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ONSOZ

Bu tez kapsaminda bitkisel bir etkin madde olan berberinin fosfolipid kompleksi,
berberin yiiklii kitozan mikropartikiil ve berberin fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan
mikropartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar in vitro
olarak degerlendirilmistir, formiilasyonlarin farmakokinetik parametreleri ve

biyoyararlanimlari in vivo hayvan deneyleriyle tayin edilerek karsilagtirilmigtir.

Doktora egitimim boyunca bilgisi ve tecriibesiyle bana yol gosterici olan, bu tez
caligmasinin tasarlanmasi, yiiriitiilmesi ve sonlandirilmasi gibi her asamada destegini,
ilgisini her zaman hissettigim, akademik hayatim boyunca c¢aligkanligini, tiretkenligini
ve enerjisini 6rnek aldigim ve hayatim boyunca da 6rnek almaya devam edecegim ¢ok
kiymetli danisman hocam Sayimn Prof. Dr. Aysegill KARATAS’a tesekkiir eder,

saygilarimi sunarim.

Calismalarim1 devam ettirebilmem icin imkan saglayan Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Teknolojisi Boliimii Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Ayse
Nurten OZDEMIR e tesekkiir ederim.

Tez calismama olan katkilarindan dolay1 tez izleme jiirisinde yer alan saygideger
hocalarim Prof. Dr. Nese Buket AKSU, Prof. Dr. Betiil ARICA YEGIN ve Dog. Dr.
Miige KILICARSLAN’a tesekkiir ederim.

Lisans egitimden bugiinlere gelmemde katkis1 bulunan, mesleki anlamda bana
katki saglayan, her tiirlii tecriibelerinden faydalandigim Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nin saygideger dgretim iiyelerine ve

Ogretim elemanlarina tesekkiir ederim.

Doktora egitimim ve tez ¢aligmalarim boyunca tecriibelerinden yararlandigim,
desteklerinin benden esirgemeyen basta Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Dekani1 Prof. Dr. Mehmet AKYUZ olmak iizere, Zonguldak Biilent
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Ecevit Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nin degerli 6gretim iiyelerine ve &gretim

elemanlarina tesekkiir ederim.

Doktora siirecim boyunca bana her anlamda destek olan, akademik
tecriibesinden yararlandigim, ne zaman kapisini ¢alsam giiler yiizle karsilayan degerli

hocam Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ceylan HAMAMCIOGLU na tesekkiir ederim.

Lisans egitimimden beri her zaman destegini hissettigim, bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim, giiler yiiziiyle bana yol gosteren degerli Ars. Gor. Dr.

Aslihan Hilal ALGAN’a tesekkiir ederim.

In vivo hayvan ¢alismalarimda bana yardimci olan ve tecriibesiyle biiyiik katkilar
saglayan Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Bagkami Sayin Prof. Dr. Hale SAYAN OZACMAK basta olmak iizere, Dr. Ogr. Uyesi
Inci TURAN’a, Ogr. Goér. Meryem ERGENC e, Ars. Gor. Nazan ELMAya, Ars. Gor.
Bengisu KARAGOZ e ve boliimdeki diger arkadaslarima tesekkiir ederim.

In vivo hayvan ¢aligmalarimi yapma imkam saglayan Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi ydnetimine,

veteriner hekim Osman CENGIL’e ve tiim birim calisanlarina tesekkiir ederim.

TEM, DSC ve FTIR analizlerini yaptigimiz ODTU Merkez Laboratuvarina

tesekkiir ederim.

Destekleri ve giizel enerjileri ile bu siiregte yanimda olduklarini her an
hissettigim oda arkadasimdan 6te dostum olan Ars. Gor. Burcu TIMURa ve Dr. Ogr.
Uyesi Aysun CELIK SOYSAL’a tesekkiir ederim.
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Hayatim boyunca desteklerini her an yanimda hissettigim, kizlar1 olmaktan
gurur duydugum canim annem Figen GUNGOR’e, canim babam Vedat GUNGOR’e
ve hep yanimda olan destekleriyle enerji buldugum ablam Gék¢e BEKOZ’e, abim
Alican BEKOZ’e, yegenlerim Beste-Daghan BEKOZ’e ve tiim aileme tiim kalbimle

tesekkiir ederim.

Hayatima girdigi andan itibaren giizellikler katan, her zaman oldugu gibi doktora
stirecinde de destegiyle yanimda olan degerli hayat arkadagim, esim Aysan AK’a ¢ok

tesekkiir ederim.

Bu tez calismasina 19L0237002 nolu proje ile destek saglayan Ankara

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigiine tesekkiir ederim.

Son olarak, 2211-C Yurt I¢i Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programu ile
doktora tez dénemimde beni destekleyen TUBITAK Bilim Insani Destekleme

Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Diinya Saglk Orgiitii’'ne gore ozellikle gelismekte olan iilkelerde, insanlarin
yizde 80-90’1 tedavinin ilk basamaginda konvansiyonel olmayan ve bitkisel
kaynaklardan elde edilen etkin maddeleri tercih etmektedir (Karatas ve Turhan, 2015).
Karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler gibi esansiyel metabolitlerin yani sira
terpenoidler, alkoloidler ve fenolik bilesikler gibi ikincil metabolitlerin de bitkilerden
elde edilebildigi gosterilmistir (Sellami ve ark., 2018). Bu bilesikler antialerjik,
antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antiviral, antibakteriyel, antikarsinojenik,
antitrombotik ve kardiyoprotektif gibi biyolojik etkileri nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir (Kumar ve Pandey, 2013; Oyenihi ve Smith, 2019; Sellami ve ark.,
2018). Ancak bitkilerden elde edilen bircok biyoaktif bilesen yapisinda birden fazla
halka ve uzun yan zincir bulundurur ve bu nedenle, bagirsaktan pasif difiizyonla emilip
kana gegemez. Ayrica, bazi bitkisel aktif molekiiller yaglarla ve diger lipitlerle zayif
karigabilir ve siklikla bagirsaktan gecemezler. Herhangi bir bitkisel iirlintin etkinligi,
aktif bileseni istenen seviyede etki bolgesine iletebilmesine baglidir (Alexander ve
ark., 2016; Khan ve ark., 2013; Saha ve ark., 2013). Bagirsak absorbsiyonunun diisiik
olmas1 sonucunda bitkisel iriinden elde edilen biyoyararlanim da diismektedir
(Talware ve ark., 2018). Zayif biyoyararlanimli fitobilesenler, sebep olabilecegi
yiiksek yan etki potansiyeli ve molekiiler hedefine ulagsma ihtimalinin uzaklig
nedeniyle formiilasyon tasarimcilari ic¢in biliylik sorunlardan biri olmaktadir.
Fitobilesikler genellikle suda iyi ¢ozilinebilen yapilardir ancak ideal bir biyoyararlanim
icin yeterli bir hidrofilik-lipofilik dengeye sahip degillerdir (Lu ve ark., 2019). Bu
noktada bitkisel aktif bilesiklerden maksimum etkinlik elde edebilmek ve bu

bilesikleri etki bolgesine tasiyabilmek i¢in ilag tasiyici sistemlere ihtiya¢ duyulmustur.

Berberin (BER), bircok farkli bitkinin yapisinda bulunan kuaterner
benzilizokinolin alkaloidtir. Son yillarda antikanser (Wang ve ark.,, 2020),
antihipertansif (Sut ve ark., 2017), antidepresan (Kulkami ve Dhir, 2010),
antiinflamatuvar (Cicero ve Baggioni, 2016), hipoglisemik (Liang ve ark., 2019)
hepatoprotektif (Zhao ve ark., 2018) etkileri yan sira bir¢ok farkli biyolojik aktivitesi

arastirmacilar tarafindan calisilmistir. Farkli tedavi edici biyolojik aktiviteleri bizi

1



BER iizerinde calismaya yonlendirmistir. Ancak BER’in oral biyoyararlanimi
diisiiktiir. Calismamizda fito-bilesenler i¢in ilag tasiyict sistem olarak kullanim1 uygun
goriilen fitozomlarin BER i¢in kullanilmasi tercih edilmistir. BER kloriiriin kimyasal

yapist Sekil 1.1°de gosterilmistir.

O

OCHj

OCH,

Sekil 1.1. BER kloriiriin kimyasal yapisi (Zhou ve ark., 2017).

Fitozomlar, fosfolipid esasli tasiyici sistemler olarak da tanimlanmaktadirlar
(Hisch ve ark., 2013). Suda ¢Oziinlir bitkisel aktif maddelerin fosfolipid
komplekslerine dahil edilmesi, lipoidal biyolojik membranlar boyunca penetrasyonu
artirarak maddelerin biyoyararlanimlarin1 6nemli dl¢lide artirmaktadir (Bombardelli
ve ark., 1989). Fito-fosfolipid kompleklestirme teknigi, gelismis etkin biyolojik profil
ile bitkisel aktif molekiillerin viicuda taginmasini miimkiin kilmistir (Khan ve ark.,

2013).

1.1. Vezikiiler Sistemler

Vezikiiler ilag tasiyici sistemler; terapotik etkinlikleri iyilestirmek amactyla ilag
hedeflemede kullanilan ve siklikla tercih edilen sistemlerdir. Bu sistemler sayesinde
ilag molekiillerinin istenen salim bolgesine, dnceden belirlenen hizda verilmesi
saglanabilir (Jain ve ark., 2020). Vezikiiler sistemler genellikle bir ya da birden fazla

lipit tabaka igerirler. Sematik gosterimi Sekil 1.2” de verilmistir.
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Lipit gift tabaka

Sulu gekirdek

Sekil 1.2. Vezikiiler sistemlerin basit gosterimi (Kaur ve ark., 2004).

Vezikiiler sistemler i¢ kistmda bulunan sulu tabaka ve dis lipit tabaka sayesinde
hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin verilmesi i¢in uygun sistemlerdir (Mahale
ve ark., 2012).

Vezikiiler sistemlerin avantajlarindan bazilar::
1. Uzun siireli etkin madde salimi saglayabilirler.
. Cozlinlirliigli az olan maddelerin biyoyararlanimi yiikseltebilirler.

2

3. Etkin maddelerin hizli bir sekilde degrade olmasi engellenebilir.
4. Etkin maddelerin diisiik ¢oziiniirliik 6zelliklerini iyilestirebilirler.
5

. Etkin madde stabilitesini koruyarak, daha stabil kalmasini saglayabilirler.

1.2. Fitozomlarin Tanim ve Genel Ozellikleri

Fitozom terimi, bitkisel bir aktif maddenin hiicre zarlarinin ana bilesenlerinden
biri olan emiilsifiye edici olarak da gorev yapan fosfatidilkolinle baglandig1 patentli
bir {iretim siirecine sahip yeni bir formiilasyon tiiriidiir (Giingér ve ark., 2020).
Fitozom kelimesi iki terim i¢cermektedir; ‘fito’ kompleksin bitkilerden kaynaklanan
biyoaktif kismimni isaret ederken ‘zom’ kompleksin yapisinin hiicrelere benzerligini

isaret etmektedir (Wang ve ark., 2020).



Fitozom ilk olarak Bombardelli ve ark. tarafindan 1989 yilinda Italya’da
polifenolik aktif madde igeren bitkisel ekstrelerin fosfatidilkolin igceren fosfolipidlerle
kimyasal olarak reaksiyona sokulmasiyla gelistirilmistir (Bombardelli ve ark., 1989;
Karatas ve Turhan, 2015; Kumar ve Pandey, 2013). Fitozomlar bitki ekstrelerini veya
suda coziinebilen fito-bilesenleri lipitle uyumlu molekiiler kompleksler tireterek
blinyesinde  toplayabilir, bdylece fito-bilesenlerin  absorbsiyonlarini  ve
biyoyararlanimlarin1 artirabilirler (Giingér ve ark., 2022; Mota ve ark., 2017).
Fitozomlar bitkisel aktif maddelerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini
gelistirmek amaciyla lipitlerin polar bas kisimlariyla bitkisel aktif madddelerin
birlestirilmesiyle hazirlanmaktadir (Handa ve ark., 2017). Fitozom yapis1 Sekil 1.3°te

gosterilmigtir.

w [ Fosfolipit J

* [ Etken madde ]

” [ Kompleks J

Sekil 1.3. Fitozomun sematik gosterimi (Chivte ve ark., 2017).

1.2.1. Fitozom ve Lipozomun Karsilastirilmasi

Lipozomlar; bir¢ok farkli ilag molekiiliiniin ve fitokimyasalin taginmasi igin
kullanilan ¢ok bilinen basarili ilag tasiyict sistemlerdir (Mirzaei ve ark., 2015).
Lipozomlar; ilk zamanlarda kozmetik amagli olarak suda ¢oziinen bilesiklerin deriye
uygulanmast amaciyla kullanilmistir. Suda ¢oziinebilen bir maddenin fosfatidilkolin

ile karistiritlmasi sonucunda olusurlar (Sindhumol ve ark., 2010).



Aktif molekiiliin fosfolipid ile spesifik oranlarda karistirilmasi fitozom ve
lipozom iiretiminde ana adimdir. Lipozomlar ve fitozomlar bazi benzerlikler
gosterseler de kimyasal yapilar1 birbirinden farklidir (Ghanbarzadeh ve ark., 2016).
Lipozom formiilasyonlarinda yiizlerce, hatta binlerce fosfatidilkolin molekiilii suda
coziinen aktif bilesenin etrafini sarar ve bu molekiiller arasinda kimyasal bir bag
olusmazken; fitozom formiilasyonlarinda bunun aksine fosfatidilkolin molekiilleri ve
bitkisel kokenli aktif bilesikler arasinda aktif maddenin ¢esidine gore degisen 1:1, 2:1
gibi oranlarda kimyasal bag igeren kompleksler olusmaktadir. Fitozomlar birbirinden
ayr1 farkli tabakalardan olusan yapilar degildir, tam bir kompleks yapisi gosterirler
(Kidd, 2009; Sindhumol ve ark., 2010). Lipozomda aktif bilesik orta bosluk i¢inde
veya membranin katmanlari i¢inde dagilmig yilizerken, fitozomda membranin integral
bir parcasidir, fosfolipidin polar basina hidrojen bagi ile baglanmis olarak bulunur
(Karatag ve Turhan, 2015; Lu ve ark., 2019). Bu baglar fitozomlara diger vezikiiler
sistemler yaninda lipozomlardan daha iy1i bir stabilite kazandirmaktadir (Alam ve ark.,
2013). Lipozom ve fitozom vyapilarinin karsilastirmali yapilart Sekil 1.4°te

gosterilmigtir.

FITOZOM LiPOZOM

Fosfolipit-Flavonoid Fosfolini
Kompleksi /\ x osfolipit

A Flavonoid

Sekil 1.4. Fitozom (sol) ve lipozom (sag) molekiiler organizasyonu (Ghanbarzadeh ve
ark.,2016).



1.2.2. Fitozom Hazirlama Yontemleri

Fitozom formiilasyonlar1 dogal bitkisel ekstrelerin ya da bitkisel aktif
bilesenlerin fosfolipidlerle genellikle nonpolar bir ortamda bir araya getirilmesiyle
olusturulmaktadir. Bitkisel aktif madde, fosfolipidin polar kismi ile hidrojen baglar
ya da kovalent baglar yardimiyla birlesmektedir. Fosfatidilkolin, hidrofilik 6zellik
gosteren kolin ve lipofilik 6zellik gdsteren fosfatidil gruplarindan olusan amfifilik
yapida bir molekiildiir; polar kolin kismu biyoaktif molekiil ile hidrojen baglar
yardimiyla birlesirken, lipofilik ve nonpolar fosfatidil grubu kolin-biyoaktif
molekiilin kompleksini sarar. Kolin-biyoaktif bilesen kismi fitozomun goévde
boliimiinii olustururken, fosfatidil grubu da kompleksi sarmak iizere kuyruk kismini
olusturur. Bunun sonucunda fitozom olarak adlandirilan hiicre benzeri kiiresel

partikiiller olusmaktadir (Amit ve ark., 2007).

Fitozom formiilasyonu stokiyometrik olarak 1-10 oraninda; tercihen 1 mol
fosfolipid ve 1 mol fitoaktif bilesenin aprotik organik ¢oziicii i¢inde birlestirilmesiyle
olusmaktadir. Fito-fosfolipid kompleksi olusturulduktan sonra organik ¢oziicii
ortamdan uzaklastirilmalidir. Bu amagla vakum altinda kurutma, alifatik hidrokarbon
(6rnegin n-heksan) yardimiyla ¢oktiirme, dondurarak kurutma ve piiskiirterek kurutma

gibi farkli yontemler uygulanmaktadir (Ghanbarzadeh ve ark., 2016).

Fitozom hazirlanmasinda siklikla ¢6ziicli buharlagtirma yontemi tercih edilir.
Maksimum verim elde etmek ve maksimum oranda etkin madde yiiklenmesini
saglamak amaciyla belirlenen sicaklikta, belirlenen siire zarfinda reaksiyon meydana
gelmesi saglanir. Fitozom formiilasyonunun hazirlanmasinda genel olarak kontrol
altinda tutulan parametreler bitkisel aktif madde/fosfolipidin orani, reaksiyon sicakligi
ve reaksiyon siiresidir. Formiilasyon hazirlanmasinda ¢esitli oranlar, sicaklik
dereceleri ve reaksiyon siireleri denenmesinin ardindan optimum bir formiilasyon elde

edilir. Fitozom formiilasyonu hazirlanisinin sematik gdsterimi Sekil 1.5’te verilmistir.
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Sekil 1.5. Fitozom hazirlama asamalarinin sematik gosterimi (Babazadeh ve ark., 2018).

1.2.3. Fitozom Formiilasyonu icin Uygun Fito-aktif Molekiiller

Biyoaktif molekiiller esas nutrisyonel degerlerine ek olarak biyolojik aktiviteye
sahip gida bilesikleridir. Polifenoller major antioksidanlardan olusan ve bitkisel
gidalarda en cok bulunan bilesenlerdir. Bitkisel ekstreler onemli bir polifenol
kaynagidir. Polifenollerin ii¢ baslica kategorileri flavonoidler, terpenoidler ve fenolik
asitlerdir. Flavonoidler kendi arasinda; flavonlar (6rnegin luteolin), flavonoller
(6rnegin rutin ve kersetin), flavanon (6rnegin naringin ve hesperidin), izoflavonlar
(6rnegin daidzein ve genistein), proantosiyanidin ve antosiyaninler (6rnegin siyanidin
ve pelargonidin) olarak gruplandirilabilirler. Polifenollerin kimyasal yapis1
gastrointestinal kosullarda nispeten kararsizdir. Fitozom teknolojisi ¢evresel kosullar
(oksijen, 151k, yiliksek sicaklik, enzimler, metaller gibi), sindirim enzimleri ve
gastrointestinal kanaldaki bagirsak bakterilerinin neden oldugu yikimdan bilesikleri
koruyan kompleksler tiretmektedir. Polifenolik bilesiklerin bazilar1 yiiksek lipofilik
dogaya sahiptir ve gastrointestinal sivilarda ¢oziinmezler. Digerleri oldukga
hidrofiliktir ve biyolojik membranlardan gecemezler. Fitozom lipofilik polifenollerin

sulu ortamda ¢6ziinme ve hidrofilik olanlarin sulu fazdan lipofilik ¢cevreye gegme ve
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oradan kan dolagimma wulasmasi sorunlarini iyilestirme potansiyeline sahiptir

(Ghanbarzadeh ve ark., 2016).

Birgok bitkisel ekstre ve fitobilesik yiiksek in vitro biyoaktiviteye sahip olsa da
zayi1f lipofilik dogalarina veya biiyiik molekiiler yapilarina ya da her ikisine de bagh
olarak daha diisiik absorbsiyon ve biyoyararlanima neden olan in vivo aktivite
sergilemektedir. Herhangi bir bitkisel ekstrenin ya da onlarin fitobilesiklerinin
etkinlikleri viicuda etkili bir seviyede tasinmasia baghdir. Fitozomlarin bitkisel
ekstrelerin ve bitkisel aktif bilesiklerin biyoyararlanimlarimi ve fizikokimyasal

stabilitelerini potansiyel olarak iyilestirdikleri raporlanmistir.

Her bitkisel ekstre ya da bitkisel aktif maddenin fitozom formiilasyonu
hazirlanmamaktadir. Bitkisel bilesiklerin secimi, fitokimyasalin yapisina ve
farmakokinetik profiline baglhdir. Genellikle uzun yan zincirleri ve ¢ok sayida halkali
yapt igermeleri nedeniyle bagirsak membranlarindan pasif diflizyonla gecemeyen
fitobilesiklerin fitozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi tercih edilir (Gnananath ve

ark., 2017).

1.2.4. Fitozom Olusumuna Etki Eden Faktorler

Yapilan spektroskopik analizler gdstermistir ki fosfolipid-substrat etkilesiminin
temelini polar bastaki fosfat ve amonyum gruplart ile substratin polar kisimlarinin
arasinda olusan hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Ote yandan uzun alifatik zincirlerin
lipofilik bir zarf olusturarak, fito-molekiil ile fosfolipidin polar basini i¢ine aldig:
anlagilmistir (Dulbecco ve Savarino, 2013). Biiyiikk hacimli bitkisel molekiiliin
kapsanarak  hapsedilmesi  bazen  birden fazla  fosfolipid tarafindan

gerceklestirilebilmektedir (Kidd, 2009).

Aktif hidrojen atomlu (-COOH, -OH, -NH, - NH>, =NH gibi) biitiin bilesikler
fosfatidil molekiiliiniin hidroksil grubuna esterlenebilir, bu da hiicre membran

duvarinin gegilmesini kolaylastiran amfifilik ajan1 meydana getirmektedir. Bu



vezikiiler sistemler fosfatidilkolin araciligiyla olugmaktadir. Bu olusumun sematik
gosterimi ~ Sekil 1.6’da  verilmistir.  Fosfatidilkolin ~ flavonoidlerin  zayif
absorbsiyonunun iistesinden gelmekte ve hiicre lipitleri ile karigabilirligi arttirmaktadir

(Mota ve ark., 2017).

Fitokimyasal bilesik

i | Hidrofilik kistm
T Hidrofobik kisim
R0/ .2
Fosfolipit

Sekil 1.6. Fitozom olusumunun sematik gosterimi (Mota ve ark., 2017).

Fitozom formiilasyonlar1 genel olarak bitkisel aktif bilesen, fosfolipid ve
coziliciiden olugsmaktadir. Fosfolipidler hem dogal hem de sentetik kaynaklardan elde
edilirler. Fosfolipidler bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunur; soya fasulyesi,
aycicegi tohumu, kolza tohumu ve pamuk gibi bitkisel yaglar ve sigir beyni, yumurta
saris1 gibi hayvansal dokular ana kaynaklar1 arasinda yer alir (Chaurio ve ark., 2009).
Birgok c¢alismada, bitkisel aktif molekiillerin fosfolipid komplekslerinin
hazirlanmasinda soya fasulyesi kaynakli fosfolipidler kullanilirken, birkag¢ tanesinde
ise yumurta sarist kaynakli fosfolipidlerin kullanildigi goriilmiistiir (Gnananath ve
ark., 2017). Dogal kaynaklardan fosfolipidlerin izolasyonu ve saflagtirilmasi sentetik
ve yar1 sentetik metotlar ile karsilastirildiginda her zaman daha az maliyete sahip
olmaktadir (Singh ve ark., 2017). Fosfolipidlerin dogal ve sentetik kaynaklar

arasindaki farklar Cizelge 1.1°de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Dogal ve sentetik fosfolipidler arasindaki farkliliklar (Singh ve ark., 2017).

Ozellik Dogal Fosfolipid Sentetik Fosfolipid

Stabilite Daha az Gorece stabil
Safhik Kontrolii zor ve daha az Yiiksek

Maliyet Diisiik Yiiksek

1.2.5. Fitozomlarin Karakterizasyonu

Fitozomlar morfolojik sekil, partikiil biiylikliigli ve dagilimi, formiilasyon i¢ine
yiiklenen etkin madde ytizdesi, formiilasyondan salinan etkin madde yiizdesi, kristalite
ve erime noktasit gibi fiziksel nitelikler ile karakterize edilebilirler. Kimyasal
kompozisyon karakteristikleri niikleer manyetik rezonans (NMR) ve fourier
dontistimli kiziltesi spektroskopi (FTIR) yontemleriyle belirlenebilir. Bunlara ek
olarak formiilasyonlardan etkin madde miktarlarinin tayin edilebilmesi amaciyla
cesitli spektroskopik ve kromatografik yontemler de kullanilmaktadir; yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile 6l¢iim de son zamanlarda
fitozom karakterizasyonunda 6n plana ¢ikmaktadir (Ghanbarzadeh ve ark., 2016;

Karatas ve Turhan, 2015).

Fitozomlarin yiizey morfolojisi atomik kuvvet mikroskobu (AFM), gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
goriintiilenebilir. Morfolojik goriintiileme ¢aligmalar1 cogunlukla partikiil boyutunun,
yakalama davraniginin (aktif molekiiliin fosfolipide tutunmasi), yiizey 6zelliklerinin
gozlenmesi ve partikiil yiizeyinde olas1 safsizliklarin varliginin tanimlanmasi igin

kullanilmaktadir (Agarwal ve ark., 2012).

FTIR fitozom komplekslerinin tespiti i¢in en kolay yontem olarak
degerlendirilmektedir. Bu yontemde ayr1 ayri bilesenlerin, kompleksin ve bunlarin
fiziksel karigimin spektrumlar1 karsilastirilmaktadir. Fitozom formiilasyonunda
fitoaktif bilesigin serbest grubu fosfolipidin polar grubu olan kolin kismi ile
etkilesmektedir. Bu nedenle —OH piki yerine genis bir pik goriilmesi fitozom

kompleksinin dogru olustugunu gostermektedir (Vu ve ark., 2018).
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Fitozomlarin stabilitesi zaman i¢inde vezikiiliin partikiil boyutu ve morfolojik
yapisindaki degisim Olgiilerek degerlendirilir. Yapisal degisiklikler SEM, TEM ile
belirlenebilirken; partikiil boyutunda meydana gelen degisimler dinamik 151k sagilim1

(DLS) yontemiyle 6l¢iilebilir (Pawar ve Bhangale, 2015).

In vitro etkin madde salim galismalar1 farkli pH degerleri ve farkli tampon
cozeltiler kullanilarak hazirlanan salim ortamlarinda yiiriitilmektedir. Farkli zaman
araliklarinda salim ortamindan 6rnek alinarak, alinan 6rnekler spektrofotometrik ya da
kromatografik olarak analiz edilmekte ve boylece etkin madde salim hizi profili
olusturulmaktadir (Zhang ve ark., 2013). In vivo ¢alismalar av kopekleri, kemirgenler,
wistar tlirli sicanlar iizerinde saf bitkisel madde ile onun fosfolipid kompleksinin
farmakokinetik parametlerinin karsilastirilmasi ile yapilabilmektedir (Saha ve ark,

2013).

1.2.6. Fitozomlarin Stabilitesi

Doymamis dogal fosfolipidlerin oksidasyona duyarli olduklar1 bilinmektedir
(van Hoogevest, 2017). Yiiksek oranda fosfolipid igeren preparatlarin nihai tirliniin
kararlilig1 agisinda belirleyici bir faktor olabilecek oksidatif degisikliklere kars1 daha
duyarli oldugu diisiiniilmektedir (Khan ve ark., 2013). Oral dozaj formlarinin iiretim
islemlerinde doymamis dogal fosfolipidlerin kullanimi, oksidasyonun énlenmesi igin
nem/sicaklik kontroliinii ve 6nlemlerini gerektirir. Ayn1 zamanda depolama sirasinda
dozaj formu daha yiiksek sicakliklardan, 1siktan, oksijenden ve nemden korunmalidir

(van Hoogevest, 2017).

Fosfolipidlerin stabilitesiyle ilgili Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada
Aprepitant (APT) etkin maddesinin sterilizasyon stabilitesini artirmak amaciyla
kolestril hemistiksinat ile film dispersiyon homojenizasyon yontemiyle yiiksek lesitin
icerigine sahip iyon ¢ifti kompleks emiilsiyonu hazirlanmistir (Zhang ve ark., 2020).
Kolestril hemisiiksinat, stearilamin veya diseltifosfat gibi maddeler vezikiiler

sistemlerin yapisina giren ve pozitif veya negatif yiik saglayan bilesenlerdir (Mazda
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ve Ozer, 1993). APT’nin yag fazindaki ¢oziiniirliigiinii ve stabilitesini artirmak
amaciyla yag fazi olarak orta zincirli trigliseritler se¢ilmistir. Yapilan analizler ile etkin
madde ile kolestril hemisiiksinat arasinda iyon ¢iftinin olustugu dogrulanmustir. Iyon
ciftinin olusumu APT nin lipofilikligini yiiksek oranda artirmig; bunun sonucunda da
kimyasal kararlilik yiiksek oranda artmigtir. Kolestril hemisiiksinatin, iyon g¢ifti
emiilsiyonun fiziksel stabilitesini artirarak daha giiclii ve daha kalin bir membran
meydana getirerek lipit membranlar1 stabilize ettigi goriilmiistiir. Calismada
formiilasyonun partikiil biiyiikliigiinde veya igeriginde herhangi bir degisiklik
olmadan 8 dakika boyunca 120 °C'de otoklavlamaya dayanabildigi gosterilmistir.
Stabilite ¢aligmalar1 yapilirken zeta potansiyel, partikiil boyutu ve dagilimi ve etkin
madde ylikleme kapasitesi analizi degerlendirme i¢in yapilmistir. Formiilasyonun 25
°C £ 2 °C'de en az 6 ay saklanabilecegi goriilmiistiir. Etkin maddenin ¢ozeltisi ile
karsilagtirildiginda  fosfolipid ile hazirlanan formiilasyonun daha yiiksek
biyoyararlanim, uzun siireli salim etkisi, absorbsiyonunu yiiksek oranda artmasi gibi
avantajlar1 oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak APT kolestril hemisiiksinat iyon ¢ifti
emiilsiyonunun yiiksek derecede sterilizasyon stabilitesine sahip ilag tasiyici sistem

olarak uygulama degerine sahip oldugu goriilmiistiir (Zhang ve ark., 2020).

Fito-fosfolipid kompleksleri depolama sirasinda agregasyon olusumu ve
kimyasal degradasyon riski tasimaktadirlar. Formiilasyonlarin sicakliga bagh
higroskopikligi, partikiiller arasi etkilesimlerin stabiliteye etkilerinin belirlenmesi gibi
durumlar1 zeta potansiyel 6l¢iimiiyle degerlendirilmektedir. Saf aktif bilesige kiyasla
fito-fosfolipid komplekslerinin daha yiliksek nem g¢ekme potansiyellerinin oldugu
ortaya konmustur ve formiilasyonlarin agik havada birakildiginda daha viskoz hale
geldikleri goriilmistiir (Khan ve ark., 2013). Fitozom formiilasyonlarinin stabilitesi
kompleksin partikiil biylikliiglinlin ve yapisal biitiinliiglinlin uygun zaman
araliklarinda Olgiilmesiyle degerlendirilir. Ortalama partikiil boyutu Ol¢iimii igin
dinamik 151k sa¢ilimi yontemiyle dl¢lim yapan partikiil boyutu analiz cihazlar1 ya da

SEM kullanilabilir (Bhosale ve ark., 2016).

Fito-fosfolipid komplekslerinde diger dozaj formlarinda oldugu gibi 25 °C + 2

°C/% 60 + 5 bagil nem kosullarinda 6 ay siiresince uzun siireli stabilite testleri yapilir.
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Fosfolipidlerin stabilitelerinin nem ¢ekme gibi durumlarda bozulmaya yatkin olmasi
sebebiyle fitozomlarin stabilitesi buzdolabi stabilite kosullari olan 5 °C + 3 °C’de 6 ay
boyunca uzun siireli olarak degerlendirilmektedir. Hazirlanan baz1 fitozom
formiilasyonlarinin oldukca yapiskan ve viskoz halde olduklari, sicaklik ve nem
kosullarindan etkilenerek eriyik haline ge¢me egiliminde olduklart bildirilmistir.
Kullanilan bitkisel aktif madde ve fosfolipidin tipine ve 6zelliklerine gore stabilite test
kosullarinin  belirlenmesi  gerekir. Ayrica fito-fosfolipid komplekslerinde
degerlendirilen bir diger stabilite parametresi formiillerin gastrointestinal sivilardaki
stabilitesidir; simiile mide (pH 1,2) ve bagirsak (pH 6,8) ortamlarinda formiilasyon
iizerine yapilan deneylerde kompleksin bu ortamlardaki davranist in vitro olarak
gbzlenmis olmaktadir. Deneyler sonucunda bozunmadan kompleks i¢inde kalan

madde miktar1 spektrofotometrik ya da kromatografik yontemlerle 6l¢iilmektedir.

1.2.7. Fitozomlarin Farmasotik Alanda Kullanimlari

Fitozom ilag tasiyici sistemleri oral ve topikal olarak formiile edilmistir. En
uygun Uretim yontemi iiretim kolayligi ve maddenin biyoyararlanimi géz Oniine
alinarak segilmelidir (Santos ve ark., 2019). Oral uygulamada fitozomlar i¢in yumusak
jelatin kapsiiller, sert jelatin kapsiiller ve tabletler tercih edilebilir. Fitozomlar genel
olarak yagl tasiyicilarda disperse edilerek siispansiyon formunda bulundugundan
yumusak jelatin kapsiiller ideal bir dozaj formu olmaktadir. Dogal veya yar1 sentetik
yaglar bu amacla kullanilmaktadir. Bu dozaj formu i¢in yagl tasiyicilarin tipi en
onemli kritik parametredir. Uygun dozaj formuna 6n uygunluk degerlendirmeleri
yapildiktan sonra karar verilmelidir; ¢link{i yumusak jelatin kapsiiller her fitozom i¢in
uygun dozaj formu olmayabilirler. Fitozom kompleslerinin volumetrik olarak sert
jelatin kapsiillere dolumu yapilabilir. Gerekli oldugu takdirde dolum 6ncesinde kuru
graniilasyon islemi Onerilmektedir. Fito-fosfolipid kompleksleri smirli akabilirlik,
potansiyel yapigskanlik ve diisiik yogunluklari nedeniyle iyi stabilite 6zelliklerine sahip
degillerdir. Tabletleme agamasinda graniilasyon i¢in kullanilan suyun ve kurutma igin
kullanilan 1sinin negatif etkisi nedeniyle miimkiin oldugunca yas graniilasyondan

kacinilmasi gerekmektedir. Kuru graniilasyon yiiksek dozlarda doz tekdiizeliginin
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saglanmas1 ve uygun biyoyararlanim elde edilmesi amaciyla uygun olabilmektedir.
Dogrudan basim ydntemi de bazen fito-fosfolipid komplekslerinin tablet olarak

basilmas1 amaciyla kullanilabilmektedir (Saha ve ark., 2013).

Fitozomlarin sunumu i¢in bir diger alternatif topikal dozaj sekilleridir.
Hazirlama asamasinda oncelikle yag fazinin kiiciik bir miktarinda fito-fosfolipid
kompleksi dagitilmakta ve dnceden hazirlanmis 40 °C’den daha diisiik sicakliktaki
emiilsiyona eklenmektedir. Eger dis faz su ise, fito-fosfolipid kompleksi su fazina
eklenmekte ve daha sonra yine 40 °C altinda final emiilsiyona ilave edilmektedir

(Karatag ve Turhan, 2015).

Indena firmasi son zamanlarda oldukca popiiler olan fitozom iiriinleri ile dncii
bir firma olarak piyasada yer almaktadir (Khan ve ark., 2013). Indena firmasi fitozom
tabanli bircok {iriin iiretmistir. Bunlardan piyasada yer alanlar Cizelge 1.2°de

verilmistir (Indena, 2022).
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Cizelge 1.2. Indena’ya ait mevcut fitozom preparatlar (Indena, 2022).

Preparat adx Bitkisel kaynak Miktar Biyolojik aktivite
BERBEVIS® Berberis aristata L. - >%28.0 <%34.0 berberin Metabolizma saglig1
BERBERIN kok
PHYTOSOME®
CASPEROME® Boswellia serrata > %25 boswellik asit Antiinflamatuvar
BOSWELLIA Roxb. ex Colebr. - Eklem saglig1
PHYTOSOME® Regine Bagirsak sagligi
GINKGOSELECT® Ginkgo biloba L. — > %7 ginkgoflavonglukozit Kavrama ve dolasim
PHYTOSOME® Yaprak > %2 ginkgoterpenler saghgi
GINKGO BILOBA > %0.8 ginkgolid Antioksidan
PHYTOSOME® <5 ppm ginkgolik asitler Vazokinetik
GREENSELECT® Camellia sinensis (L.) > %19 <% 25 (-)- Kilo kontrolii saglama
PHYTOSOME® O. - Geng yapraklar epigallokatesin-3-0-gallat Antioksidan
GREEN TEA olarak ifade edilen
PHYTOSOME® polifenoller
> %13 (-)- epigallokatesin-
3-0-gallat
< %0.1 kafein
LEUCOSELECT® Vitis vinifera L. - > %25 < %30 Kardiyovaskiiler
PHYTOSOME® Tohum proantosiyanidinler koruyucu
GRAPE SEED UV koruyucu
PHYTOSOME® Antioksidan
SILYMARIN Silybum marianum > %15 < %20 silibin Karaciger sagligini
PHYTOSOME® (L.) Gaertn. - Meyve koruma
UV koruyucu
Antioksidan
SILIPHOS® Silybum marianum >%29.7 <%36.3 silibin Karaciger sagligini
SILYBIN (L.) Gaertn. — Meyve koruma
PHYTOSOME® Retinoik asit benzeri
aktivite
MERIVA® Curcuma longa L. - > %18 < %22 Eklem sagligi
TURMERIC Rizom kurkuminoidler Antiinflamatuvar
PHYTOSOME®
UBIQSOME® - >%18.0 <%22.0 koenzim Hiicresel enerji kaynagi
COENZYME Q10 Q10 Spor beslenmesi
PHYTOSOME® Kalp ve
kardiyovaskiiler saglik
Beyin saglig1
Yaslanma karsit1 etki
VAZGUARD® Citrus bergamia Risso >%11.0 <%19.0 toplam Saglikli kan seviyesi
BERGAMOT & Poit. — Meyve suyu flavanoller
PHYTOSOME®
QUERCEFIT® Sophora japonica L. - >%34.0 <%42.0 kuersetin Spor beslenmesi
QUERCETIN Cigeklik Antioksidan
PHYTOSOME®
SF/MD
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1.2.8. Fitoaktif Bilesiklerin Kalite Parametreleri

Fitozom formiilasyonlarinda bitkisel baslangi¢ maddesinin kalitesi biitiin
asamalarin emniyetini etkilemesi nedeniyle Onemlidir. Bu nedenle iiretimin ilk
basamaklarindan itibaren final {iriiniin niteliklerini garanti altina almak i¢in iyi imalat

uygulamalari prosediirleri uygulanir. Bu asamada asagidaki 6l¢iimler yapilmalidir:

e Tedarik¢i denetimi ve kalifikasyonu

e Bitkisel ekstre ya da bitkisel aktif bilesenin GACP (Good Agricultural and
Collection Practices - Iyi Tarim ve Toplama Uygulamalari)’na uygunlugu

¢ Bitkinin ve bitki kisimlarinin botanik teshis ve tanimalari

e Bitkisel materyalin iglenmesinin (hasat zamani, hasat metodu, kurutma
kosullar1, depolama kosullari) kontrolii

e Izlenen kosullar altinda biyokiitlenin karantinasmin saglanmasi

e Kimyasal analiz

e Kontaminasyon kontrolii (pestisit, aflatoksin, agir metal vs.)

