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OZET

Bu yiiksek lisans tezinde, in vivo ve in vitro’ da bagisiklik sistemi aktivatérii oldugu
kanitlanan bir saponin tiirevi Astragalosit-VII (AST-VII) etken maddesinin biyoyararlaniminm
arttiracak ve gida takviyesi tablet formiilasyonlarinda kullanilacak bir nanotasiyici sistemin
Uretilmesi amacglanmistir. Astragalus bitkisi kékenli kitre zamki (KZ) temelli nanotasiyicinin
liretiminde, saponinler ile kolesterol arasindaki etkilesim kullanilmis ve nanoboyutta ii¢
bilesenin agregasyonu iceren bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
KZ konsantrasyonu, kolestrol / kitre zamki hacim orani, sonikasyon basamagi ve sonikasyon
sliresi, tampon ¢o6zelti tiirii ve pH gibi parametrelerin nanotasiyici ¢cap1 ve dagilimi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda laboratuvar o6lceginde 50-80 nm
arasinda hidrodinamik capa sahip olduk¢a homojen, %11,85 oraninda AST-VII iceren
KZ/Kolesterol nanotasiyicilari basari ile elde edilmis ve optimize edilen iiretim siireci daha sonra
orta dlcege tasinmistir. Elde edilen malzemenin kurutulmasi asamasi, vakumlu etiiv (60°C),
liyoflizasyon ve sprey (plskiirtmeli) kurutma teknikleri ile gerceklestirilmis ve bu teknikler
parcacik capi ve buitiinliigli iizerindeki etkileri agisindan karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitre Zamki, Astragalosit VII, Astragalus, Polisakarit Nanotasiyicilar, Gida
takviyeleri.

Danigman: Dog. Dr. Rilkan GENC ALTURK, Mersin Universitesi, Kimya Miithendisligi Anabilim
Dali, Mersin.



ABSTRACT

The purpose of this master' s thesis is to produce a nanocarrier system for improving the
bioavailability of Astragaloside-VII (AST-VII), a saponine derivative shown to be immune
activator, for its further use in food supplement tablet formulations. The interaction between
saponins and cholesterol has been used in the production of nanocarrier mainly based on the
Gum Tragachant (TG) that was produced from astragalus plant. To do so, development of a
method involving aggregation of these three components in nanoscale was aimed. Effect of many
different parameteres including TG concentration, cholesterol / gum volume ratio, sonication
step and sonication time, buffer solution type and pH on nanocarrier diameter and distribution
were investigated. Following the obtained results, highly homogeneous TG/ Cholesterol based
nanocarriers with hydrodynamic diameter of 50-80 nm and 11.85% AST-VII content were
successfully obtained at laboratory scale, the optimized production process was then applied to
medium-scale production. Drying of the obtained material was carried out by different
techniques (vacuum dryer (65°C), lyophilization and spray drying techniques) and each
technique was discussed by their efffect on the nanoparticle size and integrity.

Keywords: Gum tragacanth, Astragaloside-VII, Astragalus, Polysaccharide based Nanocarriers,
Food supplements.

Advisor: Assoc. Prof. Riikkan GENC ALTURK, Department of Chemical Engineering, University of
Mersin, Mersin.
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1. GIRiS

Dogal polimerik malzemeler {izerindeki arastirmalar son zamanlarda artan bir ilgiye
tanik olmustur. Biyopolimerler veya dogal polimerler biyolojik olarak ayrisabilen polimerlerin
cekici bir sinifi haline gelmistir. Hem sentetik hem de dogal polimerler mevcuttur, ancak dogal
malzemelerin kullanimi, sentetik uygulamalar iizerinde avantajlara sahiptir. Dogal polimerler
farmasotik uygulamalar i¢gin toksik degildir, ila¢c dagitim sistemleri icin maliyeti daha diistiktiir,
kolayca temin edilebilir, biyolojik olarak parcalanabilir ve uygun reaktifle modifiye edilebilir
malzemelerdir. Ayrica birkac¢ istisnayla birlikte biyolojik olarak uyumlu olan kimyasal
degisiklikler de yapilabilirler [1,2]. Polisakkaritler genel olarak, biyolojik olarak uyumlu ve biyo-
bozunabilir olmalarindan dolay1 6zellikle doku miithendisligi ve ila¢ sanayi uygulanabilirlikleri

acisinda biiytk ilgi gormektedirler [3].
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Sekil 1.1. Dogal Sakizlar [4].

Dogal sakizlar, yesil, ekonomik ve kolayca bulunabilen ve bitkilerde dogal olarak
olusabilen polimerlerdir (Sekil 1.1.) [5]. Biyopolimerlerin bir sinifi olan sakizlar, bitkilerden elde
edilebilen dogal bir polimer oldugu icin, canli biyolojisi icin zararsiz bir malzemedir [6]. Dogal
sakizlar, genellikle dallanmis polimerlerdir. Sakizlarin, malzeme baglayici, ilag salim sistemleri,
kaplamalar veya viskozite arttirici, stabilizator, pargalayici, ¢éziicii, emiilgator, askiya alma ajani,
jellestirici madde ve biyoyapiskan gibi farkl fonksiyonlar: bulunmaktadir [7]. Dogal sakizlar, ilag

salim sistemlerinde kullanilmak iizere modifiye edilebilir ve piyasada bulunan sentetik
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polimerler ile rekabet edebilmektedir. Dogal zamklar, biiytik molekiiller olusturmak i¢in birbirine
bagli coklu seker birimlerinden olusan polisakaritlerdir. Sakizlar, dogada bitkilerde doku

yaralanmalari sonrasi yaralanan bolgenin korunmasi icin iiretilirler [8].

1.1. Kitre Zamki ve Astragalosit VII

Asya' daki Astragalus tiirlerinin gévdelerinden ve dallarindan elde edilen kurutulmus bir
bitki oOziitii olan Kkitre zamki, polimer ile yiliksek oranda dallanmis, heterojen hidrofilik
karbonhidrat olan dogal bir polisakarittir [9, 10] (Sekil 1.2.). Ayrica, gida liriinlerinde dengeleyici,
emiilgator, koyulastirici olarak yogun kullanimlaryi, film kaplama ajanlari, implantlar, hidrojeller,
mikrokiireler, dagitici, siispanse edici ajanlar, emiilsifiye edici ajan, matris kontrollii sistem ve
baglayici olarak ila¢ saliminda sayisiz uygulamaya sahiptir [2, 11-13]. Papilionaceae familyasina
ait diinyada yaklasik 2.500 tiir iceren Astragalus cinsi agirlikli olarak Yakin Dogu ve Orta Dogu’
da yayilmistir ve Kitre zamki iireten tiirler diinyanin bir¢ok iliman bolgesinde ve hatta Afrika' nin
orta kesimlerinde gelismistir. Ticari sakiz kaynag1 olan Asya Astragalus tiirleri, Kiiciilk Asya
iilkelerine 6zgiidiir (iran, Tiirkiye, Irak, Suriye, Liibnan, Afganistan ve Rusya' nin bazi bélgeleri).
Suya ihtiya¢ duysalar da genellikle daha kuru daglik boélgelerde bulunurlar. A. echidnaeformis
Sirjaev, A. gossypinus Fisch., A. kurdicus Boiss ve A. versus gibi bazi1 tiirler genellikle kitre zamkinin
kaynag1 olarak belirtilir. Daha iyi sakiz veren tiirler kiiciik, alcak ve giirdiir, genellikle yastik
benzeri bir formda bulunur ve ¢ok yillik bitkilerdir. Bunlarin arasinda A. gossypinus, yliksek
kalitede sakiz lireten 8-12 cm yiiksekliginde alcak, yaygin ve giir bir ¢calidir ve bitki értiisiintin en
karakteristik oOzelliklerinden birini olusturur. Kitre, Astragalus cinsinin gesitli tiirlerinden
kurutulmus saplarindan elde edilen dogal bir zamktir. Tiirlerinin verimi, kesildiginde diiz, serit
seklinde parcalar veya delindiginde solucansi yirtiklar olusturmasiyla anlasilir. Tahran' daki
bitkilerden elde edilen Kitre zamki (Gum Tragachant), blyiik oranda kullanilan en iyi ticari
kaliteye sahip tipik temiz beyaz seritlerdedir ve genellikle tipta ve sekerlemelerde kullanilir. Sakiz
disan ¢iktikca kurur ve hizla toplanir. Kaba goriiniim ve dokuyu tanimlayabilen Yunancada
“Tragos” ve “Akantha”, sirasiyla “keci boynuzu” anlamina gelen “Tragacanth” kelimesinin
tiiretildigi soylenir.

Kitre Zamki (KZ), iki ana bilesenden olusur: Bu, bassorin denilen ¢dziinmez fakat suda
sisebilen bir fraksiyondan ve tragaksantin adli bir suda ¢éziiniir fraksiyondur [14]. KZ suda
neredeyse ¢oziinmez, ancak yapisindan dolay1 sert bir jel olusturmak icin siser. Bu bolimlerin
ylzdesi, yapisal 6zelliklerle sonug¢lanan ¢esitlilige ve ayrica gida sistemleri icin farkl islevsellik
ve uygulamalara baghdir [15,16]. KZ’ nin molekiiler agirlig1 yliksektir ve yaklasik 840 kDa' dir.
Kiiclik oranlarda protein (% 4' ten az) ve az miktarda nisasta ve seliilozik madde iceren, karmasik,

hafif asitli bir polisakarittir. Asit hidrolizinden sonra, kitre zamki genellikle D-galakturonik asit,
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D-galaktoz, L-fukoz (6-deoksi-Lgalaktoz), D-ksiloz, L-arabinoz, L-rhamnozun sekerlerini iiretir.

Her sekerin tam orani farkl tiirler arasinda ve farkli yerlerden elde edilen KZ’ ye gore degisir [9].

a-D-Galacturonicacid

‘0oC
HOOCG )
i HOOG )()( %{
()“ ()“(I-W) / ()H OH
H()

] “ 3“5 (1 )ﬁ e} H ‘B)

Ii

HO HO
& . H OH | H H

H
B-D-Xylose
HO

P20 0 (1.28)

B-D-Galactose

( H

H

Sekil 1.2. Kitre zamkinin kimyasal yapisi [17].

Dogal sakizlar ve bunlarin tirevlerinin, ilaglarin siirekli saliniminda tasiyici olarak
kullanilmasi icin yeni gelismeler arastirilmaktadir [18]. Dogal sakiz bazli farmasétik yardimci
maddelerin kullanimi, degisen fiziksel parametrelerde 6zelliklerini bliyiik oranda degistirmeden,
molekiiler agirliklarini koruyabilme yeteneklerinden dolayi, kontrollii dozajda madde salinimini
saglayabilen, dogal ilag tasiyici polimerler olarak 6énemli hale gelmistirlerdir [19].

Astragalus koklerinin, biyolojik olarak aktif iki ana bilesik olan polisakkarit ve saponin
siifindan zengin oldugu bilinmektedir [20]. Astragalus saponinler, immiinostimiilasyon, anti-
protozoal, antiviral, sitotoksik ve kardiyotonik aktiviteler dahil olmak tizere ilging farmakolojik
ozellikler gostermektedir. Ayrica, Astragalus tiirlerinde bulunan yaygin olarak goriilen bir
sikloartan-typeaponin olan Astragalosit IV' lin, néro-koruyucu bir ajan oldugu kanitlanmistir ve
Parkinson hastalifinin tedavisinde potansiyel bir ajan olarak Onerilmistir. Astragalus
saponinlerinin biyolojik aktivitesi {lizerine bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Astragalus
saponinlerinin bagisiklik sisteminin uyarilmasiyla l6semi tedavisinde etkin olabilecegi
gosterilmistir. Astragalus saponinleri incelendiginde arastirmalar, Makrofilosaponin B. nin (Mac
B, Astragalus oleifolius tiirlerinin en aktif ana saponini) ve Astragalosit VII'nin (AST VII)
(Astragalus’ un en aktif bilesigi) belirgin IL-2 indiikleyici aktiviteye sahip oldugunu, yani
Astragalus tiirlerinin bagisiklig1 stimtle ettigi ve anti-kanser etkilerinde katkida bulunan bir role

sahip olabilecegini gostermistir. Geleneksel tipta immiin sistemi uyarmak amaci ile kullanildigi
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rapor edilen bitkiler rapor edilmistir. Geleneksel Cin Tibbi hastanelerinde kemoterapiyi
desteklemek amaciyla en fazla kullanilan tibbi droglardan biri de Astragalus membranaceus

kokiidiir (Radix Astragali) ve bilimsel ¢alismalar bu drogun etkinligini dogrulamaktadir [20,21].

_OH

XX b)

OH

Astragalosit VII Makrofilosaponin B.

Sekil 1.3. Astragalosit VII (a) ve Makrofilosaponin B. (b) saponinlerinin kimyasal yapisi1 [20].

1.2. ilag Tasiyic Sistemler

Bir ilacin yani sira, ilacin salim sistemi, dozaji, etkili dozaji, uygulama sekli (enjeksiyon
soluma, vb.), yan etkileri, ilacin yar1 6mrt, farmakokinetigi, hastanin ikna olmasi ve uyumu gibi
onemli o6zellikleri de diistiniilmesi gerekmektedir. Ozel olarak tasarlanmis malzemeler
kullanilarak, bir ila¢ salim sistemindeki degiskenler daha iyi kontrol edilebilir. Boylece ila¢ daha
etkili ve daha glivenli olmaktadir.

