfi
ve nanoteknoloji kavramimin ortaya ¢ikmasiyla nano-
boyutlu ilag tastyic1 sistemler gelistirilmistir.! Boyutlari
10-1000 nm arasinda degisen bu sistemler, farkl
formlarda bulunmaktadir ve ila¢ tasinmasi konusunda
fazlasiyla {Uimit vadetmektedir. Kiigcliik boyutlari
sayesinde hiicre icerisine etkin sekilde alinabilir; hedef
bolgeye 6zgii ilag tasiyabilir, terapotik etkiyi artirirken
yan etki ve toksisiteyi azaltabilir. Ayrica bu sistemler,
yiizey modifikasyonuna elveriglidir ve etkin maddenin
uzun siireli salimmm saglayabilir. Igerdikleri aktif
bilesigi biyolojik ortamdaki enzimatik parcalanmaya
kars1 korur; aym zamanda biyolojik bariyerlerin
gecilmesinde etkin rol oynar. Bu nedenle antikanser
ilaglar, gen, peptit-protein ve hormon kokenli pek ¢ok
etkin maddenin viicuda verilmesinde kullanilmaktadir.
Klinik deneyler, yapilan arastirmalar, piyasada bulunan
lisansh {irinler ve onayl ilaglar incelendiginde; ilag
yiikkleme kapasitesi, enkapsiilasyon verimliligi, salim
profili ~ ve uygulanabilirlik  acgisindan  ¢esitli
nanosistemlerin degerlendirildigi goriilmektedir. Bu
sistemler arasinda ilag-polimer konjugatlari, polimerik
kat1 lipit

karbon

nanopartikiiller,
nanopartikiiller,

lipozomlar, niozomlar,

dendrimerler, miseller,
nanotiipler, kuantum noktaciklar1 (kuantum dot), altin
nanopartikiiller ve mezoporoz silika nanopartikiiller yer
almaktadir. Tim bu yapilar arasinda &zellikle
lipozomlar ve biyoparcalanabilir polimerik
nanopartikiiller, 6ne ¢ikan iki sistem olarak dikkat
cekmektedir.**
katmanli fosfolipit yapidan olusan, g¢ekirdegi ve ara
katmanlari sulu faz igeren yaklagik 0.02-3.5 um ¢apinda

Lipozomlar, tekli veya ¢oklu c¢ift

kiiresel ~ vezikiiler ~ sistemlerdir.”  Biyopargalanir
polimerik nanopartikiiller ise, partikiil biyiikligi 10-
1000 nm arasinda tanimlanabilen, ancak ideal olarak 10-
100 nm boyutlarinda olmasi istenen kati koloidal
partikiillerdir.®

Lipozomlarin ve biyopargalanir polimerik
nanopartikiillerin yap1 ve 6zelliklerinden dolay1 gesitli
avantaj (yiiksek biyouyumluluk, uygun farmakokinetik
profil, non-immiinojenik, non-toksik, artmis terapotik
yanit, hidrofilik-liyofilik madde enkapstilasyonu, artmis
in-vitrolin-vivo stabilite, iyilestirilmis yapisal biitiinliik)
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ve dezavantajlart (smirli oral emilim, diisiik ilag
yiikleme kapasitesi, diisiik fiziksel ve kimyasal stabilite,
retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan kolayca
viicuttan atilma, ila¢ sizintisi, tekrarlanabilirliginin ve
Olgek biiylitmenin zorlugu, iiretimde organik ¢oziicii
kullamlmas1) bulunmaktadir.*”* Bu kapsamda bu
sistemlerin avantajlarin1  bir araya getirmek ve
dezavantajlarini azaltabilmek i¢in ¢ekirdek kabuk yapili
lipit-polimer hibrit nanopartikiil (LPHNP) adi verilen
yeni nesil terapdtik tastyici sistem 2004’te Wong ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir.” Bu yeni sistem,
polimerik c¢ekirdegin yapisal 6zellikleri ve stabilitesi ile
lipozomun biyouyumlulugunu bir araya getirmek {izere
tasarlannmugtir.” LPHNP, lipit tabaka ile polimerik
cekirdegin elektrostatik etkilesim, hidrofobik etkilesim
veya Van der Waals baglan ile birlesmeleri sonucu
olusur. Kanser tedavisinde, as1 adjuvani olarak, niikleik
asit tasinmasinda, aktif hedeflemede,
hastaliklarin ~ tedavisinde  ve  teshis

genetik
amacl
goriintillemede kullanimma dair LPHNP ile yapilan
arastirmalar devam etmektedir. Ozellikle ¢oklu ilag
direnci gelismis ve hayati tehlikesi yiiksek olan kanser
tiirlerinin tedavisinde birden fazla ilag yiliklemesine
elverisli olmasindan dolay1r son yillarda LPHNP ile
yapilan ¢alismalar hiz kazanmgtir.?

Bu ¢alismamizda, giincel ¢aligmalar g6z 6niine alinarak,
sahip olduklar1 in vitro ve in vivo avantajlarindan dolay1
yakin gelecekte kanser ve otoimmiin gibi kompleks
hastaliklarm tedavisinde kullanimimin yayginlasacagi
ongoriilen LPHNP’lerin yapisal tiirleri, hazirlama
yontemleri ve karakterizasyonlarinda kullanilan
teknikler 6zetlenmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, konu ile ilgili olarak ‘lipid-polymer
size drug delivery
systems’, ‘characterization’, ‘preparation methods’,
‘liposomes’ ve ‘polymeric nanoparticles’ anahtar
kelimeleri kullamlarak Google Akademik, YOK
(Yiksekogretim Kurulu) Tez Merkezi, ScienceDirect,
PubMed, ResearchGate, ACS Publication (American
Chemical Society — Amerikan Kimya Dernegi), Taylor
& Francis Online veri tabanlarinda yer alan ve son 15

hybrid nanoparticles’, ‘nano

yilda yapilan ¢alismalar degerlendirilmeye alinmistir.
Genel olarak lipit-polimer hibrid nanopartikiillerin
yapisal Ozelliklerinden, hazirlama yontemlerinden ve
karakterizasyonunda incelenen

bahsedilmistir.

parametrelerden



BULGULAR
Lipit-polimer  hibrit
ozellikleri ve tiirleri

nanopartikiillerin  yapisal
LPHNP, nanometre boyutunda kat1 formda, ¢ekirdek-
kabuk tipi hibrit sistemlerdir. Hazirlama teknikleri ve
lipitin tiiriine gore farkli ozellikler sergilemektedir.
Genellikle ii¢ ana katmandan olusur; en igte polimerik
cekirdek, ortada lipit tabaka ve en dista lipit-hidrofilik
polimer konjugat1 yapisindaki kabuk (Sekil 1).

Lipit-PEG
Lipit kabuk —- _* - W
Polimerik ° Enkapsiile etkin
¢ekirdek madde

Sekil 1. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin yapisi

En icteki polimerik ¢ekirdek aktif molekiilii tasiyan
kisimdir. Hidrofilik ve hidrofobik ilaglarin taginmasina
imkan verir. Tagtyic1 sistemin iskeletidir ve mekanik
stabiliteyi saglar. Etkin maddenin kontrolli salimim
gergeklestirir  ve metabolik bozunmasini engeller.
Partikiil biyiikligi dagilimmin belirli sinirlar i¢inde
kalmasim1 saglar. Yapi olarak biyoparcalanabilir,
biyouyumlu ve toksik olmayan poli (laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA), polikaprolakton (PCL), polilaktik asit
(PLA), dekstran ve albiimin tercih edilmektedir. Ortada
bulunan lipit yapili tabaka dogal veya sentetik lipitten
olusmaktadir. Merkez polimerik ¢ekirdegi kaplayarak
biyouyumlulugu artirir.  Istenilen
ozellikleri saglar. Siirekli salima olanak verir.
Cekirdekte bulunan aktif molekiiliin sizmasini &nler,

farmakokinetik

boylece tasiyict sisteme yiiklenebilecek ilag miktarini
artirir. Suyun penetrasyonunu siirlandirir ve ilacin
bozunmasmi engeller. Lipit tabakay1 olusturmak icin
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ndtral, zwitter iyonik, anyonik ve katyonik fosfolipitler
kullanilabilir.  Lesitin, dipalmitoil fosfotidilkolin
(DPPC), dipalmitoil  trimetilamonyum  propan
(DPTAP), dioleil trimetilamonyum propan (DOTAP)
ve dioleil fosfoetanolamin (DOPE) bu lipitlere 6rnektir.
Bu lipitler ayn1 zamanda en distaki kabuk yapisinda da
kullanilir. Lipit ile polimer arasinda elektrostatik
etkilesimlerin olugabilmesi i¢in polimer ile lipit zit
yiiklii olmalidir. Dolayisiyla lipit tabaka genellikle
zwitter iyonik veya katyonik tipte secilir. En distaki
lipit-hidrofilik polimer konjugati kabuk ise polimerin
hidrofilik yapis1 sayesinde RES hiicreleri tarafindan
algilanmay1 engelleyip ilag tasiyici sistemin fagosite
edilmesini Onler. Bu sekilde ilacin daha uzun siire
dolasgim sisteminde kalmasimi saglar. Sterik engel
olusturup stabiliteyi artirir. Hedefe 6zgii ilag salimina,

ylizey  modifikasyonuna  dolayisiyla  partikiilii
islevsellestirmeye imkan verir.*”® Bu amagcla farkli
lipit-PEG tiirleri kullanilmaktadir. PEG’in

immiinouyumlulugu yiiksektir dolayisiyla RES’ten
kolayca kacar. PEG’e metoksi grubu eklenmesi halinde
immiinojenitesi iyice azalir ve biyoyararlanimi artar.
Ayrica hidrofilik yapis1 sayesinde hidrofobik maddelere
spesifik olan opsonin ile minimum diizeyde etkilesir ve
fagositozu 6nler.’
Yapilarinda  yer
konfigiirasyonundaki farkliliga gére LPHNP’lerin farkli
tiirleri bulunmaktadir.'® Sekil 2°de bu farkliliklara gére
siniflandirilmig LPHNP tiirleri, sahip olduklar1 yapisal

alan polimerlerin ve lipitlerin

ozellikleri ve avantajlar1 zetlenmistir. >
Lipit-polimer  hibrit  nanopartikiil  hazirlama
yontemleri

LPHNP hazirlama yontemleri, ‘iki basamakli yontem’
ve ‘tek basamakli yontem’ olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Hazirlama yoOntemine baglh olarak
nanopartikiiliin boyutu, dagilimi (polidispersite indeksi-
PDI) ve sekli gibi bir¢ok 6zelligi degisecegi igin dogru
teknigin secimi Snemlidir.!! LPNHP hazirlarken
biyouyumlu ve biyopargalanir olmasindan dolay1 klinik
PLGA kopolimeri siklikla
kullanilmaktadir. Kullanilan lipitlere ise fosfatidilkolin
(POC), 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosforiletanolamin
(DSPE), kolesterol (Chol), DPPC ve 1,2-dilauroil-sn-

glisero-3-fosfokolin (DLPC) érnek olarak verilebilir. "

olarak  onaylanmis
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Sekil 2. Lipit-polimer hibrit

/ﬁ polimerik ¢ekirdegin tek veya gok tabakali lipit katmam (lipoidal kabuk ve lipit PEG kabuk) ile kaplanmasi son%

olugmaktadir. LPHNP’lerin en basit seklidir. Bu sistemler ilk olarak immiinoloji kitleri ve biyomolekiiler tanimlamada
kullanilan biyosensorler gibi biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalar igin iiretilmisti. Son zamanlarda, ise kanser
kemoterapisinin bagarisindaki en biiyiik engel olan antikanser ilaca gelisen direncin iistesinden gelmek iizere bir antikanser ilag
ile bu ilaca kars1 direng mekanizmasini inhibe eden bir ajanin birlikte verilmesi igin tasarlanmigtir. Zhao ve arkadaglari pankreas
kanseri tedavisinde gozlenen ilag direncinin 6niine gegebilmek i¢in hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1o (HIF-1a; son yillarda
pankreas kanseri tedavisi i¢in iimit verici bir ajan) siRNA (si-HIFla) ve gemsitabini birlikte tagiyan, PEGile lipit ¢ift tabakas:
ile kapli biyouyumlu gekirdek-kabuk tipi LPHNP tasarlamis ve zeta potansiyeli —34mV ve partikiil boyutu 141,8nm olan
nanopartikiiller elde etmiglerdir. Bu tasarim sayesinde gemsitabin sizintis1 engellenmis, si-HIFla bozunmasi onlenmis ve
dolagimda kalis siiresi artirilmigtir. Boylece daha iyi bir antitiimoral etki saglanmugtir.

