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OZET

INDOMETAZIN ICEREN NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE IN
VITRO DEGERLENDIRILMESI

Kaan YALCINKAYA
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2024

Danigsman: Prof. Dr. Evrim AKYIL

Indometazin, Biyofarmasétik Smiflandirma Sistemi’ne gére Simf 2°de yer alan,
diistik ¢Ozilintirlik ve yiiksek permeabilite gosteren bir antiinflamatuvar olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi birgok hastaligin
tedavisinde kullanilan bu maddenin 6zellikle mide iizerine olan olumsuz etkileri
yayginca bilinmektedir. Gastrointestinal sistemin yapist géz Oniine alindiginda oral
kullannmda bagirsaga hedeflenen maddelerin hedef bolgesine ulasmasi ve etkin
maddenin o bolgede salimi, bir giigliik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu giicliiglin
ortadan kaldirilmas1 ve olasi yan etkilerle birlikte etkinin uzatilmasi adma bu tez
caligmasinda Eudragit® polimerleri ve Dynasan® 116 lipidi kullanilarak polimerik
nanopartikiil ve kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Gelistirilen bu
formiilasyonlarin karakterizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmis, in vitro ozellikleri
belirlenmis ve sonug olarak gelistirilen bu formiilasyonlarin bagirsakta etkin madde

salimin1 gergeklestirdigi ve salim siiresini uzattig1 kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Indometazin, Polimerik nanopartikiil, Kati lipit nanopartikiil,

Nanogoktiirme.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND IN VITRO EVALUATION OF INDOMETHACIN-
LOADED NANOPARTICLES

Kaan YALCINKAYA
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. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte nanoboyutlu ilag tasiyici
sistemler hizla gelistirilmekte ve diinya ila¢ pazarinda da ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisi
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Nanotasiyicilar, ¢ok diisiik boyutlara sahip
olmalari, buna bagli olarak yiizey alanlarimin genis olmasi ve fizikokimyasal
ozelliklerinin uygunlugu agisindan nanoteknolojik ¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu

olusturmaktadir.

Indometazin (IND), indol asetik asit yapisina sahip, aktivitesi ¢ok yiiksek,
antipiretik, analjezik ve non-steroidal antiinflamatuvar (NSAII) 6zellikte etkin maddedir.
Akut gut, travmatik sinovit, akut bursit, akut tendinit vb. ciddi hastaliklarda ve osteoartrit,
ankilozan spondilit, romatoid artrit vb. ciddi romatizmal hastaliklarin tedavisi amaciyla
yayginca kullanilmaktadir. Fakat terapotik etkinin goriilebilmesi i¢in dozlamanin
siklagtirilmast ve bunun sonucunda pek ¢ok yan etkinin (renal, kardiyovaskiiler vb.)
goriilmesi, ek olarak dzellikle gastrointestinal sistem (GIS) hasar1 kaginilmaz olmaktadir.
Bu bilgiler 15181nda bu tez ¢alismasi kapsaminda IND yiiklii nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemler gelistirmek, gelistirilen nanopartikiiler sistemleri karakterize etmek ve saglikli

epitel hiicreleri lizerinde hazirlanan formiilasyonlarin test edilmesi planlanmistir.

Kontrollii ilag tasiyict sistemler ile sik dozlamanin azaltilmasi ve kullanilacak
polimerler ile yan etki profilinin azaltilmas1 planlanmaktadir. Ilag tasiyici sistemler, dzet
olarak, bir farmasotik bilesigin insanlar ve hayvanlar tizerinde terapétik etki olusturmak
adma kontrollii sekilde uygulandig: sistemlerdir. Boyutlar1 1-1000 nanometre arasinda
degiskenlik gosteren, dogal ya da sentetik yag ya da polimerlerden iiretilen, kiiresel, kati
koloidal partikiillerdir. Etkin madde matriks i¢inde ¢oziindiiriilebilir, enkapsiile edilebilir

veya nanopartikiile tutundurulabilir.

IND, prostaglandinlerin (PG) sentezini durdurarak antiinflamatuvar etkinlik

gostermektedir. IND’nin ilk kullanimindan simdiye kadar goriilen yan etkilerine ragmen

1



diinyada ve iilkemizde geleneksel kapsiil ve uzatilmis salimli kapsiil, supozituvar, kolir
vb. dozaj formlar1 mevcuttur. IND igeren yeni ilag tasiyici sistem formiilasyonlarinin
gelistirilmesine yonelik cok fazla miktarda ¢alismalar gergeklestirilmis olup her gecen
giin bu ¢alismalara yenileri eklenmekte, yine de yan etkilerin Oniine gegilmis bir sistem

hazirlanamamustir.

Tez c¢aligmasi kapsaminda hedeflenen yan etki profilini minimuma indirip
dozlama araligin1 arttirmaktir. Tez ¢alismasinda biyouyumlu polimer ve kati lipitler
kullanarak farkli tasiyici sistemler hazirlanip in vitro karakterizasyon testleri ile
karsilagtirilacaktir. Hazirlanacak formiilasyonlarin partikiil boyut ve dagilimlari,
elektriksel yiikleri, morfolojik 6zellikleri, enkapsiilasyon etkinlikleri (%EE), in vitro

salim profilleri ve hiicre kiiltiirii galismalar1 yapilacaktir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Indometazin

IND (kimyasal isimlendirmesiyle 1-(p-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindol-3-
asetik asit), antipiretik - analjezik etkili, non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAII)
siifina dahil bir ilagtir (Helleberg, 1981). Kullanim alani ¢ok genis olmakla birlikte
romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteoartrit, akut bursit ve akut tendinit gibi g¢esitli

hastaliklarin tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir (Brien, Mccauley ve Cohen, 1984).

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Literatiir bilgileri, IND’nin molekiil agirligini 357.791 g/mol olarak vermektedir.
Kapali formiilii C19H16CINO4 olan IND’nin kimyasal okunusu 1-(p-klorobenzoil)-5-
metoksi-2-metilindol-3-asetikasit seklindedir. IND agik formiilii Sekil 2.1°de verilmistir.
IND kristal yapida olup polimorfizm 6zelligi gostermektedir ve formlardan biri yaklasik

155°C’de, digeri ise yaklasik 162°C’de olusmaktadir (Valentovic, 2007).

o e
N CH;3
r
CH,;COOH

CH,0

Sekil 2.1. IND 'nin agik kimyasal formiilii (Brien vd., 1984)

2.1.2. IND farmakolojik 6zellikleri

NSAII grubu ilaglarin etki mekanizmasi, genel anlamda siklooksijenaz (COX)
enzimini inhibe ederek arasidonik asitten hareketle prostaglandin sentezini azaltmaya
dayanmaktadir. COX enzimi, COX-1 ve COX-2 isimli iki adet izoforma sahiptir. COX-
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1 neredeyse biitiin viicut hiicrelerinde bulunmakta ve prostaglandin ve tromboksan A2
sentezinde; COX-2 ise yaralanma veya enflamasyon durumlarinda rol oynamaktadir.
NSAII grubu ilaglar, genel anlamda hem COX-1 hem de COX-2 enzimine etki eden (non-
selektif) ve yalmizca COX-2 enzimine etki eden olmak {izere iki ana kategoride
incelenmektedir (Lucas, 2016). IND, COX-1 ve COX-2 enzimlerine etki etmesinden
dolay1 non-selektif NSAII olarak nitelendirilmektedir (Papich, 2016).

IND, romatoid artrit gibi bircok kronik hastaligin tedavisinde ve gut, kas — iskelet
sistemindeki agrilar gibi akut agrilarda da siklikla kullanilan ilaglardan biri olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Bununla birlikte IND kullaniminda 6zellikle gastrointestinal
sistem (GIS) iizerinde yan etki gosterdigi raporlanmustir (Sava vd., 2021). Yapilan
calismalarda tedavi siiresi ile yan etki gozlenmesi arasinda anlamli bir orantinin
gozlenmemesi ile birlikte dozun azaltilmasi veya IND ile pirazol grubu bir ilacin kombine

kullanilmasi yan etkileri azaltmaktadir (Boardman ve Hart, 1967).

IND oral yolla alindiginda ¢ok hizli emilim gostermekte ve 1 ila 2 saat igerisinde
maksimum plazma konsantrasyonuna ulagmaktadir. Oldukga lipofilik yapisi sayesinde
kan beyin bariyerini rahatlikla gecebilmekte, fakat serum albiimine yiiksek oranda
baglanmasi sebebiyle beyin-omurilik sivisina gegisi sinirlanmaktadir (Villar-Martinez
vd., 2021). Yapilan ¢alismalar IND’nin %90 ila %99 oraninda plazma proteinlerine
baglandiginm1 gostermektedir. IND, plasentaya yliksek oranda, anne siitiinde diisiik oranda

ve beyin veya tiikiiriige ise eser miktarlarda gegmektedir (Yeh, 1982).

Yar1 omrii 1,5 saat ila 16 saat arasinda degisiklik gostermekle birlikte ortalama 7
saat olarak kabul edilmektedir. Yari omrii hakkindaki bu genis aralik, diizensiz
enterohepatik dongiisiinden kaynaklanmaktadir (Villar-Martinez vd., 2021). IND,
karacigerde hidrolize ugradiktan sonra 6ngoriilemez ve nadiren de olsa tekrar emilim
gosterebilmektedir. Bunula birlikte IND plazma konsantrasyonunda dalgalanmalar
gozlenmekte ve buna bagli olarak yar1 6mrii degisebilmektedir. Bunun 6niine gegebilmek

admna doz sayisinin arttirilmasi tercih edilmektedir (Yeh, 1985).



Yapilan c¢aligmalarda IND’nin biyotransformasyonu, glukuronid-konjugat
olusumu agirlikta olmak tizere O-demetilasyon ve N-agilasyon iizerinden yiiriimektedir.
Metabolitler plazmada gozlenebilirken konjugatlar ve konjugat metabolitleri plazmada
gorilmemektedir. Bununla  birlikte  metabolitlerin  antiinflamatuvar  etkileri

bulunmamaktadir (Helleberg, 1981).

IND’nin analjezik etkisi alindiktan yaklasik 30 dakika sonra baslamakta ve 4-6
saat etkisi sirmekte, tam antiinflamatuvar etkisi 7 giin igerisinde baglamakta ve 1-2 hafta
etkisini siirdiirmektedir. Gut tedavisinde 24-36 saat i¢cinde baslayip 3-5 giin i¢inde etkisini
tam olarak gostermektedir. Romatoid artrit tedavisinde maksimum giinliik doz 150-200
mg ve bursit veya tendonit tedavisinde ise giinliik 75-150 mg olarak uygulanmaktadir.
Duktus arteriyozus tedavisinde ise intravendz olarak 0,2 mg/kg kullanilmakta, eger hasta
2 glinliikten daha kiigiikse ilk doz olarak 0,2 mg/kg ve sonraki 2 doz 12-24 saat arayla 0,1
mg/kg uygulanmaktadir (Valentovic, 2007).

IND’nin bobrek yetmezligi olan hastalarda kullanimi 6nerilmemekte ve karaciger
yetmezligi olan hastalarda ise kullaniminda dikkatli olunmalidir. Hamileligin 6zellikle 3.
trimesterinde kullanilmamali ve emziren annelerde ise anne siitiine diisiik dozda
gecmesine bagli olarak kullanimi kabul edilmekle birlikte baska alternatifler
onerilmektedir. Koroner arter bypass greft cerrahisi Oykiisii olan hastalarda ise diger

NSATl ilaglar gibi IND kullanim1 kontrendikedir ve kullanilmamalidir (http-1).

2.1.3. IND miktar tayini metotlar:

IND miktar tayininde en ¢ok kullanilan analitik yontemler arasinda yiiksek
basingli sivi kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC), UV -
goriiniir bolge spektrometrisi, sivi kromatogrofi-kiitle spektrometrisi (LC-MS), misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC) ve gaz kromatografisi (GC) gdosterilebilmektedir
(Dandi¢ vd., 2022a).



2013 yilinda yapilan bir ¢aligmada okiiler kullanim hedeflenerek IND yiiklii kat1
lipit nanopartikiil (KLN) sistemi gelistirilmis ve KLN’lerdeki IND miktar tayini i¢in
metanol:su:ortofosforik asit (70:28.05:0.05) mobil faz bilesimi kullanilarak 270 nm dalga
boyunda HPLC ile gerceklestirilmistir (Hippalgaonkar vd., 2013).

IND yiikli KLN gelistirmeye dayanan bir diger calismada ise KLN
hazirlanmasinda mikrodalga yontemi kullanilmis, mobil faz olarak metanol:sodyum
fosfat (90:10) kullanilarak 318 nm dalga boyunda HPLC ile dl¢limler gerceklestirilmistir
(Shah vd., 2022).

Polimerik nanopartikiil (PNP), nanoyapili lipit tasiyict1 (NLC) ve KLN sistemlerinin
karsilastirildigr bir diger calismada ise IND miktar tayini i¢in UV-goriiniir bolge
spektrometrisi kullanilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar santrifiijlenerek elde edilen

stipernatantlar 230-350 nm dalga boylar1 arasinda 6l¢iilmustiir (Ltcio vd., 2015).

2005 yilinda yapilan bir ¢alismada ise IND yiikliit KLN ve NLC formiilasyonlari
gelistirilerek diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ile karakterizasyonlar1 hedeflenmis,
miktar tayini i¢in UV-g0riiniir bolge spektrometrisi kullanilarak 319 nm dalga boyunda
Olgtimlerin yapildig: bildirilmistir (Castelli vd., 2005).

2.1.4. IND igeren ticari preparatlar

Daha onceki tarihlerde daha fazla farmasotik sekilde piyasada bulunan IND,
giinlimiiz itibariyle yalnizca kapsiil ve supozituvar formunda piyasada bulunmaktadir.