Etkin madde salinimi, dozaj formu igerisinde kullanilan polimerin 6zellikleri ile
baglantilidir [22]. Bu nedenle kullanilacak olan polimerin 6zelliklerinin, formiilasyona
uygunlugunun ayrintili olarak tetkik edilmesi gerekmektedir. Kontrollii salinim sistemlerinin
temel hedefi, kan plazma konsantrasyonundaki etkin madde miktarini sabitlemektir [23].
Kontrollii ila¢ salinim sistemleri; pH, iyonik kuvvetler, enzim gibi fizyolojik kosullar1 olusturan
faktorlerden etkilenmektedir. Tedavi edici oranda ila¢ diizeyinin stirekli korunmasi, zararh
etkilerin azaltilmasi, Onerilen ila¢ rejimine hastanin uyumunu gelistirecek sekilde dozaj
miktarinin azaltilabilmesi, kisa yarilanma omriine sahip ilaglar (6rnegin proteinler ve peptid
ilaclar) icin ila¢ ydnteminin kolaylastirilmasi, kontrollii ila¢ saliminin yararlarindandir. Cesitli
bilim dallarinda, 6zellikle saglik alaninda nanoteknoloji uygulamalarinin yayginlasip yeni
teknolojiye sahip ilaclarin geleneksel ilaglarin yerini almasi siireci gittikge hizlanmaktadir. Bu
slirecte; nanoteknoloji ve biyoteknoloji dali, farmasoétik endiistrilerince iiretilmis sayisiz ilacin
gelistirilmesine 6n ayak olmaktadir [22, 23]. Etkin madde parcalanmasini ve kaybini en aza
indirmek, zararh yan etkilerini 6nlemek, biyoyararlanim ve etki yerlerinde bulunan oranlarini

artirmak igin, cesitli etken madde salim sistemleri ve hedefleme sistemleri gelistirilmistir [11,12].
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Kitre zamki (sakiz1) (KZ), toksik degildir, biyolojik sistemlere karsi uyumludurr, ilag¢
salimi ve doku miihendisligi icin uygulanabilir ve giivenlidir [3]. Polimerik nanoparcaciklarin
yapiminda oil-emiilsiyon yontemler, sprey kurutma, ¢oziicii faz olusturma, ¢oziicii ucurma,
kovalent baglama vb. bircok yontem kullanilmaktadir. Guar zamki, Ksantan sakizi ve Feslegen
tohumu zambki ile yapilan nanotasiyicilarin literatiirdeki orani oldukga fazla iken, kitre zamkindan
tasiyic sistemlerin gelistirilmesi lizerine yapilan ¢alisma sayisi ise olduk¢a sinirhidir [24-29].
Kitre zamki ayrica, AST-VII’ nin elde edildigi kok bolgesinde olduk¢a yogun bulunmaktadir ve bu
nedenle birlikte formiilizasyonlarinda, AST-VII' nin biyoyararlanimini arttirma ihtimali
ylksektir.

Gida takviyesi, ilaclarin biyoyararlanimi iizerinde karmasik bir etkiye neden olabilir. Gida
takviyesi gastrointestinal hacimde artis, artan peristaltik hareketler, gastrointestinal mukozada
artan perfiizyon, mide pH' sindaki degisiklikler, gastrointestinal akiskanin hacmindeki artis gibi
degisiklikler yaratmaktadir. Bu degisikliklerin ilaglarin farmakokinetigi ve emilimini biyiik
olciide etkileyebilecegi rapor edilmistir. Gidalar oral yoldan alindiginda, ilaglar farkl sekillerde
etkilenebilir. Ornegin, griseofulvin ve mebendazol gibi suda ¢éziinmeyen ilaclar, yagh
yiyeceklerin varliginda yutuldugunda biyoyararlanimi artmistir. Bunun aksine, propranolol ve
metoprolol gibi antihipertansif ve anti-aritmik ilaglar, gida varliginda biyoyararlanimi arttirir
[30].

Nanoformiilasyonlar, nano skaladaki biiytikliikleri sayesinde farmakokinetik engellerin
ontline gecebilirler ve bu nedenle giiniimiizde yayginlasmislardir. Nanoteknoloji tabanl ilag
dagitim sistemleri, 6rnegin nano-kristal siispansiyonlari, polimerik nano partikiiller, lipozomlar
ve dendrimerler; ilacin etkinligi arttirmak, sistemik yan etkileri ve giinliik dozaj kontrol sayisini
azaltmak ve bu sekilde daha iyi hasta uyumu elde etmek icin tasarlanmistir. Molekiiler
optimizasyonla sinirlandirilmistir olan geleneksel yaklasimlar, giiniimiizde mikro ve nano
biiytikliikteki ilag formiilasyonlarin gelisimine déntismistiir [30].

Giliney Amerika’ da yetisen Quillaja saponaria adli agactan elde edilen saponinin asi
endiistrisinde adjuvan olarak kullanilabilecegi yapilan c¢esitli arastirmalarla bildirilmistir [31].
Quillaja saponinleri tek basina yaygin kullanilirken ayni zamanda aliiminyum tuzlari, lipozomlar
ve su icinde yag emilsiyonlar1 veya amfipatik proteinlerle ve deterjan/lipid/saponin
kompleksleri olusturan lipidler araciligiyla bagisiklik uyarici olarak adlandirilan kompleksler de
kullanilmistir (ISCOMlar). Quillaia saponaria Molina agacinin kabugundan antijen, kolesterol,
fosfolipid ve saponinlerden olusan partikiillii bir adjuvan sistemi olan ISCOM' lar, Morein ve
arkadaglari tarafindan 1984' te [32] kesfedilmesinden bu yana ISCOM’ lar yurtdisinda gesitli viral,
bakteri veya parazit kokenli antijenlerle formiile edilmistir. Insan olmayan primatlar dahil olmak

lizere bircok hayvan tiirlinde antikor ve hiicresel bagisiklik tepkilerini indiikledikleri
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gosterilmistir. Glinlimiizde insanlarda, HIV, Alzhemier, Varicella zoster hastaliklarinda, DNA ve

diger kanser agsilari i¢in adjuvan olarak denenmektedir [30].

Sekil 1.4. Viral dis kabugunun bir deterjan tarafindan par¢alanmasinin sematik gosterimi,
boylece bir protein-deterjan kompleksi salinir. Deterjanin alinmasiyla, kolesterol, fosfolipid ve
Quillaja saponin varliginda, amfipatik proteinler, simetrik ve kiiresel olarak birlestirilir [33].

Bu tez calismasinda, AST-VII yuklenmis kitre zamki temelli nanotasiyici sistemlerin tablet
formunda gida takviye formiilasyonlarinda kullanilmasi amaci ile tiretimleri i¢in siirec gelistirme
calismalart yapilmistir. Bu kapsamda laboratuvar 6lgeginden (mg), pilot dlcege (g) liretim
stireclerinin optimizasyonu hedeflenmistir. Gida destegi pazarina sunulmak iizere immiin sistem
modulatori olan yeni bir iriiniin formilasyonuna yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu
amagla, saponin tiirevi AST-VII molekiilii, kitre zamkindan elde edilen tasiyici sistemlere
yuklenmis, bu sekilde hapsedilen molekiiliin biyoyararlanimini ve dayanimini arttiracak ucuz ve
biyouyumlu tasiyici sistemin gelistirilmesini saglanmistir. Gida sektoriinde sik¢a kullanilan ve
Astragalus kokiinde AST-VII’ ye ev sahipligi yapan kitre zamki, AST-VII’ nin biyoyararlanimini ve
dayanimini arttiracak ucuz ve biyouyumlu nanotasiyici sistemin gelistirilmesinde énemli role
sahip olmustur. Bu amagcla, Kitre zamkinin kolesterol ve zamk arasinda pH ile ayarlanabilir bir

elektrostatik etkilesime dayanarak 200 nm’ den kiiciik homojen nanopargaciklar tiretilmistir.



Miige ASIK UGURLU, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Polimer malzemeler kullanilarak yapilan kontrollii ila¢ salimi, bircok ilacin terapotik
etkinligini ve biyoyararlanimini arttirirken, saglhkli doku ve organlar1 korumayi ve istenilen
dozun istenilen siirede sisteme verilmesi gibi avantajlar saglamalar1 nedeniyle giiniimiiz saglik
endiistrisinde oldukga biiyiik bir yere sahiptir. Daha hizli oranda ilag iletimi saglayan geleneksel
dozaj formlari, baslangicta kanda ilag seviyelerinin algalip ylikselmesine yol agmaktadir. Kan ve
dokulardaki ila¢ seviyesindeki dalgalanmalar1 en aza indirme ihtiyaci, kontrolli ila¢ dagitim
sisteminin gelistirilmesine yol acmistir. {lac1 kontrollii bir oranda salan, kisa yar1 émiirlii ilaglarin
stirekli girisine izin veren polimerler, kullanilan ana sistemlerden biridir. Polimer tarafindan
absorbe edilen veya kapsiillenen ilaclarin salinimi, ilacin polimerik malzemeden veya polimer
malzeme ile birlikte yavas veya kontrollii diflizyonunu igerir [34].

Son yillarda, tabletler, hidrojeller, hidrojel membranlar, mikrokiireler gibi ¢esitli formiile
edilmis triinlerden ilaglarin kontrollii saliniminin Kkontrol edilmesi i¢in ajan olarak
polisakkaritlerin kullanilmasiyla giivenli ve etkin ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesine
yonelik énemli arastirma cabalar1 gosterilmistir [10, 35, 36]. Kapsiillemenin 6nemli avantaji
cekirdek malzemenin kontrollii salimi sayesinde daha yiiksek iirtin verimliligi saglamasidir.
Malzemelerin Kkapsiillenmesinde kitre zamkindan elde edilen hidrokolloidlerin 6nemli
uygulamalarina ragmen, bu alanda kitre zamki kullanimi hakkinda birkac¢ ¢alisma bildirilmistir
[37].

2018 yilinda Rahmani ve arkadaslarinin yaptigi calismada, “tragacanth” (GT)
polisakkariti ve “grafen oksit” (GO) temelli, capraz baglayici olarak Ca*2 ve Ba*2 ve porlu bir yap1
olusturmak icin kalsiyum karbonat partikiilleri, ve model bir ila¢ olarak Rivastigmin (RIV)
kullanarak (RIV, Alzheimer tedavisinde onaylanmistir.) suda ¢oziintr, kiiresel, pH' a duyarh
gozenekli hidrojeller hazirlanmistir. Hidrojellerin hazirlanmasinda, GT’ lerin yapisinda bulunan
ve Ca* 2 ve Ba* 2 gibi iyonlar varliginda hidrojel yapabilen hidroksil ve karboksilat gruplar
kullanilmistir. GO, ilacin fiziksel adsorpsiyonu icin ultra yiliksek ylizey alani, suda ve diger
¢oziiciiler icinde kolayca dagilmasi, fiziksel dolgu maddesi olarak mekanik 6zellikleri
iyilestirilmesi, seri tiretim i¢in diisiik maliyetli olmasi ve islevsellik icin hidroksil, karboksil ve
epoksi gibi bol oksijen iceren gruplar icermesi gibi potansiyel avantajlari nedeniyle aragtirmacilar
tarafindan kullanilmistir. Hidrojellerin sisme davranisy, jellerin ¢apraz baglayici icerigi, capraz
baglayic tipi, jellerin bilesimi ve pH' dan etkilenmistir. Bu hidrojeller ila¢ salinimini incelemek
amaciyla mide (pH 1.2) ve bagirsak (pH 7.4" te ~97%) ortaminda simiile edilmis ve pH duyarlilig
sergilemistir. GO' nun hidrojel icerisine dahil edilmesi, sisme kapasitesini, tutma verimini ve

sikismis ilacin kontrollii bir sekilde salinmasini saglamistir. Yiiksek GO konsantrasyonlarinda,
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termal kararlih@in arttigt ve bununda, jel yapisindaki iyonik capraz baglarin, GO ve GT

makromolekiilleri arasinda ki etkilesim oraninin artmasina baglamislardir [38].

{
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Sekil 2.1. GT-bazli hidrojellerin sentezi i¢in sematik gosterim [38]

Nagarjuna ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, verapamilin bir antihipertansif ilacin
kontrolli salimi icin Sodyum aljinat (SA) ve kitre zamki (TG) karisimi hidrojel membranlar
glutaraldehit (GA) ile capraz baglayarak hazirlamislardir. in vitro salim ¢alismalari, salim hizinin
capraz baglanma, ila¢ yiikleme miktar1 ve karisim bilesimi miktarina bagh oldugunu

gostermislerdir. Sonuglar, 12 saate kadar uzayan yavag salim hizlarini ortaya koymustur [34].
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30 ~4~STV -5 (4ml GA)

20 -

0{ &

0

10 30 60 120 180 240 300 360 420 480 520
Time (min)

Sekil 2.2. Farkl capraz baglayici (glutaraldehit) oranlarinin zamana gére sodyum aljinat / kitre
zamki (80:20) ilag yiiklii hidrojel membranlarinin % sismesinin degisimi [34].

Sekil 2.2.” de farkli capraz baglayici icerikli hidrojel membranlarinin % sismesinin 6 saate

kadar hizli oldugu ve bu siirenin 6tesinde kademeli olarak dengeye ulastigini fark etmislerdir.
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Hidrojel membranin su baglama kabiliyetinin, hidrojel membraninda bulunan hem SA hem de TG’
nin hidrofilik yapisina bagh oldugunu disiinmiislerdir. Hidrofilik grup sayisindaki azalmanin
yani sira yapisal genislemede daha yogun kovalent olarak bagh aglardan dolayi, % sisme orani
capraz baglama derecesi arttikca azalmaktadir. Kapsiilleme verimliligi capraz baglayicidaki (GA)
artisiyla azalmistir, capraz baglama yogunlugundaki artis, sonug olarak sert yapinin olusmasina,
polimer matris icindeki serbest hacminin diismesine ve boylece Kkapsiilleme verimlerinin

diismesine neden olabilecegini diisiinmiislerdir.

a 20kV X150 100pm 0000 10 49 SEI b 20kV X500 50uym 0000 1049 SEI

! e
C 20kv X500 50pm 0000 10 49 SEI d 20kV X2,000 10pm 0000 10 49 SEI

Sekil 2.3. Ilag yiiklii olmayan membranlar (a ve b) ve ilag yiiklii membranlarin taramali elektron
mikroskopi (SEM) fotograflari [34].