Avantajlari: Artmig enkapsiilasyon kapasitesi, ayarlanabilir partikiil boyutu ve ilag salimimu, iyilestirilmig siirekli salim profili,
Qm anda hidrofilik ve hidrofobik ilaglar: tagiyabilmesi, hedef bolgeye 6zgii ilag tagmimu, yiiklii lipit tabaka ile artmig sery
tabilitesi

gbrit nanopartikiiliin stabilitesini artirmak igin lipozomun iizerinin polimer ile kaplamas1 esasina dayanir. istenilen 6zellikl$
elde etmek i¢in yiizey modifikasyonuna elverisli polimer igeren lipozomlar olarak adlandirilabilirler. Biitin LPHNP sistemler
igerisinde en yiiksek stabilite ve uyarana duyarl ilag salmimu sergiler.
Aoki ve arkadaglari 123 £ 1lnm g¢apinda multimodal termo-aktiflestirilebilir polimer (40°C’de hidrofobik ve aktif hale
getirilebilir bir kontrast maddeye doniigen, 1siya duyarli hidrofilik 6zelliktedir) ile kapli lipozomdan olusan hibrit bir sistem
gelistirmistir. Bu sistem, uygulandiktan sonra 8 saat boyunca stabil kalarak artmis antitimor aktivite gostermistir. Ayrica
lokalize timér i¢in manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) gergeklestirilmistir.
Avantajlari: Polimer-lipit karigim orami ile azalmis sistemik toksisite, hidrofilik kabuk sayesinde azalmig su penetrasyonu,
@lesﬁrilmis lipozomal stabilite, geligmis ilag salim profili (6rnegin daha diisiik pH degerlerinde), artmus ilag tagima kapasitesi/

/ﬂ ana katmandan olusur: En igte pozitif yiikli, i¢i bos lipit tabaka, ortada hidrofobik polimerden (genellikle PLGA) ol%

¢ekirdek, en digta polimer matriks ile kaplanmig notr lipit-PEG tabaka. Hem polimer lipoplekslerin hem de PLGA
nanopartikiillerin 6zelliklerini tagirlar. Lipit ve polimer tabakalarinin arasindaki bosluk su veya sulu tampon g¢ozeltisi ile
doludur. Polimerik ¢ekirdege kiyasla, lipitlerin katyonik yapisi sayesinde anyonik ilaglarin daha kolay bir sekilde sisteme
yiiklenebildigi goriilmiistiir. Stabiliteyi artirmak igin en dig katmanda birden fazla lipit kullandiginda, lipitlerden biri hidrofilik
kafa kismu sulu faza ve hidrofobik kuyruk kismi polimere bakacak sekilde dizilirken diger lipitler karmagik bir lipit-PEG yapis1
olusturur. Lipit konsantrasyonu diigiik ise istenilen hibrit yap1 elde edilemez. Bu hibrit yap1 i¢in, i¢ katmandaki katyonik lipit,
PEG zincir yogunlugu ve polimerin molekiil agirligi olduk¢a dnemlidir. Shi ve arkadaglar1 modifiye edilmis ¢ift emiilsiyon
¢oziicii buharlagtirma yontemi ile kendi kendine birlesen bir sistem tasarlamisti. Bu sistem, siRNA'nin katyonik lipit
tabakasina sahip en igte bulunan i¢i bos ¢ekirdekte kapsiillenmesi sayesinde %78-82’lik bir kapsiilleme etkinligi gosterirken
PEG-PLGA nanopartikiilleri %4-8 kapsiilleme etkinligine sahipti.
Avantajlari: Geligmis gen taginimi, artmug renal filtrasyon, fagositik geri alim (uptake) inhibisyonu, distaki lipit-PEG tabakasi

kgesinde artmug in vivo stabilite /

éG’in tek bagma nanopartikiiller igin yeterli in vivo stabilite saglanamamasi nedeniyle yiizeyi eritrosit (kirmizi kan hﬁcresm

membran ile kapli LPHNP’ler gelistirilmistir. Boyutlar1 100nm’nin altinda olan bu sistemler, dogal zarlar taklit eden yiizey
kimyalar1 sayesinde ‘biyomimetik nanopartikiil’ olarak da adlandirilmaktadirlar. Boylece makrofaj ile uzaklagtirilmanin 6niine
gegilir. flag molekiilleri polimerik gekirdege yiiklenir. Hu ve arkadaglari, 130nm partikiil boyutuna sahip ve zeta potansiyeli
—=12,7mV olan eritsosit membrani ile kamufle edilmis PLGA nanopartikiilleri tasarlamiglardir. Dolagimda iki kat daha fazla
kalmasindan dolay1 PEG ile kaph nanopartikiillerinden daha etkili oldugu kanitlanmistir. Bu sistem diger hibrit yapilara gore
birgok avantaja sahip olsa da farkli kan grubuna sahip hastalarda farkl eritrosit yiizey antijeni bulundugu igin transfiizyon
sirasinda ¢apraz kargilagtirma yani uyumsuzluk goriilebilir. Bu durum kullanimi kisitlayan en 6nemli faktordiir.

Avantajlari: Sistemik dolagimda uzun siire kalmasi, dogal (homotipik) hedefleme yapabilmesi, membran benzeri yapisi
sayesinde biyouyumlu olmasi, biyolojik bariyerlerden kolayca gegmesi, zardaki lipit yogunlugu sayesinde artmus siirekli ilag
salimi

Igerisinde lipit molekiillerinin disperse edildigi polimerik matriksten olusan ve ilag taginmasinda kullanilan kolloidal bir
sistemdir. Fosfolipitler, bu hibrit yapinin ayrilmaz bir pargasidir ve vezikiil benzeri bir yap:1 olusturabilirler, ancak yiizey
modifikasyonuna elverisgli degildirler. Bu durumun istesinden gelebilmek igin lipitlere PEG konjuge edilir, bdylece
nanopartikiillere farkli 6zellikler kazandinlabilir. Cai ve arkadaglari, dis katmanda fosfolipit ve ramnolipit kullanarak 24 saat
iginde tam ilag salimi gosteren amoksisilin (%10,2) ve pektin siilfattan olusan siirekli salim yapan negatif yiiklii monolitik sistem
hazirlamiglar ve %93,6’lik enkapsiilasyon verimliligine ve 200nm civarinda boyuta sahip hibrit nanopartikiiler sistem elde
etmiglerdir.

Avantajlari: Azalmis sistemik toksisite, sitotoksik kemoterapétik ajanlarin hedeflenebilmesi

nanopartikiil tiirleri, yapisal 6zellikleri ve avantajlarnin dzeti'*'*%!
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Iki basamakli yontem

LPHNP’lerin gelistirildigi ilk yillarda hazirlamada en
sik kullanilan bu yontemde polimerik nanopartikiiller ve
lipit vezikiiller ayr1 hazirlanmakta ve daha sonra cesitli
yontemler ile bir araya getirilmektedir.>*Ancak
hazirlama agamasinin uzun siirmesi, suda ¢0ziinen
ilaglarda gozlenen diisiik yiikleme kapasitesi gibi
dezavantajlarindan dolay1 gilinlimiizde yerini farkli
hazirlama yéntemleri almistir.?

Iki basamakli yontemde LPHNP’lerin fiziksel
ozelliklerini etkileyen faktorler; dnceden olusturulmus
lipit vezikiiliin boyutu ve polidispersite indeksi, lipidin
yiizey yiiki, siirekli (sulu) fazin iyonik kuvveti,
lipit/polimer orani, PEG-lipit zincir uzunlugu ve
fraksiyonu, lipit vezikiiliin ve polimerik nanopartikiiliin
iretim teknigi, polimerin ve lipidin tipi olarak
siralanabilir.>** Ekstriizyon ile {iretimde, hidrasyon ile
iretime kiyasla, daha kiiclik partikiil boyutuna sahip
polidispersite indeksi disiik lipit vezikiiller elde
edilmistir.” Olusan LPHNP’lerin monodispersitesi
kullanilan lipitlerin yiizey yiikiine de baglidir. Lipit
olarak katyonik DPTAP ve zwitter iyonik DPPC’in
birlikte kullanildiginda katyonik DPTAP ile zwitter-
iyonik DPPC arasindaki elektrostatik etkilesimler
nedeniyle agregatlar olustugu gozlenirken tek tip lipit
(yalmiz DPTAP veya yalniz DPPC) kullanildig1 zaman
2223 Kolloidal
stabilitede lipit vezikiil/polimerik nanopartikiil orani
(L/P) da olduk¢a Onemlidir. Lipit vezikiiller
elektrostatik stabilizatdr olarak goérev yaptigi icin L/P

agregat olusumu en aza inmistir.

orani arttik¢a stabilitenin de arttig1 goriilmiistiir. Tam
tersine, L/P oram azaldik¢a polimerik nanopartikiil
yeterli kaplanamamig ve agregatlar olusmustur,
dolayisiyla stabilite azalmistir.* PEG zinciri uzadikga,
LPHNP’nin zeta potansiyeli (+51 mV’dan +22 mV’a)
diismiistiir ancak bu zincirler polimerin etrafinda sterik
engel olusturdugu igin kolloidal stabilitenin arttigi
goriilmiistiir. Ayrica PEG-lipit fraksiyonunun artmasi
da stabiliteyi artirmustir.’

