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ÖZET 

İNDOMETAZİN İÇEREN NANOPARTİKÜLLERİN HAZIRLANMASI VE İN 

VİTRO DEĞERLENDİRİLMESİ 

Kaan YALÇINKAYA 

Farmasötik Teknoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Lisansüstü Eğitim Enstitüsü, Haziran 2024 

Danışman: Prof. Dr. Evrim AKYIL 

 

 İndometazin, Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ne göre Sınıf 2’de yer alan, 

düşük çözünürlük ve yüksek permeabilite gösteren bir antiinflamatuvar olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi birçok hastalığın 

tedavisinde kullanılan bu maddenin özellikle mide üzerine olan olumsuz etkileri 

yaygınca bilinmektedir. Gastrointestinal sistemin yapısı göz önüne alındığında oral 

kullanımda bağırsağa hedeflenen maddelerin hedef bölgesine ulaşması ve etkin 

maddenin o bölgede salımı, bir güçlük olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu güçlüğün 

ortadan kaldırılması ve olası yan etkilerle birlikte etkinin uzatılması adına bu tez 

çalışmasında Eudragit® polimerleri ve Dynasan® 116 lipidi kullanılarak polimerik 

nanopartikül ve katı lipit nanopartikül formülasyonları geliştirilmiştir. Geliştirilen bu 

formülasyonların karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiş, in vitro özellikleri 

belirlenmiş ve sonuç olarak geliştirilen bu formülasyonların bağırsakta etkin madde 

salımını gerçekleştirdiği ve salım süresini uzattığı kanısına varılmıştır. 

 

 

 

Anahtar sözcükler: İndometazin, Polimerik nanopartikül, Katı lipit nanopartikül, 

Nanoçöktürme. 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT AND IN VITRO EVALUATION OF INDOMETHACIN-

LOADED NANOPARTICLES 

Kaan YALÇINKAYA 

Department of Pharmaceutical Technology 

Anadolu University, Graduate School of Education, June 2024 

Supervisor: Prof. Dr. Evrim AKYIL 

 

Indomethacin, classified as Class 2 in the Biopharmaceutical Classification System, 

emerges as an anti-inflammatory agent with low solubility and high permeability. 

Widely used in the treatment of various diseases such as rheumatoid arthritis and 

ankylosing spondylitis, this substance is well-known for its adverse effects, particularly 

on the stomach. Considering the structure of the gastrointestinal system, the targeted 

delivery of orally administered substances to the intestines and the release of the active 

substance in that region pose a challenge. To overcome this challenge and prolong the 

effect while mitigating possible side effects, in this thesis study, polymeric nanoparticles 

and solid lipid nanoparticles were developed using Eudragit® polymers and Dynasan® 

116 lipid. Characterization studies of these developed formulations were conducted, 

their in vitro properties were determined, and ultimately, it was concluded that these 

developed formulations achieve effective release of the active substance in the intestine 

and prolong the release duration. 

 

 

Keywords: Indomethacin, Polymeric nanoparticles, Solid lipid nanoparticles, 

Nanoprecipitation. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Günümüzde nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte nanoboyutlu ilaç taşıyıcı 

sistemler hızla geliştirilmekte ve dünya ilaç pazarında da çok çeşitli hastalıkların tedavisi 

amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Nanotaşıyıcılar, çok düşük boyutlara sahip 

olmaları, buna bağlı olarak yüzey alanlarının geniş olması ve fizikokimyasal 

özelliklerinin uygunluğu açısından nanoteknolojik çalışmaların büyük bir çoğunluğunu 

oluşturmaktadır. 

İndometazin (IND), indol asetik asit yapısına sahip, aktivitesi çok yüksek, 

antipiretik, analjezik ve non-steroidal antiinflamatuvar (NSAİİ) özellikte etkin maddedir. 

Akut gut, travmatik sinovit, akut bursit, akut tendinit vb. ciddi hastalıklarda ve osteoartrit, 

ankilozan spondilit, romatoid artrit vb. ciddi romatizmal hastalıkların tedavisi amacıyla 

yaygınca kullanılmaktadır. Fakat terapötik etkinin görülebilmesi için dozlamanın 

sıklaştırılması ve bunun sonucunda pek çok yan etkinin (renal, kardiyovasküler vb.) 

görülmesi, ek olarak özellikle gastrointestinal sistem (GİS) hasarı kaçınılmaz olmaktadır. 

Bu bilgiler ışığında bu tez çalışması kapsamında IND yüklü nanopartiküler ilaç taşıyıcı 

sistemler geliştirmek, geliştirilen nanopartiküler sistemleri karakterize etmek ve sağlıklı 

epitel hücreleri üzerinde hazırlanan formülasyonların test edilmesi planlanmıştır. 

Kontrollü ilaç taşıyıcı sistemler ile sık dozlamanın azaltılması ve kullanılacak 

polimerler ile yan etki profilinin azaltılması planlanmaktadır. İlaç taşıyıcı sistemler, özet 

olarak, bir farmasötik bileşiğin insanlar ve hayvanlar üzerinde terapötik etki oluşturmak 

adına kontrollü şekilde uygulandığı sistemlerdir. Boyutları 1-1000 nanometre arasında 

değişkenlik gösteren, doğal ya da sentetik yağ ya da polimerlerden üretilen, küresel, katı 

koloidal partiküllerdir. Etkin madde matriks içinde çözündürülebilir, enkapsüle edilebilir 

veya nanopartiküle tutundurulabilir. 

IND, prostaglandinlerin (PG) sentezini durdurarak antiinflamatuvar etkinlik 

göstermektedir. IND’nin ilk kullanımından şimdiye kadar görülen yan etkilerine rağmen 
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dünyada ve ülkemizde geleneksel kapsül ve uzatılmış salımlı kapsül, supozituvar, kolir 

vb. dozaj formları mevcuttur. IND içeren yeni ilaç taşıyıcı sistem formülasyonlarının 

geliştirilmesine yönelik çok fazla miktarda çalışmalar gerçekleştirilmiş olup her geçen 

gün bu çalışmalara yenileri eklenmekte, yine de yan etkilerin önüne geçilmiş bir sistem 

hazırlanamamıştır. 

Tez çalışması kapsamında hedeflenen yan etki profilini minimuma indirip 

dozlama aralığını arttırmaktır. Tez çalışmasında biyouyumlu polimer ve katı lipitler 

kullanarak farklı taşıyıcı sistemler hazırlanıp in vitro karakterizasyon testleri ile 

karşılaştırılacaktır. Hazırlanacak formülasyonların partikül boyut ve dağılımları, 

elektriksel yükleri,  morfolojik özellikleri, enkapsülasyon etkinlikleri (%EE), in vitro 

salım profilleri ve hücre kültürü çalışmaları yapılacaktır. 
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2. KAYNAK BİLGİSİ 

2.1. İndometazin 

IND (kimyasal isimlendirmesiyle 1-(p-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindol-3-

asetik asit), antipiretik - analjezik etkili, non-steroidal antiinflamatuvar ilaçlar (NSAİİ) 

sınıfına dahil bir ilaçtır (Helleberg, 1981). Kullanım alanı çok geniş olmakla birlikte 

romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteoartrit, akut bursit ve akut tendinit gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisinde aktif olarak kullanılmaktadır (Brien, Mccauley ve Cohen, 1984). 

 

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Literatür bilgileri, IND’nin molekül ağırlığını 357.791 g/mol olarak vermektedir. 

Kapalı förmülü C19H16ClNO4 olan IND’nin kimyasal okunuşu 1-(p-klorobenzoil)-5-

metoksi-2-metilindol-3-asetikasit şeklindedir. IND açık formülü Şekil 2.1’de verilmiştir. 

IND kristal yapıda olup polimorfizm özelliği göstermektedir ve formlardan biri yaklaşık 

155°C’de, diğeri ise yaklaşık 162°C’de oluşmaktadır (Valentovic, 2007). 

 

Şekil 2.1. IND’nin açık kimyasal formülü (Brien vd., 1984) 

 

2.1.2. IND farmakolojik özellikleri 

NSAİİ grubu ilaçların etki mekanizması, genel anlamda siklooksijenaz (COX) 

enzimini inhibe ederek araşidonik asitten hareketle prostaglandin sentezini azaltmaya 

dayanmaktadır. COX enzimi, COX-1 ve COX-2 isimli iki adet izoforma sahiptir. COX-



 

 

 

4 

 

 

1 neredeyse bütün vücut hücrelerinde bulunmakta ve prostaglandin ve tromboksan A2 

sentezinde; COX-2 ise yaralanma veya enflamasyon durumlarında rol oynamaktadır. 

NSAİİ grubu ilaçlar, genel anlamda hem COX-1 hem de COX-2 enzimine etki eden (non-

selektif) ve yalnızca COX-2 enzimine etki eden olmak üzere iki ana kategoride 

incelenmektedir (Lucas, 2016). IND, COX-1 ve COX-2 enzimlerine etki etmesinden 

dolayı non-selektif NSAİİ olarak nitelendirilmektedir (Papich, 2016). 

IND, romatoid artrit gibi birçok kronik hastalığın tedavisinde ve gut, kas – iskelet 

sistemindeki ağrılar gibi akut ağrılarda da sıklıkla kullanılan ilaçlardan biri olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Bununla birlikte IND kullanımında özellikle gastrointestinal 

sistem (GİS) üzerinde yan etki gösterdiği raporlanmıştır (Sava vd., 2021). Yapılan 

çalışmalarda tedavi süresi ile yan etki gözlenmesi arasında anlamlı bir orantının 

gözlenmemesi ile birlikte dozun azaltılması veya IND ile pirazol grubu bir ilacın kombine 

kullanılması yan etkileri azaltmaktadır (Boardman ve Hart, 1967). 

IND oral yolla alındığında çok hızlı emilim göstermekte ve 1 ila 2 saat içerisinde 

maksimum plazma konsantrasyonuna ulaşmaktadır. Oldukça lipofilik yapısı sayesinde 

kan beyin bariyerini rahatlıkla geçebilmekte, fakat serum albümine yüksek oranda 

bağlanması sebebiyle beyin-omurilik sıvısına geçişi sınırlanmaktadır (Villar-Martínez 

vd., 2021). Yapılan çalışmalar IND’nin %90 ila %99 oranında plazma proteinlerine 

bağlandığını göstermektedir. IND, plasentaya yüksek oranda, anne sütünde düşük oranda 

ve beyin veya tükürüğe ise eser miktarlarda geçmektedir (Yeh, 1982). 

Yarı ömrü 1,5 saat ila 16 saat arasında değişiklik göstermekle birlikte ortalama 7 

saat olarak kabul edilmektedir. Yarı ömrü hakkındaki bu geniş aralık, düzensiz 

enterohepatik döngüsünden kaynaklanmaktadır (Villar-Martínez vd., 2021). IND, 

karaciğerde hidrolize uğradıktan sonra öngörülemez ve nadiren de olsa tekrar emilim 

gösterebilmektedir. Bunula birlikte IND plazma konsantrasyonunda dalgalanmalar 

gözlenmekte ve buna bağlı olarak yarı ömrü değişebilmektedir. Bunun önüne geçebilmek 

adına doz sayısının arttırılması tercih edilmektedir (Yeh, 1985). 
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Yapılan çalışmalarda IND’nin biyotransformasyonu, glukuronid-konjugat 

oluşumu ağırlıkta olmak üzere O-demetilasyon ve N-açilasyon üzerinden yürümektedir. 

Metabolitler plazmada gözlenebilirken konjugatlar ve konjugat metabolitleri plazmada 

görülmemektedir. Bununla birlikte metabolitlerin antiinflamatuvar etkileri 

bulunmamaktadır (Helleberg, 1981). 

IND’nin analjezik etkisi alındıktan yaklaşık 30 dakika sonra başlamakta ve 4-6 

saat etkisi sürmekte, tam antiinflamatuvar etkisi 7 gün içerisinde başlamakta ve 1-2 hafta 

etkisini sürdürmektedir. Gut tedavisinde 24-36 saat içinde başlayıp 3-5 gün içinde etkisini 

tam olarak göstermektedir. Romatoid artrit tedavisinde maksimum günlük doz 150-200 

mg ve bursit veya tendonit tedavisinde ise günlük 75-150 mg olarak uygulanmaktadır. 

Duktus arteriyozus tedavisinde ise intravenöz olarak 0,2 mg/kg kullanılmakta, eğer hasta 

2 günlükten daha küçükse ilk doz olarak 0,2 mg/kg ve sonraki 2 doz 12-24 saat arayla 0,1 

mg/kg uygulanmaktadır (Valentovic, 2007). 

IND’nin böbrek yetmezliği olan hastalarda kullanımı önerilmemekte ve karaciğer 

yetmezliği olan hastalarda ise kullanımında dikkatli olunmalıdır. Hamileliğin özellikle 3. 

trimesterinde kullanılmamalı ve emziren annelerde ise anne sütüne düşük dozda 

geçmesine bağlı olarak kullanımı kabul edilmekle birlikte başka alternatifler 

önerilmektedir. Koroner arter bypass greft cerrahisi öyküsü olan hastalarda ise diğer 

NSAİ ilaçlar gibi IND kullanımı kontrendikedir ve kullanılmamalıdır (http-1). 

 

2.1.3. IND miktar tayini metotları 

IND miktar tayininde en çok kullanılan analitik yöntemler arasında yüksek 

basınçlı sıvı kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC), UV - 

görünür bölge spektrometrisi, sıvı kromatogrofi-kütle spektrometrisi (LC-MS), misel 

elektrokinetik kromatografi (MEKC) ve gaz kromatografisi (GC) gösterilebilmektedir 

(Dandić vd., 2022a). 
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2013 yılında yapılan bir çalışmada oküler kullanım hedeflenerek IND yüklü katı 

lipit nanopartikül (KLN) sistemi geliştirilmiş ve KLN’lerdeki IND miktar tayini için 

metanol:su:ortofosforik asit (70:28.05:0.05) mobil faz bileşimi kullanılarak 270 nm dalga 

boyunda HPLC ile gerçekleştirilmiştir (Hippalgaonkar vd., 2013). 

IND yüklü KLN geliştirmeye dayanan bir diğer çalışmada ise KLN 

hazırlanmasında mikrodalga yöntemi kullanılmış, mobil faz olarak metanol:sodyum 

fosfat (90:10) kullanılarak 318 nm dalga boyunda HPLC ile ölçümler gerçekleştirilmiştir 

(Shah vd., 2022). 

Polimerik nanopartikül (PNP), nanoyapılı lipit taşıyıcı (NLC) ve KLN sistemlerinin 

karşılaştırıldığı bir diğer çalışmada ise IND miktar tayini için UV-görünür bölge 

spektrometrisi kullanılmıştır. Hazırlanan formülasyonlar santrifüjlenerek elde edilen 

süpernatantlar 230-350 nm dalga boyları arasında ölçülmüştür (Lúcio vd., 2015). 

2005 yılında yapılan bir çalışmada ise IND yüklü KLN ve NLC formülasyonları 

geliştirilerek diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) ile karakterizasyonları hedeflenmiş, 

miktar tayini için UV-görünür bölge spektrometrisi kullanılarak 319 nm dalga boyunda 

ölçümlerin yapıldığı bildirilmiştir (Castelli vd., 2005). 

 

2.1.4. IND içeren ticari preparatlar 

Daha önceki tarihlerde daha fazla farmasötik şekilde piyasada bulunan IND, 

günümüz itibariyle yalnızca kapsül ve supozituvar formunda piyasada bulunmaktadır. 

