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Bu calisma, nokodazol etken maddesinin kati lipid nanopartikiillere
yiiklenerek, bu KLN formiilasyonlarina karakterizasyon c¢alismalar1 yapilarak,
KLN’lerin nokodazol maddesine gore daha iyi fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip oldugunun gosterilmesine yoneliktir.

Calismanin ilk asamasinda YPSK kullanilarak miktar tayini caligsmasi
yapilmis ve KLN formiilasyonlarinin ve nokodazol’iin ila¢ salimina bakilmustir.
Ikinci asamada ise, KLN’lerin partikiil boyutu ve zeta potansiyelleri dlciilmiis,
partikiil boyutlart TEM goriintiileri ile desteklenmistir.

Spektroskopik  yontemler kullanilarak KLN i¢indeki nokodazol
maddesinin nasil durduguna bakilmis, son olarak da KLN’lerin kararlilik
calismalar1 i¢in SK-KS kullanilmistir. KLN formiilasyonlarmin kararliliklarini
incelemek icin DSC analizi yapilmistir. Sonug¢ olarak da, nokodazol yiiklii
KLN’ler iizerine yapilan karakterizasyon calismalariyla, hazirlanmis olan KLN
formiilasyonlarmin uygun bir tasiyict siStem olarak kullanilabilecegi kararina

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nokodazol, KLN, TEM, Spektroskopik Yontemler (FT-IR,
Raman, NMR Spektroskopisi).
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In this study, nocodazole active compound was loaded to lipid nanoparticles
and characterization of SLN formulations was performed.

In the first stage of this study, determination of amount studies was using
HPLC and release of the drug was investigated of SLN formulations and
nocodazole. Particle size and zeta potantial were measured and particle size
supported with TEM.

In the second stage, orientation of nocodazole located in the SLN was
investigated by spectroscopic methods. After, stability studies of SLN’s were
investigated by LC-MS. DSC analysis was performed to examine stability of SLN
formulations. As a result, we came up with a conclusion, by means of
characterization studies on nocodazole loaded SLN that prepared to SLN

formulations can be used as a appropriate carrier sistem.

Keywords: Nocodazole, SLN, TEM, Spectroscopic methods (FT-IR, Raman and
NMR Spectroscopy).
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GIRIS

Nanopartikiiler ila¢ tagima sistemleri, 1000 nm altinda biyomolekiil ya da
etken maddeleri hedeflenen bolgeye tasiyabilen, bu bolgede arzu edilen zaman da
kontrollii salim yapabilen ve yliklenen molekiillerin ¢esitli morfolojik 6zelliklerini
degistiren nanoboyutlu tastyici sistemlerdir. Ilag tasima sistemleri lipozom, misel,
dendrimer, kati lipid nanopartikiil (KLN) gibi birbirinden farkli bir ¢ok sistemden
olusur (Liu ve ark., 2008; Buyukozturk ve ark., 2010).

KLN, 50 ile 1000 nm arasinda boyuta sahip ve oda sicakliginda kati
durumda lipitten olusan, yiizeyinde tek tabaka halinde fosfolipitten ve hidrofobik
bir ¢ekirdekten olusan, diger ila¢ tagima sistemlerinin biitlin avantajlarina sahip
fakat higbir dezavantajimni tasimayan, su ya da sulu g¢ozeltilerde disperse olan,
fiziksel olarak kararli yapiya sahip kat1 kolloidal ilag tasiyicilardir. Bu sistemin
iistiinliikleri arasinda, kolloidal biiyiikliikkte olmalari, biyolojik olarak gecirimli
olmalari, iiretimi i¢in gerekli olan aletlerin kolay olmasi, endiistriyel boyutta
tiretim yapilabilmesi, yiiksek ilag yiikleme kapasitesine sahip olmalari, toksik
kalintilara sahip olmamalar1 gibi 6zellikler sayilabilir (Charcosset ve ark., 2005;
Kheradmandnia ve ark., 2010; Pal ve Nayak, 2010; Irache ve ark., 2011).

Bir ¢ok yontem yardimiyla KLN iiretimi yapilabilmektedir. Fakat {iretimden
sonra yapilan karakterizasyon ¢alismalari ile hazirlanan KLN formiilasyonlarinin
gerekli olan Ozellikleri tasiyip tasimadigi goriilebilmektedir. Bu yiizden KLN
formiilasyonlar1 hazirlandiktan sonra ilk olarak zeta potansiyeli ve partikiil boyutu
olgiilerek, daha sonra da ilag yiikleme kapasitesi, ilag salimi gibi birden fazla
karakterizasyon caligsmalar1 yapilarak uygun KLN formiilasyonunun hazirlanip
hazirlanmadigina bakilmahidir (Schwarz ve Mehnert, 1999; Mehnert ve Mader,
2001).

Nokodazol, oldukga diisiik konsantrasyonlarda bile polimerizasyon kinetigi
ve yliksek afiniteyle beta-tubuline baglanabilen, sentromerler’in morfolojilerini ve
kromozomlar {izerinde bulunan mikrotubulleri degistirebilen bir anojendir (Shen
ve ark., 2005).

Bu ¢alismada; antikanserojen bir ilag olan nokodazol, sicak homojenizasyon
yontemi ile KLN’ler igine yiiklenmigtirr Daha sonra iretilen KLN

formiilasyonlarinin, zeta potansiyeli ve partikill boyutu Olgiilmiis, ylizey
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ozelliklerinin belirlenmesi igin TEM kullanilmistir. Ayrica NMR, FT-IR ve
Raman spektroskopileri kullanilarak etken maddenin yag ile nasil kaplandigina
bakilmis, optimizasyonu ve validasyonu gosterilmis bir YPSK analizi kullanilarak
ilag salim1 ve ila¢ yiikleme kapasitesine bakilmis ve son olarak da SK-KS
kullanilarak farkli sicakliklarda bekletilen KLN formiilasyonlarmin kararlilik

calismasi yapilmistir.

1. Nanopartikiiler fla¢ Tasima Sistemleri

Nanoteknoloji, nanometre Ol¢egindeki malzemelerin tasarimi, iiretimi,
montaji, karakterizasyonu ve bu malzemelerden elde edilmis fonksiyonel
sistemlerin uygulanmasini inceleyen ve disiplinler arasi arastirma gelistirme
faaliyetlerinin tiimiinii temsil eden, 1-1000 nm boyutlarindaki maddelerin dizayn
edilmesini, kontrol edilmesini ve atomsal seviyede degistirilip islevsel hale
getirilmesini saglayan bilim dalidir (Linazasoro, 2008; Sahoo ve ark., 2007; Jain
ve ark., 2011; Duncan, 2011).

Nanoteknoloji, eczacilik teknolojisinde uzun yillardir kullanilmaktadir.
Diger disiplinlere gore ila¢ teknolojisi nanoteknoloji ile daha erken tanigmustir.
Ilag etken maddelerinin gesitliliginin artmasiyla birlikte bu etken maddelerin yan
etkilerin azaltilmas1 hasta uyumunun ve biyoyararlanimin artirilmasi amaciyla
farkli farkli ilag tasiyici sistemler (nanokiire, nanokapsiil, lipozom, mikrokapsiil,
nanosiinger, nanopartikiil, mikroemiilsiyon gibi) gelistirilmistir (Oyewumi, 2009).

Kisa biyolojik yar1 dmre, zayif kararliliga ve ¢oziiniirliige, ciddi yan etkilere
sahip olan biyofarmasotiklerin kullanimi ilag tasima sistemlerine olan ilginin
artmasma yol a¢cmustir. Nanoboyutlu ilag tagima sistemleri bu dezavantajlar
ortadan kaldirmak i¢in gelistirilmistir (Sitterberg ve ark., 2010).

Yeni molekiillerin gilivenlik ve etkinliini artirmak, yan ve istenmeyen
etkileri azaltip, biyoyararlanim ve terapotik etkiyi artirmak ilag tasiyici sistemler
tizerinde ¢alisma nedenlerinin basinda gelmektedir (Kas, 2002). Nanopartikiiler
ilag tagima sistemleri, 1000 nm altinda biyomolekiil ya da etken maddeleri
hedeflenen bolgeye tasiyabilen, bu bolgede arzu edilen zaman da kontrollii salim
yapabilen ve yiiklenen molekiillerin ¢esitli morfolojik ozelliklerini degistiren
nanoboyutlu tasiyici sistemlerdir (Liu ve ark., 2008; Buyukozturk ve ark., 2010).
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fla¢ tasima sistemlerine onlarca veya yiizlerce etken madde (e.m.) yiiklenebilir.
fla¢ tasima sistemlerine genelde polyester, polianhidritler, poliaminoasitler gibi
biyouyumlu molekiiller yiiklenebilmektedir. Fakat son zamanlarda silika, karbon
materyaller gibi inorganik molekiillerde yiiklenebilmektedir (Jeong ve ark., 1999;
Lin ve ark., 2010).

Nanopartikiiler (NP) ila¢ tasima sistemleri, konvensiyonel dozaj formlarina
gore birgok avantaja sahiptir. Bunlar, azaltilmis toksisite, gelistirilmis
biyopargalanabilirlik ve hastalikli dokuya hedeflenebilirlik, iyi terapotik etkidir
(Chakraborty ve ark., 2009; Attama ve ark., 2011).

flag gelistirme sistemlerinin en &nemli ozelligi; e.m.’nin hedef bolgeye
gitmesi ve gonderilen hedef bolgede kontrollii salim yapabilmesidir. Bunun
disinda; esneklik, fiziksel durum, sekil, boyut, yiizey ozellikleri gibi fiziksel
ozelliklere de sahiptir (Pillai ve Panchagnula, 2001).

NP ila¢ tagima sistemleri, polimerik nanopartikiil, katt lipid nanopartikiil,
lipozom, yiizey ya da yag modifiyeli hidrojeller gibi sistemleridir. Ila¢ tasima
sistemlerinin yiizey modifiyelerinin arastirilmasi, nano boyuttaki yapilarin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak daha iyi anlagilmasini saglar. Bunun igin;
yiizey ylklerinin, polidisperslik indekslerinin, partikiill boyutunun ve zeta
potansiyelinin olgiilmesi, kararlilik, ilag salimi ve yiikleme kapasitesi gibi
fizikokimyasal 6zellikler incelenmektedir (Sitterberg ve ark., 2010; Sahoo ve ark.,
2008).

1.1. Nanopartikiiller

NP, 100 nm ile 1000 nm arasinda boyuttaki makromolekiiler maddeleri
iceren kiiciik boyuta sahip, zayif ¢oziinen ilaglarin alimini kolaylastiran, ilaci
hedeflendirilebilen ve ilag biyouyumlulugunu saglayan kati polimerik kolloidal
sistemdir (Wu ve ark., 2005; Cai ve ark., 2008; Rao ve Geckeler, 2011). NP
hazirlama yontemlerine, kullanilan lipitlere, enkapsiile edilmis terapotik ajanlara,
salim hizma ve diger 6zelliklere bagl olarak nanokiirecikler ya da nanokapsiiller
elde edilebilir (Gou ve ark., 2008).

Nanokiire, polialkilsiyanoakrilat veya polilaktidler gibi farkli polimerler

kullanilarak partikiiller hazirlandiktan sonra matriks sistem igine ilacin fiziksel
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olarak ve esit sekilde dagitilmasiyla elde edilen matriks sistemlerdir. Fosfotidil
kolin gibi yaglar kullanilarak kat1 lipid nanokiireler hazirlanabilir (Reis, 2006;
Abdelwahed ve ark., 2006).

Nanokapsiiller ise ila¢ iceren sulu veya yagh cekirdege sahip olan 1pm’
den daha kiigiik capa sahip ultra ince vezikiiler sistemlerdir. ilag tek bir polimer
membranla gevrilerek sinirlandirilir (Sekil 1.1) (Abdelwahed ve ark., 2006; Reis,
2006; Jing ve ark., 2011).

ILAC

I Cekiirdek

Nanokiire Nanokapsiil
Sekil 1.1. Nanokiire ve Nanokapsiil Sekillerinin Karsilastiriimasi

NP’in tercih edilmesinde temel amag, tasima sistemleri olarak partikiil
boyutunu ve yiizey 6zelliklerini kontrol edebilmesidir.

Partikiil boyutu biiyiikk olan molekiiller nanopartikiiler sistemlere
yiiklendiginde veya boyutu nanometre boyutuna getirildiginde maddenin erime-
kaynama noktasi, suda ¢oziiniirligi gibi kimyasal ozellikleri, partikiil boyutu,
yiizey 6zellikleri, yiizey alani gibi fiziksel 6zellikleri, 15181 kirma, 1s1kla etkilesme,
151k dagitma gibi optik ozellikleri, elektriksel yiik, elektrik alanindan etkilenme
gibi elektriksel Ozellikleri, manyetik alanda yonelmesi, hareketi ve manyetik
alandaki hareketleri gibi manyetik ozellikleri degistirilebilmektedir (Eliana ve
ark., 2007; Gupta, 2006).
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1.1.1.Nanopartikiillerin Avantajlar:

llag gelistirme sistemi olarak NP’in kullanimmin avantajlar1 soyle

siralanabilir (Li ve ark., 2007; lannonea ve ark., 2010; Saraf, 2010; Dahan ve

Hoffman, 2008; Parveen ve ark., 2011; Wu ve ark., 2011; Chakraborty ve ark.,

2009;

A\ 4 vV V V V V
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Liu, ve ark., 2008; Porter ve ark., 2008);

Sonikasyon ve ¢alkalama gibi olaylar1 gereksiz hale getirme,

Matrikste essiz ilag dagilimi saglayabilmesi,

Artik yiizey etken maddeden kurtulabilme,

Uygun ve kolayca 6l¢eklenebilme,

Kiigiik boyuta sahip olduklarindan dolayr kii¢iikk kilcallardan gegerek
hedeflenen bolgeye gidebilirler,

NP’in partikiil boyutu ve yiizey karakterizasyonlar1 hem pasif hem de
aktif hedeflemeyi saglamak icin kolaylikla manipiile edilebilir.

Istenilen oranda ila¢ salim1 yapabilirler,

Yan etkileri ve toksisitesi azaltilmistir,

pH ve sicaklik gibi etkilere iyi yanit verirler,

Kontrollii salim yapabilirler

Herhangi bir kimyasal reaksiyona gerek olmadan nanopartikiil igine ilag
yiiklenebilir,

Bu sistemler okiiler, paranteral, nazal, oral dahil olmak iizere cesitli

sekilde verilebilirler.

1.1.2. Nanopartikiillerin Dezavantajlar:

NP’in sinirlamalari; kiigiik boyuta ve biiyiikk yiizey alanma sahip

olduklarindan dolay1 (Park, 2007; Rong ve ark., 2003);

>
>
>

Partikiil toplanmasina,
Sinirh ilag yiiklenmesine,

Yiiklenen ilacin ¢abuk salinmasina sebep olabilirler.

Yeni ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesi bir onceki tagima sisteminin

dezavantajlari1 ortadan kaldirmis fakat daha degisik dezavantajlarin ortaya
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¢ikmasina neden olmustur. Buna ragmen ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesiyle
hedeflenebilirligin, salim yapma siiresinin ve etkinligin artmasi gibi bir¢ok avantaj
ortaya c¢ikmustir. Ilag gelistirme sistemlerindeki en biiyiikk sorun suda
¢Oziinemeyen molekiillerin yiiklenememesidir. Bu sorunu ortadan kaldirmak igin
lipozomlar, dendrimerler, polimerik miseller ve KLN gelistirilmis ve basarili

sonuclar alinmistir (Kas, 2002).

1.2. Kati Lipid Nanopartikiiller (KLN)

KLN, 19. y.y.’da Miiller tarafindan gelistirilen son yillarda geleneksel
tasiyict sistemlere (emiilsiyon, lipozom ve polimerik nanopartikiiller) alternatif
olarak kullanilan, 50 ile 1000 nm arasinda boyuta sahip ve oda sicakliginda kati
durumda lipidden olusan, yiizeyinde tek tabaka halinde fosfolipidden ve
hidrofobik bir ¢ekirdekten olusan, diger ila¢ tasima sistemlerinin avantajlarin
birlestiren, su ya da sulu ¢ozeltilerde disperse olan, fiziksel olarak kararli yapiya
sahip kat1 kolloidal ilag tasiyicilardir (Charcosset ve ark., 2005; Kheradmandnia
ve ark., 2010; Pal ve Nayak, 2010; Irache ve ark., 2011).

KLN’ler oda ve viicut sicakliginda kati halde bulunan lipitlerle hazirlanir.
Oda sicakliginda kati olan lipitler tasiyict matris olarak kullanilir (Shegokar ve
ark., 2010; Miiller ve Keck, 2004). KLN kat1 lipid, emiilsifan ve su/¢6ziictiden
olusur. Lipitler trigliserit, gliserit, yag asidi ve steroid olabilir. Cesitli emiilsifanlar
ve ¢oziiciiler lipit dagilimini stabil etmek i¢in kullanilir. 50-100 nm araliginda
parcacik boyutu dagilimina sahip olan kolloidal yapili bu sistemler, hidrofilik,
hidrofobik veya suda ¢6ziinmeyen e.m.’nin ile viicutla uyumlu ve viicutta
metabolize olabilen kati lipitlerin sudaki dispersiyonlarindan olusmaktadir
(Lippacher ve ark., 2001; Ochekpe ve ark., 2009; Padois ve ark., 2011; Mukherjee
ve ark., 2009).

KLN iiretiminde bir ¢ok yiizey aktif madde kullanilabilir (Cizelge 1.1).
Fakat yiizey etken madde (YEM) se¢iminin, sistemin verilis yoluna ve tretim
metoduna bagli oldugu ve parenteral yol igin smirli oldugu belirtilmektedir
(Bunjes, 2011; Serpe ve ark., 2004; Mehnert ve Mader, 2001).
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LiPITLER YUZEY AKTIF MADDELER
Trigliseritler Lesitinler
Trilaurin, Trikaprin, Trimiristin, Tristearin vb Soya yagt lesitini (Lipoid® S 75, S 100)
Hidrojenize ko-gliseritler (Softisan® 142) Yumurta Lesitini (Lipoid® E 80)
Kati yaglar Polisorbat (Tween® 20, 60, 80)
Witepsoller (W35, H35, H42, E85) Fosfatidil kolin (Epikuron® 170, 200)
Gliseril monostearat (Imwitor® 900) Poloksamerler (Poloxamer® 188, 182, 407)
Gliseril behenat (Compritol® 888 ATO) Digerleri
Gliseril palmitostearat (Precirol® ATO 5) Sodyum Kolat, Butanol, Butirik asit
Stearik asit, Palmitik asit, Behenik asit Taurokolik asit sodyum tuzu

Cizelge 1.1. KLN hazirlanmasinda kullanilan lipitler ve yiizey etkin maddeler (Mehnert ve Mader,
2001).

