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ONAY SAYFASI



ETiK BEYAN

“Koenzim QI10’un biyoyararlanimin1 arttirmak i¢in proniozomal formiilasyonlarin
gelistirilmesi: in vivo ve in vitro degerlendirmeleri” adli bana ait olan tez ¢alismamin biitiin
asamalarinda etik dis1 davranisimin olmadigini, biitiin verileri ve bilgileri akademik ve etik
kurallar igerisinde elde ettigimi, verilerde ve sonuglarda herhangi bir tahrifat yapmadigima,
tezimin yaziminda yapay zeka yazilimlari kullanmadigimi, diger kaynaklardan elde ettigim
bilgi ve yorumlara tezimde uygun sekilde kaynak gosterdigimi ve kaynaklar boliimiinde yer

verdigimi, patent ve telif haklarini ihlal edici herhangi bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Sencan BALCI
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Bu tez ¢alismasini lizerimde emegi gegen biricik aileme, esime ve kiymetli hocam Sayin Dr.

Ogr. Uy. Ahmet Dogan ERGIN e’ ithaf ediyorum.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimimde ve ¢calismalarim siiresince bilgisiyle ve tecriibesiyle bana yol gdsteren,
yardimlarin1 ve gece giindiiz calisip bana destegini esirgemeyen tez danigmanim Trakya
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 6gretim iiyesi Saymn Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Dogan ERGIN
hocama, yiiksek lisans egitimim boyunca emegi gecen, ders ve tez ¢calismalarim siiresince ilgi ve

desteklerini gordiiglim Anabilim Dalimizdaki tiim 6gretim tiyelerine tesekkiirii bir borg bilirim.
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SIMGE VE KISALTMALAR

ATP : Adenozin Trifosfat

CPP : Critical Packaging Parameter (Kritik Paketleme Parametresi)

DL : Drug Loading (ila¢ Yiiklemesi)

DLS : Dynamic Light Scattering (Dinamik Isik Sagilimi)

DSC : Diferential Scaner Calorimetry (Diferansiyel Taramali1 Kalorimetri)
DSP : Disetil Fosfat

EMi : Etkin Madde Igerigi

HLB : Hidrofilik-Lipofilik Balans

LD - Lazer Difraksiyonu

HMGCo0A  : Hidroksimetilglutaril-CoA

HPLC : High Performance Liquid Chromatography

ICH : International Council on Harmonization

LOD : Limit of Dedection (Tespit limiti)

LOQ : Limit of Quantification (Tayin Limiti)

LUV : Large Unilamellar Vesicules (Biiyiik Tek Tabakali Vezikiiller)
MLV : Multilamellar Vesicules (Cok Tabakal1 Vezikiiller)

PBPK : Physiologically Based Pharmacokinetic Modeling and Simulation
PF127 > Pluronik F127

PN : Proniozom

PV : Proses Verimi

RSD - Relative Standart Deviation (Bagil standart sapma)

SEM : Scanning Electron Microscopy (Taramali Elektron Mikroskopisi)

STR : Stearilamin



SuUV

Tc

TEM

uv

Y.E.

: Small Unilamellar Vesicles (Kiigiik Tek Tabakal1 Vezikiiller)

: Kritik Jel Gegis Sicakligi

: Transmission Electron Microscope (Gegirimli Elektron Mikroskobu)
: Ultra viole

> Yiikleme Etkinligi
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OZET

‘Koenzim QI0’un biyoyararlanimim1  arttirmak i¢in proniozomal formiilasyonlarin
gelistirilmesi: In vitro ve in vivo degerlendirmeleri’ Trakya Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlisti, Farmasdtik Nanoteknoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Edirne, 2023.

Koenzim Q10 viicudun firettigi en onemli antioksidanlardan biridir. Ayrica elektron
tasiyic1 olarak da gorev alir, genel olarak oral olmakla birlikte viicuda transdermal, okiiler
yollarla da uygulanmaktadir. Koenzim Q10, oksijen kaynakli serbest radikaller ile etkileserek
biyomolekiillerin zarara ugramasini 6nlemektedir. Bundan dolay: viicutta giiclii bir antioksidan
olarak gorev alarak diger antioksidanlarin yenilenmesinde, hiicre sinyalinde, hiicre
biiylimesinde ve gen ekspresyonunda gorev alir, membran stabilitesinde, enerji doniisiimiinde
ve ATP iiretiminde de Onemli rol oynar. Koenzim Q10 diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik
biyoyararlanimi gosterdiginden kullanimi sinirlanmaktadir.

Yaptigimiz tez c¢aligmast kapsaminda proniozomlardan elde edilen niozomal
formiilasyonlari iizerinde karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmis ve belirlenen formiiller in vivo
farmakokinetik ¢alismalara tabi tutulmustur. Saf koenzim Q10 ve koenzimQ10 yiikli
proniozomlar uygulandiktan sonra siganlardan 24 saat boyunca belli saatlerde kan 6rnekleri
alinip gerekli dlgtimler yapilmistir. Farmakokinetik parametreler incelendiginde goriilecegi
izere proniozom formiilasyonu saf etkin maddeye gore etkili bir biyoyararlanim gostermistir.
Miktar tayinleri yapilirken ICH referans alinarak HPLC’de analitik metot yontemi gelistirilmis
ve bu yontemin validasyonu yapilmistir. Yapilan bu calismada koenzim Q10 proniozomlara
yiiklenmis, in vitro ve in vivo deneyler sonucunda etkin maddenin biyoyararlaniminin arttigi
gozlemlenmistir.

Sonu¢ olarak proniozom formiilasyonlarinin biyoyararlanimi arttirmada etkili bir

tastyici oldugu ¢alismamizda gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Bulama¢ yontemi, koenzim Q10, proniozom, biyoyararlanim,

farmakokinetik.
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ABSTRACT

‘Development of proniosomal formulations to improve the bioavailability of coenzyme Q10:
In vitro and in vivo assessments’ Trakya University, Institute of Health Science, Pharmaceutical
Nanotechnology Department, Master Thesis, Edirne, 2023.

Coenzyme Q10 is one of the most important antioxidants produced by the body. It
also functions as an electron carrier and is generally administered orally, but can also be applied
to the body transdermally, orally, and ocularly. Coenzyme Q10 interacts with oxygen-derived
free radicals to prevent damage to biomolecules. Therefore, it serves as a potent antioxidant in
the body, contributing to the renewal of other antioxidants, cell signaling, cell growth, and gene
expression. Additionally, it plays a significant role in membrane stability, energy conversion,
and ATP production. Due to its low solubility and low bioavailability, the use of coenzyme Q10
is limited.

As part of our thesis work, characterization studies were conducted on niosomal
formulations obtained from proniosomes, and the identified formulas were subjected to in vivo
pharmacokinetic studies. After the application of pure coenzyme Q10 and coenzyme Q10 -
loaded proniosomes, blood samples were collected from rats at specified intervals over 24
hours, and the necessary measurements were performed. When pharmacokinetic parameters
were examined, it was observed that the proniosome formulation exhibited effective
bioavailability compared to the pure active substance. Quantitative determinations were carried
out by developing an analytical method using the ICH reference in HPLC, and the validation
of this method was performed. In this study, coenzyme Q10 was loaded into proniosomes, and
because of in vitro and in vivo experiments, it was observed that the bioavailability of the active
substance increased.

In conclusion, our study has demonstrated that proniosome formulations are effective
carriers in increasing bioavailability.

Keywords: Slurry method, coenzyme Q10, proniosome, bioavailability, pharmacokinetics.
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1. GIRIS VE AMAC

Koenzim Q10, Alzheimer hastaligi, hipertansiyon, migren, romatoid artrid, parkinson,
fibromiyalji, kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaligin tedavisinde terapdtik etkileri olan ve
viicudumuzda elektron tasiyicis1 olarak da kullanilan endojen bir maddedir. Viicutta enerji
iretim siire¢lerinde yer almaktadir, oksijen kaynakli serbest radikaller ile etkileserek
biyomolekiillerin zarara ugramasini 6nlemektedir. Bundan dolay: viicutta giiclii bir antioksidan
olarak gorev alarak diger antioksidanlarin yenilenmesinde, hiicre sinyalinde, hiicre
biiylimesinde ve gen ekspresyonunda gorev almaktadir. Koenzim Q10 hiicre zar1 stabilitesinde,
enerji liretiminde ve canli hiicrede ATP sentezine destek olur. Bunlarin yanisira koenzim Q10
diisiik ¢oziintirliikk ve ¢oziinme hiz1 ve bu sebeple diisiik biyoyararlanim gostermektedir.

Proniozomlar, non-iyonik yiizey aktif maddeler iceren kuru serbest akan graniiler
yapidaki pordz tozlardir. Kuru ve serbest akan bu tozlar kullanilmadan 6nce su ile hidrate edilir,
niozomal yapilara doniiserek kolloidal bir dispersiyon haline déniisiirler ve bdylece etkin
maddenin niozomal yapilara hapsedilerek etkin maddenin absorpsiyonunu kolaylastirirlar.
Proniozomal formiilasyonlar, diger geleneksel ila¢ formiilasyonlarina gore hedef hiicre veya
organa hedeflendirmede oldukg¢a etkilidir. Bu formiilasyonlar oral, parenteral, topikal,
transdermal, okiiler ya da enjeksiyonluk preparatlar seklinde kullanilabilmektedir.

Koenzim Q10, diisik c¢oziiniirliigiini ve biyoyararliliin1 arttirmak amaciyla
proniozomal formiilasyonlara yiliklenmis, in vitro karakterizasyonlari yapilmis ve in-vivo
calismalar ylriitilmiistiir. Calismamizda koenzim Q10 yiiklii proniozom formiilasyonlari
bulamag¢ yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Proniozom formiilasyonunda L-arginin, suda
¢Oziiniir tagiyict materyal olarak kullanilmistir. L-arjinin (yar1 esansiyel amino asit), nitrik oksit
miktarini, endotel disfonksiyonunu ve hiicresel alimi artirarak daha yiiksek etkinlik elde etmek
icin formiilasyonda kullanilmigtir. Koenzim Q10’un oral verilisteki bu problemlerini ¢6zmek

amaciyla dozaj formlariin gelistirilmesi amaglanmustir.


https://www.memorial.com.tr/hastaliklar/migren

2. GENEL BILGILER

2.1. Vezikiiler Sistemler

Terapotik etkili bilesikler giiniimiiz teknolojisiyle hastalikli organ veya hiicrelere cesitli ilag
tasima sistemleri ile hedeflenebilmektedir. Ila¢ tasima sistemleri olarak lipozomlar, miseller
nanokiireler, niozomlar, polimerik nanopartikiiller gibi ¢esitli sistemler gelistirilmistir (1).

Vezikiiler sistemler, amfifilik yap1 bloklari su ile kars1 karsiya kaldiginda olusan bir veya
birka¢ es merkezli lipit ¢ift tabakasinin diizenlenmis formlaridir. Hem hidrofilik hem de
hidrofobik fonksiyonel gruplart vardir (Sekil 2.1.). Vezikiiller, ¢ok cesitli amfifilik yap1
bloklarindan olusturulabilmektedir. Bu vezikiillerin biyolojik kokeni ilk olarak 1965 yilinda
Bangham ve ark (1965) tarafindan rapor edilmis ve Bangham cisimcikleri adi verilmistir.
Bangham, hiicre i¢i enfeksiyonlarin tedavisi i¢in etkin maddenin hiicrelere sinirli olarak niifuz
etmesi nedeniyle geleneksel dozaj formlarinin etkili olmadigini, bunun ancak vezikiiler ilag
tagima sistemlerinin kullanilmasiyla asilabilecegini saptamistir (2).

Lipozomlar, niozomlar, transferozomlar, farmakozomlar, proniozomlar ve
prolipozomlar gibi nano boyuttaki vezikiiler sistemlerle etkin madde tasinabilmektedir (Sekil
2.2.). Lipozomlarin ve niozomlarin diger geleneksel dozaj formlarina gore avantajlari, etkin
maddeyi hedef organa veya hiicreye etkili iletmesi ve dolayisiyla diger dokulardaki toksik etkiyi
azaltmasidir. Vezikiiler formiilasyonlardan niozomlar ve proniozomlar 1980'lerin basindan
itibaren genis ilgi gdrmektedir. Proniozomlar, suda ¢oziiniir ve akiskan haldeki tasiyici toz
partikiillerinin niozomal igerikle kaplanarak olusturulan bir 6n niozom formiilasyonudur.
Bunlar, sicak sulu ortamda kisa siireli calkalama iizerine bir niozomal dispersiyon olustururlar.
Ortaya ¢ikan niozomal yapi, yiiksek Olgekte boyut tekdiizeligine sahiptir. Proniozomal
yaklasim, stabiliteyi arttirarak depolama ve sterilizasyon sirasinda meydana gelebilecek

sorunlar1 azaltmaktadir (3,4).

Vezikiiler Sistemlerin Geleneksel Sistemlere Gore Avantajlari (4)

e Daha tekdiize sonuglar verir,

e Hedef bolgeye etkin madde iletimini kolaylastirir,

e Toksisiteyi azaltir,

e Kolay depolama transfer, sterilizasyon ve ekonomik kolayliklar1 vardir.
e Yiiksek enkapsiilasyon verimi,

e Kolay kullanim imkani1 saglamaktadir.
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Sekil 2.1. Lipofilik ve hidrofilik etkin maddelerin vezikiiller dagitim sistemlerinde

tutulmasi (4)

Farmakozomlar
{Fosfolipit)

Fitozomlar
(Fosfolipit ve

fito bilegenlar)

Transferzomlar
(Fosfolipid & kenar

aktivatoru)
3 Lipozomlar
(Fosfolipit ve
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Vesikiler dagrtim
sistemleri
Miczomlar

(lyonik clmayan yloey akaif
madde ve kolestenod)

Etozomilar
(Fosfolipid ve etanol)

Sekil 2.2. Farkh vezikiiler sistemler ve bunlarin temel bilesenleri (4)

2.1.1.Transferozomlar

Lipozomal ve niozomal sistemler transdermal kullanimda zayif gecirgenlik, vezikiillerin etkin

madde s1zintis1 ve fiizyonu gibi problemler barindirmaktadir. Bu durumu 6nlemek amaciyla

transferozom adi verilen nano yapili tagiyicilar tiretilmistir. Transferzomlar, 1992 yilinda Ceve

ve Blume tarafindan iiretilen oldukga elastik vezikiillerdir. Vezikiillerde bulunan fosfolipitler ve

kenar aktivatorleri vezikiillerin ¢ift katmanlarin1 zayiflatarak ylizey gerilimlerini diisiiriir ve

elastiklik saglar (4,5).



2.1.2.Farmakazomlar

Vezikiiler tasima sistemlerin ¢ogu, optimal hazirlama yontemlerinin olmamasi, diisiik yiikleme
verimliligi, stabilite sorunlar1 ve kontrolsliz ilag salimi gibi bazi faktorler sebebiyle
sinirlandirilabilmektedir. Bu problemleri asabilmek amaciyla hidrofilik etkin madde
molekiilleri lipidik yapili gruplarla kovalent baglanarak kendiliginden vezikiil olusturabilen

formlara dontistiiriilmektedir (4).

2.1.3.Fitozomlar

Fitozomlar, fosfolipitlerin ve bitkisel etkin maddelerle komplekslesmesiyle olusturulurlar.
Bitkisel etkin maddelerin hedef bolgeye kontrollii olarak ulastirilmast i¢in gelistirilmis nano
yapilardir ve bu sayede daha iyi farmakokinetik ve farmakodinamik profiller gostermektedirler.
Yapisal olarak etkin madde, lipozomlarin sulu ¢ekirdeginde veya lipit ¢ift tabakasinda
tutulurken, fitozomlara bitkisel bilesenler fosfolipitlere kimyasal olarak baglidir. Bu nedenle

cift tabakaya sikica baglidir (4,5).

2.1.4.Etozomlar

Etozomlar, fosfolipit, su ve yiiksek konsantrasyonda (%45’e kadar) etanolden olusan
vezikiillerdir. Touitou tarafindan 2000 yilinda iiretilmistir. Etanol, lipit zarindaki bosluklara
niifuz ederek zar esnekligini arttiran bir gegirgenlik arttiric1 gérevi goriir. Hem hidrofilik hem
de lipofilik etkin maddelerin hiicre i¢ine tasinmasini saglar. Alopesi, dermatit ve sedef hastaligi
gibi ¢esitli dermal hastaliklarin tedavisi i¢in ¢cok sayida ilacin dermal ve transdermal iletimi i¢in
etozomlarin kullanimi bildirilmektedir. Ayrica etozomlarin perkiitan yoluyla deriye niifuz ettigi
bildirilmektedir. Piyasada Noicellex, Lipoduction, Supravir, Celluight EF, Decorin, Skin
Genuity ve Nanominox gibi bir dizi etozomal formiilasyonlar bulunmaktadir. Etozomlarin
modifikasyonu ile ikili etozomlar elde edilebilmektedir Bunlar tek bir etanol faz1 yerine ikili
alkol fazindan (etanol ve propil alkol) olusmaktadir. ikili etozomlarm, etozomlara kiyasla
derinin daha derin katmanlarina niifuz ettikleri i¢in tekli etozomlardan daha kararli oldugu rapor

edilmistir (4,6).