Kontrol edilen parametrelerin herhangi birinde uygunsuzluk goriiliirse ham
materyal ileri asamalara gecirilmemelidir. Prosesin tamami iyi tanimlanmis
prosediirler ile iiretimin kritik adimlarindaki analizlerle iyi imalat uygulamalarina
bagli olarak kontrol edilmelidir. Tiim veriler kaydedilmeli, kritik parametre ve
prosediirler tanimlanmalidir. Bitmis {iriinde, final iirlin analizi ve dokiimantasyon
degerlendirmesi spesifikasyonlara uygunlugu dogrulamak i¢in gerceklestirilmelidir.
Laboratuvar malzeme kalifikasyonu ve periyodik bakim uygun olarak valide edilmis
analitik metodlara gore gilivence altina almmalidir. Tiim analitik veri gelecek

referanslar i¢in saklanmalidir.

Iyi Tarim ve Toplama Uygulamalari igin bitkinin yetistirilmesi, biiyiitiilmesi ve
hasat1 dahil olmak iizere kalite giivence/kalite kontrol degerlendirmesini i¢ceren son
basamak ¢ok onemlidir. Uriiniin kalitesi siirecin biitiin asamalar1 boyunca kapsamli
olarak kontrol edilir. Uriin kalitesi pazara ¢ikmak icin tatmin edici olmalidir (WHO,

2003).
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1.3. Mikropartikiillerin Tanim ve Genel Ozellikleri

Mikropartikiil, 1-1000 pum aralifinda boyuta sahip olan partikiillere verilen
isimdir. Mikropartikiiller, baz1 avantajlarindan dolay1 son yillarda bir¢ok farkl
caligmanin konusu olmustur. Biyolojik sistemlerle kontrollii etkilesimleri sayesinde
farmasoétik ve biyomedikal arastirmalarda 6n plana ¢ikan partikiiller olarak karsimiza
¢ikmaktadirlar. Ozellikle kontrollii ilag salimi, doku miihendisligi, biyosensor

uygulamalar1 gibi alanlarda kullanimlar1 giderek artmaktadir (Galogahi ve ark., 2020).

Mikropartikiiller; etkin maddeyi in vitro ve in vivo degradasyondan koruma,
etkin maddenin stabilitesini arttirma, yliksek ylizey/hacim oranina sahip olmak,
kontrollii etkin madde salimi saglamak, etkin maddenin biyoyararlanimini arttirmak

gibi avantajlara sahiptir (Wong ve ark., 2018).

Mikropartikiillerin iki ¢esidi vardir. Merkezinde etkin maddeyi bulunduran
cekirdek ve bu ¢ekirdegi polimerik kabuk ile saran tipte olanlar mikrokapsiil olarak
adlandirilirken, polimerik matriste etkin maddenin ¢6ziliniip dagilmasiyla olusanlar ise
mikrokiire olarak adlandirilir (Prajapati ve ark., 2015). Mikropartikiiller viicutta
kontrollii salim saglamak tizere kullanilabilen tasiyici sistemlerdir. Ayrica etkin
maddenin hedeflendirilmesi i¢in de kullanilabilirler (Karatas ve ark., 2009). ilag yiiklii
polimerik mikropartikiiller 6zellikle nazal uygulama, pulmoner inhalasyon, oral
uygulama ve implant uygulamalar1 i¢in gelistirilmektedir. Mikropartikiillerin
hazirlanmasinda kontrollii salimda umut vadeden uygulamalar1 nedeniyle poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA), polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) polimerleri
siklikla tercih edilmektedir (Davoodi ve ark., 2018). Mikrokapsiil ve mikrokiire
yapilar1 Sekil 1.7°de sematize edilmistir.
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Stabilize edici ajan

Etken madde

L
Mikrokapsiil Polimer Mikrokiire

Sekil 1.7. Mikrokapsiil ve mikrokiire yapilarmin sematik gosterimi (Vilos ve Velasquez,
2012).

1.3.1. Mikropartikiillerin Hazirlanmasinda Yararlanilan Polimerler

Mikropartikiillerin olusturulmasinda dogal ve sentetik kaynakli polimerlerden
yararlanilmaktadir. Kitozan, aljinat, albiimin siklikla tercih edilen dogal polimerler
arasinda yer almaktadir. Poliakrilatlar, polilaktitler ve kopolimerleri, poliglikolitler,
polikaprolaktonlar ise sentetik polimerler grubunda yer almaktadirlar. Polimerlerin
kristal formu, ¢Ozlinilirligi ve molekiill agirhigr gibi  ozellikleri Onemlidir.
Mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilacak polimerler teratojenik, kanserojenik,
toksik olmamalidir. Polimerler viicutta pargalanabilen ve viicutta parcalanamayan
polimerler olarak da siniflanabilmektedirler (Giirsoy, 2004; Miiderrisoglu ve
Comoglu, 2010). Biyolojik olarak parcalanabilen dogal veya sentetik kaynakli
polimerik mikropartikiiler sistemlerin ila¢ salim ve hedeflendirmede kullanimi son
zamanlarda artmistir. Biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerin tercih edilme
nedenleri arasinda; toksik oOzellik goOstermemeleri, parcalanarak viicutta
uzaklastirilabilmeleri, viicutla gecimli olmalar1 yer almaktadir. Polimerlerin

siniflandirilmasi Cizelge 1.3°te verilmistir.
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Cizelge 1.3. Mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin
siniflandirilmasi (Miiderrisoglu ve Comoglu, 2010; Tungay ve Calig, 1999).

Polimer tiirii Dogal Sentetik
Biyoparcalanabilir Kitozan PLA
Aljinat PGA
Jelatin PLGA
Kollajen Polikaprolakton
Iniilin Poliamid, poliakrilamid
Nigasta Polistiren
Seliiloz Polialkilsiyanoakrilat
Dekstran Vinil tiirevleri, polikarbonat
Albumin Poliortoester
Polianhidrit
Poliaminoasitler
Biyoparc¢alanamaz Polihidroksi etil metakrilat

Polimetil metakrilat
Poli N-vinil-2-prolidon (PNVP) Polivinil
alkol (PVA)
Poliakrilik asit (PAA)
Polivinil asetat (PVAc) Polimetakrilik
asit)

Polietilen oksit (PEO)
Polietilen glikol (PEG)
Polietilen vinil asetat kopolimeri (PEVAc)
Silikonlar
Poli dimetil siloksan (PDMS)

Polimerlerin viicutta par¢alanmasi kimyasal, mikrobiyolojik veya enzimatik

yollarla meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar bir arada ya da ayr1 ayr1 meydana

gelebilir. Viicutta parcalanabilen polimerlerin bazilarimin kimyasal yapilart Sekil

1.8’de gosterilmistir.

19



Biyopargalanabilir
Polimerler

r [r 1T °
ol | aoail ek 0! W
Al Apal Aua Ve mPK( HWA‘JL
o v S
of LF T, g
'fkk_i.;\~[-/'\;il_\{-;3.,‘r;\/- Dogal Polimerler Sentetik Polimerler / 0.
" \ :

Kitozan PLGA

| 8., s Aljinat Polikaprolakton
T-/.\,T;‘*.‘-*—\»f—_\}r +——————— | Hyaluronik asit PVA B | w
o Dekstran Poliaminoasitler = 2
2&;’} / Jelatin Pluronik Y ..TMM<)..
M / CH O
Lol de by He” Y o
. Prpleeleas by, L
wslo )j o 3 ey

L1 ;- A HlovHo/k]:lov-]:OH
Sekil 1.8. Viicutta parcalanan polimerler ve kimyasal yapilar1 (Mansoor ve ark., 2019).

1.4. Kitozan

Kitozan, B-(1,4)-glikosidik baglarla konjuge edilmis D-glukozamin ve N-asetil
glukozamin zincirlerine sahip olan pozitif yiiklii dogal kaynakli bir polimerdir (Zhao
ve ark., 2018). Kitinin N-asetilasyon iiriinii olan kitozan, polisakkarit yapisinda olup
cogunlukla kabuklular, mantarlar ve boceklerin dis iskeletinde bulunur. Kitin ve

kitozanin kimyasal yapis1 Sekil 1.9°da gosterilmistir.

KITIN KiTOZAN

CH3 CHj

OH o={ OH 0:(

NH
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OH (CH,CO-) i OH
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Sekil 1.9. Kitin ve kitozanin kimyasal yapis1 (Muxika ve ark., 2017).

Kitozanin biyouyumlu, biyobozunur olmasi gibi avantajlarinin yani sira ayrica
baz1 farmakolojik 6zelliklere (antimikrobiyal, antifungal) sahip olmasi nedeniyle ila¢
tastyict sistemlerde kullanimi siklikla tercih edilmektedir (Handa ve ark., 2021; Luo

ve Wang, 2014).
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1.4.1. Kitozanin Ozellikleri ve Elde Edilmesi

Kitozan kimyasal, enzimatik yollarla kitinin deasetilasyonuyla elde
edilmektedir. Kitozan diliie organik asitlerde ¢dzilinen bir polimer olarak bilinmektedir
(Khayrova ve ark., 2021; Sacco ve ark., 2021). Polikatyonik yapisi sayesinde
polianyonlarla etkileserek polielektrolit kompleksleri olusturabilmektedir. Karides
kabugundan kitozan iiretimi Sekil 1.10°da gosterilmistir (De Queiroz Antonino ve ark.,
2017). Kitozanin suda ve bir¢ok organik c¢oziiclide ¢oziinmemesi bazi alanlarda
kullanimimi sinirlandirmaktadir. Kullanimini kolaylastirmak amaciyla fonksiyonel
gruplarinda modifikasyon yapilabilmektedir. Ozellikle -OH ve -NH» aktif gruplar:
kimyasal reaksiyonlara daha ac¢ik kisimlaridir. Kitozanin kimyasal modifikasyonu
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini gelistirmenin yani sira kullanim alanlarini da
genisletmektedir. Modifiye kitozan tiirevleri daha yiiksek biyouyumluluk, biyoaktivite
ve biyobozunurluk 6zellikleri gdsterirler. Ayrica toksik olmamalar1 da 6n plana ¢ikan

ozellikleri arasindadir (Wang ve ark., 2020).
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Yikama
Kurutma
Homojenize etme (<20 Mesh)

Demineralizasyon
-HCI-1.0 M
-Beyazlatma

Proteinden arindirma
-NaOH-1.0M
-Beyazlatma

Deasetilasyon
-NaOH-12.5M
-Beyazlatma

Addd

Sekil 1.10. Karides kabugundan kitozan eldesinin sematik gosterimi.

Kitozanin karakteristik 6zelliklerinden biri de yiizeylere yapisma 6zelligidir. Bu
sayede kitozan etkin maddelerin mukozal yollardan viicuda iletiminde yeni tasiyici
sistemlerde yer almaktadir. Ayrica mukusa herhangi bir afinitesi olmayan etkin
maddelerin daha kolay adsorblanabilmesini saglamaktadir (Bugnicourt ve Ladaviére,

2016).

1.4.2. Kitozanin Kullanim Alanlar:

Kitozan ve tiirevleri yiyecek endiistrisi, kozmetoloji, ila¢ endiistrisi, tekstil,
kimyasal iiretim gibi birgok farkli alanda kullanilmaktadir. Son yillarda disgilik

uygulamalarinda, oftalmolojide, veteriner uygulamalarda, atik su aritma, biyoteknoloji
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vb. alanlarda kitozana olan ilgi artmistir (Bokura ve Kobayashi, 2003; Morin-Crini ve

ark., 2019; Shigemasa ve Minami, 1998).

Dogal kaynakli polimerler etkin maddeyi degradasyondan korumalari, kontrollii
salim saglama yetenekleri, absorbsiyonu arttirmalari, buna bagli olarak terapétik etkiyi
arttirmalar1 ve uygulama sikligini azaltmalar1 gibi avantajlar1 nedeniyle siklikla ilag
tastyici sistemlerde kullanilmaktadirlar. Kitozan da farkli terapotik etkin maddelerin
ozellikle mikro- ve nanopartikiil yapisinda taginmasinda iistiin 6zellikleri nedeniyle
kullanilmaktadir (Khor ve Lim, 2003). Mukoadezif formiilasyonlarin hazirlanmasi,
ilac hedeflendirmesi, absorbsiyonun arttirilmast gibi uygulamalarda kitozandan
yararlanilmaktadir. Kitozan ayrica doku miihendisligi, biyomiidendislik uygulamalari

gibi giincel alanlarda da siklikla kullanilmaktadir (Ahmed and Aljaeid, 2016).

Farkli arastirmacilar ilag tasiyict sistem olarak kitozan mikropartikiil
hazirlamislardir. Diklofenak sodyum (Ag¢ikgdz ve ark., 1996), 5-florourasil (Akbuga
ve Bergisadi, 1996), sisplatin (Wang ve ark., 1996), felodipin (Ko ve ark., 2002) ve
hidrokinon (Dini ve ark., 2003) etkin maddeleri kitozan mikropartikiiller i¢inde
enkapsiile edilmistir ve partikiillerin etkin maddeleri kontrollii olarak saldiklar
goriilmiistiir. Antibiyotik yiiklii kitozan mikropartikiiller lokal yara iyilesmesi
amaciyla uygulanabilirler; ayrica implantlarda kullanimlarinin da biyoyararlanim

artirdig1 goriilmiistiir (Jameela ve Jayakrishnan, 1995).

1.5. Mikropartikiil Hazirlama Yontemleri

Mikropartikiillerin hazirlama yontemleri; basit koaservasyon, iyonotropik
jelasyon, kompleks koaservasyon, piiskiirterek kurutma, emiilsiyon olusturma/¢oziicii
buharlastirma olarak siiflandirilabilir (Anal ve ark., 2006). Mikropartikiil hazirlama

yontemleri Cizelge 1.4’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.4. Mikropartikiil hazirlama yontemleri (Zirh-Giirsoy A., 2014).

Polimerizasyon Emiilsiyon Polimerizasyonu
Siispansiyon Polimerizasyonu

Koaservasyon Basit Koaservasyon
Kompleks Koaservasyon

Emiilsiyon Olusturma/Céziicii Buharlastirma Y/S Emiilsiyonu
Y/Y Emiilsiyonu
S/Y/S Emiilsiyonu

in-Situ Yontem

. Kondenzasyon Emiilsiyon Polikondenzasyonu
Siispansiyon Polikondenzasyonu

Piiskiirterek Kurutma

Dispers Fazda Jellesme ve Capraz Baglama

Mikroenkapsiilasyon yontemleri temelde ii¢ grupta da smiflandirilabilir; I)
fiziksel yontemler (puskiirterek kurutma, siiperkritik sivi ¢oktiirme ve ¢dziicii
buharlastirma), II) fizikokimyasal yontemler (koaservasyon, iyonotropik jelasyon),
III) kimyasal yontemler (ylizeylerarasi polimerizasyon ve molekiiler inkliizyon

kompleksi) (Tyagi ve ark., 2011).

a) Polimerizasyon Yontemi

Emiilsiyon Polimerizasyonu: Sulu ortamda yiiriitiilen bir islem olan emiilsiyon
polimerizasyonunda polimerizasyon islemi emiilgator maddeler tarafindan olusturulan
misellerde yiiriitilmektedir. Etkin maddenin polimerizasyon sirasinda yiiklenmesi
olasidir. Suda ¢oziindiiriilen ya da dagitilan etkin madde yag i¢inde disperse edilir.
Diisiik sicaklikta eklenen monomerler arayiizeyde hizla polimerleserek mikropartikiil
olusturur. Uygun misellerin olusmasi ve olugsan emiilsiyonun stabilitesi kullanilan

emiilgatore baglhidir (Zirh-Giirsoy A., 2014).

b) Dispers Fazda Jellesme ve Capraz Baglanma Yontemi
Bu yontem siklikla jelatin, alblimin, nigasta mikropartikiillerinin
hazirlanmasinda kullanilir (Madan ve ark., 1978). Dogal polimer sulu fazda

¢oziindiriiliir. Etkin madde ayni faz icinde ¢ozlindiiriiliir. Sulu faz emiilgator igeren
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yag fazinda dagitilir. Numune sogutulup, 1sitilir veya ¢apraz baglayici ilave edilerek,
polimerin jellesmesi, denatiirasyonu veya capraz bag olusumu saglanir. Yag fazindan
ayrilan mikropartikiiller kurutulur. Bu yontemle etkin madde miktar1 %25 ve daha
diisiikk konsantrasyonda oldugunda diizgilin yiizeyli, kiiresel, ylizeyde etkin madde
kristali olmayan mikropartikiiller elde edilir. Etkin madde miktar1 %65’in iizerinde
oldugunda ise yiizeyde etkin madde kristalleri ve salim profilinde patlama etkisi

gozlenir (Zirh-Giirsoy A., 2014).

¢) Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piiskiirterek kurutma islemi Oncelikle iglemin yapilacagr emiilsiyonun ve
dispersiyonun  hazirlanmasi,  hazirlanan  dispersiyon ~ ve  emiilsiyonun
homojenizasyonu, sonrasinda homojen numunenin kurutma hiicresindeki
atomizasyonu ile gerceklesmektedir. Islemin uygulanacagi c¢dzeltinin, atomize
edilecek olan materyalin kaplama ¢ozeltisi i¢indeki dispersiyonu ve emiilsiyonu ile
hazirlanmaktadir. Bu igslemde kaplama materyali olarak jelatin, modifiye nisasta,
dekstrin kullanilabilmektedir (Peker ve Arslan, 2011). Yontemin sematik gosterimi

Sekil 1.11°de verilmistir.

Atomizer

—»| Cikan hava

Besleme
Kurutma Siklon
¢emberi
Kuru
partikdil
toplayici

Sekil 1.11. Piiskiirterek kurutma ydnteminin sematik gosterimi (Ozkan ve ark., 2019).

d) Coziicii Buharlastirma Yontemi
Coziicii buharlastirma yontemi polimer iceren emiilsiyondan ¢oziiciiniin

uzaklastirilmasi olarak tanimlanabilir. Bu yontem dort temel adimdan olugmaktadir;
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I) kaplama materyali olarak polimerin organik ¢oziicii i¢inde siispansiyon, emiilsiyon
ya da ¢ozelti olusturacak sekilde ¢oziinmesi, II) organik (dispers) fazin sulu faz
(stirekli faz) i¢cinde karigtirilarak, ekstriizyon veya damlatma ile emiilsifikasyonu, III)
¢ozliciiniin uzaklastirilmasi, I'V) filtrasyon ya da santrifiij ile partikiillerin elde edilmesi
ve partikiillerin kurutulmasi. Coziicli buharlagtirma yontemiyle mikropartikiillerin

elde edilisinin sematik gosterimi Sekil 1.12°de verilmistir.

Coziinmis veya disperse - [ .
olmise etken madde ve Dispersiyon ortami
polimer gozeltisi o -
® -
-
* -
e _.- .
- - o

[ Mekanik karistirma ile
emiilsiyon olugsumu

[ Gozicinin buharlagmasi ] ( Kati mikropartikiillerin olugsmasi

Sekil 1.12. Coziicii buharlastirma ydntemiyle mikropartikiillerin olusumunun sematik
gosterimi (Hwisa ve ark., 2013).

e) Koaservasyon Yontemi
Koaservasyon teknigi elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler yani sira gluteraldehit, transglutaminaz gibi kimyasal ya da enzimatik

capraz baglayicilar tarafindan tetiklenen tek ya da karisim olarak bulunan farkli
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ylikteki polimerlerin sulu ¢ozeltisinin sivi-sivi faz ayrigmasini igeren kolloidal bir olay
olarak tanimlanabilir (Xiao ve ark., 2014). Biyopolimerler arasindaki etkilesimin
kuvveti; polimer tiirii (molar kiitlesi, esnekligi ve yiikii), pH, iyonik kuvvet,
konsantrasyon ve polimerlerin orani gibi birgok faktdre baghidir (Ozkan ve ark., 2019).
Kullanilan polimer sayisina bagli olarak bu yontem basit veya kompleks koaservasyon
olarak adlandirilabilmektedir. Basit koaservasyon sadece bir tiir polimer igerirken;
kompleks koaservasyon iki ya da daha fazla tiirde farkli polimerin ¢ekirdek etrafini
sarmasiyla olugmaktadir. Kompleks koaservasyonda oncelikle sulu polimer ¢ozeltisi
icinde cekirdek materyalinin disperse edilmesiyle bir emiilsiyon olusturulmaktadir.
Daha sonra bunu diger sulu fazin eklenmesiyle ¢ekirdek materyalin etrafinda bir
katman olusumuyla bu fazin sarilmasi takip etmektedir. Mikropartikiiller filtrasyon
veya santrifiijleme yontemiyle elde edilmekte ve uygun ¢oziiciiyle yikandiktan sonra
kurutulmaktadir (Livney, 2008). Koaservasyon yontemiyle mikropartikiil elde

edilisinin sematik gosterimi Sekil 1. 13°de verilmistir.

Polimer Il
O
O
pH dususu
Polimer | + Cekirdek materyali Mikropartikil olusumu

Sekil 1.13. Kompleks koaservasyon ydntemiyle mikropartikiil iiretimi (Ozkan ve ark., 2019).
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f) iyonik Jelasyon Yontemi

Iyonik jelasyon ydntemi Ca'?, Ba™ ve Al gibi ¢ok degerlikli iyonlarm
varliginda  polielektrolitleri  ¢apraz  baglama  yetenegine dayanan  bir
mikroenkapsiilasyon yontemidir. Yontem ekstriizyon ya da emiilsifikasyon/jelasyon
kullanilarak uygulanabilir (Lupo ve ark., 2015). Kiiresel partikiillerin hazirlanmasinda
ekstriizyon siklikla kullanilan iiretim yontemidir. Ekstriizyon yonteminde polimer
cozeltisi sirmmga yardimiyla ortama damlatilmaktadir. Emiilsifikasyon/jelasyon
yonteminde ise polimer ¢ozeltisi icinde hidrofobik etkin maddeyi i¢eren emiilsiyon
hazirlanir ve ¢apraz baglayici ¢ozeltiye damlatilir.

Iyonik jelasyon yonteminde dogal ya da sentetik kaynakli polianyonik veya
polikatyonik polimerler kullanilmaktadir. Polianyonik polimerlere 6rnek olarak
karboksilik asit veya siilfat gruplar1 igeren pektin, dekstran siilfat, seliiloz stilfat, aljinik
asit gibi dogal polimerler ve polimetakrilik asit gibi sentetik polimerler sdylenebilir
(Park ve Kang, 2005; Reis ve ark., 2006; Thimma ve Tammishetti, 2001). Kitozan,
amino dekstran gibi dogal polimerler ve polialilamin hidrokloriir, polidialkil
dimetilamonyum kloriir gibi sentetik polimerler polikatyonik yapidaki polimerlere
ornek olarak verilebilir. Capraz baglayict olarak polianyonlar icin, baryum,
magnezyum ve kalsiyum gibi ¢ok degerlikli katyonlarin; polikatyonik polimerler igin

ise ¢cok degerlikli anyonlarin kullanimi tercih edilmektedir.

Bir¢ok mikropartikiil hazirlama yontemi arasinda iyonotropik jelasyon metodu
toksik olmamasi, organik ¢oziicii igermemesi, giivenli ve kontrol edilebilir olmasi

yonleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Agnihotri ve ark., 2004).

Fundueanu ve ark. iyonik jelasyon ve farkli metodlar ile Ca-aljinat
mikropartikiiller ~ {iretmislerdir.  Iyonik jelasyon yontemiyle elde edilen
mikropartikiillerin tekdiize yilizey yapisinda, 1.0 ve 1.4 mm arasinda ortalama 1.2 mm
partikiil boyutuna sahip olduklar1 goriilmistiir (Fundueanu ve ark., 1999). Fan ve ark.
diistik molekiil agirlikli kitozan ve capraz baglayici olarak sodyum tripolifosfat
kullanarak iyonik jelasyon metoduyla nanopartikiil hazirlamiglardir. Calismada
kitozan ¢0zeltisinin  konsantrasyonu, sodyum tripolifosfat (TPP) ¢ozeltisi

konsantrasyonu, kitozan ve sodyum tripolifosfat orani, kitozan ¢ozeltisinin pH ve
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sicakligl, ¢apraz baglanma esnasinda ortam sicakligi gibi farkli parametrelerin
nanopartikiil olusumuna etkisini incelemislerdir. Parametreler stabil ve monondispers
nanopartikiil elde etmek amaciyla degerlendirilmistir. Asetik asit konsantrasyonunun
diistiriilmesinin ve ¢apraz baglanma esnasinda ortam sicakliginin disiiriilmesinin
nanopartikiillerin partikiil boyutu dagilimmi 6nemli 6l¢iide daralttigi bulunmustur

(Fan ve ark, 2012).

1.5.1. iyonik Jelasyon Yéntemiyle Kitozan Mikropartikiillerin

Hazirlanmasi

Iyonik jelasyon yontemi kitozanin pozitif yiiklii primer amino grubu ile negatif
yiiklii polianyon gruplar1 arasinda iyonik etkilesime dayanmaktadir. Cok degerlikli ve
non-toksik yapist nedeniyle capraz baglayici olarak en ¢ok kullanilan sodyum
tripolifosfat negatif yiiklii gruplara sahip olan bir polianyondur (Shu ve Zhu, 2002).
Iyonik jelasyon ydntemi elektrostatik etkilesimlere dayanan ¢apraz baglanma metodu
sayesinde toksik olan kimyasal c¢apraz baglayicilarin ve emiilsiyon olusturucu
ajanlarin kullanilmamasi yoniiyle avantajlidir (Berger ve ark., 2004). Iyonik jelasyon
yontemiyle partikiillerin olusumunun sematik gosterimi (a) ve iyonik capraz bagh

kitozan partikiillerin hazirlanmasimin sematik diyagrami (b) Sekil 1.14’te verilmistir.
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iyonik gapraz bagl kitozan
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Sekil 1.14. (a) Iyonik jelasyon ydntemiyle partikiillerin olusumunun sematik gosterimi (b)
Iyonik capraz bagh kitozan partikiillerin hazirlanmasinin sematik diyagrami (Desai, 2016).

Iyonik jelasyon metodu ile hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddeler
yliksek yiikleme etkinligi ile enkapsiile edilebilmektedir. Bu yontemde kitozan asetik
asit icinde ¢oziilmekte ve polianyon iizerine damlatma yontemiyle ilave edilmektedir.
Iyonik jelasyon yéntemi basit ve uygulamasi kolay bir yéntem olarak bilinmektedir.
Ayrica sulu ortamda gerceklesmesi diger yontemlere gore avantaj olusturmaktadir
(Nagpal ve ark., 2010). Kitozan ve tripolifosftat arasindaki etkilesim kendiliginden
meydana gelmektedir (Du ve ark., 2010; Keawchaoon ve Yoksan, 2011). Bu yontemle
hazirlanan mikropartikiillerin fiziksel stabilitesini (agregasyon, disintegrasyon vb.)
etkileyen faktorler arastirilmis ve uygun stabilizasyon stratejileri gelistirilmistir
(Giacalone ve ark., 2014; Jonassen ve ark., 2012; Liu ve Gao, 2009; Lopez-Ledn ve
ark., 2005). Kitozan ve tripolifosfat kimyasal gruplar1 arasindaki elektrostatik
etkilesim Sekil 1.15°te gdsterilmistir.
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Sekil 1.15. Kitozan ve tripolifosfat arasindaki elektrostatik etkilesim (Wang ve ark., 2021).

Bu yontemle hazirlanacak partikiillerin boyutu ve yiizey yiikleri; kullanilan
kitozan ve stabilize edici ajan oranina gore degismektedir. Kitozan:tripolifosfat agirlik
orani yiiksek yilikleme kapasitesi elde edebilmek i¢in kritik proses parametresi olarak
degerlendirilmekte ve kontrol altinda tutulmaktadir. Ortalama partikiil boyutu, partikiil
boyutu dagilimi, partikiiliin yilizey yiiki, yiikleme kapasitesi gibi 6zellikler kullanilan
cozeltilerin sicakligi, kullanilan ¢ozeltilerin pH’s1, c¢apraz baglayict ¢ozelti
konsantrasyonu gibi parametrelere bagli olarak degismektedir (Gan ve ark., 2005;

Prabaharan ve Mano, 2004; Tang ve Shi, 2007; Tsai ve ark., 2008).

1.6. BER Hakkinda Genel Bilgiler

BER kuaterner izokinolin bir alkaloidtir. Cok sayida farkli bitkinin kokiinden
veya govde kabugundan elde edilebilen, iyi bilinen dogal bir etkin madde olarak kabul
edilir. Hydrastis canadensis, Berberis aquifolium, Berberis aristata, Berberis vulgaris
ve diger bir¢ok farkli bitkinin yapisinda bulunur (Battu ve ark., 2010; Feng ve ark.,
2019; Gaba ve ark., 2021; Zuo ve ark., 2006). Sar1 renkli, kokusuz, ac1 tada sahip
kristal toz haldedir. Dogal formu metanol ve etanolde az ¢oziiniir, suda ise ¢ok az

¢Oziiniir. Tuz formlar1 etanol, metanol ve suda daha ¢ok ¢oziiniir (Dostal ve ark., 2004).
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BER bakteriler, mantarlar, protozoalar, virlisler ve helmintler gibi bir¢ok farkli
organizma iizerinde dnemli dl¢lide antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bu etkisi
sebebiyle farkli deri ve goz hastaliklarinda kullanimi s6z konusudur (Hayashi ve ark.,
2007). Geleneksel Cin tibbinda 6zellikle diyare ve gastroenterit tedavisinde yiizyillar
boyunca kullanilmistir (Taylor ve ark., 1999). Cin tibbinda klinik 6zelliklerinin iyi

olmasi ve giivenli olmasi yoniiyle genis kullanim alani bulmustur (Jin ve ark., 2016).

1.6.1. BER’in Kimyasal Yapisi

BER klortir ve BER siilfat klinik olarak siklikla kullanilan BER tuzu tiirevleridir.
BER hidrokloriir krem formiilasyonu topikal olarak antimikrobiyal ve
antiinflamatuvar uygulama amaciyla kullanilmaktadir. BER’in kimyasal adi 5,6-
dihidro-9,10-dimetoksi-benzo[g]-1,3-benzodioksolo[5,6-4] kinolizinyumdur (Lau ve
ark., 2001).

1.6.2. BER’in Fizikokimyasal Ozellikleri

BER koyu sar1 renkli, kokusuz ve karakteristik ac1 tada sahip bir alkaloidtir.
Genellikle suda ¢ok az ¢dzliniir; etanolde az ¢oziiniir ve metanolde ¢6ziiniir. BER’in
tuz formlar1 daha iyi ¢oziiniirliik 6zelligi gosterir. Klinik amaglarla kloriir ve siilfat

tuzlar siklikla tercih edilmektedir (Kumar ve ark., 2015).

Absorbsiyonunun zayif olmasi ve diigiik biyoyararlanim gdstermesi nedeniyle
BER’in terapotik faydasi 6nemli dl¢lide azalmaktadir. Suda ¢ozlintirligliniin diisiik
olmasiin sebebi muhtemel olarak sahip oldugu kuaterner amonyum katyonudur.
Hidrofobik 6zelligi ve diisiik suda ¢oziiniirliigii gastrointestinal alanda absorbsiyonunu
minimuma indirmekte ve etkili konsantrasyonu azaltmaktadir; bu durumlar da BER’in
farmasotik dozaj formlarimin gelistirilmesini ve uygulamasint 6nemli Olciide
sinirlandirmaktadir.  Terapotik  potansiyelini  gelistirmek ve farmakokinetik
kisitlamalarin tistesinden gelmek amaciyla bir¢ok yapisal degisiklik yapilarak cesitli

BER turevleri sentezlenebilmektedir. Sentezlenen bu BER tiirevleri BER’in
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farmakolojik 6zelliklerini ve farmakokinetik profilini iyilestirmektedir (Gaba ve ark.,

2021).

BER kloriiriin sudaki ¢oziiniirligiiniin sicaklik artisina bagh olarak arttigi
gorlilmiistiir. BER’in sudaki ¢6ziiniirliigii 25°C ve 37°C’de sirastyla 5.27+0.29 ve
8.50+0.40 mM olarak bulunmustur. Ayrica BER kloriiriin sudaki ¢oziiniirliigli i¢in test
edilen tiim pH degerleri arasinda en yiiksek ¢oziiniirlik pH 7.0 fosfat tamponunda
gorlilmiistiir. BER kloriiriin suda 25°C’de pH 1.2 (HCI), pH 3.0 ve 5.0 (ftalat tamponu)
ve pH 9.0 (borat tamponu) ortamlarinda pH 7.0 (fosfat tamponu)’na gore 20 kat diisiik

¢oziiniirliige sahip oldugu goriilmiistiir.

BER’in ve hazirlanan formiilasyonlarin yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in

SEM kullanilabilmektedir. BER’in SEM goriintiisii Sekil 1.16’da verilmistir.

Sekil 1.16. BER ¢ ait SEM goriintiisii (Battu ve ark., 2010).

1.6.3. BER’in Stabilitesi

Etkin maddenin ve formiilasyonlarinin stabilitesinin degerlendirilmesi dozaj
formu tasariminda O6nemli kriterlerden biri olarak degerlendirilmektedir. Stabilite

caligmalari kisa siireli veya uzun siireli olarak farkli sicaklik, nem ve pH kosullarinda
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yapilabilmektedir. Yapilan bu stabilite ¢calismalar1 boyunca etkin maddenin 6nemli bir
bozunmaya ugramamasi1 gerekmektedir. Formiilasyon calismalarinda en az 6 ay
boyunca etkin maddenin ve dozaj formunun stabilitesinin degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Battu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada BER’in ¢alisma yapilan tiim pH ve
sicaklik degerlerinde stabilitesini korudugu goriilmiistiir. 6 ay siiresince yapilan

calismada BER’in %5’ten az bozulma gosterdigi gozlenmistir (Battu ve ark., 2010).

Nano boyutta olan dozaj formlarmin kullanimi etkin maddelerin stabilitesini
artirmakta, farmakokinetik Ozelliklerini iyilestirmekte ve yan etkilerini azaltarak
terapotik etkinliklerini artirmaktadir. BER’in de nano boyutta ilag tastyici sistemleri

hazirlanmas1 sonucunda stabilitesi artirilabilmektedir (Khan ve ark., 2022).

1.6.4. BER’in Farmakokinetik Ozellikleri

Kemirgenlerde ve insanlarda yapilan farmakokinetik ¢alismalarda BER’in
bagirsakta zayif absorbsiyon 6zelligi gosterdigi, viicutta hizla metabolize oldugunu ve
buna bagli olarak da oral uygulamada diisiikk biyoyararlanima sahip oldugu
goriilmistiir. Fizyolojik kosullarda BER iyonik forma donlismekte ve diisiik pH
degerlerinde agregasyon oOzelligi gostermektedir. Bu 0Ozellik nedeniyle BER’in
gastrointestinal kanaldaki ¢oziiniirligli ve bagirsaktan emilimi azalmaktadir. Epitel
hiicre membranlarinda yer alan P-glikoprotein BER’in oral biyoyararlanimini azaltir
(Chen ve ark., 2011; Liu ve ark., 2016; Pan ve ark., 2002). BER’in oral uygulama

sonrasinda bagirsaktan emilimi Sekil 1.17°de sematize edilmistir.
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Sekil 1.17. Oral uygulama sonrasi BER’in bagirsak emiliminin sematik gosterimi (Liu ve ark.,
2016).

Sekil 1.17°de de gosterildigi gibi kendi kendine agregasyon (A), zayif
absorbsiyon (B), P-glikoprotein aracili akis (C), hepatobiliyer yeniden atilim (D) gibi
durumlar nedeniyle BER’in %56’lik kism1 gastrointestinal kanaldan absorbe olamaz.
Bagirsakta yaklasik %43.5’inin metabolize olmasi sonucunda da uygulanan dozun
sadece %0.5’1lik kism1 portal vene gecebilir. Viicuda giren bu dozun yaklasik %0.14’1
karacigerde metabolize edilir ve dolayisiyla BER’den saglanan toplam biyoyararlanim

yalnizca %0.36 civarinda olur.

BER’in ratlarda 100 mg/kg dozda oral uygulama sonrast maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmax) 4 ng/mL olarak bulunmustur (Liu ve ark., 2009). Baska bir
caligmada ratlarda 25 mg/kg dozda oral BER uygulamasindan 15 dakika sonra plazma
konsantrasyonu 16.74 ng/mL olarak bulunmustur. BER’in plazma konsantrasyonu 12

saat icinde hizla azalmaktadir (Gong ve ark., 2014).

Bagirsak mikrobiyotas1 aracilifiyyla BER absorblanabilir formu olan
dihidroberberine doniistiiriilebilir. Dihidroberberinin bagirsaktan absorbsiyonu BER’e

gore bes kat daha yiiksektirr Bu donlisim gut mikrobiyotasinda bulunan
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nitrorediiktazlar yoluyla gergeklesir. Dihidroberberin bagirsaktan gegtikten sonra

oksitlenme ile hizla BER’e doniisiir (Feng ve ark., 2015).