1.2.1. KLN’lerin Avantaj ve Dezavantajlari

KLN’ler diger ilag tasima sistemlerinin avantajlarin1  tasimakta,
dezavantajlarin1  tasimamaktadir. Bu  Ozelliklerinden dolayr  biiyiik  ilgi
gormektedir. KLN’lerin avantajlar1 (Espositove ve ark., 2008; Bondi ve ark.,
2003; Brioschive ve ark., 2008; Jenning ve ark., 2000; Delgado ve ark., 2011,
Seetapan ve ark., 2010; Subedive ve ark., 2009; Gualbert ve ark., 2004; Kamboj
ve ark., 2010);

Kii¢iik boyuta sahip olmast,

Biyouyumlu olmast,

Kontrollii ilag salabilmesi,

Yiizey modifikasyonu ile 6zel bolgelere e.m. tasiyabilmesi,
Kimyasal bozunmalara karsi e.m.’yi koruyabilmesi,

Toksik metabolit liretmemesi,

V V V V V V VY

Endiistriyel boyutta kolay {retilebilme ve iiretim maliyetinin diisiik
olmasi,

E. m.’nin yan etkilerini azaltma veya tamamen ortadan kaldirmasi,
Uretiminde 6zel bir ¢oziiciiye gerek olmamasi,

Sterilize edilebilmesi,

Puskiirterek kurutulabilme ve toz formunda dondurulabilmesi,

vV V. V V V

Liyofilik ve lipofilik e.m.’leri yiikleyebilmesi,
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» Hapsedilmis e.m.’lerin salim kinetigini daha iyi kontrol edilebilmesi,
» Oral, dermal, rektal, transdermal,vs. gibi yollarla verilebilmesi.

KLN’lerin dezavantajlart (Mukherjee ve ark., 2009; Vighi ve ark., 2010;
Jores ve ark., 2003; Irache ve ark., 2011);

Nispeten diisiik e.m. yiikleme kapasitesine sahip olmasi,
Diisiik birlesme oranina sahip olmasi,

Fiziksel olarak stabil olmamast,

Ortamda farkli kolloidal yapilar bulunmast,

KLN dispersiyonlarinin su igerigi (%70-99,9) yiiksek olmasi,

vV V. V V V V

Saklanmas1 sirasinda goriilebilen polimorfik gecisler nedeniyle, etken
madde tasiyicidan hizla digar1 salinabilmesi,

» (Cokme egiliminde olmalari olarak 6zetlenebilir.

1.3. Kati Lipid Nanopartikiillerin Uretim Teknikleri

1.3.1. Yiiksek Basin¢chh Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basin¢li homojenizasyonun, 1950’lerden beri genis Olgekli KLN
tiretimde kullanilan giivenilir en etkili tekniktir. Bu teknikte, yiiksek basingli
homojenizatorler, siviyt 100-2000 bar’lik yiliksek bir basingla birkag pm
araligidaki dar bir delikten gecirirler. Burada sisteme uygulanan sivi kisa bir
mesafede yaklasik 100 km.sn™lik hiza ulagir. Olusan kayma gerilimi ve
uygulanan kuvvet sayesinde partikiil biiyiikliigli nanometre boyutuna diiser. Bu
yontemde sicak homojenizasyon ve soguk homojenizasyon uygulanir (Silve ve
ark., 2011; Li ve ark., 2008; Miiller ve ark., 2002; Lippacher ve ark., 2001;
Sharma A. ve ark 2010; Miiller ve ark., 2000).

1) Sicak Homojenizasyon Yontemi: Temel olarak, suda ¢6ziinmeyen, lipofilik ve
sicakliga dayanikli olan maddeler i¢in uygun bir yontemdir. Lipit, erime
derecesinin yaklasik 5°C—10°C iizerine 1sitilir. E.m. bu eriyikte ¢ozilindiiriiliir veya
dagitilir. Daha sonra ayni sicakliga kadar 1sitilmis YEM igeren sulu faz da yiiksek
hizda karistirma ile disperse edilir. Boylece 6n emiilsiyon elde edilir. Hazirlanan

On emiilsiyon yiiksek basingli homojenizatérden gegirilerek homojenize edilir ve
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oda sicakligina kadar sogutulur. Oda sicakligina geldiginde lipit kristallenir ve
KLN elde edilmis olur. Homojenizasyon tekniginde, basing ayarlanarak veya
istenilen sayida homojenizasyon gerceklestirilerek iiretim yapmak miimkiindiir
(Alhaj ve ark., 2008; Kamble ve ark. 2010; Sharma ve ark 2010).

Homojenizasyon basincini ya da devir sayisini artmasiyla parcaciklar daha
fazla hiz kazanir. Partikiillerin hizinin artmasi kinetik enerjilerinin artmasina
sebep olur. Yiiksek kinetik enerjiden dolayr da partikiil birlesmeleri artar. Bu
yiizden de partikiil biiytikligii artar. Yapilan ¢alismalarda, 3-5 homojenizasyon
sayist ile 500-1500 bar basing kullanilmasinin KLN hazirlanmasinda etkili bir
yontem oldugunu goriilmistiir. Sicak homojenizasyon teknigi yiiksek sicakliga
maruz kalinan siirenin ¢ok kisa olmasi nedeniyle istya duyarli maddelere de
uygulanabilir. Yiiksek sicakliga ¢ok duyarli olan madeler ile hidrofilik maddeler
soguk homojenizasyon yontemiyle hazirlanirlar (Kas, 2002; Miiller ve ark., 2000;
Suresh ve ark., 2007; Mukherjee ve ark. 2009).

ii) Soguk Homojenizasyon Yontemi: E.m.’nin sicakliga bagl olarak bozulmasi
veya farkli tirtine doniismesi, homojenizasyon boyunca sulu fazda dagili kalmasi
ve de nanoemiilsiyon kristallendirme asamasinin karmasik ve zor olmasi
nedeniyle soguk homojenizasyon yontemi kullanilmaktadir (Kas ve Eldem, 2002).

Hidrofilik e.m.’ler igin sicak homojenizasyon teknigi uygun bir yontem
degildir. Bu yontemin ilk asamasi sicak homojenizasyondaki asamaya benzer,
lipid eritilir ve e. m.’nin erimis lipidde ¢6ziinmesi saglanir. Fakat diger asamalar
farklidir. Siv1 lipid i¢inde ¢Ozlinmiis olan e.m. kuru buz veya sivi nitrojen
yardimiyla ani bir sekilde sogutulur. Bu ani sogutma, lipit matriste e. m.’nin
homojen dagilmasina ve lipitin kirilganliginin artmasina neden olur. Sogutularak
kat1 hale gelen karigim Ogiitiici havanda ogiitiilerek, 50-100 um arasinda toz
lipitten olusan parcaciklar elde edilir. Toz iirin, sulu YEM ¢ozeltisinde
dagitildiktan sonra lipitin erime noktasinin 5-10°C altinda, oda sicakliginda veya
oda sicakligi altinda homojenize edilir. Bu sayede KLN elde edilmis olur (Sekil
1.2). Soguk homojenizasyon teknigi sicak homojenizasyon ile karsilastirildiginda,

daha biiyiikk partikiil boyutu ve daha dar boyut dagilimina sahiptir (Parhi ve



Suresh, 2010; Sharma ve ark 2010; Miller ve ark., 2000; Miiller ve ark., 2002;
Mukherjee ve ark. 2009).

Lipid eritilir ve e.m. lipid iginde
disperse edilir.

SICAK SOGUK
HOMOJENIZASYO HOMOJENIZASYON
Disperse olmus e. m. yiikli kati lipid E.m. yiiklii kat1 lipid nanopartikiil kuru

nanopartikiillere ayni1 sicaklikta YEM buz ya da sivi nitrojen ile sogutulur.

eklenir ve karistirilir.

l l

Lipidin erime sicakligimin {istiinde bir Toz halinde elde edilen kat1 lipid
sicaklikta yiiksek basinglt nanopartikiiller YEM ile disperse
homojenizasyon yapilir. edilir ve oda sicakliginda yiiksek

basinglt homojenizasyon yapilir.

!

Kat1 lipid nanopartikiil elde edilir.

Sekil 1.2. Soguk ve sicak homojenizasyonun sekilsel gosterimi

1.3.2. Yiiksek Hizda Karistirma ve / veya Ultrasonikasyon Yontemi

IVERSITESI

Her iki yontem de, yaygin olarak kullanilan ve basit yontemlerdir.
Genellikle bu yontemler bir arada kullanilmakta ve belli bir siire boyunca yiiksek
sicakliklarda uygulanmaktadir. Yontemin esasi, lipidin erime derecesinden 5-
10°C daha yiiksek sicaklikta erimis lipid ve etken maddenin karisrilmasi daha

sonra yiliksek karigtirma hiziyla ayni sicakliktaki YEM’nin karistirilmasi esasina

10
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dayanir. Daha sonra sisteme ultrasonikasyon uygulanir. Bu islemde soguma
sirasinda partikiillerin birlesmesini engellemektedir.

Bu yontemin bir dezavantaji, genis partikiil biiyiikliigi dagilimina sahip
triinler olusturmasidir. Bu durumda saklama sirasinda partikiillerin birleserek
bliyiimesi gibi fiziksel kararlilik problemler ortaya ¢ikar. Ultrasonikasyon
yonteminde metal kontaminasyonu gibi dezavantajlar da gbéz Onilinde
bulundurulmalidir (Sailaja ve ark. 2011; Mukherjee ve ark. 2009; Numanoglu ve
Tarimci, 2006; Kamboj ve ark., 2010).

1.3.3. Coziicii Buharlastirma- Emiilsifikasyon Yontemi

Lipid, su ile karigmayan organik bir ¢oziiciide (toluen, kloroform, vb.)
¢oziiliir. Isiya ihtiyag duymadan ¢oziicii vakum altinda buharlastirilir ve lipid
nanopartikiilleri ¢oker. Hazirlama sirasinda 1s1 uygulanmamasi, yiiksek sicaklikta
bozulan e.m.’lerin yiiklenmesi igin bir avantajdir. Yontemin dezavantaji ise,
organik ¢oziicii kullaniminin gerekmesidir. Bu yontem ile elde edilen {iriiniin
ortalama partikiil biiyiikliigl, organik fazdaki lipidin konsantrasyonuna baglidir (
Kamboj ve ark. 2010; Sailaja ve ark. 2011; Delgado, 2011; Mehnert ve ark.,
2001).

1.3.4.Mikroemiilsiyon

Mikroemiilsiyonlarin diliisyonuna dayanan bu yontemde, lipit (yag asitleri
veya gliseridler) eritilir, su, emiilgatér ve yardimci emiilgator karisimi, lipidle
ayni sicaklikta olacak sekilde 1sitilir ve erimis lipide eklenerek Karistirilir. Olusan
mikroemiilsiyon, 6zel olarak gelistirilen termostath bir siringa kullanilarak, asiri
miktardaki soguk su (2-3 °C) iginde mekanik bir karistirma ile disperse edilir.
Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile sistemden uzaklastirilir.
Mikroemiilsiyonun olusumunda sicaklik ve pH o6nemlidir. Bu teknikte KLN
dispersiyonundaki lipit igerigi azalir (Parhi ve Suresh P., 2010; Hu ve ark., 2002;
Kheradmandnia ve ark., 2010; Kamboj ve ark., 2010).

11
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1.3.5. Siiperkritik Akiskan Metod

Az kullanilan bu yontem, ¢oziicii kullanimindan kaginma, nanopartikiilleri
siispanse elde etmek yerine kuru toz halinde elde etme, yumusak basing ve
sicaklik kosullar1 gibi bazi1 avantajlara sahiptir. CO,, yanici olmamasi, ucuz
olmasi, sistemden kolayca uzaklastirilmasi, kritik sicakliginin ve basicinin diisiik
olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 bu yontem i¢in karbon dioksit soliisyonu iyi bir
secenektir (Kamble ve ark. 2010; Kamboj ve ark., 2010; Mehnert ve ark., 2001;
Parhi ve Suresh, 2010).

1.3.6. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon, KLN’nin uzun siireli fiziksel ve kimyasal stabilitesini
artirmak i¢cin umut vadeden bir yoldur. Kat1 forma dontigiim, partikiil biiylimesini
ve hidroliz reaksiyonlarin1 dnlemektedir. Pahali ve zor olmasina ragmen ¢ok az
agregasyona neden oldugu icin oldukga sik tercih edilmektedir. KLN’lerin
liyofilizasyon sirasindaki agregasyonunu azaltmak, dolayisiyla partikiil biiytikligii
artisin1 onlemek ve kuru {riinlin daha iyi bir redispersiyonunu saglamak igin,
dondurma islemi koruyucular1 eklenmesi gerekmektedir (Numanoglu ve Tarimci,

2006; Gupta, 2006).

1.3.7. Puskiirterek Kurutma

Puskiirterek kurutma, sulu halde bulunan KLN’i kuru bir {iriine ¢evirmek
igin, liyofilizasyona alternatif olarak kullanilan bir yontemdir. Liyofilizasyona
gore daha ucuz bir yontem olmasina ragmen, KLN i¢in nadir olarak kullanilmistir.
Bunun nedeni; yiiksek sicaklik, kayma kuvveti ve partikiillerin kismi erimesi
nedeniyle partikiil agregasyonuna neden olabilmesidir. Yiiksek sicakliklar ve
kayma kuvvetleri, kinetik enerjiyi artirmakta ve bunun sonucunda partikiillerin
carpisma siklig1 artmaktadir. Partikiillerin ¢arpigsmasi, emiilgator filminde kismi
hasara neden olabilmektedir. Bdylece, partikiillerin agregasyon egilimi
artmaktadir. KLN’in s1vi halden kuru toz haline doniistiiriilmesi olduk¢a faydali

olmaktadir. Ciinkii toz halinde elde edilen iiriin s1v1 haldeki iirline goére daha iyi
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stabiliteye sahiptir. Boylece iriiniin saklanmasi kolaylasmakta ve raf omri

artmaktadir (Sailaja ve ark. 2011; Kamboj ve ark. 2010).

1.4. Kati1 Lipid Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
1.4.1.Etken Madde Yiiklenmesi ve Yiikleme Kapasitesi

KLN’nin e.m. yiikleme kapasiteleri eriyen yagda ilacin ¢oziiniilebilirligi,
yag matriksinin yapist ve yag matriksinin polimerik durumu ile sinirhdir. Eger
lipid matriks benzer molekiiller igeriyorsa, milkkemmel kristal olusur. Ciinkd
yiiklenen e.m., yag asitlerinin zincirleri ile yag tabakalar1 arasinda konumlanir ve
e.m.’nin biiyiik miktar1 da kristal i¢inde konumlanamaz. Boylece kompleks
lipidlerin kullanimi ile daha yiiksek ilag yiiklemesi yapilabilir (Shingai ve Moses,
2009).

KLN’e yiiklenen etken made miktart %1-25 arasinda degigmektedir.
Yikleme, e.m.’nin fizikokimyasal Ozelliklerine ve iiretim teknigine baglidir.
Lipofilik 6zellikteki maddelerin ¢ekirdek lipid tabakadaki ¢oziiniirliiklerinin giiglii
olmasi nedeniyle hi¢ bir zorluk yasanmamaktadir. Fakat, diisiik lipofilik e.m.’nin
yiiklenmesinde lipofilik 6zelliklerini artirmak i¢in iyon ¢iftleri olusturulmaktadir.
Iyon ciftlerindeki zincir uzunluguna bagli olarak ilag yiikleme kapasitesi de
degismektedir. Hidrofilik etken maddeler ise ¢oklu mikroemiilsiyonlar
hazirlanarak yiiklenebilmektedir (Kas, 2002; Wissing ve ark., 2004; Uner ve ark.,
2007).

E.m.’nin KLN igine yiikleme kapasitesini etkileyen faktorler (Miiller ve
ark., 2000);

» Kati lipid matriksin kimyasal yapis1
» Lipid matriksin polimorfik formu

» Eritilmis lipid i¢inde e.m. nin ¢ozintrligi

E.m. yiiklenmesi ve buna bagli olarak farkli salim modelleri i¢in ti¢ farkh
model verilebilir (Sekil 1.3) (Miiller ve Wissing, 2002; Jensen ve ark., 2010);
» Kati ¢ozelti modeli
» Cekirdek-kabuk modeli, e.m. ile zenginlesmis kabuk
» Cekirdek-kabuk modeli, e.m. ile zenginlesmis ¢ekirdek
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Kati ¢ozelti ilagla zenginlesmis kabuk  Lipit kabuk

ila¢ molekiiler olarak Lipit ¢ekirdek : ilag/ilagla
dagilmg zenginlesmis cekirdek

Sekil 1.3. KLN’lerde goriilen etken madde yiikleme modelleri (Miiller ve ark., 2000)

1.4.2.11a¢ Salim

KLN’lerin salim profilleri genellikle 2 asamalidir. Bastaki hizli salimin
ardindan, uzatilmis e.m. madde salimi ile ikinci bir faz meydana gelmektedir.
Salim siiresi ve sekli, matriksin yapisina, hazirlanma yontemine, partikiil
biiyiikliigiine, yiiklenen e. m. miktarina ve lipidin nanopartikiil i¢indeki dagilimina
bagl olarak degisir. E.m., ya lipitte molekiiler diizeyde dagilabilir ya da dis
kabukta veya partikiil i¢inde yogunlagsmasi da miimkiin olmaktadir. E.m.
dagilimina en ¢ok etki eden parametreler de, ortalama homojenizasyon sicakligi,
YEM’lerin konsantrasyonu ve kimyasal yapisidir. Partikiiler sistemin biyiikligi
ve yogunlugu, e. m. nin fizikokimyasal 6zellikleri, yardime1 maddelerin etkisi, pH
ve polarite e.m. salimim etkiler (Uner ve Yener, 2007; Uner ve ark., 2007; Souto
ve Miiller, 2007).

KLN’den hizli salim genis ylizey alana, kiigiik molekil biyikligu
nedeniyle yiiksek difiizyon katsayisina, matriksin diisiik viskozitesine ve kisa
difiizyon mesafesine baglanmaktadir (Huang ve Brazel, 2001; Kas, 2002). ilacin
yiizeyden salinmasit durumunda adsorbe olan e.m. salim ortamiyla temas haline
gelince hemen ¢6ziinir. Partikiillerin yilizey tabakasinda tutulmus olan e.m.’ler bu
sekilde salim o6zelligi gosterirler. Bu sekilde salim patlama etkisine (burst effect)

yol acar (He ve ark., 1999).

14



@ ANADOLU UNIVERSITESI

1.4.3.Yiizey ozellikleri

KLN’lerin sekillerinin belirlenmesinde, diger partikiiler sistemlerde oldugu
gibi, atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ve taramali elektron mikroskobu (TEM)
ya da SEM kullanilabilir. Diiz bir silikon ylizeye sabitlenen nanopartikiillerin
sekilleri, AFM ile vakuma ihtiya¢ duyulmadan belirlenebilmektedir (Kas, 2002;
Numanoglu ve Tarimei, 2006). TEM ile de partikiillerin morfolojik 6zellikleri ve
boyutu gozlemlenebilir. Mikrometre altinda boyuta sahip olan partikiiller i¢in iyi
karakterizasyon yontemlerinden biridir (Sailaja ve ark., 2011; Haskell ve ark.,
2006).