Halihazirdaki ticari preparatlar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. IND igerigine sahip miistahzarlar (http-2)

Preparat Firma Farmasotik form

25 mg IND igeren kapsiil

Endol ® Deva Holding A.S.
100 mg IND igeren supozituvar




2.2.  Oral Yoldan Ila¢ Uygulanmasi

Oral yoldan ilag uygulanmasi, diger uygulama yollarina gore daha yiiksek hasta
uyuncu, daha az maliyetli liretim kosullar1 ve daha kolay uygulanabilirlik agisindan daha
fazla tercih edilmektedir (Sastry, Nyshadham ve Fix, 2000). Bu istiinliiklerine ek olarak
oral yoldan hem sistemik hem de lokal etki goriilebilmesi de sayilabilmektedir. Her ne
kadar fazla sayida iistiinliige sahip olsa da diisiik ¢oziintirliik, diisiik permeabilite,
gastrointestinal sistem (GIS) igerisinde hizli degredasyona ugrama gibi sakincalar1 da

bulunmaktadir (Xu vd., 2020).

Oral kullanilan ilaglar, ana yolu transseliiler olmak {izere, transselliiler gegis,
paraselliiler gecis, aktif transport ve kolaylastirilmis difiizyon olmak tlizere dort farkl
yolla emilime ugrayabilirler. Etkin madde emilim/etki orani, bagirsak bariyeri ile
bagirsak epitelinden emilimi sonrasi hepatik bariyerler ile dogrudan iligkilidir. Yavas
emilim ve birden fazla engel yliziinden acil durumlar i¢in oral yoldan ila¢ kullanim1 uygun

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

Tablo 2.2. Insanda gastrointestinal yolun béliimlerinin ozellikleri (Homayun, Lin ve Choi, 2019b)

Boliim pH Uzunluk (cm) Ortalama c¢ap (cm)
Mide 0.8-5 20 Olgiilemez
Duodenum ~7 17-56 4

Jejenum >7 28-1000 2-2.5

leum >7 28-1000 3

Kolon 7-8 80-313 4-4.8

Gastrointestinal yol, oral ilag tasiyict sistemler igin fizyolojik ve kimyasal olarak bir
bariyer etkisi yaratmaktadir (Basha vd., 2021). Oral yolla ila¢ uygulamasinin
karsilasabilecegi engel ve faktorleri elimine etmek veya bu faktorlerin etkisini azaltmak,
saglikli ve patolojik gastrointestinal sistemlerin daha iyi taninmasina bagli olarak
gerceklestirilebilmektedir. Bu amagla arastirmalar, multipartikiiler dozaj sistemleri gibi

yeni dozaj formlarina yogunlasmistir (Hua, 2020).



2.3. Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiller, bir i¢ faz ve 1000 nanometreden kiiclik boyutta aktif bilesen
iceren bir dis fazdan olusan (Wilczewska vd., 2012), uzun raf 6mrii ve sonrasinda kati
dozaj sekillerine kolaylikla doniistiiriilebilen sivi  dispersiyon sistemleridir.
Formiilasyonlarinda su, etkin madde ve en az bir adet kullanimi1 glivenli sayilan yardimci

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

Piyasaya sunulan yeni etkin maddelerin neredeyse yarisinin suda ¢oziiniirliik
ozelliginin diisiik olmasindan kaynakli problemler agisindan nanopartikiil sistemlerinin
kullanim1 daha da artmistir. Nanopartikiillere yiiklenen etkin maddeler, c¢evresel
faktorlerden korunmakta ve nanopartikiil bilesenlerinin bulundugu matrisle birlikte suda
daha iyi ¢6ziinme yetisi kazanabilmektedir. Bununla birlikte geleneksel dozaj sekillerinin
olas1 yan etki riskini diistirmekte, hedeflendirmeye uygun olmalar1 ve ilk gecis etkisini
ortadan kaldirabilme ihtimalleri ile etkin maddenin toksik etkilerini azaltmaktadirlar

(Sobczynski ve Bielecka, 2019).

Lipozomlar
(80-300 nm)

™~

’
Manyetik Kati lipit nanopartikiiller ve
nanopartikiller nanoemilsiyonlar

(10-300 nm) (80-300 hm)
.\

NANOPARTIKULER
ILAC TASIVICI
SISTEMLER

Polimerik
nanopartikiller

(10-100 nm)

Dendrimerler
(1-10 nm)

Karbon
nanotipler

(1-5nm)

Sekil 2.2. Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler (Wilczewska vd., 2012)
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Nanopartikiillerin eldesi i¢in ¢ok fazla yontem bulunmakla beraber bu yontemler
kondenzasyon, kimyasal sentez ve fiziksel yoOntemler olarak ii¢ ana baslikta
incelenebilmektedir (Holister vd., 2003). Sentez yontemi olarak ise ¢ogunlukla kullanilan
yontemler polimer dispersiyonu, monomer polimerizasyonu ve iyonik jelasyon veya

koaservasyon gosterilebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2007).

Nanopartikiil karakterizasyonu, in vivo uygulama i¢in hayati 6énem tasimaktadir
(Reddy vd., 2012). Onemli karakterizasyon parametreleri olarak partikiil sekil, biiyiikliik
ve dagilimi, yilizey alani, kararlilik, dagilim 6zellikleri ve saflik gosterilebilmektedir (A.

Kumar ve Dixit, 2017).

Tablo 2.3. Nanopartikiil karakterizasyon yontemleri (A. Kumar ve Dixit, 2017)

. Yiizey . . . . ..
Morfolojik szellikleri Kimyasal Elektriksel Optik Biyolojik
. . UV-Goriiniir
i krisslogatis bolge otnsiyel  Mikroskopi In vivo
& g spektroskopisi P y
Brunauer- Enerji dagilimli P .
miEklr?)kstI:gnisi Emmett-Teller X-lgimt Voltametri S elsc?:sﬁg isi . ‘Eitirllt)ﬁlrlilimre
P (BET) analizi spektroskopisi P P
Atomik . .
kuvvet FT-IR analizi MIkI.’Op.Iy?| .
. - koloni kiiltiirti
mikroskopisi

2.4.  Polimerik Nanopartikiiller (PNP)

Polimerik nanopartikiiller, partikiil cap1 10 ila 100 nm arasinda degisebilen ilag tastyici
sistemlerdir (Wilczewska vd., 2012). Nanokiireler ve nanokapsiiller olmak tizere iki ana
cesitte incelenebilmektedir. Etkin maddenin polimerik bir ¢ekirdek igerisinde ¢ozlinmiis
veya dagilmis haldeki sistemler nanokiireler, polimerik olmayan bir ¢ekirdekte ¢6ziinmiis
veya dagilmis etkin maddenin polimerik bir membran tarafindan ¢evrelenmis haldeki
sistemler ise nanokapsiiller olarak adlandirilmaktadir (Miiderrisoglu ve Comoglu, 2010).
PNP’lerde kullanilan polimerlerin toksik olmayan, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir

olmalar1 gerekmektedir (Bhatia, 2016).



Tablo 2.4. PNP lerde kullanilan polimerler (Vauthier ve Bouchemal, 2009)

Sentetik polimerler Dogal polimerler Kopolimerler
o . Polilaktik asit — polietilen glikol
Polilaktik asit (PLA) Kitosan (PLA-PEG)
Poli-laktik ko-glikolik asit .
(PLGA) Aljinat PLGA-PEG
Poli-e-kaprolakton (PCL) Jelatin PCL-PEG

Poliakrilat ve polimetakrilat

tiirevleri (Eudragit®) Albiimin

2.4.2. Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri

PNP hazirlanmasinda ¢ok sayida farkli yontemler mevcuttur. Bu yontemler genel
olarak nanog¢oktiirme, ¢ozlicii emiilsifikasyonu/ugurma, mikroemiilsiyon, ¢ift emiilsiyon
(Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020), tuz ile ¢oktiirme, ¢oziicii deplasman/¢oktiirme

yontemi ve siiperkritik akigskan yontemleri olarak siralanabilmektedir (Bhatia, 2016).

2.4.2.1. Nanogoktiirme yontemi

Coziicli yer degistirme yontemi olarak da anilan nano ¢oktiirme yontemi, basitligiyle
ve ekonomik agidan uygun olup tekrarlanabilir olmasiyla 6ne ¢ikan bir yontemdir. Bu
yontemde bir polimer, polimerin ¢6ziinebildigi bir ¢oziicii ve polimerin ¢oziinmedigi
baska bir ¢oziicii kullanilmaktadir. Polimer ¢dziiciisii olarak su ile kolayca karigabilir ve

ugurulabilir organik ¢oziiciilerden secilmektedir (Vauthier ve Bouchemal, 2009).

Bu yontemle elde edilen nanopartikiillerdeki enkapsiilasyon yiizdesi genel olarak
hidrofilik etkin maddeler igin en az %40, lipofilik maddeler igin ise en az %90 olarak
sOylenebilmektedir. Daha dncelerde yalnizca polimerik nanopartikiiller i¢in tercih edilen
nanocoktlirme yontemi, giiniimiizde lipit nanopartikiil ve polimer-lipit nanopartikiil
iiretiminde sik¢a kullanilmaktadir (Ivan Martinez-Mufoz ve Elizabeth Mora-Huertas,
2022).
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Nano ¢oktiirme yontemi ile elde edilen nanopartikiillerin ¢ap1 ve enkapsiilasyon orani
organik faz/sulu faz oranina, organik fazin enjeksiyon hizina ve sistemin karistiriima

hizina baglidir (Jiang, Abedi ve Shi, 2021).

2.4.2.2. Emiilsifikasyon — ¢oziicii ugcurma yontemi

Bu yontemde polimer, organik bir ¢oziiciide ¢oziindiiriilerek sulu faz igerisinde yiizey
etkin madde varliginda yiiksek hizli homojenizator kullanilarak veya ultrasonikasyon ile
disperse edilmekte, sonrasinda ise organik c¢oziicii ugurularak bir nanosiispansiyon
olusturulmaktadir (Crucho ve Barros, 2017). Sonrasinda bu nanosiispansiyon santrifiij

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

A) (B)
Organik faz : Sulu faz
Sulu faz Organik faz
(etken madde + (etken madde +
polimer + ¢oziicii) (su + YEM) (polimer + giziichl) su + YEM)
< Emiilsifikasyon >
Emiilsiyon Sola faz Prim.er
(y/s) emiilsiyon
| l |
Sekonder emiilsiyon
(s/y/s)
< Coziicliniin ucurulmasi > l
Nanopartikiil Nanopartikiil

Sekil 2.3. Tek emiilsiyon (A) ve ¢oklu emiilsiyon (B) teknikleri ile nanopartikiil eldesinin sematik

gosterimi (Vauthier ve Bouchemal, 2009).
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2.4.2.3. Emiilsifikasyon — ¢oziicii difiizyonu yéntemi

Bu yontem su igerisinde yag (y/s) tipinde emiilsiyon olusturmaya dayanir ve
bilesimindeki sivi fazlarin ilk termodinamik dengeyi korumak adma enkapsiile eden
polimer, suda yiiksek oranda ¢éziinmeyen propilen karbonat ya da benzil alkol gibi bir
solvan i¢inde ¢oziindiiriilerek suyla doyurulur. Sonrasinda polimer ve suyla doygun hale
gelen ¢oziicii fazi, YEM ihtiva eden sulu faz ile emiilsifiye edilerek ¢oziicli fazinin dis
faza diflize olmasi saglanir ve yag — polimer oranina bagli olarak nanokiire veya
nanokapsiil elde edilir. Son adim olarak ¢oziicli filtrasyon veya ugurmayla ortamdan

uzaklastirihir (Bhatia, 2016).

i) su ile seyreltme

<

N ¢éziicii difiizyonu

ugurma
e

saflagtirma

emiilsifikasyon

polimer etken madde

Sekil 2.4. Emiilsifikasyon — ¢oziicii difiizyonu yonteminin sematik gosterimi (Zielinska vd., 2020)

2.4.2.4. Tuz ile ¢oktiirme (salting out) yontemi

Bu yontem, etkin madde ve polimer igeren organik bir ¢6zeltinin elektrolitler ile
doygunluga getirilmis sulu faz ile emiilsifikasyonuna dayanmaktadir. Polimer ve suyla
karisabilen organik ¢oziiciiniin kullanildigi organik faz, doygun sulu faz ile
karistirildiginda tuzla ¢oktiirme etkisi organik ¢oziicii ile suyun karigmasini engellemekte,

buna bagli olarak ise y/s tipinde kararli bir emiilsiyon olusmaktadir. Olusan emiilsiyona
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yiiksek miktarda su eklenerek seyreltme gerceklestirildiginde ise tuzla ¢oktiirmenin ters
etkisi ortaya cikarak kullanilan organik ¢oziicliniin su fazina ge¢mesi saglanmakta,

boylece nanopartikiil olusumu elde edilmektedir (E. Sah ve Sah, 2015).

Organik ¢0ziicii olarak tetrahidrofuran ve aseton, elektrolit olarak magnezyum kloriir,
magnezyum asetat ve kalsiyum kloriir sik¢a kullanilmaktadir. Karistirma hizi, i¢ ve dis
faz oranlari, kullanilan polimer yiizdesi, kullanilan YEM ve elektrolit konsantrasyonu bu

yontem i¢in 6nemli parametrelerdir (Sarcan, Silindir-Gunay ve Ozer, 2018).

2.4.2.5. Siiperkritik akigkan teknolojisi

Bu yontem, diger yontemlerde organik c¢oziiciilerin kullanilmasina bagli olarak
toksisite riskinin olmasi ve siiperkritik akiskanlarin daha giivenli olmasi sebebiyle PNP
hazirlanmasinda alternatif bir yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Siiperkritik akiskanlar
kullanilarak ¢ok sayida yontem gelistirilmesine ragmen en yaygin kullanilanlar arasinda
stiperkritik anti-¢ozilicii (SAS) ve siiperkritik ¢ozeltinin siirekli genlesmesi (RESS)
yontemleri gosterilebilir. Bu teknoloji, dogaya kars1 daha giivenli olmasina ragmen 6zel

ekipman gerektirmesi sebebiyle oldukga pahali yontemlere sahiptir (Bhatia, 2016).

