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OZET

SUPERKRITIK AKISKAN TEKNOLOJISIYLE iYONIK
NANOLIPOZOMAL SISTEMLERIN SENTEZI

Gokhan YILDIZ

Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Ugur SALGIN
2018, 87+xvi sayfa

Bu c¢alismada, laboratuar o6lcekli sistemlerde anyonik ve katyonik lipozomal
sistemlerin tasarimi siiperkritik ¢ozeltilerin ani genlesmesi (RESS) prosesi ve bir sivi
¢Oziicli icinde siiperkritik akigkanin ani genlesmesi (RESOLVE) prosesi
gerceklestirildi. Lipozomlarin fosfolipit ¢ift tabakasi L-a- fosfatidilkolin ve
kolesterol bilesenlerinden olusturuldu. Anyonik lipozomlarin tasariminda 1,2-
dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfo-rac-(1-gliserol) sodyum tuzu (DPPG) kullanilirken,
katyonik lipozomlarin tasariminda dimetildioktadesilamonyum bromiir (DDAB)
kullanildi. Lipozomlarin hidrodinamik boyutuna isletme basinci ve iyonik madde
derisiminin etkisi sirasiyla; 10-30 MPa ve 1.25-5 mg/mL kosullarinda incelendi.
Bunun yani sira, depolama siiresi boyunca lipozomlarin hidrodinamik boyut
dagilimlar ve yiizey yiiklerindeki degisimler incelendi. Lipozomlarin hidrodinamik
boyut dagilimlar1 ve zeta potansiyel analizleri Zetasizer Nano ZS analiz sisteminde
gergeklestirildi. RESS prosesi ile iiretilen anyonik ve katyonik lipozomal sistemlerin
genel olarak daha monodispers boyut dagilima sahip oldugu ve ayrica depolama
stiresince yliksek kararliliga sahip oldugu belirlendi. Ancak RESOLVE prosesi ile
tiretilen anyonik ve katyonik lipozomal sistemlerin genel olarak hidrodinamik boyut

dagiliminm1 koruyamadig1 ve yiiksek kararliliga sahip olmadigi saptanmastir.

Anahtar kelimeler: Lipozom, Siiperkritik CO, Teknolojisi, RESS, RESOLVE.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF IONONIC NANOLIPOSOMAL SYSTEMS WITH
SUPERCRITICAL FLUID TECHNOLOGY

Gokhan YILDIZ

Master of Science Thesis,
Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Ugur SALGIN

2018, 87+xvi pages

In this study, the design of anionic and cationic liposomal systems at the laboratory-
scale systems was carried out in the rapid expansion of supercritical solutions
(RESS) process and also in the rapid expansion of supercritical solution into a liquid
solvent (RESOLVE) process. The phospholipid double layer of liposomes was
composed of L-a-phosphatidylcholine and cholesterol components. 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) sodium salt (DPPG) was used in the design of
the anionic liposomes, whereas dimethyltioctadecylammonium bromide (DDAB)
was used in the design of the cationic liposomes. The effect of the operating pressure
and ionic substance concentration on the hydrodynamic dimension of liposomes
were as follows; 10-30 MPa and 1.25-5 mg/mL. In addition, hydrodynamic size
distributions of liposomes and changes of its surface charges were investigated
during storage period. Hydrodynamic size distributions and zeta potential analyzes of
liposomes were performed in Zetasizer Nano ZS system. The anionic and cationic
liposomal systems produced by the RESS process were generally more monodisperse
in size distribution and also had higher stability during storage. However, the anionic
and cationic liposomal systems produced by the RESOLVE process were generally

unable to maintain hydrodynamic size distribution and did not have high stability.

Key Words: Liposome, supercritical CO, technology, RESS, RESOLVE.
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fyon derisimi, kmol/m’
1,2-Dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfo-rac- (1-gliserol) sodyum tuzu kiitle
derisimi, kg/m’

Dimetildioktadesilamonyum bromiir kiitle derisimi, kg/m’
Difiizyon katsayisisi, m*/s

Hidrodinamik yaricap ya da boyut, m

Lipozomal sistemlerin hidrodinamik ¢ap1, m
Elektronik yiik, 1.6022x10™" C

Henry fonksiyonu

fyonik gerilim, kmol/m’

Boltzmann sabiti, 1.38x10%J/ K

Molekiil kiitlesi, kg/kmol

Avogadro sayisi, 6.02x10%

Mutlak sicaklik, K

Kritik sicaklik, K

Mutlak basing, K

Kritik basing, Pa

Kloroform hacmi, m’

Metanol hacmi, m’

Tampon hacmi, m’

Iyonun yiik degerligi

Ortamin dielektrik sabiti, 78.5

Boslugun gegirgenligi, 8.854x107* C/Vm

Stvinin bagil gegirgenligi veya dielektrik sabiti, 78.5
Viskozite, Pas

Elektroforetik hareketlilik, 8.854x10" F/m'
Yogunluk, kg/m’

Kritik yogunluk, kg/m’

Zeta potansiyeli, V
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1. GENEL BIiLGILER

1.1 Siiperkritik Akiskan Teknolojisi

Bir maddenin basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisinin sag tarafinda
kalan bolgede, sicaklik ve basing degerlerinin artmasi sonucu 1s1l genlesmeler ile sivinin
yogunlugu azalirken gazin yogunlugu basincin artmasi ile artar. Ancak her akigskana
0zgl belli bir sicaklik ve basing kosulunda bu denge egrisinin sonunda gaz-sivi
ozellikleri arasindaki farkliliklar ortadan kalkar ve siiperkritik akiskan (SCF) olarak
adlandirilan yeni bir hal ile karsilagilir. Akiskanlarin sicaklik ve basing degerleri; kritik
sicaklik (T.) ve kritik basing (P.) kosullarinda ya da daha iizerindeki kosullarda ise
akiskan bu bolgede SCF ozelliklerini gosterir. Sekil 1.1°de potansiyel stiperkritik
akiskan teknolojileri igerisinde en yaygin kullanima sahip ¢dziicii ya da anti-¢oziicii olan
CO, i¢in basing-sicaklik faz diyagrami gosterilmistir. Goriildiigii gibi CO, 31.05 °C ve
73.8 bar kosullarinda ve belirtilen degerlerin iizerinde SCF o6zellik kazanir ve bu

kosullarda siiperkritik CO, (SCCO,) olarak adlandirilir.
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Sekil 1.1 Saf CO; i¢in basing-sicaklik faz diyagramau.



1.1.1 Siiperkritik akiskanlarin tasimim ozellikleri
SCF’larin tasimim Ozellikleri gaz ve sivi Ozellikleri arasinda yer alir. SCF’larin
yogunluklar1 sivilara, momentum ve kiitle difiiziviteleri ise gazlara benzer. Gaz, sivi ve

SCF’larin bu karakteristikleri arasindaki iliski Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1 Gaz, SCF ve sivilarin bazi tasinim karakteristikleri

Kosullar p n D
Akiskan 3 5

P (MPa)/T (°C) (kg/m’) (Pas) (m?/s)
Gaz 1/25 0.6-2 (10-30x10°  (0.1-0.4)x10”’
“Cr P./T, 200-500  (10-30)x10°® 0.7x107

4P./T. 400-900  (30-90)x10°° 0.2x107
Sivi 1/25 200-900 (200-3000)x10°  (0.2-2)x107

Gaz ozellikleri ile kiyaslandiginda, SCF’larin yogunluklarindaki artis sayesinde akiskan
daha yiiksek ¢ozme giicii potansiyeli kazanir. Clinkii ¢6zme giicii sicaklik ve basincin bir
fonksiyonudur. Mutlak sicaklik ve mutlak basing gibi termodinamik degiskenlerdeki
kiigiik degisimler ile akigkanin ¢ézme giicli onemli 6l¢iide modifiye edilebilinir. Diislik
yiizey gerilimine sahip olan SCF’larin gdzenekli kat1 dokular i¢ine penetrasyon yetenegi
gazlara benzer. Bu 6zellik sayesinde ise gdzenekli yapilardan istenilen iiriinlerin ayirma
islemlerinin yan1 sira gozenekli kat1 katalizorlerde ve kati-akiskan katalitik tepkimelerde
de tepkiyenin kolaylikla kati matris i¢ine penetrasyonu saglanarak hem ayirma
islemlerinde hem de reaksiyon miihendisligi uygulamalarinda 6nemli avantajlar saglar.
Sivilar ile kiyaslandiginda da SCF’larin molekiiler diizeydeki kiitle aktarim katsayisinin
artmasi ve ayrica viskozitesinin azalmasi ise SCF’nin kat1 yapilardaki gézeneklere daha

kolay penetrasyonunu saglamaktadir.

1.1.2 Siiperkritik akiskan secimi
SCF sec¢imi yapilirken; akiskanin T, ve P.’si kullanilacak prosese uygun olmasi, insan
saglig1 ve gevreye zararli olmamasi, ¢oziicii giicii ve akigkani siiperkritik duruma

getirmek icin sisteme verilecek enerjinin optimizasyonu gibi kriterler géz Oniinde
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bulundurulur. Yaygin olarak kullanilan bazi SCF’larin kritik degerleri Cizelge 1.2°de
gosterilmistir. Su, toluen, aseton, etanol ve metanol gibi yaygin kullanilan bazi
akigkanlarin yiiksek T, ve P, kosullarina sahip oldugu goriilmektedir. Yiiksek T.’ye
sahip akigkanlar ile calismak bazi1 dezavantajlara neden olabilir. Biyolojik malzemeler,
gida ve farmasotik endistrilerindeki 1siya duyarli maddelerin bu kosullarda SCF
ortamlarinda kullanimi malzeme ya da maddeye zarar vereceginden tercih edilmez.
Sicakliginin yaninda, 6zellikle su ve metanol gibi yiiksek kritik basinca sahip SCF i¢in
ise akiskani siiperkritik hale getirmek i¢in sisteme verilmesi gereken enerji girisi
fazladir, bu proseste enerji tasarrufu yapmamizi kisitlayan bir durumdur. Diger
akiskanlar ise insan sagligi, cevreye karsi daha zararli olmasi ve kritik yogunlugunun
diisiik olmasindan dolayi tercih edilmesinde 6nemli darbogazlar1 da beraberinde getirir.
COy’in kritik sicakligr ve kritik basinci, yogunlugu, molekiil kiitlesi ve kimyasal a¢idan

inert olusu g6z oniine alindiginda en uygun SCF arasinda yer alir.

Cizelge 1.2 Bazi stiperkritik akiskanlarin kritik sicaklik, basing ve yogunluklari

SCF T, Pc Pe 3 My,
(°C) (bar) (kg/m’) (kg/kmol)
Etilen 9.25 504 218 28.05
Karbondioksit 31.05 738 468 44.01
Su 374.15 220.0 322 18.02
Propan 96.65 424 217 44.09
Amonyak 13245 113 235 17.03
Etan 32.25 488 203 30.07
Etanol 243.05 638 276 46.07
Toluen 315.55 41.1 292 92.14
Metanol 239.45 809 272 32.04
Aseton 23495 47.0 278 58.08




1.1.3 Siiperkritik CO; ve o6zellikleri

SCCOy’in diisiik kritik sicaklikliga (31.05 °C) ve nisbeten diisiik kritik basinca (73.8
bar) sahip olmasi diger akiskanlara gore avantajlidir. SCCO; i¢in basing-sicaklik faz
diyagrami Sekil 1.1°de gosterilmistir. Ayn1 zamanda SCCO, yiiksek kritik yogunluga

sahip olmasindan dolayi iyi bir ¢6zme giicline sahiptir.

Genel olarak SCCO;’in diger akiskanlara gore avantaj saglayan bazi 6zellikleri;

e Diisiik kritik sicaklik ve basing

o Yiiksek kritik yogunluk ve 1yi ¢6zme giicli

e Diistik molekiil kiitlesi ve yogun fazlar arasinda daha kolay yaymabilmesi

e Yanict ve parlayict ozellik gostermez. Toksik degildir. Ucuz ve kolay temin
edilir. Bu nedenle isletme maliyetinin diisiiriilmesi acisindan 6nemlidir.

e "Green solvent" 6zelliginden dolay1 ekolojik sisten ile uyumludur. Tek kademede
bile atmosferik kosullara indirgendiginde sistemden kendiliginden kolaylikla
uzaklasir ve bu nedenle ek bir ayirma siireci gereksinimi duyulmaz. Ozellikle

sistemde ¢oziicii kalintisi/atig1 birakmaz.

COy’in artan sicaklik ve basing kosullari ile siiperkritik hale gecisi Sekil 1.2°de
gosterilmistir. Sekilde gosterilen CO;’in SCF haline gegisi sirasinda once gaz ve sivi
halde bir faz gecis ¢izgisi goriilmektedir. Sicaklik arttirildiginda yavas yavas faz ¢izgisi
kaybolur. Daha sonra kritik alt1 bdlgede (sub-critical region) sicakligin daha fazla
artmasiyla gaz ve stvinin yogunluklar birbirine daha yakin hale gelir yani fazlar ¢izgisi
ortadan kalkmaya baslar. En son olarak da SCF olarak adlandirilan gaz ve siv1 fazlardan
farkli olarak ayr1 ve yeni bir faz ortaya ¢ikar. Bu siiregte faz ¢izgisi artik goziikmez.

Burada artik homojen bir faz olusumu s6z konusudur.

Faz cizgisi

T2 P 2

Sekil 1.2 CO;’nin artan sicaklik ve basing ile siiperkritik akiskan hali almasi.



1.1.4 Siiperkritik CO; teknolojisi uygulamalari

SCCO; gelisen teknolojiyle birlikte giiniimiizde genis bir uygulama alanina sahiptir.

Bunlar genel olarak;

e Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE)

Bitkisel materyallerden ilag etken maddelerinin geri kazanimi

Yagli tohumlardan yag asitlerinin ekstraksiyonu

Gelistirilen biyopolimer yapi dokularindan (scaffold) organik ¢oziicii
sistemlerin giderilmesi/minimizasyonu

Bitkisel materyallerden koku verici ya da renk verici maddelerin geri

kazanimi

e Siiperkritik akiskanlarin yer aldigi spektrofotometrik ve kromotografik

sistemlerin gelistirilmesi

e Nano/mikro tanecik tasariminda ¢oziicii/anti-¢oziicii olarak kullanilmasi

- RESS prosesi
- GAS prosesi
- SAS prosesi
- ASES prosesi

- Ters misel uygulamalart

e Reaksiyon ortaminda ¢dziicii/anti-¢oziicii olarak kullanilmasi

- Homojen/heterojen katalizler kullanilarak gerceklestirilen tepkimeler
(izomerizasyon, hidrojensyon, enzim katalizli tepkimeler ve Fischer-

Tropsch sentezi gibi)

- Polimerizasyon

- Kiral bilesiklerin sentezi

e Biyomedikal uygulamalar



1.2  Lipozomlar

Lipozom (liposome) Yunanca lipos (yag) ve soma (viicut) kelimelerinden tiiretilmis bir
kelimedir. Ik olarak lipozomar1 inceleyen Alec D. Bangham bunu 1964 yilinda
yumurtadaki lesitinden biyolojik zar modelleri yapmaya calisirken gerceklestirmistir.
Lipozomlar genellikle soya fasulyesi ve yumurtadan elde eedilen fosfolipitlerin
saflastirilarak elde edilmesiyle iiretilirler. Lipozomlar tek veya ¢ok katmanli fosfolipit
tabakalarindan olusmus kiiresel yapidaki vezikiillerdir. Katsuke ve ark (2001)
lipozomlar1 su sekilde tanimlamaktadir: Lipozomlar, bimolekiiler lipid tabakalarindan
olusan kapali vezikiillerdir, bir hiicre yapisina ve yapay biomembranlara bir model
olarak kullanilmistir ¢iinkii dogal bir yapiya sahiptir ve biyomembranlarinkine benzer
sekilde islev goriirler. Biyolojik membranara benzer sekilde biyoparcalanabilen ve
biyogecirimlige sahip lipitlerden olusan lipozomlar yapsinda fosfolipit tek veya c¢ok
tabakali bir membran ve orta kisminda sulu bir faz igerir. Sekil 1.3’te genel olarak bir

lipozom yapis1 sunulustur.

Das sulu faz

f¢ sulu faz %

Cift tabaka zar %

Sekil 1.3 Lipozomun genel yapisi.

Dogal bir yiizey aktif madde olan fosfolipitler su ile temas ettiginde hidrofilik kisimlar
suya dogru hidrofobik kisimlarida sudan kagarak kendiliginden bir misel formu
olusturur. Lipozomun hidrofobik kismi hidrokarbon zincirlerinden, hidrofilik kismi ise

fosfat ve kolin gruplarindan olugmaktadir. Eger bu olusum bir ¢ift tabaka (bilayer)



olusumu ise lipozom admi alir. Sekil 1.4’te lipozomun su varliginda kendiginden

olusumu sematize edilmistir.

@i [/
N A

kuyruk

JUEAR

Sekil 1.4 Fosfolipitlerin su varliginda kendiliginden lipozom olusturmasi.

1.2.1 Lipitler

Biyomolekiillerin 6nemli bir sinifin1 olusturan lipitler suda ¢oziinmezler ve hiicrenin
diger bilesenlerinden, organik c¢ozciilerde (eter, kloroform, benzen, aseton gibi)
coziinerek ayrilirlar. Lipitler, hiicre zarmin yapi taglarini olustururlar ve metabolizmada
enerji iireten maddelerin depolanmasi gorevini yaparlar. Lipitlerin temel yap: taslari yag
asitleridir. Yapilarinda C, H ve O gibi elementler bulunur. Ayrica baz lipitlerin yapisina
N, P ve S gibi elementler de girebilir. Lipitler kendiliginden misel, vezikiil ve sulu
soliisyonlarda tabaka olusturabilirler. Genel olarak lipitleri yapilarina gore
siiflandiracak olursak; basit lipitler (yaglar ve mumlar gibi), bilesik lipitler
(fosfolipitler, glikolipitler ve lipoproteinler gibi) ve tiirevsel lipitler (steroitler gibi)
olarak smiflandirabiliriz. Basit lipitler, yalmizca C, H ve O’dan meydana gelmis olup,
yag asitlerinin ¢esitli alkollerle olusturduklar esterlerdir. Trigliseritler veya
triagilgliseroller olarak da adlandrilan yaglar, serbest olarak asidik veya bazik gruplar
icermedigi i¢in bunlara notral yaglar da denir. Dogada lipitlerin en ¢ok bulunan seklidir.
Gliserol ve yag asitlerinin dehidrasyon tepkimeleriyle bir araya gelmesiyle olusur.
Mumlar ise yag asitlerinin uzun zincirli doymus mono alkoller ile yaptiklar1 esterlerdir.
Mumlar suda erimez, organik ¢oziiciilerde erir. Lipitler gibi kolay hidrolize olmaz ve

sabunlagmazlar. Mumlar biyolojik yonden oOnemlidir. Bir¢ok bitkinin yapraklar1 ve



meyveleri mumsu Ortiiyle kaplidir. Bu Ortii onlarin su kaybetmesini engeller ve kiiciik
otcul hayvanlarin zararindan korur. Kuslarin tiiyleri ve bazi hayvanlarin kiirkleri de

mumsu Ortii icerir bu da onlar1 su gegirmez yapar.