Iki basamakli ydntem, ‘konvansiyonel ydntem’ ve
‘konvansiyonel olmayan yontem’ olmak iizere iki alt
kategoriye ayrilmaktadir.** Yontemlere ait aciklamalar
ve gorseller Sekil 3’te gosterilmektedir. Devaminda ise
bu yontemler kullanilarak yapilmis caligmalara yer
verilmistir. Konvansiyonel iki basamakli yontemin
onemli dezavantajlari, etkin maddenin lipit kabuk
olusmadan oOnce, sistemin c¢ekirdeginden su fazina
diflize olmasi ve polimerik ¢ekirdegin lipit vezikiiller ile
tam kaplanamamasidir.**> Hasan ve arkadaslar®®, 1slak
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olmayan plaka fizerinde partikiil tekrar1 (Particle
replication in non-wetting templates-PRINT) olarak
adlandirilan yumusak litografi partikiil olusturma
teknigi ile prostat kanseri tedavisinde kullanilmak tizere
siRNA yiiklii LPHNP hazirlamislardir. Bu yontemde,
polimer (PLGA) ve genetik materyal (siRNA), organik
¢oziicii igerisinde ¢oOziindiiriilmiis ve bir polietilen
tereftalat (PET) levha tizerine dokiilmiistiir. Daha sonra
PET levha, 80-320 nm boyutlu sablon igeren bir PRINT
kalib1 ile temas halindeyken isitilmistir. Polimer, bu
PRINT kalibina akmis ve sicakligi ortam kosullarina
dondiiriildiikten sonra katilagmistir. Boylece polimerik
nanopartikiiller elde edilmistir. Ardindan, PRINT kalibz,
bir PVA kaphi PET levha ile temas ettirilerek
nanopartikiiller bu kaliplardan ¢ikarilmis ve sulu bir
lipit (DOTAP, DOPE) c¢ozeltisi  kullanilarak
nanopartikiiller =~ PVA  kapli PET levhalardan
ayristirtlmistir,.  Bu asamada lipit ¢dzeltisi PVA
katmanmi ¢6zdligii i¢in nanopartikiiller kaliptan
cikarilabilmekte ve es zamanl olarak lipit kapli polimer
nanopartikiilleri elde edilmektedir. Ardindan liyofilize
edilmis ve bu sekilde elde edilen LPHNP’lerin igne
seklinde ve 200 nm boyuta sahip oldugu goriilmiistir.
PRINT teknigi sayesinde sekil ve boyut hassas bir
sekilde kontrol alimmistir.  Konvansiyonel
olmayan iki basamakli yontemin énemli dezavantajlari,

altina

polimerin ve lipidin ayr1 hazirlanmasindan kaynakli
teknik sorunlar ve diisiik imalat/iiretim verimidir.”’

Tek basamakl yontem

Tek basamakli hazirlama yontemleri, zamandan ve
enerjiden tasarruf edebilmek amaciyla ortaya ¢ikmustir.?
Hazirlama siiresinin kisa olmasi, tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmasi, partikiil boyutu ve PDI kontrol altina
alinarak tek tip nanopartikiil liretimine imkan vermesi
yontemin avantajlari olarak siralanabilir.® Bu yéntemde
—ayr1 ayn hazirlama gerekmeksizin- polimer ve lipit
cozeltileri karigtirllmig, ardindan “modifiye edilmis
nanog¢Oktliirme” veya “modifiye edilmis emiilsiyon
¢Oziici-ugurma”  teknikleri ile kendi kendine
LPHNP
gerceklesmistir.*” Cheow ve Hadinoto, alternatif bir
yontem gelistirmis ve lipidi de organik fazda
¢oziindiirerek LPHNP hazirlamiglardir. Ofloksasin,
PLGA ve PC, dikolorometan igerisinde ¢oziindiiriilmiis

birlesmeleri sonrasinda olusumu

daha sonra bu ¢ozelti deiyonize suya ilave edilerek
emiilsiyon elde edilmistir.> Yéntemlere ait agiklamalar
ve gorseller Sekil 4’te gosterilmektedir. LPHNP
hazirlanmasinda kullanilan yontemler ve sonuglarina
dair literatiir verilerine Tablo 1’de yer verilmistir.



mmmm) Konvansiyonel ki Basamakh Yontem

* Cekirdek-kabuk tipi LPHNP’lerin hazirlanmasinda kullanilan en eski yontem
i * Cekirdek yapisim olusturan polimerik nanopartikiil ve kabuk yapisini olusturan lipit

vezikiil ayr1 hazirlanir ve karigtinlarak ve elektrostatik etkilesimler ile lipit vezikiiller I
polimerik nanopartikiiliin iizerini kaplar.

* Dezavantaji, etkin maddenin lipit kabuk olusmadan once, sistemin gekirdeginden su
fazina diffiize olmas ve polimerik ¢ekirdegin lipit vezikiiller ile tam kaplanamamasi

Polimerik nanopartikiill , =
siispansiyonu =t
LPHNP
I/
/
/
I/
Ince lipit film g *e o
\\‘
\
\ .
\\
- ———  Lipit LPHNP
Lipit film tabakanin kiireler
hidrasyonu

Polimerik nanopartikiil

siispansiyonu

Konvansiyonel Olmayan iki Basamakl Yontem

* Bu yontemde en sik kullanilan teknikler ‘piiskiirterek kurutma’ ve ‘yumusak litografi ile
partikiil olusturma’

* Konvansiyonel yonteme kiyasla daha biiyiik Olgekli iiretimlerde kullanilmak iizere
gelistirilmistir

* Dezavantaji, polimerin ve lipidin ayr1 hazirlanmasindan kaynakli teknik sorunlar ve |
diigiik imalat/iiretim verimi

PRINT kalib1
=] Sulu lipit (DOTAP,
\‘ ! DOPE) ¢ozeltisi ile
Polimer (PLGA) ve
SiRNA igeren ” E— "'?f)\‘
organik gozelti Sicaklik siRNA yiiklii
uygulamasi ve PLGA .

PET levha katilagtirma islemi PVA kaph nanopartikiilleri s;ﬁkl\::
PET levha LPHNP

Sekil 3. iki basamakli (konvansiyonel ve konvansiyonel olmayan) yontemlere ait aciklamalar ve gorselle

I.2,4,8,1 1-13,22,24,25,27,28
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Tablo 1. LPHNP hazirlanmasinda kullanilan bazi yontemler ve sonuglari

Etkin Madde Kullanilan polimer/lipit ve diger yardimci maddeler, karakterizasyon ve onemli sonuclar

(Hazirlama Yontemi)

Dosetaksel Hazirlanan poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)/lesitin ve 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-

(Tek basamakli polietilen glikol (DSPE-PEG) bazli nanopartikiiller yaklasik 92 nm boyutunda, PDI 0.21-0.24, ZP -30 ila -

nanogoktiirme) 34 mV ve EE %59 olarak rapor edilmistir. Bu formiilasyonlarin siirekli salim profili, uygun serum stabilitesi,
yiiksek hiicresel hedefleme kapasitesi ve dlgeklenebilir iiretim avantaji sundugu belirtilmigtir.”

Paklitaksel Hazirlanan PLGA/PEG ile oktadesil-kuaternize lizin ile modifiye edilmis kitosan bazli nanopartikiiller,

(Konvansiyonel iki
basamaklr emiilsiyon-
¢oziicii-ugurma)

folik asit ligandiyla fonksiyonlandirilmistir. Elde edilen partikiiller 224-356 nm boyutunda, PDI 0.15-0.33,
ZP ~-20 mV ve EE %84 degerlerine sahiptir. Bu formiilasyonun, piyasadaki paklitaksel formiilasyonuna
(Taxol®) kiyasla daha diisiik sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir.*’

Metotreksat
(Tek basamakl:
nanogoktiirme)

Hazirlanan poli(e-kaprolakton) (PCL)/fosfolipid bazli nanopartikiiller Tween 80, Lutrol® F-87,
Kolliphor® P 407 veya polivinil alkol gibi siirfaktanlarla stabilize edilmistir. Formiilasyonlarin partikiil
boyutu 150-300 nm, PDI 0.15-0.38, ZP -13 ila -15 mV ve EE %80-90 araliginda bulunmustur. Bu
nanopartikiillerin siirekli salim sagladig1 ve partikiil boyut kontroliiniin tiimér hiicresi etkilesimlerinde kritik
rol oynadig1 gosterilmistir.”!

Dosetaksel (Folat
Konjugeli)

(Tek basamakl:
emiilsiyon-¢oziicii-
ugurma)

Hazirlanan PLGA/1,2-dilauroil-sn-glisero-3-fosfokolin (DLPC), DSPE-PEG2000 ve DSPE-PEG5000-
folat (FOL) bazli nanopartikiiller folik asitle konjuge edilmistir. Elde edilen partikiiller 200-300 nm
boyutunda, PDI 0.13-0.16, ZP -20 ila -26 mV ve EE %60-66 degerlerine sahiptir. In vitro sitotoksisite
calismalarinda, folat konjugeli formiilasyonlarin konjuge edilmemislere gore %50.91, Taxotere®’e gore ise
%93.65 daha yiiksek etki gosterdigi bulunmugtur.*

Kurkumin

(Cift basamakh
emiilsiyon-¢oziicii-
ugurma)

Hazirlanan metoksil poli(etilen-glikol)-PLGA (mPEG-PLGA)/lesitin ve kolesterol bazli nanopartikiiller,
Arg-Gly-Asp (RGD) peptidi ile modifiye edilmis PEG-kolesterol kopolimerleri ile fonksiyonlandiriimigtir.
Formiilasyonun partikiil boyutu 216 nm, PDI 0.2-0.23 ve EE %96 olarak rapor edilmistir. Melanom
hiicrelerinde kurkuminin sitotoksisitesini ve apoptoz indiiksiyonunu énemli dlgiide artirdigi gosterilmistir.™

itrakonazol

(Coziicii
emiilsifikasyon/difiizyon
teknigi)

Hazirlanan poloksamer 188 ve kitozan/gliseril monostearat bazli nanopartikiiller 42-489 nm boyutunda, PDI
0.34, ZP +7 ila +23 mV ve EE %78-91 degerlerine sahiptir. Optimize formiilasyonlarin kiigiik partikiil
boyutu, yiiksek enkapsiilasyon verimi ve iyilestirilmis ¢dziinme profili sundugu bildirilmistir. itrakonazol
salimi Korsmeyer—Peppas modeline uygun bulunmustur.*

Dosetaksel (Farkh
Formiilasyon)
(Tek basamakl:
nanogoktiirme)

Hazirlanan PLGA/1,2-dioleoyl-sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE), oleik asit, DSPE-PEG2000,
yumurta kaynakli fosfatidilkolin ve kolesterol bazli nanopartikiiller Lutrol® F-87 ile stabilize edilmistir. Bu
formiilasyonlar 151 nm partikiil boyutu, PDI 0.18, ZP -12 mV ve EE %59 degerlerine sahiptir. MDA-MB-
231 hiicrelerinde in vitro hiicresel tutulumun yiiksek oldugu, in vivo modellerde ise tedavi edilen farelerde
tiimor yiikiiniin azaldigi rapor edilmigtir.*

Palbosiklib
(Tek basamakl:
nanogoktiirme)

Hazirlanan PLGA/DSPE-PEG-folat bazli nanopartikiiller, folik asit ligandiyla fonksiyonlandirtlmigtir.
Formiilasyonlarin partikiil boyutu 143 nm, PDI 0.17, ZP +16 mV ve EE %93 olarak belirlenmistir. /n vitro
caligmalar, bu nanopartikiillerin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde serbest palbosiklibe kiyasla IC50
degerlerinde 48 saat iginde yaklagik 9-11 kat azalma sagladigini gostermistir.*®

Nintedanib Esilat
(Tek basamakl:
nanogoktiirme)

Hazirlanan PLGA/soya lesitini ve DSPE-PEG2000 bazli nanopartikiiller yaklasik 100 nm boyutunda, PDI
0.19, ZP -27 mV ve EE %88 degerlerine sahiptir. Bu formiilasyonlarin siirekli salim sagladigi, alveol
bolgesinde yiiksek birikim gosterdigi ve hedef dokuda etkin konsantrasyon saglayabildigi rapor edilmistir.”’