1.4.4 Nanopartikiillerin Kararhhg

Nanopartikiillerin raf Omiirleri ve bozulmalar1 sivi kromotografisi kiitle
spektroskopisi (SK-KS) yardimiyla goriilebilir. Belirli bir konsantrasyondaki ve
bellirli bir zaman bekletilmis olan KLN, KS yardimiyla parcalanarak iyonlarina
ayrilabilir. Bu sayede partikiillerin ya da e. m. nin ne kadar siire sonra bozuldugu

gozlemlenmis olur.

1.4.5. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

Partikiil boyutu ve dagilimi, nanopartikiiler sistemlerin en Onemli
karakteristik o6zelliklerinden birisidir. Bu 06zellik nanopartikiiler sistemlerin
hedeflenebilme o6zelligini, toksisitesini, nanopartikiillerin kararliligini, 1ilag
yiikleme kapasitesini ve ila¢ salinimi gibi 6zelliklerini belirler. Nanopartikiillerin
partikiil boyutunun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemler foton
korelasyon spektroskopisi (FKS) ya da lazer kirmimi (LD) yontemidir. FKS’nde
partikiil hareketinin neden oldugu yayilan 15181n yogunlugunun 6lgiimiine dayanir
ve partikiillerin yarigapini belirler. Nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in iy1 bir
cithazdir fakat biiyiik molekiiller daha genis bir bolgede veya daha biiyiik bir ¢apta
151k dagitacagindan FKS mikrometre boyutundaki partikiillerin dagitacagi 1sinin
tamamin1 6lgemez. Dolayisiyla da FKS, biiylik mikromolekiillerin yarigapini

saptayamaz. Genellikle de foton korolesyon cihazi ile aliman sonuglar TEM ile
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dogrulanir (Mohanraj ve Chen, 2006; Sailaja ve ark. 2011; Weyhers ve ark.,
2006).

Zeta potansiyel, kolloidal dagilimlarin stabilitesinin degerlendirilmesinde
onemlidir. Zeta potansiyel ne kadar yiiksek ise kolloidal dagilimlarin stabilitesi de
0 kadar iyidir. Kolloidal partikiiller dispersiyon ortaminda iyon adsorbe ederler.
Pozitif ve negatif olarak yiiklenirler. Her partikiil pozitif veya negatif yiiklii
olusuna gore aksi yondeki iyonlarla ¢evrilebilirler. Tek tabakali (monomolekiiller)
bir yap1 olusturur. Bu tabakanin etrafinda da partikiile bagli olmayan, hareketli
ikinci iyon tabakasi yer almaktadir. Bu tabakaya Helmholtz cift tabakasi veya
hareketli difiize ¢ift tabaka denir. Partikiill yiizeyine yapismis olan elektriksel
tabakanin potansiyeline elektrotermodinamik potansiyel veya Nernst potansiyeli
denir. Cift tabakanin disinda da pozitif iyonlarin negatif iyonlara esit oldugu
noétral bir alan vardir. Partikiiliin yiizeyi ile bu noétral bolge arasindaki potansiyel
farkina zeta potansiyel denir (Sekil 1.4). Diger bir deyisle, zeta potansiyel
partikiiliin yiizeyi lizerindeki net etkili yiikii gostermektedir. Zetametre ile 6l¢iiliir
ve birimi milivolttur. Nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin +£30 mV olmasi
stispansiyonda partikiillerin toplanmasini engelleyen ylizey yliklemesi ile kararli

oldugunu gosterir (Kas, 2002).

partkil gift tabakanin sabit, i oui difize gift tabaka  elektrongtrallik
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Sekil 1.4. Zeta potansiyel’nin sekilsel gosterilmesi

16



@ ANADOLU UNIVERSITESI

1.4.6. KLN ile Yapilan Calismalari

Schwarz ve Mehnert yaptiklari calismalarda, zeta potansiyel degerinin ve
partikiil boyutunun ila¢ yiikleme kapasitesine etki ettigini ayrica, KLN’lerin
stabilitelerinin uzun olmadigini, KLN’in ila¢ yiikleme kapasitesi acisindan diger
tastyict sistemlere gore daha iyi oldugunu bulmuslardir (Schwarz ve Mehnert,
1999). Oksibenzon KLN’den iretilen giines kreminin ayn1 boyuttaki
emiilsiyonlara gore %50 daha az salim yapti81, dolayisiyla salim yapma siiresinin
uzadigr bulunan ¢alismada KLN’in 2 avantaji tespit edilmistir. Birinicisi,
potansiyel olarak tehlikeli giines 1sinlarinin azaldigini, ikincisi, KLN ile yapilan
giines kreminin ciltte daha uzun siire kaldigin1 dolayisiyla da giines 1sinlarindan
daha uzun siire korudugu goriilmiistir (Wissing ve Miiller, 2002). Baska bir
caligmada mikroemiilsiyon yontemiyle 60 nm boyuta sahip KLN iiretilmis ve bu
partikiillere magnetit yiiklenmistir. Yapilan karakterizasyon caligmalar1 sonucu
olarak da manyetik parcaciklarin ¢evresine lipidin toplandigini, manyetik alanda
nanopartikiillerin toplanma ve sedimentasyon gibi dezavantajlarinin yok oldugunu
gormiislerdir. Bu sayede de hedeflemenin kolay yapildigini gormiislerdir (Igartua
ve ark., 2002). Yang ve Zhu, yaptiklar1 ¢alismalarinda, Kanfotoksin yiiklii
KLN’in kanfotoksine gore kararliliginin daha fazla oldugunu ve etki siirelerinin
daha uzun oldugunu bulmuslardir (Yang ve Zhu, 2002). Diger bir ¢alismada
KLN’ler mikroemiilsiyon sistemlerle karsilastirilmis ve bu asamada farkli
konsantrasyonlarda triptolid yiiklii KLN’ler hazirlamglar. ilag salim zamani ve
hizina bakarak KLN’lerin konsantrasyonlar1 arttikca etkilerinin de arttigim1 ve
ayrica KLN’lerin mikroemiilsiyon sistemlerine gore daha kararli oldugunu
bulmuglardir (Mei ve ark., 2003). Ultrasonikasyon yontemi kullanilarak klozapin
yikli KLN iretildigi bir c¢alismada, iiretiminde yag asidi olarak trigliserit
kullanarak diger yag asitlerine gére e.m.’nin daha kolay yiiklendigi, e.m. yiiklii
KLN’lerin biyouyumlulugunun arttigi  bulunmustur (Venkateswarlu ve
Manjunath, 2004). Jores ve ark. KLN’lerin yiizeylerinin tiim e.m.’lere uygun
olmadigini, daha farkli modifiye edilerek KLN’lerin ilag¢ yiikleme kapasitesinin ve
yiiklenecek olan ilag tiirliniin degistirilebilecegini bulmusglardir. Ayrica KLN’lerin
farmakokinetik 6zelliklerinin degistigini gormiisler (Jores ve ark., 2004). Hu ve

ark. ¢oziicii difiizyon yontemiyle peptid ylikli KLN hazirlamiglar ve 12 saat
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boyunca salim yaptigin1 gérmiisler (Hu ve ark., 2004). Schubert ve Miiller-
Goyman irettikleri KLN’lere karakterizasyon ¢alismalar1 yapmislar ve e.m.’nin
%30 kritik konsantrasyona ulasincaya kadar parcacik boyutunun azaldigini, e.m.
yiiklerken KLN’nin partikiill boyutunun azaldigin1 bunun yaninda sulu fazda
stirekli bir emiilgator konsantrasyonunda lipid matriks i¢indeki €.m.’nin KLN’nin
zeta potansiyeline bagli oldugunu, buna karsilik olarak sulu fazda partikiil
boyutunun ve zeta potansiyelinin emiilgatdor konsantrasyonuna bagli olarak
azaldigini, ayrica kat1 ve kristal durumdaki partikiillerin anizometrikal bir sekilde
sekillendigini, KLN’lerin kristallenmelerinin lipid matriks iginde trigliserid
konsantrasyonuna bagli oldugunu gézlemlemisler (Schubert ve Miiller-Goymann,
2005).

Baska bir caligmada mikroemiilsiyon teknigi ile iretilen KLN’in ilag
yiikleme kapasitesi (% 70), partikiil boyutunun (447 nm) lipid ve emiilsifer
miktarindan etkilendigi bulunmustur (Tiyaboonchai ve ark., 2007). Miiller ve ark.
yaptiklar1 ¢aligmalarinda KLN i¢ine yiiklenen % e.m. miktarmin KLN
dispersiyonun % bilesen toplamiyla, % e.m. miktarinin ¢arpimina esit olacagini
gostermislerdir. Omegin %10 KLN dispersiyonu ve %2 e.m. miktar1 varsa
KLN’lerin e.m. yiikleme kapasitelerinin %20 olacagint sdylemislerdir. Bunu
yaninda KLN’lerde etken madde bozunma miktariin kolayca hesaplanamadigini
e.m.’nin bozunma miktarina bakilirken plazma konsantrasyonuna da bakilmasinin
onemli oldugunu belirtmislerdir (Miiller ve ark., 2008). Zhu ve ark. hazirladiklar
KLN’de partikiil boyutu, ilag salimi, ila¢ yiikleme kapasitesi, termal analizi gibi
karakterizasyon ¢aligmalart yapmislar ve partikiil biiyiikliiginii 50 nm 6l¢miisler
ve %71,6 ilag yiikleme kapasitesi bulmuglar. Sonug¢ olarak KLN’lerin daha uzun
siire salim yaptigini, daha hizli ve uzun siire etki ettigini, lirettikleri KLN’lerin
cogunun kiiresel sekil aldigin1 gozlemlemisler ve fiziksel ozelliklerinin iyi
oldugunu gérmiisler (Zhu ve ark., 2009).

Blasi ve ark. yiiksek basingli sicak homojenizasyon teknigi kullanilarak 3
farkli matriks yapisina sahip lipid nanopartikiiller {retmislerdir ve YEM
konsantrasyonuna ve homojenizasyon cevirme sayisina bakmislardir. Beyine
hedefleme yapmak i¢in uygun lipid mataryelleri ve c¢alisma kosullarini

bulmuslardir (Blasi ve ark., 2011). Das ve ark., emiilsifikasyon- ultrasonikasyon
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yontemiyle trettikleri KLN’in partikiil boyutunu, ilag salimini ve ilag yiikleme
kapasitesini aragtirmiglar. KLN’in biyoyararlanimlarinin ve fizikokimyasal
ozelliklerinin de iyi oldugunu gormiisler (Das ve ark., 2011). Xie ve ark., sicak
homojenizasyon metodu yardimiyla KLN iiretmisler. Yag zinciri uzunlugunun
ilag yiiklenmesini olumlu yonde etkiledigini yani yag zinciri uzatildiginda daha
¢ok e.m. yiiklenebilecegini buna bagli olarak da biyoyararlanimin ve KLN’nin
dolasim siirecinin arttigin1 ve KLN’lere e.m. yliklenmesinde uygun yag asitlerinin
secilmesi gerektigini bulmuslardir (Xie ve ark.,2011). Vitorino ve ark. KLN’in
ozelliklerine bakmak i¢in FTIR, TEM, DSC, vb. gibi analizler yaparak, KLN’lerin
boyutunu, bozunma hizin1 ve lipid yapisini incelemisler. Partikiil biiyiikligiint
lipid tirtine veya YEM’in etkilemedigini, ¢oziliciiniin ve lipid miktarinin
etkiledigini bulmuslar (Viterino ve ark., 2011). Kovacevic ve ark., YEM’nin
hidrofobik zincir yapisinin partikiillerin kristallenme egilimlerinin artirdigini
bunun yaninda lipid matriks molekiillerinin ve YEM’nin etkilesmesiyle ayrica
YEM’nin  yapisinin  partikiillerin ~ kristallenmelerine ~ sebep  oldugunu
gozlemlemisler. KLN’in kristallenme durumlar1 ve stabilitelerini gelistirmislerdir
(Kovacevic ve ark., 2011). Ying ve ark., KLN’e kimyasal ¢apraz bagli madde
baglamislar ve salim zamani ve hizini incelemigler. Salim oraninin e.m. miktarina

ve molekiil agirligina bagl oldugunu bulmuslardir (Ying ve ark., 2011).

1.5. Dendrimerler

Dendrimerler, boyutlar1 50-1000 nm arasinda degisen makromolekiilleri bir
arada tutan bir ¢ekirdek, dallanmis molekiillerden olusan i¢ bolge ve sonunda bir
cok sayida fonksiyonel grubu olan suda ¢oziinebilen, enkapsiilasyon 6zelligine
sahip, hedefleme ve modifiye yapilabilen ilag tastyicilardir. I¢ gekirdek
molekiillerin merkezini olusturur ve disa dogru dallanarak genisler (Sekil 1.5). Bu
merkeze, fonksiyonel gruplar sayesinde hem hidrofilik hem de hidrofobik e.m.’ler
yiiklenebilir  (Bharali ve ark., 2009; Perumal ve ark., 2008; Tomalia, 2005;
Ciolkowski ve ark., 2011).
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Sekil 1.5. Dendrimer’in temel yapisi

Dendrimerler’in yiizeyleri, ¢6ziinebilirligi degistirici, 6zel hedeflemeyi
saglayict 6zel bir platform gibidir. Dendrimerler genelde yiiklenecek molekiilleri
tanidig1 ve bu molekiillerin yiizeyine baglandiginda kolayca kontrol edilebildigi
icin lipozom, misel gibi diger ila¢ tasima sistemlerinden farklidir. ilk olarak
Tomalia ve arkadaslarmin gelistirdigi bir sistemle dendrimerler ilag gelistirmede
ve goriintiilemede kullanilmaktadir. Dendrimerlere etken maddeler ya i¢ bolgeye,
ya da adsorbe veya kimyasal yontemlerle yiizeyine baglanarak belirli bolgelere
hedeflenmesi saglanmaktadir. Ayrica matematiksel olarak yiizey gruplarinin
baglanmasi1 ayarlanabilir (Tomalia ve ark., 2007; Leel ve ark., 2005; Oliveira ve
ark., 2010).

Giiniimiizde, dendrimerlerle e. m. tasinmasi 3 farkli yontemle olmaktadir;
Kovalent bag ile, iyonik etkilesimlerle ve kapsiillestirilip misel olusumu ile
baglanabilir (Morgan ve ark., 2006)

Dendrimerlerin degisik cesitleri bulunmaktadir. Giliniimiizde en yaygin
kullanilan poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleridir. PAMAM dendrimerler
spesifik ve sentetik makromolekiillerden olusan ilag¢ tasima sistemidir (Zhu ve
ark., 2010). Bu dendrimerler daha ¢ok suda ¢oziinebilen ve biyouyumlu olan
ligandlar tasinmaktadir ve ilag tasimada, ila¢ hedeflemesinde ve goriintiilemede
yaygin olarak kullanilmaktadir (Patri ve ark., 2004; Naha ve ark., 2010; Borowska
ve ark., 2010; Caminade ve ark., 2010).

Dendrimerlerin sentezlenmesinde genellikle 2 strateji yaygimndir; Birincisi,

iraksak yontemidir ve dendrimerler merkezden ¢ekirdegin disinda dogru
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biyiitiliirler. Diger yontem ise yakinsak yontemidir ve yiizey birim monomerleri
birbiriyle baglanarak ¢ekirdek i¢ine dogru sentez yapilabilir (Sekil 1.6) (Wolinsky
ve Grinstaff, 2008).

Q0

o0

Tlag Molekiilii flag Molekiilii

Sekil 1.6. Yakinsak ve iraksak metodun karsilagtirilmasi

Dendrimerlerin avantajlari;

» Nanoboyuta sahip olmalari,

» Hedefleme gruplariyla, biyouyumlu molekiillerle ve e. m.’lerle baglanacak
bir ¢ok sayida fonksiyonel ylizey gruplarinin olmasi,

» Yiizeylerindeki fonksiyonel gruplar modifiye edilerek e. m. yiiklenmesi ve
biyouyumlulugu artirilabilir (PEG modifiyeli) olmasi,

» E.m.ler ylizeyle ¢ekirdek arasindaki i¢ bolgeye yiiklenerek toksisite
azaltilabilir ve kontrollii salim kolaylastirilabilir olmasi,

» Pozitif yiiklii dendrimerler degisik derecelerde toksisite gosterirken negatif
yiiklii ve notr dendrimerler genellikle biyolojik olarak uyumlu olmasi,

» E. m.’nin farmakokinetik 6zelliklerini degistirebilir olmasi gibi avantajlari
vardir (Pan ve ark., 2007; Joralemon ve ark., 2005; Li ve ark., 2002;
Tintaru ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2010; Bharali ve ark., 2009).

Dendrimerlerin dezavantajlar ise; {liretiminde reaksiyon olusturulmasi i¢in

¢Oziicliniin kullanilmamasi,

» (Coziicii olmadigindan reaksiyonun zor kontrol edilmesi,

> Uretim icin metal katalizdre ihtiyag olmasi,
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> Uretim sirasinda ortamda gaz fazinda olusan bilesikler istenmeyen bir
desen olusturabilir,

» Cok diisiik molekiil agirlikli e. m.’lerin hedeflenmesi olduk¢a zordur (Wu
ve ark., 2002; Killops ve ark., 2008; Gillies ve Frechet, 2005).

1.6. Miseller

Ilag tasima sistemi olarak kullanilan miseller nano boyutlu ve termodinamik
olarak kararli yapiya sahiptirler. Miseller sulu bir faz i¢inde amfifilik polimerler
¢ozdiiriilerek olusturulan, 10-100 nm araliginda boyuta sahip ila¢ tasiyicilardir
(Lukyanov ve Torchilin, 2004; Soga ve ark., 2005). Miseller nano boyutlu bir
cekirdek ve amfifilik blok kopolimerlerden olusurlar. Cekirdekleri genellikle
hidrofobik yapidayken dis kabuk hidrofilik yapidadir. Di1s kabuk, ila¢ yikli i¢
¢ekirdegi korumaktadir (Sekil 1.7) (Shin ve ark., 2009).
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TEE TABAKA —e-

MONOMER —T——————@= &
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Misel yapiminda amfifilik kopolimerler kullanilir ve bunlar ayni iki tiir veya

MISEL

Sekil 1.7. Misellerin olusum semasi

hidrofilik monomer ve hidrofobik monomer gibi birbirinden farkli iki

monomerden olusabilir. Ilk olarak hidrofilik bir zincire hidrofobik bloklar
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birlestirilerek kopolimerler olusturulur. Misel yapiminda stabiliteyi artirmak i¢in
deterjanda kullanilir. Misellere yapimi asamasinda deterjan eklenerek suda
¢Oziinilirliigli az olan ilaglar hidrofobik ¢ekirdege daha fazla yiiklenir ve boylece
biyoyararlanim artmis olur. Bazi durumlarda gelistirilmis gecirgenlik sayesinde
hedeflenme kendiliginden saglanabilir (Lukyanov ve Torchilin, 2004; Sezgin ve
ark., 2006; Gaucher ve ark., 2005).