Bilesik lipitler ise yag asitleri ve gliserole ek olarak baska gruplarda igeren lipitlerdir. Bu

gruplar fosforik asit, karbonhidrat ve protein gibi molekiillerdir.

Fosfolipitler, lipitlerin yaglardan sonraki en 6nemli grubu olan fosfolipitler fosforik
asidin (H3PO,) diesteridirler. Bagl olan alkol grubu gliseroldiir ve glisereoldeki {igiincii
hidroksil grubu negatif yiiklii bir fosfat grubuna baglhdir. Fosfolipitler dogal yiizey aktif
maddelerdir ve amfifilik (hem hidrofilik hem hidrofobik davranma egilimi) yapiya
sahiptirler. Kuyruk kismi olarak adlandirilan hidrokarbonlardan olusan kismi hidrfobik,
fosfat grubu ve ona bagl kisimlar iceren bas kismi ise hidrofiliktir. Fosfolipitler suya
eklendiginde kendiliginden hidrofilik kismlar1 disa hidrofobik kisimlarida ice donerek
bir misel formu olustururlar. Fosfolipitler hiicre zarinin temel bileseni olup hiicre zarinda
cift katl1 tabakalar seklinde dizilirler. Hiicre zarinda; fosfolipitlerin hidrofilik baslar ¢ift
tabakanin disinda hiicrenin su ile temas eden boliimiinde iken hidrofobik kuyruklar:

zarin i¢ kismindadir. Sekil 1.5°de bir fosfolipit yapist gosterilmistir.

Fosfat grubu

Hidrofilik bas

Doymus yag asidi

Doymamus yag asidi

Hidrofobik kuyruk

Sekil 1.5 Fosfolipit yapisi.



Fosfolipitlerin en onemlisi ise lesitin yani fosfatidilkolindir. Lesitinde iki hidroksil
grubunun biri doymus digeri ise doymamis yag asiti olmak tizere iki yag asidi ile
esterlesmistir. Uciincii hidroksil grubuda kolinle birlesmis olan fosforik asit ile
esterlesmistir. Sekil 1.6°’da fosfatidilkolinin genel yapist sunulmustur. Glikolipitler,
karbonhidrat iceren lipitlerdir. Yap1 olarak sfingomiyelinlere benzer, ancak fosfat grubu
yoktur. Fosfat grubu yerine monosakkarit veya oligosakkarit icerir. Lipoproteinler ise
proteinlerin lipitlerle yaptiklan bilesiklerdir. Kandaki tasiyict molekiillerdir. Lipoprotein
parcaciklart 10-1000 nm arasinda biiyiikliige sahiptir.
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Sekil 1.6 Fosfatidilkolin genel yapisi.

Tirev lipitler; steroitler, karotenoitler, A, D, E ve K vitaminleri, basit ve bilesik lipitlerin
hidrolizi sonucu olusan alkoller (gliserol ve sfingozin), yag asitleri, mono ve

digliseritler, aldehitler ve ketonlar tiirev lipitler sinifina dahil edilir.

Steroitler, birbirleriyle kaynasmis dort adet halka (biri 5 digeri ise iigii 6 karbonlu)
iceren karbon iskeletine sahip lipitlerdir. Halkalardan olusan yapiya farkli fonksiyonel
gruplarin baglanmasi, farkli steroitlerin olugsmasina neden olur. Steroitlerin fizyolojik
onemi c¢ok biiyiiktiir. Kolesterol, cinsiyet hormonlari, adrenalin ve kortizon gibi
hormonlar, safra asitleri, baz1 alkoloidler, D vitaminleri, bitkilerde kaucuk, recine,

hashas siitii steroit grubundaki bilesiklerdir.

Kolestroliin hiicre zarinin yapisi ve bakiminda 6nemli gorevi vardir. Kolestrol igeren

membranlar daha genis sicaklik arliklarinda bile akigskan ozelliklerini koruyabilirler.



Kolestrol suda ¢oziinebilir ve yagda ¢oziinebilir bolgelere sahip oldugundan amfifilik
yapidadir. Suda taginmayan kolestrollerin tasinmasi lipoproteinler araciligiyla olur (Url-

1). Sekil 1.7°de kolestroliin genel yapis1 gosterilmistir.

HsC CH;
CH,
CH;
CH;

HO

Sekil 1.7 Kolestroliin kimyasal yapisi.

1.2.2 Lipozomlarin siniflandirilmasi
Lipozomlar genel olarak hazirlanmalarinda kullanilan lipitlerin yapisina, icerdikleri
tabaka sayis1 ve biiyiikliiklerine gore su sekilde siniflandirilabilinir. Tabaka sayisi ve
biiyiikliiklerine gore lipozomlar;
e Birgok lipit ¢ift tabakadan olusmus ve Sekil 1.8a’da gosterilen ¢ok tabakali
lipozom (MLV, Multilamellar Vesicle)
e Tek bir lipit ¢ift tabakadan ve Sekil 1.8b’de gosterilen kiigiik tek tabakali
lipozomlar (SUV, Small Unilamellar Vesicles)
e Boyut olarak SUV’lardan daha biiyiik yapida fakat sadece tek bir lipit tabakadan
olugsmus olan biiyiik tek tabakali lipozomlar (LUV, Large Unilamellar Vesicles)

seklinde siniflndirilabilinirler.
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Lipozomlar icerikleri tabaka sayist ve boyutlarma gore siniflandirilmast daha ayrintili

olarak Cizelge 1.3°de sunulmustur (Gulati ve ark, 1998; Giirsoy, 2002).

Cizelge 1.3 Boyutlarina gore lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozom sinifi Boyut
MLV Caplar1 > 0.5 pm
uv Her boyutta olabilir
SUV 20-100 nm
MUV Orta biiyiikliikte tek tabakali lipozomlar
LUV Caplart > 100 mm
GUV Caplar1 > 1pm
MVV Caplar1 > lym

Kullanilan lipitin yapisina gore lipozomlar siniflandirilmasinda ise lipozomlar
hazirlanmasinda kullanilan lipitlerin net yiiklerine gore ndtral, anyonik ve katyonik
olarak ayrilmaktadir. Anyonik ve katyonik lipozomlar hazirlanirken anyonik ve katyonik
lipitler ile notral liptlerin belli oranlarda kullanilmasiyla hazirlanmaktadir. Anyonik,
katyonik ve ndtral lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan lipitler Cizelge 1.4’te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1.4 Lipozomlarin kullanilan lipitlerin yiiklerine gore siniflandirilmasi

Yiikii Lipitler

Notral Fosfatidilkolin
Dioleil-fosfatidilkolin
1,2- dimiristoil-sn-glisero-3-fosfatidilkolin
1,2- dimiristoil —sn- glisero-fosfatidiletanolamin
1,2- dimiristoil-sn-glisero-fosfatidilkolin

1-palmitoil-2-oleil-sn-glisero-3-fosfokolin

Anyonik Dioleil fosfatidik asit
Dioleil fosfatidilgliserol kardiolipin
Dioleil fosfatidilserin
Fosfatidik asit
Pirofosfatidik asit

Fosfatidilgliserol

Katyonik Dioleil-Trimetilamonyum-propan
N-Metil-4(dioleil)-metilpiridinyumkrorid
N-Metil-4(stearil)-metilpiridinyumklorid
Dioleil-fosfatidil-etanolamin
N-(1-(2,3-dioleiloksi)propil)-N,N,N,-trimetilamonyum klorid
1,2-bis(oleiloksi)-3-(trimetilamonyum)propan
3b(N-(N_,N_-dimetilaminoetan)-karbamoil) kolesterol
1,2-dimyristoyl-P-O-etilfosfatidilkolin
Dioktadesil-amido-glisil-spermin

2,3-dioleksi-N-[2(spermin)etil |-N,N-dimetil-1-propanaminyum trifloroasetat

12



1.2.3 Lipozomlarin hazirlanma yontemleri

Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan yontemler lipozomlarin biiytikligii ve igerdigi

tabaka sayisina etki edeceginden kullanilacak yontem amaca uygun olarak secilmelidir.

Geleneksel lipozom hazirlama yontemleri 3 ana baslik altinda toplanabilir.

a. Mekanik hazirlama yontemleri
b. Coziici dispersiyonu yontemi

c. Deterjan ile ¢oziindiirme yontemi

1.2.3.1 Lipozomlarin mekanik hazirlama yontemleri

Mekanik hazirlama yontemlerinde lipitler kat1 bir destek {izerinde kurutularak bir lipit

filmi edilir. Ortama sulu faz eklenmesi ve calkalama ile lipit film disperse (dagitma)

edilir.

Elle calkalama ile lipozomlarin dagitilmasi yontemi: Lipitler bir balon joje
icerisinde organik c¢oziicii icerisinde ¢oziiliir daha sonra organik ¢oziiciiniin
uzaklastirilmast ile balon jojenin alt kisminda ince bir film tabakas: elde edilir.
Ortama sulu faz eklenmesi ile film tabaks: tekrar siispanse edilir. Bu yontem en ¢ok
kullnilan yontemlerden birisidir.

Calkalama yapilmadan hazirlanan lipozomlar: Bangham ve ark. (1965) bu yontemde
hidrasyon ve yikama islemi olarak iki basamkta gerceklestirilir. Birinci basamak
olan hidrasyon basamaginda lipit filmi hazirlamr ve ¢alkalama yapiimadan sulu
ortam ile lipit filmi yikanir daha sonra hidrasyon islemi azot ile doyurulmus su
buhart ile yapilir. Yikama igleminde ¢alkalama yapilmadan sulu ortam ile yapilir.
Dondurarak kurutma ile lipozomlarin hazirlanmasi: New (1990) dondurarak kurutma
yonteminde dondurulmus-kurutulmus lipit uygun bir organik ¢oziicii i¢inde ¢oziilerek
sulu ortama eklenir. Kullanilacak ¢oziiciiniin se¢cimi donma noktasina gore segilir.
Lipitin kuru halde elde edilmesinin ardindan kopiik benzer yapinin sismesi beklenir.
Faz gecis sicakligi iizerinde hizli bir sekilde karistirma yapilarak MLV ’ler elde
edilir.

Fiziksel yollarla hidrate lipitlerin islenmesi: New (1990) kuru lipit filmin hidrasyonu

ile ¢ok tabakali lipozomlar hazirlandiktan sonra lipozomlarin biiyiikliik veya diger
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ozelliklerini degistirmek icin c¢esitli islemler wygulanabilir. MLV ’ler biiyiik ve
heterojen yapida olurlar. Bundan dolayt ¢esitli yontemler kullanilarak lipozomlar
kiiciik vezikiiller haline doniistiiriilmektedir. Bu ydntemler mikro-emiilsifikasyon,
ekstriizyon, ultrasonifikasyon ve Fransiz basing hiicresi yontemleridir. Hidrate
edilen lipitlerin tutulma hacimlerini arttirmak veya vezikiillerin tabaka sayisini
azaltmak i¢in dondurarak kurutma, dondurarak ¢ozme, iyon ve pH degisikligi gibi
yontemler gelistirilmistir.

Sonikasyon yontemi: New (1990) Hidrate edilen lipitlerden kiiciik ve tek tabakall
vezikiiller elde edebilmek igin lipozom dispersivonuna yiiksek diizeyde enerji
uygulayabilecek bir yontemin kullanilmasi gerekmektedir. Bu amagla siklikla
kullamilan yéntem ultrasonikasyon uygulanmasidir. Sonikasyon ile lipozomlarin
hazirlanmasinda iki yontem kullanimaktadir. Bunlar ¢ubuk sonikasyonu ve banyo
sonikasyonudur. Cubuk sonikasyonu, kiiciik hacimlerde yiiksek miktarda enerji
gerektiren dispersiyonlara uygulanir. MLV lerden daha kiiciik boyutta partikiillerin
olusmasi saglanir. Ancak bu yontemle lipitlerin bozunmasi, ¢ubugun ucundan
zamanla asinmaya bagli olarak metal partikiillerin kopmast gibi problemler
olusabilir. Banyo sonikasyonu, seyreltik fosfolipitlerin biiyiik hacimleri igin
uygulanan bir yontemdir.

Fransiz basing hiicresi ile hazirlama yontemi: New (1990) bu yéntemi asagidaki gibi
tammlamaktadir. “Fransiz basing hiicresi yonteminde uygulanan basin biiyiikliigiine
gore 30-80 nm boyutunda tek veya birkag tabakalt homojen lipozom preperatlarinin
hazirlanmasinda  kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle hazirlanan lipozom
preperatlart  sonikasyonla  hazirlamlanlara gére daha  stabildir”. MLV
dispersiyonlarimin  boyutlart yiiksek basinghh Fransiz basing ekstriizyonu ile
azaltilabilir.

Membrandan ekstriizyon yontemi: New (71990) bu yontemi asagidaki gibi
tamimlamaktadir. “Lipozomlarin partikiil biiyiikliigiinii azaltmak igin kullanilan
yontemlerden biridir. Gozenek biiyiikliigii belli olan membran filtrelerden lipozomlar
gecirilerek partikiil biiyiikliigii azaltilir”.

Kurutulup tekrar olusturulan vezikiiller: Arica (1992) bu ydntemi su sekilde
agiklamaktadir: SUV dispersiyonlart dondurulur ve liyofilize edilir. Boylece organik

14



¢oziictiden kurtularak hazirlanan Lipozomlarin aksine, SUV yapida kurutulmus
lipitlere sulu fazin eklenmesiyle tekrar hidrasyon saglanir.

Dondurarak ¢ozme sonikasyon yontemi: Oku ve ark. (1983) bu yéntemde farkl
derisimlerdeki tuz cozeltileri ile SUV lar karistirilir ve bircok kez dondurma ¢ozme
islemi uygulanir. Uygulanan diyaliz iglemi swrasinda ise dondurarak ¢ézme ile
yvikama ve osmotik par¢alanmayla olusan kopma LUV leri meydana getirir.

pH degistirilerek yapilan vezikiilasyon islemi: Sadece pH degistirilerek sonikasyon
veya basing uygulanmadan MLV ler tek tabakall vezikiillere doniistiiriilebilir. pH da
ki gecici degisim ile lipit tabakanin yiizeyindeki yiik yogunlugundaki artisa bagh
olarak kendiliginden vezikiillerin olusmasi saglanir.

Kalsiyumla indiiklenen flizyon yontemi: Papahadjopoulos ve ark. (1978)
tarafindan  bulunan bu yontem asit ozellikteki fosfolpitlerden LUV lerin
hazirlanmasinda olanak tamir. SUV ler de fiizyonu indiiklemek icin ortama kalsiyum
eklenir ve biiyiik silindirik, kivrimli, spiral dizinde ¢ok tabakali yapilar lusur. Bu
yontemle elde edilen vezikiillerin partikiil biiyiikliigii dagilim heterojen olup
biiyiikliikleri 0.2-1.0 um arasinda degismektedir. Bu yontem makromolekiilleri %610
oramnda LUV ler icinde enkapsiile edilebildiginden avantajlidir. Sonugta olusan
vezikiiller homojen biiyiikliikte, biiyiik tek tabakali yapilardwr. Dezavantaji ise asidik
fosfolipit veya fosfolipit karisimlarindan yapilabilmesi nedeniyle formiilasynlarinin
smirly olmasidr.

Mikroemiilsifikasyon yontemi: Lipozomlarin belirli biiyiikliikte hazirlanmasi igin
cesitli laboratuar olgekte bazi teknikler gelistirilmistir. Ancak bunlarin biiyiik bir
boliimii yiiksek hacimde iiretim icin uygun degildir. Talsma ve ark. (1991) doymus ve
doymamis fosfatidilkolin iceren lipozomlari mikrofluidizasyon, sonikasyon ve
basingla siizme teknikleri ile elde ettikleri ¢alismalarinda 40 umolL fosfolipit/mL
lipozom dispersiyonlarinda sonikasyon ve yiiksek basing homojenizasyonunun ayni
ortalama partikiil boyutlarim ulasabildigini vurgulamis ve ayrica lipozomlarin
hazirlanmasinda etkili bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Basingl stizme ise daha
biiyiik partikiil vermistir. Mikrofluidizer ile 0.05-0.25 um araliginda ortalama
partikiil biiyiikliigii ve dar bir biiyiikliik dagilimi 200 um fosfolipit/mL dispersiyon
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konsantrasyonuna kadar elde edilmistir. Ancak miktari 50 mL’yi asan serilerde

belirgin bir lipit kaybt ve dispersiyon igindeki ufak metal partikiilleri goriilmiistiir.

1.2.3.2 Lipozomlarin ¢oziicii dispersiyon yontemleriyle hazirlanmasi

Lipozomlarin ¢6ziicli dispersiyon yontemleri ile hazirlanmasinda kullanilacak lipitler

organik c¢oziiclide, etken madde sulu fazda ¢oziilerek, sulu ve organik fazin temasi

saglanir. Organik ve sulu faz ara yiizeyinde tek tabaka olusturan fosfolipitler ¢ift tabakali

yapilart meydana getirecek sekilde diizenlenir.