Nagarjuna ve arkadaslarinin yapmis oldugu ila¢ yiiklenmis ve yiiklenmemis hidrojel
membranlarin SEM ylizey goriintiileri Sekil 2.3." de gosterilmistir. Sekil 2.3.a.,, Sekil 2.3.b. bu
polimerlerin tamamen karisabilirligini gosteren diiz bir yiizeyi gostermektedir. Sekil 2.3.c ve Sekil
2.3.d, SA / TG (80/20) hidrojel membraninin ilag ile yiiklenmis ve GA ile ¢apraz baglanmis
ylzeyini gostermektedir. Sekil 2.3. (c ve d), ila¢ molekiillerinin fiziksel olarak birlestirildigini ve
polimer zarin yiizeyinde adsorbe edildigini gosteren sert ve yogun bir ylizeye sahiptir. Yogun
ylzeyin gorinimi, zar1 kigllttiigii icin ¢apraz baglayiciddan kaynaklanabilecegini

distinmiislerdir [34].
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Sekil 2.4. pH 7.4 tampon ¢6zeltisinde (a) Farkli miktarda TG igeren sodyum aljinat / kitre zamki
(TG) karisimindan VPL’ nin kiimiilatif olarak salinim yiizdesi: (<)% 30 TG, (#)%20 TG, (2)%10
TG ve (A)%0 TG (b) Farkl miktarlarda VPL iceren SA / TG karisimi hidrojel membranlardan
VPL kiimiilatif salimi: (©) %30 VPL, (A) %20 VPL, (A)%10 VPL (c) Farkl miktarlarda ¢apraz
baglayici iceren SA / TG karisimindan VPL salimi ylizdesi: (A) 2 mL GA, (m) 3 mL GA ve (¢) 4 mL
GA [34].

SA/TG karisimi hidrojel membranda TG miktar arttiginda, ila¢g saliminda bir artis
gbzlenmistir. Bunun nedeni olarak, matrisin hidrofobikligini artirarak VPL' den kontrollii salim
hizlarinmi gosterdiklerini belirtmislerdir (Sekil 2.4.a.).

Sekil 2.4.b, farkli miktarlarda ilag (%10, %20 ve %30) ile yikli SA/TG harman
membranlarinin kiimiilatif salimini géstermektedir. Salim verileri, yiiksek miktarda ila¢ iceren
formiilasyonlarin, daha diisiik miktarda ilag iceren formiilasyonlardan daha hizli ve daha yiiksek
salim hizlar sergiledigini gostermistir. Daha diisiik miktarda ilag iceren formiilasyon icin salinan
bir siire gozlenmis ve matristeki azalan ilag miktar ile birlikte, salinan oranin oldukga yavas
oldugunu fark etmislerdir. Bunun nedeni daha az sayida ila¢ molekiiliiniin tasinacagi daha fazla
bos bosluk alanin mevcudiyeti oldugunu ve karisim =zarlarindan ilag salimi difiizyon
mekanizmasiyla strdiiriilldigi i¢in salim hizlar diisiik miktarlarda daha yavas oldugunu
belirtmislerdir.

Sekil 2.4.c.’ de sabit miktarda bir ila¢ ve sabit bir polimer karisim membraninda degisen

miktarda GA igeren ilag yiiklii karisim membranlar i¢in zamana kars: kiimiilatif salim verilerinin

10
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ylzdesi (kiimiilatif %) gosterilmistir. Salim, daha diisiik GA miktarinda oldukca hizli ve ytiksektir
ve daha yiiksek GA miktarinda daha diisiik ¢ikmaktadir. Nagarjuna ve arkadaslari, bunun
sebebinin daha yiliksek GA konsantrasyonunda, polimerik zincirlerin, mikro bosluklarin
biiziilmesinden dolay sertlesecegini ve boylece polimerik matrisler boyunca VPL' nin kiimiilatif
salimini azaltabilecegini diistinmiislerdir.

Verma ve calisma arkadaslari, sisplatin (CP) ile yiiklenen Tragacanth Gum (TG) (Kitre
zamki) - lesitin (LC) nanojellerini nanoemiilsiyon islemi hazirlamislardir. CP partikiillerinin TG
cekirdegine gomildigi oldugu ve kabuk olarak LC ile kaplanmis nanojeller olusturmuslardir.
Nanojele farkli konsantrasyonlarda CP eklenmis ve nanojellerin sekli ve biiyiikliigii incelenmistir.
Nanojel hazirlamak i¢in (TG) polisakkarit olarak ve nanosisteme ek islevsellik kazandirmasi i¢in
lesitin (LC) kullanmislardir (Sekil 2.5.). Kapsiillenmis CP miktarini ilac¢ yiiklii TG-LC nanojellerin
santrifiijii ile hesaplamislardir. Elde edilen siipernatan konsantrasyonundan yararlanarak CP

miktarini UV-Spektrofotomete cihazinda incelemislerdir [39].

Cekirdekteki Kitre

Zamk zincirleri
L J
@ Cisplatin yiiklemesi PBS ¢ozeltisi
» » o
L
L ]

Kabuk Lesitin (LC) ggl-,ll_a(‘:m nanojelleri

TG-LC nanojellerinden
Cisplatin salinimi

(d)

Sekil 2.5. CP yiiklii TG-LC nanojelin tasarimi, 6zellikleri ve sematik gésterimi [39] ve TG-LC' nin
degisen konsantrasyonlarda (a), %1.2 (b), %5.2 (c) ve %8.5 (d) CP yiiklemelerindeki TEM
gorlntiileri [39].

Nanojel partikiillerinin y1g1lmis morfoloji ile 58nm - 70nm ortalama parcacik ¢apinda

olduklarini gozlemlemislerdir (Sekil 2.6.).

11
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Sekil 2.6. Farkl pHlarda (pH 2 ve 7.4) PBS icerisinde TG-LC-CP' den (%5.2 CP) CP salinimi [39].

Dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) ile 6l¢lilen 326 * 10,5 nm ¢aptaki nanojellerin, su icerisinde
hidrodinamik capa sahip olduklarindan, TEM analizi ile 6lciilenlerden (Sekil 2.6.a) daha biiyiik
caplara sahip olduklarini gézlemlemisler ve ¢aptaki artisin TG nanojellerin hidrojel yapisindan
dolay1 sismelerinin sonucu oldugunu diisiinmiislerdir. Toplam ila¢ kapsiilleme verimini sirasiyla
%68 ve %5.2 olarak gozlemlemisler ve TG-LC nanogellerden salim profili incelediklerinde dnce
aniden salim gerceklesmis ve ardindan ilacin siirekli salimi1 Sekil 2.6.b." de gosterilmistir. TG
iceren hidrojellerin sismesi sonucu, hidrojel zincirlerinin gevsedigi ile ani salimin goriildigiini
diistinmuslerdir [39].

Pathania ve arkadaslari mikrodalga radyasyonlari kullanarak kitre (tragacanth) zamkinin
nanohidrojellerini, ampisilin ilacinin kontrollii salinimi icin kullanmislaridir. Kitre zamkinin
capraz baglayici olarak N, N1-metilen-bis-akrilamid (MBA) ve baslatici olarak potasyum persiilfat
kullanilarak ikonik asit varliginda graft kopolimerizasyonunu gerceklestirmislerdir. Hidrojellerin
farkli pH degerlerinde (2.2, 5.4 ve 9.4) in vitro ¢alismalari incelenmistir 2.2 pH’ 1, maksimum ilag

salimi i¢in optimize edilmis pH olarak kabul etmislerdir.

a)1s0 b ) 180
160 160
140 140
120 120
100
P, - 100
e Pg 80
60
e 40
20
20
0
001 002 003 004 0.0 0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Weight of crosslinker (gm}) Eff £ initi

Sekil 2.7. Farkli parametrelerin kitre zamki graft yiizdesi (Pg) lizerine optimizasyonu. Capraz
baglayici (a) baslatici (b) [40].
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Sekil 2.7.a.” da graft verimi iizerindeki ¢apraz baglayici (MBA) konsantrasyon etkisini
incelemisler ve elde ettikleri sonuclara goére baslangicta verim artmis ve daha sonra
konsantrasyondaki artisla farkli polimerik zincirlerin capraz baglanmasindan dolay1 azaldigin
gozlemlemislerdir. Sekil 2.7.b." de graft verimi iizerindeki baslatici konsantrasyon etkisini
incelemislerdir. 0.500 g potasyum persiilfat kullanarak en yiiksek graft verimi %160 kaydetmis
ve daha sonra baslatict konsantrasyonu arttikca graft veriminde azalma gdérmiislerdir.
Baslaticinin polimer omurgasinda aktif bolgeler ve monomerler olusturdugunu, bu nedenle graft

veriminin arttigint ve her aktif bolgenin doldurulmasi ile de graft verimini azalttigini

diistinmiislerdir.
800 1 o
5904 (a (b) 75
( ) / \_o
570
o 700 - /
= 550 4 e . /
& * il s Pt
o 530 /°/ on >
2 o £ 600 s
7 ¢ ) &
490 500 O
470
450 . : ) 400 : : : : .
0 2 4 6 8 30 40 50 60 70 80
Time (h) Temprature °C

Sekil 2.8. (a) Zamanin ve (b) sicakligin sisme ylizdesine (Ps) etkisi [40].

Nanohidrojel sismesi lizerine zamanin etkisi degerlendirmis ve farkli zaman
araliklarinda % sisme miktarin1 hesaplamislardir. Elde edilen sonuclar, Sekil 2.8.a." da
gosterilmistir. Zamanla nanohidrojelin sisme oraninin arttigini, ayrica maksimum 6 saat sonra
yaklasik %565 sislik elde ettigini gdzlemlemislerdir. Sicaklik arttik¢a baslangicta nanohidrojelin
sisme oraninin arttigini ve yaklasik 70 °C' de maksimum %800 degere ulastigini, daha sonra
ylizde sismenin, artan sicaklikla azaldigini gozlemlemislerdir. Elde edilen sonuglar Sekil 2.8.b.” de
gosterilmistir [40].

Ghayempour ve arkadaslar1 2015’ de, ultrasonik ve manyetik karistirici ile aliiminyum ve
kalsiyum kloriir varliginda nanokapsiilleri farkli parametreler ile hazirlamistir ve bu
parametrelerin nanokapsiillerin ortalama biiyiikliigii tizerindeki etkisini arastirmislardir (Tablo
2.1.). Aliminyum Kkloriir (22 nm) kullanilarak ultrasonik olarak hazirlanan nanokapsiillerin
ortalama hidrodinamik ¢aplarinin diger tiriinlerden daha kii¢iik oldugunu gézlemlemislerdir. Bu
calismada, nane yag1 TG tarafindan manyetik karistirici ve ultrasonik homojenizator kullanarak

enkapsiile edilmis ve Triton X-100 emiilgatér; aliminyum veya kalsiyum Kkloriir ise capraz
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baglama maddeleri olarak kullanilmistir. Nanokapsiillerin olusum semas1 Sekil 2.9 da

gosterilmistir [37].

Peppermint Oil  +
0 04

< v L Triton X-100

16 T Ultrasonic\Homoganizer
or

Magnetic/Stirrer

1. Centrifusing
2. Washing
3. Drying

Sekil 2.9. TGNC nanokapsiillerinin olusum semasi [37].

TGNC' lerin ortalama biiytiikliigii, TG' nin biitiin karboksil gruplarinin belirli miktarda
capraz baglama maddesi eklendikten sonra baglanarak tikanmasi nedeniyle daha fazla ¢apraz
baglama maddesi artisiyla degistirilemez. Sekil 2.10.a’ da sonikasyon yoluyla hazirlanan
aliiminyum klortr TGNC' lerin, diger TGNC' lerden daha kii¢iik capta oldugu gosterilmistir. Bunun
sebebi olarak, li¢ degerli aliiminyum katyonunun, TG’ nin tg¢ karboksil grubu ile ¢apraz
baglanabilir oldugu ve bu nedenle aliiminyum kloriiriin kiiciik ve kompleks polimerik kapsiillerin

olusumuna yol a¢tigini diistinmiislerdir.

Tablo 2.1. Ghayempour ve arkadaslarinin hazirlamis olduklar1 TGNC’ lerin kodlanmasi.

KZ ASTVII Kolestrol Toplam Toplam % ag.
(mg) (mg) (mg) (mg) hacim (mL) (KZ+Kol)/ %
ag. Kol
5.00 2.5 0.00 7.5 5 0
4.50 2.5 0.50 7.5 5 10
3.75 2.5 1.25 7.5 5 25
2.50 2.5 2.50 7.5 5 50
1.25 2.5 3.75 7.5 5 75
0.50 2.5 4.50 7.5 5 90

14
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Sekil 2.10. (a) capraz baglama maddesi konsantrasyonunun, (b) TG konsantrasyonunun, (c)
emiilgator konsantrasyonunun ve (d) islem siiresinin TGNC' lerin biiytikliigii tizerindeki etkisi
[37].