Misellerde molekiillerin misel ¢ekirdegine yiiklenmesi 6nemlidir. Hidrofilik
ilaglarin yiiklenmesi smirli oldugu i¢in suda ¢oOzilinen ilaglar nispeten diisiik
oranda ytiklenir. Miselerin i¢lerine yiiklenen maddelerin molekiil agirliklar diistik
oldugu icin hedeflenme Ozellikleri yiiksektir. Misellere yiiklenecek olan
molekiiller kararsiz yapiya sahip ise hedefleme yapilmasit olduk¢a zordur
(Yamamoto ve ark., 2007). Misellerde hedeflemenin daha kolay yapilabilmesi i¢in
dis yiizeylerine polietilen glikol (PEG) baglanarak fizikokimyasal ve biyolojik
ozellikleri artirilabilir. Boylece misellerin belirli bir bolgede toplanmasi ve o
bolgede salim yapmasi da artirilabilir. Miseller, ya katyonik blok kopolimerler ile
negatif yiikler arasindaki elektrostatik etkilesmelerle ya da amfifilik blok
kopolimerler ve hidrofobik bloklar arasindaki hidrofobik gii¢ler tarafindan bir
arada tutulurlar. Miseller gelismis gegirgenlik ve tutma etkisi denilen 6zellige
sahiptir. Geligmis tutma etkisi (EPR) niifuz etme 6zelliklerinden dolayi misellerin
belirli bolgelerde birikme oranlari artirtlmistir. Hidrofilik ve hidrofobik bloklar
arasindaki oran, genel zincir uzunlugu, kimyasal bilesimi, kullanilan polimerlerin
cesidi misellerin Ozelliklerini belirleyen ana faktérlerdir (Chang ve Chu, 2008;
Rijcken ve ark., 2007; Attia ve ark, 2011; Sun ve ark., 2009; Licciardi ve ark.,
2006).

Misellerin yiizeylerine antikor, peptid, hormon gibi diisiik molekiil agirlikli
molekiiller baglanarak hedefleme yapilabilir. Misellerde suda hidrofobik maddeler
cozdiirtilerek cekirdegine toplanir ve hidrofobik molekiiller suda ¢oziilerek
hedefleme yapilir. Miselleri daha etkili yani akilli bir malzeme yapmak igin ise
sicaklik ve pH’ ya hassas, ¢evre degisikliklerine kolay yanit veren malzemeler
kullanilmaktadir. Buna gére miseller termosensitif miseller, pH-duyarli miseller
olarak isimlendirilirler (Sezgin ve ark., 2006; Sun ve ark., 2010; Trubetskoy ve
ark., 2006; Yang ve ark., 2008; Osada ve ark., 2009; Lee, 2008).
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Misellere yiiklenecek olan maddelerin iyonik ya da non iyonik maddeler
elektrostatik etkilesmelerden yararlanilarak yiiklenir (Boudier ve ark., 2009).
Hidrofilik kabugun farmakokinetik oOzelliklerinin modifikasyonu ile suda
¢oziilmeyen ilaglar hidrofobik cekirdegin bosluguna yiiklenebilir (Ye ve ark.,
2008; Liu ve ark., 2005; Kim ve ark., 2008; Uskokovic ve Drofenik, 2007).

flag tasima sistemlerinden biri olan misellerin avantajlar1 (Ye ve ark., 2008;
Lukyanov ve Torchilin, 2004; Bae ve ark., 2007; You ve ark., 2008; Lee,2008);

» Hidrofobik ilaglarin ¢Oziiniirliginii ve farmakokinetik ozelliklerini
artirabilirler,
Uzun yapisal stabiliteye ve yiiksek kinetik stabiliteye sahiptirler,
Nano boyutta partikiil biiylikliigiine sahiptirler,
Dagilimlart yavastir,

Yiiksek termodinamik 6zellikleri vardir,

YV V V V V

Yiiklenen ilacin toksisitesini diistirtirler.

Dezavantajlari,

Bir ¢oziiciiniin ve YEM’nin toksisiteye ve istenmeyen bir¢ok yan etkiye
sahip olmalaridir. Uretiminde kullanilan ve yiiklenecek maddenin birlesme
Ozelliginin diisiik olmasi nedeniyle hizli salim yapmasi istenmeyen bir 6zelligidir
(Sezgin ve ark., 2006). Misellerde ilag yiiklemesi ve hedeflemesi her zaman ayni
olmayabilir (Shin ve ark., 2009).

1.7. Lipozomlar

Lipozomlar, hidrofilik ve hidrofobik e.m.’leri tasima ve koruma
yeteneklerine sahip olduklarindan dolayr yaygin bir sekilde ila¢ tasima sistemi
olarak kullanilmaktadir (Shao ve ark., 2006; Ishida ve ark., 2006).

Boyutlar1 50-200 nm arasinda degisen i¢ ¢ekirdek ve fosfolip tek tabakadan
olusurlar. Yapilarinda PEG, poliakrilamid gibi sentetik polimerler ya da
glikolipidler gibi dogal bilesenler kullanilarak lipozomlarin yiizey degisiklikleri
yapilarak stabil lipozomlar ftretilir (Ji ve ark., 2006; Lindner ve ark., 2008;
Zamboni, 2005).
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Fosfolipidler genellikle hidrofilik 1s1 grubu ve iki tane hidrofobik zincirden
olugmaktadir. Lipozomlarda hidrofilik ilaglara i¢ sulu bosluga, lipofilik ilaglar
fosfolipidik tek tabakaya yiiklenerek kullanilir (Sekil 1.8) (Castelli ve ark., 2010;
Goyal ve ark. 2005).

Lipozomlara maddelerin yiiklenmesi, lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda
e.m.’nin yiiklenmesi veya bos lipozomlara e. m.’nin yiiklenmesi seklinde olur

(Chonn ve Cullis, 1995).

suDa
COZUNEN + su I
YAG [N
GIBI
FOSFOLIPID

FOSFOLIPID
TEK TABAKA

= /
LiPOZOM

Sekil 1.8. Lipozom yapisinin sematik olarak gosterilmesi

Lipozomlar, ince tabaka buharlastirma, dondurarak ¢6zme, ters faz
buharlastirma, sonikasyon gibi bir¢ok degisik yontemle {iretilebilmektedir.
Lipozomlarin {iretim tekniklerinde kullanilacak teknigin secilmesinde boyut
dagilimi ve ylizey Ozellikleri O6nemlidir. Boyut dagilimi lipozom iiretim
metodunda fiziksel ve kimyasal parametrelere baglidir (Justo ve Moraes, 2010).

Lipozomlarin tek veya c¢ok tabakali olmalarina goére 3 sinifta incelenir. Bu
smiflandirmada lipidin, hidrofobik alkil zincir uzunluguna, alkil zincirin
doymamiglik derecesine, polar olan 1s1 gruplarinin yapisina baglhidir (Crommelin
ve ark., 2001). Lipozomlar genel olarak 3’ayrilir. (Yokoyama ve ark., 2005;
Kozubek, 2000; Kas, 2002).
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Cok tabakal lipozomlar (MLV): I¢ ice bir ¢ok tabakadan olusan, tabakalar
arasinda sulu faz baridiran ve biiyiikliikleri 400-3500 nm arasinda degisen
lipozomlardir. Hidrofilik e.m.’ler sulu fazda, lipofilik e.m.’ler lipid tabakalarda
tutunurlar. Ancak lipid tabaka sayisi fazla oldugu i¢in lipofilik maddelerin tutulma

orani diger lipozom tiirlerine gore daha fazladir (Sekil 8).

Biiyiik tek tabakali lipozomlar (LUV): Tek tabakali biiylik lipozomlar, tek bir
lipid tabakasindan olusan ve 100 nm’den daha biiyiik olan bir lipozomlardir.
Iclerindeki sulu faz MLV lere gére daha fazla oldugu icin sulu fazda tutulan e. m.
miktar1 fazla olmaktadir. Daha az lipid kullanilarak hazirlandiklart i¢in daha
ekonomiktirler. Boyutlar1 homojenizatorler kullanilar  istenilen boyuta
ayarlanabilmekltedir. Genellikle ters faz buharlastirma ve deterjan dializ

yontemleri ile liretilmektedir.

Kiiciik tek tabakal lipozomlar (SUV): Biiyiikliikleri 0.25-0.50 nm arasinda olan
tek tabakali lipozomlardir. Hazirlanmalarinda kullanilan en yaygin yontem
MLV’lerin sivi azot altinda sonikasyonudur. Avantaji hazirlanmasi sirasinda
sicakligin her zaman denetlenebilir olmasidir (Sekil 1.9).

Bu lipozom tiirlerinin yaninda pH’ya ve sicakliga hassas, hedeflenebilen,
katyonik ve anyonik lipozomlar, vb. gibi bir ¢ok lipozom tiirleri de gelistirilmistir

(Kas, 2002; Obata ve ark., 2010; Crommelin ve ark., 2001; Mahato, 2007).
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Sekil 1.9. Lipozom gesitlerinin gosterilmesi

Lipozomlar’in avantajlar1 (Shao ve ark., 2006; Przeworska ve ark., 2010;
Evjen ve ark., 2011; Hwang ve ark., 2007; Khalil ve ark., 2008; Yamauchi ve
ark., 2008; Sihorkar, ve Vyas, 2001);

» Biyolojik olarak yikilirlar ve parcalandiklarinda toksik 6zellik
gostermezler.

Kiigiik dozlarda terapotik etki saglayabilirler.

Kontrollii salim yapabilirler,

Yan ve toksik etkileri azaltir veya tamamen ortadan kaldirabilirler,
Yarilanma 6mrii kisa olan maddelerin yarilanma 6mriinii uzatabilirler,
Suda ve yagda ¢6ziinen maddeleri tasiyabilirler,

[lac1 hedeflenen bolgeye gotiirebilirler,

YV V. V V V V V

Lipozomlanmis maddenin dagilimi, absorpsiyonu, eliminasyonu normal
maddeden farklidirlar,

Aktif bilesiklere hedeflenebilirler,

Ozel bolgelere hedeflenebilirler,

Y VY

» Ilacin toksitesini azaltabilirler.

Lipozomlarin dezavantajlari; (Ishida ve ark., 2010; Hwang ve ark., 2007;
Yamauchi ve ark., 2088; Khalil ve ark., 2008)
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Stabilite sorunlarimin olmasi,

Endiistriyel boyutta iiretimlerinin zor olmasi,
Seriler arasi farkliliklarinin olmasi,
Ekonomik olmamalari,

Uzun hedefleme yapilamamalari,

Sterilize edilememeleridir (Kas, 2002; Zamboni, 2005).

YV V V VYV V V

2.  Nokodazol’iin Biyokimyasal Yapisi

Nokodazol, oldukga diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek affiniteyle beta-
tubuline  baglanabilen, sentromerlerin  morfolojilerini  ve mikrotiibilleri
degistirebilen bir maddedir. Mikrotiibiiller, hiicre bdoliinmesi  sirasinda
kromozomlarin transferinde, dokudan dokuya degisen cesitli diger kimyasallarla
birlikte organellerin ve paketlenmis kimyasallarin hiicre igerisinde ve hiicre disina
tasinmasinda kullanilir (Shen ve ark., 2005; Cho ve ark., 2006). Kanser hiicreleri
tizerinde inhibitor etkiye sahip olan ve kanser hiicrelerini apoptosize gotiiren
antikanserojen bir ilagtir (Li ve ark., 2009; Lee ve ark., 2010).

Nokodazol, genellikle kemoterapétik tedavi ve farmasotik uygulamalarda
daha yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen, son zamanlarda fungusit olarak da
uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde genel olarak, kanser hiicrelerini 61diirmek ve
hiicre boliinmesini durdurmak i¢in mikrotubiil inhibitorii olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, hiicre boliinmesi tizerindeki etkilerden dolay1 andploit ve poliploitlere

neden olabilir (Decordier ve ark., 2008).

2.1. Nokodazol’iin Ozellikleri
» Mikrotubiil sentezini engelledigi igin Klinikte bir anti kanser ilaci olarak
kullanilmaktadir.
» Hiicre dongiisiindeki fazlarda etkili oldugu i¢in hiicre boliinmesi lizerinde
etkilidir.
» Akim sitometri cihazinda analiz edildiginde DNA’nin M fazinda ya da
G2’ fazinda nokodazoliin etkili oldugu goriiliir ve buradan yola ¢ikarak

hiicre dongiisii tizerinde etkisine bakilarak, hiicreler tedavi edilebilir.
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» Nokodazol tubiiline baglanarak mikrotiibiil inhibe ettigi i¢in mitozu inhibe
ederek hiicreyi apoptoza gotiirlir (Attia ve ark., 2008; Li ve ark., 2009;
Cho ve ark., 2006; Decordier ve ark., 2008).

Hiicrelerin nokodazol ile tedavisine mikroskop altinda bakildiginda,
nokodazol mikrotubiil polimerizasyonunda etkili oldugu i¢in mitoz asamasinda
etkili oldugu goriilmektedir. Yani hiicrelerde metafaz asamasinda ig iplikgikleri
olusumu engellediginden dolayr hiicrenin boliinmesini durdurarak mikrotubiil

polimerizasyonunu engeller (http://en.wikipedia.org/wiki/Nocodazole).

2.2. Nokodazol’iin Kimyasal Yapisi ve Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal adi Methyl (5-[2-thienylcarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl olan,
kapali formiilii C14H11N3O3S ve agik formiilii Sekil 1.10°da gosterilen, molekiil
agirhigr 301,3 g/mol, erime sicakhigr 256 C olan DMSO’da ¢oziinebilen organik
bir maddedir (http://en.wikipedia.org/wiki/Nocodazole; http://www.sigmaaldrich.

com.)

H @)
S N %o/
\ >—NH

N

Sekil 1.10. Nokodazol’iin agik kimyasal yapist

2.3. Nokodazol ile lgili Cahsmalar

Nokodazol ile ilgili galismalarin ¢oguna bakildiginda, antikanserojen bir ilag
oldugu i¢in kanser hiicreleri iizerinedir. Baumgartner ve ark. nokodazol ile
parazitler lizerinde calismiglar ve nokodazoliin tersinir hiicre dongiisiinii artirict
kapasiteye sahip oldugu i¢in hiicre dongiisii calismalarinda kullanilabilecegini,
nokodazoliin parazitlerin miktarin1 ve kalitesini artirmak i¢in konak hiicrelere
bagli oldugunu konak hiicre mirotubiillerini yok etmek i¢in farkh

konsantrasyonlarda etkili oldugunu bulmuslardir (Baumgartner ve ark., 1999).
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Shen ve ark. farelere belirli siirelerde ve farkli konsantrasyonlarda nokodazol
uygulamiglardir. Nokodazol konsantrasyonu arttik¢a, hiicre dongiisiindeki fazlarin
stirelerinin azaldigimi ve oldukga diisiik dozlardaki nokodazoliin bile kromozom
tizerinde etkili oldugunu bulmuslardir (Shen ve ark., 2005). Mariante ve ark.
tedavi amaciyla hiicrelere nokodazol uygulamiglar, meydana gelecek olan
degisiklikleri gormek icin mikroskop altinda incelemisler ve sonug¢ olarak da
nokodazoliin hiicrenin kromozomlarinda degisiklik meydana getirdigini ve
mikrotubiil olusumu ile tubiiliin polimerizasyonunun etkileyerek, tubiiliin
hedeflenmesi ile de bazi hastaliklarin tedavi edilebilecegi bulmuslardir (Mariante
ve ark., 2005). Cho ve ark. Hela hiicrelerinde mikrotubiil yok edici ajanlar
kullanarak gen baskilamasini artirict analizler yapmislardir. Mikrotubiil yikic
ajan olarak da nokodazol kullanmislar ve mikrotubiil aginin ¢esitli mekanizmalar1
sayesinde kardes kromotidlerin ayrilmasinin kolaylastigini, nokodazoliin hiicre
iskeletini degistirdigini bulmuslardir. Hiicre iskeletinin tekrar modellenmesi igin
de, ig ipliklerinin olusmasi i¢in ek mekenizmalarin gerektigini ayrica mikrotubiil
yikic1 ajanlarin mitoz sirasinda birden fazla yollara sapacagindan dolay1 bir ¢ok
yolagin izlenmesi gerektigini bulmuslardir (Cho ve ark., 2006). Beswick ve ark.
nokodazolii farkli hiicrelere vermisler ve nokodazoliin hiicrelerde mitozu inhibe
ettigini ve hiicreleri apoptoza gotiirerek o6ldirdiigini bulmuslardir (Beswick ve
ark., 2006). Marx ve ark. mikrotubiil yapisal proteini tubiilin ile farkl
konsantrasyonlarda nokodazoliin farkli kanser hiicreleri ile etkilesimini
incelemislerdir. Protein tubiiliin yapilarina yiiksek konsantrasyonlarda nokodazol
uygulandiginda, tubulin yapilarii degistirdigini ve diisiik konsantrasyonlarda
nokodazoliin mikrotubiillerin  dinamik stabilitesinin  zayiflattigi  sonucuna
varmiglar (Marx ve ark., 2007). Attia ve ark. balik spermleri iizerinde
nokodazoliin etkisini ¢alismislardir ve nokodazoliin mayoz boéliinme siiresini 24
saate uzatarak, mitoz sirasinda andploidlere sebep oldugunu ve kemoterapik
uygulamalarda kullanimiin dogurganligi azalttigini bulmuslar. Ayrica, tiim
calismay1 18 farkl kimyasal madde ile denemisler ve bunlar i¢inde nokodazoliin
de bulundugu sadece 4 farkli kimyasal maddenin andploidlere neden oldugunu ve
mayoz siiresini geciktirdigini bulmuslardir (Attia ve ark., 2008). Decordier ve ark.

cesitli hiicreler iizerinde nokodazoliin etkisini incelemisler ve nokodazoliin
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hiicreleri 8-9 saat sonra apoptoza gotiirdiiglinii fakat mitoz asamasinda etkili
oldugu i¢in hiicrelerin beklenen 6lim oranindan daha az oranda dliime gittigini
bulmuslardir (Decordier ve ark., 2008). Li ve ark. nokodazol yiiklii altin
nanopartikiiller ve lipozomlar hazirlayarak, aralarindaki farki arastirmiglar ve gen
taginmast ile 1ilgili deneyler yapmislardir. Sonug¢ olarak da nokodazoliin
transfeksiyon artiric1 bir 6zellige sahip oldugunu, nokodazol yiiklii lipozomlarin
agregasyona ugradigmi ve etkili bir sekilde gen tasimadan Once hiicrelerin
nokodazol ile tedavi edilmesi gerektigini ayrica nokodazol yiiklii altin
nanopartikiillerin daha etkin olmasi icinde kullanilan lipitlerin modifiye
edilmesinin daha iyi olacagini bulmuslardir (Li ve ark., 2009). Lee ve ark.
domuzlara SCNT embriyolar: transfer etmisler ve bunun sonucunda dogacak olan
domuz yavrularinin canlilik oranlarinin neredeyse 0 olacagini goérmiislerdir. Daha
sonra domuz embriyolarina nokodazol ile tedavi adilmis SCNT embriyolari
transfer etmisler ve bunun sonucunda da dogan domuz yavrularinin canli oldugu
ve ilk duruma gore canlilik oranmin ise neredeyse %350 oraninda arttigini

gormiislerdir (Lee ve ark., 2010).
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GEREC VE YONTEM
1. Gerec

1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

DMSO
Hidroklorik asit
Metanol
Naproksen
Nokodazol
Uranil Asetat
Tween 80

1.2. Kullanilan Cihazlar
Buzdolab1

Derin Dondurucu

Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Distile SU Cihazi

DSC

FT-IR

Spektrum 2000, Ingiltere
Hassas Terazi
Liyafilizator

NMR

Almanya

Partikiil Boyutu Analiz Cihaz1
pH Metre

Almanya

SK-KS

Ultraturaks

TEM

YPSK

: Merck KgaA, Darmstadt, Almanya

: Carlo Erba, Rodano, italya

: Merck KCaA, Darmstadt, Almanya

: Abdi Ibrahim ila¢ Sanayi, Istanbul, Tiirkiye
: Acros Organics, New Jersay, USA

: Elektron Microscopy Science

: Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Almanya

: Arcalik No Frost, Tiirkiye

: Bosch, Tiirkiye

: Shimadzu DSC 60, Japonya

: Human UP 900 Scholar-UV, Kore
: Shimadzu DSC 60, Japonya

: Perkin Elmer FT-IR Spektrometresi

: Ohaus, Isvicre

: Leybold- Heraeus LyovacGT-2, Almanya
: Ultra Shield 500MHz NMR Bruker,

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

: WTW Profi Lab pH 597 Weilheim,

- Agilent, USA
: T25,Janke&Kunkel IKA, Almanya
: Fei, Hollanda
: Shimadzu SCL-10 AVP
Shimadzu Degazer DGU-14 A
Shimadzu Pompa LC-10 AT
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Zeta Potansiyel Analiz Cihazi

Shimadzu Sistem Kontrol SCL-10 AD
Shimadzu Otoenjektor SIL-10 AD
Shimadzu DID SPD-MID A VP
Shimadzu Firin CTO-10 AC VP, Japonya

: Nano Zetasizer ZS Malvern

Insturuments, 1ngiltere
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2. YONTEM

2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) icin

Optimizasyon ve Validasyon Calismalar:

YPSK, biyoteknoloji ve farmasotik endiistri alaninda arastirma ve
gelistirmeden kalite giivenliginden ve validasyona uzanan islemlerin her
basamaginda ki molekiilleri teshis etmek, karakterize etmek ve saflastirmak icin
kullanilan en 6nemli yontemlerden birisidir. YPSK, o6zellikle kalite kontrol
laboratuvarlarda, kalitatif ve kantitatif veri toplamak i¢in kullanilan bir yontemdir

(Karcher ve ark., 2005; Dogrukol-Ak, D., 2011).