Halihazırdaki ticari preparatları Tablo 2.1’de gösterilmiştir. 

Tablo 2.1. IND içeriğine sahip müstahzarlar (http-2) 

Preparat  Firma Farmasötik form 

Endol ® Deva Holding A.Ş. 

25 mg IND içeren kapsül 

100 mg IND içeren supozituvar 
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2.2. Oral Yoldan İlaç Uygulanması 

Oral yoldan ilaç uygulanması, diğer uygulama yollarına göre daha yüksek hasta 

uyuncu, daha az maliyetli üretim koşulları ve daha kolay uygulanabilirlik açısından daha 

fazla tercih edilmektedir (Sastry, Nyshadham ve Fix, 2000). Bu üstünlüklerine ek olarak 

oral yoldan hem sistemik hem de lokal etki görülebilmesi de sayılabilmektedir. Her ne 

kadar fazla sayıda üstünlüğe sahip olsa da düşük çözünürlük, düşük permeabilite, 

gastrointestinal sistem (GİS) içerisinde hızlı degredasyona uğrama gibi sakıncaları da 

bulunmaktadır (Xu vd., 2020). 

Oral kullanılan ilaçlar, ana yolu transselüler olmak üzere, transsellüler geçiş, 

parasellüler geçiş, aktif transport ve kolaylaştırılmış difüzyon olmak üzere dört farklı 

yolla emilime uğrayabilirler. Etkin madde emilim/etki oranı, bağırsak bariyeri ile 

bağırsak epitelinden emilimi sonrası hepatik bariyerler ile doğrudan ilişkilidir. Yavaş 

emilim ve birden fazla engel yüzünden acil durumlar için oral yoldan ilaç kullanımı uygun 

olmamaktadır (Homayun, Lin ve Choi, 2019a). 

Tablo 2.2. İnsanda gastrointestinal yolun bölümlerinin özellikleri (Homayun, Lin ve Choi, 2019b) 

Bölüm pH Uzunluk (cm) Ortalama çap (cm) 

Mide 0.8-5 20 Ölçülemez 

Duodenum ~7 17-56 4 

Jejenum ≥7 28-1000 2-2.5 

İleum ≥7 28-1000 3 

Kolon 7-8 80-313 4-4.8 

 

 Gastrointestinal yol, oral ilaç taşıyıcı sistemler için fizyolojik ve kimyasal olarak bir 

bariyer etkisi yaratmaktadır (Basha vd., 2021). Oral yolla ilaç uygulamasının 

karşılaşabileceği engel ve faktörleri elimine etmek veya bu faktörlerin etkisini azaltmak, 

sağlıklı ve patolojik gastrointestinal sistemlerin daha iyi tanınmasına bağlı olarak 

gerçekleştirilebilmektedir. Bu amaçla araştırmalar, multipartiküler dozaj sistemleri gibi 

yeni dozaj formlarına yoğunlaşmıştır (Hua, 2020). 
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2.3. Nanopartiküler Sistemler 

Nanopartiküller, bir iç faz ve 1000 nanometreden küçük boyutta aktif bileşen 

içeren bir dış fazdan oluşan (Wilczewska vd., 2012), uzun raf ömrü ve sonrasında katı 

dozaj şekillerine kolaylıkla dönüştürülebilen sıvı dispersiyon sistemleridir. 

Formülasyonlarında su, etkin madde ve en az bir adet kullanımı güvenli sayılan yardımcı 

madde bulunmaktadır (Merisko-Liversidge ve Liversidge, 2008). 

Piyasaya sunulan yeni etkin maddelerin neredeyse yarısının suda çözünürlük 

özelliğinin düşük olmasından kaynaklı problemler açısından nanopartikül sistemlerinin 

kullanımı daha da artmıştır. Nanopartiküllere yüklenen etkin maddeler, çevresel 

faktörlerden korunmakta ve nanopartikül bileşenlerinin bulunduğu matrisle birlikte suda 

daha iyi çözünme yetisi kazanabilmektedir. Bununla birlikte geleneksel dozaj şekillerinin 

olası yan etki riskini düşürmekte, hedeflendirmeye uygun olmaları ve ilk geçiş etkisini 

ortadan kaldırabilme ihtimalleri ile etkin maddenin toksik etkilerini azaltmaktadırlar 

(Sobczyński ve Bielecka, 2019). 

 

Şekil 2.2. Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler (Wilczewska vd., 2012) 
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 Nanopartiküllerin eldesi için çok fazla yöntem bulunmakla beraber bu yöntemler 

kondenzasyon, kimyasal sentez ve fiziksel yöntemler olarak üç ana başlıkta 

incelenebilmektedir (Holister vd., 2003). Sentez yöntemi olarak ise çoğunlukla kullanılan 

yöntemler polimer dispersiyonu, monomer polimerizasyonu ve iyonik jelasyon veya 

koaservasyon gösterilebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2007). 

 Nanopartikül karakterizasyonu, in vivo uygulama için hayati önem taşımaktadır 

(Reddy vd., 2012). Önemli karakterizasyon parametreleri olarak partikül şekil, büyüklük 

ve dağılımı, yüzey alanı, kararlılık, dağılım özellikleri ve saflık gösterilebilmektedir (A. 

Kumar ve Dixit, 2017). 

Tablo 2.3. Nanopartikül karakterizasyon yöntemleri (A. Kumar ve Dixit, 2017) 

Morfolojik 
Yüzey 

özellikleri 
Kimyasal Elektriksel Optik Biyolojik 

Dinamik ışık 

dağılımı 

X-Işını 

kristalografisi 

UV-Görünür 

bölge 

spektroskopisi 

Zeta 

potansiyel 
Mikroskopi İn vivo 

Elektron 

mikroskopisi 

Brunauer-

Emmett-Teller 

(BET) analizi 

Enerji dağılımlı 

X-Işını 

spektroskopisi 

Voltametri 
Raman 

spektroskopisi 

İn vitro hücre 

kültürü 

Atomik 

kuvvet 

mikroskopisi 

 FT-IR analizi   
Mikrobiyal 

koloni kültürü 

  

2.4. Polimerik Nanopartiküller (PNP) 

Polimerik nanopartiküller, partikül çapı 10 ila 100 nm arasında değişebilen ilaç taşıyıcı 

sistemlerdir (Wilczewska vd., 2012). Nanoküreler ve nanokapsüller olmak üzere iki ana 

çeşitte incelenebilmektedir. Etkin maddenin polimerik bir çekirdek içerisinde çözünmüş 

veya dağılmış haldeki sistemler nanoküreler, polimerik olmayan bir çekirdekte çözünmüş 

veya dağılmış etkin maddenin polimerik bir membran tarafından çevrelenmiş haldeki 

sistemler ise nanokapsüller olarak adlandırılmaktadır (Müderrisoğlu ve Çomoğlu, 2010). 

PNP’lerde kullanılan polimerlerin toksik olmayan, biyouyumlu ve biyoparçalanabilir 

olmaları gerekmektedir (Bhatia, 2016).  
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Tablo 2.4. PNP’lerde kullanılan polimerler (Vauthier ve Bouchemal, 2009) 

Sentetik polimerler Doğal polimerler Kopolimerler 

Polilaktik asit (PLA) Kitosan 
Polilaktik asit – polietilen glikol 

(PLA-PEG) 

Poli-laktik ko-glikolik asit 

(PLGA) 
Aljinat PLGA-PEG 

Poli-ε-kaprolakton (PCL) Jelatin PCL-PEG 

Poliakrilat ve polimetakrilat 

türevleri (Eudragit®) 
Albümin  

 

2.4.2. Polimerik nanopartikül hazırlama yöntemleri 

PNP hazırlanmasında çok sayıda farklı yöntemler mevcuttur. Bu yöntemler genel 

olarak nanoçöktürme, çözücü emülsifikasyonu/uçurma, mikroemülsiyon, çift emülsiyon 

(Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020), tuz ile çöktürme, çözücü deplasman/çöktürme 

yöntemi ve süperkritik akışkan yöntemleri olarak sıralanabilmektedir (Bhatia, 2016). 

 

2.4.2.1. Nanoçöktürme yöntemi 

Çözücü yer değiştirme yöntemi olarak da anılan nano çöktürme yöntemi, basitliğiyle 

ve ekonomik açıdan uygun olup tekrarlanabilir olmasıyla öne çıkan bir yöntemdir. Bu 

yöntemde bir polimer, polimerin çözünebildiği bir çözücü ve polimerin çözünmediği 

başka bir çözücü kullanılmaktadır. Polimer çözücüsü olarak su ile kolayca karışabilir ve 

uçurulabilir organik çözücülerden seçilmektedir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). 

Bu yöntemle elde edilen nanopartiküllerdeki enkapsülasyon yüzdesi genel olarak 

hidrofilik etkin maddeler için en az %40, lipofilik maddeler için ise en az %90 olarak 

söylenebilmektedir. Daha öncelerde yalnızca polimerik nanopartiküller için tercih edilen 

nanoçöktürme yöntemi, günümüzde lipit nanopartikül ve polimer-lipit nanopartikül 

üretiminde sıkça kullanılmaktadır (Iván Martínez-Muñoz ve Elizabeth Mora-Huertas, 

2022). 
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Nano çöktürme yöntemi ile elde edilen nanopartiküllerin çapı ve enkapsülasyon oranı 

organik faz/sulu faz oranına, organik fazın enjeksiyon hızına ve sistemin karıştırılma 

hızına bağlıdır (Jiang, Abedi ve Shi, 2021). 

 

2.4.2.2. Emülsifikasyon – çözücü uçurma yöntemi 

Bu yöntemde polimer, organik bir çözücüde çözündürülerek sulu faz içerisinde yüzey 

etkin madde varlığında yüksek hızlı homojenizatör kullanılarak veya ultrasonikasyon ile 

disperse edilmekte, sonrasında ise organik çözücü uçurularak bir nanosüspansiyon 

oluşturulmaktadır (Crucho ve Barros, 2017). Sonrasında bu nanosüspansiyon santrifüj 

edilerek ve suyla yıkanarak liyofilize edilebilmektedir (El-Say ve El-Sawy, 2017). 

 

Şekil 2.3. Tek emülsiyon (A) ve çoklu emülsiyon (B) teknikleri ile nanopartikül eldesinin şematik 

gösterimi (Vauthier ve Bouchemal, 2009). 
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2.4.2.3. Emülsifikasyon – çözücü difüzyonu yöntemi 

Bu yöntem su içerisinde yağ (y/s) tipinde emülsiyon oluşturmaya dayanır ve 

bileşimindeki sıvı fazların ilk termodinamik dengeyi korumak adına enkapsüle eden 

polimer, suda yüksek oranda çözünmeyen propilen karbonat ya da benzil alkol gibi bir 

solvan içinde çözündürülerek suyla doyurulur. Sonrasında polimer ve suyla doygun hale 

gelen çözücü fazı, YEM ihtiva eden sulu faz ile emülsifiye edilerek çözücü fazının dış 

faza difüze olması sağlanır ve yağ – polimer oranına bağlı olarak nanoküre veya 

nanokapsül elde edilir. Son adım olarak çözücü filtrasyon veya uçurmayla ortamdan 

uzaklaştırılır (Bhatia, 2016). 

 

Şekil 2.4. Emülsifikasyon – çözücü difüzyonu yönteminin şematik gösterimi (Zielinska vd., 2020) 

 

2.4.2.4. Tuz ile çöktürme (salting out) yöntemi 

Bu yöntem, etkin madde ve polimer içeren organik bir çözeltinin elektrolitler ile 

doygunluğa getirilmiş sulu faz ile emülsifikasyonuna dayanmaktadır. Polimer ve suyla 

karışabilen organik çözücünün kullanıldığı organik faz, doygun sulu faz ile 

karıştırıldığında tuzla çöktürme etkisi organik çözücü ile suyun karışmasını engellemekte, 

buna bağlı olarak ise y/s tipinde kararlı bir emülsiyon oluşmaktadır. Oluşan emülsiyona 
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yüksek miktarda su eklenerek seyreltme gerçekleştirildiğinde ise tuzla çöktürmenin ters 

etkisi ortaya çıkarak kullanılan organik çözücünün su fazına geçmesi sağlanmakta, 

böylece nanopartikül oluşumu elde edilmektedir (E. Sah ve Sah, 2015). 

Organik çözücü olarak tetrahidrofuran ve aseton, elektrolit olarak magnezyum klorür, 

magnezyum asetat ve kalsiyum klorür sıkça kullanılmaktadır. Karıştırma hızı, iç ve dış 

faz oranları, kullanılan polimer yüzdesi, kullanılan YEM ve elektrolit konsantrasyonu bu 

yöntem için önemli parametrelerdir (Sarcan, Silindir-Gunay ve Ozer, 2018). 

 

2.4.2.5. Süperkritik akışkan teknolojisi 

Bu yöntem, diğer yöntemlerde organik çözücülerin kullanılmasına bağlı olarak 

toksisite riskinin olması ve süperkritik akışkanların daha güvenli olması sebebiyle PNP 

hazırlanmasında alternatif bir yol olarak karşımıza çıkmaktadır. Süperkritik akışkanlar 

kullanılarak çok sayıda yöntem geliştirilmesine rağmen en yaygın kullanılanlar arasında 

süperkritik anti-çözücü (SAS) ve süperkritik çözeltinin sürekli genleşmesi (RESS) 

yöntemleri gösterilebilir. Bu teknoloji, doğaya karşı daha güvenli olmasına rağmen özel 

ekipman gerektirmesi sebebiyle oldukça pahalı yöntemlere sahiptir (Bhatia, 2016). 

 

2.4.2.6. Koaservasyon yöntemi 

Koaservasyon, bir kolloidal sistemin pH değeri veya sıcaklığı gibi fizikokimyasal 

şartlarının değiştirilmesiyle polimerce zengin faz olan koaservat fazı ve daha seyreltik 

olan süpernatan fazı olmak üzere iki faza ayrılması olarak tanımlanmaktadır (Blackman 

vd., 2019). Enkapsülasyon işlemi esnasında karıştırma hızına ve kullanılan polimerin 

cinsi ve oranına bağlı olarak nanoküreler ve agregatlar halinde nanopartiküller elde 

edilmektedir. Maliyetinin düşük olması, toksik organik çözücü kullanılmaması, yüksek 

oranda etkin madde yüklenebilmesi ve enkapsülasyon yüzdesinin yüksek olması bu 

yöntemin avantajları arasındadır (González-Monje vd., 2021). 
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2.4.2.7. Diyaliz yöntemi 

Diyaliz yöntemi, nanoçöktürme yöntemiyle oldukça benzerdir, tek farkları diyaliz 

yönteminde etkin madde ve polimerin organik çözücüdeki çözeltisinin bir diyaliz 

membran içinde yer almasıdır. Organik faz, diyaliz tüpünde sulu faza difüze olmakta ve 

buna bağlı olarak fazların yer değiştirmesi söz konusu olmaktadır. Bu işlem sırasında ise 

polimer çözünürlüğü düşmekte ve sonuç olarak polimer ve etkin madde kümeler halinde 

çökerek nanopartikülleri oluşturmaktadır (Sur vd., 2019a). 

 

2.4.3. PNP karakterizasyonu 

2.4.3.1. Partikül boyut ve morfolojisi 

Nanopartikül karakterizasyonu için partikül boyutu tayini büyük önem taşımakta ve 

partikül boyutu yüksek oranda kullanılan eksipiyanlara, polimere ve yönteme bağlıdır. 