2.1.5.Lipozomlar

Lipozomlar, Alec Bangham tarafindan 1965 yilinda ‘lipit’ ve ‘soma’ kelimeleri Yunanca’dan
tiiretilmistir. Lipozomlar, sulu bir hacmin tamamen fosfolipit ve kolesterol ¢ift tabakasindan
olustugu kiiresel, vezikiiler mikro keseciklerdir (4). Bu zamana kadar bir¢cok lipozomal
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formiilasyon gelistirilmis olup bu formiilasyonlar klinik olarak kullanilmaktadir. Bu yapilar,
lipozomlar i¢inde hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddelerin enkapsiilasyonuna olanak
tanir. Genel olarak dogal fosfolipitlerle hazirlanan bu lipozomal yapilar, enkapsiile ilag etkin
maddesinin terapdtik etkinligini arttirarak toksisiteyi azaltan, yiiksek diizeyde biyouyumlu ve
biyolojik olarak pargalanabilen nano yapilardir. Topikal olarak kullanildiginda rezervuar olarak
gorev alir, aktif bilesenlerin siirekli olarak iletilmesini saglar ve kapsiillenmis etkin maddeyi
oksidasyon, 1s1k ve hidroliz gibi dis faktorlerden korur (7). Vezikiil biiyiikliikleri 10 ile 100 nm
arasinda degisebilenler tek tabakali vezikiiller (SUV), vezikiil buyiikligi 100 ile 3000 nm
arasinda degisenler biiyiik tek tabakali vezikiiller (LUV), sayet vezikiiller bir ¢ift tabakadan
daha fazla yapidan olusuyor ise ¢ok tabakali vezikiiller (MLV) olarak adlandirilirlar (Sekil
2.3).
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Fosfolipit molekufn LiPOZOM ¢ & i a%“;f”o
Sekil 2.3. Lipozom molekiiliiniin su icerisindeki yapisi (8)

Dogada, fosfolipitler, hiicre zarlarinda bulunur. Bir hiicrede, bu katmanlarin iki kutuplu
kismindan polar olanlar1 disa ve i¢e bakarken polar olmayan kisimlar bu polar bolgeler arasinda
konumlanirken i¢ sulu ortam, sudan saklanarak hiicre zarini olusturur. Fosfolipitlerin zari
bozuldugunda kendiliginden yeniden birlesirler (9). Lipozom yapisinda fosfolipitlerin disinda

fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirmek, stabilitesini arttirmak, mikro viskozitesini arttirmak



icin kolesterol, bunun yaninda pozitif ve negatif yiilk veren maddeler, ayrica lipozomlar

oksidasyona ¢ok yatkin molekiiller olduklari i¢in antioksidanlar da bulunmaktadir (10).

2.1.6.Niozomlar

Niozomlar, biyolojik olarak parcalanabilen ve nispeten toksik olmayan iyonik olmayan yiizey
aktif maddelerden olusurlar. Lipozomlara stabil ve ucuz alternatifler olarak gelistirilmislerdir.
Farmasotik ve kozmetik endiistrisinde oldukga yeri biiyiiktiir. Niozomal formiilasyonlar, oral,
parenteral, okiiler, transdermal, vajinal ve inhalasyon yollariyla uygulanmaya uygundurlar.
Handjani-Vila 1979 yilinda, niozomal yapilar1 kolesterol ve tek alkil zincirli noniyonik
stirfaktan karigiminin hidrasyonu iizerine ¢alismalar yapip, vezikiiler sistem olusumunu bildiren
ilk kisilerdendir. Niozomlar iyonik olmayan yiizey aktif madde kesecikleridir (11). Iyonik
yiizey aktif maddeler de vezikiil olusturmaktadir ancak ¢ogu iyonik ve toksik oldugu igin
genellikle farmasotik alanda kullanima uygun degildirler. Niozomlar kiiresel nanoyapilardir ve
mikroskobik lamelli (tek lamelli veya ¢ok lamelli) yapilardan olusur (Sekil 2.5.).

Cift katman, kolesterol ve bir yiik indiikleyici igeren veya icermeyen iyonik olmayan
yiizey aktif maddelerden olusur. Karbon zincirindeki alkil gruplarinin, karbon zinciri uzunlugu
12 ile 18 arasinda degismektedir (C12-C18). Molekiiller birden fazla alkil grubu icerebilirler
(12,13). Degisken kombinasyonlarda ve farkl tiirde siirfaktanlar kullanilir. Hidrofilik u¢ disa
(sulu faza dogru) bakacak, hidrofobik u¢ ise ige bakacak sekilde yonelir (Sekil 2.4).
Kolesteroliin eklenmesi, ¢ift tabakanin sertligini koruyarak daha mukavemetli formiilasyonlar
olusturmaktadir. Bu arada, ytik vericiler vezikiillere elektriksel yiik saglar ve stabiliteyi arttirir.
Anyonik yiik vermek amaciyla disetil fosfat, diheksadesil fosfat ve lipoamino asit; katyonik
yik vermek amaciyla stearilamin ve setil piridinyum kloriir gibi maddeler formiile ilave

edilerek formiiliin stabilitesi arttirilir (13).
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Sekil 2.4. Kiiciik tek tabakah vezikiiller (0,025-0,05 mm) (A), Cok tabakal vezikiiller
(>0,05 mm) (B) ve Biiyiik tek tabakal vezikiiller (0,10 mm) (C) (14)

Niozomlar, vezikiil konfigiirasyonu ve boyutlarina gore kiiciik unilamelar vezikiiller
(0,025-0,05 mm), multilamelar vezikiiller (>0,05 mm) ve biiyiik unilamellar vezikiiller (0,10

mm) olmak tizere 3 smifa ayrilabilir (12,13).
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Sekil 2.5. Niozomun yapisi (12)



Niozomlarin diger ilag tasiyici sistemlere gore baz tistiinliikleri:

>

Niozomlarin olusumunda kullanilan stirfaktanlar, lipozom formiilasyonlarinda

kullanilan fosfolipit molekiillerine kiyasla daha kararhdir.
Niozomlarin biiyiik 6l¢ekli iiretimlerinde basit yontemler kullanilir.

Niozomlarin iiretiminde kullanilan yardimc1 maddeler ve ekipmanlar pahali

olmadigindan niozom iiretim siireci uygun maliyetlidir.
Lipozomlar ve diger ilag tasiyici sistemlere gore daha fazla raf 6mriine sahiptir.

Niozomlar; 1s1, 151k gibi dis etmenlere maruz birakildiginda lipozomlara gore daha stabil
oldugu bulunmaktadir.

Niozomlarin bilesenleri arasinda yiizey aktif maddeler (genellikle noniyonik y.a.m.),
kolesterol ve yiikk verici maddeler bulunur. Formiilasyon bilesenleri formiiliin

fizikokimyasal ve kimyasal 6zelliklerini belirler (13,14).

Yiizey Aktif Madde Etkisi:

Yiizey aktif maddeler (siirfaktanlar), lipofilik bir kuyruk ve hidrofilik bir bas iceren amfifilik

molekiillerdir. Hidrofilik bas gruplarina gore katyonik, anyonik, amfoterik ve noniyonik olmak

tizere smiflandirilirlar (Sekil 2.6.). Non-iyonik yiizey aktif maddeler, diger yiizey aktif

maddelerle kiyaslandiginda yiiksliz hidrofilik gruplar1 nedeniyle diisiik toksisiteleri ve

biyouyumluluklari nedeniyle niozomlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilir (14).

Hidrofilik Kisim Hidrofobik Kisim

i () (NAAAA

Sekil 2.6. Farkh yiizey aktif maddelerin molekiil yapilari (14)




Niozom Olusumunda Eklenen Yardimci Maddeler:
Niozom olustururken ana bilesen yiizey aktif maddelerin yaninda c¢esitli yardimct maddeler
kullanilmakta olup bunlarin en yaygin kullanilan1 kolesteroldiir. Kolesterol, noniyonik yiizey
aktif madde ile etkileserek, yiizey aktif madde molekiillerinin hidroksil gruplari ile alkil zinciri
arasinda bir hidrojen bagi olusturur. Bu, niozomlarin gecis sicakligini arttirir ve boylece iki
tabakali zincirlerin akigkanligimi degistirerek stabiliteyi iyilestirebilir. Kolesterol ayrica
membran stabilize edici etkisinden dolay1 enkapsiilasyonu arttirmakta ve sizintilar
onlemektedir (15).

Disetil fosfat (DCP) gibi negatif yiiklii ve stearil amin veya stearil piridinyum kloriir
gibi pozitif yiiklii maddeler, niozomlara eklenerek yiik verirler ve elektrostatik itme ile
niozomlarin stabilitesine destek olurlar. Genel olarak, bu yardimci maddeler formiilasyona

diisiik miktarda ilave edilir (16).

Kritik paketleme parametresi (CPP):

Noniyonik yiizey aktif maddelerden olusan niozomun vezikiil olusturmasi yiizey etkin
maddenin HLB'sine, kimyasal yapisina ve kritik paketleme parametresi (CPP)’ne baghidir. CPP
asagidaki sekilde ifade edilir:

CPP =Vay/lc burada V hidrofobik kuyruk grubun hacmidir, a, hidrofilik bas grubunun
alanidir ve ¢ kritik hidrofobik grubun uzunlugudur. Olusturulan niozomun yapisinin tipi CPP
degeri ile belirlenir. 0,5'in altindaki bir CPP, kiiresel misellerin olusumunu gésterirken, 0,5-1
arasindaki bir CPP, iki tabakali misellerin olusumunu gosterir. 1'den biiylik bir CPP, ters misel

olusumunu gosterir (17,18).

CPP =

lcao

Hidrofilik lipofilik denge (HLB):

HLB, siirfaktanlarin hidrofilikligi veya hidrofobikligi hakkinda bilgi veren bir degerdir. HLB
degeri biiylidiikce yiizey aktif maddelerin hidrofilitesi/suda ¢oziiniirliigii artmaktadir. HLB
degeri, niozomlarin biiyiikliiglinii ve maddelerin enkapsiilasyonunu etkiler. HLB degeri 4-8
olan bir yiizey aktif maddenin niozom olusturabilecegi, HLB degeri 6 veya daha yiiksek olan
bir ylizey aktif maddenin niozom olusturmak igin kolesterol eklenmesini gerektirdigi

bildirilmistir. Bu araligin disinda HLB igeren siirfaktanlar niozom olusturamazlar (19,20).



Jel s1v1 gecis sicakhigr (Te):

Stirfaktan maddelerin jel-sivi gecis sicakligr (T¢), niozomlarin olusumu i¢in Onemli bir
parametredir ve , membranin akiskanligi, enkapsiilasyon ve stabiliteyi etkiler. T¢, alkil zincir
uzunlugu ile iligkilidir. Daha kisa alkil zincirleri, "sizdiran" niozomlarin olusumuna neden
olurken bu maddeler daha diisiik bir Tc'ye sahiptir. Daha yliksek Tc'ye sahip yiizey aktif
maddelerin, daha diislik faz gecis sicakliklarina sahip ylizey aktif maddelere kiyasla lipid ¢ift
tabakadan sizintiyr azaltan diizenli jel formunda olma olasilig1 daha yiiksektir. Te, alkil
zincirinin doymamislik derecesine baglidir (21).

Alkil zincir doymamis olmasi, Tc'yi digiiriir; zincir akiskanligini ve membran
gecirgenligini artirmaktadir. Caligmalar, diisiik Tc’li yiizey aktif maddelerden olusan
niozomlarin, yiiksek T('li ylizey aktif maddeden olusan niozomlara gére daha esnek oldugunu
gostermistir. Hidrasyon ortaminin sicakligr yiizey aktif maddenin Tc'sinden daha yiliksek

olmalidir (22,23).

2.1.7.0zel Niozom Tiirleri

Proniozomlar

Proniozomlar, suda ¢dziiniir bir tasiyici iizerine ince bir noniyonik yiizey aktif madde filminin
kaplanmasiyla elde edilen bir 6n niozom formudur. Su ile temasta hidrate olarak niozomlar1
olusturur. Proniozomlar1 hazirlamada kullanilan tastyicilarin, hidratasyona izin vermek igin
toksik olmayan, giivenli, serbest akighi ve suda yliksek oranda ¢oziiniir olmalar1 gerekir.
Proniozom hazirlanmasinda maltodekstrin, glikoz monohidrat, laktoz monohidrat, mannitol,
sukroz stearat ve sorbitol gibi maddeler kullanilmaktadir. Proniozomlar kuru toz halinde
oldugundan geleneksel niozomlara gore daha iyi stabilite, daha az agregat olusumu olasilig1 ve

daha az etkin madde s1zintis1 gibi ¢esitli avantajlara sahiptir (24,25).

Elastik Niozomlar

Elastik niozomlar, etozoma benzeyen, boyutlarindan daha kiiciik gozeneklerden yapilarini
bozmadan gecebilen esnek niozomlardir. Bu vezikiillerin bilesenleri siirfaktanlar, kolesterol, su
ve etanoldiir. Kiigiik gézeneklerden gecebilmeleri ve bu nedenle cilt bariyerinden penetrasyonu
tyilestirmeleri nedeniyle topikal veya transdermal ila¢ tasinmasinda yaygin olarak kullanilirlar.

Manosroi ve arkadaglari, diklofenak dietilamonyumun transdermal iletimi icin elastik
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niozomlar hazirlayarak elastiklik indeksinin geleneksel niozomlardan yaklasik 14 kat daha
yiiksek oldugunu bulmustur. Yine bagka bir ¢alismada sodyum kolat ilavesiyle hazirlanan

papain yliiklii elastik niozomlar, yara tedavisi i¢in umut verici bulmustur (26,27).

Diskomlar:

Diskomlar, biiyiik disk benzeri niozomlardir. Uchegbu ve arkadaslari tarafindan yapilan 6nceki
bir caligmada, mekanik ¢alkalama, karistirma ve sonike etme yoluyla disetil fosfat heksadesil,
kolesterol ve digliserol eter kullanilarak diskomlar hazirlamiglardir. Calismada, diskomlarin
boyutunun biiyiik 11-60 um civarinda biiyiik bulunmus ve sonikasyondan sonra da boyutu
artmistir (28,29).

Bola niozomlar:

Birbirine bagh bir veya iki lipofilik grubun iki hidrofilik baslarinin oldugu yapilar bola yiizey
aktif maddeleri olarak isimlendirilir. Bola niozomlari, bola ylizey aktif maddelerden olusturulur.
Paolino (2008), bola yiizey aktif maddelerinin, klasik yilizey aktif maddelere gore ¢cok daha
yiiksek ylizey gerilimleri ve daha diisiik kritik misel konsantrasyonlarinin oldugunu ve daha

stabil olduklarini gostermistir (30).

Transferozomlar:

Transferozomlar, tipki lipozomlar gibi, lipit tabakalarindan olusan nano vezikiillerdir. Bu
vezikiiller, hiicre ici veya hiicreler arasi ilag tasima i¢in uygun araglar olarak kullanilabilirler.
Lipit ¢ift tabaka esnekligini ve gecirgenligini artirmak ic¢in kenar aktivatorleri (edge activator)
eklenir. Kenar aktivatorleri genellikle, lipit ¢ift tabakasinin akiskanligini ve elastikiyetini
artiran, noniyonik tek zincirli ylizey aktif maddelerden olusur. Hem diisiik hem de yliksek

molekiil agirlikli etkin maddeler i¢in tasiyici gorevi gorebilirler (31).

Aspazomlar:

Cift tabakali lipit olarak askorbil palmitat, kolesterol, ve yiik vericilerle olusturulan
niozomlardir. Aspasozomlar, ince film hidrasyonu ile iiretilir. Aspazomlarin etkin maddelerin
transdermal uygulamalarinda cilt bariyerini gegebildigi ve transdermal penetrasyonu

artirabildigi bulunmustur (32).
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Niozomlarin Karakterizasyonu:
Niozomal yapilar iiretildikten sonra olusturulan yapinin uygunlugunu tayin edebilmek i¢in bazi

test yontemlerinin uygulanmasi gerekir. Bu yontemler (Tablo 2.1.” de) yer almaktadir.

Tablo 2.1. Niozomlarin karakterizasyonunda kullanilan teknikler (32)

Parametreler Uygulanan Teknikler
Partikiil boyutu ve Dinamik 151k sa¢ilimi (DLS), Taramali elektron mikroskobu (SEM),
dagilimi Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Ny Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), Taramali elektron mikroskobu
Morfoloji L .
(SEM), Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Zeta potansiyeli Dinamik 1s1k sag¢ilimi, Lazer doppler anemometrisi
Vezikiil kararlilig Dinamik 1s1k sacilimi, Mikroskobik teknikler

Enkapsiilasyon etkinligi | UV-spektrometre, Yiiksek performansh sivi kromatografisi

In vitro salimi Diyaliz, Franz difiizyon hiicreleri

Niozomlarin stabilitelerini tespit edebilmek icin ilk olarak niozomlarin yapilarinda
bulunan ilag etkin maddelerinin yapisal olarak dzellikleri incelenmelidir. ilag etkin maddesinin
polimorfizm yapisina sahip olmasi, nem tutucu potansiyelinin var olmasi ya da olmamasi
durumu, ortamm pH’indan etkilenme durumu, polaritesi, sicaktan ve 1siktan etkilenip
etkilenmedigi, vb. 6zelliklerinin bilinmesi gerekmektedir. Ayrica bir diger dnem teskil eden
husus ilag etkin maddesinin niozomlarin yapilarinda bulunan kolesterol, siirfaktan madde ve
yiik verici maddeler ile etkilesip etkilesmedigidir. Niozomlarin stabiliteleri incelenirken
vezikiillerin biiylikliigli, zeta potansiyeli, etkin madde yiikleme etkinligi ve polidispersite
indeksi incelenmelidir. Bunun yaninda niozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitelerinin yaninda

biyolojik olarak kararliliklari da 6nemlidir (33,34). Vezikiiller, van der Waals kuvvetleri,

Niozomlarin stabilitesini etkileyen faktorler sunlardir (14,33):
« Siirfaktan tiiri;
* Etkin maddenin yapist;

* Depolama sicakligy;
12



* Yiikli bir molekiiliin bulunmasi.