2.1.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

e ¢ Standart Madde Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yapilan &n calismalarda i¢ standart madde (IS) olarak birgok madde
denenmis ve iclerinden Naproksen maddesinin kullanilmasina karar verilmistir.
10 mg Naproksen metanolde (MeOH) ¢oziindiiriilmiis ve MeOH ile 40 mL’ye
tamamlanip 250 ppm konsantrasyonunda IS elde edilmistir. Daha sonra hazirlanan
bu ¢ozelti MeOH ile 1:10 seyreltilerek 25 ppm’lik derisim elde edildi. 1 mL

nokodazol standart ve 6rnek ¢ozeltilerine 100 pL IS eklenerek kullanilmigtir.

e Hareketli faz ayarlanmasi

[lk hazirlanan mobil faz MeOH:Su (45:55) olarak denendi. Daha sonra
mobil faz’a fosfat tamponu eklenerek MeOH:Su:Fosfat Tamponu (45:42.5:12.5)
seklinde mobil faz hazirlandi. Bunun i¢inde fosfat tomponuna ilk olarak pH
taramasi daha sonrada molarite taramasi yapildi. Molarite ¢alismasi i¢in; 10, 25,
75, 100, 200 mM’lik tampon ¢ozeltileri hazirlanarak YPSK’ya verildi. Daha sonra
pH i¢in 200 mM, pH 3.07, 4.02, 5.03, 6, 6.8, 7.4 degerlerinde tampon ¢ozeltileri
hazirland1 ve YPSK’ya enjekte edildi. Cikan piklerin asimetri, genislik, teorik

tabaka sayist degerlerine bakilarak en 1yi pH ve molarite degeri secildi.
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2.1.2. Etkin Madde Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg Nokodazol Dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziindiiriilmiis ve 10
mL’ye DMSO ile tamamlanmis ve 1:2 ve 1:10 seyreltmeler yapilmistir. Uygun
konsantrasyonlarda seriler hazirlanmasi i¢in, bu stok ¢ozeltisinden 0.1-1000 ppm
konsantrasyon araliginda miktarlar alinmig, her bir konsantrasyondaki
¢ozeltilerden 900 uL alinip, iizerine 100 pL metanol ile ¢oziilmiis IS eklenerek
YPSK’ya enjekte edilmistir. Alikonma zamanlari, pik simetrileri ve alanlari

incelenerek calisma araliklar belirlenmistir.

2.2. Miktar Tayini Metod Validasyonu
2.2.1. Dogrusalhk

Analitik yontemin, calisilan aralik boyunca dogrusal iligkisi olup
olmadiginin degerlendirilmesidir. Yontemin dogrusalli§i, maddenin belirlenen
derigim araliginda elde edilen pik alanlarinin dogrusallik gostermesidir.

Stok c¢ozeltisinden hareketle 0.1-1000 ppm konsantrasyon araligindaki 9
farkli ¢ozelti hazirlanmis ve YPSK’ya enjekte edilerek pik alanlari bulunmustur.
Kullanilan yontem ¢izelge 2.1°de gosterilmistir. Her bir farkli molaritedeki
nokodazol’iin pik alanlar1 kayit edilmis ve bilgisayar yardimiyla kalibrasyon
denklemi hesaplanmistir. Hesaplamalarda her bir nokta i¢in en az 3 enjeksiyon
yapilarak ¢ikan degerlerin ortalamasi hesaplanmis ve bu ortalama degerleri
kullanilmistir. Yapilan her 6lgiim 3 defa tekrarlanmis ve giin-i¢i ve giinler-arasi

dogrusallik sonuglart hesaplanmastir.

Hareketli Faz MeOH:Su:Fosfat tamponu (pH 5.03)
(45: 42.5: 12.5)

Enjeksiyon hacmi 20ul

Kolon firin1 sicakligi 40°C

Akis hizi imL.dk™

Kolon 150%4.6 mm, Su Cyg

Cizelge 2.1. Validasyon iglemi sirasinda uygulanan ¢alisma kosullari
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2.2.2. Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin
gercek degerlere olan yakinligidir. En az 9 tayinle (3 konsantrasyon/3 tekrar)
yapilmali ve % geri kazanim olarak ifade edilmelidir.

Dogrulugun belirlenebilmesi i¢in 3 farkli (0.5, 10, 100 ppm)
konsantrasyonda Nokodazol igeren ornekler hazirlanmis, hazirlanan bu 6rnekler
YPSK’ya enjekte edilerek 6rnekleri geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in 3 tekrar (n=3) yapilmistir. Hesaplanan miktarlar, gercek
miktarlarla karsilastirilmis; sonuglar, % geri kazanim, standart hata (SH) ve bagil
standart sapma (BBS) olarak verilmistir. % Geri kazanim asagidaki formiil

yardimiyla hesaplanmustir.

% Geri Kalanlm: (Kpratik/ Kteorik)x 100

Kopratik= Etkin maddelerin kalibrasyon denklemi kullanilarak elde edilen konsantrasyon degerleri

Kieorik= Etkin maddeleri enjeksiyon i¢in hazirlanan konsantrasyon degerleri

2.2.3. Kesinlik

Kesinlik, gilin-i¢i tekrarlanabilirlik, glinler-aras1 tekrarlanabilirlik ve tekrar
elde edilebilirlik olarak olgiilebilir.

Gilin-i¢i tekrar edilebilirlik, ayni islem kosullarinda ve kisa zaman
araligindaki kesinligi ifade eder. Yontemin tekrarlanabilirligi, ayn1 stok ¢ozelti
kullanilarak hazirlanan 6rneklerin 6l¢iimiiniin birka¢ kez tekrarlanmasi ile elde
edilebilir. Bu islem, ¢oklu Ornek hazirlanmasi (n=3) ya da 3 farkl
konsantrasyonda 3 tekrar ile yapilabilir. Hazirlanan 6rnekler YPSK’ ya verilerek
pik alanlarinin ortalamasi, SH ve BSS hesaplanir. BSS degeri %2’den kiigiik
oldugu durumda yontemin kesinligi ispatlanmais olur.

Giinler-aras1 tekrar edilebilirlikte, birbirinden bagimsiz olaylarin analitik
yontemin kesinligine olan etkisi bulunmalidir. Bu degiskenler, giinler, analistler,
kullanilan malzeme ve araglar olabilir. Tekrar elde edilebilirlik ise, farkli
laboratuvarlarda deneyin tekrarlanarak, aradaki kesinligin gosterilmesidir.
Yontemin standardizasyonu igin genellikle, farkli birimlerle ortak caligmalar

yapilmalidir. Bu, zorunlu olmayan bir validasyon parametresidir.
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Yontemin  glin-igi  tekraredilebilirligini  gostermek i¢in 5 farkli
konsantrasyonda Nokodazol igeren 6rnekler hazirlanmis ve her bir konsantrasyon
icin 3 tekrar (n=3) yapilmistir. Giinler-aras1 tekraredilebilirlik i¢in de, 1. gilin
yapilan c¢aligmalar 2. ve 3. gilinlerde de yapilarak giinler-arasi tekraredilebilirlik
degerleri hesaplanmistir. Sonuglar, SH, BBS ve %95 giiven araliklar1 (CI) olarak

verilmistir.

2.2.4. Secicilik

Analitik yontemin, sadece amaglanan bileseni veya bilesenleri tayin
edebilme yetenegidir. Tek bir bilesen i¢in yapilan dl¢liim, ortamda bulunabilecek
diger bilesenlerden (yardimci maddeler, biyolojik ornekteki endojen bilesikler,
etken maddenin bilinen metabolitleri, safsizliklar, bilinen veya bilinmeyen
degredasyon iiriinleri) kaynaklanabilecek girisimden etkilenmemelidir. Segicilik,

karmagik numune karigiminin analizinde girisim derecesinin de 6l¢iisiidiir.

Yontemin seciciligi plasebo analizlerle belirlenmistir. Bu calisma igin,
Nokodazol hari¢ diger biitiin Dbilesenleri igeren KLN’lerin plasebolari
hazirlanmistir.  Ornekler, miktar tayini calismasinda kullanilan  islem
basamaklarindan gecirilmistir. Elde edilen kromotogramlardan formiilasyondaki

diger bilesenlerin girisimlerinin, Nokodazol’iin se¢iciligine etkisi ¢alisilmistir.

2.2.5. Duyarhhk

Kullanilan analitik yontemlerin diisiik konsantrasyonlar1 saptayabilme
yetenegidir. Saptama siniri, Limit of Detection (LOD) ve miktar tayini siniri,

Limit of Quantitation (LOQ) hesaplanarak degerlendirilir.

LOD, standart madde sinyalinin geri plan giiriiltiistinden ayrilabilmesi i¢in
gerekli olan en diisiik madde miktaridir. Yontemin aletli olup olmamasina bagl
olarak, LOD’yi belirlemenin bir¢ok yontemi vardir.

» Gorsel degerlendirme
» Sinyal-Giiriiltii (Signal-Noise)

» Elde edilen cevabin ve egimin standart sapmasi
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e Bos O0rneklerin standart sapmasi

e Kalibrasyon egrisinin kullanilmasi

LOQ, standart maddenin giivenilir sekilde dogru 6l¢iimiiniin yapilabilmesi
i¢cin gerekli olan en diisiik madde miktardir. LOD’nin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemler, LOQ icinde gecgerlidir.

Diisiik konsantrasyonda bir seri 6rnegin analiz edilmesiyle belirlenmistir.
Her bir ortam i¢in 3 paralel kalibrasyon denklemi bulunmustur. En diisiik
degerleri yerine dogrunun gilinler arasi verileriyle hesaplanan dogrunun standart
sapmast ayni verilerle hesaplanan dogru egimine boliinmiistiir. Bulunan deger 3.3
ile carpilarak teshis sinir1 (LOD), 10 ile carpilarak da tayin sinirt (LOQ)

belirlenmistir.

2.2.6. Saglamhk/Tutarhhk

Tutarlilik, yontem parametrelerinin ¢esitliligi denenerek, yontemin giivenilir
oldugunun gosterilmesidir.

Tutarlilik ¢alismasi igin, hareketli faz, akis hizi, enjeksiyon hacmi, firin
sicakligi, kolon ozellikleri ve IS gibi yontem parametreleri degistirilmis;

validasyon ve miktar tayininin glivenilirligi i¢cin en uygun sartlar belirlenmistir.

2.2.7. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi, bir¢ok analitik islemin gerekli parcasidir. Testler,

ekipman, elektronik ve analitik islemleri kapsar.

Sistem uygunluk testi ekipman bilgileri i¢in, YPSK cihazinin parga, marka
ve modelleri, kalibrasyonu ve calismanin nerede yapildigi hakkinda bilgiler
verilmistir. Yapilan analizlerde elde edilen kromotogramdaki Nokodazol ve

IS’nin pik morfolojisi YPSK cihazinin yazilimi kullanilarak yapilmistir.
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2.2.8. Pik Morfolojisi

USP tarafindan tanimlanan ve hesaplamalar1 yapilan sistem uygunluk testi

parametreleri asagida verilmistir.

Teorik tabaka sayist (N):

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri/dar olmasi
ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’nin sayisal degeri,
analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi deney kosullarina da

baglidir. Onerilen deger N>2000’dir.

Kuyruklanma (T) ve asimetri faktorleri (As):
Bu faktorler, pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Pik asimetri faktorii (AS)
taban yiiksekliginin %10’u, kuyruklanma faktorii (t)’de %5°1 civarinda

Olgiiliir. As’nin 0,95-1,2 arasinda, T’nin de < 2 olmasi istenir.

Kapasite faktorii (k'):

Analizi yapilan maddelerin alikonma zamanlar1 veya alikonma hacimleri
yardimiyla hesaplanir. Kolonun performansi ve alikonmanin uzun siireli
tekrarlanabilirligi ile ilgilidir. Elde edilen k' degerinin genel ¢alismalarda
2-8, eser madde miktar tayininde 1-3 ve kararlilik belirleyici ¢alismalarda

k™4 olmasi istenir.

Secicilik Faktori (o):
Bagil alikonmay: ifade eder. Iki pikin elde edildigi sistemlerde (ikili
karisim veya etkin madde ve IS’nin kullanildig1 karisimlar igin) kullanilir.

Genel olarak o>1 olmasi istenir.

Ayirim giicti (Rs):

Ayirim, kantitatif kromotografi caligmalarinin  baslica gerekliligidir.
Genellikle bes veya daha az madde igeren numunelerde Rs>1,5 kolaylikla
saglanabilir. Rs>1,5 maksimum kesinligin gostergesidir. Rs kolonun

eskiligini, giinler-aras1 ayirim sartlarindaki degisiklikleri gosterir. Genel

39



@ ANADOLU UNIVERSITESI

ayirimlarda Rs>2, miktar tayini c¢aligmalarinda Rs>1,5 ve biyolojik

stvilarda yapilan ¢aligmalarda Rs>1,2 degerleri kabul edilebilir degerlerdir.

e Pik yiiksekligi veya alaninin %BSS’si:
En az 3 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alani veya
yiiksekliginin %BSS’sinin hesaplanmasi ile elde edilir. Genel ayirimlarda
%BSS<1.5, biyolojik sivilarda yapilan ¢alismalarda %BSS<5, eser madde
miktar tayininde %BSS degeri 5-15 degerleri arasindadir.
Bu kriterlerden en az iki tanesinin gerekli sartlar1 saglamasi yontemin sistem

uygunlugunu gostermektedir.

2.3. Nokodazol Yiiklii KLN Hazirlanmasi
2.3.1. KLN’in Hazirlanmasi

Nokodazol yiiklii KLN hazirlamak i¢in sicak homojenizasyon teknigi
kullanilmigtir. Bu teknige gore; % 3 lipit, % 5 Nokodazol ve % 1.2 oraninda YEM
(Tween 80) kullanilmistir. Once lipidin 80°C erimesi saglanmistir. Lipit eridikten
sonra nokodazol eklenerek ayni sicaklikta erimesi saglanmistir. Daha sonra
Tween 80 yavas yavas ilave edilerek ultraturaks araciligiyla 20500 rpm’de
yaklasik 1 dk. Karistirilarak nokodazol yiiklii KLN elde edilmistir. Ayni zamanda
e.m. (Nokodazol) kullanmadan kontrol grubu olarak ayni sekilde bos KLN
hazirlanmustir (Sekil 2.1) (Miiller ve ark., 1993).
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Tween 80

Nokodazol eklenir. Tween 80 eklenir.
hazirlanir.
e — | — >L
Yag eritilir.
80°C
Homojenizasyon yapilir
(20500 rpm / 1dk)

e
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o W b 3 ~ - E-3 -
Saklanir. Sogutulur.

Sekil 2.1. KLN’lerin hazirlanmasinin sematik olarak gosterilmesi

2.3.2. Nokodazol Yiiklii KLN’lerin Karakterizasyonu

e Zeta Potansiyel, Parcacik Biiyiikliigii ve Elektriksel fletkenlik Olciimii

Nokodazol yiikli KLN’in 4°C, 25°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen
formiilasyonlari’nin zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlik Gl¢timleri Zetasizer
Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Insturuments, Ingiltere) kullanilarak yapilmistir.
Her formiilasyon i¢in ard arda 3 o6l¢iim yapilmustir. Olgiimler distile su ile
seyretmeler yapilarak Olgiilmistiir. Distile sudaki iletkenligin neden olacagi
degisimlerin Ol¢lim sonuglarin1 etkilememesi i¢in, kullanilan distile su,
dlgiimlerden 6nce NaCl ile 50uS iletkenlige ayarlanmustir. Olgiimler sirasinda
cihazin sicakligi 25°C, 151k sacilim agis1 90° olacak sekilde ayarlanmustir.

4°C, 25°C ve 40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarim, 0. zaman, 30.
ve 90. giinlerdeki parcacik biiyiikliigii ve dagilimi lazer kirnim cihazi kullanilarak

belirlenmistir.
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e Liyofilizasyon

Sulu ¢o6zelti halde bulunan katilarin i¢indeki sivi formlardan uzaklastirilarak
kurutulmasi i¢in kullanilan yontemdir. Bu yontemde kurutma islemi, dondurarak
kurutma aleti olarak da adlandirilan liyofilizatorlerde yapilir. KLN

siispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra liyofilize edilmistir.

e Enkapsiilasyon Degerlendirilmesi

Etken madde vyiikli KLN 7500 rpm, +4°C’de 30 dk. boyunca
santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatandaki e.m. miktar1 0.2 pum’lik
membran filtreden siiziildiikten sonra YPSK  yontemiyle miktar tayini
hesaplanmistir. E.m.’nin yiikleme etkinligi (%YE), asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmustir.