TG konsantrasyonunun TGNC' lerin biiytkligi lizerindeki etkisini arastirmislar ve daha
diisiik TG konsantrasyonunun, tim numunelerde daha kiiciik kapsiillere yol ac¢tigini, ancak TG
%0.5 (ag / hac) ile higbir kapsiil olusturulmadigini, (Sekil 2.10.b.) en iyi sonuglari, TG %1 (ag /
hac) konsantrasyonda gozlemlemisler. Emilgatér ylizey gerilimini azalttifindan, mikro
emiilsiyon diisiik enerji tiikketimi ile olusur. Ayrica, topaklanmay1 6nlemek icin parcaciklarin
etrafinda koruyucu bir katman olusturur [41]. Emiilgator konsantrasyonunun TGNC' lerin
buytikligiindeki etkisini arastirmislar ve TGNC' lerin olusturulmasi icin %0.1" lik minimum
konsantrasyonun gerekli oldugunu, ancak Triton X-100 konsantrasyonunun daha da artmasinin
TGNC' lerin capimi arttirmaya yol actigini gézlemlemislerdir (Sekil 2.10.c.). Bunun, polimer
yapisinin asirl degismesi nedeniyle su / yag ara yuzlunin fazla miktarda kapsanmasina
baglamislardir. Sekil 2.10.d.” de kapsiilleme siiresi gosterilmektedir. Kapsiilleme siiresi
mikroemiilsiyon (T1) ve ¢apraz baglama maddesi eklendikten sonra TGNClerin olusumu (TZ2)
olarak iki asamada tamamlanmis ve TGNC' lerin olusmasi i¢in gereken minimum siireyi 5 dk
olarak belirlemislerdir. T1 ve T2' yi arttirmanin, hazirlanan TGNC' lerin ¢ap1 ve sayisi Uzerinde
onemli bir etkisi olmadigini gozlemlemislerdir ve TGNC' ler ilk 5 dakika i¢inde olustugunu ve
daha fazla karistirma siiresinin kapsiillerin boyutu iizerinde etkisi olmadigi sonucuna

varmiglardir [41].
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Sekil 2.11. Hazirlanan TGNC' lerin optimum kosullarda FESEM gorintiileri. (a) TGNC / UA, (b)
TGNC / UC, (c) TGNC / MA ve (d) TGNC / MC [41].

Hazirladiklar1 TGNC' ler, piirtizsiiz yiizeyli kiiresel sekli gostermektedir. Karistirici tipi
hazirlanan nanokapsiillerin ¢apinda ve morfolojisinde de 6nemli bir role sahiptir [41].
Aliiminyum klortr ile hazirlanan ortalama TGNC' lerin ¢apinin, degerlikteki farklilik nedeniyle
kalsiyum kloriirden daha diisiik oldugunu gézlemlemislerdir. Ortalama ¢aplari1 TGNC / UA i¢in 22
nm, TGNC / UCi¢in 38 nm, TGNC / MA i¢in 45 nm ve TGNC / MC i¢in 81 nm olan nanokiireler elde
etmislerdir (Sekil 2.11.).

Chang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, polistiren ve kafur yag: iceren jelatin ile
karistirllmis Arap Zamki (Gum Arabic) mikrokapsiillerini koaservasyon yontemi ile
tiretmislerdir. Yag / duvar hacim orani, emiilsifiye etme karistirma hizi, capraz baglama maddesi

konsantrasyonu, islem siiresi ve parametreleri yag salma 6zelliklerini incelemislerdir [42].

Sekil 2.12. Yag salimindan 6nce (a) ve sonra (b) mikrokapstillerin mikrofotograflari. (30
dakika 6 mL GA ile muamele edilirken, 500 dev/dk' da homojenlestirici ile karistirilmistir.) [42].
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Kafur yagi iceren nanokiirelerin homojenizator varliginda, 6 mL ¢apraz baglayici madde
konsantrasyonu ve 30 dakika c¢apraz baglama siliresinden sonra kapsiilasyon verimini
incelemislerdir. Yag salimin1 gosteren mikroskop goriintiisii Sekil 2.12." de gosterilmistir.

Shaddel ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu calismada antosiyaninlerinin
(ANC'ler) suda ¢oziiniir bilesikler olarak, ozellikle de sert islem ve depolama kosullarinda,
kararsizligini azaltmak i¢in jelatin ve Arap zamki kullanilarak kompleks koaservasyondan 6nce
¢ift emiilsiyon teknigi ile kara ahududu suyu ekstraktlarini mikrokapsiile etmislerdir ve
dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemiyle kurutmuslardir. Mikrokapsiiller, ortalama
biiyiikliikleri 35.34+3.21ila 80.22 + 5.21 nm arasinda ve yiiksek ylikleme kapasitesi (29.67+0.66-
38.54 + %0.08) gostermislerdir (Sekil 2.12.) [43].

Sekil 2.13. Optik mikroskopi (Sirayla 20x, 40x) ile elde edilen ¢ekirdek madde olarak
kurutulmus su ekstraktinin basit emiilsiyonunun mikrografisi (a,b); Optik mikroskopi (Sirayla
20x, 40x) ile elde edilen cift emiilsiyon isleminin mikrografisi (c,d); Optik mikroskopi (Sirayla
20x, 40x) ile elde edilen koaservasyon islemi ile elde edilen mikro kapsiiliiniin (dondurularak

kurutmadan 6nce) mikrografisi [43].

Sarmah ve arkadaslari yaptigi calismada meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen
sitrat (TC) igeren Guar zamki nanotasiyicalarini, kanser hiicrelerini hedeflemek bir ilag tasiyici
olarak kullanmislardir. Polimer capraz baglanmada tek kademeli emiilsiyon metodu kullanarak
polimer kapl ila¢ nanopargaciklar1 hazirlamislardir. Kolon spesifik bir ila¢ olarak farmasotik
uygulamalar1 yaygin kullanilan guar zamkin1 model polimer olarak kullanmislardir. Span 80’ i

emilsifer; Glutaraldehit’ i ise ¢capraz baglayici olarak kullanmiglardir [44] (Sekil 2.14.).
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Sekil 2.14. Tamoksifen Sitrat yliklii Guar zamki nanokiireleri SEM mikrografi (a) 7.66 kX ve (b)
18.66 KX [44].

Pitombeira ve arkadaslari, asetillenmis kaju zamki sentezlemis ve organik solventle
(DMSO) diyalizinden kendiliginden olusan nanokiireler elde edilmislerdir. Kendiliginden olusan
NP’ lerin ortalama parcacik caplarini 179 nm olarak belirlemislerdir. Nanotasiyicilarin
hazirlanmasini takiben, model ilag olarak kullanmis indomethacin (IND) ve hidrofobize edilmis
polisakkarit icine hapsedilmistir. ilag yiiklii ve bos NP’ lerin ¢aplar: sirasiyla 70-170 nm ve 108-
314 nm bulunmustur (Sekil 2.15.). Kontrollii ila¢g salim1 diyaliz membran kullanilarak 72 saate

kadar gozlemlemislerdir (Sekil 2.16.) [45].
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Sekil 2.15. ACG nanoparcaciklarin IND icermeyen (A) ve iceren (B) parcacik hidrodinamik ¢ap
dagilimi [45].
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Sekil 2.16. IND ile yiiklii ACG nanoparcaciklarin in vitro ila¢ salim profili [45].

Seeli ve arkadaslari, guar zamkini kontrollii ila¢ salimi icin kimyasal olarak modifiye edip
tasiyial olarak kullanmuglardir. ilag tasiyicisi olarak pH duyarl guar zamkini, yag-su emiilsiyon
yontemine gore hazirlamislardir. Guar zamki mikropartikiillerinin ilag tasiyicisi olarak kullanma
olasiligin1 degerlendirmek icin, parcaciklara kolon spesifik ilag modeli olarak lbuprofen
ylklenmis, ve bunlarin in vitro ilag salinim davranislar1 incelenmistir [46].

Tabasi ve arkadaslari, bu ¢alismada feslegen tohumu sakizi (FTS) nanopartikiillerden
(NP) Glututatyon ilacinin salim potansiyelini degerlendirmislerdir. Kalsiyum kloriirii baglayici
ajan olarak kullanmiglardir. Kiiresel NP’ lerin davranislarini farkli pHlarda (1.2 ve 6.8)
incelemislerdir. FTS nanopartikiillerinin glutatyon salinimi, bagirsak pH’ ina (6.8) kiyasla pH 1.2
de daha yiiksek bir hiza sahip oldugunu gézlemlemislerdir [27].

Hosseini ve arkadaglari, ila¢g salimi icin kitre zamki biyopolimeri destekli nanohidrojeller
hazirlamiglardir. Capraz baglayici olarak 4 farkli kimyasal kullanarak nanohidrojel aglar
olusturmuslardir (Gluteraldehit (GA), polivinil alkol (PVA), gliserol diglisidil eter (GDE),
3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES)). Nanohidrojellerin sisme davranisi degisik pH
araliklarinda incelenmistir. Model ila¢ olarak indomethacin kullanilmis ve sisme-yayilma

yontemi kullanilarak hidrojelin i¢gine hapsedilmistir [47].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

%99 safliga sahip Etanol, %99.5’ dan daha yiiksek safliktaki HEPES, MES, PBS ve %98’
den daha yliksek safliktaki Nile Red (NR), Sigma Aldrich firmasindan satin alinmistir. %95
safliktaki Kolestrol Acros Organics firmasindan, Sitrik asit ise Merck firmasindan temin
edilmistir. Yiiksek kalite simifindaki Kitre Zamki (KZ), iran’ dan, lokal bir marketten tedarik
edilmistir. Tiim deneylerde, cift distile deiyonize su (ddiSu) kullanilmistir.

Nanokiire eldesi siirecinde; morfolojik karakterizasyon icin Jeol marka 100CX II modelli
gecirimli elektron mikroskop (TEM), Carl Zeiss marka Supra 55 model yiiksek ¢oziiniirliikli
taramali elektron mikroskobu (HRSEM), sentezde ultrasonik banyo, VELP marka karistiric,
WiseStir marka WSH-20A modelli 1siticili karistirici, Labconco marka Freezone 2.5 model
liyofilizator, Agilent marka Cary Eclipse Floresans Spektrofotometre, Malvern marka Zeta Sizer
Nano ZS, Shimadzu marka UV-1800 modelli UV-Vis Spektrofotometre, Agilent marka Cary Eclipse
Floresans Spektrofotometre ve Perkin Elmer marka Frontier FT-IR kullanilmistir. Standart kosul

saglamak icin calkalamali su banyosu kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kitre Zamkinin On islenmesi

Kitre zamki, 6ncelikle degirmende 6giitiilerek parcacik biiyiikliikleri kii¢iiltilmiis ve toz

formuna getirilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. KZ’ nin ham hali ve 6giittilerek toz haline getirilmis halinin goriintiisii: (a) KZ’' nin
ham halj, (b) KZ’ nin toz hali.
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3.2.2. KZ’ nin izoelektrik Noktasinin Belirlenmesi

izoelektrik nokta, bir malzemenin, tampon ¢ézelti ya da su icerisindeki net yiikiiniin sifir
oldugu pH' 1dir. izoelektrik noktanin iizerindeki ¢ézelti pH' sinda, ylizey baskin olarak negatif
yuklenir ve bu nedenle, benzer yiiklii molekiiller itici gli¢ sergilerler. Benzer sekilde, izoelektrik
noktanin altindaki bir ¢6zelti pH' sinda, molekiil baskin olarak pozitif yiiklenir ve aralarinda
molekiiller arasi itme meydana gelir. Bununla birlikte, izoelektrik noktada, negatif ve pozitif
yukler dengelendiginde, itici elektrostatik kuvvetler azalir ve cekim kuvvetleri baskin hale gelir,

agregasyona ve ¢cOkelmeye neden olur [1].

KZ’ nin izoelektrik noktasi Singh ve arkadaslarinin optimize ettigi kati ekleme metodu ile
Olgilmistiir [48]. Bu metoda gore, 100 mL’ lik erlenlere 22.5 mL 0.1 M KNO3 c¢ozeltileri
eklenmistir. HCl ve NaOH cozeltileri kullanilarak ¢ozeltilerin pH’ lar1 2’ den 11’ e kadar
ayarlanmistir. pH’ lar1 ayarlanan ¢ozeltilere hacimleri 25 mL oluncaya kadar 0.1 M KNO3 ¢ozeltisi
eklenmis ve her ¢6zeltinin baslangi¢ degerleri (pH;) 6l¢iilmiistiir. Erlenlere 0.5 g KZ tozu eklenip
agizlar kapatilmistir. 48 saat boyunca ¢ozeltilerin dengeye gelmesi beklenmistir. 48 saat sonra
dengeye gelen cozeltilerin pH degerleri (pHf) belirlenmistir. Degisen pH’ larda ayarlanmis

¢ozeltilerin baslangi¢ ve son pH’ lar1 arasindaki fark grafigi ¢izilmistir.

3.2.3. KZ Nanopargaciklarin Kritik Agregasyon Konsantrasyonu (KAK)

Polimerlerin kritik agregasyon konsantrasyonlari, indikatér boya NR’ nin kullanilmasiyla
Rodrigo ve arkadaslarinin floresans metoduna gore hesaplanmistir [49]. Bu metoda gore, NR
yardimi ile KAK’ nin belirlenmesi icin degisen konsantrasyonlarda (0-2 mg/mL) zamk ¢ozeltisi
hazirlanmis ve her bir ¢ozeltiye 10 uL NR (5 mg/mL EtOH) eklenip 365 nm Exc. degerinde 350-

450 nm arasindaki dalga boylarinda floresans siddeti 6l¢tilmiistiir.

