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ONSOZ

Bu c¢alismada epileptik mekanizmaya miidahale edecek molekiiler baskilanmis
polimer, polimerik nanopartikiil ve nanotiip formiilasyonlarinin hazirlanmasi
planlanmustir.

Molekiiler baskilanmis polimer formiilasyonlarinda 4-aminobutirat transaminaz
enziminin baskilanmasi ve sonrasinda bos molekiiler baskilanmis polimerlerin
uygulanmasi ile y-aminobutirik asit’in yikiminda rol alan enzimin fazlasinin
viicuttan uzaklastirilmasi ile inhibisyonun saglanmasi ve epileptik aktivitenin
baskilanmasi amaglanmis ancak enzimin temin edilememesi nedeni ile
hazirlanamamistir. GABA’nin polimerlere baskilanmasi ve kontrolli salim
saglanmasi planlanmis ancak GABA’nin tek ¢oziiciisii su olmasi nedeni ile jel
formunda molekiiller baskilanmis polimerler elde edilmistir.

Endojen bir bilesik olan y-aminobutirik asit’in 6zgiin olarak sentezlenen polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinin ve inorganik yapidaki halosit nanotiip
formiilasyonlarinin hazirlanmasi ile glinlimiizde kullanilan epileptik ajanlarin yan
etkilerinin ve toksik reaksiyonlarinin oOnlenmesi amaclanmistir. Hazirlanan
sistemlerin karakterizasyon ve kararlilik ¢alismalari yapilmis, in vitro salim
deneyleri, in vitro sitotoksisite testi ve in vivo hayvan deneyleri
gerceklestirilmistir.
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danisman hocam Prof.Dr. E. Yasemin YAZAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Polimer sentezleme prosesinde bana 11k tutan, bilgi ve birikiminden
yararlandigim Prof.Dr. Yusuf MENCELOGLU’na ve ekibindeki tiim arastirmaci
arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim sirasinda yakin ilgi ve yardimlarimi goérdiigiim sevgili hocalarim ve
boliim arkadaslarim, Prof.Dr. Liitfi GENC’e, Do¢.Dr. Miizeyyen DEMIREL’e,
Yrd.Dog¢.Dr. Gillay BUYUKKOROGLU na, Yrd.Do¢.Dr. Ebru BASARAN’a,
Yrd.Dog¢.Dr. Evrim YENILMEZ’e, Yrd.Do¢.Dr. Murat Sami BERKMAN’a,
Uzm. Sefa AVCIER’e, Aras.Gor. Umay Merve GUVEN’e ve Aras.Gor. Ahmet
Alper OZTURK ’e tesekkiir ederim.

Yiiksek basingli sivi kromatografisi analizlerinde bilgi ve yardimini esirgemeyen
Dog.Dr. Erol SENER ’e tesekkiirlerimi sunarim.

istatistilfsel degerlendirme analizlerinde yardimlarini gordiigiim Uzm.Biy. Sennur
GORGULUye tesekkiir ederim.

Taramali elektron mikrokobu analizlerinin gerceklestirilmesine olanak saglayan
Prof.Dr. Alpagut KARA ve yardimci olan Y.Miih. Eda KUCUKOGLU'na
tesekkiirlerimi sunarim.

In vivo calismalarda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Baskani
Prof.Dr. Kevser EROL’a, desteklerini esirgemeyen Aras.Gor. Cigdem
CENGELLI ve Aras.Gor. Sule AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim siiresince laboratuvarda yardimmi gordiigim sevgili 6grencim
Kemal Can DEMIRKILINC a tesekkiir ederim.



Beni her zaman destekleyen, yiireklendiren, sevgi ve ilgilerini her zaman yanimda
hissettigim ¢ok sevgili ailem ve biricik esim Melih KIRIMLIOGLU’na sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Giilsel YURTDAS KIRIMLIOGLU

Vi



EPILEPTIK MEKANIZMAYA MI"JDAHALE EDECEK NANOBOYUTTA
ILAC TASIYICI SISTEM GELISTIRILMESI
ve
IN VivOo DAVRANISININ DEGERLENDIRILMESI
OZET

Epilepsi tim diinyada sik goriilen norolojik hastaliklardan birisidir. Beynin
jeneralize veya fokal ani paroksismal reaksiyonu “epilepsi” olarak
adlandirilmaktadir. Epilepsi tlizerine pek c¢ok arastirma yapilmaktadir. Bu
arastirmalarda y-aminobutirik asit (GABA) sentezinin inhibisyonu, saliminin
blokaji veya postsinaptik bir reaksiyonun konviilziyonlar1 provoke ettigi
saptanmistir. Beynin sinir terminallerindeki GABA konsantrasyonlarinda, febril
konviilziyonlarda ve tedaviye direnc¢li hastalarda serebrospinal sividaki GABA
konsantrasyonunda azalma goriilmiistiir. Ayn1 zamanda GABA konsantrasyonun
azalmasi ile konviilziyon, koma ve hatta 6lim gozlenebildigi bildirilmistir.

Epilepsi tedavisi i¢in farkli yaklasimlar bulunmakla birlikte en giincel teori olan
GABA ile ilgili teoriye dayanarak, ¢alismamizda 6zgiin olarak ters emiilsiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanan polimerik nanopartikiiller (PNP) ve
halosit nanotiipler (HNT) kullanilmas1 ile GABA igeren, beyne hedeflendirilmis,
nanoboyutta, nontoksik, biyouyumlu, spesifitesi ve afinitesi yiiksek
formiilasyonlarin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Hazirlanan sistemler iizerinde parcacik biiyiikligi ve dagilimi, zeta potansiyel,
pargacik sekli ve yiizey Ozellikleri, fiziksel goriiniis, termal, X-1s1n1 kirmimi
(XRD), infrared (IR), etkin madde miktar tayini analizleri yapilmistir.
Karakterizasyon ve in vitro salim calismalar1 1s18inda segilen formiilasyonlarin
kararlilik ¢alismalari, in vitro sitotoksisite testleri ve in vivo hayvan deneyleri
gergeklestirilmistir.

Pentilentetrazol (PTZ) ile epileptik model olusturulan sicanlar iizerinde
gergeklestirilen in vivo hayvan deneylerinde, fosfat tamponu (pH 7.4) (PBS),
GABA c¢ozeltisi ya da GABA iceren PNP ve HNT formiilasyonlari deney
gruplarina uygulanmistir. Enjeksiyondan 4 saat sonra PTZ intraperitonal (i.p.)
olarak uygulanarak konviilziyon olusturulmustur. 30 dk siiresince sicanlar
gozlenmis ve skorlama ile degerlendirme yapilmistir. Gozlem siiresi sonrasinda
siganlarin beyinleri ¢ikartilmig ve Stratum Corsatum doku ornekleri alinmus,
homojenize edilmis ve GABA diizeyi enzime bagli immiin analiz (ELISA) Kiti
yardimiyla belirlenmistir.

[zleme siiresince elde edilen verilere gore, hazirlanan ilag tasiyici sistemler ile toz
GABA ve PBS karsilastirildiginda latens siiresi, konviilziyonlarin toplam zamani
ve siddetli konviilziyon siireleri ve 6liim oraninda anlamli degisiklikler oldugu
istatistiksel analizler ile gosterilmistir. Enzim immiin yontemi analiz cihazi (EIA)
ile belirlenen GABA miktarlarinin PNP-29 kodlu formiilasyonda anlamli diizeyde
yiikselme gosterdigi gorilmiistiir. Sonug olarak, in vitro ve in vivo analiz
sonuglarina gore endojen bir bilesik olan GABA’nin beyne tasinmasini saglayan
ilag tasiyici sistemlerin elde edildigi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Polimerik nanopartikiil, y-aminobutirik asit, Halosit,
Epilepsi, Polimerizasyon
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DEVELOPMENT of a NANOSIZED DRUG DELIVERY SYSTEM
INTERFERING EPILEPTIC MECHANISM
and
EVALUATION of ITS IN VIVO BEHAVIOUR

ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological diseases worldwide.
Generalized or paroxysmal focal reaction of brain is called "epilepsy”. A number
of study is being performed on epilepsy. In those studies, inhibition of
y-aminobutyric acid (GABA) synthesis, blockage of release or postsynaptic
reaction were determined to provoke convulsions. Decrease in GABA
concentrations was seen cerebrospinal fluid with GABA concentrations in brain
nerve terminals, febrile convulsions and patients resistant to epilepsy treatment. It
was also reported that convulsion, coma and even death can be observed by means
of reduction in the concentration of GABA.

Even though there are different approaches for the treatment of epilepsy, in this
study incorporation of GABA into unique polymeric nanoparticles (PNP)
prepared with reverse emulsion polymerization method and halloysite nanotubes
(HNT) was aimed depending on the most recent theory related to GABA. In other
words, development of brain-targeted, nanosized, nontoxic, biocompatible, highly
specific and high affinity formulations was aimed by using unloaded/loaded PNP
and HNT drug delivery systems.

Characterization studies of formulations were performed by particle size and
distribution, zeta potential, particle shape and surface properties, physical
appearance, thermal, x-ray diffraction (XRD), infrared (IR), determination of the
amount of active agent analyses. In vitro cytotoxicity and in vivo animal studies
were performed on formulations selected considering characterization and in vitro
analyses results.

In the in vivo studies achieved on epileptic rat induced by pentylenetetrazole
(PTZ), phosphate buffer (pH 7.4) (PBS), GABA and PNP and HNT formulations
containing GABA were applied on experimental groups. After 4 hours of
injections, PTZ was injected intraperitoneally (i.p.) and convulsions were
generated. Rats were monitored for 30 minutes and were evaluated by scoring.
After this monitorization period, brains were removed and Stratum Corsatum
were isolated, homogenized and GABA levels were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit.

According to the data obtained from the comparison of drug delivery systems
prepared with GABA and PBS, significant changes in latency, total convulsion
period, severe convulsion period and mortality of rats were demonstrated by
statistical analyses. Amount of GABA analyzed by enzyme immune assay
analyzer (EIA) was increased considerably for PNP-29. As a result, drug delivery
systems ensuring transportation of the endogen compound GABA to the brain
could be prepared regarding in vitro and in vivo analyses results.

Key Words: Polymeric nanoparticles, y-aminobutyric acid, Halloysite, Epilepsy,
Polymerization
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GIRIS ve AMAC

Epilepsi anormal noéronal desarjlar ile belirlenen karmasik patolojik bir
bozukluktur. Epilepsinin etiyolojisi ve patofizyolojik mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Kronik ilag kullanimi gerektiren bir hastalik olan epilepside
tedavi yaklasimlar1 genellikle var olan antiepileptik ilaglar (AEI) ile epileptik
ndbetlerin baskilanmasi ilkesine dayanmaktadir.

Giiniimiizde kullanilan AEI’ler plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanma,
yiiksek diizeyde metabolizasyona ugrama, ilag etkilesimlerine acik olma, yiiksek
yan etki diizeyi ve belirli bir epileptik sendroma spesifik olmama gibi 6zellikler
tagidigindan, higbiri terapotik etki ve yan etkiler a¢isindan ideal sayilmamaktadir.

Endojen bir bilesik olan y-aminobutirik asit (GABA) beynin ana inhibitor
néromediyatoriidiir. GABA salan ndronlar beynin ve daha az olarak omuriligin her
tarafina yayilmistir. Suda ¢o6ziiniirliigii yiikksek olan GABA nin, basta sinir iletimi
olmak tizere hipotansif, diiiretik ve sakinlestirici etkilerin indiiksiyonu gibi bir¢ok
biyolojik fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir.

Norolojik hastaliklarin tedavisindeki en onemli gligliiklerden birisi, terapotik
amagla kullanilan etkin maddenin beyne tasinmasi ve kontrollii sekilde saliminin
saglanmasidir. Aminoasit, peptit, protein ve ndropeptit gibi etkin maddelerin beyin
icine tasinmasi i¢in gereksinim duyulan nanoboyutta tasiyict sistemlerin
kullanilmasi ile endojen bir bilesik olan GABA ’nin polimerik tasiyici sistemlere ve
halosit nanotiiplere (HNT) yiiklenmesi, uzatilmig ya da kontrollii salimmin
saglanmast ve beyne ulastirtlmasi ile in vivo davranisinin degerlendirilmesi
planlanmustir.

Kan beyin engelini asmanin (KBE) bir diger yolu ise etkin madde tasiyicist olarak
nano boyutta ilag tasiyici sistemlerin kullanilmasidir. Farkli monomerler, farkli
polietilen glikol (PEG) tiirevleri ve ¢alisma i¢in sentezlenen bir polimerik yiizey
etkin madde (PYEM) kullanilarak ters emiilsiyon polimerizasyonu ile hazirlanan
GABA yiiklii polimerik matristen veya inorganik materyal olan HNT’lerden
kontrolliit GABA salimu ile saf halde KBE’yi gegemeyen GABA’nin beyindeki
miktarinin arttirilmasi Ve boylece epilepsi nobetlerinin onlenmesi ya da azaltilmasi
caligmanin amacini olusturmaktadir.

Norotransmiter yapisindaki GABA’ nin nanoboyutta, toksik olmayan, biyouyumlu,
spesifitesi ve afinitesi yiiksek formiilasyonlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir.
Tasarlanan ilag tastyici sistemler ile GABA saliminin diizenlenmesi ile AEI’lerin
siddetli yan etkilerinin en aza indirgenecegi ve kronik ilag tedavisi goren epileptik
hastalarin uyuncunun arttirilacag diistiniilmektedir.

Hazirlanan formiilasyonlarin epilepsi tedavisinde yeni bir yaklasim yaratacagi
diistiniilmektedir.



KAYNAK BILGISi
Epilepsi

Tarihsel veriler hastalik olarak epileptik fenomenlerin ve Ozellikle de biiytlik
ndbetlerin oldukca eski donemlerden beri ¢esitli toplumlarca fark edildigini
gostermektedir. Giinlimiizde kullandigimiz epilepsi sozciigii eski Yunanca’da
“yakalamak”, “kavramak” anlamlarma gelen “epilambanein” kelimesinden
tiiretilmistir (Eskazan, 2008).

Epilepsi ile ilgili bilinen en eski kayitlar Mezopotamya uygarligina aittir. Babil krali
Hammurabi’nin yasalarinda “bennu” kelimesi ile yer alan epilepsi daha sonra
“antasubba”, “atreya” gibi farkli ifadeler ile farkli uygarliklarda da yerini almistir.
Tarihten giiniimiize kadar uzanan epilepsi ile ilgili en 6nemli yapit Hippocrates’in
(M.O. 460-375) epilepsiyi konu alan “Kutsal Hastalik” adl1 kitabidir. Bu yapitinda
Hippocrates epilepsiyi ¢aginin mistik goriislerinden uzak, bugiiniin anlayisina uyan
yaklasim ile degerlendirmis ve beynin bir hastaligi olarak agiklamistir (Brodie ve
ark., 2008; Eskazan, 2008).

Halk dilinde epilepsi kelimesinin karsilig1 olarak kullanilan “sar’a” sézciigii Arapga
kokenlidir ve “yere serme” anlamina gelmektedir. Tiirklerin tarihinde epilepsiyi
tanimlamakta kullandiklar1 yazili ulasilabilen ilk sozciik “talgan” ya da “talgan ig”
olup Kasgarli Mahmut’un 19. yiizyilda yazdigi “Divanii Lugat-it Tirk” isimli
aciklamali sozliigiinde sar’a karsilig1 olarak verilmektedir (Eskazan, 2008).

Epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize bir durumdur. Yaygin olarak goriilen
epilepsi, anormal noronal desarjlar ile belirlenebilen karmasik patolojik bir
bozukluktur (Solmaz, 2005; Carcaboso ve ark., 2008; Mandal ve Mandal, 2010).
Bagska bir ifade ile epilepsi, paroksismal olarak baslayan, kisa sliren ve genellikle
kendiliginden gegen, bazen biling kaybina neden olan pozitif belirtilerin (fokal
ve/veya jeneralize kasilmalar ve haliisinasyonlar gibi) ya da negatif belirtilerin
(cevreyle iliskinin kesilmesi gibi) eslik ettigi nobetler seklinde seyreden norolojik
bir hastaliktir (Kayaalp ve Dalkara, 2009). Epilepsinin etiyolojisi ve patofizyolojik
mekanizmalar1 halen tam olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla tedavi yaklagimlar
var olan antikonviilzan ilaglar ile epileptik nobetlerin baskilanmasi seklinde
olmaktadir (Sahiner, 2008).

Insan epileptik dokusunda yapilan arastirmalar &zellikle insan beyninin hiicresel ve
molekiiler o6zelliklerinin bazi ndronal sebekelerin saptanmasinda ve bir dizi
epileptik mekanizmanin detaylarini ortaya ¢ikarmada yardimer olmustur (Avoli ve
Williamson, 1996). Epilepsi olusumunda rolii oldugu kabul edilen giiclii hipotezler:

. Noronal reseptdrlerin yeniden organize olarak dagilimlarinin degisimi (up
veya down regiilasyon),

. GABAerjik inhibisyonun epileptogenezi baskilamak yerine, paradoksal
olarak fonksiyonel degisimler yaratmasi ve epileptik aktiviteyi arttirmasi
(Sahiner, 2008).

Beyindeki noronlarda eksitabilite diizeyi eksitatdr ve inhibitor etkiler arasindaki
dengeye baghdir. Eksitabilitenin artmasi teorik olarak eksitator etkinligin artmasina
ve inhibitor etkinligin azalmasina yani disinhibisyona baglidir. Noron diizeyinde



eksitabilitenin ayarlanmasinda temel olay, Na*, Ca*?, K* ve CI iyonlarma kars
permeabilitenin degistirilmesidir (Kayaalp ve Dalkara, 2009).

Epidemiyolojik caligmalar epilepsinin tiim diinyada yaygin sekilde goriildiigiinii ve
hicbir etnik fark, cinsiyet ayrimi ve yas sinir1 tanimadigin1 gostermektedir. Degisik
bolgelerde gerceklestirilmis prevelans calismalart bulunmaktadir. Ulkemizde
gerceklestirilen cesitli calismalarda aktif epilepsili hastalarin %55-76’sinin ¢alisma
giiniinde AEI almadiklar1 dikkati ¢eken belki de en dnemli bulgudur. Epilepside
tedavi acig1 %60-98 arasinda degismektedir. AEI kullaniminmn altinda yatan
nedenler ¢ok ac¢ik degildir. Oysa epilepsi tedavi edilebilir bir hastaliktir ve tedavi
maliyeti ¢esitli hastaliklara gére (6rnegin multipl sklerozda interferonlar, kanserde
kemoterapatikler gibi) daha diisiiktiir. Buna karsin diinyada 100 milyon civarinda
oldugu disiiniilen epilepsili hastanin 35 milyonunun tedavi olmadigi tahmin
edilmektedir (Yeni, 2008). Tedavi agiginin altinda yatan nedenler ¢cok acik degildir.
Ekonomik nedenlerin yani sira hastalikla ilgili yanlis inanislarin da rolii oldugu
diistiniilmektedir (Kale, 2002).

Epilepsi bugiine kadar ¢ok ¢esitli sekilde siniflandiriimistir. En son siniflandirma
1989 yilinda ILAE (International League Against Epilepsy) biinyesinde toplanan
komisyon tarafindan yapilmistir (ILAE, 1989). Buna gore:

1. Lokalizasyona Bagh (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar
1.1. Idiyopatik (Baslangici yasa bagli)

. Benin ¢ocukluk epilepsisi (centrotemporal spike ile birlikte)
. Cocukluk epilepsisi (oksipital paroksizmle birlikte)
. Primer okuma epilepsisi

1.2. Semptomatik

. Cocukluk c¢agmin epilepsia parsiyalis’inin progresif ve kronik devami
(Kojewhikow' syndrome)

. Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar

. Temporal lop epilepsisi

. Frontal lop epilepsisi

. Paryetal lop epilepsisi

. Oksipital lop epilepsisi

1.3. Kriptojenik
2. Jeneralize Epilepsiler ve Sendrom
2.1. Idiyopatik

. Benin neonatal ailesel konviilziyonlar

. Benin neonatal konviilziyonlar

. Bebeklerin benin miyoklonik epilepsileri

. Cocukluk cag1 absans epilepsisi (piknolepsi)

. Juvenil absans epilepsi

. Juvenil miyoklonik epilepsi (impulsif petitmal )
. Grandmal epilepsi

. Diger idiyopatik jeneralize epilepsiler

. Spesifik presipitasyonla olusan epilepsiler



2.2. Kriptojenik veya semptomatik epilepsiler

. West Sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraemphe)
. Lennox-Gastaut Sendromu

. Miyoklonik astatik ndbetli epilepsi

. Miyoklonik absans epilepsisi

2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etiyolojili olanlar

. Erken myokonik ensefalopati
. Erken infantil epileptik ensefalopati ile birlikte siipresyon patlamalari
. Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar
3. Fokal veya Jeneralize Olduklar1 Belirlenemeyen Epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konviilziyonlu epilepsiler

. Neonatal konviilziyonlar1

. Bebeklerin agir miyoklonik nobetleri

. Uykuda goriilen devamli spike-waves ile seyreden epilepsiler
. Edinsel epileptik afazi (Landau-Klefner Syndrome)

. Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Jeneralize veya fokal goriinlimii agiklanamayan nobetler
4. Ozel Sendromlar
4.1. Duruma bagli ndbetler

. Febril konviilziyonlar

. izole nébetler veya izole Status epilepticus

. Yalnizca akut metabolik veya toksik bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan
nobetler (ILAE, 1989)

Biiytik boliimii son 50 yil icerisinde olmak iizere tarihten giiniimiize kadar 20’ye
yakin antiepileptik etkin madde gelistirilmistir. Bununla birlikte, kullanilan
AED’lerin higbirisi terapotik etki ve yan etkiler agisindan ideal sayllamamaktadir
(Cizelge 1) (Brodie ve ark., 2008). Ideal bir AEI’de olmasi beklenen baslica
ozellikler, emiliminin tasiyictya bagli olarak gerceklesmemesi, plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglanmamasi, metabolizmaya ugramamasi, ilag
etkilesimlerinin olmamasi, hasta uyuncuna iligkin olarak olabildigince az yan etkiye
sahip olmasi ve dogal olarak belli bir epileptik sendrom i¢in etkili oldugunun
kanitlanmis olmasi seklinde siralanabilir (Eskazan, 2008; Onat, 2008).

Tedavide tekli ila¢ kullanim1 denendigi gibi sendrom tipine bagl olarak ¢oklu ilag
kullanim1 da sz konusu olabilir. Ayrica epilepsi cerrahisi, Vagus siniri uyarimi,
ketojenik diyet ve alternatif tip farmakolojik olmayan tedavi yaklasimlaridir
(Brodie ve ark., 2008).



Cizelge 1. Antiepileptik Etkin Maddeler ve Yan Etkileri (Brodie ve ark., 2008;

Panayiotopoulos, 2011)

Etkin Madde

Yan etkiler

Eslikarbazepin

Etosiiksimit

Felbamat

Fenitoin

Fenobarbital

Gabapentin

Karbamazepin

Klobazam

Klonazepam

Lakosamit

Lamotrijin

Levetirasetam

Idiyosenkratik reaksiyonlar, bas dénmesi, somnolans bas agrisi,
ataksi, dikkat bozuklugu, diplopi, tremor, bulanti, kusma,
hiponatremi, elektrokardiyogramda P ve R dalgalar1 araligi (PR)
uzamast

Gastrointestinal sisteme etki (bulanti, kusma, higkirik, karin agrisi,
anoreksi), bas agrisi, bas donmesi, uyku hali, antikonviilzan
hipersensitivite reaksiyonu (AHS), renal ve hepatik yetmezlik

Uykusuzluk, bas agrisi, bulanti, anoreksi, somnolans, kusma, kilo
kaybi, bag donmesi, aplastik anemi, hepatotoksisite

Norotoksisite (ataksi, nistagmus, dizartri), kronik dismorfik etkiler
(diseti hiperplazisi, hirsutizm, akne, yiizde kabalagsma), uzun siire
kullanim sonras1 folat eksikligi, osteopeni, periferik ndropati,
serebellar atrofi, nadiren idiyosenkratik reaksiyonlar, AHS, hepatik
yetmezlik

Sedasyon, depresyon, ajitasyon; ¢ocuk ve yaglilarda hiperaktivite,
fetal anormallik riski artisi, ¢ocuklarda hiperkinezi, omuz-el
sendromu, AHS, hepatik yetmezlik

Uyku hali, ataksi, bas donmesi, nistagmus, yiiksek doz
kullaniminda kilo alimi, midede gaz, diyare ve miyoklonik sigrama,
akut pankreatit hepatit, Stevens-Johnson Sendromu, akut renal
yetmezlik

SSS  toksisitesi, idiyosenkratik reaksiyonlar  (morbiliform
dokintiiler, Erithema multiforme, Stevens-Johnson sendromu),
tersinir 16kopeni, hiponatremi, kardiyak aritmi, hepatik yetmezlik

Depresyon, sedasyon, yorgunluk, duygusal davranis ve kognitif
bozulma, huzursuzluk, hipersalivasyon

Klobazam gibi

Bas donmesi, bas agrisi, diplopi, bulanti, kusma, bulanik gérme,
elektrokardiyogramda PR uzamasi

Basagrisi, bulanti, kusma, uykusuzluk, bas donmesi, diplopi, ataksi,
tremor, dokiintii (siklikla makulopapiiler; az sayida biilléz Erithema
multiforme, Stevens-Johnson sendromu ve toksik epidermal
nekrozli olgular), AHS, hepatik yetmezlik

Uykusuzluk, somnolans, bas agrisi, anoreksi, sinirlilik, ajitasyon,
agresyon, diismanca davraniglar, psikoz, anksiyete ve depresyon
gibi davranis problemleri, hepatik yetmezlik




Cizelge 1. (Devam) Antiepileptik Etkin Maddeler ve Yan Etkileri (Brodie ve ark., 2008;
Panayiotopoulos, 2011)

Etkin Madde

Yan etkiler

Okskarbazepin

Pregabalin

Pirimidon

Sodyum valproat

Tiagabin

Topiramat

Vigabatrin

Zonisamit

Bas donmesi, uyku hali, bas agrisi, diplopi, bulanti, kusma, bas
agrisi, nadiren Stevens-Johnson sendromu ve epidermal nekroliz,
AHS, hiponatremi

Bas donmesi, somnolans, bas agris1 ve ataksi, kilo alimi, periferik
Odem, renal yetmezlik, AHS

Sedasyon, ataksi, libido azalmasi ve impotans

Tremor, istah acilmasi ile kilo alimi, saglarda incelme veya sag
kaybi menstrual diizensizlik, polikistik over sendromu,
teratojenisite riski, hepatik ve pankreatik yetmezlik

Bag donmesi, asteni, sinirlilik, tremor, konsantrasyon bozuklugu,
letarji ve depresyon, Absans stupor, Status Epileptikus

Ataksi, konsantrasyon gii¢liigii, konfiizyon, disfazi, bag donmesi,
yorgunluk, parestezi, somnolans, kelime bulmada zorluklar ve
biligsel yavaslama; anoreksi ve kilo kaybi, nefrolitiaz riskinde 10
kat artis

Yorgunluk, bag donmesi, bag agrisi, kilo alimu, ajitasyon, kirginlik,
davranig bozulmas1 ve depresyon, paranoit ve psikotik semptomlar,
gorme alan1 daralmasi riski

Anoreksi, bag donmesi, ataksi, yorgunluk, somnolans, konfiizyon,
konsantrasyon gii¢liigii, fotoduyarlilik, gastrointestinal sorunlar,
spontan dikkatin azalmasi ve kilo kaybi, AHS, anhidroz




Kan-Beyin Engeli

KBE beyni mikroorganizmalardan ve istenmeyen maddelerden koruyan dinamik
bir engeldir (Chen ve Liu, 2012). KBE’nin asil amac1 santral sinir sisteminde (SSS)
var olan dengeli i¢ ortam1 korumak ve kandan gerekli besin maddelerinin gegisini
saglamaktir (Abbott ve ark., 2006).

KBE’nin anatomik yapisinin temelini mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve hiicrelerin
etrafinda kapilerlere komsu yerlesim gosteren diiz kas benzeri yapilar1 olan
perisitler ve astroglial yapilar olusturmaktadir. KBE esas olarak beyni sistemik kan
dolasimdan ayiran membranéz yapida bir engeldir (Capan ve Yemisci, 2014).

KBE’nin yiizeyi 12 m? iken hacmi sadece 1.2 mL’dir (Capan ve Yemisci, 2014).
Insan beyni icin kapilerler aras1 uzaklik yaklasik 40 um’dir (Bauer ve ark., 2011).
Bu nedenle glikoz gibi kiigiik molekiiller endotelyal bariyeri gegtikten sonra beyin
interstisyel boslugu boyunca hemen dengeye erismektedir (Capan ve Yemisci,
2014).

KBE’nin islevini siki baglantilar, metabolik enzimler ve tasiyicilar olusturmaktadir
(Sekil 1).

Bazal lamina
Noron

200 Internéron

Astrosit

! Astrosit

Mikroglia

Sekil 1. KBE’yi Olusturan Norovaskiiler Birimin Sematik Gosterimi
(Abbott ve ark., 2006).

SSS’de bulunan kapilerler diger dokularda bulunan kapilerlerden yapi olarak
farklidir. Diger organlarda kan dolasimindaki maddelerin subendotelyal alana ve
buradan da interstisyel dokuya ge¢cmesi endotelyal hiicreler arasinda var olan
bosluklar araciligiryla miimkiin olurken, KBE endotel hiicreleri aralarinda bulunan
sik1 baglantilar, disiik pinositik aktiviteleri ve bosluk igermemeleri sayesinde
yiiksek bir transendotelyal direng olusumu saglamakta ve secici bir sekilde madde
gecisine izin vermektedir (Bodor ve Buchwald, 1999).

Beyin mikrovaskiiler sisteminde bulunan metabolik enzimler (Sitokrom P450,
Sitokrom 1B1, v.b.) metabolik engelin varligina isaret etmektedir. Giiniimiizde



fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda metabolik enzimlerin KBE’deki roliinii ve
beyne AEl’lerin taginmasini enzimlerin sinirlayip sinirlamadigini tam olarak
aciklayabilmek i¢in daha fazla galisma yapmak gerekmektedir (Bauer ve ark.,
2011).

KBE perifer dokularda ve beyinden gelen sinyalleri yanitlayan aktif, dinamik ve
secici bir araylizii temsil etmektedir. Engel islevinin olusumunda yer alan anahtar
bilesenlerden biri de igeri alma ya da disariya vermede rol alan, beyni endojen ve
eksojen  toksinlerden = koruyan  ve  besin  saglayan tasiyicilardir
[alanin/serin/sistein/treonin  tasiyicilari, glikoz tasiycilari, biliyilk aminoasit
tasiyicilari, v.b.] (Bauer ve ark., 2011).

KBE’den gecis fizyolojik kosullarda ancak yagda ¢6ziinen yapilarin pasif difiizyon
yolu, suda ¢6ziinen yapilarin ise kolaylastirilmis ve enerji bagimli reseptor aracilikli
taginmasi, iyon Kanallari araciligi, transitoz ve nadiren de paraseliiler yol ile
olabilmektedir (Capan ve Yemisci, 2014).

Epilepside KBE

Son yillarda KBE’nin epilepsideki rolii ilgi ¢ekici konu haline gelmistir. Epilepside
KBE, tasiyicilarin ve metabolik enzimlerin ekspresyonu ve engelden sizma gibi
degisiklikler gostermektedir. Bu tip patolojik durumlar sonucunda nébet olusumu
ve AEI’lere kars1 direng goriilmektedir (Bauer ve ark., 2011).

AEI direnci ile iliskili olarak beyin kapiler endotellerinde efluks tasiyicilarda ve
metabolik enzimlerde artis goriilmektedir. Sisodiya ve arkadaslarinin (Sisodiya ve
ark., 2002) gerceklestirdigi ¢aligmada ilaca direngli epilepsili hastalarda beyinde
tastyic1 molekiil olan P-glikoprotein mRNA’nin ve kapiler endotellerinde protein
ekspresyonunun arttifi gosterilmistir. Bu artis ile AEI’lerin beyne girisinin
engellendigi ve AEIl’lere karsi direncin ortaya c¢iktigi one siiriilmiistiir. Ayni
zamanda tastyict inhibitorlerinin kullanilmasi1 ya da tasiyict regiilasyonunun
diizenlenmesi ile AEI’lere karsi gelisen bu direncin iistesinden gelinebilecegi
bildirilmektedir (Bauer ve ark., 2011).

Epileptik hastalarda ya da deneysel epilepsi modelinde kullanilan hayvanlarda
epileptik nobetlere bozulmus KBE biitiinliiglinlin eslik ettigi bilinmektedir. KBE
biitiinliigliniin bozulmasi ile kan yolu ile tasinan molekiillerin beyne gegisine izin
veren kisa siireli sizintilar olugmaktadir. Kan bilesenlerinin beyne sizmasinin
uyarilabilirligin, ndbet olusumunun ve epilepsinin ilerlemesinin artmasi ile
yakindan iliskili oldugu diistiniilmektedir (Bauer ve ark., 2011).

KBE AEl’ler ile tedavide etkinlik igin smirlayic1 en biiyiik etken oldugundan,
AEl’lerin beyin parankimasina penetrasyonunu arttirmak ve beyin dokusundaki
siirekliligini saglamak i¢in beyne ila¢ tasinmasinda yeni stratejiler gelistirilmistir
(Bennewitz ve Saltzman, 2009). Yeni ilag tasiyici sistem gelistirilmesi, on-ilag
tasarimi ve lipidizasyon, reseptor ya da tasiyici aracili tagimim gibi girisimsel
olmayan teknikler ve KBE’nin bozulmasi ya da beyin parankimasina dogrudan ilag
enjeksiyonu gibi girisimsel teknikler KBE’den etkin madde tasinmasinda kullanilan
stretejiler arasinda yer almaktadir (Bennewitz ve Saltzman, 2009; Caban, 2010).



Beyne Etkin Madde Tasiyan Sistemler

Beyne etkin madde tasiyict sistemler arasinda konvensiyonel ilag tagiyici sistemlere
ek olarak etkin madde tasiyici yeni sistemler adi altinda polimerik nanopartikiil
(PNP) (Sun ve ark., 2004), kati lipit nanopartikiil (Dhana Lakshmi ve ark., 2012),
inorganik nanopartikiil, altin nanopartikiil, manyetik nanopartikiil, nanokristal,
quantum dot, karbon nanotiip (Dikpati ve ark., 2012), lipozom, misel, dendrimer,
nanojel, nanoemiilsiyon Ve nanosiispansiyon (Wong ve ark., 2011) yer almaktadir.

Nanopartikiiller boyutu 10-1000 nm arasinda degisen, ¢oziinmiis, hapsedilmis veya
adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan kati kolloidal parcaciklardir.
Nanopartikiillerden istenen ozellikler arasinda etkin maddeyi kontrolli olarak
salmasi, etki etmeleri istenen bolgede toplanmasi, kararlilik sorunu tagimamasi,
tagtyicinin fizyolojik ortamda pargalanmasi ve pargalanma iirlinlerinin toksik
olmamasi Ve sterilize edilebilmesi sayilabilir (Kas, 2002).

Nanopartikiiller daha 6nceden hazirlanmig ¢ok ¢esitli polimerler kullanilarak ya da
monomerlerden hareketle farkli polimerizasyon teknigi ile PNP adi altinda ya da
kat1 veya sivi yaglarin kullanilmasi ile sirasiyla kati lipit nanopartikiil veya
nanoyapili lipit tasiyicilar olarak hazirlanabilir (Rao ve Geckeler, 2011).

Polimerik Nanopartikiiller

Coziicii buharlastirma, tuzla ¢oktiirme, diyaliz ve siiper kritik s1v1 teknolojisi (SCF)
gibi yontemler ile daha 6nceden hazirlanmis polimerler kullanilarak hazirlanirken,
PNP’ler ylizeyleraras1i  polimerizasyon, emiilsiyon yapict  olmaksizin
polimerizasyon, = miniemiilsiyon  polimerizasyonu  ve  mikroemiilsiyon
polimerizasyonu gibi cesitli polimerizasyon teknikleri kullanilarak monomerlerin
dogrudan sentezi ile de hazirlanabilmektedir (Sekil 2) (Rao ve Geckeler, 2011).

g 3
> V'\ Monomer

Coziicii Buharlastirma Emiilsivon P.

Nanogoktiirme Miniemiilsiyon P.
) . e Mikroemilsiyon P. 3 n
Dispersiyon Tuzla Coktiirme UL Polimerizasyon
Divaliz Yiizeylerarasi P.
SCF C/LRP

Sekil 2.  Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmas: i¢cin Kullamlan Cesitli Tekniklerin
Sematik Gosterimi (SCF: Siiperkritik Sivi Teknolojisi, C/LRP: Kontrollii Radikal
Polimerizasyon, P: Polimerizasyon)



Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri
Polimerizasyon yontemi

Ozel uygulamalar icin istenen ozelliklerin elde edilmesinde monomerlerin
polimerizasyonu ile uygun PNP’ler tasarlanabilmektedir. Giiniimiizde
monomerlerin  polimerizasyonu yolu ile PNP’lerin {iretilmesinde baglica
miniemiilsiyon ve mikroemiilsiyon polimerizasyonu olmak fiizere yiizeylerarasi
polimerizasyon ve kontrollii radikal polimerizasyon (C/LRP) gibi diger hetero-faz
polimerizasyonlari iizerine yogunlasilmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).

Emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu ¢ok genis 6zgiinliikte polimerlerin tiretilmesinde sik¢a
kullanilan bir yontemdir. Dispersiyon ortami olarak suyun kullanimi gevre ile
uyumludur ve ayni zamanda polimerizasyon islemi siiresince 1sinin miikemmel
yayilimina olanak tanimaktadir. Yiizey etkin madde (YEM) kullanimina bagl
olarak konvensiyonel ve YEM kullanilmaksizin gergeklestirilen polimerizasyon
olarak siniflandirilabilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).

Konvensiyonel emiilsiyon polimerizasyonu

Konvensiyonel emiilsiyon polimerizasyonunda tiim bilesenler su ile iliskilidir.
Monomerin suda ¢oziintirliigi diisiik iken baslatict ve YEM suda ¢6ziiniir 6zellige
sahiptir. Reaksiyon sonunda olusan PNP’ler genellikle ~10? nm boyutundadir ve
her biri bir¢ok polimer zincirine sahiptir (Rao ve Geckeler, 2011).

Kolloidal kararli kilict madde elektrostatik, statik ve elektrosterik ozellikte
olabilmektedir. Siirekli fazda ¢6ziinmiis olan monomer molekiilii, iyon ya da
serbest radikal olan baslatict molekiil ile ¢arpistiginda reaksiyon baglamaktadir.
Alternatif olarak monomer molekiil y-radyasyon, ultraviyole ve giiclii gortiniir 151k
gibi yiiksek enerjili radyasyon ile baslatici radikale doniistiiriilebilmektedir. Faz
ayrigmasi ve kati parcaciklarin olugmasi polimerizasyon reaksiyonunun sonlanmast
oncesinde ya da sonrasinda gergeklestirilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).

Zhang ve arkadaglar1i (Zhang ve ark., 200la) gerceklestirdikleri g¢alismada
emiilsiyon  polimerizasyonu  teknigini  kullanarak  polibutilsiyanoakrilat
nanopartikiillerini hazirlamistir. Ortalama 254 nm boyutuna parcaciklarin siganlara
pulmoner yoldan uygulanmasi ile insiilinin hipoglisemik etkisinin siiresi dnemli
derecede uzatilmistir. Hazirlama sirasinda insiilin molekiiliiniin kat1 PNP’lere
adsorbe olmasi ya da PNP’lerin igine yerlesmesi sonucu insiilin salimi1 kismi olarak
kontrol edilebilmistir. Diger agidan, akciger dokusundaki parcaciklar makrofajlar
tarafindan alinabilmekte ve bu durum uzatilmis farmakolojik etki ile
sonuclanabilmektedir.

Polistiren, polimetilmetakrilat, polivinilkarbazol, polietilsiyanoakrilat
nanopartikiilleri YEM araciligiyla siklohekzan, n-pentan ve toluen gibi ¢oziiciiler
icerisinde dagitilarak hazirlanmistir (Rao ve Geckeler, 2011).
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Ters emiilsiyon polimerizasyonu

Ters emiilsiyon polimerizasyonu siirekli faz olan organik fazda monomerin
emiilsiyon veya ters emiilsiyon seklinde dispersiyonunu ya da monomerin
¢oziinmedigi bir ¢oziliciide dagitilmasini igermektedir. Bu yontemle poliakrilamit
nanokiirelerinin hazirlandig1 bildirilmistir (Reis ve ark., 2006). Ters emiilsiyon
homopolimerizasyonu ile poliakrilamit sentezinde genellikle toluen (Zhang ve ark.,
2006a), heptan (Chen ve ark., 1997) ve izooktan gibi ¢esitli yaglar stirekli faz olarak
kullanilmaktadir.

Barari ve arkadaslar1 (Barari ve ark., 2011) siirekli faz olarak ksilen, YEM olarak
sorbitan monooleat (Span® 80) ve polioksietilensorbitan trioleat (Tween® 85)
karisimi, monomer olarak akrilamit (Ac) kullandiklar1 polimerizasyonda baslatici
olarak benzoil peroksit kullanmis ve reaksiyon 60°C’de gergeklestirmistir.
Kullanilan siirekli fazin, sonugta elde edilen iiriiniin molekiil agirligini, pargacik
biiyiikliigiinii ve biiyiiklikk dagilimini etkiledigi bildirilmistir. Uriiniin, reaksiyon
kinetiginin, pargacik biyiikliginin ve dagilimmm karigtirma hizindan da
etkilendigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda agirlikca %S5 emiilsiyon yapici
konsantrasyonuna kadar, emiilsiyon yapict konsantrasyonunun elde edilen
polimerin molekiil agirligint arttirdigr bulunmustur. Par¢acik boyutunun baslatic
tipinden etkilendigi ancak konsantrasyonundan etkilenmedigi bildirilmistir.
Partikiil boyutu ve dagilimiin sicakliktan etkilenmedigi ve elde edilen suda sisen
nanopartikiillerin ¢ogunlugunun 200 nm’den kii¢iik oldugu rapor edilmistir.

Gergeklestirilen bagka bir c¢alismada stirekli faz olarak toluen ve n-heptan
denenmistir (Chen ve ark., 1997). Toluen sisteminde koagiilasyonu engellemek i¢in
emiilsiyon yapicinin agirlik¢a %10’dan fazla olmasi gerekirken, n-heptan ile
gerceklestirilen polimerizasyonda reaksiyon kararliligi ve mikrojellerde tekdiize
parcacik boyutu i¢in emiilsiyon yapicit miktarinin agirlik¢a %7°den biiyiik olmasi
istenmektedir. Capraz baglayici ajan olan N,N-metilenbisakrilamit’in (NMBAC)
reaksiyon kararliligini arttirdig1 boylece daha kiiciik ve tekdiize mikrojellerin elde
edildigi bildirilmistir.

Ouyang ve arkadaslar1 (Ouyang ve ark., 2011) tersinir ekleme fragmentasyon zincir
transferi teknigi ile ters emiilsiyon polimerizasyonu yontemi kullanilarak lipofilik
ve hidrofilik baslaticilar ve farkl emiilsiyon yapicilar kullanarak iyi tanimlanmis
poliakrilamit polimerleri sentezlemistir.

Ters emiilsiyon polimerizasyonu ile gerceklestirilen bagka bir calismada alkalin
fosfataz enziminin bu yontemle iiretilmis kolloidal pargaciklara hapsedilmesi ile
enzimin immobilizasyonu saglanmistir (Daubresse ve ark., 1996). Yiizey ozelligi
saptanarak ana monomer olan Ac, ¢apraz baglayici olan NMBACc ile N-akriloil-1,6-
diaminohekzan ya da akrilik asit kombinasyonu varligma baglanmistir.
Komonomerlerin parcacik biiyiikliigii ve zeta potansiyel iizerine etkileri aragtirilmis
ve immobilize enzim biitiinliigli p-nitrofenil-fosfatin hidrolizine kars1 katalitik
aktivitesi saptanarak belirlenmistir.

Polimetilmetakrilat, polietilsiyanoakrilat ve polibutilsiyanoakrilat nanopartikiilleri
organik faz olarak siklohekzan, n-pentan ve toluen gibi ¢oziiciiler igerisinde YEM
araciligryla dispersiyon ile hazirlanmistir (Yadav ve ark., 2012). Bu ¢alismada
enkapsiile edilen etkin maddeler arasinda triamkinolon, fluoresin, pilokarpin ve
timolol yer almaktadir (Reis ve ark., 2006)
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YEM olmaksizin emiilsiyon polmerizasyonu

Konvensiyonel emiilsiyon polimerizasyonu sisteminde son {irtinden arindirilmasi
gereken ¢esitli miktarlarda YEM’ler kullanilmaktadir. Son triinden YEM’lerin
uzaklagtirilmasi zordur, zaman alicidir ve maliyeti arttirmaktadir. Emiilsiyon yapici
olmaksizin gerceklestirilen islem literatiirde emiilsiyon yapict olmaksizin
polimerizasyon ve sabun olmaksizin polimerizasyon olarak da adlandirilmaktadir
(Rao ve Geckeler, 2011).

Bu yontemde deiyonize su, suda ¢oziinebilir baglatict (6rnegin potasyum persiilfat)
ve genellikle vinil ya da akril monomerler kullanilmaktadir. Bu tiir
polimerizasyonda PNP’lerin kararli kilinmasi iyonize olabilen baglaticilar veya
iyonik ko-monomerler kullanimi ile saglanmaktadir. YEM olmaksizin
gercgeklestirilen polimerizasyonda ¢ekirdeklenme ve pargacik biiyiimesi i¢in misel
benzeri ¢ekirdeklenme ve homojen cekirdeklenme gibi ¢esitli mekanizmalar
onerilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).