Toplam e. m. miktar1 — Serbest e. m. miktari
%YE = 100 x

Toplam e. m. miktari

e ilac Sahmm

Ilag salimi, USP XXXI, NF26 (2008) palet modu (apparatus 2) kullanilarak
37°C’ de, 75 rpm’de 450 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (pH 6,8)
disoliisyon ortaminda gergeklestirilmistir. Ornekler almarak YPSK’ya enjekte
edilerek saliverilen nokodazol nokodazol miktart Ol¢iilmiistiir. bakilmistir.
Coztinme ortamindan (6., 12., 24., 48., 72., 96. saatler) enjektor yardimiyla 5
mL’lik 6rnekler 0.2 um’lik membran filtreden siiziilerek alinmig ve YPSK’da
Olctim yapilmistir. Elde edilen dogru denklemi kullanilarak ¢oziinen nokodazol
miktar1 hesaplanmistir. Alinan 6rnek hacmi kadar ortam sivisi her seferinde yerine

konulmustur. Her bir ¢alisma 3 kez tekrarlanmistir.

e Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi

Sicak homojenizasyon teknigi ile elde edile nokodazol yiiklii KLN’lerin
yiizey Ozellikleri ve sekilleri, transmiyon elektron mikroskobu (TEM) (TEM; FEl,
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Hollanda) ile fotograflar1 ¢ekilerek incelenmistir. TEM  ydnteminde
santrifiijlenerek siipernatanin ayrildigi nanopartikiiller 100 pL MiliQ su icinde
siispanse edildikten sonra karbon kapli bakir grid iizerine damlatilarak
emdirilmistir. %2’lik (a/h) uranil asetat ile 20 saniye muamele edilerek boyanmasi
saglandiktan sonra suyla boyanin fazlasi uzaklastirilmistir. 24 saat boyunca

kuruyan nanopartikiiller TEM ile goriintiilenmistir.

e Nanopartikiillerin Stabilitesinin Incelenmesi

Sivi kromatografisi- kiitle spektrometrisi (SK-KS)

Hazirlanan KLN formiilasyonlarmin  stabiliteleri SK-KS kullanilarak
incelendi. ik olarak 10 mg nokodazol 10 mL DMSO’da ¢ziildii ve daha sonra
DMSO ile 1:4 ve 1:100 seyreltmeler ile 25 ppm’lik standart cihaza enjekte edildi.
30 giin ve 90 giin 40°C’de beklemis olan nokodazol yiiklii KLN’den 1’er mL
alinarak tzerlerine 10 mL DMSO ilave edildi. Elde edilen karisimlar 30 dk.
Ultrasonik banyoda bekletildi. Daha sonra 1dk. vorteks ile karistirildi. Bu islem 3
kez tekrarlandi ve bu sayede nanopartikiillerin DMSO ic¢inde tam olarak
coziilmesi saglandi. Elde edilen karigimlardan ayr1 ayri yaklagik 1.5 mL alinarak
cihaza enjekte edildi.

SK-KS genis bir kimyasal yelpazede kalitatif ve kantitatif analitik
caligmalara imkan saglayan bir tekniktir.

KS teknigi 1950’li yillardan itibaren kullanilan bir tekniktir. Iyon,
elektriksel alan ve vakum olarak Ozetlenebilecek ii¢ ana esas iizerine calisir.
Teknigin temelinde gaz fazinda, iizerinde elektriksel yiik tasiyan bilesenlerin
vakumlanan boslukta uygulanan elektriksel veya manyetik alanda ugus
farkliliklart ~ gostermekte ve bu  farktan  yararlanilarak  birbirinden
ayrilabilmektedir. Birbirinden ayrilan iyonlar uygulanan elektriksel veya manyetik
alanla yonlendirilip bir yiizeye ¢arptirilarak elektrik sinyali olustururlar. Boylece
iyonik bilesenler hem birbirinden ayrilmis hem de miktarlartyla dogru orantili
olarak sinyale gevrilmis olurlar (Dogruyol-Ak, D., 2011).

SK ile KS’nin birlikte kullanilmast SK’nin se¢ici ayirim giicii ile KS’ nin
tanimlama giiclinli birlestirmis, boylelikle 6zglin zamanlarda kolonu terk eden

bilesenlerin 6zgiin molekiil agirliklarin da belirlenmesi yontemlerin kesinlik ve
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seciciligini artirmigtir. Bu ¢alismada, nokodazol standartinin ve stabilite
calismalarinda kullanilan farmasotik preparatlarin  SK-KS analizi yapilarak
herhangi bir bozunma tiriintiniin olup olmadig1 ve nokodazoliin molekiil agirlig
kontrol edilerek herhangi bir kimyasal doniisiime ugrayip ugramadigir kontrol
edilmistir.

Ayrica hazirlanan KLN formiilasyonunun stabiliteleri, 30. Giin ve 90.glinde
de partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri Olgiilerek ilk hazirlanan durumdaki

Olctimlerele karsilastirilarak aradaki fark’a bakilarak da yorumlar yapildi.

e NMR Spektroskopisi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi c¢oklu bilesenleri
sistemlerin molekiiller arasi1 etkilesim ve yapilarinin aydinlatilmasi i¢in kullanilan
giclii deneysel yontemlerden biridir. NMR spektroskopisinin  numunelerin
molekiiller arasi agregaratlar’in yapilarin1 ¢6zmesi niikleer spin-6rgii durulma
zamanlarin1 (T1) degistirmesine ve bu degisimi pik halinde 6lgmesine dayanir
(Peres ve ark., 2010).

NMR spektroskopisi yag molekiillerinin ¢evreye etki etmesiyle,
molekiillerin mobilitesi hakkinda bilgi verir. Burada yag molekiillerinin
mobilitesi, meydana ¢ikan sinyallerin genigligini etkilemektedir. NMR spektrumu
icin ortaya ¢ikan piklerin genis ve zayif olmasi molekiillerin mobilitesinin sinirh
oldugunu gostermektedir. Molekiillerin mobilitelerinin azalmalar1 protonun
durulma zamanlarinin azalmasina sebep olmaktadir. Yiiksek mobilitede keskin
pikler elde edilir. Ayrica NMR, sinyallerin kimyasal kaymalarma bakarak
molekiillerin ¢evreleri hakkinda bilgi verir (Jenning ve ark., 2000).

KLN i¢indeki e.m. durumu i¢cin NMR Spektroskopisi ¢ekildi. Bunu i¢in ilk
olarak Nokodazol DMSO i¢inde ¢oziiliip NMR spektroskopisi alindi. Daha sonra
ayni sekilde bos KLN’in ve Nokodazol yiikli KLN’in spektrumu 500 MHz’lik
Bruker NMR Spektroskopsi’nde alinmis ve ¢ikan piklere gore KLN igindeki e.m.

ve kimyasal kaymalar yorumlanmastir.
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e FT-IR Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi, goriiniir bolge ile mikrodalga bolge arasinda kalan
enerjinin molekiiller ve kimyasal gruplar tarafindan absorplanmasinin 6l¢iimiine
dayanan ucuz, hizli ve hassas bir yontemdir.

Infrared spektroskopisi ile bir organik bilesigin yapisinin aydinlatilmasi,
hidrojen baglarinin bulunmasi, yapi tayini, bag uzunluklar1 ve bag acilari
bulunabilir. Infrared spektroskopisi teknigi, belirli bir dalga boylarinda ornek
hiicresine giren ve ¢ikan 1sinlarin siddetlerinin karsilastirilmasi ve dalga boylarina
gore grafige gecirilmesi prensibine gore calisir. Infrared spektroskopisi genel
olarak 2 tiir bilgi verir. Bunlar; organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonlu
gruplarin bulunmasini saglar ve iki organik bilesigin ayni olup olmadigi anlasilir
(Kacurakova ve Wilson , 2001).

KLN igine yiiklenmis olan nokodazol KBr igine eklenerek toz hale getirildi.
Daha sonra toz halindeki karisim pres makinasina konuldu ve yaklasik 3000 bar
basing uygulanarak ince disk haline getirildi. Bu disk halindeki numune FT-IR
cihazina konularak 400-4000 nm dalga boyu araliginda incelendi. Daha sonra ayni1
liyofilize edilmis kat1 haldeki islemler sirayla bog KLN i¢in ve nokodazol yiiklii
KLN i¢in yapildi. Cikan piklerdeki frekans kaymalarina ve pikler arasindaki
farklara bakilarak yorum yapildu.

¢ Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi, molekiiller i¢cindeki molekiillerin ve kristal orgii
titresimleri hakkinda bilgi veren yapi aydinlatmasinda yaygin bir sekilde
kullanilan spektroskopik yontemdir. Raman spektroskopisinin sisteminin simetri
ve yapilarim1 oldukca hassas oldugundan dolayr nanomateryallerin ve nano
yapilarin karakterizasyon c¢alismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Choi, H. ve ark., 2005).

Raman spektroskopisi fotonlar’in hapsedilmesi ilkesine dayanarak caligir.
Fotonlar’in  hapsedilmesiyle, pik pozisyonlarina, ¢izgi kalinliklarina,

yogunluguna, frekans kaymalarma bakilarak bilesiklerin kristal veya amorf
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yapilari, bantlari, kimyasal g¢evreleri hakkinda bilgi edinilir (Srivastava ve ark.,
2011).

Raman spektroskopisi nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi
icin oldukg¢a yaygim kullanilan giiclii bir yontemdir. Nanopartikiillerin raman
spektrumu ¢ekildiginde 2 farkli bilgiye ulasilir. Bunlardan birincisi, diisiik
frekansli raman bantlarinin maksimumlarinin dlgiilmesiyle nanopartikiillerin
partikiil boyutlar1 6l¢iilebilir. Digeri ise, nanopartikiillerin yiizey alani arttiginda
partikiil boyutunun azaldig1 i¢in yiizey modlar1 baskin olmaya baslar. iste bu
yiizey modlar1 raman spektroskopisi ile belirlenebilir (Choi ve ark., 2005).

FT-IR c¢ekildikten sonra daha dar araliktaki dalga boylarinda ¢alismak ve
400 cm™in asagisindaki dalga boylarmi da gdrmek amaciyla Raman
Spektrometresi ile calisildi. Burada da ilk olarak yaklasik olarak 5-10 mg
nokodazol lam {izerine dokiiliip, ince bir zar seklinde yayildi. Daha sonra
spektroskopi cihazi igine konularak 100 mV degerinde bir gerilimde 40-4000 nm
dalga boyu araliginda incelendi. Daha sonra ayni islemler sirayla bos KLN ve
nokodazol yiiklii KLN i¢in tekrarlandi. Cikan sonuglar arasinda frekans

kaymalarina ve pikler arasindaki farklara bakilarak yorum yapildi.

e Termal Analiz

DSC, standart bir referans numuneye kars1 baska bir maddenin 1sitilarak ve
sogutularak zamanin bir fonksiyonu olarak maddelerin enerji gegislerini, erime ve
tekrar kristallenme sicakliklarini belirlemeye olanak saglayan bir tekniktir. Isitnma
ve soguma ortanlar1 normal kosullarda dakikada 0.2°C ile 50°C sicaklik arasinda
degisebilir. Bu teknik sayesinde iiretilen materyallerin kararliligi hakkinda bilgi
sahibi olunabilir (Ford ve Mann, 2011).

Nokodazol ve nokodazol yiiklii KLN’lerin termal analizi, DSC kullanilarak
belirlenmistir. Basing yardimiyla sikica kapatilan aluminyum 6rnek kabinda, 10™
duyarhilikla yaklasik olarak 5 mg tartilan nokodazol ve nokodazol yiiklii
KLN’lerin bos referansa karst 200 mL.dk™ azot akig hizin, 5K.dk™ sicaklik artist
ve yine 5 K.dk™ sogutma hizi ile 50-300 °C araliginda incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi I¢cin Optimizasyon
Calismalan

3.1.1. Hareketli Faz Optimizasyonu

Tampon Derigiminin Belirlenmesi

Hareketli faz icerisinde kullanilan fosfat tamponu ¢ozeltisi i¢in ilk olarak
molarite taramasi daha sonrada karar verilen molarite i¢in pH taramasi yapildi.

Molarite taramasi i¢in 10, 25, 75, 100 ve 200 mM’lik tampon c¢ozeltileri
hazirlanarak hareketli faza ilave edildi. Daha sonra sabit bir derisimde IS ve
nokodazol YPSK’ya enjekte edildi. Cikan piklerin genislik, asimetri degerlerinin
minimum oldugu, teorik tabaka sayisi degerlerinin en biiylik oldugu ve aradaki
fark’mm minimum oldugu deger olan 25 mM’lik fosfat tamponu kullanilmasina

karar verildi (Sekil 3.1).

14 -

12 - /

14 B B i il
0,8 - —=O==genislik
0,6 - M == 2asimetri

0,4 - N ) )

02 - —k e ‘\ == teorik tabaka
' 7\ saylisi/10000
0 T T T T T 1

200 100 75 25 10 MeOH-Su

Molarite (mM)

Sekil 3.1. Tampon ¢6zeltisinin molarite se¢imi

pH’min Belirlenmesi

Hareketli faz icine konulacak fosfat tamponunun molaritesine karar
verildikten sonra, 25 mM’lik pH 3.07, 4.02, 5.03, 6, 6.8, 7.4 degerlerde tampon
cozeltileri hazirlanarak, bu pH’larda 25 mM’lik 6 farkli mobil faz hazirlandi ve
sabit konsantrasyondaki IS ve nokodazol YPSK’ya enjekte edildi. Cikan piklerin

genislik, asimetri ve teorik tabaka sayisi degerlerinin en biiylik ve aralarindaki
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fark’mm minumum oldugu deger olan 5.03 pH degerinin olmasina karar verildi

(Sekil 3.2).

1,2 4
1 - %
0,8 1 =O==genislik
0,6 - <> : .
A A == asimetri
04 {4 & 4
N ==j==teorik tabaka
0,2 - sayisi/10000
0 T T T T T 1
3,07 4,02 5,03 6 6,8 74

pH degerleri

Sekil 3.2. Tampon ¢ozeltisinin pH se¢imi

3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Icin Validasyon

Cahismalan

Nokodazol ve IS, hareketli faz igindeki stok ¢ozeltileri kullanilarak 6 farkli
(0.5 — 100 ppm) konsantrasyonda nokodazol igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Biitiin ¢ozeltilerde 1S nin konsantrasyonu 25 ppm olarak sabit tutulmustur.
Hazirlanan seriler YPSK’ya enjekte edilmis ve elde edilen kromotogramdaki
alanlar ve alikonma zamanlart (Rt) kullanilarak, nokodazol i¢in pik

normalizasyonu (PN) hesaplanmustir (Cizelge 3.1).

PNis = Alan|s/ Rt|5
PNnokobazor = Alanyokopazor / Rtnokobazor

PN oran1 = PNNOKODAZOL / PNis

Dogrusallik ¢alismasi i¢in hazirlanan serilerde, gilin-igi ve giinler-arasi lineer
regrasyon analizi yapilmis ve elde edilen sonuglar ¢izelge 3.2°de verilmistir.
Dogrusallik  esitliginin  hesaplanabilmesi i¢in nokodazol’iin konsantrasyon

degerlerine karsi, alt1 serinin ortalama PN oranlar1 kullanilmistir (Cizelge 3).
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Nokodazol 1.Seri 2.Seri 3.Seri Ortalama
(ppm) PN Orani PN Oram PN Orani PN Oram
0,5 0,0975 0,1023 0,1140 0,1046
1 0,2003 0,2041 0,2685 0,2243
5 0,9960 1,0680 1,0996 1,0545
10 1,9705 1,9974 2,0018 1,9899
50 10,7925 10,8455 10,9125 10,8501
100 22,2888 22,2994 22,3650 22,3177

Cizelge 3.1. 6 farkli konsantrasyonda hazirlanan nokodazol ¢zeltisinin PN oranlar1

Giin-ici Giinler-arasi
(n=5) (n=15)
1. Giin 2. Giin 3. Giin Ortalama
Egim 0.1909 0.1886 0.1873 0.2080
Egim SS 0.0009 0.0007 0.0007 0.0030
y-kesisim 0.06438 0.1243 0.09634 -0.02633
y-kesisim SS 0.03747 0.02824 0.03067 0,0069
% 95 GA 0.0023 0.0017 0.0026 0.0063
rl 0.9996 0.9999 0.9996 0.9997
Cizelge 3.2. Giin-i¢i ve giinler-arasi dogrusallik sonuglari
25
o
Z
~
0 T T T T T 1
20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon
Sekil 3.3. Nokodazol’lin dogrusallik grafigi
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3.2.1.Dogruluk

Dogruluk caligmasi i¢in, ¢aligma aralig1 i¢inde 6 farkli konsantrasyonda

(0.5-100 ppm) nokodazol igeren 6rnekler hazirlanmigtir. Yontemin geri kazanim

sonuglar1 gostermistir (Cizelge 3.3).

Nokodazol Geri Kazamim %
Hazirlanan Olgiilen derisim Geri SH %BSS
derisim (ppm) Kazanim
(ppm)
0.5 0.4983 99.66 0.0032 1.56
1 1.0202 102.02 0.0069 1.69
5 5.0742 101.48 0.032 1.56
10 10.3180 103.18 0.068 1.66
50 49.0870 98.17 0.39 1.91
100 100.4207 100.42 0.8 1.95

Cizelge 3.3. Dogruluk calismasi i¢in hazirlanan seriler ve % geri kazanim sonuglari (n=6)

3.2.2.Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi ile ilgili tekrarlanabilirlik ve tekrar elde

edilebilirlik dlgtimlerinin degerlendirildigi 3 farkli konsantrasyonda (diisiik, orta,

yiiksek) yapilan olgtimlerde, % varyans katsayilart % 2’nin altinda ise kullanilan

yontemin kesinligi kanitlanmis denenebilir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde

edilebilirlik test sonuglarina gore, yontemin kesinligi istenilen araliklar iginde

bulunmustur (Cizelge 3.4-3.5).

Nokodazol 1.Giin 2.Giin 3.Giin
(ppm) Olgiilen | SH | %BSS | Olgiilen | SH | %BSS | Olgiilen | SH | %BSS
(n=3) Derisim Derisim Derisim
0.5 0.45 0.002 | 0.69 0.41 0.004 | 1.38 0.7 0.003 | 1.03
10 9.2 0.06 1.03 9.3 0.09 1.55 8.9 0.07 1.2
100 94 0.7 1.2 95 0.82 1.42 99.6 0.8 1.39

Cizelge 3.4. Giin-i¢i dogruluk ve kesinlik sonuglari
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Nokodazol Giinler arasi
(Ppm) (n=3) Olgiilen SH %BSS
Derigim
0.5 0.6 0.004 1.38
10 11.4 0.05 0.87
100 102.5 0.6 1.04

Cizelge 3.5. Giinler-aras1 dogruluk ve kesinlik sonuglari

3.2.3. Secicilik

Secicilik calismasi icin hareketli faz, IS, Nokodazol standartindan elde
edilen kromatogramlar Sekil 3.4-3.7°de verilmistir. Elde edilen kromotogramlar,
nokodazol ve IS piklerinin birbirlerinden iyi bir bigcimde ayrildigini

gostermektedir. Bu sonuclara gore, yontem secici oldugu gosterilmistir.