Niozomlarin toksisitesi bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmektedir. Ester tipi
siirfaktanlarin eter tipi diger siirfaktanlara kiyasla toksisitesinin daha az oldugu belirlenmistir.
Bu durumun nedeni ester baglarinin enzimatik bozulmasi olarak agiklanabilir. Baz1 durumlarda,
etkin maddenin niozomlar tarafindan enkapsiilasyonu toksisiteyi azaltmaktadir. S-180 sarkoma
ve Ehrlich asit fare modellerinde vinkristin niozomlart ile intravendz uygulamasini takiben

norolojik toksisite, diyare ve alopesi azaltilmis ve anti-timor aktivite arttirilmistir (35,36).

2.2. Provezikiiler Sistemler

Vezikiiler sistemlerin (niozom ve lipozom) agregasyon, hidroliz, sedimentasyon, oksidasyon
kaynakli veya depolama sirasinda fiizyona dayali fiziksel ve kimyasal stabilite problemleri
vardir. Provezikiiler sistemler, vezikiiler sistemlerin bu olumsuz 6zelliklerine kars1 gelistirilmis
tastyici sistemlerdir. Genel olarak kimyasal 6zellikleri birbirlerine benzemektedir. Provezikiiler
sistemlerin fiziksel stabilitesi ve molekiil kararliligi, depolama kolayligi, uzun raf 6mrii, kolay
sterilite edilebilme gibi 6zellikleri vezikiiler sistemlere gore provezikiiler sistemleri {istiin
kilmaktadir.

Provezikiiler tasiyicilar, vezikiiler sistemlerin dehidrate seklidir ve su ile kolaylikla
hidrate edilerek vezikiiler sistemi olusturular. Prolipozomlar ve proniozomlar en ¢ok kullanilan
provezikiiler sistemlerdendir. Proniozomlar ve prolipozomlar yapilarinda kolesterol, fosfolipit
ve gesitli yiizey etkin maddeler igerirler. Su ile hidratasyonunda kolay bir sekilde niozomlara
veya lipozomlara doniisiirler. Formiilasyon olarak; akiskan kuru toz ya da jel formda bulunurlar.
Kimyasal yapilari birbirlerine ¢ok benzeyen bu sistemler arasindaki fark fosfolipidler yerine
iyonik olmayan yiizey etkin maddeleri yapilarinda bulundurmalaridir. Kuru toz seklindeki bu
formiilasyonlarda tasiyicinin hidrofilik yapida olan yiizey etkin madde ile kaplanmasi gerekir.
Kaplanan toz formiilasyonlar camsi gegis sicakligindan fazla bir sicakliktaki su eklenip
calkalanip hidrate edildikten sonra niozomal yapidaki vezikiillere doniisiir (37-39). Proniozom

formiilasyonunun niozomlara déniistiiriilmesi iki yolla gerceklestirilebilir.
Cilt tarafindan hidratasyon: Cilt tarafindan hidrasyon yonteminde cildin kendisi tarafindan

saglanir, yani derideki su proniozom formiilasyonunu olusturmak ve niozomlara doniistiirmek

icin kullanilir.
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Céoziiciilerle Hidratasyon: Coziiciilerle hidratasyon yonteminde hidrasyon sulu sistemler ile
saglanmakta olup ajitasyon ve sonikasyon ile proniozomlari niozomlara doniistiirmek icin

kullanilir (38,39).

Provezikiiler sistemin, vezikiiler sistemlere gore avantajlar: sunlardir (37,39);

—

. Raf dmriinii sinirlayan, fiziksel ve kimyasal stabilite problemlerden kaginmak,
. Sterilizasyon, depolama ve tasima kolayligi,

. Doz tekdiizeligi,

. Biyoyararlanim1 ve minimum yan etkileri iyilestirir,

. Kontrollii, hedefli ve siirekli salim gosterir

. Hem hidrofilik hem de hidrofobik ila¢ etkin maddeleri tutabilir,

. Biyolojik olarak uyumlu olup viicutta pargalanabilir.

. Ilacinin boyutu, sekli, boyutu ve bilesimi gerektiginde kontrol edilebilir.

O o0 N N W»n B~ W N

. Depolama esnasinda meydana gelen fiizyon, agregasyon, sedimantasyon ve sizinti

gibi fiziksel stabilite problemlerini onler.

2.2.1. Prolipozomlar

Lipozomlar, Bangham ve arkadaslar1 tarafindan 1965 yilinda kesfedilmistir. ilag etkin
maddelerinin terapétik etkilerini artirmak, olumsuz yan etkilerini azaltmak ve kimyasal olarak
yapilariin bozunmadan korumasini saglamak, fiziksel ve kimyasal stabilitelerini artirmay1
amaclamislardir. Lipozomal formiilasyonlarda, fizikokimyasal stabilite problemleri, fiizyon ve
agregasyon sonucu olusan partikiil biiytikliiglindeki degisim, ila¢ etkin maddesinin vezikiillerin
disina sizma gibi stabilite problemleri goriilmektedir. Bu problemler lipozomlarin
par¢alanmasini hizlandirir, in-vivo davranisi, saklama kosullarin1 ve ila¢ salim 6zelliklerini
degistirirler. Bu sebepten dolayr lipozomal formiilasyonlar i¢in 6zel saklama kosullari
gerekmektedir (40).

Prolipozomal formiilasyonlar, lipozomlarin stabilite kaynakli sorunlarin1 gidermek i¢in
gelistirilen yeni nesil ilag tasiyici sistemlerdendir. Prolipozomlar Nicholas Payne ve arkadaslari
tarafindan 1986 yilinda gelistirilmistir. Bu yapi, etkin madde, ¢esitli fosfolipitler ve suda
¢Oziinebilen tastyicidan olusan, su veya nem ile temasi halinde lipozomlara kolaylikla
doniisebilen, kuru ve toz yapida iyi akis 6zelliklerine sahip ¢ok tabakali graniiler iirlinlerdir
(41). Prolipozomlarin kuru ve toz yapida olmalar1 saklama, transfer, stabilitesini korumada

kolaylik saglamaktadir. Prolipozomlarin stabiliteleri, lipozomlarin stabilitelerine gore tistiinliik
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gosterirler ve strerilizasyonunun biiyiik 6lgekli liretimde saglanmasi kolaydir. Prolipozomlarin

tiretimi, lipozomlarin iiretimine gore daha basit ve tekrarlanabilir iiretim imkan1 saglar.

Prolipozomlar baslica avantajlar1 asagida belirtildigi gibidir (40,42-44);

e  (Coziiniirliigii az olan etkin maddelerin ¢oziliniirliigiinii ve biyoyararlanimlarini arttirirlar,

e  Hidrofilik ve lipofilik maddeler enkapsiile edilebilir,

e Kontrollii etkin madde salimi ve etkin maddelerin hedef dokulara tasimak igin
kullanilabilirler,

e Lipozomlara kiyasla stabilizasyonu yiiksektir,

e Oral yoldan etkin maddenin emilimini arttirir,

e Sindirim sisteminde etkin maddenin par¢calanmasina kars1 korurlar,

e Prolipozomal formiilasyonlar, etkin maddenin farmakodinamik ve farmakokinetik
ozelliklerini iyilestirip degistirebilirler,

e Etkin maddenin toksik etkisini azaltir,

e Biyolojik olarak parcalanabilirler,

e  Uretimleri ucuz ve kolay olarak yapilabilir.

2.2.2. Proniozomlar

Niozomal ilag tasiyict formiilasyonlarin taginma, stabilizasyon, etkin madde sizmasi,
degredasyon, oksidasyon, hidroliz agregasyon, ¢okme gibi olumsuz yonlerinin giderilmesi
acisindan kimyasal etkilerine miidahalede bulunulmaksizin proniozomal formiilasyonlar
gelistirilmistir. Proniozomlar, niozomal formiilasyonlarin dehidrate seklidir.

Kuru akiskan bir toz seklinde bulunan farmasétik proniozomal formiilasyonlar tagima,
dagitim, saklama, depolama durumlarinda biiylik bir avantaj saglamaktadir. Proniozomal
formiilasyonlar; gerektigi kadar alinip 1lik suda birkag¢ dakikalik ¢alkalanma ile hizli ve kolay
bir sekilde niozom dispersiyonuna doniisebilen yiizey etkin madde ile kapli ve dehidrate
edilebilen yeni nesil kuru toz formiilasyonlardir (Sekil 2.2.). Proniozomlarin tiretim teknikleri
basit ve biiyiik 6lgekte iiretilebilirler. Proniozomlar, transdermal, okiiler, oral ve enjeksiyonluk

preparatlar seklinde uygulanabilir (45,46).
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Sekil 2.2. Proniozomdan niozom olusum semasi

Proniozomlarin iiretiminde kullanilan noniyonik siirfaktan maddeler, kolesterol, yiik
verici maddeler proniozom formiilasyonlarin yapilarini olustururlar( Tablo 2.3.). Kuru toz ve
graniil yapidaki proniozomal formiilasyonlarin niozomal formiilasyonlardan tek farki

yapilarinda tasiyict madde igermesidir (45).

Tablo 2.3. Proniozomlarin yapilarinda bulunan maddeler (45-47)

Proniozomlarin Yapilarinda Bulunan Maddeler

Avrjinin, Glukoz, Maltodekstrin, Sorbitol, Siikroz

Tas1yict maddeler .
stearat, Laktoz monohidrat

Yiizey yiikii saglayan maddeler Disetil fosfat, Stearilamin

Membran stabilize ediciler Kolesterol, Lesitin

Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler | Span (20, 40, 60, 80, 85), Tween (20, 60, 80)

Coziiciiler Etanol, Metanol, Propanol, Izopropanol

Iyi bir tasiyic1 madde; giivenli, toksik olmamalidir, suda iyi ¢ziinmelidir, organik ¢oziiciide
¢oziinmemeli veya ¢ok az ¢oziinmelidir, akiskan olmalidir, Hausner indeksi kii¢iik olmalidir,
sekli kiiresel olmalidir (45). Proniozomlar fiziksel olarak kuru graniiler ve sivi kristal jel

formunda olmak tizere iki formda bulunurlar.

Kuru graniiler tipteki proniozomlar:

Suda ¢oziinebilen bir tasiyicinin {lizerine film tabakasi seklinde kaplanmasiyla elde edilir.
Kaplamada onceden organik solvan igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ipit ve yiizey etkin maddenin
eklenmesiyle iiretilen serbest akan, kuru graniiler seklindedir. Bu form 6zellikle kapsiil boncuk

ve tablet haline doniistiiriilebildikleri i¢in higbir sekilde siv1 ile temas olmadan saklanabilirler
(48).
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Siv1 kristal jel proniozomlar:

Proniozom olusturmak i¢in eklenen siirfaktan madde molekiillerinin su ile temas: halinde
stirfaktan maddenin lipofilik zincirlerinin “liyotrofik siv1 kristal durumu” denen diizensiz ve
stvi duruma gelmesi sivi kristal jel durumunu ortaya ¢ikarir. Bu faz su varliginda birbirlerinin
tizerine gelen tabakalar seklindedirler. Bu formu elde etmek ti¢ yolla miimkiindiir (49):

e  Kiritik sicaklig (Tc) sicakligi artirmak,

e Yaglar1 ¢6zebilen ¢oziicliniin varligi,

e  Sicaklik ve ¢6ziicli parametrelerini ayn1 anda uygulamak.

S1v1 kristal jel proniozomlar; penetrasyon artirict 6zellikleri, membran 6zelliklerinin stabilitesi,
yiiksek etkin madde ylikleme etkinligi, stabilite, 6l¢ek biiylitmedeki kolaylik ve matris iginde
disperse edilmelerine gerek duyulmamasi, farmasotik olarak toksik olmayan maddelerin
kullanilmasi, dogrudan transdermal olarak kullanilabilir olmas1 sivi kristal jel proniozomlarin

avantajl 6zellikleri arasindadir (49).

2.2.3. Proniozom Olustuma Yontemleri
Kuru toz proniozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi iki ayr1 yontemle hazirlanabilir. Bunlarin
birincisi bulama¢ yontemi digeri ise sprey kaplama yontemidir. Jel olarak hazirlanan

formiilasyonlar i¢in koaservasyon yontemi kullanilir.

Bulamag¢ Yontemi:

Bulamag yontemi, tasiyici olarak kullanilan maltodekstrin bazli proniozomlarin iiretimi i¢in
kullanilan gelistirilen yontemdir. Bu yontemde, tasiyici olarak kullanilmak istenilen madde
yuvarlak bir balona konularak baska bir kapta ¢oziindiiriiliip karistirilmis etkin madde, organik
solvent, ylizey yiikii verici madde ve yiizey etkin madde ¢ozeltisi hazirlanir.

Organik c¢ozelti karisimi balon igerisindeki tasiyict maddeye dokiilerek karismasi ve
bulama¢ olugmasi saglanir. Bu karigma islemini vakum altinda balon igerisindeki organik
solvent buharlasana kadar ve kuru akiskan bir toz elde edene kadar devam edilir. Sonug olarak
elde edilen akiskan kuru toz proniozom formiilasyonunu temsil etmektedir (Sekil 2.4.). Bazi
solventler kolay olarak u¢gmayip uzun stire vakum altinda karistirilmasi gerekebilmektedir. Elde
edilen proniozom formiilasyonlar1 hava ve nem almayan uygun saklama kaplarina konularak

muhafaza edilir (50,51).
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Bulama¢ yontemin avantajlari: Suda c¢Oziinebilen tasiyict maddeler kolaylikla
kaplanabilmektedir, tasiyicilarin yiizeyi iyi bir sekilde kaplanabildigi i¢in okside ve hidroliz
gibi durumlardan etkilenmez, tagiyici materyal tekdiize kaplanabildigi i¢in yiizey alan1 biiyiik
olan molekiiller daha ince kaplanabilmektedir, biiyiik 6lgekli iiretim imkanm saglamaktadir

(50,51).

Bulama¢ yontemin dezavantajlari: Bulamag¢ yonteminde iiretim metoduna gore zaman
gerektirebilir ve 6zel ekipmanlara (vakum, azot gazi gibi) ihtiya¢ duyulabilir, iiretilen
proniozomal formiilasyonda az da olsa solvent kalabilir. Bunun i¢in ekstra vakum veya 6zel
yontemler kullanilabilir, bu yontem kiiclik dozlu 6l¢eklerde iiretilmesi uzun zaman alabilir

(50,51).

. ORGANIK COZUCU + ETKIN MADDE
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Sekil 2.4. Bulamag¢ yontemiyle proniozom olusum semasi

Sprey Kaplama Yontemi:
Sprey kaplama yonteminde organik ¢oziiciliniin i¢erisine eklenen yiizey aktif madde, kolesterol,
etkin madde ve yiik verici madde ¢oziilerek ¢ozelti olusturulur. Daha sonra belli sicaklikta
bulunan sisteme ¢ozelti sprey seklinde tasiyiciya piskiirtiiliir ve kaplanmasi saglanir. Bu islem
yavag ve porsiyonlar seklinde yapilmali, tagiyict tamamen 1slanmamalidir. Bu islem yiizey aktif
maddenin tasiyiciy1 kaplayana kadar devam edilir. Tasiyici iizerine uygulanan kaplama islemi
cok ince yapidadir. Evaporatérde vakum altinda devam edilen bu islem devam edilerek
icerisindeki solvent buharlasip kuru akiskan toz proniozom elde edilene kadar devam
edilmelidir. Bu yontem genellikle hidrofobik yapidaki etkin maddelerin ya da hidroliz sorunu
olan etkin maddelerin formiilasyonu i¢in Onerilmektedir. Ayrica bu yontem, sorbitoliin,
stirfaktan madde kaynagi olarak kullanilan organik solventler i¢inde ¢6ziinmesi sebebiyle sorun
olusturdugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (50,51).
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Yontemin avantajlari: Hidrofobik yapidaki hidroliz ve stabilite sorunu olan etkin maddelerin

formiilasyonu i¢in kullanigli bir yontemdir (51,52).

Yontemin dezavantajlari: Yiizey aktif madde, etkin madde, kolesterol ve ylizey yiikii verici
maddelerin bir arada olduklar1 ¢6zelti sorbitol {izerine ¢ok hizli piiskiirtiiliirse sorbitol
molekiillerinin yapilar1 bozulup bulamag haline gelir, tasiyici olarak kullanilan sorbitoliin

etkin maddeye girisim yaptig1 rapor edilmistir (51,52).