2.4.2.6. Koaservasyon yontemi

Koaservasyon, bir kolloidal sistemin pH degeri veya sicakligi gibi fizikokimyasal
sartlarinin degistirilmesiyle polimerce zengin faz olan koaservat fazi ve daha seyreltik
olan siipernatan fazi olmak iizere iki faza ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir (Blackman
vd., 2019). Enkapsiilasyon islemi esnasinda karistirma hizina ve kullanilan polimerin
Cinsi ve oranina bagl olarak nanokiireler ve agregatlar halinde nanopartikiiller elde
edilmektedir. Maliyetinin diisiik olmasi, toksik organik ¢6ziicii kullanilmamasi, yiiksek
oranda etkin madde yiiklenebilmesi ve enkapsiilasyon yiizdesinin yiiksek olmasi bu

yontemin avantajlar1 arasindadir (Gonzalez-Monje vd., 2021).
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2.4.2.7. Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi, nanog¢oktiirme yontemiyle olduk¢a benzerdir, tek farklar1 diyaliz
yonteminde etkin madde ve polimerin organik ¢oziiciideki ¢ozeltisinin bir diyaliz
membran i¢inde yer almasidir. Organik faz, diyaliz tlipiinde sulu faza diflize olmakta ve
buna bagli olarak fazlarin yer degistirmesi s6z konusu olmaktadir. Bu islem sirasinda ise
polimer ¢oziinilirligi diismekte ve sonug olarak polimer ve etkin madde kiimeler halinde

cokerek nanopartikiilleri olugturmaktadir (Sur vd., 2019a).

2.4.3. PNP karakterizasyonu
2.4.3.1. Partikiil boyut ve morfolojisi

Nanopartikiil karakterizasyonu i¢in partikiil boyutu tayini biiyiik 6nem tasimakta ve
partikiil boyutu yiliksek oranda kullanilan eksipiyanlara, polimere ve yonteme baglidir.
Partikiil boyutu ve morfolojisi tayini i¢in temel olarak foton korelasyon spektroskopisi ve

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

Partikiil boyutu biiylidiikge etkin madde yiikleme kapasitesi artarken salim hizi
diismektedir. Partikiil boyutu azaldikca yiizey alan1 artmakta ve bdylelikle ilag salimi
daha hizli ger¢eklesmekte; buna karsin depolanma ve taginma sirasinda agregat olusumu
s6z konusu olabilmektedir. Yine de partikiil boyutu kiiciildiik¢e sistemin kararlilig

artmaktadir (Bhatia, 2016).

2.4.3.2. Zeta potansiyel

Zeta potansiyel, nanopartikiil yiizeyindeki yiikiin dl¢ctimiidiir. Zeta potansiyel degeri,
nanopartikiiler sistemin kararliligin1 dogrudan etkilemektedir. Ayrica sistemin pH degeri

de zeta potansiyeli etkilemektedir (Sur vd., 2019Db).
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2.4.3.3. Etkin madde yiiklenmesi ve enkapsiilasyon

Ideal bir nanopartikiiler sistemin igerdigi etkin maddenin olabildigince yiiksek ve etkin
maddenin bulundugu matris ve diger materyallerin olabildigince diisiik miktarda olmasi
gerekmektedir. Etkin madde, nanopartikiil olusturma esnasinda veya nanopartikiil
olusumundan sonra adsorbe veya absorbe edilmek suretiyle iki ayr1 yontem ile

yiiklenebilmektedir (Mohanraj ve Chen, 2007).
Enkapsiilasyon ylizdesi ve etkin madde yiiklenme oran1 denklem (2.3)’e gére hesaplanir.

} i . toplam em miktar1 - serbest em miktar1
Enkapsiilasyon yiizdesi = - %100
toplam em miktar1

enkapsiile edilmis toplam em miktar1
L 20 x 100 (2.3)

Yiiklenme orani = —
toplam nanopartikiil agirlig

2.3.4. PNP’lerin iistiinliikleri

Polimerik nanopartikiillerin istiinliikleri, genel anlamda partikiillerin nano boyutta
olmas1 ve hazirlanmalarinda biyobozunur maddelerin kullanilmasindan dolay: karsimiza
cikmaktadir. Bu iki 6zellik sayesinde viicuttaki toksisite azalmakta ve ilacin hedeflenen
bolgede uzun siire salimi ger¢eklesebilmektedir. Diger tistiinliikleri arasinda etkin madde
yiiklenme kapasitelerinin yiiksek olmasi, tiretim tekniklerinin kolay ve ucuz olmasi, oral
yolla verildiginde ilacin biyoyararlaniminin artmasi gibi ozellikleri sayilabilmektedir

(Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013).

2.4. Kat1 Lipit Nanopartikiiller (KLN)

Kati lipit partikiiller, oda sicakliginda kat1 halde bulunan, polar olmayan lipitlerin
kolloidal dispersiyonlar olarak tanimlanabilir (Mirchandani, Patravale ve Brijesh, 2021).
Kat1 lipit nanopartikiiller, diisiik polimer toksisitesi, gorece daha ucuz bilesenlere sahip

olmasi ve organik ¢oziiciilerin kullanilmamasi agisindan diger nanopartikiiler ilag tagtyict
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sistemlerden ayrilmakta ve diger sistemlere gore daha uygun ilag salim profili

gostermektedir (S. Kumar ve Randhawa, 2013).

Tablo 2.5. KLN sistemlerinin iistiinliik ve sakincalar: (S. Kumar ve Randhawa, 2013)

Ustiinliik Sakinca

Salim kontrolii Diisiik yiiklenme orani

Hedeflendirme Sogutma sirasinda enkapsiilasyon bozunumu
Yiiksek kararlilik Sogutma esnasinda kristalizasyon

Isiga duyarli maddelerle ¢alisabilirlik Sogutma esnasinda polimorfik degisimler

Aside direngsiz maddelerle ¢alisabilirlik

2.4.1. KLN formiilasyonlar:

Formiilasyonda kullanilan lipitler baslica yag asitleri (stearik asit vb.), yiiksek saflikta
trigliseritler (tripalmitin vb.) ve viicut 1sisinda erimeyen balmumlaridir (setil palmitat vb.).
Yag faz1 ve su fazi arasindaki yilizey gerilimini diisirmek adina YEM (Polisorbat 80 vb.)
kullanilmaktadir. KLN formiilasyonlar1 yaklasik %0,1-30 (a/a) lipit ve %0,5-5 (a/a) YEM
icerirler. Uygun lipit ve YEM secimi, formiilasyonun parcacik boyutu, kararliligi, etkin

madde yiiklenme orani ve salim ozellikleri agisindan biiyiik onem arz etmektedir (Katopodi

ve Detsi, 2021).

Tablo 2.6. KLN formiilasyonlarinda sik¢a kullanilan lipitler (Gordillo-Galeano ve Mora-Huertas, 2018)

Monogliserit Trigliserit Yag asitleri Yag Karisimlar Balmumlar:
tiirevleri tiirevleri alkolleri
Gliseril Tricaprin Stearik asit ~ Stearil alkol ~ Witepsol®W35*  Setil palmitat
monostearat  (Dynasan®110)
(Geleol®)
Gliseril Trilaurin Oleik asit Setil alkol ~ Witepsol®H35%** Beyaz
behenat (Dynasan®112) balmumu
(Compritol®
888 ATO)
Gliseril Trimiristin Palmitik asit ~ Lauril alkol ~ Miglyol®812*** Karnauba
palmitostearat (Dynasan®]114) mumu
(Precirol®
ATO 5)
Tripalmitin Behenik asit
(Dynasan®116)
Tristearin
(Dynasan®118)

* %65-80 oraninda trigliserit, %10-35 digliserit ve %1-5 monogliserit karigimu.
** Trigliserit, en fazla %15 oraninda digliserit, en fazla %1 oraninda monogliserit karigimi.
*** Orta zincirli kaprilik/kaprik trigliserit karigimi.
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2.4.2. KLLN hazirlama metotlari

KLN formiilasyonlari; yiiksek basingli  homojenizasyon (YBH), ¢ozici
emiilsifikasyonu/ugurma yontemi, c¢ozilicii enjeksiyonu yontemi, mikroemiilsiyon
yontemi, ¢ift emiilsiyon yontemi, liyofilizasyon ve piiskiirterek kurutma yontemleri gibi
¢ok sayida farkli yontemle hazirlanabilmektedir (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei,
2020).

2.4.2.1. Yiiksek basin¢li homojenizasyon

YBH yontemi, genel anlamda iki sekilde ger¢eklesmektedir. Sicak homojenizasyon
yonteminde lipit, normal erime derecesinin az {izerindeki sicaklikta eritilerek etkin
maddenin i¢inde ¢ozlindiiriilmesi saglanir. YEM iceren sulu faz da ayni sicakliga
getirilerek bir karistirict yardimiyla y/s tipinde bir 6n-emiilsiyon olusturulur. Elde edilen
bu 6n-emiilsiyon, lipidin erime derecesinden daha yiiksek bir sicaklikta yiliksek basingl
homojenizatérden gegirilip 25°C’ye (oda sicakligina) kadar sogutulur ve sonugta
katilasan damlaciklar kati lipit nanopartikiilleri olusturur. Soguk homojenizasyon
yonteminde ise etkin madde, eritilen lipitte c¢oziindiiriilerek sogutulur. Karisim toz
edilerek elde edilen toz lipitler, su ve YEM karisiminda disperse edilir. Elde edilen
dispersiyon, en yliksek oda sicakliginda olmak iizere yiiksek basingli homojenizator ile

homojenize edilir (Demirel ve Yazan, 2000).

Etkin madde YEM + su On- YBH KLN
+ erimis lipit l emiilsiyon l

Dispersiyon Sogutma
Sekil 2.5. Sicak homojenizasyon YBH yéntemi (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020)
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Etkin On-

madde + Toz lipit YEM + su slispansiyo YBH KLN
erimis lipit n
Sogutma ve 6giitme  Dispersiyon Karigtirma

Sekil 2.6. Soguk homojenizasyon YBH yontemi (Nasirizadeh ve Malaekeh-Nikouei, 2020)

2.4.2.2. Coziicii emiilsifikasyonu/ug¢urma yontemi

Bu yontemde lipit, suyla karismayan organik c¢oziiciide ¢oziindiiriiliir, YEM ve su
karisimi ile emiilsiyon hale getirilerek organik ¢oziicli basingli ortamda ugurulur. Bu
ucurulma sirasinda lipit, suda ¢dziinmediginden dolayr sulu ortamda nanopartikiiller
halinde ¢dker. Bu yontemin ana {iistlinliigli herhangi bir sekilde bir 1sitma isleminden
yararlanilmamasidir. Diger yandan bu yoOntem, lipitlerin organik ¢oziiciideki diisiik
¢Oziiniirligli nedeniyle oldukca seyreltik silispansiyon eldesi veya organik ¢oziicli
kaynakl1 toksisite risklerini de beraberinde getirmektedir (Trotta, Debernardi ve Caputo,
2003).

2.4.2.3. Coziicii enjeksiyonu yontemi

Lipidin suyla karigmayan iki organik ¢oziicli karistminda ¢oziindiiriilmesi ve siirekli
karistirildigi sirada sulu fazin diizenli olarak bir igne yardimiyla enjekte edilmesi esasina
dayanir. Bu yontemde sulu fazda YEM kullanilmamaktadir. Enjeksiyon sonrasinda
olusan dispersiyon siiziilerek fazla lipit uzaklastirilir (Schubert ve Miiller-Goymann,
2003).

2.4.2.4. Mikroemiilsiyon yontemi

Ik islem olarak erimis lipit, etkin madde ve YEM kullanilarak bir mikroemiilsiyon

olusturulur. Sonrasinda bu mikroemiilsiyon, soguk suda disperse edilerek KLN
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dispersiyonu elde edilir ve bu dispersiyon liyofilize edilerek veya ultrafiltrasyon
yonteminden gegirilerek KLN formiilasyonu elde edilmis olur. Bu yoOntemin ana
sakincasi, kullanilan YEM miktarinin ¢ok yiiksek olmasidir. Kullanilan suyun sicaklig

ve mikroemiilsiyonun verilis hizi KLN formiilasyonunu dogrudan etkileyen faktorlerdir
(Giri, 2019).

2.4.2.5. Cift emiilsiyon yontemi

Bu yontem, etkin maddenin i¢ fazda kalmasini saglamak ve organik ¢oziicli ugurulurken
etkin maddenin dis faza gegmesini engellemek esasina dayanmaktadir. Etkin madde, su
ve YEM karigimi, erimis lipit ve organik ¢oziicli karisimi igerisinde yliksek hizl
karistirma islemiyle karistirilarak s/y tipinde bir primer emiilsiyon olusturulur.
Olusturulan bu primer emiilsiyon, igerisinde stabilize edici bir ajan barindiran sulu
ortamda diisiik derecelerde hizla karigtirilarak s/y/s tipinde bir ¢ift emiilsiyon elde edilir
(Uner, 2006). Karistirma sirasinda belli bir siire sonra sicaklik da arttirilarak organik
¢Oziiclinlin ugmast saglanir. Coziicli ucurulduktan sonra kalan kistm dondurularak

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

2.4.2.6. Ultrasonikasyon

Ultrasonikasyon, genel anlamda nanoemiilsiyon olusturma islemini akustik enerjiyle
desteklemek i¢in kullanilmaktadir. Eritilen lipit ve sulu fazin belirli bir amplifikasyon
degerindeki ses enerjisine belirli slire maruz tutulmasi esasina dayanir. Uygulama siiresi
saniyelerle veya birka¢ dakika ile kisitlidir, bunun sebebi olusan nanoemiilsiyonun maruz
kaldig1 enerji sebebiyle bir 1s1 artis1 gozlenmesi olarak agiklanabilir. Bu artisin oniine
gecilmesi i¢in ultrasonikasyon islemi diislik sicakliktaki ortamlarda gerceklestirilebilir.
Bu sekilde olusturulan nanoemiilsiyonlardaki partikiil boyutu 100 nanometrenin

altindadir ve bu da sistemin kinetik ac¢idan kararli olmasini saglamaktadir (Ahmad vd.,
2018).
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2.4.2. Kat1 lipit nanopartikiillerin karakterizasyonu
2.4.2.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel

Partikiil boyutu birgok parametreye bagh olarak degismektedir. Bu parametreler baslica
formiilasyon bilesimi, hazirlama yontemleri ve hazirlama kosullar1 olarak
gruplandirilabilmektedir. Formiilasyon bilesimindeki YEM veya YEM karigsiminin orani
lipide oranla arttik¢a olusan partikiil boyutu kii¢iilmektedir. Ayn1 sekilde KLN hazirlama
esnasinda yiiksek sicakliklarda calisildiginda partikiil boyutunun kiiciildiigii gozlenmistir
(Uner, 2006). Partikiil boyutu 6l¢iimleri foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ile
belirlenebilmektedir. PCS ile ayn1 zamanda 0-1 arasinda deger alan polidispersite indisi
(PDI) de belirlenebilmektedir. Bu indis degeri 0’a yaklastikca daha homojen bir dagilimi
ve 1’e yaklastik¢a genis aralikli dagilimi gostermektedir (Demirel ve Yazan, 2000). Zeta
potansiyel ise siispansiyonun kararlilig1 hakkinda bilgi vermekte ve +25 mV’tan yiiksek
veya -25 mV’tan diisiik bir degerde olmas1 beklenmektedir. Zeta potansiyel dl¢iimleri ise

dinamik 1s1n sac¢ilim yontemi (DLS) ile yapilmaktadir (Giri, 2019).