BER oral uygulamasini takiben yaygin olarak karaciger, bdbrekler, kas,
akcigerler, beyin, kalp, pankreas ve yagda dagilsa da; agirlikli olarak karacigerde
dagilim gosterdigi goriilmiistiir. BER’in karacigerde yiiksek dagilim gostermesi
kolesterol ve glukoz diisiiriicii aktivitelerine kanit olarak gosterilebilir (Tan ve ark.,
2013). Sicanlarda BER karacigerde sitokrom P450 izoformlar1 (CYPs) tarafindan
metabolize edilir. Faz I oksidatif demetilasyonu takiben faz II glukuronidasyon
yoluyla metabolize olmaktadir (Liu ve ark., 2016). BER ve bazi metabolitlerinin
kimyasal yapilar1 Sekil 1.18’de gosterilmistir. BER hepatobiliyer sistem ve bobrekler
vasitasiyla viicuttan atilmaktadir. Farelerde idrarda ve diskida on bir BER metabolitine

rastlanmastir (Li ve ark., 2011).

N0
/ [ Berberin )

Demetileneberberin

Sekil 1.18. BER ve ¢esitli metabolitlerinin kimyasal yapilar1 (Warowicka ve ark., 2020).
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1.6.5. BER’in Farmakolojik Ozellikleri

BER’in diyare ve gastrointestinal rahatsizliklarda geleneksel kullaniminin yani
sira farkli hastaliklarda ¢ok sayida biyolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Antihipertansif (Ko ve ark., 2010), antiaritmik (Tsai ve Tsai, 2004), antihiperglisemik
(Pan ve ark., 2003), antitimor (Jantova ve ark., 2003; Kettmann ve ark., 2004),
antiinflamatuvar (Kiipeli ve ark., 2002; Yesilada ve Kiipeli, 2002), antioksidan (Misik

ve ark., 1995) 6zellikleri farkli aragtirmacilar tarafindan ¢alisilmigtir.

Son yillarda kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan in vitro caligmalarda
BER’in kanser hiicresi iiretimini inhibe ettigi ve bazi kanser hiicre hatlarinda
apoptozisi indiikledigi goriilmiistiir. Bu nedenle farkli BER tiirevleri kanseri 6nlemek
ve tedavi etmek amaciyla gelistirilmektedir (Liu ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2010).
BER telomeraz, DNA topoizomeraz I, p53, NF-kB ve 0strojen reseptorleri gibi cesitli
niikleik asitler ve proteinlerle direkt etkilesime girme potansiyeline sahiptir (Guaman

Ortiz ve ark., 2014).

BER klinik olarak kardiyovaskiiler sistem rahatsizliklarindaki etkileri agisindan
incelenmistir. Yapilan g¢alismalarda BER’in antiaritmik aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica BER’in ejeksiyon fraksiyonunu iyilestirdigi, konjestif kalp
yetmezliginde sol ventrikiiliin islevini artirdigi ve genel fiziksel kapasiteyi artirdigi
ortaya konulmustur. BER LDL-C’nin kandan atilmasini uyarma, bagirsaktan kolestrol
emilimini azaltma, digki ile kolestrol atilimin1 artirma, karacigerde kolestrolii isleyerek
safra asidi olusumuna yardimci olma ve kolestroliin serumdan karaciger tarafindan
tutulmasini saglama gibi farkli ve ¢esitli mekanizmalar yardimiyla kolestrolii azaltarak

kan basincinin diismesine katkida bulunur (Zeng ve ark., 2003).

BER’in viral yasam dongiisiinde farkli adimlar1 hedef almasi sebebiyle yeni
antiviral ilaglarda kullanim i¢in iyi bir aday oldugu goriilmiistir. BER’in viriis
replikasyonunu azalttigt ve virlisler arasindaki spesifik etkilesimleri hedef aldigi
gosterilmistir. BER’in, viriislerde DNA sentezini ve ters transkriptaz aktivitesini

inhibe ettigi goriilmistiir. BER herpes simpleks viriisii, insan sitomegaloviriisii, insan
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papilloma virlisii ve insan immiin yetmezlik viriisiiniin replikasyonunu engeller.
Ayrica viral replikasyon i¢in gerekli olan MEK-ERK, AMPK/mTOR ve NF-«xB sinyal
yolaklarin1 da diizenleme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Konak bagisikligini
destekledigi de ortaya konmustur; boylece viral arinma saglamaktadir (Warowicka ve

ark., 2020).

1.6.6. BER ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ¢esitli endojen ve eksojen siirecler tarafindan
iiretilir ve olumsuz etkileri antioksidan savunma ile notralize edilir. ROS asir1
iiretimine karsi hiicresel antioksidan savunma sistemi yetersiz kalirsa oksidatif stres
olusur ve oksidatif stres ¢esitli hastaliklarin hem baglangicinda hem de ilerlemesinde

onemli rol oynar (Sinha ve Dabla, 2015).

ROS, solunumun tamamlanmamis oksijen indirgeme islemi sirasinda aerobik
hiicreler tarafindan iiretilir (Santilli ve ark., 2015). Organizmada asir1 miktarda biriken
ROS ve azalan antioksidan savunma sistemleri lipit, protein ve DNA metabolizmasini
olumsuz etkiler. Sonugta diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, nérodejeneratif
hastaliklar basta olmak iizere birgok hastaligin patogenezine aracilik eder. Bunun
yaninda ROS ¢ok sayida kronik karaciger hastaliginin gelisimini de tetiklemektedir
(Zhu ve ark., 2012). Coklu doymamis yag asitleri biyolojik membranlarin yapisinin
biiyiik bir boliimiini olusturur ve ROS tarafindan saldiriya ugradiklarinda aldehitler
ve malondialdehit (MDA) gibi c¢esitli yan iirlinler olusur (Bovi ve ark., 2021).
Dolayistyla MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir ve hem deneysel
hem de klinik caligmalarda oksidatif stresin bir gostergesi olarak siklikla
kullanilmaktadir (Ghavipanje ve ark., 2021). Ote yandan hiicreler ROS ortadan
kaldiracak ya da etkisiz hale getirebilecek antioksidan savunma mekanizmasina
sahiptir. Diisiik molekiillii siipiiriiciiler grubundan glutatyon (GSH), karotenoidler,
vitamin C, vitamin E ve katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz

(GPx) gibi ROS’un reaktivite derecesini diigiirebilen endojen antioksidanlar savunma
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sisteminin ilk basamagini olusturur (Bukowska ve Duchnowicz, 2022; Santilli ve ark.,

2015).

Hiicrelerde ROS’un biiylik bir bdliimii mitokondriyal solunum zincirinden
tiretili. GSH'min diger mitokondriyal enzimler tarafindan katalize edilen
reaksiyonlarda dogrudan veya bir kofaktér olarak hareket etme yetenegi,
mitokondriyal islev bozukluguna ve ardindan hiicre 6liimiine yol agabilecek oksidatif
modifikasyonlar1 Onlemek veya onarmak i¢in GSH varligin1 gerekli kilar.
Mitokondriyal redoks bozukluklart bir¢ok hastalikta merkezi bir rol oynadigindan,
optimal GSH seviyelerini barindirmak hayati 6nem tagimaktadir (Mari ve ark., 2020).

Ayrica ekzojen antioksidanlarin da DNA mutasyonlarini, oksidatif stresi ve
bunlardan baska hiicre hasar1 parametrelerini azaltarak, cesitli hastaliklarin goriilme
sikligini diisiirdiigii farkli caligmalarda gdsterilmistir (Ma ve ark., 2022; Xu ve ark.,
2021).

BER’in antioksidan aktivitesi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Hasanein ve
ark., 2017). Chen ve ark., levrek baliklar1 {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada BER’in lipid
peroksidasyon iriinii olan MDA seviyesini Onemli derecede azalttigini
gostermislerdir. Bu azalmanin BER’in ROS {izerinde diisiise sebep olmasindan
kaynakli oldugu dislintilmiistiir. Bu sonuglar BER’in antioksidan etkinliginin
gostergesi olarak kabul edilmistir (Chen ve ark., 2022). Zhang ve ark., alkol kaynakli
akut ve kronik karaciger hasarinda BER’in etkinligini arastirmislardir. Deneyler
sonucunda asirt alkol tiiketiminden kaynakli, hepatik lipid peroksidasyonuyla
sonuglanan oksidatif stresin ve oksidatif mitokondriyal hasarin BER ile zayiflatildig:
goriilmiistiir. Ayrica BER’in kronik alkol tiiketimine bagli olarak karacigerde lipid

birikimini kismen azalttig1 anlagilmistir (Zhang ve ark., 2014).
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1.7. Oral Yoldan Verilen Dozaj Formlarinin Emilimi

Biyofarmas6tik Smiflandirma  Sistemi ilaglar1 permeabilite (bagirsak) ve
cozlinlirliik  ozelliklerine gore dort farkli gruba aymrir. Bunlar;  yiliksek
permeabilite/yiiksek ¢oziiniirlik gdsteren Smif I ilaglar, yiiksek permeabilite/diisiik
coziiniirliik gosteren Sinif II ilaglar, diisiik permeabilite/yiiksek ¢oziiniirliik gosteren
Smuf IIT ilaglar ve diisiik permeabilite/diisiik ¢oziintirliikk gdsteren Sinif 1V ilaglardir
(Amidon ve ark., 1995). Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine gore ilaclarin

siniflandirilmasi Sekil 1.19°da verilmistir.

SINIF I SINIF 11
Yiiksek Permeabilite Yiiksek Permeabilite
Yiiksek Coziiniirlik Diisiik Coziintirlik
SINIF III SINIF IV Permeabllite diiser
Diisiik Permeabilite Diisiik Permeabilite
Yiiksek Coziintirlik Diisiik Coziiniirlitk v

| >

Coziiniirliik diiser

Sekil 1.19. Biyofarmasétik Siiflandirma Sistemine gore ilaglarin siniflandirilmasi.

Dozaj formlar1 viicuda farkli yollardan uygulanabilmektedir. Uygulama yolunun
seciminde hedef bolge, tedavi siiresi ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri
etkili olmaktadir. Uygulama yolunun se¢ilmesinde etkin maddenin ¢oziiniirligi ve
permeabilitesi de dnemlidir (Verma ve ark., 2010). Farkli ilag uygulama yollar1 ve bu

yollardan uygulanan dozaj formlar1 Sekil 1.20’de gosterilmistir.
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Okiiler
inhalasyon Damlalar
Kuru tozlar Merhemler
Sivi spreyler implantlar
Aerosol insertler
Otik
( 3\
. D
Oral ~ | Parenteral
Oral Kati dozaj formlan &
Sivi dozaj formlar Tabletler (Intramuskiiler) ( Subkutan )
Suruplar Kapsilller I intravenoz
Cozeltiler Dilalti tabletler ¥ | 4
Siispansiyonlar Bukkal tabletler 4 g 7
Emillsiyonlar Efervesan tabletler ! ¥y & -
Gargaralar Pgstlller - =
Eliksirler Filmler No—— -
N bttt A wm l
\ J
. J
4 (*
Topikal Rektal/Vajinal
Merhemler Supozituvarlar
Kremler Oviller
Losyonlar Kremler
Jeller Jeller
Spreyler Tabletler
Transdermal terapétik sistemler Enema
\ e Kopiik

Sekil 1.20. Farkli ilag uygulama yollar1 ve bu yollardan uygulanan dozaj formlar1 (Adepu ve
Ramakrishna, 2021).

Absorbsiyon etkin maddenin uygulama bolgesinden kan dolagimina ge¢mesini
ifade etmektedir. ilacin absorbsiyonu ¢esitli faktorlere bagl olarak degisir. Bunlar;
uygulama yolu, etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri, formiilasyon tipi ve etkin
madde yiyecek etkilesimidir. Sistemik dolasima gecen etkin madde miktari
biyoyararlanimi1 ifade etmektedir. Intravendz uygulamada biyoyararlanim %100
olarak kabul edilmektedir. Oral uygulamada eksik absorbsiyon ve karacigerde etkin
maddenin metabolize olmasina neden olan ilk gegcis etkisi nedeniyle biyoyararlanim

diisiik olmaktadir (Fleisher ve ark., 1999).

Oral yoldan ilag uygulanmasi giivenilir, ekonomik ve pratik bir yol olmasi
nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Bu yolla uygulanan ilaglar mukozadan
genellikle pasif difiizyonla gecerken, nadiren de aktif transport ve filtrasyon ile

gecerler.
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Oral olarak uygulanan dozaj formlarma tablet, kapsiil, graniil, cozelti,
emiilsiyon, siispansiyon, surup ve posyonlar 6rnek olarak verilebilir. flaglarin emilimi
icin ilk etapta farmasotik dozaj formundan salinmasi gerekir. Etkin maddenin
saliabilmesi i¢in de Oncelikle ilag formunun dagilmasi gerekir. Etkin madde agiga
ciktiktan sonra ise ¢oziinme ortaminda ¢oziinmesi gerekir. Etkin maddelerin emilimi
ancak ¢oOziindiikten sonra gergeklesebilir. Molekiiliin ¢6ziinmesi ne kadar hizli
gerceklesiyor ise o denli hizli emilmektedir. Etkin maddenin ¢6ziinme hizi; maddenin
kimyasal yapisina, ¢dziinecegi ortamin hacmine ve ortamin pH’sina bagli olarak
degisir. Ilactan beklenen etkilerin gozlenebilmesi icin emildikten sonra dolasima
katilip etki yerine ulagsmasi, metabolize olmasi ve son olarak da viicuttan atilmasi
gerekir. Ilacin emilim hiz1 tedaviden alinan verim acisindan dnemlidir. Cok hizli
emilen etkin madde molekiilleri toksik konsantrasyona ulasma riskini artirmaktadir;
cok yavas emilen etkin madde molekiillerinde ise etkili konsantrasyona ulasamama

riski s6z konusudur.

Gastrointestinal kanalda oral emilimi engelleyen bir¢ok bariyer bulunmaktadir.
Genellikle diisiik molekiil agirlikli ve nonpolar molekiiller gastrointestinal
bariyerlerden daha kolay gegerken; yiiksek molekiil agirlikli ve polar molekiillerin
gecisi zor olmaktadir. Lipofiliklik, iyonik kuvvet, hidrojen bag1 yapma yetenegi ve
molekiiler boyut gibi &zellikleri molekiillerin gastrointestinal kanaldaki epitelyal
bariyerlerden ge¢isini diizenler. Oral emilimi iyilestirmek icin bu 6zellikler arasinda

bir denge saglanmalidir (Padhye ve ark., 2021).

1.8. In vivo Hayvan Deneylerinde Degerlendirilen Farmakokinetik

Parametreler

Yeni ila¢ tasarimlarinda klinik uygulamalara ge¢cmeden Once en Onemli
analizlerden biri oral biyoyararlanimin degerlendirilmesidir (Yu ve ark., 2016).
Ilaglarin oral biyoyararlaniminin degerlendirilebilmesi temel olarak ilag plazma
konsantrasyonunun zamana gore grafigi tizerinden anlagilmaktadir. Bu amagla siklikla

degerlendirilen in vivo farmakokinetik parametreler ilacin maksimum plazma
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konsantrasyonu (Cmax), maksimum plazma konsantrasyonuna ulagsma siiresi (tmax),

ilacin viicutta yarilanma omrii (t12) ve egri altinda kalan alan (AUC)’dir.

In vivo hayvan deneylerinde oral uygulamay: takiben belli zaman araliklarinda
hayvanlardan kan Ornekleri alinarak santrifiijlenmekte ve plazmalar1 elde
edilmektedir. Etkin maddenin plazmada tayin edilebilmesi amaciyla gelistirilen
kromatografik yontemler ile plazma numunelerindeki etkin madde miktar1 tayin
edilmektedir. Elde edilen bu degerler yardimiyla plazma konsantrasyonu-zaman

grafigi cizilmektedir.

Uygulanan formiilasyonlarin bagil biyoyararlanim degerleri formiilasyon ve saf
etlen maddenin AUC sonuglar ile Esitlik 1.1 yardimiyla hesaplanabilmektedir. Bu
yolla uygulanan farkli formiilasyonlarin biyoyararlanimlar1 karsilagtirilabilmektedir

(Ergin ve ark., 2021).

% Bagil Biyoyararlanim = [AUC (est/ AUC (referans)] X100 Esitlik 1.1.

Telange ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmada apigenin-fosfolipid fitozom
(APLC) apigeninin ¢ozinlrliigiini, in vivo biyoyararlanimini ve antioksidan
potansiyelini gelistirmek amaciyla hazirlanmistir. /n vivo hayvan deneyleri yapilarak
AUC, Chax Ve tmax degerleri hesaplanmistir. APLC’nin saf apigenin ile karsilastirilmali
yapilan in vivo farmakokinetik analiz sonucunda apigeninin oral biyoyararlanimini

onemli derecede artirdig1 bulunmustur (Telange ve ark., 2017).

Liu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada PVP ile modifiye edilmis oleanolik asit
lipozomlar1 hazirlanmis ve oleanolik asit tabletleri ile in vivo farmakokinetik
parametreleri agisindan ratlar lizerinde karsilastirilmistir. Deneyler sonunda lipozom
formiilasyonunun tabletlere oranla Cmax degerini 6,90 kat artirdig1 goriilmistiir. Relatif
biyoyararlanim degerinin lipozom formiilasyonlarinda %607,9 oldugu bulunmustur.
Calismada ayrica tmax, ti2 ve AUC degerleri de hesaplanarak karsilagtirmali olarak

degerlendirilmistir (Liu ve ark., 2017).
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Bu calisma kapsaminda bitkisel bir etkin madde olan BER’in ilag tasiyici
sistemleri hazirlanarak tedavide daha etkin olarak kullaniminin saglanmasi
amaclanmistir. BER’1 viicuda verildikten sonra degradasyondan korumak, biyolojik
membranlardan gecisini artirmak gibi amaglarla Oncelikle BER fosfolipid
komplekslerinin hazirlanmas1 ve daha sonra hazirlanan formiilasyonlar arasindan
secilen optimum BER fosfolipid kompleksinin kitozan mikropartikiillere yiiklenmesi
hedeflenmistir. BER  fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil
formiilasyonlarinin optimize edilmesi ve bir optimum formiil se¢ilmesi hedeflenmistir.
In vivo farmakokinetik parametreler agisindan diger formiilasyonlarla karsilastirmak
amactyla BER yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve

optimize edilerek karakterizasyonlariin yapilmasi: amaglanmaistir.

Tim BER fosfolipid kompleksi, BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan
mikropartikiill ve BER yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 iizerinde
enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikliigii ve biiyiiklilk dagilimi ve zeta potansiyel
tayinlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglara gore
secilen optimum formiilasyonlar {izerinde in vitro karakterizasyon c¢alismalar1 (TEM
goriintiileme, DSC analizi, FTIR), in vitro ¢oziinme hiz1 tayini, ¢oziiniirliik tayini,
partisyon katsayisi tayini ve stabilite ¢caligmalar1 yapilmasi hedeflenmistir. Optimum
olarak secilen formiilasyonlarin in vivo hayvan deneyleriyle farmakokinetik
parametreleri agisindan karsilastirmali olarak degerlendirilmesi ¢alismanin hedefleri
arasindadir. BER’in ve ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin karaciger dokularinda
antiosidan aktivite tayininin yapilarak karsilastirmali olarak degerlendirilmesi de bu

caligmanin amaglar arasindadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Cam malzemeler
Calkalayici inkiibator

Dairesel calkalayici

Diferansiyel taramali kalorimetre

(DSC)

Diyaliz membran (12000 Da)
Doku Homojenizatorii
Etuv

Hassas terazi
Homojenizator

HPLC

Kesintisiz gii¢ kaynagi 3KVA
Liyofilizator

Manyetik karistiric
Membran filtre; 0.45 pym
(Seliiloz Asetat)
Membran filtre; 3.0 pm
(Seliiloz Asetat)
Mikropipet

Optik mikroskop

pH Metre

(Isvigre)

Plastik enjektor

Rotary evaporator
Santrifiij

SEM

Spektrofotometre

Stir-Pak karistiric

[ldam (Tiirkiye)

Jeio Tech SI-300 (Kore)

Thermo Scientific SHKA4450-1CE (ABD)
Shimadzu (Japonya)

Sigma Aldrich (Almanya)

Heidolph Diax 900 (Almanya)

Heraeus B5050

Sartorius BL210S (Almanya)

IKA T25 Basic (Almanya)

Agilent 1260 Infinity I (ABD)

Makelsan Powerpack SE

Christ Gamma 2-16 LSCPlus (Almanya)
Daihan Scientific Wisestir SMHS-6 (Kore)
Sartorius (Almanya)

Sartorius (Almanya)

Eppendorf (Almanya)
Leica (Almanya)
Mettler Toledo Seven Compact S210

Set inject (Tiirkiye)

Buchi RII (Isvigre)

Sigma 3-30 KS (Almanya)

ZEIS Evo-40 (ABD)

Thermo Scientific Evolution 201 (ABD)
Cole-Parmer (ABD)
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Su sistemi

TEM

Ultrasonik banyo
Ultrasonik prob

UltraTurrax

Milipor Mili-Q Plus System (Fransa)
FEI Tecnai G2 Spirit Bio (Hollanda)
Bransonic 321

Bandelin Sonoplus HD 2070 (Almanya)
IKA T18 (Almanya)

Zeta potansiyel ve partikiil bilyiikliigii Nano ZS, Malvern (ingiltere)

Ol¢tim cihazi

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat

Asetik asit

Asetonitril

Berberin kloriir

Biitil hidroksi toluen
Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat
Ditiobisnitrobenzoat

Etanol

Gliserol

Kitozan (Diisiik molekiil agirliklr)
Kitozan (Orta molekiil agirlikli)
Kitozan (Yiiksek molekiil agirliklr)
Kloroform

L-a-Fosfatidilkolin

Metanol

Oktanol

Pankreatin

Pepsin

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Sodyum bikarbonat

Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Life Science (Hindistan)
Sigma Aldrich (ABD)
Sigma Aldrich (Ingiltere)
Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Fluka (Japonya)

Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Merck (Almanya)

Sigma (Ingiltere)

Sigma (Ingiltere)
Deajung (Japonya)
Merck (Almanya)

Merck (Almanya)
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Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir
Sodyum tripolifosfat
Tiyobarbitiirik asit
Trikloroasetik asit

Trisodyum sitrat 5-5 hidrat

MolyChem (Hindistan)
Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
Merck (Almanya)

Merck (Almanya)
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Calismada kullanilan maddelerin kimyasal formiilleri Sekil 2.1°de verilmistir.

BER

Soya lesitini

Kitozan

OH . HoN OH - HoN
O (o} -
NH2 HO NH; HO
Amonyum asetat

O

R

H3C™ ONHy4

Sekil 2.1. Calismada kullanilan maddelerin kimyasal formiilleri.
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2.3. Calismalarda Kullanilan Ortamlarin Bilesimi ve Hazirlanmasi

1IN NaOH Cozeltisi
NaOH......cooooiiiiii, 44 ¢
Distile su.......... /2% 11 DORUUU 1000 ml

Hazirlanis: 44 g NaOH bir miktar distile suda ¢oziiliir. Cozelti hacmi distile su ile

1000 ml’ye tamamlanir.

1IN HCI Cozeltisi
Derisik HCI Cozeltisi................ 85 ml
Distile su....... /2% 11 DO 1000 ml

Hazirlanis: 85 ml derigik HCI ¢ozeltisi alinarak distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanir.

pH 1,2 HCI Tamponu

NaClooooiii e, 2g
Derisik HCI ¢ozeltisi.................... 7 ml
Distile su.......... 2% 11 DO 1000 ml

Hazirlanis: 2 g NaCl distile suda ¢oziiliir, 7 ml derisik HCI ¢ozeltisinden ilave edilir.

Cozelti pH’s1 1,2°ye ayarlanir ve distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

pH 6,8 Fosfat Tamponu
KHoPOg..ooooiii 6,8¢g
NaOH.....coooiiii 0,64 g
Distile su.......... 2% 11 DO 1000 ml

Hazirlanis: 6,8 g KH2PO4 ve 0,64 g NaOH bir miktar distile suda ¢oziiliir, pH’s1 6,8’e

ayarlanir ve ¢ozelti distile suyla 1000 ml’ye tamamlanir.
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Suni Mide Ortami — pH 1,2 (SGF)

NaCloooii 2g
Pepsin.......cooooiiiiiiiiii 32¢g
Derisik HCI ¢ozeltisi...................... 7 ml
Distile su...... /28 11 DO 1000 ml

Hazirlanis: 2 g NaCl distile suda ¢oziiliir. Cozeltiye 3,2 g pepsin ve 7 ml derisik HCI
cozeltisi ilave edilir. Cozeltinin pH’s1 1,2’ye ayarlandiktan sonra distile su ile 1000

ml’ye tamamlanir.

Suni Bagirsak Ortam — pH 6,8 (SIF)

KHoPO4.ooiiiiiiiiii 6,8 ¢g
02NNaOH ... 77 ml
Pankreatin...................oooiin 10 g
Distile su........... 8 11 DO 1000 ml

Hazirlanis: 6,8 g KH2PO4250 ml distile suda ¢oziiliir. 77 ml 0,2 N NaOH ve 500 ml
distile su eklenir. Cozeltiye 10 g pankreatin eklenir ve karigtirilir. pH 0,1 N NaOH
veya 0,1 N HCl ile 6,8’e ayarlanir. Cozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

HPLC Analizi icin Mobil Faz Cozeltisi

Hazirlanis: Mobil faz tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 2,31 g C2H7NO> bir
miktar ultra saf su iginde ¢oziiliir. Cozelti ultra saf su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
HPLC’de kullanilmak amaciyla hazirlanan ¢ozelti vakum yardimiyla 0,45 pum por

acikliga sahip filtreden siiziiliir.
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%1 Biitil hidroksi toluen Cozeltisi

Biitil hidroksi toluen ....................... lg
Distile SU.....coovviiiiiiiiii 5ml
Etanol .................. 28 11 PO 100 ml

Hazirlanis: 1 g biitil hidroksi toluen 5 ml distile suda ¢oziiliir. Cozelti etanol ile 100

ml’ye tamamlanir (Casini ve ark., 1986).

Ditiobisnitrobenzoat Cozeltisi

Ditiobisnitrobenzoat ..............ccovviiiiiiiiiinannnn.. 0,040 g
Trisodyum sitrat 5-5 hidrat (%1)......... y.m.........100 ml

Hazirlanis: 0,040 g ditiobisnitrobenzoat 100 ml trisodyum sitrat 5-5 hidratta ¢oziiliir
ve ¢ozelti 100 ml’ye tamamlanir (Aykac ve ark., 1985).
2.4. BER’in Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

BER’in fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla DSC ile termal

analizi yapilmis, FTIR spektrumu alinmis ve SEM ile goriintiilenmistir.

2.4.1. BER’in Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) ile Analizi

Etkin maddenin termal davranisinin incelenmesi ve kristal formunun
belirlenmesi amaciyla aliiminyum pan i¢ine yerlestirilen BER preslenerek cihaza
yerlestirilmistir. 25-400 °C araliginda, 10 °C/dakika hizda sicaklik artirilarak

termogramlar olusturulmustur.

51



2.4.2. BER’in Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Spektrumunun Alinmasi

BER’in FTIR spektroskopisi ile taninmasinda Perkin Elmer Spectrum 400
(ABD) cihaz1 kullanilmistir. Etkin madde toz olarak cihazin elmas kristali olan 6zel
bolmesine yerlestirilip basildiktan sonra 4000-400 c¢m dalga araliginda FTIR

spektrumlart alinmastir.

2.4.3. BER’in SEM ile Goriintiilenmesi

BER, morfolojik inceleme amaciyla SEM ile goriintiilenmistir. Numune
plakalara yerlestirilerek altin kaplama yapilmistir. Analizde ZEISS Evo-40 SEM

(Almanya) cihazi kullanilmistir.

2.5. BER’in Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

2.5.1. BER’in Su Ortamindaki HPLC Analizi

Literatiir incelemeleri sonucunda HPLC yontemi ile arastirmamiz igin gerekli
dogruluk, tekrarlanabilirlik ve kesinligin elde edebilecegine karar verilmistir (Yi ve
Xu, 2004). BER’in su ile ¢ozeltileri hazirlanmig ve mobil faz olarak 30 mM amonyum
asetat:asetonitril (67:33) kullanilarak UV dedektor ile 200-400 nm arasinda spektrumu

alinarak maksimum absorbansin gozlendigi dalga boyu tayin edilmistir.

2.5.2. BER’in HPLC ile Su Ortamindaki Standart Dogrusunun

Hazirlanmasi

BER’in suda 100 pg/ml stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden
hareketle seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda (1-20 pg/ml) ¢ozeltiler
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hazirlanmistir. Bu numuneler BER’in maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
analiz edilmistir. Bilinen konsantrasyonlara kars1 (x), okunan alan degerleri (y) grafige
gecirilerek BER’in standart dogrusu c¢izilmistir (n=6). Dogru denklemi buradan

hesaplanmistir. BER’in alikonma zamani da belirlenmistir.

2.5.3. BER’in pH 1,2 ve pH 6,8 Ortamlarindaki HPLC Analizi

In vitro ¢dziinme hizi ve simiile viicut sivilarinda stabilite deneylerinin
sonuglarinin degerlendirilebilmesi amaciyla BER’in pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda
miktar tayini yontemleri gelistirilmistir. BER’in pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda
cozeltileri hazirlanmis ve 30 mM amonyum asetat:asetonitril (67:33) mobil fazi
kullanilarak UV dedektor ile 200-400 nm arasinda spektrumu alinarak maksimum

absorbansin gozlendigi dalga boyu belirlenmistir.

2.5.4. BER’in HPLC ile pH 1,2 ve pH 6,8 Ortamlarindaki Standart

Dogrularinin Hazirlanmasi

BER’in pH 1,2 ve pH 6,8 tamponlar1 i¢cinde 100 pg/ml konsantrasyonda stok
cozeltileri hazirlanmigtir. pH 6,8 tamponundaki stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak
farkl1 konsantrasyonlarda (1-20 pg/ml) c¢ozeltiler hazirlanmigtir; ayrica pH 1,2
tamponundaki stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda (1-50
pg/ml) ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu numuneler BER’in maksimum absorbans verdigi
dalga boyunda analiz edilmistir. Bilinen konsantrasyonlara karsi (x), okunan alan
degerleri (y) grafige gecirilerek BER’in standart dogrular1 ¢izilmistir (n=6). Dogru
denklemleri buradan hesaplanmistir. BER’in pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlarindaki

alikonma zamanlari da belirlenmistir.
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2.6. BER’in Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlari

Analitik yontem validasyonu miktar tayini yontemlerinin uygulama agisindan
giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini kanitlamak amaciyla uygulanir. Miktar tayini
yontemlerinin analitik validasyon parametreleri olarak ICH Q2R1 kilavuzunun geregi
olan dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri elde, kesinlik (ara kesinlik ve
tekrarlanabilirlik), 6zgiinliik, teshis ve tayin smirlart (LOD ve LOQ) incelenmistir.
Degerlendirmede kullanilan kriterler resmi kilavuzlar ve literatiirlerden yararlanilarak
belirlenmistir (Ertas ve Kayali, 2005; FDA, 2014; International Center of

Harmonization, 1995;).

2.6.1. Dogrusallik ve Arahg:

Dogrusallik yontemin belirli bir araliktaki etkin madde konsantrasyonu ile
orantili sonuglar1 verebilme yetenegidir (Raposo ve Ibelli-Bianc02020). Dogrusallik
verilen bir araliktaki 6rnekte bulunan analitin bilinen konsantrasyonda ve enstriimental
cevap arasindaki iligkiyi belirtmek i¢in lineer regresyon analizi kullanilarak belirlenir.
Korelasyon katsayisi ve determinasyon Kkatsayist (r?) dogrusalligt veren
parametrelerdir. Dogrunun egimi, analit konsantrasyonu ile test sonuglar1 arasindaki
matematiksel iligkiyi ifade eder. Analitik bir yontemin aralig1 ise kullanilan yonteme
gore etkin maddenin yer aldig alt ve iist limitler arasindaki oranin kesinlik, dogruluk
ve dogrusallik acisindan tayin edildigi araliktir. Analitik islemin dogrusallig: tayin
edilirken uygun istatistiksel hesaplamalarla regresyon dogrusu elde edilir. Yapilan
hesaplar sonucunda bulunan artik kareler toplami1 ve ortalamanin artik kareler toplami1
kiigtik, determinasyon katsayisi ise 1’e yakin olmalidir (Glingdér Ak ve Karatas, 2020;
Povolo ve ark., 2022). BER’in farkli ortamlardaki miktar tayininde kullanilacak olan
standart dogrularin1 belirlemek amaciyla Cizelge 2.1°de gosterilen sekilde stok
cozeltileri hazirlanmig ve bu ¢ozeltiler hazirlanan ortamlarla seyreltilerek ¢izelgede
verilen araliklarda seri ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bilinen konsantrasyonlara karsi (x),

elde edilen alanlar (y) grafige gecirilerek standart dogrulari ¢izilmistir.
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2.6.2. Dogruluk ve Geri Elde

Dogruluk, kabul edilen deger ile dogru denkleminden elde edilen degerin
yakinliginin dlgtistidiir. Dogruluk ayni zamanda analitik yontemin hatasizliginin bir
Olgiistidiir. Analitik islemin dogrulugu en az ii¢ farkli konsantrasyon noktasinda en az
ticer kez hazirlanan numunedeki miktarlarin belirlenen konsantrasyonlardaki % geri
elde degerlerinin ortalamasi, bu dagilimin standart sapmasi ve % bagil standart
sapmas1 hesaplanarak tayin edilmektedir. BER’in diisiik, orta ve yiiksek olarak
belirlenen 2 pg/ml, 10 pg/ml ve 16 pg/ml konsantrasyonlardaki 3 farkli ¢ézeltisinin
analizi yapilmig ve yiizde geri eldeleri, standart sapmalar1 ve % bagil standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Elde edilen % bagil standart sapma degerinin %2’den kiiciik

olmasi analitik yontemin dogrulugunu gostermektedir.

2.6.3. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi aynt homojen numunenin belirlenen sartlar
altinda ¢ok sayidaki analizlerinden elde edilen dl¢lim sonuglarinin yakinligi olarak
ifade edilir. Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar edilebilirlik olmak {izere ii¢ farkli
asamada degerlendirilir (van Beers ve ark., 2021). Analitik yontemin kesinliginin
Olgiisii olarak elde edilen % bagil standart sapma degerleri kullanilir. BER’in miktar
tayini yontemlerinin kesinligini belirlemek amaciyla analiz yontemlerinin

tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik degerleri incelenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik; ayni islem kosullarinda, ayni kisi tarafindan ve kisa zaman
araliklarinda yapilan dl¢limlerin kesinlik Olgiistidiir. Cihazda analizler yapildiktan
sonra standart dogrular kullanilarak her bir analiz i¢in pik alanina karsilik gelen
konsantrasyon hesaplanir. Bulunan konsantrasyonlarin ortalamalari, standart
sapmalar1 ve bagil standart sapmalar1 hesaplanir. Analitik yontemin tekrarlanabilir

olmasi i¢in % bagil standart sapma degerlerinin %2’den kiiciik olmas1 gerekmektedir
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(Shabir, 2003). BER’in miktar tayini ydntemlerinin tekrarlanabilirliginin
degerlendirilmesi amaciyla Cizelge 2.1°de belirtildigi gibi yapilan Ol¢limlerin
sonucunda elde edilen pik alanlar1 standart dogru denklemlerinde yerlerine konularak
hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama, standart sapma ve % bagil standart sapma

degerleri bulunmustur.

Ara Kesinlik

Ara kesinlik laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar1 belirlemek amaciyla yapilir.
Farkl1 giin, farkl1 analist ve farkli ekipman gibi ¢esitli faktorlerin incelenmesi amaciyla
tayin edilir. Analiz sonucu elde edilen pik alanlarinin karsilik geldigi konsantrasyon
degerlerinden elde edilen ortalama, standart sapma, bagil standart sapma sonuglari
hesaplanir (Shabir, 2003). Cizelge 2.1°de verilen islem kosullarindan farkli giinlerde
hazirlanan ¢ozeltiler ve Olglimler degerlendirilmistir. Bu amagla 2 pg/ml

konsantrasyondaki ¢ozeltinin farkli giinlerde analizi yapilmistir.

Cizelge 2.1. BER’in HPLC ile miktar tayini yonteminin farkli ortamlarda analitik
validasyonlari i¢in uygulama kosullari.

Analitik Validasyon Parametreleri
Kesinlik
Dogrusallik ve Dogruluk ve Geri Tekrarlanabilirlik Ara Kesinlik
arahg Elde 6’sar enjeksiyon 12 enjeksiyon
n=3 6’sar enjeksiyon
Ortam Stok ¢ozelti Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
konsantrasyonu arahg
Su ortami 100 pg/ml 1-20 pg/ml 2 pg/ml 2 pg/ml 2 pg/ml
10 pg/ml 10 pg/ml
16 pg/ml 16 pg/ml
pH 1,2 100 pg/ml 1-50 pg/ml 8 ng/ml 8 ng/ml 20 pg/ml
tamponu 20 pg/ml 20 pg/ml
50 pg/ml 50 pg/ml
pH 6,8 100 pg/ml 1-20 pg/ml 2 pg/ml 2 pg/ml 2 pg/ml
tamponu 10 pg/ml 10 pg/ml
16 pg/ml 16 pg/ml
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2.6.4. Ozgiinliik (Segcicilik)

Analizi yapilacak olan etkin maddenin belirlenen analiz kosullarinda
kullanilacak diger maddelerden ayirt edilebilme yeteneginin Olgisiidiir. Farkl
maddeler varlifinda analiz edilen maddeyi tayin edebilme Ozelligi olarak da
tanimlanir. Ozgiinliik tayini icin formiilasyonlarda kullanilan maddelerin su ortaminda
tek tek ve karigim halinde dispersiyonlart 0,22 pum filtrelerden gegirilerek 346 nm’de
HPLC’de analiz edilmistir ve etkin madde ile girisim yapip yapmadiklar

incelenmistir.