Faz Ayrismasi (Koaservasyon) Yontemi:

Bu yontem, Vora ve ark. tarafindan 1998 yilinda jel form olusturmak igin gelistirilmigtir. Cam
bir balona alinan yiizey aktif madde, etkin madde ve lipit, iizerine eklenen alkol ile karistirilir.
Tiim bilesenler ¢oziiniinceye kadar cam baget ile karistirilarak rotavapor da belli sicaklikta
homojenizasyonu saglanir. Bu sisteme sicak su veya gliserol ¢ozeltisi eklenerek berrak ya da
yar1 saydam bir form olusuncaya kadar 1sitilir. Bu ¢6zelti sogutularak proniozomal jel sekline
dontisiir (Sekil 2.5.). Bu yontemin {iretimi basittir ve ¢ok fazla zaman gerektirmez, 6zel bir
ekipmana ihtiya¢c duyulmayip kiiclik miktarlar i¢in ya da diisiik dozlu formiilasyonlar1 i¢in

tiretimi uygundur (53,54).
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Sekil 2.5. Koaservasyon yontemiyle proniozom olusum semasi

2.2.4. Proniozom Bilesenleri ve Etkileri
Proniozom formiilasyonu iiretebilmek i¢in kullanilan tasiyict  toksik olmayan, organik
¢oziiciide ¢oziinmeyen, suda kolay hidrate olabilen, toz olarak iyi akigkanlik saglayabilir

olmalidir.

19



Yiizey Aktif Madde:

Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, fonksiyonel grup olarak (anyonik, katyonik, amfoterik)
kiyaslandigi zaman, toksisite agisindan en zararsiz yiizey aktif madde grubu noniyonik yiizey
aktif maddelerdir.

Noniyonik siirfaktanlar, hidratasyonlari sonucunda ¢ift tabakali nano boyutta yapilar
olustururlar. Noniyonik yiizey aktif maddelerden genel olarak Span gruplarinda etkin madde
tutulma orani yiiksektir ¢linkii en yiiksek faz degisim sicakligina sahiptirler. Tween gruplarinin
etkin madde tutma orami Span gruplariyla kiyaslandiginda daha diisiiktiir. Ciinkii Tween
gruplar1 daha az lipofiliktirler. Ayrica sistemin sicakligi, yiizey aktif madde molekiillerinin
seklini etkilemektedir. Yiizey etkin maddeler molekiil yapilarinda polar ve apolar kisimlar
bulundururlar. Cift tabakali yapilarin olusumu ise yiizey etkin maddelerin HLB degerlerine
baglidir. HLB degeri 4 ve 8 arasi olanlar i¢in vezikiil olusum potansiyeli olusturur. HLB sayis1
14-16 arasinda olanlar proniozom olusturamazlar, 8-6 arasinda olan yiizey etkin maddeler i¢in
ise etkin maddenin tutum etkinligi azdir, 6’dan kii¢iik olan HLB degerleri i¢in ise ¢ift katmanl

yap1 olusturabilmek i¢in kolesterol eklenmelidir (53,54).

Membran Stabilize Ediciler:

Membran stabilitesini korumada genel olarak eklenen lipit yapidaki stabilize ediciler kolesterol
ve lesitindir. Bunlarin haricinde (Tablo 2.3’te) belirtilen lipit yapidaki maddeler proniozom
yapisina eklenebilir. Lesitinin suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi sebebiyle proniozomlarin
yapisina eklenmesiyle permeasyon arttirici olarak gorev almaktadir, etkin madde sizintisin

onleyerek enkapsiilasyon etkinligini arttirmaktadir (17,55).

Yiizey Yiikii Veren Maddeler: Proniozomlarin membran yapilarini ve stabil kalmasini
saglamak icin ylizey ylikii veren maddeler eklenmelidir. Bunlardan bazilar1 negatif yiik verici
olarak kullanilan disetil fosfat (DSP) ve fosfatidik asit, stearilamin (STR) ve setilpridinyum
kloriir pozitif yiik verici madde kullanilir. Ayrica yiizey yiikii veren maddeler sadece membran
stabilizasyonunda degil topaklanma 6nleyici olarak da gorev alirlar. Bu maddeler formiilasyona

cok kiiciik oranlarda katilir. Sayet oran artarsa enkapsiilasyon orani diiser (17).

Kullanilan Coéziiciiler:
Proniozom olusturmada ¢oziicii se¢imi 6nemli derecede etkilidir. Toksisitesi diisiik olmalidir,

kolay bir sekilde iiretim esnasindan uzaklastirilabilir olmalidir. Formiilasyonun uygulanis
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yoluna gore partikiil biyiikliigii onemli Olglide degismektedir. Coziictimiiz alkol ise
transdermal uygulamada epitel dokudan gegisi degisik biiytlikliige sahip olan alkollerin gegisleri
etanol>propanol>biitanol>izopropanol  seklindedir. = Etanol kullanilarak  olusturulan
formiilasyonlarin vezikiiler biiytikliikleri, etanoliin polaritesi nedeniyle izopropanole gére daha

biiyiiktiir (50).

Etkin Madde:

Formiilasyonda kullanilan etkin maddenin amfifilik, hidrofilik ve hidrofobik olup olmamasi
Oonem arz etmektedir. Etkin madde hidrofobik ise vezikiilden sizint1 azalir, stabilitesi artar. Bu
yapt transdermal tasima i¢in kullanilir. Etkin madde hidrofilik ise vezikiilden sizinti artar,

stabilitesi azalir. Etkin madde amfifilik ise vezikiilden si1zint1 azalir, stabilitesi degismez (57).

2.2.5. Proniozomlarda Yapilan Karakterizasyon islemleri

Uretilen proniozomal formiilasyonlarm boyutlari, akis dzellikleri pordz yapilari, morfolojisi,
enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyeli gibi karakteristik 6zellikleri 6nem teskil etmektedir.
Proniozomlarin karakterizasyonu, kuru toz formiilasyonda yapilmasi gereken kontroller ve
proniozomdan elde edilen niozomal dispersiyonda yapilmasi gereken kontroller olmak iizere

iki kisma ayrilir.

2.2.6. Kuru Toz Proniozomlarda Yapilmasi Gereken Kontroller

Morfolojik Yapisinin Tayini:

Olusturulan kuru toz proniozomlarin kiireselligi ve porozitesi morfolojik yapisinin analiz
edilmesiyle tayin edilir. Bu kontrolde taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmaktadir
(56).

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC):

Proniozomal formiilasyonda enkapsiile edilen etkin maddenin formiilasyon i¢eriginde yer alan
diger maddeler ile etkilesimini incelemek i¢in diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) kullanilir
(45).
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Proniozomal Tozlarin Akis Ozellikleri:
Proniozom tozlarin akis 6zelligi yigin agisinin Olgiilmesiyle yapilir. Yigin agisi; serbestce
dokildiiglinde tozun olusturdugu maksimum egimin ag¢isini ifade eder ve yiizeyi kaplayan tozun

tanecikleri arasindaki siirtiinmesinin bir 6l¢iistidiir (57,60).

2.2.7. Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarda Yapilan Kontroller

Proniozomlarin hidratasyonu ile elde edilen niozomal dispersiyonlarda asagida belirtilen testler

uygulanmalidir (57,58).

Zeta Potansiyeli Ol¢iimii:

Partikiiliin yiikii zeta potansiyeli ile dl¢iiliir. Zeta potansiyelinin mutlak degeri ne kadar ytiksek
olursa, ylizey yiikii miktar1 ve stabilitesi o kadar biiyiik olur. Mantiksal olarak zeta potansiyeli,
partikiill stabilitesinin bir gostergesidir. Artan zeta potansiyeline sahip yiiklii partikiiller
birbirlerini iter ve bu da daha diizgiin bir boyut dagilimi ile daha kararl partikiil olusumuna yol
acar. Bir formiilasyonun kabul edilir bir stabilite degerine sahip olmasi i¢in en az £30 mV'lik

bir zeta potansiyeline sahip olmas1 beklenmektedir (58).

Partikiil Biiyiukliigii Tayini:

Proniozomal formiilasyon iiretildikten sonra partikiil boyutu 6nem tagimaktadir. Kolloidal
yapida olan sistemlerde partikiil biiyiikliigii kullanim amacina uygunlugunun belirlenmesinde,
stabilite tayini agisindan da 6nemlidir. Genel olarak en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda lazer
difraksiyonu (LD), optik mikroskop ve dinamik 1s1k saginim (DLS) yontemi gelmektedir
(46,62).

Vezikiillerin Yiizey Yapilarinin incelenmesi:
Proniozomlarin hidaratasyonu ile olusturulan niozomal formiilasyonlarin vezikiil yapisinin

incelenmesi gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) ile incelenebilir (58).

2.3. Koenzim Q10

Koenzim Q10, adenosintrifosfat formunda hiicresel enerji tiretimi gibi cesitli temel hiicresel
islemlerde yer alan lipofilik bir antioksidan maddedir. Dr. Frederick Crane tarafindan (1957)
sigir kalbi hiicresinden elde edilmistir. Yapilmis olan arastirmalarda mitokondride elektron

transferinde rol oynadigi anlasilmistir. Koenzim Q10 yagda c¢oziinebilen bir benzokinon
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bilesigidir. Hiicre zari membran stabilitesinde, enerji ve ATP iiretiminde direkt gorev
almaktadir. Hiicre icerisinde mitokondride bulunur. Viicuttaki 6nemli endojen
antioksidanlardan biridir (59).

Eksojen uygulanan koenzim Q10'un biyoyararlanimi, zayif suda ¢oziiniirliigii ve biiylik
molekiiler kiitlesi nedeniyle son derece diistiktiir. Son zamanlarda en yaygin kullanilan besin
takviyelerinden biridir. Kalp ve damar rahatsizliklari, kas erimesi olan kisilerde ve alzheimer
hastalig1 olan kisilerde koenzim Q10 diizeyinin diisiik oldugu belirlenmistir. Dogada ise
baliklarda (uskumru ve sardalye), et (kalp, akciger, bobrek, sigir eti ve tavuk), yer fistig1 ve

soya fistiginda bulunur (60,61).

10
Sekil 2.6. Koenzim Q10’un kimyasal yapisi (65)

Kimyasal olarak bir benzokinon halkasi ve yan zincirde 10 izoprenoid biriminden
olusur. Nispeten biiylik molekiiler agirligi (863,34 g/mol) ve hidrofobik dogasi nedeniyle,

koenzim Q10 mide bagirsak yolundan zayif ve yavas emilir (62).

Tablo 2.4. Koenzim Q10’un fiziksel 6zellikleri (65)

Erime Noktasi (C°) 48 -52

Molekiil Agirhg: (g/mol) | 863,344

Kapal Formiilii Cs9HgoO4

Renk/ Goriiniis Sari-Turuncu/ Akiskan toz

2.3.1 Koenzim Q10’un Klinik ve Terapotik Faydalar

Koenzim Q10 endojen olarak {iretilir ve ¢ogunlukla hiicre i¢i olarak olusur. Normal kan

seviyeleri 0,7-1,0 pg/mL arasindadir. Koenzim Q10'un iiretimi, kalp ve bagisiklik sistemi gibi
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yiiksek metabolizmaya sahip dokularda en fazladir (63). Koenzim Q10 iiretiminin kontroliinde
hayati bir islev goren hidroksimetilglutaril-CoA (HMGCoA) rediiktaz adl1 enzim, statinler gibi
kolesterol diisiiriicii ilaglar tarafindan inhibe edildiginde, Q10 seviyelerinde azalma meydana
gelebilir (64). Koenzim Q10’un in vivo antioksidan savunmaya olan katkisi belirsizdir. Bu
sebeple her hastalik i¢in farkli dozlarda kullanimi goriilmektedir. Fakat 3600 mg doza kadar
uygulandig1 ve tolere edilebildigi caligsmalar mevcuttur (63,65).

2.3.2. Koenzim Q10’un Farmakokinetigi
Koenzim Q10, 2400 mg/giin konsantrasyonun iizerinde dogrusal olmayan farmakokinetik
sergiler (66). Bu davranis, tasiyici-aracili absorpsiyonun, bu tasiyici proteinin doygunlugunun
ve/veya absorpsiyon penceresinin varliginin bir sonucu olabilir. Farkli hastaliklarda farkli
dozlar uygulanmakta olup oral giinliik dozun 3600 mg'a kadar hem saglikli hem de sagliksiz
kisiler tarafindan tolere edildigi bulunmustur (65,66). Koenzim Q10 diisiik biyoyararlanim
gostermektedir (67). Diisiik biyoyararlaniminin altinda yatan nedenler, biiyiikk molekiiler
agirlikli olmasi (863 Da), yiiksek lipofiliklik (log P=21) ve zayif sulu ¢oziintirliiktiir (37 © C'de
0,7 ng / ml) (Persson ve digerleri, 2005) (62). Oral yoldan alinan koenzim Q10'un sadece %2-
3’linlin emildigini bildirmektedir. Alinan doz ne kadar yiiksekse, emilen yiizde o kadar diistiktiir
(68). Koenzim Q10 lipofilik yapida bir madde oldugundan, gastrointestinal sistemdeki emilimi
yaglar ve E vitamini gibi diger lipofilik besin maddelerine benzer bir siireci takip eder.

Koenzim Q10 'un emilimi, yag iceren bir 6gilinle alindiginda artar, ¢iinkii sindirim,
koenzim Q10'un yiyecek matrisinden serbest birakilmasina yardimci olur. Saf koenzim Q10
iceren takviyeler icin mide sindirimi énemli bir faktér degildir. ince bagirsakta, pankreas
salgilar ve safra yaglari, koenzim Q10’un emiilsifikasyonunu ve yag emilimi i¢in gerekli olan
misellerin olusumunu kolaylastirir. Koenzim Q10 'un emilimi i¢in ince bagirsak boyunca belirli
bir yer tespit edilmemistir. Emilimden sonra, koenzim Q10, silomikronlara dahil edilir ve
lenfatik sistem iizerinden kan dolagimina tasiir. Emiliminde doza bagli, basit kolaylastirilmig
bir pasif difiizyon etkilidir (69). Calismalar, koenzim Q10 'un emilim sirasinda veya hemen
sonrasinda bagirsaga indirgenmis formu olan ubiquinol'e doniistiigiinii gostermektedir.
Ubiquinol daha sonra mezenterik triasilgliserol zengin lipoproteinlerde belirir, bunlar kan
dolasiminda silomikron artiklarina doniisiir ve hizla karaciger tarafindan alinir.

Karacigerde, koenzim Q10 ¢ogunlukla VLDL/LDL partikiillerine yeniden baglanir ve
E vitamini (alfa-tokoferol) gibi dolasima yeniden salinir. HDL de kiiciik bir miktar koenzim

Q10 igerir. Plazma koenzim Q10 konsantrasyonlar1 biiyiik 6l¢iide plazma lipoproteinlerine
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baghdir ve dolagimdaki koenzim Q10 'un yaklasik %95'i indirgenmis formu olan ubiquinol
olarak bulunur. Bununla birlikte, koenzim Q10 gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde
emilir (Tmax ~ 6 saat) ve oral olarak desteklenen koenzim Q10 'un %90-95'1, zayif sulu

¢Oziinilirliigli nedeniyle disk1 yoluyla elimine edilir (70).

2.3.3.Koenzim Q10’un Yan EtKkileri
Koenzim Q10’un insanlarda meydana gelen ciddi bir yan etkisi yoktur. Toksisitesi kullanimiyla
iligkilidir ve su ana kadar epigastrik rahatsizlik %0,39, istah bastirma %0,23, mide bulantis1

%0,16 ve ishal %0,12 oraninda rapor edilmistir. Bu doza bagli sikayetler dozla en aza indirilir

(64).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Materyaller ve Kimyasallar

3.1.1 Kullanilan Materyaller

Materyal Ada
Cam Malzemeler
DSC cihazi
Filtreler

Hassas Terazi

HPLC sistemi

HPLC Kolonu

Manyetik Karistirict
Mikropipetler (100-1000 pl)
Su Aritma Sistemi

Ultrasantrifiij Cihazi

Paket Programlar

Parafilm

Plastik enjektor

Rotavapor

Taramal1 elektron mikroskobu
Ultrasantrifiij cihazi

Vorteks cihazi

Zeta potansiyel ve partikiil 6l¢tim cihazi

Mensei

Pyrex (ABD)

Q100-MET (A.B.D.)

Sartorius, Whatman (Alm. A.B.D.)
Sartorius (Almanya)

Agilent Technologies 1290 Infinity II Serisi
C18 ters faz HPLC kolonu Zorbax Eclipse
Plus (C18 ters faz; 100 mm x 4,6 mm x 3.5
um) (ABD)

Weightlab WN-10H-120 (Tiirkiye)

Isolab (Tiirkiye)

Isolab (Tiirkiye)

Daihan (Japonya)

SPSS 13 (ABD)
STATISTICA 8.0; Stat Soft. Inc. (ABD)

DDSolver ve PKSolver- Excel/Microsoft
Office (ABD)

Parafilm, Chicago (A.B.D.)

