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OZET

FERULIK ASIT YUKLU PLGA BAZLI NANOSISTEMLERIN HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU, ANTIOKSIDAN VE ANTIALZHEIMER
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Kiibra Nur ARINMIS
Farmasatik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Dog. Dr. A. Alper OZTURK

Nanopartikiil sistemler modifiye salim 6zelligi, terapotik etkinligin arttirilmasi ve
yan etkilerin azaltilmas1 gibi avantajlar1 sayesinde son yillarda arastirmacilar tarafindan
ilgi gérmektedir. Ferulik asit, antiinflamatuar, antialzheimer, antioksidan, antimikrobiyal,
antikanser, antihiperlipidemik, antidiyabetik gibi terapdtik etkilere sahiptir. Bu ¢caligmada
ferulik asit ylikli PLGA bazli nanopartikiiller nanogoktiirme yontemiyle hazirlanmis ve
Poloksamer® 188 ve Span 60®°1n degisen konsantrasyonlarinin nanopartikiiliin 6zellikleri
tizerine etkisi incelenmistir. Ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon optimum
secilmistir. Ferulik asitin su fazina diisiik ilgisi ve dolayisiyla organik faza go¢ etme
egiliminde olan lipofilik yapisindan dolay1 yiiksek enkasiilasyon etkinligi elde edilmistir.
A-FA kodlu formiilasyondan ferulik asit salimi saf ferulik asite gore daha yavas ve 24
saatlik uzatilmig salim yaptigi belirlenmistir. A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun
biyolojik aktivite ¢caligsmalariyla antioksidan ve antialzheimer etkileri incelenmistir. A-FA
kodlu nanopartikiil formiilasyonu kuvvetli DDPH serbest radikal siipiiriicii, ABTS®"
katyon renksizlestirici ve rediikleyici antioksidan aktivite gostermistir. Anti-alzheimer
aktivite sonuglaria gore hem AChE inhibitori hem de antioksidan 6zellige sahip olmasi
tedavide 6nem tasidigindan bu tez ¢alismasinda hazirlanan formiilasyonun hem oksidatif
stres kaynakli hastaliklarin hem de Alzheimer tedavisinde umut vadettigi sonucuna

varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Ferulik asit, PLGA, Nanopartikiil, Alzheimer, Antioksidan.



ABSTRACT

PREPARATION, CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF
ANTIOXIDANT AND ANTIALZHEIMER EFFECTS OF FERULIC ACID LOADED
PLGA-BASED NANOSYSTEMS

Kiibra Nur ARINMIS

Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. Alper OZTURK

Nanoparticle systems have attracted attention by researchers in recent years due
to their advantages such as modified release feature, increasing therapeutic efficacy and
reducing side effects. Ferulic acid has therapeutic effects such as anti-inflammatory, anti-
alzheimer's, antioxidant, antimicrobial, anticancer, antihyperlipidemic, antidiabetic. In
this study, ferulic acid loaded PLGA-based nanoparticles were prepared by
nanoprecipitation method and the effect of varying concentrations of Poloxamer® 188
and Span 60® on nanoparticle properties was investigated. A-FA coded formulation
loaded with ferulic acid was chosen as optimum. High encasing efficiency has been
achieved due to the low affinity of ferulic acid to the water phase and therefore its
lipophilic nature, which tends to migrate to the organic phase. It was determined that the
release of ferulic acid from the formulation coded A-FA was slower than pure ferulic acid
and prolonged release in 24 hours. Antioxidant and antialzheimer's effects of A-FA coded
nanoparticle formulation were investigated by biological activity studies. A-FA coded
nanoparticle formulation showed strong DDPH free radical scavenging, ABTS®" cation
decolorizing and reducing antioxidant activity. Since it has both AChE inhibitor and
antioxidant properties according to the results of its anti-alzheimer activity, it was
concluded that the formulation prepared in this thesis study shows promise in the

treatment of both oxidative stress-related diseases and Alzheimer's.

Keywords: Ferulic acid, PLGA, Nanoparticle, Antialzheimer, Antioxidant.
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1. GIRIS

Nanopartikiiller ilag etkin maddelerinin salim 6zelliklerini degistirerck modifiye
salim saglamasi, yiiksek farmakolojik etki gostermesi, istenen bolgede toplanmast /
hedeflendirilmesi, stabilite sorunlarinin olmamasi, pargalanma iriinlerinin toksik
olmamasi ve sterilize edilebilmesi gibi 6zellikleri sayesinde son yillarda arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmistir. PLGA viicutta toksik olmayan monomerlerine doniisen medikal
alanda onemli polimerlerdir. Modifiye ilag salimi yapan sistemlerin hazirlanmasinda
diinya genelinde tercih edilmekte olup biyopargalanir polimerlerden biridir. PLGA
alifatik poliesterler grubuna dahil olan poli laktik asit (PLA) ve poli glikolik asit (PGA)’in
farkli oranlarindan olusan bir kopolimerindir.

Ferulik asit, diisiik toksisiteye sahiptir ve ¢ok fonksiyonlu biyoaktif bir maddedir.
Ferulik asit ilag, gida ve kozmetik gibi birgok farkli alan ve endistride siklikla
kullanilmaktadir. ~ Ferulik  asit,  antiinflamatuar,  antialzheimer,  antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser, antihiperlipidemik ve antidiyabetik gibi bir¢ok fizyolojik
fonksiyona sahiptir.

Ferulik asit kan beyin bariyerini gegme ve yeterli konsantrasyonda merkezi sinir
sistemine ge¢mektedir. Ferulik asit antiinflamatuar ajan olarak hareket edereck ApB-fibril
olusumunu Onleyerek ndroproteksiyon uygular, serbest radikal olusumunu ve
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChe)’in enzim aktivitesinin inhibe
edilmesini saglayarak Alzheimer tedavisinde umut verici bir molekiil olmustur.

Ferulik asit, giliglii bir antioksidandir. Oksidatif stres viicuttaki oksidasyon ve
antioksidasyon arasindaki dengesizligi ifade eder. Bu dengesizlik durumu oksidayona
egilimli hale getirir ve daha sonra nétrofillerin inflamatuar infiltrasyonuna, proteaz
sekresyonunun artmasina ve ¢ok sayida iiretilmesine yol agar. Oksidatif ara maddeleri
doku dejenerasyonuna, erken yaslanmaya, apoptoza, hiicre transformasyonuna ve kansere
yol acar. Ferulik asit, oksidatif serbest radikalleri temizleyerek, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engelleyerek ve ¢oklu sinyal yollarina katilarak antioksidan etki
gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda bir¢ok farmakolojik 6zellige sahip ferulik asidin antioksidan
ve antialzheimer terapotik ozelliklerini, daha az etkin maddeye oranla yiiksek aktivite
gostermesi, daha diisiik yan etkiler ve tiretim maliyetlerinin diistiriilmesi i¢in PLGA bazli

nanosistemlerin hazirlanmasi ve karakterizasyonunun saglanmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Nanopartikiiller

Son yillarda yapilan c¢alismalar incelendiginde tip ve biyoteknoloji alaninda
nanopartikiil sistemlerinin arastirma ve uygulamalar1 onemli 6l¢iide artti1 goriilmektedir
(Derman vd., 2013).

Nanopartikiiller, ilag tasiyici sistem olarak kullanildiginda, aktif ve pasif ilag
hedeflemesine ulasmay1 saglamak ic¢in partikiill boyutu ve yiizey 6zellikleri kolayca
degistirilebilir.(Nagavarma vd., 2012).

Eczacilik alaninda, ilk c¢alismalar antikanser ilaglar ve asilar kullanilarak
yapilmistir. Nanopartikiillerin ilag tastyici sistem olarak kullanilmasi, partikiil boyutu ve
ylzey ozelliklerinin kolayca modifiye edilebilmesi, ilacin uzun siireli ve kontrol edilmis
salimi, terapotik etkinligin artirilmasi, yan etkilerin azaltilmasi ve ¢oziinmeyen etken
maddelerin ayn1 tasiyicida verilebilmesi gibi avantajlar sunar. Bu da stabiliteyi artirir ve

hasta uyumunu gelistirir.(Sayiner ve Comoglu, 2016; Oztiirk ve Kiyan, 2020a).

2.1.1. Polimerik nanopartikiiller

10-1000 nm arasinda boyuta sahip olan polimerik nanopartikiiller, tercihen 10-100
nm boyutunda biyolojik olarak uyumlu ve parcalanabilen polimerlerden hazirlanan
yapilardir. Bu nanopartikiiller, ilacin ¢6ziindiigii, hapsedildigi, kapsiillendigi veya bir
nanopartikiil matrisine eklenerek olusturulurlar (Nagavarma vd., 2012; Oztiirk vd.,
2019a; Sahil vd., 2011). Nanokiire veya nanokapsiil olarak da adlandirilabilirler, bu
isimlendirme hazirlanma yontemlerine ve etkin maddenin bulundugu yere baghdir (
Derman vd., 2013).

Nanokiireler, ilag etkin maddesinin polimerik matriste dagitildigi, ¢6ziindiigii ya da
adsorbe edildigi sistemleri ifade ederken, nanokapsiiller polimerik bir zar /membran ile
kaplanmis ¢ekirdek iginde ilag etkin maddesini tasiyan sistemleri ifade eder (Sengel Turk,
2009).

2.1.1.1. Polimerik nanopartikiillerin avantajlari

Polimerik nanaopartikiillerin bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlardan birkaci su
sekilde siralanabilir; Polimerik nanopartikiiller, etkin madde enkapsiilasyon oraninin

yiiksek olmas1 nedeniyle ilag etkin maddesini hiicre i¢i dagilimini kolaylastirir ve arttirir.
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Ayrica, polimerik partikiiller etkin maddeleri kat1 matris i¢inde koruyarak bozunmasini
engeller ve nanopartikiillerin yilizey ozelliklerini modifiye ederek retikiiloendotelyal
sistemin (RES) makrofajlar1 tarafindan taninmasini 6nler. Bu o6zellikler sayesinde,
polimerik nanopartikiiller etkin maddenin hedef bolgeye ulasabilirligini artirir.

Polimerik nanopartikiillerin fizyolojik doku ve hiicreler iyi penetre oldugu
bilinmektedir. Kiigiik boyutlari, dar kapillerlerden gegmelerine ve tiimoral hiicrelere
ulagmalarina olanak saglar. Bunun yani sira, polimerik nanopartikiillerin kii¢iik hacmi,
fagositlerden kagabilmelerini ve dolasimda daha uzun siire kaliglarint saglar
(Miderrisoglu,, 2010; Tiiylek, 2019).

Polimerik nanopartikiiller, ilag molekiillerinin modifiye ve kontrollii salimini
gerceklestirir ve kararliligini artirir. Bu partikiiller, genler, proteinler, poliniikleotitler,
asilar gibi cesitli molekiilleri tagtyabilir. Uretimleri kolay ve maliyetleri diisiiktiir, bu da
nihai iriin fiyatin1 diigiiriir. Polimerik nanopartikiillerin etkin maddenin hedef bolgede
kontrollii bir sekilde salinimini saglamasi, sistemik toksisitenin azalmasina yardimci olur.
Ayrica, ani kan diizeyi yiikselmelerini engeller ve etkin maddenin yan etkilerini azaltirken

etkinligini artirir (Athar ve Das, 2014; Derman vd., 2013; Emrah, 2014).

2.1.2. Polimerik nanaopartikiillerde kullamlan polimerler

Polimerik nanopartikiillerin tiretimi i¢in dogal veya sentetik polimerler tercih edilir.
Dogal polimerler arasinda albiimin, jelatin, aljinat ve kitosin gibi maddeler yaygin olarak
kullanilirken, sentetik polimerler arasinda poliakrilat, polikaprolakton, polilaktik asit ve
poliglikolik asit gibi maddeler bulunur (Sayiner ve Comoglu, 2016).

Polimerlerin kullanimi i¢in belirli 6zellikler aranir. Polimerlerin toksik olmamasi,
antijenik olmamasi, viicut tarafindan kabul edilebilir olmasi, biyolojik olarak
pargalanabilir olmasi ve biyouyumlu olmasi 6nemlidir (Nagavarma vd., 2012).

Ayrica, polimerlerin viicutta pargalanabilmesi de 6nemli bir faktordiir. Biyolojik
olarak parc¢alanabilen polimerler suda ¢oziinmezler, ancak viicut sivilarinda hidrolize olur
ve enzimler tarafindan parcalanirlar. Viicutta parcalanmayan polimerler ise hidrofilik
veya hidrofobik ozelliklere sahiptir. Hidrofilik polimerler hidrojel olarak adlandirilir ve
capraz baglanma derecesine bagli olarak sigsme 6zelligi gosterirken, hidrofobik polimerler
suda ¢dziinmez ve sisme yapmazlar (Miiderrisoglu,, 2010; Rao ve Kamala, 2020). Ilag

tasiyici sistemlerde kullanilan polimer 6rnekleri Tablo 2.1.” de yer verilmistir.



Tablo 2.1. flag tasiyict sistemlerde kullanilan polimerler (Miiderrisoglu,, 2010)

Polimer kaynagi

Viicutta parcalanabilir

Viicutta parcalanmaz

Dogal kaynakh

Kitosan
Albimin
Aljinat

Jelatin

Sentetik kaynakh

Poli (laktik asit) (PLGA)
Poli (glikolik asit) (PGA)
Polikaprolakton
Poli(alkil-siyanoakrilat)
(PACA)

Polii(ostoester)
Poli(anhidrit)

Poli(aminoasitler)

Hidrofil:

Poli (hidroksi etil metakrilat)
Poli (metil metakrilat)

Poli (N-vinil-2-prolidon) (PNVP)
Poli (vinil alkol) (PVA)

Poli (akrilik asit) (PAA)

Poli (vinil asetat) (PVAC)

Poli (metakrilik asit)

Poli (etilen aksit) (PEO)

Poli (etilen glikol) (PEG)
Hidrofob:

Polietilen vinil asetat kopolimeri
(PEVAC)

Silikonlar

Poli dimetil siloksan (PDMS)

2.1.3. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi

Cesitli dogal ve sentetik polimer nanopartikiillerin {iretimi i¢in uygun bir liretim
stireci, polimer se¢imi ve aktif bilesenin fizikokimyasal 6zelliklerine gore bir yontem
secilmelidir (Miiderrisoglu,, 2010).

Nanopartikiillerin ~ belirli uygulamalar1 ve Ozellikleri i¢in farkli sentez

mekanizmalar1 gelistirilmistir.

2.1.3.1. Emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi

Literatiir incelendiginde emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yonteminin nanopartikiil
hazirlanmasinda ilk denenen yontem oldugu anlasilmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).
Emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma ydntemi baslica iki ana adimdan olusur. ilk olarak
polimer organik bir ¢6ziicii i¢inde ¢ozlintidiiriiliir ve bu hazirlanan ¢6zelti, su faziyla

emiilsifiye edilir. Eski zamanlarda kloroform ve diklorometan gibi ¢oziiciiler tercih edilse



de, su anda daha diisiik toksisiteye sahip olan etil asetat kullanilmaktadir (Miiderrisoglu,,
2010; Nagavarma vd., 2012). ikinci adimda, solvent buharlasarak polimerin emiilsiyon
stirekli fazina yayilir ve nanoparcaciklar olusturur. Olusan nanopargaciklar, santrifiijleme
ile aynstirilir, safsizliklardan arindirmak icin distile suyla yikanir ve son olarak
liyofilizasyon islemine tabi tutularak depolanir (Nagavarma vd., 2012; Pal vd., 2011).

Sekil 2.1.”de emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi sunulmustur.
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Sekil 2.1. Emiilsiyon ¢éziicii buharlagtirma yontemi (Nagavarma vd., 2012)

2.1.3.2. Coklu emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi

Emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi, sudaki ¢oziinilirligi yiiksek ilag etkin
maddeleri i¢in uygun olmamasi nedeniyle g¢oklu emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma
yonteminin gelistirilmesine bir neden teskil etmistir. Coklu emiilsiyon ¢oziicii
buharlagtirma yontemiyle sudaki ¢6ziintirligii yiiksek hidrofilik ilag etkin maddelerin
enkapsiilasyonu yapilabilmektedir (Miiderrisoglu,, 2010).

Coklu emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yonteminin ana unsurlarinda biri yiiksek
hizli karistirmadir. Etkin madde igeren sulu fazin organik ¢6ziicii ile hazirlana polimer
¢ozeltisine eklenmesi ile su/yag emiilsiyonu olusur. Su/yag emiilsiyonu yiiksek hizla
karistirtlarak ikinci bir su faziyla birlestirilir. Su/yag/su ¢oklu emiilsiyonu olusturulur.
Olusan ¢oklu emiilsiyondan oda 1s1s1 ya da vakum altinda ¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla
partikiiller ¢oktiiriiliir. Santrifiij ve yikama proseslerinden sonra nanopartikiiller toplanir,
ardindan liyofilize edilir (Derman vd., 2013; Miderrisoglu,, 2010; O’Donnell ve
McGinity, 1997). Coklu emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi ile nanopartikiil

tiretimine Sekil 2.2.’de yer verilmistir.
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Sekil 2.2. Coklu emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi (Derman vd., 2013)

2.1.3.3. Emiilsiyon ¢oziicii difiizyon yontemi

Emiilsiyon ¢oziicii diflizyonu, nanopartikiil olusumunda sik¢a bagvurulan bir
tekniktir ve bu, solvent buharlastirma yonteminin gelistirilmesi ile elde edilmistir. Bu
stiregte, kapsiilleyici polimer, su ile karisabilen bir ¢oziiciide (propilen karbonat, benzil
alkol, vb.) pargalanir ve su ile doygun hale getirilir. Daha sonra polimer-su-doymus
solvent fazi, bir stabilizator iceren su bazli bir ¢ozeltiye emiilsifiye edilir. Solvent, yag-
polimer oranina bagl olarak, nanosferler ve nanopartikiilleri olusturup dis faza dagilir.
Son agamada, buharlastirma veya slizme yoluyla, kaynama noktasina bagli olarak solvent
giderilir. Bu teknik, yiiksek kapsiilleme verimliligi, homojenlestirme ihtiyacinin
olmamasi, yiiksek tekrarlanabilirlik, 6lgeklenebilirlik, kolaylikla iiretilebilir olmasi ve dar

boyut dagilimi gibi ¢esitli avantajlar sunar.(Pal vd., 2011; Pinto Reis vd., 2006).

2.1.3.4. Tuzla ¢oktiitrme yontemi

Tuzla ¢oktiirme yontemi, su ile karisabilen ¢oziiciilerin sulu ¢ozeltilerden tuzlanma
yoluyla ayrilmasini temel alir. Bu metod, su ile karisabilen ¢oziiciilerin sulu ¢ozeltilerden
tuzlanma yoluyla ayrilmasii temel alir. islem, tuz ajanlar1 (elektrolitler &rnegin
magnezyum kloriir veya kalsiyum kloriir, elektrolit olmayan maddeler 6rnegin siikroz) ve

kolloidal stabilizatorler (polivinil pirolidon veya hidroksi etil seliilloz gibi) iceren sulu



jellerde gergeklesir. Bu durumda ilag etkin maddesi ve polimer aseton ve benzeri bir
¢Oziicli icinde emiilsiyon haline getirilirler. Yeterli miktarda su veya sulu bir ¢ozelti ile
bu yag/su emiilsiyonunun seyreltilmesi, emiilsiyon damlaciklarinda ¢6ziinmiis polimerin
¢Okmesini ve nanokiirelerin olusumunu tetikler, ¢linkii bu islem asetonun sulu faza
difiizyonunu artirir. Islem sonunda, ¢éziiciiler ve tuz giderici maddeler capraz akish
filtrasyonla ¢ikarilir (Miiderrisoglu, 2010).

Tuzla ¢okeltme yontemi, yiiksek sicaklik gerektirmeden etkili bir sekilde isler, bu
sebeple bu teknik, 1s1l hassasiyeti olan aktif bilesenler veya yardimci maddeler iizerinde
calisirken tercih edilebilir. Ancak bu ydntemin zorluklari arasinda nanopartikiillerin
karmasik bir yikama islemi ve genellikle yiiksek kullanim maliyeti bulunmaktadir

(Miiderrisoglu, 2010; Pal vd., 2011; Pinto Reis vd., 2006).

2.1.3.5. Diyaliz

Diyaliz, polimerik nanopartikiillerin dar ve diizgiin dagilimiyla iiretilmesi igin sade
ve etkin bir metod olabilmektedir. Bu siirecte, polimerler organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve
molekiiler agirliklarina baglh olarak diyaliz tiiplerine yerlestirilir. Temelde, bu siireg,
membran iizerinde ¢Oziicii degisimini takiben tek bi¢imli bir nanopartikiil
slispansiyonunun olusmasina ve polimerin diisiik ¢6ziiniirliigli sonucunda toplanmasina
dayanir. Diyaliz metodunun calisma mekanizmasi tamamen aydinlatilmamis olsa da,
nanog¢Oktiirme yontemi ile benzer bir mekanizmaya sahiptir (Derman vd., 2013; Rao ve
Geckeler, 2011). Diyaliz yontemi ile nanopartikiil olusumunun sematik gosterimi Sekil

2.3.’te sunulmustur.
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Sekil 2.3: Diyaliz yontemi ile nanopartikiil olusumunun sematik gosterimi (Derman vd., 2013)

Diyaliz siirecleri, polimer soliisyonlardan ¢oziiciilerin pasif transferini saglamak
icin diyaliz membranlarmin fiziksel engeller olarak kullanilmasina dayanmaktadir

(Derman vd., 2013; Miiderrisoglu, 2010; Rao ve Geckeler, 2011).

2.1.3.6. Faz ayrimi — koaservasyon yontemi

Koaservasyon islemi, sicaklik degisikliklerinin, anti-¢oziiciilerin veya tuzlarin
eklenmesi veya polimerler arasindaki etkilesimlerin bir sonucu olarak gergeklesebilir. Bu
asamada, polimerlerin organik fazda ¢oziiniirliiglinlin azaltilmasi, polimer bakimindan
zengin fazlarin, yani koaservatlarin olusumunu tetikler. Bu prosediirde, aktif bilesen bir
polimer soliisyonunda dagitilir ve bir koaservat tarafindan sarilir. Hidrofilik ilaglar,
proteinler ve peptidler gibi, su i¢inde ¢oziiliir ve polimer soliisyonlarina dagitilirken,
steroidler gibi hidrofobik ilaglar polimer c¢ozeltilerinde ¢oziinlir veya dagitilir
(Miderrisoglu, 2010; Sahil vd., 2011).



2.1.3.7. Siiperkritik akiskan teknolojisi

Bir sivinin siiperkritik hale gelmesi, belirli bir sicaklig1 ve basinci astiginda, sivi ve
gaz fazlar1 arasindaki belirgin ayrimi kaybeder ve faz degisikligi gostermez. CO2, toksik
olmayan, yanici olmayan, ekonomik ve siiperkritik durumlar i¢in ideal 6zelliklere (T=
31.1°C, P= 73.8 bar) sahip olmasi sebebiyle en sik kullanilan siiperkritik sividir
(Chakravarty vd., 2019; Derman vd., 2013).

Stiperkritik sivilar, ¢cevre dostu ¢dziiciiler olarak islev goriirler ve yiiksek kaliteli
partikiil olusumuna izin vererek kendilerini geleneksel yontemlere karsi cazip bir segenek
haline getirirler. Mikro ve nanopartikiil olusumu i¢in genellikle iki ana teknik kullanilir.
Ilki, Siiperkritik Cozeltinin Hizli Genisletilmesi (RESS) adi verilen yéntemdir, bu
teknikte bir madde siiperkritik sivida ¢oziiliir ve bir ¢dzelti olusturur. Ikinci teknik,
RESOLV olarak bilinen ve RESS'in bir varyasyonu olan siiperkritik ¢dzeltinin sivi
¢Oziiciiye hizli genislemesidir. Bu yontemde, genisleme siiperkritik ¢ozeltiyi atmosfer
hava yerine siv1 bir ¢oziicliye doniistiiriir. Bu basit uyarlamayla, RESS yontemi 6nemli

Ol¢iide degistirilmis olur (Miiderrisoglu, 2010; Nagavarma vd., 2012).

2.1.3.8. Nanog¢éktiirme yontemi

[lag igeren polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi igin en basit yontem Fessi ve
digerleri tarafindan gelistirilen nanogOktiirme yontemidir (Salatin vd., 2017).
Nanogoktlirme yontemi, polimerik nanopartikiillerin ilag ile yiliklenebilmesi i¢in en sade
ve yaygin kullanilan prosediirlerden biridir. Bu teknik, ¢oziicii yer degistirme prensibine
dayanir ve iki ¢oziiciiniin - biri organik (6rnegin aseton veya asetonitril) ve digeri su -
karisabilir olmasini gerektirir (Salatin vd., 2017; Zielinska, 2020).

Bu prosesin temelinde, lipofilik ¢ozeltiden organik ¢dziiciiniin sulu faza gecisi
esnasinda polimerlerin ¢okelmesi ve arayiizey olusturmasi bulunur. (Zielinska, 2020). Bu
asamada, polimer aseton icerisinde ¢oziiliir ve ardindan ilag eklenerek ¢6ziilmesi saglanir.
Bu karisim, stabilizator igeren distile suya damlatilir ve manyetik bir karistirict ile
homojen hale getirilir. Son adimda, aseton ve fazla su vakum kullanilarak giderilir
(Bairagi vd., 2018; W. Li D. vd., 2021, Liu vd., 2020a; Muthu, 2009).

Nanogoktiirme yontemi nanopartikiillerin iiretilmesi i¢in ¢ok basit ve hizli bir
yontem olmasiin yaninda ilag yiikkleme ve kapsiilleme verimi de yiiksektir. Ayrica

nanogOktiirme ile ¢ok hidrofilik, nispeten ¢ok hidrofobik ilaglar da dahil olmak {izere



cesitli polimer ve ilaglardan yiiksek ilag yiikli kararli nanopartikiil tretmek icgin
uyarlanabilir (Liu vd., 2020a; Liu vd., 2020b).