2.6.5. Teshis (LOD) ve Tayin Sinirlarimin (LOQ) Belirlenmesi

Teshis Sinir1 (LOD)

LOD bir numunedeki analitin tutarli bir sekilde tespit edilebilen en diisiik
konsantrasyonudur. Birka¢ sekilde bulunabilir. Deneylerde bulunan sonuglarin
kullanildig1 hesaplamalardan elde edilebildigi gibi dogrudan gozlemle de bulunabilir.
Yapilan ¢aligmalarda 10 farkli konsantrasyondaki BER ¢o6zeltisi analiz edilerek (n=6)
ve elde edilen pik alanlarindan yola ¢ikilarak kalibrasyon denklemleri elde edilmistir.
Bu kalibrasyon denklemlerine gore Esitlik 2.1°den yararlanilarak teshis siniri

hesaplanmuistir.

LOD = (SS/m) x 3,3 Esitlik 2.1.

SS: Kalibrasyon dogrularinin kesisim degerlerinin standart sapmasi
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Tayin Sinin1 (LOQ)

LOQ analizi yapilan maddenin miktar tayini yontemi vasitasiyla belirlenen
dogruluk, kesinlik ile tayin edilebilen en diisiik konsantrasyon diizeyidir. Yapilan
caligmalardan elde edilen kalibrasyon denklemlerinden yola ¢ikilarak Esitlik 2.2

yardimiyla hesaplanmigtir.
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LOQ = (SS/m) x 10 Esitlik 2.2.

SS: Kalibrasyon dogrularinin kesisim degerlerinin standart sapmasi
m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.7. Formiilasyon Calismalari

Calismamizda BER fosfolipid komplekslerinin  hazirlanarak  kitozan
mikropartikiillere yiiklenmesi hedeflenmistir. Bu amagla oncelikle BER fosfolipid
kompleksleri hazirlanarak formiilasyon optimize edilmistir. Daha sonra optimize
edilen BER fosfolipid komplekslerinin kitozan mikropartikiillere yiikklenmesi amaciyla
formiilasyon caligmalar: yiiriitilmistiir. Ayrica mikropartikiil formiilasyon tasarimin
kolaylastirmak ve diger formiilasyonlarla in vitro/in vivo 6zelliklerini karsilagtirmak
amacityla BER yiiklii kitozan mikropartikiillerin = formiilasyon ¢aligmalari

yurlitilmistiir.

Onformiilasyon ¢alismalarinda etkin madde, fosfolipid ve kitozanin 6zellikleri
g6z Oniinde bulundurularak kritik islem parametreleri belirlenmistir. Hazirlanan tiim
formiilasyonlar iizerinde enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiylikligii ve biiyiikliik
dagilimi tayinleri ve zeta potansiyeli Ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Bu sonuglar
iizerinden degerlendirme yapilarak optimum formiiller se¢ilmistir. Diger
karakterizasyon calismalari, in vitro ¢oziinme hizi deneyleri ve in vivo hayvan

deneyleri optimum formiiller tizerinden yiiriitilm{istiir.

2.7.1. BER Fosfolipid Komplekslerinin Hazirlanmasi ve Formiilasyon

Optimizasyonu

BER fosfolipid komplekslerinin hazirlanmasi i¢in ters faz buharlastirma yontemi
kullanilmistir. Formiilasyonlarda fosfolipid kaynagi olarak soya lesitini kullanilmistir.
Bu yontemde kritik olarak degerlendirilen formiilasyon parametreleri etkin
madde:fosfolipid orani, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligidir (Glingor Ak ve ark.,

2020). Bu parametreler ¢esitlendirilerek farklt BER:fosfolipid kiitlesel oranlari, farkli
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sicaklik ve farkli reaksiyon siireleri kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir.
Formiilasyonlarda 20 mg BER kullanilmistir ve 1:1 oraninda distile su ve etanol
karisiminda ¢oziilmiistiir. Formiilasyonda kullanilan kiitlesel orana (1:1, 1:2, 1:3 ve
1:5) gore hesaplanan fosfolipid diklorometanda ¢6ziilmiistiir. BER ¢6zeltisi fosfolipid
cozeltisi lizerine yavas yavas ilave edilmistir. Daha sonra bu karisim farklh
sicakliklarda (40 °C, 60 °C ve 70 °C) ve farkli reaksiyon siirelerinde (1 saat ve 2 saat)
kapal1 sistem olarak manyetik karistiricida 400 rpm hizda karistirilarak kompleksler
olusturulmustur. Reaksiyon siiresi sonunda organik solvanlar rotavapor yardimiyla 60
°C sicaklikta 20 dakika boyunca uzaklastirilmistir (Sekil 2.2). BER fosfolipid
komplekleri suda disperse edilerek elde edilmistir. Partikiil biiyiikliigii ve biiytikliik
dagilimi ve zeta potansiyeli tayinleri i¢in bu dispersiyonlardan ayrilmistir.
Kompleksler 25 °C’de 10000 rpm hizda 1 saat boyunca santrifiijlenmistir. Elde edilen
kompleksler suyla yikanarak bu islem tekrar edilmistir ve slipernatan elde edilmistir.
Miktar1 kaydedilmistir. Siipernatanlar enkapsiilasyon etkinligi tayini i¢in ayrilmistir.
Coktiirilen BER fosfolipid komplekleri suda disperse edilerek -20 °C’de
dondurulmustur ve 48 saat boyunca liyofilize edilmistir. Stabilite calismalari,
karakterizasyon c¢aligmalar1 ve in vivo hayvan deneyleri bu toz formiilasyonlar
iizerinden yapilmistir. Hazirlanan BER fosfolipid kompleks formiilasyon islem

kosullar1 Cizelge 2.2’de gosterilmistir.

—

Sekil 2.2. Rotavapor yardimiyla organik solvanlarin uzaklastirilmasi.
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Cizelge 2.2. BER fosfolipid kompleks formiilasyonlarimin hazirlanma kosullari.

Formiil kodu Reaksiyon sicakhigi (°C) | Reaksiyon siiresi (saat) Karisim oram
(BER:Fosfolipid)
BER-F1 40 1 1:1
BER-F2 60 1 1:1
BER-F3 60 1 1:2
BER-F4 60 1 1:3
BER-F5 60 1 1:5
BER-F6 60 2 1:3
BER-F7 60 2 1:5
BER-F8 70 1 1:1
BER-F9 70 1 1:2
BER-F10 70 1 1:5

BER fosfolipid kompleks formiilasyonlarinin hazirlanigi Sekil 2.3’te sematize
edilmistir.

‘ Betern " Fosfolipid

TR Te
***** H - s\ /

Vi, BER fosfolipid Rotary BER fosfolipid

i' ‘f etkilegimi evaporatdr | kompleks olugumu

Sekil 2.3. BER fosfolipid kompleks formiilasyonlarimin hazirlaniginin sematik gdsterimi.

Formiilasyon Optimizasyonu

Optimum BER fosfolipid kompleksi formiilasyonunun secilmesi agamasinda
hazirlanan formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyelleri, partikiil
biytikliigii ve biyiliklik dagilimi degerleri analiz edilmistir. Hazirlanan bu

formiilasyonlar arasindan en yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ve dusiik partikiil
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biiyiikligii ve partikiil biiyiiklik dagilimina sahip olan BER-F3 formiilasyonu

optimum BER fosfolipid kompleksi formiilii olarak se¢ilmistir.

BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyon
caligmalarina ge¢meden Once; calismalarda hazirlanarak optimum formiil olarak
secilen BER-F3 formiilasyonu iizerinden optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.
Optimum formiilasyon olarak secilen BER-F3 formiilasyonu iyi bir yiikleme
etkinligine sahip olmasina ragmen, bu asamada kitozan ile kaplanacagindan iyi bir
cekirdek materyal olmasi icin partikiil biiyiikliigii ve biiyiiklik dagilimi degerleri
iizerinde iyilestirme calismasi amaglanmistir. BER-F3 formiilasyonlar1 yeniden
hazirlanarak partikiil bliylikligi ve biiyiikliik dagilimi degerlerini kiiciiltmek amaciyla
prob sonikatdrde ve ultrasonik banyoda belli siireler bekletilmistir (Sekil 2.4).
Hazirlanan bu farkli BER fosfolipid kompleksi formiilasyonlarinin enkapsiilasyon
etkinligi, zeta potansiyeli, partikiil biiyiikliigii ve biiytikliik dagilim1 degerleri 6lgiilerek
degerlendirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlara uygulanan islem ve uygulama siiresi

degerleri Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Optimizasyon ¢aligsmasinda hazirlanan BER fosfolipid kompleksi formiilasyon
parametreleri.

Formiil kodu Uygulanan islem Uygulama siiresi
(dakika)
BER-F3I Prob sonikator 2
BER-F3II Prob sonikator 4
BER-F3III Ultrasonik banyo 5
BER-F3IV Ultrasonik banyo 10

Optimum formdil olarak se¢ilen BER-F3 formiilii prob sonikatorle ve ultrasonik
banyoda sonike edildiginde 6zellikle enkapsiilasyon etkinliginin ciddi oranda diistiigii
goriilmiistiir. Yapilan islemlerin partikiil biiyiikliigii ve biiyiiklik dagilimmni da
beklenen oranda azaltmadigi  goriilmiistir. Bu nedenle formiilasyonun
hazirlanmasinda bu yontemlerin kullanilmamasina karar verilmistir. Formiilasyonlarin
hazirlanmasi esnasinda sicaklik gibi ortam kosullarinin formiilasyon olusumu iizerinde

etkili oldugu gorlilmiistiir. Ortam sicakligi 18-20 °C arasinda oldugunda
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formiilasyonun karakteristik 6zelliklerinin daha iyi olmas1 nedeniyle ortam sicakligi

bu degerlerde sabit tutularak caligilmistir.

i BER-F3
i dispersiyonu

,_
— —— —

BER-F3
dispersiyonu |

™

U

Prob sonikator Ultrasonik banyo

Sekil 2.4. BER-F3 formiilasyonu optimizasyonunda kullanilan yontemlerin sematik gosterimi.

2.7.2. BER Yiiklii Kitozan Mikropartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi ve Formiilasyon Optimizasyonu

BER yiikli kitozan mikropartikiillerin hazirlanmas1 amaciyla iyonotropik
jelasyon yontemi kullanilmustir. Oncelikle formiilasyon iizerine etkili parametreleri
incelemek i¢in etkin madde icermeyen mikropartikiiller hazirlanmigtir. Hazirlanan
etkin maddesiz  mikropartikiillerin  zeta potansiyel degerleri  Olciilerek
degerlendirilmistir. Mikropartikiillerin hazirlanmasinda degerlendirilen formiilasyon
parametreleri kitozan ¢ozeltisi konsantrasyonu, TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu, TPP
cozeltisi pH degeri, kitozan ¢ozeltisi pH degeri ve kitozan ¢ozeltisi sicaklik degeridir.
Etkin madde icermeyen formiilasyonlarin hazirlanmasinda diisiik molekiil agirlikli
(LMW) kitozan kullanilmigtir. Degerlendirilen bu formiilasyon parametreleri ile
hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlart (N-KM1- N-KM8) Cizelge 2.4’te

verilmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda LMW kitozan ¢ozeltisi %2 (h/h) asetik asit ¢ozeltisi
icinde bir gece boyunca ¢oziilerek hazirlanmistir. TPP ¢ozeltisi distile su iginde
hazirlanmistir. Kitozan ¢dzeltisi manyetik karistirict {izerinde 800 rpm hizda
karistirilirken, TPP ¢ozeltisi kitozan ¢dzeltisi lizerine insiilin enjektorii yardimiyla 30
damla/dakika hizda damlatilarak etkin madde igcermeyen mikropartikiiller
hazirlanmistir. Mikropartikiillerin olugmasi i¢in 30 dakika boyunca ¢6zelti ayni hizda
karistirilmistir. Mikropartikiiller 25 °C’de 10000 rpm hizda 30 dakika boyunca

santrifiijlenerek elde edilmistir.
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Cizelge 2.4. Etkin madde icermeyen mikropartikiil formiilasyonlar1 ve karakteristik 6zellikleri.

Formiil kodu % Kitozan c¢ozeltisi % TPP cozeltisi TPP ¢ozeltisi pH Kitozan cozeltisi Kitozan cozeltisi Kitozan: TPP

Konsantrasyonu (a/h) Konsantrasyonu (a/h) pH sicakhig (°C) orani
N-KM1 0,2 0,5 6 4,7 25 1,2:1
N-KM2 0,2 1 6 4,7 25 0,6:1
N-KM3 0,2 1 6 4,7 60 0,6:1
N-KM4 0,2 1 6 4 25 0,6:1
N-KMS5 0,2 2 6 4,7 25 0,3:1
N-KM6 0,75 1 8,93 4 25 1,5:1
N-KM7 0,75 1 8,93 40 1,5:1
N-KM8 0,75 1 8,93 50 1,5:1




BER yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda bir
sonraki agamada; hazirlanan mikropartikiilleri optik mikroskopta goriintiillemek ve
diizgiin sekilli partikiiller elde etmek amaciyla farkli parametreler degerlendirilerek
farkli formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu asamada kitozan ¢dzeltisi konsantrasyonu,
TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu, kitozan:BER orani, kitozan:TPP orani, karigtirma hizi,
TPP c¢ozeltisi pH degeri, sonikasyon ve kitozan molekiil agirliginin formiilasyon
iizerine etkileri optik mikroskopta incelenerek degerlendirilmistir. Bu amagla
hazirlanan farklt mikropartikiil formiilasyonlar1 (MBER-KM1 — MBER-KM14)

Cizelge 2.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.5. Mikroskopta goriintiileme amaciyla hazirlanan BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar.

Formiil kodu % Kitozan ¢ozeltisi Kitozan molekiil % TPP cozeltisi Kitozan:BER | Kitozan:TPP | Karistirma Hizi (rpm) TPP cozeltisi Sonikasyon
konsantrasyonu (a/h) agirhg konsantrasyonu orani orani pH degeri

MBER-KM1 0,2 LMW (3{121) 1:2 4:1 800 4,7 -
MBER-KM2 0,2 LMW 0,2 1:1 4:1 800 4,7 -
MBER-KM3 0,2 LMW 0,2 1:2 2:1 800 4,7 -
MBER-KM4 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 800 9,73 -
MBER-KMS5 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 800 9,73 2 dakika prob sonikasyon
MBER-KM6 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 800 12,00 -
MBER-KM7 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 1200 9,73 -
MBER-KMS§ 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 600 12,00 -
MBER-KM9 0,75 MMW 0,75 5:1 1:1 800 12,00 -
MBER-KM10 0,75 MMW 0,25 5:1 3:1 800 12,00 -
MBER-KM11 0,75 MMW 0,25 5:1 3:1 1000 12,00 -
MBER-KM12 0,75 HMW 0,25 5:1 3:1 1000 12,00 -
MBER-KM13 0,75 LMW 0,75 5:1 1:1 1500 12,00 -
MBER-KM14 0,75 HMW 0,75 5:1 1:1 1000 12,00 -
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Hazirlanan bu formiilasyonlarin optik mikroskop goriintiilerinin alinmasindan
sonra BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 gelistirmek amaciyla
caligmalara devam edilmistir. BER’i ¢ozmek amaciyla 6ncelikle metanol kullanilmas;
daha sonra farkli formiilasyonlarda distile su, distile su ve etanol karisim
kullanilmistir. Formiilasyonlar hazirlanirken kitozan ¢ozeltisi konsantrasyonu, BER’in
coziiciisli, kitozan:BER orani, TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu, kitozan ¢ozeltisi pH
degeri ve kitozan c¢ozeltisi sicakligit  formiilasyon parametreleri olarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan parametreler Cizelge
2.6°da gosterilmistir. Farkli konsantrasyonlarda BER ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozelti lizerine kitozan ¢ozeltisi ilave edilerek karigtirllmistir. Hazirlanan TPP
cozeltileri, etkin madde polimer karisimi {izerine 30 damla/dakika hizla insiilin
enjektorii yardimiyla damlatilmistir. Hazirlanan karisim 30 dakika boyunca manyetik
karistirict lizerinde 800 rpm hizda kanstirilmistir. Mikropartikiiller 25 °C’de 10000
rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiijlenerek elde edilmistir. Mikropartikiiller her
seferinde distile su ile yikanarak tekrar santrifiij edilmistir ve toplanan siipernatanlar
birlestirilmistir. Elde edilen mikropartikiiller 2 ml distile suda disperse edilerek -20
°C’de dondurulmus ve liyofilize edilmistir. Formiillerin partikiil biiyiikligii ve partikiil
biiyiiklikk dagilimi ve zeta potansiyeli dondurulmadan 6nce dispersiyon halindeyken
Ol¢iilmiistlir. Toplanan siipernatanlardan indirekt yontemle HPLC’de enkapsiilasyon
etkinligi hesaplanmigtir. BER yiiklii kitozan mikropartikiillerin hazirlaniginin sematik

gosterimi Sekil 2.5’te verilmistir.
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Manyetik karistirici
Uzerinde karigtirihr

BER ¢ozeltisi kitozan
Gozeltisi lizerine ilave edili

TPP ¢ozeltisi, kitozan-BER
karigimi tizerine damla
damla ilave edilir

TPP gozeltisi

Mikropartikdil
olusumu

Mikropartikdiller
santrifij edilerek
ayrilir, distile suda
disperse edilir ve
dondurularak
kurutulur.

Sekil 2.5. BER vyiiklii kitozan mikropartikiillerin hazirlanisinin sematik gésterimi.

68



69

Cizelge 2.6. BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilan parametreler.

Formiil kodu % Kitozan c¢ozeltisi BER’i ¢6zmek i¢in Kitozan:BER oram % TPP ¢ozeltisi Kitozan ¢ozeltisi pH Kitozan ¢ozeltisi
konsantrasyonu (a/h) kullanilan ¢oziicii konsantrasyonu (a/h) degeri sicakhigi (°C)
BER-KM1 0,2 Metanol 3:10 0,1 3,30 25
BER-KM?2 0,2 Metanol 3:10 0,5 3,30 25
BER-KM3 0,2 Metanol 3:10 1 3,30 25
BER-KM4 0,2 Metanol 3:10 2 3,30 25
BER-KM5 0,2 Distile su 2:1 0,5 3,30 25
BER-KM6 0,2 Distile su 2:1 1 3,30 25
BER-KM7 0,2 Distile su 2:1 2 3,30 25
BER-KMS 0,75 Distile su 5:1 0,5 3.50 25
BER-KM9 0,75 Distile su 5:1 1 3.50 25
BER-KM10 0,75 Distile su ve etanol (1:1) 5:1 0,5 3.50 25
BER-KM11 0,75 Distile su ve etanol (1:1) 5:1 1 3.50 25
BER-KM12 0,75 Distile su ve etanol (1:1) 5:1 2 3.50 25
BER-KM13 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 0,5 3,79 25
BER-KM14 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 1 3,79 25
BER-KM15 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 2 3,79 25
BER-KM16 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 1 4 25
BER-KM17 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 1 5 25
BER-KM18 1,5 Distile su ve etanol (1:1) 10:1 1 6,5 25
BER-KM19 0,75 Metanol 5:1 1 4 25
BER-KM20 1,5 Metanol 10:1 1 4 25
BER-KM21 0,2 Metanol 2:1 1 4 25
BER-KM?22 0,2 Metanol 2:1 1 4 50
BER-KM23 0,2 Metanol 2:1 1 4,7 25
BER-KM24 0,75 Metanol 10:1 1 4 50




Formiilasyon Optimizasyonu

Hazirlanan BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 optik mikroskop
goriintiileri, enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyel, partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik
dagilimi acisindan degerlendirildikten sonra elde edilen veriler 15181inda optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. BER’in metanolde ¢6ziilmesinin daha uygun olduguna karar
verilmistir. Kitozan mikropartikiillerin olusumunda kitozan ¢ozeltisinin pH'1 iyonik
jellesme icin ¢ok Onemlidir. Kitozan pKa degeri 6,5 civarindadir ve zayif bir
elektrolittir (Shu ve Zhu, 2002). Kitozanin protonasyon derecesi esas olarak ¢ozelti
pH’1 ile kontrol edilir. Yapilan ¢alismalarda kitozan ¢ozeltisinin pH’1nin 4,7’den 8’e
kadar yiikseldiginde protonasyon derecesinin %100°den %0 a kadar distigi
gosterilmistir. Kitozan ¢ozeltisinin pH’1 kritik pH degerinin iistiinde oldugunda
kitozan daha az proton kazanma egiliminde olacaktir. Bunun sonucunda da TPP
iyonlar: ile ¢apraz baglanma kapasitesi azalacak ve bu da mikropartikiil olusumunu
olumsuz etkileyecektir (Fan ve ark., 2012). Ciinkii kitozanin pozitif iyonlar1 ve
TPP’nin negatif iyonlar1 arasinda etkilesim olmaktadir (Naskar ve ark., 2019). Bu
nedenle optimizasyon calismasinda hazirlanan formiilasyonlarda kitozan ¢ozeltisi
pH’s1 4,7’ye ayarlanmistir. TPP ¢ozeltisinin pH’sinin da 6’ya ayarlanmasi ile daha
aktif bir ¢apraz baglanma saglandig1 anlagilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar lizerinde
homojenizasyonun etkisini gérmek amaciyla bazi formiiller homojenize edilmistir.
Homojenizasyonun mikropartikiillerin partikiil biiylikligii ve biiyiikliik dagilimi, zeta
potansiyelleri ve enkapsiilasyon etkinligi iizerinde etkili olup olmadigi
degerlendirilmistir. Bu asamada hazirlanan BER yiiklii kitozan mikropartikiil

formiilasyonlar1 Cizelge 2.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.7. Optimum BER ytiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarin elde edilmesi i¢in hazirlanan formiiller.

Formiil kodu % Kitozan cozeltisi Kitozan:BER % TPP cozeltisi TPP ¢ozeltisi pH Kitozan ¢ozeltisi pH Kitozan ¢ozeltisi Homojenizasyon islem
Konsantrasyonu (a/h) orani Konsantrasyonu (a/h) degeri degeri sicakhigi (°C) hiz ve siiresi
(rmp/dakika)
BER-KM25 0,2 2:1 1 6 4,7 25 -
BER-KM26 1,5 10:1 1 6 4,7 25 -
BER-KM27 0,2 2:1 1 6 4,7 25 10000/5
BER-KM28 0,2 2:1 1 6 4,7 50 -
BER-KM29 0,2 2:1 0,5 6 4,7 25 -
BER-KM30 0,2 2:1 0,5 6 4,7 25 10000/5
BER-KM31 1,5 10:1 0,5 6 4,7 25 -
BER-KM32 1,5 10:1 0,5 6 4,7 25 10000/10
BER-KM33 0,75 5:1 0,5 6 4,7 25 -
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2.7.3. BER Fosfolipid Kompleksi Yiiklii Kitozan Mikropartikiil

Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Formiilasyon Optimizasyonu

BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiiller iyonotropik jelasyon
yontemiyle hazirlanmistir. Hazirlanan BER fosfolipid kompleksleri arasindan segilen
optimum formiilin  kitozan mikropartikiillere  yiiklenmesi amaglanmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyel, partikiil biiyiikligii ve biiytikliik dagilimi
sonuclarina goére optimum segilen BER fosfolipid kompleksi formiilasyonu
hazirlanmis ve distile su ile disperse edilmistir. BER fosfolipid kompleksi
dispersiyonu lizerine farkli konsantrasyonlarda kitozan ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika
boyunca manyetik karistirici iizerinde 800 rpm hizda karistirilmistir. Karistirma hizi
300 rpm’e disiiriilerek farkli konsantrasyonlarda TPP ¢6zeltisi 30 damla/dakika hizda
bu karisim iizerine ilave edilmistir. Mikropartikiillerin olusmasi amaciyla karigim 1
saat boyunca 300 rpm hizda manyetik karistirict iizerinde karigtirllmigtir. Hazirlanan
mikropartikiiller 25 °C’de 10000 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiijlenerek elde
edilmistir. Her seferinde 2 ml distile su ile yikanarak mikropartikiiller 3 kez daha
santrifiijlenmis ve siipernatanlar toplanarak birlestirilmistir. Formiilasyonlar igine
yiiklenen BER fosfolipid kompleksi miktar1 toplanan bu siipernatanlardan HPLC’de
indirekt yontem ile hesaplanmistir. BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan
mikropartikiil formiilasyonlar1 3 ml distile suda disperse edilmistir. Bu
dispersiyonlardan mikropartikiillerin zeta potansiyelleri, partikiil biyiikliikleri ve
biliylikliik dagilimlart bulunmustur. Daha sonra mikropartikiiller -20 °C’de
dondurulmus ve liyofilizatérde kurutulmustur. Diger in vitro karakterizasyon
caligmalari, stabilite ¢aligmalar1 ve in vivo hayvan deneyleri kuru toz halinde olan
formiilasyonlar {izerinden yapilmistir. Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi yiiklii

kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 Cizelge 2.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.8. BER fosfolipid komplesi yliklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar.

Formiil kodu % Kitozan c¢ozeltisi BER:Kkitozan orani % TPP cozeltisi Kitozan ¢ozeltisi pH Sonikasyon siiresi (dakika) Ultrasonik banyo siiresi
konsantrasyonu (a/h) konsantrasyonu degeri (dakika)
(a/h)
BER-FM1 1,5 1:15 0,5 3,79 - -
BER-FM2 1,5 1:15 0,5 4,7 - -
BER-FM3 1,5 1:15 1 4,7 - -
BER-FM4 1,5 1:15 1 4,7 2 -
BER-FM5 1,5 1:15 1 4,7 - 2
BER-FM6 1,5 1:15 1 4,7 - 5
BER-FM7 1,5 1:15 1 4,7 - 8
BER-FMS8 1,5 1:15 2 4,7 - -
BER-FM9 1,5 1:15 1,5 4,7 - -
BER-FM10 2 1:20 1 4,7 - -




2.8. Hazirlanan Formiilasyonlarin /n Vitro Karakterizasyonu

Hazirlanan tiim BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve
BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin
enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyeli, partikiil bliylikligii ve biiytikliik dagilinm

analizleri yapilmstir.

2.8.1. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

BER fosfolipid komplekslerine ve mikropartikiil formiilasyonlara yiiklenen
BER miktarlar1 formiilasyonlarin hazirlanmasi esnasinda elde edilen siipernatanlar
kullanilarak indirekt yontemle tayin edilmistir. Silipernatanlar 0,45 um membran
filtrelerden stiziilerek, ultra saf su ile seyreltilmis ve HPLC’de 6nceden BER miktarin
tayin etmek icin gelistirilen miktar tayini yontemi ile BER miktarlar: tayin edilmistir
(n=3). Formiilasyonlara yiiklenen maddenin enkapsiilasyon etkinligi Esitlik 2.3

yardimiyla hesaplanmaistir.

% Enkapsiilasyon etkinligi = [(Toplam BER miktar1 — Serbest BER miktart) / Toplam BER miktar1] x100

Esitlik 2.3.

Ayrica optimum formiilasyonlar i¢in formiilasyonlara yiiklenen etkin madde
icerigi hesaplanmistir. BER fosfolipid kompleksi ve mikropartikiil formiilasyonlarinin

etkin madde igeriginin hesaplanmasi i¢in Esitlik 2.4’ten yararlanilmistir.

% Etkin madde igerigi = (Formiilasyon i¢ine yiiklenen etkin madde miktar1 (mg) / Formiilasyon kiitlesi (mg)) x
100

Esitlik 2.4.
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2.8.2. Formiilasyon Uretim Islemi Verim Tayini

Optimum formiilasyonlarin iiretim islem verimi Esitlik 2.5 kullanilarak

hesaplanmuistir.

% Islem verimi = (Elde edilen formiilasyon miktar1 (mg) / Formiilasyonda kullanilan toplam kat: madde miktar1
(mg)) x 100

Esitlik 2.5.

2.8.3. Partikiil Biiyiikliigii ve Partikiil Biiyiikliigii Dagilim Tayini

Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi ve mikropartikiil formiilasyonlariin
partikiil biiytikliikleri ve polidispersite indeksleri Malvern ZetaSizer (Malvern
Instruments, Ingiltere) cihazi kullanilarak tayin edilmistir. Olgiimler formiiller
hazirlandiktan sonra bekletilmeden, ultrasaf su ile disperse edilerek oda sicakliginda

gerceklestirilmistir (n=3).

2.8.4. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

BER fosfolipid kompleksleri ve mikropartikiil formiilasyonlarin yiizey
yiiklerinin tayin edilmesi amaciyla zeta potansiyel ol¢imii yapilmistir. Bu amacla
Malvern ZetaSizer (Malvern Instruments, Ingiltere) cihazi kullamlmustir.
Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra bekletilmeden dlgiimleri yapilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlar ultra saf su ile seyreltilerek oda sicakliginda zeta potansiyelleri

Ol¢iilmiistiir (n=3).

2.9. Optimum Formiilasyonlarin Se¢ilmesi

Hazirlanan tiim BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve
BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiill —formiilasyonlari

enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
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degerleri Olgiilerek analiz edilmistir. Formiilasyonlar arasindan en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi ve en diisiik partikiil biiytlikliigline sahip olanlar optimum
olarak secilmistir. BER fosfolipid kompleksleri i¢in BER-F3, BER yiiklii kitozan
mikropartikiil formiilasyonlar1 i¢cin BER-KM31 ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii
kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 icin BER-FM3 kodlu formiiller optimum

formiil olarak se¢ilmistir.

Optimum segilen formiilasyonlar iicer seri {retilerek formiilasyonlarin
tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmistir. Bu kapsamda hazirlanan formiilasyonlarin
enkapsiilasyon etkinlikleri, partikiil biiyiikliigii ve biiyliklik dagilimlart ve zeta
potansiyelleri dl¢iilmiistiir. Formiilasyonlarin ayn1 kosullarda tekrarlanabilir olduklari

gOriilmiistiir.

2.10. Optimum Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Karakterizasyon

Cahismalan

Hazirlanan formiilasyonlar arasindan segilen optimum formiillerin ¢oziiniirligii
ve partisyon katsayilari analiz edilmistir. Bu formiilasyonlarin morfolojik olarak
goriintiilenmesi amaciyla TEM kullanilmistir. Optimum segilen formiilasyonlar igin
DSC ve FTIR analizleri yapilmistir. Ayrica formiilasyonlarin in vitro ¢dziinme hizlar

pH 6,8 tampon ortaminda degerlendirilmistir.

2.10.1. Coziiniirliikk Tayini

Bir etkin maddenin ¢oziiniirligii %1 den diisiikse pH 1-8 aralifinda siklikla
absorbsiyon ve biyoyararlanim problemlerine rastlanabilir. BER biiyiik oranda ince
bagirsakta absorbe olmaktadir. Dolayisiyla ¢oziiniirliik calismalari pH 6.8 fosfat
tamponunda ve suda gerceklestirilmistir. Ortam sicaklig1 olarak oda sicakliginda (25

°C) ve viicut sicakliginda (37 °C) calisilmustir.
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10 ml tampon ¢dzeltisine ve suya asir1 miktarda (50 mg) BER ve BER’e karsilik
gelen BER fosfolipid kompleksi ilave edilerek 25 °C ve 37 °C’de karistirilmaya
birakilmistir (Das ve Kalita, 2014). Numuneler 24 saat boyunca calkalamal
inkiibatorde 75 rpm hizda karistirilmistir. 24 saat sonunda numuneler 10000 rpm hizda

10 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

Stipernatanlar ayrilarak uygun seyreltmeler yapildiktan sonra numunelerdeki
BER miktar1 HPLC’de Ol¢iilmiistiir. Deneyler {i¢ kez tekrar edilerek c¢oziiniirliik
degerleri hesaplanmistir (Battu ve ark., 2010).

2.10.2. Partisyon Katsayis1 Tayini

Partisyon katsayisi etkin maddelerin hiicre membranlarindan geg¢isini
degerlendirebilmek icin in vitro olarak tayin edilen énemli bir parametredir. Ozellikle
bagirsaktan absorbe olan BER’in bagirsak permeabilitesi iizerine yorum yapabilmek
adima BER’in ve BER fosfolipid kompleksinin partisyon katsayilar1 karsilagtirmali

olarak degerlendirilmistir.

10’ar mg BER ve BER’e karsilik gelen BER fosfolipid kompleksi tartilarak
100’er ml distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir. Her bir ¢ozeltiden 10’ar ml alinarak {izerlerine
10’ar ml oktanol ilave edilmistir. Numunelerin su i¢indeki konsantrasyonlari
calkalamadan énce HPLC’de 6l¢iilmiistiir. Daha sonra numuneler 24 saat boyunca 50
rpm hizda ve 37 °C’de calkalamali inkiibatorde karistirilmistir. Numunelerin sudaki
konsantrasyonlar1 g¢alkalama sonrasinda HPLC’de Ol¢iilmiistiir. Deneyler 3 kez
tekrarlanmigtir. BER’in ve BER fosfolipid kompleksinin partisyon katsayisi degerleri
Esitlik 2.6’ya gore hesaplanmustir.

Py/s = (Cik-Cson)/Cson Esitlik 2.6.
P: Partisyon katsayis1

y/s: yag/su
C: Konsantrasyon
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2.10.3. In Vitro Coziinme Hiz1 Calismalar

BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER fosfolipid
kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarindan in vitro etkin madde
saliminin tayininde diyaliz membran metodu kullanilmistir. Diyaliz membranlar
(Sigma, cut-off 12000 Da) bir gece boyunca pH 6,8 tampon ortaminda bekletilmis ve
tampon ¢ozelti ile yikanmistir. 10 mg BER iceren formiilasyonlar 2 ml pH 6,8 fosfat
tamponda disperse edilerek diyaliz membranlara konulmus ve membranlar klipsler ile
kapatilmigtir. Diyaliz membranlar 150 ml pH 6,8 tamponu iceren kavanozlara

konulmustur (n=3).

Kavanozlar sicakligt 37 £ 0,5 °C’ye ve hizi 100 rpm’e sabitlenmis olan
calkalamali inkiibatdre konulmustur (Sekil 2.6). Belirlenen zaman araliklarinda (5.,
10., 15., 20., 30., 45., 60., 90., 120., 180., 240., 300., 360., 480. dakikalar ve 24. saatte)
ortamdan 1 ml numune almarak yerine ayni sicaklikta taze tampon eklenmistir.
Numuneler 0,45 pum filtreden gegirilerek uygun seyreltmeler yapilarak HPLC’de
analiz edilmistir. Deneyler her bir formiilasyon i¢in 1iic paralel olarak
gerceklestirilmistir. Formiilasyonlardan agiga ¢ikan BER ylizde miktarlar1 zamana

kars1 grafige gecirilmis ve etkin madde salim profilleri elde edilmistir.

Sekil 2.6. Calkalamali inkiibator i¢inde ¢éziinme hizi numunelerinin yerlegimi.
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2.10.4. Formiilasyonlardan Etkin Madde Salim Kinetiklerinin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan ve optimum olarak secilen BER fosfolipid kompleksi (BER-F3),
BER yiiklii kitozan mikropartikiil (BER-KM31) ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii
kitozan mikropartikiil (BER-FM3) formiilasyonlarindan pH 6,8 fosfat tamponu salim
ortaminda etkin maddenin agiga ¢ikisinin uyum sagladigr kinetik salim modelleri

Microsoft Excel’de DDsolver program eklentisi kullanilarak analiz edilmistir.

2.10.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Goriintiileme

Formiilasyonlar morfolojik olarak TEM ile goriintiilenmistir. Bunun i¢in FEI
Tecnai G2 marka cihaz kullanilmistir. Formiiller saf su icerisinde disperse edildikten
sonra karbon kapli grid lizerine damlatilmis ve oda sicakliginda kurumasi saglanmastir.

Formiilasyonlarin fazlasi filtre kagidi ile alinarak mikroskopta inceleme yapilmaistir.

2.10.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

BER, fosfolipid, kitozan, TPP, BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan
mikropartikil ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil
formiilasyonlarinin termal o&zellikleri TA Instruments DSC 250 cihazi ile
incelenmistir. 2-10 mg agirhigindaki numuneler aliiminyum pana yerlestirilerek
sikistirtlmistir. Numuneler i¢in 20 °C/dk hizda dogrusal 1sitma yapilarak 25-400 °C
araliginda termogramlar alinmistir. Formiilasyonlarda herhangi bir ge¢imsizlik olup
olmadig1 ve formiilasyonlara yiiklenen etkin maddenin sistem i¢indeki fizikokimyasal

durumu degerlendirilmistir.
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2.10.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

BER, fosfolipid, kitozan, TPP, BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan
mikropartikil ve BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil
formiilasyonlarinin FTIR spektroskopisi kullanilarak tanimlanmasinda Perkin Elmer
UATR Two FTIR cihazindan yararlanilmistir. Cihaza liyofilize toz halinde
yerlestirilen numunelerin 4000-500 c¢m! dalga boylar1 arasindaki spektrumlari

alinmistir.

2.11. Stabilite Calismalari

Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER
fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin stabilitelerini
degerlendirmek amaciyla simiile gastrik sivilarda stabilite analizi yapilmistir; buna
ilaveten formiilasyonlarin buzdolabi kosullarinda ve oda sicakliginda uzun siireli

stabilite analizleri yapilmistir.

2.11.1. Simiile Gastrik Sivilarda Stabilite Analizleri

BER oral olarak verildiginde gastrointestinal kanalin farkli bolgelerinden gecer.
Bu sirada etkin madde ve formiilasyonlar stabilitelerini etkileyecek farkli enzimatik ve
pH kosullarina maruz kalir. Formiilasyonlarin bu sartlar altindaki stabilitesini
degerlendirmek amaciyla simiile sivilar hazirlanmis ve stabiliteleri in vitro olarak tayin
edilmigtir. Bu amagla simiile gastrik sivi (pH 1,2) ve simiile intestinal sivi (pH 6,8)
ortamlar1 kullanilmistir. Simiile gastrik sivi ortamina enzim olarak pepsin, simiile
intestinal sivi ortamina ise pankreatin ilave edilmistir. 2 mg BER ve formiilasyon
numuneleri 1’er ml simiile gastrik siv1 i¢inde 37 °C’de 2 saat ve 1’er ml simiile
intestinal s1v1 i¢inde 37 °C’de 6 saat inkiibe edilmistir. Bu siireler maddenin midede ve
bagirsakta tahmini kalig siiresi goz oniinde tutularak belirlenmistir. Bu siire sonunda
enzimatik faaliyeti durdurmak i¢in numunelere trifloro asetik asit ilave edilmistir.