3.2.4. Sonikasyon Siiresinin KZ Nanopargaciklarin Morfolojik Yapisi Uzerine Etkisi

Elde edilen KZ ¢ozeltilerinin homojenitesini arttirmak ve parcacik olusumunu kinetik bir
kuvvetle uyarabilmek icin uygulanan sonikasyon isleminin siliresi optimize edilmistir.
Nanokiirelerin eldesinde sonikasyonun etkisi NR belirte¢ boyasinin enkapsiilasyonu yolu ile
membran polarizasyonunun 6l¢iilmesi ile tartisilmistir. Bunun icin, 0.5 mg/mL KZ ¢6zeltisi (pH
5.6) sonik su banyosuna yerlestirilerek, 40 pL stok NR ¢ozeltisi bu ¢ozelti igerisine eklenmistir.
Daha sonra farkli zaman araliklarinda sonikatér (RT, 240 W, 40 kHz) icerisinde bekletilen

orneklerin absorbans degerleri 6l¢ciilmiistiir.
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3.2.5. KZ Nanoparcaciklarin Morfolojik Ozelliklerinin TEM ve SEM Cihazlari ile Analizi

Parcaciklarin, TEM ile goriintilenmesinde, 0.5 mg/mL KZ varlifinda elde edilen
nanoktreler, su icerisinde 10 kat seyreltilmistir. Formar kapli bakir gridleri iizerine 20 pL 6rnek
eklenmis ve filtre kagidi lizerinde 1 dk siiresince kurumaya birakilmistir. Ardindan 6rnekler
tersiyer fiksatif olarak uranil asetat ile muamele edilmis ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Hazirlanan érnekler JEOL TEM (100kV) ile incelenmistir.

SEM ile goriintiilemede ise, vakumlu etiivde kurutma (Metod I) ve liyofilizasyon (Metod
I1) teknikleri kullanilmistir. Metot I icin, Wang ve arkadaslarinin prosediiriine gére vakumlu
etiivde kurutma yéntemi denenmistir [50]. Bu metoda gore, sulu nanokiire ¢ozeltisi vakumlu
etiivde 60°C’ de 1 gece boyunca kurutulmus ve elde edilen toz form numune kabindan
kazinmistir. Nep ve Conway’ in dondurarak kurutma metoduna (Metot II) gore [51], sulu
nanokiire ¢ozeltisi liyofilizasyona hazirlanmak icin énce -20°C’ de 2 saat, ardindan -80°C* de bir
gece donmaya birakilmistir. Donmus olan ¢ézelti, liyofilizatére koyulmus ve kuruyana kadar

beklenmistir. Elde edilen kuru 6rnek HR-SEM ile incelenmistir.

3.2.6. Elde Edilen KZ Nanoparcaciklara AST-VII Entegrasyonu

Bu asamada, elde edilen nanokiirelere AST-VII entegrasyonu calismalar1 baslatilmistir.
Bunun i¢in dnceki in vivo ¢alismalarda AST-VII’ nin etkin konsantrasyonunun 100 katina denk
gelen 0.1 mg/mL konsantrasyonla baslanmis, oncelikle kuru KZ ile AST-VII karistirilmis, daha
sonra bu karisim toplamda 0.5 mg/mL KZ olacak sekilde su icerisinde ¢6ziinmiistiir. Elde edilen
karisim uzun siire vortekslenmis, ardindan sonikasyon islemine gecilmistir. Kurutulmadan sivi

icerisinde bulunan numune TEM ile gériintiilenmistir.

3.2.7. Kolestrol Miktarinin KZ Nanopargaciklarinin Olusumu Uzerine EtKisi

AST VII entegrasyonu basari olmadigl icin, elde edilen KZ nanokiirelere AST-VII
entegrasyonunu saglamak amaci ile ISCOM’ dan esinlenerek saponinlerle etkilesime girdigi
bilinen kolesteroliin (Kol) Ast-VII varliginda nanokiirelerin morfolojik biitiinltigiine etkisi
incelenmistir.

Bunun icin nanoformiilasyona Tablo 3.1." de gosterilen oranlarda kolestrol eklenmistir,
bu oranlar kiitlece kolesteroliin toplam KZ+Kol' e orani olarak (%) hesaplanmistir (%0-90).
Sadece KZ’' nin kullanildig1 sisteme Ast-VII’ nin yiiklenemedigini goriildiigii icin Kolesterol ile
saponin arasinda ki etkilesimin, Ast VI’ nin sisteme eklenmesini arttiracagi ve olusan bu

olumsuzlugu ortadan kaldiracagi diistiniilmiigtiir [52].
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Daha dnce yapilan ¢alismalarda optimum konsantrasyon olarak belirlenen 0.5 mg/mL KZ
cozeltisiile (pH 5.6), toplam madde icerigi 7.5 mg olacak sekilde farkli kolestrol miktarlarinda (0,
0.5, 1.25, 2.5, 3.75, 4.5 mg) AST VII/KZ/Kolestrol cozeltileri hazirlanmistir. Ve karisimdaki %

icerigi olacak sekilde kodlanmstir.

Tablo 3.1. Farkli kolestrol miktarlarinda hazirlanan ¢ozeltiler.

KZ ASTVII Kolestrol Toplam Toplam % ag.
(mg) (mg) (mg) (mg) hacim (mL) (KZ+Kol)/ %
ag. Kol
5.00 2.5 0.00 7.5 5 0
4.50 2.5 0.50 7.5 5 10
3.75 2.5 1.25 7.5 5 25
2.50 2.5 2.50 7.5 5 50
1.25 2.5 3.75 7.5 5 75
0.50 2.5 4.50 7.5 5 90

Yapilan calismalarda kolestrolii ¢6zmek amaciyla dnce kolestrol 200 pL etanolde
¢oziilmiis, AST VII ve KZ iceren drnekler ise distile suda hazirlanmis ve sonik su banyosunda (RT,
240 W, 40 kHz) 30 dakika ayr1 ayr1 bekletilmistir. Daha sonra her bir ¢6zelti icin hazirlanan AST
VII, sonikator esnasinda KZ c¢ozeltilerine damla damla ekleme yontemiyle [53] eklenmis ve
ekleme sirasinda homojenizatér yardimiyla homojenlik saglanmistir. Farkli operasyon
slirelerinde istenilen sicaklikta sonike edilmistir.

Kolestrol ve AST VII iceren KZ Nanoparcaciklar, “ASTCOLNP” olarak kodlanmistir.

3.2.8. Tampon Cozeltilerin Farkli Kolesterol Oranlarinda ASTCOLNP’ lerin Cap1 ve Parcacik

Yiizey Yiikii Acisindan Karsilastirilmasi

Nanopargaciklarin ve nanovesikiillerin kendiliginden toparlanma (Self-assembly) ile
olusumu siireci ortamin iyonik kuvveti ve pH' dan olduk¢a etkilenmektedir. Biyolojik
calismalarda kullanilan cesitli tampon ¢ozeltileri bu nedenle pargaciklarin olusumu ve ylizey
yukleri, dolayisi ile agregasyona karsi korunumlari agisindan denenmistir. Bunun igin, tampon
¢ozeltileri olarak ddissu yerine 0.01 M PBS, 0.5 M MES ve 0.1 M HEPES kullanilmistir. Tablo 1’ de
gosterilen Ornekler ayni sekilde hazirlanmis ve karakterize edilmistir. HEPES tampon
¢ozeltisinde hazirlanan %25 kolestrol igerikli secilen formilasyonda nanokiirelerin farkl
pH’lardaki parcacik c¢apt ve yapisal davranislarini incelemek amaciyla pH ayarlamalarn

yapilmistir. Bunun i¢in ayn formiilasyondan ¢ozeltiler hazirlanmis ve 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI
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cozeltileri ile farkli pH’ larda 6rnekler elde edilmis ve bu pH’ lardaki parcacik capi ve zeta

potansiyel degerleri zeta sizer cihazi ile 6l¢liilmiistiir.

3.2.9. Tampon Cozeltilerin Farkli Kolesterol Oranlarinda ASTCOLNP’ lerin I¢ Polaritesi
Uzerindeki Etkisi

AST VII molekiillerinin KZ nanokiirelerine katilmasi, kolesteroliin olusturacagi yiizey
polaritesinde ki degisiklikler Nile Red floresans boyasi ile 6lciilmiistiir. Nile Red’ in hassas bir
polarite ajani olarak kullanilabilirligi ile ilgili floresans olgtimleri Sardan ve ark. Tarafindan
liozomlar lizerinde gosterilmistir [54]. Nile Red boyasi sulu ortamlarda genellikle renksizdir.
Ancak hidrofobik boyanin ¢evresindeki degisimler nanokiirelerin polarligini apolarliga ¢evirir ve
bu da floresans emisyonunda artisa veya diisiik dalga boylarinda kaymaya sebep olur [54].
Boylece KZ' nin farkli kolestrol oranlarindaki Nile Red ¢o6ziinebilirligi olgtldii ve AST VII
enkapstile edebilen ve edemeyen nanoktrelerin varligi karsilastirildi. Bunun igin, érnekleri
iceren ¢ozeltilere 25 pL Nile Red stok ¢ozeltisinden (50 pM) eklendi. KZ nanokiirelerinin
floresans yogunlugu (Aexc = 520 nm, Aem = 525-800 nm) Cary Eclipse Floresans
Spektrofotometresi ile olgiildii. Nile Red floresans yogunlugu, boyanin c¢evre polaritesine
duyarlihigi sayesinde dl¢lilmis ve farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin AST VII molekiillerini
iceren ve icermeyen nanokiirelerin varligi karsilastirildi.

Secilen %25 kolestrollii KZ ¢ozeltinin homojenitesini arttirmak ve pargacik olusumunu
kinetik bir kuvvetle uyarabilmek icin sonikasyon islemi uygulanmistir. Sonikasyon siiresinin
nanokiirelerin morfolojik ve yapisal 6zelliklerini incelemek amaciyla sabit sicaklikta ve farkl
zaman araliklarinda sonikator igerisinde bekletilen 6rneklerin TEM goriintiileri, parcacik caplari

ve potansiyelleri incelenmistir.

3.2.10. Nanokiirelerin Orta Olcekte Uretimi ve Karakterizasyon Calismalar:

3.2.10.1. 1 L Toplam Hacimde Uretim

Baslangig olarak 1.5 gr toplam formiilasyon icerigi icin liretim siireci denenmistir. Bunun
icin; 750 mg KZ, 65 °C 1sitilmis su banyosu icerisinde bekletilmis 0,1 M HEPES c¢ozeltisine
karistirmali homojenizatér varliginda kademeli olarak eklendi (Sekil 3.2.). Karistirma isleminden
sonra, yine 65 °C’ de 1sitilmis sonik banyoya alindi ve igerisine 500 mg AST VII HEPES ¢ozeltisinde
¢ozuliip kademeli olarak eklendi ve karisim homojen bir gortintii alincaya kadar sonikatérde
yarim saat bekletildi. Bu sirada 250 mg kolestrol, 40 mL etanolde ¢6ziildi ve sonik su banyosunda

karistirllmaya birakildi. Sonik su banyosu 65 °C’ ye ulastiginda AST VII karisimi, yavasca
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erlendeki KZ ¢ozeltisine eklendi (Sekil 3.3) Birlikte 60 dk boyunca sonikatorde bekletildi ve daha

sonra oda sicakliginda sogumaya birakilip analiz i¢in hazirlandi.

Sekil 3.3. Orta 6lcekte ASTCOLNP ¢6zeltisinin yapimu.

3.2.10.2.4 L-20 L Toplam Hacimde Uretim

1 L’ lik formiilasyonun eldesinden sonra 4 L ve 20 L hacimlerde odlcek biiyiitme
calismalan yapilmistir. Ilk olarak, 4 L’ lik iiretim i¢in 95.2 g HEPES distile su ile ¢ézdiiriilmiis ve
pH’ 1 0.1 M HCI 6zeltisi kullanilarak 5.5 degerine getirilmistir. Sonikator tanki seri etanol ve su

yikamalari ile temizlenmis ve iiretim dogrudan tank icerisinde gerceklestirilmistir.
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1. asamada 4 L HEPES igerisinden 40 mL, AST-VII ¢o6zeltisinin hazirlanmasi igin
ayrilmistir. 3.96 L’ lik HEPES ¢ozeltisi sonikator tankina aktarilmis ve tank sicakligi 65 °C’ ye
ayarlanmistir. Bu sirada, 1 g kolesterol 40 mL etanol icerisinde ve 2 g AST VIl ise ddsu icerisinde
65 °C’ ye ayarlanmis ayr1 birer su banyosunda karistirmaya birakilmistir.

2. asamada ilk olarak sadece sonikasyon varliginda gercgeklestirilmis olup, KZ' nin bu
skalada dogrudan su ile karismasinda jelimsi topaklarin olustugu gozlenmistir. Bu nedenle
topaklanmay1 engellemek icin calisma, ek olarak homojenizator (Sekil 3.2.) varliginda devam
ettirilmistir. Her iki liretime ait sonuclar asagida raporlanmistir. Sonikator suyunun sicakligi, 65
°C’ ye geldiginde homojenizator 600 dev/dk’ ya ve sonikasyon siiresi ise 30 dakika ayarlanmistir.
Bu sirada, 3 g KZ homojenizatoriin bigaklarina veya tankin ylizeyine gelmeyecek sekilde bir elek
yardimi (Sekil 3.4.a.) ile yavas yavas HEPES icerisine eklenmistir. Topaklanma olmamasi icin bu
strec¢ dikkatli ve periyodik olarak gerceklestirilmistir. KZ' nin tamami HEPES icerisine eklenip
homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar yaklasik 30 dk sonikasyona ve karistirmaya devam
edilmistir. Karistirma ve sonikasyon sonraki her asamada kullanilmistir.

3. asamada elde edilen homojen KZ ¢ozeltisi igerisine énce AST-VII ¢ozeltisi damla damla
eklenmis ve 10 dk sonikasyon stiresi sonunda saydam bir ¢ozelti elde edilmistir.

4. asamada etanol icerisinde tamamen ¢ozdiiriilmiis olan kolesterol (askida veya dipte
¢Oziinmeyen malzeme kaldiysa vorteks ve sonikasyon yardimi ile ¢ozdiiriiliir) yine damla damla
KZ/AST-VII ¢6zeltisi igerisine karistirmanin oldugu yerden eklenmistir. Elde edilen beyaz karisim
(Sekil 3.4.b.) sonikatorde 1 saat homojenizator varliginda karistirilmistir. Bu siireglerde su

kaybini engellemek i¢in tank kapagi kapali tutulmustur.