Etanol enjeksiyon yontemi: Batzri ve ark. (1973) bu yontemi su sekilde
actklamaktadr: 30-110 nm ¢apinda tek tabakali vezikiillerin hazirlanmasini
saglayan bu yonteme etanolde ¢oziinen lipitler tampon ¢ozeltive enjekte edildigi
sirada SUV’ler olusur. SUV lerin olusabilmesi icin etanol derisimi hacimce %10 u
asmamalidr. Elde edilen vezikiillerin biiyiikliigii ve homojenligi etanol ve tampon
karisim oranina ve karigtirma hizina bagh olarak kontrol edilebilir. Yontem basit ve
hizlidir. Ancak bu yontem ile enkapsiilasyon etkinligi diisiik, seyreltik lipozomlarin
olusmasi dezavantajlidir. Vezikiillerin ultrafiltrasyon ile konsantre hale getirilebilir.
Yontemin diger bir dezavantaji ise ortamdan etanoliin uzaklastirilmast zorlugudur.
Etanol ortamdaki su ile azeotropik karisim olusturur ve bunun distilasyon veya

vakumla uzaklastirtimasi cok zordur.

e Eter enjeksiyonu yontemi: Deamer ve ark. (1976) tarafindan ilk defa uygulanan bu

yontemde fosfolipitler dietileter veya dimetileter/metanol karisiminda ¢oziiliir. Diistik
basing altinda 30 °C‘de veya 55-65 °C‘de enkapsiile edilecek materyale enjekte
edilirler. Organik ¢oziiciiniin u¢urulmasindan sonra LUV ler olusur. Vezikiiller 1.2
um gozenek c¢apina sahip filtreden gegirilerek ortalama partikiil 150-200 nm
arasinda degisen vezikiiller elde edilir. Schieren ve ark. (1978) bu yontemi soyle
acgiklamaktadirlar: Etanol enjeksiyonu tekniginden farkli olarak bu yontemde
organik ¢oziiciideki lipit konsantrasyonu lipozom biiyiikliigii iizerinde etkin degildir.
Bu yontem petrol eteri kullanilarak modifiye edilmistir. Enjeksiyon teknigi bir¢ok
lipit karisimina uygulanarak LUV ler hazirlanabilir. Bu yontemde organik ¢oziicii

kullanimi ve yiiksek sicaklik uygulanmasi isiya duyarli maddeler i¢in dezavantajlhidir.
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Enjeksiyon teknigi ile hazirlanan lipozomlarin biiyiikliik dagilimi heterojen olup,
enkapstilasyon etkinligi ise diisiiktiir.

e Organik fazda sulu emiilsiyon yontemi: New (1990) bu yontemi su sekilde
aciklamaktadir: lipozom iki basamakta hazirlanir. Birinci basamakta lipit ¢ift
tabakanin i¢c kismu, ikinci basamakta ise distaki kismi olusturulur. Yontemin cesitli
uygulamalart olmakla birlikte genel yol yag i¢cinde su emiilsiyonu olusturulmasi
seklindedir. I¢ fazda enkapsiile edilen materyali iceren kiiciik hacimdeki sulu ortam,
biiyiik hacimdeki su ile karismayan organik c¢oziicii igindeki lipitler ile temas
¢oziiliir. Daha sonra mekanik karistirma ile sulu faz mikroskobik su damlaciklar
haline getirilir. Sulu kompartman, fosfolipitlerden olusan tek tabaka ile kusatildiktan
sonra sonugtaki lipozomun merkez c¢ekirdegi sekillenir. Bu yontemle yapilan
uygulamalara ornek olarak ters faz buharlasma teknigi verilebilir.

e Ters faz buharlagsma teknigi: Szoka (1978), bu yontemi su sekilde aciklamaktadirlar:
Fosfolipitler organik ¢oziiciide veya organik ¢éziicii karisimlarinda ¢éziiliir. Sulu
ortam fosfolipit ¢oziicii karisimina eklenir. Homojen bir emiilsiyon olusumu icin bir
siire karigtirilr, algcak basingta ¢oziiciilerin  uzaklastirilmast saglanir. Boéylece
viskoz, jel kivaminda sonradan algak basinca doner buharlastivict yardimiyla
kendiliginden dispersiyon olusturacak faz olusur. Sonugta elde edilen vezikiil
biiyiikliigii fosfolipit karisimindaki kolestrol oranina gére degisir. Kolestrol/fosfolipit
oramin 1:1 olan vezikiilerin ¢apt 0.16-0.9 um arasinda degisir. Ancak kolestrol
icermeyen benzer fosfolipitlerde bu biiyiikliik ortalama 0.16um dir. ve 0.08-0.24 um

arasinda degigir.

1.2.3.3 Lipozomlarin hazirlanmasinda deterjan ile ¢céziindiirme yontemi

Bu yontem deterjan fosfolipit karistmindan deterjanlarin uzklastirilmasi esasina dayanur.

1.3 Lipozomal Sistemlerin Siiperkritik Akiskan Teknolojisiyle Uretim
Prosesleri
Konuya iligkin siireli yayin veri tabani incelendiginde ilk ¢alismalara 1994 ve 1996

yillarinda yayimlanan patentlerde rastlanilmaktadir. ilk patent caligmasi siiperkritik
kosullardaki COj,+etanol (yardimci ¢d6ziicli) karisiminda ¢oziinen fosfatidilkolin

(PC)+osfatidiletanolamin (PE) ikili lipit karisiminin sulu faz i¢ine nozzle sisteminden
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gecirilerek enjeksiyonunu icermektedir (Castor, 1994). ikinci patent ¢alismasi ise sulu
faz1 ile PC+PE lipit karisimi, CO, ve etanol Oncelikle birbiriyle karistirilmis ve daha
sonra basing altindaki bu karisim bir nozzle sisteminde gecirilerek yani sprey edilerek
cok hizli sekilde basincin indirgenmesi saglanmistir (Castor ve Chu, 1996). Her iki
sire¢ sonunda {iretilen lipozomal sistemlerin boyutlart 200 nm—4 pm araliginda
degismistir. Lipozomal sistemlerin SCCO, teknolojisi ile sentezlenebilirligi ve
calismalarin  endiistriyel boyuta aktarilabilme potansiyeli SCCO, ortami iceren
alternatif iiretim proseslerinin gelistirilmesine ivme kazandirmistir. SCCO; ortami

iceren prosesler iliskin literatiir bilgisi Cizelge 1.5'de ve asagida 6zetlenmistir.

Cok miktarda organik ¢oziicii kullamimi gerektiren konvansiyonel lipozom {iretim
yontemlerine alternatif olarak suda ¢oOziinebilir bilesiklerin SCCO, ortam1 kullanarak
enkapsiilasyonu saglayabilen lipozomal sistemleri iiretebilmek amaciyla Frederiksen ve
ark. (1997) tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Polaritesi etanol ile arttirilmis
25 MPa ve 60 °C kosullarindaki SCCO, ortaminda fosfolipit (PC+PS) ve kolesterol
(CHOL) sistemlerinden olusan homojen bir lipit ¢ozeltisi 0.5 mm ¢apli ve 5 cm
uzunlugundaki kapiler boru sistemden gegcirilerek sulu sistem icinde genlestirilmesiyle
basincin indirgenmesi gerceklestirilmistir. Yontem ile bimodal boyut dagilimli yaklasik
200 nm ortalama boyuta sahip lipozomal sistemler {iretilmistir. Calismada
konvansiyonel yontem (Bangham yontemi) ile iiretilen lipozomal sistemler ile benzer

enkapstilasyon etkinligine ulagilmistir.

Stiperkritik ¢ozeltilerin ani genlesmesi (RESS) prosesi, SCCO, ortaminda hazirlanan
doygun fosfolipit ¢cozeltisi diislik basingtaki genlesme {initesine sicaklik kontrollii nozzle
sistemden siipersonik hizda gecirilmesiyle olusturulan yiiksek kesme gerilimleri ve
SCF'in ani genlesmesi sonucu fosfolipit kompleksi (kat1 formda fosfolipit partikiilleri)
iretimini geceklestiren bir prosestir. Aslinda RESS prosesi ile dogrudan lipozomal
sistemlerin tretimi gerceklestirilemez. Ciinkii lipozomal sistemlerin olusumu i¢in su
ortamina gereksinim duyulur. Ancak Wen ve ark. (2010) RESS prosesini modifiye
ederek lipozomal sitemleri sentezleyebilmislerdir. PC, CHOL ve ugucu yag Oncelikle
SCCOg/etanol sisteminde ¢oziinmiis ve daha sonra yliksek basing kosullarindaki ¢ozelti

es eksenli nozzle sisteminden gegiren potasyum fosfat tamponu ile birlikte ani genlesme
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linitesine enjekte edilmistir. Bu ¢aligmada, 30 MPa ve 65 °C kosullarinda kiiresel
morfolojiye sahip, 173 nm'de siki boyut dagilima sahip ve yliksek enkapsilasyon

etkinlikli lipozomal sistemler sentezlenmistir.
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Cizelge 1.5 Lipozomal sistemlerin SCCO, ortaminda iiretim prosesleri

Y ontem Fosfolipit bilesimi Aktif Bilesen Boyut Kaynaklar

Siiperkritik lipozom yontemi Fosfatidilkolin, fosfatidilserin FITC—dekstran ve ~200 nm
ve kolesterol TSZnPc

(Frederiksen ve ark.,1997)

Siiperkritik ¢ozeltilerin ani Fosfatidilkolin ve kolesterol A. macrocephala ~173 nm (Wen ve ark., 2010)
genlesmesi (RESS) prosesi ugucu yagi

Sulu ortam iginde genlestirilmis Diastearoylphosphatidylcholine - 50-100 nm (Meure ve ark., 2009)
¢ozeltinin basincin indirgenmesi ve kolesterol

(DESAM) prosesi

Siiperkritik akigkanlarla dagilimi Soya fosfolipitleri Puerarin 1 um (Li ve ark., 2008)

yiikseltilmis ¢6zelti (SEDS) prosesi

(Li ve ark., 2008)

Gaz anti—¢6ziicii (GAS) prosesi

Soya fosfolipitleri
Fosfatidilkolin ve kolesterol

Amfoterisin B

(Li ve ark., 2008)
Kadimi ve ark., 2007)

Aerosol ¢oziicli ekstraksiyon
sistemi (ASES) prosesi

Fosfatidilkolin ve kolesterol

Mikonazol

0.5-3um

(Kunastitchai ve ark., 2006)
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Cizelge 1.5 Lipozomal sistemlerin SCCO, ortaminda iiretim prosesleri (Devam)

Yontem Fosfolipit bilesimi Aktif Bilesen Boyut Kaynaklar
Stiperkritik anti-¢oziicii (SAS) prosesi  Lesitin S20, S75 ve S100 - 140 pm (Badens ve ark., 2001)
Lesitin S75 - 1-40 um (Magnan ve ark., 2000)
Lesitin S75 Floresan belirtegler 0.1-100 pm (Lesoin ve ark., 2011)
Hidrojenlenmis soya Doketaksel 200-300 nm Naik ve ark., 2010)
fosfatidilkolin,
soya fosfatidilkolin ve cholesterol
Hidrojenlenmis soya Vitamin D; 1 pm (Xia ve ark., 2011)
fosfatidilkolin
Hidrojenlenmis soya Lutein 200-500 nm (Xia ve ark., 2012)
fosfatidilkolin
Siirekli anti¢dziicii (CAS) prosesi Soya lesitini - 0.1-100 pm (Lesoin ve ark., 2010)
(Lesoin ve ark., 2011)
Siiperkritik ters faz evaporasyon Dipalmitoilfosfatidilkolin Glukoz ve kolesterol 0.1-1.2 pm (Otake ve ark., 2001)
(SCRPE) prosesi
Fosfatidilkolin, Glukoz ve kolesterol (Imura ve ark., 2002)
fosfatidiletanolamin,
fosfatidilinositol, fosfatidik asit,
Fosfatidilkolin ve Glukoz (Imura ve ark., 2003)
dioleoilfosfatidilkolin
Gelistirilmis siiperkritik ters faz Dipalmitoilfosfatidilkolin Glukoz 1.5 um (Otake ve ark., 2006)

evaporasyon (SCRPE) prosesi

(Otake ve ark., 2006)
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Sulu ortam icinde genlestirilmis ¢ozeltinin basincin indirgenmesi prosesi (DESAM)
prosesi, Meure ve ark. (2009) tarafindan gelistirilmis hizli ve basit bir yontemle lipozom
olusumunun saglandig1 bir prosesdir. Proseste lipozom {iretiminde yer alan organik
coziiciilerin biiyiik Olgiide ayrilmasi 1limli sicaklik kosullarinda ve 6 MPa altindaki
basing kosullarinda gerceklestirilmistir. Bu yontemde etanol+kloroform icinde ¢oziinen
fosfolipit ¢ozeltisi icine CO, enjekte edilerek genlestirilmis bir lipit ¢zeltisi hazirlanir.
Daha sonra bu ¢ozelti 1sitilmis sulu ortama bir nozzle sisteminden (0.9 cm uzunluk ve
177.8 pm i¢ ¢apli/1.5 cm uzunluk 254 um i¢ capli) gecirilerek piiskiirtiiliir. Boylece
lipitleri ¢6zmek i¢in kullanilan organik ¢oziiciilerin uzaklagmasi saglanir. Deneysel
bulgularda lipozomal sistemlerde organik ¢oziicii kalintisinin siiperkritik lipozom
yontemine kiyasla yaklasik 4 kat daha az oldugunu vurgulamistir. Bu yontemde 50-200

nm boyut dagilimina sahip lipozomal sistemler iiretilmistir.

Stiperkritik akigkanlarla dagilimi yiikseltilmis ¢ozelti (SEDS) prosesi, Li ve ark. (2008)
tarafinda lipozomal sistemlerde ila¢ etken maddesi puerarin enkapsiilasyonu
gerceklestirmek amaciyla uygulamaya koydugu yari—stirekli isletim konfigiirasyonlu bir
prosestir. Proses kati formda ilag etken maddesi iceren fosfolipit komplekslerinin
olusumu i¢in tasarlanmistir. Organik ¢6ziiclide ¢oziinen puerarin ve soya fosfolipitleri
ikili sistemi es anli olarak CQ; ile birlikte 6n karistirma iinitesine beslenmekte ve burada
akimlar birbiriyle molekiiler diizeyde disperse edilerek SCF'da dagilimi yiikseltilmis bir
cozeltinin fiziksel olusumu saglanmistir. Daha sonra bu c¢ozelti es eksenli nozzle
sisteminden gecirilerek daha diisiik basing kosullarinda SCF'la basinglandirilmis olan
partikiil olusum {initesine enjekte edilerek piskiirtiilmistiir. Olusan jet akimlari
sayesinde organik c¢oziicli, SCF fazindan olusan yigin ortaminda dagitilarak
(ekstraksiyon) cozelti sisteminden uzaklastirilmis ve bdylece 1 um boyutlarinda kuru
formda ila¢ etken maddesi igeren fosfolipit kompleksleri sentezlenmistir. Isletme
kosullarinin iyi optimize edilememesi nedeniyle bazi1 fosfolipit komplekslerinin i¢ ice
gecerek yaklastk 6 pum'lik aglomeratlar olusmustur. Ancak lipozomal sistemlerin

olusumu i¢in hidratasyonu agamasina gereksinim duyulmaktadir.
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Gaz anti—¢oziicii (GAS) prosesinde, prosesin basarisi sivinin kontrollii bigimde
buharlagmasini saglayabilecek olan isletme kosullarina baglhdir. Bu kosullar arasinda
gazin siviyl ¢dzebilme potansiyeli en énemli kriterdir. Ilag etken maddesi igeren sivi
¢oziicli sistemiyle basinglandirilmis gazin kademeli olarak temasi saglandiktan sonra sivi
¢Ozelti sisteminden kontrolii bi¢cimde uzaklastirilan sivi ¢oziicii, aktif ila¢ etken
maddesinin siv1 i¢indeki ¢oziiniirliik dengesini azaltarak partikiillerin olusumu saglanir.
Ancak bu siirecten sonra sentezlenen partikiillerin kurutulmasi i¢in bagka bir proses
basamagina daha gereksinim duyulur. Puerarin igerikli fosfolipit komplesinin
olusturulmasi i¢in Li ve ark. (2008) GAS prosesini de kullanmislardir. Yart siirekli
isletim konfiglirasyonuna sahip SEDS prosesinin aksine GAS prosesi kesikli isletim
konfigiirasyonuna sahiptir. Arastirmacilar, ila¢ etken maddesi ve fosfolipitleri
etanol+kloroform bilesimindeki c¢oOziici sisteminde ¢6zdiikten sonra atmosferik
kosullardaki baslangi¢c aninda partikiil olusum {initesine yerlestirmislerdir. SCCO, (10
MPa ve 38 °C) ile kademeli olarak basinglandirilan ortam, belli bir kalma siiresi sonunda
cozeltideki organik ¢oziiclileri uzaklastirilabilmek amaciyla ortama diisiik akis hizinda
taze SCCO, beslemesi saglanmis ve daha sonra ortam basinct ¢ok yavas ve kontrollii
bigimde distiriilmiistiir. Arastirmacilar fosfolipit komplesklerinin olusumu i¢in GAS
prosesinin uygun olmadigini bildirmislerdir. Bu siirecte akigkan ortamina herhangi bir
karistirma islemi uygulanmamistir. Bagka bir arastirmada ise Kadimi ve ark. (2007)
lipozomal sistemlerde hidfrofobik 6zellikteki ilacin amfoterisin B'nin enkapsiilasyonu
olusturulan ¢ift tabaka arasinda homojen bi¢imde dagitarak gergeklestirmislerdir.
Baslangigta atmosfer kosullari altinda fosfolipitler, metanol ve kloroform yiiksek basing
{initesine yerlestirilmis ve daha sonra 15 MPa ve 60 °C kosullarindaki SCCO, yiiksek
basing iinitesine beslenerek ortamin basinglandirilmasi saglanmistir. Sicaklik ve basing
kosullar1 dengeye geldiginde lipozomal sistemlerin olusumu i¢in gerekli sulu tampon
cozeltisi basing altindaki ortama beslenmis ve daha sonra yiiksek basing {initesinin
basinci yavas bir sekilde diisiiriilmiistiir. Bangham yontemi ile elde edilen iirlinler ile
karsilastirildiginda, GAS proses ile morfolojik acidan daha iyi, daha kiiclik boyutlarda

ve dar boyut dagilimli lipozomal sistemlerin sentezlendigi bildirilmektedir.
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Kunastitchai ve ark. (2006) imidazol antifungal ajan olan mikonazol igerigine sahip
lipozomal formiilasyonu ger¢eklestirmek i¢in aerosol c¢oziicii ekstraksiyon sistemi
(ASES) prosesini kullanmuslardir. iki proses basamagi sonunda lipozomal sistemlerin
sentezlenebildigi bu proseste; once ilag etken madesi ve fosfodilkolin+kolesterol,
metanol+diklormetan ikili sisteminde ¢6ziinmiis (iyonik olmayan bir siirfaktan
kullanarak ya da kullanmayarak) ve daha sonra bu sivi karistm 0.4 mm ¢apli nozzle
sisteminden gecirilerek 6nceden SCCO, (8 MPa ve 35 °C) ile basinglandirilmis olan
yiiksek basing {initesine piiskiirtiilerek aeresol seklinde dagilmasi saglanmstir.
Aerosoldeki organik c¢ozciiler SCCO, fazma gegmesi saglanarak kuru fosfolipit
komplekslerinin olusumu gerceklestirilir. Organik ¢oziicii kalintilar1 giderebilmek i¢in
fosfolipit komplekslerinden SCCO, gecirilerek kurutulmustur. Lipozomal sistemlerin
olusumu i¢in gerekli olan hidratasyon basamaginda sentezlenen komplekslere sulu
tampon sistemi eklenmistir. Bu siirecte sivi ortama diisiik bir hizda karistirilma islemi

uygulanmstir.

