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SOYUT MAKALE GEGCMIST

Cali sma, suda ¢bziinmeyen resveratroliin stabilitesini, oral biyoyararlani mi ni  ve antiradikal aktivitesini iyilestirmek igin 30 Ocak 2021'de ali ndi
resveratrol ve himik asitle birlikte kapsullenmis koloidal polimerik nanotasi y1 ci lari nformilasyonunu ve optimizasyonunu 6 Agustos 2021'de revize edildi
amaglamaktadi r. Eudragit E100 polimerik malzeme, emiilsifikasyon-difiizyon-buharlasti rma yéntemi kullani larak 6 Agustos 2021'de kabul edildi
resveratrol ve himik asit birlikte kapsullenmis oral koloidal polimerik nanotasi y1 ci lari (Res-HA-co-CPN'ler) imal etmek
icin kullani Id1 . Taguchi ortogonal dizi tasari mi , formulasyon faktérlerinin in vitro fizikokimyasal 6zellikler Gzerindeki
etkisini kontrol etmek icin kullani Idi . Optimize edilmis formulasyon ayri ca oral biyo mevcudiyet ve ayri ca antiradikal polimerik nanotast yi < lar;
potansiyel agi si ndan degerlendirildi. Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, ortalama parcaci k boyutu, 120,56 + 18,8 nm; oral biyoyararlani m; radikal
polidispersite indeksi, 0.122; zeta potansiyeli, +38,25 mV; ve yakalama verimliligi, %82,37 + 1,49. Kati hal karakterizasyonu, siipirme etkinligi
optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin amorf karakteristigini dogruladi . Res-HA-co-CPN'lerin in vitro sali m profili, 48 saate

kadar siirekli sali mdavrani si gésterdi ve CPN'lerin buzdolabi nda 6 ay boyunca stabil kaldi § bulundu. in vivo

farmakokinetik cali smalar, oral biyoyararlani mda 62.76 katli k énemli (p < 0.05) iyilesme oldugunu ortaya koydu. Radikal

yakalama aktivitesinin zamanla artti g1 ve 72 saat sonra saf Res'e benzer oldugu bulundu. IC50 degerlerinin zamanla

azaldi @1 bildirildi. Bundan béyle, gelistirilmis Res-HA-co-CPN'lerin, resveratroliin stabilitesini, oral biyoyararlani mi ni ve

antiradikal aktivitesini artti rmak igin yeterli bir dozaj formu oldugu kani tlanmi sti r.

ANAHTAR KELIMELER

resveratrol; humik asit; kolloidal

ONE CIKANLAR

Resveratrol-humik asit birlikte kapstllenmis kolloidal polimerik nanotasi yi1 ci lar (Res-HA-co-CPN'ler), emiilsifikasyon-
difizyon-buharlasti rma yontemiyle Uretildi ve Taguchi ortogonal dizi tasari mi ile optimize edildi.

Res-HA-co-CPN'ler, kiresel ve plrizsiz bir ylzey ile elverisli ortalama pargaci k boyutu ve yiizde kapsulleme verimliligi

ortaya koydu.
Res-HA-co-CPN'ler, Res'in diftizyon kontrollti sali mi gosterdi ve buzdolabi nda 6 ay boyunca stabil oldugu bulundu.

Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, saf Res ve PM'ye gére 6nemli dlclide (p < 0.05) daha yiksek oral biyoyararlani m
gosterdi.
Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, zamana gdre daha ylksek radikal temizleme aktivitesi gosterdi.

1. Girig siyahi msi  renktedir ve asidik kosullar alti nda (pH < 2) ¢6ziinmez, ancak

daha yiksek pH'ta serbestge ¢6zinir.

Himik asit (HA), zengin bir shilajit kaynagi ve dogal organik maddelerin en
Resveratrol (Res), dogal olarak olusan, flavanoid olmayan bir poli fenolik

hakim ki smi olarak hiimik maddeler kategorisine girer (Kong ve digerleri,
1987; Acharya ve digerleri, 1988).
Himik maddeler her yerde bulunur: toprakta, nehirde ve kanalizasyon suyunda

fitoaleksindir ve izim, yemis, yer fi sti § gibi ¢cok say! da bitki tird ve ¢ok
cesitli yiyecek kaynaklari tarafi ndan zararli veya mantarsaldi rn si na

ve makromolekuler negatif yukli polielektrolitlerde. Yogun gali smalar, himik karsi tepki olarak sentezlenir (Fremont 2000).