Polimer sistemleri, amfifilite ve notr yiikk 6zelliklerine sahip olmasalar bile,
nanocoktiirme yontemi ile nanopartikiillere doniistiiriilebilir. Biyouyumlu nanotastyici
malzemeler olarak uygulama bulan PLA, PGA ve PLGA, bu durumun en bilindik
orneklerindendir (Schubert vd., 2011).

Nanogoktiirme siirecinde, ¢ozlicii secimi kritik bir 6neme sahiptir. Coziicii se¢imi,
tiretilen nanopartikiiliin boyutunu ve kapsiilleme verimliligini belirleyen 6nemli bir
faktordiir. Diisiik toksisitesi ve su ile karigabilir olmasinin yani sira, diisilk kaynama
noktasi nedeniyle aseton, ¢oziicii olarak siklikla tercih edilir (Almoustafa vd., 2017).
Nanogoktiirme yontemi sematik gosterimi Sekil 2.4.’te sunulmustur.
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Sekil 2.4. Nanogoktiirme yontemi sematik gosterimi (Zielinska, 2020)

Nanog¢dktiirme yonteminin avantajlar agagida siralanmistir.
v Nanopartikiillerin olusum siirecinde ek enerjiye ihtiyag duyulmaz,
v" Diisiik enerjiyle etkin sekilde ¢aligma imkani saglar,
v" Bu metodun uygulanmasi i¢in karmasik bir donanima ihtiya¢ yoktur,
v Yiizey Ozelliklerini etkileyecek veya toksik etkilere neden olabilecek herhangi bir

yiizey aktif madde ihtiya¢ duyulmaz,
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v" Diisiik maliyetli ve kolay prosediire sahip bir yontem olmasi1 (Miiderrisoglu, 2010;
Schubert vd., 2011).

2.1.4. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu

Polimerik nanopartikiiller, boyutlar1, sekilleri, ylizey oOzellikleri, kristallilik
durumlar1 ve bilesimleri ve yogunluklar1 gibi fiziksel 6zellikler bakimindan ¢esitlilik
gosterirler. Nanopartikiil karakterizasyonunda, boyut genellikle en kritik parametre
olarak kabul edilir. Nanopartikiillerin 6zellikleri genellikle nanopartikiillerin kapsamli bir
karakterizasyonunu hedefleyen ¢esitli teknikler araciligiyla incelenir (Mourdikoudis vd.,
2018; Zielinska, 2020).

2.1.4.1. Parcacik boyutu ve dagilinu

Nanopartikiil aracili ilag salim sistemi c¢aligmalar: ilerledik¢e nanopartikiillerin
biyolojik ortamla etkilesimlerini yoneten parametreleri anlamak daha da 6nemli bir hal
almaktadir. Bu parametrelerin ¢alismasindan tanimlanan ilkeler, yeni nanopartikiilleri
tasarlamak, benzersiz islevsellikler vermek ve nanopartiikiil formiilasyonlar1 gelistirmek
icin kullanilir. Tasarim parametrelerinin temellerinden biri de nanopartikiillerin
boyutudur (Hickey vd., 2015).

Farkl1 tekniklerle tiretilen nanopartikiiller genellikle ortalama 100-300 nm ¢apinda
olma egilimindedir. Polidispersite indeksi ya da bir diger degisle pargacik boyutu dagilimi
varyansinin olabildigince diisiik (idealen sifira yakin) ve boyut dagilimimin tek modlu /

monodispers olmasi arzu edilir (Zielinska, 2020).

2.1.4.2. Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli, koloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyeli ifade etmek i¢in
bilimsel bir terimdir. Bu terim, dagitic1 ortam ile dagilmis partikiiller arasinda yapisan
sabit bir siv1 tabakas1 arasindaki potansiyel farkini ifade eder. Zeta potansiyeli, koloidal
dispersiyonlarin stabilitesini belirleyen dnemli bir gosterge olarak kabul edilir (Honary
ve Zahir, 2013).

Tipik olarak + / - 20-30 mV’nin tizerindeki zeta potansiyeli degerleri, koloidal
olarak kararli kabul edilir (Mourdikoudis vd., 2018).

Zeta potansiyeli Olglimleri, ilag-nanopartikiil etkilesim mekanizmasini

aydinlatmada yardimeci olabilir (Zielinska, 2020).
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2.1.4.3. In vitro dissoliisyon

Nanopartikiil sistemleri, c¢esitli hastaliklarin tedavisinde umut vaat ederken,
beklenmedik iiriin kalitesi veya performansindaki degisiklikler etkinligin azalmasina,
degisikliklere ve hatta toksisite sorunlarina yol agabilir. Nanoteknoloji destekli iirtinlerin
hizla artmasi ve ilag gelistirme siirecinin hizlanmasiyla birlikte, bu yeni ila¢ salim
sistemlerinin performansin1 ve kalitesini saglamak icin standartlastirilmis test
yontemlerine ihtiyag¢ vardir. In vitro dissoliisyon testi, ilag salim sistemlerinin in vivo
performansinin kontroliinde ve tahmininde 6nemli bir rol oynar. Nanopartikiil sistemleri
icin standart bir farmakope bulunmamasina ragmen, Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi (USP) 1970 yilinda resmi olarak in vitro ¢oziinme testini kabul etmistir
(Kroll vd., 2009; Shen ve Burgess, 2013).

Uriin performansm saglamak ve iiriin gelistirmeye yardimci olmak amaciyla,
nanopartikiil ilag salim sistemleri igin uygun in vitro dissoliisyon testi yontemleri

gelistirmek icin calisilmistir. Bu yontemler genel olarak ii¢ kategoriye ayrilabilir:

1. Membran difiizyon yontemleri / diyaliz yontemi
2. Numune alma ve ayirma yontemleri
3. Siirekli akis yontemleri (Bhardwaj ve Burgess, 2010).

2.1.4.3.1. Membran difiizyon yontemi

Membran difiizyon yontemleri, nanopartikiil sistemlerin in vitro ¢éziinme testi i¢in
en yaygin kullanilan yontemler arasindadir. Bu yontemde, nanopartikiil sistemi serbest
ilaglarin gegebildigi bir membran iizerine yerlestirilir, ancak salim ortamindan uyumsuz

bir diyaliz membrani ile ayrilir.

Membran difiizyonu veya diyaliz yontemleri, li¢ farkli gruba ayrilabilir. Bunlar
sunlardir:
e Diyaliz kesesi yontemi
e Ters diyaliz kesesi diflizyonu yontemi
e Yan yana diyaliz yontemidir.
Diyaliz kesesi yonteminde, nanopartikiil sistemler diyaliz kesesi igerisine

yerlestirilir sisteme konulur ve su banyosunda karistirilarak sistem kurulur (Cobanoglu
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ve Senel, 2023; Shen ve Burgess, 2013). Farkli diyaliz yontemleri sematik olarak Sekil

2.5.’te sunulmustur.
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Sekil 2.5. Farkl diyaliz yontemleri. a. Diyaliz kesesi yonteminin sematik gosterimi b. Ters diyaliz kesesi
yoéntemi sematik gosterimi c. Yan yana diyaliz kesesi yonteminin sematik gosterimi (Cobanoglu ve Senel,
2023; Shen ve Burgess, 2013)

2.1.4.3.2. Numune alma ve ayirma yontemi

Numune alma ve ayirma yontemleri, 6zellikle polimer pargacik sistemleri igin in
vitro salim testlerinde yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler, kullanim
kolaylig1 nedeniyle tercih edilir. Ilag yiiklii nanopartikiiller dogrudan salim ortamina
eklenir ve sabit bir sicaklikta tutulur. ila¢ yiiklii nanopartikiilleri, farkli zaman
araliklarinda ultrafiltrasyon, ultrasonik ve santrifiijleme ve santrifiijlii ultrafiltrasyon gibi
numune ayirma yoOntemleri ile ayrilabilir ve analiz edilebilir (Amatya vd., 2013;

Cobanoglu ve Senel, 2023; Shen ve Burgess, 2013).

2.1.4.3.3. Siirekli akis yontemi

Siirekli akis yontemi (USP Aparat/Cihaz 4), bir akis hiicresi kullanarak
nanopartikiil sistemini kii¢iik bir hiicreye yerlestirerek ve salim ortamini hiicre boyunca
pompalayarak gerceklestirilen bir ilag salim testi yontemidir. Bu yontemde bir pompa ve
ara rezervuar kullanilir. Akis hiicresindeki filtreden gegen salinan ilag, ¢evrimdist ve
cevrimici olarak izlenir. Makropartikiiller akis hiicresindeki bir filtre ile ayristirilir ve
salinan aktif madde istenilen siklikta 6rneklenebilir. Siirekli akis yontemleri, immobilize
edilmis nanopartikiiller {izerine stirekli olarak ¢oziicii akitarak, parcaciklar: hidratlayarak
ve ilacin ¢6ziinmesini ve diflizyonunu indiikleyerek in vivo ortami taklit etmeye galisir.
Akis kisitlayict hiicre, deri alti dokuya yapilan enjeksiyon bolgesini taklit eder ve

mikropartikiillerin etrafinda siirekli dolasan bir ortam, dinamik in vivo ortamini simiile
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eder (Kim vd., 2021; Shen ve Burgess, 2013). Siirekli akis yonteminin, kapali ve agik

sistem olarak sematik gdsterimi Sekil 2.6.’da sunulmustur.

Acik Sistem

Kapall Sistem l
19000

> Nanopartikiler ilag Tasiyici Sistemler

Cam boncuklar Ornek toplayici

el

Salim ortami

Sekil 2.6. Siirekli akis yonteminin, kapali ve acik sistem olarak sematik gosterimi (Cobanoglu ve Senel,
2023)

2.2. PLGA

Nanogoktiirme yontemi, farkli polimerler igin gelistirilmistir, ancak su ana kadar
PLA, PLGA ve PCL gibi polimerler 6zellikle ila¢ dagitim sistemleri i¢in endiistriyel
uygulamalarda ve arastirmalarda kullanilmistir (Schubert vd., 2011).

PLGA [poli(D,L-laktit-ko-glikolit)], miikkemmel biyouyumluluk, fiziksel gii¢ ve
biyobozunurluk 6zellikleri nedeniyle ilaclar, proteinler, DNA, RNA ve peptitler gibi
nanopartikiiller i¢in bir matris olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. FDA (Amerikan
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan poliester gruplari arasinda
en iyi bilinenidir ve diger bir¢ok makromolekiil tasiyicist olarak kapsamli sekilde
arastirilmistir (Makadia ve Siegel, 2011; Miiderrisoglu, 2010; Oztiirk vd., 2019b).

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), viicutta hidroliz yoluyla biyobozunur
metabolit monomerler olan laktik asit ve glikolik asit {ireten biyolojik olarak
pargalanabilir bir malzeme olarak nanosistem tasariminda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. PLGA, bu monomerlerin her ikisinin de viicutta endojen oldugu ve
viicutta Krebs dongiisii araciligiyla kolayca metabolize edildigi i¢in ilag teslimati veya
biyomalzeme uygulamalariyla iliskili sistemik toksisiteyi en aza indirir (Danhier vd.,
2012; Kumari A. vd., 2010). PLGA'nin hidrolizi Sekil 2.7.”de sunulmustur.
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Sekil 2.7. PLGA'min hidrolizi (Danhier vd., 2012)

2.2.1. Resomer® RG 503 H’nin o6zellikleri

Kontrollii salim yapmak i¢in biyobozunur 6zellige sahip Resomer®’ in ¢ok farkli
cesitleri vardir. Bu ¢esitler molekiiliin agirhigina, asit ve ester u¢ grup kimyasal
bulundurmalarina, Poli (D,L-laktid) ve Poli (D,L-laktid-ko-glikolit) polimerine sahip
olmalarina gore farklilik gostermektedir ( https-1; Varela-Fernandez vd., 2022).

Isimlendirilmelerinde Poli(D,L-laktid) buluduran grup “R”, Poli(D,L-laktid-ko-
glikolit) bulunduran grup “RG” kisaltmasini alir. Son grubunda ester bulundugunda “S”,
asit bulundugunda “H” kisaltmasini alir. Monomerlerin birlesim oranina gore veya
molekiil agirligina gore de bir say1 alir (https-1).

Resomor® R, kontrollii salim igin PLA \ Poli (D,L-laktid) bazli, biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerden olusan tiiriidiir. Resomer® R &zellikle mikropartikiiller ve
ilag yukli implantlar i¢in tasarlanmistir. Yapilarinda asit veya ester u¢ grup
bulundurmalarina, molekiill agirliklarina ve dogal viskozitelrine gore farklilik

gostermektedir (https-1). Resomor® R polimer cesitleri Tablo 2.2.’de sunulmustur.
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Tablo 2.2. Resomor® R polimer cesitleri (https-1)

Polimerin Ad1 Dogal viskozite (dl\g) Kompozisyon Son grup
Resomor® R 202 H 0.16-0.24 Poli (D, L-laktit) Asit
Resomor® R 202 S 0.16-0.24 Poli (D, L-laktit) Ester
Resomor® R 203 H 0.25-0.35 Poli (D, L-laktit) Asit
Resomor® R 203 S 0.25-0.35 Poli (D, L-laktit) Ester
Resomor® R 205 S 0.55-0.75 Poli (D, L-laktit) Ester

Resomer® RG, kontrollii salm i¢in PLA\poli(D,L-laktid-ko-glikolit) bazl1 biyolojik

olarak emilebilir eksipiyanlardan olusan tiiriidiir. Karmasik parenteral ilag iiriiniiyle

kullanilmak iizere tasarlanamistir ve asit veya ester uglarina gore gesitlilik gostermektedir

(https-1). Resomor® RG polimer cesitleri Tablo 2.3.’te sunulmustur.

Tablo 2.3. Resomor® RG polimer ¢esitleri (https-1)

Polimerin Ad1 Dogal viskozite (dl\g) Kompozisyon Son grup
Resomor® RG 501 H 0.08 -0.16 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Asit
Resomor® RG 502 0.16 - 0.24 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Ester
Resomor® RG 502 H 0.16 -0.24 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Asit
Resomor® RG 503 0.32-0.44 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Ester
Resomor® RG 503 H 0.32-0.44 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Asit
Resomor® RG 504 0.45-0.60 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Ester
Resomor® RG 504 H  0.45-0.60 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Asit
Resomor® RG 505 0.61-0.74 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 50:50 Ester
Resomor® RG 653 H  0.32-0.44 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 65:35 Asit
Resomor® RG 750 S 08-12 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG752H  0.14-0.22 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Asit
Resomor® RG 752 S 0.16 -0.24 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG753 H  0.32-0.44 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Asit
Resomor® RG 753 S 0.32-0.44 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG 755 H 0.50-0.70 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG 756 S 0.71-1.0 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG 757 S 09-13 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 75:25 Ester
Resomor® RG 858 S 13-17 Poli (D, L-laktid-ko-glikolid) 85:15 Ester
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PLGA biyolojik olarak pargalanabilmektedir. Bu bozunma siireci segilen polimerin
molekiil agirligina, polimer u¢ grubuna, laktit/glikolit oranina baglidir (Wischke ve
Schwendeman, 2008).

Varela-Fernandez ve arkadaslarinin yaptigi calismada esterlesmis karboksil ug
gruplari ile karakterize olan Resomer® 502 ve 503 ile hazirlanan ve serbest karboksil ug
gruplar1 gosteren Resomer® 502 H ve 503H ile yaptiklari galisma ile karboksil ug

gruplarinin etkisini arastirmislardir (Varela-Fernandez vd., 2022).

2.2.2. PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Nanopartikiil {iretimi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur ve olusum siireci, kullanilan
yonteme bagli olarak farklilik gosterebilir. PLGA nanopartikiillerinin iretimi i¢in en
yaygin kullanilan teknik, nanog¢dktiirme yontemidir. Bu yontemde, polimer ve ilag
organik bir ¢oziicli i¢ginde (Ornegin, aseton) c¢Oziinliir ve bu ¢oOzelti sulu ¢ozeltiye
damlatilir. Organik ¢oziicli buharlastirilir ve ardindan santrifiijleme isleminden sonra elde

edilen partikiiller toplanir (Danhier vd., 2012; Hans ve Lowman, 2002).

2.2.3. PLGA fizikokimyasal 6zellikleri

L-poli laktik asit (L-PLA) ve poli glikolik asitten (PGA) hareketle hazirlanan PLGA
kristalin kopolimerlerken; D, L-PLA ve PGA’dan hazirlananlar amorf yapidadir. %70’
den fazla glikolik asit iceren PLGA’larin amorf yapida oldugu bulunmustur. Polimerlerin
kristallik derecesi ve erime noktasi dogrudan polimerin molekil agirlig: ile ilgilidir.
Molekiil agirligi gibi fiziksel ozelikler, polimerin ila¢ salim Sistemi olarak formiile
edebilme kabiliyetini etkiler (Li S. ve McCarthy, 1999).

PLGA polimerlerinin mekanik dayanimi, sisme davranisi, hidrolitik kapasitesi ve
biyolojik bozunma hizi, polimerin kristalligi tarafindan dogrudan etkilenir. PLGA
kopolimerlerinde elde edilen kristallilik derecesi, kopolimer zinciri igindeki laktik asit ve
glikolik asit gibi monomer bilesenlerinin dogasina ve molar oranlaria baglidir. Ornegin,
%50 laktik asit ve % 50 glikolik asit iceren PLGA polimerleri, daha yiiksek oranlarda her
iki monomeri icerenlere gore daha hizli hidrolize olur.

PGA, PLA'dan farkli olarak metil yan gruplarina sahip olmadig1 i¢in daha kristal
yapidadir. Ayrica, laktik asit glikolik aside gére daha hidrofobik oldugundan, yiiksek
laktik asit iceren PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir ve daha az su emerek daha
yavas bir bozunma hizina sahiptir (Schliecker vd., 2003).
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2.2.4. PLGA’nin biyolojik ayrismasi

Hem laboratuvar ortaminda hem de canli organizmalar {izerinde yapilan ¢aligmalar,
PLGA kopolimerlerinin su ortaminda omurga ester baglarinin hidroliz veya biyolojik
bozunma yoluyla ¢6ziindligiinii gostermistir. Bu siirecte polimer zincirleri homojen bir
sekilde bozunur ve genellikle PLGA matrisi boyunca esit bir oranda gerceklesir.
Biyolojik bozunmanin gismis polimerin hidrolitik zincir boliinmesiyle gergeklestigi
saptanmistir. PLGA zincirlerindeki karboksil u¢ gruplarinin sayisi, biyobozunma
siirecinde polimer zincirlerinin ayr1 ayri1 boliinmesiyle artar. Bu gruplarin biyolojik
bozunmay1 katalizledigi bilinmektedir. Ayrica biiyiik parcalarin i¢ kisimda daha hizl
bozundugu ve amorf bolgelerin kristal bolgelere gore daha hizli bozundugu bildirilmistir.
PLGA kopolimerlerinin biyolojik bozunma hizi, laktik asit ve glikolik asit molar oranina,
polimer molekiiler agirligina, kristallik derecesine ve polimerin cam gegis sicakligina

(Tg) baghdir (Muthu, 2009).

2.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, benzen halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu ve
fonksiyonel grup bulunan dogal antioksidanlarin aktif temsilcileridir. Bu bilesikler,
baslica bitkilerden elde edilir ve gesitli terapétik etkilere sahiptir (Atak ve Uslu, 2017).
Antialerjik, antimikrobiyal, antiarterojenik, antitrombotik, antienflamatuvar, vazodilator,
antiviral gibi terapotik etki gosteren en yaygin fitokimyasal grubundan biridir (Kasik vd.,
2019).

2.3.1. Ferulik asit

Ferulik asit, son yillarda ila¢ endiistrisinde popiilerlik kazanmistir, ¢iinkii diisiik
toksisiteye sahiptir ve antiinflamatuar, antioksidan, antikanser, antibakteriyel ve
antidiyabetik etkilere sahiptir. Ferulik asit gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde aktif
bilesen olarak siklikla kullanilir (Zdunska vd., 2018). Ferulik asit’in kimyasal yapis1 Sekil

2.8.’de sunulmustur.
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Sekil 2.8. Ferulik asit kimyasal yapis1 (Phadke vd., 2021)

Trans ferulik asit [(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-enoic acid)], Ferula
foetid bitkisinden izole edilmis ve adin1 aldig1 bitkiden tiiretilmistir (Kumar ve Pruthi,
2014). Ferulik asit, 1925 yilinda sentezlenmis, doymamis yan zincirler i¢eren, cis ve trans
izomerleri bulunan bir polifenoldiir (Kumar ve Pruthi, 2014).

Ferulik asitin yara iyilesmesini hizlandirici, anjiyogenezi arttirict ve melanogenezi
inhibe edici etkilere sahip ve ana deri yapilar1 ig¢in koruyucu bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Ferulik asit, bitkilerde bulunan sinamik asitle yakindan iliskilendirilen
fenilalanin ve tirozin metabolizmasi sirasinda Shikimate yoluyla sentezlenir. Analjezik,
antiinflamatuvar, antidiyabetik, antikanser, noroprotektif ve kardiyoprotektif gibi trapotik
etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu
nedeniyle oldukga giiclii bir antioksidan 6zellik sergiler ve serbest radikallerin etkili bir
temizleyicisidir. Bazi otoriteler lipid peroksidasyonunu engellenmesi amaciyla ferulik
asiti gida katki maddesi olarak onaylanmistir (Gohil vd., 2012; Kumar ve Pruthi, 2014;
Zhou vd., 2017). Ferulik asit ve ilgili ester tiirevleri genellikle antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilesikler, serbest radikallerin nétralizasyonu yoluyla
oksidatif stresi azaltabilir ve hiicrelerdeki hasar1 Onleyebilir. Bakteriyal endotoksin
lipopolisakkaritleri, prostaglandin E2 ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi bazi
hiicre i¢i enflamatuar araglar, hiicresel inflamasyon siireglerini etkileyebilir (Kasik vd.,
2019)
2.3.1.1. Ferulik asidin terapotik etkileri

2.3.1.1.1. Ferulik asidin antidiyabetik etkisi

Diyabet, insanlarda en yaygin goriilen endokrin hastaliktir ve hiperglisemi, asir1
serbest radikal tiretimi ve oksidatif stres ile iligkilidir. Oksidatif stres, hiicresel hasara yol

acarak pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir. Ferulik
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asit, pankreasta bulunan serbest radikalleri notralize ederek streptozotosin kullanimiyla
indiiklenen toksisiteyi azaltmaya yardimei olur. Ferulik asit uygulamasinin streptozotosin
ile diyabetik hayvanlarda kan glukoz seviyelerini kontrol ettigi gosterilmistir (Kumar ve
Pruthi, 2014).

2.3.1.1.2. Ferulik asidin antikanser etkisi

Kanser etiyolojisinde serbest radikal dnemli bir rol oynar. Bu nedenle diyette
bulunan antioksidanlar, terk edilmis hiicre biiylimesinin potansiyel inhibitorleri olarak
titizlikle degerlendirilmeye sahiptir. Ferulik asidin antikanserojen aktivitesi, ROS’un
temizleme ve sitoprotektif enzimleri uyarma kapasitesiyle ilgilidir. Boylece ferulik asit
lipid peroksidasyonunu, DNA tek sarmalli yirtilmay1, belirli proteinlerin inaktivasyonunu
ve biyolojik zarlarin bozulmasini azalmigtir. Lokositleri ve diger hiicrelerde serbest
radikallerin insas1 nedeniyle, nikotinin akciger kanserinin patogenezinde anahtar bir role
sahiptir (Barone vd., 2009). Sudheer ve ark. si¢an periferik kan lenfositleri {izereinde
calisti ve ferulik asidin nikotin kaynakli lipid peroksidasyonu ve GSH (indirgenmis

glutatyon) seviyesinde azalmayi 6nledigi sonucuna varilmistir (Sudheer vd., 2007).

2.3.1.1.3. Ferulik asidin kardiyovaskiiler etkisi

Nikotin, tiitiin dumaninin ana bilesiklerinden biridir ve oksidatif hiicre hasarina
neden olan artan lipid peroksidasyona yol agar. Bu durum sigaraya bagli bir¢ok hastaligin
gelisiminde Onemli bir rol oynar. Ferulik asit kullanimi, nikotin zararina karsi
reaksiyonlara yol agabilir. Ancak ferulik asit, hiicreleri oksidatif hasardan koruyan
endojen antioksidan savunmay1 6nemli Ol¢lide artirir. Ferulik asit, serbest radikallerin
hiicre zarma saldirmasimi engelleyerek zarn korunmasina yardimci olur (Sudheer vd.,
2005; Warren ve Singh, 2013). Ayrica, ferulik asit sodyum tuzu, serum lipitlerini azaltma,
trombosit agregasyonunu inhibe etme ve kan pihtis1 olusumunu engelleme gibi etkiler

gostermistir (Wang vd., 2004).

2.3.1.1.4. Ferulik asidin antialzheimer ozelligi

Alzheimer hastaligi (AD), tiim demans vakalarinin baglica nedenidir ve ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik, B-amiloid (AP) protein birikimi ve
hiperfosforile tau proteini gibi faktorler tarafindan tetiklenir. Son on yilda, Alzheimer

hastaliginin tedavisi igin AP birikimi, hiper-fosforile tau proteini, mitokondriyal islev
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bozuklugu ve oksidatif stres gibi hedeflere yonelik cesitli uygulamalar gelistirilmistir
(Turkez vd., 2022). Alzheimer hastaliginda potansiyel uygulamalar agisindan ferulik asit

ve tlirevlerinin terap6tik kullanimlar1 sematik olarak Sekil 2.9.’da sunulmustur.