Partikül boyutu ve morfolojisi tayini için temel olarak foton korelasyon spektroskopisi ve 

elektron mikroskobu kullanılmaktadır (Sur vd., 2019b). 

Partikül boyutu büyüdükçe etkin madde yükleme kapasitesi artarken salım hızı 

düşmektedir. Partikül boyutu azaldıkça yüzey alanı artmakta ve böylelikle ilaç salımı 

daha hızlı gerçekleşmekte; buna karşın depolanma ve taşınma sırasında agregat oluşumu 

söz konusu olabilmektedir. Yine de partikül boyutu küçüldükçe sistemin kararlılığı 

artmaktadır (Bhatia, 2016). 

 

2.4.3.2. Zeta potansiyel 

Zeta potansiyel, nanopartikül yüzeyindeki yükün ölçümüdür. Zeta potansiyel değeri, 

nanopartiküler sistemin kararlılığını doğrudan etkilemektedir. Ayrıca sistemin pH değeri 

de zeta potansiyeli etkilemektedir (Sur vd., 2019b). 
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2.4.3.3. Etkin madde yüklenmesi ve enkapsülasyon 

İdeal bir nanopartiküler sistemin içerdiği etkin maddenin olabildiğince yüksek ve etkin 

maddenin bulunduğu matris ve diğer materyallerin olabildiğince düşük miktarda olması 

gerekmektedir. Etkin madde, nanopartikül oluşturma esnasında veya nanopartikül 

oluşumundan sonra adsorbe veya absorbe edilmek suretiyle iki ayrı yöntem ile 

yüklenebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2007). 

Enkapsülasyon yüzdesi ve etkin madde yüklenme oranı denklem (2.3)’e göre hesaplanır. 

Enkapsülasyon yüzdesi = 
toplam em miktarı - serbest em miktarı

toplam em miktarı
 × 100 

   Yüklenme oranı = 
enkapsüle edilmiş toplam em miktarı

toplam nanopartikül ağırlığı
 × 100      (2.3) 

 

2.3.4. PNP’lerin üstünlükleri 

Polimerik nanopartiküllerin üstünlükleri, genel anlamda partiküllerin nano boyutta 

olması ve hazırlanmalarında biyobozunur maddelerin kullanılmasından dolayı karşımıza 

çıkmaktadır. Bu iki özellik sayesinde vücuttaki toksisite azalmakta ve ilacın hedeflenen 

bölgede uzun süre salımı gerçekleşebilmektedir. Diğer üstünlükleri arasında etkin madde 

yüklenme kapasitelerinin yüksek olması, üretim tekniklerinin kolay ve ucuz olması, oral 

yolla verildiğinde ilacın biyoyararlanımının artması gibi özellikleri sayılabilmektedir 

(Derman, Kızılbey ve Akdeste, 2013). 

 

2.4. Katı Lipit Nanopartiküller (KLN) 

Katı lipit partiküller, oda sıcaklığında katı halde bulunan, polar olmayan lipitlerin 

kolloidal dispersiyonları olarak tanımlanabilir (Mirchandani, Patravale ve Brijesh, 2021). 

Katı lipit nanopartiküller, düşük polimer toksisitesi, görece daha ucuz bileşenlere sahip 

olması ve organik çözücülerin kullanılmaması açısından diğer nanopartiküler ilaç taşıyıcı 
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sistemlerden ayrılmakta ve diğer sistemlere göre daha uygun ilaç salım profili 

göstermektedir (S. Kumar ve Randhawa, 2013). 

Tablo 2.5. KLN sistemlerinin üstünlük ve sakıncaları (S. Kumar ve Randhawa, 2013) 

Üstünlük Sakınca 

Salım kontrolü Düşük yüklenme oranı 

Hedeflendirme Soğutma sırasında enkapsülasyon bozunumu 

Yüksek kararlılık Soğutma esnasında kristalizasyon 

Işığa duyarlı maddelerle çalışabilirlik Soğutma esnasında polimorfik değişimler 

Aside dirençsiz maddelerle çalışabilirlik  

 

2.4.1. KLN formülasyonları 

Formülasyonda kullanılan lipitler başlıca yağ asitleri (stearik asit vb.), yüksek saflıkta 

trigliseritler (tripalmitin vb.) ve vücut ısısında erimeyen balmumlarıdır (setil palmitat vb.). 

Yağ fazı ve su fazı arasındaki yüzey gerilimini düşürmek adına YEM (Polisorbat 80 vb.) 

kullanılmaktadır. KLN formülasyonları yaklaşık %0,1-30 (a/a) lipit ve %0,5-5 (a/a) YEM 

içerirler. Uygun lipit ve YEM seçimi, formülasyonun parçacık boyutu, kararlılığı, etkin 

madde yüklenme oranı ve salım özellikleri açısından büyük önem arz etmektedir (Katopodi 

ve Detsi, 2021). 

Tablo 2.6. KLN formülasyonlarında sıkça kullanılan lipitler (Gordillo-Galeano ve Mora-Huertas, 2018) 

Monogliserit 

türevleri 

Trigliserit 

türevleri 

Yağ asitleri Yağ 

alkolleri 

Karışımlar Balmumları 

Gliseril 

monostearat 

(Geleol®) 

Tricaprin 

(Dynasan®110) 

Stearik asit Stearil alkol Witepsol®W35* Setil palmitat 

Gliseril 

behenat 

(Compritol® 

888 ATO) 

Trilaurin 

(Dynasan®112) 

Oleik asit Setil alkol Witepsol®H35** Beyaz 

balmumu 

Gliseril 

palmitostearat 

(Precirol® 

ATO 5) 

Trimiristin 

(Dynasan®114) 

Palmitik asit Lauril alkol Miglyol®812*** Karnauba 

mumu 

 Tripalmitin 

(Dynasan®116) 

Behenik asit    

 Tristearin 

(Dynasan®118) 

    

 

* %65-80 oranında trigliserit, %10-35 digliserit ve %1-5 monogliserit karışımı. 

** Trigliserit, en fazla %15 oranında digliserit, en fazla %1 oranında monogliserit karışımı. 

*** Orta zincirli kaprilik/kaprik trigliserit karışımı. 
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2.4.2. KLN hazırlama metotları 

KLN formülasyonları; yüksek basınçlı homojenizasyon (YBH), çözücü 

emülsifikasyonu/uçurma yöntemi, çözücü enjeksiyonu yöntemi, mikroemülsiyon 

yöntemi, çift emülsiyon yöntemi, liyofilizasyon ve püskürterek kurutma yöntemleri gibi 

çok sayıda farklı yöntemle hazırlanabilmektedir (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 

2020). 

 

2.4.2.1. Yüksek basınçlı homojenizasyon 

YBH yöntemi, genel anlamda iki şekilde gerçekleşmektedir. Sıcak homojenizasyon 

yönteminde lipit, normal erime derecesinin az üzerindeki sıcaklıkta eritilerek etkin 

maddenin içinde çözündürülmesi sağlanır. YEM içeren sulu faz da aynı sıcaklığa 

getirilerek bir karıştırıcı yardımıyla y/s tipinde bir ön-emülsiyon oluşturulur. Elde edilen 

bu ön-emülsiyon, lipidin erime derecesinden daha yüksek bir sıcaklıkta yüksek basınçlı 

homojenizatörden geçirilip 25°C’ye (oda sıcaklığına) kadar soğutulur ve sonuçta 

katılaşan damlacıklar katı lipit nanopartikülleri oluşturur. Soğuk homojenizasyon 

yönteminde ise etkin madde, eritilen lipitte çözündürülerek soğutulur. Karışım toz 

edilerek elde edilen toz lipitler, su ve YEM karışımında disperse edilir. Elde edilen 

dispersiyon, en yüksek oda sıcaklığında olmak üzere yüksek basınçlı homojenizatör ile 

homojenize edilir (Demirel ve Yazan, 2000). 

 

Şekil 2.5. Sıcak homojenizasyon YBH yöntemi (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020) 

 

Etkin madde 
+ erimiş lipit

YEM + su
Ön-

emülsiyon
YBH KLN

Dispersiyon Soğutma 
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Şekil 2.6. Soğuk homojenizasyon YBH yöntemi (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020) 

 

2.4.2.2. Çözücü emülsifikasyonu/uçurma yöntemi 

Bu yöntemde lipit, suyla karışmayan organik çözücüde çözündürülür, YEM ve su 

karışımı ile emülsiyon hale getirilerek organik çözücü basınçlı ortamda uçurulur. Bu 

uçurulma sırasında lipit, suda çözünmediğinden dolayı sulu ortamda nanopartiküller 

halinde çöker. Bu yöntemin ana üstünlüğü herhangi bir şekilde bir ısıtma işleminden 

yararlanılmamasıdır. Diğer yandan bu yöntem, lipitlerin organik çözücüdeki düşük 

çözünürlüğü nedeniyle oldukça seyreltik süspansiyon eldesi veya organik çözücü 

kaynaklı toksisite risklerini de beraberinde getirmektedir (Trotta, Debernardi ve Caputo, 

2003). 

 

2.4.2.3. Çözücü enjeksiyonu yöntemi 

Lipidin suyla karışmayan iki organik çözücü karışımında çözündürülmesi ve sürekli 

karıştırıldığı sırada sulu fazın düzenli olarak bir iğne yardımıyla enjekte edilmesi esasına 

dayanır. Bu yöntemde sulu fazda YEM kullanılmamaktadır. Enjeksiyon sonrasında 

oluşan dispersiyon süzülerek fazla lipit uzaklaştırılır (Schubert ve Müller-Goymann, 

2003). 

 

2.4.2.4. Mikroemülsiyon yöntemi 

İlk işlem olarak erimiş lipit, etkin madde ve YEM kullanılarak bir mikroemülsiyon 

oluşturulur. Sonrasında bu mikroemülsiyon, soğuk suda disperse edilerek KLN 

Etkin 
madde + 

erimiş lipit
Toz lipit YEM + su

Ön-
süspansiyo

n
YBH KLN

Soğutma ve öğütme Dispersiyon Karıştırma 
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dispersiyonu elde edilir ve bu dispersiyon liyofilize edilerek veya ultrafiltrasyon 

yönteminden geçirilerek KLN formülasyonu elde edilmiş olur. Bu yöntemin ana 

sakıncası, kullanılan YEM miktarının çok yüksek olmasıdır. Kullanılan suyun sıcaklığı 

ve mikroemülsiyonun veriliş hızı KLN formülasyonunu doğrudan etkileyen faktörlerdir 

(Giri, 2019). 

 

2.4.2.5. Çift emülsiyon yöntemi 

Bu yöntem, etkin maddenin iç fazda kalmasını sağlamak ve organik çözücü uçurulurken 

etkin maddenin dış faza geçmesini engellemek esasına dayanmaktadır. Etkin madde, su 

ve YEM karışımı, erimiş lipit ve organik çözücü karışımı içerisinde yüksek hızlı 

karıştırma işlemiyle karıştırılarak s/y tipinde bir primer emülsiyon oluşturulur. 

Oluşturulan bu primer emülsiyon, içerisinde stabilize edici bir ajan barındıran sulu 

ortamda düşük derecelerde hızla karıştırılarak s/y/s tipinde bir çift emülsiyon elde edilir 

(Üner, 2006). Karıştırma sırasında belli bir süre sonra sıcaklık da arttırılarak organik 

çözücünün uçması sağlanır. Çözücü uçurulduktan sonra kalan kısım dondurularak 

kurutulur ve KLN elde edilmiş olur (Yassin vd., 2010). 

 

2.4.2.6. Ultrasonikasyon 

Ultrasonikasyon, genel anlamda nanoemülsiyon oluşturma işlemini akustik enerjiyle 

desteklemek için kullanılmaktadır. Eritilen lipit ve sulu fazın belirli bir amplifikasyon 

değerindeki ses enerjisine belirli süre maruz tutulması esasına dayanır. Uygulama süresi 

saniyelerle veya birkaç dakika ile kısıtlıdır, bunun sebebi oluşan nanoemülsiyonun maruz 

kaldığı enerji sebebiyle bir ısı artışı gözlenmesi olarak açıklanabilir. Bu artışın önüne 

geçilmesi için ultrasonikasyon işlemi düşük sıcaklıktaki ortamlarda gerçekleştirilebilir. 

Bu şekilde oluşturulan nanoemülsiyonlardaki partikül boyutu 100 nanometrenin 

altındadır ve bu da sistemin kinetik açıdan kararlı olmasını sağlamaktadır (Ahmad vd., 

2018). 
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2.4.2. Katı lipit nanopartiküllerin karakterizasyonu 

2.4.2.1. Partikül boyutu ve zeta potansiyel 

Partikül boyutu birçok parametreye bağlı olarak değişmektedir. Bu parametreler başlıca 

formülasyon bileşimi, hazırlama yöntemleri ve hazırlama koşulları olarak 

gruplandırılabilmektedir. Formülasyon bileşimindeki YEM veya YEM karışımının oranı 

lipide oranla arttıkça oluşan partikül boyutu küçülmektedir. Aynı şekilde KLN hazırlama 

esnasında yüksek sıcaklıklarda çalışıldığında partikül boyutunun küçüldüğü gözlenmiştir 

(Üner, 2006). Partikül boyutu ölçümleri foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ile 

belirlenebilmektedir. PCS ile aynı zamanda 0-1 arasında değer alan polidispersite indisi 

(PDI) de belirlenebilmektedir. Bu indis değeri 0’a yaklaştıkça daha homojen bir dağılımı 

ve 1’e yaklaştıkça geniş aralıklı dağılımı göstermektedir (Demirel ve Yazan, 2000). Zeta 

potansiyel ise süspansiyonun kararlılığı hakkında bilgi vermekte ve +25 mV’tan yüksek 

veya -25 mV’tan düşük bir değerde olması beklenmektedir. Zeta potansiyel ölçümleri ise 

dinamik ışın saçılım yöntemi (DLS) ile yapılmaktadır (Giri, 2019). 

 

2.4.2.2. Kristalizasyon 

Kristalizasyon sıcaklığı ve derecesi, formülasyonların kararlılığı ile etkin madde 

yüklenmesi ve salım profilini doğrudan etkilemektedir. Termodinamik davranışların 

incelenmesi adına diferansiyel taramalı kalorimetre (DSC) ve özellikle kullanılan 

materyallerin polimorfik durumlarının analizi için X-ışını kırınım defraktometresi (XRD) 

cihazları sıkça kullanılmaktadır (Özdemir, Çelik ve Üner, 2019). 

 

2.4.2.3. Etkin madde yüklenmesi ve enkapsülasyon 

Etkin maddenin yüklenme oranı erimiş lipitteki etkin maddenin çözünürlüğüne, erimiş 

etkin madde ile erimiş lipidin karışabilirliğine, katı lipit matrisin fizikokimyasal yapısına 

ve lipidin polimorfik durumuna bağlıdır. Etkin madde; katı lipit matriste dağılmış olarak, 
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lipit kabukla çevrili halde matrisin çekirdeğinde veya lipit çekirdeğin çevresindeki 

kabukta dağılmış olarak 3 farklı durumda bulunabilir (Üner, 2006). 