Solasonin ve
Solamargin

(Tek basamakl:
emiilsiyon-¢oziicii-
ugurma)

Hazirlanan kitozan/illipe yag: bazli nanopartikiiller Tween 80 ile stabilize edilmistir. Partikiiller 130 nm
boyutunda, PDI 0.22, ZP +21 mV, enkapsiilasyon verimi ise Solasonin i¢in %91, Solamargin i¢in %88 olarak
rapor edilmistir. Bu nanopartikiillerin mesane kanseri hiicrelerinde anti-proliferatif ve sitotoksik etki
gosterdigi, ii¢ boyutlu kiiltiir modellerinde serbest glikoalkaloidlere gére IC50 degerlerinde iki kat azalma
sagladig1 belirtilmigtir.*®

c¢RGD Peptidi
(Tek basamakl:
nanogoktiirme)

Hazirlanan PLGA/lesitin, kolesterol ve DSPE-PEG2000 bazli nanopartikiiller biyotin ile
fonksiyonlandirilmistir. Formiilasyonlarin partikiil boyutu 179 nm, PDI 0.05, ZP +29 mV ve EE %76 olarak
bulunmustur. Timér tastyan farelerde bu nanopartikiillerin tiimér bilyiimesini etkili sekilde inhibe ettigi ve
sagkalimi artirdid1 rapor edilmistir.”

GapmeR

(Tek basamakl:
nanog¢oktiirme
yontemiyle)

Hazirlanan PLGA/lesitin, DC-kolesterol ve DOPE-mPEG2000 bazli nanopartikiiller 150 nm boyutunda,
PDI 0.23, ZP +29 mV ve EE %90 olarak rapor edilmistir. Bu formiilasyonlarin hiicresel tutulumda 12 kat
artis sagladigt ve Tobl ekspresyonunu 48 saatte %60-70 oraninda azaltti1 bildirilmistir. Mikroakigkan
teknigiyle hazirlanan nanopartikiiller ise 180 nm boyutunda, PDI 0.24, ZP +32 mV ve EE %91 olup, hiicresel
tutulumda 6 kat artis saglanmgtir.*’

Hesperidin
(Emiilsiyon-¢éziicii-
ugurma)

Hazirlanan kitozan/soya lesitini bazli nanopartikiiller polivinil alkol ile stabilize edilmistir. Formiilasyonlar
91 nm boyutunda, PDI 0.21, ZP +23 mV ve EE %93 degerlerine sahiptir. Bu formiilasyonun siirekli salim
sagladig1 ve cilt uygulamalari igin en etkili sistem oldugu dogrulanmugtir.*!

PB, partikiil biiyiikliigii; PDI, polidispersite indeksi; ZP, zeta potansiyeli; EE, enkapsiilasyon etkinligi; NP, nanopartikiil; LPNP, Lipit-Polimer Nanopartikiil;
LPHNP, Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiil; PLGA, poli(laktik-ko-glikolik asit); DLPC, 1,2-dilauroilfosfatidilkolin; DSPE-PEGaoe, 1,2-distearoil-sn-glisero-
3-fosfoetanolamin-N-[metoksi(polietilen glikol)-2000]; DSPE-PEGso0-FOL, 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-N-[folat(polietilen glikol)-5000];
DSPE-PEG-FA, disteroilfosfatidiletanolamin-poli (etilen glikol) -folik asit konjugati; DOPE, Dioleoil-fosfoetanolamin SS ve SM, Solanum lycocarpum
meyvesinden ekstrakte edilen glikoalkaloidler Solasonin ve Solamargin; 1C50, %50 Inhibisyon Konsantrasyonu; GapmeR, (5-GAATTGCTGGTTAGAA-3') Tobl
gen ekspresyonunu susturmak igin spesifik gen; DC-kolesterol, (35-/N-(N'.N'-dimetilaminoetan)-karbamoil-kolesterol hidrokloriir, DOPE-mPEG 2000, (1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (amonyum tuzu)
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Modifiye Edilmis Nano¢oktiirme Yontemi

v,w'""]'(lasik nanogoktiirmeden farki kullanilan stabilizatordiir. Klasik yontemde iyonik/noniyonik yiizey eﬂ;{ﬁ:,_

maddeler kullamlirken, LPHNP iiretiminde lipitler kullanilir.

 Avantajilari, kolay, hizli, tekrarlanabilir ve dlgek biiyiitmeye uygun, monodispers nanopartikiillerin

eldesi

« Dezavantajlari, hidrofilik ilaglar yiikleme kapasitesinin diigik olmas1 ve organik ¢oziiciiniin tamamen

ugurul halinde toksisi
* LPHNP’lerin 6zdelliklerini etkileyen faktorler
P Lipit/polimer (a/a) oran1

* Organik fazin viskozitesi

* Organik faz/sulu faz (b/h) oram
.» Lipit, polimer ve PEG’ile lipidin tiirii

Etkin madde + polimerin o ¢
organik goziiciideki gozeltisi Organik fazin sulu faza

J “, damla damla ilave edilmesi

Lipit + lipit-PEG kansimm
sulu fazdaki gozeltisi

- @ — @ o Olusan dispersiyonun sonike
@ ‘ U

Sekil 4. Tek basamakli (modifiye edilmis nanog¢oktiirme
agiklamalar ve gorseller?711:24-29:42

LPHNP hazirlamada kullanilan yeni yontemler

Bu yontemler; ‘mikro-akiskan nanogoktiirme
vorteks mikroreaktor

yontemi’ ve ‘tek basamakli sonikasyon yontemi’
743

yontemi’, ‘cok girisli
olarak siralanabilir.
Mikroakiskan nanog¢oktiirme yéntemi

LPHNP’lerin boyut homojenligini iyilestirmek i¢in
Valencia ve arkadaslari*, nanogoktiirmeyi bir mikro
kanalda gerceklestirmistir. Bdylece lipit-polimer
karigimi hassas bir sekilde kontrol edilebilmistir. Bu tek
adimli yontemde LPHNP’ler ¢ok kisa bir zaman
diliminde, ¢6ziiclinlin yer degistirmesi nedeniyle PLGA
molekiillerinin kendiliginden birleserek bir PLGA
¢ekirdegini olusturmasi ve lipit molekiillerinin, olusan
PLGA c¢ekirdeklerinin yiizeyine temas ederek lipit
kabugu olusturmasi ile elde edilir. Soyle ki; lipit iceren
sulu faz ile polimer igeren organik faz, mikro dlcekte
karigtirilmis ve homojen bir polimerik cekirdek elde
edilerek uygun boyutta LPHNP’ler hazirlanmistir.
Bununla birlikte, mikro 6lgekli karigtirma sayesinde
polimer c¢ekirdegin etrafi esit kalinhikta lipit ile

veya homojenize edilmesi

Polimerik
gekirdek

ve modifiye edilmis emiilsiyon ¢dziicii-ugurma) yontemlere ait
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Modifiye Edilmis Emiilsiyon-Céziicii-Ugurma Yoéntemi

{ « ilk olarak Gurny ve arkadaglari tarafindan tasarlanan emiilsiyon-¢oziicii ugurma yonteminin

modifiye edilmis hali |
« Avantajlan, iiretim kolayhig, kontrol edilebilir partikiil boyutu ve biyoaktif molekiillerin |
kolayca hapsedilebilmesi {
* Dezavantajlari, polidispers kolloidlerin olusmasi ve biyomakromolekiillerin kararsizlig
+ LPHNP’lerin 6zdelliklerini etkileyen faktorler
« Lipit/polimer (L/P) (a/a) orant ;
« Diisitk L/P’de agregat olusumu ve ilag sizintisi yiiksek L/P orani ise ya ¢ok katmanli lipit i
kaplama ya da serbest lipozom olusumu

e Tek Emiilsiyon Coziicii-Ugurma

;‘"' Etkin madde hidrofobik ozellikte ise tercih edilir. i
i * Yontemin esasi etkin maddenin ig fazda oldugu tekli emiilsiyon (Y/S) eldesine
5; dayanur. i

Lipit-PEG

Kanistirma
——
§7 0

& &

k;‘;’:k 4» Yag/Su
R . & emiilsiyonu
* ° T —
- <
.

§ o ? >/
Etkin madde

Lipit/lipit-PEG Polimer ve etkin
karigimini igeren madde igeren yagh
sulu faz faz

b Cift Emiilsiyon-Coziicii-Ugurma

;"’° Hidrofilik 6zellik gosteren etkin maddeler igin tercih edilir. i
i * Yontemin esasi etkin maddenin igteki sulu fazda oldugu goklu emiilsiyon

(S/Y/S) olusumuna dayanir.

Lipit-PEG

Karigtirma Karigtirm

a

> > i |

& © &J

Lipit-PEG igeren Polimer ve lipit igeren  Etkin maddeyi igeren
sulu faz yagh faz sulu faz

Su/Yag/Su
emiilsiyonu

Etkin madde

kaplanmistir. Sulu faz ile organik fazin etkin sekilde
karigmasini saglamak amaciyla, mikrokanal igerisinde
Tesla geometrisine sahip statik bir
kullanilmigtir. “Tesla mikseri” olarak adlandirilan bu

karigtirici

mikrokaristirici, Reynolds sayisinin  20'yi  astigi
durumlarda calisan diizlem i¢i bir yapiya sahiptir.
Yiiksek
konveksiyon mekanizmalarina katki saglayarak karisim
verimliligini artirmaktadir. Bu sayede, polimer
¢ekirdegin olusmasi i¢in gereken siireden daha kisa bir
zamanda organik faz yer degistirebilmistir ve homojen

akis hizlarinda, hem difiizyon hem de

bir polimer ¢ekirdegin olustugu gozlemlenmistir.
Ayrica, lipidin polimerik ¢ekirdege ulasmasindan 6nce,
yanlamasma diflizyon ve konveksiyon yollan ile
¢oziiclinlin tam yer degistirmesi saglanmistir. Sonug
olarak lipit, polimer ¢ekirdek olusumunda 6nemli bir rol
oynamamustir. Lipidin esas rolii, yapiy1 agregasyondan
koruyup stabiliteyi iyilestirmektir. Optimum L/P
oraninda, polimer ¢ekirdek ile polimer ¢ekirdegi
stabilize etmek icin gereken minimum lipit kaplama bu
yontemde ayni zamanda olusmus ve boylece kararli