Stiperkritik anti-¢oziicii (SAS) prosesi siirekli isletim konfigiirasyona adaptasyonunun
saglanabilmesinin yani sira partikiil boyut ve dagiliminin kontrol edilebilmesi nedeniyle
en popiiler lipozomal sistemlerinin iiretimin gergeklestirilebilecegi bir prosesidir. Sivi
coziiclide c¢oziinen bilesen siiperkritik kosullardaki akigkanin yer aldig1 yiiksek basing
iinitesine bir nozzle sisteminden gecirilerek piiskiirtiilir. SCF ortami sivi ¢dziicii ortami
icin 1yi bir ¢Oziicii olmasina karsin partikiil olusumu gerceklestirilmek istenen maddeler
icin bir anti¢dziicli ortami olarak kullanilir. Sivi ¢oziicii sistemi SAS prosesine girdigi
anda SCF ile asir1 doygunluga ulasir. Coziiciisiiniin ¢ozme giiciinden kurtulan bilesen ise
hizl1 bir ¢ekirdeklenme siireci ile karsi karsiya kalir ve kiiclik partikiillerin oluslumu
gergeklesir. Badens ve ark. (2001) ve Magnan ve ark. (2000) {i¢ farkli lesitin (PC, PE ve
fosfatidilinositol bilesimleri farkli) kullanarak SAS prosesinde lipozomal sistemleri
iretmislerdir. Arastirmacilar 1-40 um boyut araliginda kiiresel formda lipozomal
sistemler sentezlediklerini ve bunlarin kismen aglomere oldugu ve ¢oziicii kalintisi
icermedigini bildirmislerdir. Lesoin ve ark. (2011) ise 0.1-100 pm boyut araliginda
bimodal boyut dagilimli kiiresel forma sahip lipozomal sistemleri sentezlediklerini
bildirmislerdir. Bunun yam sira, konvansiyonel yonteme kiyasla tekrarlanabilirligi

acisindan SAS prosesinin daha avantajli olugunu vurgulamislardir.
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Naik ve ark. (2010) kanser tedavilerinde yaygin kullanima sahip kemoterapétik ajan
dosetakselin enkapsiilasyonu ylizeyleri polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis
lipozomal sistemler igerisinde gerceklestirilmistir. Calismada doymus hidrojenlenmis
soya fosfatidilkolin (HSPC) ve doymamis (soya PC) fosfolipitleri ile CHOL once
kloroform+metanol ikili sisteminde ¢6ziinmiis ve daha sonra lipit ¢ozeltisi bir nozzle
sisteminden gegcirilerek yiiksek basing tinitesindeki SCCO; ortami igine piiskiirtiilmiistiir.
SCCO;'nin siirekli bicimde beslendigi SAS prosesinde Oncelikle kat1 formda fosfolipit
kompleksleri sentezlenmistir. Nozzle sistemi, yiiksek basing iinitesinin geometrik
ozellikleri gibi proses 0zelliklerinin tanimlanmadigi bu ¢alismada lipozom boyutuna etki
eden bazi proses parametreleri (presipitasyon iinitesinin sicaklik ve basing kosullar ile
sisteme beslenen akiskanlarin hacimsel akis hizi gibi) ve dar bir aralikta tanimlanan
lipozom bilesimlerinin etkisi incelenmistir. 200-300 nm boyut aralifinda sentezledikleri
belirtilen SUV ozeligindeki lipozomal sistemlerin sentezini 22 MPa ve 40 °C
kosullarinda SCF ortaminda sentezlemislerdir. Ancak belirtilen boyut araligt LUV
ozelligindeki lipozomal sistemlerin tanima uymaktadir. Arastirmacilar ~%80
enkapstilasyon verimine ulastiklar1 lipozomal sistemlerin in vivo ¢alismalarda 48 saat
siire boyunca ve 4 ay depolama karaliligina sahip oldugunu bildirmislerdir. Xia ve ark.
(2011) ve Xia ve ark. (2012) sadece HSPC'den yola ¢ikarak vitamin D3 ve luteinin SAS
prosesinde fosfolipit kompleksini olusturmuslardir. Bunun ig¢in organik ¢oziicl
sisteminde (diklormetantetanol) c¢ozeltisi hazirlanan fosfolipit, vitamin D3/luteinin
karisimini, 8-10 MPa ve 35-55 °C araliginda belli bir isletme kosulda CO, ile
basing¢landirilmis yiiksek basing iinitesine es eksenli bir nozzle sisteminden gegirilerek
(i¢c borunun ¢ap1=0.2 mm ve dis borunun i¢ ¢api=1 mm) puskiirtiilmiistiir. Basingl iinite
icinde olusturulan sivi fazdaki damlacik bilesimindeki organik ¢oziiciiler CO, fazi ile
hizli bicimde doygunluga ulagmasiyla ortalama 200 nm ve dar boyut dagilimina sahip
kati O6n lipozomal sistemler iretilmistir. Hidratasyon basamaginda ise %90
enkapsiilasyon etkinligine sahip olan lutein i¢in ~500 nm ve Vitamin Ds i¢in yaklagik

1 um boyutlarinda lipozomal sistemlerin sentezlenebildigi bildirilmektedir.
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Lesoin ve ark. (2010) ve CAS1 (proses tek ¢ikis akimina sahip) ve Lesoin ve ark. (2011)
CAS2 (proses 2 cikis akimina sahip olarak tanimladiklar1 tek basamamakta lipozom
iiretimine yonelik siirekli anti¢oziicii prosesi (CAS) olarak adlandirilan 2 farkli proses
gelistirmistir. CAS1 prosesinde prosese lipozomal sistemlerin iiretimi i¢in elzem olan
sulu fazin bir kismi1 baslangigta yiiksek basing tinitesine doldurulmakta ve bu siireci CO,
enjeksiyonu izlemektedir. Organik c¢oziiclide hazirlanan soya lesitin iceren ¢ozelti
yiiksek basing iinitesine nozzle siteminden gegirilerek piiskiirtiilmektedir. Bu siiregte
sulu faz kanistirllmaktadir. Fazlar dengeye ulastiginda yiiksek basing iinitesinin altindaki
cikis vanasi agilarak CO, ile birlikte lipozom siispansiyonunun prosesten ¢ikisi
gerceklestirilir. Baslangictaki sulu ¢ozeltisinin miktarin1 korumak amaciyla sisteme
siirekli olarak su beslemesi yapilir. CAS2 prosesinin farki, fazlar dengeye ulastiginda
yiiksek basing tinitesi ilizerinde yer alan ikinci ¢ikis hattinin agilmasiyla CO,+organik
¢oOziicliniin bu hattan ayrilmasi saglanirken alt akim ¢ikisindan sentezlenen lipozomal
sistemin siispansiyonunun ¢ikisi saglanir. CAS prosesleri ile sentezlenen lipozomlarin

ortalama caplar1 0.1-1.2 um arasinda degismektedir.

Stiperkritik ters faz evaporasyon (SCRPE) prosesinin basarisi isletme sicakligina bagh
oldugundan isletme sicakligi SCCO, ortaminda tamamen ¢oziinmesi hedeflenen
lipitlerin faz gecis sicaklindan daha yiiksek olmalidir. SCRPE prosesi ile lipozomal
sistemlerin {iretimine yoOnelik ilk c¢alisma Otake ve ark. (2001) tarafindan
gergeklestirilmistir. Arastirmacilar degisken hacimli yiiksek basing sistemini once CO,
ile basinglandirmis ve daha sonra etanol ig¢inde ¢Oziinlis dipalmitoilfosfatidilkolin
(DPPC) ¢ozeltisi eklenmistir. Proseste istenen basing ve sicaklik kosullar1 saglandiktan
sonra sulu glukoz ¢ozeltisinin tamameni yiiksek basing sistemine beslenir. Bu siire¢
sonunda degisken hacimli yiiksek basing sisteminin hacmi degistirilerek ortam
basincinin azalmasi saglanir. Bu siirecle birlikte lipozomal sistemler sentezlenir. Bu
yontem ile %25 enkapsiilsyon verimine ulasan arastirmacilar 100200 nm boyutlu
lipozomal sistemler sentezlemislerdir.  Lipofilik  6zellikteki  kolesterol ile
gerceklestirdikleri calismalarda ise % 63 enkapsilasyonu verimliligine ulasilmistir.
Imura ve ark. (2002) aynm proses ile lipozomal sistemleri fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol, fosfatidik asit igeren farkli soya lesitinleri

kullanarak sentezlemistir. Proses isletme kosullar1 20 MPa/60 °C olup belirtilen degerleri
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Otake ve ark. (2001) tarafindan belirlenmis optimum kosullardi. Kullanilan lesitin
bilesiminin farkli olmast ve bunlarin SCCO, ortamindaki degisen c¢oziintirliikleri
nedeniyle sekil (kiiresel ya da elips sekline sahip) ve boyutlari (0.1-1.2 pm) farkli
ozellikte olan lipozomal sistemlerin sentezine yol a¢gmustir. Konuya iliskin onceki
arastirma bulgularina bagli olarak, Imura ve ark. (2003) sentezledikleri lipozomal
sistemler stabilitesini gelistirmek ve glukozun enkapsiilasyon verimini artirmak igin
farkli derisimlerde dioleoilfosfatidilkolin (DOPC) ve DSPC bilesimine sahip lipitlerden
yola ¢ikarak lipozomal sistemlerin sentezini 60 °C'de 130-30 MPa basing araliginda
gergeklestirmigler ve oOnceki caligmalarina kiyasla enkapsiilasyon verimini 2 kat
arttirmiglardir. Otake ve ark. (2006a) ve Otake ve ark. (2006b) SCRPE prosesi ile
sentezledikleri lipozomal sistemlerdeki enkapsiilasyon verimini arttirmak i¢in prosesi
gelistirmiglerdir. Gelistirilmis SCRPE prosesinde lipozomal sistemler yine gozlem
pencereli degisken hacimli yiiksek basing iinitesinde {iretilmistir. Ancak organik
¢oziicliniin yer almadigi bu siiregte, homojen olmayan fosfolipit karisgimi ve glukoz
cozeltisi baglangicta degisken hacimli yiiksek basing iinitesinde yerlestirilmistir. Hiicre
icindeki ortam manyetik bir karistirma etkisinde olup yukarida belirtilen basing ve
sicaklik kosullarindaki SCCO; ile basinglandirilmistir. Yiiksek basing sisteminin hacmi
kontrollii bir sekilde arttirilarak ortam basinci yavas yavas azaltilmistir. Bu siirecle

birlikte ortalama 1.5 um capli lipozomal sistemler sentezlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda lipozomal bilesiklerin iiretiminde L-o-
fosfatidilkolin (Sigma 44924) kullanilmistir. Anyonik ylizey aktif madde olarak 1,2-
dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfo-rac-(1-gliserol) sodyum tuzu (DPPG, Sigma 50984),
katyonik yiizey aktif madde olarak dimetildioktadesilamonyum bromiir (DDAB, Sigma
D2779) kullanilmistir. Lipozomal bilesiklerin stabilitesini korumak amaciyla kolesterol
(Sigma C8667, Saflik %99) kullanilmistir. Lipozomal bilesiklerin olsumunda kullanilan
lipitlerin ¢oziiniirligiinii arttirmak amaciyla kloroform (Sigma 288306 Saflik %99) ve
metanol (Merck 288306 maksimum %0.003 H,0O) kullanilmistir. Siiperkritik
kosullardaki akiskan ortaminin olusturulmasinda saflik derecesi %99 olan 55 bar basing
kosullarinda s1vi CO, (Giinaylar Siai ve Tibbi Gaz Dolum ve Uretim Tesisi, Sivas)
kullanilmistir. Tim sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda iletkenlik degeri 18.2 MQcm-1

olan Milli-Q su (Milli-Q Gradient Model, Millipore, ABD) kullanilmistir.

2.2 Lipozomal Sistemlerin Uretimi

Stiperkritik ¢ozeltilerin ani genlesmesi (RESS, Rapid Expansion of Supercritical
Solutions) prosesi ve bir sivi ¢oziicli iginde siiperkritik akiskanin ani genlesmesi
(RESOLVE, rapid expansion of supercritical solution into a liquid solvent) prosesleri
kullanilarak lipozomal sistemlerin {iretimi gergeklestirilmistir. RESS ve RESOLVE
prosesleri i¢cin akim semas1 Sekil 2.1'de gosterilen bir siiperkritik akiskan ekstraksiyon
sistemi (ISCO Marka SFX220 Model ISCO Inc., ABD) ve bir de yiiksek basing reaktor
sisteminin (RW100 Model, Thar Process Inc., ABD) modifiye edilmesiyle tasarlanan
sistemler kullanilmistir. RESS ve RESOLVE prosesleri temel olarak proseste ¢oziicii
olarak kullanilacak olan SCCO,'in iiretimin yer aldig1 siiperkritik CO, pompast modiilii,
lipitsel materyallerin SCCO, ortaminda doygun c¢ozeltisinin saglandig1 yiiksek basing
reaktor reaktorii modiilii ve SCCO,'de lipitsel materyalerin doygun ¢ozeltisinin ani
genlesmesi sonucu olusturulan 6n lipozomal formlarin iiretimi ya da genlesmenin
dogrudan tampon ortaminda gergeklestirildigi siirecleri igeren presipitasyon ya da

hidratasyon modiiliinden olusmaktadir.
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siiperkritik CO, Pompasi Modiilii Yiiksek Basing Reaktdor Modiilii PreSipitaSW"d/ "I"d’atasy°"
Modiilii

Magnetik karistirici

Isitma bandi

Restriktor

Sogutmali |
Sirkulator :

Sekil 2.1 Modifiye RESS ve RESOLVE proseslerinin akim semas1 (BPV: Geri basing azalmasi1 kontrol vanasi,
CU: Kontrol iinitesi HE: Is1 degitirici, HPR: Yiiksek basin¢l reaktor, HP—SP: Yiiksek basing siringa pompast,
PS: Basing sensorii, TS: Sicaklik sensorii, V: igne uclu vana).
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Stiperkritik CO, pompasi modiilii: Sivi CO, tankindaki akiskanin basinglandirilarak
yiiksek basing tank reaktéor (HPR) sistemine aktarimi her biri 103.12 mL hacimli ve
paralel isletim konfiglirasyonuna sahip 2 adet yiiksek basing¢ siringa pompast (ISCO
100DX Model, ISCO Inc., ABD) yardimiyla gerceklestirilmistir. Pompa silindirlerin
(HP-SP1 ve HP-SP2) dis yiizeyleri ceket tipi 1s1 degistiriciler (HE1 ve HE2) ile
donatilmistir. CO,’in basinglandirilmas1 asamasinda, silindirlerdeki hacimsel verimi
artirmak amaciyla 4 °C sicakligindaki sogutma akigkani (%50 propilen glikol ve %50
deiyonize su karisimi) bir sicaklik kontrolii sirkiilator (HAAKE Phoenix II P2—-C25P
Model circulator, Thermo Elektron Co., Ingiltere) yardimiyla siirekli olarak 1s1
degistiricilerden gegirilir. Siringa pompalardaki basing sensorlerinden (PS1 ve PS2)
alman bilgiler dogrultusunda silindirlerdeki akiskanin basinci pompa kontrol (CUI)
iinitesinden +1 bar hassasiyetle 680 bar'a kadar ayarlanabilmektedir. Ayn1 zamanda,
pompa kontrol iinitesinden, basinglandirilmis CO,’in HPR’ye kontrolii bigimde
transferini de £0.001 mL/dk hassasiyetle ger¢eklestirebilmektedir. HP-SP1 ve HP-SP2
yardimiyla incelenecek basing kosuluna basinglandirilmis olan 4 °C’deki CO,’in HPR

sistemine transferi kontrol {initesi CU1 yardimiyla gergeklestirilir.

Yiiksek basing reaktér modiilii: Basinglandirilmis CO,’in HPR sistemine transferi islemi
10 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Basinglandirilmis soguk CO;’in incelenecek
sicaklik kosuluna ulagabilmesi i¢in yiiksek basing siringa pompa sistemlerinin ¢ikis
konumu ile HPR iinitesinin giris konumlar1 arasindaki transfer hatt1 1sitma band1 ve bir
K-tipi termogift ile donatilmistir. Termogiftten alinan bilgi dogrultusunda +1 °C
hassasiyetle transfer hattindan gegirilen 4 °C’deki basinglandirilmis CO,’nin istenilen
calisma sicakligina ulagsmasi sicaklik kontrol iinitesi (CU2) (Brisk—Heat Corporation,
SDC240KC—A Model, OH, ABD) yardimiyla saglanmistir. Paslanmaz ¢elikten (316 SS)
imal edilmis olan yiiksek basing reaktoriin govdesinde aralarinda 90° a¢1 bulunan iki
safir cam pencere bulunmaktadir. Pencerelere monte edilmis aydinlatmali kamera
sistemi yardimiyla reaktdor igindeki degisimler on—/ine olarak monitdrden
gozlemlenebilmektedir. HPR sisteminin ortam sicakliginin kontrolii kontrol {initesi
yardimiyla (CU3) saglanmaktadir. Reaktor gdvdesinin tabanina yer alan elektrikli 1s1
degistirici ve reaktor i¢ boliimiine monte edilmis J—tipi termogciftten alinan bilgiler
dogrultusunda ortam sicakligin1 £1 °C hassasiyetle 100 °C'a kadar ayarlanabilmektir.
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HPR sistemi 4-bigakli ve 45° agili egik tiirbin tipi mekanik karistiric1 igeren manyetik
karistirict (CROSCHOPP, PM6015 Model, ABD) ile donatilmis olup CU3 sistemin
kontrol paneli iizerindeki potansiyometre yardimiyla karistirma hizi 0-2400 rpm

araliginda istenilen degere ayarlanabilmektedir.

Presipitayon / hidratasyon modiilii: Arastirma kapsaminda lipozomal sistemlerin sentezi
oncesi lipitlerin SCCO, ortamindaki doygun ¢ozeltisi HPR iinitesinde Cizelge 2.1'de

belirtilen CO;'in belli bir isletme basinci ve isletme sicakligl kosulunda hazirlanmistir.