 

 

Şekil 2.7. KLN formülasyonlarında etkin maddenin bulunduğu konumlar: matriste dağılmış (a), lipit 

kabukla çevrili matris çekirdeğinde (b) ve lipit çekirdeğin çevresindeki kabukta dağılmış (c) (Üner, 2006) 

 

Enkapsülasyon yüzdesi (EE) ve etkin madde yüklenme yüzdesi (LE) için farklı 

yöntemler bulunmakla birlikte sıkça kullanılan yöntem santifüjleme ve süpernatan 

üzerinden miktar analizi gerçekleştirmektir. 

%EE= 
WT-W

WT
 × 100 

%𝐿𝐸 =  
𝑊𝑇 − 𝑊

𝑊𝑇 + 𝑊𝐿 − 𝑊
 ×  100         (2.4) 

Burada WT toplam etkin madde miktarını, W süpernatantta boştaki etkin madde 

miktarını, WL ise kullanılan toplam lipit miktarını temsil etmektedir (Yassin vd., 2010). 
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3. GEREÇLER 

3.1. Kullanılan Maddeler 

Madde Firma 

İndometazin Deva, Türkiye 

Asetonitril Carlo Erba, Almanya 

Compritol® 888 ATO Gattefossé, Fransa 

Diklorometan Sigma Aldrich, Almanya 

Dynasan® 114 Condea, Almanya 

Dynasan® 116 Condea, Almanya 

Eudragit® RLPO Röhm, Almanya 

Eudragit® RSPO Röhm, Almanya 

Gelucire® 44/15 Gattefossé, Fransa 

Hidroklorik asit Sigma Aldrich, Almanya 

Kloroform-D6 Merck, Almanya 

Metanol Carlo Erba, Almanya 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 

%98) 
Alfa Aesar, Almanya 

o-Fosforik asit Sigma Aldrich, Almanya 

Potasyum fosfat (monobazik) Sigma Aldrich, Almanya 

Precirol® ATO 5 Gattefossé, Fransa 

Sodyum hidroksit Tekkim, Türkiye 

Span® 80 Sigma Aldrich, Almanya 

Tween® 80 Merck, Almanya 

Mikropipet uçları Eppendorf, Almanya 

Santrifüj tüpleri Isolab, Almanya 

2 mL’lik Eppendorf tüp Eppendorf, Almanya 

Hücre kültürü flaskları Greiner bio-one, Amerika 

Steril enjektör Hayat, Türkiye 
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3.2. Kullanılan Cihazlar 

Madde Firma 

Buzdolabı Arçelik No Frost, Türkiye 

Çeker ocak Hedlab, Türkiye 

Diferansiyel taramalı kalorimetri Shimadzu DSC-60, Japonya 

Distile su cihazı Agilent, Almanya 

Etüv Nüve FN500, Türkiye 

Elektroeğirme cihazı İnovenso, Amerika 

Fouriyer dönüşümlü kızılötesi 

spektrofotometresi (FT-IR) 
Shimadzu IR Prestige-21, Japonya 

Hassas terazi Mettler Toledo, Çin 

Kolon Thermo Fisher Scientific, Amerika 

Liyofilizatör Operon, Güney Kore 

Mikropipet Eppendorf, Almanya 

Manyetik karıştırıcı IKA, Almanya 

Multimod mikroplaka okuyucu ELISA Reader, BioTek, Amerika 

Nükleer manyetik rezonans (NMR) Ultra-Shield™ CPMAS NMR, Almanya 

Otoklav Eryiğit A.Ş., Türkiye 

Otomatik hücre sayımı cihazı Logos Biosystems, Güney Kore 

Çok fonksiyonlu plaka okuyucu BioTek HTX Synergy, Amerika 

Parçacık büyüklüğü analiz cihazı Malvern-Zetasizer NanoSeries, İngiltere 

pH metre Mettler Toledo, Çin 

Santrifüj Hettich-Rotina 420R, Almanya 

Sınıf 2 laminar akış kabini Labogene ApS, Danimarka 

Termometre Ebro, Almanya 

Taramalı elektron mikroskobu 
Hitachi TM 3030 Plus Masaüstü Tip, 

Japonya 
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Ultrasonik banyo 
Wisd Laboratory Instruments, Güney 

Kore 

Ultratoraks Heidolph, Almanya 

Vorteks Scilogex, Almanya 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) Shimadzu, Japonya 

Zeta potansiyel analizi cihazı Malvern-Zetasizer NanoSeries, İngiltere 
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4. YÖNTEMLER 

4.1. IND Çalışmaları 

4.1.1. IND morfolojisi 

 IND’nin parçacık şeklinin ve yüzey özelliklerinin belirlenmesi adına SEM cihazından 

(SEM, Hitachi TM 3030 Plus, Japonya) faydalanılmıştır. 

 

4.1.2. Termal özellikler 

 IND’nin (~4 mg) termal analizleri diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) cihazı 

(DSC-60, Shimadzu Scientic Instruments, Columbia, MI, ABD) kullanılarak, basınç 

altında sıkıca kapatılan alüminyum numune kabında, 10°C/dk sıcaklık yükselişi ve 50 mL 

azot gazı akış hızında 30-300°C aralığında alüminyum referansa karşı yapılmıştır. 

Cihazdan elde edilen bu termogram IND’nin formülasyon aşamalarından etkilenip 

etkilenmediğinin belirlenmesi adına ilerideki termal analizlerde referans alınmıştır. 

 

4.1.3. Fouriyer dönüşümlü kızılötesi spektrofotometri (FT-IR) analizi 

 IND’nin formülasyon aşamalarından etkilenip etkilenmediğinin belirlenebilmesi adına 

FT-IR (IR Prestige – 21 Shimadzu, Tokyo, Japonya) analizi, 4000-400 cm-1 dalga 

boyunda gerçekleştirilerek bulunan sonuç, ilerideki analizlerde referans alınmıştır. 

 

4.1.4. Proton nükleer manyetik rezonans (1H-NMR) analizi 

 IND’nin yapısı, 1H-NMR analiz cihazı kullanılarak (Ultra-Shield™ CPMAS NMR, 

Brucker, Rheinstetten, Almanya) solvan olarak dötorokloroform kullanılarak 25°C 

sıcaklıkta gerçekleştirilmiştir. 
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4.1.5. IND’nin HPLC çalışmaları 

 Miktar tayini için HPLC (Shimadzu, Japonya) cihazı kullanılmış olup koşullar Tablo 

4.1’de sunulmuştur. 

Tablo 4.1. HPLC analiz koşulları 

ANALİZ KOŞUL 

Aygıt Shimadzu 20-A 

HPLC kolonu ThermoFisher Scientific HyPurity Advance C8, 

150 x 4.6 mm, 5 µm 

MF (mobil faz) o-fosforik asit(%2,5)/Metanol/Asetonitril 

(40:20:40 h/h) 

Detektör Shimadzu Fotodiyot Dizisi 

Fırın (°C) 25 

Dalga Boyu (nm) 240 

Akış 1 mL/dk 

Enjeksiyon Hacmi 20 µL 

 

 Metot validasyonu, metodun uygunluğunu, doğruluk ve güvenilirlik parametrelerini 

elde edilen verilerle ispatlayarak göstermeyi amaçlamaktadır. Yapılan çalışmada miktar 

tayini analitik metot validasyonu kapsamında doğrusallık, doğruluk, kesinlik ve 

duyarlılık parametreleri incelenmiş olup bu parametrelerin eldesi için Uluslararası 

Harmonizasyon Konsülü’nün Q2(R1) – Analitik İşlem Validasyonu kılavuzu kaynak 

alınmıştır (ICH, 2005b). 

 

4.1.5.1. Doğrusallık 

 Doğrusallık, önceden belirlenmiş bir konsantrasyon aralığında numunedeki etkin 

madde konsantrasyonu ile doğru orantılı test sonuçları elde edilmesi ile açıklanmaktadır. 

Doğrusallık çalışmaları yürütülürken en az 5 farklı konsantrasyonda çalışılması 

gerekmektedir (ICH, 2005b). 

 Yapılan çalışmada HPLC yönteminde kullanılacak IND’ye doğrunun belirlenmesi 

amacıyla 500 µg/mL derişimde bir stok çözeltisi hazırlanarak 25-200 µg/mL arası 

derişimlerde 8 farklı numune elde edilmiştir. Her test üçer kez tekrar edilerek her bir 

noktaya denk gelen eğri altındaki alan değerleri bulunmuştur. 
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4.1.5.2. Doğruluk 

 Doğruluk, analiz edilen numunedeki etkin madde miktarının beklenen değerlere 

yakınlığı olarak ifade edilmektedir. Doğruluk, belirlenen aralık içerisinde oluşturulmalı, 

bu aralık içerisindeki üç farklı konsantrasyonda en az üçer numune üzerinde 

gerçekleştirilmelidir (ICH, 2005b). 

 Yapılan çalışmada doğruluğun belirlenmesi amacıyla 50-100-150 µg.mL-1 olmak 

üzere 3 farklı konsantrasyonda IND içeren numune hazırlanmış, her bir numune için üçer 

defa ölçüm gerçekleştirilmiştir. 

 

4.1.5.3. Kesinlik 

 Kesinlik, belirlenen koşullarda aynı örneğin çoklu örneklendirilmesinden elde edilen 

ölçümler arasındaki uyumun yakınlığını göstermektedir. Kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara 

hassasiyet ve tekrar elde edilebilirlik olmak üzere üç düzeyde belirlenmektedir (ICH, 

2005b). 

 Yapılan çalışmada 50-100-150 µg.mL-1 olmak üzere 3 farklı konsantrasyonda IND 

içeren numune hazırlanmış, bu numuneler gün içi kesinliğin belirlenmesi amacıyla aynı 

gün içinde üçer kez analiz edilmiş; günler arası kesinliğin belirlenmesi amacı ile bu 

prosedür üç farklı günde tekrarlanmıştır.  

 

4.1.5.4. Duyarlılık 

 Analitik yöntemin duyarlılığı, numunede bulunabilmesine rağmen kesin miktarı 

bulunamayan saptama sınırı (LOD) ve numunedeki etkin madde miktarının kesin olarak 

bulunabilmesi olan miktar tayini sınırı (LOQ) parametrelerinin belirlenmesiyle 

açıklanmaktadır. LOD ve LOQ değerleri ICH kılavuzunda bulunan ve aşağıda verilen 

denklemlere göre hesaplanabilmektedir (ICH, 2005b). 
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𝐿𝑂𝐷 =  
( 3.3 × 𝑆𝑆 )

𝑚
                    (4.1) 

Denklem (4.1)’de SS ifadesi, ordinat eksenindeki kesim değerlerinin standart sapmasını; 

m değeri ise korelasyon denkleminin eğimini göstermektedir. 

           𝐿𝑂𝑄 =  
( 10 × 𝑆𝑆 )

𝑚
          (4.2) 

Denklem (4.1)’deki SS ifadesi, ordinat ekseni kesim değerlerinin standart sapmasını; m 

değeri ise korelasyon denkleminin eğimini göstermektedir. 

 

4.1.5.5. Seçicilik 

Seçicilik, kullanılan etkin maddenin bir karışım içerisinde spesifik olarak tespit 

edilebilmesi olarak ifade edilmektedir. Ortamdaki diğer maddelerden dolayı analiz 

sonuçları etkilenmemelidir (ICH, 2005b). 

 

4.2. PNP Formülasyon Çalışmaları 

 Optimum PNP formülasyonunun belirlenebilmesi için farklı oranlarda Eudragit® 

RLPO ve Eudragit® RSPO polimerleri kullanılarak formülasyonlar hazırlanmıştır. Tüm 

formülasyonlarda sulu faz olarak bidistile su ve %1 Tween® 80 kullanılmış, organik fazın 

çözücüsü olarak ise diklorometan (DCM) tercih edilmiştir.  
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Tablo 4.2. PNP formülasyonları bileşenleri  

Formülasyon kodu IND Eudragit® RLPO Eudragit® RSPO Sulu faz 

P-1 5 mg 50 mg - 

20 mL 

bidistile su : 

%1 Tween® 

80 

P-2 5 mg 25 mg 25 mg 

20 mL 

bidistile su : 

%1 Tween® 

80 

P-3 5 mg - 50 mg 

20 mL 

bidistile su : 

%1 Tween® 

80 

 

Hem  etkin  madde  içeren formülasyonların hem de plasebo  formülasyonların 

hazırlanmasında emülsifikasyon – çözücü uçurma yöntemi kullanılmıştır. Plasebo 

formülasyonlarda polimerler 5 mL DCM içinde çözündürülmüş ve sulu faza enjektör 

pompası kullanılarak belirli bir akış hızında ve 10000 rpm hızda sürekli karıştırılarak 

damla damla eklenmiştir. Oluşan emülsiyonlar, çeker ocak altında manyetik karıştırıcı 

kullanılarak 350 rpm hızda karıştırılmış ve organik fazın uçması sağlanmıştır. Sonrasında 

ise formülasyonlar 11000 rpm hızda santrifüjlenerek süzüntü ayrılmış, kalan çökelti 

halindeki nanopartiküllere 15 mL bidistile su eklenerek çökeltinin dağılması sağlanmış 

ve bu işlem 3 kez tekrar edilerek PNP’lerin yıkanması sağlanmıştır. Yıkama işlemi 

sonrasındaki PNP’ler tekrar 10 mL distile suda dağıtılarak -20°C’de dondurulmuş ve -

65°C sıcaklıktaki liyofilizatörde kurutularak katı formdaki PNP’ler elde edilmiştir. Etkin 

madde içeren formülasyonlarda ise IND, organik faza eklenmiş ve aynı işlemler 

tekrarlanmıştır.  

 

4.3. PNP Karakterizasyonu 

4.3.1. Parçacık büyüklük ve dağılımı 

 Hazırlanan PNP formülasyonlarının parçacık büyüklüğü ve dağılımı lazer kırınım 

cihazı kullanılarak tespit edilmiştir.  
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4.3.2. Zeta potansiyel 

 Formüle edilen PNP’lerin zeta potansiyel değerleri, 25°C sıcaklıkta zeta hücreleri 

kullanılarak ve formülasyonun distile suyla seyreltilmesiyle Malvern Zetasizer cihazında 

ölçülmüştür. 

 

4.3.3. Enkapsülasyon etkinliği (%EE) 

 Hazırlanan formülasyonun %EE değerinin hesaplanabilmesi için öncesinde bahsi 

geçen yüksek basınçlı sıvı kromatografisi koşulları kullanılmıştır. Bunun için tam olarak 

tartılmış 5 mg PNP formülasyonu üzerine 1 mL mobil faz eklenmiş ve 2 dakika süresince 

ultrasonik banyoda tutularak formülasyonun çözünmesi sağlanmıştır. Sonrasında HPLC 

cihazı kullanılarak IND miktarı elde edilmiştir.  

%𝐸𝐸 =
𝑃𝑟𝑎𝑡𝑖𝑘 𝑏𝑢𝑙𝑢𝑛𝑎𝑛 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤

𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑑𝑒 𝑜𝑙𝑚𝑎𝑠𝚤 𝑔𝑒𝑟𝑒𝑘𝑒𝑛 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤
× 100                      (4.4) 

 

4.3.4. Termal analiz 

 PNP formülasyonlarının termal analizi, yaklaşık 4 mg formülasyon içeren ve basınçla 

kilitlenmiş alüminyum numune kapları kullanılarak DSC cihazında azot akış hızı 50 

mL/dk, sıcaklık artışının 10°C/dk, sıcaklık aralığının 30-300°C, referans kabı boş 

alüminyum kabı olacak şekilde gerçekleştirilmiştir.  