YEM olmaksizin emiilsiyon polimerizasyonu kararlilik saglayan YEM’lerin
eklenmesi ve ardindan uzaklastirilmasi olmaksizin PNP {iretilmesinde temiz ve
basit bir sistemdir. Bu ustiinliiklere karsin, ¢esitli sorunlar monodispers ve kontrol
edilebilir parcacik biiyiikliigl ile nanopartikiil hazirlanmasi gibi sistemin g¢esitli
yararlarindan faydalanilmasina engel olmaktadir (Zhang ve ark., 2001b).

Miniemiilsiyon polimerizasyonu

Miniemiilsiyon polimerizasyonunda genel olarak kullanilan formiilasyon su,
monomer karisimi, yardimer kararlilik saglayici, YEM ve baslatici bilesenlerinden
olusmaktadir (Sekil 3). Emiilsiyon polimerizasyonu ve mini-emiilsiyon
polimerizasyonu arasindaki baslica fark diisiik molekiil agirlikl bilesik ve yiliksek
hizli karigtirict (ultrasonik, v.b.) kullanimidir. Miniemiilsiyonlar 6nemli derecede
kararlidir ve kararli duruma ulasmak i¢in yiiksek hiz gerektirmektedir.
Miniemiilsiyonlarda yiizeylerarasi gerilim sifirdan biiyiktiir (Yadav ve ark., 2012).

Monomer

Su Polimer

YEM

(a): = YEM
(b) ve (c): . Cekirdekteki monomer ve YEM miseli
(d): . Cekirdekteki polimer ve YEM miseli

Sekil 3.  Mini-emiilsiyon Polimerizasyonunun Sematik Gésterimi: (2) Onemiilsifikasyon,
(b) Yiiksek-kayma emiilsifikasyon ve (c) Polimerizasyon (Rao ve Geckeler, 2011)

Esfandyari-Manesh ve arkadaslar1 (Esfandyari-Manesh, 2012) gergeklestirdikleri
caligmada miniemiilsiyon polimerizasyonu yontemini kullanarak karbamazepin
baskilanmis PNP’ler hazirlamistir. Fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit
(MAA), ¢apraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat ve hidrofobik ajan olarak
hekzadekan kullandiklar1 ¢alismalarinda boyutu 180-251 nm araliginda olan ve
kiiresel 6zellikte parcaciklar elde etmislerdir.
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Gergeklestirilen bir baska c¢alismada ise YEM olarak Span® 80 veya
poli(etilenkobutilen)-b-poli(etilenoksit) ve yardimci kararlilik saglayici olarak
siklohekzan ya da hekzadekan kullanilarak dar dagilim gosteren 50-200 nm
araliginda parcaciklar elde edilmistir (Landfester ve ark., 2000).

Mikroemiilsiyon polimerizasyonu

Mikroemiilsiyon = polimerizasyonu  nanoboyutlu  polimerik  parcaciklarin
hazirlanmasinda yeni ve etkili bir yontemdir (Yadav ve ark., 2012). Emiilsiyon
polimerizasyonu ve miniemiilsiyon polimerizasyonu yiiksek molar kiitlede
kolloidal polimerik pargaciklar iiretebildiginden benzer goziikmesine karsin iKi
yontem kinetik agidan karsilastirildiginda tamamen farklidir (Rao ve Geckeler,
2011). Emiilsiyon polimerizasyonu ii¢ reaksiyon hizi araligi gosterirken, bu
araliklarin sadece iki tanesi mikro-emiilsiyon polimerizasyonunda goriilmektedir.
Hem parcacik biiyiikliigi hem de her parcacigin ortalama zincir sayist
mikroemiilsiyon polimerizasyonunda énemli dl¢tide kiigiiktiir.

Mikroemiilsiyon polimerizasyonunda suda ¢6ziiniir baglatici, sismis miseller igeren
termodinamik olarak kararli mikroemiilsiyona eklenmektedir. Polimerizasyon
termodinamik olarak kararli ve kendiliginden olusan bu durumdan baslamakta ve
polimerizasyon yag/su ara yiizeyindeki yiizeylerarasi gerilimi sifira yakin tutan
yiiksek miktarlarda YEM sistemine dayanmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).

[lk  olarak, baslatma eszamanli olarak tiim  mikrodamlaciklarda
gerceklesemediginden polimer zincirleri yalnizca bazi damlaciklarda olugmaktadir.
Sonrasinda, zincirlerin ozmotik ve esneklik etkisi hassas mikroemiilsiyonlar
kararsizlagtirmakta ve genellikle pargacik boyutunun artmasina, bos misellerin
olugmasina ve ikincil ¢ekirdeklenmeye neden olmaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Emiilsiyon polimerizasyonunda, ¢esitli emiilsiyonlar arasindaki farkliliklar Cizelge
2’de derlenmis ve Sekil 4’te sematik olarak sunulmustur (Rao ve Geckeler, 2011).

Baslatici tipi ve konsantrasyonu, kullanilan YEM, monomer ve reaksiyon sicakligi
mikroemiilsiyon polimerizasonu kinetigini ve PNP o6zelliklerini etkileyen bazi
kritik parametrelerdir (Rao ve Geckeler, 2011).

Cizelge 2. Hetero-faz Polimerizasyon Sistemleri Arasindaki Farkhiliklar
(Rao ve Geckeler, 2011)

Ozellikler Emiilsiyon Miniemiilsiyon Mikroemiilsiyon
Termodinamik Kararli degil Kararli degil Kararlt
kararhlik

Kararhlik periyodu Saniyelerden aylara ~ Saatten aylara kadar ~ Sonsuz kararlilik

kadar
Damlacik boyutu 1-10 pm 20-200 nm 10 nm
Polidisperslik Diisiik Cok diistik Cok diistik
Parcacik Boyutu 50-300 nm 10-30 nm 30-100 nm
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Sekil 4.  Cesitli Hetero-Faz Polimerizasyon Yontemleri Arasindaki Farklihiklar
(A) Polimerizasyon Oncesi ve (B) Polimerizasyon Sonrasi (Rao ve Geckeler, 2011)

Yiizeylerarasi polimerizasyon

Yiizeylerarasi polimerizasyon yontemi PNP hazirlanmasinda kullanilan 1yi
anlagilmig bir yontemdir. Yontem iki reaktif monomer ya da ajanin sirasiyla
¢cozlindigii basamak polimerizasyonunu (6rnegin siirekli ve dispers faz)
icermektedir. Reaksiyon iki sivinin ara yilizeyinde ger¢eklesmektedir (Rao ve
Geckeler, 2011).

Nanometre boyutundaki polimerik parcaciklar ¢oklu eklenme ve ¢oklu yogunlasma
veya radikal polimerizasyonu gibi yiizeyleraras1 ¢apraz baglayici reaksiyonlar
kullanilarak  sentezlenmektedir. Yag iceren nanokapsiiller, yag-i¢inde-Su
mikroemiilsiyonunun yag/su ara yiizeyinde monomerlerin polimerizasyonu ile ele
edilmektedir. Su ile tamamen karigabilen organik ¢dziicii monomer tasiyicisi olarak
adlandirilmaktadir. Monomerin ylizeyleraras1 polimerizasyonunun emiilsiyon
olusumu sirasinda agiga c¢ikan yag damlaciklarinin yiizeyinde olustuguna
inanilmaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Nanokapsiil olusumuna katkida bulunmak i¢in, aseton ve asetonitril gibi aprotik
¢oziiciilerin kullanimi 6nerilmektedir. Etanol, n-butanol ve izopropanol gibi protik
¢oziiciilerin ise nanokiire olusumuna neden oldugu bulunmustur (Rao ve Geckeler,
2011). Su igeren nanokapsiiller su-i¢inde-yag mikroemiilsiyonlarinda
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monomerlerin yiizeylerarast polimerizasyonu ile elde edilebilmektedir. Bu
sistemlerde polimer yag-su ara yiizeyinde bolgesel olarak olusmakta ve nanokapsiil
kabugunun iiretilmesi ile ¢oktiiriilmektedir (Watnasirichaikul ve ark., 2000).

Watnasirichaikul ve arkadaglari (Watnasirichaikul ve ark., 2000) gerceklestirdikleri
calismada yiizeyleraras1 polimerizasyon teknigini kullanarak biyoaktif peptit olan
insiilinin polialkilsiyanoakrilat nanokapsiillerine hapsedilmesi ile 150 nm
boyutunda pargaciklar elde ettiklerini bildirmislerdir.

Kontrollii radikal polimerizasyon

Radikal polimerizasyonundaki oncelikli kisitlamalar molar kiitlenin, molar kiitle
dagiliminin, elde edilen islevsel gruplarin ve makromolekiiler yapinin kontrol
edilememesidir. Kisitlamalar ka¢inilmazdir ve hizli radikal-radikal sonlanma
reaksiyonlart nedeniyledir. C/LRP olarak adlandirilan yeni olusum eski
polimerizasyon teknigi kullanilarak yeni bir alan agmistir (Rao ve Geckeler, 2011).

Endiistriyel radikal polimerizasyon yaygin olarak sulu dispers sistemlerde ve
ozellikle emiilsiyon polimerizasyonunda gerceklestirilmektedir. ik hedef molar
kiitle, molar kiitle dagilimi, yap1 ve fonksiyon agisindan polimerin 6zelliklerini
kontrol etmektir. Endiistriyel olarak onemli sulu disperse edilmis sistemlerde
C/LRP’nin uygulanmasi kesin parcacik biiyiikligii ve boyut dagilimi araligi ile
sonug¢lanmaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Kullanilan C/LRP yontemleri arasinda nitroksit aracilikli polimerizasyon, atom
aktarimi radikal polimerizasyonu ve geri doniisiimlii eklenme ve fragmentasyon
(parcalara ayrilma) zincir aktarimi polimerizasyonu olmak {izere basarili ve yaygin
olarak ¢aligilan ii¢ yaklasim yer almaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).

Koaservasyon veya iyonik jelasyon yontemi

PNP’ler kitosan, jelatin ve sodyum aljinat gibi hidrofilik polimerler kullanilarak
hazirlanmaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Dustgania ve arkadaglari (Dustgania ve ark., 2008) iyonik jelasyon yontemi ile
deksametazon sodyum fosfat yiikli kitosan nanopartikiilleri hazirlamislardir.
Calismada 250-300 nm boyutunda, kiiresel 6zellikte, biyobozunur, biyouyumlu ve
biyoadezif nanopartikiiller elde edilmistir.

Iyonik jelasyon ydnteminde biri polimer kitosan, diblok kopolimer polietilen oksit
(PEO) veya polipropilen oksit (PPO) i¢eren sulu faz ve digeri ise polianyon sodyum
trifosfat igeren sulu faz karisimi kullanilmaktadir. Y 6ntemde kitosanin pozitif yiikli
amino gruplarimin nanometre boyutunda koaservatlar olusturmak igin negatif yiikli
tripolifosfat gruplar ile etkilestigi diistiniilmektedir. Koaservatlar iki sulu faz
arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda olusurken, iyonik jelasyon oda
sicakliginda iyonik etkilesim kosullar1 nedeniyle siiregelen sividan jele doniisiim
materyalini icermektedir (Yadav ve ark., 2012).

Coziicii buharlastirma yontemi

Coziicii buharlagtirma yontemi 6nceden hazirlanmis polimerler kullanilarak PNP
hazirlanmasi i¢in gelistirilen en eski yontemdir (Vanderhoff ve ark., 1979). Yontem
baslangicta polimer kimyacilar1 tarafindan Onerilmesine karsin asil gelismeler
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farmasotik teknoloji alaninda biyopargalanabilir polimerlerin ilag tasiyict
sistemlere uygulanmasinda gergeklestirilmistir (Rao ve Geckeler, 2011).

Coziicli buharlastirma yontemi PNP hazirlanmasinda giincel literatiirde en ¢ok
yararlanilan yontemlerden biridir. Konvensiyonel ydntemde emiilsiyonlarin
olusturulmasinda tek emiilsiyon olusturulmasi [6rnegin yag-i¢inde-su emiilsiyonu
(y/s)] veya ¢oklu emiilsiyon olusturulmasi gibi [6rnegin Su-i¢inde-yag-i¢inde-su
emiilsiyonu (s/y/s)] iki ana strateji kullanilmaktadir. Bu yontemlerde yiiksek hizli
homojenizasyon veya ultrasonikasyonun ardindan oda sicakliginda siirekli olarak
manyetik karistirma ile ya da diisiik basing altinda ¢6ziiciiniin buharlastirilmasindan
yararlanilmaktadir. Ardindan katilasmis nanopartikiiller ultrasantrifiij kullanilarak
toplanabilmekte ve YEM’ler gibi yardimci maddelerin uzaklagtirilmasi igin distile
su ile yikanmaktadir. Son olarak iriin dondurularak kurutulmaktadir (Rao ve
Geckeler, 2011).

Genellikle organik ¢oziiclide ¢oziindiiriilen polimer ve etkin madde yagli fazi
olustururken, kararlilastirici madde iceren faz da sulu fazi1 olusturmaktadir. Sekil 5
¢oklu emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemini 6zetlemektedir (Rao ve Geckeler,

2011).
. (b) #
Yag+Su+ S/Y Emiilsiyonu Su+ S/Y/S Emiilsiyonu
Lipofilik YEM Hidrofilik YEM

Sekil 5.  S/Y/S Coklu Emiilsiyonu Hazirlanmasi: (a) Yiiksek Hizda Emiilsiyon Olusturma
(b) Diisiik Hizda Emiilsiyon Olusturma (Rao ve Geckeler, 2011)

Potineni ve arkadaslar1 (Potineni ve ark., 2003) yaptiklari ¢alismada tekli emiilsiyon
yontemi ile 100-150 nm ortalama boyutta PEO ile modifiye edilmis poli(B-
aminoester) nanopartikiiller hazirlamistir. Caligmada ¢oziicii olarak etanol,
kararlilik saglayici olarak noniyonik YEM olan PEO-PPO-PEO’dan olusan triblok
kopolimeri Pluronic® F-108 kullaniimistir.

Emiilsiyon hazirlanmasinda kullanilan ¢oziicli ve polimer konsantrasyonu ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanan PNP’lerin sonug 6zelliklerini etkilemektedir.
Gergeklestirilen baska bir calismada prazikuantel yiikli polilaktit-ko-glikolit
(PLGA) nanopartikiillerinin hazirlanmasinda dispers faz olarak metilen kloriir ve
etil asetat olmak iizere iki organik ¢oziiciiden yararlanilmistir. Arastirma sonucunda
metilen kloriir ile hazirlanan nanopartikiillerin etil asetat ile hazirlananlardan daha
bliyiik boyutta oldugu bildirilmistir (Mainardes ve Evangelista, 2005).

Coziicli buharlastirma yontemi PNP hazirlanmasi i¢in basit bir yontem olmasina
karsin zaman alan bir islemdir ve buharlastirma islemi sirasinda nanodamlaciklarin
olas1 koalesans1 nedeniyle sonug¢ {riiniiniin parcacik blylikligi ve sekli
etkilenebilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).
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Nanogoktiirme yontemi

Nanog¢oktiirme  yontemi c¢oziici yer degistirme yontemi olarak da
adlandirilmaktadir. Bu yontemin esasi lipofilik bir ¢6ziictiden su ile karisabilen yar1
polar bir ¢oziicliniin yer degistirmesi sonrasinda polimerin ylizeylerarasinda
birikimine dayanmaktadir. Non-solvan faza ¢6ziicliniin hizli difiizyonu iki faz
arasindaki ylizeylerarasi gerilimi dislirmektedir. Bu durum yiizey alanim
arttirmakta ve kiiglik organik ¢oziicii damlaciklar1 olusumuna neden olmaktadir
(Rao ve Geckeler, 2011).

Nanogoktiirme yontemi polimer (sentetik, yari-sentetik, dogal), polimer ¢oziiciisii
ve polimer igin non-solvan olmak {izere li¢ ana bilesenden olugmaktadir. Su ile
karisabilen ve kolaylikla buharlastirilabilen organik ¢oziicii (6rnegin etanol, aseton,
hekzan, metilen kloriir ve dioksan) polimer ¢oziiciisii olarak se¢ilmektedir. Bazen,
aseton ve az miktarda su, aseton ve etanol ya da aseton ve metanol gibi ikili ¢oziicii
karisimlar1 Kullanilabilmektedir. Bir veya daha fazla sentetik ya da dogal olarak
olusan YEM eklenmesi ile olusan non-solvan faz, non-solvan veya karisimindan
olugmaktadir. Yontemde genellikle biyopargalanabilir ~ poli-esterler
kullanilmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011). Yontem ozellikle PLGA, polilaktit
(PLA), poli(e-kaprolakton) ve poli(metil vinil eter-komaleik anhidrit) gibi gesitli
polimerik maddelere uygulanabilmektedir (YYadav ve ark., 2012).

Yontemin basaris1 ve pargaciklarin fizikokimyasal 6zellikleri organik fazin sulu
faza eklenme kosullar ile iliskilidir. Ornegin organik fazin enjeksiyon hizi, sulu
fazin karistirilma hizi, organik fazi eklenme yontemi ve organik fazin sulu faza
orant bu kosullar arasinda yer almaktadir. Benzer olarak, PNP 06zellikleri
bilesenlerin yapis1 ve konsantrasyonundan etkilenmektedir (Blouza ve ark., 2006;
Moinard-Chécot, 2008). Nanog¢oktiirme araciligiyla PNP hazirlanmasini saglamak
icin YEM gerekli olmamasina karsin, pargacik biyiikligic YEM dogasi ve
konsantrasyonundan etkilenmektedir. Dahasi, YEM eklenmesi yliksek saklama

periyodlart siiresince nanopartikiil siispansiyonunu aglomerasyondan korumaktadir
(Rao ve Geckeler, 2011).

Blouza ve arkadaslar1 (Blouza ve ark., 2006) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada
suda c¢oziinirligi disiik olan spironolaktonun nanogoktiirme yontemi ile
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Cesitli formiilasyon degiskenlerinin
arastirilmasinin ardindan segilen en uygun formiilasyon i¢in pargacik biiyiikligi
320-400 nm ve enkapsiilasyon etkinligi %96.21 ile olduk¢a yiiksek bulunmustur.
Laboratuvar 6l¢eginde ve pilot dlgekte gergeklestirilen calismada nanokapsiillerden
hizli ve simiile edilmis gastrik sivida tam salim gozlemlenmistir. Bdoylece
spironolaktonun nanoenkapsiilasyonu ile oral biyoyararlanimi1 ve etkinliginin
aratacagi Ve secilen en uygun formiilasyonun pediyatrik kullanim i¢in yiiksek olan
ilag konsantrasyonu (1.5 mg.mL™) nedeni ile tedavinin daha az preparat hacmi ile
saglanacag belirlenmistir.

Bagka bir ¢alismada ise poli(metakrilik asit-ko-etil akrilat) L100-55 polimeri
kullanilarak laboratuvar o6lceginde 141 nm boyutunda ibuprofen yiiklii
nanopartikiiller elde edilmistir (Galindo-Rodriguez ve ark., 2005). Calismada
yiiklenen ibuprofen miktarinin %4.5 hapsetme etkinliginin ise %50 oldugu
bulunmustur.
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Nanogoktiirme, nanokapsiil ve nanokiire elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan
basit, hizli ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Her ne kadar disik YEM
konsantrasyonlari kullanilsa da, organik fazdaki diisiik YEM konsantrasyonuna ait
sorunlar bildirilmistir (Rao ve Geckeler, 2011).

Tuzla ¢oktiirme yontemi

Tuzla ¢oktiirme isleminde emiilsiyon aseton gibi tamamen su ile karisabilen
polimer ¢oziiciisii ile hazirlanmaktadir. Boylece yiiksek herhangi bir karistirma
kuvveti uygulanmaksizin sulu fazda polimer ¢ozeltisinin emiilsiyonu elde edilmis
olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda tuz veya sukrozun ¢oziindiiriilmesi ile sulu
fazda giiclii tuzla ¢oktiirme etkisi olusturulmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).
Elektrolit olarak ¢ogunlukla magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir ve magnezyum
asetat kullanilmaktadir (Alleman ve ark., 1992; Perugini ve ark., 2002; Galindo-
Rodrigez ve ark., 2005). Su eklenmesi sonucu emiilsiyonun seyreltilmesi ile tuzla
cOktiirmenin ters etkisi emiilsiyondaki damlaciklarda ¢oziinen polimerin
coktiiriilmesine neden olmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).

Alleman ve arkadaglar1 (Alleman ve ark., 1992) tarafindan gerceklestirilen bu tiir
bir hazirlama prosesinde kararlilik diizenleyici ve viskozite arttirict ajan olarak
kullanilan polivinilalkol i¢eren elektrolite doygun ya da non-elektrolite doygun sulu
¢ozeltiler, siirekli karistirma altinda polimerin asetondaki ¢ozeltisine eklenmistir.
Doymus sulu ¢ozelti tuzla c¢oktiirme prosesi ile asetonun su ile karigmasini
engellemistir. Yag-i¢inde-su emiilsiyonu hazirlandiktan sonra asetonun sulu faza
tamamen diflizyonuna izin verecek yeterli miktarda su eklenmesinin ardindan
nanokiire olusumu gozlenmistir.

Bagka bir ¢alsmada Zhang ve arkadaslar1 (Zhang ve ark., 2006b) hem emiilsiyon
yontemi hem de tuzla ¢oktiirme yontemi kullanarak poli(trimetilen) karbonat
nanopartikiilleri hazirlamistir. Karistirma hizi ve polimer konsantrasyonunun
nanopartikiil boyutu iizerine etkisinin degerlendirilmesi tizerine karsilastirma
yapilmistir. Deksametazon yiiklii nanopartikiillerin elde edildigi ¢alismada tuzla
¢oktiirme yontemi ile 183-251 nm boyut araliginda nanopartikiiller elde edilmistir.
Calismada parcactk boyutu iizerine karistirma hizinin ve  polimer
konsantrasyonunun emiilsiyon yontemine gore daha az etkili oldugu ve daha ufak
boyutta pargaciklar elde edildigi belirlenmistir.

Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi kii¢lik ve dar dagilim boyutuna sahip PNP hazirlanmasinda etkili
ve basit bir yontemdir (Nagavarma ve ark., 2012). Bu yontemde polimer organik
coziiciide ¢oziindiiriilmekte ve uygun molekiil agirlig1 sinirindaki diyaliz tiipii i¢ine
yerlestirilmektedir. Diyaliz karisabilir ¢6ziicii ile karigabilir non-solvan arasinda
gerceklesmektedir. Coziicliniin membran i¢ine yer degistirmesi ile ¢Oziiniirliik
azalmakta ve nanopartikiillerin homojen siispansiyonunun olusumu nedeniyle
polimer gitgide agrege olmaktadir. Giiniimiizde diyaliz yontemi ile PNP olusum
mekanizmasi bazi temellere dayandirilsa da tam olarak anlagilamamistir (Rao ve
Geckeler, 2011).

Bu yo6ntemle bazi polimer ve kopolimer nanopartikiilleri elde edilmistir. Lee ve
arkadaglar1 (Lee ve ark., 2004) gergeklestirdikleri calismada ¢Oziicli olarak
dimetilformamit kullanarak PLA-PEQO nanopartikiilleri hazirlamislardir. Polimer
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¢Ozeltisi hazirlamada kullanilan ¢6ziiclinlin nanopartikiillerin morfolojisi ve
parcacik biiyiikligl dagilimini etkiledigini bildirmislerdir. Elde ettikleri veriler
sonucunda PLA-PEO blok kopolimerinin enjekte edilebilen ilag tasiyici sistemlere
1yi bir aday olabilecegini 6ne siirmuslerdir.

Stiperkritik sivi teknolojisi

PNP iiretiminde gevresel olarak giivenli yontemlerin gelistirilmesi ihtiyaci gevreye
dost olan siiperkritik sivilardan yarar saglanmasini tetiklemektedir. SCF ile yliksek
saflikta ve organik ¢oziicii kalintis1 olmaksizin PNP tiretimi saglanmaktadir. Siiper
kritik s1v1 ve yogun gaz teknolojisinin pargacik iiretimi i¢in geleneksel yontemlerin
sakincalarii giderecek ilging ve etkili bir yontem sunacagi diisiiniilmektedir
(Yadav ve ark., 2012).

Stiperkritik sivi kullanilarak nanopartikiil tiretimi igin iki ilke gelistirilmistir:
Siiperkritik ¢ozeltinin hizli genlesmesi (RESS) ve ¢oziiciideki siiperkritik ¢ozeltinin
hizli genlesmesi (RESOLV) (Rao ve Geckeler, 2011).

RESS’de ¢oOzilinen siiperkritik sivida ¢oziindiiriilmekte olusan ¢ozeltinin hizh
genlesmesi sonrasinda delik ya da kapiler pliskiirtiiciiden havaya gecirilmektedir.
Asirt doygunluk ve buna eslik eden genlesme ile hizli basing diigmesi homojen
cekirdeklenme ve iyi dagilim gosteren pargaciklarin olusumu ile sonu¢lanmaktadir
(Yadav ve ark., 2012). Deneysel RESS islemi Sekil 6°da sunulmustur.

«*7 *."J Polimerik Nanopartikiiller

° f:‘— Piiskiirtme Bashg

-~

. Genlesme oncesi birim

|

CO: icinde polimer cozeltisi

Enjektor pompas1

Sekil 6. RESS ile Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmas: i¢in Deneysel Proses (Rao ve
Geckeler, 2011)

Bu yontem ile PNP {iretilmesinde organik ¢6ziicii kullanilmamasina karsin, elde
edilen pargaciklar mikrodlgektedir. RESS’in bu ana sakincasinin iistesinden
gelebilmek i¢in RESOLV adi ile bilinen yeni bir SCF gelistirilmistir (Rao ve
Geckeler, 2011).
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RESOLYV, RESS’in 6nemli modifikasyonu ile hava yerine sivi ¢oziicii i¢erisinde
stiperkritik ¢ozeltinin genlesmesini igeren basit bir sistemdir. Sivi ¢oziicii
puskiirtme memesindeki pargacik biiyiimesini baskilamakta ve bdylece
nanoboyutta parcaciklar elde edilmektedir. RESOLYV sisteminin sematik gosterimi
Sekil 7°de yer almaktadir.

Polimerik Nanopartikiiller

.
.
.

H Piiskiirtme Bashg

*  Genlesme oncesi birim 2

-

CO: icinde polimer cozeltisi

* Enjektdor pompasi

Sekil 7. RESOLYV Deneysel Prosesi (Rao ve Geckeler, 2011)

RESS ve RESOLYV teknolojilerinde karbon monoksit, n-pentan, su, amonyak gibi
bircok siiperkritik sivi kullanilmasina karsin, PNP iiretilmesinde bu sistemlerdeki
en biiyilk engel polimerin siiperkritik sivilarda az ¢6ziinmesi ya da hig
coziinmemesidir (Rao ve Geckeler, 2011). Aymi1 zamanda siiperkritik sivi
teknolojisi 6zel olarak tasarlanan ekipman gerektirmektedir ve pahalidir (Mohanraj
ve Chen, 2006).

Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu
Parcacik biiyiikliigii

Parcacik biiylikligi ve dagilimi nanopartikiil sistemlerinde en Onemli
karakterizasyon parametresidir. Nanopartikiillerin in vivo dagilimi, biyolojik
kaderi, toksisitesi ve hedeflenme yetenegi hakkinda 6nemli bilgi sunar. Ayni
zamanda, ila¢ yiiklenmesi, ila¢ salimi ve nanopartikiillerin kararliligin1 etkiler
(Mohanraj ve Chen, 2006).

Ilag tasiyici sistem olarak mikron boyutu altindaki nanopartikiil kullanimmin
mikropartikiillere gore c¢ok sayida {Ustlinliglii oldugu bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir. Mikropartikiil ile karsilastirildiginda nanopartikiillerin hiicre i¢ine
alimi1 daha yiiksektir (Panyam ve Labhasetwar, 2003).

Nanopartikiillerin KBE’yi gectigi yapilan calismalar ile gosterilmistir. Beyin
tiimorlerine yonelik yapilan bir ¢caligmada hiperozmotik mannitol yardimiyla siki
kavsaklar acilarak beyin timori gibi tedavisi giic olan hastaliklar i¢in terapotik
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ajanlarin stirekli saliminin saglandigi bildirilmistir (Kroll ve ark.,1998). Baska bir
calismada ise  polioksietilensorbitan  monooleat (Tween® 80)  kaph
nanopartikiillerin KBE’yi gectigi gosterilmistir (Kreuter ve ark., 2003).

Ilag salim1 da pargacik biiyiikliigiinden etkilenmektedir. Ufak parcaciklar biiyiik
yiizey alanina sahiptir, bu nedenle etkin maddenin ¢ogu parcacik yiizeyinde ya da
yakininda yer almaktadir. Bu durum etkin maddenin hizli salimina neden
olmaktadir. Aksine biiyiik parcaciklar daha fazla etkin maddenin hapsedilmesine ve
yavasca dagilmasina olanak tanimaktadir. Ufak pargaciklar saklama ve tasima
sirasinda yiiksek derecede agregasyon riski tasimaktadir. Bu durum olas1 en kiiclik
boyut ancak en yiiksek kararlilik ile nanopartikiil formiile etmek igin engel
olusturmaktadir (Mohanraj ve Chen, 2006).

Parcacik biiyiikliigiinden etkilenen bir diger parametre polimer bozunmasidir.
Dunne ve arkadaglar1 (Dunne ve ark., 2000) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada pargacik biylkligi arttikga PLGA polimerinin bozunma hizinin da
artti@1 bildirilmistir. Buna karsin gergeklestirilen bir bagka ¢alismada farkli boyut
araliklarinda PLGA pargaciklar1 hazirlanmis ve in vitro ortamda polimer bozunma
hizinin farkli boyuttaki pargaciklar i¢in biiylik Olgiide farklilik gostermedigi
bildirilmistir (Panyam ve ark., 2003).

PNP’lerin parcacik biiyiiklilk analizleri yaygin olarak foton korelasyon
spektroskopisi (PCS) ya da diger adlari ile dinamik lazer saginimi ve yari-elastik
151k sacilimi yontemi ile gergeklestirilmektedir (Haskell, 2006). Foton korelasyon
spektroskopisi ortamin yogunlugunun bilinmesini gerektirmekte ve parcacik ¢api
Brown hareketleri ve 151k tarama ozellikleri ile belirlenmektedir (Mohanraj ve
Chen, 2006). Daha ¢ok 500 nm ve altindaki pargaciklarin analizi i¢in uygulanan
PCS yontemi, parcacik biiyiikliigiinii dispersiyonlardaki pargaciklarin diflizyonu
nedeniyle, parcaciklardan bireysel olarak sagilan 1s18in siddetinde meydana gelen
dalgalanma sonucundaki gecikmeden hareketle analiz etmektedir. Otokorelasyon
fonksiyon ile parcaciklarin difiizyon katsayilar1 hesaplanabilmektedir (Malmsten,
2002a).

Parcacik biyiikliigii dagilimi genis olan sistemlerde otokorelasyon fonksiyonunu
kullanmak zor olabilmektedir. PCS yontemi ile parcacik biiytikliigi dagiliminin
aragtirtlmasinda karsilagilan en 6nemli sorun, bilylik pargaciklarin bu yontemle
belirlenememesidir (Malmsten, 2002a).

PCS yontemi ile elde edilen sonuglar genellikle taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile onaylanmaktadir (Mohanraj ve
Chen, 2006).

Parcacik biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesi icin PCS yonteminin yanisira statik 1s1k sagilima,
ultrasonik spektroskopi, turbidimetri, niikleer manyetik rezonans, tek parcacik
optik algilama, hidrodinamik ayirma, alan-akis fraksiyonu ve filtrasyon gibi
yontemler de kullanilmaktadir (Haskell, 2006).

Parc¢acik sekli ve yiizey ozellikleri

PNP’lerin morfolojik yapilarmin belirlenmesinde atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) (Sun ve ark., 2006), TEM (Sun ve ark., 2004; Wen ve ark., 2011), SEM
(Galindo-Rodriguez ve ark., 2005) ile yiiksek ¢oziiniirlik 6zelligi yardimiyla
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morfolojik yapilarin yanisira kimyasal 6zelliklerin de belirlenebildigi analitik
elektron mikroskobu kullanilmaktadir (Sun ve ark., 2006).

Nanopartikiiller intravenéz olarak uygulandiginda immiin sistem tarafindan
kolaylikla  taninmakta ve dolasim sisteminden fagositler tarafindan
temizlenmektedir. Nanopartikiillerin boyutu disinda, yiizeylerinin hidrofobik
Ozelligi de baslica proteinler (opsonin) olmak iizere adsorblanan kan bilesenleri
miktarini belirlemektedir. Dolayisiyla nanopartikiillerin in vivo kaderi bu durumdan
etkilenmektedir. Opsoninlerin nanopartikiillerin yiizeyine baglanmasi olarak
bilinen posonizasyon nanopartikiil ile fagosit arasinda koprii gérevi goriir. Yiizeyi
modifiye edilmemis konvensiyonel nanopartikiiller kan dolasiminda hizlica
opsonize olur ve biiyiikk oranda mononiikleer fagositik sistem (karaciger, dalak,
akciger ve kemik iligi) makrofajlart tarafindan uzaklastirilir. Bu nedenle
nanopartikiiller ile basarili ila¢ hedeflenmesi olasiligini arttirmak i¢in
opsonizasyonu en aza indirmek ve nanopartikiillerin kan dolasiminda kalig Siiresini
uzatmak gerekmektedir (Mohanraj ve Chen, 2006). Nanopartikiil yiizeyinin
hidrofilik YEM ya da polimerler ile kaplanmasi veya nanopartikiillerin hidrofilik
segmentler tastyan biyoparcalanir kopolimerler (PEG, PEO, Tween® 80) ile
formiilasyonu gibi modifikasyonlar ile ylizey ozellikleri iyilestirilebilmektedir
(Calvo ve ark., 2001).

PEG tabakasiin opsoninleri itici giicii nedeni ile nanopartikiil yiizeyindeki PEG
konformasyonunun son derece énemli oldugu ¢alismalarda bildirilmistir (Olivier,
2005).

Zeta potansiyel

Nanopartikiillerin zeta potansiyeli yaygin olarak nanopartikiillerin ylizey ytki
ozelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. Zeta potansiyel pargaciklarin
elektriksel potansiyelini yansitmakta ve pargaciklarin bilesiminden ve dagitilmis
olduklar1 ortamdan etkilenmektedir. (+/-) 30 mV istiinde zeta potansiyel degerine
sahip nanopartikiiller agregasyon engellendigi i¢in siispansiyon seklinde kararhdir.
Zeta potansiyel ayrica yiiklii etkin maddenin enkapsiile ya da pargacik yiizeyine
adsorbe oldugunun belirlenmesinde kullanilmaktadir (Mohanraj ve Chen, 2006).

PNP’lerin zeta potansiyel dl¢imii PCS yardimi ile yapilabilmektedir (Tosi ve ark.,
2007).

pH analizi

Polimerlerin yapisindan ve olustugu monomerlerden bagimsiz olarak, viicutta
parcalanabilen poliesterin hidrolizindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikaran en Onemli
parametre pH’dir. Diigiik molekiil agirlikli esterlerde oldugu gibi, poliester hidrolizi
de hem asit hem de baz ile kataliz edilebilmektedir. Hidrolitik bozunma ve
bozunmaya bagli olarak olusan etkin madde salimi diisiik ve yliksek pH degerleri
ile arttirllabilirken, notral pH’da genellikle sinirlanir (Malmsten, 2002Db).

Polimerler kimyasal bozunmanin yanisira enzimatik bozunmaya da
ugrayabilmektedir. Enzimlerin aktivitesini belirleyen 6nemli parametrelerden birisi
de pH oldugu i¢in, polimerlerin hem enzimatik hem de kimyasal bozunmasinda pH
dikkate alinmalidir (Malmsten, 2002b).
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Etkin madde yiiklenmesi

Basarilt nanopartikiil sistemi yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesine sahip
olmalidir. Boylece uygulama i¢in matris materyal miktari azaltilmis olacaktir. Etkin
madde yiiklenmesi nanopartikil {iretimi sirasinda etkin maddenin katilmas1 veya
nanopartikiil olusturulduktan sonra tasiyicinin doygun etkin madde ¢ozeltisi ile
inkiibe edilmesi sonucunda etkin madde adsorpsiyon/absorbsiyon teknigi olarak iki
yontemle gerceklestirilebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2006).

Etkin madde salim:

PNP’lerden etkin madde salimi diflizyon, sizma, kopma, par¢alanma, polimerin
erozyonu, hidrolizi ve iyon degistirmesi ile ger¢eklesmektedir. Diflizyon
mekanizmas1 hari¢ diger tim mekanizmalar kontrolli salim saglamaktadir.
Diflizyon mekanizmasi pargacik boyutu nedeniyle kontrolli ve siirekli salim
gostermemektedir (Kas, 2002).

Etkin madde salimi, pargacik biiylikligi, yiizey oOzellikleri, ¢eper ile matrisin
gbzenek sayist ve yapisi, etkin maddenin ve polimerin 6zelliklerine bagl olarak
degismektedir (Giirsoy, 2012).

Etkin maddenin in vitro salimmin degerlendirilmesinde yapay ya da biyolojik
membranlar ile difiizyon hiicreleri, difiizyon teknigi ile diyaliz, ters diyaliz teknigi,
ultrasanrifiij/santrifiijiin ardindan ajitasyon ve ultrafiltrasyon ya da santrifiij ile
ultrafiltrasyon teknikleri gibi ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir (Mohanraj ve
Chen, 2006).

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin Kararlilig

Partikiiler sistemlerin ¢ogu termodinamik olarak kararli degildir. Bu nedenle, bu tiir
dispers sistemlerde pargaciklarin flokiile olmasi ile makroskobik faz ayrigmasi
gozlenecegi disiiniilmektedir (Malmsten, 2002a). Nanopartikiillerin kararlilig:
arttirabildigi gibi yiiksek yiizey alanina sahip olmasi nedeni ile kararliligi
azaltabildikleri de belirtilmistir (Shah ve Khan, 2009). Nanosiispansiyonlarin
mikro- veya makrosiispansiyonlar ile karsilastirildiginda daha iyi kararliliga sahip
oldugu da yapilan caligmalar ile gosterilmistir (Jacobs ve ark., 2000).

Partikiiler sistemlerin formiilasyonunu kararli hale getirmek igin yeterli dl¢tide
yiiksek konsantrasyonlarin kullanilmasi gerekmektedir. Bu durumda etkin madde
oksidasyona, hidrolize ya da fotolize egilimli ise bozunmaya neden olabilir.
Nanosistemler amorf ve kristalin etkin madde karisimi igerebilir. Bu tiir sistemlerde
uzun siireli uygun saklama kosullar1 belirlenmesi icin kararlilik ¢alismalarinin
sistematik olarak yiiriitiilmesi gerekmektedir (Shah ve Khan, 2009).

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin toksisitesi

Biyolojik olarak par¢alanan polimerlerin bir¢ok yarari olmasina karsin viicutta uzun
stire kalmasindan kaynaklanan bazi sakincalar1 bulunmaktadir. Eger polimer etkin
madde salimu siiresince biitiinliiglinii koruyorsa bunun bazi iistiinliiklerinin yanisira
baz1 sakincalar1 da olabilir. Bununla birlikte tedavi siiresince viicudun polimer ile
temasi da istenmeyen durumlari ortaya ¢ikarabilir. Etkin madde salimi sirasinda
parcalanan polimerler bu anlamda daha az toksisite niteligi tasir (Brannon-Peppas
ve Peppas, 2002).
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Doku enflamasyonu ve doku kapsiilasyonu olmasi polimerin pargalanma hizini
degistirmektedir. Polimerin pargalanmasi sonucu olusan monomerlerin, diger
metabolitlerin ve yan iirlinlerin dolagima gireceklerini unutmamak gerekmektedir
(Brannon-Peppas ve Peppas, 2002).

Polimerlerde toksisite sorunu genellikle polimerin iiretimi ve islenmesi sirasinda
kullanilan (katalizor, YEM, kararlilik saglayici, v.b.) veya yapiya katilan maddeler
(plastiklestirici, diger katki maddeleri), ¢evreden karisan kirlilikler ve yapida
polimerlesme sirasinda kalan monomerlerden kaynaklanmaktadir (Brannon-Peppas
ve Peppas, 2002).

PNP olusturarak etkin maddenin uzun siire salimi ile kazanilan yararlar ile,
polimerin parcalanmasindan gelecek zararin ¢ok 1iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir (Brannon-Peppas ve Peppas, 2002).

Polimerik nanopartikiillerin iistiinliikleri

Nanopartikiiller etkin maddenin terapotik etkinligini arttirmak ve yan etkisini
azaltmak amaciyla organlardaki dagilimini ve ardindan atilimini degistirerek ilacin
taginmasi sirasinda ve etki yoresinde kontrollii ya da stirekli salimini saglamaktadir
(Mohanraj ve Chen, 2006). Farkli polimerlerin kullanimi ile PNP’lerden etkin
madde salimmin modifiye edilebilmesi, kanser tedavisi, asilarin ve
kontraseptiflerin tasinmasi ve hedeflendirilen antibiyotiklerin tasinmasi gibi
alanlarda nanopartikiile iistiinliik saglamaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Nanopartikiiller oral, nazal, parenteral, intraokiiler (Mohanraj ve Chen, 20006),
transdermal (Kas, 2002), vb. bir¢ok uygulama yolu ile kullanilabilir. Geleneksel
oral ve intravendz uygulama yontemlerine olan bu istiinliikleri ile nanopartikller
onemli gelisme sunmaktadir (Yadav ve ark., 2012).

Parenteral uygulama sonrasi pasif ve aktif hedeflendirmenin gergeklestirilmesi igin
nanopartikiillerin parcacik biiytikligii ve yiizey 6zellikleri kolaylikla uygun hale
getirilebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2006).

Bolgeye spesifik hedefleme, parcaciklarin ylizeyine hedefleme ligandlarn
tutturulmasi veya manyetik yonlendirme kullanilmasi ile gerceklestirilebilmektedir
(Mohanraj ve Chen, 2006).

Nanopartikiiliin kontrollii salim ve pargacitk bozunma 0&zellikleri matris
bilesenlerinin se¢imi ile kolaylikla diizenlenebilmektedir. Etkin madde yiikleme
kapasitesi ise bagil olarak yiiksektir (Mohanraj ve Chen, 2006).

PNP’ler ugucu 6zellikteki farmasdtik maddelerin kararliligin arttirmaktadir. Bunun
yanisira ¢ok sayida hazirlama yontemi kullanilarak kolaylikla ve ucuz maliyetle
yiiksek miktarda tiretime olanak saglamaktadir (Yadav ve ark., 2012).
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Halosit Nanotiipler

Kimyasal olarak kaoline benzeyen iki tabakali aluminosilikat olarak adlandirilan
HNT, mikron- alti boyutta, i¢i bos tiibiiler yapiya sahip olan olagan dis1 kil
mineralleridir (Levis ve Deasy, 2002). Literatiirde katmanli ve kiiresel, Kristal,
kivrimli, glomeriiler ya da soganimsi yapida bulunan farkli morfolojide
HNT’lerden bahsedilmektedir (Duarte ve ark., 2012). Saf HNT beyaz mineraldir ve
kolaylikla ince toza donistiiriilebilmektedir (Abdullayev ve Lvov, 2013).

Halosit nanotiip ile formiilasyon hazirlama yontemleri
Steakiik uygulanarak formiilasyon hazirlama

HNT’lere sicaklik uygulanarak etkin madde yiiklenmesi islemi, HNT lerin suda
sisirilmesinin ardindan etkin madde ¢6zeltisinin eklenmesi ve sicaklik uygulanarak
manyetik karigtirict  ile  karistirilmasi ile  gergeklestirilmektedir. Yontem
formiilasyonlarin yikanmasi, siispansiyonlarin santrifiij edilmesi ve kurutulmasi
basamaklarini icermektedir (Ghebaur ve ark., 2012).

Vakum ile formiilasyon hazirlama

Vakum kullanilarak etkin maddenin HNT’lere yiiklenmesi etkin maddenin doygun
cozeltisinin toz HNT ya da HNT c¢ozeltisi ile karigtirilmasi ve yliksek vakum
uygulanmasina dayanmaktadir (Lvov ve ark., 2008; Kamble ve ark., 2012).
HNT’lere etkin madde yiikleme kapasitesini arttirmak i¢in, etkin madde
eklenmeden 6nce bos toz haldeki HNT lere vakum uygulanarak HNT liimenlerinin
acilmasimnin ve HNT’nin etkin madde c¢ozeltisi ile karistirthp vakum
uygulanmasinin tekrarlanmasinin etkili oldugu bildirilmistir (Levis ve Deasy, 2003;
Vergaro ve ark., 2012).

Halosit nanotiiplerin karakterizasyonu
Pargacik biiyiikliigii

HNT duvar1 aluminyum ve silikon oksit igeren 10-15 tabakadan olugmaktadir.
Ticari HNT orneklerinde dis ¢ap 50-100 nm, i¢ liimen ¢ap1 10-20 nm ve uzunluklari
genellikle 0.5-2 um araligindadir (Abdullayev ve Lvov, 2013).

Parc¢acik sekli ve yiizey ozellikleri

HNT’lerin silindirik tiibiiler yapilarmin belirlenmesinde AFM (Kamble ve ark.,
2012), TEM (Levis ve Deasy, 2002; Bordeepong ve ark., 2011) ve SEM (Ghebaur
ve ark., 2012) gibi elektron mikroskoplar kullanilmaktadir.