Tibset inject (Tiirkiye)

BUCHI R200 (Almanya)

ZEIS Evo-40(USA)

Hettich-Mikro 12-24 (ABD)

Heidolph D91126 (Almanya)

Nano ZS, Malvern (Ingiltere)
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kimyasal Ad1
Arjinin
Asetonitril (HPLC grade)
Etanol

Etil Asetat
Koenzim Q10
Kolesterol
Metanol
Izopropanol
Pluronik F127
Sitrik asit

Mensei

Merck (Almanya)
Supelco (Almanya)
Aklar Kimya (Tiirkiye)
Sigma (Fransa)
Dibcr (Almanya)
Merck (Almanya)
Sigma (Fransa)
Sigma (Fransa)
Merck (Almanya)
Kimetsan (Tiirkiye)

3.2.Calismalarda Kullanilan Co6ziinme Ortaminin Bilesimi ve Hazirlanmasi

Sodyum Klorlir............ooooiiiiiii 0,8 ¢g
Potasyum Kloriir..............ooooviiiiiiiiin. 02¢g
Disodyum Fosfat..............c.oooiiiiiin, 0,144 ¢
Monopotasyum Fosfat.............................. 0,024 g
Tween 80.. ..o 2,0 mL
Asetonitril..........ooooo 25 mL
Distile SU...ouvieiiiiiiieie 100 mL

Hazirlamisi: Yukarida belirtildigi sekilde hesapli miktarda tozlar tartilarak suda ¢oziiliir, daha

sonra Tween 80 ve asetonitril eklendikten sonra distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. Daha sonra

pH 7,4’e sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ayarlanir.

3.3. Koenzim Q10’un Miktar Tayin Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.3.1.Koenzim Q10’un Etil Asetat Ortammndaki Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini
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Koenzim Q10°’un HPLC-DAD ile Miktar Tayininde Kullanilan Hareketli Faz Cozeltisi:

Meziir yardimi ile 250 mL metanol ve 750 mL etanol alinarak rezervuar sisesine konulmus ve
manyetik karistirici ile yaklasik 30 dak karistirllmistir. Daha sonra ultrasonik banyoda 10 dak
bekletilerek degaze islemi gergeklestirilmistir.

Koenzim Q10 Stok Cozeltisi

Koenzim Q10’un ¢oziniirliigii apolar ¢oziiciilerde daha yiiksek oldugu i¢in stok ¢dozelti
hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak etil asetat kullanilmistir. Koenzim Q10 stok ¢o6zeltisinin
hazirlanmasinda, 10,0 mg koenzim Q10 analitik terazide tartilarak 10 mL hacimli ve amber
renkli balon jojede etil asetat ile ¢oziindiiriilerek yine etil asetat ile hacme tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti ¢alisma ve kontrol ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Calisma ve
kontrol c¢ozeltileri hareketli faz c¢ozeltisi (metanol:etanol; 25:75; h:h) ile seyreltilerek

hazirlanmustir.

Koenzim Q10’un Hareketli Faz Ortaminda HPLC-DAD Analizi:

Koenzim Q10 stok c¢ozeltisinden istenilen konsantrasyonlarda ¢alisma ve kontrol ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hareketli faz ile seyreltilerek hazirlanan koenzim Q10 ¢d6zeltisi diyot sirali
dedektor bagli HPLC sistemine enjekte edilmis ve 190-400 nm dalga boyu araliginda DAD
spektrumu alinarak maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) tespit edilmistir. 10
ng/mL derisimde hazirlanan koenzim Q10 ¢ozeltisi kullanilarak akis hizi, enjeksiyon hacmi ve

Amax gibi gerekli calisma parametreleri belirlenmistir.

Koenzim Q10°nin HPLC-DAD ile hareketli faz ortamindaki standart dogrusunun
hazirlanmasi:

Koenzim Q10 stok ¢ozeltisinden hareketli faz ile yapilan seyreltmeler ile farkh
konsantrasyonlarda (0-50 pug/mL) bir seri ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir ¢6zeltinin maksimum
absorban verdigi dalga boyunda kromatogramlari alinarak pik alanlar1 hesaplanmistir.
Konsantrasyon degerleri x eksenine, pik alan degerleri y eksenine yerlestirilerek standart dogru
elde edilmis ve en kiiciik kareler yontemi kullanilarak dogruya ait istatistiki veriye ulagilmistir.
Calisma tig¢ farkli stok ¢ozelti i¢in tekrarlanmis ve her bir konsantrasyondaki ¢ozelti n=3 olacak

sekilde sisteme enjekte edilmistir.
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3.3.2.Koenzim Q10’un HPLC ile Hayvan Plazmasindaki Tayini

Koenzim Q10’un plazmadan ekstraksiyonu Sekil 3.1.°de gosterilen protokol uygulanarak
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltileri HPLC sistemine enjekte edilmis ve 190-400 nm dalga
boyu araliginda DAD spektrumu alinarak maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax)
tespit edilmistir. Koenzim Q10 konsantrasyonu 5 ug/mL derisimde olacak sekilde plazmaya

katim yapilarak akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi kromatografik ayirim kosullart belirlenmistir.

* 100 pL plazma

* 50 uL CoQ10 (etil asetat ile hazirlanmais)

* 20 pL asetik asit (%20, v/v)

* 3 dakika vorteks (protein ¢oktiirme)

» 2 dakika vorteks

* 13500 rpm’de 15 dak santrifiij

* Berrak siipernatant1 0,22 pm PTFE filtreden slizme

]
]
]
]
* 50 pL etil asetat + 350 pL 2-propanol ]
]
]
]
]

« HPLC sistemine enjeksiyon

CEgCEceex

Sekil 3.1. Koenzim Q10'un plazmadan ekstraksiyonunda kullamilan yonteme ait akis
semasi

Koenzim Q10°un HPLC-DAD ile plazma ortamindaki standart dogrusunun
hazirlanmasi:

Koenzim Q10’un stok c¢ozeltisinden gerekli miktarda plazmaya katim yapilmistir. Katim
yapilan plazmalara (Sekil 3.1.’de) gosterildigi sekilde ekstraksiyon yapilarak farkli
konsantrasyonlarda (0,1-10 pg/mL) bir seri ¢ozelti hazirlanmistir. Konsantrasyon degerleri x
eksenine, pik alan degerleri y eksenine yerlestirilerek standart dogru elde edilmis ve en kiigiik
kareler yontemi kullanilarak dogruya ait istatistiki veriye ulagilmistir. Koenzim Q10 endojen
bir madde oldugu i¢in, t=0 aninda elde edilen alan degeri standart dogru g¢ozeltilerinden
hesaplanan alan degerlerinden cikarilmistir. Calisma ii¢ paralel icin tekrarlanmis ve her bir

konsantrasyondaki ¢cozelti n=3 olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir.
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3.4.Analitik Metot Validasyonu
Analitik yontem validasyon parametreleri olarak dogrusallik , dogruluk, kesinlik, teshis ve tayin
sinir1 ve sistem uygunlugu calismalar1 gergeklestirilmistir. Parametrelerin degerlendirilmesinde

ICH kilavuzlar temel alinmastir.

Dogrusallik:

Yontem dogrusallign belirli bir konsantrasyon araliginda, analit konsantrasyonu ile analitik
sinyal arasindaki cevabin orantili olmasidir. Dogrusallig tespit edebilmek i¢in koenzim Q10
konsantrasyonu 1,0-50 pg/mL pg/mL olacak, plazma ortaminda 0,1-10 pg/mL sekilde alt1 farkl
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmis ve n=3 olacak sekilde HPLC sistemine enjekte edilmistir.
Kromatogramlardan tespit edilen pik alanina karsi koenzim Q10 derisimleri grafige gecirilerek
regresyon formiilli ve korelasyon katsayist hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerleri dogrusallik
grafigindeki dogrunun egimi ve regresyon dogrusundaki y kesisim noktasinin standart sapmast

kullanilarak hesaplanmustir.

Dogruluk:

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarmin gercek degere
yakinhigidir. Koenzim Q10’un miktar tayininde kullanilacak olan standart dogrulardan elde
edilecek dogruluk ve ylizde geri eldeyi tespit etmek amaciyla koenzim Q10’un yiiksek, orta,
diisiik olmak tizere ti¢ farkli konsantrasyonda etil asetat (5, 15, 40 pg/mL) ve plazma (0.5, 3.5,
8.5 ng/mL) i¢in hazirlanmis ve tekrarli Slglimler yapilmistir. Buradan %geri elde, standart

sapma (SS), ve % bagil standart sapma hesaplanmistir.

Kesinlik:

Kesinlik c¢aligmalar1 giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilarak
belirlenmistir. Calismalar etil asetatta 20 ug/mL; plazmada 8,5 pg/mL koenzim Q10 iceren
kontrol 6rnegi kullanilarak gergeklestirilmistir. Glin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasinda kontrol
Ornegi ayni giin iginde n=6, giinler aras1t n=9 defa olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir.
Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda kontrol 6rnegi birinci, ligiincii ve yedindi giinlerde
n=3 olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir. Sonuglar %RSD (bagil standart sapma) seklinde

ifade edilmistir.
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Teshis ve Tayin Sinir1 Tayini:

Teshis ve tayin smiri, analizin sonuglarinin kabul edilebilir bir diizeyde dogruluk ve
giivenilirlikle belirli bir durumu teshis etme veya varligini tespit etme yetenegini ifade eder.
Teshis Smir1 (LOD): Teshis siniri, bir analizin sonuglarinin kesinlikle teshis edebilecegi
diistiniilen minimum diizeydir. Bir testin teshis siniri, testin hassasiyeti ve ozgilliigi ile
iligkilidir. Tayin Sinir1 (LOQ): Tayin sinir1, bir testin sonuglarinin analiz edilen bilesigi en diisiik
kabul edilebilir diizeyde tespit edebilecegi minimum diizeydir. Bu, analiz edilen bilesigin
varhiginin tespit edilebilir en diisiik konsantrasyonudur. Tayin siniri, analiz yOnteminin
hassasiyeti ve dogrulugu ile iligkilidir. Regresyon analizinden sonra kalibrasyon denklemi
olusturularak LOD ve LOQ degerleri pg/mL olarak tespit edildi. LOD ve LOQ c¢alismalari
sistemin standart sapma/ egim oranina bakilarak tespit edildi ve LOD = 3,3 x SD/egim LOD
= 10 x SD/egim olarak ifade edilir.

3.5. Formiilasyon Calismalar:

3.5.1.Proniozomlarin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Proniozomlar bulama¢ yontemiyle hazirlanmis olup bilesimleri (Tablo 3.1'de) verilmistir.
Isleme baslamadan 6nce formiilasyon bilesenleri, islem parametreleri degistirilerek uygun
metot bulunmus ve bulunan bu yontem ve formiilasyonun optimizasyonu yapilmistir. Hesapli
miktardaki etkin madde, yiizey aktif maddeler (100 mg) ve kolesterol (55 mg), taban1 yuvarlak
cam balona aktarilarak ve 10 mL kloroform i¢inde ¢oziilmiistiir. Berrak ¢ozelti elde edildikten
sonra, bulama¢ yapmak i¢in tartilan miktarda L-arjinin tasiyicit olarak ilave edilmistir.
Kloroform, 40 °C, 60 rpm, 5 dakika evaporator kullanilarak uzaklagtirilmistir. Elde edilen kuru
proniozomlar, gece boyu kurumalar1 ve kloroformun buharlagsmasini saglamak icin silika jel
iceren bir desikatorde saklanmistir. Bu kuru proniozomlar daha sonra sikica kapatilan kaplarda
derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Sonrasinda, PN1-PN8 olarak adlandirilan bu
formiilasyonlar karakterize edilmis ve dogrusal regresyon analiziyle formiilasyon

parametrelerinin etkileri detaylica incelenmistir.

31



Tablo 3.1. Formiilasyon bilesenleri

Formiilasyon
Kodu | PN-1 | PN-2 | PN-3 | PN-4 | PN-5 |PN-6 | PN-7 | PN-8
Parametrele
Koenzim Q10
10 10 5 5 10 10 5 5
(mg)
Span 80: PF127
50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 75:25 | 75:25 | 75:25 | 75:25
(100 mg)
L-Arjinin (g) 2 1 2 1 2 1 2 1
Kolesterol (mg) 55 55 55 55 55 55 55 55
Kloroform (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10

Formiilasyon ii¢ faktdr iki diizey 2° faktoriyel tasarima gore olusturulmustur. Parametreler ve

degiskenlerin degerleri (Tablo 3.2.°de) verilmistir.

Tablo 3.2. Proniozomlar i¢in degisken diizeyde 23 faktorlii tasarim

Degiskenlik Parametresi Disiik Yiiksek
Tastyic1 Miktari (g) (X1) 1 2

Etkin Madde Miktar1 (mg) (X>) 5 10

Span 80: Pluronik F127 miktar1 (mg) (X3) | 50:50 75:25

3.5.2. Proniozomal Formiilasyonlarin Karakterizasyonu
Partikiil Boyut Dagilimi:

Proniozomlardan niozomlar1 iiretmek icin, proniozomlar saf suda ultrasonik banyoda 5 dakika
inkiibe edildi ve 5 dk vortekslenmistir. Dinamik 151k sagilimi (DLS) ile, partikiil biiylikliigl ve
dagilimi belirlenmis (NanoSeries, Nano-ZS, Malvern Instruments, UK). Bu analizler, 25°C
sicaklikta, 633 nm dalga boyundaki He-Ne lazeri kullanarak ve 173° sagilma agisiyla

yapilmistir. Niozom 6l¢iimleri i¢in tek kullanimlik zetasizer kiivetleri tercih edilmistir (n=3).
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Zeta Potansiyeli:
Zeta-potansiyel Ol¢limii i¢in proniozomlar tarafindan olusturulan niozomlarin yiizey yiikleri,
zetasizer (NanoSeries, Nano-ZS, Malvern Instruments, UK) kullanilarak elektroforetik

hareketlilik yoluyla hesaplanmistir (n=3).

Enkapsiilasyon Etkinligi ve ila¢ Etkin Madde Yiikleme Etkinligi:

Enkapsiilasyon etkinligi niozomlara enkapsiile edilen etkin madde miktarin1 6l¢gmek amaciyla
hesaplanmistir. Proniozomdan olusturulan niozomlarda silipernatandaki miktar bulunarak
indirekt yontem ile Sl¢iilmiistiir. Proniozomlar (100 mg), 10 mL damitilmis su igerisinde 30
dakika boyunca inkiibe edilerek niozomlar olusturulmustur. Niozomlarin hazirlanmasinin
ardindan, olusan niozomal karisim 30 dakika boyunca 12500 rpm hizinda santrifiij edilmistir.
Yiikleme Etkinligi (%YE), silipernatanin miktarinin  (Denklem 1) kullanilmasiyla
hesaplanmustir.

Proniozomlarin etkin madde igerigi igin ise direkt yontem kullanilmigtir. 10 mg
proniozom, niozomu olusturan siirfaktani pargalamak i¢in 300 pL kloroformda 30 dakika
inkiibe edilmis ve ardindan 5 ml asetonitril'e tamamlanmistir ve 30 dakika ultrasonik banyoda
tutulmus; boylece koenzim Q10’un asetonitrile gecmesi saglanmistir. % Etkin madde igerigi
(% EMI) Denklem 2 ile hesaplanmustir. Tiim dlgiimler ii¢ tekrarli yapilmistir. 500 uL numune,
500 pL HPLC dereceli etil asetat ile karistirilmistir. 60 saniye kuvvetlice vortekslendikten sonra
karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Koenzim Q10'un tam ekstraksiyonuna izin
vermek icin dakika dakika ve ardindan 13500 rpm'de 15 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernatanlar, dogrudan 276 nm dalga boyunda HPLC sistemine enjekte edilmis ve Koenzim

Q10 miktarlari, bir kalibrasyon egrisi kullanilarak tespit edilmistir

Toplam KoQ10 agirlig1 — Yiiklenmemis KoQ10 agirlig 100
X

Y.E. (%) = )

Toplam KoQ10 agirlig

Yiiklenmis KoQ10 agilig:

EM.L (%) = 100 (2)

Toplam formiilasyon agirligl

Proses Verimi:

Proniozomlarin proses verimi gravimetrik olarak hesaplanmistir. Proniozomlar elde edildikten
sonra gece boyunca kurutulmustur. Bu prosediiriin ardindan, islem verimini hesaplamak i¢in
nanopartikiillerin gergek agirliklarimi teorik agirliklartyla karsilastirilarak proses verimi

Denklem 3 araciligiyla hesaplanmistir.
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Proniozomun Agirhigi
P.V. (%) - ——————— x100 (3)
Toplam Toz (KoQ10 + Siirfaktan Madde + Kolesterol + Arjinin)Agirligi

3.6. In-Vitro Ila¢c Salim Calismalar:

In vitro ilag salim ¢alismas1 i¢in 50 pg saf koenzim Q10 ve ayni miktar koenzim Q10 igeren
proniozomlar 1 mL ¢6ziinme ortami i¢inde dagitilmistir (7). Ependorflar 75 rpm'de, 37°C'de 24
saat calkalayici su banyosunda karistirilmistir. 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 24 saatlik zaman
araliklarinda ependorflar alinarak santrifiijlenmistir (13500 rpm, 30 dakika). Santrifiijlemeden
sonra, siipernatan koenzim Q10 salimi i¢in analiz edilmistir. Saf koenzim Q10 ile
proniozomlarin salim profilleri arasindaki benzerligi degerlendirmek icin f> benzerlik faktorii

hesaplanmistir (71).

n

05
f2 =50 log [1+lZ(RtTt)2] X100
n

i=1

e Rt: t zamaninda ¢6zlinmiis koenzim Q10 yiizdesi.
e Tt: t zamaninda proniozomlardan ¢oziinmiis koenzim Q10 yiizdesi.

e n: Salim ortaminda numune sayist.