maddeleri, temel olarak yaklasi k %60-80 orani nda humustan ve benzoik asit, Son zamanlarda Res'in antioksidan aktivite (Kristl ve ark. 2009), kardiyovaskuler

hippurik asit, yag asidi, ellagik asit, recine, triter kalemler, steroller, aromatik (Vella ve ark. 2008), trombosit agregasyonu (Pace-Asciak ve ark. 1995),

karboksilik asit, amino gibi diger bilesenlerden olusan kurucu bilesenler olarak ~ INflamatuar hastali klar (Kang ve ark. 2009) ve giiclti kanser dnleme (jiang ve
vurgulami sti r. asitler, 3-4 benzo kumarinler ve fenolik lipitler (Agarwal ve ark. ~ ark. 2017). Bununla birlikte Res'in , zay1 f suda ¢6zundrlGga (3 mg/100 ml)
2007; 2010). HA'ni n ortalama molekdler agi rli g ni n 6500 Da oldugu nedeniyle (Lu et al. 2009 ; Shah et al. 2009; Shah et al. 2009; Shah et al. al. 2014),

bildirilmektedir (Ghosal 2003). HA, suda az ¢ozlinen aktif molekiiller icin guicli hi zli metabolizma ve zay! foral

bir biyo-guclendirici olarak hizmet eder. HA koyu kahverengiden olusur
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biyoyararlani m (yaklagi k <%1) (Baur ve Sinclair 2006). Oral uygulamadan
sonra Res'in plazma yari  dmranin 15 dakika oldugu rapor edilmistir
(Emilia Juan ve digerleri 2002; Walle ve digerleri 2004), bu da ilag
endustrisindeki kullani mi nisi ni rlamaktadi r.

Sonug olarak, Res'in yukari da belirtilen si ni rlamalari ni n

Ustesinden gelmek icin, terapétik uygulamasi ni - gelistirmek igin b-

siklodekstrin dahil etme kompleksleri, lipozomlar, mikro- ve nanoemdlsiyonlar

teknigi, kati -lipid nano-tasi y1 c1 lar ve biyolojik olarak parcalanabilen
polimerik nanopar gibi ¢esitli stratejiler dikkate ali nmi st r. tikler (Amri

ve digerleri 2012; Gupta ve Gupta 2017). Bu stratejilerin, Res'in sulu
¢6zunurlagund ve biyoyararlani m yetenegini bir dereceye kadar iyilestirdigi
bulunmustur. Bununla birlikte, cdmelme kapsilleme verimliligi, ylksek

st zi nti
acl gi
2019). Bu nedenle, bu ¢ali smada, suda ¢6zinmeyen aktif molekuller (Res
ve HA) ile birlikte kapsullenmis yenilikci polimerik nanotasi y1 a lar
gelistirdik, bu da Res'in ¢ézlnurluglnan ve oral biyoyararlani mi ni n
artmasi na neden oldu. Kolloidal polimerik nanotasi y1 c1 lar (CPN'ler),
oral biyoyararlani mi , stabiliteyi, tolere edilebilirligi ve icinde kapsillenmis
suda ¢6zunurligu az olan ilaglart n etkinligini artti rmadaki énemli
yeniilag tasi yr c
onemli bir ilgi uyandi rdi (Anderson ve digerleri, 1989; Barzegar) -Jalali
ve digerleri 2012; Gupta ve digerleri.

2012). CPN'lerin kiiguk boyutlart , blyuk bir ytzey alani
saglar veilaci n gastrointestinal ortamdan korunmasi , biyo aktivitenin

orani , minimum stabilite ¢cali sma verileri ve guvenlik endisesi,
optimize etmek i¢in en 6nemli zorluklardi r (Intagliata ve ark.

basari lari ndan dolay! tagt y1 a lararasi nda

/ hacim orani

iyilestirilmesi ve oral biyoyararlani m gibi hedef dokuda etkiyi daha da
siirdiren oral biyoyararlani m gibi say1 si z avantaj sunar. Odeyen
yamalari n M-hucreleri yoluyla lenfatik ak mi n ardi ndan ilk gegis
metabolizmasi (Sharma ve ark.

2015; Tar1 kve ark. 2015).