monodispers LPHNP’ler elde edilmistir. Hazirlanan
LPHNP’lerin ortalama boyutu 40nm ve zeta potansiyeli
-20mV olarak &lgiilmiistiir.** Wan ve arkadaslarn®, lipit
olarak TPGS (tokoferol polietilen glikol siiksinat),
polimer olarak PLGA ve ii¢ girisli bir mikro-akigkan ¢ip
kullanarak ultra kiigiik LPHNP hazirlamistir. Mikro
akigkan c¢ipin dis kanalina HEPES tamponunda
¢oziindiiriilmiis TPGS igeren sulu faz, i¢ kanalina
asetonitrilde ¢oziindiiriilmiis PLGA igeren organik faz,
sirmgalar kullanarak pompalanmis ve
mikrovorteksleme ile bu fazlar hizla karigtirilmistir.
Mikrovorteksleme sayesinde, difiizif ve konvektif
karigtirmaya dayanan  geleneksel mikro-akigkan
yontemlerine gore 1000 kat kadar daha yiiksek
verimlilik saglanmustir. Islem sonucu elde edilen
nanopartikiil dispersiyonu, 4 saat boyunca manyetik
karigtirma altinda karanlik bir odada saklanmig ve
organik ¢oziicli uzaklastirilmigtir. Sonug olarak Wan ve
arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklann  ¢aligmada
100nm’den kiigik LPHNP’ler elde etmislerdir.*’
Mikroakigkan sistemlerde karsilagilan diisiikk verim
sorununu gidermek amaciyla Kim ve arkadaslari,
LPHNP’lerin  olgeklenebilir  iiretimi igin  desen
ayarlanabilir bir mikrovorteks platformu gelistirmistir.
Bu platform, akis hizlarmin degistirilmesi yoluyla
(Reynolds sayisi: 30-150), ortalama nanopartikiil
boyutunu ~30—-170 nm araliginda kontrol edebilmekte;
ayn1 zamanda diigik PDI (~0.1) ve yiiksek tiiretim
verimliligi (~3 g/saat) saglayabilmektedir. Bu
LPHNP’lerin geleneksel mikroakiskan
difiizyon sentezlerine gore 1000 kata kadar daha hizl
iiretilebilecegi gosterilmistir.*®

caligmada,

Cok girisli vorteks mikroreaktor yontemi

Fang ve arkadaslari, polimerik nanopartikiiller ve
nanogOktlirme yoluyla iiretilen hibrit nanopartikiiller
arasindaki benzerliklerden yola ¢ikip, bu makro dlgekli
karigtirma cihazini kullanarak hibrit nanopartikiillerin
biiyiik 6lgekte iiretiminin miimkiin oldugu varsayimi ile
gerekli uyarlamalar1 yapip LPHNP iiretmek i¢in dort
girisli vorteks mikroreaktor kullanmiglardir. Bu vorteks
mikroreaktoriin giris kanallarmin ¢apt 1.1 mm; ¢ikis
kanallarinin ¢ap1 1.3 mm, reaksiyon odasinin ¢ap1 6mm
ve yiiksekligi 1.5mm’dir. Bu ¢aligmada, sadece iki faz
kullanildigindan, ¢ozeltilerin reaksiyon odasina girisini
ayirmak icin T seklinde bir baglanti kullanilmig ve bu
sekilde fazlardan biri digerinin karsisina gelecek sekilde
reaksiyon odasmna gonderilmistir. Hazirlamig kisaca
sOyledir: Lipidin (Yumurta-PC) ve lipit-PEG’in (DSPE-
PEQG) sudaki ¢ozeltisi ile sulu faz; polimerin (PLGA)
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asetonitrildeki ¢ozeltisi ile organik faz hazirlanmistir.
Organik ve sulu fazin, sirmga pompalar1 vasitasiyla esit
hizda (2mL/dk) akis1 saglanmistir. Boylece bu iki faz
ayni anda reaksiyon odasina ulagsmis ve hizli bir
nano¢okelme ile LPHNP’ler olusmustur. Olusan
LPHNP boyutu polimer konsantrasyonunun artmasina
bagh olarak artmis ve 100-200 nm arasinda degisiklik
gdstermistir. Ayrica PDI 0.05 olarak tespit edilmistir."’
Her ne kadar c¢ok girisli vorteks karistiricilar,
Olgeklenebilir nanopartikiil tiretimi igin potansiyel bir
yontem olarak Onerilse de; bu sistemlerle elde edilen
kontrol edilebilirligi ve
tekrarlanabilirligi smirli  kalmaktadir. Bokare ve

arkadaglari, s6z konusu kisitlamalari agmak amaciyla,

nanopartikiillerin

akis kanallarinda baliksirt1 desenlerine sahip ii¢ boyutlu
(3B) yazdirllmis ¢ok girisli vorteks karistiricilar
kullanarak {i¢ farkli yontemle iiretilen LPHNP’lerin
tekrarlanabilirliklerini karsilastirmistir. Bu yontemler
sirastyla mikroakiskan teknigi, geleneksel c¢ok girisli
vorteks teknigi ve baliksirtt desenli 3B yazdirilmis ¢ok
girisli vorteks teknigidir. Elde edilen bulgulara gore,
baliksirti
tekniklerle karsilastirildiginda en kiiglik  partikiil
boyutlarina ve en diizgiin boyut dagilimina sahip
LPHNP'leri 1iiretmis; aym1 zamanda daha yiiksek
tekrarlanabilirlik sunmustur.*®

desenli 3B yazdirilmis sistem, diger

Tek basamaklh sonikasyon yontemi

Tek basamakli sonikasyon yontemi, kontrol edilebilir ve
tekdiize parcacik boyutuna sahip LPHNP hazirlamak
icin Fang ve arkadaslar® tarafindan gelistirilen yeni ve
hizl1 bir yontemdir. Bu yontemde, 1sitma, vorteksleme
ve ¢Ozilicii buharlagtirma yerine hizli bir sonikasyon
yontemi kullanilir. Ultrasonikasyon banyosu ile biitiin
LPHNP olusumu yaklasik 5 dakika siirmektedir. Bu
siire modifiye nano¢dktiirme yontemindeki birkac saat
ile kiyaslaninca oldukea kisadir. Bu yontem sayesinde
iretim hiz1 yaklastk 20 kat artmaktadir. Ayrica
nanopartikiillerin fizikokimyasal o6zellikleri {izerinde
olumsuz bir etki gostermemistir. Fang ve arkadagslar1 bu
su sekilde LPHNP
hazirlamiglardir. Kullanilan polimer (PLGA) asetonitril
igerisinde ¢oOziindiriilmiistiir. Lipitler (lesitin, DSPE-

yontemi kullanarak kisaca

PEG) ayr1 ayr agirlikca %4 etanol iceren su igerisinde
¢oziindiirlilmiis ve bu c¢ozeltiler deiyonize suya
eklenmistir. Daha sonra polimer ¢dzeltisi ve sulu ¢ozelti
bir araya getirilmistir. Elde edilen karigim, bir sonikator
kullanilarak 5 dakika boyunca sonikasyona tabi
tutulmustur. Bu esnada LPHNP yapist olugmustur.
Daha sonra santrifiij filtresi kullanilarak saflagtirma



yapilmistir. Elde edilen LPHNP’lerin boyutu 65 nm,

zeta potansiyeli -48 mV, PDI’i 0.08 olarak
bulunmustur.*
Lipit polimer hibrit nanopartikiillerin
karakterizasyonu

Nano boyutlu yapilarn karakterizasyonu, in vitro ve in
vivo ortamlarda istenilen davramiglarin = kontrolii
acisindan oldukg¢a dnemlidir. Nanopartikiillerin boyutu,
boyut
etkilemektedir (kiiglik, tekdiize ve zeta potansiyeli (+/-)
30 mV’dan biiylik olmas1 istenir). Ayrica partikiil

dagilmi ve zeta potansiyeli stabilitesini

boyutu ile etkin maddenin salim hizi arasinda bir iligki
vardir; nanopartikiillerde boyut kii¢iik oldugu i¢in salim
hizlidir. Morfolojik goriintiileme sayesinde hazirlanan
nanopartikiiliin sekil ve ylizey ozellikleri (boyut,
porozite, ylizey modifikasyonu gibi) analiz edilir, ¢iinkii
bu ozellikler nanopartikiilin in vitro ve in vivo
davranisim etkilemektedir. Ilag yiikleme kapasitesi ve
etkin  madde salim  c¢aligmalart  gelistirilen
nanopartikiiliin in vivo etkinliginin tahmin edilmesinde
onemli parametrelerdir.™

Karakterizasyon calismalarinda kullanilan ydntemler
mikroskobik yontemler, spektroskopik yontemler ve
kromatografik  yontemler  olarak  siralanabilir.!
LPHNP’lerde gergeklestirilen karakterizasyon
caligmalarina Tablo 2’de yer verilmistir.

Partikiil boyutu

Partikiil boyutu, LPHNP’lerin hem in vitro hem de in
vivo etkinlik profillerinin belirlenmesi i¢in oldukca
onemlidir.* Ozellikle sistemik dolasim dmiirlerinin ve
tiimor dokularinda pasif olarak birikme yeteneklerinin
belirlenmesinde en kritik parametrelerden birisidir.”'
Perrault ve arkadaglari, gesitli faktorlerin ilag hedefleme
etkinligi iizerindeki etkisini aragtirmistir. Bu ¢aligmada,
boyutlar1 20-100 nm aralifinda olan nanopartikiillerin
hedeflemede en yiiksek etkinlige sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Ayrica partikiil boyutunun dogrudan
timor dokusuna niifuz etme ve bu dokuda birikme
yetenegi lizerinde etkisi oldugu sonucuna varilmistir,**
Partikill boyutunun analizi i¢in kullanilan ydntemler;
dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) yontemi, taramali elektron
mikroskobu (SEM) yontemi ve transmisyon
(gecirilimli) elektron mikroskobu (TEM) yontemi
olarak siralanabilir.”’

Polidispersite indeksi

Polidispersite indeksi (PDI), partikiil boyutu dagilimini
ifade eden bir degerdir. PDI degeri, 0 ile 1 araliginda
degisebilir.”® PDI 0.1-0.25 arasinda oldugu zaman
sistemin monodispers (dar partikiil boyutu dagilimina
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sahip), PDI 0.5’in iizerinde oldugunda ise sistemin
polidispers (genis capli partikiil varlifi ve agregat
olusumuna bagli olarak genis bir partikiil boyutu
dagilimina sahip) oldugu anlagilmaktadir.>* Partikiil
boyutu dagilimini analiz etmede foton korelasyon
spektroskopisi ve DLS yontemleri kullanilmaktadir.?
Men ve arkadaslari, kanser tedavisinde kontrollii salim
gosteren, doksorubisin (DOX) yiikli pH ve redoks
duyarli LPHNP hazirlamiglardir. DOX ytikli polimerik
misel (PM) ve LPHNP’lerin serumdaki stabilitesini
incelemek icin PDI’leri farkli zamanlarda (1. giin, 2.
giin, 3. giin ve 4. giin) DLS yontemi kullanilarak
ol¢lilmistiir. Farkli PEG-lipit mol oranlarina (%0, %3,
%S5, %7 ve %10) sahip LPHNP hazirlanmis ve dl¢limler
bu nanopartikiiller {izerinde yapilmistir. Tim
LPHNP’lerin PDI’si 0.30’dan diisiik bulunmustur. 4.
giiniin sonunda PM’lerin partikiil boyutu yaklagik 130
nm’den 240 nm’ye yikseltilitken, LPHNP’lerin
par¢actk boyutunun 95 nm’den yaklagik 140nm’ye
yiikseldigi goriilmiistiir. Ayrica, LPNP’lerin PDI’si,
PM’lere kiyasla ihmal edilebilir bir artis gostermistir
(LPHNP’lerin PDI’si 0.30 civarinda kalirken PM’lerin
PDI’si 0.215’ten 0.617’ye c¢ikmistir). Bu sonuglar,
hazirlanan LPHNP’lerin, PM’lere kiyasla yiiksek serum
stabilitesine sahip oldugunu ve LPHNP’lerin viicutta
daha  uzun  sire  dolasimda  kalabilecegini
gostermektedir.™