0 1

(3]

3 4 3 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 3.4. BosKLN faz kromotagrami

0 1

(3]

3 4 5 6 7 3 o 10 11 12

Sekil 3.5. I¢ standart madde kromotogrami
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Mokodazol

0 1 2 3 1 3 6 7 3 9 10 11 12

Sekil 3.6. Nokodazol kromotogrami

&0 Mokodazol

0 i 2 3 1 5 6 7 g 9 0 11 12

Sekil 3.7. i¢ standart madde ve nokodazol kromotogrami

3.2.3.Duyarhhk

Kullanilan analitik yontemlerin diisitk konsantrasyonlar1 saptayabilme

yetenegi olan duyarlilik ¢alismasinda, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

Saptama Sinirt

LOD, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmastir.

330
LOD =

¢ = cevabin standart sapmasi

S = kalibrasyon egrisinin egimi
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Nokodazol ve IS igeren drneklerle kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. Standart
sapma olarak, regresyon dogrusunun y-kesisim degerlerinin standart sapmasi

kullanilmustir.

_ 3.3+=0.003747

LOD = 01900 = 0.06477

Miktar Tayini Stniri

LOQ, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.
100

L0Q=—

¢ = cevabin standart sapmasi
S = kalibrasyon egrisinin egimi

10 % 0.003747
Lag = = 0.1962
0.1909

Yontemin duyarlilign i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte
ol¢iilebilebilen en diisiik konsantrasyon 0.2 ppm olarak belirlenmistir. Hesaplanan
LOD ve LOQ, bu degerlerin ¢ok altindadir ve yontemin duyarliliginin

uygunlugunu gostermektedir.

Calisma Aralig
Dogrusallik i¢in, 0.5 — 1000 ppm konsantrasyon araliginda hazirlanan

kalibrasyon setleri ile ¢alisilmis ve dogrusal esitlik olusturulmustur.

3.2.5. Saglamhk/Tutarhhk

Yontem parametrelerinin cesitliligi denenerek, yontemin giivenilir oldugu

gosterilmistir.

Hareketli Faz

Hareketli faz olarak 45:55 (metanol:su) kullanilmistir. Nokodazol pikindeki
morfolojik bozukluk (asimetri, kuyruklanma, genis pik tabani) nedeniyle tampon
cozeltisi kullanilmaya karar verildi. Daha sonra 45: 42.5: 12,5 oraninda

(metanol:su:fosfat tamponu) kullanilmasina karar verildi.
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Akis Hizi

Akis hizi, kolonun &zelliklerine gore 0.8-1.5 mL.dk.’ araliginda
denenmistir. En uygun pik sekli ve alikonma zamani i¢in ImL.dk.*? akis hizinda
calisilmasina karar verilmistir. Karar verilen akis hizindaki uygun geri basing 102

bar olarak goriilmiistiir.

Enjeksiyon Hacmi

Enjeksiyon hacmi kolonun kosullarina bagli olarak, 5-20 uL araliginda
denenmistir. Cozlicii front’u yaklasik olarak 2. dakikada gelmistir. Kolon hacmi,
akis hizi ile ¢6ziicli front’unun ¢arpilmasiyla bulunmustur.
Kolon Hacmi = 1mL.dk.™ x 2 dk. =2 mL
Enjeksiyon hacmi olarak, kolon hacminin en fazla %1’i olan 20 pL uygun

goriilmektedir.

Kolon

[lk olarak, maddenin apolar yapisindan dolay1 150x4.6 mm, 5u C1g Thermo
kolon kullanilmistir. Alikonma zamanlarini azaltmak ve piklerin birbirinden
ayrilmasini saglamak icin, ayrica kolon uzunlugu daha uzun olan 250x4.6 mm, Su
Cis Termo kolon ile de ¢aligmalar yapilmis fakat alikonma zamanlarinin arttigi,
pik taban genisliginin arttigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla tim g¢aligmalar igin
150x4.6 mm, 5u Cig Termo kolon tercih edilmis ve bu kolonda c¢alismalar

yapilmistir.

I¢ Standart Madde
I¢ standart madde olarak naproksen, diklofenak, parasetamol gibi bazi
maddeler denenmistir. IS ile etken maddenin ayirim faktorii, alikonma zamanlari
ve ortak bir dalga boyunda ikisinin de pik vermesi incelenmistir. Yapilan

denemeler sonucunda, IS olarak, naproksen’in kullaniimasina karar verilmistir.

3.2.6. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testinin ekipman bilgileri i¢in, YPSK cihazinin pargalari,

marka ve modelleri Cizelge 3.6’da verilmistir. YPSK yontem validasyonu ve
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miktar tayini islemleri icin, AUBIBAM’da bulunan, Shimadzu marka cihaz

kullanilmistir.
Parcalar Marka Model
Sistem Kontrol Shimadzu SCL-10 AVP
Pompa Shimadzu LC-10 AT VP
Degazer Shimadzu DGU-14 A
Otoenjektor Shimadzu SIL-10 AD
Diode array dedektor Shimadzu SPD-MID A VP
Kolon firim Shimadzu CTO-10 AC VP

Cizelge 3.6. YPSK cihazinin par¢a, marka ve modelleri

Pik Morfolojisi
Yapilan analizlerden elde edilen kromatogramlardaki nokodazol ve 1S nin
pik morfolojisi YPSK cihazinin software’i kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge

3.7¢de sistem uygunluk testi parametreleri verilmistir.

Parametreler Nokodazol
Kapasite Faktorii 3.98
Asimetri Faktorii 1.18
Teorik Tabaka Sayisi 2374.08

Cizelge 3.7. Sistem uygunluk testi parametreleri

3.3. Parcacik Biiyiikliigii ve Dagilim

Parcacik biiylikligli ve biiyiliklik dagilimi, kolloidal tasiyici sistemlerin
fizikokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan en ©6nemli verilerden
birisidir. Ozellikle siispansiyon ve emiilsiyon gibi tastyict sistemlerin, fiziksel
kararlilik ve etkinlik acgisindan basarili  formiilasyonu, {riiniin  partikiil
biiyiikliigiine baglidir (Takka ve ark., 2007).

Parcacik biiyiikliigli genis olan sistemlerde, kiigiik pargaciklarin yiizeyindeki
serbest enerji, biiylik parcaciklardan daha fazladir. Bu tiir sistemlerde kiigiik
parcaciklar kristallenerek, daha biiylik parcaciklar olusturur. Polimorfizm, kristal

ve amorf yapinin birlikte kullanilmasi, sicaklik degisiklikleri, asir1 miktarda yiizey
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etken madde kullanilmas1 da kristal biiylimenin nedenleri arasindadir (Takka ve
ark., 2007).

Nokodazol ve iiretilen nokodazol yilikli KLN’ler, partikiil biiyiikligii ve
polidisperslik indisi agisindan, Zeta sizer ile oda sicakliginda, 90”lik a¢1 ile
degerlendirildi (n=3). Ornekler degerlendirilmeden once filtre edilmis, 2.5 mL
bidistile su (pH 7) ile seyreltilmistir.

Bos KLN formiilasyonlarinin 0. giin 6l¢iimlerinde 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar igin 146.8 nm, 4°C’lhk ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 147.9 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarda
149.5 nm bulunmustur. 30. giin de &lciildiigiinde bu deger, 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 172.7 nm 4°C’lhik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 171.4 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
174 nm’ye kadar arttigr gozlemlenmistir. Ayrica, 90. giinde Olgiildiigiinde
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 172.8 nm, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar igin 146.9 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 173.6 nm oldugu gézlemlenmistir. Formiilasyonlarin 0. giin
ve 90.giin pargacik bliylikliigii bulgularinin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis;
4°C, 25°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin pargacik biiyiikliikleri
arasinda fark gézlemlenmemistir.

Nokodazol igeren KLN formiilasyonlarmin 0. giin dlgiimlerinde 25°C ik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 141.4 nm, 4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 140.5 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarda
146.8 nm bulunmustur. 30. giin de dl¢iildiigiinde bu deger, 25°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 1459 nm 4°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar igin 141.5 nm ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
151.7 nm’ye kadar arttigt gozlemlenmistir. Ayrica, 90. giinde Olgiildiigiinde
25°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 146.9 nm, 4°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar igin 145.9 nm ve 40°C’hk ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 159.2 nm oldugu gozlemlenmistir. Formiilasyonlar O.
zaman ve 90.glin parcacik blyilikligli bulgularinin istatistiksel karsilagtiriimasi
yapilmis; 4°C, 25°C ve 40°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarm pargacik

biiyiikliikleri arasinda fark gézlemlenmemistir.
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Hazirlanan

formiilasyonlarda

parcacik  biiyiikliiklerinde

degisimin

olmamasi, KLN’lerin 90. giin sonunda kararliliklarinin bozulmadiklarin1 ve

bekleme sirasinda i¢lerinde agregatlarin olusmamasi seklinde yorumlanabilir.

Parcacik blyiikligli dagilimini degerlendirmek icin ayrica 0-1 arasinda

degerler olan polidisperslik indisi verileri de kullanilmistir (Scholer ve ark.,

2001). Sifira yakin degerlerin homojen dagilimi gosterdigi polidisperlik indisi

verileri degerlendirildiginde, formiilasyonlarin yaklasik olarak 0.300 gibi diisiik

degerler alarak homojen bir dagilima sahip oldugu gosterilmistir (Cizelge 3.8-

3.10, Sekil 3.8-3.11).

Formiilasyonlar Partikiil Boyutu (nm) Polidispers Indisi (P
Ortalama Ortalama (n=3)

(n=3) S.S. S.S.
4°C 2281 +1,9651 0,163 +0,01
Nokodazol 25°C 2677 +2,0367 0,296 +0,06
40°C 2754 +2,1257 0,318 +0,03
4°C 1479 +1,7692 0,399 +0,02
Bos KLN 25°C 146,8 +1,3503 0,369 +0,04
40°C 149,5 +1,5631 0,360 +0,03
Nokodazol 4°C 140,5 +1,6371 0,342 +0,04
yiiklii KLN 25°C 141,4 +1,2014 0,334 +0,01
40°C 146,8 +0,5291 0,300 +0,05

Cizelge 3.8. Nokodazol’iin, bos KLN’nin ve nokodazol yiikli KLN’lerin 0.giin farkli

sicakliklardaki partikiil boyutlarmin ve polidispers indislerinin gosterilmesi
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Formiilasyonlar Partikiil Boyutu (nm) Polidispers indisi (PI)
Ortalama Ortalama

(n=3) S.S. (n=3) S.S.
4°C 2304 +2,0456 0,172 +0,02
Nokodazol 25°C 2703 +1,9651 0,281 +0,04
40°C 2921 +2,3420 0,324 +0,06
4°C 171,4 +2,055 0,399 +0,04
Bos KLN 25°C 172,7 +1,4526 0,381 +0,01
40°C 174,0 +0,8021 0,390 +0,05
Nokodazol 4°C 141,5 +1,3503 0,396 +0,02
yiiklii KLN 25°C 145,9 +1,9000 0,351 +0,05
40°C 151,7 +1,4525 0,372 +0,06

Cizelge 3.9. Nokodazol’iin, bos KLN’nin ve nokodazol yiiklii KLN’lerin 30.giin farkli

sicakliklardaki partikiil boyutlarinin ve polidispers indislerinin gdsterilmesi

Formiilasyonlar Partikiil Boyutu (nm) Polidispers Indisi (PI)
Ortalama Ortalama (n=3)
(n=3) S.S. S.S.

4°C 2281 +2,3245 0,196 +0,04

Nokodazol 25°C 2690 +2,7596 0,307 +0,01
40°C 2965 +2,8420 0,389 +0,05

4°C 146,9 +1,3868 0,451 +0,06

Bos KLLN 25°C 172,8 +1,6703 0,402 +0,04
40°C 173,6 +1,1590 0,436 +0,05

Nokodazol 4°C 145,9 +2.6102 0,493 +0,04
yiiklii KLN 25°C 146,9 +1,0017 0,400 +0,06
40°C 159,2 +1,9858 0,385 +0,05

Cizelge 3.10.

Nokodazol’iin, bogs KLN’nin ve nokodazol yiikli KLN’lerin 90.giin farkli

sicakliklardaki partikiil boyutlarinin ve polidispers indislerinin gdsterilmesi
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Formiilasyonlarin kararhhk test ortamlar:

Sekil 3.8. Nokodazol yiikli KLN’lerin 0., 30. ve 90.giinlerde farkli sicakliklardaki partikiil

boyutlarinin grafiksel olarak gdsterilmesi
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Sekil 3.9. Bog KLN’lerin 0., 30. ve 90.glinlerde farkli sicakliklardaki partikiil boyutlarinin

grafiksel olarak gosterilmesi
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Sekil 3.10. Bos KLN’lerin 0., 30. ve 90.giinlerde farkli sicakliklardaki polidispers indekslerinin

grafiksel olarak gosterilmesi
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Sekil 3.11. Nokodazol yiikli KLN’lerin 0., 30. ve 90.giinlerde farkli sicakliklardaki polidispers

indekslerinin grafiksel olarak gosterilmesi
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3.4. Zeta Potansiyeli

4°C, 25°C, 40°C’lik ortamlarda bekletilen bos KLN formiilasyonlarmin ve

nokodazol yiikli KLN formiilasyonlarmmin 0., 30. ve 90. giinlerdeki zeta

potansiyelleri ve elektriksel iletkenlikleri ¢izelge 3.11-3.13’de verilmistir.

Kolloidal pargaciklar dispersiyon ortaminda iyon adsorbe ederler. Pozitif ve

negatik olarak ytiklenirler. Zeta potansiyel, pargcacigin yiizeyi lizerindeki net etkili

yiikii gosterir (Celebi, 2007).

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Formiilasyonlar Ortalama %BSS | SH Ortalama %BSS SH
(n=3) (n=3)

4°C -25 1.45 0.21 0.05 1.38 0.0004

BosKLLN 25°C -25.7 1.82 0.28 0.06 0.86 0.0003
40°C -24.9 1.73 0,25 0.04 1.73 0.0004

Nokodazol | 4°C -25.8 1.61 0.24 0.05 1.74 0.0005
yiiklii KLN 25°C -27.7 1.98 0.32 0.07 197 0.0008
40°C -26.9 1.86 0.29 0.06 1.44 0.0005

Cizelge 3.11. Bos KLN’lerin ve nokodazol yiiklii KLN’lerin 0.giin farkli sicakliklardaki zeta

potansiyel degerlerinin ve iletkenlik degerlerinin gésterilmesi

Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Formiilasyonlar Ortalama %BSS | SH Ortalama %BSS SH
(n=3) (n=3)

4°C -25.8 1.94 0.29 0,07 1.48 0.0006

BosKLLN 25°C -24.1 1.94 0.27 0.06 1.44 0.0005
40°C -24.3 1.78 0.25 0.04 0.86 0.0002

Nokodazol 4°C -26.2 1.98 0.30 0.05 1.98 0.0006
yiiklii KLN | 25°C -28.6 1.93 0.32 0.06 1.44 0.0005
40°C -27.5 1.82 0.29 0.06 1.15 0.0004

Cizelge 3.12. Bos KLN’lerin ve nokodazol yiikli KLN’lerin 30.glin farkli sicakliklardaki zeta

potansiyel degerlerinin ve iletkenlik degerlerinin gosterilmesi
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Zeta Potansiyel (mV) iletkenlik (mS.cm™)
Formiilasyonlar Ortalama %BSS | SH Ortalama %BSS SH
(n=3) (n=3)

4°C -24.9 1.94 0.28 0.04 1.29 0.0003

BosKLLN 25°C -24.2 1.79 0.25 0.06 1.44 0.0005
40°C -23.1 1.58 0.21 0.07 1.48 0.0006

Nokodazol 4°C -24.1 1.87 0.26 0.06 1.44 0.0005
yiiklii KLN | 25°C -24.8 1.88 0.27 0.07 1.97 0.0008
40°C -25.2 1.99 0.29 0.05 1.03 0.0003

Cizelge 3.13. Bos KLN’lerin ve nokodazol yiikli KLN’lerin 90.giin farkli sicakliklardaki zeta

potansiyel degerlerinin ve iletkenlik degerlerinin gosterilmesi

KLN’lerin zeta potansiyelinin 6l¢iimii, kolloidal dispersiyonlarda saklama
dayaniklilig1 hakkinda bilgi vermektedir (Kas, 2004). Genel olarak yiiksek zeta
potansiyeline sahip sistemlerde agregatlarin olusmasi daha zordur. (Miiller ve
ark., 2000).

Elektriksel iletkenlikleri, -31 ile -60 mV araligindaki formiilasyonlar orta
dereceleli, -61 ile -80 mV araligindaki fomiilasyonlar iyi ve -81 ile -100 mV
araligindaki formiilasyonlarda milkemmel elektrostatik kararliliga sahip sistemler
olarak tanimlanmaktadir (Miiller ve Heinemann, 1993).

Nokodazol igeren formiilasyonlarm 0. giin Slglimlerinde ortalama zeta
potansiyel -25 mV olarak bulunmustur. 90. giin sonunda bu deger 25°C sicaklikta
bekletilen formiilasyonlar igin -21 ile -31 mV, 4°C sicaklikta bekletilen
formiilasyonlar i¢in -20 ile -30 mV ve 40°C sicaklikta bekletilen formiilasyonlar
i¢in -13 ile -26 mV araliginda gozlemlenmistir. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90.
giin zeta potansiyel bulgularmin istatiksel karsilastiriimasi yapilms; 25°C, 4°C ve
40°C’lik ortamlarda bekletilen formiilasyonlarda fark goriilmemistir.

Saklama siliresi boyunca =zeta potansiyel degerleri arasinda fark
goriilmemesinden dolay1, formiilasyonlarin 90. giin Ol¢limlerinde kararli bir

yapida kaldig1 sdylenebilir (Sekil 3.12-3.15).
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Sekil 3.12.

Nokodazol yiikli KLN’lerin 0., 30. ve 90.glinlerde farkli sicakliklardaki zeta

potansiyellerinin grafiksel olarak gosterilmesi
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Sekil 3.13. Bos KLN’lerin 0., 30. ve 90.giinlerde farkl1 sicakliklardaki zeta potansiyel degerlerinin

grafiksel olarak gosterilmesi
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Sekil 3.14. Bos KLN’lerin 0., 30. ve 90.glinlerde farkli sicakliklardaki elektriksel iletkenlik

degerlerinin grafiksel olarak gosterilmesi
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Sekil 3.15. Nokodazol yiiklic KLN’lerin 0., 30. ve 90.glinlerde farkli sicakliklardaki elektriksel

iletkenlik degerlerinin grafiksel olarak gosterilmesi

3.5. Etken Madde Yiikleme Etkinligi

Nokodazol yiikli KLN’lerin etken madde yiikleme kapasitesine

bakildiginda yontemler kisminda verilen formiile gore hesaplandiginda %85
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olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak; nokodazol yiikli KLN’lerin etken madde
yiikleme kapasitesi yiiksek oldugu i¢in uzun siire salim yapabilme kapasitesine
sahip oldugu ve sicak homojenizasyon teknigi ile iiretilen bu nanopartikiillerin

basarili bir sekilde iiretilip, yiiksek oranda etken madde hapsettigi bulunmustur.