Ferulik asit ve tiirevleri Gen ekspresyon profilindeki degisiklikler

s
A |
AN
.‘ :

» AB-fibril olusumunu onleme

» Antiinflamatuar ajani olarak hareket eden

» Serbest radikal olusumunun modiile edilmesi
» Selatlayici metal iyonlan

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin aktivitesinin inhibe
Néronlar iizerindeki biyolojik etkiler] ” edilmesi

Sekil 2.9. Alzheimer hastaliginda potansiyel uygulamalar acisindan ferulik asit ve tiirevlerinin terapotik
kullanimlar: (Turkez vd., 2022)

Ferulik asidin g¢ekirdeginde ve yan zincirinde ¢ift bag konjugasyonunun varligi
nedeniyle giiclii antioksidan kapasitesi saglamaktadir. Ferulik asit ve tiirevlerinin kan
beyin bariyerini ge¢gme ve yeterli konsantrasyonda merkezi sinir sistemine gegme
potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir (Phadke vd., 2021). Ferulik asit bir
antiinflamatuar ajan olarak hareket ederek Ap-fibril olusumunu Onleyerek
noroproteksiyon uygular, serbest radikal olusumunu ve asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BuChe)’in enzim aktivitesinin inhibe edilmesini saglar. Kan beyin
bariyerini gegebilecek fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir boylece merkezi sinir sistemine
yeterli konsantrasyonda etki etmektedir (Phadke vd., 2021; Turkez vd.,2022).

Jung ve arkadaslan tarafindan gerceklestirdigi calismada ferulik asidin dimerik
tiirevlerindne biri olan KMS4001 ile tedavi edilen farelerin yeni nesne tanima belleginde
onemli Olgiide iyilesme oldugu, 5 giinliik 30 mg/kg dozunda 6n tedavide hafiza

bozuklugunu etkili sekilde bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica oral uygulanan KMS4001’in
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uygun bir biyoyararlanima sahip oldugu gosterilmistir (Jung vd., 2016). KMS4001’in
kimyasal yapis1 Sekil 2.10.’da sunulmustur.

HOOC\/\]@:O O@/\/COOH
OH HO

Sekil 2.10. KMS4001'in yapis: (Jung vd., 2016)

Sgarbossa ve arkadaslariin yayimnladigi arastirmada oksidatif stresin AD
noropatolojisine katkida bulundugu kabul edilmektedir ve hastaligin transgenik fare
modellerinde B-amiloid birikintilerini ¢evreleyen néronlarda oksidatif stres belirteclerinin
arttig1 bulunmustur. Ferulik asit, antiinflamatuar ve antioksidan 6zelligi sebebiyle uzun
siireli uygulanmasinda B-amiloid tarafindan indiiklenen 6grenme ve hafiza kusurlarina
hkars1 korudugu bildirilmistir(Sgarbossa vd., 2015).

Yapilan ¢aligmalar ferulik asit ve tiirevlerinin ndrodejeneratif hastaliklara kars1 bir

ilag olarak kullanimini tesvik etmektedir (Jung vd., 2016; Sgarbossa vd., 2015).

2.3.1.1.5. Ferulik asidin antioksidan ézelligi

Ferulik asit, fenolik hidroksil grubundan bir hidrojen atomunu serbest radikallere
kars1 vererek antioksidan aktivite sergileyen diger fenoller gibi ¢aligir (Kumar ve Pruthi,
2014). Kikuzaki ve arkadaslarina gore, ferulik asidin antioksidan aktivitesi, ferulik asit
esterleri ve kumarik asitten daha yiiksektir (Kikuzaki vd., 2002).

Oksidatif stres (OS), viicutta oksidatif ve antioksidan arasindaki dengesizlik
durumudur ve bu durum tiim viicudu oksidasyona kars1 hassas hale getirir. Oksidatif stres,
inflamatuar nétrofil infiltrasyonuna, artan proteaz salinimina ve asir1 proteaz iiretimine
yol acgar. Oksidatif ara iiriinler, doku rejenerasyonu, erken yaslanma, apoptozis, hiicre
dontisiimii ve kansere yol agabilir. Ferulik asit, antioksidan etkilerini oksidatif serbest
radikalleri temizleyerek, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu engelleyerek ve
cesitli sinyal yollarina katilarak gosterir ( Li D. vd., 2021).

ROS, viicut uzun siire oksijene maruz kaldiginda olusan bir tiir oksijenattir.
Viicudun antioksidan mekanizmalari, oksidasyonu engelleyerek ROS birikimini 6nler ve

hasar1 onarir. Ancak, ROS iretimi ile viicudun antioksidan mekanizmasi arasindaki
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dengesizlik, oksidatif stres liretiminin artmasina ve biiylik miktarda ROS {iretimine yol
acar. Ferulik asidin fare glomeriiler podositlerinde glikoz kaynakli ROS iiretimindeki
artis1 azaltarak hiicre hasarimi hafiflettigi bulunmustur. Ferulik asidin antioksidan
molekiiler mekanizmasi semada gosterilmistir (Choi R. B. vd., 2011; Li D. vd., 2021).

Ferulik asidin antioksidan etkisinde yer alan molekiiler yollar Sekil 2.11.’de sunulmustur.
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Sekil 2.11. Ferulik asidin antioksidan etkisinde yer alan molekiiler yollar (Li D. vd., 2021)

Ferulik asidin antioksidan yetenekleri, yapisal 6zellikleriyle yakindan iliskilidir.
Fenolik cekirdek ve doymamis yan zincirler sayesinde, ferulik asit kolayca rezonansla
stabilize edilmis fenoksi radikalleri olusturarak giiclii antioksidan aktivite sergiler
(Srinivasan vd., 2007). Ferulik asidin antioksidan &zellikleri ve kimyasal reaksiyonlari

Sekil 2.12.’de sunulmustur.
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Sekil 2.12. Ferulik asidin antioksidan ozellikleri (Urbaniak vd., 2013)

Reaktif radikallerle etkilesen ferulik asit, hidrojen atomlarini kolaylikla uzaklagtirir.
Olusan fenoksi radikali, yiiksek rezonans stabilitesine sahiptir. Eslestirilmemis elektron
sadece oksijende kalabilirken, ayn1 zamanda molekiil boyunca yayilarak delokalize
olabilir. Doymamis yan zincirlerde yogun konjugasyonla elde edilen rezonans
stabilizasyonu, ferulik asidin gii¢lii antioksidan kapasitesini agiklar.

Fenoksi radikali, radikal zincir reaksiyonunu baslatamaz veya devam ettiremez.
Genellikle baska bir radikal ile ¢arpisir ve birlesir. Bu tiir reaksiyonlar, bir dizi iirlinii
iceren, hala serbest radikalleri yakalayabilen fenolik hidroksil grubu igerir. ikinci bir
fenolik hidroksil grubunun varligi, ek rezonans stabilizasyonu ve o-kinon olusumuyla

radikal slipiirme aktivitesini 6nemli dl¢lide artirir (Srinivasan vd., 2007).
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2.3.1.2. Ferulik asidin ozellikleri

2.3.1.2.1. Ferulik asidin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Ferulik aside ait temel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.4.’de verilmistir.

Tablo 2.4. Ferulik asidin temel fiziksel ve kimyasal ozellikleri (Mota vd., 2008; PubChem, 2004)

Kimyasal Formiilii

C10H1004

IUPAC (uluslararasi temel ve uygulamah kimya
birligi) ismi

(E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenol) prop-2-enoik asit

CAS (kimyasal 6zet hizmeti) numarasi 537-98-4
Molekiil agirhg 194.2 g/mol
Renk Acik sar1
Kaynama Noktasi 372-373 °C
Erime Noktasi 168-171 °C

Buhar Basinc

0.00000269 [mmHg]

Fiziksel Hali Toz
pKa 4,61
Coziiniirliik Metanolde serbest ¢oziiniir,
Sudaki ¢6ztiniirligii 0.78 g/L
2.3.1.2.2. Ferulik asidin farmakokinetigi

Li ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ferulik asitin farmakokinetigi arastirilmistir.

Yapilan ¢alisma ferulik asit’in hizli emilimini ve dagilimini kanitlamistir. Ferulik asit tek

bir oral uygulamadan sonra diislik biyoyararlanimla hizla emilmis fakat Honghua (yaygin

bir Cin bitkisi) veya klopidogrel ile kombine edilen tek bir doz ferulik asit’in Egri altinda

kalan alan (EAA), Cmaks Ve Tmaks degerlerini onemli 6l¢iide arttirabilir oldugu bu durumun

ferulik asit’in biyoyararlanimini arttirabilir oldugu seklinde yorumlanmistir (Li vd.,

2011). Yan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada intragastrik (ig) uygulamasindan sonra,

ferulik asit doruk plazma konsantrasyonuna 15 dakikada ulasmis ve ardindan kademeli

olarak azaldig1 ve 150 dakika sonunda neredeyse saptanamaz hale geldigi gézlenmistir.

Ig uygulamasinda goriilen ilag plazma seviyelerinde “zirveleri ve dipleri” ortadan

kaldirabilecegini ve transdermal uygulamanin oynadigini bildirdi ve ferulik asidin uzun

ve yavas kontrollii saliniminda rol tstlendigi gosterilmistir (Yan vd., 2020).
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2.3.1.2.3. Ferulik asidin toksisitesi

Ferulik asit, diisiik toksisiteye sahip bir fitokimyasal olarak bilinir. Choi J. H. ve
digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, ferulik asidin trombositler, 16kositler ve
eritrositler iizerinde herhangi bir 6nemli toksisiteye neden olmadigi gozlemlenmistir
(Choi J. H. vd., 2018). Ayrica, baska bir in vitro ¢alisma, ferulik asidin 10 ve 20 mg.mL"
! konsantrasyonlarinda insan monositlerinin ve kolon hiicrelerinin proliferasyonunu ve
canliligin1 azalttigimi, ancak 40 mg.mL™ konsantrasyonda herhangi bir etkisi olmadigimni

gostermistir (Truzzi vd., 2020).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Madde adx
Aseton

ABTS*"
BHT
DPPHe

Hidroklorik asit

Pluronik F-68

Potasyum kloriir

Potasyum fosfat monobazik
Resamer RG 503H

Sodyum hidroksit

Span 60

Trehaloz

Tween 80

27

Firma adi

Merck, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
BASF, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Merck, Almanya



3.2. Kullamilan Cihazlar
Cihaz ada
Buzdolabi

Coklu manyetik karistirict
Calkalamali su banyosu
Derin dondurucu

Distile su cihazi

Hassas terazi

Infrared spektrofotommetresi
Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet Seti

Parcacik boyutu analiz cihazi
pH metre

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici

Zeta potansiyeli analiz cihazi

Firma Adi

Arcelik, Tiirkiye

IKA RT-15, Cin

N-biotek NB-303, Giiney Kore

Liebherr LGEX3410 Medline, Almanya
Sartorius Arium Pro VF, Almanya
Mettler Toledo AM 100, Amerika
Shimadzu UV-160A, Japonya

Operon, Kore

Jeiotech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya

Malvern Zetasizer Nano-ZS, Ingiltere
Mettler Toledo Seven Compact, Amerika
Wisd Laboratory Instruments, Kore
Scilogex MX-S, Amerika

Malvern Zetasizer Nano-ZS, Ingiltere
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4, YONTEM
4.1. UV Spektrofotometre validasyon ¢alismalar:

In vitro galismalarda ferulik asit i¢in miktar tayini UV spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla enkapsiilasyon etkinligi calismalari ve in vitro

dissoliisyon ¢aligmalart i¢in iki farkli validasyon ¢alismasi yapilmistir.

4.1.1. Ferulik asit i¢cin Aseton : Su (1:1, h/h) ortaminda validasyon ¢alismasi

Yontemin uygunlugunun arastirilmasi ve bu amag dogrultusunda yeterli, glivenilir
ayn1 zamanda tekrarlanabilir sonuglarin alinmasi analitik yontem validasyonunun ana
amacidir. Ferulik asit i¢in aseton: su (1:1, h/h) ortaminda miktar tayini validasyonunda
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve segicilik parametreleri inceleme parametresi
olarak se¢ilmis ve istatistiksel olarak incelenmistir. Bu g¢alismanin degerlendirilme
Uluslararas1 Harmonizasyon Birligi’nin (ICH) kriterlerine gore yapilmistir (Dagron,
2014).

4.1.1.1. Absorbans belirleme calismalart

Enkapsiilasyon etkinligi calismalarinda kullanmak tizere ferulik asit i¢in aseton: su
(1:1, h/h) ortaminda miktar tayini UV spektrofotometre ile gergeklestirilmistir.
Maksimum absorbans (Amax) degerinin bulunmasi amaciyla 6ncelikle ilk olarak 25 mg
ferulik asit tam olarak tartilmis, bir miktar aseton: su (1:1, h/h) ile yikanarak balon jojeye
aktarilmis ve son olarak 25 mL hacime aseton: su (1:1, h/h) karisimi ile tamamlanmustir.
Bu ¢ozelti on dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve sonug¢ olarak stok ¢o6zelti
hazirlanmistir. Stok ¢dzeltinin konsantrasyonun 1000.0 pg.mL™? olmasindan hareketle
farkli seyreltmeler ile daha diisiik konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltiler UV spektrofotometrede maksimum absorbans’in bulunabilmesi i¢in 200-800

nm arasinda taranmistir (Jain vd., 2011).

4.1.1.2. Dogrusallik

Validasyon ¢alismasinda dogrusalligin degerlendirilmesi igin ii¢ farkli stok
¢ozeltiden 2.0 ile 10.0 pg.mL™? arasinda 6 farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmustir.
Her ¢ozelti icin analizler 3 kez olacak sekilde tekrarlanmistir. Cozeltilerin 326 nm’de

absorbans degerleri kaydedilmistir. Bulunan absorbans degerleri ile regresyon analizi
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yapilip ferulik asit’e ait kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon

katsayis1 degeri (R?) elde edilmistir (Silva-Buzanello vd., 2015).

4.1.1.3. Kesinlik

Yontemin kesinlik dogrulamasini yapmak i¢in dogrusallik ¢calismasinda kullanilan
konsantrasyonlar ~dikkate alinarak kalibrasyon araligmda bulunan 3 farkh
konsantrasyonda 3 farkli giinde (4.0 pg.mL™, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL™?) ferulik asit iceren
coOzeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin her bir konsantrasyon i¢in 3 farkl

giin analizler gerceklestirilmistir (Oztiirk, 2017).

4.1.1.4. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kullanilan analitik yontemle elde edilen sonuglarla
gercek degerlerin birbirine yakinligidir. Bu analizlerde elde edilen sonuglar % verim ve
her seri i¢in bagil standart sapma olarak verilmektedir. Analitik metodun dogrulugunu
tespit etmek icin 3 farkli konsantrasyonda (4.0 pg.mL?, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL™?) 3’er
kez tekrarlanmigtir (Aratjo vd., 2013).

4.1.1.5. Duyarlihk

Tespit smirt (LOD), numunede tespit edilebilecek en diisiik analit miktaridir.
Olgiim limiti (LOQ) uygun kesinlik ve dogrulukla kantitatif olarak belirlenebilen numune
icindeki analit miktarlarinin en diisiik olmasidir. Analitik yontem validasyon ¢aligsmasi
icin LOD ve LOQ degerleri standart sapma yontemi kullanilarak Denklem 4.1. ve
Denklem 4.2. yardimiyla ICH yonergelerine gore hesaplanmistir. Denklem 4.1 ve
Denklem 4.2°de yer alan ¢ = yanitin standart sapmasi; S= regresyon ¢izgisinin egimidir

(Kumari B. ve Khansili, 2020; Yasir vd., 2019).

3,3Xo
LOD = 5
(4.1)
10 X o
L0Q = —
(4.2)
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4.1.1.6. Secicilik

Yontemin 6zgilliigii/segiciligi  icin  UV-Spektrofotometre’den elde edilen
spektrumlar ferulik asit ve A-Blank (Blank formiilasyon) i¢in 200-800 nm araliginda elde
edilen numunelerin spektrumlarindaki ortlismelerine bakilarak belirlenmistir (Aratjo vd.,

2013).

4.1.2. Ferulik asit icin %1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda validasyon

calismasi
4.1.2.1. Absorbans belirleme calismalar:

In vitro dissoliisyon ¢alismalarindan 6nce ferulik asit i¢in % 1 Tween 80 igeren
fosfat tamponu (PBS) pH 7.4 ortaminda validasyon ¢aligmalari UV spektrofotometre ile
gerceklestirilmistir. Maksimum absorbans (Amax) degerinin bulunmasi i¢in 6ncelikle 25
mg ferulik asit tam olarak tartilmis ve bir miktar % 1 Tween 80 PBS pH 7.4 ¢ozeltisi ile
yikanarak balon jojeye alinmistir. 25 mL’e % 1 Tween 80 PBS pH 7.4 ¢ozeltisi ile
tamamlanmis ardindan olusan ¢6zelti on dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve sonug
stok ¢ozelti hazirlanmustir. Stok ¢dzeltinin konsantrasyonun 1000.0 pg.mL? olmasindan
hareketle, seyreltmeler ile daha diisik konsantrasyonda ¢o6zeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler UV spektrofotometride maksimum absorbans’in bulunabilmesi igin

200-800 nm arasinda taranmistir (Jain vd., 2011).

4.1.2.2. Dogrusallik

Validasyon ¢aligmasinda dogrusalligin degerlendirilmesi icin ii¢ farkli stok
¢ozeltiden 2.0 ile 12.0 pg.mL™? arasinda 6 farkli derisimde ¢dzelti hazirlanmistir. Her
¢Ozelti icin analizler 3 kez olacak sekilde tekrarlanmistir. Cozeltilerin 307 nm’de
absorbans degerleri kaydedilmistir. Bulunan absorbans degerleri ile regresyon analizi
yapilip ferulik asit’e ait kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon

katsayis1 degeri (R?) elde edilmistir (Silva-Buzanello vd., 2015).

4.1.2.3. Kesinlik

Yontemin kesinlik dogrulamasini yapmak i¢in dogrusallik ¢calismasinda kullanilan
konsantrasyonlar ~dikkate alinarak kalibrasyon araliginda bulunan 3 farkh

konsantrasyonda 3 farkli giinde (4.0 pg.mL™, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL™?) ferulik asit iceren
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¢ozeltiler hazirlanmistir ve hazirlanan bu ¢6zeltilerin her bir konsantrasyon i¢in 3 farkli

giin analizler gerceklestirilmistir (Oztiirk, 2017).

4.1.2.4. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kullanilan analitik yontemle elde edilen sonuglarla
gercek degerlerin birbirine yakinlhigidir. Bu analizlerde elde edilen sonuglar % verim ve
her seri igin bagil standart sapma olarak verilmektedir. Analitik metodun dogrulugunu
tespit etmek icin 3 farkli konsantrasyonda (4.0 ug.mL™, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL™) 3’er
kez tekrarlanmistir (Aratjo vd., 2013).

4.1.2.6. Duyarlhihik

%1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda yapilan validasyon ¢alismasi i¢in LOD
ve LOQ analizleri ‘4.1.1.5. Duyarlilik’ bolimiinde yer verilen Denklem 4.1. ve Denklem
4.2. yardimi ile hesaplanmistir (Kumari B. ve Khansili, 2020; Yasir vd., 2019).

4.1.2.6. Secicilik

Yontemin 6zgiilligii/seciciligi, UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar
ferulik asit ve A-Blank (Blank formiilasyon) i¢in 200-800 nm araliginda elde edilen
numunelerin spektrumlarindaki Ortlismelerine bakilarak belirlenmistir (Aragjo vd.,

2013).

4.2. Nanopartikiil formiilasyonlarmin hazirlanmasi

Ferulik asit zayif¢a ¢Oziiniir bir etkin maddedir (Rezaei vd., 2019). Bu sebeple
literatlir aragtirmasi sonucunda bu tez c¢alismasi kapsaminda hazirlanan PLGA
nanopartikiilleri ‘Nanoc¢oktiirme’ yontemi kullanilarak hazirlanmasina karar verilmistir
(Oztiirk vd., 2019b; Senel ve Oztiirk, 2019). Formiilasyon én deneme ¢alismalarinda
Span ve Poloksamer-188 isimli yiizey etkin maddelerin konsantrasyonlari degistirilerek
deneme calismalar1 yapilmis ve uygun sonuglara gore optimum formiilasyon se¢ilmistir.
flgili calismada 6zel bir PLGA tiirevi olan Resomer RG 503 H isimli polimer ile
calistlmistir. Hazirlanan blank formiilasyonlarin ve ferulik asit iceren formiilasyonun

icerikleri sirasiyla Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Formiilasyon 6n denemelerinde hazirlanan formiilasyon igerikleri

Organik faz
Kod Sulu faz
PLGA Span 60 Ferulik asit Aseton
A-Blank 75 mg 25 mg - 4 mL 10 mL, % 0.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
B-Blank 75 mg 30 mg - 4mL 10 mL, % 0.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
C-Blank 75 mg 35mg - 4 mL 10 mL, % 0.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
D-Blank 75 mg 25 mg - 4mL 10 mL, % 1.0 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
E-Blank 75 mg 30 mg - 4 mL 10 mL, % 1.0 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
F-Blank 75 mg 35 mg - 4 mL 10 mL, % 1.0 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
G-Blank 75 mg 25 mg - 4 mL 10 mL, % 1.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
H-Blank 75 mg 30 mg - 4 mL 10 mL, % 1.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
I-Blank 75 mg 35 mg - 4 mL 10 mL, % 1.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
Tablo 4.2. Optimum olarak segilen formiilasyonun igerigi
Organik faz
Kod Sulu faz
PLGA Span 60 Ferulik asit Aseton
A-Blank 75 mg 25 mg - 4 mL 10 mL, % 0.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
A-FA 75 mg 25 mg 75 4mL 10 mL, % 0.5 (a/h) Poloksamer-188 ¢ozeltisi
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4.2.1. A-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde i¢ermeyen A-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in dncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 25 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton icinde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™? hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirici tstiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 0.5 a/h, 10 mL) damlatilmustir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifii
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmastir.

4.2.2. B-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen B-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 30 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirict istiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 1.0 a/h, 10 mL) damlatilmustir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su icinde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢gin bu islem 3 kez uygulanmustir.

4.2.3. C-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde i¢ermeyen C-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in dncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 35 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirict istiindeki Poloksamer 188 sulu

¢ozeltisine (% 1.5 a/h, 10 mL) damlatilmistir.
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Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricidda (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmstir.

4.2.4. D-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde igermeyen D-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in dncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 25 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton icinde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™? hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirict iistiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 0.5 a/h, 10 mL) damlatilmustir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmastir.

4.2.5. E-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen E-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in dncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 30 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton icinde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™? hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirici tistiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 1.0 a/h, 10 mL) damlatilmustr.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricidda (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmas1 i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmustir.
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4.2.6. F-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen F-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in oncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 35 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton icinde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™? hizda
100 rpm karistirma hizindaki manyetik karistiric1 lstiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 1.5 a/h, 10 mL) damlatilmustir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricidda (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su iginde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmastir.

4.2.7. G-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen G-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 25 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirict istiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 0.5 a/h, 10 mL) damlatilmustir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi igin santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su icinde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢gin bu islem 3 kez uygulanmustir.

4.2.8. H-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen H-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 30 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda
100 rpm karistirma hizindaki manyetik karistirici tstiindeki Poloksamer 188 sulu

¢ozeltisine (% 1.0 a/h, 10 mL) damlatilmustir.
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Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricidda (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmstir.

4.2.9. I-Blank kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen I-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in oncelikle
tam olarak tartilan 75 mg Resomer RG 503 H ve 35 mg Span 60, organik faz olarak
secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda
100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistirict istiindeki Poloksamer 188 sulu
¢ozeltisine (% 1.5 a/h, 10 mL) damlatilmistir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karigtiricida (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmustir.

4.2.10. A-FA kodlu ferulik asit yiiklii nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi

Ferulik asit igeren A-FA kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
i¢in 6ncelikle 7.5 mg ferulik asit, 75 mg Resomer RG 503 H ve 25 mg Span 60, organik
faz olarak secilen 4 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir. Elde edilen bu ¢6zelti 5 mL.saat”
! hizda 100 rpm karistirma hizinda olan manyetik karistiric: iistiindeki Poloksamer 188
sulu ¢ozeltisine (% 0.5 a/h, 10 mL) damlatilmistir.

Damlatma sonrasinda aseton manyetik karistiricidda (250 rpm) oda 1sisinda
buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in santrifiij
(11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmas1 i¢in uygulanan
santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su iginde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir.

Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmastir.
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4.3. Nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu
4.3.1. Parcacik boyutu, par¢acik boyutu dagilimi (PDI) ve zeta potasiyel

Nanopartikiillerin parcacik boyutu ve parcacik boyut dagilim / polidispersite
indeksi (PDI), Zetasizer Nano (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern,
Ingiltere) cihazi ile dinamik 151k sagilimi teknigi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Hazirlanan
nanopartikiillerin parg¢acik boyut ve PDI degerleri, taze hazirlanmis formiilasyonlarin
distile suda dagitilmasiyla analiz edilmistir. Nanopartikiillerin Zeta ({) potansiyel
degerleri, 25 °C oda sicakliginda tek kullanimlik katlanmis bir kilcal zeta hiicrede ayni1
cihaz kullanilarak belirlenmistir. Tiim formiilasyon numuneleri ii¢ kopya halinde
6l¢lilmiis ve dl¢limlerin ortalama degerleri ve standart sapmasi hesaplanmistir (Baghirova

vd., 2023).