Lecouvet ve arkadaslar1 (Lecouvet ve ark., 2013) tarafindan yapilan ¢alismada
AFM  kullanilarak  HNT’lerin  esneklik  katsayis1  hesaplanmig,  kiigiik
deformasyonlara karsilik esneklik davranisi gézlenmis ve HNT lerin dis ¢apinin
azalmasi ile esneklik katsayisinin arttig1 bildirilmistir.

Zeta potansiyel

HNT’lerin zeta potansiyeli genis pH araliginda incelendiginde diisiik pH’larda
pozitife yakin, pH 2-6 araliginda ise zeta potansiyelin keskin olarak azalma
gosterdigi belirlenmistir (Bordeepong ve ark., 2011). pH 6-10 araliginda gézlenen
plato sonrasinda tekrar hafif¢e azalma goriilmektedir. pH’ya bagl zeta potansiyel
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azalmasmin HNT’lerin egri yapisindan ve dis yiizeydeki silika gruplarindan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Levis ve Deasy, 2002).

HNT lerin i¢ yiizeyindeki alumina tabakasi ve dis yiizeyindeki silika tabakasina ait
olmak tizere HNT’lerde i¢ ve dig yiizey kimyasinin birbirinden farkliligt HNT lerin
dogal 6zelligidir. Aluminyum ve silikon oksitler farkli dielektrik ve iyonizasyon
ozellikleri tagidigindan pH 3-8 araliginda HNT lerin sudaki i¢ ve dis yiiklerinin zit
oldugu bilinmektedir. Zeta potansiyel Ol¢limii tiim pargacik hareketinin
elektroforetik hareketine dayandigindan, HNT nin zeta potansiyeli i¢ liimenin
yiikiinden etkilenmeksizin silika yiizeyinin zeta potansiyeli ile oldukca esdegerdir
(Abdullayev ve Lvov, 2013).

Zeta potansiyel silispansiyonlarda yeniden dagilabilirligin saglanmasinda ve
kararliligin degerlendirilmesinde 6nem tasiyan bir parametredir (Oner, 2012).

Termal analiz

HNT’lerin termal analizinde termogravimetrik analiz (Ghebaur ve ark., 2012),
diferansiyel taramali analiz (Bordeepong ve ark., 2011) ve diferansiyel taramali
kalorimetri (DSC) cihazlar1 kullanilmaktadir.

Difenhidramin yiiklii HNT formiilasyonunun degerlendirilmesinde, agirlik kaybi ve
termal degredasyonun gercgeklestigi sicakliklar karsilastirilarak etkin madde ve
HNT etkilesimi hakkinda fikir edinilmistir (Ghebaur ve ark., 2012).

Yapr analizi

Yapi analizinde kullanilan X-1g1n1 floresansi (XRF), X-1s1n1 kirinimi1 (XRD) ve XPS
(X-151n1 fotoelektron spektroskopisi) HNT 6rneklerinin mineralojik incelenmesinde
kullanilmaktadir.

Bordeepong ve arkadaslarinin (Bordeepong ve ark., 2011) gergeklestirdigi
calismada, HNT’lerin kimyasal bilesiminin ve yanmaya karsi agirlik kaybinin
belirlenmesinde XRF ve XRD kullanilmistir. Levis ve Deasy (Levis ve Deasy,
2002) ise XRD yontemini kullanarak HNT 6rneklerinin hidrate olup olmadigini
arastirmistir.

Ghebaur ve arkadaglarinin (Ghebaur ve ark., 2012) yaptiklar1 ¢alismada XPS
yontemi kullanilarak piklerde meydana gelen kaymalar nedeni ile HNT nin silanol
ve aluminol gruplari ile difenhidramin arasinda etkilesim oldugu bildirilmistir.

Molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak gerceklestirilen Fourier Dontigiimli
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) HNT’lerin bag durumlari, baglanma yerleri ve
fonksiyonel gruplar1 hakkinda bilgi vermektedir (Viseras ve ark., 2009).
Karakterizasyon yontemi olarak FTIR kullanilan bir ¢alismada, HNT’lere
difenhidraminin yiiklendigi spektrumdaki HNT’ye ait belirleyici pikler ile
gosterilmistir (Ghebaur ve ark., 2012). Guo ve arkadaslar1 (Guo ve ark., 2012)
tarafindan ytiriitiilen bir ¢caligmada folik asitin HNT ytiizeyine konjugasyonu FTIR
verileri kullanilarak aciklanmistir.

Etkin madde yiiklenmesi ve etkin madde salim:

HNT’ler etkin maddeleri ¢ekirdek liimeninde ve cok tabakali silindirde bosluk
kalmayacak sekilde hapsetme yetenegine sahiptir. (Kamble ve ark., 2012). Cesitli
yontemlerle yiiklenmis olan hidrofilik veya hidrofobik nitelikte etkin maddelerin
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kontrollii ya da siirekli salim yapmasini saglayabilmektedir (Levis ve Deasy, 2003;
Veerabadran ve ark., 2007).

Literatiirde nikotinamid adenin diniikleotit, kellin ve tetrasiklin gibi hidrofilik etkin
maddelerin HNT’lere yliklendigi ve salim siiresinin 2-5 saat oldugu belirtilirken
(Price ve ark., 2001), deksametazon, furosemit ve nifedipin gibi suda diisiik

coziinlirliige sahip etkin maddelerin 5-20 saat araliginda salim yaptig1 gosterilmistir
(Veerabadran ve ark., 2007).

Levis ve Deasy (Levis ve Deasy, 2003) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada
HNT’lere suda ¢ok ¢oziiniir diltiazem hidrokloriir (HCI) ve diisiik molekiil agirlikl
propranolol HCI yiiklenmis ve ¢oziinme profilleri incelenmistir. Propranolol HCI
yikli HNT’lerde daha uzun siireli siirekli salim profili elde edilmistir.
Polietilenimin ya da polisiyanoakrilat gibi farkli polimerik materyaller ile diltiazem
yiikli HNT’lerin modifikasyonu ile salim hizinda azalma gozlenmistir.

HNT’lerden yalnizca ilag endistrisinde degil aym1 zamanda boyalarin katki
maddelerinin, dolgu maddelerinin, kaydiricilarin,  herbisitlerin,  bdcek
kovucularinin, baz1 ev, yemek ve kisisel {irinlerdeki etkin maddelerin, kozmetik
nitelikli hammaddelerin, v.b. ajanlarin kontrolli ya da siirekli saliminda
yararlanilmaktadir (Du ve ark., 2010).

Nanotasiyict sistem olarak bilinen HNT lere antikorozif ajan olan benzotriazoliin
yiiklendigi calismada HNT lerin uzatilmig salim gergeklestirdigi ve salim profilinin
Peppas modeline uygun oldugu belirlenmistir (Abdullayev ve ark., 2009).

HNT’lerin yanik tedavisinde kullaniminin yararli olacaginin belirtildigi bir diger
calismada etkin madde yiikli HNT’lerin bandaj tabanina gomiilmesi ile etkin
maddenin uzatilmig salinminin saglanacagi diisiiniilmiistiir. Boylece bandaj
yenileme siklig1 azaltilarak hasta memnuniyetinin ve ilag etkinlik siiresinin
arttirilacagi belirtilmistir (Kamble ve ark., 2012).

Kozmetik uygulamalar i¢in kisisel bakim iiriinlerinde HNT lerin kullanimu ile ilgili
etkinlik ve gilivenlik testleri stirmektedir. Nemlendirici ajan olarak kullanilan
gliseroliin yiiklenmesi ve kontrollii salimi i¢cin HNT’ler dogal nanotasiyici
sistemlerdir (Kamble ve ark., 2012).

Halosit nanotiiplerin Kararliligt

Dogal HNT’lerin oda sicakliginda (22°C £2°C) saf su, asidik ve bazik ortamda uzun
stireli kararlilik ¢alismalar1 yapilmistir (White ve ark., 2012). Asidik ortamda
bekletilen HNT’lerde ¢6ziinmenin amorf ve kiiresel SiO (silikondioksit veya
silika) nanopartikiilleri olusmasina yol acgacak sekilde nanotiiplerin i¢ yiizeyinde
basladigi, aksine bazik ortamda bulunan HNT’lerde ¢ézlinmenin nanopartikiillerin
i¢ yiizeyinde fakat AI(OH)s nanotabakasi1 olusumunun eslik etmesi ile gerceklestigi
bildirilmistir.

Halosit nanotiiplerin toksisitesi

Gilintimiizdeki ¢aligmalar HNT lerin hiicre iizerine toksik olmadigini géstermistir
(Kamble ve ark., 2012). insan dermal fibroblast ve meme hiicrelerinin kullanildig
in vitro sitotoksisite ¢alismalarinda saf HNT nin sodyum kloriirden 50 kat daha az
toksik oldugu belirlenmistir (Veerabadran, 2009). Lai ve arkadaslar1 (Lai ve ark.,
2012) tarafindan gergeklestirilen calismada ise genel protein ekspresyonu analizi
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kullanilarak Caco-2/HT29-MTX hiicrelerinin yasayabilirligi, sitotoksisite, engel
permeabilitesi ve sitokin Ol¢timleri gergeklestirilmis ve kiltire 100 pg/mL
konsatrasyonda HNT ekleneninceye kadar toksisite gozlenmemistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, HNT’lerin toksisite gostermedigi ve yiiksek derecede
biyouyumluluk sergiledigine karar verilmistir.

Konfokal mikroskop kullanilarak HNT’lerin hiicreye alimmnin incelendigi bir
calismada ise nanopartikiillerin hiicreye penetre oldugu, cekirdek cevresinde
yogunlastigt ve hiicrede HNT birikiminin hiicre ¢ogalmasint engellemedigi
saptanmustir (\Vergaro ve ark., 2010).

Halosit nanotiiplerin iistiinliikleri

HNT’ler biyolojik olarak uyumlu, dogal ve toksik olmayan bir maddedir ve EPA
4A (List 4A - Minimal Risk Inert Ingredients) (http-1) listesinde yer almaktadur. ince
toz halinde olan HNT lerin parcacik boyutu ufaktir. Iyi dagilim gosterdikleri gibi
yiiksek yiizey alanina sahiptirler (Kamble ve ark., 2012).

Salim ¢alismalarinda tekdiize ve siirekli salim yaptiklarini bildiren caligsmalar
bulunmaktadir (Guo ve ark., 2012). HNT’ler uyarilmadik¢a salimi engelleme ve
etkin maddeyi ayarlanabilir salim hizinda etkin maddeyi serbestlestirme 6zelligine
sahiptirler. Ozellikle stimiilan ve hormon gibi tekdiize ila¢ saliminin 6nemli oldugu
tastyict sistemlerde giivenilir bir salim profili olusturmaktadir (Kamble ve ark.,
2012).

Limenlerine hapsettikleri etkin maddeyi sert bir isleme maruz kaldiklarinda
korurlar. Es zamanli olarak ¢oklu etkin madde yiikleme kapasitesine sahiptirler.
Yiiksek oranda bosluk igerirler. HNT’ler toz, krem, jel, losyon ve sprey gibi ¢ok
cesitli farmasotik sekillerde uygulanabilirlige sahiptir (Kamble ve ark., 2012).

Halosit nanotiiplerin uygulama alanlart

HNT biyouyumlu olmasi nedeni ile son yillarda medikal arastirmalarin ve
uygulamalarin aranan maddesi olmustur (Abdullayev ve Lvov, 2013).
Antihipertansif (Levis ve Deasy, 2003), antiseptik (Wei ve ark.,, 2014),
antihistaminik (Ghebaur ve ark., 2012), antikanser (Guo ve ark., 2012), antioksidan
(Vergaro ve ark., 2012), vazodilatér (Veerabadran ve ark., 2007), diiretik
(Veerabadran ve ark., 2007) ve kortikosteroid yapisinda (Veerabadran ve ark.,
2007) gesitli etkin maddelerin HNT lere yiiklenebildigi bildirilmistir.

Etkin madde igermeyen HNT’ler absorplayic1 6zellikleri nedeni ile istenmeyen
toksinleri ve estetik acidan hos olmayan yaglar1 uzaklastirabilme yetenegine
sahiptir (Kamble ve ark., 2012). HNT’ler 6lii hiicreleri uzaklastirarak cildin geng
ve saglikli gorinmesine olanak saglayarak cildi nazik¢e soyma gorevini
tstlenmektedir.

Iag tastyic1 sistem olarak kullanilmalarinin yani sira HNT’ler metal korozyonunun
onlenmesinde, termal kararliligin arttirilmasinda, nanokompozitlerin mekanik ve
morfolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesinde, hiicre kiiltiirli calismalarinda hiicresel
yanit olusumunda, enzim ve metal iyonlarinin immobilizasyonunda, c¢esitli
polimerizasyon reaksiyonlarinda katalitik destekleyici gorevinde ve endiistride
adsorban ya da katki maddesi olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Rawtani ve
Agrawal, 2012).
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Gama-aminobutirik asit

y—aminobutirk asit (GABA) fizyolojik agidan fonksiyonel ve proteinik yapida
olmayan bir aminoasittir (Jiang ve ark., 2010). Okaryotlar ve prokaryotlar arasinda
genis dagilim gosterir (Yang ve ark., 2010).

GABA suda serbest¢e ¢oziinen, diger ¢oziiciilerde zayifga ¢oziinen ya da hig
¢oziinmeyen, -COOH (karboksil) ve —NH2 (amino) grubu tasiyan néromediyator
ajandir (The Merck Index, 1989). Molekiil agirhigr 103.12 g.mol! olan GABA
4-aminobiitanoik asit, y-amino-n-butirik asit, piperidik asit, vb. olarak da
adlandirilabilir (Sekil 8) (The Merck Index, 1989; Martindale, 2009).

GABA fizyolojik pH’larda 4.03 ve 10.56 pKa degerleri ile zviteriyon davranis (hem
pozitif yiik hem de negatif yiik tagiyan) gostermektedir (Jiang ve ark., 2010; Yang
ve ark., 2010).

SSS ana inhibitér norotransmiteri olarak tanmimlanan GABA’nin serebral
bozukluklarda 6nemli oldugu ve ayni zamanda antihipertansif etkiye sahip oldugu
cesitli kaynaklarda belirtilmektedir (The Merck Index, 1989; Martindale, 2009).

Kapah Formiilii: C4HoNO>

N H2 Acik Formiilii:

4-aminobiitirikasit

HO

Sekil 8. GABA’nin Kimyasal Yapisi, Acik ve Kapal Formiilii

GABA’nin farmakolojik ozellikleri

GABA sinir iletiminin saglanmasi, hipotansif, diliretik ve sakinlestirici etkilerin
indiiksiyonu gibi bir¢ok biyolojik fonksiyona sahip biyoaktif bir maddedir (Jiang
ve ark., 2010). GABA ilk kez 1883’te sentezlenmis ve onceleri yalnizca bitki ve
mikroorganizmalarin metabolik tiriinii oldugu diistiniilmiistiir (Yang ve ark., 2010).
1950’lerde ise memeli beyin dokusunda kesfedilen GABA giiniimiizde memelilerin
SSS’sinin en 6nemli ana inhibitér nérotransmiteri olarak tanimlanmaktadir (Jiang
ve ark., 2010). GABA salinan (GABAerjik) noronlar beynin ve daha az olarak
omuriligin her tarafina yayilmistir (Kayaalp ve Uzbay, 2009). Tiim santral
sinapslarin %30-50’sinin GABAerjik oldugu bildirilmistir (Jiang ve ark., 2010).

GABA, GABAerjik sinir uglarinda glutamik asit dekarboksilaz enzimi
katalizorliigiinde glutamik asitin dekarboksillenmesi ile olusur. Boylece olusan
GABA, sitoplazma icinde kendine 6zgli vezikiiller i¢inde toplanir. Sinir ucu
depolarize edildiginde, GABA parsiyel ekzositoz araciligiyla salinir. Beyin
dilimlerinden ve sinaptozomlardan elektriksel uyarinin ve depolarizasyon yapan
diger etmenlerin kalsiyuma bagimli olarak GABA salimina neden olduklari
gosterilmistir (Kayaalp ve Uzbay, 2009).

Sinaps araligina salinan GABA’nin inaktivasyonu, esas olarak saliverildigi uca
geri-alim (re-uptake), ¢evredeki glia hiicreleri igine alim (uptake) araciligiyla ve
kismen de difiizyon ile gergeklesir. Bu olaylar, hiicre membranina yerlesmis yiiksek
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afiniteli ve diisiik afiniteli iki transportor (aktif transport pompasi) tarafindan
gerceklestirilir. Diigiik afiniteli alim mekanizmasi yalnizca sinapsta GABA
konsantrasyonu asir1 dereceye c¢iktiginda calisir. Sitoplazmaya gegen GABA,
GABA transaminaz (GABA-T) enzimi tarafindan siiksinik semialdehite yikilir;
inaktif olan bu madde trikarboksilik asit dongiisiine girer ve sonugta GABA Onciilii
olan glutamik asite donilismiis olur (Kayaalp ve Uzbay, 2009). GABA-T baslica
noronlar ve glia hiicreleri olmak iizere SSS’de yaygin olarak bulunmaktadir. Ayni1
zamanda trombositler, bobrek, karaciger ve kalp gibi cesitli dokularda da
bulunmaktadir (Rainesalo, 2004).

GABA, Klasik sinapslarda postsinaptik membranda veya akso-aksonik sinapslarda
yer alan GABA reseptorlerini aktive eder. Boylece GABA hiperpolarizasyon ve
buna bagli postsinaptik ve presinaptik inhibisyon yapar (Kayaalp ve Uzbay, 2009).
GABA reseptorleri, klor iyonlarina segici gegirgen olan GABAA ya da GABAc
reseptorleri veya hiicre i¢i siklik adenozin trifosfat diizeyini azaltan ve K* kanali
membranlarini agan G-proteinine bagl olan metabotropik GABAR reseptorleridir
(Rainesalo, 2004).

GABA metabolizmasindaki degisiklik epileptik nobet kaynagi olarak ve ayni
zamanda nobetin yayilmasinda énemli rol oynar (Sherwin; 1999). Bir¢ok ¢aligmada
epileptik neokortekste GABAerjik noronlarin azaldigi ve GABA tasiyicilarin
diizensizligi ile noronal eksitabilitenin azaldigi 6ne siiriilmistiir (Petroff ve ark.,
2002; Conti ve ark., 2004). Cesitli epileptik sendromlu hastalarin beyin omurilik
stvisinda (BOS) GABA diizeyinde 6nemli azalma goriilmistiir (Schmit ve Losher,
1982). Mikrodiyalize dayali gerceklestirilen GABA 6lgtimleri, epileptojenik
hipokampiiste nobet ile uyarilmis GABA saliminda azalma oldugunu géstermistir.
Bu durumun GABA tastyicilarda fonksiyonel hasar oldugunu yansittig1 sonucuna
varilmistir (Petroff, 2002). Manyetik rezonans spektroskopisi ile dlgiilen oksipital
lop GABA konsantrasyonunun kompleks parsiyel nobetleri olan epileptik
hastalarda siklikla normal diizeyin altinda oldugu bildirilmistir (Petroff ve ark.,
1996).

Beynin dogal yatigtirici ajani olarak tanimlanan GABA epilepsi diginda, depresyon
(Sanacora ve ark., 2004), anksiyete (Crittenden, 2004), panik bozukluk (Goddard
ve ark., 2001), Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, bipolar bozukluk, sizofreni
(Quinones ve Kaddurah-Daouk, 2009) ve Huntington hastaligi (Crittenden, 2004;
Zhao ve Suo, 2008) gibi ¢ok sayida psikiyatrik ve norolojik bozuklukla yakindan
iligkilidir.

GABA inhibitor olarak davranmasinin disinda hipotansif etkisi (Hayakawa ve ark.,
2005), epilepsi tedavisindeki rolii (Ueda ve ark., 2007), sakinlestirici potansiyeli ve
hafizayi iyilestirmedeki 6nemli etkisi ile cesitli fizyolojik gorevlere de sahiptir (Lu
ve ark., 2009). Ayrica hormon sekresyonunu diizenleme (Parkash ver Kaur, 2007)

ve karaciger ve bobrek fonksiyonlarinit uyarma gibi etkileri de bulunmaktadir (Lu
ve ark., 2009).

GABA farkh etkilerine ek olarak, viicudun farkli boélgelerindeki hiicre
proliferasyonuna da yardimci olmaktadir. GABA nin proliferatif rolii ile testislerde
TM3 Leydig hiicre ¢ogalmasinda (Geigerseder ve ark., 2004), tavsanlarda dis
retinanin gelismesinde (Messersmith ve Redburn, 1993) ve sinir iltihabinin
gelisiminde, hiicre proliferasyonu ve go¢iiniin organize edilmesinde (Ben-Yaakov
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ve Golan, 2003) etkili oldugu gozlenmisti. GABA ve serotonin yiikli
nanopartikiillerin hazirlandigr bir c¢alismada, nanopartikiillerin karacigerde
hepatosit proliferasyonunu arttirarak doku yenilenmesini arttirdigi ve boylece
nanopartikiillerin karaciger merkezli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir (Shilpa ve ark., 2012).

GABA’nin Kararlihig

GABA’nin toz halde ve ¢ozelti seklinde kararligina iliskin baz1 gortisler Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administriaton- FDA) tarafindan bildirilmis
(http-2), GABA’nin kuru ve serin (10 °C ya da daha az) alanda saklanmasi
Onerilmistir.

GABA’nin toz sekli tizerinde gerceklestirilen uzun siireli kararlilik ¢aligmalarinda
oda sicakliginda 27 ay siiresince kararli kaldig1 saptanmis ve ¢aligmalar sonunda
toz GABAnin raf 6mriiniin yaklasik 2 y1l oldugu belirlenmistir (http-2).

Yiikseltilmis sicakliklarda GABA kararliligini belirlemek i¢in toz GABA 60 dakika
boyunca 120°C, 140°C ve 160°C’ye maruz birakilmig ve 120°C’de yiiksek
kararlilik gozlenirken sicaklik arttikca kararliligin biiyiik 6l¢iide azaldigi rapor
edilmistir (http-2).

GABA giiglii oksitleyici ajanlarla gegimsizdir ve azot oksit, karbonmonoksit ve
karbondioksite maruziyeti sonucu bozunma reaksiyonu gozlenecegi belirtilmistir

(http-3).

Cozelti halindeki GABA’nin kararliliginin degerlendirilmesinde ise %5°lik GABA
cozeltisi notr pH’da 30 dakika siiresince 100°C ve 120°C’ye maruz birakildiginda
her iki sicaklikta da gii¢lii kararlilik profili gériilmiistiir. Periyodun 120 dakikaya
cikarilmasi ile 100°C’de ¢ozeltideki GABA igerigi kararli olarak kalirken,
120°C’deki GABA igerigi diisiik oranda azalmistir (http-2).

GABA ¢ozeltisi lizerine pH etkisi incelendiginde, pH 2-6 araliginda GABA nin ¢ok
kararli oldugu ancak alkali kosullar altinda kararliligin yavas yavas azaldigi
belirtilmistir (http-2).

GABA’nin miktar tayini yontemleri

GABA’nin biyolojik 6rneklerde belirlenmesinde manyetik rezonans spektrometri
(MRS) (Rothman ve ark., 1993; Ke ve ark., 2000), elektrokimyasal sensor (Niwa
ve ark., 1998), florometri (Molnar-Perl ve Bozor, 1998), spektrofotometri (Zhang
ve Bown, 1997), kapiller elektroforez (Rada ve ark., 1999), radyo reseptor analiz
(Schmidt ve Loscher, 1982; Mousah ve ark., 1987), gaz (Palaty ve ark., 1994) ve
sivi kromatografisi (Clarke ve ark., 2007; Reisi ve ark., 2009) gibi ¢esitli analitik
yontemlerin kullanildig: bildirilmistir.

Psikiyatrik ve noroloik bozukluklar ile yakindan iliskili bir nérotransmitter olan
GABA’nn tayininde yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ¢ok
onemli yer tutmaktadir. HPLC yontemleri kapsaminda kolon dncesi ve analitik ya
da mikro-boru kolonlar kullanilarak kolon sonrasi tiirevlendirme ayrmtili olarak
rapor edilmistir (Khuhawar ve Rajper, 2003). Kolon 6ncesi tiirevlendirme amaciyla
cesitli calismalarda kullanilan maddeler arasinda 2,4,6-trinitrobenzensiilfonik asit,
dansil kloriir (Kang ve ark., 2006), orto-fitaldialdehit (OPA) (Reisi ve ark., 2009),
dabsil kloriir (Krause ve ark., 1995), 6-aminokuinolil-N-hidroksisiiksinimidil
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karbamat (Salazar ve ark., 2012), 2-hidroksinaftilaldehit (Khuhawar ve Rajper,
2003), naftilen-2,3-dikarboksialdehit (NDA) (Clarke ve ark., 2007), 9-
florofenilmetil kloroformat (Sandberg ve ark., 2003) ve feniltiyokarbomil tiirevleri
(Vasanits ve Molna'r-Perl, 1999) bulunmaktadir.

Diabetli siganlarda hipokampiisteki sinaptik aksakligin degerlendirildigi bir
calismada, GABA ve glutamat diizeyi OPA ve 2-merkaptoetanol (BME) ile
tiirevlendirmenin ardindan floresan dedektor kullanilarak HPLC ile belirlenmistir
(Reisi ve ark., 2009). OPA tiirevlendirmesi ile GABA tayini yapilan diger bir
calismada sigan beyninin hipokampiis, talamus ve prefrontal (alin) korteksi gibi
cesitli bolgelerindeki GABA diizeyi floresan dedektor ile dokuz dakikadan kisa
stirede belirlenmistir (Silva ve ark., 2009).

Oral yolla uygulanan L-glutaminin bazal gangliyon dokusundaki ve ekstraseliiler
stividaki GABA diizeyi iizerine etkisinin incelendigi bir baska ¢alismada
OPA/siilfiir kolon dncesi tiirevlendirmesi yapilmis ve HPLC yontemi kullanilarak
elektrokimyasal dedektor ile miktar tayini gergeklestirilmistir (Wang ve ark., 2014).
Bagka bir ¢alismada da, OPA/siilfiir tiirevlendirmesinin ardindan 5-7 °C’de beyin
homojenatlarinda GABA, glutamat ve glutamin miktar1 elektrokimyasal dedektor
tastyan HPLC ile analiz edilmistir (Monge-Acuiia ve Fornaguera-Trias, 2009).

Clarke ve arkadagslar1 (Clarke ve ark.,2007) tarafindan NDA ile tiirevlendirme
sonrasi gergeklestirilen GABA analizi i¢in elektrokimyasal veya floresan dedektor
ile saptama saglayan bir yontem tanimlanmistir. Sican beyninden ¢ikarilan
hipotalamus, 6n korteks, beyin sap1 ve hipokampiis gibi beynin belli bolgelerindeki
GABA diizeyinin belirlenmesinde kullanilan bu yontemin izokratik eliisyon
protokoliine dayandigi, tekrarlanabilir oldugu ve adi1 gegen beyin bolgelerinde uzun
stireli degisiminin aydinlatilmasinda basar1 ile kullanilabilecegi bildirilmistir.

Gergeklestirilen bagka bir calismada 2-hidroksinaftilaldehit ile kolon Oncesi
tirevlendirme yapilarak glisin, 1-lizin, tiramin ve GABA iceren aminoasit
karistmindan GABA ayrilarak BOS’da GABA tayini yapilmistir (Khuhawar ve
Rajper, 2003).

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi yonteminin kullanildigi ¢alismada beyin
sinaptozomlarindan  ekstre edilen GABA, di(ters-butil(dimetilsilil) ile
tiirevlendirmenin ardindan GABA-d6’nin internal standart olarak kullanilmasiyla
etkili sekilde analiz edilmistir (Palaty ve ark., 1994).

Zhang ve Brown (Zhang ve Brown, 1997) GABA ’nin ekstraksiyonu ve analizi i¢in
340 nm dalga boyunu kullanan 10-100 nmol araligindaki GABA diizeyi i¢in
dogrusal olan enzim analizine dayanan spektrofotometrik bir ydntem
tanimlamiglardir.

Rada ve arkadaslar1 (1999) insan plazma ve beyin mikrodiyaliz 6rnekleri tizerinde
miseller elektrokinetik kromatografi (MEKC) yardimiyla GABA analizini basari
ile gergeklestirmistir. Calismada, mikrodiyaliz ile birlikte kullanilan lazer ile
uyarilmig floresan dedektor tasiyan MEKC kullanilarak GABA’nin elektroforetik
hareketliligi az olmasina karsin hareketli faza YEM eklenerek ayirma partisyon
katsayisina bagli olarak gergeklestirilmistir. Bu islemin ardindan yontemin farkli
viicut sivilarinda GABA belirlenmesindeki uygunlugu kanitlanmistir. Baska bir
calismada, NDA ile tiirevlendirmeye dayali olarak MEKC ve lazer ile uyarilmis
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floresan yontemi ile beynin in vivo goriintiilenmesi i¢in mikrodiyaliz 6rnekleri
kullanilarak GABA’nin basit, hizli ve dogru bigimde 6l¢iilebildigi belirlenmistir
(Kaul ve ark., 2011).

GABA igeren ticari preparatlar

GABA igeren ticari preparatlar Cizelge 3’te sunulmustur. Gortildiigi tizere GABA
birgok diger madde grubu ile birlikte formiile edilmistir.

Cizelge 3. GABA igeren Ticari Preparatlar (http-5, http-6)

Preparat ismi  Firma ismi Farmasotik Sekli Kullanim Amaci
Actebral® Sanofi Dedietilaminoetil-p- Zihinsel fonksiyon
Aventis aminobenzoato HCI, bozuklugu
150 mg GABA,
hematoporfirin HCI iceren
kapsiil
Aminalon® Akrikhin 250 mg GABA iceren film  Beyindeki metabolik ve
kapli tablet vaskiiler bozukluklar, bellek,
dikkat ve konugma
bozukluklari, ¢ocuklarda
serebral felg, deniz ve hava
tasitl tutmast
Bainto® T.P. Drug 250 mg GABA igeren Zihinsel fonksiyon
Laboratorios  tablet bozuklugu, amnezi,
konusma bozukluklari, felg,
hipertansiyon
Cadencial Poen Sinnarizin, 250mg GABA, Serebrovaskiiler
Plus® Laboratorios  Vitamin Beigeren tablet bozukluklar, vaskiiler g6z
bozukluklari, vestibiiler
bozukluklar
Cebrocal® Recalcine Asetilglutamin, Diisiik okul performanst,
Laboratorios  ~y-aminohidroksi butirik global sorunlar ve 6zgiil
asit, 250 mg GABA, ogrenme gii¢liigii, motor
Vitamin Bs igeren kapsiil ~ koordinasyon giigliikleri
Cefabol® Robert 40 mg GABA, sodyum Mental fonksiyon
sitidin, aminohidroksi bozuklugu, tonik
butirik asit, magnezyum
glutamat hidrobromdir,
iiridin trifosfat, piridoksin
HCl igeren kapsiil
Complevit® EMS GABA, Buklizin igeren Tonik, istah azalmasi, tasit
Industria enjeksiyonluk ¢ozelti tutmasi, vertigo
Farmaceutica
Gaba® Neurogistics 100 mg GABA igeren Anksiyete, rahatlama ve
lipozomal formiilasyon, uyku destegi
200 mg GABA igeren
kapsiil
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Cizelge 3. (Devam) GABA iceren Ticari Preparatlar (http-5, http-6)

Gaba® Nikkho do GABA, papaverin HCI, Bozulmus mental fonksiyon
Brasil nikotinik asit, kalsiyum
Quimica e pentotonat iceren kapsiil
Farmaceutica
Gaba® Solgar 500 mg GABA igeren Sinir sistemi destek {iriinii,
kapsiil rahatlama saglama
Gaba Calm® Serene 125 mg GABA, glisin, N-  Yatistirict etki
Science asetil-L-tirozin, taurin
iceren dilalt: tableti
Gabakalm® The GABA, multivitaminler, Vitamin destegi
Cantassium multimineraller igeren
Company kapsiil
Gaballon® Nikkho do 50 mg GABA, lizin HCI, Vitamin destegi
Brasil Vitamin By, Bs ve Bg
Quimica e iceren tablet ya da
Farmaceutica 10mg/mL GABA igeren
surup
Gabax® Nikkho do GABA, vitamin Bg Bozulmus mental fonksiyon
Brasil
Quimica e
Farmaceutica
Gabormon® Nikkho do GABA, metiltestosteron Androjen eksikligi, gecikmis
Brasil puberte (erkek), gecikmeli
Quimica e biiyiime, meme kanseri

Farmaceutica

(kadin)

Gamalate B6®

Andromaco
Laboratorios,
Ferrer Farma

75 mg GABA, gama-
amino beta hidroksibiitirik
asit, magnezyum glutamat
hidrobromiir, vitamin Bg
iceren draje ve ayni igerik

Zihinsel fonksiyon
bozuklugu, bunama

100mg GABA/5mL surup
Gammalon® BCM 250 mg GABA igeren Serebrovaskiiler
tablet bozukluklar, kafa travmasi,
hipertansiyon, alkolik
ensafalopati ve polinevrit,
Pediatride: serebral felg,
zihinsel gelisim geriligi,
dogum travmasi etkileri
Gammar® Nikkho do 250 mg GABA igeren Bozulmug mental fonksiyon
Brasil tablet
Quimica e

Farmaceutica
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http://www.pharphar.com/v/Magnesium%20Glutamate%20Hydrobromide
http://www.pharphar.com/v/Magnesium%20Glutamate%20Hydrobromide
http://www.pharphar.com/v/Nikkho%20(Brazil)

Cizelge 3. (Devam) GABA iceren Ticari Preparatlar (http-5, http-6)

Id Sedin® Nikkho do 20 mg GABA, 0.2 mg Serebral bozukluk
Brasil rezerpin igeren tablet
Quimica e
Farmaceutica
L-Theanine Solgar 100 mg GABA, L- Stres
Complex Theanin, kedi otu ekstresi
iceren kapsiil
Neurocordin®  Solvay Aseglutamit, GABA, Zihinsel fonksiyon
magnezyum pemolin, bozuklugu, hiperaktivite
piritinol igeren tablet
Organoneuro Gross 100 mg GABA, kalsiyum Vitamin kompleksi, nevrit ve
Cerebral Laboratorio fosfat, glutamik asit, polinevrit,
Vitamin B igeren tablet
Vitamil® Laborsil GABA, buklizin, Vitamin  Tonik, istah azalmasi, tasit
Industria B igeren kapsiil tutmast

Farmaceutica
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http://www.catalog.md/drugs-companies/Gross-Laboratorio.html
http://www.catalog.md/drugs-companies/Gross-Laboratorio.html
http://www.catalog.md/drugs-companies/Laborsil-Industria-Farmaceutica.html
http://www.catalog.md/drugs-companies/Laborsil-Industria-Farmaceutica.html
http://www.catalog.md/drugs-companies/Laborsil-Industria-Farmaceutica.html

GERECLER
Kullanilan Maddeler
Akrilamit

2-akrilamido-2-metil propansiilfonik asit

Amonyum persiilfat
Asetonitril
Azoizobutironitril
Benzoil peroksit
-merkaptoetanol
Bromfenol mavisi
Dimetilkokoamin
Diklorometan
Dimetilasetamit
Dimetilsiilfoksit
Disodyum hidrojenfosfat
Diokzan
Gama-aminobutirik asit
Etanol

Fosforik asit
N,N-izopropilakrilamit
Kalsiyum karbonat
Kloroform

Maleik anhidrit

Seliiloz ester membran
Metakrilik asit

Metanol

Metil metakrilat
n-Hekzan
N,N-Dimetilakrilamit
N,N-Metilenbisakrilamit
Oktodesilamin
o-fitaldialdehit
Pentilentetrazol
Perklorik asit
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: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma Aldrich, Fransa

: Merck, Almanya

. Aldrich, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma Aldrich, Fransa

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich, Fransa

: Sigma, Cin

: Merck, Almanya

. Alfa Aesar, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Biotech, Amerika

: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma Aldrich, Fransa

: Sigma Aldrich, Fransa

: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich, Fransa

: Fluka, Isvicre

: Fluka, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya



Polietilen glikol 2000
Polietilen glikol 1000
Polietilen glikol 1500
Potasyum fosfat monobazik
Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Sodyum tetraborat

Sodyum tetrafloroborat
Tetrahidrofuran

Vinil benzil kloriir

Kullanilan Cihazlar
Buzdolab1
Derin Dondurucu

Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Distile Su Cihaz1
ELISA Yikama Cihazi

Enzim immiin Yo6ntemi Analiz Cihazi

Erime Derecesi Tayin Cihazi
Etiv

Fouriyer Déntigiimli
Infrared Spektrofotometresi

Hassas Terazi
Inkiibator

Manyetik karistirict (1siticilt)

Otoklav
Parcacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi
pH metre

Santrifiij

Steril Kabin
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: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Fluka, Almanya
: Merck, Almanya
: Fluka, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma, Fransa

: Sigma, ABD

: Sigma, Almanya

. Argelik No Frost, Tiirkiye
: Bosch, Almanya
: Shimadzu DSC-60, Japonya

Ekstar DSC 6200 TETRA, Amerika

: Millipore, Fransa
: Utrao, Cin
: Thermo Lab Original Systems

Multiskan EX, Amerika

: Electrothermal 9300, Amerika
: Niive FN500, Tiirkiye

: Schimadzu IR Prestige-21, Japonya
: Ohaus, Isvicre

: Combi SV12dx Fine PCR, Kore

: Heidolph MR 300/K, Almanya

IKA®-Werke, Almanya

: Hirayama HVES0, Japonya

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

: WTW Profi Lab Ph 597, Almanya
: Eppendorf Centrifuge 5417R,

Almanya

: Kojair Blue Series Technology,

Biowizard XtraLine, Finlandiya



Taramal1 Elektron Mikroskobu : FESEM SUPRATM 50 VP
ZEISS, Almanya

Ultrasonik Banyo : EIma T470/H, Singen, Almanya

Ultraturaks : T25 Janke &Kurtel IKA®
Labortechnic

X-Isin1 Kirinim Cihazi : XRD-Rikagu Rint 2000, Japonya

Yiiksek Basingl

S1vi Kromatografisi : Shimadzu 20-A, Japonya

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi : Zetasizer Nano Series, Ingiltere
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YONTEMLER

In Vitro Calismalar

GABA ile yapilan ¢calismalar
Erime derecesi tayini

GABA’nin erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi (Electrothermal 9300,
Amerika) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz 3 kez tekrarlanmustir.

Termal analiz

GABA’nin (~10 mg agirliginda) termal analizi DSC cihaz1 (Schimadzu DSC-60,
Japonya) kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aluminyum 6rnek kabinda,
50 mL.dk?! azot gazi akis hizi, 10°C.dk? 1s1 artisi ile 50-300°C araliginda
aluminyum referansa kars1 gergeklestirilmistir.

X-Isint Kirimim analizi

GABA’nin XRD analizi (XRD Rikagu Rint 2000, Japonya), 2-50°C araliginda,
40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti ve 2°C.dk™ ilerleme hizinda Rikagu jenerator
yardimiyla yapilmistir.

Infrared analizi

GABA’nin infrared analizi, FTIR (Schimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi
kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.

Parc¢acik sekli ve yiizey ozellikleri

GABA’nn pargacik sekli ve yiizey 6zellikleri SEM (Fesem Supratm 50 VP Zeiss,
Almanya) ile incelenmistir.

GABA 'min Yiiksek basingli sivi kromatografisi

In vitro galismalarda GABA nin miktar tayini HPLC (Schimdzu 20-A, Japonya)
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. http-4’te yer alan c¢alisma kosullarinin
modifikasyonu sonucu yapilan denemeler 1s18inda karar verilen ve analizlerde
kullanilan ¢alisma kosullar1 Cizelge 4’te sunulmustur.

Cizelge 4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Calisma Kosullar:

Cihaz Shimadzu-20 A
4.6 x 100 mm, 3 um Csg Inertsil CDS-3 kolon
Kolon
Pargacik Boyutu: 100A
Firin Sicaklig 30°C

Metanol: Disodyum hidrojen fosfat tamponu (Na;HPO4)

Hareketli Faz (40:60) (pH 6.7)

Dedektor Floresan Dedektor
Caligilan Dalga Boyu 280nm-450nm
Akis Hizi 0.8 mL.dk?
Enjeksiyon Hacmi 27 uL
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Analitik miktar tayini icin validasyon ¢alismalart

Analitik yontem validasyonunun ana hedefi, yontemin planlanan amaca uygun
oldugunu gostermektir; kullanilan test yonteminin dogruluk ve giivenilirliginin
verilerle kanitlanmasidir. Miktar tayini validasyonunda, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrar elde edilebilirlik), 6zgiinlik ve duyarlilik gibi
analitik parametreler esas alinmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan
calismada, Q2(R1)-Analitik Islem Validasyonu bashikli  Uluslararasi
Harmonizasyon Kilavuzu esas alinmistir (ICH, 1996).

Dogrusallik (Linearity)

Yontemin dogrusalligi, verilen aralikta analizi yapilan maddeyi degisik
konsantrasyonlarda i¢eren orneklerin elde edilen pik alanlari ile dogru orantili
olmasidir.

GABA’nin kromofor ya da elektrofor 6zelligi bulunmamasi nedeni ile diisiik
miktarlardaki GABA’nin analizi konvensiyonel HPLC-ultraviyole (UV), HPLC-
floresan ya da HPLC-elektrokimyasal saptama ile kolaylikla yapilamamaktadir. Bu
nedenle GABA’nin segici ve duyarli olarak analizinin kolon 6ncesi OPA/BME
tirevlendirmesi ile miimkiin oldugu bildirilmistir (Sekil 9) (Reisi ve ark., 2009;
Silva ve ark., 2009; http-4).

MH,
-~ ,l H =" e SCO0H
Hoco” ™~ TcooH 2
Glutamik Asit “-Aminobutirik A =it
. _CHD LOOH COOH
+ = TN, /
_— = | __ M i
"™ cHo W\ R Ty \ R
z \ [-metkaptoetanol
H (BME) Alldltiyo-
o-fitaldialdehit Amincasit v
(OPA) tiirevi

Sekil 9. Aminoasitlerin OPA/BME ile Tiirevlendirilmesi ile Olusan izoindol Tiirevleri
(http-4)

Stok tiirevlendirme reaktifinin hazirlanmasi:

Tiirevlendirme ajani olarak OPA/BME reaktifi kullanilmistir. Tartilan 27 mg OPA
1 mL metanolde ¢6ziindiiriilmiis, lizerine 5 L. BME ve 9 mL sodyum tetraborat
tamponu (0.1 M, pH 9.3) (TBT) eklenmesi ile stok tiirevlendirme ¢ozeltisi (STR)
hazirlanmistir. Cozeltinin 1s1ktan saklandiginda 5 giine kadar kararli oldugu
bildirildiginden 1siktan korunarak buzdolabinda saklanmustir (http-4).
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Gilinluk tirevlendirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Her giin taze olarak hazirlanan tiirevlendirme reaktifi (TR), 2.5 mL STR {izerine
7.5 mL TBT eklenmesi ile seyreltilerck elde edilmistir (http-4). Cozelti 1s1iktan
korunarak saklanmuistir.

Kolon Oncesi turevlendirme islemi:

Tiirevlendirme 6rnegin 400 pL’si izerine 300 pL TR eklenmesinin ardindan 2000
rpm’de 2 dakika siiresince karistirilmasi ile yapilmistir. Tepkime karanlikta
yiritilmistiir (http-4).

HPLC yonteminde kullanilacak GABA’ya ait standart egrinin belirlenmesi
amaciyla %50 metanolde stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden
hareketle 0.6-1.4 pgmL?! araliginda seyreltmeler yapilarak c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Tirevlendirme tepkimelarinin gergeklestirilmesinin ardindan elde
edilen bes nokta icin GABA konsantrasyonuna karsilik gelen alan degerleri
bulunmustur. Kalibrasyon esitlikleri olusturulmus ve giiven araligi (ClI)
belirlenmistir (n=6).

Kesinlik (Precision)

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeability), ara tirin kesinligi (intermediate precision)
ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) olarak saptanabilmektedir.

Tekrarlanabilirlik, ayni islem kosullarinda ve kisa zaman araligindaki kesinligi
ifade etmektedir. Yontemin tekrarlanabilirligi, ayni stok ¢ozelti kullanilarak
hazirlanan Orneklerin alan oOlglimiiniin birkag kez tekrarlanmasi ile elde
edilmektedir. Bu islem c¢oklu oOrnek hazirlanmasi (n=6) ya da 3 farkh
konsantrasyonda 3 tekrar ile yapilabilmektedir.

Ara iirtin kesinliginde, birbirinden bagimsiz olaylarin analitik yontemin kesinligine
olan etkisi bulunmaktadir. Bu degiskenler, giinler, analistler, kullanilan malzeme
ve araglar olabilmektedir. Yeniden iiretilebilirlik ise farkli laboratuvarlarda deneyin
tekrarlanarak, sonuglar arasindaki kesinligin  gosterilmesidir. Yontemin
standardizasyonu i¢in genellikle farkli birimlerle ortak ¢aligmalar yapilmaktadir.
Bu zorunlu olmayan bir validasyon parametresidir.

Yontemin tekrarlanabilirligini gostermek ic¢in 3 farkli konsantrasyonda GABA
igeren 6rnek hazirlanmis ve her bir konsantrasyon igin 6 6l¢tim tekrari yapilmstir.
Yontemin tekrar elde edilebilirligi i¢in de, aynmi seriler farkli giinlerde tekrar
hazirlanmis; sonuglar, standart hata (SH), bagil standart sapma (BSS) ve %95 CI
olarak verilmistir.