2.4.2.2. Kristalizasyon

Kristalizasyon sicakligi ve derecesi, formiilasyonlarin kararliligi ile etkin madde
yiiklenmesi ve salim profilini dogrudan etkilemektedir. Termodinamik davranislarin
incelenmesi admna diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ve ozellikle kullanilan
materyallerin polimorfik durumlarinin analizi i¢in X-151n1 kirinim defraktometresi (XRD)

cihazlar sik¢a kullanilmaktadir (Ozdemir, Celik ve Uner, 2019).

2.4.2.3. Etkin madde yiiklenmesi ve enkapsiilasyon

Etkin maddenin yiliklenme orani erimis lipitteki etkin maddenin ¢6ziiniirliigiine, erimis
etkin madde ile erimis lipidin karigabilirligine, kati lipit matrisin fizikokimyasal yapisina

ve lipidin polimorfik durumuna baghdir. Etkin madde; kat1 lipit matriste dagilmis olarak,
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lipit kabukla g¢evrili halde matrisin ¢ekirdeginde veya lipit ¢ekirdegin cevresindeki
kabukta dagilmis olarak 3 farkli durumda bulunabilir (Uner, 2006).

00

Sekil 2.7. KLN formiilasyonlarinda etkin maddenin bulundugu konumlar: matriste dagilmis (a), lipit
kabukla ¢evrili matris ¢ekirdeginde (b) ve lipit ¢ekirdegin ¢evresindeki kabukta dagilmis (c) (Uner, 2006)

Enkapsiilasyon yiizdesi (EE) ve etkin madde yiikklenme yiizdesi (LE) igin farkli
yontemler bulunmakla birlikte sik¢a kullanilan ydntem santifiijleme ve siipernatan

tizerinden miktar analizi ger¢eklestirmektir.

Wy-W
%EE= W x 100
T
_ Wr-W
WLE = I X 100 2.4)

Burada W+ toplam etkin madde miktarini, W siipernatantta bostaki etkin madde

miktarini, Wy ise kullanilan toplam lipit miktarini temsil etmektedir (Yassin vd., 2010).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde
Indometazin

Asetonitril
Compritol® 888 ATO
Diklorometan
Dynasan® 114
Dynasan® 116
Eudragit® RLPO
Eudragit® RSPO
Gelucire® 44/15
Hidroklorik asit
Kloroform-D6

Metanol

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide

9%98)

o-Fosforik asit

Potasyum fosfat (monobazik)

Precirol® ATO 5
Sodyum hidroksit
Span® 80

Tween® 80

Mikropipet uglar
Santrifiyj tiipleri

2 mL’lik Eppendorf tiip
Hiicre kiiltiirii flasklari

Steril enjektor

Firma
Deva, Tiirkiye

Carlo Erba, Almanya
Gattefossé, Fransa
Sigma Aldrich, Almanya
Condea, Almanya
Condea, Almanya

Rohm, Almanya

R6hm, Almanya
Gattefossé, Fransa
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Carlo Erba, Almanya

Alfa Aesar, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Gattefossé, Fransa
Tekkim, Tirkiye

Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Eppendorf, Almanya
Isolab, Almanya
Eppendorf, Almanya
Greiner bio-one, Amerika

Hayat, Ttirkiye
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3.2. Kullamilan Cihazlar

Madde

Buzdolab1

Ceker ocak

Diferansiyel taramali kalorimetri
Distile su cihazi

Etuv

Elektroegirme cihazi
Fouriyer dontisiimlii kizil6tesi
spektrofotometresi (FT-IR)

Hassas terazi

Kolon

Liyofilizator

Mikropipet

Manyetik karistirict

Multimod mikroplaka okuyucu
Niikleer manyetik rezonans (NMR)
Otoklav

Otomatik hiicre sayimi cihazi

Cok fonksiyonlu plaka okuyucu
Parcacik biiyiikliigii analiz cihaz1
pH metre

Santrifiij

Sinif 2 laminar akis kabini

Termometre

Taramal elektron mikroskobu

Firma

Argelik No Frost, Tiirkiye
Hedlab, Tiirkiye

Shimadzu DSC-60, Japonya
Agilent, Almanya

Niive FN500, Tiirkiye

Inovenso, Amerika
Shimadzu IR Prestige-21, Japonya

Mettler Toledo, Cin

Thermo Fisher Scientific, Amerika
Operon, Giiney Kore

Eppendorf, Almanya

IKA, Almanya

ELISA Reader, BioTek, Amerika
Ultra-Shield™ CPMAS NMR, Almanya
Eryigit A.S., Tiirkiye

Logos Biosystems, Giliney Kore

BioTek HTX Synergy, Amerika
Malvern-Zetasizer NanoSeries, Ingiltere
Mettler Toledo, Cin

Hettich-Rotina 420R, Almanya
Labogene ApS, Danimarka

Ebro, Almanya

Hitachi TM 3030 Plus Masaiistii Tip,

Japonya
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Ultrasonik banyo

Ultratoraks
Vorteks
Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

Zeta potansiyel analizi cihazi

Wisd Laboratory Instruments, Giliney
Kore

Heidolph, Almanya

Scilogex, Almanya

Shimadzu, Japonya

Malvern-Zetasizer NanoSeries, Ingiltere
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4. YONTEMLER
4.1. IND Calismalari
4.1.1. IND morfolojisi

IND’nin pargacik seklinin ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi adina SEM cihazindan

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

4.1.2. Termal ozellikler

IND’nin (~4 mg) termal analizleri diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) cihazi
(DSC-60, Shimadzu Scientic Instruments, Columbia, MI, ABD) kullanilarak, basing
altinda sikica kapatilan aliiminyum numune kabinda, 10°C/dk sicaklik yiikselisi ve 50 mL
azot gazi akis hizinda 30-300°C araliginda aliiminyum referansa karsi yapilmistir.
Cihazdan elde edilen bu termogram IND’nin formiilasyon asamalarindan etkilenip

etkilenmediginin belirlenmesi adina ilerideki termal analizlerde referans alinmistir.

4.1.3. Fouriyer doniisiimlii kizilotesi spektrofotometri (FT-IR) analizi

IND’nin formiilasyon asamalarindan etkilenip etkilenmediginin belirlenebilmesi adina
FT-IR (IR Prestige — 21 Shimadzu, Tokyo, Japonya) analizi, 4000-400 cm™ dalga

boyunda gergeklestirilerek bulunan sonug, ilerideki analizlerde referans alinmustir.

4.1.4. Proton niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) analizi

IND’nin yapis1, *H-NMR analiz cihazi kullanilarak (Ultra-Shield™ CPMAS NMR,
Brucker, Rheinstetten, Almanya) solvan olarak doétorokloroform kullanilarak 25°C

sicaklikta gergeklestirilmistir.
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4.1.5. IND’nin HPLC calismalari

Miktar tayini igin HPLC (Shimadzu, Japonya) cihazi kullanilmis olup kosullar Tablo

4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1. HPLC analiz kosullar:

ANALIZ KOSUL
Aygit Shimadzu 20-A
HPLC kolonu ThermoFisher Scientific HyPurity Advance C8,
150 x 4.6 mm, 5 pm
MF (mobil faz) o-fosforik asit(%2,5)/Metanol/Asetonitril
(40:20:40 h/h)
Detektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi
Firm (°C) 25
Dalga Boyu (nm) 240
AKag 1 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 ulL

Metot validasyonu, metodun uygunlugunu, dogruluk ve giivenilirlik parametrelerini
elde edilen verilerle ispatlayarak gdstermeyi amaglamaktadir. Yapilan ¢calismada miktar
tayini analitik metot validasyonu kapsaminda dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
duyarlilik parametreleri incelenmis olup bu parametrelerin eldesi i¢in Uluslararasi
Harmonizasyon Konsiilii’niin Q2(R1) — Analitik Islem Validasyonu kilavuzu kaynak
almmustir (ICH, 2005b).

4.1.5.1. Dogrusallik

Dogrusallik, onceden belirlenmis bir konsantrasyon araliginda numunedeki etkin
madde konsantrasyonu ile dogru orantili test sonuglari elde edilmesi ile agiklanmaktadir.
Dogrusallik ¢alismalar1 yiiriitiilirken en az 5 farkli konsantrasyonda calisilmasi

gerekmektedir (ICH, 2005b).

Yapilan c¢alismada HPLC yonteminde kullanilacak IND’ye dogrunun belirlenmesi
amaciyla 500 ug/mL derisimde bir stok ¢Ozeltisi hazirlanarak 25-200 pg/mL arasi
derisimlerde 8 farkli numune elde edilmistir. Her test {icer kez tekrar edilerek her bir

noktaya denk gelen egri altindaki alan degerleri bulunmustur.
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4.1.5.2. Dogruluk

Dogruluk, analiz edilen numunedeki etkin madde miktarinin beklenen degerlere
yakinligi olarak ifade edilmektedir. Dogruluk, belirlenen aralik ig¢erisinde olusturulmali,
bu aralik icgerisindeki ii¢ farkli konsantrasyonda en az {iger numune iizerinde

gerceklestirilmelidir (ICH, 2005b).

Yapilan calismada dogrulugun belirlenmesi amaciyla 50-100-150 pg.mL™? olmak
tizere 3 farkli konsantrasyonda IND i¢eren numune hazirlanmis, her bir numune i¢in tiger

defa 6l¢lim gergeklestirilmistir.

4.1.5.3. Kesinlik

Kesinlik, belirlenen kosullarda ayni 6rnegin ¢oklu 6rneklendirilmesinden elde edilen
Olgtimler arasindaki uyumun yakimligin1 géstermektedir. Kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara
hassasiyet ve tekrar elde edilebilirlik olmak tizere {i¢ diizeyde belirlenmektedir (ICH,

2005h).

Yapilan ¢alismada 50-100-150 pg.mL™* olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda IND
iceren numune hazirlanmis, bu numuneler giin i¢i kesinligin belirlenmesi amaciyla ayni
giin i¢inde lcer kez analiz edilmis; gilinler arasi1 kesinligin belirlenmesi amaci ile bu

prosediir li¢ farkli glinde tekrarlanmistir.

4.1.5.4. Duyarhilik

Analitik yontemin duyarliligi, numunede bulunabilmesine ragmen kesin miktari
bulunamayan saptama sinir1 (LOD) ve numunedeki etkin madde miktarinin kesin olarak
bulunabilmesi olan miktar tayini st (LOQ) parametrelerinin belirlenmesiyle
aciklanmaktadir. LOD ve LOQ degerleri ICH kilavuzunda bulunan ve asagida verilen
denklemlere gore hesaplanabilmektedir (ICH, 2005b).
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_(33xSS)

LOD (4.1)

Denklem (4.1)’de SS ifadesi, ordinat eksenindeki kesim degerlerinin standart sapmasini;

m degeri ise korelasyon denkleminin egimini gdstermektedir.

(10x SS)

LOQ = 4.2)

Denklem (4.1)’deki SS ifadesi, ordinat ekseni kesim degerlerinin standart sapmasini; m

degeri ise korelasyon denkleminin egimini gostermektedir.

4.1.5.5. Segicilik

Segicilik, kullanilan etkin maddenin bir karisim igerisinde spesifik olarak tespit
edilebilmesi olarak ifade edilmektedir. Ortamdaki diger maddelerden dolay1 analiz
sonuglart etkilenmemelidir (ICH, 2005b).

4.2. PNP Formiilasyon Calismalari

Optimum PNP formiilasyonunun belirlenebilmesi igin farkli oranlarda Eudragit®
RLPO ve Eudragit® RSPO polimerleri kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir. Tiim
formiilasyonlarda sulu faz olarak bidistile su ve %1 Tween® 80 kullanilmus, organik fazin

¢oziiclisii olarak ise diklorometan (DCM) tercih edilmistir.

28



Tablo 4.2. PNP formiilasyonlar: bilesenleri
Formiilasyon kodu IND Eudragit® RLPO | Eudragit® RSPO Sulu faz
20 mL
bidistile su :
%31 Tween®
80
20 mL
bidistile su :
%31 Tween®
80
20 mL
bidistile su :
%1 Tween®
80

P-1 5mg 50 mg -

P-2 5mg 25mg 25 mg

P-3 5mg - 50 mg

Hem etkin madde igeren formiilasyonlarin hem de plasebo formiilasyonlarin
hazirlanmasinda emiilsifikasyon — ¢0zilicii ugurma yontemi kullanilmigtir. Plasebo
formiilasyonlarda polimerler 5 mL DCM iginde ¢oziindiiriilmiis ve sulu faza enjektor
pompasi kullanilarak belirli bir akig hizinda ve 10000 rpm hizda siirekli karistirilarak
damla damla eklenmistir. Olusan emiilsiyonlar, ¢eker ocak altinda manyetik karistiric
kullanilarak 350 rpm hizda karistirilmis ve organik fazin u¢gmasi saglanmistir. Sonrasinda
ise formiilasyonlar 11000 rpm hizda santrifiijlenerek siiziintii ayrilmis, kalan c¢okelti
halindeki nanopartikiillere 15 mL bidistile su eklenerek ¢okeltinin dagilmasi saglanmis
ve bu islem 3 kez tekrar edilerek PNP’lerin yikanmasi saglanmistir. Yikama iglemi
sonrasindaki PNP’ler tekrar 10 mL distile suda dagitilarak -20°C’de dondurulmus ve -
65°C sicakliktaki liyofilizatorde kurutularak kati formdaki PNP’ler elde edilmistir. Etkin
madde iceren formiilasyonlarda ise IND, organik faza eklenmis ve ayni islemler

tekrarlanmistir.