4.3.2 Dondurma ve dondurarak kurutma (liyofilizasyon) iizerinde kriyoprotektan

etki ve saklama kosullarimin belirlenmesi
4.3.2.1 Dondurma islemine trehaloz etkisi

Dondurma islemine trehalozun kriyoprotektan etkisinin belirlenmesi ig¢in 1 set
optimum olarak secilen formiilasyon A-FA kodlu formiilasyon hazirlanmistir. Hazirlanan
taze formiilasyonun parcacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli ol¢iilmiistiir. Ardindan
hazirlanan A-FA kodlu formiilasyon tizerine santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) islemi
uygulanmistir. Bu asamada trehaloz ¢ozeltisi (% 5.0, a/h) hazirlanmis ve 0.22 um
membran filtreden siliziilmiistiir Santrifiije edilen partikiillerin yikama proseslerinin
ardindan tizerine % 5.0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan trehaloz ¢6zeltisinden 2 mL
eklenip vortekslenmistir. Trehaloz ¢ozeltisi eklenen formiilasyon eppendorf tiiplerinde 8
esit kisima ayrilmis (8 tiip) ve bu tiiplere sirastyla % 5.0 a/h konsantrasyondaki trehaloz
¢ozeltisinden 1. tiipe 0 pL, 2. tiipe 100 pL, 3. tiipe 200 uL, 4. tiipe 300 uL, 5. tiipe 400
ul, 6. tipe 600 uL, 7. tipe 750 uL, 8. tipe 900 pL eklenmistir. Tim tipler -20°C’de
buzdolabinda dondurulmustur. Tim tlipler dondurmanin ardindan buzdolabindan
¢ikarilmis ve buzun ¢ézlinmesinin ardindan vortekslenerek nanopartikiillerin dagitilmasi
saglanmistir. Her tiip i¢in pargacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli dl¢iilmiistiir. Tiim bu
calisma boyunca elde edilen sonuglar karsilastirilarak optimum formiilasyonda dondurma
isleminde nanopartikiil 6zelliklerinin degismemesi i¢in en iyi trehaloz orani belirlenmistir

(Oztiirk vd., 2019c¢; Oztiirk vd., 2019b; Oztiirk ve Yurtdas Kirimlioglu, 2019e).
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4.3.2.2. Liyofilizasyon islemine trehaloz etkisi

Kriyoprotektan etki ve saklama kosullarinin belirlenmesi igin 1 set optimum olarak
secilen formiilasyon A-FA kodlu formiilasyon hazirlanmistir. Hazirlanan taze
formiilasyonun pargacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli Olgiilmiistiir. Ardindan
hazirlanan A-FA kodlu formiilasyon iizerine santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) islemi
uygulanmistir. Bu asamada trehaloz ¢ozeltisi (% 5.0, a/h) hazirlanmis ve 0.22 um
membran filtreden siiziilmiistiir Santrifiije edilen partikiillerin yikama proseslerinin
ardindan tizerine % 5.0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan trehaloz ¢6zeltisinden 5 mL
eklenip vortekslenmistir. Trehaloz ¢ozeltisi eklenen formiilasyon eppendorf tiiplerinde 12
esit kisima ayrilmis (12 tiip) ve bu tiiplere sirasiyla % 5.0 a/h konsantrasyondaki trehaloz
¢oOzeltisinden 1. tiipe 0 pL, 2. tiipe 100 pL, 3. tiipe 200 pL, 4. tipe 300 puL, 5. tiipe 400
uL, 6. tiipe 600 pL, 7. tiipe 750 uL, 8. tiipe 900 pL, 9. tiipe 1050 uL, 10. tipe 1300 pL,
11. tiipe 1450 pL, 12. tiipe 1600 pL eklenmistir. Tim tiipler - 20°C’de buzdolabinda
dondurulmasiin ardindan liyofilizatorde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonucu,
liyofilize toz nanopartikiil formiilasyonlarinin tlizerine 1 mL distile su eklenip
vortekslenerek dagitilmigtir. Her tlip igin pargacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
Olciilmiistiir. Tiim bu calisma boyunca elde edilen sonuglar karsilagtirilarak optimum
formiilasyonun saklanmasindaki en iyi trehaloz orani dolayisiyla en iyi saklama kosulu
belirlenmistir (Oztiirk vd., 2019c; Oztiirk vd., 2019b; Oztiirk ve Yurtdas Kirimlioglu,
2019e).

4.3.3. Gastrointestinal stabilite degerlendirme

Polimerik nanopartikiillerin kararliliklarinda PLGA gibi hidrolitik bozunur
polimerlerden yapilmis nanopartikiillerin zamanla bozundugu bilinmektedir. Uzun vadeli
kararlilikta pH ve sicaklik 6nemli etkiye sahiptir. Bu tez kapsaminda hazirlanan A-FA
kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonun kisa siireli kararliliklarini incelemek i¢in bir
calisma planlanmistir. Bu calismaya baslamadan dnce gastointestinal (GIS) sivilari taklit
eden ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla; pH 1.2 HCI tamponu (Cozelti 1),
pH 6.8 fosfat tamponu (Cozelti 2) ve pH 7.4 fosfat tamponu (Cozelti 3). Bu ii¢ ¢cozelti ve
distile su (toplam 4 adet falkon tiipu); gastointestinal ortami taklit edecek 37+1°C
sicaklikta 50 rpm karigtirma hizinda ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. 1 set A-

FA kodlu optimum formiilasyon hazirlanmis ve yikama iglemleri sonrasi 4 mL’e
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tamamlanmistir. 37£1°C’de inkiibe olan li¢ ¢oOzelti ve distile su igine hazirlanan
nanopartikiil dispersiyonundan 1 mL eklenmis ve eklendigi andan itibaren 1. saat, 3. saat,
6. saat, 9. saat, 24. saat her bir tiipten 6rnek alinarak parcacik boyutu, PDI ve zeta
potansiyel  &lciimleri  yapilmistir.  Olgiim  sonuglar1  dogrultusunda  PLGA
nanopartikiillerinin hangi gastrointestinal ortamda daha kararli olduklar1 belirlenmistir
(Martin-Banderas vd., 2012).

4.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi

PLGA bazli A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonuna ferulik asit yiiklemesi,
‘4.1.1. Ferulik asit i¢in aseton: Su (1:1, h/h) ortaminda validasyon ¢aligsmasi’ boliimiinde
aciklanan UV spektrofotometre yontemi ile belirlenmistir. A-FA yiikli PLGA bazh
nanopartikiil formiilasyonun ferulik asit icerigi dogrudan ilacin nanopartikiil
formiilasyonundan ekstrakte edilmesi ile degerlendirilmistir. Liyofilize nanopartikiil 5
mg olacak sekilde hassas terazi ile tartilmistir. Ardindan iizerine 1 mL aseton: su (1:1,
h/h) ilave edilmis ve partikiilleri ¢6zmek i¢in 5 dakika vortekslenmistir. VVorteksleme
islemi sonrasi hazirlanan ¢ozelti 0.22 um membran filtre ile siiziilmis, gerekli
seyreltmeler ardindan ferulik asit miktar tayini i¢in UV spektrofotometrede 326 nm’de
analiz edilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) olarak ifade edilmis ve Denklem 4.3.
ile hesaplanmistir (Martin-Banderas vd., 2012).

Enkapsiile edilen ferulik asit miktari
% EE = - . ——— x 100
Formilasyonda bulunan teorik ferulik asit miktari

(4.3.)

4.3.5. In vitro dissoliisyon

Ferulik asit yiiklii A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun in vitro dissoliisyon
profilini belirlemek i¢in 24 saatlik bir dissoliisyon g¢aligmasi yapilmistir. A-FA kodlu
nanopartikiil formiilasyonundan ferulik asit dissoliisyonu diyaliz membran ydntemi
kullanilarak test edilmistir. Ferulik asit (5 mg) ve A-FA (5 mg’a esdeger miktarda ferulik
asit igeren miktarda) kodlu nanopartikiil formiilasyonu seliiloz asetat diyaliz membrani
(molekiil agirligi:12-14 kDa) igerisine konulmus ardindan {izerlerine 2 mL ¢6ziindiirme
ortami1 (% 1 Tween 80 i¢eren PBS pH 7.4) eklendikten sonra diyaliz membraninin her iki
ucu ozel aparatlar ile kapatilmistir. Hazirlanan diyaliz membranlari, 100 rpm'de devamli

olarak karisan 37+0.5°C'de 80 mL hacimdeki ¢oziinme ortami igine atilmistir.
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Dissoliisyon ortami olarak (% 1 Tween 80 i¢eren PBS pH 7.4 kullanilmigtir. Analizlerde
hata olmamasi ve ¢6ziinme ortaminin buharlagmasini 6nlemek i¢in reseptér kompartman
alimiinyum folyo ile sikica kapatilmistir. 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 7.
saat, 9. saat, 12. saat ve 24. Saatler sonrast 3 mL numune alinmis ve ayn1 hacim yerine
taze ¢oziinme ortami (% 1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4) reseptdr kopartimana ilave
edilmistir. Ardindan numuneler gerekli seyreltmelerin ardindan ‘4.1.2. Ferulik asit i¢in
% 1 Tween 80 igeren PBS pH 7.4 ortaminda validasyon ¢alismasi’ boliimiinde agiklanan
UV spektrofotometre yontemi ile 307 nm’de analiz edilmistir. Sonuglar % kiimiilatif
¢oOziinen miktar-zaman grafigine doniistliriilmistiir. Bu ¢alisma 3 seri saf ferulik asit ve 3

seri ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon i¢in gergeklestirilmistir.

4.3.6. Salim Kinetigi

In vitro dissoliisyon c¢alismalarinda elde edilen veriler ile DDSolver yazilim
programi kullanilarak salim kinetikleri arastirilmigtir. Hesaplama siiresini kisaltmak,
hesaplama hatalarint ortadan kaldirmak ve uygun salim profili/kinetiklerin belirlemek
icin excel eklentisi olan DDSolver isimli bilgisayar programi kullanilmigtir. Dissoliisyon
profilleri elde edildikten sonra, en 6nemli ve popiiler dort kriteri belirlemek i¢in veriler
DDSolver programina aktarilmistir. Bu kriterler korelasyon katsayis1 (Rsqr, R? veya
COD), diizeltilmis korelasyon katsay1si (Rsqr_adj Veya R%djusted), Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
ve Model Secim Kriteri (MSC)’dir. En yiiksek R?, R%djusted ve MSC degerleri ve en diisiik
AIC degerleri kinetik modelleri degerlendirmek i¢in se¢im kriteri olarak kullanilmistir

(Oztiirk ve Giiven, 2019d; Yenilmez vd., 2023).

4.4. Kat1 hal karakterizasyonlari
4.4.1. Termal analiz

Termal ozellikler, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC, DSC-60, Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MI) kullanilarak belirlenmistir. Yaklasik 5 mg
numune, aliiminyum kroze i¢inde tartilmis, 50 mL.dk™* hizdaki hava akimi ve 10°C.dk™*
1s1tma hizi altinda 30°C ile 300°C sicaklik araliginda analiz edilmistir. A-FA kodlu ferulik
asit yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun analizine ek olarak, referans ve karsilastirma
acisindan saf ferulik asit, A-Blank kodlu formiilasyon ve fiziksel karisim analiz edilmistir

(Oztiirk vd., 2021).
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442 FT-IR

Fourier doniisimlii kizil6tesi spektrofotometri (FT-IR) analizleri FT-IR cihazi
(Shimadzu IR Prestige-21, Japonya) ile 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda saf ferulik
asit, PLGA, A-Blank kodlu formiilasyon, ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon ve
fiziksel karisim ig¢in gerceklestirilmistir. Kullanilan FT-IR cihazinin sicaklik kontrol
mekanizmali DLATGS dedektorii, dinamik hizalama sistemi ile donatilmis otomatik
kurutuculu sizdirmaz Michelson interferometresi (30° gelis acis1) oOzellikleri

bulunmaktadir. Analizlerde kullanilan ¢oziiniirliik 0.5 cm™ “dir (Oztiirk vd., 2023a).

4.4.3. 'H-NMR

Dotero aseton i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlanan saf ferulik asit, PLGA, A-Blank
kodlu formiilasyon, ferulik asit yiikli A-FA kodlu formiilasyon ve fiziksel karigimin
NMR analizi (*H-NMR) NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihazi
kullanilarak yapilmistir (Basaran vd., 2022).

4.5. Antioksidan etkinlik ¢alismalari
4.5.1. ABTSe+ (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon

renksizlestirme yontemi

ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS®" radikal katyonu
meydan gelmektedir. Her ¢alismadan Once taze olarak hazirlanmasi gereken bu reaktif,
734 nm dalga boyunda absorbansi 0.700 (+ 0.02) olacak sekilde etanol ile seyreltilerek
antioksidan aktivitenin tayinini icin kullanilmistir. Tlgili reaksiyonun olusmast igin, 10 uL
test maddesini i¢eren nanopartikiil formiilasyonu ve ayni konsantrasyonda test maddesi
cozeltisi ve blank tlizerine 990 pL reaktif ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika bekletilmis ve 734
nm’de verdikleri absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Bu tez calismasinda karsilagtirma
acisindan pozitif kontrol olarak askorbik asit (Vit C) ve kor olarak etanol kullanilmistir
(Re vd., 1999).

Spektrofotometrik 6lgiim sonrast ABTS®" radikal katyonunun % giderimi denklem
4.4.°e gore gore hesaplanmistir. Denklem 4.4’te Akontrol, ABTS®" reaktif ¢6zeltisinin
absorbans degerini belirtirtmektedir. Ilgili denklemde Asmek formiilasyon iceren reaktif

¢Ozeltisinin absorbansini belirtmektedir.

A — Ay
Total Antioksidan Aktivite (%) = —=entrol  ~0mek o 100

AKontrol
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4.4)

4.5.2. Rediikleyici gii¢ ol¢iimii
Rediikleyici gii¢ tayini literatiire uygun olarak gergeklestirilmistir (Li W. vd.,
2021). 11k olarak K4[Fe(CN)e]-3H20 (potasyum ferrisiyanid) (%1 a/h) ve 200 mM PBS
pH 6.6 hazirlanmistir. Test maddesi igeren nanopartikiil, blank formiilasyonlar1 ve ayni
konsantrasyonda test maddesi ¢ozeltisi lizerine 500 pL PBS ve 500 pL
Ka[Fe(CN)s]-3H20 (%1 a/h) ilave edilmis, karisim 50°C sicakliktaki etiivde 20 dakika
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda karisima 500 pL trikloroasetik asit (TCA) (%10 a/h)
ilave edilerek santrifiij edilmistir (4000 rpm, 10 dakika). Santrifiij ardindan 500 pL
slipernatant, 500 uL distile su ve 200 uL FeCls (%0.1 a/h) ile karistirilarak elde edilen
reaksiyon c¢ozeltisinin absorbansi, 700 nm dalga boyunda 6rnek igeren reaksiyon
karisimina (kor) karst okunmustur (n=3). 700 nm dalga boyunda elde edilen absorbansin

0.5 oldugu konsantrasyon (mg.mL™*) ECso degeri olarak verilmistir. Pozitif kontrol olarak

askorbik asit (Vit C) kullanilmustir (Lee vd., 2007).

4.5.3. DPPH serbest radikal siipiiriicii yontem

Kararli bir radikal olan DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali bir elektron
veya hidrojen kabul etmektedir. Antioksidan maddelerin bir hidrojen atomunu DPPH
radikaline verme yetenekleri nedeniyle siipiiriicii etki gosterdikleri diistiniilmektedir.
DPPH serbest radikal stipiiriicti yontemi ile antioksidanlarin stabil DPPH radikalini,
indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna getirme yetenekleri degerlendirilir. Diger
yontemlere gore daha kisa siirede sonug veren 6nemli bir yontemdir (Molyneux, 2004).
Test edilen orneklerden hazirlanan c¢ozeltilerin DPPHe iizerindeki serbest radikal
stiptiricii etkileri literatiirde verilen yontemin modifiye edilmesiyle analiz edilmistir
(Sanchez-Moreno vd., 1998). 400uL test maddesi igeren nanopartikiil, blank ve ayni
konsantrasyonda test maddesi ¢ozeltisi lizerine metanolde hazirlanmis 3 mL DPPH
(2x10°% g.L ") ¢ozeltisi ilave edilerek 30 saniye boyunca vorteks ile karistirilmis ve oda
sicakliginda, karanlik ortamda 30 dakika bekletilmenin ardindan 517 nm dalga boyunda
absorbans degerleri tespit edilmis, serbest radikal siipiiriicii etki (Antioksidan Indeks)
denklem 4.5.°¢ gore gore hesaplanmistir. Denklemde Akontrol, kontrol absorbansini

belirtirken, Asmek test maddesi igeren reaktif ¢ozeltisinin absorbansini belirtir.
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. A — Ap
Inhibisyon (%) = Kontrol Ornek 100
AKontrol

(4.5.)

4.6. In vitro AChE ve BChE inhibitor aktivite yontemi ile anti-Alzheimer etkinin
olciilmesi

Test maddelerinin ve test maddelerini igeren nanopartikiil ve blank
formiilasyonlarinin butirilkolinesteraz (BuChE) ve asetilkolinesteraz (AchE) enzim
inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Ellman Testi kullanilmistir. Kolorimetrik
belirginlik saglanmasi i¢in metot modifikasyonlar1 yapilmis olup, modifiye metot
uygulanmistir. Calismada, BuChE (at serumundan izole, E.C.3.1.1.8.), AChE (tip VIS
Electrophorus electricus (electric eel) organizmasindan izole, E.C.3.1.1.7.) Ellman
belirteci, tampon c¢ozeltileri (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidroksit), 5,5'-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), jelatin, asetilkolin iyodiir (ATC), sodyum
hidrojen karbonat, biitirilkolin iyodiir (BTC), dimetilsiilfoksit (DMSO), donepezil
kullanilmistir. Spektrofotometrik dl¢timler 412 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
(BioTek-Synergy H1 Microplate Reader) gerceklestirilmistir (Orhan ve Ustiin, 2011).

Calisma siiresince kullanilan distile su Millipore, Milli-Q Synthesis A10 cihazindan
elde edilmistir. Kullanilan ¢6zeltilerin tiimii taze hazirlanmis olup, stabilite degisimlerinin
olmamast agisindan 1-2 hafta icerisinde kullanilmalarina dikkat edilmistir. Test
maddelerinin AChE ve BuChE enzim inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi deneyleri 96
kuyucuklu plakalarda gerceklestirilmistir. Deneylerde kullamlmak iizere 2.5 U.mLlik
AChE ve BuChE enzim ¢ozeltileri, 0.075 M ATC ve BTC c¢ozeltileri; 0.01 M DTNB
cozeltisi ve 0.1 M pH 8’de fosfat tamponu ¢ozeltisi ve farkli konsantrasyonlarda test
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

Bu c¢ozeltiler farklr iki test ¢ozeltisi olusturacak bicimde karistirilmistir. Ilk test
c¢ozeltisi, her bir kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu ¢ozeltisi, 20 pL DTNB ¢ozeltisi ve
20 pL enzim ¢ozeltisi (AChE ve BuChE’nin her biri i¢in ayr1 test ¢dzeltisi hazirlanmistir)
karistirilarak elde edilmistir. Diger test ¢6zeltisi icin ise, her bir kuyucuk igin 70 pL fosfat
tamponu ¢ozeltisi ve 10 uL ATC veya BTC ¢ozeltisi (ATC ve BTC’nin her biri i¢in ayr1
test ¢ozeltisi hazirlanmistir) karigtirilarak elde edilmistir. Test ¢ozeltileri 96 kuyucugun

tamamina yeterli olacak miktarlarda hazirlanmigtr.

44



Oncelikle 20 pL test ¢ozeltisi ve 110 uL birinci test ¢ozeltisi 96 kuyucuklu plakaya
her bir konsantrasyon i¢in 4 tekrar olusturacak sekilde eklenerek 5 dakika karistirilmis ve
25 °C sicaklikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 80
pL ikinci test ¢ozeltisi eklenerek, 30 saniye hizli bir karistirma islemi uyguanmistir.
Karistirma iglemi ardindan mikroplaka okuyucuda 412 nm dalga boyunda birinci
spektrofotometrik Olciim gerceklestirilmistir (BioTek-Synergy H1 Microplate Reader)
Reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dk beklenerek, siire sonunda ikinci spektrofotometrik 6l¢tim
gerceklestirilmistir. Iki 6l¢iim arasindaki absorbans degerleri farki alinarak Denklem 4.6
yardimiyla % inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir. Denklem 4.6.’dakullanilan
kisaltmalarin agiklamalari su sekildedir; A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma
farki; K: Kontrol (sadece test ¢ozeltisinin eklenmedigi kuyucuk); B: Blank (test
¢ozeltisinin ve substratin eklenmedigi kuyucuk); A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans

okuma fark1; A(I): Test ¢ozeltisine ait absorbans okuma farki.

[(AK) — AB)) — (AD) - B))]
(A(K) — A(B))

% Inhibisyon = .100

(4.6.)

In vitro antioksidan ve enzimatik aktivite g¢alismalari kapsaminda sonuglar
inhibisyon hesaplamalarinin ardindan ICso verileri SigmaPlot 14.5 programi ile

hesaplanarak verilmistir.
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S. BULGULAR
5.1. Analitik miktar tayini i¢cin validasyon calismalar:
5.1.1. Ferulik asit icin Aseton: Su (1:1 h/h) ortaminda validasyon calismasi

5.1.1.1. Absorbans belirleme

Aseton: Su (1:1 h/h) karisimi iginde 5.0 pg.mL ! konsantrasyonda hazirlanmis olan

FA ¢ozeltisinin 326.0 nm'de maksimum absorbans (Amax) gostermis oldugu Sekil. 5.1.°de

sunulmustur.
SAMP REF : Z26.0HM B8.20894
+2.004
B.500
A/DIV
i
I
I
|
|
IR
1
||
o A l‘ I"
+@0 .08/ N N . . .
o i N 1
200 .0 188 .8 HNM~7DIV . > 860G .0
18:47 2,06 'dS [ 8@@.6NM B.000A

Sekil 5.1. Ferulik asit’e ait 200-800 nm arasinda elde edilen spektrum (Amax = 326.0 nm)

5.1.1.2. Dogrusallik

Ferulik asit’in aseton: su (1:1 h/h) iginde 2.0-10.0 pg.mL? konsantrasyonlari
araliginda alt1 farkli konsantrasyonda farkli stok cozeltilerden {ii¢ kalibrasyon seti
hazirlanmis ve ardindan UV-spektrofotometre ile 326.0 nm'de analiz edilmistir.
Konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri her kalibrasyon seti i¢in Tablo 5.1.’de
verilmistir. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi, egriye

ait olan dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 degeri (R?) Sekil 5.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 5.1. Yontem dogrusallik sonuglar

Absorbans Degerleri

FA

(ng/mL)  gerjq Seri 2 Seri 3 Ortalama Standart Standart
sapma hata

2.0 0.197 0.200 0.203 0.200 0.00 0.00

4.0 0.393 0.380 0.391 0.388 0.01 0.00

5.0 0.479 0.479 0.493 0.484 0.01 0.00

6.0 0.575 0.577 0.592 0.581 0.01 0.00

8.0 0.769 0.765 0.786 0.773 0.01 0.00

10.0 0.988 0.980 0.984 0.984 0.00 0.00

y =0,0977x - 0,0018
R2=0,9995

Absorbans

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.2. Ferulik asit’in aseton: su (1:1 h/h) ortaminda standart egrisi
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5.1.1.3. Kesinlik

Ferulik asit i¢in 4.0 pg.mL™?, 6.0 pg.mL? ve 8.0 ng.mL* konsantrasyonda 3 farkli
cozelti hazirlanmigtir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, 3 giin artarda
yapilmistir. Sonuglar dogrusallik ¢alismasinda elde edilen regresyon denklemi yardimiyla
hesaplanmis ve tam konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi analiz
edilmistir. Kesinlik ¢alismasi sonuglar1 4.0 ugmL?, 6.0 pgmL? ve 8.0 pgmL?

konsantrasyonlar igin sirasiyla Tablo 5.2., Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’te gosterilmistir.

Tablo 5.2. 4.0 ug.mL-1 derisim i¢in kesinlik sonug¢lart

4.0 ng.mL™*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.388 0.391 0.388
0.386 0.393 0.390
0.394 0.385 0.389
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
3.988 4.019 3.988
3.967 4.039 4.008
4.049 3.957 3.998
Ortalama 4.002 4.005 3.998
Standart sapma (SS) 0.043 0.043 0.010
?;ngggy)"“ Katsayisi 1.064 1.063 0.256
%95 Giiven Arahgi 0.106 0.106 0.025
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Tablo 5.3. 6.0 ug.mL-1 derisim igin kesinlik sonuglar

6.0 ng.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.584 0.585 0.590
0.584 0.586 0.587
0.585 0.584 0.591
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
5.993 6.003 6.054
5.993 6.014 6.024
6.003 5.993 6.065
Ortalama 5.996 6.003 6.048
Standart sapma (SS) 0.006 0.010 0.021
(Vogggg)‘m Katsayist 0.008 0.170 0.352
%95 Giiven Arahigi 0.015 0.025 0.053
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Tablo 5.4. 8.0 ug.mL-1 derisim igin kesinlik sonuglar

8.0 pg.mL?
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.778 0.782 0.777
0.782 0.779 0.778
0.781 0.781 0.786
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
7.978 8.019 7.967
8.019 7.988 7.978
8.008 8.008 8.060
Ortalama 8.002 8.005 8.002
Standart sapma 0.021 0.016 0.050
Varyasyon Katsayisi 0.266 0.195 0.631
%95 Giiven Arahigi 0.053 0.039 0.125

5.1.1.4. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugun kanitlanmasi amaciyla ii¢ farkli konsantrasyonda
(4.0 pg.mL?, 6.0 pg.mL?, 8.0 ng.mL™?) ferulik asit iceren ¢dzeltiler hazirlanmis ve her
bir konsantrasyon i¢in 3 analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢alismasinda
‘y=0.0977 - 0.0018” olarak elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmis ve
stok ¢ozelti konsantrasyonlari ile karsilastirilmistir. Ardindan yontemin dogrulugu ‘%
geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Ferulik asit i¢in dogruluk ¢alismasi sonuglar1 Tablo

5.5.’te verilmistir.
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Tablo 5.5. Yontemin dogruluk sonuglar

Derisim
4.0 ng.mL* 6.0 ng.mL* 8.0 ng.mL!
0.387 0.583 0.776
Elde edilen
absorbanslar 0.389 0.584 0.779
0.391 0.585 0.784
3.978 5.983 7.957
Bulunan Derisimler 3.998 5.993 7.988
4.019 6.003 8.039
99.442 99.714 99.466
% Geri Kazanim 99.953 99.884 99.850
100.465 100.055 100.489
Icéztza:jg‘na(;f)” 99.953 99.884 99.935
Standart sapma (SS)  0.512 0.171 0.517
(Y,;rgggy)On Katsayist 515 0.171 0.517
%95 Giiven Arahgi 1.271 0.424 1.284

5.1.1.5. Duyarlhihk
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.226 pg.mL? ve 0.685 pg.mL? olarak elde

edilmistir.