CPN'lerin gelistiriimesinde, polimerler, Res'in yani
ani nda birlikte kapsullenmesi icin ve bir CPN olarak hareket etmek igin
kullani I r. Eudragit E100 (EE100), oral ilag dagr tt mi icin CPN'leri
formile etmek icin tekrar tekrar kullani Imi st r. EE100, si rasi yla 1:2:1
orani nda metil metakrilat, N, N-dimetilaminoetil metakrilat ve butil
metakrilat monomerlerinin pozitif yikld, biyolojik olarak parcalanamayan

st raHA'nI n

bir kopolimeridir (Chaurasia ve digerleri 2016). Kontrolli sali ni mi ve
mukoadezif davrani si nedeniyle, Res'in biyoyararli i @ ni ve radikal
yakalama potansiyelini iyilestirmek icin hem Res hem de HA'y1  birlikte

kapsulleyen geg oral CPN'leri formiile ettigi gosterilmistir. Ayri ca,
anladi g1 mi zkadari yla, CPN'ler icinde birlikte kapsullenmis Res'in
biyoyararlani mi ni ve radikal siplrme aktivitesini arti rmak igin bir
biyo-gii¢lendirici olarak HA'y1 iceren hicbir bilimsel literattr yoktur.

Bu perspektifte, mevcut arasti rma, oral biyoyararlani mi nyani
si ra antiradikal aktivitenin artti 1 Imasi icin Taguchi ortogonal dizi
(TOA) tasart mi kullani larak Res-HA ko-kapsulli CPN'lerin (Res-HA-co-
CPN'ler) gelistirilmesi ve degerlendirilmesine odaklanmi sti r. Res. TOA,
Res-HA-co CPN'leri optimize etmek igcin bagi msi z deg@iskenlerin bagr mh
faktorler Gzerindeki etkisini incelemek icin kullani Idi . Ayri ca optimize
edilmis Res-HA-co-CPN'ler morfoloji, fiziksel durum, in vitro sali m, stabilite
cali smasi , invivo farmakokinetik cali sma ve ayr1 ca antiradikal aktivite
agl si ndan degerlendirildi.

2. Malzemeler ve yéntemler

2.1. Malzemeler

Resveratrol, Cayman Chemical Company, ABD tarafi ndan saglandi .
Himik asit, ABD'de Alfaaser'den sati nali nmi sti r. EE100 ve Poloxamer
188 (PLX188), sI rasi yla Evonik Degussa, Mumbai ve Mankind Pharma
Ltd., Okhla, Hindistan'dan hediye numunesi olarak alil nmi sti r. Tim

cali smalarda NanofreeTM dereceli su (Barnstead, Dubuque, IA)

kullani Idi . ABTS+ ve potasyum persiilfat

Sigma-Aldrich, ABD'den sati nali nmi sti r.Kullani lan diger tim
kimyasallar ve ¢cézuculer analitik safli ktaydi .

2.2. Fiziksel kart st mi nhazi rlanmasi

Homojen bir PM elde etmek icin Res, HA, EE100 ve PLX188'i 10 dakika
boyunca elle kari sti rarak esit molar kutle orani nda fiziksel kari s1 mi
(PM) hazi rlamak i¢in harg ve tokmak yontemi kullani Idi . Hazi rlanan
homojen PM, 40# elekten gegirildi ve bir sonraki isleme kadar bir desikatérde
saklandi .

2.3. Res-HA-co-CPN'lerin hazi rlanma yontemi

Res-HA-co-CPN'leri hazi rlamak igin cift emulsifikasyon-difuizyon-

buharlasti rma yontemi benimsenmistir (Gupta ve Kumar 2012; Chaurasia
ve dig. 2014; 2016; Kumar ve dig. 2017). Ki saca, esit oranda Res:HA ve
belirli miktarda EE100, 4 ml etil asetat icinde ¢6zUldU. Dahili organik faz
solventi (etil asetat), PLX 188 sollisyonu iceren harici sulu faza enjeksiyon
yoluyla yavasca ilave edildi ve kari s1 m daha sonra bir dijital tst