Daha sonra numuneler 8000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan
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ayrilmustir. Siipernatan kisimlart 0,45 um filtreden gegirilerek ve uygun seyreltmeler
yapilarak HPLC’de analiz edilmistir. Buradan hareketle formiilasyonlar iginde
bozunmadan kalan BER miktar1 hesaplanmistir. Deneyler ii¢ paralel olarak

tekrarlanmustir.

2.11.2. Buzdolabi ve Oda Sicakhiginda Uzun Siireli Stabilite Analizleri

Farmasotik dozaj formlariin stabilitelerinin belirlenmesi giivenlik ve etkinlik
acisindan  kritik Oneme sahiptir. Bu testler ideal depolama kosullarinin
olusturulmasinda kullanilir. Spesifikasyonlar disinda kalan sonuglarin elde edilmesi
iiretim siirecinin giivenligini, ilacin etkinligi ve kalitesini etkileyecektir (Santamaria

ve ark., 2018).

Hazirlanan formiilasyonlarin stabilite tayinleri i¢in kurutulan liyofilize tozlar
cam flakonlar icine konulmus ve agizlar1 sikica kapatilmigtir. Bu flakonlar
buzdolabinda 5 °C + 3 °C’de ve 25 °C £ 2 °C, % 60 BN + % 5 BN bagil nem
kosullarinda iklim dolabinda 6 ay siiresince bekletilmistir. Formiilasyonlarin
baslangicta, 1., 3. ve 6. ay sonunda enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligii ve
biiytikliik dagilimi ve zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiistiir. Stabilite test kosullar1 ve

calisilan formiilasyonlar Cizelge 2.9°da verilmistir.

Cizelge 2.9. Uzun siireli stabilite test kosullar1 ve ¢alisilan formiilasyonlar.

Stabilite Test Kosullar: Test siiresi Formiilasyonlar
Buzdolabi
5°C+3°C BER-F3
6 ay BER-KM31
QOda sicakhgi BER-FM3
25°C+2°C, %60 BN + % 5 BN
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2.12. Formiilasyonlarin /n Vivo Etkinliginin incelenmesi

Optimum segilen formiillerin (BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3) ve BER’in
in vivo etkinlikleri sigcanlar {izerinde incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in Zonguldak Biilent
Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alinmustir (Tarih:
10/01/2019; Protokol No: 2019-01-10/01). Deneylerimiz Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezinde yetistirilen
deney hayvanlar1 ile bu merkezde yapilmistir. Arastirmamizda 340-500 g agirligindaki
erkek Wistar albino sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlarina ait 6zellikler Cizelge
2.10°da verilmistir. Benzer biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip deneklerimizden
agirliklar1 dengeli olacak sekilde her biri 8 sigan iceren 1’1 kontrol, 4’li deney grubu

olmak {izere toplam 5 grup olusturulmustur.

Cizelge 2.10. Deneylerde kullanilan hayvanlara ait 6zellikler.

Deney Hayvani Kimligi
Kullanilacak | Cinsiyeti Yas1 Sayis1 Deney Hayvaninin Deneyin Yapilacag:
Hayvan Temin Edilecegi Yer Birimler
Tiirii
Sican-Wistar | Erkek 3-4 ay 40 Zonguldak Biilent Ecevit ZBEU Tip Fakiiltesi
Albino Universitesi Deney Fizyoloji Laboratuvari ve
Hayvanlar1 Laboratuvari Deney Hayvanlar
Laboratuvari

Deney gruplari1 asagida verilen sekilde olusturulmustur (n=8);
Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2: BER uygulama grubu

Grup 3: BER fosfolipid kompleksi uygulama grubu

Grup 4: BER yiiklii kitozan mikropartikiil uygulama grubu

Grup 5: BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil uygulama grubu

Deney gruplarma ayrilan hayvanlarin laboratuvarda yerlesimi Sekil 2.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Siganlarin deney gruplarina gore ayrilmasi.

Grup i¢indeki siganlar farkli renklere boyanarak birbirinden ayirt edilmistir.

Sicanlarin boyanmasi Sekil 2.8’de gdsterilmistir.

Sekil 2.8. Deney hayvanlarinin boyanmasi.
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Hayvanlarin deney ortamina adapte olabilmeleri i¢in deneyler baglamadan
once laboratuvar sartlarinda 1 hafta bekletilmiglerdir. Deney siiresi boyunca tiim
deneklerimiz optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda) altinda tutulmus, giinliik i¢me suyu ve standart pellet yemlerle
beslenmislerdir. BER dozu tiim uygulamalar i¢in 50 mg/kg viicut agirligi olarak

uygulanmuistir.

In vivo uygulamalarda BER, BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan
mikropartikil ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil
formiilasyonlar i¢cin hayvanlarin agirliklarina gore su icinde hesaplanan miktarlarda
hazirlanan stok ¢ozeltiler vortex ile karistirilarak homojenize edilmistir. Uygulama
yapilacak sicanin agirligina gore 50 mg/kg doza karsilik gelecek miktar hesaplanarak

oral gavaj ile uygulanmistir. Oral gavaj uygulamasi Sekil 2.9°da gosterilmistir.

Sekil 2.9. Siganlara yapilan oral gavaj uygulamasi
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Kan ornekleri (0.5 ml) oral uygulamay1 takiben, 30. dakika, 1., 2., 6. ve 24.
saatlerde olmak {izere kuyruk veninden alinarak EDTA’l1 tiiplerde muhafaza
edilmigtir. Kuyruk veninden kan alinmasi iglemi Sekil 2.10’da gosterilmistir. Kan
numuneleri 3000 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiijlenmis ve toplanan plazmalar
-80 °C’de muhafaza edilmistir. Numuneler i¢indeki BER miktar1 daha sonra HPLC’de
gelistirilen miktar tayini yontemi ile tayin edilmistir. Denekler; deney sonunda yiiksek
doz ketamin ve xylazine uygulamasi sonucu sakrifiye edilmistir. Deneyler sonunda
BER, BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER fosfolipid
kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlart i¢in Cmax, tmax ve AUC

degerleri hesaplanmustir.

Sekil 2.10. Kuyruk veninden kan alma islemi.
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2.13. Karaciger Dokularinda Antioksidan Aktivite Tayini

Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim sicanlar son kan orneklerinin alinmasinin ardindan ytliksek doz anestezi
uygulamasi ile feda edildi. Karaciger dokular1 buz iistiinde hizli bir sekilde ¢ikarildu.
Dokular ¢aligmanin yapilacag: giine kadar aliiminyum folyolara sarilarak -80 °C de
derin dondurucuda saklandi. Karaciger dokularinin c¢ikartilist Sekil 2.11°de

gosterilmistir.

Sekil 2.11. Karaciger dokularinin ¢ikartiimasi.

Doku MDA Seviyesi ve GSH Iceriginin Ol¢iimii

Karaciger dokusu oksidan ve antioksidan durumu, lipid peroksidasyonu ve

indirgenmis glutatyon odl¢iilerek degerlendirildi.

MDA Tayini

Lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak MDA seviyesi Casini ve
arkadaslarinin yontemiyle belirlendi (Casini ve ark., 1986). Deney giinii -80 °C
saklanan doku 6rnekleri dondurucudan ¢ikarilarak buz iistiinde ¢oziinmeleri saglandi.

Doku ornekleri, doku grami basina 9 ml olacak sekilde soguk % 10’luk trikloroasetik
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asit eklenerek homojenlestirildi. Dokularin homojenize edilisi Sekil 2.12°de
gosterilmistir. Homojenatlar 18-20°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijlemenin ardindan, 750 ul silipernatan iizerine, 750 pl % 0,67 tiyobarbitiirik
asit ve 10 ul %1°lik biitil hidroksi toliien eklendi ve 15 dakika boyunca 100°C'de
inkiibe edildi. Orneklerin 535 nm'de absorbanslar1 spektrofotometrik olarak 6lciildii.

MDA seviyeleri asagida verilen esitlige gore hesaplandi.

MDA Seviyesi = (Okunan absorbans degeri x 128) / doku agirligi (g) Esitlik 2.7.

Sekil 2.12. Karaciger dokularinin homojenize edilmesi.

GSH Tayini

Major endojen antioksidan olan GSH seviyeleri Aykac ve arkadaglarinin (Aykac
ve ark., 1985) metoduna gore ¢alisildi. Doku 6rnekleri, doku grami basina 9 ml olacak
sekilde soguk % 10’luk trikloroasetik asit eklenerek homojenlestirildi. Homojenatlar
18-20°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Elde edilen 250 pl siipernatana 1
ml 0.3 M Na,HPOs ¢ézeltisi ilave edildi. Uzerine 125 pl ditiobisnitrobenzoat eklendi
ve Ornekler vortekslenerek 412 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri

okundu. GSH seviyeleri asagida verilen esitlige gore hesaplandi.
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GSH Seviyesi = (Okunan absorbans degeri x 4,23) / doku agirlig1 (g) Esitlik 2.8.

2.14. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism (Version 9.3.1) programi ile Student t testi
ve tek yonlii ANOVA testi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklarin
degerlendirilmesi amactyla Tukey testi kullanilmistir. Ayrica nonparametrik testlerde
gruplar arasindaki farklhiliklarin  karsilastirilmast  igin ~ Kruskal-Wallis  testi

kullanilmistir. p<0,05 oldugunda sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. BER’in Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

BER’in fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla FTIR spektrumu
alinmig, DSC termogrami incelenmis ve SEM ile goriintiilenmesi yapilmaistir.

3.1.1. BER’in Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) ile Analizi

DSC analizi Boliim 2.4.1°de anlatilan sekilde yapilmistir ve BER’e ait DSC
termogrami elde edilmistir (Sekil 3.1).

DSC
mW s
191.71°C
186.31°C
[
|
2 o
\
\
119,04 - 14183°C
_ ' 307.16 °C
1 : ‘ : : :
0 100 200 300 400
Sicaklik (°C)

Sekil 3.1. BER e ait DSC termograma.
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3.1.2. BER’in Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Spektrumunun Alinmasi

BER’in FTIR spektrumu Bolim 2.4.2°de anlatildig sekilde elde edilmistir ve

fonksiyonel gruplarina ait bantlar Sekil 3.2°de gosterilmistir.

° 5 25333
g §  BE3g%
|
.
h l
o
: ’ |
@
= & H \\ ““ Il
Es I W
3 ‘ H [ '
28 (S
§ S T BN AN K
'g ‘1 ‘\ﬂ ““ l\‘l“lh.
o LM A
: ‘ 1R
- e ,»\\ A I I m‘\ Il
c N, AECIE W YLy
- 4 / /\w‘ A || ‘ ‘ { 'J {1
<) / \m\f‘ ‘\‘ ‘ i
/ ‘\k “ U
g | W; {1
= V
T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 3.2. BER’e ait FTIR spektrumu.

3.1.3. BER’in SEM ile goriintiilenmesi

|

f

I

1 \‘ |”

BER’in SEM analizi Boliim 2.4.3’te anlatildig1 sekilde yapilmistir ve BER e ait

SEM goriintiisii elde edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. BER e ait SEM goriintiileri.

3.2. BER’in Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

BER’in miktar tayini HPLC’de gelistirilen analitik yontem yardimiyla
yapilmigtir. BER’in su i¢indeki c¢oOzeltisinin 200-400 nm araliginda taranan
spektrumunda maksimum absorbansin elde edildigi dalga boyunun (Amax) 346 nm
oldugu goriilmiistir. BER’e ait HPLC spektrumu Sekil 3.4’te gosterilmistir. Ayrica
formiilasyonlarin simiile gastrik sivilarda stabilitesinin degerlendirilmesinde
kullanilacak olan pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlarinda da miktar tayini yontemi
gelistirilmistir. pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlarinda da BER’in maksimum
absorbansinin elde edildigi dalga boyu 346 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.4. BER pikini gosteren HPLC kromatograma.

3.2.1. BER’in HPLC ile Su Ortamindaki Kalibrasyon Dogrusunun

Hazirlanmasi

BER’in miktar tayininde HPLC’de belirlenen kosullar Cizelge 3.1°de

verilmistir. BER’in su ortamindaki kalibrasyon dogrusu Sekil 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.1. BER’in HPLC ile miktar tayininde belirlenen kosullar.

Parametre
Sicaklik

Cihaz

Kolon

Dalga boyu
Mobil faz
Enjeksiyon hacmi

Akis hizi

Kosullar

30+2 °C

Agilent 1260 Infinity II

Zorbax Eclipse Plus C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 pm)
346 nm

30 mM amonyum asetat:asetonitril (67:33)

10 pL

1 ml/dakika
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Sekil 3.5. BER’in HPLC ile analizinde su ortamindaki kalibrasyon dogrusu.

3.2.2. BER’in HPLC ile pH 1,2 ve pH 6,8 Ortamlarindaki Kalibrasyon

Dogrularimin Hazirlanmasi

Bolim 2.5.4°te belirtildigi sekilde hazirlanan BER stok ¢ozeltilerinden
seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BER c¢ozeltilerinin okunan alan
degerlerinden pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlar1 i¢in kalibrasyon dogrular
hazirlanmistir. pH 1,2 ortamindaki HPLC analizi i¢in hazirlanan kalibrasyon dogrusu
Sekil 3.6’da ve pH 6,8 ortamindaki HPLC analizi i¢in hazirlanan kalibrasyon dogrusu
Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.6. BER’in pH 1,2 ortamindaki kalibrasyon dogrusu.

1200
y = 54,663x + 5,3648
R?=0,9999

1000

800

600

Alan

400

200

0 5 10 15 20
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.7. BER’in pH 6,8 ortamindaki kalibrasyon dogrusu.
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3.2.3. BER’in HPLC ile Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik

Validasyonlar:

BER’in Bolim 2.6’da anlatildign gibi gerceklestirilen analitik validasyon

caligmalarina ait sonuclar asagida verilmistir.

3.2.3.1. Dogrusallik ve Arahg:

BER’in su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda 100 pg/mL konsantrasyon hazirlanan
stok cozeltilerinden sirasiyla 1-20 pg/ml, 1-50 pg/ml ve 1-20 pg/ml konsantrasyon
araliginda farkli seyreltmeler yapilarak hazirlanan c¢ozeltileri gelistirilen HPLC
yontemleri ile analiz edilerek konsantrasyona karsi elde edilen egri altinda kalan alan
degerleri grafige gegirilerek standart dogrular elde edilmistir. Ortamlar i¢in hazirlanan

dogrusallik grafikleri Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’da verilmistir.

800
700
600
500

400

Alan

300
200

100

0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.8. BER’in su ortamindaki dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.9. BER’in pH 1,2 ortamindaki dogrusallik grafigi.
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Sekil 3.10. BER’in pH 6,8 ortamindaki dogrusallik grafigi.

BER’in HPLC ile miktar tayini i¢in su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda hazirlanan
kalibrasyon dogrularina ait dogrusallik ve araligi verileri sirasiyla Cizelge 3.2, Cizelge

3.3 ve Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.2. BER’in HPLC ile su ortamindaki miktar tayini i¢gin gelistirilen analitik yontemin
dogrusallik ve aralig1 caligmasina ait istatistiksel veriler.

Dogrusallik ve aralig 1-20 pg/mL
Egim 34,65
Egimin standart hatas1 0,1747
Egimin %95 giiven arali1 34,25 - 35,04
Egimin dnemlilik degeri <0,0001
Kesisim -1,857
Kesisimin standart hatas1 1,838
Kesisimin %95 giiven aralig1 -6,014 - 2,301
Regresyon dogrusundan olan 3,626
sapmalarin standart hatalar1 (Sy.x)

Determinasyon katsayisi (R?) 0,9998

Cizelge 3.3. BER’in HPLC ile pH 1,2 ortamindaki miktar tayini i¢in gelistirilen analitik
yontemin dogrusallik ve araligi caligmasina ait istatistiksel veriler.

Dogrusallik ve aralig 1-50 pg/ml
Egim 32,02
Egimin standart hatasi 0,0417
Egimin %95 giiven arali1 31,92-32,11
Egimin 6nemlilik degeri <0,0001
Kesisim 2,078
Kesisimin standart hatas1 0,9822
Kesisimin %95 giiven aralig1 -0,1868 - 4,343
Regresyon dogrusundan olan sapmalarin 2,063
standart hatalar (Sy.x)
Determinasyon katsayisi (R?) 1
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Cizelge 3.4. BER’in HPLC ile pH 6,8 ortamindaki miktar tayini i¢in gelistirilen analitik
yontemin dogrusallik ve aralig1 caligmasina ait istatistiksel veriler.

Dogrusallik ve aralig 1-20 pg/ml
Egim 54,66
Egimin standart hatas1 0,1458
Egimin %95 giiven arali1 54,33 - 55
Egimin dnemlilik degeri <0,0001
Kesisim 5,365
Kesisimin standart hatas1 1,608
Kesisimin %95 giiven aralig1 1,656 — 9,073
Regresyon dogrusundan olan sapmalarin 2,735
standart hatalar (Sy.x)
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9999

3.2.3.2. Dogruluk ve Geri Elde

BER’in su ve pH 6,8 ortamlarinda 2, 10 ve 16 pg/ml; pH 1,2 ortaminda ise 8, 20

ve 50 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri HPLC’de 6’sar enjekte edilmis ve analizleri

yapilarak yilizde geri elde, standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma (BSS)

degerleri hesaplamistir. Dogruluk ve geri elde analizlerine ait sonuglar su, pH 1,2 ve

pH 6,8 ortamlart i¢in sirasiyla Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7 de verilmistir.
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Cizelge 3.5. BER’in su ortaminda dogruluk ve geri elde verileri.

2 pg/ml 10 pg/ml 16 pg/ml
Alan | C (ug/ml) | % Geri | Alan | C (ug/ml) % Geri | Alan | C (ng/ml) % Geri
elde elde elde
69,32 2,054 102,7 341,2 9,900 99,00 5529 16,01 100,1
69,15 2,049 102,5 340,2 9,872 98,72 5539 16,04 100,3
69,15 2,049 102,5 3419 9,922 99,22 552,2 15,99 99,9
68,87 2,041 102,1 3423 9,934 99,34 552,4 15,99 99,9
69,22 2,051 102,5 3422 9,929 99,29 554,7 16,06 100,4
68,39 2,027 1014 3432 9,959 99,59 5532 16,02 100,1
Ortalama 102,3 Ortalama 99,19 Ortalama 100,1
SS 0,475 SS 0,300 SS 0,204
%BSS 0,464 %BSS 0,302 %BSS 0,204
Cizelge 3.6. BER’in pH 1,2 ortaminda dogruluk ve geri elde verileri.
8 pg/ml 20 pg/ml 50 png/ml
Alan | C (ng/ml) % Geri | Alan | C (ug/ml) % Geri Alan C (ug/ml) % Geri
elde elde elde
258.,9 8,022 100,3 6459 20,11 100,5 1610,2 50,23 100,5
259,1 8,027 100,3 643,1 20,02 100,1 1608.,9 50,19 100,4
258,6 8,010 100,1 644,1 20,05 100,3 1605,6 50,08 100,2
257,2 7,968 99,60 644.,0 20,05 100,3 1608,3 50,17 100,3
259,1 8,027 100,3 643,1 20,02 100,1 1604,2 50,04 100,1
2573 7,971 99,63 6413 19,97 99,83 1605,8 50,09 100,2
Ortalama 100,0 Ortalama 100,2 Ortalama 100,3
SS 0,337 SS 0,231 SS 0,147
%BSS 0,337 %BSS 0,231 %BSS 0,147
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Cizelge 3.7. BER’in pH 6,8 ortaminda dogruluk ve geri elde verileri.

2 png/ml 10 pg/ml 16 pg/ml
Alan (ug?ml) %el((}lzri Alan | C (pg/ml) %el(d;(eeri Alan (p.g?ml) %egzri
116,1 2,026 101,3 548,7 9,939 99,39 896,4 16,30 101,9
114,7 1,999 100,0 546,6 9,900 99,00 893,5 16,25 101,6
113,3 1,974 98,72 5454 9,880 98,80 8923 16,23 101,4
113,7 1,981 99,06 546,6 9,902 99,02 891,1 16,20 101,3
115,1 2,008 100,41 545,6 9,883 98,83 889,9 16,18 101,1
114,0 1,987 99,37 546,0 9,891 98,91 901,4 16,39 102,5
Ortalama 99,81 Ortalama 98,99 Ortalama 101,6
SS 0,955 SS 0,214 SS 0,505
%BSS 0,957 %BSS 0,216 %BSS 0,497
3.2.3.3. Kesinlik

Gelistirilen miktar tayini yontemlerinin kesinlik analizleri Bolim 2.6.3’te
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Tekrarlanabilirlikleri ve farkli giinlerde yapilan

analizler ile ara kesinlikleri degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik analizlerinde su ve pH 6,8 ortami i¢in 2,10 ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarinda; pH 1,2 ortami i¢in 8, 20 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda
HPLC’de 6’sar enjeksiyon yapilarak analiz edilmistir. Analizler sonucu hesaplanan
konsantrasyon degerlerinin ortalama, standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma
(BSS) sonuglart belirlenmistir. Hesaplanan sonuglar su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlari

icin sirasiyla Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da verilmistir.
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Cizelge 3.8. BER’in su ortamindaki tekrarlanabilirlik analizi verileri.

C teorik (ng/ml) | C pratik (ug/ml) | C teorik (ug/ml) | C pratik (ng/ml) | C teorik (ug/ml) | C pratik (ng/ml)
2 2,032 10 9,957 16 16,05
2 2,016 10 9,879 16 16,10
2 2,045 10 9,967 16 16,01
2 1,990 10 9,902 16 16,00
2 2,023 10 9,845 16 15,99
2 1,996 10 9,934 16 16,03
Ortalama 2,017 Ortalama 9,914 Ortalama 16,03
SS 0,021 SS 0,047 SS 0,041
%BSS 1,041 %BSS 0,474 %BSS 0,256
Cizelge 3.9. BER’in pH 1,2 ortamindaki tekrarlanabilirlik analizi verileri.
C teorik (ng/ml) | C pratik (ng/ml) | C teorik (ug/ml) | C pratik (ng/ml) | C teorik (ug/ml) | C pratik (ng/ml)
8 8,022 20 20,03 50 50,03
8 7,903 20 20,06 50 50,17
8 8,029 20 19,97 50 50,09
8 7,966 20 20,07 50 50,07
8 8,002 20 20,10 50 50,01
8 7,969 20 20,02 50 50,07
Ortalama 7,982 Ortalama 20,04 Ortalama 50,07
SS 0,047 SS 0,045 SS 0,056
%BSS 0,589 %BSS 0,225 %BSS 0,112
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Cizelge 3.10. BER’in pH 6,8 ortamindaki tekrarlanabilirlik analizi verileri.

C teorik (ng/ml) | C pratik (ng/ml) | C teorik (ng/ml) | C pratik (ng/ml) | C teorik (ug/ml) | C pratik (ng/ml)
2 1,999 10 9,989 16 16,30
2 1,991 10 9,972 16 16,29
2 1,997 10 9,934 16 16,30
2 2,007 10 9,965 16 16,25
2 2,003 10 9,973 16 16,23
2 2,004 10 9,963 16 16,38

Ortalama 2,000 Ortalama 9,966 Ortalama 16,29

SS 0,006 SS 0,018 SS 0,052

%BSS 0,300 %BSS 0,181 %BSS 0,319

Ara Kesinlik

Ara kesinlik tayinleri su ve pH 6,8 ortamlari i¢in 2 pg/ml; pH 1,2 ortami igin ise

20 pg/ml konsantrasyondaki BER ¢dzeltilerinin 2 farkli giinde 6’sar kez analizleri ile

yapilmustir. Bu analizler sonucunda hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama, standart

sapma (SS) ve % bagil standart sapma (BSS) degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan

sonuclar Cizelge 3.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. BER’in su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda ara kesinlik analizlerine ait veriler.

Analiz ortam Su pH 1,2 pH 6,8
C teorik 2 pg/ml 20 pg/ml 2 pg/ml
2,054 19,96 2,022
2,049 19,99 2,003
2,049 19,97 1,099
1. Giin 2,041 20,04 2,002
2,051 19,99 1,986
2,027 19,96 2,008
2,032 20,00 2,030
2,016 20,02 2,012
2,045 20,03 2,004
2. Gy 1,990 19,99 1,090
2,023 19,98 2,012
1,996 20,01 1,996
Ortalama 2,031 20,00 2,005
SS 0,022 0,026 0,013
%BSS 1,083 0,130 0,648

3.2.3.4. Ozgiinliik (Secicilik)

Bolim 2.6.4°te anlatildig1 sekilde gerceklestirilen 6zgiinliik ¢alismalarinda
kullanilan yardimc1 maddelerin 346 nm dalga boyunda yapilan analizleri sonucunda

ayni dalga boyunda BER piki ile herhangi bir girisim gostermedikleri goriilmiistiir.

3.2.3.5. Teshis (LOD) ve Tayin Simirlarimin (LOQ) Belirlenmesi

BER’in su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarindaki miktar tayini yonteminin teshis ve
tayin sinirlar1 Esitlik 2.1 ve Esitlik 2.2 yardimiyla hesaplanmistir. Hesaplanan sonuglar

Cizelge 3.12°de sunulmustur.
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Cizelge 3.12. BER’in farkli ortamlardaki miktar tayini yontemlerinin teshis ve tayin siirlari.

Ortam Su pH 1,2 pH 6,8
Teshis sinir1 LOD (ug/ml) 0,175 0,101 0,097
Tayin sinir1 LOQ (png/ml) 0,530 0,307 0,294

3.3. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

3.3.1. BER Fosfolipid Komplekslerinin Hazirlanmasi

BER fosfolipid kompleksleri Boliim 2.7.1°de anlatildig: sekilde hazirlanmigtir.
Hazirlanan BER fosfolipid komplekslerinin enkapsiilasyon etkinligi, partikiil
biiyiikliigii ve partikiil blytikligii dagilimi ve zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiistiir.
Yapilan bu analizlere ait sonuglar Cizelge 3.13’te verilmistir. Formiilasyonlara ait

partikiil boyutu dagilimlar1 Sekil 3.11°de gosterilmistir.

Cizelge 3.13. BER fosfolipid kompleksi formiilasyonlarinin karakterizasyonlarina ait bulgular
(n=3, Ortalama + SS).

Formiil kodu Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi

BER-F1 -20.9+0,74 1184 + 84,9 0,847 +0,10 57,2 +2,52
BER -F2 -0,21 £0,35 1203 +208,1 0,817 +0,10 69,5+ 1,21
BER -F3 -243+1,68 2443 +21,9 0,305 £ 0,05 81,2+3,41
BER -F4 -0,50 +£ 0,12 705,3 +£26,1 0,362 + 0,03 75,8 4,87
BER -F5 -0,08 £ 0,33 338 £72,8 0,523 +£0,07 78,2 + 1,55
BER -F6 -12,7+1,12 1546 + 92,7 0,679 +0,14 52,6 +£2,34
BER -F7 -23,1+£0,79 217,3+5,68 0,521 +0,07 51,2+ 4,02
BER -F8 -0,45+0,29 1089 +200,5 0,984 + 0,04 71,6 £3,76
BER -F9 -0,03 + 0,45 364,7 +20,5 0,548 + 0,08 75,0 +£ 6,05
BER -F10 -0,69 £ 0,80 305+ 2,49 0,420 + 0,03 78,2+ 1,32
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Sekil 3.11. BER fosfolipid kompleksi formiillerine ait partikiil boyutu dagilimlari.

Enkapsiilasyon etkinliginin digerlerine goére yiiksek olmasi ve partikiil
boyutunun kiigiik olmasi nedeniyle BER-F3 formiilasyonu optimum formiil olarak
belirlenmistir. Bolim 2.7.1°de anlatildigi sekilde bu formiilasyon {izerine prob
sonikator (BER-F3I ve BER-F3II) ve ultrasonik banyo (BER-F3III ve BER-F31V) ile
islem uygulanarak formiiliin enkapsiilasyon etkinligi yiikseltilmeye calisgilmistir. Bu

caligmaya ait fizikokimyasal karakterizasyon verileri Cizelge 3.14’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.14. BER fosfolipid kompleksi formiilasyonlarimda optimizasyon islemine ait
karakterizasyon sonuglar1 (n=3, Ortalama + SS).

Formiil Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
kodu (mV) (nm) indeksi etkinligi
BER-F3I -31,3+£2,55 489,1 £77,1 0,578 +0,11 30,31 + 4,66
BER-F3II -49,2 +£4,59 515,1 +£298,3 0,597 +0,20 29,44 £2,73
BER-F3III -30,6 + 4,87 625,2 +28,1 0,523 + 0,03 41,72 +2,78
BER-F31V -53,0+4,33 865,3+92,2 0,768 = 0,07 39,72 +2,44

Formiilasyonun Tekrarlanabilirligine ait Bulgular

Formiilasyonlar arasindan optimum secilen BER-F3 formiilasyonunun ayni
kosullarda her zaman ayni oOzelliklerde iiretilebilir oldugunun degerlendirilmesi
amaciyla tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda BER-F3
formiilasyonu ii¢ kez hazirlanarak enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiytkligi ve
biiytikliik dagilim1 ve zeta potansiyel degerleri 6l¢lilmiistiir. Bu dl¢limlere ait sonuglar
Cizelge 3.15’te verilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu dagilimlar

Sekil 3.12°de gosterilmistir.

Cizelge 3.15. BER-F3 formiilasyonunun tekrarlanabilirligine ait karakterizasyon sonuglar1
(Ortalama + SS).

Formiil Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
kodu (mV) (nm) indeksi etkinligi
BER-F3-1 -243+ 1,50 255,6 +£52,5 0,336 + 0,05 81,54+ 3,46
BER-F3-2 -259+ 1,73 262,2+4,68 0,338 £0,02 81,46 +2,51
BER-F3-3 -24,5+ 0,54 249,3+29,2 0,324 +0,04 78,9 +£2,87
%BSS 3,50 2,52 2,27 1,86
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Sekil 3.12. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda hazirlanan BER-F3 formiilasyonlarinin partikiil

boyutu dagilimlar.

3.3.2. BER Yiiklii Kitozan Mikropartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

3.3.2.1. Bos Mikropartikiillerin Karakterizasyonu Uzerine Formiilasyon

Parametrelerinin Etkisine Ait Bulgular

Formiilasyon parametrelerini optimize edebilmek amaciyla hazirlanan BER

icermeyen bos mikropartikiil formiilasyonlarina (N-KM1-N-KMS) ait zeta potansiyel

degerleri Cizelge 3.16’da verilmistir. Formiilasyonlar iyonotropik jelasyon yontemiyle

Boliim 2.7.2°de anlatildig: sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.16. Etkin madde yiiklii olmayan mikropartikiillere ait zeta potansiyel degerleri (n=3,

Ortalama + SS).

Formiil kodu Zeta potansiyeli (mV)
N-KM1 7,220 £ 0,600
N-KM2 -0,292 £ 0,608
N-KM3 0,048 + 0,246
N-KM4 0,032 + 0,028
N-KMS5 0,882+ 0,661
N-KM6 -0,057 £ 0,279
N-KM7 0,041 £ 0,049
N-KMS8 4,570 + 2,180
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% TPP Cozeltisi Konsantrasyonunun Etkisi

% TPP c¢ozeltisi konsantrasyonunun formiilasyonun zeta potansiyeli ilizerine
etkisini belirlemek amaciyla diger parametreler ayni tutularak N-KM1, N-KM2 ve N-
KMS5 formiilasyonlari hazirlanmis ve degerlendirilmistir. Formiilasyonlar arasinda

anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Sonuglara ait grafik Sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13. Bos mikropartikiil formiilasyonlar1 tizerine % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun
etkisi.

Kitozan Cozeltisi Sicakliginin Etkisi

Bos mikropartikiil formiilasyonlar1 iizerinden kitozan ¢ozeltisi sicakliginin
etkisini gormek amaciyla N-KM6, N-KM7 ve N-KMS8 formiilasyonlar1 hazirlanarak
zeta potansiyelleri degerlendirilmistir. Formiilasyonlar arasinda anlamli bir fark

goriilmiistiir (p<0,05). Sonuglara ait grafik Sekil 3.14’te verilmistir.
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Sekil 3.14. Bos mikropartikiil formiilasyonlar ilizerine kitozan ¢ozeltisi sicakliginin etkisi.

Kitozan Cozeltisi pH Degerinin Etkisi

Kitozan ¢ozeltisinin pH degerinin mikropartikiil karakterizasyonu {iizerine
etkisini gormek amaciyla N-KM2 ve N-KM4 formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Sonuglara ait grafik Sekil 3.15’te verilmistir.
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Sekil 3.15. Bos mikropartikiil formiilasyonlar1 ilizerine kitozan ¢ozeltisi pH degerinin etkisi.
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3.3.2.2. Mikroskopta Goriintiilleme Amaciyla Hazirlanan BER Yiiklii

Kitozan Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 Boliim 2.7.2’de anlatildig1
sekilde hazirlanarak optik mikroskopta goriintiilenmistir. Diizgiin ~ sekilli
mikropartikiiller elde etmek amaciyla kullanilmasi gereken formiilasyon parametreleri
optimize edilmeye ¢alisilmistir. Hazirlanarak optik mikroskop altinda incelenen bir¢ok
formiilde kiiresel seklin olustugu goriilmiistir. MBER-KM1 - MBER-KM14
formiilleri arasinda mikropartikiillerin en diizgiin sekilde goriintiilendigi formiilasyon
MBER-KMI11 olmustur. Bu formiile ait mikroskop goriintiileri Sekil 3.16’da

verilmistir.

b o

Sekil 3.16. MBER-KM 11 kodlu formiilasyona ait mikroskop goriintiileri (Biiyilitme: a: x40, b:
x100).

3.3.2.3. BER Yiiklii Kitozan Mikropartikiil Formiilasyonlarinin

Optimizasyonuna Ait Bulgular

Hazirlanan bos mikropartikiil formiilasyonlarindan ve mikroskopta goriintiileme
amaciyla hazirlanan BER yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin
karakterizasyonlarindan yola c¢ikarak; farkli formiilasyon parametreleri denenerek
BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Bu formiilasyonlara
ait zeta potansiyel, enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikliigii ve partikiil biiyiikliik

dagilimi sonuclar1 Cizelge 3.17°de verilmistir.
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ITI1

Cizelge 3.17. BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarina ait karakterizasyon sonuglar1 (n=3, Ortalama + SS).

Formiil kodu Zeta potansiyeli (mV) Partikiil boyutu (nm) Polidispersite indeksi % Enkapsiilasyon etkinligi
BER-KM1 0,122 + 0,824 370 £ 1,70 0,350 + 0,053 8,34+ 1,76
BER-KM2 0,183 +£0,372 6469 + 540 0,818 £ 0,082 9,14 + 0,465
BER-KM3 6,40 +£ 0,152 8826 + 790 0,952 + 0,083 9,09 £ 0,278
BER-KM4 0,127 £ 0,930 9893 + 1456 0,997 + 0,006 9,02+ 1,21
BER-KMS5 -0,424 £ 0,134 19000 + 3317 0,672 £ 0,170 4,69 + 0,983
BER-KM6 0,483 +0,143 4248 + 63,6 0,335+ 0,035 5,16 +0,342
BER-KM7 11.7+0,503 11000 + 1245 0,447 + 0,492 3,34+ 0,765
BER-KMS8 -0,115+0,0615 349 +£10,9 0,762 + 0,034 5,90 + 1,94
BER-KM9 -0,107 £ 0,0282 11000 + 1856 0,422 + 0,247 7,49 £ 0,258

BER-KM10 -0,103 £ 0,457 3684 £453 0,792 + 0,146 2,63+0,411
BER-KM11 -0,302 £ 0,674 7349 + 1438 0,496 + 0,161 10,2 + 0,406
BER-KM12 -0,119+ 0,145 1448 +298 0,300 + 0,308 1,83 + 0,753
BER-KM13 -0,151+0,160 766 + 33,1 0,799 £ 0,125 19,6 +5,75
BER-KM14 -0,360 = 0,179 806 + 103 0,650 + 0,037 14,4 +2.51
BER-KM15 -0,325 + 0,394 2323 +236 0,423 £ 0,221 10,0 +4,28
BER-KM16 -0,860 + 0,529 392+194 0,458 £ 0,005 9,50 +0,0984
BER-KM17 -0,146 £ 0,166 1985+ 113 0,936 + 0,034 13,4+ 1,00
BER-KM18 -0,0352 + 0,202 1877 £ 255 0,846 + 0,164 16,2 + 0,566
BER-KM19 -0,0893 + 0,127 902 + 193 0,543 + 0,001 15,8 +2,87
BER-KM2( -0,0647 +£ 0,217 829 + 198 0,623 + 0,107 12,5+ 1,75
BER-KM21 7,83 +£ 0,885 3148 £ 375 0,875 £ 0,060 10,7 £2,33
BER-KM22 0,491 + 0,204 3143 £ 1139 0,841 £ 0,275 5,50 £ 2,04
BER-KM23 -18,00 + 3,74 865+ 132 0,729 + 0,046 14,6 = 1,06
BER-KM24 40,9 £ 7,20 785+ 193 1.000 6,35+2,52
BER-KM25 6,78 + 1,45 6540 £ 1723 0,732 +£ 0,233 0,400 + 0,291

BER-KM26 7,09 5,34 8639 + 3732 0,636 + 0,347 1,54 +1,28

BER-KM27 6,25 +2,35 18714 + 4780 1.000 29,2 +4,90

BER-KM28 2,05+ 1,35 1795 + 776 0,893 +0,185 15,1 £3,99

BER-KM29 3,94 +2,03 16364 + 2321 0,863 + 0,237 41,5+6,31

BER-KM30 6,83 +1,17 12064 + 7156 0,722 + 0,180 20,9 + 3,41

BER-KM31 41,6 +0,838 406 + 25,2 0,462 + 0,105 31,5+ 0,384

BER-KM32 0,200 + 0,00751 519+32,5 0,577 +£ 0,026 24,6 + 0,678

BER-KM33 10,1 £2,39 1460 + 365 0,902 + 0,091 17,0 £ 0,591




BER-KM1-BER-KM33 formiilasyonlarinda BER’i ¢6zmek ic¢in kullanilan
coziliciiniin tipi, % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu, kitozan ¢ozeltisinin pH degeri,
kitozan c¢ozeltisinin sicaklifit ve homojenizasyonun etkisi gibi formiilasyon
parametreleri ve bunlara karsilik formiilasyonlarin karakteristik ozellikleri Cizelge
3.17°deki bulgular olmak {izere bu sonuglar istatiksel programda t testi ven ANOVA
testi ile degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda her bir parametre igin

bulunan p degerleri Cizelge 3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.18. BER yikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarmin istatiksel
degerlendirilmeleri sonucu elde edilen p degerleri.