5.1.1.6. Secicilik

Secicilik ¢aligsmasi icin UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar ferulik
asit ve A-Blank (Blank formiilasyon) i¢in sirasiyla Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.°te

gosterilmistir.
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Sekil 5.3. Ferulik asit’e ait spektrum
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Sekil 5.4. A-Blank kodlu formiilasyona ait spektrum
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5.1.2. Ferulik asit icin % 1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda validasyon
calismasi

5.1.2.1. Absorbans belirleme

% 1 Tween 80 iceren PBS pH 7.5 ortam1 iginde 8.0 pg.mL™ konsantrasyonda

hazirlanmis olan ferulik asit ¢zeltisinin 307.0 nm'de maksimum absorbans (Amax)
gostermis oldugu Sekil. 5.5.’de gosterilmistir.

SAMP : REF : 207 .8NM 1.8894
+2.004
B.500
ADIU '/\_‘I' 1|I
Il
| |
| |
| lI
|II |
|I ||
IIl |
+0.008 [/ \_ . .
200 .0 188 .8(NM-DIV.) aaawg
9:28 3719 'dS [ e@@.8NM_ -B.@80824]

Sekil 5.5. Ferulik asit’e ait 200-800 nm arasinda elde edilen spektrum (Amax = 307.0 nm)
5.1.2.2. Dogrusallik

Ferulik asit’in %1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda 2.0 - 12.0 pg.mL*
konsantrasyonlar1 araliginda alti farkli konsantrasyonda farkli stok cozeltilerden fi¢
kalibrasyon seti hazirlanmisg ve ardindan UV-spektrofotometre kullanilarak 307 nm'de
analiz edilmis ve konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri her kalibrasyon seti
icin Tablo 5.6.’da sunulmustur. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak cizilen

kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 degeri (R?)
Sekil 5.6.’da sunulmustur.
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Tablo 5.6. Dogrusallik ¢alismast sonuglart

Absorbans Degerleri

FA
. . . Standart Standart
(ngmL)  Seril Seri 2 Seri 3 Ortalama sapma hata
2.0 0.114 0.161 0.159 0.145 0.03 0.01
4.0 0.228 0.265 0.269 0.254 0.02 0.01
6.0 0.363 0.387 0.391 0.380 0.02 0.01
8.0 0.488 0.512 0.531 0.510 0.02 0.01
10.0 0.616 0.654 0.653 0.641 0.02 0.01
12.0 0.716 0.769 0.767 0.751 0.03 0.01
1
y =0,0617x + 0,0147
R2=0,9991
(2] -
=] 5
<
2
‘é o
S
< &
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 5.6. Ferulik asit’in %1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda standart egrisi
5.1.2.3. Kesinlik

Ferulik asit i¢in 4.0 pg.mL™, 6.0 pg.mL? ve 8.0 ug.mL* konsantrasyonda 3 farkli
cozelti hazirlanmistir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, 3 giin artarda
yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢alismasinda elde edilen regresyon denklemi

yardimiyla hesaplanmis ve tam konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi
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degerlendirilmistir. Kesinlik ¢alismasi sonuglari 4.0 pg.mL™, 6.0 pg.mL™? ve 8.0 pg.mL’

! konsantrasyonlar icin sirastyla Tablo 5.7., Tablo 5.8. ve Tablo 5.9.’da gosterilmistir.

Tablo 5.7. 4.0 ug.mL-1 derisim i¢in kesinlik sonu¢lar

4.0 pg.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.261 0.263 0.265
0.264 0.262 0.260
0.262 0.260 0.261
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
3.990 4.022 4.054
4.038 4.006 3.973
4.006 3.973 3.990
Ortalama 4.011 4.000 4.006
Standart sapma (SS) 0.025 0.025 0.043
(Y,;gggy)‘m Katsayisi 0.617 0.619 1.070
%95 Giiven Arahg 0.061 0.061 0.106
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Tablo 5.8. 6.0 ug.mL-1 derisim i¢in kesinlik sonuglar

6.0 ng.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.387 0.386 0.379
0.385 0.384 0.389
0.384 0.379 0.385
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
6.031 6.015 5.901
5.998 5.982 6.063
5.982 5.901 5.998
Ortalama 6.004 5.966 5.988
Standart sapma (SS) 0.025 0.058 0.082
(Vogggg)‘m Katsaysi 0.412 0.979 1.362
%95 Giiven Arahigi 0.061 0.145 0.203
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Tablo 5.9. 8.0 ug.mL-1 derisim i¢in kesinlik sonuglar

8.0 ng.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.508 0.509 0.506
0.510 0.511 0.509
0.507 0.507 0.505
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
7.991 8.007 7.958
8.023 8.039 8.007
7.975 7.975 7.942
Ortalama 7.996 8.007 7.969
Standart sapma (SS) 0.025 0.032 0.034
(Voj;gggy)‘m Katsaysi 0.309 0.405 0.423
%95 Giiven Arahigi 0.061 0.080 0.084

5.1.2.4. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugun kanitlanmasi amaciyla ii¢ farkli konsantrasyonda
(4.0 pg.mL?, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL™?) ferulik asit iceren ¢dzeltiler hazirlanmis ve her
bir konsantrasyon i¢in 3 analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢calismasinda
‘y =0.0617x + 0.0147’ olarak elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmis
ve stok ¢ozelti konsantrasyonlart ile karsilastirilmis, ardindan yontemin dogrulugu ‘%
geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Ferulik asit i¢in dogruluk ¢alismasi sonuglari1 Tablo

5.10.’da verilmistir.
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Tablo 5.10. Yontemin dogruluk sonuglar

Derisim
4.0 ng.mL* 6.0 ng.mL* 8.0 ng.mL!
0.262 0.387 0.509
Elde edilen
absorbanslar 0.261 0.384 0.506
0.262 0.385 0.511
4.006 6.031 8.007
Bulunan Derisimler 3.990 5.982 7.958
4.006 5.998 8.039
100.143 100.512 100.089
% Geri Kazanim 99.738 99.702 99.481
100.143 99.972 100.494
ortalama % Gerl 100,008 100.062 100.021
Standart sapma 0.234 0.412 0.510
Varyasyon Katsayis1  0.234 0.412 0.510
%95 Giiven Arahg 0.581 1.025 1.266

5.1.2.5. Duyarlhihk
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.377 pg.mL? vel.144 pg.mL? olarak elde

edilmistir.

5.1.2.6. Secicilik

Secicilik ¢aligsmasi icin UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar ferulik
asit ve A-Blank (Blank formiilasyon) i¢in sirasiyla Sekil 5.7. ve Sekil 5.8.°de

gosterilmistir.
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Sekil 5.7. Ferulik asit’e ait spektrum
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Sekil 5.8. A-Blank kodlu formiilasyona ait spektrum

5.2. Blank nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu

5.2.1. Blank formiilasyonlarin parcacik boyut analizi
Formiilasyon 6n deneme ¢alismalarinda hazirlanan tim blank nanopartikiil

formiilasyonlarinin pargacik boyut sonuglari ii¢ analiz verisi, ortalama ve standart sapma

(SS) degerleriyle beraber Tablo 5.11.’de sunulmustur. Daha net anlasilabilmesi ve
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karsilagtirma yapilabilmesi amaciyla Sekil 5.9.’da par¢acik boyutu degerleri grafik olarak

gosterilmistir.

Tablo 5.11. Blank formiilasyonlarin par¢actk boyut sonuglar

A-Blank B-Blank C-Blank D-Blank E-Blank F-Blank G-Blank

Formiilasyon kodlar:

Kod Analiz 1 Analiz 2 Analiz 3 Ortalama SS
A-Blank 162.9 165.7 165.9 164.83 1.68
B-Blank 165.4 165.7 167.4 166.17 1.08
C-Blank 174.2 176.2 177.4 176.10 1.68
D-Blank 179.3 183.6 184.1 182.33 2.64
E-Blank 205.3 208.1 217.8 210.40 6.56
F-Blank 206.4 208.0 212.3 208.9 3.05
G-Blank 204.5 206.7 207.2 206.13 1.44
H-Blank 214.7 216.7 220.5 217.3 2.95
I-Blank 187.5 189.2 189.5 188.73 1.08
220 I
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1
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E 180 I

B I
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H-Blank

I-Blank

Sekil 5.9. Blank formiilasyonlarin parcacik boyut degerleri grafigi
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5.2.2. Blank formiilasyonlarin parc¢acik boyut dagilhhm (PDI) analizi

Formiilasyon 6n deneme c¢alismalarinda hazirlanan tiim blank nanopartikiil
formiilasyonlarinin parcacik boyut dagilim (PDI) sonuglar {i¢ analiz verisi, ortalama ve
standart sapma (SS) degerleriyle beraber Tablo 5.12.°de sunulmustur. Daha net
anlasilabilmesi ve karsilastirma yapilabilmesi amaciyla Sekil 5.10.’da pargacik boyut
dagilim (PDI) degerleri grafik olarak verilmistir.

Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan pargacik boyut dagilim raporlari ise A-Blank,
B-Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.11., Sekil 5.12., Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15.,
Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil 5.18. ve Sekil 5.19.’da verilmistir.

Tablo 5.12. Blank formiilasyonlarin par¢acik boyut dagilim (PDI) sonuglart

Kod Analiz 1 Analiz 2 Analiz 3 Ortalama SS

A-Blank 0.080 0.087 0.099 0.093 0.008
B-Blank 0.002 0.120 0.146 0.089 0.077
C-Blank 0.085 0.120 0.127 0.111 0.023
D-Blank 0.042 0.079 0.094 0.072 0.027
E-Blank 0.058 0.075 0.110 0.081 0.027
F-Blank 0.102 0.116 0.214 0.144 0.061
G-Blank  0.017 0.039 0.047 0.034 0.016
H-Blank 0.117 0.118 0.159 0.131 0.024
I-Blank 0.107 0.112 0.132 0.117 0.013
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Sekil 5.10. Blank formiilasyonlarin pargactk boyutu dagilimi (PDI) degerleri grafigi
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Sekil 5.11. A-Blank icin Zetasizer Nano ZS par¢actk boyut dagilim raporu
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Sekil 5.12. B-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu

Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.13. C-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS parcacik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.14. D-Blank icin Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu

Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.15. E-Blank igin Zetasizer Nano ZS parcacik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.16. F-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS parg¢acik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.17. G-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu

65



Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.18. H-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagiluim raporu
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.19. I-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu

5.2.3. Blank formiilasyonlarin zeta potansiyel analizi

Formiilasyon 6n deneme c¢alismalarinda hazirlanan tiim blank nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyel sonuglari ii¢ analiz verisi, ortalama ve standart sapma
(SS) degerleriyle beraber Tablo 5.13.’de sunulmustur. Elde edilen degerlerin daha net

anlasilabilmesi ve karsilastirma yapilabilmesi igin Sekil 5.20.’de zeta potansiyel verileri

grafik halinde gosterilmistir.

66




Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan zeta potansiyel raporlar ise A-Blank, B-
Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.21., Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25.,
Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28. ve Sekil 5.29.’da sunulmustur.

Tablo 5.13. Blank formiilasyonlarin zeta potansiyel sonug¢lar

Kod Analiz 1 Analiz 2 Analiz 3 Ortalama SS

A-Blank -19.0 -18.9 -18.7 -18.87 0.15
B-Blank -25.9 -25.1 -24.8 -25.27 0.57
C-Blank -25.9 -25.8 -25.2 -25.63 0.38
D-Blank -24.0 -23.6 -235 -23.55 0.07
E-Blank -27.6 -26.4 -26.3 -26.77 0.72
F-Blank -27.8 -27.0 -26.9 -27.23 0.49
G-Blank -28.8 -28.8 -28.7 -28.8 0.06
H-Blank -26.5 -25.6 -24.9 -25.67 0.80
I-Blank -27.4 -27.1 -27.1 -27.2 0.17
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Formiilasyon kodlar1
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Sekil 5.20. Blank formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri grafigi
Zeta Potansiyel Dagihmi
120000 T e N ELELLIEE PRI PPy PERPEERRREEY .
100000k......................Il..........................-.
L ‘T'
E BOOO0D T - s rrmr i mm et
> I
(1] [
il — Record 1: A Blank NP 1
E BOOOD Frmmmrrmmr b e e Record 2 A Blank NP 2
§ I Record 3: A Blank NP 3
40000 ..................................................
20000 R I I P R A IR A .
0 — i
-100 0 100 200

Sekil 5.21. A-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel

Dagilimi
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Sekil 5.22. B-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.23. C-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.24. D-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.25. E-Blank igin Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.26. F-Blank i¢cin Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.27. G-Blank igin Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi

Record 1: H Blank NP 1
Record 2: H Blank NP 2
Record 3: H Blank NP 3

Record 1: | Blank NP 1
Record 2: | Blank NP 2
Record 3: | Blank NP 3

50000 1+ - e R RATTE RS TP PR :
40000t - =t , ........... . ........... . ............ .
£ | ; ; ; ;
§ 30000 ............ ? ........... .\ ........... E\. ........... :
1= L
m . . . .
2 s0000fF- - M I-I' e e : _—
= : o : ;
100001+ -= - e bz P !
0 : f S : : ‘ :
-100 0 100 200
Zeta Potansiyel (mV)
Sekil 5.28. H-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
Zeta Potansiyel Dagilimi
700007 e PR TR B P PEREEE :
f : | ; :
BO000 T - ' ........ J,'. . ' ............. ' ............ '
g 50000 : ............ l .......... : ............. : ............ l
> ; : : ;
m 40000 ............. : ........... :. IR —. ............ :
£ - . . . .
© . . . .
S 30000 "o SRRREERE & R RS : -
= - : : : :
200007 - R R RRRREEE Rt :
I ; | | : : ;
10000 F: "= === "- EEREr - % B EEE R SRR :
| . - . .
0 } }

Zeta Potansiyel (mV)

-100 0 100 200

Sekil 5.29. I-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

Formiilasyon 6n deneme caligmalarinda hazirlanan farkli blank nanopartikiil
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5.3. Ferulik asit yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun karakterizasyonu

formiilasyonlarinin sonuglarinin ardindan A-Blank formiilasyonu optimum olarak
secilmis ve ilgili formiilasyon igerigiyle ferulik asit yiiklii A-FA kodlu nanopartikiil
formiilasyonu hazirlanmigtir. A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun parcacik
boyutu, par¢acik boyutu dagilimi (PDI) ve zeta potansiyel sonuglar1 ii¢ analiz verisi,
ortalama ve standart sapma (SS) degerleriyle beraber Tablo 5.14.’te verilmistir. A-FA

kodlu ferulik asit yiiklii nanopartikiil formiilasyonu i¢in Zetasizer Nano ZS cihazindan




alian pargacik boyut dagilim raporu ve zeta potansiyel raporu sirasiyla Sekil 5.30. ve

Sekil 5.31.’de verilmistir.

Tablo 5.14. A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun par¢acik boyutu, par¢acik boyutu dagilimi ve
zeta potansiyel sonuglart

Analiz tiirii Analiz 1 Analiz 2 Analiz 3 Ortalama  SS
Parcacik boyutu (nm) 174.0 174.4 175.7 174.70 0.89
Parcacik boyut dagilimi (PDI) 0.107 0.116 0.117 0.113 0.006
Zeta potansiyel (mV) -22.50 -22.10 -21.40 -22.00 0.56
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Sekil 5.30. A-FA i¢in Zetasizer Nano ZS par¢actk boyu dagilim raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi

00001~ -~ e e :
e SRR rode ;
60000 -~ <o+ SRR (| R RRREEEREE LT SR RERELERE
50000+~ +o oo ARERPPRE | RERREREEEE SEPTRRPERES
400001+ e e e CREEEPRREPREERE SRR EIREE

Toplam Sayim

300001 o """" | """""" """"""
20000+ - e ........ ‘...E...........E ...........

10000 ==+ e eer e e [l

-100 0 100 200
Zeta Potansiyeli (mV)

Record 1: A FA
Record 2: A FA

NP 1
NP 2
Record 3: AFANP 3

Sekil 5.31. A-FA i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

5.4. Dondurma ve dondurarak kurutma (liyofilizasyon) iizerinde trehaloz etkisi ve

saklama kosulunun belirlenmesi
5.4.1. Dondurma islemine etkisi trehaloz etkisi

5.4.1.1. Pargacik boyutu ve parcactk boyutu dagilimi

A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonu i¢in gergeklestirilen dondurma tizerindeki

kriyoprotektan (trehaloz) etkinin belirleme ¢alismalarindan elde edilen pargacik boyutu

(nm) ve pargacik boyutu dagilimi (PDI) sonuglari Tablo 5.15.°te sunulmustur.

edilen sonuglarin karsilastirma yapabilmek ve daha net anlasilabilmesi igin Sekil 5.32. ve

Sekil 5.33.’te sirasiyla parcacik boyutu (nm) ve parg¢acik boyutu dagilimi (PDI) sonuglari

grafik olarak gosterilmistir.
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Tablo 5.15. Dondurma isleminde farkli trehaloz konsantrasyonlarimin par¢actk boyutu ve par¢acik

boyutu (PDI) iizerindeki etkisi

Parcacik Boyutu, nm

(ortalama * standart sapma)

Parcacik Boyutu Dagilimi, PDI

(ortalama + standart sapma)

Taze formiilasyon 173.70 £1.88 0.111 £0.022
0 pL Trehaloz ¢ozeltisi 265.10+£5.11 0.494 £ 0.041
100 pL Trehaloz cozeltisi 189.77 £1.70 0.218 £0.015
200 pL Trehaloz ¢ozeltisi 186.30 + 0.20 0.202 +0.034
300 uL Trehaloz cozeltisi 176.20 £2.86 0.156 £0.012
400 uL Trehaloz cizeltisi 174.77 £ 2.88 0.115+0.004
600 pL Trehaloz cozeltisi 174.08 +2.35 0.112+£0.049
750 pL Trehaloz cozeltisi 172.77+£3.21 0.114 £0.002
900 pL Trehaloz c¢ozeltisi 174.93 +£2.57 0.115 +0.047
300
280
I
260 !
240
T
E 20
E
=
2 200
'D L]
i L)
& 0 i I ! I I 1
& 160
140
120
100
Taze 0 uL Trehaloz 100 uL 200 uL 300 uL 400 L 600 uL 750 uL 900 uL
formiilasyon  cozeltisi Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) gozeltisi cozeltisi gozeltisi gozeltisi ¢ozeltisi gozeltisi gozeltisi

Sekil 5.32. Dondurma islemi sonrasi farkli trehaloz konsantrasyonlarimin parcacik boyut iizerindeki etki

grafigi
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Parcacik boyut dagilimi (PDI)
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formiilasyon  ¢ozeltisi Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) gozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi gozeltisi gozeltisi cozeltisi

Sekil 5.33. Dondurma islemi sonrasi farkl trehaloz konsantrasyonlarinin parcacik boyut dagilimi (PDI)
tizerindeki etki grafigi

5.4.1.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonu igin gergeklestirilen dondurma
tizerindeki kriyoprotektan (trehaloz) etkinin belirleme ¢aligmalarindan elde edilen zeta
potansiyel sonuglar1 Tablo 5.16.’da sunulmustur. Degerlerin daha net anlagilabilmesi ve
karsilastirma yapilabilmesi igin Sekil 5.34.’te zeta potansiyel sonuglar1 grafik olarak

gosterilmistir.
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Tablo 5.16. Dondurma igleminde farkli trehaloz konsantrasyonlarinin zeta potansiyel iizerindeki etkisi

Zeta Potansiyel

(mV, ortalama % standart sapma)

Taze formiilasyon -23.17 £0.58
0 uL Trehaloz cozeltisi -22.97+£1.40
100 uL Trehaloz cozeltisi -25.03 £0.57
200 pL Trehaloz cozeltisi -25.40 £ 0.62
300 pL Trehaloz cozeltisi -25.73 £1.17
400 pL Trehaloz ¢ozeltisi -25.13+£0.23
600 pL Trehaloz c¢ozeltisi -2493 +£1.29
750 pL Trehaloz c¢ozeltisi -25.67 £ 1.64
900 pL Trehaloz c¢ozeltisi -27.07 £1.37
Taze OpuL 100 uL 200 uL 300 uL 400 uL 600 uL 750 uL 900 uL
formiilasyon Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi
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Sekil 5.34. Dondurma islemi sonrasi farkli trehaloz konsantrasyonlarinin zeta potansiyel iizerindeki etki

grafigi
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5.5. Liyofilizasyon islemine trehaloz etkisi

5.5.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilimi

A-FA kodlu formiilasyonu i¢in gerceklestirilen liyofilizasyon islemi tizerindeki
kriyoprotektan (trehaloz) etkinin belirleme ¢alismalarindan elde edilen pargacik boyut ve
pargacik boyutu (PDI) sonuglart Tablo 5.17.’de sunulmustur. Degerlerin daha net
anlasilabilmesi ve karsilastirilabilmesi amaciyla Sekil 5.35. ve Sekil 5.36.’da sirasiyla
pargacik boyutu ve parcacik boyutu dagilimi (PDI) verileri grafik olarak gosterilmistir.

Tablo 5.17. Liyofilizasyon isleminde farkli trehaloz konsantrasyonlarmmin par¢acik boyutu ve par¢acik

boyutu (PDI) iizerindeki etkisi

Parcacik Boyutu Parcacik Boyutu Dagilimi
(nm, ortalama + standart (PDI, ortalama + standart
sapma) sapma)

Taze formiilasyon 173.70 £ 1.88 0.111 +£0.022

0 pL Trehaloz ¢ozeltisi 532.50 £ 3.48 0.531+0.033

100 pL Trehaloz ¢ozeltisi 361.47+10.89 0.430 £ 0.044

200 pL Trehaloz cozeltisi 350.47 £4.97 0.403 £ 0.037

300 uL Trehaloz ¢ozeltisi 288.43 +£7.21 0.352+£0.019

400 pL Trehaloz ¢ozeltisi 267.50 +7.10 0.318+0.076

600 pL Trehaloz ¢ozeltisi 239.47 +10.20 0.265 +0.029

750 pL Trehaloz ¢ozeltisi 238.60 + 6.95 0.260 + 0.030

900 uL Trehaloz ¢ozeltisi 252.03 +2.86 0.240 £ 0.027

1050 uL Trehaloz ¢ozeltisi ~ 205.80 +0.97 0.201 +0.043

1300 pL Trehaloz gozeltisi 187.62 £2.34 0.186 £ 0.035

1450 ulL Trehaloz ¢izeltisi 174.33+1.27 0.169 +0.054

1600 uL Trehaloz ¢ozeltisi 174.06 +£2.04 0.166 +0.091
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Parcacik boyutu (nm)

150

100

Taze 0 pL Trehaloz 100 uL 200 L 300 uL 400 uL 600 uL 750 uL 900 pL 1050 pL 1300 pL 1450 L 1600 uL
formiilasyon  ¢ozeltisi Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi cozeltisi gozeltisi gozeltisi

Sekil 5.35. Liyofilizasyon iglemi sonrast farkl trehaloz konsantrasyonlarinin parcacik boyut tizerindeki etki grafigi
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formiilasyon  ¢ozeltisi Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) ¢ozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi

Sekil 5.36. Liyofilizasyon islemi sonrasi farkl: trehaloz konsantrasyonlarmin parcacik boyut dagilimi (PDI) iizerindeki etki grafigi
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5.5.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonu icin gergeklestirilen
liyofilizasyon iglemi {izerindeki kriyoprotektan (trehaloz) etkinin belirleme
calismalarindan elde edilen zeta potansiyel sonuglari Tablo 5.18.’de sunulmustur.
Degerlerin daha net anlasilabilmesi ve karsilastirilabilmesi igin Sekil 5.37.’de zeta

potansiyel verileri grafik olarak gosterilmistir.