Dogruluk (Accuracy)

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

Dogrulugun belirlenebilmesi icin, 3 farkli konsantrasyonda GABA iceren ornek
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 6 6l¢iim tekrart yapilmistir. Hesaplanan
miktarlar, gercek miktarlarla karsilastirilmis; sonuglar % geri kazanim, SH, BSS
olarak verilmistir.
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Duyarlilik (Sensitivity)

Kullanilan analitik yontemlerin diisiik konsantrasyonlari saptayabilme yetenegidir.
Saptama smir1  (LOD) ve miktar tayini smir1  (LOQ) hesaplanarak
degerlendirilmektedir.

LOD, standart madde sinyalinin geri plan giiriiltiisiinden ayrilabilmesi i¢in gerekli
olan en diisiik madde miktaridir. Yontemin aletli olup olmamasina bagli olarak
LOD degerinin belirlenmesinin bir¢ok yontemi bulunmaktadir. Yontemler gorsel
degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve elde edilen cevabin ve egimin standart
sapmasi olarak siralanabilir.

Sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diisiik derigimi olan LOD degeri
asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik 1).

[3.3x SS]
m

Burada, SS: y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m: korelasyon esitliginin egimidir
(ICH, 1996).

LOD=

(Esitlik 1)

LOQ, standart maddenin giivenilir sekilde dogru Ol¢limiiniin yapilabilmesi i¢in
gerekli olan en diisiik madde miktaridir. LOD degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemler LOQ i¢in de gegerlidir.

Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
belirlenebildigi miktar tayini alt smir1 (LOQ) degeri Esitlik 2 kullanilarak
belirlenmistir.

[10 x SS]
m

Burada, SS: y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m: korelasyon esitliginin egimidir
(ICH, 1996).

(Esitlik 2)

LOQ=

Secicilik (Specificity)

Analitik yontemin, yalnizca amaglanan bileseni veya bilesenleri tayin edebilme
yetenegidir. Tek bir bilesen icin yapilan 6l¢iim, ortamda bulunabilecek diger
bilesenlerden (yardimci maddeler, biyolojik Ornekteki endojen bilesikler, etkin
maddenin bilinen metabolitleri, safsizliklar, bilinen veya bilinmeyen degradasyon
iriinleri) kaynaklanabilecek girisimlerden etkilenmemelidir. Secicilik, karmasik
numune karisiminin analizinde girisim derecesinin de 6l¢iisiidiir.

Yontemin segiciligi plasebo analizleri kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alisma igin,
GABA disinda formiilasyondaki diger biitiin bilesenleri iceren PNP ve HNT
formiilasyonlarinin plasebolari hazirlanmistir. Ornekler miktar tayini calismasinda
kullanilan islem basamaklarindan gegirilmis, elde edilen kromatogramlardan
formiilasyondaki diger bilesenlerin girisiminin GABA’nin segiciligine etkisi
degerlendirilmistir.
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Saglamlik/Tutarlilik (Robustness)

Tutarlilik yontem parametrelerinin cesitliligi denenerek, yontemin giivenilir
oldugunun gosterilmesidir.

Tutarlilik ¢alismalart i¢in hareketli faz, akis hizi, tiirevlendirme tepkimesi gibi
yontem parametreleri degistirilmis, validasyon ve miktar tayininin giivenilirligi i¢cin
en uygun kosullar belirlenmistir.

Calisma Kosullarinda Kararlilik
Formiilasyon hazirlama kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararliligt PNP hazirlama (n-hekzan, 60°C’de) ve HNT hazirlama
kosullarinda (distile su, 80°C’de) incelenmistir (n=3).

Etkin madde miktar tayini analizi i¢in 6rnek hazirlama kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararliligt GABA’nin formiilasyondan ekstraksiyonu i¢in
kullanilan ortamda, %50 metanolde, 40°C sicaklikta ultrasonikasyon altinda
incelenmistir (n=3).

In vitro salim ortami kosullarindaki kararliltk

Etkin maddenin kararlilig1 in vitro salim ortami olan fosfat tamponunda (PBS) (pH
7.4, 37°C’de) incelenmistir (n=6).

Sterilizasyon yontemi kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararliligi UV radyasyon ile sterilizasyon ortaminda incelenmistir
(n=3).

In vitro salim ¢calismasinda GABA miktar tayini icin validasyon ¢alismalart

In vitro salim galismasinda GABA miktar tayini i¢in kullanilan HPLC sistemi daha
genis calisma aralig1 kullanilarak tekrar valide edilmistir. Dogrusallik, kesinlik,
dogruluk ve duyarlilik parametreleri agisindan Sayfa 40°da “Analitik miktar tayini
icin validasyon ¢alismalari’nda anlatildig: sekilde degerlendirme yapilmigstir.

Polimerik yiizey etkin madde ile yapilan ¢calismalar
Polimerik yiizey etkin madde sentezi

PYEM sentezi vinil benzil kloriir ve dimetilkokoamin kullanilarak
gerceklestirilmistir. %80 tepkimeye girecek madde olacak sekilde yiiriitiilen
tepkimede 1:1 molar oran i¢in 42 mmol (6.41 g) vinil benzil kloriir (VBC) ve 42
mmol (9.618 g) dimetilkokoamin ii¢ boyunlu balona eklenmistir. Uzerine 20 mL
distile su eklenerek bulanik bir karisim elde edilmistir. Tepkime bazik ortamda daha
kisa siirede gergeklestiginden yeterli miktar sodyum karbonat eklenerek tepkime
ortam1 bazik hale getirilmistir. Tepkimenin baslangicinda tepkime kabindan azot
gazi (N2)) gegirilmistir. Tepkime 50 °C’de, sekiz saat siiresince silikon yagi
banyosu kullanilarak manyetik karistirict yardimi ile saglanmaigtir.

Tepkime oncesi gbzlenen bulanik karisim tepkime sonunda berrak viskoz ¢ozelti
haline doniligmiistiir. Titrasyon ile tepkime doniisiimii degerlendirilmistir.
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Titrasyon prosediirii

Tepkime olusumunun degerlendirilmesinde kullanilan titrasyonda polimerik yiizey
etkin madde sentezi sonucu olusan 6rnekten 0.3-0.5 g tartilmis ve tizerine 100 mL
distile su eklendikten sonra manyetik karistirictda tamamen ¢Ozlinme
gerceklesinceye kadar karistirilmistir. Bu ¢ozeltiden 20 mL alinip iizerine 50 mL
distile su, 5 mL pH 10 sodyum fosfat tamponu ve 1 mL bromofenol mavisi
eklenerek manyetik karistirici yardimi ile karistirilmistir. Mavi renkli ¢6zeltiye 30
mL kloroform eklenmis ve 5-10 dk daha 450 rpm’de manyetik karistiricida
karistirma stirdiiriilmiistiir. Bir siire dinlendirmenin ardindan alt fazi1 mavi {ist fazi
beyaz olan iki fazli bir karisim elde edilmistir. Alt fazdaki mavilik kaybolup lila
rengine doniinceye kadar titrant olan tetrafloraborat ¢ozeltisinden eklenmis ve
harcama kaydedilmistir. Esitlik 3’te yer alan esitlik kullanilarak % doniisim
hesaplanmustir.

%0 - 0.5 x 0.01 x Ma g/mol x harcanan mL.

m drnek
(Esitlik 3)

Ma: Sentezlenen ylizey etkin maddenin molekiil agirlig
Harcanan mL: Harcanan titrantin mililitresi
m ornek: Tartilan 6rnek miktari

%Q: Tepkime doniisiim miktari

Termal analiz

PYEM’in (~10 mg agirliginda) termal analizi DSC cihazi kullanilarak, basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™ azot gaz1 akis hizi,
10°C.dk* 1s1 artist ile 50-300°C araliginda aluminyum referansa karsi
gergeklestirilmis ve maddenin termogrami elde edilmistir.

Infrared analizi

48 saat stiresince 80°C’lik etiivde bekletilen ve suyu ucurulan PYEM c¢ozeltisinden
elde edilen yar1 kat1 seklin FTIR analizi, 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda
yapilmistir.

Kullanilan diger maddeler ile yapilan ¢calismalar
Termal analiz

Monomer olarak kullanilan Ac ve N,N-Dimetilakrilamit’in (DMAC) ve ¢apraz
baglayict roliinii iistlenen NMBAc’nin (~10 mg agirliginda) termal analizi, DSC
cthaz1 kullanilarak, basin¢ yardimiyla kapatilmis aluminyum 6rnek kabinda,
50 mL.dk?! azot gazi akis hizi, 10°C.dk? 1s1 artis1 ile 50-300°C araliginda
aluminyum referansa karsi yapilmstir.

X-1stn1 Kerznum analizi

Ac ve NMBAc’nin XRD analizi 2-50°C araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim
siddeti ve 2°C.dk? ilerleme hizinda Rikagu jeneratér yardimiyla
gergeklestirilmistir.
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Infrared analizi

Ac, DMAc ve NMBAc’nin FTIR analizi, 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda
yapilmustir.

Halosit ile yapilan ¢alismalar
Parcacik biiyiikliigii ve dagiluim analizi

HNT’nin pargacik biyiikliigii ve dagilimi lazer kirmim cihazi (Zetasizer Nano
Series, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir.

Zeta potansiyel analizi

HNT’nin zeta potansiyeli Malvern Zetasizer cihaz1 (Ingiltere) kullanilarak
belirlenmistir. Olgiimler, tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda,
distile su ile seyreltilerek gerceklestirilmistir. Distile sudaki iletkenligin neden
olabilecegi kiigiik degisimlerin 6l¢iim sonuglarini etkilememesi i¢in kullanilan
distile suyun iletkenligi 6l¢iimlerden 6nce sodyum kloriir (NaCl) ile 50 uS’e
ayarlanmugtir.

Parc¢acik sekli ve yiizey ozellikleri
HNT’lerin yiizey 6zellikleri ve sekilleri SEM ile belirlenmistir.
Termal analiz

HNT’nin (~10 mg agirliginda) termal analizi DSC cihaz1 kullanilarak, basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum &rnek kabinda 50 mL.dk™ azot gaz1 akis hiz,
10°C.dk* 1s1 artist ile 50-550°C araliginda aluminyum referansa kars
gerceklestirilmis ve maddenin termogrami elde edilmistir.

Infrared analizi

HNT nin FTIR analizi 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
Polimerik nanopartikiil formiilasyonu hazirlama ¢calismalart

Polimerik nanopartikiil 6n formiilasyon ¢alismalari

Nanoboyutta pargaciklarin elde edilmesi amaclandigindan, cesitli monomerler,
capraz baglayicilar, baslaticilar ve polimerizasyon prosediirleri kullanilarak
formiilasyon denemeleri yapilmistir.

MAA, metilmetakrilat, 2-akrilamido-2-metilpropan siilfonik asit, Ac, DMAC,
N,N-isopropil akrilamit gibi monomerler; amonyum persiilfat, benzoil peroksit,
azoizobutironitril (AIBN) gibi baslaticilar; dispersiyon ya da ¢odziinme ortami
olarak su, diklorometan, dioksan, dimetilsiilfoksit (DMSO), dimetilasetamit gibi
coziicliler kullanilarak ¢ozelti, siispansiyon ve emdiilsiyon polimerizasyonu gibi
farkli polimerizasyon prosediirleri denenmistir.

Sicaklik, karistirma hizi, tepkime siiresi gibi parametreler degistirilerek
nanoboyutta formiilasyon tasarimi hedeflenmistir.

Ters emiilsiyon polimerizasyonu ile hazirlanan formiilasyonlar: dispersiyon
hacminin degistirilmesine bagl olarak farkli konsantrasyonlarda PYEM igeren
denemeler ile PNP-1, PNP-2, PNP-3 ve PNP-4 kodlan ile adlandirilmistir.
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Denemelerde dispersiyon ortami olarak n-hekzan kullanildiginda kapali sistem
uygulanmasina karar verilmistir.

Gergeklestirilen 6n ¢alismalar 1s181nda, calismada sentezlenen monomer ve ylizey
etkin madde olarak rol oynayan katyonik yiizey etkin madde, ikincil monomer
olarak Ac, DMACc, farkli PEG 1000, PEG 1500 ve PEG 2000 tiirevleri, gapraz
baglayici olarak NMBAc ve baslatict olarak AIBN kullanilan emiilsiyon
polimerizasyonu yontemi ile PNP’ler hazirlanmstir.

On formiilasyonlar sonrasinda hazirlama prosediirii parametreleri ve bilesen
oranlar1 degistirilerek ¢esitli formiilasyonlar elde edilmistir. “Formiilasyon
Calismalar:” boliimiinde igerikleri ayrintili olarak anlatilan bu formiilasyonlarin
karakterizasyon, in vitro salim ve kararlilik ¢alismalari ger¢eklestirilmis ve hayvan
deneyleri i¢in kullanilacak formiilasyonlar belirlenmistir.

Polimerik nanopartikiil formiilasyon calismalar

Polimerizasyon i¢cin PYEM yiizdesinin belirlenmesi

Formiilasyonlar dispersiyon ortami %0.25 (PNP-8), %0.5 (PNP-7), %1 (PNP-4),
%2 (PNP-5) ve %3’i (PNP-6) oraninda PYEM igerecek sekilde hazirlanmistir.
Formiilasyon bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 5’te yer almaktadir. Tiim
formiilasyonlarda bilesenlerin molar oranlar1 sabit tutulmustur. Farkli PYEM
yiizdeleri kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda oncelikli olarak gerekli
miktarda tartilan PYEM ¢ozeltisi lizerine gerekli miktarda GABA yaklagik 400 puL.
suda ¢oziindiiriilerek eklenmistir. Dispersiyon ortami olarak kullanilan n-hekzanin
eklenmesinin ardindan tam karismay1 saglamak ve emiilsiyon goriiniimii elde etmek
amaciyla manyetik karistiricida bir saat siire ile karistirilmistir. Uzerine capraz
baglayici olarak kullanilan NMBAC eklenmistir. Baslatict olarak AIBN
eklenmesinin ardindan tepkime ortamindan Nz gegirilmistir. Tepkime kabinin
daha 6nceden 60°C’ye getirilen silikon yag banyosuna yerlestirilmesinin ardindan
tepkime 60°C’de 250 rpm’de manyetik karistirici ile cam sisede gergeklestirilmistir.
3 saat 60°C’de yiiriitiilen tepkime sonunda hekzan 50°C’lik etiivde buharlastirilmis
ve kalan monomerlerin uzaklastirilabilmesi i¢in 50 mL hekzan ile dort saat
sliresince  karigtirilarak pargaciklarin  yikanmasi saglanmigtir. Elde edilen
parcaciklar petri kabina yayilarak 50°C’lik etiivde 8 saat boyunca kurutulmustur.

Cizelge 5. Farkh PYEM Yiizdelerinde (960.25, %0.5, %1, %2, %3) Hazirlanan
Formiilasyonlarin Bilesenlerinin Molar Oranlari ve Formiilasyon Hazirlama

Kosullan
PNP-4, PNP-5, PNP-6, PNP-7, PNP-8

PYEM 1

Capraz baglayic1 (NMBACc) 0.2

Etkin madde (GABA) 0.2

Ortam hacmi (mL) 160

Sicakhik (°C) 60

Karistirma hizi (rpm) 250

Karistirier tipi Manyetik

Siire (saat) 3
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Polimerizasyon i¢in uygun PYEM:GABA oraninin belirlenmesi

Ayni tepkime prosediirii kullanilarak 1:2, 1:1, 1:0.5 ve 1:0.33 molar oran igin
gercken miktarda tartilan PYEM ¢ozeltisi ve GABA kullanilarak Sayfa 46°da
“Polimerizasyon i¢in PYEM yiizdesinin belirlenmesi” konusunda anlatilan iglem
basamaklar1 izlenerek farkli PYEM:GABA molar oraninda formiilasyonlar
hazirlanmistir. Formiilasyon bilesenleri ve oranlar1 Cizelge 6’da yer almaktadir.

Cizelge 6. Farkh PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan Formiilasyonlarin
Bilesenlerinin Molar Oranlari ve Formiilasyon Hazirlama Kosullari

PNP-9  PNP-10 PNP-11 _ PNP-17 _ PNP-14*

PYEM 1 1 1 1 1
Capraz baglayic1 (NMBAc) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Etkin madde (GABA) 1 0.5 0.33 2 -

Ortam hacmi (mL) 160 160 160 160 160
Sicaklik (°C) 60 60 60 60 60
Karistirma hizi (rpm) 250 250 250 250 250
Karstirier tipi Manyetik Manyetik Manyetik Manyetik Manyetik
Siire (saat) 3 3 3 3 3

*: PNP-14 formiilasyonu PNP-9 formiilasyonunun etkin madde igermeyen (plasebo) seklidir.

Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi

Formiilasyonlar ters emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir.
Monomer olarak Ac ve DMAC igeren pargaciklar sentezlenmistir. Formiilasyon
bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 7°de yer almaktadir.

Cizelge 7. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Bilesenlerinin Molar Oranlari ve
Formiilasyon Hazirlama Kosullari

PNP-12 PNP-15* PNP-13 PNP-16*
PYEM 1 1 1 1
Capraz baglayic1 (NMBAc) 0.2 0.2 0.2 0.2
Etkin madde (GABA) 1 - 1 -
Monomer 1 (Ac) 1 (Ac) 1 (DMAC) 1 (DMAC)
Ortam hacmi (mL) 160 160 160 160
Sicaklik (°C) 60 60 60 60
Karistirma hizi (rpm) 250 250 250 250
Karistiricl tipi Manyetik Manyetik  Manyetik Manyetik
Siire (saat) 3 3 3 3

*: PNP-15 formiilasyonu PNP-12"nin, PNP-16 formiilasyonu PNP-13’iin etkin madde icermeyen
(plasebo) seklidir.
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Gerekli konsantrasyonda PYEM ¢ozeltisinin {izerine suda ¢oziindiiriilmiis GABA
eklenmistir. Ardindan bu karisima PNP-12 formiilasyonu i¢in 1:1 GABA:monomer
molar orani i¢in gereken miktarda Ac, PNP-13 formiilasyonu i¢in gereken miktarda
DMAc monomeri eklenmistir. Dispersiyon ortami olarak kullanilan n-hekzan
eklenerek bir saat karistirilmis, emiilsiyon olusumunun gézlenmesinin ardindan
NMBACc eklenmistir. Baglatici olarak AIBN eklenmesinin ardindan 60°C’de cam
sisede tepkime gergeklestirilmistir. 3 saat 60°C’de manyetik karistirici ile yiiriitiilen
tepkime sonunda n-hekzan 50°C’lik etiivde buharlastiriimistir. Kalan monomerlerin
uzaklastirilabilmesi icin 50 mL hekzan ile dort saat siiresince Kkaristirarak
pargaciklarin yikanmasi saglanmistir. Daha sonra siizme islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen parcaciklar petri kabina yayilarak 50 °C’de etiivde 8 saat siiresince
kurutulmustur.

GABA i¢ermeyen nanopartikiil formiilasyonlar1 ayni prosediir ile GABA
eklenmeksizin hazirlanmustir.

Farkh karigtiricilar kullanilarak formiilasyonlarin hazirlanmasi

SEM goriintiileri esas alindiginda PNP’lerde morfolojik acidan kiireselligi
yakalamak i¢in ultraturaks (UT) gibi yiiksek hizda karistiricilar kullanilarak cesitli
formiilasyon denemeleri yapilmistir. Formiilasyon bilesenleri Cizelge 8’de
sunulmustur.

Cizelge 8. Farkh Kanistiricilar Kullanilarak Hazirlanan Formiilasyonlarin Bilesenlerinin
Molar Oranlari ve Formiilasyon Hazirlama Kosullar:

PNP-18  PNP-19  PNP-20 PNP-23  PNP-24  PNP-34*

PYEM 1 1 1 1 1 1

Capraz baglayici

(NMBAG) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Etkin madde

(GABA) 1 1 1 1 1 -

Monomer . ) ) 1 ) 1

(DMAC)

Ortam hacmi 160 160 160 160 160 160

(mL)

Sicaklik (°C) 60 60 60°C 60°C 60°C 60°C

g;fr‘st“ma bz 20000 5000 8000 8000 +250 8000 +250  8000+250
uT UT IKA UT IKA UT IKA

Karistiric tipi Heidolph ;J;—Nll};é g&';rNIZKS'g 25N25G + 25N25G + 25N25G +
12F/M manyetik manyetik manyetik

Siire (saat) 3 saat 3 saat 3 saat 3 saat 3 saat 3 saat

*: PNP-34 formiilasyonu PNP-23 formiilasyonunun etkin madde igermeyen (plasebo) seklidir.

Gergeklestirilen emdiilsiyon polimerizasyonu yonteminde, denemeler sonucunda
oncelikle yiiksek hizli yani UT kodlu karigtiricilarin = kullanilmasina ve
polimerizasyona manyetik karistirici ile devam edilmesine karar verilmistir. Bu
sekilde daha kararli 6n emiilsiyon olusumu ve kiiresel PNP’ler elde edilmistir.
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Farkli NMBAc kullanilarak formiilasyonlarin hazirlanmasi

Farkli NMBAc oranlar1 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin hazirlama
kosullar Cizelge 9’da yer almaktadir.

Cizelge 9. Farklh NMBAc Oranlarinda Hazirlanan Formiilasyonlarin Bilesenlerinin Molar
Oranlari ve Formiilasyon Hazirlama Kosullar:

PNP-21 PNP-22 PNP-23
PYEM 1 1 1
Capraz baglayict (NMBAc¢) 0.5 1 0.2
Etkin madde (GABA) 1 1 1
Monomer (DMAC) 1 1 1
Ortam hacmi (mL) 160 160 160
Sicaklik (°C) 60 60 60
Karistirma hizi (rpm) 8000+250 8000+250 8000+250
Karistiricr tipi uT IKA 25N25G + UT IKA 25N25G + UT IKA 25N25G +
manyetik manyetik manyetik
Siire (saat) 3 3 3

Farkli PEG tiirevieri kullamilarak formiilasyonlarin hazirlanmasi

PNP-23 ve PNP-24 formiilasyonlarinin bilesen oranlar1 esas alinarak PEG iceren
formiilasyon denemeleri yapilmistir (Cizelge 10).

Cizelge 10. Polimerizasyon Sonrasi PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan Formiilasyonlarin
Bilesenlerinin Molar Oranlari ve Formiilasyon Hazirlama Kosullar:

Polimerizayon Sartlar:

PNP-25 PNP-26 PNP-27 PNP-31*
PYEM 1 1 1 1
Capraz baglayic1 (NMBAc¢) 0.2 0.2 0.2 0.2
Etkin madde (GABA) 1 1 1 -
Monomer (DMAC) 1 1 1 1
Ortam hacmi (mL) 160 160 160 160
Sicaklik (°C) 60 60 60 60
Karistirma hizi (rpm) 8000+250 8000+250 8000+250 8000+250
UT IKA UT IKA UT IKA UT IKA
Karistiricr tipi 25N25G + 25N25G + 25N25G + 25N25G +
manyetik manyetik manyetik manyetik
Siire (saat) 3 saat 3 saat 3 saat 3 saat

Pegilasyon Prosediirii

PEG:PNP (Kkiitlesel oran) 11 1:1 1:1 11
Karistirma hizi (rpm) 200 200 200 200
Karigtirma siiresi (saat) 1 6 24 1

*PNP-31 formiilasyonu PNP-25 formiilasyonunun etkin madde icermeyen (plasebo) seklidir.
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PNP-25, PNP-26 ve PNP-27 formiilasyonlari, PNP-23 formiilasyonunun
bilesenlerinin polimerizasyon tepkimesi sonrasinda pargaciklarin sulu PEG 2000
coOzeltisi ile sirasiyla 1 saat, 6 saat ve 24 saat karistirilmasi sonrasinda dondurarak
kurutulmasi ile hazirlanmastir.

PNP-28, PNP-29 ve PNP-30 formiilasyonlarinda ise polietilen glikol 1000 maleik
anhidrit (PEG 1000 MA) vya da polietilen glikol 1500 maleik anhidrit
(PEG 1500 MA) gibi PEG tiirevleri polimerizasyona katilarak kullanilmuistir.
Polietilen glikol maleik anhidrit (PEG MA) igeren PNP formiilasyonlar1 kodlar1 ve
bilesenleri Cizelge 11°de verilmistir.

Cizelge 11. Farklh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan
Formiilasyonlarin Molar Bilesenleri ve Formiilasyon Hazirlama Kosullari

PNP-28 PNP-29 PNP-32* PNP-30 PNP-33*
PYEM 1 1 1 1 1
Capraz baglayici 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
(NMBAC)
Etkin madde (GABA) 1 1 - 1 -
Monomer (DMAC) - - - 1 1
PEG MA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

(PEG (PEG (PEG (PEG (PEG

1500MA)  1000MA) 1500MA)  1000MA)  1000MA)
Ortam hacmi (mL) 160 160 160 160 160
Sicakhik (°C) 60 60 60 60 60

Karistirma hizi (rpm)  8000+250  8000+250 8000+250  8000+250  8000+250

Karistiricr tipi UT IKA UT IKA UT IKA UT IKA UT IKA
25N25G + 25N25G + 25N25G + 25N25G + 25N25G +
manyetik manyetik manyetik manyetik manyetik

Siire (saat) 3 3 3 3 3

*: PNP-32 formiilasyonu PNP-29 formiilasyonunun, PNP-33 formiilasyonu PNP-30
formiilasyonunun etkin madde icermeyen (plasebo) seklidir.

Formiilasyonlarn sterilizasyonu

PNP formiilasyonlar1 sicakligin uygulanmadig: sterilizasyon yontemlerinden olan
UV 1ginlant (Kojair Blue Series Xtra Line, Finlandiya) ile 15 dakika siiresince
sterilize edilmistir (Tirnaksiz, 2009).

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin ozelliklerine ait ¢alismalar
Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarin pargacik biiytlikliigli ve dagilimi lazer
kirinim cihazi kullanilarak belirlenmistir.
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Zeta potansiyel analizi

Nanopartikiillerin zeta potansiyelleri Malvern Zetasizer cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Olgiimler, tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda,
distile su ile seyreltilerek gerceklestirilmistir. Distile sudaki iletkenligin neden
olabilecegi kiiciik degisimlerin 6l¢iim sonuglarini etkilememesi i¢in kullanilan
distile su 6lgtimlerden 6nce NaCl ile 50 uS iletkenlige ayarlanmistir.

Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

Taze hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin yiizey 6zellikleri ve sekilleri SEM
ile belirlenmistir.

Termal analiz

Nanopartikiil formiilasyonlarinin (~10 mg agirlifinda) termal analizi DSC cihazi
kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aluminyum &rnek kabinda, 50 mL.dk™
azot gaz1 akig hiz1, 10°C.dk™* 1s1 artist ile 50-300°C araliginda aluminyum referansa
kars1 gergeklestirilmistir.

X-Isini Kirnimi Analizi

Formiilasyonlara ait XRD analizleri, 2-50°C araliginda, 40 kV voltaj ve 20mA akim
siddeti ve 2°C.dk™ ilerleme hizinda Rikagu jeneratdr kullanilarak yapilmustir.

Infrared analizi

Nanopartikiil formiilasyonlarimin FTIR analizleri 4000-500 cm™ dalga boyu
araliginda gerceklestirilmistir.

Formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin madde icerigi GABA’nin HPLC
ile Analitik Miktar Tayini boliimiinde anlatilan analiz kosullarinda saptanmaigtir.

Tam tartilmis 50 mg nanopartikiil formiilasyonu, 100 mL %50 metanol igerisinde
50°C’de 15dk siiresince ultrasonik banyo kullanilarak dagitilmigtir. GABA miktari
0.22 um poliyamit filtreden siiziilerek gerekli seyreltmelerin ardindan
belirlenmistir. Deney her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlanmustir.

Kullanilan poliyamit filtre i¢in 0.1 pg.mL?, 0.5 pg.mL* ve 1 pg.mL* GABA
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler ile filtre adsorpsiyon testi ger¢eklestirilmistir.

In vitro salim ¢calismalar

PNP’lerden GABA salim1 PBS’de (pH 7.4) Wilson ve arkadagslar1 (Wilson ve ark.,
2008) tarafindan tanimlanan yontem esas alinarak gergeklestirilmistir. Calisma
kosullar1 25 mL degaze ve sterilize edilmis PBS (pH 7.4), 37 £0.5°C sicaklik ve
100 rpm karigtirma hizi olarak belirlenmistir. Oncelikle 1 mg GABA igeren
nanopartikiiller selilloz asetat membrana (molekiil agirhig 3500-5000 da)
yerlestirilmis ve az miktarda dissollisyon ortami eklenmistir ve sizdirmadan
kapatilmistir. Diyaliz membrani 37 £0.5°C’de tutulan ve 100 rpm’de siirekli karisan
cozlinme ortami igeren reseptor kompartimanina daldirilmistir. Reseptor
kompartiman ¢6ziinme ortaminin buharlasmasini Onlemek i¢in kapatilmistir.
Ornekler daha 6nceden belirlenen zaman araliklarinda diyaliz membranin disindaki
¢Oziinme ortamindan 0.8 mL hacimde alinmis ve ayn1 miktarda taze ¢ézlinme sivisi
eklenmistir.

51



Orneklerdeki GABA konsantrasyonu GABA 'min “In Vitro Salim Calismasinda
GABA Miktar Tayini i¢in Validasyon Calismalar:” bolimiinde belirtilen kosullarda
HPLC cihaz1 ile analiz edilmistir. Farkli zamanlarda salinan GABA
konsantrasyonlar1 ile hesaplanan % kiimiilatif salinan GABA degerleri zamanin
fonksiyonu olarak grafige gecirilmistir. Her bir nanopartikiil i¢in deney 6 kez
tekrarlanmigtir.

UV radyasyon ile sterilizasyonun nanopartikiil 6zelliklerine etkisini incelemek
amaci ile sterilizasyon sonrast PNP formiilasyonlarindan GABA salim1 aym
calisma sartlarinda incelenmistir (n=6).

Nanopartikiil formiilasyonlarina ait Kararlilik calismalart

Hazirlanan PNP formiilasyonlarimin kararlilik 6zelliklerini incelemek igin
preparatlar 25°C £1°C, 4°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 bagil nem (BN) ve
40°C £1°C’lik ortamlara konulmustur. Formiilasyonlarin kararlilik testleri nceden
belirlenen periyotlarda (0., 30., 60. ve 90. ginler) gerceklestirilmistir.
Formiilasyonlar tizerinde pargacik biiyiikliigii, zeta potansiyel, pH, fiziksel goriiniis,
DSC, FTIR ve etkin madde miktar tayini analizleri yapilmistir.

Halosit nanotiip formiilasyonu hazirlama ¢calismalar
Halosit nanotiip formiilasyonu on formiilasyon ¢alismalar

Yapilan o6n calismalarda HNT’lere etkin madde yiliklenmesi farkli basing
uygulamalar1 ile vakum altinda ve sicaklik uygulanmasi ile saglanmistir.
Denemeler sonucunda hazirlama proseslerindeki 6zellikler goz dniine alindiginda
belirlenen basingta vakum altinda GABA igeren HNT formiilasyonlari
hazirlanmasina karar verilmistir.

Is1 ile hazirlanan formiilasyonlarda ise hazirlama siiresi acgisindan denemeler
yapilmis ve yiikleme kapasitesi etkinligi degerlendirilerek hazirlama siiresine karar
verilmistir.

Halosit nanotiip formiilasyonu ¢alismalari
Vakum altinda formiilasyon hazirlama

1:1 molar oran olacak sekilde gereken miktarda tartilan bog HNT’lere 15 dk
stiresince 100 mmHg basing uygulanmasi ile havanin uzaklastirilmasi ve tiiplerin
acilmasi saglanmistir. Ardindan GABA ¢o6zeltisi eklenmis, manyetik karistirict
kullanilarak karigsmasi saglanmis ve 30 dk siiresince 100mmHg basing ile vakum
altinda tutulmustur. Bu proses 2 kez iistiiste tekrar edilmistir.

Sicaklik uygulanarak formiilasyon hazirlama

1:1 molar oran olacak sekilde tartilan bos HNT’ler bidistile suda 80°C’de bir saat
stiresince sigirilmistir. Ardindan manyetik karistiricida karistiritlan HNT ¢6zetisine
enjektor yardimi ile gereken miktarda GABA ¢o6zeltisi eklenmistir. Manyetik
karistiricida 80°C’de 1 saat siiresince karistirilma siirdiiriilmiistiir. Bidistile su ile
yikama isleminin gergeklestirilmesinin ardindan 2000 rpm‘de 15 dk santrifiij
edilerek GABA igeren nanotiipler ayrilmis ve etiivde kurutulmustur.

Ayni prosediir kullanilarak 1:2 molar oranda HNT:GABA parcaciklari
hazirlanmistir.
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Etkin madde yiikleme kapasitesini arttirabilmek amaci ile yikama yapilmaksizin
GABA igeren nanotiipler de hazirlanmistir.

Formiilasyonlarin sterilizasyonu

HNT formiilasyonlar1 UV 1sinlari ile 15 dakika siiresince sterilize edilmistir.
Halosit nanotiip formiilasyonlarinin ozelliklerine ait calismalar

Par¢acik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

HNT’lerin pargacik biiylkligli ve dagilimi lazer kirmim cihazi kullanilarak
belirlenmistir.

Zeta potansiyel analizi

HNT’lerin zeta potansiyellerinin belirlenmesinde Malvern Zetasizer cihazi
kullanilmistir. Olgiimler, tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25°C oda sicakliginda,
distile su ile seyreltilerek gerceklestirilmistir. Distile sudaki iletkenligin neden
olabilecegi kiiciik degisimlerin dl¢iim sonuglarini etkilememesi igin kullanilan
distile su 6l¢timlerden 6nce NaCl ile 50 uS iletkenlige ayarlanmistir.

Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri
HNT lerin yiizey 6zellikleri ve sekilleri SEM ile belirlenmistir.
Termal analiz

HNT formilasyonlarinin (~10 mg agirhiginda) termal analizi DSC cihazi
kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aluminyum &rnek kabinda, 50 mL.dk™
azot gazi akis hiz1, 10°C.dk* 1s1 artisi ile 50-550°C araliginda aluminyum referansa
kars1 gerceklestirilmis ve maddenin termogrami elde edilmistir.

X-isimi kirimim analizi

HNT’lere ait XRD analizleri, 2-50°C araliginda, 40 kV voltaj ve 20mA akim siddeti
ve 2°C.dk? ilerleme hizinda Rikagu jeneratdr kullanilarak elde edilmistir.

Infrared analizi

HNT igeren nanopartikiil formiilasyonlarmin FTIR analizleri 4000-500 cm™ dalga
boyu araliginda gergeklestirilmistir.

Halosit nanotiip formiilasyonlarinda etkin madde miktar tayini
Hazirlanan nanotlip formiilasyonlarinda etkin madde miktar tayini “GABA nin

viiksek basingli sivi Kromatografisi” bolimiinde anlatilan analiz kosullarinda
gerceklestirilmistir.

Tam tartilmis 50 mg HNT igeren nanopartikiil formiilasyonu, 100 mL %50 metanol
icerisinde 50°C’de 15 dk siiresince ultrasonik banyo kullanilarak dagitilmistir. 0.22
um poliyamid filtreden siiziilerek gerekli seyreltmelerin ardindan GABA miktari
saptanmistir. Deney her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlanmastir.

In vitro salim calismalart

HNT’lerden GABA salim1 “In vitro Salim Calismalari” konusunda (Sayfa 51)
anlatildig1 sekilde PBS’de (pH 7.4) Wilson ve arkadaslar1 (Wilson ve ark., 2008)
tarafindan tanimlanan ydntem esas alinarak gergeklestirilmistir. Orneklerdeki
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GABA konsantrasyonu daha 6nce GABA ig¢in belirtilen sartlarda HPLC cihazi ile
analiz edilmistir. Farkli zamanlarda salinan GABA konsantrasyonlar1 ile
hesaplanan % kiimiilatif salinan GABA degerleri zamanin fonksiyonu olarak
grafige gecirilmistir. Her bir nanotiip 6rnegi i¢in deneyler 6 kez tekrarlanmstir.

UV radyasyon ile sterilizasyonun nanopartikiil 6zelliklerine etkisini incelemek
amaci ile sterilizasyon sonrast HNT formiilasyonlarindan GABA salim1 “/n vitro
salim ¢aliymalar:” konusunda (Sayfa 51) anlatilan yontem ile incelenmistir (n=6).

Halosit nanotiip formiilasyonlarina ait Kararlilik calismalar:

Hazirlanan HNT formiilasyonlarinin 6zelliklerini incelemek i¢in preparatlar
25°C+1°C, 4°C£1°C ve 40°C+1°C ve %60 BN ve 40°C+1°C’lik ortamlara
konulmustur. Formiilasyonlarin kararlilik testleri dnceden belirlenen periyotlarda
(0., 30., 60. ve 90. giinler) gergeklestirilmistir. Formiilasyonlar iizerinde parcacik
biiyiikliigii, zeta potansiyel, pH, fiziksel goriiniis, DSC, IR ve etkin madde miktar
tayini analizleri yapilmistir.

In vitro toksisite testleri

In vitro toksisite primer ndron kiiltiirii sistemi kullanilarak toksisite tetrazolyum
tuzu (MTT) testi ile degerlendirilmistir. MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5
difenil tetrazolyum bromiir) testi dolayli olarak hiicre biiylimesi ve/veya hiicre
Olimiinii degerlendirmeyi amaclayan, hiicre kiiltiiri esasina dayanan ilag
duyarlilig1 testidir (Mosmann, 1983).

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif
olarak saptanabilmektedir. Bir¢cok hiicre popiilasyonu i¢in total mitokondriyel
aktivite canli hiicre sayisiyla iliskilendirilmektedir. MTT sitotoksisite testi
tetrazolyum tuzunun canli hiicrelerin saglam mitokondrileri tarafindan formazan
kristallerine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Daha sonrasinda mor renkli
formazan tirlinliniin ¢dziinmesi amaciyla DMSO eklenmekte ve ortaya ¢ikan renkli
¢Ozeltinin spektrofotometrede 151k absorbansinin OSlgiilmesiyle canli  hiicre
yogunlugu belirlenmektedir.

Primer serebellar graniil hiicreleri bir giinliik Sprague Dawley si¢anlardan
hazirlanmistir. Yavru dekapite edildikten sonra serebellum c¢ikarilmis ve 5 mL
kalsiyumsuz Hank’s dengeli tuz ¢ozeltisi (HBSS) igine alinmistir. Buna 2 mL
tripsin, %25 etilendiamin tetraasetik asit eklenerek 37°C’de 40 dakika inkiibe
edilmistir (Gepdiremen ve ark., 1998). Fetal sigir serumu igeren 5 mL DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) ¢ozeltisi eklenerek tripsinin etkisi
sonlandirilmistir. 3 dakika 800 rpm’de santrifiij edildikten sonra siispansiyon bir
kez 5 mL DMEM ile yikandiktan sonra pastor pipetiyle homojenize edilip poli-D-
lizin kapli DMEM igeren besi ortamina ekilerek hiicrelerin tutunmasi saglanmistir.
2-3 giin sonra ortama 10 uM sitozin arabinozit eklenerek non-ndronal hiicrelerin
uzaklastirilmasi i¢in 24 saat inkiibe edildikten sonra tekrar besi yeri degistirilerek
ortam noronal hiicrelerin iremesine hazirlanmistir. Bu sekilde tiretilen hiicreler iki
hafta sonra tripsin ile toplanip santrifiij edildikten sonra DMEM iginde tekrar poli-
D-lizin kaph 96’lik plaklara ekilerek 2-3 giin burada yerlesip liremesi saglandiktan
sonra toksisite testi icin MTT testi uygulanmistir.

50 uM konsantrasyonda GABA igerecek sekilde farkli PNP ve HNT
formiilasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir. MTT 5 mg.mL™ konsantrasyon olacak
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sekilde Hank’s dengeli tuz ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra steril filtreden
gecirilmigtir. 10 puL MTT mikroplaka kuyucuklarina uygulanmis ve karbondioksitli
inkiibatorde 4 saat bekletilmistir. 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kuyucuklardaki besiyerleri bosaltildiktan sonra 150 pL DMSO eklenmis ve ELISA
(enzime baglh immiin yontem) kiti okuyucuda (Thermo Lab Original Systems
Multiskan EX, Amerika) 540 nm’de degerlendirilmistir.

In Vivo Cahsmalar

Gliniimiizde epilepsinin ve epileptik nobetlerin fizyopatolojisinin daha 1iyi
anlasilmasi i¢in deneysel epilepsi modelleri gelistirilmistir (Onat, 2008). Bu
calismada epilepsi olusturmak i¢in PTZ kullanilmigtir (Akdogan ve ark., 2003).
Gergeklestirilen in vivo deneyler literatiirde ¢ogunlukla rastlandigi gibi siganlar
tizerinde yapilmistir (Preece ve ark., 2004; Bambal ve ark., 2011; Nasreen, 2012).

Hazirlanan PNP ve HNT formiilasyonlar {izerinde gergeklestirilen in vitro analiz
sonuglari gbz Oniinde tutularak, in vivo calismalar i¢in bes farkli formiilasyon
belirlenmistir. /n vivo ¢alismalar i¢in secilen bes formiilasyon Eskisehir Osmangazi
Universitesi Etik Kurulu’ndan gerekli izinler alindiktan sonra (Ek-1) sicanlara
uygulanmustir.

Bu ¢alisma kapsaminda 250-350 g agirhiginda Wistar erkek siganlar kullanilmustir.
Hayvanlar havalandirmasi, 1s1s1 ve 12 saat gece-12 saat giindiiz olacak sekilde 15181
ayarlanmig hayvan bakim odasinda tel kafeslerde 22°C oda sicakliginda
barmndirilmigtir.  Hayvanlarda yapilan tiim islemler hijyenik kosullarda
gerceklestirilmistir. Deney hayvanlar1 her biri yedi sicandan olusan yedi gruba
ayrilmistir.

In vivo galismalarda kullanilan deney hayvanlar1 gruplarina PNP-23, PNP-25, PNP-
29, PNP-30 ve HNT-GABA formiilasyonlar1 uygulanmistir. Karsilagtirma i¢in
kontrol grubu olarak PBS (pH 7.4) ve GABA icgeren ¢ozeltiler kullanilmstir.

Formiilasyonlarin uygulanmasu, izlenmesi ve orneklerin alinmasit

Deney gruplaria PBS, 100 mg.kg™! dozda GABA veya ayn1 dozda GABA iceren
nanopartikiil ve nanotiip formiilasyonlar1 uygulanmistir. Enjeksiyondan 4 saat
sonra PTZ i.p. olarak 70 mg.kg? dozda uygulanarak konviilsiyon olusturulmustur
(Onat, 2008; Reeta ve ark., 2011). PTZ uygulandiktan sonra hayvanlar 30x30x40
cm’lik pleksiglas kutulara alinarak 30 dakika siireyle izlenmis ve skorlama ile ndbet
degerlendirilmesi yapilmistir. Konviilsiyonlarin degerlendirilmesi acgisindan,
myoklonik sigramalarin baglama latensi, jeneralize tonik klonik konviilsiyonlarin
sliresi ve kivranma refleksi kaybi izlenmistir.

Caligsma sonunda hayvanlar hafif eter anestezisi altinda dekapite edilerek beyinleri
cikarilmis ve Stratum corsatum boliimii izole edilmistir. Cikarilan Stratum
corsatum’un homojenize edilmesinin ardindan, doku ornekleri PBS igerisinde
-20°C’de saklanmustir. Deney yapilmasin ailigkin forograflar Sekil 10’da
sunulmustur.
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Stratum corsatum grneklerinde GABA miktar tayini

Orneklerdeki GABA diizeyi “CUSABIO Rat Gamma-Aminobutyric Acid” kitleri
kullanilarak ELISA okuyucuda degerlendirilmistir (Donzanti ve Yamamoto, 1988).
Sonuglar SPSS yardimi ile bagimli orneklem t testi (paralel-t testi) ile
degerlendirilmistir.

P

Sekil 10. Doku Orneklerinin Alnmasina Ait F otograflar (a, b, c: Anestezi sonrasi1 beynin
¢ikarilmasi; d, e: Stratum corsatum béliimiiniin ¢ikarilmasi; f: Dokularin
Eppendorf igcerisinde PBS ile muamele edilerek homojenize edilmesi)
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BULGULAR ve TARTISMA
In Vitro Calismalar

GABA ile yapilan ¢alismalar
Erime derecesi tayini

GABA’nin erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gergeklestirilen analizinde
erime derecesi 201.67 +0.148 (ORT £SH) olarak bulunmustur (n=3).

Termal analiz

GABA’nin DSC cihaz1 ile 50-300°C araliginda yapilan termal analizinde,
GABA’nin 200.74°C’de erimeye basladigi ve erirken 267.10 J/g 1s1 aldig
bulunmus ve erime derecesi 202.78 °C olarak tayin edilmistir (Sekil 11). Bulunan
degerler literatiir ile uygunluk gostermektedir (Contineanu ve ark., 2010).

mw _
0.00 |-
-10.00
-20.00 +
-30.00 |
202.78°C
1 1 1
100.00 200.00 300.00

Sicaklik (°C)

Sekil 11. GABA’ya Ait Termogram

X-isimi kirimim analizi

GABA’nin XRD profili Sekil 12°’de sunulmustur. GABA’nin X-1g1m1 kirinim
analizinden elde edilen spektrumda karakteristik GABA pikleri gozlenmistir.
X-1s1m1 kirmim profili incelendiginde maddenin kristal yapiya sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 14). Elde edilen profil ¢ok az kayma ile literatiirde GABA nin
monoklinik sekli i¢in verilen profile uygunluk gdstermektedir (Dichi ve ark., 2011).