Morfoloji

Morfoloji de LPHNP’lerin hem in vitro hem de in vivo
etkinlik  profillerinin  belirlenmesi  igin
onemlidir. LPHNP’lerin morfolojisini belirlerken
kullanilan yontemler; TEM, SEM, atomik kuvvet
mikroskopu (AFM), konfokal lazer taramali mikroskop
(CLSM), floresans mikroskopu olarak siralanabilir.?

oldukga

Elkateb ve arkadaslarinin gergeklestirdigi caligsmada
darunavir ve ritonavir ylikli LPHNP’lerin morfolojik
yapilart detayli bir gekilde incelenmistir. Bu amagla
kullanilan SEM  analizi, partikiillerin piiriizsiiz
ylizeylere sahip, kiiresel bi¢cimli yapilar oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica TEM ile yapilan goriintiilemelerde,
partikiil ¢ekirdegini ¢evreleyen koyu renkli halkalarin
varligi dikkat c¢ekmis; bu halkalarin daha iyi
gozlenebilmesi i¢in ornekler %2’lik sulu uranil asetat
¢ozeltisinde inkiibe edilmistir. Uranil asetat ile
gergeklestirilen bu  kontrastlama partikiil
cevresindeki elektron yogunlugunu artirarak lipid
kabugun goriiniir hale gelmesini saglamis ve bdylece

islemi,

LPHNP’lerin ¢ekirdek-kabuk yapisina sahip oldugu
sonucuna ulagilmigtir. Bu morfolojik  bulgular,



nanopartikiil sisteminin yapisal Ozelliklerini ortaya

koyarak formiilasyonun nanoteknolojik basarisini

desteklemistir.*®

Tablo 2. Literatiirde LPHNP’lerde Gergeklestirilen Karakterizasyon Calismalari

Etkin madde Partikiil Yiizey = Morfoloji ilac In vivo Diger analizler
(Salimi) biiyiikliig  yiikii yiikleme karakteriz
ii ve PDI kapasitesi  asyon

itrakonazol** DLS DLS SEM uv - ATR-FTIR, DSC

(Diyaliz torbasi)

Dosetaksel® DLS DLS SEM HPLC Disi fare In vitro hiicre kiiltiirii, Hiicre

(Diyaliz torbasi) canliligl, FITC Anneksin-V
apoptoz saptama kiti

Palbosiklib*® DLS DLS TEM, Floresan =~ HPLC - ATR-FTIR, '"H NMR, DSC,

(Diyaliz torbasi) mikroskobu MTT

Nintedanib esilat”’” DLS DLS TEM, XRD uv Disi sican  DSC

(Diyaliz torbasi)

Solasonin ve DLS,NTA DLS AFM, Kriyo- LC-MS Disi fare DSC, 2D ve 3D hiicre kiiltiiri,

Solamargin® TEM 3D hiicre alimi, Western Blot,
PCR

Sispilatin®’ DLS DLS TEM uv - '"H NMR, Hiicre canlilig,

(Diyaliz torbasi) Hiicresel alim, Hiicre
sitotoksisitesi, Florasan
mikroskopi

Vankomisin®® DLS DLS TEM HPLC - DSC, MTT, Kristal viyole

(Diyaliz torbasi) Canlilik testi

Sorafenib> DLS DLS TEM HPLC - FTIR, DSC, pXRD, Hiicre

(Diyaliz torbasi) kdiltiird, in vitro sitotoksisite,
Hiicresel alim, Hiicre biiylime
baskilama testi

Lonidamin®%5! DLS DLS TEM uv Sigan ELISA, Masson liglii boyama,

(Diyaliz torbasi) TUNEL, Isik mikroskobu

(Santrifiijleme) PCS LDA TEM, FESEM Uv - DSC, SAXS, RSM

Darunavir ve DLS DLS SEM, TEM LSC - Hiicre kiiltiiri

Ritonavir

(Diyaliz torbasi)

Doksorubisin>-%? DLS DLS TEM uv - Floresans spektrofotometre,

(Diyaliz torbasi) Hiicre kiiltiirii, Hiicresel alim,
CCK-8

(Membran tiipii) DLS DLS TEM Uv DSC, XRD, MTT

Gemsitabin® DLS DLS TEM HPLC - -

(Franz difiizyon)

Hesperidin*! DLS DLS TEM uv - FTIR, DSC, XRD

(Difiizyon hiicresi-

yumurta zart)

Karboplatin ve DLS DLS JEM-1010 RP-HPLC  Fare MTT, Hiicresel alim, Chou-

Paklitaksel* Talalay Metodu

(Diyaliz torbasi)

PDI, Polidispersite indeksi; DLS, Dinamik 151k sagilmasi; SEM, Taramali elektron mikroskobu; TEM, Gegirimli elektron mikroskobu; HPLC,

Yiiksek performanslh sivi kromatografisi; ATR-FTIR, Zayiflatilmis toplam yansima-fourier déniisiimlii kiziltesi spektroskopisi; 'H NMR,

Proton niikleer manyetik rezonans spektroskopisi; DSC, Diferansiyel taramali kalorimetri; NTA, Nanopartikiil takip analizi; AFM, Atomik
kuvvet mikroskobu; Kriyo-TEM, Kriyo-gecirimli elektron mikroskobu; LC-MS, Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi; XRD, X-Isini
kirmimi; MTT, 3-(4,5-dimetil-tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (Canlilik testi); UV, Ultraviyole spektroskopisi; PCR, Polimeraz

zincir reaksiyon; pXRD, Toz X-1s1m kirinimi; ELISA, Enzim Baglantih Iimmiinosorbent Testi; TUNEL, Terminal deoksiniikleotidil transferaz

aracilt dUTP ug isaretleme testi; LSC, Siv1 sintilasyon sayimi; PCS, Foton korelasyon spektroskopisi; LDA, Lazer doppler anemometresi;
FESEM, Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu; SAXS, Kiiciik agil1 X-151n1 sagilmasi; RSM, Tepki yiizeyi metodolojisi, CCK-8, Hiicre

sayim kiti-8; XRD, X-1s1m1 kirmimi; RP-HPLC, Ters faz yiiksek performansl sivi kromatografisi

104



Yiizey yiikii

Zeta potansiyeli () olarak da ifade edilen ylizey yiikdi,
pargacik yiizeyi ile ¢ozelti (ortam) arasindaki elektro-
kinetik potansiyelin bir dlciisiidiir.* Bu deger
nanopartikiillerin yiizey elektrik ytiklerini temsil eder ve
partikiillerin hem in vitro hem de in vivo stabilitesinin
belirlenmesinde kritik bir faktordiir.’' Zeta potansiyeli
30 mV’den yiiksek (hem negatif hem de pozitif olarak)
ise monodispers nanopartikiiller elde edilmektedir.
Buna karsilik, zeta potansiyeli 5 mV’den diisiik (hem
pozitif hem de negatif olarak) ise agregasyon
gbzlenmektedir.! Yiizey yiikiinii Slgmede en sik
kullanilan yontem DLS’dir. Ayrica foton korelasyon
spektroskopisi ve elektroforetik 11k sagilimi (ELS)
yontemi de kullanilabilir.>%

Sengel-Turk ve Hascicek tarafindan yiiriitiilen
calismada LPHNP formiilasyonlar gelistirilmis ve zeta
potansiyelleri -29.8 ile -51.3 mV arasinda 6lgiilen bu
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin zamanla
nasil degistigi, 4°C ve 25°C, %50 bagl nem
kosullarinda, 3 ve 6 aylik periyotlarla incelenmistir.
Bulgular, 4 °C’de saklanan 6rneklerde partikiil boyutu,
PDI ve zeta potansiyelinde belirgin bir degisiklik
olmadigimi ve hibrit yapiin korundugunu gostermistir.
Buna karsin 25°C’deki saklama kosullari, agregat
olusumuna neden olarak partikiil boyutunda ve PDI
degerlerinde artisa yol agmis; ayrica zeta potansiyelinde
diisiis gozlenmigtir. Bu calisma, nanoteknolojik ilag
tastyicilarimin  ¢evresel faktorlere karsi duyarliligimi
vurgulayarak, stabilite agisindan kontrollii kosullarda
muhafaza edilmesinin dnemini partikiil boyutu, PDI ve
yiizey yiikii l¢iimleri ile ortaya koymaktadir.®'

Lipit kabuk kalinlig
Lipit kabuk kalmhg,

etkileyen faktdrlerden birisidir. Kalinligin artirilmasi ile

nanopartikiiliin stabilitesini
stabilitenin artig1 gdzlenmistir.® Lipit kalinliginmn
Ol¢iimii i¢in kullanilan yontemler; TEM ve kiigiik agili
X-1s1n1 sagtlimi (SAXS) yontemleridir.”* Thevenot ve
arkadaslar1 hazirladiklar1 LPHNP’lerde lipit kabuk
kalinligin1 SAXS yontemi kullanarak analiz etmislerdir.
Bu caligmada, PEG-lipit konsantrasyonun veya PEG
zincir uzunlugunun artmasi sonucu lipit kabugunun
kalinliginin arttigt ve bu durumun da kolloidal
stabiliteyi etkileyebilecegi gézlenmistir.

Ila¢ yiikleme kapasitesi

Ilag yiikleme kapasitesinin belirlenmesinde &ncelikle
nanopartikiillerin enkapsiile olmamis serbest ilagtan
ayrilmasi saglanmalidir. Bu islem i¢in diyaliz, membran
filtrasyon ve santrifiij yontemleri gibi saflagtirma
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yontemleri kullanilir. Sonrasinda elde edilen 6rneklerde
(saflagtirnllmis nanopartikiil veya serbest ilact igeren
ortam) etkin madde miktar1 UV, yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS), gaz kromatografisi (GC) gibi
yontemler ile tespit edilebilir.**” Enkapsiilasyon
etkinligi (EE) ve yilikleme kapasitesi (YK) asagida
verilen denklemler ile hesaplanmaktadir.®’

Esitlik 1: EE (%)=LPHNP’lerdeki olgiilen ilag
miktari/formiilasyonda  kullanilan ~ toplam  ilag
miktar1X100