Zeta Partikiil Polidispersite % Enkapsiilasyon
potansiyeli boyutu indeksi etkinligi

BER’i ¢6zmek i¢in 0,9662 0,0002* 0,7463 0,0461%*

kullamlan ¢éziiciiniin tipi

% TPP cozeltisi <0,0001* 0,0007* 0,7142 0,0197*

konsantrasyonu

Kitozan ¢ozeltisinin pH 0,0896 0,5392 0,4047 0,0025%*

degeri

Kitozan ¢ozeltisinin sicakhigi 0,0002* 0,9946 0,8445 0,0438*

Homojenizasyon 0,7562 0,0143* 0,2051 0,0005*
*p<0,05

BER’i Cozmek icin Kullanilan Coziicliniin Tipinin Etkisi

Istatistiksel analiz sonucu etkin maddeyi ¢dzmek igin kullanilan ¢dziiciiniin
tipinin formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii ve % enkapsiilasyon etkinligi degerleri
iizerinde anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). BER-KM8 ve BER-KM10,
BER-KM9 ve BER-KM11 formiilasyonlarinda distile su ve distile su:etanol karigimi
¢ozlicii olarak kullanilarak diger formiilasyon parametreleri sabit tutularak ¢oziicliniin
etkisi degerlendirilmistir. BER-KM16 ve BER-KM20 formiilasyonlarinda ise distile
su: etanol karisimi ve metanol ¢oziicii olarak kullanilarak formiilasyonlar arasindaki
fark degerlendirilmistir. Buradan elde edilen sonuglara ait grafikler Sekil 3.17 (BER-
KM8 ve BER-KM10), Sekil 3.18 (BER-KM9 ve BER-KM11) ve Sekil 3.19 (BER-
KM16 ve BER-KM20)’da gdsterilmistir.
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Sekil 3.17. BER-KM8 ve BER-KM10 formiilasyonlarina ait partikiil biiytikliigii ve %
enkapsiilasyon etkinligi karsilastirma grafigi.
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Sekil 3.18. BER-KM9 ve BER-KM11 formiilasyonlarina ait partikiil biiytikliigii ve %
enkapsiilasyon etkinligi karsilastirma grafigi.
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Sekil 3.19. BER-KM16 ve BER-KM?20 formiilasyonlarina ait partikiil biiyiikligii ve %
enkapsiilasyon etkinligi karsilastirma grafigi.
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% TPP Cozeltisi Konsantrasyonunun Etkisi

Istatistiksel ~analiz sonucu BER yiiklii kitozan mikropartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilan % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun formiilasyonlarin zeta
potansiyeli, partikiil biiylikligii ve % enkapsiilasyon etkinligi degerleri iizerinde
anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Formiilasyonlar hazirlanirken %0,1,
%0,5, %1 ve %2 TPP c¢ozeltisi konsantrasyonlar1 diger formiilasyon parametreleri
sabit tutularak farkli formiilasyonlarda denenmistir. Farkli formiilasyonlarda ¢aligilan
% TPP ¢ozeltisi konsantrasyonlarinin zeta potansiyel iizerine etkilerin gosteren

grafikler Sekil 3.20’de verilmistir.
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Sekil 3.20. Farkli % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonlarinin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri
iizerine etkisi.
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Farkli formiilasyonlarda c¢alisilan % TPP c¢ozeltisi konsantrasyonlarinin

formiilasyonlarin partikiil biiyiikliikleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri {izerine

etkilerini gosteren grafikler Sekil 3.21(partikiil biiyiikliigline etkisi) ve Sekil 3.22 (%

enkapsiilasyon etkinligine etkisi)’de verilmistir.
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Sekil 3.21. Farkli % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonlarinin formiilasyonlarin partikiil

biiytikliikleri iizerine etkisi.

Partikal blyikl g0

BERKNG (%05)  WBER-KMS (%1)

WBER-KM13 (% 05]  WBER-KM14 (% 1)

BER-KNT (%2)

BER-KM15(%2)

12000

Partikil buyukl GG
g § 8

=
2

2000

i

Partikl blyikl U

WBER-KM8 (30,5) BER-KM9 (%1}

BER-KM25(% 1)  WBER-KM29 (% 05}

115



©
o o

333 ) )
£ £4 £
2 2 <
;se 5 N
c c <
o ] Q
& 3 24
o - -
3 5 5
284 [ a
g g g3
c €2 c
w w w
282 ® R
2
1
8 1
8 0 0
MBER-KML (%0,1) MBER-KM2 (505 MBER-KM3 (‘1) ¥ BER-KNA (%2) HBERKMS (%05) WBER-KM6 (%1) HBER-KMY (%2) HBER-KMB (%0,5)  WBERKMS (%1)
1 25 a5
4
10 »
35
] € £
3 3 %
3 w15 v
§ § §25
2 S g
g 8 8
2 2 220
§ g1 3
54 & §15
H 8 8
5 10
2
5
0 0 0
HBERKMI0(%05) WBER-KMI1(%1) ' BERKMI2(%2) MBERKMI3(%05) WBER-KMI4(%1)  WBER-KMIS(%2) BER-KM25(% 1)  WBER-KM29 (% 05)

9% Enkapsiilasyon etkinligi

0 O

BERKM26(% 1)  WBER-KM31(% 05)

Sekil 3.22. Farkli % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonlarinin formiilasyonlarin % enkapsiilasyon
etkinlikleri {izerine etkisi.

Kitozan Cozeltisinin pH Degerinin Etkisi

Istatistiksel analiz sonucunda kitozan ¢ozeltisinin pH degerinin BER yiiklii
kitozan mikropartikiil formiilasyonlarmin % enkapsiilasyon etkinlikleri iizerinde
anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). BER-KM14 (pH 3,79), BER-KM16 (pH
4), BER-KM17 (pH 5) ve BER-KM18 (pH 6,5) kodlu formiilasyonlar arasinda diger
formiilasyon parametleri sabit tutularak kitozan ¢Ozeltisinin  pH etkisi

degerlendirilmistir. Kitozan c¢ozeltisinin pH degerinin bu formiilasyonlarin %
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enkapsiilasyon etkinlikleri {izerine olan etkileri Sekil 3.23°te grafik {iizerinde
gosterilmistir. BER-KM21 (pH 4) ve BER-KM23 (pH 4,7) formiilasyonlarinda da
farkl kitozan ¢ozeltisi pH degerleri denenmistir ve bu parametrenin % enkapsiilasyon

etkinlikleri iizerine olan etkisi Sekil 3.23’te grafik ile gdsterilmistir.

% Enkapsulasyon etkinligi
% Enkapsulasyon etkinligi
©

WBER-KM14 (pH 3,79) M BER-KM16 (pH 4) 0
M BER-KM17 (pH 5) BER-KM18 (pH 6,5) B BER-KM21 (pH 4) BER-KM23 (pH 4,7)

Sekil 3.23. Farkli kitozan ¢ozeltisi pH degerlerinin formiilasyonlarin % enkapsiilasyon
etkinligi iizerine etkisi.

Kitozan Cozeltisinin Sicakliginmin Etkisi

Istatistiksel analiz sonucunda kitozan ¢ozeltisinin sicakligimin BER  yiiklii
kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon
etkinlikleri iizerinde anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). BER-KM21 (25 °C)
ve BER-KM22 (50 °C), BER-KM25 (25 °C) ve BER-KM28 (50 °C) kodlu
formiilasyonlar arasinda diger formiilasyon parametleri sabit tutularak kitozan
cozeltisinin sicakliginin etkisi degerlendirilmistir. Kitozan ¢ozeltisinin sicakliginin bu
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine olan
etkileri Sekil 3.24 (zeta potansiyellerine etkisi) ve Sekil 3.25 (% enkapsiilasyon

etkinligine etkisi)’te grafik iizerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.24. Farkli kitozan ¢ozeltisi sicakliklarinin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri lizerine
etkisi.
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Sekil 3.25. Farkli kitozan ¢ozeltisi sicakliklarinin formiilasyonlarin % enkapsiilasyon
etkinlikleri {izerine etkisi.

Homojenizasyonun Etkisi

Istatistiksel analiz sonucunda homojenizasyon isleminin BER yiiklii kitozan
mikropartikiil formiilasyonlarmin partikiil biyiikliikleri ve % enkapsiilasyon
etkinlikleri izerinde anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). BER-KM25 ve BER-
KM27, BER-KM29 ve BER-KM30, BER-KM31 ve BER-KM32 kodlu
formiilasyonlar arasinda diger formiilasyon parametreleri sabit tutularak
homojenizasyonun etkisi degerlendirilmistir. Homojenizasyon isleminin bu

formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii ve % enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine olan
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etkileri Sekil 3.26 (partikiil biiyiikliigiine etkisi) ve Sekil 3.27 (% enkapsiilasyon

etkinligine etkisi)’de grafik lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.26. Homojenizasyon isleminin formiilasyonlarin partikiil bityiikliikleri iizerine etkisi.
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Sekil 3.27. Homojenizasyon isleminin formiilasyonlarin % enkapsiilasyon etkinlikleri
iizerine etkisi.

Optimum Formiilasyonun Belirlenmesi

BER-KM31 kodlu formiilasyon enkapsiilasyon etkinliinin hazirlanan diger
formiilasyonlara gore belirgin derecede yiiksek olmasi, partikiil biiyiikliigliniin kiigiik
olmasi, polidispersite indeksi degerinin diisiik olmasi ve zeta potansiyel degerinin
uygun olmasi nedeniyle BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 arasinda
optimum formiilasyon olarak se¢ilmistir. BER-KM31 formiilasyonuna ait partikiil

boyutu dagilim1 Sekil 3.28’de ve zeta potansiyeline ait grafik Sekil 3.29’da verilmistir.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 3.28. BER-KM31 formiilasyonuna ait partikiil boyutu dagilimu.

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Sekil 3.29. BER-KM31 formiilasyonuna ait zeta potansiyeli grafigi.

Formiilasyonun Tekrarlanabilirligine ait Bulgular

Formiilasyonlar arasindan optimum se¢ilen BER-KM31 formiilasyonunun ayni
kosullarda her zaman ayni Ozelliklerde iiretilebilir oldugunun degerlendirilmesi
amaciyla tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilmistir. Bu ¢caligsma kapsaminda BER- KM31
formiilasyonu ii¢ kez hazirlanarak enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiylikligi ve
biiytikliik dagilim1 ve zeta potansiyel degerleri 6l¢lilmiistiir. Bu dl¢limlere ait sonuglar

Cizelge 3.19°da verilmistir.
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Cizelge 3.19. BER-KM31 formiilasyonunun tekrarlanabilirligine ait karakterizasyon
sonuclari (Ortalama + SS).

Formiil kodu Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi
BER-KM31-1 42,0+ 3,30 412+25.2 0,475+ 0,105 30,1 +1,23
BER-KM31-2 41,2+3,23 432 + 28,6 0,449 +0,0781 28,8 +£2,08
BER-KM31-3 40,3+3,16 405+ 134 0,460 + 0,147 30,4+2,14
%BSS 2,07 3,37 2,83 2,86

3.3.3. BER Fosfolipid Kompleksi Yiiklii Kitozan Mikropartikiil

Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlart Boliim
2.7.3’te anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi yiiklii
kitozan mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi, partikiil bliylikligi ve partikiil

biiytikliigii dagilimi ve zeta potansiyel degerleri 6l¢lilmiistiir. Bu analizlere ait sonuglar

Cizelge 3.20°de verilmistir.

Cizelge 3.20. BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarmin

karakterizasyonlarina ait bulgular (n=3, Ortalama + SS).

Formiil kodu Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi

BER-FM1 34,7+ 0,833 883+ 193 0,647 +0,011 10,7 £ 0,901
BER-FM2 29,5+ 0,850 665 +230 0,661 + 0,039 42,8 +0,799
BER-FM3 6,50+ 0,721 624 +£93,5 0,576 + 0,053 59,1 £ 0,946
BER-FM4 13,5+0,500 11334 + 2845 0,471 +0,304 33,2+2,43
BER-FMS5 4,48 £2,80 867 +249 0,719+0,112 47,4+224
BER-FM6 3,53 +£0,425 652+ 194 0,664 + 0,046 50,1 +£3,16
BER-FM7 -0,389 + 0,396 617 +373 0,616 +0,165 53,1 +2,09
BER-FMS8 3,53 +2,17 848 £ 297 0,709 + 0,149 52,7+0,194
BER-FM9 0,438 + 0,0480 1697 £ 906 0,851 +0,258 32,1+2,30
BER-FM10 7,69 +1,93 15434 + 4039 0,566 + 0,165 34,9+£0,139

BER-FM1-BER-FM10 formiilasyonlarinda % TPP ¢d6zeltisi konsantrasyonu,
kitozan ¢ozeltisinin pH degeri, sonikasyon ve ultrasonik banyoda bekletme iglemi

formiilasyon parametreleri ve bunlara karsilik formiilasyonlarin karakteristik
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ozellikleri Cizelge 3.20’deki bulgular olmak iizere bu sonuglar istatiksel programda t

testi ve ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda her bir

parametre i¢in bulunan p degerleri Cizelge 3.21°de verilmistir.

Cizelge 3.21. BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarmin
istatiksel degerlendirilmeleri sonucu elde edilen p degerleri.

Zeta potansiyeli | Partikiil boyutu Polidispersite | % Enkapsiilasyon

indeksi etkinligi

% TPP cozeltisi <0,0001* 0,7891 0,0889 <0,0001*
konsantrasyonu

Kitozan ¢ozeltisi pH 0,0016* 0,2770 0,5818 <0,0001*

degeri
Sonikasyon 0,0002* 0,0029* 0,5873 <0,0001*
Ultrasonik banyo 0,0028* 0,5853 0,4321 0,0012%*
uygulamasi
*p<0,05

% TPP Cozeltisi Konsantrasyonunun Etkisi

Hazirlanan BER-FM2 (% 0,5) ve BER-FM3 (% 1), BER-FMS8 (% 2) ve BER-
FM9 (% 1,5) formiilasyonlarinda farkli % TPP c¢ozeltisi konsantrasyonlarinin
formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri lizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen
bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine anlamli
etkisinin oldugu gorilmiistiir (p<0,05). % TPP c¢ozeltisi konsantrasyonunun bu
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri lizerine olan
etkileri Sekil 3.30 (zeta potansiyeline etkisi) ve Sekil 3.31 (% enkapsiilasyon

etkinligine etkisi)’de grafik lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.30. % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun formiilasyonlarin zeta potansiyelleri {izerine
etkisi.
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Sekil 3.31. % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun formiilasyonlarin % enkapsiilasyon
etkinlikleri {izerine etkisi.

Kitozan Cozeltisinin pH Degerinin Etkisi

Hazirlanan BER-FM1 (pH 3,79) ve BER-FM2 (pH 4,7) formiilasyonlarinda
diger formiilasyon parametreleri sabit tutularak farkli kitozan ¢6zeltisi pH degerlerinin
etkisi degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin karakteristik 6zellikleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kitozan ¢ozeltisinin pH degerinin zeta potansiyel ve %
enkapsiilasyon etkinligi iizerine anlamli etkisinin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Kitozan ¢ozeltisi pH degerinin formiilasyonlarin zeta potansiyel ve % enkapsiilasyon

etkinligi lizerine olan etkisini gosteren grafikler Sekil 3.32°de verilmistir.
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Sekil 3.32. Kitozan ¢ozeltisi pH degerinin formiilasyonlarin % enkapsiilasyon etkinlikleri
(sol) ve zeta potansiyelleri (sag) ilizerine etkisi.

Sonikasyon Isleminin Etkisi

BER-FM3 formiilasyonuna 2 dakika sonikasyon islemi uygulanarak BER-FM4
formiili hazirlanmistir. Bu formiilasyonlarin karakteristik 6zellikleri olgiilerek
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatiksel analiz sonucunda sonikasyon
isleminin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri, partikiil bilyiikligi ve %
enkapsiilasyon etkinlikleri iizerinde anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Sonikasyonun formiilasyonlarin zeta potansiyeli, partikiil biyikligi ve %

enkapsiilasyon etkinligi {izerine olan etkisini gosteren grafikler Sekil 3.33’te

verilmistir.
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Sekil 3.33. Sonikasyon isleminin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri (sol), partikiil
biiyiikliikleri (orta) ve % enkapsiilasyon etkinlikleri (sag) {izerine etkisi.
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Ultrasonik Banyo Uygulamasinin Etkisi

BER-FM3 formiilasyonu baz alinarak diger formiilasyon parametreleri
degistirilmeden farkli siirelerden ultrasonik banyo uygulamasi yapilarak BER-FMS5 (2
dakika), BER-FM6 (5 dakika) ve BER-FM7 (8 dakika) formiilasyonlari hazirlanmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin karakteristik ozelikleri degerlendirilmis ve istatiksel
olarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda ultrasonik banyo uygulamasinin
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine anlaml
etkisi oldugu  gorilmistir (p<0,05). Ultrasonik banyo uygulamasinin
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve % enkapsiilasyon etkinlikleri lizerine olan

etkisini gosteren grafikler Sekil 3.34’te verilmistir.
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Sekil 3.34. Ultrasonik banyo uygulamasinin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri (sol) ve %
enkapsiilasyon etkinlikleri (sag) iizerine etkisi.

Optimum Formiilasyonun Belirlenmesi

Yapilan degerlendirmeler sonucunda BER-FM3 formiilasyonu enkapsiilasyon
etkinliginin hazirlanan diger formiilasyonlara gore belirgin derecede yiiksek olmasi,
partikiil biiytlikliigliniin kiiciik olmast, polidispersite indeksi degerinin diisiik olmasi ve
zeta potansiyel degerinin uygun olmasi nedeniyle BER fosfolipid kompleksi yiiklii

kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 arasinda optimum formiilasyon olarak
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secilmistir. BER-FM3 formiilasyonuna ait zeta potansiyelini gosteren grafik Sekil

3.35’te verilmistir.

Result quality :
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Sekil 3.35. BER-FM3 formiilasyonuna ait zeta potansiyeli grafigi.

Formiilasyonun Tekrarlanabilirligine ait Bulgular

200

Formiilasyonlar arasindan optimum secilen BER-FM3 formiilasyonunun ayni

kosullarda her zaman ayni oOzelliklerde iiretilebilir oldugunun degerlendirilmesi

amaciyla tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda BER- FM3

formiilasyonu ii¢ kez hazirlanarak enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiytkligi ve

biiytikliik dagilim1 ve zeta potansiyel degerleri 6l¢lilmiistiir. Bu dl¢limlere ait sonuglar

Cizelge 3.22°de verilmistir.

Cizelge 3.22. BER-FM3 formiilasyonunun tekrarlanabilirligine ait karakterizasyon sonuglar

(Ortalama + SS).
Formiil kodu Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(nm) indeksi etkinligi
BER-FM3-1 6,38 +2,34 664 + 56,1 0,562 + 0,398 59,0 + 0,568
BER-FM3-2 6,40 + 1,79 631436 0,554 + 0,345 56,4+ 0,305
BER-FM3-3 6,54 £ 0,260 630 +652 0,533 +0,0880 58,4+ 0,289
% BSS 3,02 2,72 2,35
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3.4. Optimum Formiilasyonlarin Se¢ilmesi

Elde edilen bulgulari yukarida sunulan formiilasyon ¢alismalarinin ardindan
secilen BER fosfolipid kompleksi (BER-F3), BER yiiklii kitozan mikropartikiil (BER-
KM31) ve BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiill (BER-FM3)

formiilasyonlarinin in vitro 6zellikleri Cizelge 3.23’te verilmistir.

Cizelge 3.23. Optimum segilen BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil
ve BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarma ait dzellikler
(Ortalama + SS).

Formiilasyon o6zellikleri BER-F3 BER-KM31 BER-FM3

% Enkapsiilasyon etkinligi 81,2+3,41 31,5+0,384 59,1 £ 0,946
Zeta potansiyel (mV) -24.3 £ 1,68 41,6 + 0,838 6,50 £ 0,721
Partikiil biiyiikliigii (nm) 244 +21,9 406 £ 25,2 624 +£93,5
Polidispersite indeksi 0,305 £ 0,05 0,462 £ 0,105 0,576 + 0,053
% Islem verimi 46,3 + 0,523 21,4+0,471 46,2 + 0,688
% Etkin madde icerigi 59,9 £ 1,94 11,5+0,179 3,86 £ 0,00950

3.5. Optimum Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Karakterizasyon

Calhismalarina Ait Bulgular

3.5.1. Coziiniirliik Tayini

(Coziiniirliik analizleri Bolim 2.10.1°de anlatildig: sekilde yapilmistir. BER ve

BER fosfolipid kompleksi ¢oziiniirliiklerine ait sonuglar Cizelge 3.24’te sunulmustur.
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Cizelge 3.24. BER ve BER fosfolipid kompleksine ait ¢oziiniirliik degerleri (n=3,
Ortalama=£SS).

Coziiniirliik (mg/ml)

Etkin madde ve Su/25 °C Su/37 °C pH 6,8 fosfat pH 6,8 fosfat
Formiilasyon tamponu/25 °C tamponu/37 °C

BER 1,47 + 0,0780 2,72 +£0,212 1,65+ 0,0280 3,15+ 0,164

BER-F3 0,708 £ 0,177 1,77+ 0,124 0,730+ 0,174 1.95+0,347

3.5.2. Partisyon Katsayis1 Tayini

Partisyon katsayilar1 (Pys) Boliim 2.10.2°de anlatildig1 sekilde belirlenmistir.
BER, Fiziksel karigim (1:2) ve BER fosfolipid kompleksinin partisyon katsayilarina

ait sonuclar Cizelge 3.25’te sunulmustur.

Cizelge 3.25. Partisyon katsayis1 degerleri (n=3, Ortalama+SS).

Etkin madde ve Partisyon Katsayisi
Formiilasyon
BER 0,0246 +0,0016
Fiziksel karisim 0,236 £ 0,0326
BER-F3 0,674 +0,101

3.5.3. In Vitro Coziinme Hizi1 Calismalari

Formiilasyonlardan etkin maddenin ¢6ziinme hizi ¢galigmalart Boliim 2.10.3’te
anlatildigr sekilde diyaliz membran ydntemiyle yapilmistir. Formiilasyonlardan

BER’in ¢6ziinme hiz1 grafigi Sekil 3.36’da gdsterilmistir.
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Sekil 3.36. BER, BER-F3, BER-FM3 ve BER-KM31 formiilasyonlarina ait 24 saatlik (A) ve
8 saatlik (B) etkin madde salim profilleri (n=3).

3.5.4. Formiilasyonlardan Etkin Madde Salim Kinetiklerinin

Degerlendirilmesi

In vitro etkin madde salim ¢alismalarindan elde edilen veriler formiilasyonlardan
etkin madde salimmin uyum sagladigi salim kinetiklerinin belirlenmesi amaciyla
Boliim 2.10.4°te verilen sekilde analiz edilmistir. Analizi yapilan farkli salim kinetigi

sonuclar1 Cizelge 3.26’da verilmistir.
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Cizelgede yer alan kisaltmalarin agiklamasi:
k: Sifir derece salim kinetigi hiz sabiti (mg/sa)
k:!: Birinci derece salim kinetigi hiz sabiti (sa™!)
kH: Higuchi kinetigi salim hiz1 sabiti

kp: Korsmeyer Peppas kinetigi salim hiz1 sabiti
kuc: Hixson Crowell kinetigi salim hiz1 sabiti
r2: Determinasyon katsayisi

B: Sekil faktorii

n: Diflizyonal sabit

t4: Etkin maddenin %63,2’sinin salinmasi i¢in gegen siire (sa)
SH: Salim hiz1 sabitlerinin standart hatasi

AIC: Akaike Olgiitii

MSC: Model se¢im kriteri
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Cizelge 3.26. Formiilasyonlarin in vitro salim hiz1 kinetik verileri.

FORMULLER
KINETiK MEKANiZMA
BER-F3 BER-KM31 BER-FM3

Sifir Derece Salim Kinetigi k? 4,59 2,60 1,22
r? 0,389 0,386 0,463

SH 0,0798 0,017 0,028

MSC -0,462 0,354 0,490

AIC 141,9 114,9 90,6

Birinci Derece Sahim Kinetigi k! 0,108 0,049 0,014
r? 0,529 0,665 0,546
SH 0,003 0,0004 0,0003

MSC 0,621 0,959 0,657

AIC 125,7 105,9 88,1

Higuchi Kinetigi kH 20,8 10,7 4,95

r? 0,701 0,865 0,879

SH 0,410 0,056 0,102

MSC 1,08 1,87 1,98

AIC 118,8 92,2 68,2

Hixon Crowell Kinetigi knc 0,0307 0,015 0,004
r? 0,401 0,551 0,520
SH 0,0008 0,0001 0,0001

MSC 0,380 0,669 0,603

AIC 129,3 110,2 88,9

Korsmeyer Peppas Kinetigi ky 23,1 11,1 3,75
n 0,663 0,362 0,513

r? 0,926 0,716 0,722

SH 0,478 0,327 0,144

MSC 2,36 1,07 1,10

AIC 73,4 104,3 81,5

Weibull Kinetigi B 0,691 0,726 0,842

Td 6,92 29,8 103,2

2 0,875 0,839 0,633

SH 0,151 2,18 11,7

MSC 1,843 1,59 0,758

AIC 107,3 96,5 86,6




3.5.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Goriintiileme

Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER

fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlarina ait TEM
gorlintiileri Sekil 3.37 (BER-F3), Sekil 3.38 (BER-KM31) ve Sekil 3.39 (BER-
FM3)’de verilmistir.

Sekil 3.37. BER-F3 formiilasyonuna ait TEM goriintiileri.
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Sekil 3.38. BER-KM31 formiilasyonuna ait TEM goriintiileri.
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Sekil 3.39. BER-FM3 formiilasyonuna ait TEM goriintiileri.

3.5.6. Diferansiyel Taramalh Kalorimetre (DSC) Analizi

BER, fosfolipid, kitozan, TPP, BER fosfolipid kompleksi (BER-F3), BER yiiklii
kitozan mikropartikiill (BER-KM31) ve BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan
mikropartikiill (BER-FM3) formiilasyonlarinin DSC analizleri Bolim 2.10.6°da
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Elde edilen termogramlar Sekil 3.40°te gosterilmistir.
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Sekil 3.40. DSC termogramlar1 a) BER b) Fosfolipid c) Kitozan d) TPP e) BER-F3 kodlu
formiilasyon f) BER-KM31 kodlu formiilasyon g) BER-FM3 kodlu formiilasyon.

3.5.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

BER, fosfolipid, kitozan, TPP’nin ve BER-F3, BER-KM31, BER-FM3 kodlu
formiilasyonlarin FTIR analizi Boliim 2.10.7°de anlatildig1 sekilde yapilmistir ve
sonuclar Sekil 3.41-3.47°de gosterilmistir.
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Sekil 3.41. BER’in FTIR spektrumu.
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Sekil 3.42. Fosfolipid FTIR spektrumu.
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Sekil 3.43. Kitozanin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.44. TPP’nin FTIR spektrumu.
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Sekil 3.45. BER-F3 formiilasyonunun FTIR spektrumu.
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Sekil 3.46. BER-KM31 formiilasyonunun FTIR spektrumu.
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Sekil 3.47. BER-FM3 formiilasyonunun FTIR spektrumu.

3.6. Stabilite Calismalari

3.6.1. Simiile Gastrik Sivilarda Stabilite Analizleri

BER, BER fosfolipid kompleksi (BER-F3), BER ytiklii kitozan mikropartikiil
(BER-KM31) ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil (BER-FM3)
formiilasyonlarinin Bolim 2.11.1°de anlatildigi sekilde simiile viicut sivilarinda
stabilite analizleri yapilmistir. Simiile gastrik sivi ortaminda enzim olarak pepsin ve
simiile intestinal s1v1 ortaminda enzim olarak pankreatin kullanilmistir. Simiile gastrik
sivi (pH 1,2) ortaminda 2 saat ve simiile intestinal siv1 (pH 6,8) ortaminda 6 saat
sonunda bozunmadan kalan % BER miktarlar1 Sekil 3.48 ve Sekil 3.49°da grafiklerde
sunulmustur. BER ve formiilasyonlar i¢in simiile viicut ortamlarinda par¢alanmadan

kalan BER miktarlar1 Cizelge 3.27°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.27. BER ve formiilasyonlarda simiile viicut ortamlarinda par¢galanmadan kalan BER
miktarlar (n=3, Ortalama+SS).

Etkin madde ve Ortalama % degismeden kalan BER miktari
Formiilasyonlar Simiile gastrik siv1 Simiile intestinal siv1
pH 1,2 ortam pH 6,8 ortamm
BER 91,0 £ 0,005 79,8 0,041
BER-F3 79,9 £ 0,004 70,7 + 0,047
BER-KM31 93,6 £ 0,011 98,6 + 0,002
BER-FM3 96,1 + 0,004 99,3 + 0,001
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Sekil 3.48. Simiile gastrik s1v1 (pH 1,2) ortaminda % degismeden kalan BER miktarlar1 (n=3).
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Sekil 3.49. Simiile intestinal sivi (pH 6,8) ortaminda % degismeden kalan BER miktarlar1
(n=3).

3.6.2. Buzdolabi ve Oda Sicakhi@inda Uzun Siireli Stabilite Analizleri

BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER fosfolipid
kompleksi yiikli kitozan mikropatikiil formiilasyonlarinin stabiliteleri Bdliim
2.11.2°de anlatildig1 sekilde farkli sicaklik kosullari altinda incelenmistir. 1., 3., ve 6.
aylarin sonunda formiilasyonlarin % enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligl ve
biiyiiklik dagilimi ve zeta potansiyel degerleri olcililmiis ve Cizelge 3.28-3.30°da

sunulmustur.
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Cizelge 3.28. BER-F3 formiilasyonuna ait stabilite bulgular1 (OrtalamazSS).

Stabilite kosullar: Siire Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi
Baslangic -23,0 £ 0,265 245+ 791 0,380 = 0,06 81,5+2,56
1. Ay -24,1+ 1,10 291 +45,5 0,405 + 0,05 78,9 +£3,35
seCcx3°C 3. Ay 24,5+ 2,33 300+ 12,3 0,489 = 0,08 777+ 476
6. Ay -27,7+0,0821%* 312 +£22,0% 0,566 + 0,02 76,3 £ 1,45
25°Czx2°C, 1. Ay -22,4 41,20 238 + 18,0 0,489 + 0,14 78,0 £5,67
% 60 BN+ %5 3. Ay -28,7 £ 1,45%* 276 + 15,4 0,506 + 0,11 77,2 +3,24
6. Ay -29,8 £ 2,48*** 401 £ 38,2%** 0,721 + 0,093** 76,8 £2,56

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001, Baslangi¢ degerinden 6nemli derecede farklilik gésteren parametreler.

Cizelge 3.29. BER-KM31 formiilasyonuna ait stabilite bulgular1 (OrtalamazSS).

Stabilite kosullar: Siire Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi
Baglangig 40,8 + 0,541 410+ 152 0,451 + 0,136 32,0 £ 0,453
1. Ay 41,1191 476+ 233 0,508 + 0,0768 31,5+ 0,384
seCx3°C 3. Ay 446+ 023 546 £17,4% 0,568 £ 0,0621 28,7+ 2,08
6. Ay 473 +0,137* 547 + 43,7* 0,614 + 0,0522 28,1+ 123
25°C +2 °C, 1. Ay 425+ 1,45 442 + 459 0,532 + 0,154 31,1 +229
% 60 BN £ % 5 3. Ay 45,6 £2,34 478 + 65,1 0,540 £ 0,0810 29,0 + 2,43
6. Ay 51,4 £ 4,50%% 566 = 78,3%* 0,547 + 0,125 27,5+ 1,67*

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001, Baslangi¢ degerinden 6nemli derecede farklilik gdsteren parametreler.

Cizelge 3.30. BER-FM3 formiilasyonuna ait stabilite bulgular (Ortalama£SS).

Stabilite kosullar1 Siire Zeta potansiyeli Partikiil boyutu Polidispersite % Enkapsiilasyon
(mV) (nm) indeksi etkinligi
Baslangig 7,20 £ 0,651 658 + 90,2 0,554 + 0,0481 582+ 1,248
1. Ay 6,28 =124 720 £141 0,624 + 0,132 55,7+ 1,93
seCcx3°C 3. Ay 5.85 £ 0,561 732+ 120 0,615 £ 0,0874 542+2.12
6. Ay 5,43 £0,206* 951 356 0,729 % 0,0729 52,8 +4,93
25°C +2 °C, 1. Ay 6,91+ 121 682 + 125 0,523 + 0,169 572+1,04
% 60 BN £ % 5 3. Ay 4,52 +0,0812%* 715+ 98,2 0,662 + 0,0763 53,4 +2,74
6. Ay 3,24 £0,107%%* 814 + 98 0,845 + 0,0602 50,5 + 3,24*

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001, Baslangi¢ degerinden 6nemli derecede farklilik gdsteren parametreler.
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3.7. Formiilasyonlarin In Vivo Etkinliginin incelenmesine Ait Bulgular

In vivo hayvan deneylerinde BER, uygulanan BER fosfolipid kompleksi, BER
yiiklii kitozan mikropartikiil ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil
formiilasyonlar1 i¢in Cmax degerleri ve tmax plazma konsantrasyonu-zaman egrisi
iizerinden tespit edilmistir. /n vivo calismalar Boliim 2.12°de anlatildign sekilde
yapilmistir. Plazma konsantrasyonu-zaman egrilerinin altinda kalan alanlar
(AUCo-s24) trapezoidal yontem ile hesaplanmistir. Deney sonucunda elde edilen
degerlerin istatistiksel karsilastirilmasi GraphPad Prism (GraphPad Prism Version
9.3.1) programinda t testi ve tek yonlii ANOVA testi kullanilarak yapilmistir.

BER ve formiilasyonlar i¢in oral verilisten sonra farkli zamanlarda alinan kan
ornekleri analiz edilerek plazma konsantrasyonu-zaman egrileri olusturulmustur ve
Sekil 3.50, 3.51, 3.52, 3.53’de gosterilmistir. Tiim egriler aynm grafik {stliinde Sekil
3.54’te gosterilmistir. BER, BER fosfolipid kompleksi, BER yiikli kitozan
mikropartikill ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil

formiilasyonlarina ait farmakokinetik parametre degerleri Cizelge 3.31°de verilmistir.
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Sekil 3.50. BER e ait ortalama plazma konsantrasyonu- zaman profili (n=8).
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Sekil 3.51. BER-F3 formiilasyonuna ait ortalama plazma konsantrasyonu- zaman profili
(n=8).

»
(O]

40

g/ml)

N N W
o U O

=
o

Plazma Konsantrasyonu (n
[EEN
[0,

Zaman (saat)

Sekil 3.52. BER-KM31 formiilasyonuna ait ortalama plazma konsantrasyonu- zaman profili
(n=8).
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Sekil 3.53. BER-FM3 formiilasyonuna ait ortalama plazma konsantrasyonu- zaman profili
(n=8).
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Sekil 3.54. BER ve BER-F3, BER-KM31, BER-FM3 formiilasyonlarinin plazma
konsantrasyonu-zaman egrileri (n=8).

Cizelge 3.31. BER ve formiilasyonlara ait farmakokinetik parametreler (n=8, Ortalama+SS).

Gr llplal' tmax (saat) Cmax (ng/ ml) AUCy-24 (saat.ng/ ml)
BER 6 28,1 £0,931 349,5 + 10,009
BER fosfolipid kompleksi 6 33,4 +1,36* 429,5 +14,9*
BER yiiklii kitozan mikropartikiil 6 32,7 +£3,03* 426,6 £ 30,7*
BER fosfolipid kompleksi yiiklii 6 36,2 +3,42% 459,6 + 38,2*

kitozan mikropartikiil

*p<0,05, BER grubu degerlerinden anlamli derecede farklilik gosteren degerler.
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3.8. Karaciger Dokularinda Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Karaciger dokularindan anitoksidan aktivite tayini Boliim 2.13’te anlatildigi
sekilde gerceklestirilmistir. Bu bolimde verilen esitliklerden yararlanilarak

hesaplanan MDA ve GSH seviyeleri Cizelge 3.32’de verilmistir.

Cizelge 3.32. BER’in oksidatif strese etkisi (n=8, Ortalama =+ SS).

Gruplar MDA Seviyesi (nmol/g) GSH Seviyesi (umol/g)
Kontrol grubu 105,9 £ 30,6 32,8 £4,60
BER uygulama grubu 93,0 +23,1 49,8 £ 5,85*
BER-F3 uygulama grubu 88,8+ 12,9 53,0 £5,08*
BER-KM31 uygulama grubu 92,1 £16,5 53,4 +£2,60*
BER-FM3 uygulama grubu 75,9 £ 8,25* 54,5+ 1,83*

*p<0,05, kontrol grubu degerlerinden anlamli derecede farklilik gosteren degerler.

Kontrol, BER, BER fosfolipid kompleksi, BER ytiklii kitozan mikropartikiil ve
BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilayonlar1 uygulama
gruplarina ait MDA ve GSH seviyelerini gdsteren grafikler Sekil 3.55’te verilmistir.
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Sekil 3.55. Kontrol, BER ve formiilasyon gruplarinin MDA (a) ve GSH (b) seviyeleri (n=8,
Ortalama + SS).
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4. TARTISMA

4.1. BER’in Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.1.1. BER’in Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) ile Analizi

BER’in Sekil 3.1°de verilen DSC termogrami incelendiginde 191,71 °C’de
endotermik erime piki verdigi ve bunun literatiirlerde yer alan termogramlar ile

benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Battu ve ark., 2010; Jia ve ark., 2019; Loo ve ark.,
2020).