4.3. PNP Karakterizasyonu
4.3.1. Parcacik biiyiikliik ve dagilimi

Hazirlanan PNP formiilasyonlarmin pargacik biiytikliigii ve dagilimi lazer kirinim

cihazi kullanilarak tespit edilmistir.
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4.3.2. Zeta potansiyel

Formiile edilen PNP’lerin zeta potansiyel degerleri, 25°C sicaklikta zeta hiicreleri
kullanilarak ve formiilasyonun distile suyla seyreltilmesiyle Malvern Zetasizer cihazinda

Olciilmiistiir.

4.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE)

Hazirlanan formiilasyonun %EE degerinin hesaplanabilmesi i¢in oncesinde bahsi
gecen yliksek basingli sivi kromatografisi kosullar1 kullanilmistir. Bunun i¢in tam olarak
tartilmis 5 mg PNP formiilasyonu iizerine 1 mL mobil faz eklenmis ve 2 dakika siiresince
ultrasonik banyoda tutularak formiilasyonun ¢oziinmesi saglanmistir. Sonrasinda HPLC

cihazi kullanilarak IND miktar1 elde edilmistir.

%EE = Pratik bulunan IND miktart % 100 (4.4)

Teoride olmast gereken IND miktari

4.3.4. Termal analiz

PNP formiilasyonlarinin termal analizi, yaklasik 4 mg formiilasyon igeren ve basingla
kilitlenmis aliiminyum numune kaplar1 kullanilarak DSC cihazinda azot akis hizi 50
mL/dk, sicaklik artisinin 10°C/dk, sicaklik araligmmin 30-300°C, referans kabi bos
alliminyum kab1 olacak sekilde gergeklestirilmistir.

4.3.5. FT-IR analizi

Formiile edilen PNP’nin tiim bilesenlerinin analizi 4000-400 cm™ dalga boyunda

gergeklestirilmistir.
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4.3.6. 'H NMR analizi

Formiile edilen PNP’nin tiim bilesenlerinin ‘H NMR analizi, ¢oziicii olarak

détorokloroform kullanilarak 25°C’de gerceklestirilmistir.

4.3.7. In vitro sahm

PNP formiilasyonundan IND salimi, mide (pH 1,2) ve ince bagirsak (pH 6,8)
ortamlarini simiile eden ortamlarda gerceklestirilmis salim ¢aligsmasiyla belirlenmistir. Bu
calisma icin diyaliz membran yéntemi kullanilmistir (Oztiirk, Banderas, vd., 2019).
Diyaliz membranlar, 24 saat Oncesinden salim ortamina alinarak bekletilmis ve
sonrasinda iglerine yaklasik 3 mg IND icerecek sekilde formiilasyon ve 1 mL salim ortami
konularak iki ucu da sizdirmayacak sekilde kapatilmistir. 50 mL 0,1 N hidroklorik asit
(HCI) (pH 1,2) igeren salim ortaminda 37 £ 0,5 °C sicaklikta 100 rpm hizla ¢alisma
baslatilmis ve Oonceden kararlastirilan 6rnekleme zamanlarinda (30. dakika, 1. saat, 2.
saat) 1’er mL numuneler alinarak ortamlara ayni miktarda ayni sicakliga getirilmis 0,1 N
HCI eklenmistir. 2 saatin sonunda membranlar, 37 + 0,5 °C’ye getirilmis ve 100 rpm hizla
karisan 50 mL PBS (pH 6,8) ortamina gecirilmis ve onceden kararlastirilan ornekleme
zamanlarinda (4. saat, 8. saat, 12. saat, 18. saat, 24. saat, 36. saat, 48. saat) 1’er mL

numuneler alinarak ortamlara ayn1 miktarda ve sicaklikta taze PBS ilave edilmistir.

Alinan numunelerdeki IND miktari, onceden belirtilen analiz kosullarinda HPLC
cihazi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen zaman araliklarinda salinan IND miktari ile
hesaplanmis % kiimiilatif degerler, zamana kars1 grafige gecirilmistir. Calisma 6 kez

tekrarlanmistir.

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Tez kapsaminda tek basina IND ve hazirlanan formiilasyonlarin hiicre canliligi tizerine

etkilerine MTT deneyi ile bakilmistir. Bu amagla oncelikle IND 1 uM — 100 uM
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konsantrasyon araliginda ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu konsantrasyonlarin formiilasyona
karsilik gelen miktarlar1 da hesaplanmistir. Analizde tek basina IND ile birlikte, bos
formiilasyon ve yiiklii formiilasyonlar HUVEC hiicrelerine uygulanarak 24- 48 saatlik
canlilik degerleri belirlenmistir. Analizler ¢alisilan gruplarin ilgili hiicrelerin canlilig1
tizerindeki etkisi zamana ve konsantrasyona bagl olarak degerlendirilmis ve sonuglar
istatistiksel analizlerle birlikte grafikler iizerinde gdsterilmistir. Analizler 3 tekrarli olacak
sekilde yapilmis ve sonuglar Graphpad Prism 9.0 programi aracilifiyla
degerlendirilmistir. Her bir grubun hiicreler iizerinde gosterdigi IC50 degerleri de

hesaplanmustir.

MTT yontemi Tim Mosmann tarafindan ilk kez kullanilmistir. Hiicre tiretme metodu
amacinin yani sira kemoterapotik ilaglarin etkisini kanser hiicreleri tizerinde gostermek
amaciyla kullanilmigtir. Sitotoksisitenin ve hiicre tremesinin kantitatif oSl¢iimiinii
gerceklestiren bu metot, mitokondri aktivitesi varliginda MTT [Thiazolyl Blue; 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolum bromiir] ¢ozeltisindeki tetrazol halkasinin,
spesifik enzimlerle tepkimeye girip suda c¢oziinmeyen formazan kristallerini
olusturmasina dayanir. Bu boya sonucunda olusan renk, mitokondriyal aktiviteyle uygun
solvan ilavesi sonrasinda mora doniismekte, formazan kristallerinin yogunluguna bagl
olarak ortaya ¢ikan renk skalasina bagli olarak olglim gerceklestirilmektedir. Canli

hiicreler bulunmadiginda formazan kristalleri gézlenmemektedir.

Mikroplakalara uygun besiyeriyle her kuyucuk igine 1x104 hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi gerceklestirilmistir. Ekim sonrasinda hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edilerek
plaka tabanina yapigmalari saglanmis, 24 saat sonrasinda 100 pL besiyeri uzaklastirilarak
farkli konsantrasyonda maddeler 100 pL besiyeri iginde hazirlanarak eklenmistir. Tekrar
24 saat inkiibe edilmesinin ardindan her bir kuyucuk i¢ine 20 pL stok olacak sekilde MTT
¢ozeltisinden (5 mg/mL konsantrasyonunda PBS igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve
filtrelenmis MTT c¢ozeltisi) eklenerek 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda

formazan kristallerinin ¢oziinebilmesi adina 100 pL DMSO eklenmis, belirli bir siire
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1s1ks1z ortamda ¢alkalandiktan sonra mikroplaka okuyucusu ile 540 nm dalga boyunda

gozlenen renk degisimlerinin optik yogunluklari (absorbanslar1) okunmustur.

24 ve 48 saatlik analizler sonucunda, enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu (ICso) degerleri belirlenmistir. Deneylerde kontrol amagli ¢6ziicii kontrol

grubu lizerinden hesaplamalar yapilmigtir.

4.6. KLN Formiilasyon Calismalari

Optimum KLN formiilasyonunun belirlenebilmesi i¢in farkli oranlarda yiizey etkin
madde igeren 3 formiilasyonun parcacik biiyiikliikleri, polidispersite indisleri ve zeta

potansiyel degerleri karsilastirilmistir.

Tablo 4.3. KLN formiilasyonlar: bilesenleri

Formiilasyon icerigi TS-1 TS-2 TS-3
IND 0,1g 0,1g 0,1g

DYN 19 1lg 19
Tween® 80 0,26 ¢ 0,18¢g 0,12¢g
Span® 80 0,14¢g 012¢g 08¢
Bidistile su 185¢ 18,6 g 18,7 ¢

Hem etkin madde igeren formiilasyonlarin hem de plasebo formiilasyonlarin
hazirlanmasinda emiilsifikasyon yontemi kullanilmistir. Plasebo formiilasyonlarda DYN
ve Span® 80 karistirilmis, Tween® 80 ve bidistile su iceren diger fazla birlikte su
banyosunda 70°C’ye 1sitilarak karistirilmig ve karigim soguyana kadar 13000 rpm sabit
hizda karistirilmistir. Etkin maddeli formiilasyonlar i¢in ise IND yag fazina eklenerek
ayni islemler tekrarlanmistir. Sonrasinda formiilasyonlar -20°°de dondurulmus ve

liyofilize edilerek KLN’ler elde edilmistir.
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4.7. KLN Karakterizasyonu
4.7.1. Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi

Hazirlanan KLN formiilasyonlarinin pargacik biiyiikliigi ve dagilimi lazer kirinim

cihazi kullanilarak tespit edilmistir.

4.7.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan KLN formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri, 25°C sicaklikta zeta
hiicreleri kullanilarak ve formiilasyonun distile suyla seyreltilmesiyle Malvern Zetasizer

cihazinda Olgilmustiir.

4.7.3. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE)

Hazirlanan formiilasyonun %EE degerinin hesaplanabilmesi i¢in oncesinde bahsi
gecen yiiksek basinglt sivi kromatografisi kosullari kullanilmistir. Bunun i¢in tam olarak
tartilmis 10 mg KLN formiilasyonu tartilarak 1 mL metanol eklenmis ve 2 dakika
stiresince ultrasonik banyoda tutularak enkapsiile edilememis IND’nin metanolde
¢Oziinmesi saglanmistir. Sonrasinda santrifiij edilerek siiziintii alinmis ve miktar tayini

yapilarak enkapsiile edilememis IND miktar1 hesaplanmistir.

Pratik bulunan IND miktari

%EE =100 — ( x 100) (4.5)

Teoride olmast gereken IND miktart

4.7.4. Termal analiz

KLN formiilasyonlarinin termal analizi, yaklasik 4 mg formiilasyon igeren ve basingla
kilitlenmis aliminyum numune kaplart kullanilarak DSC cihazinda azot akis hiz1 50
mL/dk, sicaklik artistnin 10°C/dk, sicaklik araliginin 30-300°C, referans kabi bos

aliiminyum kab1 olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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4.75. FT-IR analizi

KLN formiilasyonun tiim bilesenlerinin FT-IR analizi 4000-400 cm™ dalga boyunda
gerceklestirilmistir.

4.7.6. 'H NMR analizi

Hazirlanan formiilasyonun tiim bilesenlerinin *H NMR analizi, ¢dziicii olarak

dotorokloroform kullanilarak 25°C’de gerceklestirilmistir.

4.7.7. In vitro sahm

KLN’lerden IND salimi, mide (pH 1,2) ve ince bagirsak (pH 6,8) ortamlarini simiile
eden ortamlarda gergeklestirilmis salim caligmasiyla belirlenmistir. Bu calisma igin
diyaliz membran yéntemi kullanilmistir (Oztiirk, Banderas, vd., 2019). Diyaliz
membranlar, 24 saat oncesinden salim ortamina alinarak bekletilmis ve sonrasinda
iclerine yaklasik 3 mg IND igerecek sekilde formiilasyon ve 1 mL salim ortami konularak
iki ucu da sizdirmayacak sekilde kapatilmistir. 50 mL 0,1 N hidroklorik asit (HCl) (pH
1,2) igeren salim ortaminda 37 £ 0,5 °C sicaklikta 100 rpm hizla ¢alisma baslatilmis ve
onceden kararlastirilan 6rnekleme zamanlarinda (30. dakika, 1. saat, 2. saat) 1’er mL
numuneler alinarak ortamlara ayni miktarda aymi sicakliga getirilmis 0,1 N HCI
eklenmistir. 2 saatin sonunda membranlar, 37 £ 0,5 °C’ye getirilmis ve 100 rpm hizla
karigsan 50 mL PBS (pH 6,8) ortamina gecirilmis ve dnceden kararlastirilan 6rnekleme
zamanlarinda (4. saat, 8. saat, 12. saat, 18. saat, 24. saat, 36. saat, 48. saat) 1’er mL

numuneler alinarak ortamlara ayni miktarda ve sicaklikta taze PBS ilave edilmistir.

Alman numunelerdeki IND miktari, 6nceden belirtilen analiz kosullarinda HPLC
cihazi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen zaman araliklarinda salinan IND miktari ile
hesaplanmis % kiimiilatif degerler, zamana kars1 grafige gegirilmistir. Calisma 6 kez

tekrarlanmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. IND ile Yapilan Cahsmalar
5.1.1. Morfolojik ozellikleri

IND’ye ait ylizey 6zellikleri ve parcacik sekline dair SEM goriintiisii Sekil 5.1°de

verilmistir.

2024/04/05 09:54 HMMD5.9 x1.5k 50 pm
Sekil 5.1. IND ’ye ait SEM goriintiisii

AUBIBAM

5.1.2. Termal analiz
DSC analizleri incelendiginde IND erime derecesi pikinin 162°C’de oldugu
goriilmiis ve bu verinin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir (Lin, 1991). IND’nin

DSC termogrami Sekil 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.2. IND ’ye ait termogram

5.1.3. FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi oldukca hizli, dogru ve hassas olmasiyla sik¢a kullanilmakta
olan ve molekiiler yapiy1 gosteren bir karakterizasyon analizidir (Nandiyanto, Oktiani ve
Ragadhita, 2019). Bu tez ¢alismasinda etkin maddenin kimyasal olarak higbir basamakta
olast etkilesimlere sahip olmadigimin belirlenmesi amaciyla FT-IR analizi yapilmistir.

IND’ye ait FT-IR spektrumu Sekil 5.3’te verilmistir.
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Sekil 5.3. IND ’ye ait FT-IR spektrumu

IND’nin FT-IR spektrumlari incelendiginde IND’ye ait 3200 cm™ — 3000 cm™
bandinda aromatik C-H gerilimi, 3000 cm? — 2800 cm™ araliginda C-H gerilme
titresimleri, 1800 cm™ — 1600 cm™ araliginda C=0 gerilme titresimleri, 1200 cm™ — 1000
cm? araliginda ise simetrik aromatik O-H gerilme titresimleri goriilmiis; biitiin bu
piklerin literatiir ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (Dupeyrén vd., 2013; Elkhodairy,
Elsaghir, ve Al-Subayiel, 2014).