Sekil 3.4. Toz KZ' nin homojenizator varlifinda elek yardimi ile tiretim tankina eklenmesi.
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Asama 5. 1 saat sonunda hazirlanan formiilasyon 6nce oda sicakliginda sogumaya
birakilmis daha sonra da buzdolabina +4 °C’ de ileri analizler i¢in stoklanmistir. 20 L’ lik KZ
formiilasyonu 4 L’ de yapilan asamalar bire bir takip edilerek tretilmistir. Elde edilen
nanoktrelerin sekilsel ve parcacik boyut analizi gecirimli elektron mikroskopu, parcacik boyut

dagilimi ve yiizey ytikleri ise Malvern Zeta Sizer NanoZS ile 6l¢ilmustiir.

3.2.11. Nanokiirelerin Kurutulmasi

Nanokiirelerin kurutulmasi isleminde piiskiirtmeli kurutucu ve liyofilizator ile
kurutmaya dair 6n ¢alisma baslatilmistir. Kurutma sonrasi 6rnekler suda ¢ozdiiriilerek 1/10
oraninda HEPES' le diliie edilmistir. Orneklerin partikiil biiyiikliigii ve yiizey zeta potansiyelleri 3
tekrarl olacak sekilde analiz edilmigtir.

Liyofilizasyon teknigi, Nep ve Conway’ in dondurarak kurutma metoduna gore [51]
yapilmistir. Bu metoda gore orta olcekte hazirlanan ASTCOLNP c¢ozeltisinin bir miktari
liyofilizasyona hazirlanmak igin 6nce -20 °C’ de 2 saat, ardindan -80 °C‘ de bir gece donmaya
birakilmistir. Donmus olan ¢ozelti, liyofilizatére koyulmus ve kuruyana kadar bekletilmistir
(Sekil 3.5.). Elde edilen bir miktar kuru 6rnek HEPES icerisinde ¢6ziilmiis, parcacik ¢api ve zeta

potansiyel degerleri incelenmistir.

Sekil 3.5. Liyofilizasyon teknigi ile kurutulan numuneler.

Sprey (piiskirtmeli) kurutma teknigi, Jin ve Deng’ in sprey kurutma metoduna goére [33]
yapilmistir (Sekil 3.5.). Bu metoda gore elde edilen 6rneklerin ytlizey goriintiileri SEM cihazinda
incelenmistir. Piiskiirtmeli kurutucu icin ¢ézelti yogunlugu diisiik geldiginden dncelikle, 4 L’ lik

lretim 2 ve 6 kat konsantre edilmis ve pilskiirtmeli kurucuya (Sekil 3.6.) verilmistir
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(Yogunlastirilmis piiskiirtmeli kurutucu: YPK-2 ve YPK-6). Konsantre edilen hacimler ve oranlar

Sekil 3.7.” de verilmistir.

Sekil 3.6. Sprey kurutucu cihazi

4 L KZ Formilasyon

i i

350 mL 35L

Puskurtmeli
Kurutucu V
1729 350 mL 3151
2 kat rotary 6 kat rota"ry
evaporatérde evaporatérde
yogunlastirildi yogunlastirildi
Puiskirtmeli Kurutucu Puskuartmeli Kurutucu

:

611.3 mg 3.30¢g

Sekil 3.7. 2 ve 6 kat konsantre 4 L’ lik tiretimin piisktirtmeli kurutucuda kurutulmasu.

3.2.12. HPLC Analizi Nanoformiilasyonun ihtiva Ettigi AST-VII Miktarinin Belirlenmesi

50 mL' lik hacimsel bir balon joje icinde yaklasik 25 mg AST-VII Referans Standardi
¢oziinmiis, MeOH ile balon joje hacmine kadar tamalanmis ve karistirilmistir. Ayni islem test
edilecek olan YPK-2 ve YPK-6 orneklerine yapilarak test soliisyonu hazirlanmistir. Kér olarak
kullanilan MeOH 1 kez, referans ve test edilecek nanoformiilasyon ise 3 kez enjekte edilmistir.

Analiz kogullar1 Tablo 3.2.” deki gibidir:

28



Miige ASIK UGURLU, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Kolon sicakligi: 35 °C

UV: 203, 205,210 ve 254 nm

Ornek hacmi: 5 L

Metot siiresi: 15 dk

Yikama stiresi: 5 dk (ACN; 0.5 mL/dk)
Sartlama siiresi: 5 dk

A Akimi: Ultra Saf Su (USS)

B Akimi: Asetonitril (ACN)

Tablo 3.2. HPLC Analiz metodu

Zaman (dKk) ?::E /I;llf)l A: Ultrasaf Su (%) B: HPLC Gr?((;)e)Asetomtrll
0.0 0.75 70 30
1.5 0.75 70 30
11.5 0.75 45 55
13.0 0.75 45 55
13.01 0.75 70 30
15.0 0.75 70 30

HPLC analizi sonrasi, 3 kere enjekte edilen referans c¢ozeltisi ile test soliisyonunun
alanlarinin ortalamasi alinmistir. Test edilen 6rnegin tahlili ortalama standart alanla ayr1 olarak

hesaplanmistir. Ardindan AST-VII tahlili (%) bulunmustur.

100-L
A x ( m; X 2) xP
100

100-L1)
100

AST-VII Tahlili (%)=

Ay x (mlx

A1 = Test sollisyonu ile elde edilen kromatogramda AST-VII' ye bagh pik alani;

A2 = Referans soliisyonu ile elde edilen kromatogramda AST-VII' ye bagl zirvenin alani;
m1 =Test edilen AST-VII preparasyonunun mg cinsinden kiitlesi;

m2 = Referans standardinin kiitlesi mg cinsinden;

p1 = Referans standardinda AST-VII yiizdesi;

L1 = Test edilecek AST-VII su igeriginin % ' si;

L2 = Standardin su igeriginin % ' si.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. KZ’ nin izoelektrik Noktasinin Belirlenmesi

Kitre zamkinin izoelektrik noktasi kat1 ekleme metodu ile elde edilmistir (Tablo 4.1.).
Sekil 4.1.a’ da da verildigi gibi ¢izilen grafikteki noktalarin x eksenini kestigi pH olan 5.59, zamkin
izoelektrik noktasi olarak belirlenmistir. Bu deger literatiirde belirtilen degerlerle uyumludur [1].
Sekil 4.1.b’ de farkli pH’ larda hazirlanan, 0.4 mg/mL KZ c¢ozeltilerinin KNO3; eklenmeksizin
0lciilmiis hidrodinamik caplar1 (Rh) gosterilmistir. Beklendigi iizere izoelektrik noktaya yakin
degerlerde parcacicik Rh’ s1 40-50 nm degerlerine diismektedir. Ileri ki ¢alismalarda bu deger

nanoformiilasyonlarin eldesinde kullanilmistir.

Tablo 4.1. izoelektrik nokta ilk ve son pH degerleri.

pH pHi pHf ApH
2 2.06 2.45 0.39
3 3.04 3.99 0.95
4 4.05 4.98 0.93
5 5.07 5.54 0.47
6 6.08 5.75 -0.33
7 6.55 6.06 -0.49
8 7.28 6.76 -0.52
9 7.33 6.6 -0.73
10 9.12 6.91 -2.21
11 10.55 8.11 -2.44
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a) b)
1.04 —a—pHf - pHi ~=—Boyut (d.nm)
800+
0,5+
00 6004
:E_ 05+ (5.59,0) E
- E 4004
;& 1,0 ‘é.
1,5+ Ig 200 4
20
254 0+
2 & 6 8 10 12 2 4 & & 10
pH pH

Sekil 4.1. KZ’ nin izoelektrik noktasi (a), KZ nanopargaciklarinin hidrodinamik ¢aplarinin pH ile
degisimi (b).

4.2. Kritik Agregasyon Konsantrasyonu (KAK)

KZ’ nin farkl konsantrasyonlari (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 5 mg/mL) su icerisinde ¢6ziilmiis ve KZ
konsantrasyonu arttikca cozeltinin jellestigi goriilmiistiir (Sekil 4.2.a). Bunun icin optimum
konsantrasyon olan 0.5 mg/mL KZ ¢6zeltisi secilmistir. Sekil 4.2.b’ de TG konsantrasyonu arttik¢a
hidrodinamik c¢aplarin da arttigr goriilmiistiir. Bu nedenle secilen konsantrasyondaki KZ
¢ozeltisinin (0.5 mg/mL) parcacik c¢aplarinin nanotasiyict sistem icin uygun oldugu

diistintlmiistur.

5004

400

1004

T T T T T T T T
025 050 0,75 1,00 125 1,50 1,75 2,00
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2. (a) TG’ nin konsantrasyona gore jellesmesini gosterir sekil ve (b) bu
konsantrasyonlardaki hidrodinamik ¢aplar1 (Rh).

Makromolekiiller, ¢ozeltideki belirli ve kritik misel konsantrasyonu denilen dar bir
konsantrasyon araliginda birakildiginda, birkaci, misel denilen kendiliginden olusan kolloidal

boyutlu parcaciklar olusturur. Misellerin olusumu, molekiilleri ¢evreleyen su molekiilleri ve
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hidrofobik gruplar arasindaki istenmeyen etkilesimleri azaltir. Eger ¢ozeltideki makromolekiil
konsantrasyonu KAK’ 1n ilizerinde kalirsa, agregatlar ayrilmaya karsi termodinamik olarak

stabilize olur. KAK’ 1n altinda ise makromoleKkiiller arasi etkilesimler azalir ve yap1 bozulur.

B

Kompleks olusumu

. Apolar ortam
(Yogunlasmis apolar ortam)

Floresans yok

4—
- —
NRiceren NRiceren
TG apolar
cozeltisi TG cozeltisi

Sekil 4.3. Kritik misel konsantrasyonunu aciklayan sekil.

NR olduk¢a kuvvetli floresans o6zellik gosteren salvatokromik bir molekildiir ve
hidrofobiktir. Degisik ¢6zgenlerde degisik karakter sergileyen bu molekiil, bu 6zelligini goriiniir
151k spektrumunun farkh bélgelerinde emisyon ile gosterir. Bu sayede NR bulundugu ortamin
polarite derecesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Polarite yiikseldik¢e floresans kirmizi
bolgeye kayarken, diistiiglinde mavi bolgeye dogru kayma gosterir. NR’ nin bu 6zelligi, KAK’ nin
belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir [3].

Nanokapstiller olusup NR bu kapsiiller icerisine hapsoldugunda floresans siddeti
artarken, olusan ortamin polarligina goére en yiiksek emisyon dalga boyunda kaymalar
gozlenmektedir. 0,025 mg/mL polimer konsantrasyonunda suya gore daha polar bir ortam
olusturmustur. Konsantrasyon arttikca polimerin nanokiire olusturmasi sonucu NR indikator
boyasi enkapsiile olmus ve bunun sonucunda ortam apolarligi artmaktadir. NR indikatér boyanin
yardimi ile KAK degerinin belirlenmesinde artan floresans siddeti ve tepe noktasinin sola dogru
kaydig1 6rnek 0.5 mg/mL polimer konsantrasyon degeri olarak gézlenmistir (Sekil 4.4.a.). 0.5

mg/mL tUzerindeki degerlede, jellesme goriilmiistir.

4.3. Sonikasyon Siiresinin KZ Nanoparcaciklarinin Olusumu Uzerine Etkisi

Sekil 4.4.b.” de gosterildigi gibi, 2. dk’ dan itibaren absorbans degeri diismiis ve bu sekilde
artan NR enkapsiilasyonu gézlenmistir. 60 dk sonikasyon sonrasinda, absorbans degerinin az da
olsa tekrar yiikseldigi goriilmektedir. Daha uzun siire sonikatér kullanilmasinin, hem enerji
maliyetini arttiracak hem de pargaciklarda kayiplara sebep olabilecek olmasi nedeniyle 60 dk

sonikasyon siliresi optimum olarak belirlenmistir. Bu degerde parcaciklarin Rh degeri

32



Miige ASIK UGURLU, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

olciildiiginde 45 nm c¢apinda, 0.22 polidispersite degerine sahip nanokiirelerin elde edilebildigi

gorulmustir.
a ) Kitre Zamki Derisimi b) Sonikasyon Suresi (dk)
(mg/mL) 0,44 —p
1000 4 —Su —_
—0,015 —_—2
—0,25 —s
—05 4
~ 7504 —1 i
S —_—2 2
& g
[ (=}
3 500 2 021
n <
250 4 0,14
0 T T 0,0 T T 1
350 360 370 380 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4. NR’ nin KZ ¢ozeltisinin degisik konsantrasyonlardaki floresans siddetine bagh
absorbans pH 5.5 ve 25 °C’ deki degerleri (a). NR’ nin KZ ¢ozeltisinin degisik
konsantrasyonlardaki sonikasyon stiresine bagl absorbans degerleri (b).

4.4. Elde Edilen KZ Nanoparcaciklarin Gériintillenmesi ve Sulu Ortamdaki Stabiliteleri

Sivi 6rnekler oncelikle gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile goriintiilenmistir. TEM
gorintiileri incelendiginde Sekil 4.5.” de goriildiigii tizere, yapilan hidrodinamik ¢ap 6l¢iimleri ile
uyusan sekilde olduk¢a homojen 40-50 nm arasinda degisen caplara sahip nanokiirelerin
hazirlanan protokolle elde edilebildigi gozlenmistir. Sekil 4.6." de goriildigi gibi, elde edilen
nanokiireler asidik pH’ ya duyarlhdir ve kapsiil yapilari bu pH’ de bozulmaktadir.
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Sekil 4.6. Nanokapsiillerin asidik pH 3’ de bozundugunu gésterir TEM goriintiileri.