Proniozomlardan etkin madde salim kinetigini tam olarak anlamak i¢in, salim verileri
toplanmis ve sifir derece, birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell, Hopfenberg ve Korsmeyer-
Peppas matematiksel modellerine uyumluluk acisindan incelenmistir. Microsoft Excel eklentisi
DDSolver kullanilarak proniozomal formiilasyonlarn salim profilleri (R?), R2-ayarli MSC ve

AIC hesaplanarak degerlendirilmistir (72,73).

3.7.Proniozomun Morfolojik Degerlendirmesi

Proniozom formiilasyonunun yapisal 6zellikleri taramali transmisyon elektron mikroskobu
(STEM) (JEOL JEM-2100F) 160 keV altinda incelenmistir. Numuneler niozomlar
olusturulduktan sonra liyofilize edilmis ve daha sonra elektrik iletkenligini artirmak igin
kaplama cihazinda 5 dakika (Leica EM ACE600) Au'ya maruz birakilmistir. Ornekler

hazirlandiktan sonra 20-25 kV voltaj araliginda taranmistir.
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3.8. Termal Analiz

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) cihazinda 2-10 mg araliginda tartilan maddeler igin
20°C/dak hizda, 20-300°C araliginda termogramlar alinmistir. Cihaz i¢indeki referans madde
(indium) ile 6rnek madde karsilastirilarak maddenin kalorimetrik davranislar1 incelenmistir.
Etkin maddenin, yardimc1 maddelerin ve PN6 formiilasyonunun DSC termogramlar1 ¢ekilerek

maddeler arasindaki etkilesimler incelenmistir.

3.9. Farmakokinetik Analiz

In vitro karakterizasyonlar yapildiktan sonra optimum formiil olarak belirlenen PN6
formiilasyonunun etkisini incelemek icin bir in-vivo farmakokinetik ¢alisma yapilmistir. Bu
calisma icin Trakya Universitesi Etik Kurulundan onay alinmustir (Tarih: 28-05-2021; Protokol
No: TUHADYEK 2021/20) (Ek-1). Calismada kullanilan Wistar siganlar1 agirliklar1 250,0 ile
288,0 g arasinda degismekte olup Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi’nde
hayvanlar1 standartlagtirllmig kosullar altinda (25°C oda sicakliginda 12 saat/12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii) standart kafeslerde barmdirilmistir. Siganlarin deney giinii 6ncesi
yemleri alinarak gece boyunca (10-12 saat) ve deney siiresince a¢ kalmalar1 saglanmis ve bu

siire i¢inde sadece su tiiketmelerine 1zin verilmistir.

Denek Hayvanlarina Oral Yolla fla¢c Uygulamasi ve Kan Orneklemesi:

Formiilasyon (PN6) ve saf koenzim Q10 fizyolojik suda disperse edilerek, bir sonda ignesi
kullanilarak Wistar siganlara (n=6) oral yolla uygulanmistir (10 mg/kg). Verilen siispansiyonun
hacmi 0,3 ila 0,5 mL arasinda olup sicanlarin kuyruklarindan belirli araliklarla (0.25, 0.5, 1, 2,
4, 6 ve 12 saat) kan ornekleri (100-200 pul) antikoagiilan olarak sodyum sitrat (%3,8 w/v) iceren
test tiiplerine alinmistir. Tiiplere ilave edilen antikoagiilan ajanlar (100 ul) kullanilmadan 6nce
kurutulmustur.

Toplanan kan oOrnekleri, 6000 rpm hizinda 10 dakika santrifiij edilerek plazmasi
ayristirilmig ve her bir 6rnekten ayrilan plazma, analiz yapilana kadar -80°C'de saklanmistir.
Koenzim Q10'un plazma i¢indeki konsantrasyonu, HPLC ydntemi ile ol¢lilmiistiir. Koenzim
QI10, viicutta dogal olarak bulunan bir bilesik oldugundan, baslangigtaki (t = 0) plazma koenzim
Q10 seviyesi, bazal diizey olarak kabul edilmis ve sonraki 6l¢iimlerdeki plazma koenzim Q10
diizeyleri bu bazal seviyeden c¢ikarilarak farmakokinetik parametreler hesaplanmistir. Bu
farmakokinetik veriler, Excel'deki bir eklenti olan PKSolver kullanilarak Non-kompartmanal

Analiz metoduyla degerlendirilmistir (74).
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4. BULGULAR

4.1. Koenzim Q10’un Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

4.1.1. Koenzim Q10’un Etil asetat Ortamindaki HPLC-DAD Spektrumu

Koenzim Q10’un hareketli fazdaki c¢ozeltisinin (Metanol: Etanol (25:75, h/h)) 190-400 nm
araliginda diyot sirali dedektorde alinan spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga
boyu (Amax) 276 nm olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1.). Koenzim QI10’un plazmadan
ekstraksiyonu sonrasi elde edilen ¢6zeltisinin Amax spektrumu alinmis ve degerinin degismedigi

gorilmiustir.

Mobil faz ortamu 5 Ekstraksiyon ortami

Sekil 4.1. Koenzim Q10'un farkh ortamlarda alinan DAD spektrumu

4.1.2. Koenzim Q10'un Hareketli Fazdaki Standart Dogrusuna iliskin Bulgular

Koenzim Q10'un (Tablo 4.1.’de) verilen kosullar altinda kromatografik ayirimi saglanmistir.
Elde edilen HPLC kromatogrami ve standart dogru grafigi siras1 ile (Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.°de) gosterilmistir.

Tablo 4.1. Koenzim Q10'un HPLC'de ayirim kosullari

Cihaz Agilent 1290 Infinite

Detektdr Diyot sirali dedektdr (Agilent 1290 Infinite)

Kolon Zorbax Eclipse Plus C18 (100mm x 4,6 mm, 3,5 um)
Hareketli Faz Metanol: Etanol (25:75, h/h)

Dedeksiyon dalga boyu | 276 nm

Akis hiz1 1,0 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 10 uLL

Analiz sicakligi 2542 °C
Alikonma zamani 4,543 £ 0,011 dak
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Sekil 4.2. Hareketli faz ortaminda ¢oziinmiis olan koenzim Q10'un HPLC-DAD
kromatogrami

| DAD1B,Sig=276,4 Ref=360,100 DAD1E,Sig=276,4 Ref=380,100

*10

Response [mil]

02 04 08 08 1 12 1a 18 18 2 22 24 28 3 32 34 38 38 a a2 44 48 48 s 82 &4
Retention time [min]

58

Sekil 4.3. Hareketli faz ortaminda bulunan koenzim Q10'un standart dogrusunda
bulunan seviyelerin iist iiste cakistirllmis HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.4. Hareketli faz ortaminda ¢6ziinmiis koenzim Q10'un standart dogru grafigi

4.1.3. Koenzim Q10’un Plazma Ortamindaki HPLC-DAD Spektrumu

Koenzim Q10’un plazmadan ekstraksiyonu sonrasi elde edilen ¢ozeltisinin 190-400 nm

araliginda diyot sirali dedektdrde alinan spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga

boyu (Amax) 276 nm olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

Q10| DAD1 Scan

rel. Response([%]

L

190 200 210 220

230

240 2

50 260

270

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Wavelength [nm]

Sekil 4.5. Koenzim Q10'un plazma ortamindaki DAD spektrumu

4.1.4. Koenzim Q10’un Plazmadaki Standart Dogrusuna Iliskin Bulgular

Koenzim Q10’un (Tablo 4.1.’de) verilen kosullar altinda kromatografik ayirimi saglanmistir.

Elde edilen HPLC kromatogrami ve standart dogru grafigi sirasi ile (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da)

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Koenzim Q10'un plazma ortaminda HPLC'de ayirim kosullari

Parametre Bulgular
Cihaz Agilent 1290 Infinite
Detektor Diyot sirali dedektdr (Agilent 1290 Infinite)
Kolon Zorbax Eclipse Plus C18 (100mm x 4,6 mm, 3,5 um)
Hareketli Faz Metanol: Etanol (25:75, h/h)
Dedeksiyon dalga boyu | 276 nm
Akis hizi 1,0 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Analiz sicakligi 252 °C

Alikonma zamani

4,761 + 0,013 dak

Response[mAU]

g| DAD1B,S f=
x102
3 o
| CoQ10
65 ‘
3 ‘ £
c | -
55 | -
5 | |:’
45 |
; [
il | ||
35 |
3 ‘ |
| |
; |
Z O |'
15
K © © e o © |
1 o B 8 8 ~ 8 % /
5 S 5o g [
£ vy NN 9 J \
2 14 185 18 2 24 25 28 3 3. 42 44 48 5 54

Retention time [min]

Sekil 4.6. Bos plazmaya katim yapilmis koenzim Q10'un HPLC kromatogrami
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Sekil 4.7. Sican plazmasinda bulunan koenzim Q10'un HPLC kromatogrami

8 8.5

w

85

| DADIE Sig-276.4

DAD1E,Sig=276.4 Ref=280,100
10 kalib. egrisi seviye2 | DAD1B,Sig=276,4 Ref=360,100

Response [mAl]
°
2
5
El

02 04 06 08 1

22 24 28 238 3 32 34 36 338 2 42 42 45 438 5 52
Retention time [min]

54 55 538 8

Sekil 4.8. Plazma ortaminda bulunan koenzim Q10'un standart dogrusunda bulunan
seviyelerin iist iiste cakistirilmis HPLC kromatogramlari

82 64
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Sekil 4.9. Plazma ortaminda koenzim Q10'un standart dogru grafigi

4.1.5. Koenzim Q10°’un HPLC-DAD Miktar Tayini Yoéntemlerinin Validasyon
Cahismalan
Koenzim Q10’un Boliim 3.1.7°de verilen sekilde yapilmis olan analitik validasyon bulgulari

asagida verilmektedir.

Dogrusallik ve Dogrusal Konsantrasyon Araligi:
Koenzim Q10’un hareketli faz ortamindaki miktar tayini icin HPLC-DAD’de gelistirilen
analitik yontemin dogrusallik, dogrusal konsantrasyon aralifi ve standart dogruya iliskin

istatistik bilgileri (Tablo 4.3’te) verilmistir.
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Tablo 4.3. Koenzim Q10°un hareketli faz ortamindaki miktar tayini icin gelistirilen
HPLC-DAD yoénteminin standart dogrusuna ait istatistiki bilgiler

Koenzim Q10

Deger

Dogrusal Konsantrasyon Araligi

1,0-50 pg/mL

Egim

101,582

Egimin %95 Giiven Araligi

Alt sinir: 100,935
Ust smur: 102,935

Egimin Onemlilik Degeri

<0,001

Kesigim

-34,309

Kesisimin %95 Giiven Aralig1

Alt sinir:-35,379
Ust sinir:-32,240

Korelasyon Katsayisi

0,999989482

Koenzim Q10’un plazma ortamindaki miktar tayini icin HPLC-DAD’de gelistirilen analitik

yontemin dogrusallik, dogrusal konsantrasyon araligi ve standart dogruya iliskin istatistik

bilgileri (Tablo 4.4’te) verilmistir.

Tablo 1.4. Koenzim Q10’un plazma ortamindaki miktar tayini icin gelistirilen HPLC-
DAD yonteminin standart dogrusuna ait istatistiki bilgiler

Koenzim Q10 Deger
Dogrusal Konsantrasyon Araligt | 0,1-10 pg/mL
Egim 451,403

Egimin %95 Giiven Aralig1

Alt sinir: 434,750
Ust sinir: 468,855

Egimin Onemlilik Degeri

<0,001

Kesisim

-85,824

Kesisimin %95 Giiven Aralig1

Alt sinir:-87,365
Ust sinir:-82,948

Korelasyon Katsayisi

0,999261
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Dogruluk:

Koenzim Q10’nin hareketli faz ve plazma ortamlarinda miktar tayini i¢in gelistirilmis HPLC-

DAD yontemine ait dogruluk ¢alismalar1 bulgular1 (Tablo 4.5.’te) verilmistir.

Tablo 4.5. Dogruluk ¢alismasi sonuclari

Dogruluk (n= 6)

Ortalama % Standart 7o Bagil
Ortam C ng/mL Geri Kazanim Sapma (SS) Standart
Sapma (RSS)

. 5 100,23 0,28 1,76
Harel:e“‘ faz 15 99,63 0,24 1,64
ortami 40 100,03 0,59 1,47
0,5 101,60 7,56 7,454
Plazma ortamm 3,5 101,04 3,42 4,367
8.5 98,96 1,94 2,149

Kesinlik:

Gelistirilen HPLC-DAD yonteminin kesinligi giin i¢i ve

yapilmis olup bulgular (Tablo 4.6.’da) verilmistir.

Tablo 4.6. Kesinlik ¢calismasi sonuclar:

giinler arasi ¢alismalar1 seklinde

Kesinlik
Giin i¢i (n=6) Giinler arasi (n=9)
Hareketli C % ORT SS %BSS | % ORT SS %BSS
pg/mL
faz
ortaminda 20 100,03 0,22 0,209 101,87 0,68 1,024
Plazma 8.5 9908 | 017 204 | 9999 | 051 | 6,030
ortaminda

Teshis Sinir1 ve Tayin Simiri: Gelistirilen HPLC-DAD yontemi igin teshis sinir1 (LOD) ve
tayin siir1 (LOQ) (Tablo 4.7.’de) verilmektedir.
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Tablo 4.7. Hareketli faz ve plazma ortamlari icin hesaplanan teshis ve tayin siniri
degerleri

Cozelti Ortam LOD (pg/mL) | LOQ (ng/mL)
Hareketli faz ortaminda | 0,168 0,326
Plazma ortaminda 0,321 0,973

LOD: Limit of dedection, LOQ: Limit of Quantification.

Sistem Uygunluk Testleri:
Koenzim Q10’nin hareketli faz ve plazma ortamindaki miktar tayinleri i¢in sistem uygunluk

test bulgular1 (Tablo 4.8. ve Tablo 4.9.’da) verilmistir.

Tablo 4.8. Hareketli faz ortamindaki koenzim Q10'un uygunluk ¢calismasi sonuclari

Enjeksiyon | Alikonma Pik alam Teorik plaka | Kuyruklanma
numarasi | siiresi (dak) sayis1 (USP) | faktorii (USP)
1 4,551 925,875 7020,054 1,002
2 4,552 926,268 7029,059 1,031
3 4,548 924,859 7024,967 1,017
4 4,516 925,396 7019,926 1,014
5 4,532 926,075 7025,021 1,004
6 4,549 924,845 7014,255 1,038
7 4,547 925,401 7029,259 1,000
8 4,542 925,631 7031,265 1,09
9 4,543 924,894 7035,023 0,989
10 4,545 924,869 7016,804 0,996
Ortalama 4,543 925,411 7024,563 1,018

SS 0,011 0,540 6,710 0,030
%BSS 0,240 0,058 0,096 2,905

Tablo 4.9. Plazma ortamindaki koenzim Q10'un uygunluk ¢alismasi sonuglari

Enjeksiyon | Alkonma Pik alam Teorik plaka | Kuyruklanma
numarasi | siiresi (dak) sayis1 (USP) | faktorii (USP)
1 4,741 468,865 6194,642 1,062
2 4,761 467,923 6204,754 1,105
3 4,758 468,323 6205,981 1,038
4 4,754 468,216 6197,871 1,024
5 4,770 465,824 6211,217 1,067
6 4,766 469,795 6189,947 1,138
7 4,781 469,444 6178,896 0,994
8 4,741 468,959 6214,284 1,090
9 4,769 470,542 6200,745 1,118
10 4,773 468,258 6198,766 1,087
Ortalama 4,761 468,615 6199,710 1,072

SS 0,013 1,274 10,377 0,044
%BSS 0,277 0,272 0,167 4,145
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4.2. Proniozom Formiilasyon Sonuclari

Proniozom formiilasyonlar1 bulamag¢ yéntemine gore hazirlanmistir. Uretilen tiim
formiilasyonlarin karakterizasyon sonuglari (Tablo 4.10.’da) belirtilmistir.
Tablo 4.10. Formiilasyon karakterizasyon sonuglar:
Formiilasyon Kodu
PN1 PN 2 PN3 PN 4 PNS PN 6 PN 7 PN 8
Parametreler
Tastyicl
5 Miktar (g) 2 1 2 1 2 1 2 1
= X1
h+ Etkin Madde
s Miktar1 (mg) 10 10 5 5 10 10 5 5
) (X2)
g Span 80:
'S | Pluronik F127 | 7505 | 7525 | 75:25 | 75225 | 50:50 | 50:50 | 50:50 | 50:50
R miktar1 (mg)
(X3)
Boyut+SH 147,2 824,0 305,8 182,6 202,2 187,5 160,9 185,2
(nm) 44,416 | £5524 | £7,536 | +£3,812 | £19,42 | £16,35 | +3,425 | 6,764
PDILSH 0,262 0,432 0,595 0,388 0,384 0,517 0,539 0,372
+0,034 | +£0,030 | +0,136 | +0,027 | +0,035 | +0,166 | +0,134 | +0,029
Pot Z‘etal. wqp | 187 | (185 | 284 | 431 | 420 | 447 | 479 | 485
5 o a‘;::l);f)‘ 1,46 | £2,17 | £3,96 | +3,82 | £1,93 | £12,8 | +435 | £324
;« % YE+SH 92,62 | 100,00 | 96,03 | 9831 | 9825 | 99,05 | 96,79 | 96,22
+0,29 +0,00 +2,09 +0,54 +0,84 +0,30 +1,47 +0,15
o EMI+SH 0,75 1,46 | 035 | 0,74 | 082 1,18 | 042 | 081
£0,02 | +£0,02 | +0,02 | +0,14 | 0,04 | 0,17 | +0,09 | +0,10
%PV 98,16 | 87,78 | 96,41 | 91,13 | 98,33 | 90,55 | 96,94 | 95,24

PN: Proniozom, YE: Yiikleme etkinligi, EMI: Etkin madde igerigi, PV: Proses verimi

Elde edilen sonuglara gore PN 6 formiilasyonu partikiil boyutu, polidispersite indeksi, zeta

potansiyeli, %YE, %EMI ve proses verimi olarak degerlendirildiginde en yiiksek olarak

bulunmustur.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.10. Proniozom ormiilasyonlarinin partikiil biiyiikliik dagilimlar:

Tekrar edilebilirligi saptamak amaciyla PN6 formiilasyonu 3 kez daha {iretilmis olup

bunlara ait karakterizasyon sonuglar1 (Tablo 4.11.”deki) gibidir.