Cizelge 2.1 RESS ve RESOLVE prosesi isletme parametreleri ve kosullar

Parametre Isletme kosullar
Isletme basinct 10, 20, 30 MPa
Isletme sicaklig 50°C
SCCO; akis hiz1 0.5 mL /dakika
Restriktor sicaklig 60 °C
Genlesme ortamu sicakligi 15°C

2.2.1 RESS prosesi ile lipozomal sistemlerin iiretimi

Bu yontemde lipozomal sistemler iiretilirken sistemin fosfolipit tabakasi olusturan yani
PC+kolesterol bilesimi anyonik lipozomal sistemlerin {iretiminde Cizelge 2.2’de ve
katyanoik lipozomal sistemlerin iiretiminde ise Cizelge 2.3'de belirtilen degerlerde sabit
tutulmustur. Incelenen her bir iyonik lipozomal sistem icin oOncelikle belirtilen
miktarlardaki PC+kolesterol HPR sistemine eklenmistir. Lipitlerin SCCO; iginde
coziintrliigii  diisiik oldugundan; anyonik lipozomal sistemlerin iiretimlerinde
kloroform/metanol orant 5/1 olacak sekilde ve katyonik lipozomal sistemlerin
iretimlerinde kloroform/metanol yardimei ¢oziicli orani ise 2/1 olacak sekilde 3 mL
yardime1 ¢oziicii HPR sistemine eklenmistir. Deneylerde geri sogutucu sicakligi 4 °C’ye,
HPR iinitesinin sicakhign 50 °C’ye ve restriktor sisteminin sicakigi ise 60 °C’a
ayarlanmistir. Kontrol tiinitesine Cizelge 2.1'de belirtilen isletme basincinin degeri
girildikten sonra HP-SP1 ve HP-SP2'deki CO;'in basing kosullar1 istenilen degere
getirilmesi saglanmistir. Basing ve sicaklik degerleri dengeye geldikten sonra HPR

icinde lipittorganik ¢oziiciiden olusan karigimin 2 saat siireyle 200 rpm kosullarinda
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karistrilarak SCF iginde doygun lipit ¢ozeltisi hazirlanmistir. 60 °C kosullarindaki
sicaklik ve akis hizi kontrollii restriktoriin 50 pm capa sahip nozzle i¢inden doygun lipit
cozeltisinin 0.5 mL SCF/min akis hizinda gegisine izin verilmistir. Bu siirecte
siiperkritik kosullardaki doygun lipit ¢ozeltisinin atmosferik kosullarada ani olarak 5 mL
hacimdeki 100 mM pH=7.2 PBS tamponu i¢inde genlesmesi saglanmistir. Yiiksek lisans
tez projesi kapsaminda, fosfolipit ¢ift tabaka dis yiizey modfikasyonunu i¢in yiizeyin
iyonik Ozelligine bagli olarak farkli derisimlerde iyonik madde derisiminin etkisi
arastirilmistir. Bu kapsamda, Cizelge 2.2'de derisimleri belirtilen anyonik 6zellikteki
DPPG'nin PBS ortaminda ve Cizelge 2.3'de belirtilen derisimlerdeki katyonik 6zellikteki
DDARB gibi yiizey aktif maddelerin bulundugu tampon ortamlarinda lipozomal sistemleri
hidratasyon islemleri gerceklestirilmistir. Stiperkritik akiskan enjeksiyon yontemi olarak

da adlandirilan bu siireg RESS prosesi olarak adlandirilmistir.

Cizelge 2.2 RESS prosesi ile anyonik lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan ortam

bilesimi
PC Kolesterol DPPG Yardime1 ¢oziicl VrBs Cprrg
(mg) (mg) (mg) (Vitoroform/Vmetanol) (mL)  (mg/mL)
32.5 5 6.25 5/1 5 1.25
32.5 5 12.5 5/1 5 2.5
32.5 5 25 5/1 5 5

Cizelge 2.3 RESS prosesi ile anyonik lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan ortam

bilesimi
PC Kolesterol DDAB Yardime1 ¢oziicii VrBs CppaB
(mg) (mg) (mg) (Vitoroform/Vmetanol) (mL) (mg/mL)
325 5 6.25 2/1 5 1.25
32.5 5 12.5 2/1 5 2.5
325 5 25 2/1 5 5
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2.2.2 RESOLVE prosesi ile lipozomal sistemlerin iiretimi

RESOLVE prosesi ile lipozomal sistemler iiretilirken sistemin fosfolipit tabakasini
olusluracak olan PC+kolesterol bilesimlerinin yani sira anyonik lipozomal sistemlerin
iretiminde Cizelge 2.4°de ya da katyanoik lipozomal sistemlerin iiretiminde ise Cizelge
2.5'de belirtilen degerlerdeki ylizey aktif maddesinin belirtilen derisiminde es anli olarak

HPR sistemine eklenmistir.

Cizelge 2.4 RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan
ortam bilesimi.

PC Kolesterol DPPG Yardime1 ¢oziicii Voprs Cprrg
(mg) (mg) (mg) (Vidoroform/ Vmetanot) (mL) (mg/mL)
32.5 5 6.25 5/1 5 1.25
32.5 5 12.5 5/1 5 2.5
32.5 5 25 5/1 5 5

Cizelge 2.5 RESOLVE prosesi ile katyonik lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan
ortam bilesimi.

PC Kolesterol DDAB Yardime1 ¢oziicii VpBs CbpaB
(mg) (mg) (mg) (Vitoroform/ Vmetanot) (mL) (mg/mL)
32.5 5 6.25 2/1 5 1.25
325 5 12.5 2/1 5 2.5
32.5 5 25 2/1 5 5

Anyonik lipozomal sistemlerin tiretimlerinde kloroform/metanol orani 5/1 olacak sekilde
ve katyonik lipozomal sistemlerin iiretimlerinde kloroform/metanol yardimer ¢oziicii
oran1 ise 2/1 olacak sekilde 3 mL yardimci ¢oziici HPR sistemine eklenmistir.
Deneylerde geri sogutucu sicakligi 4 °C’ye, HPR linitesinin sicakligi 50 °C’ye ve
restriktor sisteminin sicakigi ise 60 °C’a ayarlanmigtir. Kontrol tinitesine Cizelge 2.1'de
belirtilen isletme basincinin degeri girildikten sonra HP—SP1 ve HP-SP2'deki CO,'in
basing kosullar1 istenilen degere getirilmesi saglanmistir. HPR sistemine SCCO, girisi
kesildikten sonra istenilen isletme basinct ve sicaklik degerlerlerinde ortamdaki
maddelerin denge ¢oziiniirliigline gelmesi icin HPR i¢inde lipit+organik ¢oziicii+ylizey
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aktif maddelerinden olusan karisimin 2 saat siireyle 200 rpm kosullarinda karistrilarak
SCF i¢inde doygun lipit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, 60 °C kosullarindaki
sicaklik ve akig hizi kontrollii restriktériin 50 um capa sahip nozzle i¢inden sadece
SCCO,torganik ¢oziicliniin 0.5 mL/min akis hizinda gecisine izin verilerek HPR ortam
basinciin atmosferik kosullara indirgenmesi saglanmistir. Atmosferik kosullar altinda,
HPR ortamina 5 mL hacimde 100 mM pH=7.2 PBS tamponu eklenerek 6n lipozomal
formlarin hidratasyon siirecleri bagslatilmistir. Bu siirecte HPR ortami basinci 5.5 MPa
kosulundaki CO; ortam ile basinglandirildiktan sonra tiim bilesenler 1 dakika siireyle
700 rpm kosullarinda karistirilmistir. Basincin atmosferik kosullara indirgenmesinin

ardindan tretilen lipozomlar reaktor ortamindan 6rnek toplama kaplarina alinmistir.

2.3  Lipozomal Sistemlerin Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyellerinin Analizi
Lipozomlarin ortalama hidrodinamik boyut dagilimlari ve zeta potansiyelleri Sekil
2.2'de gosterilen Zetasizer Nano ZS cihazinda (Malvern Instruments Ltd., Zetasizer

Nano ZS Model, Ingiltere) analizlenmistir.

Sekil 2.2 Malvern Zetasizer Nano ZS partikiil biiyiikligi

ve zeta potansiyel 6l¢lim cihazi.
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Elektriksel ¢ift tabaka

e Eeesy

Stern Diflizyon tabakasi

QL =y abakesi s —om e

ol
O

Nanopartikiil || =———Kayma diizlemi |

: Yiizey potansiyeli |

Zeta Potansiyeli

Zeta potansyeli, mV -

0 Partikul yizeyinden uzaklik

Sekil 2.3 Negatif yiiklii partikiil ile y1gin arasindaki iyon dagilimi.

Denklem (2.1)’deki iyonik gerilim degeri elektroliti olusturan iyonlarin derisim ve yiik

degerlikleri ile ilgili olup Denklem (2.2)’den hesaplanur.

N
1= w}ﬁ 2.1)
Burada;
€o : Boslugun gegirgenligi (8.854x10"2 C/Vm)
& : Sivinin bagil gegirgenligi (veya dielektrik sabiti, 78.5)
kg - Boltzmann sabiti (1.38x10% T K™
T : Mutlak sicaklik (K)
e . Elektronik yiik (1.6022x10™" C),
I : Iyonik gerilim (mol/L)
N : Avogadro sayisimdir. (6.02x10%)
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p=Lta4 2.2)

Burada;
zZ; : Iyonun yiik degerligi
C; : Iyon derisimidir (mol/L)

Kat1 ylizey ile yigin arasinda olusan potansiyel fark, Stern tabakasinda partikiil
yiizeyinden uzaklasildik¢a dogrusal bir sekilde azalirken, difiiz tabakada bu azalma {istel
olarak devam eder ve bu sekilde bir potansiyel egrisi olusur. Partikiil siv1 i¢inde hareket
ettigide Stern tabakasi kayar ve bir kayma diizlemi olusur. Kayma diizleminin potansiyel
egrisini kestigi nokta zeta potansiyelini verir ve bu deger partikiiliin elektriksel
ozelliklerini belirlemek icin kullanilir. Zeta potansiyeli 6l¢iimiinde hareket sebebiyle ya
da hareket sonucunda olusan elektrik alanda yiikli ylizeyin ve onu ¢evreleyen sivinin
hareketini icerecek sekilde cesitli yontemler gelistirilmistir. Tampon c¢ozelti i¢indeki
lipozomlara bir elektriksel alan uygulanarak lipitsel nanopartikiiller olusturulan

elektriksel alanda zeta potansiyelleriyle iligkili bir hizda taginirlar.

Lazer doppler mikroelektroforez (Laser Doppler Micro—electrophoresis) zeta potansiyeli
Ol¢limiinde kullanilmaktadir. Faz analizi 151k sacilimi (PALS, Phase Analysis Light
Scattering) olarak adlandirilan lazer interferometrik teknigi kullanilarak bu hiz Sl¢iiliir.
Bu elektroforetik hareket zeta potansiyelinin belirlenmesinde kullanilir. Bu analizler
polikarbonat ve altin kapli elektrodu bulunan disposable (tek kullanimlik) zeta
potansiyeli 6l¢iim hiicresinde 25 °C sicaklik kosullarinda gergeklestirilmistir. Zetasizer
NanoZS cihazinda zeta potansiyeli Ol¢limii PALS yontemine gore yapilmaktadir.
Partikiillerin zeta potansiyeli degerleri, Olgiilen elektroforetik hareketlilik yardimi ile
Denklem (2.3)'de tanimlanan Henry denklemi kullanilarak hesaplanir. Laouini ve ark.,
(2012) zeta potansiyeli +30 mV degerinden daha yiiksek veya -30 mV degerinden daha
diislik olan pargaciklaribulundugu ¢ozelti ortaminda kararli olarak kabul edilebilecegini

bildirmislerdir.

36



258 )

E 3 (23)

Denklemde;

ug  : Elektroforetik hareketlilik (8.854x10"2F m™)

€ : Ortamin dielektrik sabiti (78.5),
g : Zeta potansiyeli (mV)
n :Ortamin viskozitesi (0.8872 cP)

f(ka) : Henry fonksiyonudur.

K; elektriksel ¢ift tabaka kalinliginin/Debye uzunlugunun tersi, a; partikiil yarigapidir.
Cift tabaka kalinliginin partikiil boyutundan daha kii¢iik oldugu varsayimini kullanan
Smoluchowski yaklasimi ile f(ka)=1.5 degeri alinarak zeta potansiyeli degeri polar

coziiciiler i¢in hesaplanabilmektedir (Bahadir, 2012).

Zetasizer NanoZS cihazinda dinamik 1s1k sacilimi (DLS, Dynamic Light Scattering)
teknigi ile lipozomal sistemlerin boyutsal 6zellikler analizlenmistir. Hidrodinamik boyut
dagilimi analizleri 100 mM pH=7.2 kosullarindaki sodyum fosfat tamponu igerisinde
olusan lipozomlarin 12.6° ve 173° gibi iki farkli agidan 1s1n gonderilmesi ile
belirlenmistir. Analiz tekniginde He—Ne lazer 151n kaynagindan saglanan monokromatik
bir 151n demetinin 25 °C'da sulu ortamda disperse olmus ¢ozelti iizerine gonderilmesi ve
cozeltideki Brownian hareketi yapan partikiillere ¢arparak 633 nm dalga boyunda 4
mW'luk 1sinda bir doppler kaymasina neden olmasi sonucunda gelen 1simnin dalga
boyundaki degisimin 6l¢iimii prensibine dayanmaktadir. Partikiil boyut dagilimi ya da
zeta potansiyelinin belirlenmesinde Non-Invasive Back Scatter (NIBS) teknigi
kullanilmistir. Analizlerde ortamin viskozite degeri 0.8872 cP ve kirilma indisi 1.33
olarak alinmistir. Partikiillerin hidrodinamik boyutu Denklem (2.4) ile verilen Stokes-
Einstein denkleminden hesaplanmaktadir. DLS teknigi ile belirtilen boyutsal 6zellikler

analizlenmistir.
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k,T
d =&
(H) 3nD (2.4)

Burada;

d(H) : Hidrodinamik yarigap/boyut (nm),
kg - Boltzmann sabiti (1.38x10%J K")

T : Mutlak sicaklik (K)
n : Viskozite (cp)
D : Difiizyon katsayisindir (cm?/s)

Analizlenen 6rnegin zeta potansiyeli, partikiil boyut dagilimi ve ortalama hidrodinamik
capt (Dy) bilgisayar yazilimindan (Malvern Instuments Ltd., Zetasizer Software 6.20)

otomatik olarak belirlenmistir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1 RESS Prosesiyle Anyonik ve Katyonik Lipozomlarin Tasariminda Boyut
Dagilimina isletme Basincinin Etkisi

3.1.1 Anyonik lipozomal sistemler

RESS prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasariminda lipozomlarin boyut
dagilimlarma igletme basicinin etkisi (10-30 MPa), anyonik yiizey aktif madde DPPG
derisiminin; Cpppg=1.25 mg/mL, Cpppg=2.5 mg/mL ve Cpppg=5 mg/mL oldugu
kosullarda incelenmistir. Elde edilen 6n lipozomal formlarin 5 mL 100 mM PBS
tamponunda gerceklestirilen hidratasyonu sonunda elde edilen lipozomlarmn boyut

dagilim analizleri Sekil 3.1(a-c)'de gosterilmistir.

Cprpg=1.25 mg/mL oldugu kosulda, isletme basincinin artmasi ile lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyut dagilimin daha kii¢iik hidrodinamik ¢apa (Dy) sahip lipozomlarin
tasarlanabilecegini gostermektedir. Boyut dagilim analizleri incelendiginde, tasaralanan
lipozomlarin boyutlarinin; 10 MPa i¢in 59-142 nm, 20 MPa i¢in 59-106 nm ve 30 MPa
icin 44-79 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise
isletme basincinin tasarlanan lipozomlarin boyut dagilimda énemli bir etkisinin olmadig1
ve genel olarak sik boyut dagilimma sahip lipozomlarin tasarlanabildigi goriilmektedir.
Ancak lipozomlarin boyut dagilim analizleri incelendiginde; 10 MPa’da 51-91 nm, 20
MPa’da 51-106 nm ve 30 MPa’da 10-91 nm arasinda bir boyut dagilim araligina sahip
lipozomal sistemlerin elde edildigi saptanmistir. Cpppg=5 mg/mL kosulunda da isletme
basincinin tasarlanan lipozomlarin boyut dagilimda hemen hemen 6nemli bir etksinin
olmadig1 goriilmektedir. Ancak lipozomlarin boyut dagilimi analizleri incelendiginde
boyut dagilimlarinin; 10 MPa i¢in 59-164 nm, 20 MPa i¢in 68-164 nm ve 30 MPa i¢in

59-106 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.1 RESS prosesi ile anyonik lipozomlarin tasariminda isletme basing etkisi:
(a) Cpppg=1.25 mg/mL, (b) Cpppg=2.5 mg/mL, (¢) Cpppg=5 mg/mL.
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3.1.2 Katyonik lipozomal sistemler

RESS prosesi ile katyonik lipozomal sistemlerin tasariminda lipozomlarin boyut
dagilimlarma isletme basincinin etkisi (10-30 MPa), katyonik yiizey aktif madde DDAB
derisiminin; Cppag=1.25 mg/mL, Cppap=2.5 mg/mL ve Cppap=5 mg/mL oldugu
kosullarda incelenmistir. Elde edilen 6n lipozomal formlarin 5 mL 100 mM PBS tampon
ortaminda gergeklestirilen hidratasyonu sonucu elde edilen lipozomlarin hidrodinamik

boyut dagilim analizleri Sekil 3.2(a-c)'de gdsterilmistir.

Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda, isletme basincinin artmasi sonucu tasarlanan
lipozomlarin hidrodinamik boyutlarinin o6nce arttigit daha sonra sonra azaldigi
goriilmektedir. Bu kosullarda lipozomal sistemlerin boyut dagilim analizleri
incelendiginde, lipozom boyutlarinin 10 MPa’da 33-68 nm, 20 MPa’da 79-164 nm ve 30
MPa’da 59-106 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cppap=2.5 mg/mL oldugu kosulda
da isletme basincinin artmasi ile tasarlanan lipozomlarin hidrodinamik boyutu once
artmakta daha sonra azalmaktadir. Bu kosullarda elde edilen lipozomlarin boyut dagilim1
analizleri incelendiginde; 10 MPa i¢in 24-44 nm, 20 MPa i¢in 59-142 nm ve 30 MPa
icin 33-59 nm arasinda degistigi saptanmigtir. Diisiik ve yiiksek basing kosullarinda sik
boyut dagilima sahip lipozomal sistemlerin tasarimi gergeklestirilirken, orta basing
kosulunda daha genis bir boyut dagilimina sahip lipozomal sitemlerin tasarimi
gergeklestirlmistir. Cppap=5 mg/mL kosulda ise isletme basincinin tasarlanan
lipozomlarin boyutunda hemen hemen 6nemli bir degisimin olmadig1 goriilmektedir. Bu
degisim lipozomlarin boyut dagilimi analizleri ile de dogrulanmaktadir. Boyut dagilim
analizleri incelendiginde lipozomal sistemlerin 10 MPa’da 44-122 nm, 20 MPa ve 30

o

MPa’da 59-122 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.2 RESS prosesi ile katyonik lipozomlarin tasariminda igletme basing etkisi:
(a) Cppap=1.25 mg/mL, (b) Cppap=2.5 mg/mL, (¢) Cppap=5 mg/mL.
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3.2 RESOLVE Prosesiyle Anyonik ve Katyonik Lipozomalarin Tasariminda
Boyut Dagihma Isletme Basincimin Etkisi

3.2.1 Anyonik lipozomal sistemler

RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasariminda lipozomlarin boyut
dagilimlarma isletme basinci (10-30 MPa) etkisi, anyonik yilizey aktif madde DPPG
derisiminin; Cpppg=1.25 mg/mL, Cpppg=2.5 mg/mL ve Cpppg=5 mg/mL oldugu
kosullarinda incelenmistir. Elde edilen 6n lipozomal formlarin 5 mL 100 mM PBS
tamponunda gergeklestirilen hidratasyonu sonunda elde edilen lipozomlarin boyut

dagilim analizleri Sekil 3.3(a-c)'de gosterilmistir.