 

4.3.5. FT-IR analizi 

 Formüle edilen PNP’nin tüm bileşenlerinin analizi 4000-400 cm-1 dalga boyunda 

gerçekleştirilmiştir.  
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4.3.6. 1H NMR analizi 

 Formüle edilen PNP’nin tüm bileşenlerinin 1H NMR analizi, çözücü olarak 

dötorokloroform kullanılarak 25°C’de gerçekleştirilmiştir.  

 

4.3.7. İn vitro salım 

 PNP formülasyonundan IND salımı, mide (pH 1,2) ve ince bağırsak (pH 6,8) 

ortamlarını simüle eden ortamlarda gerçekleştirilmiş salım çalışmasıyla belirlenmiştir. Bu 

çalışma için diyaliz membran yöntemi kullanılmıştır (Öztürk, Banderas, vd., 2019). 

Diyaliz membranlar, 24 saat öncesinden salım ortamına alınarak bekletilmiş ve 

sonrasında içlerine yaklaşık 3 mg IND içerecek şekilde formülasyon ve 1 mL salım ortamı 

konularak iki ucu da sızdırmayacak şekilde kapatılmıştır. 50 mL 0,1 N hidroklorik asit 

(HCl) (pH 1,2) içeren salım ortamında 37 ± 0,5 °C sıcaklıkta 100 rpm hızla çalışma 

başlatılmış ve önceden kararlaştırılan örnekleme zamanlarında (30. dakika, 1. saat, 2. 

saat) 1’er mL numuneler alınarak ortamlara aynı miktarda aynı sıcaklığa getirilmiş 0,1 N 

HCl eklenmiştir. 2 saatin sonunda membranlar, 37 ± 0,5 °C’ye getirilmiş ve 100 rpm hızla 

karışan 50 mL PBS (pH 6,8) ortamına geçirilmiş ve önceden kararlaştırılan örnekleme 

zamanlarında (4. saat, 8. saat, 12. saat, 18. saat, 24. saat, 36. saat, 48. saat) 1’er mL 

numuneler alınarak ortamlara aynı miktarda ve sıcaklıkta taze PBS ilave edilmiştir.  

Alınan numunelerdeki IND miktarı, önceden belirtilen analiz koşullarında HPLC 

cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Belirlenen zaman aralıklarında salınan IND miktarı ile 

hesaplanmış % kümülatif değerler, zamana karşı grafiğe geçirilmiştir. Çalışma 6 kez 

tekrarlanmıştır. 

 

4.5. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Tez kapsamında tek başına IND ve hazırlanan formülasyonların hücre canlılığı üzerine 

etkilerine MTT deneyi ile bakılmıştır. Bu amaçla öncelikle IND 1 µM – 100 µM 
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konsantrasyon aralığında çözeltileri hazırlanmış ve bu konsantrasyonların formülasyona 

karşılık gelen miktarları da hesaplanmıştır. Analizde tek başına IND ile birlikte, boş 

formülasyon ve yüklü formülasyonlar HUVEC hücrelerine uygulanarak 24- 48 saatlik 

canlılık değerleri belirlenmiştir. Analizler çalışılan grupların ilgili hücrelerin canlılığı 

üzerindeki etkisi zamana ve konsantrasyona bağlı olarak değerlendirilmiş ve sonuçlar 

istatistiksel analizlerle birlikte grafikler üzerinde gösterilmiştir. Analizler 3 tekrarlı olacak 

şekilde yapılmış ve sonuçlar Graphpad Prism 9.0 programı aracılığıyla 

değerlendirilmiştir. Her bir grubun hücreler üzerinde gösterdiği IC50 değerleri de 

hesaplanmıştır. 

MTT yöntemi Tim Mosmann tarafından ilk kez kullanılmıştır. Hücre üretme metodu 

amacının yanı sıra kemoterapötik ilaçların etkisini kanser hücreleri üzerinde göstermek 

amacıyla kullanılmıştır. Sitotoksisitenin ve hücre üremesinin kantitatif ölçümünü 

gerçekleştiren bu metot, mitokondri aktivitesi varlığında MTT [Thiazolyl Blue; 3-(4,5-

Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolum bromür] çözeltisindeki tetrazol halkasının, 

spesifik enzimlerle tepkimeye girip suda çözünmeyen formazan kristallerini 

oluşturmasına dayanır. Bu boya sonucunda oluşan renk, mitokondriyal aktiviteyle uygun 

solvan ilavesi sonrasında mora dönüşmekte, formazan kristallerinin yoğunluğuna bağlı 

olarak ortaya çıkan renk skalasına bağlı olarak ölçüm gerçekleştirilmektedir. Canlı 

hücreler bulunmadığında formazan kristalleri gözlenmemektedir. 

Mikroplakalara uygun besiyeriyle her kuyucuk içine 1x104 hücre olacak şekilde hücre 

ekimi gerçekleştirilmiştir. Ekim sonrasında hücreler 24 saat boyunca inkübe edilerek 

plaka tabanına yapışmaları sağlanmış, 24 saat sonrasında 100 μL besiyeri uzaklaştırılarak 

farklı konsantrasyonda maddeler 100 µL besiyeri içinde hazırlanarak eklenmiştir. Tekrar 

24 saat inkübe edilmesinin ardından her bir kuyucuk içine 20 μL stok olacak şekilde MTT 

çözeltisinden (5 mg/mL konsantrasyonunda PBS içerisinde çözündürülmüş ve 

filtrelenmiş MTT çözeltisi) eklenerek 3 saat boyunca inkübe edilmiştir. Sonrasında 

formazan kristallerinin çözünebilmesi adına 100 μL DMSO eklenmiş, belirli bir süre 
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ışıksız ortamda çalkalandıktan sonra mikroplaka okuyucusu ile 540 nm dalga boyunda 

gözlenen renk değişimlerinin optik yoğunlukları (absorbansları) okunmuştur. 

24 ve 48 saatlik analizler sonucunda, enzim aktivitesini yarıya düşüren inhibitör 

konsantrasyonu (IC50) değerleri belirlenmiştir. Deneylerde kontrol amaçlı çözücü kontrol 

grubu üzerinden hesaplamalar yapılmıştır. 

 

4.6. KLN Formülasyon Çalışmaları 

 Optimum KLN formülasyonunun belirlenebilmesi için farklı oranlarda yüzey etkin 

madde içeren 3 formülasyonun parçacık büyüklükleri, polidispersite indisleri ve zeta 

potansiyel değerleri karşılaştırılmıştır.  

Tablo 4.3. KLN formülasyonları bileşenleri 

Formülasyon içeriği TS-1 TS-2 TS-3 

IND 0,1 g 0,1 g 0,1 g 

DYN 1 g 1 g 1 g 

Tween® 80 0,26 g 0,18 g 0,12 g 

Span® 80 0,14 g 0,12 g 0,8 g 

Bidistile su 18,5 g 18,6 g 18,7 g 

 

Hem etkin madde içeren formülasyonların hem de plasebo  formülasyonların 

hazırlanmasında emülsifikasyon yöntemi kullanılmıştır. Plasebo formülasyonlarda DYN 

ve Span® 80 karıştırılmış, Tween® 80 ve bidistile su içeren diğer fazla birlikte su 

banyosunda 70°C’ye ısıtılarak karıştırılmış ve karışım soğuyana kadar 13000 rpm sabit 

hızda karıştırılmıştır. Etkin maddeli formülasyonlar için ise IND yağ fazına eklenerek 

aynı işlemler tekrarlanmıştır. Sonrasında formülasyonlar -20°’de dondurulmuş ve 

liyofilize edilerek KLN’ler elde edilmiştir.  
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4.7. KLN Karakterizasyonu 

4.7.1. Parçacık büyüklüğü ve dağılımı 

 Hazırlanan KLN formülasyonlarının parçacık büyüklüğü ve dağılımı lazer kırınım 

cihazı kullanılarak tespit edilmiştir.  

 

4.7.2. Zeta potansiyel 

 Hazırlanan KLN formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri, 25°C sıcaklıkta zeta 

hücreleri kullanılarak ve formülasyonun distile suyla seyreltilmesiyle Malvern Zetasizer 

cihazında ölçülmüştür. 

 

4.7.3. Enkapsülasyon etkinliği (%EE) 

 Hazırlanan formülasyonun %EE değerinin hesaplanabilmesi için öncesinde bahsi 

geçen yüksek basınçlı sıvı kromatografisi koşulları kullanılmıştır. Bunun için tam olarak 

tartılmış 10 mg KLN formülasyonu tartılarak 1 mL metanol eklenmiş ve 2 dakika 

süresince ultrasonik banyoda tutularak enkapsüle edilememiş IND’nin metanolde 

çözünmesi sağlanmıştır. Sonrasında santrifüj edilerek süzüntü alınmış ve miktar tayini 

yapılarak enkapsüle edilememiş IND miktarı hesaplanmıştır.  

%𝐸𝐸 = 100 − (
𝑃𝑟𝑎𝑡𝑖𝑘 𝑏𝑢𝑙𝑢𝑛𝑎𝑛 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤

𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑑𝑒 𝑜𝑙𝑚𝑎𝑠𝚤 𝑔𝑒𝑟𝑒𝑘𝑒𝑛 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤
× 100)             (4.5) 

 

4.7.4. Termal analiz 

 KLN formülasyonlarının termal analizi, yaklaşık 4 mg formülasyon içeren ve basınçla 

kilitlenmiş alüminyum numune kapları kullanılarak DSC cihazında azot akış hızı 50 

mL/dk, sıcaklık artışının 10°C/dk, sıcaklık aralığının 30-300°C, referans kabı boş 

alüminyum kabı olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 
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4.7.5. FT-IR analizi 

 KLN formülasyonun tüm bileşenlerinin FT-IR analizi 4000-400 cm-1 dalga boyunda 

gerçekleştirilmiştir.  

 

4.7.6. 1H NMR analizi 

 Hazırlanan formülasyonun tüm bileşenlerinin 1H NMR analizi, çözücü olarak 

dötorokloroform kullanılarak 25°C’de gerçekleştirilmiştir.  

 

4.7.7. İn vitro salım 

KLN’lerden IND salımı, mide (pH 1,2) ve ince bağırsak (pH 6,8) ortamlarını simüle 

eden ortamlarda gerçekleştirilmiş salım çalışmasıyla belirlenmiştir. Bu çalışma için 

diyaliz membran yöntemi kullanılmıştır (Öztürk, Banderas, vd., 2019). Diyaliz 

membranlar, 24 saat öncesinden salım ortamına alınarak bekletilmiş ve sonrasında 

içlerine yaklaşık 3 mg IND içerecek şekilde formülasyon ve 1 mL salım ortamı konularak 

iki ucu da sızdırmayacak şekilde kapatılmıştır. 50 mL 0,1 N hidroklorik asit (HCl) (pH 

1,2) içeren salım ortamında 37 ± 0,5 °C sıcaklıkta 100 rpm hızla çalışma başlatılmış ve 

önceden kararlaştırılan örnekleme zamanlarında (30. dakika, 1. saat, 2. saat) 1’er mL 

numuneler alınarak ortamlara aynı miktarda aynı sıcaklığa getirilmiş 0,1 N HCl 

eklenmiştir. 2 saatin sonunda membranlar, 37 ± 0,5 °C’ye getirilmiş ve 100 rpm hızla 

karışan 50 mL PBS (pH 6,8) ortamına geçirilmiş ve önceden kararlaştırılan örnekleme 

zamanlarında (4. saat, 8. saat, 12. saat, 18. saat, 24. saat, 36. saat, 48. saat) 1’er mL 

numuneler alınarak ortamlara aynı miktarda ve sıcaklıkta taze PBS ilave edilmiştir.  

Alınan numunelerdeki IND miktarı, önceden belirtilen analiz koşullarında HPLC 

cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Belirlenen zaman aralıklarında salınan IND miktarı ile 

hesaplanmış % kümülatif değerler, zamana karşı grafiğe geçirilmiştir. Çalışma 6 kez 

tekrarlanmıştır.  
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5. BULGULAR VE TARTIŞMA 

5.1. IND ile Yapılan Çalışmalar 

5.1.1. Morfolojik özellikleri 

 IND’ye ait yüzey özellikleri ve parçacık şekline dair SEM görüntüsü Şekil 5.1’de 

verilmiştir. 

 
Şekil 5.1. IND’ye ait SEM görüntüsü 

 

5.1.2. Termal analiz 

 DSC analizleri incelendiğinde IND erime derecesi pikinin 162°C’de olduğu 

görülmüş ve bu verinin literatürle uyumlu olduğu tespit edilmiştir (Lin, 1991). IND’nin 

DSC termogramı Şekil 5.2’de verilmiştir. 
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Şekil 5.2. IND’ye ait termogram 

 

5.1.3. FT-IR analizi  

 FT-IR spektroskopisi oldukça hızlı, doğru ve hassas olmasıyla sıkça kullanılmakta 

olan ve moleküler yapıyı gösteren bir karakterizasyon analizidir (Nandiyanto, Oktiani ve 

Ragadhita, 2019). Bu tez çalışmasında etkin maddenin kimyasal olarak hiçbir basamakta 

olası etkileşimlere sahip olmadığının belirlenmesi amacıyla FT-IR analizi yapılmıştır. 

IND’ye ait FT-IR spektrumu Şekil 5.3’te verilmiştir. 
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Şekil 5.3. IND’ye ait FT-IR spektrumu 

IND’nin FT-IR spektrumları incelendiğinde IND’ye ait 3200 cm-1 – 3000 cm-1 

bandında aromatik C-H gerilimi, 3000 cm-1 – 2800 cm-1 aralığında C-H gerilme 

titreşimleri, 1800 cm-1 – 1600 cm-1 aralığında C=O gerilme titreşimleri, 1200 cm-1 – 1000 

cm-1 aralığında ise simetrik aromatik O-H gerilme titreşimleri görülmüş; bütün bu 

piklerin literatür ile uyumlu olduğu tespit edilmiştir (Dupeyrón vd., 2013; Elkhodairy, 

Elsaghir, ve Al-Subayiel, 2014). 

 

5.1.4. 1H-NMR Analizi 

 IND’ye ait 1H-NMR spektrumu Şekil 5.4’te verilmiştir. 
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Şekil 5.4. IND’ye ait 1H-NMR spektrumu 

 Yapılan 1H-NMR analiz sonuçları incelendiğinde ise IND’ye ait karakteristik pikler 

(~7ppm Ar-H, ~4,2ppm -OH, ~3,1ppm -CH) gözlemlenmiş olup bu veriler literatür 

bilgileriyle onaylanmıştır (Jambhekar, Casella, ve Maher, 2004). 

 

5.1.5. IND’nin yüksek basınçlı sıvı kromatografisi ile miktar tayini ve validasyon 

çalışmaları 

5.1.5.1. Doğrusallık 

 Kullanılacak olan eğrinin belirlenebilmesi amacıyla ortam olarak mobil faz 

kullanılarak 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında 6 farklı seri hazırlanmış ve HPLC 
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kullanılarak analiz edilmiştir. IND konsantrasyonlarına karşılık gelen alan ve tutulma 

zamanı (Rt) değerleri belirlenmiş ve bu iki değer oranlanarak Tablo 5.1-5.6’da 

verilmiştir. 