Tablo 5.18. Liyofilizasyon igsleminde farkli trehaloz konsantrasyonlarimin zeta potansiyel tizerindeki etkisi

Zeta Potansiyel

(mV, ortalama % standart sapma)

Taze formiilasyon -23.17 £0.58
0 uL Trehaloz ¢ozeltisi -14.70 £ 0.70
100 pL Trehaloz ¢ozeltisi -24.93 £0.42
200 pL Trehaloz cozeltisi -24.67+£1.04
300 pL Trehaloz c¢ozeltisi -24.77+1.20
400 pL Trehaloz ¢ozeltisi -23.93 £0.32
600 uL Trehaloz cozeltisi -22.63+0.78
750 uL Trehaloz c¢ozeltisi -21.07+0.25
900 pL Trehaloz cozeltisi -23.27+£0.71
1050 pL Trehaloz cozeltisi -23.40+0.25
1300 pL Trehaloz ¢ozeltisi -23.63 £0.44
1450 pL Trehaloz ¢ozeltisi -24.13 £1.05
1600 pL Trehaloz ¢ozeltisi -23.80 £ 0.45
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Zeta potansiyel (mV)

Taze 100 pL 200 uL 300 uL 400 pL 600 uL 750 uL 900 uL 1050 pL. 1300 puL 1450 pL. 1600 pL
formiilasyon 0 uL Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz Trehaloz
(A-FA) cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi

-15

=25

Sekil 5.37. Liyofilizasyon iglemi sonrast farkli trehaloz konsantrasyonlarinin zeta potansiyel tizerindeki etki grafigi
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5.6. Gastrointestinal stabilite degerlendirme

A-FA kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonun gastrointestinal sivilar1 taklit eden
pH 1.2 HCI tamponu, pH 6.8 fosfat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu ve distile su i¢inde
24 saat boyunca gergeklestirilen kisa siireli kararliliginin incelendigi arastirmanin
sonuglar1 Tablo 5.19.’da sunulmustur. Ilgili sonuglar verilerin daha net anlasilmasi igin

kisa siireli kararlilik ¢alismasi sonuglar1 Sekil 5.38.’de sunulmustur.

Tablo 5.19. A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonun gastrointestinal stabilite sonug¢lar

Parcacik Boyutu (nm. ortalama * standart sapma)

Saat

pH 1.2 pH 6.8 pH 7.4 Distile su
1 254.5+31.7 227.4+0.1 2036+ 1.1 2151452
3 283.4+9.9 241.2+5.5 237.4+0.8 213.1+7.2
6 337.9450.5 283.3+ 0.6 243.4+ 4.4 2219+ 11.7
9 314.1+33 304.3+ 19.6 27214108 237.8+15.7
24 419.7 +34.2 391.940.2 323.9+ 6.6 375.9+ 6.0
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5.7. Enkapsiilasyon etkinligi
Boliim ‘4.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi’ calismasinda belirtilen Denklem 4.3. ile

hesaplanan enkapsiilasyon etkinligi sonucu %76.48 + 3.12 (Ortalama + standart sapma)

olarak elde edilmistir (n=3).

5.8. In vitro dissoliisyon

Ferulik asit ve ferulik asit yiikli A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonuna ait
zamana kars1 kiimiilatif ¢ézlinen ferulik asit miktar1 degerleri ‘ortalama + standart sapma’
olarak Tablo 5.20.’de sunulmustur. Analizler sonrasi elde edilen tiim dissoliisyon verileri
kullanilarak ferulik asit ve A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonuna ait 24 saatlik in

vitro dissoliisyon profilleri Sekil 5.39’da sunulmustur.

Tablo 5.20. Ferulik asit ve A-FA kodlu formiilasyon igin % kiimiilatif salim verileri

Siire (Saat) Ferulik asit A-FA

1 89.3+£7.9 10.5+43
2 98.2+1.3 204+5.6
3 99.6+0.3 27.6+2.7
4 99.8+0.3 33.8+4.6
5 99.8+0.3 356+3.3
6 99.8+0.3 40.9+6.6
7 99.8+0.3 44.8+5.2
9 99.8+0.3 48.7+5.1
12 99.8+0.3 51.1+42
24 99.8+0.3 68.9+49
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Kiimiilatif Salim Orani (%)
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Sekil 5.39. Ferulik asit ve A-FA kodlu formiilasyon igin kiimiilatif salim grafigi
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5.9. Salim Kinetigi

Sifirinci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirmcr derece (Fo), Birinci-derece,
Birinci-derece (Tig), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi,
Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-Peppas (Tlag), Korsmeyer-
Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag),
Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-
Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic, Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2,
Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri igin 24 saatlik R?, R%djusted, MSC ve AIC degerleri,

ilgili modellerin denklemleri ile beraber Tablo 5.21.’de sunulmustur.

DDSolver programindan otomatik olarak alinan Sifirinci-derece, Sifirinci-derece
(Tiag), Sifirinct derece (Fo), Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax),
Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi, Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas,
Korsmeyer-Peppas (Tiag), Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell
(Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-
Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic,
Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2, Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri igin salim
kinetik grafikleri sirasiyla Sekil 5.40.- Sekil 5.66.’da sunulmustur.
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Tablo 5.21. A-FA kodlu formiilasyon i¢in 24 saatlik salum kinetigi sonuglar

Model

Mode Model R2 RZ%djutea  MSC ~ AIC
#3015 Elzflkr;??-derece 0.009  0.009 -0.191  80.119
#302°¢ ﬁnzfnkr:?g_—%igr)ece (Trag) 0.833  0.812 1391  64.303
#303°¢ ﬁl:ﬁ;ml:frece (Fo) 0833 0812 1391  64.303
#304° Eizriggiﬂifg(ep(_kl*t)] 0735 0.735 1127  66.937
P S e o
#3061 Elanr:n?d[elreECfp((FlZai)] 0.959  0.954 2.794 50273
75" Birinci-
#30 EI:rIanC' d{elreéifp([leg"(‘:?":)])} 0979 0.973 3261 45601
#3089 Eégk:dl:)s 0.953  0.953 2.865  49.561
#3099 E;gktch(lt(;lrllgg))o ) 0918  0.908 2104  57.170
#3109 ELQEOT;H@S 0956  0.951 2728 50.930
#3117 Eg;ime%efpeppas 0934 0925 2311  55.009
#3120" Eg;imegf;l;l;ippas (Tiag) 0936 0918 2155  56.657
#313%" ?g;ﬁ:ﬁ:::feppas (Fo) 0782 0719 0922  68.993
#314' Elegg;([:lr?(vlv—?:qc*t)s] 0584  0.584 0.677  71.440
1561 ixson-
#315 E;Xlsgg?{OfffeliLéT'&g)Tlag)]g} 0887 0.873 1.780  60.413
#3161 Eg%%n*b[elr_g(l_kwt)n] 0.678 0.638 0.733 70,881
17%
#3 I:g%%n*b{elr_% l(Tl;lsgB) e~ 0.887  0.855 1580 62413
k
#318 Szlie{i!zg?;ﬂegg)a’@]-F/100=kBL*t 0.970  0.970 3315  45.059
c, k
#319 Sife{i.ﬁf?éﬂi'g)E;;)af)Ffloo=kBL* gy 0.965  0.960 2945  48.763
#322m Eiﬁfafmfﬁ?l 't?z%n ) 0963  0.953 2709  51.118
#3230 m Eii?a?tsﬁa: ; .m nﬁ( 2(*T(|§-Q)T.ag)<2*m> 0.986  0.979 3471 43503
#324"  Peppas-Sahlin 2 0970  0.967 3119 47.020

F=ky «t%5+k, ~t
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#325°"  Peppas-Sahlin 2 (Tia)

0.989  0.986 3.936 38.849
F:k]_ * (t'Tlag)0'5+k2 * (t'Tlag)

#3289 Weibull 1

FZ100 - {1 EXp (- TiY/al} 0.987 0983 3736  40.851

#329P Weibull 2

F2100 - {1-Exp[- (/) 0973 0970 3213  46.08L

#330""  Weibull 3

EeFooe {1-EXOL- (Yo} 0.984 0980 3556  42.655

Weibull 4

FFooe (B[ TIY) )} 0987 0980 3518  43.026

#3310

Tablo 5.21. (Devam) A-FA kodlu formiilasyon i¢in 24 saatlik salim kinetigi sonuglart

Actklamalar: Rsqr korelasyon katsayist (r%); Rsqr_ad] diizeltilmis korelasyon katsayist (ragjusted);
AIC Akaike bilgi kriteri; MSC Model se¢me kriteri; @ Tiim modellerde F, t zamanmnda salinan ilacin
fraksiyonudur (%); Ko sifir dereceli serbest birakma sabitidir; © Tiag ilag salinimindan énceki gecikme
siiresidir; Y Fo bir patlama salimindan kaynaklanan ¢ézeltideki ilacin baslangi¢ fraksiyonudur; ® K1 birinci
dereceden serbest birakma sabitidir; " Fmax sonsuz zamanda salinan ilacin maksimum fraksiyonudur; 9Kn
Higuchi salim sabitidir; "Kke ilag dozaj formunun yapisal ve geometrik 6zelliklerini iceren salim sabitidir;
N ilag salim mekanizmasim gésteren difiizyon iissiidiir; 'Knc Hixson—Crowell modelindeki salim sabitidir;
Vkus Hopfenberg modelindeki birlesik sabittir, knp=Ko/(Coxao), burada ko erozyon orani sabitidir, Co
matriksteki ilk ilag konsantrasyonudur ve ao bir kiire veya silindir icin baslangi¢ yarigapidir veya bir
levhamin yart kalinhigi, n bir levha, silindir ve kiire icin swaswyla 1, 2 ve 3'tiir, ¥ ksr, Baker-Lonsdale
modelindeki birlesik sabittir, KsL=[3xDxCsl/(re*xCo)], burada D difiizyon katsayisidir, Cs doyma
¢oziintirliigiidiir, Yo bir kiirve icin baslangi¢ yarigapidir veya bir levha igin silindir veya yart kalinlitk ve Co
matristeki ilk ilag yiiklemesidir, ™K1 Fickian kinetigiyle ilgili sabittir, ko Durum-II gevseme kinetigiyle ilgili
sabittir, m kontrollii salinimi engelleyen herhangi bir geometrik sekle sahip bir cihazin yayilma iisstidiir, "
ki %% bagh ila¢ difiizyonunun ila¢ salimina nispi katkisini gésteren sabittir, Ko, t've bagh polimer
gevsemesinin ilag¢ salimina nispi katkisim gosteren sabittir; °Ki t2've bagh ila¢ salimumn nispi katkisim
gosteren Quadratic modeldeki sabittir, Ka, t've bagh ila¢ salimimin nispi katkisini gésteren Quadratic
modeldeki sabittir; P a, siirecin zaman olgegini tammlayan olgek parametresidir, B egriyi ya iistel (=1,
durum 1), sigmoid, S-sekilli, yukari dogru egrilik ve ardindan bir doniis noktast (p>1; durum 2), ya da
daha yiiksek bir baslangi¢ egimi ile ve bundan sonra iistel ile tutarly (f<1; durum 3) sekil parametresidir;
9 Ti, ¢oziinme veya saliverme siirecinin baglangicindan onceki gecikme siiresini temsil eden konum

parametresidir ve ¢cogu durumda sifira yakin olmaktadir.
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0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 5.40. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Sifirinci Derece Kinetik)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 - A-FA
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70 3
60 3
50 §
40 3
30 3
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18 o --0=--Observed
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Zaman (saat)

Kiimiilatif Salim (%)

Predicted

Sekil 5.41. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Sifirtnci Derece Kinetik, Tlag)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 - A-FA
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Predicted

Sekil 5.42. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Sifirinct Derece Kinetik, F0)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.43. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.44. A-FA kodlu formiilasyon igin salum kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Tlag)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

A-FA
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Sekil 5.45. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fmax)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)
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Sekil 5.46. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fmax ve Tlag)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.47. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Higuchi Modeli)

Kiimiilatif Salim (%)

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.48. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Higuchi modeli, Tlag)

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.49. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Higuchi modeli, F0)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.50. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salun kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

Kiimiilatif Salim (%)

*Qbserved: Elde edilen salum profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli icin beklenen salum profili

100 5
90 1
80 3
70 3 --d
60 3 TSt
50 9 _-O====
40 3 o=
30 3
20 3
10 3
0 3 r r .
0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 5.51. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli, Tlag )

Kiimiilatif Salim (%)

==3=-Observed

Predicted

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.52. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas modeli, FO)

Kiimiilatif Salim (%)

Predicted

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.53. A-FA kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli)

Kiimiilatif Salim (%)

Predicted

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.54. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salun kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli, Tlag )

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.55. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Hopfenberg modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.56. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Hopfenberg modeli, Tlag )

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.57. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiimlatif Salim (%)

Predicted
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Sekil 5.58. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salum kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli, Tlag )

Kiimiilatif Salim (%)

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.59. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.60. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli, Tlag )
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)

Predicted
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Sekil 5.61. A-FA kodlu formiilasyon i¢in saluim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli)

Kiimiilatif Salim (%)
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*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.62. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salum kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli, Tlag )

*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)
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Sekil 5.63. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Weibull 1 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)
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Sekil 5.64. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Weibull 2 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)
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Sekil 5.65. A-FA kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Weibull 3 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

Kiimiilatif Salim (%)

100 ;
90 3
80 3
70 3
60 3
50 3
40 3
30 3
20 3
10 3

A-FA
—G---""""
==0=-Observed Predicted
4 8 12 16 20 24

Zaman (saat)

Sekil 5.66. A-FA kodlu formiilasyon icin salim kinetik modeli (Weibull 4 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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5.10. Kat1 hal karakterizasyonlari
5.10.1. Termal analiz
Ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu formiilasyon, ferulik asit yiiklii A-FA kodlu

formiilasyon ve fiziksel karisgima ait termogramlar / DSC egrileri sirasiyla Sekil 5.67.,
Sekil 5.68., Sekil 5.69., Sekil 5.70. ve Sekil 5.71.’de sunulmustur.

DSC
mW
20.00F
10.00
0.00F Peak 172.66C
Onset 170.46C
/ Endset 177.85C
Heat -434.77TmJ
-10.00- Height -13.14mW
-20.00F
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.67. Ferulik asit’e ait DSC egrisi
DSC
mwW
20.00F
10.000
; ‘/Peak 46.95C
0.00- Onset 43.28¢
Endset 54.75C
+ Heat -11.52mJ
-10.00F Height -0.37TmW
-20.00F
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Temp [C]

Sekil 5.68. PLGA polimerine ait DSC egrisi
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DSC

mwW
20.00F
10.000
0.000 f Peak 49.22C
F Onset 43.78C
Endset  53.65C
i Heat -133.00mJ
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-20.00f
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.69. A-Blank kodlu formiilasyona ait DSC egrisi
DSC
mw
20.000
10.00F
0.000
; Peak 50.94C
Onset 48.33C
: Endset  54.98C
-10.00~ Heat -6.42mJ
. Height 0.21mW
-20.000
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Temp [C]

Sekil 5.70. A-FA kodlu formiilasyona ait DSC egrisi
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DSC

mwW
20.00F
10.00; Peak 169.35C
Onset 167.06C
Endset 174.99C
F Heat -241.72md
0.00" Height 8.31mW
H — eig 31m
Iy
N Peak 45.57C
_10_00} Onset 42.40C
Endset 48.60C
Heat -8.71mJ
[ Height -0.31mW
-20.00F
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Temp [C]

Sekil 5.71. Fiziksel karisima ait DSC egrisi

5.10.2. FT-IR analizleri

Ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu formiilasyon, ferulik asit yiiklic A-FA kodlu

formiilasyon ve fiziksel karisima ait FT-IR spektrumlar sirasiyla Sekil 5.72., Sekil 5.73.,

Sekil 5.74., Sekil 5.75. ve Sekil 5.76.’da sunulmustur.
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Sekil 5.72. Ferulik asit’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.73. PLGA polimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.74. A-Blank kodlu formiilasyona ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.75. A-FA kodlu formiilasyona ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.76. Fiziksel karisima ait FT-IR spektrumu
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5.10.3. 'H-NMR analizleri

Ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu formiilasyon, ferulik asit yiikli A-FA kodlu
formiilasyon ve fiziksel karisima ait *H-NMR spektrumlari sirastyla Sekil 5.77., Sekil
5.78., Sekil 5.79., Sekil 5.80. ve Sekil 5.81.’de sunulmustur.
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Sekil 5.77. Ferulik asit’e ait *"H-NMR spektrumu
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Current Data Parameters

NAME KNA-1
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230512
Time 9.17 h
INSTRUM spect
PROBHD 72866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 280.31

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Sekil 5.78. PLGA polimerine ait *H-NMR spektrumu
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NAME KNA-0
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230512
Time 9.25 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 16

Ds 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 490.89

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Current Data Parameters

NAME KNA-3
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230512
Time 9.32 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 16

Ds 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 176.94

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Sekil 5.79. A-Blank kodlu formiilasyona ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 5.80. A-FA kodlu formiilasyona ait *H-NMR spektrumu
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NAME KNA-2
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230512
Time 9.21
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 16
DS 2
SWH 8012.820
FIDRES 0.244532
AQ 4.0894465
RG 280.31
DW 62.400
DE 6.50
TE 295.2
D1 1.00000000
TDO 1
SFO1 400.1324708
NUC1 1H
Pl 8.00
PLW1 10.94900036
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 400.1300000
WDW EM
SSB 0

LB 0.30
GB 0

PC 1.00



8.164
/7.631
7.592
7.354
é7.170
7.150
(6899
6.878
¥6.412
6.372
~5-255
5.237
4.916
4.883
N\ 4-867
3.942
_~2.867
2.101
22.067
2.062
1.598
SI.E;SO
1.571

Sekil 5.81. Fiziksel karisima ait *H-NMR spektrumu
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Current Data Parameters

NAME KNA-4
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230512
Time 9.29 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 199.34

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00



5.11. Antioksidan etkinlik ¢alismalari

5.11.1. ABTS** (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon
renksizlestirme yontemi sonuclari

ABTS*" (2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon
renksizlestirme yontemi sonuglart Tablo 5.22.’te sunulmustur. Aktivite sonuglarina gore
BHT ve askorbik asit ile karsilastirildiginda A-Blank aktivite gostermezken, ferulik asit
yiiklii A-FA kodlu formiilasyon ve ferulik asit belirgin ABTS®*" katyon renksizlestirici
antioksidan aktivite gostermistir. Aktivite siralamast A-FA > ferulik asit > askorbik asit
> BHT olarak elde edilmistir.

Tablo 5.22. Ferulik asit, A-FA ve A-Blank icin ABTSe+ ydntemi aktivite sonuglari

Test maddesi I1Cs0 (mg.mL™Y)
Ferulik asit 0.2454

A-FA 0.2146
A-Blank -

Askorbik asit 0.2545

BHT 0.4325

*(-) aktivite goriilmemistir.

5.11.2. Rediikleyici gii¢c sonuglari

Rediikleyici gili¢ yontemi sonuglar1 Tablo 5.23.te sunulmustur. Aktivite
sonuclarina gére BHT ve askorbik asit ile karsilastirildiginda en yiiksek rediikleyici giicti
A-FA kodlu formiilasyon gosterirken en diisiik aktiviteyi ferulik asit gostermistir. A-
Blank kodlu formiilasyon ise etki gostermemistir. Aktivite siralamasi askorbik asit > A-

FA > BHT > ferulik asit olarak elde edilmistir.
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Tablo 5.23. Ferulik asit, A-FA ve A-Blank i¢in Rediikleyici gii¢ yontemi aktivite sonuglar

Test maddesi ECso(mg.mL™?)
Ferulik asit 0.1721

A-FA 0.097

A-Blank -

Askorbik asit 0.085

BHT 0.1564

*(-) aktivite goriilmemistir, ECso: 700 nm’de &lgiilen absorbansin 0.5 oldugu konsantrasyon (mg.mL)

5.11.3. DPPH serbest radikal siipiiriicii yontem sonuclari

DPPH serbest radikal siipiiriicii yontemi sonuglart Tablo 5.24.’te sunulmustur.
Aktivite sonuglarina gore BHT ile karsilastirildiginda en yiiksek DPPH serbest radikal
sipiiriicii antioksidan aktiviteyi A-FA gosterirken en disiik aktiviteyi ferulik asit
gostermistir. A-Blank kodlu formiilasyon ise etki gdstermemistir. Aktivite siralamasi A-

FA > ferulik asit > BHT olarak elde edilmistir.

Tablo 5.24. Ferulik asit, A-FA ve A-Blank i¢cin DPPH serbest radikal stipiiriicii yontemi aktivite sonu¢lari

Test maddesi ICs0 (mg.mL™Y)
Ferulik asit 0.00044

A-FA 0.00040
A-Blank -

BHT 0.0011

*(-) aktivite goriilmemistir

Sonug olarak antioksidan aktivite sonuglarina gore A-FA kuvvetli DPPH serbest
radikal stiptriicii, ABTS®" katyon renksizlestirici ve rediikleyici antioksidan aktivite

gostermistir.

5.12. In vitro AChE ve BChE inhibitor aktivite yontemi ile anti-Alzheimer etkinin
ol¢iilmesi
5.12.1. AChE Inhibitor Aktivite Sonuclar

AChE inhibitor aktivite sonuglar1 Tablo 5.25.’de verilmistir. Aktivite sonuglarina

gore, asetilkolinesteraz inhibitorii olan donepezil hidrokloriir ile karsilastirildiginda en
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yiiksek anti-AChE aktiviteyi 121.65 pg.mL? ICso ile A-FA kodlu formiilasyon
gosterirken en dusiikk aktiviteyi A-Blank gdstermistir. Aktivite siralamast A-FA >

donepezil hidrokloriir > ferulik asit > A-Blank olarak elde edilmistir.

Tablo 5.25. Ferulik asit, A-FA ve A-Blank formiilasyonun AChE inhibitor aktivite sonuglari

Test maddesi I1Cs0 (ug.mL?)
Ferulik asit 407.497

A-FA 121.65
A-Blank 426.80
Donepezil HCI1 206.186

5.12.2. BChE Inhibitér Aktivite Sonuclari

BChE inhibitor aktivite sonuglar1 Tablo 5.26’da verilmistir. Aktivite sonuglarina
gore, donepezil hidrokloriir ile karsilagtirildiginda en yiiksek anti-BChE aktiviteyi 419.46
png.mL? ICso ile A-FA gosterirken en diisiik aktiviteyi ferulik asit gdstermistir. A-Blank
ise etki gostermemistir. Aktivite siralamasi donepezil hidrokloriir > FNP > ferulik asit

olarak elde edilmistir.

Tablo 5.26. Ferulik asit, A-FA ve A-Blank formiilasyonun BChE inhibitor aktivite sonuglart

Test maddesi ICs0 (ng.mL?)
Ferulik asit 519.75

FNP 419.46

Blank -

Donepezil HC1 220.750

Sonug olarak anti-Alzheimer aktivite sonuglarina gore asetilkolinesteraz inhibitorii
olan Donepezil HCl ile karsilastirildiginda A-FA kuvvetli anti-AChE aktivite gostermistir
(1Cs0=121.65 pg.mL™).
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6. TARTISMA
6.1. Analitik miktar tayini icin validasyon calismalar:

Farmasotik analizler, farmasotik formiilasyonlarin ve ilaglarin kalite kontrol ve
giivence acisindan incelenmesinde ¢cok énemli bir rol oynar. ilag endiistrilerindeki hizli
gelisme ve diinya ¢apinda artan ilag tiretimi, ila¢ endiistrilerinde yeni ve sistematik
analitik teknikler aramak icin kaginilmaz bir talep artisin1 giindeme getirmektedir. Sonug
olarak, analitik yontem gelistirme, analizin temel ve 6n faaliyeti haline gelmistir
(Ravisankar vd., 2015). Diizenleyici makamlar tarafindan verilen ilag onaylari, bagvuru
sahibinin onaylanmis analitik yontemler kullanarak tiim ila¢ gelistirme siirecinin
kontroliinii kanitlamasii gerektirir (Berkowitz vd., 2012; Ravisankar vd., 2015).

Validasyonun gerekliliklerine bagli olarak, validasyon deneylerini verimli bir
sekilde gerceklestirmek bazi parametrelere uyulmalidir ve ICH Q2 (R1) kilavuzlari
validasyon parametrelerini belirlemistir (Bretnall ve Clarke 2011). Validasyon;
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, tespit sinir1 (LOD) ve miktar tayini / 6l¢iim sinir1 (LOQ)
ve seciciligin rapor edildigi validasyon sonuglariyla belirlenen bir yOntemin
giivenilirligini kontrol etmede kilit faktordiir. Valide edilmis analitik yontemler, 6zellikle
ilag endiistrisinde nihai iiriiniin kalite ve gilivenliginin saglanmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Ozkan, 2018).

Analitik yontemler genel olarak ii¢ temel adimda gercgeklestirilir. Birincisi uygun
ve gerekli dogrulama parametrelerinin belirlenmesi, ikincisi parametre degerlendirmesi
i¢in deney tasarimi ve sonuncusu kabul kriterlerinin belirlenmesidir (Gumustas vd., 2013;
Ozkan 2018). UV spektrofotometri teknigi disindaki diger analitik teknikler ve cihazlar
pahalilik, karmasgik aletler islemler gerektirmesi, 6rneklerden ilag analizi i¢in zaman alict
olmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Rapalli vd., 2020). Bu sebeple bu ¢aligmada UV
spektrofotometre tercih edilmistir.

Tiim tez ¢alismasinda ferulik asit miktar tayin analizlerinde UV spektrofotometre
kullanilmistir.  Tiim ¢alismanin validasyon sonuglar1 ‘6.1.1. Ferulik asit i¢in aseton: su
(1:1 h/h) ortaminda validasyon ¢alismas1’ ve 6.1.2. Ferulik asit i¢in % 1 Tween 80 PBS

pH 7.4 ortaminda validasyon c¢aligmasi’ isimli boliimlerde tartigilmastir.