Infrared analizi

GABA’nm IR spektrumu Sekil 13‘de sunulmustur. GABA’ nin yapisinda bulunan
—NH ve —OH baglarina ait pikler spektrumda gozlenmemistir (http-7). GABA’ya
iliskin elde edilen spektrumlar amino grubunun NH3" formunda oldugunu
dogrulamaktadir (Suresh ve ark., 2008). 2954.59 cm™, 2936.23 cm™ ve 2841.62
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cm¥’de alifatik —CH pikleri bulunmustur (Shilpa ve ark., 2012). Yapidaki
karboksilat (COO-) grubu asimetrik gerilme titresimleri 1574.55 cm™’de, simetrik
gerilme titresimleri 1397.89-1384.78 cm™’de gozlenmistir (Vamecq ve ark., 2008).
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Sekil 13. GABA’ya Ait FTIR Spektrumu

58



Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri
GABA’nin SEM goriintiisii Sekil 14’te yer almaktadir.

10 ym

Sekil 14. GABA’ya Ait SEM Gériintiisii (x1000)

GABA’nin ¢esitli karakterizasyon yontemleri ile yapisal, morfolojik ve termal
ozelliklerinin belirlenmesindeki amag, maddenin formiilasyonlardaki bilesenler ve
formiilasyon hazirlama parametreleri nedeniyle kimyasal bir degisiklige ugrayip
ugramayacaginin  kontrol edilebilmesidir. Degerlendirmeler GABA analiz
sonuglari referans alinarak yapilmistir.

GABA 'min yiiksek basingli sivi kromatografisi
Analitik miktar tayini i¢in validasyon ¢alismalar
Dogrusallik

0.6-1.4 pgmL? GABA konsantrasyonu araliginda 5 farkli kalibrasyon seti
hazirlanmis ve TR ile tiirevlendirme tepkimesinin gergeklestirilmesinin ardindan
HPLC ile analiz edilmistir. Konsantrasyonlara karsilik gelen alan degerleri Cizelge
12’de yer almaktadir. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri
ile egriye ait dogru denklemi Sekil 15’te sunulmustur.
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Cizelge 12. GABA’nin Analitik Miktar Tayini Dogrusalhk Calismas1 Amaciyla Hazirlanan

Seriler (n=6)
GABA Alan Degerleri
(ng/mL) ~ 7 geri 2. Seri 3. Seri 4. Seri 5. Seri 6. Seri ORT
0.6 11528785 11752622 11477103 10826737 11052634 10851236 11586170
0.8 13497808 14550506 14201537 14356321 14786525 14008563 14083284
1 17609151 17481097 18049243 17805623 17865378 17845231 17713164
1.2 21357392 20742267 21436979 20963256 21045920 21052368 21178879
1.4 24348292 24570345 25407314 24244895 24136517 24351195 24775317
Ort: Ortalama
25000000
20000000
- 15000000
<
-
<
10000000
5000000
0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
GABA Konsantrasyonu (pg.mL1)
—o—GABA ——Dogrusal (GABA)

Sekil 15. GABA’nin Analitik Miktar Tayini icin HPLC Standart Egrisi (n=6)
(Dogrusallik Esitligi y= 16694650.333x +1078777.667, r=0.9997, r?=0.9994,
Egim £SS= 16694650.333 +579712.554, Egimin %95 CIl: 16208820-17180480)

Kesinlik

Analitik  yontemin

kesinligi  ile

ilgili  tekrarlanabilirlik

(glinici)

A\

tekrareldeedilebilirlik (giinlerarasi) kesinlik sonuglarinin degerlendirildigi ti¢ farkl
konsantrasyonda yapilan 6l¢timlerde BSS %2’nin altinda ise kullanilan yontemin

kesinligi kanitlanmis denebilir.

Test sonuglarina gore yontemin kesinligi istenilen araliklar i¢inde bulunmustur
(Cizelge 13).
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Cizelge 13. GABA’nin Analitik Miktar Tayini icin Giinici ve Giinleraras: Kesinlik Sonuclar

GABA Giinici .
(ng.mL") 1. giin 2. giin 3. giin Glinleraras:
0.6 Ortalama Alan 11139912 11261683 11030824 11144140
SH 178850.034 280681.226 155051.099 209058.757
BSS 0.0161 0.0249 0.0141 0.0188
1 Ortalama Alan 17935227 17952972 18211755 18033318
SH 476578.043 326924.582 224103.703  337677.573
BSS 0.0266 0.0182 0.0123 0.0187
1.4 Ortalama Alan 24850183 25202331 24875964 24976159
SH 251662.577 65771.569 612677.606 373707.044
BSS 0.0101 0.0026 0.0246 0.0150
Dogruluk

Dogruluk ¢alismasi i¢in ¢aligsma araligi i¢cinde {i¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 0.75
ve 1.2 pgmL?) GABA iceren &rnekler hazirlanmistir. Yiizde geri kazanim
degerlerinin %98-102 araliginda olmas1 gerektigi literatiirde belirtilmistir (Shabir,
2003). %99-101 degerleri ile yontem iyi geri kazanim sonuglari gostermistir
(Cizelge 14).

Cizelge 14. GABA’nin Analitik Miktar Tayini i¢in Elde Edilen Dogruluk Degerleri (n=6)

GABA (ng.mL?Y) Geri Kazanim (ug/mL™?) % Geri Kazamim SH BSS

0.75 0.7470 99.596 0.487 0.012

1 1.0053 100.530 0.699 0.017

1.25 1.2609 100.870 0.561 0.014
Duyarlilik

Esitlik 1 kullanilarak hesaplanan LOD degeri 0.1069 pg.mL™, Esitlik 2 kullanilarak
hesaplanan LOQ degeri ise 0.3239 pg.mL? olarak bulunmustur.

Yéntem igin kullanilan ¢alisma araligi olan 0.6-1.4 pg.mL™* konsantrasyon arali,
hazirlanan formiilasyonlardaki GABA miktarlarinin yaklasik olarak %60-140’1
kadaridir.

Secicilik
Secicilik ¢aligmasi i¢in hareketli faz, %50 metanol, PBS (pH 7.4) ve GABA’nin

tiirevlendirilmesi ile elde edilen kromatogramlar Sekil 16- Sekil 19°da verilmistir.

Calismada etkin madde icermeyen formiilasyonlar ile etkin madde igeren
formiilasyonlar analiz edilerek sistemin segiciligi belirlenmeye c¢alisilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin HPLC segcicilik analiz kromatogramlar1 Sekil 20-
Sekil 27°de sunulmustur.
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Elde edilen kromatogramlar, GABA ’nin iyi bir bigimde ayrildigini1 géstermektedir.
Formiilasyonlarda kullanilan diger yardimci maddelerden ve kullanilan diger
¢Oziicii, seyreltme ¢ozeltisi gibi etkenlerden sistemin etkilenmemesi ile yontemin
GABA ig¢in secici oldugu goriilmiistiir.

Saglamlik/Tutarlilik

Yontem parametrelerinin ¢esitliligi denenerek, yontemin giivenilir olduguna karar
verilmistir.

Hareketli faz olarak, metanol:su:asetonitril, metanol:su ve metanol:NazHPO4
tamponu degisik oranlarda denenmistir. Etkin madde pikinin ayrilmasi, pik
morfolojisi ve uygun alikonma zamanlar1 icin hareketli fazda 40:60
metanol:Na;HPO4 tamponu (pH 6.7) oranina karar verilmistir.

Alkas hizi, kolonun dzelliklerine uygun olarak, 0.5-1 mL.dk* araliginda denenmistir.
En uygun pik sekli ve alikonma zamani i¢in 0.8 mL.dk™ akis hizinda ¢alisiimasina
karar verilmistir.

Tiireviendirme tepkimesi igin tiirevlendirme tepkimesinin dncesi farkli seyreltme
cozeltileri (perklorik asit, PBS ya da 50:50 metanol:su), tepkimede farkli 6rnek: TR
oranlart (400 pL:300 puL ve 400 pL:400 uL), farkli tepkime siireleri (1-2 dk)
denenmistir. Piklerin ayrilmasi, tutarliligi, konsantrasyona karsi duyarliligi ve
tepkimenin tamamen gerceklesmesi agisindan seyreltme ¢ozeltisi olarak 50:50
metanol:su karigimina, tepkimede 6rnek: TR orani i¢in 400uL:300uL oranmna ve
tepkime siiresi i¢in 2dk siiresince 2000rpm’de 1siktan korunarak vorteks
karistiricida tepkimenin yiiriitiilmesine karar verilmistir.

Enjeksiyon hacmi, http-4’te ongoriilen sekilde 27 pL, firin sicakligi 30°C olarak
uygulanmstir.

Kolon olarak 4.6 x 100 mm, 3 pm C18 Inertsil ODS-3 kolon tercih edilmistir.

i Hareketli Faz
mV

o.n 25 a0 7.8 10.0 12.5 15.0 17.5 200 dk

Sekil 16. Hareketli Faza Ait Kromatogram
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Sekil 17. %50 Metanol’e Ait Kromatogram
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Sekil 18. Fosfat Tamponuna (pH 7.4) Ait Kromatogram
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Sekil 19. GABA’ya Ait Kromatogram
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Sekil 20. PNP-9 Formiilasyonunun Segicilik Analizi Kromatogramlari
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Sekil 21. PNP-12 Formiilasyonunun Segcicilik Analizi Kromatogramlari
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Sekil 22. PNP-13 Formiilasyonunun Segicilik Analizi Kromatogramlar:
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Sekil 23. PNP-23 Formiilasyonunun Secicilik Analizi Kromatogramlari
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Sekil 24. PNP-25 Formiilasyonunun Secicilik Analizi Kromatogramlari
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Sekil 25. PNP-29 Formiilasyonunun Secicilik Analizi Kromatogramlari
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Sekil 26. PNP-30 Formiilasyonunun Segcicilik Analizi Kromatogramlari
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Calisma kosullarinda kararlilik
Formiilasyon hazirlama kosullarindaki kararlilik

PNP hazirlama kosullarinda (n-hekzan, 60°C’de, 3 saat) etkin maddenin
kararliligmin incelenmesi, “GABA’min VYiiksek basin¢li sivi Kromatografisi”
bolimiinde (Sayfa 39) anlatildigi sekilde GABA miktarmin belirlenmesine
dayanmaktadir. HPLC ile gergeklestirilen miktar tayini analizinde etkin maddenin
%95.5 £1.235 ’inin (ORT £SH) bozunmadan kaldigi bulunmustur.

HNT’lere GABA yiiklenmesinde kullanilan hazirlama kosullarinda (distile su,
80°C’de, 1 saat) GABA’nin %98.4 £0.363 ilinlin (ORT +SH) kararliligin1 korudugu

gozlenmistir.
Etkin madde miktar tayini analizi i¢in numune hazirlama kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararlilig1 %50 metanolde 50°C sicaklikta ultrasonikasyon altinda
incelendiginde, 15 dk sonunda %99.5 +0.724’tiniin (ORT +SH) bozunmadan
kaldigr bulunmustur. Bu nedenle kullanilan kosullarin uygun olduguna karar
verilmistir.

In vitro salim ortami kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararliligi in vitro salim ortam kosullarinda incelendiginde
Sekil 28°deki profil elde edilmistir.

Etkin maddenin salim ortamindaki (PBS, pH 7.4) kararliligina iliskin olarak
gerceklestirilen deney sonucunda 6 saatlik siire sonunda etkin maddenin
%90.33 £1.003’iiniin bozunmadan kaldigi bulunmustur (n=6). Bu nedenle in vitro
salim deneyleri 6 saat siiresince gergeklestirilmistir.
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Sekil 28. In Vitro Sahm Ortaminda Etkin Maddenin Kararhhgma Ait Profil (n=3)
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Sterilizasyon yontemi kosullarindaki kararlilik

Etkin madde ve formiilasyonlarin sterilizasyonu i¢in kullanilan UV radyasyon
kosullarinda etkin madde kararliligina ait profil Sekil 29°da yer almaktadir. 15. dk
sonunda GABA’nin %98.9’unun bozunmadan kaldig1 bulunmustur (n=3). Boylece
sterilizasyon i¢in UV radyasyon siiresinin 15 dk olmasina karar verilmistir.
Literattirde Bacillus subtilis, E.coli, P.aeruginosa gibi mikroorganizmalarin 6lmesi
icin 253.7 nm olan UV 1sm ile (siddeti 20 pW/cm?) 15 dakika
(18000 pW/saniye/cm?) uygulamanin yeterli oldugu bildirilmistir (Tirnaksiz,
2009).
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Sekil 29. UV Sterilizasyon Ortaminda Etkin Maddenin Kararhihi@ina Ait Profil (n=3)

In vitro salim ¢calismasinda GABA miktar tayini icin validasyon ¢calismalari

In vitro salim deneylerinde GABA tayininde daha genis konsantrasyon araliginda
calisilmasi gerektiginden sistemin yeniden valide edilmesine gerek duyulmustur.

Dogrusallik

Dogrusallik calismasi icin hazirlanan serilerde kullanilmak iizere 0.01 pg/mL™ -
1.5 ug.mL™? GABA konsantrasyon araliginda kalibrasyon seti hazirlanmis ve TR
ile tlirevlendirme tepkimesinin gergeklestirilmesinin ardindan HPLC ile analiz
edilmistir. Konsantrasyonlara karsilik gelen alan degerleri Cizelge 15°te yer
almaktadir. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye
ait dogru denklemi Sekil 30°da sunulmustur. Dogrusallik ¢alismasi i¢in hazirlanan
seriler ile yapilan analizde egimin %95 CI 17003600-17248950 olarak
bulunmustur. Yontemin yiikksek dogrusalligt 0.9999 degerindeki korelasyon
katsayist ile saptanmistir (Shabir, 2003).
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Cizelge 15. In vitro Sahm Cahsmasinda GABA Miktar Tayini i¢cin Dogrusalhk Calismasi
Amaciyla Hazirlanan Seriler (n=6)

GABA Alan Degerleri

(ng/mL) 1.Seri 2. Seri 3. Seri 4. Seri 5. Seri 6. Seri ORT
0.050 1181639 1162845 1201806 1203882 1219873 1114810 1180809
0.075 1556652 1678820 1637840 1632013 1587153 1570505 1610497
0.100 2161938 2193520 2091938 1957054 1982126 1945812 2055398
0.250 4653914 4571058 4607524 4572240 4870116 4857194 4688674
0.500 9181152 9151152 8974200 8716153 8514703 8910284 8907941
0.750 13378639 13498544 13520476 12080285 12875068 13025085 13063016
1.000 17962557 17574560 16609151 17481097 17549243 16805623 17330372
1.250 21767244 21467253 21662557 22056488 22174560 21829541 21826274

1.500 25723390 25923390 26037854 25870561 26071282 26417358 26007306

ORT: Ortalama
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Sekil 30. In Vitro Sahm Cahsmasinda GABA Miktar Tayini i¢cin GABA’min HPLC Standart
Egrisi (n=6)
(Dogrusallik Esitligi y= 17126272.111x+ 313396.318, r=0.9999, r?=0.99995,
Egim +SS=17126272.111 + 87082.115, Egimin %95 CI: 17003600- 17248950)

Kesinlik

Yapilan analizler sonucunda elde edilen sonucglar, SH ve BSS degerleri Cizelge
16’da sunulmustur. Test sonuglarina gore yontemin kesinligi istenilen araliklar

i¢inde bulunmustur.
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Cizelge 16. In Vitro Sahm Cahsmasinda GABA Miktar Tayini i¢cin Giinici ve Giinleraras:
Kesinlik Sonuclar:

GABA Giin-i¢i (n=3) Giinler-
(ng-mL™) 1.giin 2.giin 3.giin arasi (n=9)
0.05 Ortalama Alan 1174615 1166662 1170972 1170375
SH 8364.458 4086.044 2129.674 2989.073
BSS 0.0123 0.0061 0.0032 0.0076
0.10 Ortalama Alan 2060952 2037096 2058161 2052070
SH 35580.823 49832.318 52924.942 14004.589
BSS 0.0173 0.0245 0.0257 0.0205
1.00 Ortalama Alan 17502848 176196388 17911755 17678080
SH 274310.152  204801.271 171226.234 126118.669
BSS 0.0271 0.0201 0.0166 0.0214
Dogruluk

Dogruluk c¢aligmasi i¢in ¢alisma araligi i¢inde ti¢ farkli konsantrasyonda (0.1, 0.5
ve 1 pg.mL™?) GABA igeren drnekler hazirlanmistir. Yéntem %100.029-% 101.935
degerleri ile 1y1 geri kazanim sonuglar1 géstermistir (Cizelge 17).

Cizelge 17. In Vitro Sahm Cahsmasinda GABA Miktar Tayini i¢cin Elde Edilen Dogruluk
Degerleri (n=6)

GABA (ug.mL™?) Geri Kazanim (ug.mL™?) % Geri Kazamm SH BSS

0.1 0.1000 100.029 0.664 0.016

0.5 0.5097 101.935 0.611 0.015

1.0 1.0157 101.574 0.506 0.012
Duyarlilik

Esitlik 1 kullanilarak hesaplanan LOD degeri 0.0137 pg.mL™, Esitlik 2 kullanilarak
hesaplanan LOQ degeri ise 0.0414 pg.mL? olarak bulunmustur.

Calisma aralig1 olarak 0.05-1.25 pug.mL™ konsantrasyon kullanilmistir. Bulunan
LOD ve LOQ degerleri galisma alani alt sinir olan 0.05 pg.mL™Yin altinda
oldugundan sitem duyarlilig1 saptanmistir.

Polimerik yiizey etkin madde (PYEM) ile yapilan ¢calismalar

PYEM iizerinde gerceklestirilen calismalar PYEM’in 48 saat 50°C’de etiivde
tutulmasi sonrasinda gerceklestirilmistir.

Termal analiz

PYEM’in termal analizine ait termogram Sekil 31’de sunulmustur.
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Sekil 31. PYEM’e Ait Termogram

Infrared analizi

PYEM’in FTIR spektrumu Sekil 32’de sunulmustur. Spektrumda 3381.17 cm™*de
gozlenen pikin yar1 kat1 sekilden kaynakli N-H piki olabilecegi diisiiniilmiistiir.
3007.89 cm™’de gozlenen pikin aromatik C-H’a, 2955.23 cm™, 2922.05 cm™ ve
2852.42 cm™de gozlenen piklerin alifatik C-H gruplarma ait olduguna karar
verilmistir. 1630.91 cm™’de gozlenen C=C ¢ift bagindan kaynaklandig

distinilmiistiir.
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Sekil 32. PYEM’e Ait FTIR Spektrumu
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Kullanilan diger maddeler ile yapilan ¢alismalar

Termal analiz

Ac’nin DSC cihazi ile 50-300°C araliginda yapilan termal analizinde, erime
sicakligr 89.16 °C olarak bulunmustur; termogrami Sekil 33’de verilmistir.
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Sekil 33. Akrilamit’e Ait Termogram

DMAc’nin DSC cihaz1 ile 50-300°C araliginda yapilan termal analizinde,

165.57°C’de tanimlanamayan bir pik gozlenmistir; termogrami Sekil 34’te
sunulmustur.
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Sekil 34. N,N-Dimetilakrilamit’e Ait Termogram
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NMBACc’nin DSC cihazi ile 50-300°C araliginda yapilan termal analizinde, erime
sicakligr 189.30 °C olarak bulunmustur; termogrami Sekil 35°te gosterilmistir.
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Sekil 35. N,N-Metilenbisakrilamit’e Ait Termogram

X-isimi kirinim analizi

Ac’nin XRD profili Sekil 36’da, NMBAc nin profili ise Sekil 37’ de sunulmustur.
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Sekil 36. Akrilamit’e Ait X-Istmt Kirimim Profili
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Sekil 37. N,N-Metilenbisakrilamit’e Ait X-Istm1 Kirimmm Profili

Infrared analizi

Ac’nin FTIR spektrumu Sekil 38°de verilmistir. Ac monomerinin yapisinda

bulunan primer amide ait —NH pikleri 3347.78 cm™? ve 3171.05 cm™’de

gdzlenmistir. 2811.98 cm™’de alifatik C-H bag1 gerilmesine rastlanmistir. Amide

ait karbonil grubu piki ise 1673.37 cm™°de yer almaktadir. 1611.72 cm™ ve 1423.35

cm’de goriilen piklerin N-H egilmesi ya da C=C gerilmesi oldugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 38. Akrilamit’e Ait FTIR Spektrumu
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DMAc’nin FTIR spektrumu Sekil 39‘da sunulmustur. Spektrumda 3538 cm™’de
N-H bag: gerilmesi, 2936.39 cm™’de alifatik C-H grubu gerilmesi, 1646.20 cm™’de
amid grubu C=0 bag1 gerilmesi ve 1609.80- 1400.97 cm™ araliginda C=C bag1
gerilmesi ve N-H bagi egilmesi titresimlerine ait pikler oldugu saptanmustir.

NMBAc’nin  FTIR spektrumu Sekil 40°da yer almaktadir. Spektrumda
3302.95 cm™’de gozlenen pikin monomer yapisinda bulunan N-H bagma ait
oldugu, 3064.66 cm™’de gozlenen pikin alken yapisina ait C-H bagina,
2955.04 cm™de yer alan pikin alifatik C-H bagima, 1655.61 cm™’deki pikin amide
ait karbonil grubuna ve 1625.73 cm™ ile 1409.07 cm™ araliginda gozlenen piklerin
ise N-H egilmesi ya da C=C gift bag gerilmesine ait oldugu diisiiniilmiistiir.
700 cm™°den sonra gelen piklerin ise alkene ait diizlem dis1 bantlar olduguna karar
verilmigtir.
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Sekil 39. N,N-Dimetilakrilamit’e Ait FTIR Spektrumu
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Sekil 40. N,N-Metilenbisakrilamit’e Ait FTIR Spektrumu

Halosit ile yapilan ¢calismalar

Pargacik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

PCS yardimi ile gerceklestirilen analiz sonucunda HNT lerin parcacik biiyiikligi
446.80 £23.710 nm (ORT +SH) polidisperslik indisi ise (PDI £SH: 0.417 +0.063)

olarak bulunmustur.

Zeta potansiyel analizi
Etkin madde igermeyen HNT’lerin distile suda dagitilmalar1 ile Olgiilen zeta
potansiyelleri -22.3 £0.088 mV (ORT +£SH) olarak saptanmustir.

Pargacik sekli ve yiizey ozellikleri

HNT’lerin SEM ile ger¢eklestirilen pargacik sekli ve yiizey 6zelliklerine ait goriintii
Sekil 41°de yer almaktadir.

Termal analiz

HNT’lerin termogrami Sekil 42°de sunulmustur.
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Sekil 41. Halosit Nanotiiplere Ait SEM Goriintiisii (x100000)
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Sekil 42. Halosit Nanotiiplere Ait Termogram

X-tsint kirvmim analizi

HNT’lere ait XRD profili Sekil 43’de sunulmustur. Spektrumda HNT ye ait 12.06°,
19.90°, 25.02°, 26.52°, 34.88°, 37.3° ve 38.1° 20 degerinde karakteristik pikler
gozlenmistir. Pik degerleri literatiir ile paralellik gdstermektedir (Levis ve Deasy,

2002; Bordeepong ve ark., 2011; Guo ve ark., 2012).
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Infrared analizi

HNT’lerin FTIR analizine ait spektrum Sekil 44’te verilmistir. 3695.61 cm™ ve
3624.25 cm! gdzlenen pikler HNT nin i¢ yiizeyindeki hidroksil gruplarmin (-OH)
gerilme titresimlerini simgelemektedir. 1028.06 cm™ ve 1004.91 cm™°de Si-O-Si
gerilme titresimlerine ait pikler, 908.47 cm™’de Al,OH tekli egilme bandina ait
pikler ye almaktadir. Elde edilen spektrum literatiir ile uygunluk géstermektedir
(Viseras ve ark., 2009, Bordeepong ve ark., 2011, Ghebaur ve ark., 2012; Guo ve
ark., 2012).
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Polimerik nanopartikiil formiilasyonu hazirlama ¢calismalart
Polimerik nanopartikiil 6n formiilasyon ¢calismalar

On formiilasyon ¢alismalarinda cesitli monomerler, ¢apraz baglayicilar, baslaticilar
ve farkli polimerizasyon prosediirleri kullanilarak formiilasyon denemeleri
yapilmustir.

MAA, metilmetakrilat, 2-akrilamido-2-metilpropan siilfonik asit, Ac gibi
monomerler ve ¢dziicii olarak su kullanilan tepkimelerde jel olusumu gézlenmistir.
Capraz baglayici konsantrasyonu (NMBACc), baslatict ve baslatict konsantrasyonu
(AIBN, benzoil peroksit ya da amonyum persiilfat) degistirilerek jel yogunlugu
inceltilmeye c¢alisilmis, elde edilen diisiikk viskoziteli jellerin sivi azot altinda
dondurularak 6giitiilmesi gergeklestirilmis ancak mikron boyutunda kiiresellikten
uzak parcaciklar elde edilmistir.

Dispersiyon ortami olarak dimetilasetamit:su gibi ¢oziicii karisimlar: kullanilarak
polimerizasyon tepkimesi ile elde edilen karisimin metanol ile g¢oktiiriilmesi
denenmis, parcacik olusumu gozlenmemistir. Coktiirme polimerizasyonu bu sistem
ile sonugsuz kalmistir. Farkli oranlarda dioksan:su karigimi ile gergeklestirilen
coktiirme polimerizasyonu tepkimesinde belli oranlarda jel olusumu gézlenirken
2:1 oranda ¢oziicii karisimi kullanimi ile pargacik olusumu goézlenmis ancak
nanoboyut elde edilememistir.

YEM kullanimu ile ters emiilsiyon polimerizasyonu yontemi i¢in, kuadrat yapida
katyonik 6zellikli bir polimerik YEM sentezlenmis ve az miktarda su kullanimi ile
n-hekzan’in dispersiyon ortami olarak kullanildigi formiilasyon denemeleri
yapilmistir. 60°C sicaklik ve 3 saatlik tepkime siiresi, vb. ana formiilasyon
parametreleri  belirlendikten sonra formiilasyonlara dispersiyon hacminin
degistirilmesine bagl olarak %16, %6.4, %2.133 ve %1 (a/h) oraninda PYEM
iceren denemeler ile PNP-1, PNP-2, PNP-3 ve PNP-4 olarak adlandirilan
formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu denemelerde sirasiyla 10 mL, 25 mL ve 75 mL
n-hekzan  kullanilmigtir.  PNP-1  formiilasyonunun  kapali  ortamda
gerceklestirilmediginden ve ¢dziicii hacminin ¢ok az olmasindan dolay1 n-hekzanin
buharlasmasina bagli olarak yar1 katt bir olusum gozlenmistir. Bu nedenle
dispersiyon hacmi arttirilarak tepkime 25 mL ile denenmis ancak kati PNP olusumu
gozlenmemistir.

Tepkime siiresince dispersiyon ortaminin ayni hacimde tutulamamasi nedeniyle
PNP-3 formiilasyonu kapali sistemde hazirlanmistir. Kapali sistemde ¢alisilmasina
ragmen, c¢alisma sicakliginda 3 saatlik tepkime siiresi boyunca n-hekzan’in
buharlasmasina bagli olarak karismanm etkilendigi ve tepkime kinetiginin
bozuldugu diistiniilmiistiir. Bunun lizerine daha yiiksek miktarda dispersiyon ortami
iceren (160 mL) PNP-4 ile parcacik biiytlikliigli esas alindiginda istenen boyutlara
yaklasildig1 goriilmiistiir. PNP-4 formiilasyonunun hazirlanacak formiilasyonlara
151k tutacag diistiniilmiistiir.

Gergeklestirilen 6n ¢calismalar 15181nda, ters emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile
monomer ve ylizey etkin ajan olarak rol oynayan ve ¢alismada sentezlenen kuadrat
yapili katyonik YEM; ikincil monomer olarak Ac ya da DMAc monomerleri; PEG
1000 MA, PEG 1500 MA ve PEG 2000 gibi PEG tiirevleri; capraz baglayici olarak
NMBACc ve baslatici olarak AIBN igeren PNP formiilasyonlar1 hazirlanmastir.
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On formiilasyon galismalarinin ardindan hazirlama prosediirii parametreleri ve
bilesen oranlar1 degistirilerek c¢esitli formiilasyonlar hazirlanmistir. “Formiilasyon
Calismalart” (Sayfa 50) bolimiinde igerikleri ayrintili olarak anlatilan
formiilasyonlar ile PYEM yiizdesinin, PYEM:GABA molar oraninin, ikincil
monomer eklenmesinin, yiiksek hizli karistirict kullaniminin, farkli NMBAc
oranlarinin kullanilmasinin, polimerizasyona PEG tiirevleri katilmasinin ve
polimerizasyon sonrasi PEG eklenmesinin elde edilen ilag tasiyici sistem iizerine
etkisi arastirilmistir.

Polimerik nanopartikiil formiilasyonu ¢alismalari

On formiilasyon ¢alismalarnin  sonucunda belirlenen bilesenlere sahip
formiilasyonlar Sayfa 46’da “Polimerik nanopartikiil formiilasyon ¢alismalar:”
boliimiinde anlatilan sekilde ters emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile
hazirlanmis, karakterizasyon calismalart yapilmis ve in vitro salim profilleri
cikartlmistir. Bu ¢aligmalar 1s181nda, kararlilik ¢alismalari ve hayvan deneyleri igin
4 adet PNP formiilasyonu se¢ilmistir.

Formiilasyonlarin sterilizasyonu

PNP formiilasyonlar1 15 dk siiresince UV 1sinlari ile sterilize edilmistir. UV 1sinlar
ile sterilizasyon sonrast

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin ozelliklerine ait calismalar
Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

Nanopartikiillerin kimyasal, elektronik, manyetik ve mekanik davranislar1 gibi bir
cok oOzellikleri parcacik biiyiikliigiine bagl olarak degiskenlik gostermektedir
(Akbari ve ark., 2011).

Farkli PYEM yiizdelerinde ve farkli PYEM:GABA molar oraninda hazirlanan
PNP’lerin parcacik boyut dagilimi Cizelge 18 ve Cizelge 19°da sunulmustur.

PNP formiilasyonlariin pargacik biiyiikliigii PCS kullanilarak analiz edilmistir.
Farkl1 PYEM ytizdeleri ile hazirlanan PNP’lerin hazirlanmalarinin ardindan yapilan
analizlerde en kiigiik parcacik biyiikliigi, 169.4 +£15.041 nm (PDI: 0.420 +0.051)
ile %1 oraninda PYEM igeren PNP-4 formiilasyonu olarak belirlenmistir (Cizelge
18).

Cizelge 18. Farkh PYEM Yiizdeleri ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarmin Par¢acik
Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)
ORT + SH PDI + SH
PNP-4 169.4 + 15.041 0.420 + 0.051
PNP-5 236.5 + 8.806 0.230+0.010
PNP-6 334.5+7.360 0.560 + 0.070
PNP-7 283.2 £ 13.585 0.475 £ 0.030
PNP-8 250.5 £ 9.469 0.410 £+ 0.030

PNP-14 (plasebo)

154.5 + 15.561

0.326 + 0.047

PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

PNP-4 formiilasyonu bileseni oranlar1 baz alinarak daha yliksek konsantrasyonda

GABA igeren yeni formiilasyonlarin hazirlanmasi diistiniilmiistiir.
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Farkli PYEM:GABA molar oranlarinda hazirlanan PNP formiilasyonlarinda en
disik parcacik  Dbiiyiikliigline sahip  formiilasyonun 99.1 £1.040
(PDI: 0.250 +0.010) nm ile PNP-9 formiilasyonu oldugu bulunmustur. Farkli
oranlarda GABA igeren diger formiilasyonlarin pargacik biiyiikliigiiniin nanometre
araliginda olmasina karsin PNP-9’a gore daha yiiksek oldugu Cizelge 19°da
goriilmektedir.

Cizelge 19. Farkh PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin
Parcacik Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)
ORT + SH PDI + SH
PNP-9 99.1 £ 1.040 0.250+0.010
PNP-10 224.5+13.327 0.440 £ 0.085
PNP-11 178.9 + 14.420 0.375 £ 0.026
PNP-17 262.4 +22.360 0.540 + 0.080
PNP-14 (plasebo) 154.5 £ 15.561 0.326 + 0.047

PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

Kopolimerik  nanopartikiil formiilasyonlarinin, farkli NMBAc oranlarn
kullanilmasiyla, polimerizasyon sonrast PEG 2000 katilmasiyla ve farkli (PEG MA
tiirevlerinin polimerizasyona katilmasiyla hazirlanan PNP’lerin parcacik boyut
dagilim1 analiz sonuglar1 Cizelge 20-Cizelge 24’te sunulmustur.

Cizelge 20. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Parcacik Biiyiikliigii Degerleri

(n=3)
Parcacik Biiyiikliigii (nm)
ORT + SH PDI + SH
PNP-12 169.7 + 4.667 0.340 + 0.050
PNP-15 (Plasebo) 165.4 £ 7.040 0.410 £ 0.040
PNP-13 123.6 £0.570 0.220 £ 0.010
PNP-16 (Plasebo) 121.0 £ 5.860 0.330 +0.030

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

Cizelge 21. Farkh Karistiricilar Kullamlarak Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Parcacik

Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT £ SH PDI + SH
PNP-18 276.5+0.924 0.277+0.010
PNP-19 245.5+1.488 0.272 + 0.006
PNP-20 178.9 + 14.420 0.375+0.026
PNP-23 111.3+0.120 0.177 £ 0.008
PNP-24 104.3 +2.573 0.288 £0.017
PNP-34 (Plasebo) 120.2 + 2.875 0.265 +0.043

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata
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Cizelge 22. Farkh NMBAc Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Parcacik

Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT +=SH PDI £ SH
PNP-21 170.2 +£2.670 0.445+0.101
PNP-22 155.3 + 8.820 0.537 £0.068
PNP-23 111.3+0.120 0.177 = 0.008

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

Cizelge 23. Polimerizasyon Sonras1 PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan PNP

Formiilasyonlarinin Parcacik Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)
ORT £ SH PDI + SH
PNP-25 124.4 £0.823 0.238+£0.016
PNP-26 182.6 + 8.088 0.351 +0.021
PNP-27 134.5+5.559 0.290 + 0.036
PNP-31 (Plasebo) 166.7+1.767 0.258 £0.174

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

Cizelge 24. Farkh PEG 1000 MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan

PNP Formiilasyonlariin Par¢acik Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)
ORT + SH PDI + SH
PNP-28 117.3 £ 1.153 0.354£0.022
PNP-29 130.0 +2.003 0.168 =£0.017
PNP-32 (Plasebo) 135.3+3.762 0.257 £ 0.009
PNP-30 107.6 = 1.629 0.535 £ 0.053
PNP-33 (Plasebo) 130.7 £ 1.581 0.185+0.010

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

PNP’lerde morfolojik acidan kiireselligi yakalamak i¢cin UT gibi yiiksek hizda
karistiricilar, farkl karistirma uglar1 ve farkli karigtirma hizlar kullanilarak yapilan
formiilasyon denemelerinde PNP-23 ve PNP-24 formiilasyonlar1 ile ~100nm
boyutunda pargaciklar elde edilmistir (Cizelge 21). Parcaciklarin kiireselligi SEM
goriintiileri ile gosterilmistir (Sekil 50).

Kiireselligin elde edilmesinin ardindan formiilasyon prosediiriiniin bir kisminda UT
kullanilarak hazirlanan farkli capraz baglayict (NMBAc) oranlart igeren
formiilasyonlardan en diisiik par¢acik boyutu 111.3 £0.120 (PDI: 0.177 +0.008) ile
PNP-23 formiilasyonu ile elde edilmistir. Daha yiiksek oranda ¢apraz baglayici
iceren PNP-21 ve PNP-22 formiilasyonlarinda da parcacik biiytikliigi 200 nm’den
ufaktir ancak PDI PNP-23 formiilasyonuna gore daha yiiksektir (Cizelge 22).

Polimerizasyon sonrasi pargaciklara PEG 2000 katilmasi ile elde edilen
formiilasyonlarin  tiimiinde pargaciklarin  nanometre aralifinda oldugu
goriilmektedir (Cizelge 23).
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PEG 1000 MA ve PEG 1500 MA polimerlerinin polimerizasyon tepkimesine
katilmasi ile hazirlanan formiilasyonlarin tiimiinde pargacik boyutunun 150 nm’den
ufak oldugu Cizelge 24’te goriilmektedir.

DMAc monomeri kullanilarak gerceklestirilen bir ¢aligmada, ters emiilsiyon, ters
stispansiyon ve dispersiyon polimerizasyonu yontemleri kullanilarak g¢esitli
biiyiikliik ve dagilima sahip pargaciklar elde edilmistir (Babi¢ ve Horak, 2007). Ters
siispansiyon polimerizasyonu ile 100 pum c¢apinda parcaciklar, emiilsiyon
polimerizasyonu ile 130-1000 nm araliginda genis dagilima sahip pargaciklar,
dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile ise daha kiiresel Ozellikli 1-2 pm
biiyiikliigiinde tekdiize dagilimli parcaciklar olustugu PCS wverileri ile ortaya
konulmustur.

[ri parcaciklara sahip olan sistemler (>200 nm) genellikle makrofajlar tarafindan
yakalanmaktadir. Uzaklastirilmalar1 200 nm’den ufak yarigapl pargaciklardan daha
hizli gergeklestirilmektedir. Kuruppuarachchi ve arkadaslar1 (Kuruppuarachchi ve
ark., 2011) serbest radikal miniemiilsiyon polimerizasyonu ile AC monomeri
kullanarak fotodinamik terapide kullanilmak {izere 45 nm =£10 nm ve
95 nm +10 nm boyutlarinda tasiyici sistemler gelistirdiklerini TEM ve PCS verileri
ile kanitlamistir.

Parcacik biiyiikliigli dagilimini1 degerlendirmek i¢in 0-1 arasinda degerler alan PDI
verileri de kullanmilmistir. Sifira yaklastikca tekdiizeligin arttigit PDI verileri
acisindan PNP formiilasyonlar1 degerlendirildiginde tiim formiilasyonlarin 0.2-0.5
araliginda degerler alarak tekdiize dagilima sahip oldugu goriilmiistiir.

Zeta potansiyel analizi

Kolloidal pargaciklar dispersiyon ortamindan iyon adsorbe etmekte ve pozitif ya da
negatif olarak yiiklenmektedir. Zeta potansiyel par¢acigin tizerindeki net etkili yiikii
gostermektedir (Celebi, 2012).

Nanopartikiil yiizeyi ila¢ tasinmasinda onemli faktor olarak yerini almaktadir.
Yiizey modifikasyonu yapilmamis ve negatif yiiklii par¢aciklarin kan dolagiminda
hizlica opsonize edildigi ve c¢ok biiyilk kisminin makrofajlar tarafindan
uzaklastirildig: bilinmektedir (Honary ve Zahir, 2013). Bu nedenle bu c¢alismada
katyonik 6zellikli nanopartikiillerin iiretilmesi amaglanmistir.

Farkli PYEM ylizdelerinde ve farkli PYEM:GABA molar oraninda hazirlanan
PNP’lerin zeta potansiyel analiz sonuglart Cizelge 25 ve Cizelge 26°da
sunulmustur.

Cizelge 25. Farkh PYEM ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel Degerleri

(n=3)
Zeta Potansiyel (mV)
ORT SS BSS SH
PNP-4 -9.470 4.600 0.486 2.656
PNP-5 -13.600 2.390 0.176 1.380
PNP-6 -15.333 1.258 0.082 0.726
PNP-7 -8.850 5.960 1.383 3.441
PNP-8 -3.940 1.476 0.375 0.852
PNP-14 (plasebo) -8.480 1.860 0.219 1.074

ORT: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; SH: Standart hata
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Cizelge 26. Farkh PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin
Zeta Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-9 -13.133 0.987 0.075 0.570
PNP-10 -11.267 1.415 0.126 0.817
PNP-11 -8.510 7.743 0.910 4.470
PNP-17 -3.840 0.730 0.077 0421
PNP-14 (plasebo) -8.480 1.860 0.219 1.074

ORT: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; SH: Standart hata

Manyetik karistirict kullanilarak hazirlanan %0.25, %0.5, %1, %2 ve %3 oraninda
PYEM iceren formiilasyonlarda 0’a en yakin zeta potansiyele sahip formiilasyon
PNP-8 formiilasyonu olmustur (Cizelge 25).

Manyetik karistirict kullanilarak farkli PYEM:GABA molar oranlarinda hazirlanan
formiilasyonlarda ise 0.33 mmol-2 mmol araliginda degisen GABA miktarlarina
karsin zeta potansiyelin negatif degerler alarak -3 mV ile -15 mV arasinda
degiskenlik gosterdigi Cizelge 26’da goriilmektedir.

Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin, farkli NMBAc oranlar1 kullanilmasi
ile, polimerizasyon sonrast PEG 2000 katilmasi ile ve farkli PEG MA tiirevlerinin
polimerizasyona katilmasi ile hazirlanan PNP’lerin zeta potansiyel degerleri
Cizelge 27-31’de sunulmustur.

Cizelge 27. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-12 1.985 1.368 0.689 0.790
PNP-15 (Plasebo) -3.870 3.240 0.837 1.871
PNP-13 5.667 0.857 0.495 0.151
PNP-16 (Plasebo) -2.98 2.480 0.832 1.430

BSS: Bagil standart sapma, ORT: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma

Cizelge 28. Farkh Karistiricilar Kullamlarak Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Zeta
Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-18 17.243 2.360 0.548 1.363
PNP-19 18.267 0.252 0.014 0.145
PNP-20 16.580 0.982 0.228 0.567
PNP-23 24.267 1.150 0.047 0.664
PNP-24 19.045 1.586 0.368 0.916
PNP-34 (Plasebo) 15.675 1.253 0.080 0.723

BSS: Bagil standart sapma, ORT: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma
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Cizelge 29. Farkh NMBAc Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Zeta
Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-21 4.333 1.558 0.360 0.900
PNP-22 -4.310 0.688 0.160 0.397
PNP-23 24.267 1.150 0.047 0.664

BSS: Bagil standart sapma, ORT: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma

Cizelge 30. Polimerizasyon Sonrasi1 PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarimin Zeta Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-25 26.700 2.254 0.084 1.301
PNP-26 28.200 2.563 0.091 1.480
PNP-27 29.600 0.346 0.012 0.200
PNP-31 (Plasebo) 23.100 2.350 0.102 1.357

BSS: Bagil standart sapma, ORT: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma

Cizelge 31. Farkh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarimin Zeta Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT SS BSS SH
PNP-28 26.700 2.254 0.084 1.301
PNP-29 28.200 2.563 0.091 1.480
PNP-32 (Plasebo) 24.410 2.005 0.052 1.158
PNP-30 22.167 0.346 0.012 0.200
PNP-33 (Plasebo) 23.500 1.063 0.045 0.614

BSS: Bagil standart sapma, ORT: Ortalama, SH: Standart hata, SS: Standart sapma

Ac ve DMAc monomerleri kullanilarak hazirlanan sistemler arasinda DMAc
monomeri ile hazirlanan sistemlerde zeta potaniyel 5.667 +0.151 mV, Ac
monomeri kullanilarak hazirlanan sistemlerde ise 1.985 +0.790 mV olarak
bulunmustur (Cizelge 27).

Katyonik 6zellikli PYEM’in kullanildig1 ¢alismamizda yiiksek hizli karistiricilarin
kullanilmasi ile polimerizasyon Oncesi termodinamik olarak kararli emdiilsiyon
sistemler olusturulmustur. Kararli emiilsiyonlarin polimerizasyonu sonucunda art1
yiiklii nanopartikiiller hazirlanmigtir. En yliksek zeta potansiyel 24.267 +£0.664 mV
degeri ile PNP-23 (DMAcC monomeri igeren) formiilasyonu ile elde edilmistir
(Cizelge 28).

Farkli ¢apraz baglayici oranlar kullanilarak hazirlanan formiilasyonlardan, yiiksek
oranda ¢apraz baglayict iceren PNP-22 formiilasyonu i¢in -4.310 £0.397 mV
olarak bulunan zeta potansiyel, katyonik o6zellikli PYEM’in alkil zincirlerinin
pargacigin i¢ kisminda kaldigini diistindiirmiistiir. PNP-23 formiilasyonu ile elde
edilen pozitif yiik ideal NMBAc oraninin elde edildigi durum seklinde
yorumlanabilir (Cizelge 29).
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PNP’lerin yiizeylerinin hidrofilik polimerler ile modifikasyonu sonucunda 6zellikle
yiizey yiikii gibi yiizey oOzelliklerinin iyilestirildigi ve fagositler tarafindan
gergeklestirilen opsonizasyon prosediiriiniin kontrol edilebildigi bilinmektedir
(Honary ve Zahir, 2013). Polimerizasyon sonras1 PEG 2000 katilmasi ile elde edilen
formiilasyonlarda 26 mV ile 29.6 mV arasinda degisen pozitif yiiklii pargaciklar
elde edilmistir (Cizelge 30).

PEG 1000 MA ve PEG 1500 MA polimerlerinin polimerizasyon tepkimesine
katilmasi ile hazirlanan formiilasyonlarda 22.2 mV ve 28.2 mV araliginda zeta
potansiyel degerleri elde edilmistir (Cizelge 31).

KBE membranindaki negatif yiiklii hiicrelerin varlig1 nedeni ile pozitif degerdeki
zeta potansiyel nanopartikiillerin KBE’den tasinmasini kolaylastirmaktadir.
Beyindeki kolin tastyicilarin anyonik bolgelerinin pozitif yiikli katerner amonyum
gruplart ile etkilestigi bildirilmistir (Honary ve Zahir, 2013). Calismamizda
katerner amonyum grubu iceren katyonik PYEM ile hazirlanan nanopartikiillerin
KBE ile etkilesmesinin saglanacag: diistiniilmiistiir.

Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

Farkli PYEM yiizdelerinde hazirlanan, farkli PYEM:GABA molar oraninda
hazirlanan PNP’lerin ve kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin parcacik
sekil ve yiizey oOzelliklerine iliskin SEM goriintilleri  Sekil 45-Sekil 47°de
sunulmustur.

Nanopartikiillerden in vitro ve in vivo etkin madde salim kinetigi, nanopartikiillerin
biyodagilimi, kan dolasimindaki dinamigi, organ ve hiicrelere tasinmasi, hiicre
icine alim1 gibi 6nem tasiyan parametreleri etkileyen en 6nemli etkenlerden biri de
parcaciklarin seklidir (Caldorera-Moore ve ark., 2010). Hiicre i¢ine alim agisindan
pargacik sekilleri cubuk, kiire, silindir ve kiip olarak siralanabilmektedir (Albanase
ve ark., 2012).

Farkli PYEM yiizdeleri (Sekil 45), farkli PYEM:GABA molar oranlari (Sekil 46)
ve farkli monomerlerin tepkimeye katilmasi ile manyetik karistirict kullanilarak
hazirlanan PNP’ler (Sekil 47) parcacik sekli ve yiizey oOzellikleri agisindan
degerlendirildiginde, kiiresellikten uzak pargaciklarin elde edildigi SEM analizleri
ile gosterilmistir.
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Sekil 45. Farkh PYEM Yiizdeleri ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin SEM
Goriintiileri (a: PNP-4, b: PNP-5, c: PNP-6, d: PNP-7, e: PNP-8, f: PNP-14;
x10.000)
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Sekil 46. Farkli PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin
SEM Gériintiileri (a: PNP-9, b: PNP-10, c: PNP-11, d: PNP-17, e: PNP-14;
a, ¢ ve d x 20000, b ve e x10000)
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Sekil 47. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin SEM Gériintiileri
(a: PNP-12, b: PNP-15, PNP-13, PNP-16; a ve b x10000; ¢ ve d x20000)

Farklit NMBACc oranlar1 kullanilmasi ile hazirlanan, polimerizasyon sonrasi PEG
2000 katilmasi ile elde edilen ve farkli PEG MA tiirevlerinin polimerizasyona
katilmas1 ile hazirlanan PNP’lerin SEM goriintiileri  Sekil 48-Sekil 51°de
sunulmustur.

SEM goriintiileri esas alindiginda PNP’lerde morfolojik a¢idan kiireselligi
yakalamak i¢in yapilan denemeler sonucunda oncelikle yiiksek hizli karistiricilarin
kullanilmas1 ve polimerizasyona manyetik karigtirici ile devam edilmesi sonucunda
daha kiiresel PNP’ler elde edilmistir (Sekil 48). Elde edilen goriintiiler poliakrilik
asit nanopartikiillerinin (Kriwet ve ark., 1998) ve poli(DMAc) nanopartikiillerinin
(Babi¢ ve Horak, 2007) SEM goriintiileri ile benzerlik gosterdiginden literatiir ile
uyumluluk belirlenmistir.

PEG tiirevleri kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda da kiireye yakin
pargaciklar elde edildigi SEM goriintiilerinde goriilmektedir (Sekil 50-Sekil 51).
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Sekil 48. Farkh Kanstiricilar Kullanilarak Hazirlanan PNP Formiilasyonlarimin SEM
Goriintiileri (a: PNP-18, b: PNP-19, ¢: PNP:20, d: PNP-23, e: PNP-24, f: PNP-34;
a ve ¢ x20000, b x60000, d x 120000, e ve f x 50000)
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Sekil 49. Farklh NMBAc Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarimin SEM
Goriintiileri (a: PNP-21, b: PNP-22, c: PNP-23; a x 180000, b ve ¢ x120000)

Sekil 50. Polimerizasyon Sonras1 PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarimin SEM Gériintiileri (a: PNP-25, b: PNP-26, c: PNP-27,
d: PNP-31; a ve ¢ x20000, b x30000, d x 15000)
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Sekil 51. Farkh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarinin SEM Goriintiileri (a,c ve e x20000, b,d x30000)
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Termal analiz

Farkli PYEM ylizdelerinde ve farkli PYEM:GABA molar oraninda hazirlanan
formiilasyonlarin termogramlar1 Sekil 52 ve Sekil 53’te sunulmustur.
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Sekil 52. Farkh PYEM Yiizdeleri ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin Termogramlari
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Sekil 53.

Farkh PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin
Termogramlari

Farklt PYEM yiizdeleri kullanilarak hazirlanan PNP formiilasyonlarinda 202.78
°C’de gozlenen GABA ’ya ait keskin pikin kayboldugu goriilmektedir. Etkin madde
pikinin tamamen kaybolmasi homojen polimer matrisi olusumu ya da polimerin
seyreltme etkisi nedeniyle olabilmektedir (Pagar ve Vavia, 2013). PNP-14 plasebo
formiilasyonunda goriilen pik, GABA igeren formiilasyonlarda goriilmemistir.

Plasebo formiilasyona ait pikin kaybolmasi ya da pikte kayma meydana gelmesi
polimer ilag etkilesiminin varligin1 gostermektedir.

Sekil 52°de tiim formiilasyonlarda etkilesim goriildiigiiniin saptanmasi nedeniyle
parcacik boyutu ve IR verileri kullanilarak PNP-4 formiilasyonu iizerinden devam
edilerek farkli etkin madde oranlarmin denenmis oldugu farkli PYEM:GABA
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molar oranlarinda formiilasyonlar hazirlanmis ve karakterizasyon calismalari
yapilmustir.

Farkli PYEM:GABA molar oranlarinda hazirlanan formiilasyonlarda PNP-17
formiilasyonu hari¢ tiimiinde GABA’ya ait keskin pikin ¢ok diisiik siddette var
oldugu, baskilandig1 ya da tamamen ortadan kalktigi goriilmektedir (Kumari ve
ark., 2013) (Sekil 53). GABA’nin PNP’lere yiiklenmesi ile kristalin yapinin 6nemli
Olclide azaldig1 diisiiniilmiistiir (Bhavna ve ark., 2014).

Elde edilen termogramlar 1s1iginda PNP-17 formiilasyonu disinda, GABA’nin
nanopartikiillere yiiklendigi, homojen kati karisimi ya da amorf yap1 elde edildigi
gorinmektedir (Mainardes ve Evangelista, 2005). En yiksek GABA
konsantrasyonuna sahip PNP-17 formiilasyonunda polimer ile etkilesemeyecek
kadar ¢cok GABA var oldugu kararina varilmistir (Patel ve Pramanik, 2014).

Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin, farkli NMBAc oranlar1 kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlarin, polimerizasyon sonrast PEG 2000 katilmasi ile
hazirlanan formiilasyonlarin ve farkli PEG MA tiirevlerinin polimerizasyona
katilmas1 ile hazirlanan formiilasyonlarin termogramlari Sekil 54-Sekil 57°de
sunulmustur.
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Sekil 54. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Termogramlari
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Sekil 57. Farkh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan PNP

Formiilasyonlarinin Termogramlari
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Kopolimerik  nanopartikiil ~ formiilasyonlarinda  PNP-12  (Ac  igeren)
formiilasyonunda GABA’ya ait 6zgiin pikin kayboldugu, PNP-13 (DMAc iceren)
formiilasyonunda ise siddetinin 6nemli Olgiide azalarak daha yayvan bir pikin
ortaya ciktigr Sekil 54’te goriilmektedir. Bu durum GABA’nin polimerik matris
igerisinde homojen dagildigr (Kumari ve ark., 2013) ya da kristalinitenin yerine
amorf yapmin olustugunu gostermektedir (Pagar ve Vavia, 2013). Plasebo
formiilasyonlarda (PNP 15-PNP16) goriilen piklerin etkin madde igeren
formiilasyonlarda goriilmemis olmasi da polimer-GABA etkilesimini isaret
etmektedir.

Farkli NMBAc oranlarinda hazirlanan PNP formiilasyonlarindan PNP-22 ve
PNP-23 formiilasyonlarinda GABA’nin endotermik erime pikine rastlanmazken
strastyla 275.7°C ve 188.2°C’de endotermik pikler saptanmistir. Bu durum etkin
maddenin polimerik matris igerisine katilmis oldugunu gdstermektedir (Dhana
Lakshmi ve ark., 2012). PNP-21 formiilasyonunda ise GABA pikinin siddeti
azalmis ve yayvan pik morfolojisi goriilmiistiir. Pikte meydana gelen 4°C’lik
kayma nedeni ile GABA ve polimer arasinda etkilesim oldugu dislintilmiistiir
(Mello ve Ricci-Junior, 2011) (Sekil 55).

Polimerizasyona PEG 2000 katilmasi ile hazirlanan formiilasyonlardan yalnizca
PNP-25’in termogrami alinabilmistir. PEG 2000 (Sekil 56) ve farkli PEG MA
tirevleri (Sekil 57) kullanilarak elde edilen termogramlar incelendiginde
karakteristik GABA pikinin kayboldugu goriilmiistiir. Etkin madde pikinin
tamamen kaybolmast homojen matriks olusumu ya da amorf yapmin varlig
seklinde yorumlanabilmektedir (Mainardes ve Evangelista, 2005).

X-isimi kirinim analizi

Farkli PYEM yiizdelerinde ve farkli PYEM:GABA molar oraninda hazirlanan
formiilasyonlarin X-1s1n1 kirmnim profilleri Sekil 58 ve Sekil 59°da sunulmustur.

X-1g51n1 kirmmim analizi PNP’lerin molekiiler yapilarinin aydinlatilmasi  ve
polimorfizm caligmalarinin gerceklestirilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Kumari ve ark., 2013). Farkli PYEM yiizdeleri kullanilarak hazirlanan PNP
formiilasyonlarinda (Sekil 58) GABA’ya ait kristalin piklere rastlanmamasi, amorf
yapida PNP formiilasyonlarinin hazirlandigini ve GABA’nin polimer matrisine
molekiiler diizeyde dagilmis oldugunu gostermistir (Shin ve ark., 2010).

Farkli PYEM:GABA molar oranlar1 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda
(Sekil 59) GABA oraninin  arttirllmast ile GABA’nin kristalin piklerinin
yogunluklarinin arttigi goriilmektedir. PNP-17 formiilasyonunun profili GABA
profiline benzerdir. Formiilasyonlarda GABA’ya iliskin bazi piklerin var olusu
GABA ’nin yalnizca enkapsiile edilmeyip ayn1 zamanda parcaciklarin dis yiizeyinde
de adsorplanmis olabilecegini diistindiirmiistiir (Kumari ve ark., 2013).
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Sekil 58. Farkh PYEM Yiizdeleri ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin X-Isin1 Kirinim
Profilleri
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Sekil 59. Farklh PYEM:GABA Molar Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin
X-Istm1 Kirimim Profilleri
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Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin, farkli NMBAc oranlar1 kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlarin, polimerizasyon sonrast PEG 2000 katilmasi ile
hazirlanan formilasyonlarin ve farkli PEG MA tiirevlerinin polimerizasyona
katilmast ile hazirlanan  formiilasyonlarn  X-151n1  kirmmim  profilleri
Sekil 60-Sekil 63’te sunulmustur.
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Sekil 60. Kopolimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin X-Isim1 Kirinim Profilleri
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Sekil 61. Farkhh NMBAc Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin X-Isim1 Kirinim
Profileri
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Sekil 62. Polimerizasyon Sonrasi PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarinin X-Isitm1 Kirimmm Profilleri
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Sekil 63. Farkh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarimin X-Isim1 Kirinim Profilleri
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Hazirlanan kopolimerik nanopartikiillerin profilleri incelendiginde plasebo
formiilasyonlarin amorf polimer yapiy1 simgeledigi goriilmektedir. GABA igeren
PNP-12 ve PNP-13 formiilasyonlarinin kristalogramlarinda GABA’ya ait bazi
karakteristik pikler saptanmistir (Sekil 60).

Yiiksek hizli ve manyetik karistiricilarin birlikte kullanilmasi ile farkli oranlarda
NMBAc eklenerek hazirlanan formiilasyonlarda ise, PNP-21 ve PNP-23’de
GABA ’ya ait baz1 pikler mevcutken, PNP-22 formiilasyonunda GABA’ya ait pikler
gozlenmemistir (Sekil 61). Piklerin niteliklerinde bir degisiklik yokken, etkin
madde kristalliginin tiim formiilasyonlarda farkli 6l¢ililerde azaldig1 goriilmektedir.
Etkin maddenin polimerik matris ile farkli yogunlukla etkilesimi sonucunda farkli
NMBACc oranlart ile hazirlanan tiim formiilasyonlarda etkin maddenin PNP
formiilasyonlarina katildig1 diisiiniilmiistiir (Pagar ve Vavia, 2013). Ayni zamanda
AEl’lerin stereokimyasal benzerlikleri ve molekiiler konformasyonlarmin
biyoaktivitelerinin iizerine etkili oldugu 6ne siirtilmektedir (Li ve ark., 2007). Bu
nedenle GABA’nin kristalin yapisinin korunmasi ile biyolojik sistemlerdeki
biyoaktifligi arasinda baglanti olabilecegi de goz ard1 edilmemelidir.

Polimerizasyon sonrasi PEG 2000 polimerinin PNP formiilasyonlarina katilmasz ile
hazirlanan sistemlerde GABA’ya ait pik gozlenmemistir (Sekil 62). Elde edilen
profiller, GABA’nin parcacigin i¢inde homojen dagilmasmin ve dis yiizeyinde
bulunmamasinin (Kumari ve ark., 2013) ya da polimer agiin seyreltme etkisinin
(Pagar ve Vavia, 2013) gostergesidir. Polimerizasyon sonrasi 1 saat, 6 saat ve 24
saat PEG 2000 cozeltisi ile muamele edilen formiilasyonlarin X-151m1 kirmim
profilleri arasinda bir farklilik saptanmamugtir.

PEG 1000 MA ve PEG 1500 MA polimerlerinin tepkimeye katilmasi ile hazirlanan
PNP formiilasyonlarinda, PEG 1500 MA polimeri ile hazirlanan PNP-28
formiilasyonunda diisiik yogunluklu olmak tlizere GABA’ya ait karakteristik pik
gorilmistiir (Sekil 63). PEG 1000 MA polimeri ile hazirlanan nanopartikiilerden
hem PNP-29 ve hem de PNP-30 formiilasyonu amorf profil vermistir. Béylece etkin
maddenin pargacik igerisinde homojen dagilim gosterdigi ve i¢ yiizeyde kaldigi
diistiniilmistiir (Shin ve ark., 2010; Mello ve Ricci-Junior, 2011).

Infrared analizi

Farkli PYEM yiizdelerinde ve farkli PYEM:GABA molar oraninda hazirlanan
formiilasyonlarin FTIR spektrumlar1 Sekil 64 ve Sekil 65°te sunulmustur.
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Sekil 64. Farkhh PYEM Yiizdeleri ile Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin FTIR
Spektrumlari
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IR bolgesinin 4000 cm™ ile 1300 cm™ arasinda kalan kisminda karsilasilan bantlar,
molekiillerde ¢esitli fonksiyonel gruplara ait belirgin bantlardir. Bantlar molekiiliin
yapisinda yalnizca o grubun varligi ile ortaya c¢ikmakta ve molekiilin diger
kismindan ¢ok az etkilenmektedir. Bu nedenle, bantlarin geldigi bolgeye “belirgin
fonksiyonel grup bolgesi” denilmektedir. 3300 cm™ civarinda C-H, N-H ve O-H
gerilmeleri gdzlenmektedir. 2500 cm™ ile 2000 cm™ arasinda kalan bdlgede C=C,
C=N, C=C ve C=0 gerileme titresimleri, 1650 cm™- 1450 cm™ arasinda aromatik
halkalardaki C=C gerilme titresimleri, 1600 cm™- 1300 cmt arasinda C-H, N-H ve
O-H egilme titresimleri yer almaktadir (Yildiz ve ark, 1997).

Farkli PYEM yiizdelerinde hazirlanan formiilasyonlardan PNP-14 plasebo
formiilasyonunun spektrumu incelendiginde (Sekil 64), 3358.07 cm™’de N-H bag1
gerilmesi titresimi, 2922.16 ve 2852.72 cm™’de alifatik C-H grubu gerilmesi
titresimleri, 1658.78 cm™’de amit grubunu gdsteren C=0 bag1 gerilme titresimleri
ile polimer olusumu nedeni ile PYEM ve NMBACc spektrumlarindan farkli olarak
yeni pikler saptanmistir (Kumari ve ark., 2013).

Farkli PYEM yiizdelerinde hazirlanan GABA igeren formiilasyonlarin tiimiinde
GABA’nin karboksilat (COO-) grubuna ait 1574.55 cm™’de gdzlenen pik
kaybolmustur. Ayn1 zamanda formiilasyonlardaki N-H pikinde ve amit grubu C=0
pikinde kaymalar meydana gelmistir. GABAnin karboksilat pikinin kaybolmasi ve
formiilasyon piklerinde olusan kaymalar nedeni ile GABA ile polimer arasinda
etkilesim oldugu diisiiniilmiistiir (Shilpa ve ark., 2012).

Farkli PYEM:GABA molar oranlarinda hazirlanan PNP formiilasyonlarindan
(Sekil 65) GABA miktarinin en ¢ok oldugu PNP-17 formiilasyonunda kristalin
piklerin saf GABA spektrumuna benzer sekilde artis1 nedeni ile polimer ilag
etkilesiminin en az oldugu diisliniilmiistiir. PNP-17 formiilasyonu haric GABA
iceren diger formiilasyonlarda GABA’nmn 1574.55 cm™‘’de gbzlenen piki
kaybolmustur. Plasebo formiilasyon (PNP-14) ile karsilastirildiginda N-H ve C=0
gerilmeleri titresimlerinde polimer etkin madde etkilesimi nedeni ile oldugu
diisiiniilen belirgin kaymalar goriilmiistiir (Shilpa ve ark., 2012). PNP-9 ve PNP-11
formiilasyonlarinda GABAya ait oldugu diisiiniilen ancak saf GABA’ya gore daha
yiiksek dalgaboyunda goézlenen piklerin alifatik C-H grubu kaynakli oldugu
diistiniilmiistiir Etkin madde ve polimerik matris arasinda hidrojen bag:
olusumunun s6z konusu olabilecegi goriisii ortaya ¢ikmistir (Gu ve ark., 2007).

Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlariin, farkli NMBAc oranlar1 kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlarin, polimerizasyon sonrast PEG 2000 katilmasi ile
hazirlanan formiilasyonlarin ve farkli PEG MA tiirevlerinin polimerizasyona
katilmasi ile hazirlanan formiilasyonlarin FTIR analizine ait spektrumlar Sekil 66-
Sekil 69°da sunulmustur.
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Sekil 67. Farkli NMBAc Oranlarinda Hazirlanan PNP Formiilasyonlarinin FTIR
Spektrumlari
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Sekil 68. Polimerizasyon Sonrasi1 PEG 2000 Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarinin FTIR Spektrumlari
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Sekil 69. Farkh PEG MA Tiirevlerinin Polimerizasyona Katilmasi ile Hazirlanan PNP
Formiilasyonlarmin FTIR Spektrumlari

DSC, XRD, IR ve in vitro salim verileri varliginda PNP-17 formiilasyonundan
sonra en ¢ok GABA tasiyan PNP-9 formiilasyonu tizerinden ikincil monomerlerin
de polimerizasyona eklenmesi ile kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlar
hazirlanmasina karar verilmistir.

Kopolimerik nanopartikiil formiilasyonlari Ac ve DMAc monomerlerinin
polimerizasyona eklenmesi ile hazirlanmistir. Ac monomeri kullanilarak hazirlanan
PNP-12 formiilasyonunda Ac yapisinda bulunan —NH> grubunu simgeleyen pikler
3184 cm ve 3350.35 cm™°de, amide ait karbonil grubunu simgeleyen pikler ise
1651.07 cm™°de gdzlenmistir (Bennour ve Louzri, 2014). Plasebo formiilasyonda
(PNP-15) —NH2 grubu ve amidin karbonil grubuna ait pikler ayni frekansta
goriilmektedir. GABA iceren PNP-12 formiilasyonunda GABA’nin karakteristik
karboksilat piki goriilmemis ve plasebo formiilasyon piklerine ek olarak PNP-9
formiilasyonunda goriilen alifatik C-H piklerinin mevcut oldugu saptanmistir
(Sekil 66).

DMAc monomeri ile hazirlanan PNP-16 plasebo formiilasyonunda
3419.79 cm™’de N-H piki, 2922.16 ve 2852.72 cm™’de alifatik C-H pikleri,
1634.60 cm™’de amid yapisina ait karbonil grubu pikleri gdzlenmistir. Yapiya
GABA eklenmesi ile hazirlanan formiilasyonda N-H piki ve karbonil grubu pikinde
kaymalar oldugu, GABA’nin karboksilat grubuna ait pikin kayboldugu ve yeni
alifatik C-H grubu pik olusumlar1 saptanmistir. Bu durumda GABA ile polimer
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arasinda etkilesim ve yiiklenen GABA ’nin yanisira matrise dagilmis serbest GABA
molekiillerinin var olabilecegi diisiiniilmiistiir (Gu ve ark., 2007).

Yiiksek hizli karistiricilar kullanilarak gerceklestirilen formiilasyon denemeleri
sonrasinda pargacik biiylikliigii, zeta ve parcacik sekli ve yiizey ozellikleri analiz
sonuglarina dayanarak 6n emiilsiyonun UT IKA 25N25G kullanilarak 8000 rpm’de
hazirlanmasina ve ardindan polimerizasyon tepkimesinin 250 rpm’de manyetik
karistiric1 kullanilarak gergeklestirilmesine karar verilmistir. Bu formiilasyonlarin
DSC, IR ve XRD analizleri yapilmamistir.

Farkli NMBAc oranlar1 kullanilarak hazirlanan PNP formiilasyonlarinin
spektrumlar1 goz oniine alindiginda, NMBAc orani arttikga N-H pikinin ve alifatik
C-H npiklerinin yiiksek dalga boyuna kaydigi goriilmiistir. PNP-23
formiilasyonunun spektrumu degerlendirildiginde, 3355.78 cm™’de N-H grubu,
2920.23 cm? ve 2852.72 cm¥de alifatik C-H grubu, 1629.85 cm™®’de amid
yapisinin karbonil grubu ve 1581.63-1398.39 cm™’de N-H egilmesi ve C=C cift
bag1 gerilmesine ait pikler oldugu saptanmistir.

Yalnizca manyetik karistirict kullanarak hazirlanan formiilasyonlar ile UT ve
manyetik karistiricinin birlikte kullanildigi formiilasyonlar karsilastirildiginda,
GABA’ya ait herhangi bir karakteristik pikin var olmadig1 ve genel anlamda
spektrumlardaki kristalinitenin azalmis oldugu goriilmektedir. Sonug olarak etkin
maddenin polimerik parcaciklara tamamen yiiklendigi diisinilmistir (Vino ve
ark., 2014) (Sekil 67).

Polimerizasyon sonrast PEG 2000 ¢ozeltisi ile pargaciklarin karistirilmasi ve
liyofilizasyon islemini kapsayan PNP’lerin IR spektrumlari incelendiginde, 1saat,
6 saat ve 24 saat PEG 2000 ¢ozeltisine maruz birakilan PNP formiilasyonlari birbiri
ile karsilastirildiginda anlamli pik farkliliklart gézlenmemistir (Sekil 68).

PEG 2000 igeren formiilasyon spektrumunda PEG zincirine ait 3365.78 cm™’de
zayif —OH gerilmesi, 2885.51°de C-H pik gerilmesi, 1278 cm™’de O-H egilmesi,
1465.90-1340.53 cm™’de —~CH egilmesi, 1242.16 cm™ ve 1101.35 cm™*’de C-O-C
pik gerilmesi, 1060.85 cm™’de C-OH gerilmesi, 960.55 ve 840.96 cm™’de C-C tek
bag gerilmesi piklerine rastlanmistir. PEG 2000 zinciri kaynakli piklerde,
literatiirdeki PEG 2000 spektrumlarina gore kiigiik kaymalar gézlenmistir (Tung ve
ark., 2008; Shameli ve ark., 2012). Ayrica polimerik matristen kaynakli amit
yapisinin karbonil grubuna ait 1641.42 cm™’de C=0 piki goriilmiistiir. GABA’ya
iliskin karakteristik herhangi bir pik gézlenmemistir. Bu nedenle polimerizasyon
ile hazirlanmis olan nanopartikiillerin dis yiizeyine PEG 2000’in tutunmus
olabilecegi diisliniilmiistiir.

PEG 1000 MA ve PEG 1500 MA igeren PNP formiilasyonlarinin FTIR
spektrumlart degerlendirildiginde, tiim formiilasyonlarda GABA’nin karboksilat
pikinin kayboldugu goriilmiis ve dolayisiyla formiilasyonlara GABA’nin
yiiklendigini diisiiniilmiistiir. PNP-28 formiilasyonunda 3392.79 cm™®’de PEG 1500
MA zincirine ait zayif —OH gerilmesi, 2887.44 cm™®’de C-H gerilmesi,
1710.86 cm™’de karboksilik asitin C=O grubu, 1240.23-1105.21 cm™*’de C-O-C
gerilmesi, 1060.85 cm™’de C-OH gerilmesi, 962.48 cm™ ve 840.96 cm™*’de C-C
tek bag gerilmeleri saptanmistir. Ayrica spektrumda plasebo formiilasyonlarda ve
hatta PNP-23 (DMACc igeren) formiilasyonunda da goriilen polimerik matrise ait
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oldugu diisiiniilen 2922.16 cm™ ve 2856.58 cm™’de C-H bagi ve 1641.42 cm™’de
C=0 grubu gerilmelerine rastlanmistir (Sekil 69).

PNP-29 ve PNP-30 formiilasyonlarindaki pik frekans kaymalarinin PNP-28’e gore
daha belirgin oldugu belirlenmistir. Pik frekanslarinda meydana gelen kaymalar
kullanilan monomerler ile birlikte tepkimeye giren PEG MA molekiilerinin
hidrojen bag etkilesimini diisiindiirmiistiir (Bennour ve Louzri, 2014).

Formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini

Formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini boliimiinde agiklanan sekilde HPLC
analizleri sonucunda PNP formiilasyonlarinda belirlenen GABA miktarlar1 Cizelge
32’de sunulmustur.

Yiiksek hizli karistiricilar ile on emiilsiyon sekli olusturularak hazirlanan
formiilasyonlarda etkin madde miktar1 tayini analiz sonug¢lariin standart hatalar
daha diistik bulunmustur.

Cizelge 32. GABA iceren Farkh PNP Formiilasyonlarinin Tasidigi Etkin Madde Miktar:

(n=3)
% Etkin madde miktar1 + SH
PNP-4 2.177+0.256
PNP-9 19.395 £ 0.347
PNP-12 12.148 £ 0.322
PNP-13 16.815+0.193
PNP-21 17.669 +0.037
PNP-22 14.144 +£ 0.042
PNP-23 16.622 £ 0.012
PNP-25 11.193 £ 0.002
PNP-28 14.846 £ 0.032
PNP-29 15.074 £ 0.007
PNP-30 15.180 £ 0.019

SH: Standart Hata

Filtre adsorpsiyon testi sonucunda 0.1 pg.mL™* GABA konsantrasyonu i¢in %99.4,
0.5 pgmL? GABA konsantrasyonu igin %99.3 ve 1 pgmL? GABA
konsantrasyonu i¢in %99.7 yiizde geri kazanim degerleri elde edilmistir. Yiiksek %
geri kazanim degerleri nedeni ile miktar tayini analizleri i¢in poliyamit filtre
kullaniminin uygun olduguna karar verilmistir.

In vitro salim ¢calismalar

Beyne ila¢ tasinmasinda in vitro salim ¢alismalar1 3.5-5 KDa (Wilson ve ark., 2008)
veya 12-14 KDa (Vergoni ve ark., 2009) boyutlarinda diyaliz membranlarinin
kullanilmast ile gergeklestirilmistir. Diyaliz membran1 ile (3.5-5 KbDa)
gerceklestirilen in vitro salim c¢alismasinda % kiimiilatif salim miktarlar
Cizelge 33°de, elde edilen salim profilleri Sekil 70’de sunulmustur.
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Hazirlanan PNP formiilasyonlari ile suda ¢oziiniirliigii yiiksek endojen bir bilesik
olan GABA’nin salimmin toz GABA’ya oranla daha uzun siirede gerceklestigi
Sekil 70’de goriilmektedir.

GABA’nin PNP formiilasyonlar ile elde edilen profilleri dikkatle incelendiginde,
PNP-4, PNP-9, PNP-12 ve PNP-13 formiilasyonlar1 arasinda PNP-13
formiilasyonunun daha uzun siirede GABA salimi1 saglayan ve dogrusal 6zellikli bir
salim profiline sahip oldugu goze carpmaktadir. Kiiresel nitelikli formiilasyon
hazirlanmas1 amaci ile PNP-13 formiilasyonunun yiiksek hizli karistirict ve
manyetik karistirict  kullanilarak  hazirlanmas1  ile elde edilen PNP-23
formiilasyonundan da dogrusal o6zellikli salim elde edilmistir Daha yiiksek
konsantrasyonda NMBAc i¢eren PNP-22 formiilasyonunda da GABA salim siiresi
uzatilmistir ancak standart hatanin ytiksekligi géze ¢arpmaktadir.

PEG 2000 polimerinin polimerizasyon sonrasi parcaciklara katilmasi ile hazirlanan
PNP-25 formiilasyonunun salim profili de GABA’ya gore farkli bulunmus ve
formiilasyon ile GABA salim siiresinin uzatildig1 belirlenmistir.

PEG MA iceren PNP formiilasyonlarindan, PNP-28’den 6 saat sonunda salinan
% kimilatif GABA miktar1 60.832 £3.682; PNP-29’dan salinan %26.959 +1.365
ve PNP-30’dan salinan 30.021 +2.647 olarak bulunmustur. PNP-28
formiilasyonundan GABA salimi daha ¢abuk gerceklestiginden in vivo hayvan
deneylerinde tercih edilmemistir.

PNP formiilasyonlari iizerinde gergeklestirilen parcacik biiyiikliigii, zeta potansiyel,
parcacik sekli ve yiizey ozellikleri, termal, x-151n1 kirinim, infrared, etkin madde
miktar1 analizleri gibi karakterizasyon ve in vitro salim galigmalari sonucunda
PNP-23, PNP-25, PNP-29 ve PNP-30 formiilasyonlarinin in vivo hayvan
deneylerinde kullanilmasina karar verilmistir. Bu formiilasyonlara ait salim
profilleri Sekil 71°de sunulmustur.
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% Kiimiilatif Salinan GABA Miktar
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Zaman (Saat)
—— GABA PNP-23 —@—PNP-25 PNP-29 —e—PNP-30

Sekil 71. In Vivo Calismalar icin Secilen PNP Formiilasyonlarimin /n Vitro Sahm Profilleri
(n=6)
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PNP formiilasyonlar1 UV radyasyon ile sterilize edilmistir. UV sterilizasyon sonrasi
PNP formiilasyonlar1 iizerinde gergeklestirilen in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda
elde edilen salim salim profilleri Sekil 72’de sunulmustur.

100
90
80
70
60

% Kiimiilatif Salinan GABA Miktari

Zaman (Saat)

PNP-23 —@—PNP-25 PNP-29 —&— PNP-30
——PNP-23 UV PNP-25 UV —@—PNP-29UV —@—PNP-30 UV

Sekil 72. UV Sterilizasyon Sonrasi PNP Formiilasyonlarinn /n Vitro Salim Profilleri (n=6)

Nanopartikiil formiilasyonlarina ait kararlilik ¢calismalart
Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

Pargacik biiyiikliigii tayinleri farmasotik sistemler lizerinde kontrol mekanizmasi
olusturulmasina yardimcidir. Céziinme hizi ve in vivo ¢alismalar yerine gecemez
ancak ila¢ tasiyict sistemlerin 6zelliklerini kontrol etmek ve iiretim alanlarindaki
kalite denetimi i¢in 6nem tagimaktadir (Kas, 2012).

PNP-23 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki parcacik biiyiikligi ve
dagilimi ve polidisperslik indisi verileri Cizelge 34’te, karsilastirmali olarak Sekil
73’de yer almaktadir.
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Cizelge 34. PNP-23 Formiilasyonunun Kararhlhik Calismasina ait Parcacik Bityiikliigii

Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT +=SH PDI £ SH
PNP-23-4C-TO 111.3+0.120 0.177 £ 0.008
PNP-23-4C-T30 123.0 £ 3.147 0.229 £ 0.038
PNP-23-4C-T60 120.3 £3.658 0.249 +0.016
PNP-23-4C-T90 242.5+£1.298 0.319+£0.011
PNP-23-25C-TO 111.3£0.120 0.177 £ 0.008
PNP-23-25C-T30 134.9+£0.384 0.261 +0.027
PNP-23-25C-T60 137.7 £ 2.041 0.196 +0.036
PNP-23-25C-T90 205.1 +£5.603 0.264 £ 0.054
PNP-23-40C60BN-TO 111.3+0.120 0.177 £ 0.008
PNP-23-40C60BN -T30 1729+ 3.110 0.243 +0.036
PNP-23-40C60BN -T60 129.5 +4.994 0.348 +0.027
PNP-23-40C60BN -T90 238.7 £ 0.208 0.399 + 0.024
PNP-23-40C-TO 111.3+0.120 0.177 £ 0.008
PNP-23-40C-T30 137.5+2.318 0.261 +0.027
PNP-23-40C-T60 195.0+3.510 0.232+£0.019
PNP-23-40C-T90 240.5 £4.122 0.339 +0.030

BN: Bagil Nem ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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Sekil 73. PNP-23 Formiilasyonunun Kararhhk Caliymasina ait Parcacik Biiyiikliigii
Degerleri (n=3)

PNP-23 formiilasyonunun 111.3 +£0.120 nm (PDI: 0.177 +0.008) olan baslangi¢
parcacik biiyiikliigii, 3. ayin sonunda 4°C+£1°C’de saklanan formiilasyonda
242.5 £1.298 nm (PDI: 0.319 +0.011), 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
205.1 £5.603 nm (PDI: 0.264 +0.054), 40°C +1°C %60 BN’de saklanan
formiilasyonda 238.7 £0.208 nm (PDI: 0.399 +0.024) ve 40°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 240.5 +4.122 nm (PDI: 0.339 +0.030) olarak belirlenmistir
(Cizelge 34).
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PNP-23 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay pargacik biiyiikliigii bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve
%60 BN ortamlarinda bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde onemli fark
(p<0.001), 25°C +1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok onemli fark (p<0.01)
oldugu goriilmiistiir.

PNP-25 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki parcacik biiyiikligi ve
dagilimi ve polidisperslik indisi verileri Cizelge 35’te, karsilastirmali olarak
Sekil 74’te yer almaktadir.

Cizelge 35. PNP-25 Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Parcacik Biiyiikliigii
Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT £ SH PDI + SH
PNP-25-4C-T0O 124.4 £0.823 0.238 £0.016
PNP-25-4C-T30 151.6 £ 3.419 0.267 +£0.019
PNP-25-4C-T60 151.5+£1.154 0.372 £ 0.063
PNP-25-4C-T90 172.8 £4.475 0.217 £0.020
PNP-25-25C-TO 124.4 £0.823 0.238 £0.016
PNP-25-25C-T30 141.1£2.109 0.248 £ 0.009
PNP-25-25C-T60 136.3£0.812 0.200+0.018
PNP-25-25C-T90 156.1 £2.778 0.238 £0.013
PNP-25-40C60BN-TO 124.4 + 0.823 0.238 +£0.016
PNP-25-40C60BN -T30 122.5+£0.639 0.245 +0.009
PNP-25-40C60BN -T60 178.4 +£2.245 0.420 +0.039
PNP-25-40C60BN -T90 255.0 £2.261 0.218 +0.112
PNP-25-40C-TO 124.4 + 0.823 0.238+£0.016
PNP-25-40C-T30 190.5+3.310 0.429 +£0.070
PNP-25-40C-T60 134.1 £4.441 0.281 +0.051
PNP-25-40C-T90 303.6 £9.130 0.317 £0.004

BN: Bagil Nem ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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PNP-25 formiilasyonunun 124.4 £0.823 nm (PDI: 0.238 +£0.016) olan baslangic
pargacik biyiikligi, 3. aymm sonunda 4°C +£1°C’de saklanan formiilasyonda
172.8 £4.475 nm (PDI: 0.217 £0.020), 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
156.1 +£2.778 nm (PDI: 0.238 +0.013), 40°C =+1°C %60 BN’de saklanan
formiilasyonda 255.0 £2.261 nm (PDI: 0.218 £0.112) ve 40°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 303.6 £9.130 nm (PDI: 0.317 +0.004) olarak belirlenmistir
(Cizelge 35).

PNP-25 formiilasyonunun 0. ve 90. giin par¢acik biiyiikliigli analiz sonuglart gz
Oniine alindiginda, 4°C +£1°C ve 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonlarda parcacik
biiyiikliigiinde belirgin bir artis goriilmemisken, 40°C +1°C ve %60 BN’de
saklanan formiilasyonda 255 nm, 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonlarda ise
303.6 nm’ye kadar artig goriilmiistiir (Sekil 72).

PNP-25 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay parcacik biytikliigii bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C’de
bekletilen formiilasyonlarda ¢ok énemli fark (p<0. 01), 40°C £1°C ve %60 BN’de
bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde oOnemli fark (p<0.001) oldugu
gOriilmiistiir.

PNP-29 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki parcacik biiyiikligi ve
dagilimi ve PDI verileri Cizelge 36’da, karsilastirmali olarak Sekil 75’te yer
almaktadir.

Cizelge 36. PNP-29 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Parcacik Biiyiikliigii
Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT + SH PDI + SH
PNP-29-4C-T0O 130.0 £2.003 0.168 £0.017
PNP-29-4C-T30 142.7 £3.299 0.223 £ 0.004
PNP-29-4C-T60 312.3+5.391 0.396 +£0.027
PNP-29-4C-T90 332.6 +£3.049 0.302+0.017
PNP-29-25C-TO 130.0 £ 2.003 0.168 £0.017
PNP-29-25C-T30 1352+ 1.702 0.238 £0.029
PNP-29-25C-T60 261.5+3.953 0.358 £0.009
PNP-29-25C-T90 255.4+4.897 0.337+0.019
PNP-29-40C60BN-TO 130.0 £2.003 0.168+0.017
PNP-29-40C60BN -T30 143.1 £2.610 0.270 £ 0.015
PNP-29-40C60BN -T60 278.8 £4.201 0.325 £ 0.067
PNP-29-40C60BN -T90 195.6 £ 11.856 0.310 £ 0.006
PNP-29-40C-TO 130.0 £2.003 0.168 £0.017
PNP-29-40C-T30 132.0 £3.451 0.261 £0.011
PNP-29-40C-T60 312.7+2.256 0.331 £0.046
PNP-29-40C-T90 309.3 + 6.304 0.333 +£0.056

BN: Bagil Nem ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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Sekil 75. PNP-29 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Parcacik Biiyiikliigii
Degerleri (n=3)

PNP-29 formiilasyonunun 130.0 £2.003 nm (PDI: 0.168 +0.017) olan baslangic
parcacik biiyiikligi, 3.aym sonunda 4°C =£1°C’de saklanan formiilasyonda
332.6 £3.049 nm (PDI: 0.302 £0.017), 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
255.4 +4.897 nm (PDI: 0.337 +0.019), 40°C +1°C %60 BN’de saklanan
formiilasyonda 195.6 £11.856 nm (PDI: 0.310 +0.006) ve 40°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 309.3 +£6.304 nm (PDI: 0.333 +£0.056) olarak belirlenmistir. Tiim
kararlilik test ortamlarindaki formiilasyonlarin parcacik biiytikliiglinde artis
goriilmesi ile birlikte 3. aym sonunda en ¢ok artis 309.3 nm ile 40°C’de saklanan
formiilasyonda gozlenmistir (Sekil 75).

PNP-29 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay pargacik biiyiikliigii bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C +1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C’de
bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde 6nemli fark (p<0.001), 40°C £1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda 6nemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

PNP-30 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki parcacik biiyiikliigii ve
dagilimi ve polidisperslik indisi verileri Cizelge 37°de, karsilastirmali olarak
Sekil 76’da yer almaktadir.
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Cizelge 37. PNP-30 Formiilasyonunun Kararhhik Calismasina ait Parcacik Bityiikliigii

Degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT +=SH PDI £ SH
PNP-30-4C-TO 107.6 + 1.629 0.535+0.053
PNP-30-4C-T30 146.4 £ 1.004 0.280 £ 0.035
PNP-30-4C-T60 233.5+£2.675 0.424 £ 0.079
PNP-30-4C-T90 239.2 +2.953 0.302 +0.080
PNP-30-25C-TO 107.6 £ 1.629 0.535 £ 0.053
PNP-30-25C-T30 153.0 £3.332 0.261 £ 0.027
PNP-30-25C-T60 171.6 £ 6.095 0.329 +£0.023
PNP-30-25C-T90 399.0 £9.284 0.393 +0.047
PNP-30-40C60BN-TO 107.6 + 1.629 0.535+0.053
PNP-30-40C60BN -T30 268.5+1.980 0.454 + 0.062
PNP-30-40C60BN -T60 236.4 +5.457 0.450 + 0.047
PNP-30-40C60BN -T90 417.8 +8.248 0.478 +0.024
PNP-30-40C-TO 107.6 + 1.629 0.535+0.053
PNP-30-40C-T30 224.1 + 1.564 0.304 £ 0.008
PNP-30-40C-T60 2447+ 3.147 0.423 +0.046
PNP-30-40C-T90 333.6 +7.337 0.351 +0.027

BN: Bagil Nem ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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Sekil 76. PNP-30 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Parcacik Bityiikliigii
Degerleri (n=3)

PNP-30 formiilasyonunun 107.6 £1.629 nm (PDI: 0.535 +£0.053) olan baslangic
parcacik biylikligli, 3. aym sonunda 4°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
239.2 +2.953 nm (PDI: 0.302 =+0.080), 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
399.0 +9.284 nm (PDI: 0.393 £0.047), 40°C £1°C %60 BN’de saklanan
formiilasyonda 417.8 + 8.248 nm (0.478 +0.024) ve 40°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 233.6 =+ 7.337 nm (0.351 =£0.027) olarak belirlenmistir. 3. ay
analizlerinde 40°C ve %60 BN’de bekletilen PNP-30 formiilasyonunda 417.8 nm
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ile en yliksek parcacik blylikligli degerine ulasilmistir. Diger kararlilik
ortamlarinda da baglangi¢ parcacik biiyiikliigiine gére nanopartikiillerin pargacik
biiyiikliiklerinin artmis oldugu goriilmektedir (Sekil 76).

PNP-30 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay parcacik biiyiikliigii bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C £1°C ve
40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde énemli fark
(p<0.001) oldugu gorilmiistiir.

3 ay sonunda PNP formiilasyonlariin ozellikle 40°C +1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda daha ¢ok olmakla birlikte pargacik
biiyiikliiklerinde artis gozlenmistir. Ancak tiim formiilasyonlarin pargacik
biiyiikliigii nanometre araliginda kalmaistir.

Zeta potansiyel

Zeta potansiyel nanopartikiil kararliligmin belirlenmesinde ¢ok ©6nemli bir
parametredir.

PNP-23 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki zeta potansiyel degerleri
Cizelge 38°de, karsilastirmali olarak Sekil 77°de yer almaktadir.

Cizelge 38. PNP-23 Formiilasyonunun Kararhlk Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri

(n=3)
Zeta Potansiyel (mV)

ORT +SH
PNP-23-4C-TO 24.27 £ 0.66
PNP-23-4C-T30 27.23+£0.09
PNP-23-4C-T60 25.10+0.44
PNP-23-4C-T90 27.03+1.96
PNP-23-25C-T0 24.27 £ 0.66
PNP-23-25C-T30 29.87 £ 0.44
PNP-23-25C-T60 20.97 £0.92
PNP-23-25C-T90 25.27 £ 0.58
PNP-23-40C60BN-TO 24.27 +£0.66
PNP-23-40C60BN -T30 29.81+0.26
PNP-23-40C60BN -T60 18.33+0.13
PNP-23-40C60BN -T90 2447+ 1.71
PNP-23-40C-TO 24.27 +£0.66
PNP-23-40C-T30 29.13+0.35
PNP-23-40C-T60 28.73+£0.61
PNP-23-40C-T90 26.23 + 1.96

BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay,
T90: 3.ay
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Zeta Potansiyel (mV)

4°C 25°C 40°C %60 BN 40°C
Formiilasyonlarin Kararlilik Test Ortamlar1

EPNP-23-T0 ®PNP-23-T30 mPNP-23-T60 PNP-23-T90

Sekil 77. PNP-23 Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri
(n=3)

PNP-23  formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan yapilan analizlerde,
24.267 £0.664 mV olan baslangi¢ zeta potansiyeli, 3. ayin sonunda 4°C £1°C’de
saklanan formiilasyonda 27.033 +£1.964 mV, 25°C #£1°C’de saklanan
formiilasyonda 25.267 £0.578 mV, 40°C £1°C ve %60 BN ortaminda saklanan
formiilasyonda 24.467 £1.707 mV ve 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
26.233 £1.960 mV olarak belirlenmistir (Cizelge 38).

PNP-23 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay zeta potansiyel degerlerinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C +£1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda 6nemli degisiklik (p>0.05)
gozlenmemistir.

PNP-25 formiilasyonunun 0. zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki zeta potansiyel degerleri
Cizelge 39’da, karsilastirmali olarak Sekil 78’de yer almaktadir.