Tablo 5.1. Seri 1 HPLC sonuçları 

Seri 1 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1484292 4,038 367580,9807 

2 50 3013182 4,038 746206,5379 

3 75 4792547 4,042 1185687,0361 

4 100 5825461 4,043 1440875,8348 

5 125 7401441 4,040 1832039,8515 

6 150 8878966 4,041 2197219,9951 

7 175 10465070 4,040 2590363,8614 

8 200 11929589 4,051 2944850,4073 

 

Tablo 5.2. Seri 2 HPLC sonuçları 

Seri 2 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1517678 4,044 375291,2957 

2 50 3024472 4,046 747521,5027 

3 75 4469706 4,042 1105815,4379 

4 100 5982554 4,042 1480097,4765 

5 125 7449295 4,041 1843428,6068 

6 150 8918098 4,043 2205812,0208 

7 175 10416692 4,050 2572022,7160 

8 200 11971753 4,049 2956718,4490 

 

Tablo 5.3. Seri 3 HPLC sonuçları 

Seri 3 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1511392 4,046 373552,1503 

2 50 2904237 4,046 717804,4983 

3 75 4441363 4,041 1099075,2289 

4 100 5975038 4,037 1480068,8630 

5 125 7440330 4,045 1839389,3696 

6 150 8894900 4,040 2201707,9208 

7 175 10371325 4,045 2563986,4030 

8 200 11927671 4,045 2948744,3758 
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Tablo 5.4. Seri 4 HPLC sonuçları 

Seri 4 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1505436 4,037 372909,5863 

2 50 3087973 4,039 764538,9948 

3 75 4496167 4,035 1114291,6976 

4 100 5909662 4,038 1463512,1347 

5 125 7407552 4,037 1834915,0359 

6 150 8879515 4,041 2197355,8525 

7 175 10356473 4,051 2556522,5870 

8 200 11880288 4,048 2934853,7549 

 

Tablo 5.5. Seri 5 HPLC sonuçları 

Seri 5 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1525915 4,037 377982,4127 

2 50 3033601 4,043 750334,1578 

3 75 4393332 4,035 1088805,9480 

4 100 5944668 4,042 1470724,3939 

5 125 7475825 4,045 1848164,4005 

6 150 8919804 4,044 2205688,4273 

7 175 10379263 4,041 2568488,7404 

8 200 11882675 4,047 2936168,7670 

 

Tablo 5.6. Seri 6 HPLC sonuçları 

Seri 6 Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Alan Rt Alan/Rt 

1 25 1516485 4,038 375553,4918 

2 50 3104509 4,038 768823,4274 

3 75 4426257 4,044 1094524,4807 

4 100 5944810 4,038 1472216,4438 

5 125 7476565 4,040 1850634,9010 

6 150 8892238 4,043 2199415,7804 

7 175 10406052 4,043 2573844,1751 

8 200 11956645 4,049 2952987,1573 

 

 Analiz edilen altı serinin ortak değerlendirilebilmesi için tüm değerlerin ortalaması 

alınmış ve sonuçlar Tablo 5.7’de verilmiştir.  
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Tablo 5.7. 6 serinin ortalama Alan/Rt değerleri 

Konsantrasyon (µg/mL) Seri numarası Alan/Rt ORT (n=6) 

25 1 373811,6529 

50 2 749204,8532 

75 3 1114699,972 

100 4 1467915,858 

125 5 1841428,694 

150 6 2201199,999 

175 7 2570871,414 

200 8 2945720,485 

 

 

Şekil 5.5. IND’ye ait doğrusallık grafiği (n=6) 

 

 Şekil 5.5’te verilen doğru denklemi IND miktar tayini çalışmalarında kullanılmıştır. 

 

5.1.5.2. Doğruluk 

 Doğruluk çalışması için çalışma aralığında (25-200 µg/mL) üç farklı konsantrasyon 

(50, 100, 150 µg/mL) seçilmiş ve bu konsantrasyonlarda IND içeren numuneler 

hazırlanmıştır. Elde edilen değerler ± %2 farka sahip olmalı ve %98-102 aralığında 

y = 14.640,33693x + 11.068,71157
R² = 0,99996
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olmalıdır (ICH, 2005). Bulunan sonuçlar, yöntemin iyi geri kazanım gösterdiğini 

ispatlamıştır. 

Tablo 5.8. 50 µg/mL için doğruluk çalışması (n=3) 

Numune no. Alan/Rt 
Konsantrasyon 

(µg/mL) 
% Geri kazanım 

1 740835,0185 49,84627816 99,6926 

2 742599,5062 49,9668005 99,9336 

3 731994,0799 49,24240281 98,4848 

 % Geri kazanım ORT 99,3703  

 % Fark -0,6297  

 SS 0,3881  

 % BSS 0,3906  

 SH 0,2241  

 

Tablo 5.9. 100 µg/mL için doğruluk çalışması (n=3) 

Numune no. Alan/Rt 
Konsantrasyon 

(µg/mL) 
% Geri kazanım 

1 1465580,717 99,34962648 99,3496 

2 1456286,668 98,7148017 98,7148 

3 1457063,025 98,76783032 98,7678 

 % Geri kazanım ORT 98,9441  

 % Fark -1,0559  

 SS 0,3522  

 % BSS 0,3560  

 SH 0,2033  

 

Tablo 5.10. 150 µg/mL için doğruluk çalışması (n=3) 

Numune no. Alan/Rt 
Konsantrasyon 

(µg/mL) 
% Geri kazanım 

1 2178562,176 148,049425 98,6996 

2 2185260,321 148,5069381 99,0046 

3 2193508,533 149,0703276 99,3802 

 % Geri kazanım ORT 99,0282  

 % Fark -0,9718  

 SS 0,5114  

 % BSS 0,5164  

 SH 0,2952  

 

5.1.5.3. Kesinlik 

 Kullanılan yöntemin gün içi tekrarlanabilirliğini ve günler arası tekrar edilebilirliğini 

göstermek amacıyla 50, 100 ve 150 µg/mL olmak üzere üç farklı konsantrasyonda n=3 

olmak üzere numuneler hazırlanmış ve her bir numune 3 farklı gün analiz edilmiştir. Elde 

edilen verilerin SS ve BSS değerleri Tablo 5.11’de verilmiştir. 
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Tablo 5.11. 50, 100 ve 150 µg/mL konsantrasyonlarında tekrar edilebilirlik çalışması 1. gün (n=3) 

Numune konsantrasyonu 

(µg/mL) 
Alan/Rt 

Bulunan konsantrasyon 

(µg/mL) 

50 

750278,5960 50,49131642 

753123,0656 50,68560632 

755435,7652 50,84357397 

100 

1468614,8931 99,55687418 

1479119,9507 100,2744162 

1476864,3401 100,120348 

150 

2207200,5413 150,0055525 

2203919,3707 149,781434 

2226065,9774 151,2941455 

 

Tablo 5.12. 50, 100 ve 150 µg/mL konsantrasyonlarında tekrar edilebilirlik çalışması 2. gün (n=3) 

Numune konsantrasyonu 

(µg/mL) 
Alan/Rt 

Bulunan konsantrasyon 

(µg/mL) 

50 

761452,2873 51,25452914 

752978,1058 50,67570493 

759169,7789 51,09862368 

100 

1480174,5016 100,3464468 

1489894,3870 101,0103581 

1479278,6522 100,2852563 

150 

2220314,3772 150,9012857 

2217923,2472 150,7379609 

2198337,0206 149,4001347 

 

Tablo 5.13. 50, 100 ve 150 µg/mL konsantrasyonlarında tekrar edilebilirlik çalışması 3. gün (n=3) 

Numune konsantrasyonu 

(µg/mL) 
Alan/Rt 

Bulunan konsantrasyon 

(µg/mL) 

50 

754622,0202 50,78799158 

753496,6790 50,71112578 

756779,9607 50,93538849 

100 

1484382,8951 100,6338987 

1482664,0394 100,5164932 

1488334,2358 100,9037928 

150 

2208135,7477 150,0694312 

2207817,9355 150,0477233 

2211572,5886 150,3041827 
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Tablo 5.14. IND gün içi ve günler arası kesinlik çalışması sonuçları 

50 µg/mL 1. Gün 2. Gün 3. Gün Günler arası 

ORT 50,67349891 51,00961925 50,81150195 50,83154004 

SS 0,176440606 0,299500766 0,113964884 0,168953736 

% BSS 0,348191085 0,587145661 0,22428954 0,33237973 

100 µg/mL 1. Gün 2. Gün 3. Gün Günler arası 

ORT 99,98387949 100,5473537 100,6847283 100,4053205 

SS 0,37773589 0,402139102 0,198589964 0,371385682 

% BSS 0,377796793 0,399949962 0,19723941 0,369886457 

150 µg/mL 1. Gün 2. Gün 3. Gün Günler arası 

ORT 150,3603773 150,3464604 150,1404457 150,2824278 

SS 0,816394237 0,823600664 0,142215189 0,39133436 

% BSS 0,542958359 0,547801831 0,094721438 0,26039928 

 

 Sonuçların % BSS değerlerinin %2’nin altında olduğu görülmekte ve bu sayede 

yöntemin kesinliği kanıtlanmaktadır. Aynı şekilde gün içi ve günler arası değerlerin % 

BSS değeri %2’nin altında bulunmuş, bu şekilde kullanılan analitik yöntemin kesinliği 

de kanıtlanmıştır.  

 

5.1.5.4. Duyarlılık 

 Denklem 4.1 kullanılarak LOD değeri 0,000033 µg/mL; Denklem 4.2 kullanılarak 

LOQ değeri 0,000099 µg/mL olarak hesaplanmıştır. Analitik yöntem validasyonu için 

çalışılan en düşük IND konsantrasyonu 25 µg/mL olup bulunan LOD ve LOQ 

değerlerinin bu değerden düşük olması kullanılan yöntemin duyarlılığının uygunluğunu 

kanıtlamaktadır. 

 

5.1.5.5. Seçicilik  

 Yöntemin seçiciliğinin kanıtlanması doğrultusunda IND ile formülasyon 

çalışmalarında kullanılan tüm bileşenlerin HPLC cihazında 240 nm dalga boyunda elde 

edilen sinyallerinin birbirleriyle çakışma olasılığı kontrol edilmiştir. Bunun için mobil 

fazdaki IND çözeltilerinin, salım ortamlarındaki IND çözeltilerinin, IND içeren ve 

içermeyen formülasyonların analizlerine ilişkin kromatogramlar Şekil 5.6-5.9’da 

verilmiştir.  
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Şekil 5.6. IND’nin mobil fazdaki çözeltisi (a), IND içermeyen PNP çözeltisi (b) ve IND içermeyen KLN 

çözeltisinin (c) HPLC kromatogramları 
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Şekil 5.7. PNP (d) ve KLN (e) formülasyonlarının HPLC kromatogramları 
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Şekil 5.8. 0,1 N HCl (pH 1,2) ortamının (f) ve ortamdaki IND’nin (g) HPLC kromatogramları 
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Şekil 5.9. PBS (pH 6,8) ortamının (h) ve ortamdaki IND’nin (i) HPLC kromatogramları 

Kullanılan analitik yöntem, literatür verilerine (Dandić vd., 2022b) küçük 

modifikasyonlar yapılarak yeni bir yöntem olarak belirlenmiştir ve maksimum 

absorbansın elde edildiği 240 nm dalga boyu seçilmiştir. Geliştirilen yöntemin ICH 

tarafından yayınlanan kılavuzlarına dayanarak yapılan validasyon çalışmalarında r2 

değerinin 0,999’dan büyük olduğu görülmüş, doğruluk çalışmasında % geri kazanım 
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değerinin ve kesinlik çalışmasında varyasyon katsayısının ±2 aralığında olduğu 

bulunmuştur. Alınan tüm kromatogramlara bakıldığında IND’ye ait sinyalin diğer tüm 

bileşen, çözücü ve etkin madde içermeyen formülasyonların verdiği sinyalden ayrı 

olduğu görülmüş ve bu sayede yöntemin seçiciliği kanıtlanmış, bu yöntemin ileri 

aşamalardaki miktar tayini ölçümlerinde güvenle kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

Tüm analizler hesaplanan LOQ değerinin üzerinde gerçekleştirilmiştir. 

 

5.2. PNP Formülasyon Çalışmaları 

 PNP formülasyonlarında polimer olarak Eudragit® RLPO ve Eudragit ® RSPO 

polimerleri kullanılmıştır. Her iki polimer de etkin madde salım süresini uzatmasıyla 

bilinmektedir. pH’dan bağımsız olarak biyoparçalanmayan polimerler olması açısından 

tezde kullanımı tercih edilmiştir (Cetin vd., 2013; Gandhi, Jana, ve Sen, 2014a; Verma 

ve Banu, 1996). Optimum formül olarak RLPO:RSPO (1:1) kullanılan formül 

belirlenmiştir (Öztürk vd., 2018). Bu formülasyonun bileşenleri “4.3.1.3. PNP 

hazırlanması” bölümünde verilen Şekil 4.2’de P-2 formülasyonu adı altında belirtilmiştir.  

 

5.2.1. Morfolojik özellikleri 

 PNP’ye ait yüzey özellikleri ve parçacık şekline dair SEM görüntüsü Şekil 5.10’da 

verilmiştir. 
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Şekil 5.10. PNP’ye ait SEM görüntüsü 

5.2.2. Parçacık büyüklüğü ve dağılımı 

 Hazırlanan P-2 formülasyonuna ilişkin parçacık büyüklüğü ve dağılımı değerleri 

Tablo 5.15’te verilmiştir.  

Tablo 5.15. P-2 formülasyonuna ilişkin parçacık büyüklüğü ve dağılımı değerleri 

Ölçüm numarası Parçacık büyüklüğü (nm) PDI 

1 191,1 0,488 

2 206,3 0,430 

3 148,2 0,438 

ORT 181,867 0,452 

SH 17,396 0,018 

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata, PDI: Polidispersite indeksi) 
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5.2.3. Zeta potansiyel 

 Hazırlanan P-2 formülasyonuna ilişkin zeta potansiyel değerleri Tablo 5.16’da 

verilmiştir. 

Tablo 5.16. P-2 formülasyonuna ilişkin zeta potansiyel değerleri 

Ölçüm numarası Zeta potansiyel (mV) 

1 -16,9 

2 -19,7 

3 -19,7 

ORT -18,767 

SH 0,933 

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata) 

 Zeta potansiyel değerinin belirlenmesi, kolloidal dispersiyon sistemlerinin kararlılığı 

hakkında ön bilgi vermektedir. Nanopartiküllerin zeta potansiyel değerinin bilinmesi, 

yüzey özelliklerinin karakterizasyonunun sağlanması açısından oldukça önem 

taşımaktadır (Evrim Yenilmez, 2017). Zeta potansiyel değerinin ±0-10 mV olması 

oldukça kararsız, ±10-20 mV olması kararlı, ±20-30 oldukça kararlı ve >±30 olması ise 

yüksek oranda kararlı bir formülasyon elde edildiğinin göstergesi olarak kabul 

görmektedir (Başaran, 2017a).  

 Çalışmada IND içeren optimum PNP formülasyonunun zeta potansiyel değeri -18,8 

bulunmuş, literatür verilerine dayanarak formülasyonun kararlı olduğu sonucuna 

ulaşılmıştır (Başaran, 2017b; Öztürk, Çınar, ve Yenilmez, 2019).  