6.1.1. Ferulik asit icin aseton: su (1:1 h/h) ortaminda validasyon ¢calismasi
Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) analizlerinin 6ncesinde, ferulik asit igin spesifik ve
segici olan UV spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmistir.
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UV yontemi, 326.0 nm'de ve kuvars kiivet kullanilarak UV-160A / Shimadzu
(Japonya) marka UV/VIS Spektrofotometresinde gerceklestirilmistir. % EE ¢aligmasinda
ferulik asit i¢in kullanilan UV spektrofotometrik miktar tayini yontemi farkli ICH
kriterleri agisindan valide edilmistir. Stok ¢dzelti i¢in, tam tartilan 25 mg ferulik asit, 25
mL'lik balon jojeye aktarilmis ve son konsantrasyon 1000.0 pg.mL™ olacak sekilde
aseton: su (1:1, h/h) iginde ¢oziindiiriilmiistiir. Kalibrasyon egrisi, stok ¢ozeltinin 2.0-10.0
ug.mL* konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyon ile elde edilmistir. Cozeltiler ii¢
set halinde hazirlanmis ve analizleri gergeklestirilmistir. Dogrusallik verilerini
degerlendirmek icin en kiigiik kareler regresyon analizi yapilmistir. Bu validasyon
calismasinin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin ici) ve ara kesinlik (giinler arasi) ile
belirlenmistir. Numunelerin ayni1 konsantrasyonda ve ayni giin iginde analiz edilmesiyle
tekrarlanabilirlik degerlendirilmistir. Farkli giinlerdeki (3 giin) testler karsilastirilarak ara
kesinlik incelenmistir (Mendez vd., 2003). Her konsantrasyon igin ii¢ set ¢ozelti (4.0
pug.mL?t, 6.0 pg.mL?, 8.0 pg.mL?t) hazirlanmis ve analizleri gerceklestirilmistir.
Dogruluk, islemin basinda ¢ozeltilere eklenen bilinen miktarlarda ferulik asit referans
standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (Oztiirk ve Giiven, 2019d). Bu amag
dogrultusunda tam tartilmig 10 mg ferulik asit, 100 mL'lik 6l¢iilii balona aktarilmig ve
son konsantrasyon 100.0 pg.mL? aseton: su (1:1, h/h) iginde ¢oziindiiriilmiis. Bu
hazirlanan ¢ozeltiden dogruluk calismasi igin 4.0 ug.mL™, 6.0 ug.mL* ve 8.0 ug.mL"
lug.mL-1 konsantrasyonlarinda ¢dzeltiler hazirlanmis ve analiz edilmistir.

5.0 pg.mL? konsantrasyonda ferulik asit ¢ozeltisinin UV araliginda (200-800 nm)
taranmasiyla elde edilen maksimum absorbans 326.0 nm olarak bulunmus (Bkz. Sekil
5.1. ve Sekil 5.3.) ve ferulik asit icermeyen A-Blank kodlu bos formiilasyon (Bkz. Sekil
5.4.) 326.0 nm’de herhangi bir absorbans vermemistir. Bu sonuglar yontemin seciciligini
kanitlar niteliktedir (Rapalli vd., 2020).

Dogrusallik ¢aligmasi sonucunda elde edilen y = 0.0977x - 0.0018 olan regresyon
denkleminin korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0.9995 olarak hesaplanmistir (Bkz. Sekil
5.2). Literatiir ve yasal kilavuzlar incelendiginde R? degerinin 1'e yakin (kabul edilebilir
minimum korelasyon katsayisi kriteri, R? = 0.9900'dan biiyiik olmalidir) olmasi
gerekmekte ve bu deger yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda, bu calismada 0.9995 olarak elde edilen R? degeri yontemin dogrusalligin
kanitlamaktadir (Borman ve Elder, 2017; Migues vd., 2022).
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Ug farkli giin boyunca yapilan kesinlik ¢alismasi sonucunda 4.0 pg.mL*
konsantrasyondaki ferulik asit i¢in 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 1.064,
% 1.063 ve % 0.256 (Bkz. Tablo 5.2.); 6.0 ng.mLkonsantrasyondaki ferulik asit i¢in 1.
giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 0.098, % 0.170 ve % 0.352 (Bkz. Tablo 5.3.);
8.0 ug.mL* konsantrasyondaki ferulik asit igin 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirasiyla
% 0.266, % 0.195 ve % 0.631 (Bkz. Tablo 5.4.); olarak elde edilen RSD (%, varyasyon
katsayis1) degerleri %2’den diisiiktiir. Ferulik asit’in her bir kesinlik seviyesinde ii¢
tekrarli ¢Ozeltisi i¢in hesaplanan %RSD'min %2'den az oldugu tespit edildiginden,
yontemin kesin oldugu sonucuna varilmistir (Abdelazim vd., 2022).

Dogruluk ¢alismasinda 4.0 pg.mL™, 6.0 ng.mL? ve 8.0 ng.mL? konsantrasyon i¢in
sirastyla % 99.953 + 0.512, % 99.884 + 0.171 ve % 99.935 + 0.517 olarak elde edilen
geri kazanimlar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir (Bkz. Tablo 5.5.). LOD ve LOQ
sirastyla 0.226 pgmL? ve 0.685 pg.mL? olarak elde edilmistir ve uygunlugunu
dogrusallikta calisilan en diisiik konsantrasyonda daha diisiikk olmasi ile kanitlamigtir
(Farid vd., 2022; Oztiirk vd., 2018b).

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde ferulik asit i¢in aseton: su (1:1
h/h) ortaminda segici, basit ve ucuz bir yontem gelistirildigi sdylenebilir (Oztiirk vd.,

2019a; Oztiirk vd., 2023b).

6.1.2. Ferulik asit icin % 1 Tween 80 iceren PBS pH 7.4 ortaminda validasyon

calismasi

In vitro dissoliisyon analizlerinin 6ncesinde, ferulik asit i¢in spesifik ve segici olan
UV spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmistir. UV yontemi, UV-160A / Shimadzu
(Japonya) marka UV/VIS Spektrofotometresinde 307.0 nm'de ve kuvars Kkiivet
kullanilarak yapilmistir. Tez ¢alismasinda ferulik i¢in kullanilan UV spektrofotometrik
miktar tayini yontemi kesinlik, dogrusallik, dogruluk duyarlilik ve segicilik agisindan
valide edilmistir. Stok ¢dzelti i¢in, tam tartilan 25 mg ferulik asit, 25 mL'lik balon jojeye
aktarilmis ve son konsantrasyon 1000.0 ug.mL?olacak sekilde %1 Tween 80 iceren PBS
7.4 iginde ¢oziindiiriilmiistiir. Kalibrasyon egrisi, stok ¢ozeltinin 2.0-12.0 pg.mL™*
konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyonla elde edilmistir. Cozeltiler ti¢ set
halinde hazirlanmis ve analizleri gergeklestirilmistir. Dogrusallik  verilerini
degerlendirmek i¢in en kiiglik kareler regresyon analizi yapilmistir. Bu validasyon

calismasinin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin ici) ve ara kesinlik (giinler arasi) ile
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belirlenmistir. Numunelerin ayni1 konsantrasyonda ve ayn1 giin iginde analiz edilmesiyle
tekrarlanabilirlik degerlendirilmistir. Farkli giinlerdeki (3 giin) testler karsilastirilarak ara
kesinlik incelenmistir (Mendez vd., 2003). Her konsantrasyon igin ii¢ set ¢6zelti (4.0
pug.mL?, 6.0 ug.mL?, 8.0 pg.mL?) hazirlanmis ve analizleri gergeklestirilmistir.
Dogruluk, islemin basinda ¢ozeltilere eklenen bilinen miktarlarda ferulik asit referans
standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (Oztiirk ve Giiven, 2019d). Bu amag
dogrultusunda tam tartilmig 10 mg ferulik asit, 100 mL'lik 6l¢iilii balona aktarilmis ve
son konsantrasyon 100.0 pg.mL?* %1 Tween 80 iceren PBS 7.4 icinde ¢oziindiiriilmiis.
Bu hazirlanan ¢ozeltiden dogruluk galismasi igin 4.0 ug.mL?, 6.0 pg.mL? ve 8.0 ug.mL"
! konsantrasyonlarinda ¢dzeltiler hazirlanmis ve analiz edilmistir.

8.0 ng.mL?! konsantrasyonda ferulik asit ¢dzeltisinin UV araliginda (200-800 nm)
taranmasiyla elde edilen maksimum absorbans 307.0 nm olarak bulunmus (Bkz. Sekil
5.5. ve Sekil 5.7.) ve ferulik asit icermeyen A-Blank kodlu bos formiilasyon (Bkz. Sekil
5.8.) 307.0 nm’de herhangi bir absorbans vermemistir. Bu sonuglar yontemin seciciligini
kanitlar niteliktedir (Rapalli vd., 2020).

Dogrusallik ¢aligmasi sonucunda elde edilen y = 0.0617x + 0.0147 olan regresyon
denkleminin korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0.9991 olarak hesaplanmistir (Bkz. Sekil
5.6.). Literatiir ve yasal kilavuzlar incelendiginde R? degerinin 1'e yakin (kabul edilebilir
minimum korelasyon katsayisi kriteri, R? = 0.9900'dan biiyiik olmalidir) olmasi
gerekmekte ve bu deger yontemin dogrusalligmmi kanitlamaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda, bu calismada 0.9991 olarak elde edilen R? degeri yontemin dogrusalligin
kanitlamaktadir (Borman ve Elder, 2017; Migues vd., 2022).

Uc farkli giin boyunca yapilan kesinlik ¢alismasi sonucunda 4.0 pg.mL
konsantrasyondaki ferulik asit i¢in 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 0.617,
% 0.619 ve % 1.070 (Bkz. Tablo 5.7.); 6.0 ng.mL*konsantrasyondaki ferulik asit igin 1.
giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirasiyla % 0.412, % 0.979 ve % 1.362 (Bkz. Tablo 5.8.);
8.0 ng.mL " konsantrasyondaki ferulik asit icin 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla
% 0.309, % 0.405 ve % 0.423 (Bkz. Tablo 5.9.); olarak elde edilen RSD (%, varyasyon
katsayis1) degerleri %2’den diisiiktiir. Ferulik asit’in her bir kesinlik seviyesinde ii¢
tekrarli ¢ozeltisi icin hesaplanan %RSD'min %2'den az oldugu tespit edildiginden,
yontemin kesin oldugu sonucuna varilmistir (Abdelazim vd., 2022).

Dogruluk ¢alismasinda 4.0 ng.mL?, 6.0 ug.mL? ve 8.0 pg.mL? konsantrasyon i¢in
sirastyla % 100.008 +0.234, % 100.062 + 0.412 ve % 100.021 + 0.510 olarak elde edilen
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geri kazanimlar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir (Bkz. Tablo 5.10.). LOD ve LOQ
sirastyla 0.377 pg.mL? ve 1.144 pgmL? olarak elde edilmistir ve uygunlugunu
dogrusallikta calisilan en diisiik konsantrasyonda daha diisiik olmasi ile kanitlamistir
(Farid, vd., 2022; Oztiirk vd., 2018c).

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde ferulik asit i¢in %1 Tween 80
iceren PBS pH 7.4 ortaminda secici, basit ve ucuz bir yontem gelistirildigi s6ylenebilir

(Oztiirk vd., 2019b; Oztiirk vd., 2023b).

6.2. Nanopartikiil formiilasyonlarin hazirlanmasi

Bu ¢alismada hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlamak PLGA (Poli
Laktik-ko-Glikolik Asit) kullanilmis ve hazirlama yontemi olarak nanogoktiirme teknigi
tercth edilmistir. Nanog¢oktiirme tekniginin bir diger ismi c¢oziicii yer degistirme
teknigidir. Bu teknikte organik solvent su ile karisabilen yar1 polar bir solvent ile yer
degistirmesi sonucunda sistemde bulunan polimerin yiizeyler arasinda birikimi
goriilmektedir. Solventin non-solvan faza ¢ok hizli bir sekilde gergeklesen difiizyonu ile
iki farkli faz arasindaki yiizeyler arasi gerilim diismektedir. Sonug olarak yiizey alanini
arttirir ve ufak organik ¢oziicii damlaciklarinin olusumuna yol acar. Nanocoktiirme
yontemi ucuz ve basit bir yontemdir (Mishra vd., 2010). Bu teknikte ilag tasiyici sistem
hazirlamak i¢in segilen polimer etil asetat, dncelikle dikloro metan veya aseton gibi bir
organik ¢dziicii i¢inde ¢oziindiiriiliir. Tlgili polimer ¢ozeltisine ilag etkin maddesi eklenir
ve ¢ozilindiiriilir. Olusan polimer-ilag ¢6zeltisi manyetik karistirici tizerinde ve ylizey
etkin madde igeren distile su icerisine belirli hizda damlatilir. Suyun ve o6zellikle
¢Oziiclinlin oda 1sisinda veya vakum altinda uzaklastirilmas: ile nanopartikiil
stispansiyonun son hacmi gerekli miktara ayarlanir ve liyofilize edilebilir. Nanogoktiirme
yonteminde ilag etkin maddesi i¢eren nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmadan 6nce
polimere ya da sonrasinda nanopartikiiliin yiizeyine kovalan baglanmasi, polimerik
tasiyicl sisteme tutunmasi veya nanopartikiil hazirlanirken etkin maddenin polimerik
matris i¢ine hapsedilmesi gibi stratejiler bulunmaktadir (Muthu, 2009). Genellikle ferulik
asit gibi hidrofobik ilaglar igin kullanilmakla birlikte hidrofilik ilaglar iginde
uyarlanabilmektedir fakat en popiiler kullanim alani hidrofobik ila¢lar i¢indir (Akyiirek,
2015). Sonug olarak; PLGA polimeri altin standart olup diinya genelinde popiiler bir
seklide kullanilmakta olup, hidrofobik ilag yiikli PLGA nanopartikiillerinin

hazirlanmasina en uygun yontem olan nanogdktiirme yontemi ise olduk¢a ekonomik ve
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avantajli metod olup arastirma ve formiilasyon asamasini ¢ikmaza sokacak herhangi bir
basamak icermez.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda sulu faz igeriginde bulunan Poloksamer 188
konsantrasyonun ve organik faz igeriginde bulunan Span 60 konsantrasyonun
nanopartikiil 6zellikleri {izerine etkisini incelemek i¢in Oncelikle 9 adet blank
formiilasyon hazirlanmistir. A-Blank, B-Blank ve C-Blank kodlu formiilasyonlarda
organik fazda bulunan Span 60 miktar1 sirastyla 25 mg, 30 mg ve 35 mg olarak
belirlenmis ve 1ilgili formiilasyonlarda sulu fazda kullanilan Poloksamer 188
konsantrasyonu %0.5 (a/h) olarak tercih edilmistir. D-Blank, E-Blank ve F-Blank kodlu
formiilasyonlarda organik fazda bulunan Span 60 miktar1 sirasiyla 25 mg, 30 mg ve 35
mg olarak belirlenmis ve ilgili formiilasyonlarda sulu fazda kullanilan Poloksamer 188
konsantrasyonu % 1.0 (a/h) olarak tercih edilmistir. G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlarda organik fazda bulunan Span 60 miktar1 sirasiyla 25 mg, 30 mg ve 35
mg olarak belirlenmis ve ilgili formiilasyonlarda sulu fazda kullanilan Poloksamer 188
konsantrasyonu % 1.5 (a/h) olarak tercih edilmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasi
ardindan pargacik boyut, parcacik boyut dagilimi ve zeta potansiyel degerleri ol¢iilmiis
ve optimum blank formiilasyona (A-Blank) karar verildikten sonra ferulik asit yiiklii

nanopartikiil formiilasyonu (A-FA) hazirlanmistir.

6.3. Nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu
6.3.1. Parcacik boyutu, parcacik boyutu dagilimi ve zeta potansiyel

Nanopartikiiller ve nanopartikiil bazli cihazlar, benzersiz ve genellikle avantajh
ozelliklerinden dolayr c¢ok sayida endiistriyel uygulamada ilgi goérmektedir.
Nanopartikiillerin boyut etkileri (kuantum etkileri) ile yiiksek yiizey-hacim orani,
kimyasal, elektronik, manyetik ve mekanik 6zellikler gibi boyuta bagli bir¢cok olguyu
ortaya c¢ikarir (Wang, 2001). Pargacik boyutu, nanopartikiil 6zelliklerinde ¢ok 6nemli bir
rol oynar ve bu nedenle nanopartikiillerin karakterizasyonunda en temel analizlerden biri
parcacik boyutu dl¢iimiidiir (Akabri vd., 2011).

Medikal nanopartikiillerin pargacik boyut ve parcacik boyutu dagilimi (PDI)
karmasik biyolojik ortamlardaki stabilitesi, kalite, giivenlik ve etkililiklerini
degerlendirmek icin temel Ozelliklerdir. Dinamik 1s1ik sacilimi (DLS), farmasotik
teknolojide medikal nanopartikiillerin en yaygin boyutlandirma teknigidir (Caputo vd.,
2019). Bu c¢alismada bu sebeple DLS teknigi tercih edilmistir. Polimerik
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nanopartikiillerde pargacik boyutu ve parcacik boyut dagilimi analizleri 6zellikle medikal
alanda kullanilacak nanopartikiillerin en O6nemli iki &zelligidir. Bu ozellikler ilag
mukoadezyon, salim hizi, biyolojik dagilim, hiicresel alim vb. 6zellikleri ciddi bir sekilde
etkilemektedir (Oztiirk vd., 2018b).

Parcacik boyut analizlerinden elde edilen sonuglara bakildiginda etkin maddesiz
hazirlanan A-Blank, B-Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank
ve |-Blank kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 164.83 nm £+ 1.68, 166.17 nm £ 1.08,
176.10 nm =+ 1.68, 182.33 nm + 2.64, 210.40 nm + 6.56, 208.9 nm =+ 3.05, 206.13 nm =+
1.44, 217.3 nm £ 2.95 ve 188.73 nm + 1.08 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.11 ve
Sekil 5.9.). Literatiir incelendiginde hem fazla eksipiyan kullanilmamasi adina hem de en
diisiik parcacik boyutuna sahip olmasi agisindan etkin maddesiz formiilasyon olarak
164.83 nm + 1.68 parcacik boyutuna sahip A-Blank kodlu formiilasyon optimum
secilmistir (Oztiirk vd., 2020b; Oztiirk vd., 2019c).

Pargacik boyut dagilimi (PDI) sonuglari etkin maddesiz hazirlanan A-Blank, B-
Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlar i¢in sirastyla 0.093 +0.008, 0.089 + 0.077,0.111 = 0.023, 0.072 + 0.027,
0.081 +0.027, 0.144 + 0.061, 0.034 + 0.016, 0.131 + 0.024 ve 0.117 £ 0.013 olarak elde
edilmistir (Bkz. Tablo 5.12 ve Sekil 5.10.). Parcacik boyutu dagilimini karakterize
etmeyle ilgili olarak, nano-tasiyici sistemlerin boyut araligini tanimlamak i¢in kullanilan
bir parametreye "polidispersite indeksi" (PDI) denir. "Polidispersite” (veya IUPAC
tarafindan onerildigi sekliyle "dagilma") terimi, parcaciklarin boyut dagiliminin tekdiize
olma derecesini tanimlamak i¢in kullanilir (Danaei vd., 2018). Heterojenlik indeksi
olarak da bilinen PDI, korelasyon verilerine (kiimiilant analizi) iki parametreli bir
uyumdan hesaplanan bir sayidir. Bu indeks boyutsuzdur ve 0.05'ten kiiclik degerler
esasen yliksek diizeyde tek dagilimli standartlarda goriilecek sekilde Olgeklenmistir.
0.7'den biiyiik PDI degerleri, numunenin ¢ok genis bir pargacik boyutu dagilimina sahip
oldugunu ve muhtemelen dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) teknigi ile analiz edilmeye uygun
olmadigim gosterir (Worldwide, 2011). Hazirlanan nanopartikiillerin PDI degerlerinin
optimum deger olarak kabul etmesi i¢in 0.3’ten kiigiik olmasi gerekmektedir fakat 0.5’ten
kiigtik degerler de kabul edilebilir oldugu literatiirde bildirilmistir (Biiyiikkoroglu vd.,
2016; Senel ve Oztiirk, 2019). Literatiir 1s181inda, sonug¢ olarak bu tez kapsaminda
hazirlanan tiim blank PLGA nanopartikiillerinin kaliteli ve monodispers olarak hazirlandigi

sonucuna varilabilir. 164.83 nm + 1.68 pargacik boyutuna sahip A-Blank kodlu
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formiilasyonunun 0.093 £ 0.008 olan PDI degeri ilgili formiilasyonun optimum olarak
secilmesinin bir diger nedenidir.

A-Blank, B-Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-
Blank kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.11., Sekil 5.12., Sekil 5.13., Sekil 5.14.,
Sekil 5.15., Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil 5.18. ve Sekil 5.19.’da sunulan Zetasizer Nano
ZS cihazindan alinan parcacik boyut dagilim raporlar1 ise tez calismasinda hazirlanan
formiilasyonlarin monodispersligini kanitlar niteliktedir.

Bu c¢alismada hem antioksidan aktivite hem de anti-alzheimer aktivite
hedeflenmigtir. Nanopartikiillerin kan beyin bariyerini gecebilmesi 6zellikle alzhimer
tedavisinde oldukca onemlidir. Literatiir incelendiginde parcacik boyutu 250 nm'den
daha diisiik parcacik boyutunun kan beyin bariyeri gegisi i¢in 6nemli bir 6zellik oldugu
vurgulanmistir (Pinheiro vd., 2020). Bagka bir ¢aligmada ise pargacik boyunun 150 nm
civarinda olmasi vurgulanmistir (Revdekar ve Shende, 2021). Bu bilgiler dogrultusunda
en diisiik parcacik boyutuna sahip A-Blank kodlu formiilasyon ile caligmaya karar
verilmistir.

Bu tez ¢caligsmasinda hazirlanan tiim blank nanopartikiil formiilasyonlari i¢in negatif
zeta potansiyel sonuglart gozlemlenmistir. Zeta potansiyel sonuglar1 A-Blank, B-Blank,
C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlar i¢in -18.87 mV £ 0.15, -25.27 mV £ 0.57, -25.63 mV + 0.38, -23.55 mV
+0.07, -26.77 mV £ 0.72, -27.23 mV + 0.49, -28.80 mV =+ 0.06, -25.67 mV + 0.80 ve -
27.20 mV + 0.17 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.13. ve Sekil 5.20). A-Blank, B-
Blank, C-Blank, D-Blank, E-Blank, F-Blank, G-Blank, H-Blank ve I-Blank kodlu
formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.21., Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25.,
Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28. ve Sekil 5.29.’da Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan
zeta potansiyel sonug¢ raporlari negatif zeta potansiyel dagilimmi kanitlar niteliktedir.
Notr bir ortamda bulunan PLGA polimeri, yapisinda bulunan terminal karboksil gruplari
nedeniyle negatif yiizey potansiyeline sahiptir ve PLGA’nin bu 6zelligi hazirlanan
formiilasyonlarda elde edilen negatif zeta potansiyeli degerlerini agiklar niteliktedir
(Lima vd., 2018). Medikal nanopartikiil sisteminde elde edilen-5.0 ve -15.0 mV
arasindaki zeta potansiyel degerleri nanopartikiil sistemin flokiilasyonun sinir bélgesinde
oldugunu géstermekte olup ve -5.0 ile -3.0 mV arasindaki degerler bir nanosistem i¢in ise
maksimum flokiilasyon bolgesi oldugu daha once bildirilmistir (Miller vd., 2000). Bu
bilgi 15181nda optimum olarak secilen A-Blank kodlu formiilasyonun-18.87 mV + 0.15
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olarak elde edilen zeta potansiyel degeri sayesinde nispeten kararli olabilecegi sonucuna
varilmistir.

A-Blank kodlu etkin maddesiz formiilasyon optimum segildikten sonra etkin
maddeli formiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Ferulik asit yiiklii A-FA kodlu nanopartikiil
formiilasyonunun parcacik boyutu, parcacik boyutu dagilimi (PDI) ve zeta potansiyel
sonuclart sirastyla 174.70 nm + 0.89, 0.113 + 0.006 ve — 22.00 mV + 0.56 olarak elde
edilmistir (Bkz. Tablo 5.14., Sekil 5.30. ve Sekil 5.31.). Bu veriler 1s181inda ilk goze carpan
nokta etkin maddeli hazirlanan formiilasyonda pargacik boyutunda artisin tespit
edilmesidir. Literatiire gore, etkin madde enkapsiile edilmis nanosistemlerde pargacik
boyutunun etkin maddesiz blank formiilasyonlardan daha fazla olabilecegi
vurgulanmistir. Bu durum polimer gibi biiylik molekiillii yapilarin ilag etkin maddesini
enkapsiilleyerek nanopartikiil sistem meydana getirmesi ve boylece hazirlanan
nanopartikiil partikiil boyutunda artig olabilmesi olarak aydinlatilmistir (Ekambaram ve
Abdul, 2011; Oztiirk vd., 2019a). Tiim ¢alisma sonucunda ferulik asit yiiklii A-FA kodlu
nanopartikiil formiilasyonu optimum olarak se¢ilmis ve geri kalan tiim ¢alismalara A-FA

kodlu formiilasyon ile devam edilmistir.

6.3.2. Kriyoprotektan etki ve saklama kosullarinin belirlenmesi

Dondurarak kurutma, koloidal nanopartikiillerin uzun vadeli stabilitesini
gelistirmek i¢in 1yi1 bir teknik olarak kabul edilmistir. Bu sistemlerin sulu ortamdaki zay1f
stabilitesi, nanopartikiillerin klinik kullanimina kars1 gergek bir engel olusturmaktadir
(Abdelwahed vd., 2006). Nanopartikiiller sulu ortamda saklandiginda neredeyse tiim
avantajlarin kaybetip fiziksel instabilite (agregasyon/partikiil fiizyonu) ve/veya kimyasal
instabilite (nanopartikiilleri olusturan polimer malzemelerin hidrolizi, nanopartikiillerden
ilag sizintis1 ve depolama sirasinda ilacin kimyasal reaktivitesi) gibi dezavantajlarla
karsilagilmaktadir (Chacon vd., 1999; Auvillain vd., 1989). Bu sebeple ortamdan suyun
uzaklagtirilmasi gerekmektedir.