Cpppc=1.25 mg/mL oldugu kosulda, isletme basincinin artmasi sonucu hidrodinamik
boyut dagilimin 10 MPa ve 20 MPa kosullarinda hemen hemen benzer oldugu ancak 20
MPa {izerindeki kosullarda ise tasarlanan lipozomlarm hidrodinamik boyutlarinin
azaldig1 goriilmektedir. Boyut dagilim analizleri incelendiginde, tasaralanan lipozomal
sistemlerin boyutlarinin 10 MPa i¢in 142-342 nm, 20 MPa i¢in 142-342 nm ve 30 MPa
icin 79-164 nm arasinda degistigi saptanmistir. Bu kosullarda boyut dagilimlarinin genis
bir aralikta oldugu goriilmektedir. Cpppg=2.5 mg/mL kosullarinda ise isletme basincinin
tasarlanan lipozomlarm boyut dagiliminda 6nemli bir etksinin olmadig: ve genel olarak
sik boyut dagilimina sahip lipozomal sistemlerin tasarlanabildigi goriilmektedir. Ancak
lipozomlarin boyut dagilimi analizleri incelendiginde; 10 MPa i¢in 106-190 nm, 20 MPa
icin 91-164 nm ve 30 MPa i¢cin 106-190 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cpppg=>5
mg/mL kosullarinda ise isletme basincinin artmasi sonucu lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlarinda artis goriilmektedir. Boyut dagilim analizleri incelendiginde,

tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlarinin 10 MPa i¢in 59-122 nm, 20 MPa i¢in 91-
164 nm ve 30 MPa i¢in 142-295 nm arasinda degistigi saptanmistir.
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Sekil 3.3 RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomlarin tasariminda igletme basing etkisi:
(a) CDPPG:1-25 mg/mL, (b) CDPPGZZ.S mg/mL, (C) CDPPGZS mg/mL
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3.2.2 Katyonik lipozomal sistemler

RESOLVE prosesi ile katyonik lipozomal sistemlerin tasarminda lipozomlarin boyut
dagilimlarma igletme basinci (10-30 MPa) etkisi, anyonik yiizey aktif madde DDAB
derisiminin; Cppap=6.25 mg/mL, Cppap=12.5 mg/mL ve Cppap=25 mg/mL oldugu
kosullarinda incelenmistir. Elde edilen 6n lipozomal formlarin 5 mL 100 mM PBS
tamponunda gergeklestirilen hidratasyonu sonunda elde edilen lipozomlarin boyut

dagilim analizleri Sekil 3.4(a-c)'de gosterilmistir.

Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda, isletme basincinin artmasi sonucu tasarlanan
lipozom boyutlar1 6nemli Olglide azalmaktadir. Diisiik basingta daha genis boyut
dagilimima sahip lipozomal sistemler elde edilmesine karsin, orta ve yiiksek basing
kosullarinda daha sik boyut dagilima sahip lipozomal sistemler elde edilmistir. Boyut
dagilim analizleri incelendiginde, tasaralanan lipozom boyutlarinin 10 MPa i¢in 342-825
nm, 20 MPa i¢in 51-79 nm ve 30 MPa i¢in 18-25 nm arasindadir. Cppap=2.5 mg/mL
oldugu kosulda, isletme basincinin artmasiyla tasarlanan lipozomlarin hidrodinamik
boyutlar1 6nce azalmakta daha sonra artmaktadir. Cppag=1.25 mg/mL oldugu kosuldaki
gibi diisiik basingta daha genis boyut dagilimima sahip lipozomal sistemler elde
edilmesine karsin, orta ve yliksek basing kosullarinda daha sik boyut dagilima sahip
lipozomal sistemler elde edilmistir. Cppap=2.5 mg/mL kosulunda elde edilen
lipozomlarin boyut dagilimi analizleri incelendiginde; 10 MPa i¢in 79-190 nm, 20 MPa
icin 44-91 nm ve 30 MPa i¢in 91-164 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cppag=>5
mg/mL oldugu kosulda ise isletme basincinin 10 MPa ile 20 MPa oldugu kosullarda
tasarlanan lipozom boyutlarin mikro diizeyde ve hemen hemen ayni oldu ancak 30 MPa
kosullarinda ise isletme basincinin artmasi ile tasarlanan lipozom boyutlarin diistik
basing kosullarina kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak yiiksek basing
kosullarinda da mikron boyutlarinda lipozomal sistemler tasarlanmistir. Lipozomlarin
boyut dagilimi analizleri incelendiginde; 10 MPa i¢in 2305-4145 nm, 20 MPa i¢in
2305-3580 nm ve 30 MPa i¢in 825-1484 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.4 RESOLVE prosesi ile katyonik lipozomlarin tasariminda isletme basing etkisi
(a) CDDABZI-ZS l’l’lg/l’l’lL, (b) CDDAB:2'5 mg/mL, (C) CDDABZS mg/mL
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3.3  Lipozomalarin Tasariminda DPPG Derisiminin Boyut Dagilhima Etkisi

3.3.1 RESS prosesi

RESS prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasariminda DPPG derisiminin (1.25-5
mg/mL) lipozomlarin boyut dagilima etkisi, isletme basincinin; 10 MPa, 20 MPa ve 30
MPa oldugu kosullarinda incelenmistir. RESS prosesinde elde edilen 6n lipozomal
formlarin 5 mL 100 mM PBS tampon ortaminda gerceklestirilen hidratasyon siiregleri
sonunda elde edilen lipozomlarin boyut dagilim analizleri Sekil 3.5(a-c)'de

gosterilmistir.

Isletme basmcinin 10 MPa oldugu kosulda, DPPG derisiminin artmasi sonucu
tasarlanan lipozom boyutlar1 6nce azalmakta sonra artmaktadir. Ancak diisiik ve ytiksek
derisimlerde elde edilen boyut dagilimlarinin hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir.
Bu kosullarda lipozomal sistemlerin boyut dagilim analizleri incelendiginde; Cpppg=1.25
mg/mL i¢in 91-142 nm, Cpppg=2.5 mg/mL i¢in 91-122 nm ve Cpppg=5 mg/mL i¢in 91-
142 nm arasinda degistigi saptanmustir. isletme basincin 20 MPa oldugu kosulda ise
DPPG derisiminin artmasi sonucu tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlar1 DPPG
derisiminin artmasiyla lipozomal sistemlerin boyut dagilimlarinin 6nce azaldigi daha
sonra arttig1 goriilmektedir. Ancak bu artis ve azalma ¢ok fazla olmamistir. Elde edilen
lipozomlarin boyut dagilimi analizleri incelendiginde; Cpppg=1.25 mg/mL i¢in 59-122
nm, Cpppg=2.5 mg/mL i¢in 51-106 nm ve Cpppg=5 mg/mL i¢in 68-122 nm arasindadir.
Orta DPPG derisimlerinde daha sik boyut dagilima sahip lipozomal sistemlerin tasarimi
gerceklestirilmistir. Isletme basincinin 30 MPa oldugu kosulda ise tasarlanan lipozomal
sistemlerin boyutlar1 DPPG derisiminin artmasiyla ¢ok yliksek derecede olmasada arttig1
goriilmektedir. Elde edilen lipozomlarin boyut dagilimi analizleri incelendiginde;
Cpppc=1.25 mg/mL i¢in 51-79 nm, Cpppg=2.5 mg/mL i¢in 51-106 nm ve Cpppg=5
mg/mL i¢in 59-106 nm arasinda degistigi saptanmistir. Boyut dagilimlari sik olup diistik
DPPG derismlerinde daha sik olacak sekilde lipozomal sistemlerin {iretimi

gerceklesmektedir.
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Sekil 3.5 RESS prosesi ile lipozomlarin tasariminda boyut dagilimana DPPG
derisimi etkisi: (a) 10 MPa, (b) 20 MPa, (c¢) 30 MPa.
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3.3.2 RESOLVE prosesi

RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasarminda DPPG derisiminin
(1.25-5 mg/mL) lipozomlarin boyut dagilima etkisi, isletme basincinin; 10 MPa, 20
MPa ve 30 MPa oldugu kosullarinda incelenmistir. RESOLVE prosesinde elde edilen 6n
lipozomal formlarin 5 mL 100 mM PBS tampon ortaminda gergeklestirilen hidratasyon
basamagi sonunda elde edilen lipozomal sistemlerin boyut dagilim analizleri Sekil 3.6(a-

c)'de gosterilmistir.

Isletme basmcinin 10 MPa oldugu kosulda, DPPG derisiminin artmastyla tasarlanan
lipozomlarin boyutlarinda azalma goériilmektedir. Lipozomlarin boyut dagilim analizleri
incelendiginde, elde edilen lipozomal sistemler genis boyut dagilima sahip oldugu ve
Cpppg=1.25 mg/mL’de 142-342 nm, Cpppg=2.5 mg/mL’de 106-190 nm ve Cpppc=5
mg/mL’de ise 59-122 nm arasinda degistigi saptanmistir. Isletme basmncmin 20 MPa
oldugu kosulda, DPPG derisiminin artmasi ile tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlar1
once azalmakta daha sonra degismedigi goriilmektedir. Elde edilen lipozomlarin boyut
dagilimi analizleri incelendiginde; Cpppg=1.25 mg/mL i¢in 142-342 nm, Cpppg=2.5
mg/mL i¢in 91-164 nm ve Cpppg=5 mg/mL i¢in 91-164 nm arasinda degistigi
saptanmistir. Lipozomlar genis boyut dagilim araligmma sahip olup diisik DPPG
derisiminde bu degisim daha fazladir. Isletme basmcinm 30 MPa oldugu kosulda ise
DPPG derisimindeki artis daha biiyiilk boyut dagilima sahip lipozomal sistemlerin
tasarimina yol agmistir. Lipozomlarin boyut dagilimi analizlerinden Cpppg=1.25 mg/mL

icin 79-190 nm, Cpppg=2.5 mg/mL i¢in 106-190 nm ve Cpppg=5 mg/mL i¢in 142-295

nm arasinda degisen bir dagilim saptanmustir.
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Sekil 3.6 RESOLVE prosesi ile lipozomlarin tasariminda boyut dagilimana
DPPG derisimi etkisi: (a) 10 MPa, (b) 20 MPa, (c) 30 MPa.
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3.4  Lipozomalarin Tasariminda DDAB Derisiminin Boyut Dagihhma Etkisi

3.4.1 RESS prosesi

RESS prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasarminda DDAB derisiminin (1.25-5
mg/mL) lipozomlarin boyut dagilima etkisi, isletme basincinin; 10 MPa, 20 MPa ve 30
MPa oldugu kosullarinda incelenmistir. RESS prosesinde elde edilen 6n lipozomal
formlar 5 mL 100 mM PBS tampon ortaminda hidratasyon siiregleri gergklestirilmis ve
bu siire¢ sonunda elde edilen lipozomlarin boyut dagilim analizleri Sekil 3.7(a-c)'de

gosterilmistir.

Isletme basincinin 10 MPa oldugu kosulda, DDAB derisiminin artmasiyla tasarlanan
lipozomal sistemlerin boyutlar1 dnce azalmakta daha sonra artmaktadir. Boyut dagilim
analizleri incelendiginde elde edilen lipozomal sistemlerin sik boyut dagilimli oldugu
goriilmektedir. Boyut dagilimlari; Cppap=1.25 mg/mL i¢in 33-68 nm, Cppap=2.5
mg/mL icin 24-44 nm ve Cppap=5 mg/mL i¢in 44-106 nm arasindadir. Isletme
basmmcinin 20 MPa oldugu kosulda ise DDAB derisiminin tasarlanan lipozomal
sistemlerin boyut dagiliminda ©nemli bir etkisinin olmadigi goriilmektedir. Bu
kosullarda elde edilen lipozomlarin boyut dagilimlari; Cppag=1.25 mg/mL i¢in 79-164
nm, Cppap=2.5 mg/mL i¢in 59-164 nm ve Cppap=5 mg/mL i¢in 59-164 nm arasindadir.
Isletme basmcmin 10 MPa oldugu kosullar ile karsilastirildiginda daha genis boyut
dagilimia sahip lipozomal sistemler elde edilmistir. Isletme basmcinin 30 MPa oldugu
kosulda ise tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlart DDAB derisiminin artmasiyla
once azalmakta sonra artmaktadir. Bu kosullarda elde edilen lipozomlarin boyut dagilim
analizleri incelendiginde; Cppap=1.25 mg/mL i¢in 59-124 nm, Cppap=2.5 mg/mL i¢in

[

33-68 nm ve Cppap=5 mg/mL i¢in 59-124 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.7 RESS prosesi ile lipozomlarin tasariminda boyut dagilimana
DDAB derisimi etkisi: (a) 10 MPa, (b) 20 MPa, (c¢) 30 MPa.



3.4.2 RESOLVE prosesi

RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasarminda DDAB derisiminin
(1.25-5 mg/mL) olusturulan lipozomlar boyutuna etkisi, isletme basincinin; 10 MPa,
20 MPa ve 30 MPa oldugu kosullarinda incelenmistir. RESOLVE prosesinde elde edilen
on lipozomal formlarm 5 mL 100 mM PBS tampon ortaminda gergeklestirilen
hidratasyon islemi sonunda olusan lipozomlarin boyut dagilim analizleri Sekil 3.8(a-

c)'de gosterilmistir.

Isletme basmcimin 10 MPa oldugu kosulda, DDAB derisiminin artmasi sonucu
tasarlanan lipozom boyutlar1 6nce azalmakta sonra artmaktadir. Bu artis ve azalma
oldukga belirgin olup olduk¢a genis boyut dagilima sahip lipozomal sistemlerin tasarimi
ile sonuclanmistir.  Boyut dagilim analizleri incelendiginde, tasarlanan lipozom
boyutlarinin Cppap=1.25 mg/mL’de 342-825 nm, Cppap=2.5 mg/mL’de 79-220 nm ve
Cppapg=5 mg/mL’de ise 2305-4145 nm arasinda degistigi belirlenmistir. Isletme
basincinin 10 MPa oldugu kosulda ise tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlart DDAB
derisiminin sadece Cppap>2.5 mg/mL oldugu kosullarda biiyiik bir artig goriilmektedir.
Diisiik ve orta DDAB derisimlerinde ise sik boyut dagilima sahip lipozomal sistemlerin
tarasim1 gergeklestirlebilmistir. Bu kosullarda elde edilen lipozomlarin boyut dagilim
analizleri incelendiginde; Cppag=1.25 mg/mL i¢in 51-79 nm, Cppap=2.5 mg/mL i¢in
44-91 nm ve Cppap=5 mg/mL i¢in 2305-3580 nm arasinda degistigi saptanmistir. Ancak
isletme basincinin 30 MPa oldugu kosulda, tasarlanan lipozomal sistemlerin boyutlarinin
DDAB derisiminin artmasiyla arttigi goriilmektedir. Yiiksek DDAB derisiminin ¢ok
genis boyut dagilimina sahip lipozomal sistemlerin olusuma etki ettigi goriilmektedir.
Elde edilen lipozomal sistemlerin boyut dagilim analizleri incelendiginde; Cppap=1.25
mg/mL i¢in 18-24 nm, Cppap=2.5 mg/mL i¢in 91-164 nm ve Cppap=5 mg/mL i¢in 712-

1484 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.8 RESOLVE prosesi ile lipozomlarin tasariminda boyut dagilimana
DDAB derisgimi etkisi: (a) 10 MPa, (b) 20 MPa, (c) 30 MPa.

54



3.5 Lipozomal Sistemlerin Depolama Kararhhklar:

Tez projesi kapsaminda hem RESS hem de RESOLVE proseslerinden elde edilen
anyonik ve katyonik lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik
boyutlarindaki degisimler 28 giin siiresice incelenmistir. Depolama siiresinin etkisi giin

15181 gérmeyen 15 °C’de atmosferik ortam kosullarinda arastirilmastir.

3.5.1 RESS prosesiyle iiretilen anyonik lipozomlarin depolama kararhhklar:

Isletme basmcinin 10 MPa oldugu kosulda, farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin boyut dagilimlarinin depolama siiresi ile degisimleri Sekil
3.9(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda elde edilen lipozomal
sistemlerin 28 giin siiresince hidrodinamik boyutlarin1 korudugu goriilmektedir.
Baglangicta tretilen ve hidrodinamik boyut dagilimi 59-122 nm arasinda degisen
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7. ve 28. giinde de 59-122 nm arasinda
degistigi saptanmistir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda elde edilen lipozomal
sistemlerin 28 giin siiresince hidrodinamik boyutlar1 ise depolama siiresi ile ¢ok az
miktarda artmaktadir. Baslangigta {iretilen ve hidrodinamik boyut dagilimi 51-142 nm
arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7. giinde 59-142 nm
arasinda degisirken, 28. giinde ise 68-142 nm arasinda degistigi saptanmistir. Ancak
depolama stiresince lipozomal sistemin hidrodinamik boyutlarinin iist sinirinda herhangi
bir degisimin olmamistir. Cpppg=5 mg/mL oldugu kosullarda elde edilen lipozomal
sistemlerin de 28 giin siiresince hidrodinamik boyutlar1 depolama siiresi ile dnemli bir
degisim gostermedigi goriilmektedir. Baslangigta iiretilen ve hidrodinamik boyut
dagilimi 59-164 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarmin 7.
glinde 68-164 nm arasinda degisirken, 28. glinde ise 91-164 nm arasinda degistigi
saptanmistir. Ancak depolama siiresince lipozomal sistemin hidrodinamik boyutlarinin

iist sinirinda herhangi bir degisim olmamaktadir.
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Sekil 3.9 RESS prosesiyle 10 MPa igletme basincinda iiretilen anyonik lipozomlarin
depolama karliliklart: (a) Cpppg=1.25 mg/mL, (b) Cpppg=2.5 mg/mL,
(C) CDPPGZS mg/mL.



Isletme basmcinin 20 MPa oldugu kosulda, farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin boyut dagilimlarinin depolama siiresi ile degisimleri Sekil
3.10(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda depolama siiresi ile elde
edilen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinda bir artis goriilmektedir.
Baslangigta lipozomal sistemlerin 59-106 nm arasinda degisen hidrodinamik boyutlar1 7.
glinde 59-122 nm arasinda ve 28. giinde ise 68-164 nm arasinda degismektedir.
Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar
depolama siiresinin artmasi ile ¢cok az da olsa bir artis goriilmektedir. Baslangicta
hidrodinamik boyut dagilimi 51-91 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 59-106 nm arasinda ve 28. giinde ise 79-142 nm
arasinda degismektedir. Bu kosullarda lipozomlarin sik boyut dagilimlarini korudugu
sOylenebilinir. Cpppg=5 mg/mL oldugu kosulda ise depolama siiresi ile lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlarinda énemli degisim olmadigi goriilmektedir. Ancak
baslangigta iiretilen ve hidrodinamik boyut dagilimi 68-164 nm arasinda degisirken, 7.
ve 28. giinlerde bir degisim 59-122 nm arasindadir.