4.5. Elde Edilen KZ Nanoparcaciklarin Kurutulmasi

Nanopargaciklarin saklanmasi, uzun saklama kosullarinda dayanimlarinin arttirilmasi ve
ileri ki asamalarda tablet formuna doniistiiriilebilmesi icin kurutma asamasi biiyilk dnem
tasimaktadir. Elde edilen pargaciklar iki farkli yontemle kurutulmaya calisiimistir. Bu
yontemlerden birincisi, vakumlu ettiv kurutma ve ikincisi liyofilizasyon ile kurutmadir.

Kurutma Metodu I: Sulu nanokiire ¢ozeltisinin vakumlu etiivde 40 °C’ de 24 saat boyunca
kurutulmasi siirecinde nanokiirelerde yapisma ve saf kitre zamki benzeri makroyapilar

gozlemlenmistir (Sekil 4.7.). Ornek biiyiik oranda bozulmustur.

Sekil 4.7. (a) KZ nanoyapisi ve (b) nanoyapilarin vakumlu etiivde kurutulduktan sonraki 250 kX
HRSEM goriintileri.

Kurutma Metodu II: Liyofilizasyon ile yapilan kurutmada toz degil, siingerimsi bir olusum
gozlenmistir (Sekil 4.8.a.). Bu siinger malzemeden alinan bir kesit HR-SEM ile incelenmistir. SEM
goruintiileri Sekil 4.8.b. ve Sekil 4.8.c.” de goriilmekte olup slingerimsi yapi1 birbirine tutunmus

oldukga diizenli sekle sahip 100 nm civarinda nanoyapilardan olusmaktadir. Fakat bu yapilarin
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etrafin1 saran dagilmis zamk ceper, liyofilizasyonun bu sekliyle yeterli bir kurutma yontemi

olmadig1 ve yapismalar1 engellemedigini gostermektedir.

a) T b)

\l

Sekil 4.8. Liyofilizasyon sonrasi elde edilen nanokiirelerin olusturdugu A. Siingerimsi yap1 ve
KZ nanokiirelerinin farkl biiyiitmelerde ¢ekilmis HRSEM goriintiileri b. 100kX ve c. 200kX.

4.6. Elde Edilen KZ Nanoparcaciklara AST-VII Entegrasyonu

Bu asamada, elde edilen nanokiirelere AST-VII entegrasyonu c¢alismalar1 baslatiimistir.
Nanokiirelerin yapiminda ayni yontem kullanilmistir. 0.1 mg/mL AST-VII’ nin 0.5 mg/mL kitre
zamki icerisine hapsedilmesi amaglanmistir. Elde edilen sivi 6rnek, uranil asetatla boyanarak,

TEM ile goriintiilenmistir (Sekil 4.9.). TEM goriintiileme c¢alismalarinda herhangi bir nanokiire

olusumu gézlenmemistir.

5 -
- 0
4 G
P, #
2 LT % .
Wt TR sy ‘
Wy - ~
-
* 4
2 o -
" - ‘ 3
s . Vi S
e T
P » % & e
‘100 nm
.
¥ -

Sekil 4.9. AST-VII iceren nanokapsiillerin olusumuna etkisini gésterir TEM gortintiisii.
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4.7. Kolesterol Varhiginda AST-VII Entegrasyonunun incelenmesi

4.7.1. Tampon Cozeltilerin Farkli Kolesterol Oranlarinda ASTCOLNP’ lerin i¢ polaritesi

uizerindeki etkisi

AST VII' nin TG icerisine hapsedilemediginden dolayi, farkli olarak saponin tiirevleri ile
birlikte antijen, kolestrol ve fosfolipid iceren kompleks bir adjuvan olan ISCOM’ dan
(immiinostimulan kompleks) esinlenerek formiilasyona kolestrol eklenmesine karar verilmistir.
ISCOM, hem hiicresel hem de hiimoral immiin yanit1 arttiran bir saponindir ve insan i¢in lretilen
HIV ve Influenza asilarinda klinik denemelerin yapildig: bildirilmistir [54, 55].

Kolesteroliin camsi erime sicakligi (Tg) yani kati-camsi halden sivi-jel hale doniisme
sicakligl kolesterol varliginda degismektedir. Artan sicakliklarda daha esnek bir membran yapi
ve diizensizlik elde edileceginden, sicaklik degisiminin parcacik olusumuna etkisi incelenmistir.

Kolestroliin camsi gecis sicakligl 65 °C oldugu i¢in, calismalar bu sicakligin tizerinde bir sicaklik

olan 65 °C’ de yuritilmiistiir.

a.) b.)
=20
240 . su —=—5U
-24 4
200 —
=
— E
E -
o -284
3 160 )
— =
S 3 -
@ o .32
1204 2
™~ 4
364 /'
804
T - T ™ T - T T T v T
%0 %10 %25 %50 %75 %90 %0 %10 %25 %50 %75 %90

Sekil 4.10. Su icerisinde hazirlanmis ASTCOLNP’ lerin (a) ortalama hidrodinamik ¢ap
dagilimlar ve(b) buna karsi gelen yiizey yiiklerindeki 65 °C ve 60 dk sonikasyondan sonraki
degisimleri.

Su icerisindeki formiilasyonda kolesterol orani arttikca Rh artis1 ve agregasyon
gozlemlenmis ve bu nedenle formiilasyon, HEPES, MES ve PBS tampon ¢ozeltileri icerisinde
olusturulmustur (Sekil 4.10.).

Hidrofobik boyanin ¢evresindeki degisimler nanokiirelerin polarligini apolarliga gevirir
ve bu da grafikte sola kaymaya sebep olur (Sekil 4.11.). Zeta sizer cihazinda Rh analizi yapilmis
ve apolar bir boya olan Nile Red’ in KZ’ nin farkli tampon ¢6zeltilerindeki ¢6ziintirligi bu adimda
incelenmistir. Pik noktalar1 Sekil 4.10.” de incelendiginde, HEPES ve PBS icersinde hazirlanan

nanotasiyicilarin nile-red tutuklama yetilerinin daha yiiksek oldugu ve daha apolar bir ylizeye
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sahip olduklar1 gortilmektedir. Bu da kolesterol ve AST-VII nin sisteme bu ¢dzgenler icerisinde
daha iyi entegre oldugunun bir kaniti1 olarak gosterilebilir. PBS ve diger cozgenlerde 550 nm ile
600 nm arasinda ikinci bir pik olusmustur. Bu pik daha apolar ikinci bir nanotasiyici varligini da
gostermektedir. Kolesteroliin tek basina vesikiil olusturmus olabilecegi ihtimali bulunmaktadir.

Bu nedenle HEPES’ in iyi bir tampon ¢ozelti olarak tercih edilebilecektir.

45

—su

—— NP@HEPES
——NP@SU
——NP@PBS
——NP@MES

30+

15+

Yogunluk (a.u.)

550 600 650 700 750
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.11. Farkli tampon ¢dzeltilerinde hazirlanan nanotasiyicilara NR hapsedildikten sonra
Olctlen floresans siddetlerinin karsilastirilmasi.

HEPES ve PBS icerisinde hazirlanan nanotasiyicilarin hidrofobik boya ile etkilesimi daha

yliksek olup daha apolar bir ylizeye sahiptirler.

4.7.2 Tampon Cozeltilerin Farkl Kolesterol Oranlarinda NP Capi ve Parcacik Yiizey Yiikii

Acisindan Karsilastirilmasi

Sekil 4.12-4.14’ de farkl kolesterol igeriklerinde, farkli tampon c¢ozeltilerde hazirlanmis
parcaciklarin ortalama ¢ap dagilimlarini ve buna karsi gelen yiizey ytklerindeki degisimleri
goriilmektedir. Deneyler bir 6nceki calismalarda oldugu gibi tim c¢ozeltilerin pH 5.5° e
ayarlanmasi ile gergeklestirilmistir. Genel olarak kolesterol konsantrasyonu arttikca parcacik
caplarinda artis gozlenmektedir. Yaklasik 80 nm’ den %75 kolesterol oraninda 220 nm’ ye ¢ikan
parcacik capina karsin daha negatif bir pargacik yiizey gérmekteyiz. Buna karsilik tampon
cozeltiler kullanildiginda parcacik ¢apinin genel olarak PBS ve HEPES’ de 50-100 nm arasinda
kaldigi, MES’ de ise parcacik hidrodinamik ¢apinin 300 nm’ ye ¢iktigini gérmekteyiz. MES’ in
ylzey yiik dagilimina baktigimizda -10 mV’ ta kaldigi, bu da agregasyona uygun bir yiizey yiikiine

sahip olduklarin1 géstermektedir. HEPES icerisinde hazirlanan o6rnekler ise %25 kolesterol
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iceriginden itibaren daha kararhi bir yiizey yiikii (>-36 mV) ile sonuclanmis ve parcacik
hidrodinamik ¢ap1 60-70 nm civarinda kalmistir (Grafik 4.11.). Asidik yapis1 ile 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfonik asit’ in (HEPES)’ in varliginin pargaciklari stabilize ettigi ve
homojenitelerini sagladig1 gorilmektedir. Bu nedenle ileriki siirecte 0.1 M, pH 5.5 HEPES ile
devam edilmesine karar verilmistir. Sekil 4.15’ de HEPES icerisinde hazirlanan drneklerin dijital
gorlntiileri verilmistir. 24 saat sonrasinda %50 kolesterol oranini asan érneklerde cokmeler
gozlenmeye baslamistir. Bu da, apolar nanotasiyicilarin hidrofobik etkilesimle zamanla agrege

oldugunu gostermektedir.

a.) b.)
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Sekil 4.12. HEPES icerisinde hazirlanmis ASTCOLNP’ lerin (a) ortalama hidrodinamik ¢cap
dagilimlari ve (b) buna karsi gelen ylizey ytklerindeki degisimler (65 °C).
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Sekil 4.13. MES icerisinde hazirlanmis ASTCOLNP’ lerin (a) ortalama hidrodinamik ¢cap
dagilimlari ve (b) buna karsi gelen yiizey ytiklerindeki degisimler (65 °C).
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Sekil 4.14. PBS icerisinde hazirlanmis ASTCOLNP’ lerin (a) ortalama hidrodinamik ¢ap
dagilimlari ve (b) buna karsi gelen yiizey yliklerindeki degisimler (65 °C).

0475 Kal %90 Kol
|

Sekil 4.15. Farkli kolesterol konsantrasyonlarinda HEPES icerisinde hazirlanmis pargaciklarin
24 saat sonrasina ait dijital goriintiileri. %50 kolesterol orani gecildiginde, bekletilen
orneklerde cokmeler gozlenmistir.

%25 kolestrol iceriginden daha fazla olan kolestrol miktarlarinda agregatlar

gbozlemlenmis, sonraki calismalara %25 kolestrol iceren formiilasyon optimize edilmistir.

4.7.3. Degisen pH’ larda HEPES icerisinde Hazirlanan Nanotasiyicilarin Hidrodinamik Cap
(Rh) Ve Yiizey Net Yiiklerindeki Degisimlerin Degerlendirilmesi

pH 5.5’ de yapilan deneylerin yani sira, HEPES icerisinde farkli pH degerlerinde
gerceklestirilmis, HEPES varligindan olusan farkliliklar incelenmistir. Bu incelemeler,
parcaciklarin hidrodinamik ¢aplarinin dagilimi ve zeta potansiyel degerlerinin karsilastirilmasi
ile tartisilmistir. Formiilasyon igeriginin izoelektrik noktasina gore belirlenen pH 5.5’ den daha

asidik (pH 3) ve daha bazik (pH 7) iki deger karsilastirilmistir. Sekil 4.16." de gosterildigi tizere,
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beklendigi gibi izoeletrik noktasinin altinda ve iistiinde, parcacik caplarinin daha diistik ve daha
yliksek, zeta potansiyellerinin ise pH 5.5’ de elde edilen degerlere gore negatif yonde oldukca
disik kaldigr gozlemlenmistir. Yiizey yiikii negatif yonde arttikga dayamimin artacagl igin

calismalara izoelektrik nokta pH’ 1 olan 5.5 ile devam edilmesine karar verilmistir.

120 E
a.) *1 b))
1004 304
80+ < 254
E 4
— 3 204
2 > -154
40+ :g ]
> 104
204 5
0 0 L1
pH3 pH 5.5 pH 7 pH 3 pH 5.5 pH7

Sekil 4.16. HEPES icerisinde %25 kolestrol orani ile hazirlanmis parg¢aciklarin pH 3* de,
izoelektrik nokta 5.5’ da ve pH 7’ de ortalama (a) hidrodinamik ¢ap dagilimlari ve (b) buna karsi
gelen yiizey ytikleri.