Cizelge 39. PNP-25 Formiilasyonunun Kararhhik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri

(n=3)
Zeta Potansiyel (mV)

ORT +SH
PNP-25-4C-TO 29.90 + 1.56
PNP-25-4C-T30 28.10+0.60
PNP-25-4C-T60 27.83+1.19
PNP-25-4C-T90 21.13+0.95
PNP-25-25C-T0 29.90 + 1.56
PNP-25-25C-T30 19.50 +0.40
PNP-25-25C-T60 24.60 + 1.85
PNP-25-25C-T90 26.52 + 1.07
PNP-25-40C60BN-TO 29.90 + 1.56
PNP-25-40C60BN -T30 29.90+ 1.19
PNP-25-40C60BN -T60 19.63 +2.27
PNP-25-40C60BN -T90 19.07 £ 0.61
PNP-25-40C-TO 29.90 + 1.56
PNP-25-40C-T30 28.13+1.39
PNP-25-40C-T60 21.03+1.04
PNP-25-40C-T90 20.83 +0.87

BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay,

T90: 3.ay
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Sekil 78. PNP-25 Formiilasyonunun Kararhlhik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri
(n=3)

PNP-25 formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan yapilan analizlerde,
29.900 £1.562 mV olan baslangi¢ zeta potansiyel degeri, 3. aym sonunda
4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 21.133 £0.953 mV, 25°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 26.517 £1.065 mV, 40°C £1°C ve %60 BN ortaminda saklanan
formiilasyonda 19.067 £0.612 mV ve 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
20.833 £0.867 mV olarak belirlenmistir (Cizelge 39).

PNP-25 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay zeta potansiyel degerlerinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C +1°C, 40°C +=1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda 6nemli fark oldugu (p<0.05)gdzlenmis
ancak 25°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda 6nemli degisiklik (p>0.05)
gozlenmemistir.

PNP-29 formiilasyonunun 0. zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki zeta potansiyel degerleri
Cizelge 40°da, karsilastirmali olarak Sekil 79°da yer almaktadir.

Cizelge 40. PNP-29 Formiilasyonunun Kararhlhik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri

(n=3)
Zeta Potansiyel (mV)

ORT + SH
PNP-29-4C-TO 28.20 + 1.48
PNP-29-4C-T30 24.93 +£0.29
PNP-29-4C-T60 20.80 +0.25
PNP-29-4C-T90 21.30+0.81
PNP-29-25C-T0 28.20 + 1.48
PNP-29-25C-T30 25.30+£0.01
PNP-29-25C-T60 25.87+0.70
PNP-29-25C-T90 19.30 +0.74
PNP-29-40C60BN-TO 28.20 £ 1.48
PNP-29-40C60BN -T30 23.70£0.25
PNP-29-40C60BN -T60 21.37+0.27
PNP-29-40C60BN -T90 17.93 £0.57
PNP-29-40C-TO 28.20 £ 1.48
PNP-29-40C-T30 26.57 +0.39
PNP-29-40C-T60 23.60 £+ 0.30
PNP-29-40C-T90 17.03 £ 0.99

BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay,

T90: 3.ay
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Sekil 79. PNP-29 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri
(n=3)

PNP-29 formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan yapilan analizlerde,
28.200 +1.480 mV olan baslangi¢ zeta potansiyeli, 3. ayin sonunda 4°C £1°C’de
saklanan formiilasyonda 21.300 +0.811 mV, 25°C #£1°C’de saklanan
formiilasyonda 19.300 £0.737 mV, 40°C +1°C ve %60 BN ortaminda saklanan
formiilasyonda 17.933 +£0.567 mV ve 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
17.033 £0.987 mV olarak belirlenmistir (Cizelge 40).

PNP-29 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay zeta potansiyel degerlerinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C +1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C’de
bekletilen formiilasyonlarda 6nemli fark oldugu (p<0.05), 40°C +1°C ve %60
BN’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok 6nemli fark (p<0.01) oldugu goriilmiistiir.

PNP-30 formiilasyonunun 0.zaman, 1., 2. ve 3. aylardaki zeta potansiyel degerleri
Cizelge 41°de, karsilastirmali olarak Sekil 80°de yer almaktadir.

Cizelge 41. PNP-30 Formiilasyonunun Kararhilik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri

(n=3)
Zeta Potansiyel (mV)
ORT+ SH
PNP-30-4C-TO 22.17+0.20
PNP-30-4C-T30 20.35+0.41
PNP-30-4C-T60 19.65+ 0.01
PNP-30-4C-T90 18.85+0.37
PNP-30-25C-T0 22.17+0.20
PNP-30-25C-T30 25.80 £ 0.06
PNP-30-25C-T60 20.33+0.29
PNP-30-25C-T90 20.34+0.31
PNP-30-40C60BN-TO 22.17+0.20
PNP-30-40C60BN -T30 2410+ 0.44
PNP-30-40C60BN -T60 18.76 £ 0.52
PNP-30-40C60BN -T90 17.66 +0.15
PNP-30-40C-TO 22.17+0.20
PNP-30-40C-T30 20.31+0.35
PNP-30-40C-T60 18.90 +0.77
PNP-30-40C-T90 16.91+£ 042

BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay,

T90: 3.ay
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Sekil 80. PNP-30 Formiilasyonunun Kararhhik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degerleri
(n=3)

PNP-30 formiilasyonunun hazirlanmasmin ardindan yapilan analizlerde,
22.167 +0.203 mV olan baslangi¢ zeta potansiyel degeri, 3. aymn sonunda
4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 18.853 £0.368 mV, 25°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 20.337 £0.309 mV, 40°C £1°C ve %60 BN ortaminda saklanan
formiilasyonda 17.660 +£0.150 mV ve 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
16.907 £0.415 mV olarak belirlenmistir (Cizelge 41).

PNP-30 formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay zeta potansiyel degerlerinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok onemli fark oldugu (p<0.01),
25°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda onemli fark (p<0.05) oldugu
gorilmiistiir.

PNP-23 formiilasyonu disinda tim PNP formiilasyonlarinda saklama siiresi
boyunca zeta potansiyel degerlerinde goriilen degisikliklerden dolayi,
formiilasyonlarin 3. ay sonunda kararli yapida kalmadig1 soylenebilir.

PpH ol¢iimii

PNP formiilasyonlarinin pH degerleri distile su ve PBS’de (pH 7.4) dagitilmalarinin
ardindan Ol¢iilmistiir. 3 aylik kararlilik caligmasi siiresince elde edilen veriler
Cizelge 42-46’da sunulmustur.
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Cizelge 42. PNP-23 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Distile Su ve Fosfat

Tamponundaki (pH 7.4) pH Degerleri (n=3)

pH (DS’de) pH (PBS’de)

ORT + SH ORT + SH
PNP-23-4C-T0 556+ 0.00 7.41 % 0.00
PNP-23-4C-T30 5.50+0.01 7.40+0.01
PNP-23-4C-T60 5.49+0.01 7.40+0.01
PNP-23-4C-T90 5.50 + 0.00 7.41 +0.01
PNP-23-25C-T0 556+ 0.00 7.41 % 0.00
PNP-23-25C-T30 5.55 + 0.00 7.41+0.01
PNP-23-25C-T60 5.56+0.01 7.42 +0.00
PNP-23-25C-T90 4.94 + 0.00 7.44 4+ 0.00
PNP-23-40C60BN-TO 556+ 0.00 7.41 % 0.00
PNP-23-40C60BN -T30 5.52 +0.01 7.42 +0.00
PNP-23-40C60BN -T60 5.77 + 0.00 7.42 +0.00
PNP-23-40C60BN -T90 5.80 + 0.00 7.44 + 0.00
PNP-23-40C-TO 556+ 0.00 7.41 % 0.00
PNP-23-40C-T30 5.52 + 0.00 7.41 +0.00
PNP-23-40C-T60 5.73+0.01 743 +0.01
PNP-23-40C-T90 4.82 +0.00 7.43 +0.00

BN: Bagil Nem, DS: Distile Su, PBS: Fosfat Tamponu, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay

Cizelge 43. PNP-25 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Distile Su ve Fosfat
Tamponundaki (pH 7.4) pH Degerleri (n=3)

pH (DS’de) pH (PBS’de)

ORT + SH ORT = SH
PNP-25-4C-TO 5.55+0.02 7.40 +0.02
PNP-25-4C-T30 5.55+0.01 7.45+0.01
PNP-25-4C-T60 5.80+0.01 7.47 £0.01
PNP-25-4C-T90 5.20+0.01 7.49 +0.01
PNP-25-25C-T0 5.55+0.02 7.40 +0.02
PNP-25-25C-T30 5.54+0.01 7.46 +0.01
PNP-25-25C-T60 5.78 £ 0.03 7.47+0.01
PNP-25-25C-T90 4.80=+0.01 7.48 +0.00
PNP-25-40C60BN-TO 5.55+0.02 7.40+0.01
PNP-25-40C60BN -T30 5.56 £ 0.01 7.45 +0.00
PNP-25-40C60BN -T60 5.79+0.01 7.47+0.01
PNP-25-40C60BN -T90 5.92+0.01 7.49 +0.00
PNP-25-40C-TO 5.55+0.02 7.40+0.01
PNP-25-40C-T30 5.57+0.01 7.47 +0.00
PNP-25-40C-T60 5.82+0.01 7.48 £0.01
PNP-25-40C-T90 4.90+0.03 7.48 +0.00

BN: Bagil Nem, DS: Distile Su, PBS: Fosfat Tamponu, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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Cizelge 44. PNP-29 Formiilasyonunun Kararhlik Calismasina ait Distile Su ve Fosfat

Tamponundaki (pH 7.4) pH Degerleri (n=3)

pH (DS’de) pH (PBS’de)

ORT + SH ORT + SH
PNP-29-4C-T0 4.43£0.00 740+ 0.01
PNP-29-4C-T30 4.42 % 0.00 7.40 £ 0.00
PNP-29-4C-T60 4.41 +0.00 7.40 £ 0.00
PNP-29-4C-T90 4.01+0.01 7.40 £ 0.00
PNP-29-25C-T0 4.43 +0.00 740+ 0.01
PNP-29-25C-T30 4.43+0.00 7.46 + 0.00
PNP-29-25C-T60 4.38 % 0.00 7.47 +0.01
PNP-29-25C-T90 3.85 + 0.00 7.48 + 0.00
PNP-29-40C60BN-TO 4.43£0.00 740+ 0.01
PNP-29-40C60BN -T30 4.43 £0.01 7.45 + 0.00
PNP-29-40C60BN -T60 4.38+0.00 7.47 +0.00
PNP-29-40C60BN -T90 3.84+0.01 7.49 + 0.00
PNP-29-40C-TO 4.43£0.00 740+ 0.01
PNP-29-40C-T30 4.40 + 0.00 7.47 +0.00
PNP-29-40C-T60 4.30 £ 0.01 7.48+0.01
PNP-29-40C-T90 3.95+0.01 7.48 +0.00

BN: Bagil Nem, DS: Distile Su, PBS: Fosfat Tamponu, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay

Cizelge 45. PNP-30 Formiilasyonunun Kararhilik Calismasina ait Distile Su ve Fosfat
Tamponundaki (pH 7.4) pH Degerleri (n=3)

pH (DS’de) pH (PBS’de)

ORT + SH ORT £+ SH
PNP-30-4C-TO 4.45+£0.00 7.41 +0.00
PNP-30-4C-T30 4.45+0.01 7.41+0.01
PNP-30-4C-T60 4.46 + 0.00 7.42 +0.00
PNP-30-4C-T90 4.31+0.01 7.43 +£0.00
PNP-30-25C-TO 4454 0.00 7.41+0.00
PNP-30-25C-T30 4.46+0.01 7.43 +£0.00
PNP-30-25C-T60 454 +0.01 7.45+0.01
PNP-30-25C-T90 3.75+0.01 7.47 +£0.00
PNP-30-40C60BN-TO 4454 0.00 7.41+0.00
PNP-30-40C60BN -T30 4.42 £0.01 7.42 +0.00
PNP-30-40C60BN -T60 4.44 +0.00 7.43+0.01
PNP-30-40C60BN -T90 3.76 £ 0.00 7.44 +0.00
PNP-30-40C-TO 4.45+0.00 7.41+0.00
PNP-30-40C-T30 4.43 +0.00 7.43+0.01
PNP-30-40C-T60 4.53+0.01 7.45+0.00
PNP-30-40C-T90 3.82+0.00 7.42 +0.00

BN: Bagil Nem, DS: Distile Su, PBS: Fosfat Tamponu, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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PNP-23 formiilasyonunun distile sudaki 0. zaman ve 3. ay pH bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmast yapilmig, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve %60 BN’de
bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde 6nemli fark oldugu (p<0.001), 4°C £1°C
ve 40°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok 6nemli fark (p<0.01) oldugu
gorilmistir. PNP-23 formiilasyonlarinin PBS’deki 0. zaman ve 3. ay pH
bulgularmin istatistiksel karsilagtirilmasi yapilmis, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda c¢ok oOnemli fark oldugu (p<0.01),
40°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda 6nemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiis
ancak 4°C *1°C’de bekletilen formiilasyonlarda degisiklik (p>0.05)
gozlenmemistir.

PNP-25 formiilasyonunun distile sudaki 0. zaman ve 3. ay pH bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis, 4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN ve 40°C +1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde 6nemli fark
oldugu (p<0.001), goriilmiistiir. PNP-23 formiilasyonlarinin PBS’deki 0. zaman ve
3. ay pH bulgularinin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis, 4°C £1°C, 25°C £1°C
ve 40°C £1°C ve %60 BN ve 40°C +1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok
onemli fark oldugu (p<0.01) oldugu goriilmiistiir.

PNP-29 formiilasyonunun distile sudaki 0. zaman ve 3. ay pH bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis, 4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN ve 40°C +1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde dnemli fark
oldugu (p<0.001) goriilmiistiir. PNP-23 formiilasyonlarinin PBS’deki 0. zaman ve
3. ay pH bulgularmin istatistiksel karsilastirilmast yapilmis, 40°C £1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonda 6nemli fark oldugu (p<0.05) goriilmiis ancak
4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C =1°C’de bekletilen formiilasyonlarda degisiklik
(p>0.05) gozlenmemistir.

PNP-30 formiilasyonunun distile sudaki 0.zaman ve 3.ay pH bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmig, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve %60 BN ve
40°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde onemli fark oldugu
(p<0.001), 4°C £1°C’de ¢ok 6nemli fark oldugu (p<0.01) oldugu goriilmiistiir.
PNP-30 formiilasyonlarinin PBS’deki 0. zaman ve 3. ay pH bulgularinin
istatistiksel karsilastiriimast yapilmig, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve %60 BN’de
bekletilen formiilasyonlarda ¢ok onemli fark oldugu (p<0.01), 4°C *1°C’de
bekletilen formiilasyonda o©nemli fark oldugu (p<0.05) gorilmiis ancak
40°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda degisiklik (p>0.05) gézlenmemistir.

Distile suda ve PBS’de dagitilan PNP formiilasyonlarinda, saklama siiresi boyunca
pH degerlerinde biiyiik degisikler olmadigi saptanmustir. [n vivo hayvan
deneylerinde formiilasyonlarin dagitilmasinda kullanilan PBS (pH 7.4) ortaminda
3 aylik saklama siiresince pH nin fizyolojik pH araliginda oldugu goriilmiistiir.

Fiziksel goriiniig

25°C =£1°C, 4°C £1°C, 40°C +1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP formiilasyonlarnin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki fiziksel
goriintigleri gorsel olarak incelenmistir. 25°C +1°C ve 4°C +1°C’lik ortamlarda
bekletilen formiilasyonlarda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. 40°C +1°C ve
40°C +1°C ve %60 BN’de bekletilen PNP-29 formiilasyonunda kararlilik test siiresi

sonunda sararma gorilmiistiir. PNP-30 ve PNP-25 formiilasyonlarinda kat1 halde
parcaciklarin agrege yapilar olusturdugu ancak distile suda kolayca dagitilabildigi
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saptanmistir. PNP-23 formiilasyonunun ise tiim kararlilik deney ortamlarinda
kararl bir yapida oldugu bulunmus, formiilasyonlarda fiziksel agidan herhangi bir
degisiklik goriilmemis ve hazirlandigi andan itibaren rengini ve tekdiize
goriiniimiinii korudugu goézlenmistir.

Termal analiz

Formiilasyonlardaki kristal yapinin incelenmesi ve termal davranigin aydinlatilmasi
amaciyla termal analiz yapilmistir. Endotermik ve ekzotermik piklerde meydana
gelebilecek degisim formiilasyon kararliligi hakkinda bilgi verebileceginden bu
pikler incelenmistir.

25°C £1°C, 4°C =£1°C, 40°C =1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda

bekletilen PNP-23 formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki
termogramlari ise karsilagtirmali olarak Sekil 81-Sekil 84’de sunulmustur.
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Sekil 81. PNP-23 Formiilasyonunun 4°C +1°C’deki Termogramlari
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Sekil 82. PNP-23 Formiilasyonunun 25°C +1°C’deki Termogramlari
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Sekil 83. PNP-23 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki Termogramlari
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Sekil 84. PNP-23 Formiilasyonunun 40°C +1°C’deki Termogramlari

4°C £1°C ve 25°C =£1°C’de saklanan PNP-23 formiilasyonunun DSC
termogramlarinda 3. ay sonunda degisim gozlenmezken (Sekil 81- Sekil 82),
40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarin 3. ay
termogramlarinda 280°C’de genis pik olusumu saptanmistir (Sekil 83 — Sekil 84).
Termogramlardaki degisimin sicaklik etkisi ile yapist bozulan formiilasyonlardan
kaynaklandig: diistiniilmistiir.

25°C £1°C, 4°C +1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-25 formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki
termogramlari ise karsilastirmali olarak Sekil 85 - Sekil 88°de sunulmustur.
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Sekil 85. PNP-25 Formiilasyonunun 4°C+1°C’deki Termogramlari

mW

ENDOTERMIK

mW

PNP-25.25C.T0 -~
/‘/—’_' “\\/,/
T PNP-25.25C-T30
v‘-__’-‘-"—-->
//
it e N
______ g 2 PNP-25.25C-T60
== P ‘-—w__,_,/’
e —— — —«“/
E—
-—’_'_’_’-.-‘_
) PNP-25-25C-T90 /
\"“-\\_,_,_4—-——‘—-"- _“x_/”—‘—"— “‘4\\ //
100.00 200.00 300.00
SICAKLIK (°C)

Sekil 86. PNP-25 Formiilasyonunun 25°C+1°C’deki Termogramlari
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Sekil 87. PNP-25 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki Termogramlari
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Sekil 88. PNP-25 Formiilasyonunun 40°C +£1°C’deki Termogramlari
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4°C £1°C ve 25°C £1°C’de saklanan PNP-25 formiilasyonlarinin 3. ay termal
analizlerinde degisim gozlenirken (Sekil 85-Sekil 86), 40°C £1°C ve 40°C £1°C
ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarin 1. ay termogramlarindan itibaren 0.
zamandan farkli pikler gozlenmistir (Sekil 87-Sekil 88). Formiilasyonlarin
sicakliktan etkilenmis olabilecegi diistintilmiistiir.

25°C £1°C, 4°C *1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda

bekletilen PNP-29 formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki
termogramlari ise karsilagtirmali olarak Sekil 89-Sekil 92‘de sunulmustur.
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Sekil 89. PNP-29 Formiilasyonunun 4°C +£1°C’deki Termogramlari
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Sekil 90. PNP-29 Formiilasyonunun 25°C +1°C’deki Termogramlari
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Sekil 91. PNP-29 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki Termogramlari
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ekil 92. PNP-29 Formiilasyonunun 40°C £1°C’deki Termogramlari
Y g

4°C £1°C ve 25°C £1°C’de saklanan PNP-29 formiilasyonu termogramlarinda 3.
ay analizine kadar 6nemli farkliliklar gozlenmemistir (Sekil 89-Sekil 90). Ancak
40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda kiigiik
kaymalarla birlikte 181°C’de endotermik pik ortaya ¢ikmistir (Sekil 91-Sekil 92).
Bu test kosullarinda 3 aylik test sonucunda fiziksel goriiniim agisindan hafif
sararma, zeta potansiyelde 10 mV’luk diisiis ve pargacik boyutunda da artis goriilen
PNP-29 formiilasyonunun termal kararliliginin diisiik oldugu sonucuna varilmstir.
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25°C +£1°C, 4°C +£1°C, 40°C =1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-30 formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki
termogramlari ise karsilagtirmali olarak Sekil 93-Sekil 96°da sunulmustur.
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Sekil 93. PNP-30 Formiilasyonunun 4°C +1°C’deki Termogramlari
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Sekil 94. PNP-30 Formiilasyonunun 25°C £1°C’deki Termogramlari
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Sekil 95. PNP-30 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki Termogramlari
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Sekil 96. PNP-30 Formiilasyonunun 40°C £1°C’deki Termogramlari
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4°C £1°C ve 25°C £1°C’de bekletilen PNP-30 formiilasyonunun termogramlarinda
3 ayhk kararlilik c¢alismast siliresince Onemli farklilik gdzlenmemistir
(Sekil 93-Sekil 94). 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarindaki PNP-30
formiilasyonunun termogramlarinda ise degisim gozlenmistir (Sekil 95-Sekil 96).
0. zaman termogramindan farkli olarak yeni pik olusumunun sicaklik etkisi ile
yapist bozulan formiilasyondan kaynakladigr disilintilmiistiir. Elde edilen
termogramlar dogrultusunda tiim PNP formiilasyonlarinin sicaktan olumsuz
etkilendigi diistiniilmiistir.

Infrared analizi

flag tasiyic1 sistem tasariminda en &nemli kriterlerden birisi de kararliliktir.
Farmasotik formiilasyonlarin kararsizligi bazi durumlarda fiziksel goriiniis, renk,
koku, tat ve yiizey dokusu farkliliklart ile tayin edilebilmektedir. Oysa,
formiilasyonda goriiniiste belli olmayan kimyasal degisiklikler meydana gelebilir
ve bu degisiklikler ancak kimyasal analizler yardimi ile tespit edilebilmektedir.
Formiilasyonlarin  kimyasal kararliliginin  degerlendirilmesinde  kullanilan
tekniklerden birisi de infared analizdir (Wilson ve ark., 2008).

25°C +£1°C, 4°C +£1°C, 40°C =1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-23 formiilasyonunun, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki FTIR
spektrumlari kargilastirmali olarak Sekil 97-Sekil 100‘de sunulmustur.
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Sekil 97. PNP-23 Formiilasyonunun 4°C +1°C’deki FTIR Spektrumlar:
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Sekil 98. PNP-23 Formiilasyonunun 25°C £1°C’deki FTIR Spektrumlar:
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Sekil 99. PNP-23 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki FTIR Spektrumlar:

141



PNP-13-40C-T0

W PNP-23-40C-T30
Bencese “\V( O ——
e e
V IV \"Jw/h W\, ﬁk\ PNP-23.40C-T60

\\/\/‘“’-/w ,\ﬁ“\w .
50 500

% Gecirgenlik

(LI B i B o B S B B B B e e B e e |
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 ]"50 1000 7.

Dalga Bovu (cm'l)

Sekil 100. PNP-23 Formiilasyonunun 40°C +£1°C’deki FTIR Spektrumlari

3 ay siiresince 25°C £1°C ve 4°C £1°C’de bekletilen PNP-23 formiilasyonunun
karakteristik FTIR piklerinde kayma ya da bozunma gozlenmemistir (Sekil 97-
Sekil 98). 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortaminda bekletilen PNP-23

formiilasyonunun amid grubu karbonil pikinde morfoloji bozuklugu ve siddet
azalmasi saptanmistir (Sekil 99- Sekil 100).

25°C +£1°C, 4°C +£1°C, 40°C =1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-25 formiilasyonunun, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki FTIR
spektrumlart karsilagtirmali olarak Sekil 101-Sekil 104°te sunulmustur.
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Sekil 101. PNP-25 Formiilasyonunun 4°C +1°C’deki FTIR Spektrumlar:
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Sekil 102. PNP-25 Formiilasyonunun 25°C £1°C’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 103. PNP-25 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 104. PNP-25 Formiilasyonunun 40°C £1°C’deki FTIR Spektrumlari

Kararlilik test ortamlarinda bekletilen PNP-25 formiilasyonuna ait FTIR piklerinde

kayma gozlenmemistir. Yalnizca 3. ay spektrumunda karbonil grubu pikinde siddet
azalmasi mevcuttur (Sekil 101-Sekil 104).

25°C =£1°C, 4°C =£1°C, 40°C x1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-29 formiilasyonunun, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki FTIR
spektrumlari karsilagtirmali olarak Sekil 105 — Sekil 108°de sunulmustur.
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Sekil 105. PNP-29 Formiilasyonunun 4°C £1°C’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 106. PNP-29 Formiilasyonunun 25°C £1°C’deki FTIR Spektrumlar:
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Sekil 107. PNP-29 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 108. PNP-29 Formiilasyonunun 40°C £1°C’deki FTIR Spektrumlar:

PEG 1000 MA kullanilarak hazirlanan PNP-29 formiilasyonunun 3 ay 4°C +£1°C ve
25°C #£1°C’de saklanmasi ile elde edilen FTIR spektrumlarinda 0. zamanda
gozlenen karakteristik piklerde herhangi bir degisim olmamistir. 40°C +1°C ve
40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda 3. ayda amid C=0O grubu
pikinin kayboldugu ve yerine 1712.79 cm™*de ~COOH grubu karboniline ait pik
olustugu goriilmiistiir. Bu durum formiilasyonun sicaklikta kararlilik sorunu oldugu
diistindiirmustiir (Sekil 105-Sekil 108).

25°C +£1°C, 4°C +£1°C, 40°C =1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP-30 formiilasyonunun, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki FTIR
spektrumlari karsilastirmali olarak Sekil 109-Sekil 112‘da sunulmustur.
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Sekil 109. PNP-30 Formiilasyonunun 4°C £1°C’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 110. PNP-30 Formiilasyonunun 25°C £1°C’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 111. PNP-30 Formiilasyonunun 40°C +1°C ve %60 BN’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 112. PNP-30 Formiilasyonunun 40°C +1°C’deki FTIR Spektrumlari
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3 ay siiresince 25°C £1°C, 4°C £1°C, 40°C =1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN’de
bekletilen PNP-30 formiilasyonunun karakteristik FTIR piklerinde kayma ya da
bozunma gézlenmemistir (Sekil 108-112). 3. ay sonunda 40°C +£1°C ve 40°C £1°C
ve %60 BN ortaminda bekletilen PNP-30 formiilasyonunun C=0O grubu pik
siddetinde azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 111-112).

Etkin madde miktar tayini analizi

25°C £1°C, 4°C =1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN ortamlarinda
bekletilen PNP formiilasyonlarinin 0. zaman, 30., 60. ve 90. Giinlerde elde edilen
etkin madde miktarlar1 Cizelge 46’da sunulmustur.

Cizelge 46. Kararhlik Test Ortamlarinda Saklanan PNP Formiilasyonlarinda Etkin Madde
Miktarlar1 (n=3)

% Etkin Madde Miktar1 + SH

T0 T30 T60 T90
PNP-23-4C 16.622 +0.012 16.893 +0.541  16.012 £0.705 15.886 +1.832
PNP-23-25C 16.622 £0.012 16.045+0.732  16.012 £0.065 15.564 £1.743
PNP-23-40C60BN 16.622 £0.012 16.425+0.203  16.034 £1.230  15.601 £1.342
PNP-23-40C 16.622 £0.012 16.073+0.828  15.834+£1.103  15.554 £2.457
PNP-25-4C 11.193 +0.002 10.875+0.054  10.765+1.042 10.554 +£1.876
PNP-25-25C 11.193 +0.002 11.076 £0.128  10.950+£0.762 10.572 +1.003
PNP-25-40C60BN 11.193 +0.002 11.065+0.306  10.640£0.593  9.371 +2.815
PNP-25-40C 11.193 £0.002 11.206 £0.209  10.956 £0.739  9.409 +1.401
PNP-29-4C 15.074 £0.007 14.534 £0.549  14.630 £0.721 14.023 £1.004
PNP-29-25C 15.074 +0.007 14.620 £0.312  14.047 £0.884  13.850 +1.238
PNP-29-40C60BN 15.074 £0.007 14.053 £0.605  13.526 £0.927 12.543 £1.919
PNP-29-40C 15.074 £0.007 14.270 £0.407  13.481 £1.264 12.008 +£1.076
PNP-30-4C 15.180 +0.019 15.004 +0.661  14.726 £1.176  14.301+£1.904
PNP-30-25C 15.180 +0.019 14.886 £0.286  15.328 £1.509  14.206 £1.553
PNP-30-40C60BN 15.180 +0.019 14.874 £0.773  14.701 £1.690 14.003 £1.744
PNP-30-40C 15.180 +0.019 14.698 +0.865  14.665 £1.703 14.236 +£0.972

BN: Bagil Nem, SH: Standart Hata, TO: 0. Zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay

PNP-23, PNP-25, PNP-29 ve PNP-30 formiilasyonlarinda 0. zaman ve 3. ayda
bulunan etkin madde miktarinin istatistiksel karsilagtirilmasi yapilmis ve 4°C £1°C,
25°C +£1°C, 40 °C £1°C ve 40 °C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda
onemli degisiklik (p>0.05) gézlenmemistir.
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Halosit nanotiip formiilasyonu hazirlama ¢calismalart
Halosit nanotiip formiilasyonu én formiilasyon ¢alismalari

On formiilasyon ¢alismalarinda GABA igeren nanotiip hazirlanmasi isleminde
vakum uygulanarak birgok formiilasyon denemesi gergeklestirilmis, bu
formiilasyonlar arasinda hazirlama prosesinde kopilirme, yapigsma, vb. parametreler
ile verim, parcacik biiyiikliigii ve zeta potansiyel degerleri esas alindiginda en iyi
sonuglar 1:1 molar oranda HNT:GABA iceren 100 mmHg basing altinda hazirlanan
nanotiipler ile elde edilmistir.

Sicaklik uygulanarak hazirlanan formiilasyonlarda 1 ve 2 saatlik formiilasyon
stireleri denenmis, yliklenme etkinligi agisindan farklilik gézlenmediginden ve
GABA’nm yiiksek sicaklikta bozunma riski oldugundan 1 saatlik hazirlama siiresi
secilmistir. Gergeklestirilen 6n formiilasyon denemeleri sonucunda 1:1 ve 1:2
oranlarinda HNT:GABA oranlarinin kullanilmasina karar verilmistir.

Halosit nanotiip formiilasyonu ¢alismalart

HNT’nin 6n formiilasyonlarinda belirlenen bilesenlere sahip formiilasyonlar,
Sayfa 52’de “Halosit nanotiip formiilasyonu ¢alismalari” boliimiinde anlatildig
sekilde hazirlanmistir. Formiilasyonlarin bilesenleri ve hazirlama sekilleri
Cizelge 47°de sunulmustur. Hazirlanan HNT formiilasyonlarinin karakterizasyon
ve in vitro salim calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalara bagli olarak
kararlilik ve hayvan deneyleri ¢caligmalari i¢in formiilasyonlar secilmistir.

Cizelge 47. GABA iceren Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin Kod ve Bilesenleri

HNT:GABA Hazirlama Sekli
HNT-GABA VAC 11 Vakum (100 mmHg)
HNT-GABA ISI 1 11 Ist + Yikama + Santrifiij
HNT-GABA ISI 2 1:2 Ist + Yikama + Santrifiij
HNT-GABA IS1 3 11 Is1 + Dondurarak Kurutma

Rakamsal degerler mol’ii ifade etmektedir.

Zeta potansiyel degeri negatif olan nanotiip formiilasyonlarina pozitif yiik
kazandirabilmek i¢in katyonik lipit olan oktadesilamin kullanilmistir. HNT-GABA
ISI 1 formiilasyonu diklorometan igerisinde ¢oziindiiriilmiis oktadesilamin ile
muamele edilmis ve vakum altinda diklorometan ugurulmustur. Pozitif zeta
potansiyel degerine erisilmesine karsin, mikron boyutunda pargacik biiyiikliigi
degerleri elde edilmistir. Ayn1 zamanda formiilasyona oktadesilamin katilmast, kat1
kiitlenin artmasina ve formiilasyondaki etkin madde oraninin azalmasina neden
olmustur. Parcacik boyutunun mikron diizeyinde olmasi ve etkin madde igeriginin
diisiik olmas1 nedeni ile oktadesilamin iceren HNT formiilasyonlar1 tercih
edilmemistir.

Formiilasyonlarin sterilizasyonu

HNT formiilasyonlar1 15 dk siiresince UV 1ginlart ile sterilize edilmistir.
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Halosit nanotiip formiilasyonlarinin ozelliklerine ait calismalar
Pargacik biiyiikliigii ve dagilimi analizi

HNT formiilasyonlarinin pargacik biiytikliigli degerleri géz oniine alindiginda en
yiikksek pargacik Dbiyikligi 807.7 +£10.721 nm ile HNT-GABA ISl 3
formiilasyonunda, en diisiik pargacik biiyiikliigi ise 444.2 +£2.356 nm ile HNT-
GABA ISI 1 formiilasyonunda gozlenmistir (Cizelge 48). Vakum kullanilarak
hazirlanan formiilasyonun pargacik biiyiikliigiiniin ise 554.2 nm +25.179 nm oldugu
bulunmustur.

Cizelge 48. Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin Par¢acik Boyut ve Dagilimi (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT + SH PDI + SH
HNT-GABA VAC 554.2+£25.179 0.670 £ 0.019
HNT-GABA ISI 1 444.2 £2.356 0.265 £ 0.095
HNT-GABA ISI 2 530.7 £5.062 0.445 £ 0.072
HNT-GABA ISI 3 807.7 £ 10.721 0.677 £ 0.085
HNT (plasebo) 446.80 £23.710 0.417 £ 0.063

ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata

Parcacik biyiikligii dagilimini degerlendirmek icin 0-1 arasinda degerler alan
polidisperslik indisi verileri de kullanilmistir. Sifira yakin degerlerin tekdiizelik
gosterdigi polidisperslik indisi verileri degerlendirildiginde, en iyi sonuglarin HNT-
GABA ISl 1 formiilasyonu ile edildigi Cizelge 48°de goriilmektedir. HNT-GABA
VAC ve HNT-GABA ISI 3 formiilasyonlarinin 6l¢limlerinde sirasiyla 0.670 +0.019
ve 0.677 +0.085 olarak elde edilen PDI degerleri diger formiilasyonlara gore
oldukgca yiiksektir.

Zeta potansiyel analizi

HNT formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri Cizelge 49°da sunulmustur.

Cizelge 49. Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT+ SH
HNT-GABA VAC -32.72 £0.58
HNT-GABA ISI 1 -28.77 £0.38
HNT-GABA ISI 2 -25.30+2.78
HNT-GABA ISI 3 -30.17+2.44
HNT (plasebo) -22.31+£0.09

ORT:Ortalama, SH: Standart hata

GABA iceren HNT formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerinin -25 mV ile
-32 mV araliginda dagilim gosterdigi bulunmustur. En diisiik zeta potansiyel
-32.171 £0.580 mV ile HNT-GABA VAC formiilasyonunda, en yiiksek zeta
potansiyel ise -25.302 £2.784 mV ile HNT-GABA ISI 2 formiilasyonunda elde
edilmistir (Cizelge 49). Plasebo HNT formiilasyonunun -22.312 +0.088 mV olarak
bulunan zeta potansiyel degeri literatiir ile paralellik gostermektedir
(Guo ve ark., 2012). Plasebo formiilasyonunun zeta potansiyel degerinin GABA
iceren formiilasyonlardan daha yiiksek oldugu saptanmistir.
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Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

GABA iceren HNT’lerin ve plasebo HNT’lerin SEM goriintiileri Sekil 113°te
sunulmustur.

Sekil 113. Halosit Nanotiip Formiilasyonlarimin SEM Goriintiileri (a: HNT-GABA VAC,
b: HNT-GABA ISI 1, c: HNT-GABA ISI 2, d: HNT-GABA ISI 3, e: HNT;
a ve d x50.000, b x90000, d x30000, e x100000)

Tibiil yapisinda parcacik sekilleri ve PCS verileri ile uygunluk gosteren pargacik
biytikligi degerleri elde edilmistir (Sekil 113). SEM analizi sonucunda
nanotiiplerin sekilleri ve biiyiikliikleri hakkinda agiklayici ve literatiir ile uygunluk
gosteren bilgilere ulasilmistir (Levis ve Deasy, 2002; Viseras ve ark., 2009;
Ghebaur ve ark., 2012; Xi ve ark., 2013).
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Termal analiz

HNT formiilasyonlarina iligkin termal analiz verileri Sekil 114’te sunulmustur.
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Sekil 114. Hazirlanan Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin Termogramlari

Termal analizlerde, ekzotermik veya endotermik bir pikin kaybolmasi veya yeni bir
pikin ortaya ¢ikmasi, etkilesme ve/veya gec¢imsizlik olarak degerlendirilmektedir
(Bulut ve Dingol, 1991). 202.78°C gozlenen GABA’ya ait endotermik erime
pikinin, HNT ve GABA fiziksel karisiminda ve daha az siddetli olarak vakum ile
hazirlanan HNT-GABA formiilasyonlarinda mevcut oldugu goriilmektedir. HNT-
GABA VAC formiilasyonunun DSC egrisinde izlenen diisiik sidddetli GABA piki
HNT ile GABA arasinda zayif etkilesim oldugunu géstermektedir.

Sicaklik uygulanarak hazirlanan benzer oranda GABA ve HNT igeren
formiilasyonlarin termogramlari saf etkin madde termogramu ile karsilastirildiginda
GABA’ya ait endotermik pikin kayboldugu goriilmektedir. Sicaklik uygulanarak
hazirlanan formiilasyonlarda 300°C’de yayvan pik olusumu GABA’nin HNT lere
basarili sekilde yiiklendigi seklinde yorumlanabilir.
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X-1sin1 kirvmim analizi

HNT formiilasyonlarinin XRD profilleri Sekil 115’te sunulmustur.
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Sekil 115. Hazirlanan Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin X-Isin1 Kirinim Profilleri

XRD profillerinde gozlenen piklerin neredeyse tiimiiniin saf HNT’ye ait oldugu
goriilmektedir. Bu sonu¢ hem GABA ile HNT arasindaki etkilesimin hem de
uygulanan formiilasyon hazirlama siirecinde HNT yapisinin zarar gormedigini
aciklamaktadir. Ancak diger taraftan formiilasyonlara yiiklenen GABA miktar
azlig1 nedeni ile GABA piklerinin HNT pikleri tarafindan ortiilmesi de s6z konusu
olabilir.

HNT-GABA VAC ve HNT-GABA ISI 3 formiilasyonlarinin XRD profillerinde
GABA’ya ait birkag kristalin pik goriilmektedir (Sekil 115). HNT-GABA 1 ve
HNT-GABA 2 formiilasyonlar: ise saf HNT profiline daha yakindir. Bu durum
GABA’nin HNT nin tiibiiler bosluklarin1 doldurarak HNT’lere basarili sekilde
yiiklendigini agiklamaktadir (Fu ve ark., 2014).
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Infrared analizi

Halosit nanotiip formiilasyonlarinin FTIR spektrumlar1 Sekil 116’da verilmistir.
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Sekil 116. Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin FTIR Spektrumlari

Bos HNT’lerin FTIR spektrumunda 3695.61 cm™ ve 3624.25 cm™’de i¢ yiizeydeki
-OH gruplarinin gerilme titresimleri, 1028.06 cm™ ve 1004.91 cm™’de Si-O-Si
gerilme titresimlerine ait pikler ve 908.47 cm™’de AI,OH tekli egilme bandina ait
pikler goriilmektedir. (Viseras ve ark., 2009; Bordeepong ve ark., 2011; Ghebaur
ve ark., 2012; Guo ve ark., 2012).

HNT formiilasyonu spektrumlarinda goézlenen pikler genellikle anlamh
degisiklikler gostermemektedir. Cogunlukla Si-O ve Al-O bantlarma ait pikler
goriilmektedir (Bordeepong ve ark., 2011). Formiilasyon ve fiziksel karisim
spektrumu ile HNT ve GABA’nin ayr1 ayr1 spektrumlart dikkatle incelendiginde,
GABA’ya ait karakteristik piklerden karboksilat grubuna ait 1574.55 cm™’de
gozlenen pikin fiziksel karigim spektrumunda var oldugu ancak formiilasyon
spektrumlarinda kayboldugu goriilmektedir. GABA’ya ait pikin kaybolmast HNT
ve GABA arasindaki olas1 etkilesimin gostergesidir (Viseras ve ark., 2009).

HNT-GABA ISl 2 ve HNT-GABA ISI 3 formiilasyonlarinda i¢ yiizey hidroksil
gruplarma iliskin gerilmeler ve Si-O-Si gerilmelerine ait titresimler islenmemis
HNT FTIR spektrumu ile ayni pik degerlerini yansitmaktadir. HNT-GABA ISI 1
formiilasyonunda ise i¢ yiizey —OH band:i gerilmeleri 3695.61 cm™ ve
3622.32 cm™’de, Si-O-Si gerilme pikleri ise 1026.05 cm™ ve 1004.91 cm™’de
gozlenmistir. GABA’ya ait karakteristik piklerin kaybolmas1 ve HNT piklerinde
olusan kaymalar etkilesimin en ¢ok oldugu formiilasyonun HNT-GABA ISl 1
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formiilasyonu oldugunu onaylamaktadir (Viseras ark., 2009; Zou ve ark., 2012;
Wang ve ark., 2014).

Halosit nanotiip formiilasyonlarinda etkin madde miktar tayini

Sicaklik uygulanarak hazirlanan GABA igeren nanotiiplerdeki etkin madde miktari
tayini analizi sonuglar1 Cizelge 50°de sunulmustur. Sicaklik ile hazirlanan
nanotiiplerden HNT-GABA 1 (1:1 molar oranda HNT:GABA) formiilasyonundaki
yiiklenme miktart HNT-GABA 2 (1:2 molar oranda HNT:GABA) formiilasyonuna
gore daha yiiksektir. Hazirlama sirasinda yikama islemi gercgeklestirildigi igin
yiklenen GABA miktarinin = %1.720 ile sinirlandi@i  diistiniilmiistiir.
HNT-GABA ISI 3 formiilasyonunda tepkime sonrasi yikama islemi
gerceklestirilmedigi i¢in formiilasyonda bulunan etkin madde miktar1 daha
yiiksektir. Ancak gerceklestirilen karakterizasyon c¢alismalarinda en yogun
etkilesimin HNT-GABA ISI 1 formiilasyonunda oldugu gosterilmistir.

Cizelge 50. Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar1 (n=3)
% Etkin madde miktar1 £ SH

HNT-GABA IS1 1 1.720 £ 0.030
HNT-GABA ISI 2 0.733 £ 0.007
HNT-GABA IS1 3 8.543 + 0.106

SH: Standart hata

In vitro salim calismalart

Sicaklik uygulanarak hazirlanan HNT formiilasyonlarmin karakterizasyon
analizleri sonucunda se¢ilen {ii¢ formiilasyonda in vitro salim ¢aligsmasi
gerceklestirilmistir ve veriler Cizelge 51°de, elde edilen salim profilleri
Sekil 117°de sunulmustur.

Cizelge 51. GABA ve Sicakhik ile Hazirlanan HNT Formiilasyonlarna ait /n Vitro Sahm
Verileri (n=6)

% Kiimiilatif Salinan GABA Miktar1 (ORT + SH)

Ornek
Zamani Toz GABA HNT-GABAISI1 HNT-GABAISI2 HNT-GABAISI3

(Saat)

0.5 98.11 £1.33 9.31+0.20 6.62+2.12 33.84+2.63

1 96.43 +5.43 15.43 +2.89 1439+ 1.38 40.77 £2.56

2 94.44 +2.67 27.26 +£5.19 23.83 £4.06 56.05+3.45

3 92.69 +2.66 44.07 +£2.67 28.29 +£3.87 67.35+4.56

4 88.99 +3.11 43.22+445 36.75+1.98 70.82 £5.78

5 87.80 +£4.73 4553 £3.77 37.43 +0.65 71.23 £3.20

6 87.48 + 8.96 4378 £1.65 5494 +£3.77 68.06 £ 7.65

ORT: Ortalama, SH: Standart Hata
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Sekil 117. GABA ve Sicaklik ile Hazirlanan HNT Formiilasyonlarina ait in Vitro Sahm
Profili (n=6)

GABA igeren HNT formiilasyonlarina ait salim profilleri incelendiginde, nanotiip
formiilasyonlar1 PBS (pH 7.4) igerisinde siirekli salim ozelligi gosterdiginden
zamana bagl salim davranigi sergiledigi diisiiniilmiistiir (Guo ve ark., 2012).

In vitro salim galismasi ile 6 saat sonunda HNT-GABA 1S1 1 ve HNT-GABA 1S 2
formiilasyonlar1 ile GABA’nin yaklasik %350’sinin, HNT-GABA ISl 3
formiilasyonunda ise %70’inin salindigr goriilmistir. HNT-GABA ISl 3
formiilasyonunda 30. dk’da salinan GABA miktarinin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile
in vivo caligmalarda tercih edilmemistir. Literatiirde yer alan HNT ¢alismalarinda
benzer in vitro salim profilleri elde edilmistir (Ghebaur ve ark., 2012; Guo ve ark.,
2012).

DSC ve FTIR verilerine dayanarak GABA ve HNT arasindaki etkilesimin en yogun
oldugu disiiniilen ve diger HNT formiilasynlarma gore en ufak parcacik
bliyiikliigline sahip olan HNT-GABA ISI 1 formiilasyonu in vivo deneyler icin
secilmis ve UV radyasyon ile sterilize edilmistir. UV sterilizasyon sonrast HNT
formiilasyonu lizerinde gergeklestirilen in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen salim salim profili Sekil 118’de sunulmustur.