Isletme basincinin 30 MPa oldugu kosulda ise farklh DPPG derisimlerinde (1.25-5
mg/mL) iiretilen lipozomal sistemlerin boyut dagilimlarinin depolama siiresi degisimleri
Sekil 3.11(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda, lipozomlarin
hidrodinamik boyutlar1 depolama siiresi ile artmaktadir. Ancak ilk 1 haftada boyut
dagilimi oldukga siktir. Liopzomlarin baslangicta hidrodinamik boyut dagilimi1 44-79 nm
arasinda degisirken 7. giinde 44-91 nm arasinda ve daha sonra 28. giinde 79-164 nm
arasinda degismektedir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 depolama siiresi ile 6nce artmakta sonra azalmaktadir. 51-91 nm
arasinda degisen lipozomal sistemlerin baslangictaki boyut dagilimlarmin 7. giinde 68-
164 nm arasinda ve 28. glinde ise 68-122 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cpppg=5
mg/mL oldugu kosulda ise lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik
boyutlarinda 6nemli degisim olmadigi goriilmektedir. Ancak iiretimin basinda 59-106

nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7. giinde 68-164

nm arasinda ve 28. giinde ise 68-142 nm arasinda degistigi saptanmistir.
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Sekil 3.10 RESS prosesiyle 20 MPa igletme basincinda iiretilen anyonik lipozomlarin
depolama karliliklari: (a) Cpppg=1.25 mg/mL, (b) Cpppg=2.5 mg/mL,
(C) CDPPG=5 l’l’lg/l’l’lL
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Sekil 3.11 RESS prosesiyle 30 MPa isletme basincinda iiretilen anyonik lipozomlarin
depolama karliliklari: (a) Cpppg=1.25 mg/mL, (b) Cpppg=2.5 mg/mL,
(C) CDPPGZS mg/mL
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3.5.2 RESS prosesiyle iiretilen katyonik lipozomlarin depolama kararhhklar:

Isletme basmcinin 10 MPa oldugu kosulda farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimlarindaki degisimler
Sekil 3.13(a-c)’de gosterilmistir. Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda depolama siiresi
ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin arttigi goriilmektedir. Baglangigta
33-68 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 59-
142 nm arasinda ve 28. giinde ise 68-142 nm arasinda degismektedir. Cppap=2.5 mg/mL
oldugu kosulda ise depolama siiresiyle lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlari
once artmakta sonra degismedigi goriilmektedir. Ancak, baslangigta {iretilen ve
hidrodinamik boyut dagilimi 24-44 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlarinin 7. giinde 38-79 nm arasinda ve 28. gilinde ise 38-122 nm
arasinda degistigi saptanmistir. Cppag=5 mg/mL oldugu kosulda elde edilen lipozomal
sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik boyutlarinda 6nemli bir degisim olmadigi
goriilmektedir. Baglangicta 44-164 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 59-164 nm arasinda ve 28. giinde ise 68-164 nm
arasinda degistigi saptanmistir. Depolama siiresince lipozomal sistemin hidrodinamik

boyutlarmin iist sinirinda herhangi bir degisim olmadig1 goriilmektedir.

Isletme basmcinin 20 MPa oldugu kosulda farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimlarindaki degisimler
Sekil 3.13(a-c)’de gosterilmistir. Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda depolama siiresi
ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 ile ¢ok az da olsa artmaktadir.
Baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi 79-164 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin 7. glinde 79-190 nm arasinda ve 28. gilinde ise 91-220 nm arasinda degisen
bir boyut dagilima sahip oldugu belirlenmistir. Cppag=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise
depolama siiresi lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinda énemli bir degisim
goriilmemektedir. Ancak baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi 59-164 nm arasinda
degisen lipozomal sistemlerin 7. giin sonunda 68-190 nm arasinda ve 28. giin sonunda

ise 68-164 nm arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.12 RESS prosesiyle 10 MPa igletme basincinda iiretilen katyonik lipozomlarin
depolama karliliklari: (a) Cppap=1.25 mg/mL, (b) Cppap=2.5 mg/mL,
(C) CDDAB=5 mg/mL
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Sekil 3.13 RESS prosesiyle 20 MPa igletme basincinda iiretilen katyonik lipozomlarin
depolama karliliklari: (a) Cppap=1.25 mg/mL, (b) Cppap=2.5 mg/mL,
(C) CDDAB=5 mg/mL



Copag=5 mg/mL oldugu kosulda depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 ¢ok az da olsa artmaktadir. Baslangicta 59-164 nm arasinda
degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarmin 7. giin sonunda 59-190 nm

[

arasinda ve 28. glinde sonunda 79-190 nm arasinda degistigi belirlenmistir.

Isletme basmcinin 30 MPa oldugu kosulda farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimlarindaki degisimler
Sekil 3.14(a-c)’de gosterilmistir. Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda depolama stiresi
ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin ¢ok az da olsa arttig1 goriilmektedir.
Baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi 51-106 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7 giin sonra 59-122 nm arasinda ve 28 giin sonra
68-164 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cppap=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise
depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 6nce artmakta sonra
azalmaktadir. Ancak bu degisimler ¢ok biiylik ol¢lide gerceklesmemektedir. Baglangicta
hidrodinamik boyut dagilimi 33-68 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 59-164 nm arasinda ve 28. giinde ise 44-142 nm
arasinda degismektedir. Cppag=5 mg/mL oldugu kosulda da depolama siiresi ile
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinda ¢ok belirgin bir degisim
goriilmemesine karsin genel olarak hidrodinaik boyutlarinda bir artma goriilmektedir.
59-122 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin baglangigtaki hidrodinamik
boyutlarinin 7 giin sonra 68-164 nm arasinda degistigi ve 28 giin sonunda ise 79-164 nm

arasinda degistigi saptanmigtir.
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Sekil 3.14 RESS prosesiyle 30 MPa igletme basincinda iiretilen katyonik lipozomlarin
depolama karliliklari: (a) Cppap=1.25 mg/mL, (b) Cppap=2.5 mg/mL,
(C) CDDAB=5 mg/mL



3.5.3 RESOLVE prosesiyle iiretilen anyonik lipozomlarin depolama kararhhklar
Isletme basmcinin 10 MPa oldugu kosulda farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik boyut dagilimlarindaki
degisimler Sekil 3.15(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda 28 giin
siiresince lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarmin 6nce azaldigi daha sonra
artifi gorilmektedir. Baslangicta hidrodinamik boyut dagilimi 142-342 nm arasinda
degisen lipozomal sistemlerin 7. giin sonunda 106-190 nm arasinda ve 28. giin sonunda
ise 396-995 nm arasinda degistigi belirlenmistir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise
depolama siiresi ile lipozomlarin hidrodinamik boyutlar1 once artmakta daha sonra
azalmaktadir. Ancak 28. giinde boyut dagiliminin genis bir aralikta oldugu
goriilmektedir. 106-190 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin baslangigtaki
hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 342-1106 nm arasinda ve 28. giinde ise 142-459 nm
arasinda degismistir. Cpppg=5 mg/mL oldugu kosulda ise lipozomlarin hidrodinamik
boyut araliginin ilk 7 giin siiresince degismedigi ancak depolama siiresi ile daha sonra
arttig1 gorlilmektedir. Baslangicta hidrodinamik boyut dagilimi 59-122 nm arasinda
degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. giinde benzerdir. Ancak 28.
giinde ise lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin artarak 122-255 nm arasinda

degistigi saptanmuistir.

Isletme basincimin 20 MPa oldugu kosulda farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik boyut dagilimlarindaki
degisimler Sekil 3.16(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda elde
edilen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 28 giin siiresince Once azalmakta
daha sonra artmaktadir. Baslangicta 142-396 nm hidrodinamik boyut dagilimina sahip
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. giinde 91-142 nm arasinda ve 28. giinde
ise 255-531 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 28 giin siiresince 6nce artmakta daha sonra
azalmaktadir. Baslangicta tiretilen ve hidrodinamik boyut dagilimi 91-164 nm arasinda

degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7. giinde 295-531 nm arasinda

ve 28. giinde ise 141-220 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cpppg=5 mg/mL oldugu
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Sekil 3.15 RESOLVE prosesiyle 10 MPa isletme basincinda iiretilen anyonik
lipozomlarin depolama karliliklari: (a) Cpppg=1.25 mg/mL,
(b) CDPPC,:Z.S mg/mL, (C) CDppG=5 mg/mL
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Sekil 3.16 RESOLVE prosesiyle 20 MPa isletme basincinda iiretilen anyonik
lipozomlarin depolama karliliklari: (a) Cpppg=1.25 mg/mL,
(b) CDPPG=2-5 l’l’lg/l’l’lL, (C) CDPPG=5 mg/ mL.
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Sekil 3.17 RESOLVE prosesiyle 30 MPa isletme basincinda iiretilen anyonik
lipozomlarin depolama karliliklari: (a) Cpppg=1.25 mg/mL,
(b) CDPPGZZ.S mg/mL, (C) CDPPGZS mg/mL.
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kosulda ise depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin ilk 7
giin siiresince arttig1 ancak daha sonra hemen hemen baslangi¢ degerlerine geri dondiigi
goriilmektedir. Baslangicta hidrodinamik boyut dagilimi 91-164 nm arasinda degisen
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. glinde 142-255 nm arasinda ve 28.

gilinde ise 79-164 nm arasinda degismektedir.

Isletme basmcinin 30 MPa oldugu kosulda farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik boyut dagilimlarindaki
degisimler Sekil 3.17(a-c)’de gosterilmistir. Cpppg=1.25 mg/mL oldugu kosulda
depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 ilk 7 giin siiresince
artt1g1 ancak daha sonra hidrodinamik boyutlarinin hemen hemen baslangi¢ degerlerine
geri dondigi goriilmektedir. Baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi 79-164 nm
arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. giin sonunda 220-459
nm arasinda degisirken 28. gilin sonunda baslangi¢ araligi olan 79-164 nm arasina
ulastigi belirlenmistir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda ise lipozomal sistemlerin
hidrodinamik boyutlar1 depolama siirecinin 7. giiniinde artmakta daha sonra hemen
hemen sabit kalmaktadir. Baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi1 106-190 nm arasinda
degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarmnin 7. giin sonunda 255-459 nm
arasinda degigsmesine karsin 28. giin sonunda ise 255-531 nm arasinda degistigi
saptanmistir. Cpppg=5 mg/mL oldugu kosulda lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyut
dagilim araliklarinin depolama siiresi ile dnce arttig1 daha sonra azaldig1 goriilmektedir.
Baglangicta hidrodinamik boyut dagilimi 142-295 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. glinde 342-615 nm arasinda iken 28. giinde ise

106-164 nm arasinda degismektedir.

3.5.4 RESOLVE prosesiyle iiretilen katyonik lipozomlarin depolama
' kararhhklan
Isletme basincinin 10 MPa oldugu kosulda ve farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5

mg/mL) {retilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimindaki
degisimler Sekil 3.18(a-c)’de gosterilmistir. Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda

lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 28 giin’liik depolama siiresince azaldigi
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goriilmektedir. Baglangicta hidrodinamik boyut dagilimi 342-825 nm arasinda degisim
gosteren lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin 7. glinde 225-712 nm arasinda
ve 28. giinde ise 68-106 nm arasinda degistigi saptanmistir. Cppap=2.5 mg/mL oldugu
kosulda ise elde edilen lipozomal sistemlerin 28 giin siiresince hidrodinamik
boyutlarinin 79-220 nm arasinda degisen bir boyut dagilima sahip olup deopolama siiresi
ile 6nemli bir degisim gostermedigi gorilmektedir. Cppap=5 mg/mL oldugu kosulda
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 ise depolama siiresini ile azalmakta ve 7.
glin’den sonra dnemli bir degisim gostermemektedir. Baslangicta hidrodinamik boyut
dagilimi 2305-4145 nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlari
7. ve 28. giinde benzer boyut dagilima sahip olup lipozomal sistemlerin hidrodinamik

PR

boyutlar1 825-1281 nm arasinda degistigi belirlenmistir.

Isletme basincinin 20 MPa oldugu kosulda ve farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5
mg/mL) iretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimindaki
degisimler Sekil 3.19(a-c)’de gosterilmistir. Cppap=1.25 mg/mL oldugu kosulda
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 depolama siiresince arttig1 goriilmektedir.
Bagslangicta hidrodinamik boyut dagilimi 51-79 nm arasinda degisim gosteren lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlari, 7. giin sonunda 79-122 nm arasinda ve 28. giin
sonunda ise 79-164 nm arasinda bir degisim gosterdigi saptanmistir. Cppap=2.5 mg/mL
oldugu kosulda depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 dnce
artmakta daha sonra azalmaktadir. Baslangicta hidrodinamik boyut dagilimi 44-91 nm
arasinda degisim gosteren lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 daha genis bir
aralikta boyut dagilimi sergilemis ve 7. giin sonunda 122-396 nm arasinda degisirken 28.
gilin sonunda bu degisimin 91-190 nm arasinda oldugu saptanmistir. Cppag=5 mg/mL
oldugu kosulda elde edilen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 oldukc¢a biiyiik
oldugu ve depolama siiresini ile Once arttigt daha sonra azaldigi goriilmektedir.
Baslangigta hidrodinamik boyut dagilimi 2305-3580 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlar1 7. giin sonunda 615-825 nm arasinda degisirken 28.

giin sonunda aratarak 825-1281 nm arasinda degistigi saptanmaigtir.
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Sekil 3.18 RESOLVE prosesiyle 10 MPa isletme basincinda iiretilen katyonik
lipozomlarin depolama karliliklari; (a) Cppag=1.25 mg/mL,
(b) CDDAB:2'5 mg/mL, (C) CDDABZS mg/rnL
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Sekil 3.19 RESOLVE prosesiyle 20 MPa isletme basincinda iiretilen katyonik
lipozomlarin depolama karliliklari; (a) Cppag=1.25 mg/mL,
(b) CDDAB=2-5 mg/mL, (C) CDDAB=5 l’l’lg/l’l’lL
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Isletme basincinin 30 MPa oldugu kosulda ve farkli DDAB derisimlerinde (1.25-5
mg/mL) {retilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile boyut dagilimindaki
degisimler Sekil 3.20(a-c)’de gosterilmistir. Cppag=1.25 mg/mL oldugu kosulda elde
edilen lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin depolama siiresince arttigi
goriilmektedir. Baglangicta iiretilen ve hidrodinamik boyut dagilimi 18-24 nm arasinda
degisim gosteren lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyutlarinin dagilimi 7. giin
sonunda 59-91 nm arasinda ve 28. glinde sonunda ise 91-342 nm arasindadir. Cppap=2.5
mg/mL oldugu kosulda depolama siiresi ile lipozomal sistemlerin hidrodinamik
boyutlarinda ¢ok az da olsa bir azalma goriilmektedir. Baslangigta hidrodinamik boyut
dagilimi 91-164 nm arasinda degisim gosteren lipozomal sistemlerin hidrodinamik
boyutlar1 7. giin sonunda 68-190 nm ve 28. giin sonunda ise 59-106 nm arasinda oldugu
saptanmistir. Cppag=5 mg/mL oldugu kosulda ise elde edilen lipozomal sistemlerin
depolama siiresini ile hidrodinamik boyutlarinda once artmakta daha sonra azalma
goriilmektedir. Baglangicta hidrodinamik boyut dagilimi 825-1484 nm arasinda degisen
lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyut dagilimlar1 7. giin sonunda 2305-3580 nm
arasinda degisirken 28. giin sonunda bu degisimin 6énemli dl¢lide azalarak 396-615 nm

arasinda degistigi saptanmigtir.
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Sekil 3.20 RESOLVE prosesiyle 30 MPa isletme basincinda iiretilen katyonik
lipozomlarin depolama karliliklari; (a) Cppag=1.25 mg/mL,
(b) CDDAB=2-5 mg/mL, (C) CDDAB=5 l’l’lg/l’l’lL
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3.6  Depolama Siireci ile Lipozomal Sistemlerin Yiizey Yiiklerinin Degisimi

3.6.1 RESS prosesi ile iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci
boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler
RESS prosesi ile iiretilen anyonik lipozomlarin depolama kararliliklari, farkli igletme

basinct kosularinda (10-30 MPa) ve farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
incelenmis olup Boliim 3.5.1'de iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile
hidrodinamik boyut dagilimlarindaki degisimler incelenmistir. Belirtilen kosullarda
iiretilen lipozomal sistemlerin hem tasarimin gergeklestigi anda hem de 7. giin ve 28.
giin sonunda lipozomal sistemlerin yiizey yiiklerindeki degisimlerde de incelenmis ve bu
degisimler Cizelge 3.1'de gosterilmistir. Laouini ve ark. (2012) zeta potansiyeli +30 mV
degerinden daha yiiksek veya -30 mV degerinden daha diisiikk olan parcaciklarin
bulundugu ¢ozelti ortaminda kararli olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir. Bu
baglamda tasarimi gergeklestirilen tiim basing ve DPPG derisimlerinde lipozomal
sistemlerim depolama siiresince kararliliklarin1 korudugu ve mutlak degerce +30 mV
degerinin iizerinde oldugu goriilmektedir. Olgiimlerin gerceklestirildigi lipozomlarin

ortam pH'lar1 ise 6.95 ile 7.20 arasinda degismektedir.

Cizelge 3.1 RESS prosesi ile tiretilen anyonik lipozomal sistemlerin
depolama siireci boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler

Depolama siiresi (giin)
1 7 28

P (MPa) Cpppg (mg/mL) Zeta potansiyeli (mV)

10 1.25 56 59 -60
2.5 53 44 54

5 58 60 -60

20 1.25 43 38 5]
2.5 60 59 -54

5 60 52 -55

30 1.25 60 60  -58
2.5 58 55 41

5 55 =56 =55

75



3.6.2 RESS prosesi ile iiretilen katyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci
boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler
RESS prosesi ile iiretilen katyonik lipozomlarin depolama kararhliklari, farkli isletme
basinci kosularinda (10-30 MPa) ve farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL) Boliim
3.5.2'de incelenmis olup iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik
boyut dagilimlarindaki degisimler de inclenmistir. Belirtilen kosullarda {iretilen
lipozomal sistemlerin hem tasarimin gerceklestigi anda hem de 7. giin ve 28. giin
sonundaki yiizey yiiklerindeki degisimlerde incelenmis ve bu degisimler Cizelge 3.2'de
gosterilmistir. Olciimlerin gerceklestirildigi lipozomlarin ortam pH'lar1 6.50 ile 7.05
arasinda degistigi saptanmis ve genel olarak ylizey yiikleri +30 mV degerinden daha

yiiksektir. Depolama siiresi boyunca katyonik lipozomal sistemler kararliliklarini

korumasina karsin ylizey yiiklerini depolama siireci boyunca kaybetmektedir.