5.1.4. 'H-NMR Analizi
IND’ye ait tH-NMR spektrumu Sekil 5.4’te verilmistir.
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Sekil 5.4. IND 'ye ait *H-NMR spektrumu

Yapilan *H-NMR analiz sonuglari incelendiginde ise IND’ye ait karakteristik pikler
(~7ppm Ar-H, ~4,2ppm -OH, ~3,1ppm -CH) gbzlemlenmis olup bu veriler literatiir
bilgileriyle onaylanmistir (Jambhekar, Casella, ve Maher, 2004).

5.1.5. IND’nin yiiksek basin¢h sivi kromatografisi ile miktar tayini ve validasyon

calismalan
5.1.5.1. Dogrusallik

Kullanilacak olan egrinin belirlenebilmesi amaciyla ortam olarak mobil faz

kullanilarak 25-200 pg/mL konsantrasyon araliginda 6 farkli seri hazirlanmis ve HPLC
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kullanilarak analiz edilmistir. IND konsantrasyonlarina karsilik gelen alan ve tutulma
zamani (R¢) degerleri belirlenmis ve bu iki deger oranlanarak Tablo 5.1-5.6’da

verilmistir.

Tablo 5.1. Seri 1 HPLC sonuclar

Seri l Konsantrasyon Alan Rt Alan/R¢
(ng/mL)
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 sonuclar
Seri 2 Konsantrasyon Alan Rt Alan/R¢
(ng/mL)
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 sonuclar
Seri 3 Konsantrasyon Alan Rt Alan/R¢
(ng/mL)
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 sonuglari

Seri 4 Konsantrasyon Alan Rt Alan/R¢
(ng/mL)
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 sonuglar
Seri 5 Konsantrasyon Alan Rt Alan/Rt
(ng/mL)
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 sonuclari
Seri 6 Konsantrasyon Alan Rt Alan/Rt
(ng/mL)
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 alt1 serinin ortak degerlendirilebilmesi i¢in tiim degerlerin ortalamasi

alimmis ve sonuglar Tablo 5.7’ de verilmistir.
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Tablo 5.7. 6 serinin ortalama Alan/R; degerleri

Konsantrasyon (ng/mL) Seri numarasi Alan/R: 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
3500000
y = 14.640,33693x + 11.068,71157
3000000 R?=0,99996
2500000
S 2000000
£
© 1500000
<
1000000
500000
0
0 50 100 150 200 250

Kons. (ug/mL)

Sekil 5.5. IND ’ye ait dogrusallik grafigi (n=6)

Sekil 5.5’te verilen dogru denklemi IND miktar tayini ¢aligmalarinda kullanilmistir.

5.1.5.2. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmasi i¢in ¢aligma araliginda (25-200 pg/mL) ii¢ farkli konsantrasyon
(50, 100, 150 pg/mL) segilmis ve bu konsantrasyonlarda IND igeren numuneler

hazirlanmigtir. Elde edilen degerler + %2 farka sahip olmali ve %98-102 araliginda
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olmalidir (ICH, 2005). Bulunan sonuglar, yontemin iyi geri kazanim gdsterdigini

ispatlamistir.

Tablo 5.8. 50 ug/mlL icin dogruluk ¢calismast (n=3)

Numune no. Alan/Rt Konsantrasyon % Geri kazanim
(ng/mL)
1 740835,0185 49,84627816 99,6926
2 742599,5062 49,9668005 99,9336
3 731994,0799 49,24240281 98,4848
% Geri kazanim ORT 99,3703
% Fark -0,6297
SS 0,3881
% BSS 0,3906
SH 0,2241

Tablo 5.9. 100 ug/mlL icin dogruluk ¢alismast (n=3)

Numune no. Alan/Rt Konsantrasyon % Geri kazamim
(ng/mL)
1 1465580,717 99,34962648 99,3496
2 1456286,668 98,7148017 98,7148
3 1457063,025 98,76783032 98,7678
% Geri kazanim ORT 98,9441
% Fark -1,0559
SS 0,3522
% BSS 0,3560
SH 0,2033
Tablo 5.10. 150 ug/mL icin dogruluk ¢calismasi (n=3)
Numune no. Alan/Rt Konsantrasyon % Geri kazamim
(ng/mL)
1 2178562,176 148,049425 98,6996
2 2185260,321 148,5069381 99,0046
3 2193508,533 149,0703276 99,3802
% Geri kazanim ORT 99,0282
% Fark -0,9718
SS 0,5114
% BSS 0,5164
SH 0,2952
5.1.5.3. Kesinlik

Kullanilan yontemin giin i¢i tekrarlanabilirligini ve giinler arasi tekrar edilebilirligini

gostermek amaciyla 50, 100 ve 150 pg/mL olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda n=3

olmak {izere numuneler hazirlanmis ve her bir numune 3 farkli giin analiz edilmistir. Elde

edilen verilerin SS ve BSS degerleri Tablo 5.11’de verilmistir.
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Tablo 5.11. 50, 100 ve 150 ug/mL konsantrasyonlarinda tekrar edilebilirlik ¢alismast 1. giin (n=3)

Numune konsantrasyonu

Bulunan konsantrasyon

(ng/mL) Alan/Re (ng/mL)
750278,5960 50,49131642
50 753123,0656 50,68560632
755435,7652 50,84357397
1468614,8931 99,55687418
100 1479119,9507 100,2744162
1476864,3401 100,120348
2207200,5413 150,0055525
150 2203919,3707 149,781434
2226065,9774 151,2941455

Tablo 5.12. 50, 100 ve 150 ug/mlL konsantrasyonlarinda tekrar edilebilirlik ¢alismasi 2. giin (n=3)

Numune konsantrasyonu

Alan/Rt

Bulunan konsantrasyon

(ng/mL) (ng/mL)
761452,2873 51,25452914
50 752978,1058 50,67570493
759169,7789 51,09862368
1480174,5016 100,3464468
100 1489894,3870 101,0103581
1479278,6522 100,2852563
2220314,3772 150,9012857
150 2217923,2472 150,7379609
2198337,0206 149,4001347

Tablo 5.13. 50, 100 ve 150 ug/mlL konsantrasyonlarinda tekrar edilebilirlik ¢alismasi 3. giin (n=3)

Numune konsantrasyonu

Bulunan konsantrasyon

(ng/mL) Alan/R: (ng/mL)
754622,0202 50,78799158
50 753496,6790 50,71112578
756779,9607 50,93538849
1484382,8951 100,6338987
100 1482664,0394 100,5164932
1488334,2358 100,9037928
2208135,7477 150,0694312
150 2207817,9355 150,0477233
2211572,5886 150,3041827
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Tablo 5.14. IND giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢alismasi sonuglar

50 pg/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin Giinler arasi
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 pg/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin Giinler arasi
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 ng/mL 1. Giin 2. Giin 3. Giin Giinler arasi
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

Sonuglarin % BSS degerlerinin %2’nin altinda oldugu goriilmekte ve bu sayede
yontemin kesinligi kanitlanmaktadir. Ayn1 sekilde giin ici ve giinler aras1 degerlerin %
BSS degeri %2’nin altinda bulunmus, bu sekilde kullanilan analitik yontemin kesinligi
de kanitlanmistir.

5.1.5.4. Duyarhlik

Denklem 4.1 kullanilarak LOD degeri 0,000033 pg/mL; Denklem 4.2 kullanilarak
LOQ degeri 0,000099 pg/mL olarak hesaplanmistir. Analitik yontem validasyonu i¢in
calisilan en disiik IND konsantrasyonu 25 pg/mL olup bulunan LOD ve LOQ
degerlerinin bu degerden diisiik olmas1 kullanilan yontemin duyarliliginin uygunlugunu

kanitlamaktadir.

5.1.5.5. Secicilik

Yontemin  segiciliginin  kanitlanmast  dogrultusunda IND ile formiilasyon
calismalarinda kullanilan tiim bilesenlerin HPLC cihazinda 240 nm dalga boyunda elde
edilen sinyallerinin birbirleriyle ¢akisma olasilig1 kontrol edilmistir. Bunun igin mobil
fazdaki IND ¢ozeltilerinin, salim ortamlarindaki IND c¢ozeltilerinin, IND igeren ve
icermeyen formiilasyonlarin analizlerine iligkin kromatogramlar Sekil 5.6-5.9’da

verilmistir.
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Sekil 5.6. IND 'nin mobil fazdaki ¢ozeltisi (a), IND igermeyen PNP ¢ozeltisi (b) ve IND igermeyen KLN
¢ozeltisinin (c) HPLC kromatogramlar
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Sekil 5.7. PNP (d) ve KLN (e) formiilasyonlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 5.8. 0,1 N HCI (pH 1,2) ortamunin (f) ve ortamdaki IND 'nin (g) HPLC kromatogramlari
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Sekil 5.9. PBS (pH 6,8) ortaminin (h) ve ortamdaki IND 'nin (i) HPLC kromatogramlar

Kullanilan analitik yontem, literatlir verilerine (Dandi¢ vd., 2022b) kiiclik
modifikasyonlar yapilarak yeni bir yontem olarak belirlenmistir ve maksimum
absorbansin elde edildigi 240 nm dalga boyu secilmistir. Gelistirilen yontemin ICH
tarafindan yaymlanan kilavuzlarma dayanarak yapilan validasyon calismalarinda 12

degerinin 0,999°dan biiyilik oldugu goriilmiis, dogruluk calismasinda % geri kazanim
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degerinin ve kesinlik calismasinda varyasyon katsayisinin +2 aralifinda oldugu
bulunmustur. Alinan tiim kromatogramlara bakildiginda IND’ye ait sinyalin diger tim
bilesen, ¢oziicii ve etkin madde icermeyen formiilasyonlarin verdigi sinyalden ayri
oldugu goriilmiis ve bu sayede yontemin segiciligi kanitlanmis, bu yontemin ileri
asamalardaki miktar tayini 6l¢iimlerinde giivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Tiim analizler hesaplanan LOQ degerinin iizerinde gergeklestirilmistir.

5.2. PNP Formiilasyon Calismalari

PNP formiilasyonlarinda polimer olarak Eudragit® RLPO ve Eudragit ® RSPO
polimerleri kullanilmistir. Her iki polimer de etkin madde salim siiresini uzatmasiyla
bilinmektedir. pH’dan bagimsiz olarak biyoparcalanmayan polimerler olmasi acisindan
tezde kullanimu tercih edilmistir (Cetin vd., 2013; Gandhi, Jana, ve Sen, 2014a; Verma
ve Banu, 1996). Optimum formiil olarak RLPO:RSPO (1:1) kullanilan formiil
belirlenmistir (Oztiirk vd., 2018). Bu formiilasyonun bilesenleri “4.3.1.3. PNP

hazirlanmasr” bolimiinde verilen Sekil 4.2°de P-2 formiilasyonu ad1 altinda belirtilmistir.

5.2.1. Morfolojik ozellikleri

PNP’ye ait yiizey 6zellikleri ve parcacik sekline dair SEM goriintiisii Sekil 5.10°da

verilmistir.
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Sekil 5.10. PNP ye ait SEM goriintiisti

5.2.2. Parcacik biiyiikliigii ve dagilim

Hazirlanan P-2 formiilasyonuna iliskin parcacik biyiikligi ve dagilimi degerleri

Tablo 5.15’te verilmistir.

Tablo 5.15. P-2 formiilasyonuna iliskin parcacik biiyiikliigii ve dagilum degerleri

Olciim numarasi Parcacik biiyiikliigii (nm) PDI
1 1911 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

Hazirlanan P-2 formiilasyonuna iliskin zeta potansiyel degerleri Tablo 5.16’da

verilmigtir.

Tablo 5.16. P-2 formiilasyonuna iligkin zeta potansiyel degerleri

Ol¢iim numarasi 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 degerinin belirlenmesi, kolloidal dispersiyon sistemlerinin kararlilig
hakkinda on bilgi vermektedir. Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerinin bilinmesi,
yiizey Ozelliklerinin karakterizasyonunun saglanmasi agisindan olduk¢ca Onem
tagimaktadir (Evrim Yenilmez, 2017). Zeta potansiyel degerinin +0-10 mV olmasi
oldukca kararsiz, £10-20 mV olmas1 kararli, £20-30 oldukga kararli ve >+30 olmasi ise
yiiksek oranda kararli bir formiilasyon elde edildiginin gostergesi olarak kabul

gormektedir (Basaran, 2017a).

Calismada IND igeren optimum PNP formiilasyonunun zeta potansiyel degeri -18,8
bulunmus, literatiir verilerine dayanarak formiilasyonun kararli oldugu sonucuna

ulasilmistir (Basaran, 2017b; Oztiirk, Cinar, ve Yenilmez, 2019).

5.2.4. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE)

%EE degeri, nanopartikiillerin karakterizasyon caligmalarinda biiylik 6nem
tasimaktadir. Yiiksek %EE degeri, etkili dozun daha diisiik miktarda olmasini
saglamaktadir (Oztiirk, Yenilmez, Senel, vd., 2020). IND igeren PNP formiilasyonunun
%EE degeri Denklem 4.4 kullanilarak hesaplanmis ve sonug olarak %31,0908 + 0,0409

bulunmustur.
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5.2.5. Termal analiz

DSC analizleri, olusabilecek yapisal degisimlerin belirlenmesinde biiyiik rol
oynamaktadir. Goriilen piklerin degisimi, ek pik goriiniimii veya pik kaybolmasi ile

olusturulan kompleks ve olasi degisimler belirlenebilmektedir (Basaran vd., 2022).

IND, Eudragit® RLPO ve Eudragit® RSPO fiziksel karisim1, PNP fiziksel karisimi ve
PNP formiilasyonuna ait DSC termogramlari Sekil 5.11°de verilmistir.
Termogramlardaki pikler incelendiginde fiziksel karisimda ve formiilasyonda IND’ye ait
pikin kayboldugu goriilmektedir. Etkin maddeye ait pikin kaybolmasi, homojen polimer

matriks olusumunu veya amorf yapiyr gostermektedir (Oztiirk, Yenilmez ve Yazan,

2019).