4.1.2. BER’in Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Spektrumunun Alinmasi

Calismamizda etkin madde olarak son yillarda birgok farmakolojik amag i¢in
yararlanilan BER kullanilmistir. FTIR spektroskopisi ile BER’in tanimlamasi
yapilmistir. BER’in FTIR analizi sonucunda elde edilen spektrumu Sekil 3.2° de
gosterilmistir. BER’e ait FTIR spektrumunda 1036, 1105, 1269, 1362, 1388, 1504,
1598 cm! civarlarinda goriilen pikler BER e ait karakteristik piklerdir ve literatiir ile
uyum gostermektedir. Literatiir verileri ile uyumlu olarak 1036 cm! civarinda =C-H
biikiilmesi, 1105 cm! civarinda C-O bagi, 1269 cm™! civarinda C-O-C gerilimi, 1362
ve 1388 cm! civarinda C=C gerilimi, 1504 ve 1598 cm™! civarinda ise aromatik C=C
gerilimi goriilmektedir (Battu ve ark., 2010; Ghobadi-Oghaz ve ark., 2022; Mahya ve
ark., 2021).
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4.1.3. BER’in SEM ile Goriintiilenmesi

BER’in SEM gériintlisii Sekil 3.3’te verilmistir. BER tek basina prizmatik
sekiller olarak goriintiilenmistir. BER’in SEM goériintiilerinin literatiir ile uyumluluk

gosterdigi gorlilmiistiir (Djebbi ve ark., 2016; Jia ve ark., 2018).

4.2. BER’in Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

BER’in miktar tayininin yapilmast amaciyla HPLC cihazindan yararlanilmistir
ve uygun bir HPLC yontemi gelistirilmistir. BER’in analizinin yapilacagi ortamlar
olan su, pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlarinda maksimum absorbans gosterdigi dalga
boylar1 belirlenmistir. Analizlerde tiim ortamlar i¢cin 346 nm dalga boyu kullanilmistir.
Kullanilan dalga boyu literatiir verileriyle de uyum gostermektedir (Pasrija ve ark.,

2010).

Hareketli faz bilesimi, hareketli faz konsantrasyonu, akis hizi ve kolon firin
sicakligl gibi parametreler degistirilerek secici bir analitik yontem gelistirilme
caligmalar yiirtitiilmistiir. Calismamizda BER gibi alkaloidlerin analizinde yiiksek
ayirma kapasitesi nedeniyle siklikla kullanilan Zorbax Eclipse Plus C18 (100 mm x
4.6 mm x 3.5 um) kolonu kullanilmistir (Kim ve ark., 2011).

Calismamizda hareketli faz igerigindeki tampon ¢dzeltisi olarak alkaloidlerin
HPLC ile ayrilmasinda siklikla kullanilan amonyum asetat tamponu kullanilmistir
(Kim ve ark., 2011). Amonyum asetat tampon ¢ozeltisinin konsantrasyonu 10 mM, 20
mM ve 30 mM olarak degistirildiginde konsantrasyon azaldik¢a piklerdeki kuyruk
olusumunun arttig1 goriilmiistiir ve bu nedenle 30 mM amonyum asetat tamponu

analizlerde kullanilmistir.

Hareketli faz bilesiminde metanol gibi organik solvanlarin kullanilmasi

alkaloidlerin analizinde alikonma zamanini uzattig1 ve kolon basincini yiiksek tuttugu
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icin tercih edilmezken; bunun yerine asetonitril kullanilmasi siklikla tercih
edilmektedir (Andola, 2012). Bu nedenle ¢alismamizda 30 mM amonyum asetat

tamponu ve asetonitril bilesimi hareketli faz olarak kullanilmistir.

Farkli oranlarda hareketli faz bilesimleri analizde denenmistir. Hareketli faz
bilesiminde asetonitril miktar1 arttirildik¢a alikonma zamaninin kisaldigi goriilmiistiir
ancak belli bir noktada piklerin seklinin bozulmasi nedeniyle uygun oran olan 67:33

orani kullanilmas: tercih edilmistir.

Hareketli fazin akis hiz1 olarak 0,5 ml/dakika ve 1 ml/dakika denenmistir ve
analiz siiresinin daha kisa olmasi nedeniyle 1 ml/dakika kullanilmasi tercih edilmistir.
Calismamizda kullanilan akig hizi literatiir verilerine de uygunluk gdstermektedir

(Pasrija ve ark., 2010).

Kolon firimi sicakligi 25 ve 40 °C araliginda degistirildiginde sicaklik artis1 ile
pik sekillerinde bir miktar bozulma gézlenmistir. Sicakligin 30 °C’de sabit tutulmasi

uygun goriilmiistiir.

Yapilan denemeler sonucunda analizlerin Cizelge 3.1’°de verilen kosullar altinda

gerceklestirilmesine karar verilmistir.

4.3. BER’in Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlarina Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Analizlerden elde edilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak ICHQ2R1
kilavuzuna goére dogrusallik ve aralifi, dogruluk ve geri elde, kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), 6zgiinliik, teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)

parametreleri degerlendirilerek miktar tayini yontemlerinin validasyonlar1 yapilmstir.
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Farkli ortamlarda gergeklestirilen HPLC analizlerinde su, pH 1,2 ve pH 6,8
ortamlari igin elde edilen kalibrasyon denklemlerinin R? degerlerinin sirastyla 0,9998,
1 ve 0,9999 oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Determinasyon
katsayis1 degerlerinin 1’e olduk¢a yakin olmasi elde edilen pik alanlarindan
konsantrasyon degerlerinin hesaplanmasinda dogrusal bir iliski oldugunu ve
sonuclarin giivenilir oldugunu gostermektedir (International Center of Harmonization,

1995).

Dogruluk ve geri elde parametresini degerlendirebilmek amaciyla Bolim
2.6.2’de anlatildig1 sekilde diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda c¢ozeltilerin
analizleri Cizelge 2.1’de gosterildigi gibi yapilmistir. Su, pH 1,2 ve pH 6.8
ortamlarinda yapilan dogruluk ve geri elde analizinin sonuglarina gore hesaplanan %
geri elde degerlerinin bagil standart sapmalarinin %2’nin altinda olmas1 hesaplanan
konsantrasyon sonuglarinin dogrulugunu gostermistir (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve

Cizelge 3.7).

Kesinlik  parametresi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik  Olgiilerek
degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda
hazirlanan numuneler 6 kez analiz edilmistir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden
elde edilen bagil standart sapma degerleri su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlari i¢in %2’den
diisiitk bulunmustur (Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10). Ara kesinligi tayin
etmek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki BER ¢ozeltileri su, pH 1,2 ve pH 6,8
ortamlarinda farkli giinlerde Bolim 2.6.3’te anlatildigi sekilde analiz edilmistir.
Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden elde edilen bagil standart sapma sonuglari

tiim ortamlar i¢in %2’den diisiik bulunmustur (Cizelge 3.11).

Ozgiinliik analizi Bélim 2.6.4’te  anlatildigi  sekilde yapilmustir.
Formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddeler ve BER tek tek ve karisim halinde
cihaza enjekte edildikten sonra elde edilen kromatogramlar degerlendirildiginde BER
piki ile hi¢cbir maddenin pikinin girisim yapmadig goriilmiistiir. Gelistirilen yontemin

BER analizi i¢in segici 6zellikte oldugu gortilmiistiir.
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BER’in ii¢ farkli ortam i¢in hesaplanan teshis (LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ)
(Cizelge 3.12) calismamizda kullandigimiz en diisiikk konsantrasyonun altinda
kalmistir. Bu durum BER’in tayin edilebilecegi sinirlar iginde calistigimizin kaniti

olarak gosterilebilir.

BER ig¢in gelistirilen miktar tayini yonteminin degerlendirilen tiim validasyon
parametreleri agisindan uygun oldugu gorilmistiir. Gelistirilen miktar tayini
yontemlerinin BER’i dogru ve kesin olarak tayin etmek amaciyla kullanilabilir oldugu

gosterilmistir.

4.4. Formiilasyon Gelistirme Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.4.1. BER Fosfolipid Kompleksi Formiilasyonlar1

BER c¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip olmasina ragmen, zayif oral emilimi
ve buna bagli olarak da diisiikk biyoyararlanim gostermesi nedeniyle viicuda
uygulanmasinda sikintilar yasanan bir etkin maddedir (Caliceti ve ark., 2016).
Sistemik dolasima etkili bigimde iletilebilmesi i¢in etkin bir tasiyici sisteme ihtiyag
duyulmaktadir. Fito-fosfolipid kompleks sistemleri bitkisel aktif bilesen ve
fosfolipidin ¢esitli kosullarda kompleks haline getirildigi patentli bir teknolojidir ve
son yillarda bitkisel aktif bilesenler icin siklikla tercih edilmektedir. Fito-fosfolipid
kompleksler nano boyutlu olmalari ve lipit iceren hiicre membranlarina yiiksek afinite
gostermeleri nedeniyle etkin maddelerin absorbsiyonlarmi  6nemli dlciide
artirmaktadirlar (Raju ve ark., 2019). Calismamizda BER’in viicuda iletiminde etkin
maddenin oral absorbsiyonu ve biyoyararlanimini artirma gibi 6ne ¢ikan 6zellikleri

sebebiyle BER fosfolipid kompleksleri hazirlanmistir.

Fito-fosfolipid komplekslerinin bu istiin 6zelliklerinin yan1 sira bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Formiilasyonlarin hazirlanma asamasinda ve
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formiilasyonlarin ~ bekletilmesi esnasinda bazi stabilite problemleri ortaya
cikabilmektedir. Bunun yami sira bazi g¢aligmalarda bildirilen etkin maddenin
kompleks yapidan sizmasi, partikiiller arasinda sekil/boyut farklilar1 olmasi gibi
durumlar da fito-fosfolipid kompleksleriyle ilgili karsilagilan sorunlar olmustur (Raju
ve ark., 2019). Calismamizin devaminda fito-fosfolipid kompleksi formiilasyonlarinin
avantajlarindan yararlanmak ve bildirilen dezavantajlarmin {iistesinden gelmek

amaciyla BER-fosfolipid kompleksleri kitozan mikropartikiillere yliklenmistir.

BER fosfolipid komplekslerinin hazirlanmasinda fito-fosfolipid kompleks
hazirlanmasinda siklikla tercih edilen ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilmistir
(Huang ve ark., 2020; Komeil ve ark., 2021). BER’in fizikokimyasal 6zellikleri ve
calismada hedeflenen partikiil biiyilikliigii, enkapsiilasyon etkinligi gibi parametreler
g6z onlinde bulunduruldugunda en uygun yontemin bu oldugu goriilmiistiir. Fito-
fosfolipid komplekslerinin hazirlanmasinda formiilasyonlarin optimizasyonunu
saglamak amaciyla bitkisel aktif bilesen:fosfolipid orani, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresi gibi formiilasyon parametreleri ¢esitlendirilmektedir (Huang ve ark.,
2020; Telange ve ark.,, 2017). Calismamizda BER fosfolipid kompleks
formiilasyonlar1 Bolim 2.7.1°de verildigi bi¢imde hazirlanmistir. Cizelge 2.2°de
verilen formiilasyon parametreleri kullanilarak farkli BER fosfolipid kompleksi
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Onformiilasyon c¢alismalarinda etkili goriilmeyen
BER:fosfolipid orani, reaksiyon sicaklig1 ve reaksiyon siiresi degerleri ¢alismaya dahil

edilmemistir.

BER fosfolipid kompleks hazirlama ¢aligmalarina BER:fosfolipid oran1 olarak
1:1 ve reaksiyon siiresi olarak 1 saat kullanilarak baslanmistir. Reaksiyon sicakligi
40°C oldugunda partikiil biiytikliigiiniin beklenenin ¢ok iistiinde oldugu goriilmiis
(BER-F1) ve reaksiyon sicakligi 60 °C yapilarak BER-F2 formiilasyonu hazirlanmigtir
(Cizelge 2.2). Formiilasyon sicakliginin 60 °C’ye ¢ikmasimin partikiil biiyiikliigiinii
diistirmedigi ancak enkapsiilasyon etkinligini istatistiksel olarak anlamli oranda
artirdig1 goriilmiistiir (p<0,05). Reaksiyon sicakligi olarak 60 °C ve reaksiyon siiresi
olarak 1 saat kullanilarak sirasiyla 1:2, 1:3 ve 1:5 BER:fosfolipid oranlarinda
formiilasyonlar hazirlanmistir (BER-F3, BER-F4, BER-F5). Bu formiilasyonlar
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arasinda zeta potansiyelinin yiiksek olmasi (-24,3 mV), partikiil biyiikligi ve
biiyiiklikk dagilimiin diigiik olmasi (244,3 nm, 0,305) ve enkapsiilasyon etkinliginin
(%81,17) digerlerine gore yiliksek olmasi nedeniyle BER:fosfolipid orani 1:2 olan

BER-F3 formiilasyonunun digerlerinden daha uygun oldugu bulunmustur.

Reaksiyon siiresini artirmanin formiilasyonlar {izerine etkisini gérmek amaciyla
reaksiyon siiresi olarak 2 saat kullanilarak BER-F6 ve BER-F7 formiilasyonlari
hazirlanmistir  (Cizelge 2.2). Ancak formiilasyonlarin  karakterizasyonlari
incelendiginde (Cizelge 3.13) BER-F6 ve BER-F7 formiilasyonlarinda enkapsiilasyon
etkinliklerinin sirastyla % 52,6 ve % 51,2 oldugu goriilmiistiir. Bu formiilasyonlarda
enkapsiilasyon etkinliginin istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05) diismesi

nedeniyle ¢alismamizda reaksiyon siiresi olarak 1 saat kullanilmasina karar verilmistir.

Reaksiyon sicakliginin formiilasyonun karakterizasyonu iizerine etkisini
incelemek amaciyla reaksiyon sicakligi olarak 70 °C kullanilarak sirasiyla 1:1, 1:2 ve
1:5 BER:fosfolipid oranlarinda BER-F8, BER-F9 ve BER-F10 formiilasyonlar
hazirlanmigtir.  Farkli  BER:fosfolipid oranlar1  kullanilarak  hazirlanan  bu
formiilasyonlarda BER-F8, BER-F9 ve BER-F10 i¢in zeta potansiyeller sirasiyla -0,45
mV, -0,03 mV ve -0,69 mV olarak bulunmustur (Cizelge 3.13). Zeta potansiyel
degerlerinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle stabil formiilasyonlar hazirlanamadig:

anlasilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin karekterizasyon sonuclari degerlendirildiginde
enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyel, partikiil biiylikliigli ve polidispersite degerleri
acisindan hedefimize en uygun formiilasyonun BER-F3 oldugu anlasilmistir.
Formiilasyonlarin Sekil 3.11°de verilen partikiil biyiikligi dagilim grafikleri
incelendiginde BER-F3 formiilasyonunun monodispers bir dagilim gosterdigi
goriilmektedir. Bu formiilasyonu optimum hale getirebilmek i¢in Bolim 2.7.1°de
anlatildigr sekilde prob sonikasyon ve ultrasonik banyo uygulamasi yapilmistir

(Cizelge 2.3).
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BER-F3 formiilasyonu istedigimiz 6zellikleri tagimasina ragmen, baska bir
formiilasyon i¢ine yiikleneceginden daha iyi bir g¢ekirdek materyal elde etmek
amaciyla bu islemler uygulanmistir. Daha kii¢tik bir partikiil biiyiikliigii ve dagilimi ve
daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde edilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak ¢alisma
sonucunda prob sonikasyon isleminin BER-F3 formiilasyonunun 244,3 nm olan
partikiil biiyiikliigiinii BER-F3I (2 dakika) ve BER-F3II (4 dakika) formiilasyonlar1
icin sirastyla 489,1 nm ve 515,1 nm’ye yiikselttigi ayrica enkapsiilasyon etkinliklerini
%30,3 ve %29,4’e diisiirdiigii goriilmiistiir. Ultrasonik banyo uygulamasinin ise BER-
F3 formiilasyonunun 244,3 nm olan partikiil biiyiikliigiiniit BER-F3III (5 dakika) ve
BER-F3IV (10 dakika) formiilasyonlar1 i¢in sirasityla 625,2 nm ve 865,3 nm’ye
yiikselttigi ayrica enkapsiilasyon etkinliklerini %41,7 ve %39,7’ye diistirdiigii
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara goére uygulanan islemlerin BER-F3
formiilasyonunun partikiil biyiikliigiinii istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikselttigi (p<0,05) ve enkapsiilasyon etkinligini istatistiksel olarak anlaml1 derecede
azalttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Bu durumun uygulamalar esnasinda partikiillerin yiik
kazanmasi nedeniyle agregasyon egilimi gdstermeleri ve yapinin bir miktar bozulmasi
sonucu BER sizmas1 nedeniyle meydana geldigi diistintilmiistiir. Prob sonikasyon ve
ultrasonik banyo uygulamalarinin BER fosfolipid kompleks formiilasyonlarinda

kullanilmamasina karar verilmistir.

Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi formiilasyonlar1 arasindan segilen BER-
F3 formiilasyonu iiretimin tekrarlanabilirligi agisindan degerlendirilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda hazirlanan BER-F3 formiilasyonlarina ait karakteristik
ozellikler Cizelge 3.15’te ve formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii dagilim grafikleri
Sekil 3.12°de gosterilmigtir. Hesaplanan % BSS degerleri Cizelge 3.15°te
gosterilmistir ve bu degerler kullanilarak yontemin tekrar edilebilirligi
degerlendirilmistir. BER-F3 formiilasyonu i¢in yontemin enkapsiilasyon etkinligi,
zeta potansiyel, partikiil blytikliigii ve polidispersite degerleri agisindan tekrar

edilebilir oldugu goriilmiistiir (% BSS <5).
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4.4.2. BER Yiiklii Kitozan Mikropartikiil Formiilasyonlar:

Kitozan bir¢ok farkli uygulama i¢in kullanilabilen dogal polisakkarit yapisinda
bir polimerdir. Biyoparcalanabilir, biyouyumlu yapisi ve antibakteriyel o6zelligi
nedeniyle ila¢ formiilasyonu uygulamalarinda kullanim1 siklikla tercih edilir (Wang
ve Zhuang, 2022). Kitozan pozitif yiike sahip olmasi nedeniyle negatif yiiklii
membranlar ile etkilesime girerek mukoadezif 6zellik gostermektedir (Basaran ve
Yazan, 2012). Kitozan ayrica toksik olmayan ve tahris edici olmayan bir polimer
olarak kabul edilir. Bu iistiin 6zelliklerinden dolay1 calismamizda polimer olarak

kitozan kullanmaya karar verilmistir.

Iyonik jelasyon ydntemi mikropartikiil iiretiminde siklikla kullanilan pozitif
yiikli kitozan ve negatif yiiklii ¢apraz baglayicilarin etkilesimine dayanan bir
yontemdir. Uretimde toksik kimyasallarin kullanilmamasi ve zaman tasarrufu

saglanmasi bu yontemin avantajlari arasindadir (Yanat ve Schroén, 2021).

BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve optimize
edilmesi amactyla ilk olarak mikropartikiil karakterizasyonu iizerine formiilasyon
parametrelerinin etkisini aragtirmak amaciyla BER icermeyen bos mikropartikiiller
hazirlanmistir (Cizelge 2.4). Hazirlanan bu bos mikropartikiil formiilasyonlar1 zeta
potansiyel degerleri Cizelge 3.16’da  verilmistir ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Diger formiilasyon parametreleri sabit tutularak %TPP ¢ozeltisi
konsantrasyonunun etkisi (%0,5, %1 ve %?2) degerlendirildiginde hazirlanan
formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri arasinda anlamli fark goriilmiistiir (p<0,05)
ve %0,5 TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu formiilasyonun stabilitesi a¢isindan digerlerine
gore daha uygun bulunmustur (N-KM1). Kitozan ¢ozeltisi sicakligr 25 °C, 40 °C ve
50 °C’ye ayarlanarak sirasiyla N-KM6, N-KM7 ve N-KMS8 formiilasyonlari
hazirladiginda formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri arasinda anlamli fark
bulunmustur (p <0,05) ve zeta potansiyellerinin artan sicaklik ile giderek arttigi
gorlilmiistiir. Literatiirde kitozan c¢ozeltisi sicakliginin arttiginda kitozanin igsel
viskozitesinin azaldig1 bilgisi yer almaktadir. I¢sel viskozitenin azalmasinin sebebi ise

kitozan ¢ozeltisi sicakligi arttikga donme yaricapimin azalmasi ve hidrojen bagh
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kitozan hidrasyon suyunun azalmasi sonucu kitozanin zincir esnekliginin artmasidir
(Chen ve Tsaih, 1998). Diger formiilasyon parametreleri sabit tutularak kitozan
cozeltisin pH degerinin (pH 4 ve pH 4,7) formiilayonlarin zeta potansiyelleri iizerine
etkisi degerlendirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p

>0,05).

Ayrica formiilasyon parametrelerinin  formiilasyonlarin sekilleri {izerine
etkilerini incelemek amaciyla farkli formiilasyonlar hazirlanmis ve optik mikroskop
altinda incelenmistir. Incelenen birgok formiilasyonda mikropartikiil yapis
gbzlenmigtir. Kitozan:TPP orani 3:1 olan formiilasyonda (MBER-KM11) digerlerine

gore daha diizgiin kiiresel mikropartikiiller goriilmiistir.

Formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine BER’in ¢oziicii tipinin
etkili olacagi diisiiniilerek ¢alismanin devaminda ¢6ziicii tipi formiilasyon parametresi
olarak incelenmistir. Hazirlanan diger BER yiikli kitozan mikropartikiil
formiilasyonlarinin timiiniin (BER-KM1 — BER-KM33) enkapsiilasyon etkinligi, zeta
potansiyeli, partikiil biyiikligii ve polidispersite indeksi degerleri Olgiilerek
degerlendirilmistir. BER’in metanoldeki ¢ozilintirliigli suya gore daha yiiksektir (Yan
ve ark., 2022). BER’i ¢d6zmek i¢in kullanilan ¢dziiciiniin tipinin formiilasyonun
partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligi iizerine anlamli etkisi oldugu
goriilmistiir (p<0,05). Distile su, distile su:etanol karigimi ve metanol ¢oziicii olarak
kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar kendi arasinda
degerlendirildiginde BER’i ¢6zmek ic¢in metanol kullanildiginda daha yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi elde edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle formiilasyonlarda

BER’i ¢6zmek i¢in metanol kullanilmasina karar verilmistir.

BER yiiklii kitozan mikropartikiillerin hazirlanmasinda incelenen bir diger
parametre olan % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun formiilasyonlarin zeta potansiyeli,
partikiil biiylikliigli ve % enkapsiilasyon etkinligi degerleri {lizerinde anlaml etkisi
oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 3.20, Sekil 3.21, Sekil 3.22). Bu dzelliklere etkisi

bakimindan degerlendirildiginde %0,5 TPP c¢ozeltisi konsantrasyonunun, bos
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mikropartikiillerde de elde edilen sonuclara benzer olarak, formiilasyonlarda

kullanilmasinin daha uygun olduguna karar verilmistir.

Formiilasyonlar iizerinden etkisi incelenen bir diger formiilasyon parametresi
kitozan ¢ozeltisi pH degeridir. Kitozan ¢ozeltisi pH degerinin formiilasyonlarin %
enkapsiilasyon etkinligi lizerine anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil
3.23). Kitozan ¢ozeltisinin pH degerinin 4,7 olmasinin daha uygun oldugu goriilmiistiir

ve optimum formiilasyon ¢aligmalarinda bu deger kullanilmistir (Fan ve ark., 2012).

Kitozan c¢ozeltisi sicakliginin formiilasyonlarin o6zellikleri iizerine etkisi
incelenmistir. Kitozan ¢6zeltisi sicakliginin formiilasyonlarin zeta potansiyelleri ve %
enkapsiilasyon etkinligi degerleri iizerine anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05)
(Sekil 3.24, Sekil 3.25). Kitozan ¢ozeltisi sicakligi 25 °C oldugunda formiilasyonlarin
zeta potansiyellerinin daha yiiksek oldugu ve daha kararli formiilasyonlar elde edildigi
goriilmistlir. Bu nedenle kitozan ¢ozeltisi sicakliginin 25 °C olmasi ¢alismada tercih
edilmistir. Bos mikropartikiillerin aksine BER yiiklii mikropartikiillerde sicaklik artist
ile zeta potansiyelinde artig goriillmemesi ortama etkin madde eklenmesiyle kitozan

cozeltisinin viskozitesinin degismesine baglanmistir.

Homojenizasyon igleminin BER ytiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlari
izerine etkisini incelemek amaciyla diger formiilasyon parametreleri degistirilmeden
formiilasyonlar hazirlanmigtir. Homojenizasyon isleminin formiilasyonlarin partikiil
biiylikliigii ve % enkapsiilasyon etkinlikleri {izerinde istatiksel olarak anlamli etkisi
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Homojenizasyon islemi yapilan formiilasyonlarda
partikiil bliylikligiiniin arttig1 ve % enkapsiilasyon etkinliginin azaldig1 goriilmiistiir.
Bunun homojenizasyon esnasinda uygulanan enerjiden dolayr partikiillerin yiik
kazanmasi nedeniyle agregasyon egilimi gostererek birlesmeleri ve mikropartikiil
yapisinin zarar goérmesi sonucu etkin maddenin formiilasyondan sizmasi nedeniyle
olabilecegi disiiniilmiistiir. Formiilasyonun hazirlanmasinda homojenizasyon

isleminin kullanilmamasina karar verilmistir.
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Hazirlanan BER yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 arasindan secilen
BER-KM31 formiilasyonu iiretimin tekrarlanabilirligi agisindan degerlendirilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda hazirlanan BER-KM31 formiilasyonlarina ait
karakteristik ozellikler Cizelge 3.19°da gosterilmistir. Elde edilen % BSS degerleri
Cizelge 3.19°da verilmistir ve bu degerler kullanilarak yontemin tekrar edilebilirligi
degerlendirilmistir. BER-KM31 formiilasyonu i¢in yontemin enkapsiilasyon etkinligi,
zeta potansiyel, partikiil bliytikliigii ve polidispersite degerleri agisindan tekrar

edilebilir oldugu goriilmiistiir (% BSS <5).

4.4.3. BER Fosfolipid Kompleksi Yiiklii Kitozan Mikropartikiil

Formiilasyonlar:

Calismamizda BER fosfolipid kompleksleri BER’in viicutta kalis siiresini
uzatmak, formiilasyonun stabilitesini saglamak gibi amagclarla polimerik
mikropartikiiller i¢ine yiiklenmistir. Kitozan sahip oldugu iistiin 6zellikler nedeniyle
calismamizda polimer olarak kullanilmistir. Biyolojik olarak parcalanabilir,
biyouyumlu, polikatyonik olmasi ve mukoadezif ozellik gdstermesi nedeniyle
caligmamiz i¢in kitozanin kullanimi uygun goriilmiistiir (Dash ve ark., 2011). Ayrica
kitozan epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilarin agilmasini saglayarak etkin
maddelerin emilimini artirabilmektedir. Ayrica kitozan pozitif yiiklii olmas1 nedeniyle
negatif ylikli BER fosfolipid kompleksleriyle bir araya getirilmesi uygun bir
polimerdir (Zhang ve ark., 2013).

BER fosfolipid komplekslerinin kitozan mikropartikiillere yiiklenmesiyle lipid-
polimer kombine ilag tasiyici yapilarina benzer sistemler elde edilmektedir. Polimerik
sistemlerin yliksek stabilitesi, yliksek ila¢ ylikleme kapasitesi gibi iistiin 6zellikleri ile
lipidlerin biyolojik olarak uyumlu, pargalanabilir, diisiik toksisiteye sahip olma gibi
ozelliklerinin  birlestirilmesiyle  yiiksek  nitelikli ~ ila¢g  tasiyict  sistemler

tasarlanabilmektedir (Leng ve ark., 2018; Zeng ve ark., 2019).
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Iyonik jelasyon yénteminde kitozan ve TPP’nin etkin olarak birlesebilmesinde
kitozanin iyonize amin gruplarinin ve tek degerlikli tuzun ortamda bulunan miktarlar
etkilidir. Dolayisiyla bu yontemde kitozan ¢ozeltisi konsantrasyonu, TPP ¢ozeltisi
konsantrasyonu, ¢ozeltilerin pH degerleri gibi parametrelerin formiilasyonlar tizerine
etkileri incelenmektedir. Bu formiilasyon parametrelerinin formiilasyonlarin zeta
potansiyelleri, partikiil biytikliikleri, polidispersite indeksleri ve enkapsiilasyon
etkinligi degerleri ilizerinde etkili olduklar1 bilinmektedir (Di Santo ve ark., 2021;
Huang ve ark., 2015).

BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlariin
hazirlanmas1 sirasinda anlamli goriilen % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu, kitozan
cozeltisi pH degeri, sonikasyon ve ultrasonik banyo uygulamasi islemlerinin
mikropartikiillerin karakteristik 6zellikleri iizerine etkileri istatistiksel olarak

incelenmistir.

Kitozan ¢ozeltisi pH degeri ayarlanmadan (pH 3,79) BER-FM1 formiilasyonu
hazirlanmistir. Bu formiilasyonun % enkapsiilasyon etkinligi ¢ok diisiik bulunmustur.
Iyonik jelasyon yonteminde mikropartikiillerin olusumunda kitozan ¢ozeltisin pH
degerinin dnemli oldugu goriilmiistiir. Ortam pH’sinin kitozanin protonasyon derecesi
tizerine etkisinin arastirildigi bir calismada pH degerinin 4,5’dan 8’e ytikseltildiginde
kitozanin protonasyon derecesinin % 100’den % 0’a diistiigli gozlenmistir. En yiliksek
protonasyon ise pH 4,7’de gozlenmistir (Su ve Zhu, 2002). Fan ve ark., kitozan
cozeltisi pH degerinin partikiillerin olusumu {izerine etkisini incelemiglerdir. Bu
calismada pH 4,5’un altinda dar partikiil boyutu dagilimi elde edilemedigi ve pH
5,2’nin Ustiinde ise partikiillerin birlesme egilimi gosterdikleri goriilmiistiir (Fan ve
ark., 2012). Buradan yola ¢ikilarak calismamizda diger formiilasyonlarda kitozan
cozeltisi pH degeri 4,7 olarak ayarlanmistir. BER-FM2 formiilasyonunda diger
formiilasyon parametreleri degistirilmeden kitozan ¢dzeltisinin pH degerinin 4,7
olarak ayarlandiginda enkapsiilasyon etkinliginin % 10,7°den % 42,8’¢ ¢iktig1
goriilmiistiir. Bu da kitozan ¢ozeltisi pH degerinin 4,7 ye ayarlanmasinin uygun

oldugunu gostermistir.
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% TPP ¢ozelti konsantrasyonunun formiilasyonlarin karakteristik 6zellikleri
izerine etkileri incelendiginde formiilasyonlarin zeta potansiyeli ve % enkapsiilayon
etkinligi {izerinde anlaml etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Oncelikle BER-FM2
(%0,5) ve BER-FM3 (%]1) formiilasyonlar1 arasinda %TPP ¢dOzeltisi
konsantrasyonunun etkisi karsilagtirildiginda konsantrasyonun artmasinin zeta
potansiyelinde diisiise ve % enkapsiilayon etkinliginde anlamli derecede artisa neden
oldugu goriilmiistiir. BER-FM8 (%2) ve BER-FM9 (%1,5) formiilasyonlarinin
karakteristik Ozelliklerine bakildiginda ise %2 konsantrasyonda enkapsiilasyon
etkinligi ve zeta potansiyel degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. BER-FM3
formiilasyonunda digerlerine gore daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde
edilmigtir. Diisiik %TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunda kitozan ve TPP arasindaki
baglanma 1sisinin 0’a yakin oldugu ve %TPP c¢ozeltisi konsantrasyonu arttik¢a
kitozan-TPP arasindaki etkilesimin de giderek artti§i yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (Desai, 2016). Iyonik jelasyon yénteminde pozitif yiiklii polimerler ile
negatif ylklii capraz baglayicilar arasindaki etkilesim partikiillerin olugumunu
etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir (Naskar ve ark., 2019; Shu ve Zhu, 2002).
Bu nedenle pozitif yiiklii kitozan ve negatif yiiklii TPP arasindaki etkilesimin yiiksek
olmasi calismamizda mikropartikiillerin hazirlanabilmesi i¢in ¢ok Onemlidir.
Calismamizda da artan % TPP ¢ozeltisi konsantrasyonunun kitozan-TPP arasinda daha
iyi etkilesim sagladigi goriilmiistir. Artan % TPP c¢ozeltisi konsantrasyonuyla
formiilasyonlarin partikiil biiyiikliiklerinin ve polidispersite indekslerinin de arttig
goriilmiistiir. Bu acidan % 1 TPP ¢ozeltisi konsantrasyonu digerlerine gére daha uygun
bulunmustur.  Kullanilan kitozan:TPP oranmin da formiilasyonun karakteristik
ozelliklerinde etkili oldugu bilinmektedir. BER-FM3 formiilasyonunda kullanilan
kitozan:TPP oran1 1,5:1 dir. Yapilan ¢calismalarda bu oranin 1:1°den 5:1°e kadar artan
oranlarda hazirlandiginda formiilasyonlarin partikiil biiyiikliiklerinin giderek arttig

gosterilmistir. Bu nedenle c¢alismamizda bulunan oran literatiir ile uyumludur

(Algharib ve ark., 2022).

BER-FM3 formiilasyonuna 2 dakika sonikasyon islemi uygulanarak BER-
FM4 formiilasyonu hazirlanmistir. Bu uygulama ile partikiil biiytikliiglintin bir miktar

diistirtilerek daha dar partikiil biiyiikliigii dagilimina sahip partikiiller elde edilmesi
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amaglanmistir.  Ancak formiilasyonlarin ~ ozellikleri  karsilagtinldiginda %
enkapsiilasyon etkinliginin 6nemli derecede diistiigii ve partikiil biiylikliiglinlin arttig
goriilmiistiir. Bu durum acgiga cikan 1s1 ve olusan enerjiden dolay:r partikiillerin
arasindaki etkilesimin artmasi ve agregasyona meyilli hale gelmelerinden kaynaklamig
oldugu diistinilmektedir. Behbahani ve ark tarafindan yapilan calismada elde edilen
sonuclar da bu konudaki diisiincemizi desteklemektedir (Behbahani ve ark., 2017). Bu
nedenle bu iglemin calismada kullanilmamasia karar verilmistir. Ayni amaclarla
ultrasonik banyo uygulamasi yapilmasina karar verilmistir. 2 dakika, 5 dakika ve 8
dakika ultrasonik banyo uygulamasi yapilarak formiilasyonlar hazirlanmistir (BER-
FM5, BER-FM6 ve BER-FM7) (Cizelge 2.8). Bu formiilasyonlarda da %
enkapsiilasyon etkinligi degerinin bir miktar diistiigii, zeta potansiyelinin azaldigi ve
polidispersite indeksi degerlerinin arttigr gozlenmistir (Cizelge 3.20). Bu nedenle

caligmada bu islemin kullanilmamasina karar verilmistir.

Yapilan formiilasyon c¢aligmalar1 sonunda BER-FM3 formiilasyonu %
enkapsiilasyon degerinin diger formiilasyonlara gore belirgin derecede yiiksek olmasi
(% 59,1), partikiil biiyiikliglinli ve polidispersite indeksinin (624 nm, 0,576) kiigiik
olmas1 nedeniyle optimum formiilasyon olarak secilmistir. Bu formiilasyon {izerinde
tekrarlanabilirlik calismasi yapilmistir. Tekrarlanabilirlik calismasinda hazirlanan
BER-FM3 formiilasyonlarina ait karakteristik ozellikler Cizelge 3.22°da
gosterilmistir. Elde edilen % BSS degerleri Cizelge 3.22°de verilmistir ve bu degerler
kullanilarak ~ yontemin tekrar edilebilirligi  degerlendirilmistir. ~BER-FM3
formiilasyonu i¢in ydntemin enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyel, partikiil
biiytikliigii ve polidispersite degerleri agisindan tekrar edilebilir oldugu goriilmiistiir

(% BSS <5).

4.5. Optimum Formiilasyonlarin Se¢ilmesi

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin % enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyeli,
partikiil biiytikliigli ve polidispersite indeksi degerleri dlciilerek degerlendirildiginde
BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 kodlu formiilasyonlarin o6zellikleri uygun
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bulunarak optimum formiilasyonlar olarak secilmislerdir. Bu formiilasyonlarin in vitro
karakterizasyonlar1 yapilarak (¢oziiniirliik, partisyon katsayisi, in vitro salim tayini,
DSC, FTIR ve TEM analizleri) in vivo hayvan deneylerinde kullanilmiglardir. Ayrica
bu formiilasyonlarin stabiliteleri simiile viicut sivilarinda ve uzun siireli olarak

buzdolab1 ve oda sicakliginda analiz edilerek degerlendirilmistir.

4.6. Optimum Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Karakterizasyon

Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.6.1. Coziiniirliik Tayinine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Yapilan ¢aligmalarda BER’in fosfat tamponundaki ¢6ziiniirliigiiniin borat ve
ftalat gibi farkli tampon ortamlarindan 20 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.
Dolayistyla ¢alismamizda pH 6,8 fosfat tampon ortami tercih edilmistir (Raju ve ark.,
2019). BER’in ve optimum olarak secilen BER fosfolipid kompleksi (BER-F3)
formiilasyonunun ¢6ziiniirliik analizi sonuglarina gore (Cizelge 3.24) BER’in ve BER-
F3 formiilasyonunun ¢oziiniirliiklerinin sicaklik artisi ile arttig1 goriilmiistiir. Su ve pH
6,8 fosfat tampon ortamlarinda yapilan analizlerde 37 °C’deki ¢oziiniirliikleri 25 °C’ye
gore yiksek bulunmustur. Elde edilen veriler literatiirler ile uyumluluk
gostermektedir. BER’in su ve pH 6,8 fosfat tamponu ortamlarinda 25 °C ve 37 °C’de
bulunan ¢oziiniirliik degerleri Cizelge 3.24’te verilmistir ve bulunan degerler literatiir
verileri ile uyum gostermektedir (Battu ve ark., 2010). BER’in ve BER-F3
formiilasyonunun pH 6,8 fosfat tamponu ortamindaki ¢oziiniirliglinin su

ortamindakinden daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Coziiniirlik sonuclarmma gore BER-F3 formiilasyonunun ¢oziiniirliigi BER’e
gore azalmigtir. BER’in suda ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle fosfolipid
kompleksi hazirlandiginda sudaki ve fosfat tamponundaki ¢oziiniirliigli bir miktar
azalmistir. Zhang ve ark., yaptiklar1 calismada BER’ in sudaki ¢oziiniirliigiinii 1,64 £

0,21 mg/ml ve BER fosfolipid kompleksinin sudaki ¢oziiniirligiinii ise 0,59 + 0,14

162



mg/ml olarak bulmuslardir (Zhang ve ark., 2014). Calismamizda elde ettigimiz
degerler bu veriler ile uyum gostermektedir. Telange ve ark., tarafindan yapilan bir
calismada apigenin fosfolipid kompleksi hazirlanmistir. Apigeninin hidrofobik bir
etkin madde olmasi nedeniyle fosfolipid kompleksinin sudaki ¢oziliniirliiglinii arttirdig:
goriilmiistiir. Apigenin fosfolipid kompleksinin sudaki ¢oziiniirliik degeri 0,022 mg/ml
olarak bulunmustur (Telange ve ark., 2017). BER hidrofilik bir maddedir.
Calismamizda BER fosfolipid kompleksinin 25 °C’de sudaki ¢oziiniirliigii 0,708
mg/ml olarak bulunmustur. Bu durumda elde ettigimiz formiilasyonla uygun

¢oziiniirliik degerleri elde edilmistir.