Cizelge 3.2  RESS prosesi ile iiretilen katyonik lipozomal sistemlerin
depolama siireci boyunca yiizey yliklerindeki degisimler

Depolama siiresi (giin)

1 7 28
P (MPa) Cppag (mg/mL) Zeta potansiyeli (mV)
10 1.25 +48  +46  +43
2.5 +45 38  +32
5 +46  +41 +38
20 1.25 +54 +50 452
2.5 +53 432 427
5 +47  +50  +48
30 1.25 +54  +42  +36
2.5 +54  +53 +41
5 +53 +52 +48
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3.6.3 RESOLVE prosesi ile iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin depolama
siireci boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler

RESOLVE prosesi ile iiretilen anyonik lipozomlarin depolama kararliliklari, farkli
isletme basinci kosularinda (10-30 MPa) ve farkli DPPG derisimlerinde (1.25-5 mg/mL)
Bolim 3.5.3'de incelenmis olup iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile
hidrodinamik boyut dagilimlarindaki degisimler incelenmistir. Belirtilen kosullarda
iiretilen lipozomal sistemlerin hem tasarimin gergeklestigi anda hem de 7. giin ve 28.
gilin sonunda lipozomal sistemlerin yiizey yliklerindeki degisimlerde incelenmis ve bu
degisimler Cizelge 3.3'de gosterilmistir. RESS prosesi ile kiyaslandiginda, {iretilen
lipozomal sistemlerin ylizey yiiklerinin mutlak degerce yaklasik olarak yari yariya
aazaldig1 goriilmektedir. Ancak incelenen tiim kosullarda lipozomal sistemlerin ylizey
yiikleri -30 mV degerinde ya da bu degerden daha kiiciik oldugu goriilmektedir. Yiizey
yiiklerinin 6l¢iildiigii ortamlarda lipozomal sistemlerin bulundugu tampon ortaminin pH
degerleri 6.95 ile 7.15 arasinda degismektedir. Lipozomal sistemlerin tasariminin
gerceklestirilen tiim basing ve DPPG derisimlerinde lipozomal sistemlerin depolama
stiresince kararliliklarini korumaktadir.

Cizelge 3.3 RESOLVE prosesi ile iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin

depolama siireci boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler

Depolama siiresi (giin)
1 7 28

P (MPa) Cpppg (mg/mL) Zeta potansiyeli (mV)

10 125 v
2.5 30 27 R

> 35 34 36

20 1.25 o a1
25 30 34 32

> 34 31 33

30 1.25 B a1 a0
25 33 30 -3

> 31 33 30
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3.6.4 RESOLVE prosesi ile iiretilen katyonik lipozomal sistemlerin depolama
siireci boyunca yiizey yiiklerindeki degisimler

RESOLVE prosesi ile iiretilen katyonik lipozomlarin depolama kararliliklari, Bolim
3.5.4'de incelenmis olup farkl isletme basinci kosularinda (10-30 MPa) ve farkli DPPG
derisimlerinde (1.25-5 mg/mL) iiretilen lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile
hidrodinamik boyut dagilimlarindaki degisimler inclenmistir. Belirtilen kosullarda
iiretilen lipozomal sistemlerin hem tasarimin gergeklestigi anda hem de 7. giin ve 28.
gilin sonunda lipozomal sistemlerin yiizey yliklerindeki degisimlerde incelenmis ve bu
degisimler Cizelge 3.4'de gosterilmistir. Katyonik lipozomal sistemlerin ylizey
yiiklerinin saptandigi tampon ortammin pH kosullari 6.80 ile 7.10 arasinda
degismektedir. RESS prosesi ile kiyaslandiginda, RESOLVe prosesi ile tasarimi
gerceklestirilen lipozomal sistemlerin yiizey yiiklerinini isletme kosullart ve DDAB
derisimine bagli olarak +1 mV ile 22 mV arasinda degistigi goriilmektedir. Yiizey
yiikleri incelenen igletme kosullar1 ve DDAB derisimlerinde +30 mV 'degerinin altinda
olup kararl yapida olmadiklar1 saptanmistir.

Cizelge 3.4 RESOLVE prosesi ile liretilen katyonik lipozomal sistemlerin

depolama siireci boyunca yiizey yliklerindeki degisimler

Depolama siiresi (giin)

1 7 28
P (MPa) Cppap (mg/mL) Zeta potansiyeli (mV)
10 1.25 +15 +11 +9
2.5 +22 +14 +12
5 +2 +8 +7
20 1.25 +20 +20 +12
2.5 +19 +11 +10
5 +2 +3 +7
30 1.25 +22 +23 +15
2.5 +15 +16 +11
5 +1 +2 +10
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4. TARTISMA VE SONUC

Lipozomlar ikili lipit tabakasi ile ¢evrilmis ve i¢ kisminda bir sulu faz igeren
kiireciklerdir. Hem lipofilik hem de hidrofilik maddeleri yapilarinda tasiyabilme 6zelligi
ve hiicre membranina benzerligi nedeniyle ileri ve akilli ilag tasiyic1 sistemlerin
gelistirilmesinde son derece stratejik dneme sahiptir. Farkli tip lipozomlarin sentezi i¢in
degisik hazirlama teknikleri ve lipidik bilesimler kullanilmaktadir. Degisik lipozom
formiilasyonlarinin karakteristik 6zellikleri hazirlama teknigine ve lipidik bilesimine
baglidir. Bu degiskenler, elde edilen lipozomal iiriiniin yer alacagi prosesteki davranisi
iizerinde Onemli etkiye sahiptir. Bu baglamda lipozomal sistemlerin uygulama
potansiyeli dikkate alindiginda, fiziksel karakterizasyonlarinin uygunlugu biiyiik 6nem
tagimaktadir. Lipozomal sistemlerin ortalama hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta potansiyelleri
geligtirilecek olan lipozomun klerens kinetigini etkilemektedir. Lipozomlarin in-vivo
davranisini etkileyen, tastyiciya ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler cok fazla ayrintilar ile
calisilmaktadir. Biiyiik lipozomlar, kii¢iik olanlara gore ¢ok hizli bir sekilde biyolojik
engelleri asmaktadirlar. Negatif yiikli lipozomlar ise, ndtral ve pozitif yiiklii olanlara
gore yine engelleri daha hizli agsma yetenegine sahiptirler. Negatif yiiklii lipozomlar
yiiksiiz ve pozitif yliklillerden daha c¢abuk elimine edilirler. Pozitif yiiklii lipozomlar
retikiiloendotelyal sistem korunmali lipozomlarin tersine hiicre membranina ilgileri ¢ok
fazladir ve genellikle genetik maddeleri (ribo niikleik asit, oligoniikleotidler gibi) hiicre
icine tagimak icin kullanilirlar. Hiicre membrami ile fiizyon yaparak birlesirler.
Biiyiikligii, yiikii, hazirlama kosullar1 ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri

onemli rol oynamaktadir.

Giliniimiize kadar lipozomlarin hazirlanmasinda bir¢ok yontem gelistirilmistir. Ancak bu
yontemlerde fazla miktarda kloroform, eter, freon, metilen kloriir ve metanol gibi
organik ¢oziicli kullanilmaktadir. Bu organik ¢oziicliler insan sagligina ve cevreye karsi
zararhidir. Belirtilen organik c¢oziicli ortamlarinda hazirlanan lipozomal ilag¢ tasiyici
sistemlerinde organik ¢oziicii kullanimindan dolay1 karsilasilan zararh etkiler vardir.
Buna ek olarak, tiim bu yontemler lipozomlarin endiistriyel boyutta iiretimi i¢in uygun

degildir. Bunun nedeni lipozomal ilag tasiyict sistemlerinin iiretiminin bir¢ok proses
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basamagini igermesidir. Bu basamaklarda {iriin kayiplar1 ve liretim ortamindan gelen
kirliliklerin zararli etkisi oldugu bilinmektedir. Lipozomlarin hazirlanmasi i¢in birgok
geleneksel yontem bulunmasina karsin Bangham metodu, organik ¢oziicii enjeksiyon
metodu ve ters faz buharlastirma metodu en yaygin kullanilan geleneksel yontemlerdir.
Ancak bu yontemlerde yiiksek miktarda organik ¢oziicii kullanimina gereksinim
duyulur. Bu baglamda, organik c¢oziici ortamlarinda hazirlanan lipozomal
formiilasyonlar1 yukarida da belirtildigi gibi hem ¢evreye hem de insan sagligina zararl
etkileri bulunmaktadir. Bu noktada gilinlimiizde herhangi bir organik ¢oziici
kullanmaksizin sulu sistemler icin yiiksek kapsiilleme etkinligi saglayabilen lipozom
formiilasyonlarin hazirlanmasinda bircok yontem halen arastirma asamasindadir.
Lipozomlarin bir ila¢ tasiyict ve salim sistemi olarak kullaniminda preparatlarin
hazirlanmalarinda olabildigince organik ¢oziicii kullanimindan kaginilmali, kullanimi
zorunlu oldugu kosullarda ise {irlinde organik c¢oziiciiniin maksimum diizeyde

uzaklastirilmasi saglanabilmelidir (Zhong ve Dai, 2011).

Bir maddenin ¢oziiniirliigii ¢oziiclinlin cinsine, ortamin sicakligi ve basincina baghdir.
Canli sistemlerde bu degerler sabit olup degistirilemez. Bu nedenle ¢dzme giiciine etki
eden bir diger parametre olan partikiil boyutunun ila¢ uygulanabilirligine etkisi
bliyliktiir. Boyut ve boyut dagilimi faktoriiniin incelenmesi icin kullanilan klasik
yontemlerden ortaya ¢ikan en Onemli sonu¢ lipozom nanopartikiillerinin
hazirlamasindaki yetersizlik olup nanopartikiillerin hazirlanmasinda asir1 miktarda
kullanilan ¢oziiciiden kaynakli toksik etki nedeniyle ilag etken maddelerinin viicut
icerisindeki etkinliginin azalmasi ve sicakliga duyarh ila¢ etken maddelerin denatiire
olarak etkinligini kaybettigi bilinmektedir. Bu darbogazlarin asilmasina yonelik yeni
nanopartikiil hazirlama yontemleri 6nem kazanmaktadir. Bu yontemlerden biri de
siiperkritik akigkan teknolojisidir. Bu yontemde organik ¢6ziicii miktari minimize
edilerek toksik etkinin azaltilabilecegi, daha kii¢iik ve daha homojen partikiiller elde
edilebilecegi ve diisiik sicakliklarda calisilmasina olanak saglayarak ilaglarin
bozulmasini engelleyebilecegi en 6nemli avantajlarindan oldugu bilinmektedir (Aburai

ve ark., 2011).
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Bu c¢alismada, SCCO; teknolojileri arasinda yer alan RESS ve RESOLVE prosesleri ile

farkli iyonik Ozellikteki lipozomal sistemlerin tasarimlar gergeklestirilmistir. Hem

RESS hem de RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin tasariminda

lipozomlarin boyut dagilimlarina isletme basincinin etkisi 10,20 ve 30 MPa kosullarinda

anyonik ylizey aktif madde DPPG derisiminin 1.25, 2.5 ve 5 mg/mL oldugu kosullarda

ve anyonik lipozomal sistemlerin tasariminda ise katyonik ylizey aktif madde DDAB

derisiminin 1.25, 2.5 ve 5 mg/mL oldugu kosullarda arastirilmistir.

RESS prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin iiretiminde genel olarak
incelenen belli bir DPPG derisiminde isletme basinci ile monodispers boyut
dagilima sahip ve boyut dagilimlari 44-164 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin tasarimi gergeklestirilmistir. Bu siliregte basincin boyut dagilimi
iizerinde 6nemli bir etki saptanmamaistir.

RESS prosesi ile katyonik lipozomal sistemlerin iiretiminde diisiik ve orta DDAB
derisimlerinde isletme basinci ile lipozomal sistemlerin boyutlar1 6nce artmakta
sonra azalmaktadir. Ancak yiiksek DDAB derisimlerinde, lipozomal sistemlerin
boyut dagilimina igletme basincinin etkisi bulunmamaktadir. Cppap=5 mg/mL
oldugu kosulda monodispers boyut dagilima sahip ve boyut dagilimlar1 44-122
nm arasinda degisen lipozomal sistemlerin tasarimi gergeklestirilmistir.
RESOLVE prosesi ile anyonik lipozomal sistemlerin iiretiminde diisiik DPPG
derisiminde ve 20 MPa iizerindeki kosulda 142-342 nm boyut araligindan 79-164
nm boyut aralifina diismektedir. Yiiksek DPPG derisiminde ise isletme
basincinin artmasiyla lipozomlarin boyutlar1 59-122 nm araligindan 142-295 nm
araligina artmaktadir. Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda monodispers boyut
dagilima sahip ve boyut dagilimlar1 91-190 nm arasinda degisen lipozomal
sistemlerin tasarimi gergeklestirilmistir.

RESOLVE prosesi ile katyonik lipozomal sistemlerin iiretiminde diisik DDAB
derisiminde basincin artmasiyla mikrometre boyutlu lipozomal sistemlerden
nano boyutlu lipozomal sistemlerin tasarimi gerceklestirilmistir. Yiiksek DDAB
derisimlerinde ise mikrometre boyutlarinda lipozomal sistemlerin tasarimlari

gerceklestirilmistir. Ancak Cpppg=2.5 mg/mL oldugu kosulda, isletme basincinin
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artmasiyla lipozomal sistemlerin boyutlar1 6nce azalmakta sonra artmaktadir.
Genel olarak 44-190 nm arasinda degisine monodispers boyut dagilima sahip

lipozomal sistemleri iiretilmistir.

Hem RESS hem de RESOLVE proseslerinden elde edilen anyonik ve katyonik

lipozomal sistemlerin depolama siiresi ile hidrodinamik boyutlarindaki degisimler 28

giin siiresince incelenmistir. Bu siirecte;

RESS prosesiyle iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyut
dagilimlar1 depolama siireci ile énemli bir degisim gostermemektedir. Uretimin
gergeklestigi tiim ortam bilesimlerinde ve isletme kosullarinda elde edilen
lipozamal sistemler hidrodinamik boyut dagilimlarin1 depolama siireci boyunca
korumaktadir.

RESS prosesiyle iiretilen katyonik lipozomal sistemlerinde ise 10 MPa'da diisiik
ve orta DDAB derisimlerinde elde edilen lipozomlarin hidrodinamik boyutlar1
depolama siiresi ile artmaktadir. Yiiksek DDAB derisiminde ise depolama siireci
ile lipozomlar 59-190 nm arasinda de8isen monodispers bir boyut dagilima
sahiptir. 20 MPa'da ise incelenen her bir DDAB derisimlerinde lipozomlar
hidrodinamik boyut dagilimlarin1 genel olarak korumaktadir. 30 MPa'da diisiik
ve yiksek DDAB derisimlerinde lipozomlar hidrodinamik boyut dagilimlarini
genel olarak korumaktadir. Ancak orta DDAB derisiminde depolama siireci ile
lipozomal sistemlerin boyutlar1 6nce artmakta sonra azalmaktadir.

RESOLVE prosesiyle iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyut
dagilimlar;; 10 MPa'da yiiksek DPPG derisimi disindaki kosularda depolama
stireci sonunda nano boyutlardan mikrometre boyutlara dogru artmaktadir.
Benzer degisim 20 MPa'da gergeklesmektedir. 30 MPa'da ise lipozomal
sistemlerin hidrodinamik boyutlarinda nano boyutlardan mikrometre boyutlara
gecisler goriilmektedir.

RESOLVE prosesiyle iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin hidrodinamik boyut
dagilimlarmin depolama siireci ile degisimleri incelendiginde; 10 MPa'da diisiik
ve yiksek DDAB derisimlerinde lipozomal sistemlerin hidrodinamik

boyutlarinin mikrometre diizeyinde oldugu saptanmistir. Ancak Cppap=2.5
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mg/mL oldugu kosulda depolama siireci ile lipozomal sistemler boyutlarini genel
olarak korumakta ve boyutlari 68-220 nm arasinda degismektedir. 20 MPa'da ise
diisiik DDAB derisiminde elde edilen lipozomal sistemlerin boyutlar1 51-79 nm
araligindan 79-164 nm araligina artmaktadir. Orta DDAB derisimlerde ise
lipozomlarin boyutlar1 baslangi¢ anina gore artarken yiiksek DDAB derisiminde
ise mikrometre boyutlarindaki lipozomal sistemin boyutlar1 mikrometre
diizeyinde olup depolama siireci ile azalmaktadir. 30 MPa'da diisiik DDAB
derisiminde iiretilen lipozomal sistemler depolama stireci ile mikrometre boyuta
gecektedir. Cppag=2.5 mg/mL'da tasarlanan lipozomal formlarin depola siireci
ile boyutlarinda genel olarak 6nemli bir degisim olmayip 59-190 nm arasinda
degismektedir. Yiiksek DDAB derisiminde ise mikrometre boyutlarindaki
lipozomal sistemin boyutlart mikrometre diizeyinde olup depolama siireci ile

Once artmakta sonra azalmaktadir.

Depolama siireci ile tasarimlari gergeklestirilen lipozomal sistemlerin ylizey

yiiklerindeki degisimlerde incelenmistir. Bu siiregte;

RESS prosesi ile iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci
boyunca ylizey yiikleri incelenen isletme basinci ve DPPG derisiminde depolama
siireci boyunca ylizey yiiklerini korumaktadir. Genel olarak -38 mV ile -60 mV
araliginda degisen anyonik lipozomal formlar oldukca kararli yapidadir.

RESS prosesi ile iiretilen katyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci
boyunca yiizey ylkleri de incelenen isletme basinct ve DPPG derisiminde
depolama siireci boyunca yiizey yiiklerini korumaktadir. Genel olarak +27 mV
ile +54 mV araliginda degisen katyonik lipozomal formlar oldukca karali
yapidadir.

RESOLVE prosesi ile iiretilen anyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci
boyunca ylizey yiikleri incelenen isletme basinci ve DPPG derisiminde depolama
siireci boyunca ylizey yiiklerini korumaktadir. Genel olarak -30 mV ile -36 mV
araliginda degisen anyonik lipozomal formlar olduke¢a karali yapidadir.
RESOLVE prosesi ile iiretilen katyonik lipozomal sistemlerin depolama siireci

boyunca ylizey yiikleri incelenen isletme basinci ve DPPG derisiminde depolama
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stireci boyunca ylizey ylikleri genel olarak degiskenlik gdstermektedir. Genel
olarak +1 ile +23 mV araliginda degisen katyonik lipozomal formlar olduk¢a

kararsiz yapida olup ¢6kme egilimindedir.
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