Tablo 4.11. PN6 Formiilasyonunun tekrarlanabilirlik ¢alismasi

Boyut+SH Zeta

Formiil y PDI+SH | Potansiyeli+SH | %YE+SH | %EMI+SH | %PV
(nm)

(mV)
PNé6-ilk | 187,5+16,35 | 0,517+0,166 -44,7+12,8 99,29052 1,18+0,17 90,55
PN6-1 171,8+35,30 | 0,391+0,145 -35,5+14,2 98,67+1,14 | 0,96+0,10 93,00
PN6-2 151,848,709 | 0,421+0,164 -31,2+£7,45 98,66+0,54 | 0,78+0,08 91,97
PN6-3 145,6+13,18 | 0,410+0,134 -31,8+0,862 98,84+1,07 | 0,66+0,03 90.39

PN: Proniozom, PDI: Polidispersite indeksi, YE: Yiikleme etkinligi, EMI: Etkin madde igerigi, PV: Proses

verimi
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Sekil 4.11. PN-6 formiilasyonlarimin partikiil dagilhim diyagramlar:

Formiilasyonlar {i¢ faktor iki diizey olarak tasarlanmistir. Uygulanan MLR analiz

sonugclar1 (Tablo 4.12.°de) verilmistir. Anlamli bulunan degerler * isaretiyle belirtilmistir.

Tablo 4.12. MLR analizinin sonuglari ve varyans analizinden (anova) elde edilen P

degeri
Arjinin Koenzim Q10 Span80:P
Yamitlar Miktar: Miktar: (X2) F127 (X3) Kesisim R
(X1)
Partikil Katsay1 | -140,800 26,320 90,475 469,175 0,6220
Boyutu P 0,4451 0,4732 0,3380 0,3048 -
DI Katsayi 0,0177 -0,0150 0,0169 0,4879 0,4148
P 0,8564 0,4622 0,7324 0,0916
Zeta Katsay1 4,4500 2,200 9,300 41,050 0,9317
Potansiyeli P 0,3592 0,0623 0,0124* 0,0164* -
o, Proses Katsay 6,285 0,245 0,9475 84,832 0,9001
Verimi P 0,018+ 0,4905 0,3059 0,0000* -
% Yiikleme | Katsayi -0,4625 0,0945 -0,0087 0,8187 0,9692
Etkinligi
P 0,0053* 0,0049* 0,8451 0,0153* -
. Katsayi -2,4725 0,1285 0,4187 99,066 0,6246
%EMI
P 0,2153 0,7217 0,6444 0,0000* -

*p<0,05, PDI: Polidispersite indeksi, EMI: Etkin madde icerigi
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4.3. Formiilasyonun Goriintiilenmesi

Segilen proniozom formiillerine ait SEM goriintiileri (Sekil 4.12.”de) verilmistir.

500 nm 13202 || S0nm 10132022
|—| File Name = 180711.85786 W Mage 377KX EHT = 1500kV |_| File Name = 180711877861 Mag=3000 KX EHT = 1000 KV

Sekil 4.12. PN6 proniozom formiilasyonlar1 morfolojik degerlendirmeleri (A: 3,77 kV
biiyiitme; B: 30 kV biiyiitme)

4.4. In Vitro Salim Calismasi
Secilen PN6 formiilasyonu ile etkin madde salim ¢alismasi baz alinarak in vitro salim ¢aligmasi

yapilmistir ve bu salim sonuglari (Sekil 4.13.’te) verilmistir.

Serbest CoQ10 %%

20
10

0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Laman (Saat)

Sekil 4.13. Koenzim Q10 ve proniozom formiilasyonunun etkin madde profil grafigi
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Tablo 4.13. PN6 formiilasyonu i¢cin DD-Solver istatiksel aracim kullanarak elde edilen
kinetik sonuclari

Model Equation R? R2piizeititmis | AIC MSC n
0.derece F=ky*t 0,4834 | 03801 | 5847 |-09594 | -
Kinetik
lk‘lilferflie F=100%1-c-kI*t) | 03618 | 03618 | 57,95 |-0,8850 | -
g;’(‘)ig:n F :égf;g]'(] - 0,1684 | 0,1684 | 5981 | -1,150 | -
Higuchi F=kH*0.5 0,5069 | 05069 | 56,15 | -0,627 | -
Hopfenberg FZIICZS: 51 S0 0857 | 0,029 | 61,66 | <1414 | -
Korsmeyer- F=kp*t" 0,9974 | 09961 | 11,58 | 3,959 | 0,375
Peppas

*T{im modellerde F, t zamaninda salinan ilacin fraksiyonudur (%), kO: sifir dereceli salim sabiti, k1: birinci derece
salim sabiti, KHC: Hixson-Crowell salim sabiti kH: Higuchi salim sabiti, KHB: Hopfenberg salim sabiti, KKP:
ilag dozaj formunun yapisal ve geometrik 6zelliklerini igeren salim sabiti, n: ilag salim mekanizmasini gdsteren

diflizyonel tsteldir.

4.5. Termal Analiz (DSC) Bulgulari
DSC termogramlari (Sekil 4.14.’te) belirtilmistir.

na

ik

Sekil 4.14. Koenzim Q10 (I), L-arginin (II), pluronik F127 (III), kolesterol (IV), span 80

(V) ve PN6 formiilasyonunun (VI) diferansiyel

termogramlari

tarama Kkalorimetrisi

(DSC)
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4.6. Farmakokinetik Analiz Bulgulan

Boliim 3.9°da belirtildigi sekilde yiiriitiilen farmakokinetik ¢alismalarin sonuglart (Sekil 4.15
ve Tablo 4.14’te) verilmistir.
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Sekil 4.15. Sicanlarda proniozom formiilasyonu ve koenzim Q10'un plazma profilleri

Tablo 4.14. Saf Q10 ve Q10 yiiklii proniozomlarin oral uygulamasi icin PK parametreleri

gzll(rametreler Birimi PN 6-Deneysel Ié‘;g‘_‘j::;m
Az 1/h 0,0179 0,562
ti2 h 38,8 1,23
Tmax h 0,5 4
Cmax pg/ml 11,2 1,07
AUCoe | pg/ml*h 29,5 3.35

52



5.TARTISMA

5.1. Koenzim Q10’un Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesine Iliskin Bulgularin
Degerlendirilmesi

Koenzim Q10’un etil asetat ve plazma ortaminda maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga
boyu 276 nm olarak belirlenmistir. Bu deger literatiir verileriyle uyumludur. Bu deger
belirlendikten sonra belirli konsantrasyonlar hazirlanarak standart dogrular c¢izilmistir.
Gelistirdigimiz analitik metodun validasyonu i¢in dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri elde,
kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), teshis smir1 (LOD) ve tayin sinirt (LOQ)
parametreleri  yapilmistir. Bu parametrelerin - degerlendirilmesinde resmi kilavuzlar
kullanilmistir(75-78).

Dogrusallik ¢aligmalarinda ICH kilavuzuna gére minimum 5 noktada 6l¢iim yapilmasi
gerektigi belirtilmistir. Olgiimler en az 3 tekrar okutularak standart sapma ve bagil standart
sapmalar1 hesaplanmistir (Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.). Elde edilen standart dogru denklemlerinin
determinasyon katsayilari, R? degerleri 0,9990 iizerindedir (79). Bu degerler etil asetat igin
R2=0,99998, plazma i¢in R?>=0,999261 bulunmustur (Sekil 4.4 ve Sekil 4.9.). Absorbanslardan
elde edilen bu veriler ve konsantrasyon degerlerinin giivenilir oldugu anlagilmistir.

Dogruluk ve geri elde ¢alismalar1 Bolim 3.1.7°de agiklandigr gibi yapilmistir. Bu
konsantrasyonlarin bagil standart sapmalar1 hesaplanmisti. Bu kapsamda etil asetat
ortamindaki %BSS’lar sirasiyla 1.76, 1.64, 1.47 bulunurken; plazma ortaminda 7.454, 4.367,
2.149 bulunmugstur. %BSS degerleri <%2 olmalidir. Biyolojik numuneler i¢in bir limit
bulunmamaktadir (75). Sonuclara bakildiginda yontemimizin limitler igerisinde oldugu
sOylenebilmektedir (Tablo 4.5).

Kesinlik kapsaminda giin i¢i ve gilinler arasi ara kesinlik caligmalar yiirtitiilmiistiir.
Kilavuzlara gore elde edilen %BSS degerleri %2 nin altinda olmalidir (75). Etil asetat i¢indeki
yontem bu degerlere uymaktadir. Plazma ortaminda ise bu degerin %10-15 degerine kadar
cikmast kabul edilmektedir. Plazma ortaminda giin i¢i ve giinler arasi1 yapilan kesinlik ¢caligmasi
sonucunda %BSS sirasiyla %2,04 ve %6,03 olarak bulunmustur. Bu deger de kabul edilir
siirlar igerisinde yer aldigindan yontemlerin kesinliginden bahsedilebilir (Tablo 4.6.).

Yontemin teshis ve tayin sinirlart Boliim 3.1.7.°de anlatildigi gibi yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gére LOD ve LOQ, etil asetat ortaminda 0,168 ve 0,326 pg/mL, plazma
ortaminda 0,321 ve 0,973 ug/mL bulunmustur (Tablo 4.7.).
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FDA ve USP tarafindan HPLC analizlerinde sistem uygunluk testleri dnerilmektedir.
Calismamizda etil asetat ve plazma ortamindaki HPLC analizlerinin Teorik plaka sayist (USP)
ve kuyruklanma faktorii (USP) sistem uygunlugu acisindan degerlendirilmistir. Bu testlerin
uygun olmasi icin tekrarli 6l¢iimiin %BSS’i<1, teorik plaka sayis1i>5000 ve kuyruklanma
faktorii<2 olmalidir (75,78). Elde ettigimiz tiim sonuglar limitler i¢erisinde bulunmustur (Tablo
4.8., Tablo 4.9.).

Sonug olarak in vitro ve in vivo ortam i¢in kalibrasyonu ve validasyonu yapilmis yontem
gelistirilmis, bu yontem formiilasyonun gelistirilmesinde ve in vivo ¢alismalarin yapilmasinda

kullanilmistir.

5.2. Proniozomlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Niozomlar, lipozomlara kiyasla daha yiiksek kimyasal ve fiziksel stabiliteye, hidrofilik ve
hidrofobik ilaglar i¢in daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahiptir. Niozomlar iyonik
olmayan yapisindan dolay1 daha az toksisite gosterir (39). Proniozomal metot, niozomlarda
karsilasilan s1zint1, flizyon ve agregasyon gibi sorunlar ¢ézerek, dozaj, tasima, depolama ve
sterilizasyonu daha verimli bir sekilde gergeklestirmeyi saglar. Proniozom tozlar1 genellikle
bulamag ve sprey kaplama yontemleri olmak iizere iki ana yontemle tretilir. Bu ¢alismada, en
yaygin kullanilan bulamag yontemi tercih edilmistir. Bulamag yontemi, basit, hizli, ucuz ve
6l¢eklendirme acisindan uygundur (52,80).

Pluronikler veya poloksamerler, kozmetik ve farmasotik uygulamalarda emiilgator,
¢oziicli ve 1slatic1 olarak kullanilan noniyonik, polioksietilen-polioksipropilen-polioksietilen
triblok kopolimerlerdir (81). Calismamizda kolesterol yaninda stabilite arttirilmasi amaciyla
Pluronik F127 (PEO100-PO65-PEO100) (HLB:22) kullanilmistir (82). Pluronikler Span’lar ile
kombine edilerek onlarin stabilitesini ve permeabilitesini arttirdigi ¢esitli caligmalar mevcuttur.
Sakai ve arkadaglariin yaptiklari ¢alismada Pluronic P123 ve Span 65 kombinasyonu ile 4-30
um biiyiikliigiinde kendiliginden olusan vezikiiler yapilar elde etmislerdir (83). Calismamiza
benzer sekilde de Sousa Garcia ve arkadaslari ilk defa Pluronic F127 (Poloxamer 407) ile Span
80’1 kombine ederek vezikiiller olusturmuslardir (84). Calismamizda bu yiizey aktif karigimi
kullamilarak ilag yiiklii vezikiillerin olusturulmasi amaglanmistir. On formiilasyonda yapilan
deneyler sonucu elde edilen sonuglar sonucunda Pluronic yiizdesi degistirilerek etkisi
incelenmistir (Tablo 3.1.).

Proniozomlar, oda sicakliginda suda kolayca ¢oziiniir. Koenzim Q10 yiiklii niozomal

dispersiyonlarin hidrodinamik ¢ap1 147,2 ile 824,0 nm arasinda de8ismektedir. Niozomlarin
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boyutu, lipid membran bilesimi ile ilgilidir. Kolesterol, Pluronik F127 ve Span 80 oram
membran stabilitesini ve boyutunu etkiler (85). Ek olarak, Span 80'in yiiksek hidrofobikligi
(HLB = 4,3) yiizey serbest enerjisini ve boyutunu azaltir (23). Ancak ne miktar1 ne tasiyici
miktar ne de siirfaktan orani partikiil boyutu {izerinde 6nemli bir etkiye sahip bulunmamistir
(p>0,05). Bu arastirmada, proniozomlarin Polidispersite Indeksi (PDI) <0,7 olarak bulunmus,
bu da partikiillerin esit bir dagilima sahip oldugunu gostermistir (Tablo 4.10.). Niozom
formiilasyonlarmin temel bilesenleri noniyonik ylizey aktif maddelerdir. Kolesterol, bu
yapilarin stabilitesini artirir. Ozellikle, doymamis oleik asit iceren Span 80 gibi siirfaktanlar
kullanildiginda, membranlar son derece akiskan ve esnek olur. Bu nedenle, jel-siv1 faz gegisini
engellemek amaciyla kolesterol eklenir (86). Daha onceki literatiirlerde siirfaktan/kolesterol
ideal oraninin olarak 1:1 oldugu belirtilmistir. Calismamizda, siirfaktan ¢esitliligi nedeniyle bu
oran 1,25 ile 0,85 arasinda degismistir (87,88), bu da yiiksek fiziksel stabiliteye sahip
partikiillerin olusumuna katkida bulunmustur. Ancak, bu oran partikiil boyutu ve PDI {izerinde
onemli bir etki gostermemistir (Tablo 4.12.) (p>0,05).

Niozomlarin olusumu, yiizey aktif maddelerin jel-sivi faz gecis sicakligindan (Tc)
biiyliik Olciide etkilenmektedir. Niozom olusumu bu sicaklik ve iistiinde calisilmasiyla
gerceklestirilmektedir. Bu sicaklik, membran stabilitesi, gecirgenligi, akiskanligi ve
enkapsiilasyon etkinligini etkilemektedir. Niozomlarin olusumu i¢in belirli bir sicaklik
gerekmektedir. Bu yiizden, proniozomlardan niozom olusturulurken hidrasyon soliisyonunun
sicakligi kritik bir 6neme sahiptir. Belirli bir sicakligin altinda, lipit ¢ift katmanlarinin
gecirgenligi ve ilag sizintis1 diisiik olmaktadir. Bu nedenle, yliksek stabilite ve enkapsiilasyon
verimliligi elde etmek amaciyla, yiiksek Tc degerine (50°C) sahip Span 60 kullanilmaktadir.
Bu, 50°C iizerindeki sicakliklarda calisilmasi gerektigini gosterir (58,89). Calismamizda ise,
diisiik Tc degerine (-12°C) sahip Span 80 kullanilmistir, bu sayede niozomlar oda sicakliginda
kolayca olusabilmektedir. Span 80'in kararsizligi ve sizinti sorunlari, Pluronik F127 ve
kolesterol eklenerek giderilmis, bu sayede yiiksek yiikleme verimlilikleri ve zeta potansiyelleri
elde edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda yardimer siirfaktan olarak Tween 80 ve kolesterol
oranlar degistirilerek stabilite ve enkapsiilasyon etkinligi artirilmistir (90).