Esitlik 2: YK (%)=LPHNP’lerdeki olgiilen ilag

miktari/LPHNP’lerin miktari X100

Etkin madde salinu

Tasarlanan ilag tasiyict sistemlerin etki gosterebilmesi
igin igine hapsedilmis etkin maddenin hedef bolgede
aciga cikmasi gerekmektedir. Bu agidan etkin madde
salim hiz1 ¢calismalan yapilarak, LPHNP’lerin in vivo
ortamdaki  davramsi  tahmin  edilebilmektedir.®’
LPHNP’lerden etkin madde salimi farkli sekillerle
gergeklesebilir. Eger etkin madde fiziksel olarak
kapsiile edilmis ise salim difiizyon veya polimerin
erozyonu ile gerceklesir. Fakat etkin madde kimyasal
etkilesimler ile sisteme yiiklenmis ise Oncelikle etkin
madde ve polimer arasindaki baglar hidroliz olur ve
ardindan difiizyon ile salim gergeklesir.”’ LPHNP’lerin
ilag salim profilini etkileyen faktorler; ilag polimer
etkilesimi, ilag ¢ozinlrliigli, polimer bozunma hizi ve
partikiil boyutu olarak siralanabilir.’' Etkin madde salim
calismalarinda tercih edilen bir yontem olan diyaliz
yontemi kullanilarak, nanopartikiilden agiga ¢ikip salim
ortamina gecen ve burada ¢oziinen etkin madde
ortamdan  almmr. Ardimdan HPLC, UV-VIS
spektrofotometri veya MS yontemleri kullanilarak salim
ortamindaki etkin maddenin miktar tayini yapilir.?”!
In vivo karakterizasyon

Nanopartikiiller ile in vitro ¢alismalar (fagositik alim,
hiicresel alim, kompleman sistem aktivasyonu gibi)
yapildiktan sonra, giivenlikleri ve terapdtik etkinlikleri
edilmektedir.
caligmalarinin sonuglari, klinik aragtirmalarda dogru
karar vermede c¢ok o©nemli bir rol oynamaktadir.

hayvan modellerinde test Hayvan

hastaliklarin
modelleri,

[nsanlarda
yansitabilen

goriilen
hayvan

patofizyolojisini
illag ya da
formiilasyonlarin insanda ortaya ¢ikacak terapotik
sonuclarin1  tahmin etmek

araglardir.”

icin olduk¢ca Onemli

Sengel-Turk ve arkadaslarimin c¢alismasinda, benign
prostat hiperplazisi (BPH) tedavisi amaciyla lonidamin



yiikli LPHNP formiilasyonlar1 gelistirilmis ve bu
sistemin terapdtik etkinligi ile toksisite profili in vivo
olarak degerlendirilmistir. Erkek si¢anlarda olusturulan
BPH modeli yiiriitilen  ¢aligmada,
lonidaminin  serbest formu ve LPHNP formu
karsilagtirilmigtir. Prostat indeksi (PI) degerleri her iki

uzerinden

formiilasyonun hiperplastik doku miktarmi azalttigim
gosterirken, lonidamin yiikli LPHNP’ler serbest
lonidamine kiyasla daha etkili bulunmustur. Ayrica,
hepatik enzim diizeylerine [Alanin Aminotransferaz
(ALT) ve Aspartat Aminotransferaz (AST)] iliskin
analizler, saf lonidaminin LPHNP formuna gore daha
yiiksek toksik etkiye yol actigin1 ortaya koymustur. Bu
bulgular, lonidaminin LPHNP formiilasyonu seklinde
sunulmasinin hem etkinligi artirabilecegini hem de
toksisiteyi azaltabilecegini gostermektedir.*

Meyer ve arkadaglari, hedefe yonelik mRNA taginimi
amaciyla LPHNP formiilasyonlar1  gelistirmistir.
Intravendz uygulamalari takiben, karacigerde belirgin
LPHNP lokalizasyonu gozlenmesine ragmen, adsorbe
edilmis mRNA tasiyan partikiiller, kapsiillenmis
mRNA'I partikiillere kiyasla farelerin akciger ve dalak
dokularinda protein ekspresyonu agisindan daha yiiksek
performans sergilemistir. Ote yandan, intramiiskiiler
enjeksiyon sonrasi kapsiillenmis partikiiller, daha
belirgin lokal protein ekspresyonu saglamis ve bu
ekspresyon enjeksiyonu takiben 12 giin siireyle tespit
edilebilmistir.”

Piyasada bulunan iiriinler

1995°te Doxil®’in piyasaya ¢ikmasindan beri bir ¢ok
nanotasiyict sistem kullanilmaktadir.”' Piyasadaki nano
tastyic1 formunda olan iiriinlere; Doxil® (Doksorubisin
yiiklii lipozom), AmBisome® (Amfoterisin B yiiklii
lipozom), DaunoXome® (Daunorubisin sitrat yiiklii
lipozom), Tricor™ (Fenofibrat yiikli nanokristal),
Emend® (Aprepitant yiikli nanokristal), Abraxane®
(Paklitaksel yiiklii albiimin nanopartikiil), Myocet®
(doksorubisin yiiklii lipozom), Combidex® (Demir oksit
yikli dekstran kapli demir oksit nanopartikiil),
Oncaspar™ (L-asparaginaz yiiklii polimer protein
konjugat1), GenexolPM® (Paklitaksel yiiklii misel),
Amphotec® (Amfoterisin B yiikli kat1 lipit
nanopartikiil), ~ Rapamune®  (Rapamisin  yiiklii
nanokristal), Megace® (Megestrol yiiklii nanokristal),
Depocyt” (Sitarabin yiiklii lipozom), Bexxar® (Iyot-131
yiikli anti-CD20 —monoklonal antikor-), Ontak®
(difteri toksini yiiklii IL2 flizyon protein merkezli
nanotastyici) drnek olarak verilebilir.”»* Ancak yapilan
aragtirmalar sonucunda henliz LPHNP seklinde
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hazirlanmig ve faz c¢aligmasinda olan veya resmi

otoriteriteler  tarafindan  onaylanmis bir {riine
rastlanmamugtir.

TARTISMA

Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin ézellikleri
Nano boyutlu tasiyict  sistemler, sagladiklar

avantajlardan dolay1 glinlimiizde siklikla kullanilan ve
oldukga ilgi goren sistemlerdir. Bu sistemler icinde
lipozomlar ve biyoparcalanir polimerik nanopartikiiller
one cikmaktadir. Bu iki nano boyutlu ilag tasiyici
avantajlarim  bir araya getirmek ve
azaltmak LPHNP’ler
gelistirilmistir. Bu yeni sistemin tasarlanma nedeni,

sistemin
dezavantajlarini lizere
polimerik c¢ekirdegin yapisal 6zellikleri ve stabilitesi ile
lipozomun biyouyumlulugunu bir araya getirmektir.*
Bu sekilde LPHNP’ler, sahip oldugu yiiksek ilag¢
yiikleme kapasitesi, amfifilik yapisina bagli olarak

hidrofilik  ve hidrofobik  terapotik ajanin
yliklenebilmesi, artmis in vitro ve in vivo stabilite,
kontrollii  ve siirekli salim  ozelligi, yiiksek
biyouyumluluk ve biyoyararlanim, yiizey

modifikasyonu, partikiil boyutuna bagl olarak pasif
hedeflenebilirlik gibi avantajlar1 sayesinde oldukga timit
vadetmektedir.>""?

LPHNP’lerde kullanilan polimerler, yapisal biitiinliik,
iyilestirilmig stabilite ve degistirilmis salim kinetigi
saglar; lipitler ise ila¢ yiikleme kapasitesini artirir ve
biyouyumlulugu iyilestirir. Bu polimerlerin ve lipitlerin
konfigiirasyonundaki farkliliga gore LPHNP’ler bes
farkli sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; polimer cekirdek-
lipit kabuk tipi sistemler, lipozomun polimer igerisinde
hapsoldugu sistemler, ¢ekirdek-kabuk tipi i¢i bos lipit-
polimer-lipit hibrit nanopartikiiller, eritrosit membrani
polimerik  nanopartikiiller,
monolitik (karigim) hibrit
nanopartiikiillerdir. Tiim LPHNP’ler kendi i¢inde ¢esitli

ile kamufle edilmig

lipit polimer
avantaj ve dezavantajlara sahiptir.'” Yapilan literatiir
taramalarma gore calismalarin polimer cekirdek-lipit
kabuk tipi sistemler iizerinde yogunlagtig1 goriilmiistiir.
Bu sistem ¢esitli kanser tiplerinde etkili tedavi saglayan
en basit LPHNP formudur, ¢linkii lipit-polimer yapinin
amfifilik yapisi hem hidrofilik hem de hidrofobik
ilaglarinin tasiyici igerisinde kolayca hapsedilmesini
miimkiin kilar.'” Cekirdek-kabuk yapis1 sayesinde
yiiksek yapisal biitiinliik, stabilite,
konrollii salim profili ve iyilestirilmis biyouyumluluk
ve biyoyararlanim gibi avantajlara sahiptir.”

arkadaglart  gelistirdikleri

iyilestirilmis

Nitekim  Scopel ve
nanotagstyicilarin floresan ile benzer fitokimyasal



Ozelliklere benzer maddeler i¢in kontrolli salim
sistemleri olarak kullanilabileceklerini
gostermislerdir.”* Baska bir calismada, linezolid yiiklii
LPHNP’lerin serbest linezolide kiyasla daha yiiksek
antibiyofilm aktivitesi sergiledigi ortaya konmustur.
Bu nanopartikiil sistemleri, hem hiicre i¢i hem de
biyofilm ig¢inde yerlesik metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) bakterilerini elimine
etmede serbest linezolidden anlamli sekilde daha
etkilidirr Bu bulgular, o6zellikle osteomiyelit
tedavisinde niiks riskinin azaltilmasi agisindan
linezolid yiikli LPHNP’leri
terapétik alternatif olarak 6ne ¢ikarmaktadir.”
LPHNP sistemlerinin stmirliliklar: ve zorluklar
LPHNP sistemleri, ilag tasima alaninda cesitli
avantajlar sunmakla birlikte, klinik uygulamaya

umut vadeden bir

gecislerini  zorlastiran birtakim teknik, yapisal ve
biyolojik sinirlamalara sahiptirler. Karmagik ve ¢ok
bilesenli yapilari, tiretim stireclerinde
tekrarlanabilirligi ve kalite standartlarii saglama
acisindan zorluk yaratir; bu nedenle kapsamh
karakterizasyon tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Formiilasyon parametrelerinin (6rnegin, polimer/lipit
orani, partikiil boyutu, yiizey Ozellikleri) hassas
kontrolii terapotik etkinlik agisindan kritik Oneme
sahiptir. Cevresel faktorlere duyarlilik, uzun vadeli
stabiliteyi tehdit ederek partikiil agregasyonu ve
etkinlik kayb1 gibi sorunlara yol acabilir. Endiistriyel
Olcekleme asamasinda ise laboratuvar ortaminda elde
edilen homojen yapinin korunmasi, tiretim verimliligi
ve maliyet acisindan teknik engeller olusturur.”®
Biyolojik yonden, LPHNP sistemlerinin hedef
bolgelere secici ve homojen dagilimi heniiz ideal
diizeyde degildir. Yiizey modifikasyonlariyla bu
hedefleme gelistirilmeye c¢alisilsa da, biyodagilim
kontrolii ve hedef dis1 etkilerin 6nlenmesi halen siirli
kalmaktadir.”’

Hazirlama yontemlerinin karsilastirilmasi

LPHNP hazirlama yontemleri, ‘iki basamakli yontem’
ve ‘tek basamakli yontem’ olmak {izere iki ana bagliga
ayrilmaktadir. Hazirlama yontemine bagli olarak
nanopartikiiliin boyutu, PDI’si ve sekli gibi bir¢ok
ozelligi degisecegi icin dogru teknigin se¢imi oldukca
onemlidir."!