5.2.4. Enkapsülasyon etkinliği (%EE) 

 %EE değeri, nanopartiküllerin karakterizasyon çalışmalarında büyük önem 

taşımaktadır. Yüksek %EE değeri, etkili dozun daha düşük miktarda olmasını 

sağlamaktadır (Öztürk, Yenilmez, Şenel, vd., 2020). IND içeren PNP formülasyonunun 

%EE değeri Denklem 4.4 kullanılarak hesaplanmış ve sonuç olarak %31,0908 ± 0,0409 

bulunmuştur.  
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5.2.5. Termal analiz 

 DSC analizleri, oluşabilecek yapısal değişimlerin belirlenmesinde büyük rol 

oynamaktadır. Görülen piklerin değişimi, ek pik görünümü veya pik kaybolması ile 

oluşturulan kompleks ve olası değişimler belirlenebilmektedir (Başaran vd., 2022). 

 IND, Eudragit® RLPO ve Eudragit® RSPO fiziksel karışımı, PNP fiziksel karışımı ve 

PNP formülasyonuna ait DSC termogramları Şekil 5.11’de verilmiştir. 

Termogramlardaki pikler incelendiğinde fiziksel karışımda ve formülasyonda IND’ye ait 

pikin kaybolduğu görülmektedir. Etkin maddeye ait pikin kaybolması, homojen polimer 

matriks oluşumunu veya amorf yapıyı göstermektedir (Öztürk, Yenilmez ve Yazan, 

2019).  
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Şekil 5.11. IND (a), Eudragit® RLPO-RSPO (b), PNP fiziksel karışım (c) ve PNP’ye (d) ait termogramlar 
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5.2.6. FT-IR analizi 

 FT-IR analizi, PNP formülasyonlarında saf etkin maddenin yapısı ve formülasyonda 

yer alan diğer polimer veya polimerlerle görülebilecek olası etkileşimleri belirleyebilmesi 

açısından oldukça büyük önem taşımaktadır (Güven ve Başaran, 2021). Hazırlanan 

plasebo ve etkin maddeli formülasyonların, formülasyonda kullanılan polimer ve etkin 

maddenin fiziksel karışımının ve IND’nin FT-IR spektrumları Şekil 5.12’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.12. IND (a), P-2 formülasyonu fiziksel karışımı (b), P-2 formülasyonu plasebo (c) ve P-2 

formülasyonunun (d) FT-IR spektrumları 

 Literatür bilgisine dayanarak, IND’ye ait karakteristik piklerin yoğunluğundaki 

azalma ve spektrumdaki hafif kaymalar, IND ile polimerler arasındaki hidrojen bağını 

göstermektedir (Öztürk, Yenilmez, Arslan, vd., 2020). FT-IR spektrumları 
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incelendiğinde PNP yapısının korunduğu ve IND’nin polimer içerisine enkapsüle halde 

olduğu yorumu çıkarılabilmektedir.  

 

5.2.7. 1H NMR analizi 

 Nanopartiküllerin fizikokimyasal özelliklerinin ve diğer bileşenlerle olası 

etkileşimlerinin gözlenebildiği bir diğer yöntem 1H NMR spektroskopisi olarak karşımıza 

çıkmaktadır (Öztürk, Banderas, vd., 2019). PNP oluşma sürecinde maddelerin 

protonlarının kimyasal kaymalarının belirlenmesi ve böylece formülasyonun olası yapısal 

değişikliklerinin belirlenmesi için bu analiz gerçekleştirilmektedir (Başaran vd., 2022). 

 Hazırlanan plasebo ve etkin maddeli formülasyonların, formülasyonda kullanılan 

polimer ve etkin maddenin fiziksel karışımının ve IND’nin 1H NMR spektrumları Şekil 

5.13’te verilmiştir. 
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Şekil 5.13. IND (a), P-2 formülasyonunun fiziksel karışımı (b), P-2 formülasyonu plasebo (c) ve P-2 

formülasyonunun (d) 1H NMR spektrumları 

 IND’ye ait spesifik pikler, fiziksel karışım ve PNP spektrumlarında da görülmekle 

birlikte IND miktarına bağlı olarak piklerdeki yoğunluk değişkenlik göstermektedir. 

Spektrumlara bakıldığında kimyasal bir değişim gözlenmediği literatür bilgisiyle 

desteklenmiştir (Kırımlıoğlu vd., 2018). 

5.2.8. İn vitro salım çalışmaları 

 İn vitro salım çalışmaları, hem yüzey etkin madde içermeyen PBS (pH 6,8) ortamında 

hem de %1 Tween® 80 içeren PBS (pH 6,8) ortamında gerçekleştirilmiştir. Çalışma 

sonunda elde edilen değerler Tablo 5.17-5.18’de ve % kümülatif salım sonuçlarının 

zamana karşı grafiği Şekil 5.14-5.15’te verilmiştir.  
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Tablo 5.17. PNP’nin in vitro salım çalışmasına ait % kümülatif değerler (PBS) 

KOD 30 DK 1 SA 2 SA 4 SA 8 SA 12 SA 18 SA 24 SA 36 SA 48 SA 

P1 0 0 0,001 3,017 3,011 2,877 2,626 3,240 10,918 10,330 

P2 0 0 0,020 2,233 2,154 2,219 2,564 3,306 9,255 8,350 

P3 0 0 0 2,192 2,267 2,304 2,683 3,767 9,494 9,150 

P4 0 0 0,004 1,721 3,178 3,403 3,651 3,815 1,672 10,550 

P5 0 0 0,050 2,300 1,571 2,963 3,263 3,463 2,493 9,982 

P6 0 0 0,051 1,750 3,077 2,308 2,556 2,758 4,091 9,468 

ORT 0 0 0,021 11,991 12,009 13,592 16,126 17,317 33,564 34,925 

 

 

Şekil 5.14. IND ve PNP’ye ait in vitro salım profilleri (PBS pH 6,8) 

Tablo 5.18. PNP’nin in vitro salım çalışmasına ait % kümülatif değerler (PBS + %1 Tween® 80) 

KOD 30 DK 1 SA 2 SA 4 SA 8 SA 12 SA 18 SA 24 SA 36 SA 48 SA 

P1 9,997 10,235 11,392 12,830 12,866 16,004 15,357 17,474 35,276 36,901 

P2 1,242 3,393 6,281 9,882 9,669 9,945 14,142 16,638 29,844 29,965 

P3 1,972 2,983 6,218 9,983 10,278 13,744 15,100 15,419 30,621 32,814 

P4 0,007 4,038 8,240 12,819 13,920 14,714 19,342 20,005 35,228 38,674 

P5 2,473 12,478 13,022 14,383 12,169 13,107 17,846 18,622 37,395 36,638 

P6 0,309 3,993 7,895 12,049 13,155 14,040 14,970 15,742 33,019 34,556 

ORT 7,47 9,08 10,87 11,52 11,96 42,72 48,54 7,47 9,08 10,87 
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Şekil 5.15. IND ve PNP’ye ait in vitro salım profilleri (PBS + %1 Tween® 80) 

 

 İn vitro salım çalışmaları hem yüzey etkin madde içermeyen 0,1N HCl (pH 1,2) ve 

PBS (pH 6,8) ortamlarında, hem de %1 Tween® 80 içeren PBS (pH 6,8) ortamında 

gerçekleştirilmiştir. Yüzey etkin madde içermeyen ortamda yapılan çalışmada IND ve 

PNP 30, 60 ve 120. dakikalarda örnek alınmak üzere 2 saat süresince 0,1N HCl ortamında 

çalışılmış ve 120. dakikadan sonra membranlar PBS ortamlarına aktarılarak 48. saate 

kadar belirli zamanlarda örnek alınarak analiz edilmiştir. pH 1,2’de PNP’den salınan 

miktar, saf IND’den salınan miktara göre çok daha düşük olarak gözlenmiş, buna bağlı 

olarak salımın gastrik pH’da başlamadığı sonucuna ulaşılmıştır.   

 pH 6,8’e aktarıldıktan sonra devam eden çalışmada ise PNP’den salıverilen miktarın 

saf etkin maddeye göre daha az olduğu gözlemlenmiştir. 48 saatin sonunda IND %99,29 

salım gösterirken PNP, PBS ortamında %34,92; yüzey etkin maddeli ortamda ise %48,54 

salım göstermiştir. Elde edilen bu sonuçlar göz önünde bulundurularak PNP’nin gastrik 

pH’da çözünmediği ve böylelikle IND’nin olası yan etkilerinden korunabilineceği, 
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intestinal pH’da ise salım süresinin uzunluğu göz önünde bulundurularak dozlama 

sıklığının düşürülebilineceği sonucuna varılmıştır.  

 Elde edilen salım sonuçları literatürle karşılaştırıldığında, Eudragit® RLPO ve BCS 

Sınıf 2’de yer alan asiklovir kullanılarak yapılan bir çalışmada salım süresinin 24 saati 

aştığı bildirilmiş ve çalışmamızdaki PNP formülasyonunun salımıyla benzerlik gösterdiği 

görülmüştür (Gandhi, Jana ve Sen, 2014). 

IND, Eudragit® RS100 ve Eudragit® S100 kullanılarak elektroeğirme yöntemi 

kullanılarak elde edilen IND nanofiber formülasyonu çalışmasında ise pH 1,2’de yapılan 

in vitro salım çalışmasında formülasyonlardan ilk iki saat içerisinde salım 

gerçekleşmediği bildirilmiştir (Akhgari vd., 2017). 

 

5.2.9. Hücre kültürü çalışmaları 

Uluslararası standart ISO 10993-5'e göre çalışılan etkin maddeye maruz bırakılan 

hücrelerin canlılığı, herhangi bir maddeye maruz kalmayan kontrol hücrelerine kıyasla 

%70'ten daha az ise göre açık bir sitotoksik etki görüldüğü belirtilmektedir. Buna bilgiden 

yola çıkılarak IND ve PNP’nin analiz sonuçları değerlendirildiğinde IND için 24. saatte 

600 µM ve 48. saatte 100 µM’dan sonra, boş PNP için 24 ve 48. saatte 800 µM’dan sonra, 

PNP için 24 ve 48. saatte 600 µM’dan sonra sitotoksik etki görülmeye başlanmıştır. 
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Şekil 5.16. IND, boş PNP ve PNP’ye ait MTT testi sonucu % hücre canlılığı grafikleri 

Tez kapsamında hazırlanan boş formülasyonların ve IND yüklü formülasyonların 

hücreler üzerindeki etkisi konsantrasyon ve zamana karşı değerlendirilmiş ve grafik 

olarak gösterildikten sonra her bir maddenin IC50 değerleri belirlenmiştir. Buna göre 

çalışılan konsantrasyonlarda bazı hücreler üzerinde IC50 değerleri saptanamamıştır. 

Sonuçlar toplu halde Tablo 5.19’da verilmiştir. 

Tablo 5.19. Çalışılan grupların hücreler üzerinde etkili olduğu IC50 değerleri (µM) (n=3) 

IND Boş PNP PNP 

24 saat 48 saat 24 saat  48 saat 24 saat 48 saat 

653 201 -* -* -* -* 

* Çalışılan konsantrasyonlarda IC50 değeri hesaplanamamıştır. 

 

IND’nin PLLA/PLGA polimerleri ile hazırlanmış bir başka formülasyon 

çalışmasında formüllerin A549 akciğer kanseri hücreleri üzerindeki etkisi incelenmiştir. 

Bu çalışmada kullanılan tek başına IND2nin IC50 değerinin 48. Saate 131 µM olarak 
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belirlenirken, formülasyonun 48 saatteki IC50 değeri 223 µM olarak saptanmıştır. 

Araştırmacılar artan ilaç konsantrasyonu ile birlikte inkübasyon süresinin de hücre 

canlılığı üzerine etki ettiğini rapor etmişlerdir (Kang vd., 2008).  

IND’nin Eudragit L 100 ile hazırlanan formülasyonu ile ilgili yapılan bir başka 

çalışmada HepG2 hücreleri üzerindeki etki MTT ile değerlendirilmiş ve 1250 µg/mL’ye 

kadarki dozlarda %80’den fazla canlılık gözlenmiştir (Froder vd., 2016).  

 

5.3. KLN Formülasyon Çalışmaları 

 KLN formülasyonu geliştirme çalışmalarında Dynasan® 114, Dynasan® 116, 

Compritol® 888 ATO, Gelucire® 44/14 ATO ve Precirol® ATO 5 lipitleri kullanılarak pH 

1.2 ve 6.8’de formülasyonlar hazırlanmış ve aralarında en yüksek IND tutum kapasitesini 

gösteren lipit seçilerek ileri çalışmalara geçilmiştir. Sonrasında farklı oranlarda Tween® 

80 ve Span® 80 kullanılarak formülasyonlar hazırlanmış ve bu formülasyonların 

karakterizasyon çalışmaları yapılarak optimum KLN formülasyonu seçilmiştir. 

Formülasyonların içeriği “4.5.1.3. KLN hazırlanması” bölümünde verilen Tablo 4.3’teki 

oranlardan oluşmaktadır. 

 

5.3.1. Lipit seçimi 

 Lipit seçimi için Dynasan® 114, Dynasan® 116, Compritol® 888 ATO, Gelucire® 

44/14 ATO ve Precirol® ATO 5 olmak üzere beş farklı lipit seçilmiş ve yüzey etkin madde 

kullanılmadan formülasyonlar oluşturulmuştur. Formülasyon aşamasında yağ fazı ve sulu 

faz ayrı ayrı su banyosunda ısıtılarak aynı sıcaklığa getirilmiş ve yağ fazı sulu faza 

eklenerek 10000 rpm hızında 5 dakika süresince karıştırılmıştır. Sonrasında formüller oda 

sıcaklığında kontrollü soğutularak fazların ayrılması sağlanmış ve sulu fazdan örnek 

alınarak HPLC cihazında miktar tayini yapılmıştır. Bulunan sonuç, Denklem 5.1’de 

yerine konularak D değerleri hesaplanmıştır. 

𝐷 =  
𝑂𝑙𝑚𝑎𝑠𝚤 𝑔𝑒𝑟𝑒𝑘𝑒𝑛 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤−𝑆𝑢𝑙𝑢 𝑓𝑎𝑧𝑑𝑎𝑘𝑖 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤

𝑆𝑢𝑙𝑢 𝑓𝑎𝑧𝑑𝑎𝑘𝑖 𝐼𝑁𝐷 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤
       (5.1) 
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En yüksek D değerini gösteren formülasyonda kullanılan lipit olan Dynasan® 116 

seçilerek ileri çalışmalara geçilmiştir. Hesaplanan D değerleri Şekil 5.17’de verilmiştir. 

 

  

Şekil 5.17. Kullanılan lipitlerin D değerleri 

 

5.3.2. Morfolojik özellikleri 

KLN’ye ait yüzey özellikleri ve parçacık şekline dair SEM görüntüsü Şekil 5.18’de 

verilmiştir. 
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Şekil 5.18. KLN’ye ait SEM görüntüsü 

 

5.3.3. Parçacık büyüklüğü ve dağılımı 

 Hazırlanan formülasyonlara ilişkin parçacık büyüklüğü ve dağılımı değerleri Tablo 

5.20’de verilmiştir.  

Tablo 5.20. KLN formülasyonlarına ilişkin partikül büyüklük ve dağılımları 

Formülasyon 

Parçacık 

büyüklüğü ORT 

(nm) 

Parçacık 

büyüklüğü SH 

(nm) 

PDI PDI SH 

TS-1 74,66 1,008 0,368 0,009 

TS-2 474,4 11,049 0,598 0,012 

TS-3 1116 40,501 0,910 0,070 

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata, PDI: Polidispersite indeksi) 
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 Elde edilen değerlerde de görüldüğü gibi %4 oranında Tween® 80 ve Span® 80 

karışımına sahip olan TS-1 formülasyonu en iyi sonuçları vermiş, sırasıyla %3 ve %2 

oranında kullanılan TS-2 ve TS-3 formülasyonlarının parçacık büyüklüklerinin çok daha 

fazla olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda optimum formülasyon olarak 

TS-1 formülasyonu seçilmiştir.  