Niozom igerik bilesimi zeta potansiyeli lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (p<0,05).
Proniozomlarin zeta potansiyeli -18.5 ile -48.5 mV arasinda degismektedir. Elde edilen zeta
potansiyel degerleri, -10 ila +10 mV arasindaysa notr olarak siniflandirilirken, -30 ila +30 mV
arasindaysa giiclii anyonik veya katyonik olarak siniflandirilir; bu da fiizyona karsi iyi bir

stabilite ve zamanla birlesmeme anlamina gelir. Formiilasyon grubunda, Span 80:PF127 orani
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ve arttikca zeta potansiyelin de arttigi gorilmiistiir (p<0,05). Bu artis, niozomal
formiilasyonlarin HLB (hidrofil-lipofil dengesi) degerlerinin degismesiyle iliskilendirilebilir.
Yiiksek Span80: Pluronik F127 oram1 (HLB: 7,94), diisiik orana (HLB: 13,5) kiyasla
formiilasyonlara iyi bir stabilite saglar. Niozomlar ¢ift tabakali bir yapi olusturmaktadir.
Kolesterol, yapisal olarak kat1 bir lipit oldugu i¢in niozomun ¢ift katmanli yapisindaki
bosluklar1 doldurur ve amfifilik yapiy1 destekler. Bu formiilasyon serisinde, kolesterol miktari
sabit tutulmustur. Bu, kolesteroliin ¢ift tabakali membran arasindaki bosluklar1 doldurarak
stabiliteyi arttirmasiyla agiklanabilir. Tasiyic1 olarak kullanilan katyonik bir amino asit olan L-
arjinin, suda c¢oziiniir fakat partikiillerin yiizey yikiinii etkilememistir ya etkisi ihmal
edilmektedir. Yiikleme etkinligi incelendiginde, tastyicit miktari arttikga %oyiikleme etkinliginin
azaldig1 goriilmektedir. Bu durum, kiitledeki artisa gore ila¢ oraninin azalmasindan kaynaklanir
(Tablo 4.10.).

Abu-Taleb ve arkadaslari, farkli Span c¢esitleri (Span 20, Span 60, Span 80, Span 85)
kullanarak niozomlar {iretmis ve Span 80'in yapisindaki doymamais alkil zincirlerin yol actigi
artmis gecirgenlige bagli olarak diisiik yiikleme etkinligi elde edilmistir (91). Bu sebeple,
arastirmamizda kolesterol oranini degistirerek ve Pluronik F127 stabilizatoriinii ekleyerek ilag
yiikleme etkinligini arttirdik. Tasiyict miktar1 arttikga, proses verimliligi de anlamli 6lcilide
yiikselmektedir (p<0,05). Elde edilen in-vitro karakterizasyon c¢alismalarina gore
enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme etkinligi, partikiil boyutu ve polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli sonuglarina gore en iyi bulundugu i¢cin PN6 formiilasyonu se¢ilmis ve in vivo
calismalarina bu formiille devam edilmistir. Formiilasyonun tekrarlanabilirlik c¢aligsmalari
kapsaminda belirtildigi gibi {i¢ kere liretimi yapilarak karakterizasyon calismalar1 yapilmistir.
Bu kapsamda partikiil biiytlikliik ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi, proses verimi benzer
bulunmustur. Buna karsilik zeta potansiyelinde benzer sonuglar elde edilememistir. Bu durum
kolesterol ve PF127°in niozom ¢eper tizerindeki stabil olmayan dagilimiyla iligkili olabilecegini

distindiirmiistiir.

5.3. In Vitro Salim Calismalarinmin Degerlendirilmesi

Optimum formiilasyondan (PN6) koenzim Q10 salinimi, sink kosulunu saglamak i¢in PBS (pH
7.4): Asetonitril: Tween 80 (73:25:2, h/h/h) ortaminda yapilmistir (7). Koenzim QI10'un
proniozomlara kiyasla daha yavas salinim gostermesi, bu bilesenin yiiksek lipofilikliginden
(LogP=21) kaynaklanmaktadir. Ancak, koenzim Q10'un proniozomal sistemlere dahil

edilmesiyle salim hizi 6nemli 6l¢lide artmistir (Sekil 4.13.) (f2=31,82). Bu durum, niozomal
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enkapsiilasyonun ilacin salim hizin1 artirma konusunda etkili oldugunu gostermektedir. Liu ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Span 80'in koenzim Q10'un ¢oziiniirligiini ve
¢Ozlinme hizim1 artirdigi gosterilmistir (92). Span 80 ile kullanilan Pluronik F127'nin de
¢Oziinme hizim artirdig1 diisiiniilmektedir. Pluronik F127'deki PEO zincirleri, ylizey gerilimini
diistirerek ila¢ salim hizini artirir. Bunun nedeni ise PEO zincirleri arttik¢a, su ylik kapasitesi
ve boylece salinim hizinin artmasidir (93).

Ek olarak, arjinin, ¢oziinlirliigli diisiik ilaglarla hidrotropik kompleks olusturdugu icin
¢Oziiniirliik artiric1 olarak etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Bazi bildirilen ¢alismalarda, arginin
indometazin (94), curcumin (95), simvastatin (96,97) gibi ¢esitli maddeler ile kompleks
yaparak ¢oziiniirliik ve ¢6ziinme hizin1 6nemli 6l¢iide arttirmistir. Tasiyict olarak kullanilan L-
arjininin ¢alismamizda ¢oziiniirliik hizindaki artista etkisi oldugu diistiniilmektedir.

lag salim calismasinda, bazi zaman noktalarinda uygun olmayan dalgalanmalar
mevcuttur. Caligmamizda, bu dalgalanmanin, toz i¢inde ilacin homojen olmayan dagilimi ile
ilgili olabilecegi diisliniilmektedir. Salim ¢alismasinda mikro santrifiij yontemi kullanilmistir:
her zaman noktas1 i¢in ayn1 miktarda ila¢ igceren tozlar, bir dizi eppendorf tiipiine eklenir, belirli
bir siire sonra bir eppendorf tiipii ¢ikarilir, tiip santrifiij edilir ve ¢6ziinmemis partikiiller ayrilir
ve ¢ozlinen miktar Ol¢iiliir. Bu ¢aligmada artan salim hizi; niozomlara enkapsiilasyon, ylizey
aktif maddelerle artmig ¢oziiniirliik, arjininin ¢oziinlirliigli artirma etkisi, ilacin amorf hale
dontisiimii, 1slanabilirliginin ve dagilabilirliginin artmasi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmis
olabilecegi diisliniilmektedir.

PN6 formiilasyonunun zaman ig¢indeki ilag salim yiizdesi, DDSolver yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir. Coziinme hizinin degerlendirilmesinde determinasyon
katsayis1 (Rsqr, R?, diizeltilmis determinasyon katsayisi1 (Rsqr_adj/R’adjusted), Akaike Bilgi
Kriteri (AIC) ve Model Se¢im Kriteri (MSC) parametreleri kullanilmistir. Akaike Bilgi Kriteri,
modelin uygunlugunu degerlendirmede kullanilir ve diisik AIC degeri, modelin daha iyi
oldugunu gosterir. MSC, 2 veya 3'ten yiiksek bir deger alirsa, modelin uygun olduguna dair
kanitlar sunar (72,73). Bu degerlendirme, en yiiksek R?, diizeltilmis R? ve MSC degerleri ile en
diisiik AIC degerlerine dayanarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara goére, proniozomlar
Korsmeyer-Peppas salim kineti§ine uygun davranmaktadir. Bu kinetige uygunluk
gosterildikten sonra incelenen n degerleri, koenzim Q10un diflizyon kontrolii altinda
salindigim1 gostermektedir, ¢iinkii n<0,43 (n=0,375) olarak bulunmustur. Ritger ve Peppas, n
degeri 0,3 + 0,1 civarinda olan kiiresel partikiillerin Fickian diflizyon gosterdigini

belirtmislerdir (Tablo 4.13.) (98).

57



5.4. Termal Analiz (DSC) Bulgularinin Degerlendirilmesi

Proniozomlarin termogramlar1 (Sekil 4.14°te) gosterilmistir. DSC grafiklerinin incelenmesi
sonucunda, koenzim Q10'un termogramlarindaki 53°C'de yer alan keskin endotermik pikin (Ia)
erime noktasi oldugu goriilmektedir. Ayrica, 273°C'de tespit edilen genis ekzotermik pik (Ib),
bazi kimyasal baglarin kopmasi, yapisal degisiklikler veya polisakkarit zincirlerinin bozulmast
gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilir. DSC termogramlari, L-arjinin'in 216.0°C (Ila) ve 240.0°C (1Ib)
olmak iizere iki ayr1 endotermik pik gosterdigini belirtmektedir. L-arjinin bu sicakliktan sonra
bozulmaya baslar ve bu bulgular literatiirdeki verilerle uyumlu durumdadir (81,99). Pluronik
F127 ve kolesteroliin termogrami, erimeye bagli keskin bir endotermik pik (Illa)
gostermektedir ve bu degerler de literatiirle uyumludur (99,100).

Span 80, 20-300°C araliginda diizensiz bir siv1 kristal yapida bulunur ve diisiik gecis
sicakligr (Tc=-12°C) gosterir, bu sebeple anlamli bir pik goézlemlenmemistir (54). PN6
formiilasyonunda, koenzim Q10, Pluronik F127 ve kolesteroliin karakteristik keskin pikleri
kaybolmus, sadece tasiyict ve miktarca yiiksek olan L-arjinin'in pikleri goriilmiistiir. Bu durum,
Koenzim Q10’un niozom formiilasyonuna etkin bir sekilde yiiklenip amorf bir yap1 kazandigini
gosterir. Bu durum ayn1 zamanda kristal koenzim Q10'un amorf hale geldigini ve bu sebeple

¢Oziinme hizinin artmasiin da nedeni olabilecegini bizlere gostermektedir.

5.5. Proniozomun Morfolojik Degerlendirilmesi

SEM, kat1 dispersiyonlarin yiizey morfolojisi hakkinda bilgi saglar ve 6zellikle formiilasyon
hazirlig1 sirasinda maddenin ve polimerin yiizey o6zelliklerindeki degisiklikler incelenebilir.
Elde edilen goriintiilere gore, arginin kullanimi ile kiiresel niozomlar elde edildigi sdylenebilir
(101). Gortintiiler 30000 ve 3000 biiylitme oraninda incelenmistir. Ayn1 zamanda, molekiiler
afiniteleri nedeniyle argininin niozom yiizeyinde toplanabilecegi de goézlemlenmistir (102,
103). Ayrica, elde edilen partikiil boyutu, DLS sonuglariyla uyumlu bulunmustur. Yiizey aktif

madde ile kaplanmais arjinin proniozomlarinda da kiiresel sekil gozlemlenmistir (Sekil 4.12.).

5.6. Farmakokinetik Analiz

Koenzim Q10, bir antioksidan olarak, memelilerde her hiicrede dogal olarak bulunan ve
endojen olarak mevalonat yolu araciligiyla tek lipid seklinde iiretilen bir maddedir. Ancak,
insanlar yaslandikca, viicutlarinin koenzim Q10 {iretimi dogal olarak azalir. Eksojen takviyeler,
bu diisik koenzim Q10 diizeylerini artirmanin etkili bir yoludur (104). Fakat diisiik

biyoyararlanim eksojen uygulamasini kisitlayan en biiyiik dezavantajdir. Endojen maddelerle
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yapilan biyoyararlanim ¢alismalar1 sirasinda en 6nemli konu, yas, cinsiyet, diyet, gece ve
giindiiz saatlere bagli maddenin bazal degerlerinin belirlenmesidir. Arastirmadan 6nce, bazal
konsantrasyon ve potansiyel degiskenler belirlenmelidir (105). Bu ¢alismada her bir si¢an i¢in
baslangi¢ konsantrasyon degeri belirlenmis ve tavsiye edildigi gibi daha sonra oOlgiilen
degerlerden ¢ikarilmistir (79).

Plazma koenzim Q10 konsantrasyon-zaman egrisi ve farmakokinetik parametreler,
boliimde agiklandigi sekilde yapilmis ve sonuglar (Sekil 4.15 ve Tablo 4.14'te) gosterilmektedir;
her grup i¢in sadece 3 sican (PM=formiilasyon; C=Kontrol), koenzim Q10 hesaplamalari
yapildiktan sonra veri analizi i¢in uygun bir profil gostermistir. Bu tek profiller karsilagtirma
icin birlestirilmis ve ortalamasi alinmistir. Cikarilan degerler ortalamadan istatistik olarak sapan
degerlerdir. Proniozomlar, referans koenzim Q10'a kiyasla daha yiiksek maksimum plazma
konsantrasyonu (11,2'ye kars1 1,07 pg/ml) ve daha yiiksek EAA (29,5'e kars1 3,35 pg/ml*sa)
gostermistir. Koenzim Q10'un yar1 omrii, bifazik plazma profili nedeniyle yaniltici olabilir;
egim agag1 profilinin sadece baslangi¢ kismi géz 6niinde bulunduruldugunda, proniozomlarin
yart Oomrii koenzim Q10 ile benzerdir. Koenzim Q10 formiilasyonunun farmakokinetik
parametreleri (Tablo 4.14.) belirtilmistir.

Proniozomlar araciligiyla koenzim Q10 biyoyararlanim artisinda bir veya birden fazla
mekanizmanin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda, yiizey aktif madde
ozelliklerinin, hiicre zarinin hidrofobik alanina daha 1yi partisyon olasilig1 saglayarak arayiizey
engelini azaltmasi ve epitelyal hiicre zar1 ile temas izni vermesi sonucunda koenzim Q10'un
hiicre zarinin hidrofobik alanina daha iyi dagilimi yer alabilir; GI zar lizerinden emilimi
diizenleyen Peyer plaklarindaki endositoz ve/veya M hiicreleri ile alimin artisi; niozomlarin
dogrudan fiizyon yoluyla ve/veya L-arjinin tarafindan kolaylastirilmis absorbsiyon ile aliminin
artis1 soz konusu olabilmektedir. Bunun yanisira L-arjininin hiicresel alimi arttigi da
diistiniilmektedir. Arjininin daha 6nce yapilan g¢alismalarda hiicresel alimi (106-108) ve
biyoyararlanimi (109,110) arttirdig1 gosterilmistir.

Sonug olarak; Calismamizda elde edilen verilere gore; bulamag¢ yontemi ile optimum
partikiil boyutu, enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ salim 6zelliklerine sahip koenzim Q10 yiikli
proniozomlar iretilmistir. Arjinin, formiilasyonu gelistirme sirasinda basariyla bir tasiyici
olarak kullanilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar, saf ilaca kiyasla iistiin farmakokinetik etki
gostermistir. Biyoyararliligin bu artisinda, sadece siirfaktan tarafindan ¢6ziindiirme etkili

olmayip, ayn1 zamanda arjinin tarafindan hiicresel alimi1 kolaylastirmasi da etkili olmustur.
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Buna gore, gelistirilen arjinin tastyict bazli proniozom formiilasyonu, koenzim Q10'un

biyoyararlanimini ve terapotik aktivitesini iyilestirmek i¢in kullanilabilir.
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. Dr. Teviik AKTOZ
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Aragtirma ile iligki: © var Yok
Toplant: Katlim>yevet (1 hayir

Dog. Dr. FilizSANAL
Fen Fakiltesi Ogretim Oyesi
Arastirma ile [ligki: () var “yok
Toplants Katlhim: © evet ' hayir

Ecz. Dethldr GONER
Sivil Topfuly Kilulusu Sivil Uye
Aragurmig ik 1igi: - var yok

Toplant im: 7 evet | hayiwr

Prof. Dr. Suat ERDOGAN
Tip Fakiltesi Ogretim Uyesi
Aragtirma ile Iliski:  var “yok
Toplanti Katilim: [ evet ' hayir

Pr3t. Dr. Necdet SUT
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Arastirma ile Iligki: | var “yok
Toplanti Katilim: | evet ' hayir

Dr. Ogr. Uyesi F. Golfesan CANAKGI
Dig Hekimligi Fakiltesi Ogretim Uyesi
Aragtirma ile [ligki: © var yok
Toplanti Kathim: " evet  havir

Tank AYKIZ
Sivil Ove
Aragtirma € Hlijki: | var syok
Toplanuszh L Acevet [ havir
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BENZERLIiK RAPORU

turnitinJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz ddevinizin Turnitin'e ulastndim bildirmektedir. Ginderiminize dair bilgiler
styledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asafida génderilmektedir.

Gonderen:  Sencan Bala
Odev bashif:  proniosome
Gonderi Bagligiz  Tez benzerlik
Dosya adi: ENCAN_BALCI-TEZ-benzerlik.doc
Dosya boyutu:  2.55M
Sayfa sayisiz 56
Kelime sayisiz - 9,915
Karakter sayisiz 70,730
Gonderim Tarihi:  13-Kas-2023 03:0605 (UTC+0300)
Ginderim Numarasi: 2226622062
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