3.6. 1la¢c Saliminin Belirlenmesi

Elde edilen pik siddetine gore saliverilen nokodazol miktari dogru denklemi
kullanilarak hesaplanmistir. Salim bulgulari zamana kars1 yiizde salim grafigine
gecirildiginde; nokodazol’lin 1.5 saatte neredeyse tamamen salindigi goriiliirken
(Sekil 3.16), nokodazol yiiklii KLN’lerin en fazla %65 nokodazol’ii salim yaptigi
bulunmustur (Sekil 3.17). Sonug olarak; nokodazol yiiklii KLN kontrollii salim
yaptig1 ve nokodazol’e gore salim siiresinin daha uzun siirdiigii bulunmustur.
Ayrica bekleme sirasinda (3 ay) formiilasyonlarda herhangi bir agregasyona
olamamasi ve zeta potansiyellerinin degismemesi, hazirlanan KLN’lerin kararli

bir formiilasyon oldugunu da gostermektedir.
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Sekil 3.16. Nokodazol’iin zamana bagli salim grafigi (pH6.8)
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Sekil 3.17. Nokodazol yiiklii KLN’lerin zamana bagli salim grafigi (pH6.8)

3.7. Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi

KLN siispansiyonlarinin morfolojik incelemesi icin Leica DM100 151k
mikroskopu kullanilarak 6n ¢aligmalar yapilmis, goriintii elde edilememis ve bu
yizden taramali elektron mikroskopunda incelemeler yapilmasina karar
verilmistir.

Hazirlanan KLN siispansiyonlarinin morfolojik incelemesi taramali elektron
mikroskopu ve TEM ile yapilmis ve goriintiiler sekil 29°da verilmistir.
KLN’lerin morfolojik incelenmesi ic¢in 1s1ik mikroskopunda basarisiz sonuglar
alinmasindan dolay1 incelemeler TEM ile gergeklestirilmistir. Elde edilen
goriintiilere bakildiginda, nokodazol’in seklinin kristal yapida ve mikron
boyutunda olmasina ragmen KLN formiilasyonlarimin kiiresel sekilde ve

mikronalti boyutta oldugunu géstermistir (Sekil 3.18).
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3.8. FT-IR Spektrumu

Nokodazol, bos KLN ve nokodazol yiiklii KLN formiilasyonlarinin KBr
kullanilarak FT-IR spektrumlari alinmis, analizlerden elde edilen sonucglar Sekil
3.19-3.21°de verilmistir.

FT-IR spektrumlara bakildiginda bos KLN ve nokodazol yiikli KLN
formiilasyonunun spektrumlarinda KLN formiilasyonlarinin spektrumlarinda
nokodazole ait olan karbonil piklerinin kaymaya ugradigi ve diger piklerden
ayrildig1 goriilmiistiir. Bu pik’in 3000 cm™ de gériilmedigi i¢in bu pikin su piki
degil karbonil piki olduguna karar verilmistir. Bunu disinda her hangi farkli bir
pik’in olmadigi ve ¢ikan piklerde her hangi bir kimyasal kaymanin olmadigi
gozlemlenmistir. Bunun sonucu olarak da etken madde ile kullanilan lipid
arasinda her hangi bir kimyasal etkilesimin olmadigi ve KLN yapiminda
kullanilan maddelerin nokodaoliin kimyasal ¢evresini degistirmedigi goriilmiistiir.

1600 cm™’de beklenen karbonil piki 1738 cm™de gelmistir. Nokodazol’iin
yapisinda iki tane karbonil grubu olmasma ragmen bu karbonil grubunun
kimyasal ¢evrelerinin ayn1 olmasindan dolayr karbonil pikinde yarilma
goriilmemistir. Ayrica, 400 cm™in altindaki dalga boylarimi gdrmek raman

spektroskopisine basvurulmustur.
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Sekil 3.19. Bos KLN’lerin FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.20. Nokodazol yiiklii KLN’lerin FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.21. Nokodazol’iin FT-IR spektrumu

3.9. Raman Spektrumu

Bos KLN ve nokodazol ytiklii KLN formiilasyonlarinin Raman spektrumlari
alinmis, analizlerden elde edilen sonuglar Sekil 3.22-3.23‘de verilmistir. Raman
spektrumlarina bakildiginda da yeni piklerin olmadig1 ve piklerde her hangi bir
kimyasal kaymanin olmadig1 dolayisiyla etken madde ve lipid arasinda her hangi

bir etkilesimin olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.22. Nokodazol yiiklii KLN formiilasyonlarinin raman spektrumu
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Sekil 3.23. Bos KLN formiilasyonlarinin raman spektrumu

3.10. NMR Spektrumu

40°C°de bekletilen formiilasyonlarin 90. giin NMR analizlerinde ¢oziicii
olarak ddtero-kloroform maddesi kullanilarak spektrumlari alinmistir (Sekil 3.24-
3.25). Bos KLN ile nokodazol yiiklii KLN’lerin spektrumlar1 karsilagtirilmisgtir.
Nokodazol iceren KLN’lerin spektrumlarina bakildiginda incelenen bantlarda
onemli bir kayma gozlemlenmemistir. Elde edilen spektrumlar, formiilasyonlarin

90. Giin sonunda kararl1 oldugu seklinde yorumlanmustir.
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Sekil 3.24. Nokodazol yiiklii KLN’lerin NMR Spektrumu
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Sekil 3.25. Bos KLN’lerin NMR spektrumu
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3.11. Sivi Kromotografisi- Kiitle Spektrumu (SK-KS)

SK-KS kullanilarak nokodazol yiiklii KLN’lerin kararliligina bakilmistir.
Yapilan analiz sonucunda standart olarak kullanilan nokodazol’iin m/z (kiitle/ytik)
sinyali 302’lik bir pozitif iyonizasyonu gostermistir. Nokodazoliin molekiil
kiitlesinin 301 oldugu distniildiigiinde, alifatik sekonder amin grubu {lizerinden
+1 yiiklenerek 302 m/z sinyalini olusturdugu diistiniilmektedir.

Olusturulan farmasoétik formiilasyonun 4°C, 25°C ve 40°C’de 90 giin
bekletilerek kararliligi arastirilmistir. Kararlilik ¢aligmalarinda elde edilen SK-KS
sinyallerinin alikonma zamani ve 302 m/z’leri, standart nokodazol’lin alikonma
zamani ve 302 m/z’leri ile karsilastirilmistir. Buna ek olarak, kararlilik
¢ozeltilerinin kromatogramlarinda, standart nokodazol’iin kromatogrami esas
alimarak bozunma iiriini aranmistir. Yapilan bu caligsmalar sonucunda da elde
edilen kromatogramlar ve kiitle sinyalleri incelendiginde, standart nokodazol’iin
kromatogrami ve kiitle sinyali ile herhangi bir farklilik gozlenmemistir. Boylelikle
hazirlanan farmasotik preparatta belirtilen kosullarda herhangi bir kararlilik

sorununun olmadig: gosterilmistir (Sekil 3.26-3.29).
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Sekil 3.26. 4°C’de bekletilen KLN formiilasyonlarmin SV-KS spektrumu
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Sekil 3.27. 25°C’de bekletilen KLN formiilasyonlarinin SV-KS spektrumu
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Sekil 3.28. 40°C’de bekletilen KLN formiilasyonlarinin SV-KS spektrumu
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Sekil 3.29. Nokodazol’iin SV-KS spektrumu

3.12. Termal Analiz

Nokodazol ve 25°C, 4°C, 40°C’lik ortamlarda bekletilen KLN
formiilasyonlarinin erime derecesi 6l¢timii i¢in, DSC kullanilmis, erime ve donma
pikleri incelenmistir (Sekil 3.30, Cizelge 3.14). Sonuglara gore de nokodazol’iin
erime derecesi 293°C bulunmustur. 4 °C’de bekletilen KLN formiilasyonlarinin
erime derecesi 74.02°C, tekrar kristallenme derecesinin 61.31°C oldugu, 25 °C
bekletilen formiilasyonlarin erime derecelerinin 74.26°C, tekrar kristallenme
derecesi 60.15°C ve son olarak da 40 °C de bekletilen formiilasyonun erime

derecesinin 74.34°C ve tekrar kristallenme siiresinin 60.38°C oldugu bulunmustur.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 90 giin farli sicakliklarda bekletilen KLN
formiilasyonlar1 arasinda erime ve tekrar kristallenme sicakliklar1 arasinda 6nemli
bir fark goriilmemistir. Bundan dolayi, 90 giin sonunda ve farkli sicakliklarda da

bekletilen KLN formiilasyonlarmin kararliliklarmi = siirdiirdiigii, KLN igine
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hapsedilmis olan nokodazol’tin de kararliligint siirdiirdiigli  gortilmiistiir

(Cizelgel6, Sekil 41). Bu sonuglar SK-KS ile desteklenmistir.

Formiilasyonlar Erime Donma
Sicakhk (°C) Is1 (J.g7) Sicakhik (°C) Is1 (J.g7)
Nokodazol 293 14.62 - -
4°C KLN 74.02 72.80 61.31 40.05
25°C KLN 74.26 67.49 60.15 37.41
40 °C KLN 74.34 62.16 60.38 37.80

Cizelge 3.14. Nokodazol ve nokodazol yiiklii KLN formiilasyonlarinin erime, donma sicaklik ve

1s1 degerlerinin gosterilmesi
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Sekil 3.30. Nokodazol ve nokodazol igeren kati lipid nanopartikiil formiilasyonlarinin termal

analizi

a. Nokodazol b. 90. giin, 4°C

c. 90. giin, 25°C
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TARTISMA

KLN’ler son zamanda alternatif bir tasima sistemi olarak gelistirilen ilag
tastyic1 bir sistemdir. Uretilen KLN formiilasyonlarmin partikiil boyutu, zeta
potansiyeli, stabilitesi, yiizey 6zellikleri gibi bir ¢ok 6zelliklerini belirlemek i¢in
cesitli karakterizasyon calismalar1 yapilmaktadir (Pal ve Nayak, 2010; Irache ve
ark., 2011). Bu galismalarda, KLN’lerin ilacin salim siiresini uzattigi, partikiil
boyutunu diislirdiigii, daha kolay hedefleme yapilabildigi tespit edilmistir
Mariante, R. M. ve ark., 2005; Marx, K. A. ve ark., 2007; Wissing ve Miiller,
2002; Schubert, M. A., ve Miiller-Goymann C. C., 2005; Tiyaboonchai ve ark.,
2007).

Calismanin ilk asamasinda, giivenilir ve kolay bir hazirlama yontemi olan
sicak homojenizasyon yontemi kullanilarak nokodazol yiiklii KLN’ler
hazirlanmistir.  KLN’ler hazirlanmadan ©Once nokodazol maddesi hakkinda
literatiir bilgisi toplanmis bu bilgilere goére nokodazol’iin erime sicakliginin
yiikksek olmasindan dolayr sicak homojenizasyon yonteminin yapilmasinin
herhangi bir sorun yaratmayacagina karar verilmistir.

Hazirlanan bu formiilasyonun kalitesini kontrol etmek icin partikiil boyutu
ve zeta potansiyeli dlciilmiistiir. Ideal bir nanopartikiil’iin zeta potansiyel degeri
+30 mV degerleri arasinda olmasi istenmektedir. Elde edilen sonuglara gore
nokodazol yiikli KLN’lerin zeta potansiyelleri -25.4 mV oldugu ve partikiil
boyutlarinin da nokodazole gore daha diisiik oldugu bulunmustur. 90 giin sonra
farkli sicakliklarda bekletilen nanopartikiiller i¢in bu Ol¢limler tekrarlanmis ve
ayni sonuglar elde edilmistir. Bunun sonucunda da hazirlanan nanopartikiillerin
uygun Ozelliklere sahip oldugu ve nanopartikiil formiilasyonlarinin 90 giin
sonunda farkli sicaklik altinda topaklanma yapmadigi, ¢6kme yapsa dahi
calkalandiginda eski homojenitenin saglandig1 gozlemlenmistir.

Nokodazol’lin ilk defa YPSK ile tam validasyon calismalar1 yapilmis olup,
nokodazol yiiklii KLN’lerin nokodazolii yiikleme etkinligi ve in vitro salimi
belirlenmigtir. Bu ¢alismalar, nokodazol maddesinin KLN i¢ine yliklenebilecegini
ve nokodazoliin bu nanopartikiiler sistem araciligi ile in vitro salim yapabilecegi
gostermistir (Sekil 24). Hazirlanmis olan nokodazol yiiklii KLN’in, nokodazol

maddesine gore daha fazla zaman da salim yaptig1 goriilmiis dolayisiyla da
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nokodazol yiikkli KLN’lerin, nokodazoliin kan dolasimindaki kalig siiresini
uzattigi ve stabilitesini artirdigt diisiiniilmektedir. KLN formiilasyonlarinin ve
nokodazol’iin salim zamanlarina bakildiginda nokodazol yaklasik olarak 90 dk.
sonunda tamaminin salindigi, KLN ic¢ine yliklenmis olan nokodazol’lin ise
yaklagik 96 saat sonunda tamaminin salindigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda da
KLN’lerin etken maddelerin salim zamanin1 uzattig1 gériilmiistiir.

Nokodazol yiikli KLN’in spektroskopik yontemler kullanilarak yapilan
karakterizasyon ¢alismalarina baktigimizda, nokodazol yiiklii KLN’in ve bos
KLN’in FT-IR spektrumlari karsilastirildiginda aralarinda pik artis1 veya azalisi,
bunun yaninda da 6nemli derecede frekans kaymasi gozlemlenmemistir. Sadece
1738 cm™*de bir pik’in bos KLN spektrumunda gbzlemlenip nokodazol yiikli
KLN’in spektrumunda biraz daha kaydigi gozlemlenmistir. Bu pikin su piki
oldugu diisiiniilmiis olup 3000 cm™’de baska bir pik olmadig1 i¢in 1738 cm™de
gelen pik’in su piki degil nokodazoliin yapisinda olan karbonil gruplarina ait olan
bir pik oldugu diisiinlilmiistiir. Nokodazol’{in yapisinda bulunan iki tane karbonil
gruplarinin kimyasal c¢evrelerinde bir fark olmadigi i¢in gelen karbonil pikinde
herhangi bir yarilma gozlemlenmemistir. Ayrica formiilasyonlarin 400 cm™in
altindaki bolgeler raman spektroskopisi yardimiyla taranmis fakat bos KLN ile
nokodazol yiikli KLN arasinda énemli bir fark olmadigi gozlemlenmistir. Son
olarak da bos KLN’lerin ve nokodazol yiiklii KLN’in NMR spektrumlari alinmas,
bu iki spektrum karsilastirildiginda aralarinda 6nemli bir farkin olmadigi
gorilmiistiir. Bu spektroskopik yontemler sonucunda da nokodazol maddesinin
cevresinin yag ile kaplandigi, yag ile nokodazol arasinda her hangi zayif veya
giiclii bir bagin olmadig1 yani nokodazol maddesinin bir yag i¢ine serbest halde
hapsedildigi diisiiniilmiistiir.

KLN’in yiizey 6zelliklerinin incelenmesi icin TEM goriintiileri ¢ekilmistir.
Nokodazol maddesinin ve nokodazol yiiklii KLN’in TEM goriintiileri ¢ekilmis,
nokodazol maddesinin partikiil boyutunun yaklasik olarak 1um oldugu ve seklinin
kristal yapida elips oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan nokodazol yiiklii KLN’in
partikiill boyutunun 185 nm’ye kadar diistiigli ve sekillerinin kiiresel yapida
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuca gore de, hem kontrollii salima uygun ve

kararlt hem de boyut acisindan hiicre i¢ine daha kolay girebilecek formiilasyon
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hazirlandig1 goriilmiistiir. Literatiire bakildiginda hazirlanan KLN’in sekillerinin
icine yiikklenen maddenin sekline bagli olmadigi ve sekillerinin genellikle kiiresel
yapida oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda KLN’lere yiiklenecek olan
etken maddelerin erime noktalarinin genellikle diisiik oldugundan dolayr KLN
formiilasyonlarinin hazirlik asamasinda yag ile birlikte etken maddenin az da olsa
eridigi, tekrar kati forma donerken fiziksel etkilerden dolayr ayrica KLN
formiilasyonlar1 hazirlanirken yiiksek hizda karistirmadan dolayr ve e.m.
parcaciklarinin yiizeyindeki farkli yliklenmelerden dolay1 kiiresel yapida oldugu
gorilmiistiir.

Caligmanin son kisminda ise nokodazol yiikli KLN’in karaliligmin test
edilmesinde SK-KS kullanilmigtir. Nokodazol maddesi ve 90 giin farkli
sicakliklarda bekletilen nanopartikiil formiilasyonlar1 enjekte edilerek kiitle
spektrumlarina bakildiginda nokodazoliin molekiil agirhigi goézlemlenmis, her
hangi bir bozulma iiriiniiniin olmadigi goriilmiistiir. Ayrica 40 C’de bekletilen
KLN formiilasyonlarinin kiitle spektrumu incelendiginde sicaklik artisinin da
nanopartikiil formiilasyonlarinda bozulma {iriinlerinin olmadig1 ve kararhliklarinin
hala devam ettigi gozlemlenmistir. Ayrica KLN formiilasyonlarinin
kararliliklarinin incelenmesi igin DSC analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda da
farkli sicakliklarda bekletilen formiilasyonlarin erime ve tekrar kristallenme
sicakliklar arasinda onemli bir fark olmadigi, kullanilan yontemde uygulanan
sicakligin nokodazol’ii olumsuz yonde etkilemedigi bulunmus, KLN igine
nokodazol yiikleyebilmek i¢in sicak homojenizasyon yoOnteminin uygun
olabilecegi goriilmiistiir.

Bu calisma; nokodazol yiikli KLN hazirlamak igin; farkli yontemlerin
gelistirilmesiyle, ya da farkli miktarlarda yiizey etken madde, lipid, etken madde
kullanilarak farkli formiilasyonlar’in yapilmasi, bu formiilasyon yapilarinin
karakterizasyonu yapilarak elde etmis oldugumuz formiilasyon yapisi ile
karsilagtirilip degerlendirilmesi ile ayrica, karakterizasyon c¢alismalarinda SEM,
X-151n1, vb. gibi deneysel c¢alismalar yapilarak son olarak da hazirlamis
oldugumuz nokodazol yiikli KLN’ler, nokodazol maddesinin kromozomlar
tizerindeki 1g ipliklerinde etkili oldugu bilinen iyi bir anti kanserojen bir ilag

oldugu bilindigi i¢in, farkli kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik ve apoptotik
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etkisi belirlenerek, bu hiicrelerde meydana getirdigi yapisal ve ince yapisal

degisiklikler incelenerek yapilacak olan ¢aligmalar ile gelistirilebilir.
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