Iki
konvansiyonel olmayan olarak iki  baghiga
ayrilmaktadir, LPHNP’lerin gelistirildigi ilk yillarda
hazirlamada en sik kullanilan yontemdir. Ancak
hazirlama agamasinin uzun siirmesi, suda ¢dzilinen

basamakli  yontemler, konvansiyonel ve
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ilaglarda gozlenen diisiik yiikleme kapasitesi gibi
dezavantajlarindan dolay1 gilinlimiizde yerini farklh
hazirlama yontemleri almistir.” Ayrica konvansiyonel
iki basamakli yontemin 6nemli dezavantajlari; etken
maddenin lipit kabuk olugsmadan O&nce, sistemin
¢ekirdeginden su fazina diffiize olmasi® ve polimerik
¢ekirdegin lipit vezikiiller ile tam kaplanamamasidir.*
Konvansiyonel olmayan iki basamakli yontemin
onemli dezavantajlar1 ise polimerin ve lipidin ayr
hazirlanmasindan kaynakli teknik sorunlar ve diisiik
imalat/iiretim verimidir.?’

Tek basamakli hazirlama yontemleri, zamandan ve
enerjiden tasarruf edebilmek ortaya
ctkmistir’  Kisa  hazirlama  siiresi,  yiiksek
tekrarlanabilirlik, partikiil boyutu ve PDI kontrol
altina almarak tek tip nanopartikiil iiretimine imkéan

amaciyla

vermesi ydntemin avantajlaridir.® Tek basamakl
kendi igerisinde avantajlar1 ve

bulunmaktadir. Modifiye
LPHNP  d{iretiminde
tekrarlanabilir, dlgek

yontemlerin  de
dezavantajlar
nanogoktiirme
kullanilan, kolay,

yontemi,
hizli,
biiylitmeye uygun, monodispers nanopartikiillerin elde
edildigi bir yontemdir.''*** Fakat hidrofilik ilaglari
ylikleme kapasitesinin diisilk olmasi ve organik
¢oziicliniin tamamen ugurulamamasi halinde toksisite
gbzlenmesi sebebi ile gok elverisli degildir.>'' Diger
bir yontem olan modifiye emiilsiyon-¢6ziicli ugurma
yontemi; tiretim kolayligi, hem hidrofilik hem de
hidrofobik etkin maddelerin yiiklenebilmesi, partikiil
biyoaktif
molekiillerin kolayca hapsedilebilmesi gibi avantajlara
sahiptir. Bununla birlikte, polidispers kolloidlerin

boyutunun kontrol edilebilmesi ve

olusmas1 ve biyomakro molekiillerin kararsizlig
yontemin kullanimim kisitlayan faktorlerdir."!

Hazirlama  esnasinda  karsilagilan  sorunlarin
iistesinden gelebilmek i¢in yeni hazirlama yontemleri
ortaya c¢ikmistir. Mikro-akigkan  nanogoktiirme
yontemi sayesinde boyut, rijidite, sekil, yap1 ve yiizey
modifikasyonu hassas bir sekilde kontrol altina
alinabilmektedir.”® LPHNP iiretiminde esas kullanim
amac1 boyut homojenligini iyilestirmektir.” Cok girisli
vorteks mikroreaktor yontemi, LPHNP’lerin yiiksek
verimle iiretimi igin kullanilmaktadir.” Tek adiml
sonikasyon yontemi ise ¢ok kisa zamanda (dakikalar
igerisinde) kontrol edilebilir ve tekdiize parcacik
LPHNP

boyutuna  sahip hazirlamak

gelistirilmistir.*’

i¢in

2025 yilinda gerceklestirilen bir calismada, aymi
bilesenler ve oranlar kullanilarak hem tek basamakli



nanogOktiirme yontemiyle hem de mikroakiskan
teknigi ile LPHNP’ler hazirlanmig ve bu iki iiretim
yonteminin performansi karsilagtirlmigtir. Her iki
iiretim tekniginde de sirasiyla optimum boyuta (150-
180 nm), PDI'ye (0,23-0,24) ve pozitif zeta
potansiyeline (29-32 mV) sahip LPHNP'ler elde
edilmistir. Her iki yontemle iiretilen LPHNP’lerin
fizikokimyasal ozellikleri, kararliliklar1 ve salim
profilleri benzer bulunmustur. Bununla birlikte
hiicresel alim ¢aligmalari, nanog¢dktiirme teknigiyle
hazirlanan LPHNP’lerin serbest etkin maddeye gore
12 kat, mikroakigkan teknikle hazirlananlarin ise 6 kat
daha yiiksek alim sagladigmi gostermistir. Her iki
iretim yontemiyle elde edilen LPHNP'lerin etkin
maddeyi terapotik olarak tasima verimliligi, yonteme
bagl olmaksizin yiiksek bulunmus (%60-70); bu da
her iki yaklasimin biyolojik agidan islevsel oldugunu
ortaya koymustur.*

LPHNP’lerin sahip olmast gereken ozelliklerin
onemi

Nano boyutlu yapilarin karakterizasyonu, in vitro ve in
vivo ortamlarda istenilen davraniglarin kontrolii
acisindan olduk¢ca Onemlidir. Nanopartikiillerin
boyutu, boyut dagilimi ve zeta potansiyeli stabilitesini
etkilemektedir. Ayrica partikiil boyutu ile etkin
maddenin salim hiz1 arasinda bir iligki vardir;
nanopartikiillerde boyut kii¢iik oldugu i¢in salim
hizlidir. Morfolojik goriintiileme sayesinde hazirlanan
nanopartikiiliin sekil ve ylizey Ozellikleri (boyut,
porozite, yiizey modifikasyonu gibi) analiz edilir.
Ciinkii bu 6zellikler nanopartikiiliin in vitro ve in vivo
davranigim etkilemektedir. Ilag yiikleme kapasitesi ve
etkin  madde salim
nanopartikiilin  in

caligmalari,  gelistirilen
vivo  etkinliginin  tahmin
edilmesinde onemli parametrelerdir.™

Yalcin ve arkadaslari meme kanseri tedavisinde
kullamlan Gemko®™ (gemsitabin yiiklii, intravendz
enjeksiyon igin liyofilize toz iceren flakon) ve
gemsitabin yiikli LPHNP’lerin karsilastirildigi bir
calisma yapmuslardir. Hazirlanan LPHNP’ler 200 nm
partikiil boyutu, diisiik PDI (0.2), iyi enkapsiilasyon
etkinligi (%45) ve — 18 mV zeta potansiyeline sahiptir.
Ayrica dig ylizeyinde PEG tabaka bulunmaktadir ve
Gemko® ile kiyasla 4.2 kat yavas ve siirekli salim
gostermistir. LPHNP’ler, sahip olduklar1 bu 6zellikler
sayesinde in vivo farmakokinetik ¢aligmalarda piyasa
iiriiniine (Gemko®™) gore daha yiiksek tedavi etkinligi

ve daha disiik toksisite ve yan etki gdstermistir.
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Boylece LPHNP’lerin meme kanseri tedavisinde iyi
bir secenek olabilecegi gdsterilmistir.”

Yapilan bagka bir g¢aligmada, LPHNP iiretiminde
kullanilan lipid/polimer orani ile lipid kabuk yapisinda
yer alan PEG miktarinin, elde edilen partikiillerin
boyutunu dogrudan etkiledigi yoniinde bulgular elde
edilmistir. Lipit olarak soya fosfatidilkolini ve polimer
olarak PLGA’nin kullanildig1 ¢aligmada en yiiksek
partikiil boyutu (275 nm), yliksek lipit/polimer kiitle
orant (%30) ve yliksek DSPE-PEG miktar1 (15 mg) ile
elde edilmistir. En diisiik partikiil boyutu ise (185 nm)
diisik PLGA 50:50/PLGA 65:35 kiitle orani, diisiik
lipit/polimer kiitle oram1 ve diisik DSPE-PEG
miktarinin birlesimine sahip formiilasyonda elde
edilmistir. En diisiik partikiil boyutunun, polimerik
cekirdegin ylizeyinde yer alan ince lipit ve DSPE-PEG

tabakalarmin varhigiyla iligkili olabilecegi one
siirilmektedir.®
PEG zincir uzunlugunun stabiliteye etkisinin

incelenmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada ise kisa PEG
zincir uzunluguna (n-16) sahip LPHNP’lerin lipit
kabuk kalinlig1 2.4 nm olarak 6l¢iilmiis ve bu degerin
stabil bir formiilasyon i¢in yeterli olmadigi
bulunmustur. Daha uzun PEG zincirlerine (n-113)
sahip LPHNP’lerin lipit kabuk kalinlig1 ise 9.8 nm
olarak oOlclilmiis ve aym zamanda diisiik partikiil
boyutu ve PDI’ye sahip bu nanopartikiillerin stabil
oldugu gosterilmistir.®

SONUC

Yiirtiilen bu derleme ¢aligmasinda lipid-polimer hibrit
nanopartikiiller, ila¢ tagima sistemleri agisindan sahip
olduklar1  yapisal avantajlart1  ve  farmasotik
potansiyelleri  dogrultusunda  degerlendirilmistir.
LPHNP’ler, lipozomlarin biyouyumlulugunu ve
polimerik nanopartikiillerin stabilitesini bir araya
getiren cekirdek—kabuk diizenine sahip nanotasiyict
sistemlerdir. Literatiirdeki bulgular, bu sistemlerin hem
hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 etkin sekilde
tagiyabildigini, kontrollii salim sagladigini ve yiizey
modifikasyonuna olanak verdigini gostermektedir.
Ozellikle polimer gekirdek—lipit kabuk yapisina sahip
formiilasyonlar, yiiksek stabilite ve hedefleme
kapasitesi bakimindan one cikmaktadir.
Karakterizasyon parametrelerinin (partikiil boyutu,
PDI, zeta potansiyeli, kabuk kalinlig1) stabilite ve
biyolojik performans {izerinde belirleyici oldugu ortaya
konmustur. Ancak piyasada heniiz onaylanmis bir
LPHNP iiriinii bulunmamakla birlikte, mevcut bilimsel



veriler bu sistemin gelecekte klinik uygulamalarda umut
vadeden bir terapdtik arag olabilecegini gostermektedir.
Yazarhk katki beyani

Konsept ve dizayn: OC, NS, ENK.

Verilerin eldesinde: NS, ENK.

Verilerin analizinde ve yorumlanmasinda: NS, ENK,
OC.

Makale yaziminda: NS, ENK, OC.

Makale revizyonu ve entelektiiel katki: NS, ENK, OcC.
Gozetiminde: NS, OC.

Yazar cikar catismasi

Bu calisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile
bireylerinin ¢ikar ¢atigmasi potansiyeli olabilecek
bilimsel ve tibbi komite iiyeligi veya iiyeleri ile
iligkisi, damigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir
firmada calisma durumu, hissedarlik ve benzer
durumlar1 yoktur.

Etik onay

Bu ¢alisma igin etik kurul onay1 gerekmemektedir.
Veri ve materyallerin mevcudiyeti

Bu ¢aligma sirasinda olusturulan veya analiz edilen tiim
veriler bu yayinlanan makaleye dahil edilmistir.
Destek

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili
bir
firmasindan, tibbi alet, gere¢ ve malzeme saglayan
ve/veya Ureten bir firma veya herhangi bir ticari

dogrudan baglantis1 bulunan herhangi ilag

firmadan, ¢aligmanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi
ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamustir.
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