Liyofilizasyon igleminde nanopartikiil formiilasyonunu kuruma stresinden
(liyoprotektan) veya donma stresinden (kriyoprotektan) etkilenmesini engellemek ve
ayrica depolama sirasinda stabilitesini artirmak i¢in bazi 6zel ajanlar ilave edilmektedir.
Literatiirde dondurularak kurutulan nanopartikiiller i¢in kullanilan en popiiler
kriyoprotektanlar seker tiirevledir. Trehaloz, siikroz, glikoz ve manitol bu ajanlara 6rnek

olarak verilebilir (Abdelwahed vd., 2006).
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Bu tez kapsaminda optimum olarak seg¢ilen A-FA kodlu formiilasyonun dondurma
(Bkz. Tablo 5.15., Sekil 5.32 ve Sekil 5.33.) ve kurutma (Bkz. Tablo 5.17., Sekil 5.35 ve
Sekil 5.36.) asamalarindan sonra pargacik boyutunun degisimini onlemek ig¢in farkli
konsantrasyonlarda trehaloz ¢ozeltisi bir ¢aligma planlanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
taze hazirlanan ve santrifiije edilen partikiillerin yikama proseslerinin ardindan {izerine %
5.0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan trehaloz ¢o6zeltisinden 1 mL eklenip
vortekslenmis ve 12 esit kisima ayrilmis ve bu tiiplere sirasiyla % 5.0 a/h
konsantrasyondaki trehaloz ¢ozeltisinden 1. tiipe 0 pL, 2. tiipe 100 pL, 3. tipe 200 pL, 4.
tiipe 300 pL, 5. tiipe 400 pL, 6. tipe 600 uL, 7. tiipe 750 pL, 8. tiipe 900 pL, 9. tiipe
1050 pL, 10. tiipe 1300 pL, 11. tiipe 1450 pL ve 12. tiipe 1600 pL eklenmistir. Tim tiipler
- 20°C’de buzdolabinda dondurulmasinin ardindan liyofilizatorde liyofilize edilmistir.

Liyofilizasyon sonucu, liyofilize toz nanopartikiil formiilasyonlarinin tizerine 1 mL
distile su eklenip vortekslenerek dagitilmistir. Her tiip i¢in parcacik boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli Ol¢lilmiistiir. 0 pL trehaloz ¢ozeltisi, 100 pL trehaloz ¢ozeltisi, 200 pL
trehaloz ¢6zeltisi, 300 pL trehaloz ¢ozeltisi, 400 pL trehaloz ¢6zeltisi, 600 pL trehaloz
¢ozeltisi, 750 pL trehaloz ¢ozeltisi, 900 pL trehaloz ¢ozeltisi, 1050 pL trehaloz ¢ozeltisi,
1300 pL trehaloz ¢ozeltisi, 1450 pL trehaloz ¢ozeltisi ve 1600 pL trehaloz ¢ozeltisi
eklenen tiiplerde liyofilizasyon sonrasi elde edilen pargacik boyutlar: sirasiyla 532.50 nm
+ 3.48, 361.47 nm + 10.89, 350.47 nm + 4.97, 288.43 nm + 7.21, 267.50 nm £ 7.10,
239.47 nm + 10.20, 238.60 nm + 6.95, 252.03 nm =+ 2.86, 205.80 nm + 0.97, 187.62 nm
+2.34, 174.33 nm + 1.27 ve 174.06 nm + 2.04 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.17.
ve Sekil 5.35.). Bu sonuglar dogrultusunda 1450 pL trehaloz ¢ozeltisinin dondurarak
kurutma isleminden sonra pargacik boyutunun sabit tutulmasi i¢in yeterli olduguna karar
verilmistir. 1450 pL trehaloz ¢ozeltisinin eklendigi analizde parcacik boyut dagilimi
degerlerinin (Bkz. Tablo 5.17. ve Sekil 5.35.) ve zeta potansiyel degerlerinin (Bkz. Tablo
5.18. ve Sekil 5.37.) taze formiilasyonun degerlerine benzer olmasi 1450 pL trehaloz
¢Ozeltisinin kullanilmasinin taze formiilasyonun 6zeliklerinin degismemesi i¢in yeterli

oldugu sonucuna varilmstir.

6.3.3. Gastrointestinal stabilite degerlendirme

Kisa siireli gastrointestinal kararlilik ve In vitro salim profillerinin daha iyi
anlasilmasi igin tez kapsaminda optimum olarak se¢ilen A-FA kodlu formiilasyonun

stabilitesi farkli gastrointestinal ortamlarda 37 °C'de analiz edilmistir. Bu analizler 24 saat
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boyunca pH 1.2 HCI tamponu, pH 6.8 fosfat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu ve distile
su icinde gergeklestirilmistir. PLGA gibi hidrolitik bozunabilir polimerlerden olusan
nanopartikiil sistelerin zamanla bozundugu bilinmektedir. Sicaklik ve pH'm ilaglarin uzun
siireli stabilitesi {izerinde ¢ok dnemli etkileri oldugu bildirilmistir (Oztiirk vd., 2018).
Yapilan analizler sonuglari incelendiginde (Bkz. Tablo 5.19. ve Sekil 5.38.) pH 6.8
fosfat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu ve distile su iginde bulunan nanopartikiillerin
parcacik boyutlarinin daha yavas ve az arttif1 tespit edilmistir. Ote yandan pH 1.2 HCI
tamponunda bulunan nanopartikiillerin parcacik boyutu sifirinct zamana goére daha ¢ok
artmis ve 24. saatin sonunda 419.7 + 34.2 degeri elde edilmistir. Bu tez ¢alismadasinda
hazirlanan A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonun pH 1.2 HCI tamponunda hizli
degredasyonla ve diger ortamlarda yavas degredasyonla par¢alandigi sonucuna varilabilir

(Oztiirk vd., 2019a; Oztiirk vd., 2019b).

6.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi

Bu tez kapsaminda hazirlanan A-FA kodlu formiilasyonun enkapsiilasyon etkinligi
%76.48 + 3.12 olarak elde edilmistir. A-FA kodlu formiilasyon i¢in elde edilen yiiksek
ve ideal % EE degerleri, ferulik asitin su fazina olan diisiik afinitesi ve boylece organik
faza go¢ etme egiliminde olan lipofilik kimyasindan dolay1 oldugu seklinde agiklanabilir
(Duran-Lobato vd., 2015). Yiiksek % EE belirli bir doz i¢in daha diisiik miktarda
nanopartikiilin hastaya uygulanma avantajin1 saglar (Martin-Banderas vd., 2012;
Panyam vd., 2004). Literatiire gore enkapsiilasyon etkinligi i¢in elde edilen %76.48 +

3.12 degeri oral uygulama i¢in ideal oldugu sdylenebilir.

6.3.5. In vitro dissoliisyon

Ferulik asit ile ilgili literatlire girmis daha onceki ¢alismalarda yiizey etkin madde
iceren ve icermeyen pH 7.4 PBS ortaminin salim ve dissoliisyon ortami olarak secildigi
goriilmistiir (Srinivasan vd., 2007; Mota vd., 2008). Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen
gastrointestinal stabilite degerlendirme ¢aligmasi ve literatiir bilgisi 1s1¢1indan dissoliisyon
testinin % 1.0 Tween 80 iceren pH 7.4 PBS ortaminda yapilmasina karar verilmistir. Bu
tez calismasi1 kapsaminda yapilan dissoliisyon testinde saf ferulik asit, % 1.0 Tween 80
iceren pH 7.4 PBS ortaminda birinci saatin sonunda % 89.3 + 7.9, ikinci saatin sonunda

ise % 98.2 + 1.3 salim oran1 gostermistir. Ugiincii saatin sonunda % 99.6 + 0.3 salim
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orani ile ferulik asitin neredeyse tamami1 % 1.0 Tween 80 iceren pH 7.4 PBS ortaminda
salinmustir (Bkz. Tablo 5.20. ve Sekil 5.39).

Ferulik asit iceren A-FA koldu nanopartikiil formiilasyonundan ferulik asit salim
oranlarina bakildiginda 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 9, 12 ve 24. saatlerin sonunda sirastyla % 10.5
+4.3,% 20.4 £ 5.6, % 27.6 £2.7, % 33.8 £ 4.6, % 35.6 £ 3.3, % 40.9 + 6.6, % 44.8 +
5.2,%48.7+5.1,% 51.1+4.2 ve % 68.9 + 4.9 degerleri elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.20.
ve Sekil 5.39). Literatiire incelendiginde A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonundan
ferulik asit salimi saf ferulik asit ile karsilagtirildiginda, A-FA kodlu nanopartikiil
formiilasyonun daha yavas ve 24 saatlik bir uzatilmis salim yaptig1 oldukga agiktir

(Raman vd., 2022; Senthil Kumar vd., 2020).

6.3.6. Salim Kinetigi

Dissoliisyon testi sonucunda elde edilen salim verileri ve kiimiilatif salim profilleri
belirlendikten sonra, salim kinetiginin aydinlatilmas1 agisindan ¢ok 6nemli ve popiiler
dort kriteri belirlemek i¢in tiim dissoliisyon verileri DDSolver programina aktarilmistir.
Bu 6nemli dort kriter korelasyon katsayis1 (1?), diizeltilmis korelasyon katsay1s1 (ragjusted),
Model segme kriteri (MSC) ve Akaike bilgi kriteri (AIC)’dir. Degerlendirmede en yiiksek
%, radjusted, MSC degeri ile en diisiik AIC degeri baz alinmistir. Programda Sifirinci-
derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirinci derece (Fo), Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag),
Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi, Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo),
Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-Peppas (Tiag), Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell,
Hixson-Crowell (Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale
(Tiag), Peppas-Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag),
Quadratic, Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2, Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri
incelenmistir (Zhang vd., 2010; Zuo vd., 2014).

A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonundan ferulik asit salim kinetiginin Peppas-
Sahlin ve Weibull modelleri i¢in ¢ok benzer olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 5.21.). Baska
bir deyisle, Peppas-Sahlin modeli ve Weibull modeli arasinda yiiksek korelasyon
gbzlenmistir. Bu nedenle bu ¢alismanin sonuglari nanopartikiillerden, ferulik asit
saliminin tek bir mekanizmayla degil, Fickian (saf difiizyon fenomeni) ve Fickian
olmayan salinim (nanopartikiiller arasindaki polimer zincirlerinin gevsemesi) ile esas
olarak kontrol edildigini gostermektedir. Literatiir incelendiginde benzer sonuglara
rastlanmaktadir (Yang vd., 2019).
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6.4. Kat1 hal karakterizasyonlari
6.4.1. Termal analiz

Formiilasyonlar i¢in termal geg¢is profilini gosteren DSC termogramlarindan
enkapsiilleme isleminin basarili yapildigina yonelik kanitlar ¢ikarilabilir (Panwar vd.,
2016). Bu amagla bu tez ¢alismasi kapsaminda saf ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu bos
formiilasyon, ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon ve fiziksel karigim i¢in termal
analiz incelmesi yapilmis ve DSC egrileri/termogramlari elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.67.-
5.71). Saf ferulik asit sirasiyla 172.66°C’de erime piki sergilemistir (Bkz. Sekil 5.67.).
Literatiir incelendiginde bu karakteristik endotermik erime piki ferulik asit i¢in uygundur
(Romeo vd., 2021) A-Blank (Bkz. Sekil 5.69.) ve A-FA (Bkz. Sekil 5.70) kodlu
formiilasyonlarda endotermik tepe noktasi /erime noktasi sirasiyla 49.22°C ve 50.94°C'de
gbzlenmistir, bu pikler PLGA'nin cams1 gegis sicakliginin bir gostergesidir (Oztiirk vd.,
2019c). Fiziksel karisimda ise hem ferulik asitin karakteristik erime pikleri hem de
PLGA’nin cams1 gegis sicakligina ait pikler gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5. 71). Ferulik
asit’in erime pikinin A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun termograminda
kaybolmasi, ferulik asitin amorf durumda enkapsiile edildigini ve polimerik yap1 i¢cinde
molekiiler olarak dagildigini gostermistir (Bkz. Sekil 5.70.) (Abdelghany vd., 2019;
Yurtdas Kirimlioglu ve Oztiirk, 2020). Ayrica termogram, ferulik asitin ve polimerler
arasinda bir etkilesim olmadigin1 gostermistir. Elde edilen bu veriler 6nemlidir, ¢iinkii
ilacin molekiiler dispersiyon formundaki varlig1 uzatilmis salim 6zelligine yardimer olur

(Bkz. Sekil 5.70.) (Nair vd., 2011).

6.4.2. FT-IR analizleri

Bu tez calismasi kapsaminda enkapsiilasyonu ve kimyasal etkilesimleri belirlemek
icin saf ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu bos formiilasyon, ferulik asit yiiklii A-FA
kodlu formiilasyon ve fiziksel karisim i¢in FT-IR analiz incelmesi yapilmis ve FT-IR
spektrumlari elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.72.-Sekil 5.76.) Saf ferulik asit, -OH gerilme
titresimleri igin tipik olan 3435.22 cm™'de bir tepe noktasi gdstermistir. 3014.74 cm™
civarindaki absorpsiyon bantlari, alkan gruplarinin varligina karsilik gelmektedir. C=0
karbonil grubu i¢in 1687.71 cm™deki bant ve C-O grubu igin 1265.30 cm™'deki bant
gdzlenmistir. 1598.99 cm™ ve 1508.33 cm™'deki sinyaller aromatik halkanin titresimiyle

iliskiliyken, 1200.00 cm™ etrafindaki tepe C-OH esnemesi icin tipiktir ve son olarak
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1033.85 cm™'deki bant metoksit O-CH3 gerilmesi igin tipiktir. Bu veriler dogrultusunda
saf ferulik asitin FT-IR spektrumu literatiir ile uygun bulunmustur (Bkz. Sekil5.72.)
(Merlin vd., 2012; Panwar vd., 2016). PLGA’nin spektrumu incelendiginde PLGA’a ait
karakteristik absorpsiyon bantlar1 farkedilmistir. 3346.50 cm™deki bantlar hidroksil
gruplart igin tipik olup 2999.31 cm™’deki bantlar C-H alkan gruplar icin titresime
karsilik gelmektedir. C=0O karbonil grubu ig¢in karakteristik gerilme tepe noktalari
1753.29 cm¥'de gozlenmistir. 1300 ile 1400 cm™ arasindaki bantlar C-H alkan
gruplarmin egilme titresimi icin olup, 1271.09 cm™ ile 1089.78 cm™ arasindaki bolgedeki
bantlar ise C-O titresimi i¢in karakteristiktir. Bu veriler dogrultusunda PLGA’nin FT-IR
spektrumu literatiir ile uygun bulunmustur (Bkz. Sekil 5.73.) (Romeo vd., 2021).

Etkin maddesiz A-Blank kodlu formiilasyonun FT-IR spektrumu PLGA ile benzer
olarak elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.74.). Fiziksel karisimda ise hem ferulik asit’e hem de
PLGA’a ait karakteristik pikleri gézlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.76). DSC sonuclarinda
destekledigi gibi polimerik matrislerde ferulik asitin molekiiler dagilimin1 gosteren, A-
FA kodlu ferulik asit yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun spektrumlarinda belirgin
ferulik asit piklerinde belirgin azalma goriilmiistiir ve bu durum ferulik asitin polimerik
yap1 i¢inde enkapsiilasyonunu dogrulamistir (Bkz. Sekil 5.75.) (Gamisans vd., 1999;
Vega vd., 2008).

6.4.3. ITH-NMR analizleri

Bu tez caligmasi kapsaminda saf ferulik asit, PLGA, A-Blank kodlu bos
formiilasyon, ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon ve fiziksel karisim i¢in *H-NMR
analiz incelmesi yapilmis ve *H-NMR spektrumlar1 elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.77-5.81).
Ferulik asit ile yapilan bir ¢calismada ferulik asit’e ait spesifik pikler 7.49 ppm, 7.20 ppm,
7.08 ppm, 6.69 ppm, 6.37 ppm ve 3.82 ppm’de gozlendigi vurgulanmistir (Narayanan
vd., 2020). Ferulik asite ait *H-NMR spektrumu incelendiginde literatiir ile uygun
bulunmustur (Bkz. Sekil 5.77.). Bu tez ¢alismasinda etkin maddesiz hazirlanan blank
formiilasyonun (A-Blank) *H-NMR analizinden elde edilen spektrumun, saf polimerin
(PLGA) spektrumu ile benzerlik gostermis ve ferulik asite ait spesifik piklerin geldigi
ppm noktalar1 ve araliklarinda bir pike rastlanmamustir (Oztiirk vd., 2019c). Etkin
maddeli hazirlanan A-FA kodlu formiilasyonda ferulik asite ait karakteristik pikler
gozlenmis fakat yogunluk azalmistir (Bkz. Sekil 5.80.). Ferulik asitin molekiiler dagilimi

ve konsantrasyon ile orantili olarak az yogunluklu karakteristik ppm degerlerinde pik
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vermesi ferulik asitin molekiiler olarak polimerik yapinin i¢inde dagildig: diisiiniilmiistir.
Bu durum aynmi1 zamanda ferulik asitin basarili bir sekilde nanopartikiillere yiiklendigi

seklinde yorumlanmistir (Senel ve Oztiirk, 2019).

6.5. Biyolojik aktivite calismalari

Ferulik asitin antioksidan etkisi, bagirsak iskemisi, kanser, kardiyovaskiiler ve cilt
hastaliklar1, diyabet, tekrarlayan giiriiltiiye maruz kalmaya bagh koklear oksidatif hasar
ve insan dermal fibroblastlarinda oksidatif hiicresel stres gibi ¢esitli akut ve kronik
patolojilere karst dogrulanmistir. Ayrica, FA'nin serbest radikal siipiirme aktivitesi,
ozellikle Alzheimer hastaligi olmak lizere g¢esitli ndrodejeneratif patolojilere karsi test

edilmistir (Sgarbossa vd., 2015).

T1p alanindaki cesitli bulgular, serbest radikal iiretimi ile iliskili bir dizi hastaligin
baslangicini bildirmektedir. Oksidatif stres, serbest radikaller olarak adlandirilan reaktif
molekiillerin viicutta biriktigi ve oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir bu durum
sagliksiz yasam tarzlari, kmyasal maruziyeti, kirlilik, sigara, uyusturucu kullanimi, bazi
hastaliklar ve stres gibi ¢esitli faktorlerle iliskilidir. Oksijen, ¢esitli biyolojik olaylarda
hayati bir rol oynar, ancak oksidatif olaylarla hiicre i¢i hasar1 da yogunlastirabilir. Oksijen
ana enerji kaynagidir ve mitokondri tarafindan tretilen adenozin trifosfatin (ATP) bir
sonucu olarak serbest radikaller olusur. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot
tiirleri (RNS), hiicresel redoks stirecleriyle elde edilen ana iiriinlerdir. Hiicrelerin i¢indeki
hassas dengelerine bagli olarak, bu reaktif tiirler faydali veya toksik bilesikler olabilir.
Diisilk veya orta seviyelerde, reaktif tlirler hiicresel redoks sinyali ve bagisiklik
fonksiyonu tizerinde yararl etkiler gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif stres
tiretebilir ve hiicresel fonksiyon ve yapilarina zarar verebilecek zararli bir siirege neden
olabilir. Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyebilen ve hiicresel redoks dengesini
koruyabilen oksidatif strese neden olan hasar insidansim1 azaltmaya yardimeci olan
maddedir (Di Carlo vd., 2012; Chauhan V. ve Chauhan A. 2006). Antioksidanlarin
eksojen tiikketiminin insan saghgi iizerinde yararli etkiler {iretebilecegini ve
norodejeneratif bozukluklar da dahil olmak iizere serbest radikal kaynakli hastaliklarin
insidansini azaltmada etkili oldugunu bilinmektedir (Sgarbossa vd., 2015). Oksidatif
stresin alzheimer noropatolojisine katkida bulundugu tespit edilmistir (Markesbery,

1997). Bu sebeple bu calisma kapsaminda hazirlanan A-FA kodlu nanopartikiil
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formiilasyonu ile hem antioksidan aktivite ¢alismalart hem de anti-alzheimer etkinlik

caligsmalar1 yapilmstir.

Antioksidan aktivite sonuglara gore ferulik asit yiiklii A-FA kodlu nanopartikiil
formiilasyonu kuvvetli DPPH serbest radikal siipiiriici, ABTS®" katyon renksizlestirici
ve rediikleyici antioksidan aktivite gostermistir (Bkz. Tablo 5.22., Tablo 5.23., Tablo
5.24.)

AChE ve BChE inhibisyonu, beyinde - amiloit birikimini azaltmak ve asetilkolin
kullantminm1 arttirmak suretiyle Alzheimer hastaliginin etkili tedavisinde hedeftir
(ilhamErdéz vd., 2021). Bu tez kapsaminda hazirlanan A-FA kodlu optimum
formiilasyonun alzheimer hastaliginda kullanilma potansiyelinin arastirilmasi i¢in AChE
inhibitdr etki ve BChE inhibitér etki calismalar1 yapilmistir. AChE inhibitor etki
calismasinda ferulik asit yiiklii A-FA kodlu formiilasyon ICso degeri 121.65 pg.mL?
olarak elde edilmis olup BChE inhibitdr etki ¢aligmasinda ICso degeri 419.46 pg.mL™*
oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak anti-alzheimer aktivite sonuglarmma gore
asetilkolinesteraz inhibitorii olan Donepezil HCI ile karsilastirildiginda A-FA kuvvetli
anti-AChE aktivite gostermistir (Bkz. Tablo 5.25. ve Tablo 5.26.).

Oksidatif stres nedeniyle olusan serbest radikallerin beyinde néron ve metal
akiimiilasyonuna verdigi hasar alzheimer patojeneziyle dogrudan iligkilidir. Alzheimer’e
kars1 kullanilan terapotik bir ajanin hem AChE inhibitorii, hem de antioksidan o6zellige

sahip olmasi tedavide 5nem tasimaktadir (ilhamErdz vd., 2021).
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7. SONUC

Antioksidan 6zellige sahip maddelerin bircok hastalik ve oOzellikle alzheimer
hastalig1 tedavisinde olumlu etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda
ferulik asit yiikliit PLGA bazli nanopartikiiller ‘nanogoktiirme’ yontemi ile hazirlanmis ve
sulu faz iceriginde bulunan Poloksamer 188 konsantrasyonun ve organik faz i¢eriginde
bulunan Span 60 konsantrasyonun nanopartikiil 6zellikleri tizerine etkisi incelenmistir.
Artan Poloksamer 188 ve Span 60 konsantrasyonu pargacik boyutunda artma tespit
edilmistir. Tespit edilen nokta ve fazla ekspiyan kullanilmamasi adina A-Blank kodlu
formiilasyon optimum se¢ilmis ve ferulik asit ytiklii hali hazirlanmistir. Ferulik asit ytiklii
A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonunun parcacik boyutu 174.70 nm + 0.89 olarak
elde edilmis ve 0.113 £ 0.006 PDI degeri ile formiilasyonun monodispers oldugu
kanitlanmigstir. Zeta potansiyel degeri -22.00 mV = 0.56 elde edilmis ve uzun siire kararl
olabilecegi sonucuna varilmistir. A-FA kodlu formiilasyonun {izerine trehaloz etkisi
degerlendirilmis ve saklama kosullar1 ortaya ¢ikmigtir. Gastrointestinal sivilarda yapilan
24 saatlik stabilite testinde ise A-FA kodlu formiilasyonun asidik ortamlarda daha hizli
degrade oldugu sonucuna varilmistir. Ferulik asitin su fazina olan diisiik afinitesi ve
boylece organik faza go¢ etme egiliminde olmasindan dolayr yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi elde edilmis ve kapsiilleme verimliligi %76.48 + 3.12 olarak elde edilmistir. A-
FA kodlu nanopartikiil formiilasyonundan ferulik asit salimi saf ferulik asit ile
karsilastirildiginda, A-FA kodlu nanopartikiil formiilasyonun daha yavas ve 24 saatlik bir
uzatilmis salim yaptig1 belirlenmistir. DDSolver ile elde edilen sonuglar dogrultusunda
Peppas-Sahlin modeli ve Weibull modeli arasinda yiiksek korelasyon gdzlenmistir ve
salim kinetikleri spesifik tek bir mekanizma ile degil, Fickian ve Fickian olmayan birlesik
bir mekanizma tarafindan olustugu sonucuna ulasilmistir. DSC, FT-IR ve 1H-NMR
analizleri ile enkapsiilasyon kanitlanmistir. A-FA kodlu formiilasyon farmasétik teknoloji
acisindan karakterize edildikten sonra biyolojik aktivite caligmalar1 gerceklestirilmistir.
Antioksidan aktivite sonuglarina gore ferulik asit yiiklii A-FA kodlu nanopartikiil
formiilasyonu kuvvetli DPPH serbest radikal siipiiriicii, ABTS®*" katyon renksizlestirici
ve rediikleyici antioksidan aktivite gostermistir. Anti-alzheimer aktivite sonuglarina gére
asetilkolinesteraz inhibitorii olan Donepezil HCI ile karsilastirildiginda A-FA kuvvetli
anti-AChE aktivite gostermistir. Alzheimer’e karsi kullanilan terapdtik bir ajanin hem
AChE inhibitorii hem de antioksidan 6zellige sahip olmasi tedavide 6nem tasidigindan

bu tez ¢aligmasinda hazirlanan formiilasyonun hem oksidatif stres kaynakli hastaliklarin
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hem de alzheimer tedavisinde umut vadettigi sonucuna varilmistir. Calismanin ileriki
asamalarinda A-FA kodlu formiilasyonun uzun siireli kararlilik testleri, kan beyin engeli
gecis calismalari, anjiyogenez ¢alismalari, farkli bir tagiyici sisteme eklenmesi ve farkl

in vivo alzheimer modelleri ile karakterizasyonu planlanmaktadir.
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