4.7.4. ASTCOLNP’ lerin Sonikasyon Siiresinin Degerlendirilmesi

65 °C’ de sonikatdrde karistirilan formiilasyon icerigi, PDI degerinin disiiriilmesi i¢in
sonikasyon siiresi tekrar optimize edilmistir. 30, 60 ve 120 dakika boyunca sonikasyon siiresinin
hidrodinamik ¢ap tlizerindeki etkisini gozlemlemek amaciyla sonikasyona birakilmis, 6rnekler
alinip parcacik ¢aplar 6l¢iilmiis ve TEM ile morfolojik olarak incelenmistir. Tablo 4.2." de verilen
sonuglara gore 60. dakikada ¢ozeltideki nanopargaciklarin hidrodinamik boyut dagiliminin 30.
dakikaya gore yiikselmesine ragmen, elektron mikroskobunda olciilen ortalama deger ise
54.3 nm’ de kalmistir. Ayrica, pargacik ¢ap dagiliminin homojenitesini géstermekte kullanilan
polidispersite (PDI) degerinin 60 dakikalik sonikasyonda 0.5’ in altina diismiistiir. 120 dakikalik
sonikasyonda ise nanoparcaciklarin hidrodinamik ¢api artmistir ve net yiikii diistiigii icin bu
durum nanopartikiillerin raf 6mriinii kisaltacaktir. Hidrodinamik ¢ap1 artmis olmasina ragmen
TEM gortintiilerinde herhangi bir parcacik cap biiylimesi gozlenmemistir (Sekil 4.17.). TEM
sekillerine bakildiginda tiim (Sekil 4.17.-4.19.), parcaciklarin morfolojisinde veya hidrodinamik
caplarinda herhangi bir fark gézlenmezken, 120 dakikalik sonikasyon siiresinde, parcaciklarin
parcalandig1 ve oldukca az Ornekle grid ilizerinde karsilasilabildigi gézlenmistir. Bu nedenle

deneyin operasyon siiresinin 60 dakika yapilmasina karar verilmistir.
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Tablo 4.2. 65 °C’ de farkli sonikasyon stirelerinin hidrodinamik cap, PDI ve zeta potansiyel

degerleri. (*)PDI<0,5 homojen nanopargacik kolloidal ¢c6zeltiklerini gostermektedir.

N TEM Zeta
Hidrodinamik . . o
¢ap (d.nm) parc¢acik PDI Potansiyel = Homojenite
cap1 (nm) (mV)

30 dk. 75.21+560  50.18 % 3.92 0.947 -35.00 £ 0.70 H‘gggille“

60dk 101312901  ptt 0301  -36.00+124 Homojen

120dk.  310.43 £ 28.97 iﬁﬁﬁ: 0337  -1796+060  Homojen
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Sekil 4.17. HEPES icerisinde hazirlanan ASTCOLNP’ lerin 30 dakika sonikasyon siiresindeki

TEM mikrografisi (40kX (a) 200kX (b) 250kX (c)).
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Sekil 4.18. HEPES icerisinde hazirlanan ASTCOLNP’ lerin 60 dakika sonikasyon siiresindeki

TEM mikrografisi (30kX(a) 100 kX(b) 250kX (c)).
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Sekil 4.19. HEPES igerisinde hazirlanan ASTCOLNP’ lerin 120 dakika sonikasyon siiresindeki
TEM mikrografisi (50kX(a) 60 kX(b)).

4.8. Orta Olgcekte Uretimin Optimizasyonu

4.8.1.1 L Toplam Hacimde Uretim

Optimize edilen formiilasyon kosullarinda ara odlgek olarak 1 L’ lik iiretime o6lgek
biiylitmesi yapilmistir. Bunun i¢in 6n asama olarak karistirmali homojenizatérde KZ’ nin tampon
¢Ozeltide homojen olarak ¢oziilmesi saglanmistir. Elde edilen 6rnekler TEM ve zeta sizer ile analiz
edildiginde, parcaciklarin hidrodinamik c¢aplarinin degismedigi gozlenmistir (Sekil 4.20).

Hidrodinamik parcacik ¢ap1 58.7 9.2 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20. ASTCOLNP’ lerin orta 6l¢ek biiyiitme TEM goriintiileri. 25 kX (a) 15 kX (b) 100 kX
().

Liyofilizasyon ile kurutma sonrasi parcaciklar tekrar HEPES icerisinde ¢6zdiirilmiis ve
pargacik hidrodinamik ¢api1 Ol¢iilmiistiir. Kurutma sonrasi pargacik ¢capinin 80 nm’ ye ciktigi
gozlenmistir (Sekil 4.20.). Liyofilizasyon sonrasi olusan parcaciklarin ¢aplari TEM ile incelenmek

lizere analiz laboratuvarina gonderilmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.21. Orta 6lgekte elde edilen ASTCOLNP’ lerin kurutma dncesi ve sonrasi hidrodinamik
caplarindaki degisimi gosterir grafik.

4.8.2. 4 L-20 L Olgekte Uretilen Nanokiirelerin Karakterizasyonlari

Optimize edilen formiilasyon kosullarinda orta dlcek olan 4 L’ lik ve daha sonra 20 L’ lik
tretime 6lcek biiylitmesi yapilmistir.

4 1’ lik batchler halinde yapilan 20 L’ lik {iretimde 6ncelikle sadece sonikator varliginda
nanoformiilasyonlar yapilmis olup, {retim sonucunda yiiksek oranda topaklanma ile
karsilasilmistir. Bu agregatlarin uzaklastirilmasi i¢in santrifiij islemine ihtiya¢ duyulmus ve 4000
dev/dk’ da 10 dk santrifiij yapilmistir. Sonikasyon sonrasi elde edilen ¢6zelti zeta sizer cihazi ile
incelenmistir. Sekil 4.22.” de verilen sonuclara gore, elde edilen nanoparcaciklar biiyiik oranda
100-200 nm olmak ile birlikte, 1000 nm ve mikroboyuttaki diger parcaciklarinda varlig
gozlemlenmistir. Yiizey net yiikii incelendiginde ise parcaciklarin -20.56 mV degerinde negatif
yuklendigi gorilmistiir. Bu sonuglar, dogrultusunda, sadece sonikasyon islemi bu o&lcekte

agregasyonu engelleyememis ve homojen bir nanoparcacik olusumu saglanamamaistir.
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Sekil 4.22. Dogrudan 6lgek biiylitme islemi ile 20 L’ iiretimde elde edilen nanoparcaciklarin
parcacik boyut dagilimi (Her renk farkli bir dl¢limii gostermektedir).

Homojenizator kullaniminin etkisi incelendiginde, siireg kiiglik 6lcekle ayni ilerlemis olup
tiim nanokiire eldesinde homojenizatér kullanilmistir (Sekil 3.2.). Uretim siiresince herhangi bir
topaklanma ile karsilasilmamis, homojenizator ~600 dev/dk’ da calistirildiginda

homojenizatoriin sagladig1 karistirmanin agregasyonlar1 engelledigi gozlenmistir. Elde edilen

opak beyaz renkteki nanoformiilasyon Sekil 4.23." de verilmistir.

| . —

Sekil 4.23. 4L’ lik tiretimde AST-VII-Kol-KZ nanoformiilasyonunun sivi formu

Elde edilen nanoformilasyonun 0.4 pm cut-off membranlardan gecirilmis ve
membrandan gecirilmeden alinan her iki drnegin hidrodinamik ¢aplarina (Rh) ve net ytizey
yuklerine (z-Pot) bakilmistir. Sekil 4.24." de goriildiigii lizere herhangi bir islem goérmemis

nanopargaciklar 70-80 nm arasinda bir Rh degerine ve -25.37 mV yiizey net yiikiine sahiptir. Elde
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edilen formilasyondaki nanotasiyicilarin parcacik ¢api agisindan dagiliminin ne kadar homojen
oldugunu gosteren polidispersite indeksi (PDI), bu 6rnek icin 0.5’ ten oldukea kii¢iik olan 0.293
olarak belirlenmistir. Filtreden gecirildikten sonra pargacik ¢apinda kiiciik bir diisme goriilse de
PDI degeri yiikselmis, z-Pot degeri ise neredeyse hi¢ degismemistir. Filtre agregasyonu azaltsa da
parcacik dagilimini (PDI=0.384) kotii yonde etkilemistir. Hem getirecegi maliyet hem de parcacik
dagilimina olan kismi etkisi nedeniyle bundan sonraki siire¢lerde (20 L liretim i¢in) herhangi bir

filtrasyon veya santrifligasyon islemine ihtiyac duyulmadig1 sonucuna varilmistir.

a) K T LT L L T T T T T T T R TR TR
Rh=77,8948.8 N
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F 27| z-pot=-25.37£0.5 mV I
5 [
Z |
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Sekil 4.24. (a) Filtre kullanilmadan ve (b) 0.4 pum filtreden gecirildikten sonra 20 L’ lik
iretimdeki AST-VII-Kol-KZ formiilasyonuna ait pargacik boyut dagilimi.

Homojenizasyon varliginda ve herhangi bir 6n asama olmaksizin elde edilen formiilasyon,
uranil asetat boyamasi sonrasi gecirimli elektron mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. Sekil 4.25.
de verildigi gibi olduk¢a homojen 100 nm ve alt1 nanotasiyicilarin elde edildigi ve parcaciklarin

herhangi bir agregasyon gostermedigi gortilmiistiir.

A

50 hm .
&5—.. S

Sekil 4.25. 20 L’ lik tiretimdeki AST-VII-Kol-KZ formiilasyonuna ait TEM fotografi.
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4.9, Nanokiirelerin Kurutulmasi

Nanokiirelerin orta dlcekte liretimi sonrasi en uygun kurutma yonteminin bulunmasi i¢in
bir 6n calisma gergeklestirilmistir. Kurutma sonrasi 6rnekler suda ¢ozdtriilerek 1/10 oraninda
HEPES’ le diliie edilmistir. Orneklerin parcacik hidrodinamik ¢api ve yiizey zeta potansiyelleri
Malvern Zeta-Sizer cihazinda 3 tekrarl olacak sekilde analiz edilmistir. Sekil 4.26., piiskiirterek

kurutulmus YPK-2 (2 kat konsantre) ve YPK-6 (6 kat konsantre) 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.26. Piiskiirtme ile kurutma yontemi ile farkli 6n-yogusturmalarda elde edilmis kuru
nanoformiilasyonun goriintiisii: YPK-2 (a) ve YPK-6 (b).

Tablo 4.3." de verilen sonuclara gore her iki kurutma yontemi de benzerdir. Fakat, PDI
degerleri her 6rnek icin yiikselmistir. U¢ kurutma yontemini karsilastirdigimizda, 2 kere
yogunlastirilmis ve piiskirtilerek kurutulmus o6rnegin, baslangictaki malzemeye en c¢ok
benzedigi ve PDI acgisindan 0.5’ e yaklastigit gorilmiistir. KZ normalde de yiiksek
konsantrasyonlarda jellesme egilimi gosterdiginden yogunlastirmanin da PDI degerinin
artmasina katki sagladign disiiniilmistiir. Ayrica plskiirtmeli kurutma yontemi igin
yogunlastirma partikiil biiytikliginde bir degisiklize sebep olmamis ancak PDI degerini
arttirmistir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda kurutma tekniklerinin degisik yogunluklar ve
kriyoprotektanlar kullanarak orta olgekte kurutma isleminin optimizasyonunun yapilmasi

gerekmektedir.
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Tablo 4.3 Orta 6lgek iiretiminden elde edilen nanoformiilasyonun farkl yontemlerle
kurutulmasi sonrasi hidrodinamik cap, polidispersite indeksi ve net ylizey yiikleri.

D-LY D-PK Y-PK
Hidrodinamik Cap (nm) 54,36 + 4,591 76,16 + 7,62 63,98 £ 5,62
PDI 0.706 0.555 0.623
Net Yik (mV) -20,3+1,014 -25,766 +1,069 -25,033+0,321

4.9.1. Nanoformiilasyonun ihtiva ettigi AST-VII miktarinin belirlenmesi

HPLC ile yontem boéliimiinde belirtilen protokol kullanilarak piliskiirtmeyle kurutma
(YPK-2 ve YPK-6) ile elde edilen nanoformiilasyon icerisindeki AST-VII miktar1 belirlenmistir. Bu
orneklere ait CAD ve DAD-205 nm kromatogramlari Sekil 4.27 ve Sekil 4.28." de sunulmustur.

YPK-2 6rneginde AST-VII miktar1 %12,23 ¢ikmigken, YPK-6’ da bu deger %11,47 olarak

bulunmustur.

Sekil 4.27. YPK-2 6rnegine ait CAD ve DAD-205 nm kromatogramlari.
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Sekil 4.28. YPK-6 ornegine ait CAD ve DAD-205 nm kromatogramlari.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Bu yiiksek lisans tezinde, dogal bir polimer olan ve endemik Astragalus bitkisinin
koklerinden elde edilen kitre zamki kullanilarak, bagisiklik sistemini destekleyen saponin
tiirevlerinden biri olan AST-VII molekiiliinlin biyoyararlinimi arttirabilecek, gida takviyesi tablet
formiilasyonlarinin gelistirilmesi icin bir nanotasiyici sistemin orta 6lcekte iiretim siireclerinin
gelistirilmesi amaglanmistir. Elde edilen nanomalzemelere AST-VII molekiiliiniin kolesterol
varliginda hapsedilme siirecleri detayl olarak calisiimistir. KZ ve kolesterol konsantrasyonu
sonikasyon siiresi, tampon ¢ozelti ¢cesidi ve pH’ in nanoparcacik ¢cap1 ve homojenitesi tizerinde ki
etkisi bircok yontemle incelenmistir. Nanopargaciklarin 6zelliklerini kaybetmeden kurutulmasi
icin denenen etiiv, liyofilizasyon ve spreyle kurutma yoéntemlerinde, en pratik ve yliksek verimde
kurutumay1 saglayan spray ile kurutma tercih edilmistir. Bu optmizasyon ve siire¢ gelistirme
calismalarn sonucunda, 50-100 nm arasinda ki caplarda, % 11.85 oraninda AST-VII tutuklama
verimine sahip nanopargaciklarin verimle 20 L (orta) 6lcekte iiretimi saglanmistir. Elde edilen
nanomalzemeler, tablet formiilasyonun gelistirilmesine hazir hale getirilmistir. Kitre zamkinin
ilac endustrisinde implantlar, hidrojeller, mikrokiireler, dagitici ve stispanse edici olarak; gida
endiistrisinde ise dengeleyici, emiilgator, koyulastirici ve baglayici olarak yogun kullanimlari ve
toksik olmamasi sayesinde gelecek vadeden dogal polimerik bir tasiyici olabilecegi bu tez

calismasi ile gosterilmis ve endiistriyel kullanima hazirlanmistir.
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