156



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Kiimulatif Salinan GABA Miktar1

3 4

Zaman (Saat)

—o—HNT-GABAISI 1 —o— HNT-GABA ISI 1 UV

Sekil 118. UV Sterilizasyon Sonras1t HNT Formiilasyonunun in Vitro Sahm Profili (n=6)

Halosit nanotiip formiilasyonlarina ait kararlilik calismalar
Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi

GABA ig¢eren HNT formiilasyonlarinin ortalama parcacik biiyiikliikleri,
hazirlanmalarinin ardindan ve 3 aylik kararlilik ¢aligmalar1 sonrasinda PCS yardimi
ile Olcililmiis ve elde edilen sonuglar Cizelge 52°de ve karsilastirmali olarak
Sekil 119°da gosterilmistir.

Cizelge 52. GABA iceren HNT Formiilasyonunun Karalilik Calismasina Ait Parcacik
Biiyiikliigii Degerleri (n=3)

Parcacik Biyiikliigii (nm)

ORT = SH PDI + SH
HNT-GABA-4C-TO 444.2 +2.356 0.265 + 0.095
HNT-GABA-4C-T30 298.1 +4.751 0.088 +0.023
HNT-GABA-4C-T60 347.0 £ 7.062 0.282 +0.052
HNT-GABA-4C-T90 389.5 £ 6.507 0.230 + 0.086
HNT-GABA-25C-T0 4442 £2.356 0.265 +0.095
HNT-GABA-25C-T30 346.2 + 3.433 0.569 + 0.040
HNT-GABA-25C-T60 439.7 +2.499 0.444 + 0.047
HNT-GABA-25C-T90 317.6 £ 5.133 0.366 + 0.057
HNT-GABA-40C60BN-TO 4442 £2.356 0.265 + 0.095
HNT-GABA-40C60BN -T30 356.0 £ 3.266 0.269 +0.071
HNT-GABA-40C60BN -T60 376.4 +£2.775 0.353 +0.106
HNT-GABA-40C60BN -T90 348.2 + 8.757 0.311 +0.054
HNT-GABA-40C-TO 444.2 +2.356 0.265 + 0.095
HNT-GABA-40C-T30 417.8+£2.259 0.352 +0.040
HNT-GABA-40C-T60 378.9 +9.583 0.386 + 0.085

HNT-GABA-40C-T90 423.5+10.194 0.248 £ 0.155
BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik Indisi SH: Standart Hata, TO: 0. zaman,
T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay
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Sekil 119. GABA iceren HNT Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Parcacik
Biiyiikliigii Degerleri(n=3)

HNT-GABA formiilasyonunun 444.2 +2.356 nm (PDI: 0.265 +0.095) olan
baglangic parcacik biyiikligiinin 3. ayin sonunda 4°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 389.5 +6.507 nm (PDI: 0.230 +£0.086), 25°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 317.6 +£5.133 nm (PDI: 0.366 +0.057), 40°C +1°C ve %60 BN’de
saklanan formiilasyonda 348.2 £8.757 nm (PDI: 0.311 +0.054) ve 40°C £1°C’de
saklanan formiilasyonda 423.5 +£10.194 nm (PDI: 0.248 +0.155) oldugu
belirlenmistir.

HNT-GABA formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay pargacik biiytikliigii bulgularinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 4°C +1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok énemli fark oldugu (p<0.01) ancak
40°C £1°C’de bekletilen formiilasyonlarda fark (p>0.05) olmadig1 goriilmiistiir.

40°C £1°C’de bekletilen formiilasyon diginda tiim saklama kosullarinda pargacik
boyutunun yaklagik 100 nm azaldigir goriilmiistiir. Bu durum tiibiiler yapinin
saklama kosullarindan etkilenerek zarar gérmiis olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Zeta potansiyel

GABA iceren HNT formiilasyonlarinin zeta potansiyel analizleri, hazirlanmalarinin
ardindan ve 3 aylik kararlilik calismalar1 sonrasinda Olgiilmiis ve elde edilen
sonuclar Cizelge 53’te ve karsilastirmali olarak Sekil 120°de gosterilmistir.

Cizelge 53. GABA iceren HNT Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Zeta Potansiyel
Degerleri (n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

ORT £SH
HNT-GABA-4C-TO -28.77+0.38
HNT-GABA-4C-T30 -27.43+0.35
HNT-GABA-4C-T60 -25.57 £ 0.52
HNT-GABA-4C-T90 -26.67 + 0.44
HNT-GABA-25C-TO -28.77+0.38
HNT-GABA-25C-T30 -27.67 £ 0.55
HNT-GABA-25C-T60 -24.53 £ 0.68
HNT-GABA-25C-T90 -21.73 +£ 0.67
HNT-GABA-40C60BN-TO -28.77+0.38
HNT-GABA-40C60BN -T30 -25.77+£0.27
HNT-GABA-40C60BN -T60 -16.60 + 0.68
HNT-GABA-40C60BN -T90 -18.97 £ 0.35
HNT-GABA-40C-TO -28.77+0.38
HNT-GABA-40C-T30 -30.37 £ 0.38
HNT-GABA-40C-T60 -11.67 +1.39
HNT-GABA-40C-T90 -13.57+1.13

BN: Bagil Nem, ORT: Ortalama, SH: Standart Hata, TO: 0. zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay,
T90: 3.ay

Formiilasyonlarin Kararlilik Test Ortamlari
4°C 25°C

40°C %60 BN 40°C

o

=,
o &

Zeta Potansiyel (mV)
LN
(63]

-30

EHNT-GABA-TO ®HNT-GABA-T30 BEHNT-GABA-T60 HNT-GABA-T90

Sekil 120. GABA i¢eren HNT Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Zeta Potansiyel
Degerleri (n=3)

HNT-GABA formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan yapilan analizlerde,
-28.767 £0.384 mV olan baslangi¢ zeta potansiyeli, 3. ayin sonunda 4°C £1°C’de
saklanan formiilasyonda -26.667 +0.437 mV, 25°C +£1°C’de saklanan
formiilasyonda -21.733 +0.669 mV, 40°C £1°C ve %60 BN ortaminda saklanan
formiilasyonda -18.967 +£0.353 mV ve 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonda ise -
13.567 £1.132 mV olarak saptanmistir (Cizelge 53).
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HNT-GABA formiilasyonunun 0. zaman ve 3. ay zeta potansiyel degerlerinin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve 25°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda ¢ok oOnemli fark oldugu (p<0.01),
4°C +£1°C’de bekletilen formiilasyonlarda onemli fark (p<0.05) oldugu
gorilmistiir.

PpH ol¢iimii
GABA i¢eren HNT formiilasyonlarinin pH degerleri distile su ve PBS’de (pH 7.4)

dagitilmalarinin hemen ardindan ve 3 aylik siire boyunca caligsmasi siiresince
Olctilerek sonuglar Cizelge 54’te sunulmustur.

Cizelge 54. GABA iceren HNT Formiilasyonunun Kararhhk Calismasina ait Distile Su ve
Fosfat Tamponundaki (pH 7.4) pH Degerleri (n=3)

pH (DS’de) pH (PBS’de)

ORT = SH ORT +£SH
HNT-GABA-4C-TO 5.44 £0.00 7.42 +£0.01
HNT-GABA-4C-T30 5.37£0.00 7.43 +0.00
HNT-GABA-4C-T60 5.28 £ 0.01 7.46+0.01
HNT-GABA-4C-T90 494 +£0.01 7.48 +0.00
HNT-GABA-25C-T0O 5.44 £0.00 7.42 +£0.01
HNT-GABA-25C-T30 5.39+£0.00 7.45+0.00
HNT-GABA-25C-T60 5.31+0.01 7.46 +0.00
HNT-GABA-25C-T90 476 £0.01 7.47 £ 0.00
HNT-GABA-40C60BN-TO 5.44 £0.00 7.42 +£0.01
HNT-GABA-40C60BN -T30 5.39+0.00 7.44 £ 0.01
HNT-GABA-40C60BN -T60 5.50+£0.01 7.44 £ 0.00
HNT-GABA-40C60BN -T90 4.86 £ 0.00 7.47 £ 0.00
HNT-GABA-40C-TO 5.44 £0.00 7.42 +£0.01
HNT-GABA-40C-T30 5.37 £0.01 7.43 £0.01
HNT-GABA-40C-T60 5.63+0.02 7.47+0.01
HNT-GABA-40C-T90 4.79+0.01 7.46 +0.00

BN: Bagil Nem, DS: Distile Su, ORT: Ortalama, PBS: Fosfat Tamponu, SH: Standart Hata,
TO: 0. zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3.ay

HNT-GABA formiilasyonunun distile sudaki 0. zaman ve 3. ay pH bulgularmin
istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis, 4°C £1°C, 25°C £1°C ve 40°C +1°C ve
%60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda ileri diizeyde onemli fark (p<0.001)
oldugu goriilmiistiir. HNT-GABA formiilasyonunun PBS’deki 0.zaman ve 3. ay pH
bulgularin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis, 4°C +1°C’de ¢ok onemli fark
oldugu (p<0.01), 25°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN’de bekletilen
formiilasyonlarda 6nemli fark (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.

Fiziksel goriiniig

4°C +£1°C, 25°C +=1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN iceren ortamlarda
bekletilen HNT formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerde gorsel olarak
incelenmesi sonucunda hazirlanan formiilasyonlarda fiziksel ag¢idan herhangi bir
degisiklik goriilmemis ve hazirlandigi andan itibaren rengini ve tekdiize
goriiniimiinii korudugu goézlenmistir.

160



Termal analiz

4°C £1°C, 25°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN igeren ortamlarda
bekletilen HNT formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki

termogramlar1 Sekil 121-Sekil 124°te sunulmustur.
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Sekil 121. GABA iceren HNT Formiilasyonunun 4°C’deki Termogramlari
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Sekil 122. GABA Igeren HNT Formiilasyonunun 25°C’deki Termogramlari
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Sekil 123. GABA i¢eren HNT Formiilasyonunun 40°C ve %60 BN’deki Termogramlar:

a ”./'-- A
: L
“HNT-GABA-40C-T0
o~ HNT-GABA-40C-T30
e e TIPS LR
= HNT-CABA-40C-T60
S| ——
& HNT-GABA-40C-T90
3
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00
SICAKLIK (°C)

Sekil 124. GABA Igeren HNT Formiilasyonunun 40°C’deki Termogramlari

Tim test kosullarinda saklanan formiilasyonlarin termogramlar1 incelendiginde,
piklerde meydana gelen kii¢iik morfolojik degisimler disinda Onemli fark
gozlenmemistir. Bu nedenle hazirlanan GABA iceren HNT formiilasyonlarinin 3
ay stiresince kararliligini korudugu diistintilmiistiir.
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Infrared analizi

4°C £1°C, 25°C £1°C, 40°C £1°C ve 40°C =1°C ve %60 BN igeren ortamlarda
bekletilen HNT formiilasyonlarinin, 0. zaman, 30., 60. ve 90. giinlerdeki FTIR
spektrumlar Sekil 125-Sekil 128’de sunulmustur.
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Sekil 125. GABA iceren Halosit Nanotiip Formiilasyonunun 4°C’deki FTIR Spektrumlari
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Sekil 126. GABA I¢eren Halosit Nanotiip Formiilasyonunun 25°C’deki FTIR Spektrumlari

163



T T T T - - HNT-GABA-40C60BN-T0
W“\”"F
V. e - ,j HNT-GABA-40C60BN-T30
i
\ wf HNT-GABA40C60BN-T60

\/ \/ MY

% Gecirgenlik

!

-

M

|

|

|

|

|

|

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Dalga Boyu (cmr'l)

Sekil 127. GABA Igeren Halosit Nanotiip Formiilasyonunun 40°C ve %60 BN’deki FTIR
Spektrumlar:
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Sekil 128. GABA iceren Halosit Nanotiip Formiilasyonunun 40°C’deki FTIR Spektrumlar

Tiim test ortamlarinda saklanan formiilasyonlar incelendiginde piklerin pozisyonu,
3. ay analizlerinde 3100-3500 cm™ araliginda gériilen omuzlanma harig 0. zaman
HNT-GABA  formiilasyonu spektrumu ile benzerlik  gdstermektedir
(White ve ark., 2012). HNT-GABA formiilasyonu spektrumlarinin birbiri ile

ortiismesi nedeni ile nanotiip formiilasyonlarmin 3 aylik siirede kararliligini
korudugu diistiniilmiistiir.
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Etkin madde miktar tayini analizi

4°C £1°C, 25°C +1°C, 40°C £1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN igeren kararlilik
ortamlarinda saklanan GABA i¢eren HNT formiilasyonlarinda yapilan etkin madde
miktarlar1 Cizelge 55’te sunulmustur.

Cizelge 55. Farkh Kosullarda Saklanan GABA iceren Halosit Nanotiip Formiilasyonlarinin
Etkin Madde Miktar1 (n=3)

% Etkin Madde Miktar1 = SH

T0 T30 T60 T90
HNT-GABA-4C 1.720 +£0.030 1.715 +0.027 1.724 +0.068 1.721 +£0.032
HNT-GABA-25C 1.720 +0.030 1.701 +£0.107 1.722 +£0.023 1.715 +0.045
HNT-GABA-40C 60BN 1.720+£0.030 1.713 £0.063 1.705 +0.109 1.613 +0.023
HNT-GABA-40C 1.720 +0.030 1.718 +0.023 1.719 +0.035 1.601 +0.082

BN: Bagil Nem, SH: Standart Hata, TO: 0. zaman, T30: 1. ay, T60: 2. ay, T90: 3. ay

HNT-GABA formiilasyonunda 0. zaman ve 3. ayda bulunan etkin madde
miktarmin istatistiksel karsilastirilmast yapilmis ve 4 °C £1°C, 25 °C =1°C,
40 °C £1°C ve 40 °C £1°C ve %60 BN’de bekletilen formiilasyonlarda énemli
degisiklik (p>0.05) gézlenmemistir.

In vitro toksisite testleri

Gergeklestirilen MTT test sonuglar1 Cizelge 56°da gosterilmistir.

Cizelge 56. In vivo Deneylerde Kullamlan Formiilasyonlarim ve Plasebolarimin MTT Testi

Verileri (n=7)
MTT
% Canhhk SH Istatistiksel Analiz

Kontrol 100 0.000 -
PBS 87.175 4.773 -
GABA 48.701 8.830 FHx
PNP-23 78.734 6.034 *
PNP-34 (plasebo) 79.491 0.767 Fark yok
PNP-25 68.885 5.324 falaie
PNP-31 (plasebo) 82.955 4575 *
PNP-29 83.171 4.955 *
PNP-32 (plasebo) 74.675 1.825 falaie
PNP-30 63.095 6.878 falaied
PNP-33 (plasebo) 79.654 6.358 *
HNT-GABA 70.184 8.786 *
HNT (plasebo) 93.669 4,941 Fark yok

SH: Standart Hata, Fark yok: p>0.05, *: p<0.05 (6nemli fark), **:p<0.01 (¢ok 6nemli fark),
***:p<0.001 (ileri diizeyde 6nemli fark)
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MTT test sonuglar1 student t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
kontrole gore en anlamli fark toz GABA’da gdzlenmistir. Formiilasyonlar goz
Oniine alindiginda; PNP-25, PNP-30 ve plasebo formiilasyon olan PNP-32
nanopartikiillerinde de ileri diizeyde énemli fark oldugu goriilmiistiir (p<<0.001).

Hayvan deneylerinde kullanilan diger formiilasyonlarin fark anlamliliginin daha
diisiik diizeyde oldugu bulunmustur.

Toz GABA’da hiicre canlilig1 %48.701 iken, hem GABA igeren formiilasyonlarda
hem de plasebo formiilasyonlarda uygulama sonrasi hiicre canliligi daha yiiksek
diizeydedir.

GABA igeren formiilasyonlar hiicre canliligi agisindan degerlendirildiginde;
PNP-29 > PNP-23 > HNT-GABA> PNP-25 > PNP-30 > GABA siralamasi elde
edilmistir. Bu sonuglara gére PNP-29 formiilasyonu %83.171 hiicre canlilig1 degeri
ile ilk sirada yer alirken, PNP-30 formiilasyonu %63.095 canlilik degeri ile etkin
madde yiiklii formiilasyonlar arasinda en sonda yer almaktadir.

Plasebo formiilasyonlar incelendiginde ise HNT (plasebo)> PNP-31> PNP-33>
PNP-34> PNP-32 siralamasi elde edilmistir. HNT kodlu plasebo HNT
formiilasyonu %93.669 hiicre canlilig: ile ilk sirada, PNP-29 formiilasyonunun
plasebosu olan PNP-32 formiilasyonu ise %74.675 hiicre canliligi degeri ile plasebo
formiilasyonlar arasinda en sonda yer almaktadir. Ayn1 zamanda PNP-25 hari¢
GABA igeren tiim formiilasyonlardaki % hiicre canliligi degerlerinin plasebo
formiilasyonlardan daha diisiik oldugu belirlenmistir.

HNT formiilasyonlarinin sitotoksisitesinin degerlendirildigi ¢calismalar mevcuttur.
HNT nin yiiksek diizeyde biyouyumlu oldugu literatiirde yer almaktadir (Sanchez-
Fernandez ve ark., 2014).

Guo ve arkadaglar1 (Guo ve ark., 2012) doksorubisin yiiklii folik asit-Fe3Oas
baglanmis HNT’ler 1ile Hela servikal karsinoma hiicreleri kullanarak
gerceklestirdikleri MTT analizi sonucunda, partikiillerin doksorubisinin inhibitor
aktivitesini etkilemedigini, etkin maddenin etkinliginin hazirlanan sistem ile
korundugunu belirtmis ve HNT’lerin kanser tedavisinde ila¢ taginmasi i¢in umut
verici aday oldugunu 6ne slirmiiglerdir.

Meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ve serviks kanseri hiicreleri {izerinde,
100 pg.mL? konsantrasyona kadar HNTlerin hiicre dizileri iizerinde toksik etki
gostermedigi ancak 48 saatten fazla maruziyet sonucunda 1000 pg.mL?
konsantrasyona ¢ikilmas: ile hiicre canlilifinda azalma oldugu belirtilmistir
(Vergaro ve ark., 2010).

Bu ¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda, hazirlanan ilag tasiyici sistemler ile
GABA’nin hiicreler {izerine olan toksisitesinin azaltildigi soylenebilir (Sekil 129).
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Sekil 129. In Vivo Deneylerde Kullanilan Formiilasyonlarin ve Plasebolarinin MTT Testi
Verileri (n=7)

In Vivo Calismalar
Formiilasyonlarin uygulanmasi, izlenmesi ve orneklerin alinmasi

“Formiilasyonlarin Uygulanmasi, Izlenmesi ve Orneklerin Alimmasi” konusunda
(Sayfa 55) anlatildigi sekilde gerceklestirilen enjeksiyonlarin ardindan deney
gruplar1 30 dk siire ile gozlenmistir. Izlenen nobet parametrelerine iliskin veriler
Cizelge 57°de yer almaktadir. Formiilasyonlara ait verilerin PBS ve GABA
¢oOzeltisine gore paralel t testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmenin sonuglari
Cizelge 58°de sunulmustur.

Nobet parametrelerine iliskin veriler 1s18inda formiilasyonlar latense gore
degerlendirildiginde, PBS’ye ve GABA c¢ozeltisine gore PNP-23, PNP-25, PNP-29
ile ¢ok ileri diizeyde anlamli (p<0.001), PNP-30 ileri diizeyde anlamli fark
(p<0.01), HNT-GABA ile ise anlamli fark (p<0.05) oldugu bulunmustur. Tiim
formiilasyonlarin PBS ve GABA ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde farkl
olarak latens siiresini uzatmis olduklar1 goriilmiistiir (Cizelge 58).

Konviilziyonun sona erdigi an agisindan degerlendirme yapildiginda, PBS’e gore
GABA c¢ozeltisi, PNP-30, HNT-GABA formiilasyonlar1 anlamli diizeyde farklh
bulunmustur. Ayni1 parametre GABA ile karsilastirmali olarak degerlendirildiginde,
PNP-30 cok ileri diizeyde anlaml1 (p<0.001), PNP-23 ve HNT-GABA ileri diizeyde
anlaml1 (p<0.01), PNP-25 ve PNP-29 ise anlaml diizeyde (p<0.05) farkli oldugu
bulunmustur (Cizelge 58).

Deney gruplarinda gozlenen siddetli konviilziyon siireleri gbz oniine alindiginda,
PBS’ye gore PNP-23, PNP-25 ve PNP-29 c¢ok ileri diizeyde (p<0.001), PNP-30,
HNT-GABA ve GABA c¢ozeltisi ileri diizeyde (p<0.01) anlamli fark goriilmiistiir.
Siddetli konviilziyon siireleri GABA ¢ozeltisi ile karsilastirildiginda ise PNP-23,
PNP-25 ve PNP-29 ile ileri diizeyde anlamli (p<0.01), PNP-30 ve HNT-GABA ile
ise anlaml1 (p<0.05) fark bulunmustur.
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Oliim oram1 PBS uygulanan grupta 3/7 ve GABA ¢ozeltisi uygulanan grupta 4/7
iken, PNP-23, PNP-25 ve HNT-GABA formiilasyonlarinda 6liim goriilmemis,
PNP-29 ve PNP-30’da 1/7 oranindadir. PBS’de 6liim ortalama 12 dk 42 sn’de,
GABA’da ise 10 dk 58 sn ‘de goriilmistiir. PNP-29°da 22 dk 15 sn’de ve PNP-
30’da 16 dk 40 sn’de olim goriilmesi ile 6liim oraninin azaltildigi ve yasam
stiresinin uzatildig1 goriilmektedir.

30 dakika siiresince ndbet izlenmesinin ardindan siganlarin beyinleri eter aneztezisi
altinda ¢ikarilmis ve Stratum corsatum izole edilerek ayrilmistir.

Stratum corsatum orneklerinde GABA miktar tayini

“Formiilasyonlarin Uygulanmasi, Izlenmesi ve Orneklerin Alinmasi” konusunda
(Sayfa 55) anlatilan sekilde alinan ve analize kadar -20°C’de dondurularak saklanan
doku oOrneklerindeki GABA miktarlar1 “CUSABIO Rat Gamma-Aminobutyric
Acid” ELISA kiti kullanilarak belirlenmistir. Mekanizma yarismali enzim
inhibisyonu immiin analiz teknigi ile GABA miktarmin belirlenmesine
dayanmaktadir ve serum, plazma ve doku homojenatlarindaki GABA miktarinin
saptanmasina olanak tanimaktadir (http-8).

Immiin analiz yontemleri viicut sivilari igerisinde bulunan biyojenik aminlerin
dogru ve hizli olarak tayin edilmesinde klinikte ve arastirmalarda siklikla kullanilan
yontemlerdir. Idrarda GABA, glisin ve agmatin gibi inhibitér ozellikli
ndrotransmiter ve B-feniletilamin, taurin gibi néromodiilatér 6zellikli ajanlarin
tayininde HPLC ydntemi ile benzer validasyon sonuglari veren ELISA kiti yardimi
ile gerceklestirilen immiin analiz yontemi kullanilmistir (Huisman, 2010).

Kit kilavuzunda da belirtildigi sekilde dondurulan doku oOrneklerindeki hiicre
membranlarii yikmak i¢in donma-¢oziilme dongiisii iki kez uygulanmistir. Kit
kullanim kilavuzunda belirtilen santrifiij; Biotin-antikor, HRP-avidin, TMB
substrat reaktifi eklenmesi; inkiibasyon; yikama gibi islem basamaklarinin ardindan
sonug¢ ¢ozeltisi eklenmis ve ELISA okyucu yardimi ile GABA miktarlari
belirlenmistir. Dokulardaki GABA miktarlar1 Sekil 130°da gdsterilmistir.

25

GABA Konsantrasyonu (ng.gt)

mPBS m®mGABA ®mPNP-23 ©=PNP-25 mPNP-29 ®mPNP-30 mHNT-GABA

Sekil 130. Stratum Corsatum’da Belirlenen GABA miktarlar1 (n=7)
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Sistemlerin etkinlikleri acisindan degerlendirilebilmeleri i¢in, formiilasyonlar
hayvanlara ayni1 konsantrasyonda GABA igerecek sekilde i.p. Yyoldan
uygulanmustir.

GABA miktarlar1 agisindan, en yiiksek deger 1.738 +0.335 pg.g’ degeri ile
PNP-29 formiilasyonunda saptanmistir. GABA ¢ozeltisi ve PBS ile ayr1 ayri
karsilagtirildiginda her ikisi i¢in de PNP-29 formiilasyonunun GABA diizeyini
anlamli (p<0.05) olarak arttirdig1 bulunmustur. 30 dakikalik nobet izleme siiresi
icerisinde elde edilen parametrelerin istatistiksel degerlendirmesi sirasinda da
PNP-29 formiilasyonunun nébet iizerine etkinliginin farklilik gosterdigi
belirlenmistir.

Uygulanan diger formiilasyonlarda Stratum corsatum’daki GABA degeri, PBS ve
GABA ¢ozeltisi uygulanan gruplardan daha diisiik, ayn1 ya da anlamli olamayacak
kadar yiiksek bulunmustur. Nobet parametreleri agisindan formiilasyonlar GABA
cozeltisi ya da PBS ile karsilastirildiginda tiim formiilasyonlarin PTZ ile tetiklenen
epileptik mekanizmaya miidahale ettigi goriilmiistiir. Doku 6rnekleri GABA nin en
cok bulundugu Stratum corsatum’dan alinmistir. Baz1 deney gruplarinda nébetlerin
izlenmesi ag¢isindan anlamli fark bulunmasma karsm, Stratum corsatum’daki
GABA miktarlarinin diisiik kalmasi formiilasyonlarin tagidigt GABA’nin korteks
vb. beynin farkli boliimlerinde toplanmis olabilecegini diistindiirmiistiir.

Nanopartikiiller beyne ila¢ tasinmasinda siklikla kullanilan etkin yontemlerden
birisidir. Gabapentin yiiklii albiimin nanopartikiillerinin epilepsi tedavisi tizerindeki
etkinliginin arastirildig: bir calismada, maksimal elektrosok ve PTZ ile indiiklenmis
konviilziyon modelleri kullanilmistir (Wilson ve ark., 2014). 20 dk siire ile izlenen
siganlarda, nanopartikiil formiilasyonlar1 ile konviilziyonlarin onlendigi ya da
konviilziyonlarin farkli fazlarinin geciktirildigi gozlenmis ve gabapentin ile
karsilastirildiginda albiimin nanopartikiilleri ile antikonviilsan etkinligin arttirildig:
gorilmiistlir. Nanopartikiillerin uygulanmasindan 1 saat sonra sican beyinlerinin
cikarilmasinin ardindan 6rneklerde gergeklestirilen gabapentin tayini sonucunda,
Polisorbat® 80 kapli albiimin nanopartikiilleri ile elde edilen etkin madde diizeyi
toz gabapentin uygulamasina gore anlaml diizeyde farkli bulunmustur.

PTZ ile gergeklestirilen akut epilepsi modeli kullanilarak gergeklestirilen deneyler
1s1¢inda  bu calismada hazirlanan formiilasyonlarin ndbet {izerine etkileri
incelendiginde; nanopartikiil ve nanotiip formiilasyonlarinin uygulandiktan 4 saat
sonra da epileptik mekanizmaya miidahale edecek 6lgiide GABA tasimis oldugunu
ve kan-beyin engelini asarak GABA’nin beyin i¢ine tasinmasini sagladigini ortaya
koymustur.

171



SONUC ve ONERILER

Calismaya konu olan etkin madde ve kullanilan monomerlerin erime derecesi,
termal, XRD ve FTIR analiz sonuglar1 literatiir ile paralellik gostermistir.
Formiilasyonlarin hazirlama yontemleri ve sterilizasyon prosesi ile in vitro salim
caligmalarinin yapilacagi ortam ve kosullar goz 6niine alinarak GABA ’nin bu ortam
ve kosullardaki kararlilig1 etkin madde miktar tayini analizi ile incelenmistir. Bu
incelemeler sonucunda PNP hazirlama kosulunda etkin maddenin %95.50 £1.24,
HNT hazirlama kosulunda %98.40 +0.36, UV sterilizasyon kosulunda
%99.50 +0.72, 6 saat izlenen in vitro salim siiresince %90.33 +3.00’niin
bozunmadan kaldig1 bulunmustur.

GABA’nin analitik miktar tayini i¢in literatiirde Onerilen tlirevlendirme sonrasi
HPLC yonteminde modifikasyon yapilarak gelistirilen yontemin dogrusal, kesin,
dogru, hassas ve segici olduguna karar verilmistir. Formiilasyonlarda
gerceklestirilen etkin madde miktar tayini ve in vitro salim ¢alismalarinda GABA
miktar tayini i¢in sistem ayr1 ayr1 valide edilmistir.

Tez kapsaminda GABA igeren PNP ve HNT formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Farklt
monomerlerin ve PEG tiirevlerinin ters emiilsiyon polimerizasyonu ile ¢esitli PNP
formiilasyonlar1 ve farkli hazirlama yontemlerinin kullanilmas1 ile HNT
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Karakterizasyon ve diyaliz membrani ile
gerceklestirilen in vitro salim galismalarina dayanarak optimum formiilasyonlar
secilmistir. Sitotoksisite testi, kararlilik ¢alismas1 ve GABA ¢ozeltisi ve PBS ile
karsilastirmali olarak formiilasyonlarin sicanlardaki antiepileptik aktivitesinin
arastirildigi in vivo ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Ters emiilsiyon polimerizasyonu sistemi ile hazirlanan nanopartikiillerde PYEM
yiizdesi, GABA:PYEM molar orani, Ac ya da DMAc monomerlerinin kullanilmasi,
NMBACc orani, karistirict se¢imi, PEG 2000 ya da PEG 1000/1500 MA kullanilmasi
gibi farkli parametrelerin etkisi pargacik biiytikliigii, zeta potansiyel, parcacik sekli
ve ylizey Ozellikleri, termal, x-1s1n1 kirinimi, infrared, etkin madde miktar tayini
analizleri ve in vitro salim galismasi ile incelenmistir.

UT gibi yiiksek hizli karistirict kullanilarak 6n-emiilsiyon olusturulmasinin
ardindan manyetik karistirici ile polimerizasyon tepkimesi sonucunda hazirlanan
sistemlerde daha kiiresel, FTIR spektrumunda kristalligin daha da az oldugu, pozitif
zeta potansiyele sahip ve daha uzun siirede salim yapan sistemler elde edilmistir.
Karakterizasyon c¢alismalari dogrultusunda PNP-23 (DMAc igeren), PNP-25
(DMAc ve PEG 2000 igeren), PNP-29 ve PNP-30 formiilasyonlari in Vvivo
calismalar i¢in se¢ilmistir.

HNT formiilasyonlar1 ise vakum altinda ya da sicaklik uygulanarak hazirlanmis,
karakterizasyon ve in vitro salim c¢alismalar1 sonucunda HNT GABA ISl 1
formiilasyonu in vivo ¢alismalarda kullanilmustir.

Kararlilik caligmalarina gore tiim formiilasyonlar nanometre aralifinda kaldigi
belirlenmistir. Fiziksel goriiniim agisindan yalnizca PNP-29 formiilasyonunda sar1
renklenme goriilmistiir. Formiilasyonlarin PBS’de dagitilmalar1 ile dlgiilen pH
degerleri fizyolojik aralikta kalmistir. Zeta potansiyel degerlerinde en c¢ok
10 mV’luk disiis gorilmistir. Termogramlari ve FTIR spektrumlar
incelendiginde GABA igeren HNT formiilasyonlarinda herhangi bir farklilik
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gozlenmezken, 40°C =+£1°C ve 40°C =£1°C ve %60 BN’de saklanan
formiilasyonlarda pik farkliliklar1 ya da pik siddetlerinde azalma saptanmistir. Etkin
madde miktar tayini analizinde 40°C +1°C ve 40°C £1°C ve %60 BN’de saklanan
formiilasyonlarda GABA miktarmin azaldigi HPLC ile tayin edilmigtir. PNP
formiilasyonlarinin 4°C +1°C ve 25°C £1°C’de daha kararli oldugu, sicaklik
nedeniyle kararlilik problemleri s6z konusu olabilecegi diigiiniilmiistiir.

MTT test sonuglar1 incelendiginde, saf GABA’da hiicre canliligi %48.701 iken,
hem GABA igeren formiilasyonlarda hem de plasebo formiilasyonlarda uygulama
sonras1 daha yiiksek diizeyde hiicre canlilig1 degerleri elde edilmistir. Hazirlanan
PNP ve HNT sistemleri ile GABA nin sitotoksisitesinin azaltildigi gortilmiistiir.

In vivo ¢alisma sonuglar1 degerlendirildiginde ise in vivo deneylerde kullanilan PNP
ve HNT formiilasyonlarinin tiimiinde latens siiresinin uzatildigi, 6lim oraninin
azaltildigi, konviilziyonlarin toplam siiresinin ve siddetli konviilziyon siiresinin
kisaltildig1 gortilmiistiir.

Nobet parametreleri agisindan tiim formiilasyonlar PBS ve GABA ile istatistiksel
olarak karsilastirildiginda farkli diizeylerde anlamli farkliliklar bulunmustur. Bu
calisgmada hazirlanan tiim formiilasyonlarn PTZ ile tetiklenen epileptik
mekanizmaya miidahale ettigi, ancak PNP formiilasyonlarinin HNT
formiilasyonlarindan ndbet parametrelerini daha anlamli diizeyde iyilestirdigi
belirlenmistir.

Stratum corsatum doku drneklerinde ELISA okuyucu yardimi ile gerceklestirilen
analizde en yiiksek deger 1.738 pg.g? degeri ile PNP-29 formiilasyonunda elde
edilmis, GABA diizeyini anlaml 6l¢iide arttirmis oldugu bulunmustur (p<0.05).
Diger formiilasyonlar uygulandiginda doku 6rneklerindeki GABA miktarinin, PBS
ve saf GABA uygulanan gruplardan daha diisiik, ayn1 ya da anlamli olamayacak
diizeyde yiiksek bulunmustur.

Calismada  gergeklestirilen in  vitro-in  vivo analiz sonuglari  birlikte
degerlendirildiginde hazirlanan formiilasyonlarin saf halde kan beyin engelini
gecemeyen GABA’nin beyne tasinmasinda umut vaad eden sistemler oldugu
distinilmistiir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, GABA’nin farkli ilag tasiyici sistemler ile
hazirlanan formiilasyonlar1 ya da temin edilebilirse GABA-T tanitilan bog MIP
formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve in vivo ¢alismalarda kullanilmis olan PNP ve
HNT formiilasyonlar ile kargilastirilmasi yapilabilir.
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GEREKCE

Anadolu Universitesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof.Dr. E.
Yasemin YAZAN‘m arastirma ylirlitiiclisi  oldugu 265/2012 kayit numarali ve “Epileptik
mekanizmaya miidahale edecek nanoboyutta ilac tasiyicr sistem gelistirilmesi ve in vivo
davramisimn degerlendirilmesi” konulu ¢alisma; tarafimizdan degerlendirilmistir.

Calismada Agirliklar: 200-250 gr. arasinda degisen 40 adet Rattus norvegicus (Wistar)
kullamlacaktir,

In vivo hayvan deneyleri ile formiilasyonlarin etkinligi degerlendirilecektir.

Caligmada epilepsi olusturmak i¢in, pentilentetrazol (PTZ) kullanilacaktir. Gergeklestirilecek in vivo
deneyler literatiirde ¢ogunlukla rastlandigi gibi sicanlar tizerinde yapilacaktir (2,3). Hayvanlar
havalandirma, 1sitma ve 12 saat gece-12 saat giindiiz olacak sekilde 15181 ayarlanmis hayvan bakim
odasinda tel kafeslerde 220C oda sicakliinda barindirilacaklardir. Hayvanlarda yapilan tiim islemler
hijyenik kosullarda gergeklestirilecektir.Kafeslerde 4 hayvan olacak sekilde barindiritacaklar ve yeteri
kadar standart yem ve su almalan saglanacaktir. PTZ intraperitonal olarak 60 mg/kg dozda
uygulanarak konviilsiyon olusturulacaktir (4). Kullanmilacak GABA, GABA baskilanmig MIP ve
GABA-T baskilanip uzaklastiriimis bos MIP, PTZ uygulamasindan 60 dakika 6nce intraperitoneal
yolla verilecektir. PTZ uygulandiktan sonra hayvanlar 30x30x40 ciylik pleksiglas kutulara alinarak 30

dakika siireyle izlenecektir. Konviilsiyonlarin degerlendirilmesi agisindan, myoklonik sigramalarin
baslama latensi, jeneralize tonik klonik konviilsiyonlarin siiresi ve kivranma refleksi kaybi
degerlendirilecektir.

Deney gruplari:

Pozitif kontrol grubu: % 0.9 sodyum kloriir

Kontrol (negatif) grubu: Bos MIP

Grup 1: GABA

Grup 2: GABA baskilanmig MIPler

Grup 3: GABA-T baskilanmis ve ardindan uzaklastirilmis bos MIPlerin uygulanmasi sekli ile
tasarlanmistir.

Caligma sonunda hayvanlar hafif eter anestezisi altinda dekapite edilerek beyinleri ¢ikarilacak ve sivi
azot i¢ine alinarak biyokimyasal analiz i¢in -80°C de saklanacaktir. Daha sonra beyin dokusunda
biyokimyasal degerlendirme yapilacaktir. Gruplardan &rnekler mikrodiyaliz yontemi ile toplanacaktir
(5). GABA-Tnin analizi ELISA kitleri yardimiyla plate okuyucuda gergeklestirilecektir. GABA analizi
ise yitksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) ile gerceklestirilecektir (6).

In vitro toksisite testleri igin primer noron kiiltiirti sistemi kullanilacak ve toksisite MTT testi ile
degerlendirilecektir.Primer serebellar graniil hiicreleri 1 gilinlik Sprague Dawley siganlardan
hazirlanacaktir. Yavru dekapite edildikten sonra serebellum ¢ikarilacak ve 5 mL kalsiyumsuz HanKs
dengeli tuz (HBSS) ¢ozeltisi igine alinacaktir. Buna 2 mL tripsin %25-EDTA %0.02 eklenerek 370C
de 40 dakika inkiibe edilecektir (7). Fetal sigir serumu igeren 5 mL DMEM c¢ozeltisi eklenerek
tripsinin etkisi sonlandirtlacaktir. 3 dakika 800 rpmde santrifiij edildikten sonra siispansiyon bir kez 5
mL DMEM ile yikandiktan sonra pastor pipetiyle homojenize edilip Poli-D-lizin kapli DMEM igeren
besi ortamina ekilerek hiicrelerin tutunmasi saglanacaktir.

2-3 giin sonra ortama 10uM sitozin arabinozid eklenerek non-ntronal hiicrelerin uzaklastiriimasi igin
24 saat inkiibe edildikten sonra tekrar besi yeri degistirilerek néronal hiicrelerin iiremesi saglanacaktir.
Bu sekilde iiretilen hiicreler iki hafta sonra tripsin ile toplanip santrifiij edildikten sonra DMEM iginde
tekrar Poli-D-lizin kapli 961ik plaklara ekilerek 2-3 giin burada yerlesip iremesi saglandiktan sonra
toksisite testi igin MTT testi uygulanacaktir. Sonuglar ELISA ile degerlendirilecektir.

Kullanilan y6ntemler uluslararasi standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler verilmistir.

Calismanin yapilmasida, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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INTRODUCTION

Epilepsy is one of the most common neurological
diseases worldwide. Generalized or paroxysmal focal re-
action of brain is called “epilepsy” (1). In the studies per-
formed on epilepsy, inhibition of y-aminobutyric acid
(GABA) synthesis, blockage of release or postsynaptic
reaction were determined to provoke convulsions. De-
crease in GABA concentration was determined in both
the cerebrospinal fluid and brain nerve terminals even
in febril convulsions and patient-resistant epilepsy treat-
ment. It was also reported that convulsion, coma and
death can be observed by means of reduction in the con-
centration of GABA (1,2).

Even though there are different approaches for the
treatment of epilepsy, incorporation of GABA into unique
polymeric nanoparticles (PNP) prepared with reverse
emulsion polymerization was aimed in this study de-
pending on the most recent theory related to GABA. In
other words, development of brain-targeted, nanosized,
nontoxic, biocompatible, highly specific and high affinity
formulations was the purpose of the study.

In the present study, GABA loaded nanoparticles were
prepared using N,N-methylenebisacrylamide (NMBAc)
and polymeric surfactant by inverse emulsion polymer-
ization method. Furthermore, in vitro characterization
studies were performed on polymeric nanoparticles in-
cluding particle size, thermal (DSC) studies, X-ray diffrac-
tion (XRD) analysis and drug loading studies.

MATERIALS AND METHODS

Materials

GABA was purchased from Sigma. Polymeric surfac-
tant with a quat group was synthesized uniquely using a
confidential method. All other chemicals used were ana-

lytical grade.

Preparation of Polymeric Nanoparticles

Reverse emulsion polymerization method was used
to load GABA into PNPs. GABA loaded nanoparticles
were synthesized by mixing agqueos solution (2 mL) con-
taining NMBAc and GABA with n-hexan solution contain-
ing the polymeric surfactant. Nanoparticle synthesis was
initiated by azobisisobutyronitrile (AIBN). Emulsion was
then stirred under nitrogen for 30 min and the reaction
was continued for 3 hours at 60°C. Following completion
of polymerization, solvent was removed and the par-
ticles were washed twice with n-hexan. After filtration,
nanoparticles were dried at an oven of 50°C.

Formulations were prepared using different amounts
of the surfactant and keeping other components con-
stant. Formulation components and ratios are summa-
rized inTable 1. Dispersions containing 1%, 2 %, 3 %, 0.25
% and 0.5 % polymeric surfactant were used for polym-
erization and formulations were named as PNP-4, PNP-5,
PNP-6, PNP-7 and PNP-8, respectively.

Table 1. Components and molar ratios of GABA load-
ed poymeric nanoparticles

Formulation components Molar ratio
Active agent {GABA) 0.2
Crosstinking agent (NMBAc) 0.2
Polymeric surfactant 1

Characterization of Polymeric Nanoparticles

Particle Size Analysis

Mean particle size of PNPs was measured at room
temperature by photon correlation spectroscopy (PCS).
GABA loaded PNP formulations were diluted with demin-
eralized water. Accordingly, results were given as mean
diameters and polydispersity indices (PDI) as a measure
of particle size distribution.

Thermal Analysis

DSC analysis was used to characterize the thermal
behavior of the GABA, empty polymeric nanoparticles
and GABA loaded polymeric nanoparticles. DSC thermo-
grams were obtained using an automatic thermal ana-
lyzer system DSC-60 (Shimadzu, Japan). Samples were
crimped in standard aluminum pans and heated from
50°C to 300°C at a heating rate of 10°C/min under con-
stant nitrogen flow of 30 mL/min. An empty pan, sealed
in the same way as the sample, was used as a reference.




X-Ray Diffraction Analysis

XRD patterns were determined for GABA, empty
polymeric nanoparticles and GABA loaded polymeric
nanoparticles. Samples were exposed to a monochro-
matic nickel-filtered copper radiation (40kV, 30 mA) in a
wide-angle X-ray diffractometer with 20 angle.

Drug Loading

PNP formulations were dissolved in 50 % methanol.
Following 30 min of ultrasonication at 50°C and extrac-
tion procedure, the mixture was filtered through a 0.22
mm polyamide filter. Derivation reaction was performed
on the supernatant prior to injection to HPLC (Schimadzu
20-A, Japan) column to analyze GABA.

RESULTS AND DISCUSSION

Particle Size Analysis

Mean particle sizes and PDIs of polymeric nanopar-
ticles prepared are shown in Table 2.

Table 2. Mean particle sizes and PDls of polymeric

X-Ray Diffraction Analysis
X-ray diffraction patterns of GABA, empty and loaded
polymeric nanoparticles are demonstrated in Figure 2.
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Figure 2. X-ray diffraction patterns GABA, empty and
loaded polymeric nanoparticles

Drug Loading
Drug loading efficiencies of the formulations pre-
pared are shown inTable 3.

nanoparticles (SE: Standard Error) (n=3)

“::;;Tretz;es Mean P:st;ade Size POl SF
PNP-4 169.400 £ 15.041 0.420 +0.051
PNP-5 236.500 + 8.806 0.230+0.010
PNP-6 334.500+7.360 0.560 +0.070
PNP-7 283.200 £ 13.585 0.475+0.030
PNP-8 250.500 +9.469 0.410+0.030

PNP-14 {empty) 154.500 + 15.561 0326 0.047

Thermal Analysis
DSC thermograms obtained are given in Figure 1.
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Figure 1. DSC thermograms of GABA, ei'npty and
loaded polymeric nanoparticles

Table 3. Drug loading efficiencies of polymeric
nanoparticle formulations (SE: Standard Error} (n=3)

Polymeric Nanopattides Drug Loading (%) = SE
PNP-4 2177 £0.256
PNP-5 2.006 £0.347
PNP-6 1.894 £ 0.457
PNP-7 2.185+£0.512
PNP-8 21820313
CONCLUSION

GABA loaded polymeric nanoparticles were prepared
by reverse emulsion polymerization method. Particle size
of all formulations were found to be in the nanoscale
range. Drug loading of 2 % was obtained for the formula-
tions prepared. DSC and XRD studies did not reveal any
crystalline drug material in the freshly prepared nanopar-
ticles.

In this context, surface morphology, cytotoxicity and
in vitro release of GABA from polymeric nanoparticles
prepared are being investigated for further analyses.
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