53



DsC
mw
-0.00|

\_

a

50 100 150 200 250 300
Temp [C]
DsC
mw
-0.00—

(g

50 100 150 200 250 300

Temp [C]
DsC
mw
-0.001-

N

50 100 150 200 250 300
Temp [C]

DsC
mw

d

50 100 150 200 250 300
Temp [C]

Sekil 5.11. IND (a), Eudragit® RLPO-RSPO (b), PNP fiziksel karisim (c) ve PNPye (d) ait termogramlar
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5.2.6. FT-IR analizi

FT-IR analizi, PNP formiilasyonlarinda saf etkin maddenin yapis1 ve formiilasyonda
yer alan diger polimer veya polimerlerle goriilebilecek olasi etkilesimleri belirleyebilmesi
acisindan olduk¢a biiyilk 6onem tagimaktadir (Giiven ve Basaran, 2021). Hazirlanan
plasebo ve etkin maddeli formiilasyonlarin, formiilasyonda kullanilan polimer ve etkin

maddenin fiziksel karigiminin ve IND’nin FT-IR spektrumlar1 Sekil 5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.12. IND (a), P-2 formiilasyonu fiziksel karigimi (b), P-2 formiilasyonu plasebo (c) ve P-2
formiilasyonunun (d) FT-IR spektrumlar

Literatiir bilgisine dayanarak, IND’ye ait karakteristik piklerin yogunlugundaki
azalma ve spektrumdaki hafif kaymalar, IND ile polimerler arasindaki hidrojen bagini
gostermektedir  (Oztiirk, Yenilmez, Arslan, vd., 2020). FT-IR spektrumlar

55



incelendiginde PNP yapisinin korundugu ve IND’nin polimer igerisine enkapsiile halde

oldugu yorumu cikarilabilmektedir.

5.2.7. 1H NMR analizi

Nanopartikiillerin ~ fizikokimyasal —ozelliklerinin ve diger bilesenlerle olas1
etkilesimlerinin gozlenebildigi bir diger yontem *H NMR spektroskopisi olarak karsimiza
cikmaktadir (Oztiirk, Banderas, vd., 2019). PNP olusma siirecinde maddelerin
protonlarmin kimyasal kaymalarinin belirlenmesi ve boylece formiilasyonun olasi yapisal

degisikliklerinin belirlenmesi i¢in bu analiz gergeklestirilmektedir (Basaran vd., 2022).

Hazirlanan plasebo ve etkin maddeli formiilasyonlarin, formiilasyonda kullanilan
polimer ve etkin maddenin fiziksel karisiminin ve IND’nin *H NMR spektrumlar1 Sekil

5.13’te verilmistir.
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Sekil 5.13. IND (a), P-2 formiilasyonunun fiziksel karisimi (b), P-2 formiilasyonu plasebo (c) ve P-2
formiilasyonunun (d) *H NMR spektrumlar

IND’ye ait spesifik pikler, fiziksel karistm ve PNP spektrumlarinda da goriilmekle
birlikte IND miktarina bagl olarak piklerdeki yogunluk degiskenlik gostermektedir.
Spektrumlara bakildiginda kimyasal bir degisim gozlenmedigi literatiir bilgisiyle
desteklenmistir (Kirimlioglu vd., 2018).

5.2.8. In vitro salim ¢alismalari

In vitro salim ¢alismalar1, hem yiizey etkin madde icermeyen PBS (pH 6,8) ortaminda
hem de %1 Tween® 80 iceren PBS (pH 6,8) ortaminda gerceklestirilmistir. Calisma
sonunda elde edilen degerler Tablo 5.17-5.18’de ve % kiimiilatif salim sonuglarinin

zamana kars1 grafigi Sekil 5.14-5.15’te verilmistir.
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Tablo 5.17. PNP nin in vitro salim ¢alismasina ait % kiimiilatif degerler (PBS)

KOD 30DK 1SA 2SA 4 SA 8 SA 12SA 18SA 24SA 36SA 48SA
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 2267 2,304 2683 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 15571 2963 3,263 3,463 2,493 9,982
P6 0 0 0,051 1,750 3,077 2,308 2556 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
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Tablo 5.18. PNP 'nin in vitro salim ¢alismasina ait % kiimiilatif degerler (PBS + %1 Tween® 80)
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Sekil 5.14. IND ve PNP ye ait in vitro salim profilleri (PBS pH 6,8)

«=@=PNP e=@=|ND

KOD 30DK 1SA 2SA 4SA 8SA 12SA  18SA 24SA 36SA 48SA
P1 9,997 10,235 11,392 12,830 12,866 16,004 15357 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 1972 2983 6,218 9,983 10,278 13,744 15100 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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Sekil 5.15. IND ve PNP ye ait in vitro salim profilleri (PBS + %1 Tween® 80)

In vitro salim ¢alismalar1 hem yiizey etkin madde igermeyen 0,1N HCI (pH 1,2) ve
PBS (pH 6,8) ortamlarinda, hem de %1 Tween® 80 igeren PBS (pH 6,8) ortaminda
gerceklestirilmistir. Yiizey etkin madde icermeyen ortamda yapilan ¢alismada IND ve
PNP 30, 60 ve 120. dakikalarda 6rnek alinmak tizere 2 saat siiresince 0,1N HCI ortaminda
calisilmis ve 120. dakikadan sonra membranlar PBS ortamlarina aktarilarak 48. saate
kadar belirli zamanlarda 6rnek alinarak analiz edilmistir. pH 1,2’de PNP’den salinan
miktar, saf IND’den salinan miktara gére ¢ok daha diisiik olarak gbzlenmis, buna bagl

olarak salimin gastrik pH’da baslamadig1 sonucuna ulasilmistir.

pH 6,8’¢ aktarildiktan sonra devam eden ¢alismada ise PNP’den saliverilen miktarin
saf etkin maddeye gore daha az oldugu gézlemlenmistir. 48 saatin sonunda IND %99,29
salim gosterirken PNP, PBS ortaminda %34,92; yiizey etkin maddeli ortamda ise %48,54
salim gostermistir. Elde edilen bu sonuglar goz 6niinde bulundurularak PNP’nin gastrik

pH’da ¢oziinmedigi ve boylelikle IND’nin olasi yan etkilerinden korunabilinecegi,
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intestinal pH’da ise salim siiresinin uzunlugu goéz Oniinde bulundurularak dozlama

sikliginin diistiriilebilinecegi sonucuna varilmistir.

Elde edilen salim sonuglar literatiirle karsilastirildiginda, Eudragit® RLPO ve BCS
Sinif 2’de yer alan asiklovir kullanilarak yapilan bir ¢alismada salim siiresinin 24 saati
ast1g1 bildirilmis ve ¢calismamizdaki PNP formiilasyonunun salimiyla benzerlik gosterdigi

goriilmistiir (Gandhi, Jana ve Sen, 2014).

IND, Eudragit® RS100 ve Eudragit® S100 kullanilarak elektroegirme yontemi
kullanilarak elde edilen IND nanofiber formiilasyonu ¢aligsmasinda ise pH 1,2°de yapilan
in vitro salim c¢alismasinda formiilasyonlardan ilk iki saat igerisinde salim

gerceklesmedigi bildirilmistir (Akhgari vd., 2017).

5.2.9. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Uluslararasi standart ISO 10993-5'e gore ¢alisilan etkin maddeye maruz birakilan
hiicrelerin canliligi, herhangi bir maddeye maruz kalmayan kontrol hiicrelerine kiyasla
%70'ten daha az ise gore agik bir sitotoksik etki goriildiigii belirtilmektedir. Buna bilgiden
yola ¢ikilarak IND ve PNP’nin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde IND igin 24. saatte
600 uM ve 48. saatte 100 uM’dan sonra, bos PNP i¢in 24 ve 48. saatte 800 uM’dan sonra,
PNP icin 24 ve 48. saatte 600 uM’dan sonra sitotoksik etki goriilmeye baglanmistir.
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Sekil 5.16. IND, bos PNP ve PNP 'ye ait MTT testi sonucu % hiicre canliligi grafikleri
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Tez kapsaminda hazirlanan bos formiilasyonlarin ve IND yiiklii formiilasyonlarin

hiicreler tizerindeki etkisi konsantrasyon ve zamana karsi degerlendirilmis ve grafik

olarak gosterildikten sonra her bir maddenin ICso degerleri belirlenmistir. Buna gore

calisilan konsantrasyonlarda bazi hiicreler {lizerinde ICsp degerleri saptanamamustir.

Sonuglar toplu halde Tablo 5.19°da verilmistir.

Tablo 5.19. Calisilan gruplarin hiicreler tizerinde etkili oldugu |Cso degerleri (uM) (n=3)

IND

Bos PNP

PNP

24 saat

48 saat

24 saat

48 saat

24 saat

48 saat

653

201

_*

_*

_*

*

* Calisilan konsantrasyonlarda 1Cso degeri hesaplanamamustir.

IND’nin PLLA/PLGA polimerleri ile hazirlanmis bir baska formiilasyon

calismasinda formiillerin A549 akciger kanseri hiicreleri tizerindeki etkisi incelenmistir.

Bu calismada kullanilan tek basina IND2nin IC50 degerinin 48. Saate 131 uM olarak
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belirlenirken, formiilasyonun 48 saatteki IC50 degeri 223 puM olarak saptanmistir.
Arastirmacilar artan ilag konsantrasyonu ile birlikte inkiibasyon siiresinin de hiicre
canlilig1 tizerine etki ettigini rapor etmislerdir (Kang vd., 2008).

IND’nin Eudragit L 100 ile hazirlanan formiilasyonu ile ilgili yapilan bir bagka
calismada HepG2 hiicreleri iizerindeki etki MTT ile degerlendirilmis ve 1250 pg/mL’ye
kadarki dozlarda %80°den fazla canlilik gbzlenmistir (Froder vd., 2016).

5.3. KLN Formiilasyon Calismalari

KLN formiilasyonu gelistirme calismalarinda Dynasan® 114, Dynasan® 116,
Compritol® 888 ATO, Gelucire® 44/14 ATO ve Precirol® ATO 5 lipitleri kullanilarak pH
1.2 ve 6.8”de formiilasyonlar hazirlanmis ve aralarinda en yiiksek IND tutum kapasitesini
gosteren lipit secilerek ileri calismalara gecilmistir. Sonrasinda farkli oranlarda Tween®
80 ve Span® 80 kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmis ve bu formiilasyonlarmn
karakterizasyon ¢alismalar1 yapilarak optimum KLN formiilasyonu secilmistir.

Formiilasyonlarin igerigi “4.5.1.3. KLN hazirlanmasi” bolimiinde verilen Tablo 4.3’teki

oranlardan olusmaktadir.

5.3.1. Lipit secimi

Lipit se¢imi i¢in Dynasan® 114, Dynasan® 116, Compritol® 888 ATO, Gelucire®
44/14 ATO ve Precirol® ATO 5 olmak iizere bes farkli lipit secilmis ve yiizey etkin madde
kullanilmadan formiilasyonlar olusturulmustur. Formiilasyon asamasinda yag fazi ve sulu
faz ayr1 ayr1 su banyosunda isitilarak ayni sicakliga getirilmis ve yag faz1 sulu faza
eklenerek 10000 rpm hizinda 5 dakika siiresince karistirilmistir. Sonrasinda formiiller oda
sicakliginda kontrollii sogutularak fazlarin ayrilmasi saglanmis ve sulu fazdan 6rnek
alimarak HPLC cihazinda miktar tayini yapilmistir. Bulunan sonug, Denklem 5.1°de

yerine konularak D degerleri hesaplanmistir.

Olmast gereken IND miktari—Sulu fazdaki IND miktart
Sulu fazdaki IND miktart
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En yiiksek D degerini gdsteren formiilasyonda kullanilan lipit olan Dynasan® 116

secilerek ileri ¢calismalara gegilmistir. Hesaplanan D degerleri Sekil 5.17°de verilmistir.
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Sekil 5.17. Kullanilan lipitlerin D degerleri

5.3.2. Morfolojik ozellikleri

KLN’ye ait ylizey ozellikleri ve pargacik sekline dair SEM goriintiisii Sekil 5.18°de

verilmigtir.
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Sekil 5.18. KLN ye ait SEM goriintiisti

5.3.3. Parcacik biiyiikliigii ve dagilim

Hazirlanan formiilasyonlara iligkin parcacik biiyiikliigii ve dagilimi degerleri Tablo

5.20’de verilmistir.

Tablo 5.20. KLN formiilasyonlarina iliskin partikiil biiyiikliik ve dagilimlar

Parcacik Parcacik
Formiilasyon biiyiikliigii ORT  biiyiikliigii SH PDI PDI SH
(hm) (nm)
TS-1 74,66 1,008 0,368 0,009
TS-2 4744 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 degerlerde de goriildiigii gibi %4 oraninda Tween® 80 ve Span® 80
karigimina sahip olan TS-1 formiilasyonu en iyi sonuglar1 vermis, sirasiyla %3 ve %2
oraninda kullanilan TS-2 ve TS-3 formiilasyonlarinin parcacik biiyiikliiklerinin ¢ok daha
fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda optimum formiilasyon olarak

TS-1 formiilasyonu se¢ilmistir.

2016°da yapilan bir KLN ¢alismasinda formiilasyonlarin partikiil boyutunun160-185
nm araliginda oldugu bildirilmis ve 200 nm’den kiiciik boyuta sahip oldugu icin literatiire

uygunlugu belirtilmistir (Biiylikkéroglu vd., 2016).

5.3.4. Zeta potansiyel

Hazirlanan formiilasyonlara iligkin zeta potansiyel degerleri Tablo 5.21°de verilmistir.

Tablo 5.21. KLN formiilasyonlarmin zeta potansiyel degerleri

Formiilasyon 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 sonuglara gore TS-1 kararli bir yap1 gosterirken TS-2 formiilasyonunun
oldukga kararli bir yapida ve TS-3 ise daha az kararli bir yapida goriilmektedir (Basaran,
2017a).