4.6.2. Partisyon Katsayisi1 Tayinine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

BER, fiziksel karisim ve BER fosfolipid kompleksine (BER-F3) ait partisyon
katsayilar1 Boliim 2.10.2°de anlatildig1 sekilde dlgiilerek degerlendirilmistir. Partisyon
katsayis1 degerleri Cizelge 3.25’te verilmistir. BER’in partisyon katsayisi1 0,0246
bulunmustur. BER fosfolipid kompleksinin partisyon katsayis1 0,674 bulunmustur ve
BER’in partisyon katsayisini1 nemli derecede artirdig1 goriilmiistiir. BER suda yiiksek
¢cozlinlirliik gosteren bir madde oldugu i¢in yagda ¢oziinen fosfolipid yapilariyla
komplekslestirilmesi sonucu partisyon katsayist (Pys) Onemli derecede artis
gostermistir. Zhang ve ark., yaptiklari calismada BER fosfolipid kompleksinin BER’in
partisyon katsayisini neredeyse 35 kat artirdigimi gostermislerdir (Zhang ve ark.,
2014). Calismamizda da BER-F3 formiilasyonu BER’in partisyon katsayisini yaklasik
27 kat artirmistir. Elde edilen sonuglara gére BER-F3 formiilasyonunun lipid

membranlardan BER’in emilimi {izerinde etkili olacagi anlasilmaktadir.

4.6.3. In Vitro Coziinme Hiz1 Calismalarmna Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 kodlu formiilasyonlar enkapsiilasyon

etkinligi, zeta potansiyel, partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi verilerine gore
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optimum se¢ilmis ve bu formiilasyonlar iizerinde in vitro ¢oziinme hizi ¢aligmalar
yapilmistir. [n vitro ¢dziinme hizi deneyi pH 6,8 fosfat tampon ortaminda yapilmistir.
BER’in ¢Oziiniirligiiniin ve emiliminin bu ortamda yiiksek olmasi nedeniyle tercih
edilmistir (Battu ve ark., 2010; Raju ve ark., 2019). BER ve formiilasyonlara ait
coziinme hizi grafikleri Sekil 3.36’da gosterilmistir. Elde edilen ¢6ziinme hizi
profilleri incelendiginde formiilasyonlarda baslangigta hizli bir salim gozlenmistir

(burst effect).

Mikropartikiil formiilasyonlarinda bu hizli salimin sebebi partikiil ylizeyine
adsorbe olan BER’in salim ortaminda aniden ¢6zlinmesi oldugu diisiiniilmektedir. 24
saat boyunca formiilasyonlarda tutulan BER’in polimerden salim ortamina difiize

olmasiyla salim devam etmistir. Calismada sink kosulunun saglandig1 goriilmiistiir.

24 saat icinde BER-F3 formiilasyonundan saliman BER % 67, BER-KM31
formiilasyonundan salinan BER % 43,25 ve BER-FM3 formiilasyonundan salinan
BER ise % 21 olarak hesaplamigtir. Formiilasyonlarin salim profilleri birbirine
benzerlik gostermektedir. BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil
formiilasyonunda salimin BER fosfolipid kompleksine gore belirgin derecede diigiik
olmasinin negatif yiiklii BER fosfolipid kompleksi ile pozitif yiiklii kitozan arasindaki
cekim giiciinden dolayr mikropartikiilden BER’in saliminin gecikmesinden
kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir. BER-FM3 formiilasyonundan BER saliminin iki
asamada oldugu diisiiniilmektedir. Oncelikle BER fosfolipid kompleksleri
mikropartikiillerden salinarak ¢0ziinme ortamina ge¢mekte ve sonrasinda BER
fosfolipid kompleksinden ayrilarak ¢6ziinme ortamina gegmektedir. Bu da salimin
diger formiilasyonlara gore daha yavas ger¢eklesmesini agiklamaktadir (Zhang ve ark.,

2013).
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4.6.4. Formiilasyonlardan Etkin Madde Salim Kinetiklerine Ait Verilerin

Degerlendirilmesi

Etkin maddelerin dozaj formundan salimi etkin maddenin ¢ozliniirliig,
molekiiler agirlig1 ve matrisin sisme derecesi gibi bazi 6zelliklere bagl olarak degisir.
Diflizyon, su ile uyarilan salim (sisme) ve degradasyon/erozyon mekanizmalar
fiziksel salim mekanizmalar1 arasinda en Onemlileridir. Etkin maddenin sudaki
¢Oziiniirligli veya ¢oziinme hizi diisiikse difiizyon ile ortama gegen madde miktar1 gok
az olmaktadir (Permanadewi ve ark., 2019). In vitro ¢bziinme hiz1 testleri ilag
gelistirme siirecinde ilacin biyoyararlanimini etkileyen formiilasyon faktorlerinin
belirlenmesinde yararlanilan en 6nemli kalite ve performans ol¢iitlerinden biridir
(Shah, 2005). In vitro ¢dziinme hiz1 testlerinin temel amaci dozaj formunun in vivo
performansin1 tahmin edebilmektir. Bazen in vivo davranisin tahminini saglayan in

vitro ¢oziinme hiz1 ortamlarinin kullanilmasi gerekebilir.

Calismamizda hazirlanan formiillerin in vitro ¢dziinme hizi verileri kinetik
modellere uyumlari agisindan incelenmistir. Farkli kinetik modellere ait salim kinetigi
hiz sabitleri, 12 degerleri, MSC ve AIC degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. AIC
verilerin biiyiikliigiiniin yan1 sira veri noktalarmin sayisma bagl bir parametredir. Iki
model farkli sayida parametre igeriyorsa AIC degeri diisiik olan modele uyum daha
yiiksektir. Farkli salim modelleri arasinda MSC degeri yiiksek olanin se¢ilmesinin de
daha uygun olacagi bilinmektedir. Farkli etkin madde salim kinetik modelleri program
ile degerlendirildikten sonra r? ve MSC degeri yiiksek, AIC degeri diisiik olan modele
uyumun daha yliksek olacagi diisiiniilmiistiir (Zhang ve ark., 2010; Yilmaz Usta ve

ark., 2018).

Salim kinetik mekanizmalarina uyumlar1 incelenen formiilasyonlardan (BER-
F3, BER-KM31 ve BER-FM3) BER saliminin, difiizyon mekanizmasiyla etkin madde
salimini1 destekleyen Higuchi, Peppas ve Weibull kinetik modellerine daha ytiksek

oranda uyum sagladiklar1 goriilmiistiir.
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Analizi yapilan bu verilere gore BER fosfolipid kompleksi (BER-F3)
formiilasyonundan etkin maddenin saliminda Korsmeyer Peppas kinetigine uyum
goriilmektedir. Bu denklem dozaj formunun i¢indeki etkin maddenin %60’ 1nin
cikisina kadar kullanilan bir denklemdir. Peppas kinetigine gore kiire sekilli dozaj
formlar1 i¢in n degeri 0,43 ten kii¢iik oldugunda Fickian difiizyon, 0,43-0,89 arasinda
oldugunda Fickian olmayan diizensiz diflizyon ve 0,89 den biiyiik oldugunda ise sifir
derece kinetik ile salim oldugu bilinmektedir (Ahmed ve ark., 2019). Caligmamizda
n degeri BER-F3 formiilasyonu i¢in 0,663 olarak bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak
BER-F3 formiilasyonunda Fickian olmayan diflizyon mekanizmasi ile salim oldugu

anlasilmistir.

BER yiiklii kitozan mikropartikiil (BER-KM31) ve BER fosfolipid kompleksi
yiikli  kitozan mikropartikiil (BER-FM3) formiilasyonlarinin salim profilleri
degerlendirildiginde en yiiksek r*> degerlerinin Higuchi kinetiginde elde edildigi
goriilmistlir. Yar1 kat1 ve kat1 matrislerde hapsedilmis suda ¢oziiniir veya ¢oziiniir
olmayan etkin maddelerin salimi1 Higuchi kinetigi ile incelenebilmektedir. Kitozan
gibi biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerle hazirlanan homojen ve heterojen
matrislerden etkin maddenin salimi Higuchi kinetigine uyum gdosterebilmektedir

(Ahmed ve ark., 2019).

4.6.5. Formiilasyonlarin Goriintillenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Formiilasyonlar Boliim 2.10.5’te anlatildig: sekilde TEM ile goriintiillenmistir.
BER-F3 (Sekil 3.37), BER-KM31 (Sekil 3.38) ve BER-FM3 (Sekil 3.39)
formiilasyonlarina ait TEM gorlintileri Bolim 3.5.5’te gosterilmistir. TEM
goriintiileri  incelendiginde formiilasyonlarin kiiresel bir yapida olduklart ve
monodispers bir dagilima sahip olduklar1 goriilmektedir. Sekil 3.3’te verilen BER’in
SEM goriintiisiinde diizensiz prizma benzeri kristal yapida oldugu ve genis partikiil
bilytikligi dagilimi gosterdigi goriilmektedir. Biiylik partikiil boyutu, yiliksek

polidispersite indeksi ve kristal yapisinin BER’in gastrointestinal kanaldan emiliminin
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diisitk olmasinda etkili olabilecegi diisliniilmektedir (Yu ve ark., 2016).
Formiilasyonlarda bu yapinin tamamen degistigi goriilmektedir. Bu da
formiilasyonlarin basarili sekilde hazirlandiginin bir gostergesidir. Elde edilen
goriintiilerde mikropartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiytikliiklerinin dinamik 151k

sa¢ilim1 yontemi ile 6l¢iilen partikiil biiyiikliiglinden kii¢iik bulundugu goriilmiistiir.

Literatiirler incelendiginde buna benzer sonuclarin diger caligmalarda da elde
edildigi goriilmiistiir (Souza ve ark., 2016). Calismamizda bu farkliligin TEM
analizinin liyofilize kuru tozlar {izerinden, dinamik 1s1k sa¢ilimi ile 6l¢iimiiniin ise
formiilasyonlarin sudaki dispersiyonlari tizerinden yapilmasindan

kaynaklanabilecegini diisindiirmektedir.

4.6.6. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Analizine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Kalorimetri materyallerdeki termodinamik degisimlerin 6l¢iilmesi amaciyla
kullanilan temel bir kavramdir. Malzemelerin cams1 gegis sicakliklari, kristallesme ve
erime gibi Ozelliklerinin tamami DSC analizi yapilarak gozlenebilmektedir
(Mansfield, 2015). DSC etkin maddeler ve yardimci maddeler arasindaki
gecimsizligin ve olasi etkilesimlerin anlagilabilmesi i¢in kullanilan giivenilir ve hizl

bir yontemdir (Cheng ve ark., 2017).

Formiilasyonlarda kullanilan fosfolipid, polimer ve etkin madde arasinda
etkilesim olup olmadigini belirlemek, BER’in formiilasyon igindeki fiziksel durumunu
saptamak amaciyla ¢alismamizda Boliim 2.10.6°da anlatildigi sekilde DSC analizi
yapimistir. Elde edilen termogramlar Sekil 3.40°ta gosterilmistir. BER’in
191,71°C’de endotermik erime piki verdigi goriilmiistiir. BER-F3, BER-KM31 ve
BER-FM3 formiilasyonlarina ait termogramlar incelendiginde BER e ait erime pikinin
bu termogramlarda goriilmemesi BER’in formiilasyonlar icinde amorf halde

bulundugunu gostermektedir. Formiilasyonlarin DSC termogramlart incelendiginde

167



BER’in polimer iginde tutuldugu, homojen disperse oldugu ve formiilasyonda

gecimsizlik olmadigi tespit edilmistir.

Ayrica formiilasyonlarda kullanilan maddelere ait termogramlar incelendiginde
kitozanin termograminda 308,41°C’de endotermik, fosfolipid termograminda ise
207,44°C’de ekzotermik pik gozlenmistir. TPP’ye ait termogramda ise pik

goriilmemistir. Bu verilerin literatiirler ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Cheng ve ark.,

2017; Igbal ve ark., 2021).

4.6.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Sekil 3.41°de verilen BER’e ait FTIR spektrumunda 1036, 1105, 1269, 1362,
1388, 1504, 1598 cm™! civarlarinda goriilen pikler BER e ait karakteristik piklerdir ve
literatiir ile uyum gostermektedir (Battu ve ark., 2010; Ghobadi-Oghaz ve ark., 2022;
Mabhya ve ark., 2021).

Fosfolipid spektrumunda 2921 ¢cm™!, 2852 cm! ve 1378 cm™! civarindaki pikler
metil gruplarinin gerilimi ve deformasyonundan kaynaklanan bantlardir. 1465 cm™’de
goriilen pik CH; biikiilme titresimi band1 olarak goriilmektedir (Zhang ve ark., 2013).
Sekil 3.48de verilen BER fosfolipid kompleksine ait FTIR spektrumu incelendiginde
etkin maddeye ait 1598 cm! deki pikin kayboldugu, 1504 cm™! dekinin ise yerinin
degistigi goriilmistiir. Bu degisimler BER’e ait benzen halkasinda bazi degisimler
oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark., 2014). Bununla birlikte fosfolipidin polar
kismimi gosteren 1736 cm™' deki pikin yeri degismistir. Elde edilen veriler

dogrultusunda BER’in benzen halkasi ve fosfolipidin polar bas kismi arasinda

kompleks olusturmak iizere etkilesimlerin oldugu diistiniilmiistiir.

BER-KM31 (Sekil 3.46) ve BER-FM3 (Sekil 3.47) formiilasyonlarina ait FITR
spektrumlart incelendiginde BER’e ait karakteristik pikler goriilmemektedir. Bu

spektrumlarda 1062 cm! ve 1027 ecm™ civarinda yer alan kitozan ile iliskili pikler
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goriilmektedir. Bu da BER’in partikiillerin ylizeyinde degil igerisinde tutuldugunu ve

etkin maddenin formiilasyon i¢inde amorf yapida oldugunu gostermektedir.

4.7. Stabilite Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.7.1. Simiile Gastrik Sivilarda Stabilite Analizlerine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

BER ve formiilasyonlar oral olarak uygulandiklarinda gastrointestinal kanalin
farkli bolgelerinden gecerler ve bu sirada farkli enzimatik ve pH ortamlarina maruz
kalirlar. Bu durum BER’in ve formiilasyonlarin stabilitesini 6nemli derecede
etkilemektedir (Yu ve ark., 2016). Bu nedenle ¢alismamizda farkli pH ve enzim
ortamlarinin  formiilasyonlarin  stabiliteleri iizerine etkisi in vitro olarak
degerlendirilmistir. pH 1,2 ortam1 i¢in pepsin ve pH 6,8 ortami i¢in pankreatin enzim

olarak kullanilmistir. Caligma Boliim 2.11.1°de anlatildig: sekilde yapilmistir.

Simiile gastrik siv1 ortaminda yapilan 2 saatlik calisma sonunda elde edilen
verilere bakildiginda BER fosfolipid kompleksinin bu ortamda stabilitesinin (% 79,9)
diger formiilasyonlara gore onemli dl¢iide (p<0,05) diisiik oldugu goriilmiistiir. BER
yiikli kitozan mikropartikiil (% 93,6) ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan
mikropartikiil (% 96,1) formiilasyonlar: stabiliteyi bir miktar artirarak korumuslardir.
Bu durumun kitozandan olusan kaplama tabakasi eklenmesi sonucu etkin maddenin

dis ¢evre kosullarindan korunmus olmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

Simiile intestinal sivi ortaminda yapilan 6 saatlik c¢aligma sonuglarina
bakildiginda simiile gastrik s1vi ortamina benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir.
BER fosfolipid komleks yapisinin koruyucu bir rolii olmasi gerektigi diigiiniilmesine
ragmen, gastrointestinal kanaldaki enzim ve pH ortamlarindan etkilendigi ve etkin
maddeyi beklenen oranda koruyamadigi goriilmektedir. Buna ek olarak, calismamizda

hazirlanan BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiiller etkin maddeyi
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enzim ve pH ortamlarindan koruyarak gastrointestinal kanaldaki stabilitesini

artirmigtir. Bu durum ¢aligmamizin amacina uygunluk gostermektedir.

Yu ve ark., simiile stvilarda yaptiklar stabilite ¢calismasinda BER fosfolipid
komplekslerinin enkapsiilasyon etkinligi degerinin diistiiglinii gozlemlemislerdir.
Yapilan ¢alisma sonucu BER fosfolipid kompleksinin simiile viicut sivilarinda stabil

olmadigina karar vermislerdir (Yu ve ark., 2016).

4.7.2. Buzdolabi ve Oda Sicakhi@inda Uzun Siireli Stabilite Analizlerine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Optimum olarak segilen BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 kodlu
formiilasyonlara ait uzun siireli stabilite analizleri Boliim 2.11.2°de anlatildig: sekilde

6 ay boyunca yapilmistir.

Formiilasyonlar buzdolab1 ve oda sicakligi kosullarinda baslangig, 1. ay, 3. ay
ve 6. ayda incelenerek zeta potansiyeli, partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve
enkapsiilasyon etkinligi ac¢isindan degerlendirilmistir. Ayrica formiilasyonlarin
goriiniim, renk gibi organoleptik 6zellikleri incelenmistir. Tiim formiilasyonlarin tiim
saklama kosullarinda renk, koku gibi Ozelliklerinin baslangic ile ayni oldugu
goriilmiistiir. BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 formiilasyonlarina ait stabilite
sonuclar1 Cizelge 3.28, Cizelge 3.29 ve Cizelge 3.30°da verilmis ve istatiksel olarak
anlamli degismeler gosterilmistir. Genel olarak incelendiginde formiilasyonlarin
buzdolab1 kosullarinda saklandiginda polidispersite indeksi ve enkapsiilasyon etkinligi
degerlerinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Formiilasyonlarin

5 °C % 3 °C’de saklanmasinin stabilite agisindan uygun oldugu goriilmiistiir.
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4.8. Formiilasyonlarin In Vivo Etkinliginin incelenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

BER ve optimum secilen formiilasyonlar Boliim 2.12°de anlatildigi sekilde
siganlara uygulanmis ve belli zamanlarda kan numuneleri alinarak zamana karsi
plazma BER konsantrasyonlari tayin edilmistir. BER’in ve formiilasyonlarin zamana
kars1 plazma konsantrasyonu degerleri grafiklenmis ve Sekil 3.50 (BER), Sekil 3.51
(BER-F3), Sekil 3.52 (BER-KM31), Sekil 3.53 (BER-FM3)’de gosterilmistir.

Elde edilen sonuglara gére BER-F3 (33,4 ng/ml), BER-KM31 (32,7 ng/ml) ve
BER-FM3 (36,2 ng/ml) formiillerinin Cmax degerini BER’e (28,1 ng/ml) gore
istatistiksel ~olarak anlamli derecede artirdiklar1  gorilmiistiir  (p<0,05).
Formiilasyonlarin BER’in emilimini artirmalar1 ve gastrointestinal sivilardaki
stabiliteyi korumalar1 nedeniyle bdyle bir artisin olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Formiilasyonlar kendi aralarinda karsilastirilarak degerlendirildiklerinde ise Cmax
degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). tmax degerleri grafikler
iizerinden belirlenmistir tiim formiilasyonlarda BER’e benzer ¢ikmistir (6 saat). Liu
ve ark., tarafinda yapilan ¢aligmada 90 mg/kg BER uygulamasi yapilan siganlardan
alinan numunelerden plazma konsantrasyonu-zaman egrileri ¢ikartilarak Cmax Ve tmax
degerleri hesaplanmistir. BER icin Cmax 29,2 ng/ml ve tmax degeri 1 saat olarak
bulunmustur (Liu ve ark., 2015). Ciax degeri ¢calismamizda bulunan deger ile benzerlik
gostermektedir. tmax degerinin calismamizda 6 saat olarak literatiirden uzun
bulunmasinin nedeninin kullanilan hayvanlarin fizyolojik ozelliklerinden kaynakli

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde BER’in biyoyararlanimi tiim
formiilasyonlarinda ¢6zeltisine (349,5 saat.ng/ml) gore istatistiksel olarak anlaml1 artig
gostermistir (p<0,05). Hesaplanan AUCy-;24 degerleri Cizelge 3.31°de verilmistir.
BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 formiilasyonlarinin AUCo-,24 degerleri kendi
aralarinda karsilastirmali olarak degerlendirildiginde anlamli bir fark goériilmemistir
(p>0,05). BER’e gore bagil biyoyararlanimi1 BER-F3 formiilasyonu % 122,88, BER-
KM31 formiilasyonu % 122,06 ve BER-FM3 formiilasyonu % 131,50 artirmislardir.
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BER-FM3 formiilasyonunun BER-F3 formiilasyonuna gore biyoyararlanimi1 daha
fazla artirmasi1 formiilasyonun tasarlanma amacina uygunluk gostermistir. Elde edilen
sonuglara gore BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonu
diger formiilasyonlara gére BER’in oral absorbsiyonunu daha fazla artirmakta ve
BER’in oral uygulanmasinda tercih edilebilir bir tasiyici sistem olarak on plana

cikmaktadir.

Chen ve ark., tarafindan yapilan calismada BER’in farmakokinetik profili
farelerde incelenmistir. Farelere yapilan 100 mg/kg BER uygulamasi sonrasi dl¢iilen
serum konsantrasyonlarindan elde edilen sonuglardan AUCo-,: 742,92 saat.pug/L olarak
hesaplanmistir (Chen ve ark., 2013). Yu ve ark., yaptiklari calismada BER’in AUCo_¢
degerini 50 mg/kg uygulama i¢in 384,45 saat.ng/ml olarak hesaplamislardir (Yu ve
ark., 2016). Duong ve ark., tarafindan BER lipozom formiilasyonu hazirlanmis ve in
vivo olarak sicanlarda farmakokinetik profili incelenmistir. Calismada BER ve BER
lipozom formiilasyonu ratlara 100 mg/kg dozda uygulanmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde Cmax’mm BER i¢in 37,8 ng/ml olan degerininin lipozom
formiilasyonunda 83 ng/ml’ye yiikseldigi ve BER AUC-;36i¢in 135,6 ng.saat/ml olan
degerinin lipozom formiilasyonunda 852,1 ng.saat/ml’ye yiikseldigi goriilmiistiir.
Ayrica tmax BER icin 1,07 saat ve BER lipozom formiilasyonu i¢in 3 saat olarak
bulunmustur (Duong ve ark., 2022). Calismamizda BER dozu siganlara 50 mg/kg

olarak uygulanmistir ve elde edilen sonuglar literatiir ile uyumluluk gostermektedir.

4.9. Karaciger Dokularinda Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

In vivo hayvan deneylerinde siganlardan alinan karaciger dokularinda BER’in ve
formiilasyonlarin oksidatif stres iizerine etkisi aragtirllmistir. Karaciger dokularinda
MDA ve GSH seviyeleri Bolim 2.13’de anlatildigi sekilde tayin edilmistir.
Mitokondriyal enerji metabolizmasinin hasarlanmasi serbest oksijen radikallerinin
olusumunda ve oksidatif stresin meydana gelmesinde esas mekanizma olarak kabul

edilmektedir (Liu ve ark., 2016). Serbest oksijen radikallerinin birikmesi DNA ve lipid
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peroksidasyonuna neden olarak hiicrelerin apoptozis veya dliimiine neden olmaktadir.
MDA lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Oksidatif stresin yaratacagi hasar antioksidan mekanizmalarin devreye girmesiyle
onlenmeye calisilir. GSH’da en 6nemli endojen antioksidan enzimlerden biridir ve

antioksidan aktivitenin gostergelerinden kabul edilir.

Calismamizda elde edilen sonuglara gore karaciger dokularindaki BER’in ve
formiilasyonlarin antioksidan aktivitesi karsilastirmali olarak degerlendirildiginde
kontrol grubuna gore BER uygulama grubu ve formiilasyon uygulama gruplariin
MDA seviyelerini azalttig1 goriilmiistiir. Istatistiksel degerlendirmede ise yalnizca
BER-FM3 grubunun kontrol grubuna gére MDA seviyesinde anlamli azalma sagladigi
goriilmiistiir. GSH seviyeleri BER, BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 uygulama
gruplarinda kontrol grubuyla karsilastirmali olarak degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore tiim gruplarda anlamli artig goriilmiistiir (p<0,05). BER ve formiilasyon
gruplart kendi aralarinda karsilastirmali olarak degerlendirildiginde MDA ve GSH
seviyeleri agisindan aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). BER
fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonu kontrol grubuna
kiyasla MDA seviyesini anlamli derecede diisiirmesi ve GSH seviyesini anlaml
derecede artirmasi nedeniyle diger formiilasyonlara gore antioksidan aktivite

acisindan daha etkili bulunmustur.

Chen ve ark. tarafindan baliklar tizerinde yapilan ¢calismada karaciger dokusunda
BER’in antioksidan kapasitesi tayin edilmistir. Calismada BER’in kontrol grubuna
gore MDA seviyesini 6nemli dl¢lide azalttigi gdzlenmistir (Chen ve ark., 2022). Zhou
ve Zhou tarafindan yapilan calismada BER’in antioksidan etkisini gormek amaciyla
diyabetli sicanlarin karaciger dokularinda MDA ve GSH seviyeleri olgiilerek
degerlendirilmistir. Sicanlara 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozda BER
uygulamasi yapilmistir. 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarda diyabetli sicanlara gore
BER gruplarinda GSH seviyesinde anlamli olarak artig goriilmiistiir. Ayrica 150 mg/kg
ve 300 mg/kg dozlarda BER uygulamasi sonrasinda diyabetli sicanlara gére MDA

seviyesinde anlamli derecede azalma goriilmiistir (Zhou ve Zhou, 2011).
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Calismamizda siganlara 50 mg/kg doza karsilik gelecek BER uygulamasi yapilmistir

ve elde edilen verilerin literatiirler ile uyumluluk gosterdigi goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

BER bircok farkli farmakolojik uygulama i¢in kullanimi kanitlanmis bitkisel bir
aktif maddedir ancak bagirsak absorbsiyonu ve oral biyoyararlanimi oldukga diisiiktiir.
BER’in oral biyoyararlanimini1 fosfolipid kompleksi gelistirilerek artirmak, BER
fosfolipid kompleksinin kitozan mikropartikiillere yiiklenmesi sonucu hibrit ilag
tastyici sistemlerin gelistirilmesiyle stabilitenin garanti altina alinmas1 ve BER yiiklii
kitozan mikropartikiillerin gelistirilerek diger formiilasyonlarla hem in vitro hem de in
vivo olarak karsilastirilmasi tezimizin temel amaglaridir. Bu amaglarla gergeklestirilen

tez calisgmamizda asagida yer alan sonuglar elde edilmistir.

» BER’in miktar tayini yontemleri su, pH 1,2 ve pH 6,8 ortamlarinda HPLC ile
hassas ve giivenilir olarak gelistirilmis ve miktar tayini yontemlerinin analitik

validasyonlar1 etkin bir sekilde gergeklestirilmistir.

» Ters faz buharlastirma yontemi kullanilarak uygun partikiil bliytikligi ve partikiil
biiyiikligii dagilimina, zeta potansiyeline ve enkapsiilasyon etkinligine sahip BER
fosfolipid kompleks formiilasyonlar1 basartyla hazirlanmistir.  Incelenen
formiilasyon parametlerinin etkilerinin ve elde edilen formiilasyonlarin
karakteristik Ozelliklerinin ayrintili bir sekilde degerlendirilmesiyle BER-F3

formiilasyonu optimum formiilasyon olarak secilmistir.

» Optimum olarak segilen BER-F3 formiilasyonu kitozan mikropartikiillere

yiiklemek i¢in kullanilan ¢ekirdek formiilasyon olmustur.

> lyonik jelasyon yontemiyle farkli formiilasyon parametreleri denenerek yaklasik
400 nm partikiil biiylikligiine sahip BER yiikli kitozan mikropartikiil

formiilasyonlar1 basariyla hazirlanmistir.

» BER yikli kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 igin farkli formiilasyon

parametrelerinin formiilasyonlarin karakteristik 06zelliklerine etkisi istatiksel
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olarak degerlendirilmis ve BER-KM31 formiilasyonu optimum formiil olarak

secilmistir.

BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmas1  amaciyla iyonotropik jelasyon yontemi kullanilmis ve

formiilasyonlar basariyla hazirlanmistir.

Hazirlanan BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiiller farkli
formiilasyon parametrelerinin formiillerin karakteristik 6zelliklerine etkisi
acisindan degerlendirilmistir ve BER-FM3 formiilasyonu optimum formiilasyon

olarak secilmistir.

BER fosfolipid kompleksinin BER’in partisyon katsayisini artirdigi ve BER’in

sudaki ¢oziiniirliik degerini 25 °C ve 37 °C’de azalttig1 goriilmiistiir.

TEM analizi sonucu BER fosfolipid kompleksi, BER yiiklii kitozan mikropartikiil
ve BER fosfolipid kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin

diizgiin, kiiresel yapilar olarak olustuklar1 goriilmdistiir.

Simiile intestinal sivilarda yapilan stabilite ¢alismasi sonuglarina gore BER’in
kitozan ile kaplanmasinin etkin maddeyi mide ve bagirsak ortamlarindaki enzim
ve pH kosullarindan koruyarak stabilitesini dnemli dl¢lide artirdig1 anlasilmistir.

Buzdolabi ve oda sicakligi kosullarinda formiilasyonlarin 6 ay boyunca uzun siireli
stabilitelerinin tayininden elde edilen sonuglara gore formiilasyonlarin 5 °C £ 3 °C

buzdolab1 sicakligi kosullarinda saklanmasinin uygun oldugu goriilmiistiir.

In vivo hayvan ¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore optimum olarak segilerek
sicanlara uygulamasi yapilan BER-F3, BER-KM31 ve BER-FM3 kodlu

formiilasyonlarin BER’in oral biyoyararlanimini artirdiklart goriilmiistiir.

Karaciger dokularinda BER’in ve hazirlanan formiilasyonlarin antioksidan aktivite

tayininden elde edilen sonuglara gore BER’in ve formiilasyon uygulama
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gruplariin kontrol grubuna gére GSH seviyesini énemli Ol¢iide artirdiklari ve

antioksidan aktivite gdsterdikleri anlagilmistir.

Sonug olarak hazirlanan bu formiilasyonlar arasindan BER fosfolipid kompleksi
yiikli kitozan mikropartikiil formiilasyonu lipit ve polimer yapili sistemlerin
avantajlarim1 bir arada saglanmasi yoniiyle 6n plana c¢ikmistir. BER fosfolipid
kompleksi yiiklii kitozan mikropartikiil formiilasyonu BER’i gastrointestinal sivi
ortamlarindan etkili bir sekilde korumustur ve bagil biyoyararlanimi diger
formiilasyonlardan daha yiiksek oranda artirmistir. BER yiiklii kitozan mikropartikiil
formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinliginin diger formiilasyonlara gore nispeten
diistik olmasi ve lipid igermemesinden kaynakli olarak partisyon katsayisini etkili bir

sekilde artirmamasi sebebiyle kullaniminin sinirli kalacagi diisiiniilmektedir.

Tez caligmalarimiz sirasinda olugan goriis ve dneriler dogrultusunda ek olarak

gerceklestirilmesi planlanan ¢alismalar sunlardir:

» BER’in antioksidan aktivitesinin daha ayrintili degerlendirilmesi i¢in beyin ve

bobrek gibi farkli dokularda da incelenmesi.

» BER lipozom formiilasyonlariin hazirlanarak, BER fosfolipid kompleksleri ile in

vitro olarak karsilastirmali degerlendirilmesi.

BER gibi yillardir bir¢ok hastalik icin kullanilan ancak oral biyoyararlanimi
diisitk olarak bilinen bitkisel aktif maddelerin viicuda etkili bicimde tasinmasi
amaciyla ilag¢ tasiyict sistemlerin gelistirilmesi i¢in bir oncili niteliginde olan bu

caligmanin literatiire nemli katki saglayacagini diislinliyoruz.
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OZET

Berberin Fosfolipid Kompleksi Yiiklii Kitozan Mikropartikiillerin Hazirlanmasi
ve In Vitro/In Vivo Degerlendirilmesi

Berberin (BER) antihiperglisemik, antikanser, antidepresan ve antihipertansif gibi
birgok farmakolojik etki gosterdigi arastirmacilar tarafindan kanitlanan bitkisel bir alkaloittir.
BER’in bagirsak ve karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi, P-glikoproteine baglanmasi gibi
ozellikleri nedeniyle bagirsak membranlarindan emilimi zordur ve oral biyoyararlanimi bu
nedenle oldukca diisiiktlir. Fosfolipid kompleks sistemleri 6zellikle son yillarda bitkisel
kaynakli aktif maddelerin oral emilimini ve biyoyararlanimin1 artirmak amaciyla
hazirlanmaktadirlar. Bitkisel aktif maddelerin ideal biyoyararlaniminin saglanabilmesi
amaciyla fosfolipid kompleksleri bu maddelere hidrofilik-lipofilik denge saglamaktadir.
Fosfolipid kompleks sistemleri biyolojik membranlara benzerlikleri sebebiyle ozellikle
absorbsiyonu artirarak etki gosterir. Bu nedenle bu ¢alismada dncelikle oral biyoyararlanimi
diisiik olan BER’in fosfolipid kompleksi hazirlanmistir. Ancak bu yapilarin gastrointestinal
stvilardaki stabilitesinin diisiik olacagr diistiniilerek kompleksler kitozan mikropartikiillere
yiiklenmistir. Katyonik kitozan epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilarin agilmasinda rol
oynayarak maddelerin emilimini artirmasi ve ayrica negatif yiikli BER fosfolipid
kompleksleriyle bir araya getirilmesi uygun oldugu icin ¢alismamizda polimer olarak tercih
edilmistir. Hazirlanan bu formiilasyonlarla in vitro 6zelliklerini ve in vivo farmakokinetik
parametrelerini karsilagtirmak amaciyla BER yiiklii kitozan mikropartikiiller de hazirlanmistir.
Hazirlanan tiim formiilasyonlarn partikiil biiyiikliigl, partikiil biyiiklik dagilimi, zeta
potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi belirlenmistir.

Optimum segilen formiilasyonlar tiizerinde in vitro karakterizasyon ¢aligmalari
yapilmistir. Formiilasyonlarin stabilitesi hem simiile gastrointestinal sivilarda hem de farkli
sicaklik kosullarinda uzun siireli olarak tayin edilmistir. /n vivo hayvan deneyleri yapilarak
formiilasyonlarin farmakokinetik parametreleri tayin edilmistir. Ayrica karaciger dokularinda
BER ve formiilasyonlarin antioksidan aktiviteleri tayin edilmistir. Bu deneyler sonunda BER
cozeltisine gore bagil biyoyararlanimi BER fosfolipid kompleksinin % 122,88, BER yiiklii
kitozan mikropartikiilin % 122,06 ve BER fosfolipid kompleksi yiikli kitozan
mikropartikiiliin ise % 131,05 artirdiklar goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Berberin, Biyoyararlanim, Fosfolipid kompleks, Kitozan, Mikropartikiil

178



SUMMARY

Preparation and In Vitro/In Vivo Evaluation of Chitosan Microparticles
Loaded with Berberine Phospholipid Complex

Berberine (BER) is a herbal alkaloid that has been proven by researchers to have many
pharmacological effects such as antihyperglycemic, anticancer, antidepressant and
antihypertensive. Due to its properties such as first-pass effect in the intestine and liver and
binding to P-glycoprotein, BER is difficult to absorb from intestinal membranes and its oral
bioavailability is therefore very low. Phospholipid complex systems have been prepared in
recent years to increase the oral absorption and bioavailability of plant-derived active
substances. In order to ensure the ideal bioavailability of herbal active substances,
phospholipid complexes provide a hydrophilic-lipophilic balance to these substances.
Phospholipid complex systems act especially by increasing absorption due to their similarity
to biological membranes. Therefore, in this study, first of all, the phospholipid complex of
BER, which has low oral bioavailability, was prepared. However, considering that the stability
of these structures in gastrointestinal fluids would be low, the complexes were loaded in
chitosan microparticles. Cationic chitosan was chosen as a polymer in our study because it
plays a role in the opening of tight junctions between epithelial cells and increases the
absorption of substances, and also because it is convenient to combine with negatively charged
BER phospholipid complexes. In order to compare the in vitro properties and in vivo
pharmacokinetic parameters with these prepared formulations, BER loaded chitosan
microparticles were also prepared. Particle size, particle size distribution, zeta potential and
encapsulation efficiency of all prepared formulations were determined.

In vitro characterization studies were performed on selected formulations. The stability
of the formulations has been determined both in simulated gastrointestinal fluids and over a
long period of time under different temperature conditions. Pharmacokinetic parameters of the
formulations were determined by in vivo animal experiments. In addition, antioxidant
activities of BER and formulations were determined in liver tissues. At the end of these
experiments, it was observed that the relative bioavailability of BER phospholipid complex
increased by 122.88%, BER loaded chitosan microparticle by 122.06% and BER phospholipid
complex loaded chitosan microparticle by 131.05% compared to BER solution.

Keywords: Berberine, Bioavailability, Chitosan, Microparticle, Phospholipid
complex
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