 2016’da yapılan bir KLN çalışmasında formülasyonların partikül boyutunun160-185 

nm aralığında olduğu bildirilmiş ve 200 nm’den küçük boyuta sahip olduğu için literatüre 

uygunluğu belirtilmiştir (Büyükköroǧlu vd., 2016). 

 

5.3.4. Zeta potansiyel 

 Hazırlanan formülasyonlara ilişkin zeta potansiyel değerleri Tablo 5.21’de verilmiştir. 

Tablo 5.21. KLN formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri 

Formülasyon kodu Zeta potansiyel ORT (mV) SH 

TS-1 -18,4 0,841 

TS-2 -22,2 0,328 

TS-3 -14,8 0,775 

 

 Elde edilen sonuçlara göre TS-1 kararlı bir yapı gösterirken TS-2 formülasyonunun 

oldukça kararlı bir yapıda ve TS-3 ise daha az kararlı bir yapıda görülmektedir (Başaran, 

2017a). 

 

5.3.5. Enkapsülasyon etkinliği (%EE) 

 %EE değeri, nanopartiküllerin karakterizasyon çalışmalarında büyük önem 

taşımaktadır. Yüksek %EE değeri, etkili dozun daha düşük miktarda olmasını 

sağlamaktadır (Öztürk, Yenilmez, Şenel, vd., 2020). IND içeren KLN formülasyonunun 

%EE değeri Denklem 4.5 kullanılarak hesaplanmış ve sonuç olarak %22,2288 ± 0,1689 

bulunmuştur.  
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5.3.6. Termal analiz 

IND, Dynasan® 116, KLN fiziksel karışımı ve KLN formülasyonuna ait DSC 

termogramları Şekil 5.19’da verilmiştir. Termogramlardaki pikler incelendiğinde fiziksel 

karışımda ve formülasyonda IND’ye ait pikin kaybolduğu görülmektedir. Etkin maddeye 

ait pikin kaybolması, homojen polimer matriks oluşumunu veya amorf yapıyı 

göstermektedir (Öztürk, Yenilmez ve Yazan, 2019). 
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Şekil 5.19. IND (a), Dynasan®116 (b), KLN fiziksel karışım (c) ve KLN’ye (d) ait termogramlar 
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5.3.7. FT-IR analizi 

 Hazırlanan plasebo ve etkin maddeli formülasyonların, formülasyonda kullanılan lipit 

ve etkin maddenin fiziksel karışımının ve IND’nin FT-IR spektrumları Şekil 5.20’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 5.20. IND (a), TS-1 formülasyonu fiziksel karışımı (b), TS-1 formülasyonu plasebo (c) ve TS-1 

formülasyonunun (d) FT-IR spektrumları 

 

 IND’ye ait piklerin fiziksel karışım ve KLN formülasyonundaki değişimleri, IND’nin 

amorf yapısına işaret edebilmekle birlikte spesifik piklerin tüm durumlarda görünmesi, 

taşıyıcı – etkin madde arasında kimyasal bir değişimin görülmediğini, IND’nin lipit 

içerisine enkapsüle edildiğini göstermektedir (Yurtdaş, Demirel, ve Genç, 2011). 
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5.3.8. 1H NMR analizi 

 Hazırlanan plasebo ve etkin maddeli formülasyonların, formülasyonda kullanılan lipit 

ve etkin maddenin fiziksel karışımının ve IND’nin 1H NMR spektrumları Şekil 5.21’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 5.21. IND (a), TS-1 formülasyonunun fiziksel karışımı (b), TS-1 formülasyonu plasebo (c) ve TS-1 

formülasyonunun (d) 1H NMR spektrumları  

 

 Etkin maddenin bazı piklerinin fiziksel karışım ve formülasyonda görülmemesi veya 

az yoğunlukta görülmesi, IND’nin başarılı bir şekilde lipitte enkapsüle edildiğine işaret 

etmektedir (E. Yenilmez, Başaran, ve Yazan, 2011).  
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5.3.9. İn vitro salım çalışmaları 

  İn vitro salım çalışmaları, hem yüzey etkin madde içermeyen PBS (pH 6,8) 

ortamında hem de %1 Tween® 80 içeren PBS (pH 6,8) ortamında gerçekleştirilmiştir. 

Çalışma sonunda elde edilen değerler Tablo 5.22-5.23’te ve % kümülatif salım 

sonuçlarının zamana karşı grafiği Şekil 5.22-5.23’te verilmiştir.  

Tablo 5.22. KLN’nin in vitro salım çalışmasına ait % kümülatif değerler (PBS) 

KOD 30 DK 1 SA 2 SA 4 SA 8 SA 12 SA 18 SA 24 SA 36 SA 48 SA 

S1 0 0 0,001 19,089 19,200 24,598 25,038 24,752 29,624 49,846 

S2 0 0 0,020 19,594 20,229 18,063 22,658 22,518 22,315 40,955 

S3 0 0 0 15,966 16,040 16,034 20,248 20,260 20,210 39,559 

S4 0 0 0,004 15,570 15,539 19,775 19,983 20,062 23,922 38,931 

S5 0 0 0,050 17,903 19,574 18,499 18,057 18,424 21,811 35,381 

S6 0 0 0,051 18,222 18,527 21,106 20,999 21,193 20,956 36,204 

ORT 0 0 0 17,724 18,185 19,679 21,164 21,202 23,140 40,146 

 

 

Şekil 5.22. IND ve KLN’ye ait in vitro salım profilleri (PBS pH 6,8) 
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Tablo 5.23. KLN’nin in vitro salım çalışmasına ait % kümülatif değerler (PBS + %1 Tween® 80) 

KOD 30 DK 1 SA 2 SA 4 SA 8 SA 12 SA 18 SA 24 SA 36 SA 48 SA 

S1 18,640 20,737 26,265 27,886 29,250 30,524 31,538 36,681 49,651 60,149 

S2 18,492 20,205 25,590 29,426 27,683 29,131 30,583 32,802 49,997 57,423 

S3 16,524 18,958 25,114 27,706 30,426 31,385 31,759 35,815 48,942 56,182 

S4 16,065 19,102 24,742 27,701 27,716 28,795 29,119 30,923 45,864 52,084 

S5 15,980 19,540 23,775 26,357 28,926 29,615 31,989 34,375 49,982 58,602 

S6 18,297 22,456 28,085 31,580 32,403 33,292 35,000 36,397 54,067 65,274 

ORT 17,33 20,17 25,60 28,44 29,40 30,46 31,66 34,50 49,75 58,29 

 

 

Şekil 5.23. IND ve KLN’ye ait in vitro salım profilleri (PBS + %1 Tween® 80) 

  

İn vitro salım çalışmaları hem yüzey etkin madde içermeyen 0,1N HCl (pH 1,2) ve 

PBS (pH 6,8) ortamlarında, hem de %1 Tween® 80 içeren PBS (pH 6,8) ortamında 

gerçekleştirilmiştir. Yüzey etkin madde içermeyen ortamda yapılan çalışmada 30, 60 ve 

120. dakikalarda örnek alınmak üzere 2 saat süresince 0,1N HCl ortamında çalışılmış ve 

IND salımının 60. dakikadan sonra başladığı, KLN salımının ise ilk 120 dakikada 

başlamadığı görülmüştür. 120. dakikadan sonra membranlar PBS ortamlarına aktarılarak 

48. saate kadar belirli zamanlarda örnek alınarak analiz edilmiştir.  
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 pH 6,8’e aktarıldıktan sonra devam eden çalışmada ise KLN’den salıverilen miktarın 

saf etkin maddeye göre daha az olduğu gözlemlenmiştir. 48 saatin sonunda IND %99,29 

salım gösterirken KLN, PBS ortamında %40,42; yüzey etkin maddeli ortamda ise %58,29 

salım göstermiştir.  

Dynasan® türevleri ve BCS sınıf 2’de yer alan klozapin ile yapılan bir çalışmada salım 

süresinin 30 saati aştığı bildirilmiş, çalışmamızda kullanılan KLN formülasyonuyla 

uyumlu sonuç verdiği görülmüştür (Venkateswarlu ve Manjunath, 2004). 

Etkin madde olarak IND, sıvağ olarak sulu ve yağlı olmak üzere iki farklı sıvağ 

kullanılarak gerçekleştirilen bir supozituvar formülasyonunda, %1 Tween® 80 içeren 

ortamda yapılan in vitro salım çalışmasında salım süresinin 48 saate ulaştığı ve yağda 

çözünen sıvağ kullanılarak yapılan supozituvarların 45 saat sonunda yaklaşık %60 

kümülatif salım gösterdiği belirtilmiştir (M. L. Sah ve Saini, 2008). 

 

5.3.10. Hücre kültürü çalışmaları 

Uluslararası standart ISO 10993-5'e göre çalışılan etkin maddeye maruz bırakılan 

hücrelerin canlılığı, herhangi bir maddeye maruz kalmayan kontrol hücrelerine kıyasla 

%70'ten daha az ise göre açık bir sitotoksik etki görüldüğü belirtilmektedir. Buna bilgiden 

yola çıkılarak IND ve KLN’nin analiz sonuçları değerlendirildiğinde IND için 24. saatte 

600µM ve 48. saatte 100 µM’dan sonra, boş KLN için 24. saatte 300 µM ve 48. saatte 

100 µM’dan sonra, KLN için 24. ve 48. saatte 100 µM’dan sonra sitotoksik etki 

görülmeye başlanmıştır. 
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Şekil 5.24. IND, boş KLN ve KLN’ye ait MTT testi sonucu % hücre canlılığı grafikleri 

Tez kapsamında hazırlanan boş formülasyonların ve IND yüklü formülasyonların 

hücreler üzerindeki etkisi konsantrasyon ve zamana karşı değerlendirilmiş ve grafik 

olarak gösterildikten sonra her bir maddenin IC50 değerleri belirlenmiştir. Buna göre 

çalışılan konsantrasyonlarda bazı hücreler üzerinde IC50 değerleri saptanamamıştır. 

Sonuçlar toplu halde Tablo 5.24’te verilmiştir. 

Tablo 5.24. Çalışılan grupların hücreler üzerinde etkili olduğu IC50 değerleri (µM) (n=3) 

IND Boş KLN KLN 

24 saat 48 saat 24 saat  48 saat 24 saat 48 saat 

653 201 572 318 436 305 

 

PCL, Tween 80 ve Kaprik/Kaprilik trigliserit ile hazırlanan nanokapsüllerin 

MCF-7 ve HACAT hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, polimerik taşıyıcı sistemin 

HACAT hücreleri üzerinde çalışılan en yüksek doz olan 100 µM’da sitotoksik etki 
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yaratmadığı , fakat MCF-7 hücrelerinde EPR etkisiyle daha fazla hücrelerarası ve hücre 

içine giriş olarak sitotoksisite gösterdiği belirtilmiştir (Franco vd., 2021).  

Literatürdeki sınırlı sayıda IND yüklü lipidik formülasyon çalışmaları ile 

karşılaştırıldığında çalışmamızdan farklı sonuç alınmasının sebebi olarak hem hücre 

farklılığı hem de formülasyonumuzda daha fazla IND bulunmasından kaynaklandığı 

düşünülebilir. 
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6. SONUÇ 

Çalışmaların ana hedefi olarak IND’nin salım süresini uzatmak ve olası yan etkilerini 

azaltmak amacıyla KLN ve PNP formülasyonları hazırlanmıştır. Yapılan karakterizasyon 

çalışmalarıyla IND’nin çözünme özellikleri, termal karakteritikleri, FT-IR ve 1H NMR 

spektrumları, literatür ve firma verileriyle uyumlu olarak gözlemlenmiştir.  

 Analitik miktar tayininde literatürden de faydalanılarak yeni bir analitik yöntem 

geliştirilmiş ve bu yöntemin validasyon koşullarına uygunluğu ispatlanmıştır. %EE 

sonuçları ise yeterli düzeyde IND’nin yüklendiğini göstermektedir. 

 PNP ve KLN formülasyonları için optimum koşullar belirlenmiş ve bu koşullar ile 

optimum formülasyonlar hazırlanmıştır. Bu formülasyonların katı hal özellikleri ve 

partikül özellikleri analiz edilmiş, tüm karakterizasyon analizleri ile elde edilen 

formülasyonların çalışma için uygun olduğu sonucuna varılmıştır. Elde edilen salım 

sonuçları göz önünde bulundurularak PNP’nin ve KLN’nin gastrik pH’da çözünmediği 

ve böylelikle IND’nin olası yan etkilerinden korunabilineceği, intestinal pH’da ise salım 

süresinin uzunluğu göz önünde bulundurularak dozlama sıklığının düşürülebilineceği 

düşüncesine varılmıştır.  

Bu tez kapsamında hazırlanan hem boş formülasyonların hem de IND yüklü 

formülasyonların hücreler üzerindeki etkisini değerlendirmek amacı ile MTT testi 

kullanılmıştır. Sonuçlar değerlendirirken bilim otoriteleri tarafından kabul edilen ve 

Uluslararası Standart ISO 10993-5’e göre “Test sonucunda hücre canlılığının %30 dan 

fazla azalması, sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir” bilgisi dikkate alınmıştır. 

Tez çalışmamızda HUVEC hücreleri üzerinde gerçekleştirilen sitotoksisite 

analizlerinde 24. saatte 600 µM’ın üstünde 48. saatte ise 200’µM’ın üzerindeki 

konsantrasyonlarda sitotoksik özellik göstermeye başlayan IND’nin polimerik/lipidik 

nanopartikül içerisine yüklendikten sonra bu sitotoksik etkisinin azaldığı gözlenmiştir.  

Temel olarak antiinflamatuvar etkisi olan IND’nin özellikle yaşlılarda ve ülseratif 

hastalık öyküsü olan hastalarda gastrit ve mide ülserlerine neden olduğu bilinmektedir 
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Eudragit nanoparçacıklarının mide koruyucu potansiyeli göz önüne alındığında, bu 

sonuçlar hazırlanan bu formülasyonun IND gibi antiinflamatuvar ilaçlar ve mide-bağırsak 

yaralanmalarına neden olan diğer ilaçlar için bir dağıtım mekanizması olarak 

kullanılmasına olanak sağlayacağı düşünülmektedir. 

Dynasan® 116 ile hazırladığımız lipidik nanopartiküllerle ile ilgili yaptığımız MTT 

analizine baktığımızda ise boş nanopartiküllerin 24. saatte 300 µM ve 48. saatte 100 

µM’dan sonra sitotoksik etki göstermeye başlarken, IND yüklü formülasyonlarda ise bu 

sitotoksisite etkisi daha da düşük dozlarda görülmeye başlanmıştır. 

Yapılan tüm sitotoksisite analizlerinde IND yüklü polimerik/lipidik nanopartiküllerin 

konsantrasyona ve zamana bağlı olarak hücre içine geçtiğini ve etkinliğini gösterdiği 

söylenebilir. 

Tüm bu sonuçlar ışığında IND içeren KLN ve PNP formülasyonlarının in vivo 

çalışmalar ile desteklenmesi ve kararlılıklarının incelenmesi ileri planlarımız arasındadır. 
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