5.3.5. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE)

%EE degeri, nanopartikiillerin karakterizasyon c¢aligmalarinda biiylikk 6nem
tagimaktadir. Yiksek %EE degeri, etkili dozun daha diisiik miktarda olmasini
saglamaktadir (Oztiirk, Yenilmez, Senel, vd., 2020). IND i¢eren KLN formiilasyonunun
%EE degeri Denklem 4.5 kullanilarak hesaplanmis ve sonug olarak %22,2288 + 0,1689

bulunmustur.
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5.3.6. Termal analiz

IND, Dynasan® 116, KLN fiziksel karisimi ve KLN formiilasyonuna ait DSC
termogramlari Sekil 5.19°da verilmistir. Termogramlardaki pikler incelendiginde fiziksel
karisimda ve formiilasyonda IND’ye ait pikin kayboldugu goriilmektedir. Etkin maddeye
ait pikin kaybolmasi, homojen polimer matriks olusumunu veya amorf yapiy1

gostermektedir (Oztiirk, Yenilmez ve Yazan, 2019).
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Sekil 5.19. IND (a), Dynasan®116 (b), KLN fiziksel karisim (c) ve KLNye (d) ait termogramlar
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5.3.7. FT-IR analizi

Hazirlanan plasebo ve etkin maddeli formiilasyonlarin, formiilasyonda kullanilan lipit
ve etkin maddenin fiziksel karigiminin ve IND’nin FT-IR spektrumlari Sekil 5.20°de

verilmigtir.
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Sekil 5.20. IND (@), TS-1 formiilasyonu fiziksel karisimi (b), TS-1 formiilasyonu plasebo (c) ve TS-1
formiilasyonunun (d) FT-IR spektrumlar

IND’ye ait piklerin fiziksel karisim ve KLN formiilasyonundaki degisimleri, IND’nin
amorf yapisina isaret edebilmekle birlikte spesifik piklerin tiim durumlarda goriinmesi,
tasiyict — etkin madde arasinda kimyasal bir degisimin goriilmedigini, IND’nin lipit

icerisine enkapsiile edildigini gostermektedir (Yurtdas, Demirel, ve Geng, 2011).
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5.3.8. IH NMR analizi

Hazirlanan plasebo ve etkin maddeli formiilasyonlarin, formiilasyonda kullanilan lipit

ve etkin maddenin fiziksel karisiminin ve IND’nin *H NMR spektrumlar1 Sekil 5.21°de

verilmigtir.
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Sekil 5.21. IND (a), TS-! formiilasyonunun fiziksel karisimi (b), TS-1 formiilasyonu plasebo (c) ve TS-1
formiilasyonunun (d) *H NMR spektrumlar:

Etkin maddenin bazi piklerinin fiziksel karigim ve formiilasyonda goriilmemesi veya
az yogunlukta goriilmesi, IND’nin basarili bir sekilde lipitte enkapsiile edildigine isaret

etmektedir (E. Yenilmez, Basaran, ve Yazan, 2011).
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5.3.9. In vitro salim ¢alismalar

In vitro salim c¢alismalari, hem yiizey etkin madde icermeyen PBS (pH 6,8)
ortaminda hem de %1 Tween® 80 igceren PBS (pH 6,8) ortaminda gerceklestirilmistir.
Calisma sonunda elde edilen degerler Tablo 5.22-5.23’te ve % kiimiilatif salim

sonuglarinin zamana kars1 grafigi Sekil 5.22-5.23’te verilmistir.

Tablo 5.22. KLN 'nin in vitro salim ¢alismasina ait % kiimiilatif degerler (PBS)
KOD 30DK 1SA 2SA 4SA 8SA 12SA  18SA 24SA 36SA 48SA

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 15570 15,539 19,775 19,983 20,062 23,922 38,931
S5 0 0 0,060 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
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Sekil 5.22. IND ve KLNye ait in vitro salim profilleri (PBS pH 6,8)
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Tablo 5.23. KLN 'nin in vitro salim ¢alismasina ait % kiimiilatif degerler (PBS + %1 Tween® 80)

KOD 30DK 1SA 2SA 4SA  8SA 12SA 18SA 24SA 36SA 48SA
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 25590 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 15980 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 1733 20,17 2560 2844 2940 3046 31,66 3450 49,75 58,29
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Sekil 5.23. IND ve KLNye ait in vitro salum profilleri (PBS + %1 Tween® 80)

In vitro salim c¢alismalar1 hem yiizey etkin madde igermeyen 0,IN HCI (pH 1,2) ve
PBS (pH 6,8) ortamlarinda, hem de %1 Tween® 80 iceren PBS (pH 6,8) ortaminda
gerceklestirilmistir. Yiizey etkin madde icermeyen ortamda yapilan ¢aligmada 30, 60 ve
120. dakikalarda 6rnek alinmak iizere 2 saat siiresince 0,1N HCI ortaminda ¢alisilmis ve
IND saliminin 60. dakikadan sonra basladigi, KLN salimmnin ise ilk 120 dakikada
baslamadigi goriilmiistiir. 120. dakikadan sonra membranlar PBS ortamlarina aktarilarak

48. saate kadar belirli zamanlarda 6rnek alinarak analiz edilmistir.
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pH 6,8’ aktarildiktan sonra devam eden ¢alismada ise KLN’den saliverilen miktarin
saf etkin maddeye gore daha az oldugu gézlemlenmistir. 48 saatin sonunda IND %99,29
salim gosterirken KLN, PBS ortaminda %40,42; yiizey etkin maddeli ortamda ise %58,29

salim gostermistir.

Dynasan® tiirevleri ve BCS sinif 2°de yer alan klozapin ile yapilan bir ¢alismada salim
siiresinin 30 saati astig1 bildirilmis, calismamizda kullanilan KLN formiilasyonuyla

uyumlu sonug verdigi goriilmistiir (Venkateswarlu ve Manjunath, 2004).

Etkin madde olarak IND, sivag olarak sulu ve yagli olmak iizere iki farkli sivag
kullanilarak gergeklestirilen bir supozituvar formiilasyonunda, %1 Tween® 80 iceren
ortamda yapilan in vitro salim ¢aligmasinda salim siiresinin 48 saate ulastigi ve yagda
¢Oziinen sivag kullanilarak yapilan supozituvarlarin 45 saat sonunda yaklasik %60

kiimiilatif salim gosterdigi belirtilmistir (M. L. Sah ve Saini, 2008).

5.3.10. Hiicre kiiltiirii calismalari

Uluslararasi standart ISO 10993-5'e gore ¢aligilan etkin maddeye maruz birakilan
hiicrelerin canliligi, herhangi bir maddeye maruz kalmayan kontrol hiicrelerine kiyasla
%70'ten daha az ise gore acik bir sitotoksik etki goriildiigii belirtilmektedir. Buna bilgiden
yola ¢ikilarak IND ve KLN’nin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde IND igin 24. saatte
600uM ve 48. saatte 100 uM’dan sonra, bos KLN i¢in 24. saatte 300 uM ve 48. saatte
100 pM’dan sonra, KLN i¢in 24. ve 48. saatte 100 uM’dan sonra sitotoksik etki

goriilmeye baslanmigtir.
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Tez kapsaminda hazirlanan bos formiilasyonlarin ve IND yiiklii formiilasyonlarin

hiicreler tizerindeki etkisi konsantrasyon ve zamana karsi degerlendirilmis ve grafik

olarak gosterildikten sonra her bir maddenin ICso degerleri belirlenmistir. Buna gore

calisilan konsantrasyonlarda bazi hiicreler {izerinde ICsp degerleri saptanamamustir.

Sonuglar toplu halde Tablo 5.24°te verilmistir.

Tablo 5.24. Calisilan gruplarin hiicreler iizerinde etkili oldugu ICsy degerleri (uM) (n=3)

IND

Bos 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 hazirlanan nanokapsiillerin

MCF-7 ve HACAT hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada, polimerik tasiyici sistemin

HACAT hiicreleri iizerinde caligsilan en yiiksek doz olan 100 uM’da sitotoksik etki
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yaratmadigi , fakat MCF-7 hiicrelerinde EPR etkisiyle daha fazla hiicrelerarasi ve hiicre
icine giris olarak sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir (Franco vd., 2021).

Literatiirdeki sinirli sayida IND yiikli lipidik formiilasyon ¢alismalar: ile
karsilastirildiginda ¢alismamizdan farkli sonug¢ alinmasinin sebebi olarak hem hiicre
farkliligt hem de formiilasyonumuzda daha fazla IND bulunmasindan kaynaklandigi

diisiiniilebilir.
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6. SONUC

Calismalarin ana hedefi olarak IND’nin salim siiresini uzatmak ve olas1 yan etkilerini
azaltmak amaciyla KLN ve PNP formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Yapilan karakterizasyon
calismalaryla IND’nin ¢dziinme 6zellikleri, termal karakteritikleri, FT-IR ve 'H NMR

spektrumlari, literatlir ve firma verileriyle uyumlu olarak gézlemlenmistir.

Analitik miktar tayininde literatiirden de faydalanilarak yeni bir analitik yontem
gelistirilmis ve bu yontemin validasyon kosullarima uygunlugu ispatlanmistir. %EE

sonugclari ise yeterli diizeyde IND’nin yiiklendigini géstermektedir.

PNP ve KLN formiilasyonlar1 i¢in optimum kosullar belirlenmis ve bu kosullar ile
optimum formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu formiilasyonlarin kat1 hal o6zellikleri ve
partikiil o6zellikleri analiz edilmis, tiim karakterizasyon analizleri ile elde edilen
formiilasyonlarin ¢alisma i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen salim
sonuglar1 géz 6niinde bulundurularak PNP’nin ve KLN’nin gastrik pH’da ¢oziinmedigi
ve boylelikle IND’nin olas1 yan etkilerinden korunabilinecegi, intestinal pH’da ise salim
stiresinin uzunlugu goéz oniinde bulundurularak dozlama sikliginin diistirtilebilinecegi

diislincesine varilmistir.

Bu tez kapsaminda hazirlanan hem bos formiilasyonlarin hem de IND yiikli
formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki etkisini degerlendirmek amaci ile MTT testi
kullanilmistir. Sonuglar degerlendirirken bilim otoriteleri tarafindan kabul edilen ve
Uluslararas1 Standart ISO 10993-5’e gore “Test sonucunda hiicre canliliginin %30 dan
fazla azalmasi, sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir” bilgisi dikkate alinmistir.

Tez c¢alismamizda HUVEC hiicreleri tizerinde gergeklestirilen sitotoksisite
analizlerinde 24. saatte 600 puM’mn {istiinde 48. saatte ise 200’uM’m iizerindeki
konsantrasyonlarda sitotoksik 6zellik gostermeye baslayan IND’nin polimerik/lipidik
nanopartikiil igerisine yliklendikten sonra bu sitotoksik etkisinin azaldig1 gézlenmistir.

Temel olarak antiinflamatuvar etkisi olan IND’nin &zellikle yaslilarda ve ilseratif

hastalik 6ykiisii olan hastalarda gastrit ve mide iilserlerine neden oldugu bilinmektedir
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Eudragit nanoparcaciklarinin mide koruyucu potansiyeli géz oniine alindiginda, bu
sonuglar hazirlanan bu formiilasyonun IND gibi antiinflamatuvar ilaglar ve mide-bagirsak
yaralanmalarina neden olan diger ilaclar i¢in bir dagitim mekanizmasi olarak
kullanilmasina olanak saglayacagi diistiniilmektedir.

Dynasan® 116 ile hazirladigimiz lipidik nanopartikiillerle ile ilgili yaptigimiz MTT
analizine baktigimizda ise bos nanopartikiillerin 24. saatte 300 pM ve 48. saatte 100
uM’dan sonra sitotoksik etki gostermeye baglarken, IND yiiklii formiilasyonlarda ise bu
sitotoksisite etkisi daha da diisiik dozlarda goriilmeye baglanmistir.

Yapilan tiim sitotoksisite analizlerinde IND yiiklii polimerik/lipidik nanopartikiillerin
konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre icine gectigini ve etkinligini gosterdigi
soylenebilir.

Tim bu sonuglar 1s183inda IND igeren KLN ve PNP formiilasyonlarinin in vivo

calismalar ile desteklenmesi ve kararliliklarinin incelenmesi ileri planlarimiz arasindadir.
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Introduction: Indomethacin is a non-steroidal anti-inflammatory drug that has various side
effects and low solubility in water (1). Nanoparticles are defined as particulate dispersions or
solid particles in the size of 10-1000 nanometers, which the drug is dissolved, entrapped or
encapsulated to a matrix (2). Therefore, this study aims at overcoming those challenges by
loading the drug into SLNs and PNPs.

Materials and Methods: Indomethacin (IND) (kindly gifted by Deva, Turkive), Dynasan® 116
(Condea Chemie GmbH, Germany), Eudragit® RLPO (Réhm GmbH, Germany), Eudragit®
RSPO (Rghm GmbH, Germany). All other chemicals were in analytical grade. For optimum
lipid for the SLN formulation, 5 different lipids were tested for attached IND molecules by
preparing formulations without surfactants. SLN formulation was prepared by using emulsifying
method and PNP formulation was made by using emulsifying — solvent evaporation method.
HPLC method was used for determination of Indomethacin. Prepared formulations were
evaluated for particle size (PS), polydispersity index (PDl), zeta potential (ZP) and
encapsulation efficiency (%EE).

Results: Formulations prepared without using surfactants showed that the formulation with
Dynasan® 116 had the most amount of IND loaded.
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Figure 1. Calculated amount of IND in different lipids and MTT assay results.
*Table 1. Characterizations of IND-loaded SLN and PNP formulations (n=3)
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Code PS (nm) PDI ZP (mV) %EE
SLN 74,66 0,368 184 222017
PNP 1819 0,452 188 31.1+0,04
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Conclusions:
Dynasan® 116 was determined as the optimum lipid for the SLN formulation according to the
results of IND amount loaded. IND-loaded SLN and PNP formulations’ zeta potential and
particle size results indicated that formulations have good stability (3). Encapsulation efficiency
values are appropriate as desired. Further studies such as in wifro dissolution and drug
releasing tests can be considered. As a result of MTT analysis of indomethacin application for
24 and 48 hours, a linear correlation was observed between drug concentration and cell
viability, and it was determined that the PNP formulation had |ess toxic effects among the
formulations. This proves that the PNP nanocarrier is safer for normal cells.
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