kart sti n c (Dhian Scientific, M30, Guney Kore) kullani larak 8000-10
000 rpm'de kart sti i Idi .10 dakika Ek olarak kari si m, y/s emiilsiyonu
olusturmak lzere etil asetati tamamen buharlasti rmak icin manyetik
kart sti n a kullani larak odasi cakli g1 nda 24 saate kadar surekli
olarak kari sti r Idi . Res-HA-co-CPN'ler, 0.45 mm'lik bir filtreden stiztldi
ve sUpernatani ayl rmak icin 60 dakika boyunca 12 000 g'de santrifujlendi
(Sogutmali  santrifij RC 4100 F, Eltek, Mumbai, Hindistan). Res-HA-co-
CPN'ler daha sonra NanopureTM su kullani larak ti¢ kezyi kandi . Son
olarak, taze hazi rlanmi s Res-HA-co-CPN'ler, bir derin dondurucu (86 C
ULT dikey dondurucu, Thermo Scientific, Almanya) kullani larak 50°C'de 12
saat boyunca derin dondurulmus ve daha sonra liyofilize edilmistir
(LABCONCO, ABD) 45 Csi cakh k ve 36 saate kadar 0,08 mbar basi ng.
Ayri  ca liyofilize edilmis Res HA-co-CPN'ler sonraki islemlere kadar amber
renkli cam sisede saklandi .

2.4. 19 Taguchi ortogonal dizi tasari mi

On denemelere dayanarak, Taguchi ortogonal dizi tasari mi1 (L9; 34)
kullani larak bagr msi zvebagd mh faktorler secildi ve Tablo 1'de
gosterildi. Gelistirilen tasari mlar dizenlendi ve anahtar bagr msi z
faktorlerin etkileri arasti ri larak formullerin istatistiksel optimizasyonu
icinyani tlari tahmin edildi. en az sayr da deneysel ile birlikte arzu edilen
tepkiler Gzerindeki faktérler (Jahanshahi ve ark. 2008). En olumlu yani tlara
sahip tum anahtar bagi msi z faktorler, varyans analizi (ANOVA) tablolari
kullani larak en az degiskenlige sahip deneysel ayarlari n tahmin
edilmesiyle belirlendi. Bagr mh faktdrlerin tepkisi, bireysel deneysel

ortami n sinyal gurdltd (S/N) oranlari  seklinde tahmin edildi ve ardi ndan,
her bir seviyeye (ana etkiler) karsi cizilerek bireysel faktér S/N oranlari ni n
dnemini belirlemek i¢in uygulanan ANOVA uygulandi .yani tlar Gzerindeki
bireysel anahtar bagi msi z faktoériin etkisini ortaya koyan ¢izim). Ayri ca,
optimize edilmis bir formilasyon bilesimi olusturmak icin kullani Imasi
gereken her bir bagi msi z faktértin optimum seviyesini ortaya ¢i kardi .
Ayri ca, tasart mi nsaglamh @ , uygunlugu ve guvenilirliginin, Res-HA-
co-CPN'leri optimize edilmis bag msi z faktorler seviyesinde ve bunlari n
bagi ml
edilmistir.

yani tlart ndahazi rladi g1 ve degerlendirdigi tahmin

2.5. CPN'lerin in vitro karakterizasyonu

Gelistirilmis Res-HA-co-CPN'lerin ortalama partikil boyutu (MPS) ve
polidispersite indeksi (PDI), lazer1 s1 g1 sagi h mi

kullani larak incelenmistir.
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Tablo 1. Taguchi ortogonal dizi tasari_mi_ve bunlara karsi i _k gelen yani_tlar (Tum degerler ortalama + SD; n = 3 olarak rapor edilmistir).
Bag msi z degiskenler Yani tlar £SS (n = 3) S/N Orani

Formdilasyon kodlari A BCDY1 Y2 Y1 Y2
RH-E1 0,5 8000 10 0,25 260,56+ 17,8 60,65 + 1,43 1,74368 2,60063
RH-E2 0,5 10 000 12 0,30 190,56 + 20,8 41,56 + 1,09 1,22016 2,55458
RH-E3 0,5 12 000 14 0,35 145,24 +12,2 20,81 +1,67 1,64227 1,61321
RH-E4 1,0 8000 12 0,35 244,56 + 21,8 40,97 £ 1,89 1,12405 2,20835
RH-E5 1,0 10 000 14 0,25 188,58+ 18,2 45,66 + 0,92 1,32850 2,66023
RH-E6 1,0 12 000 10 0,30 150,67 + 14,7 70,98 + 1,16 1,31003 2,72637
RH-E7 1,5 8000 14 0,30 210,34+ 224 49,88 + 1,53 1,15326 2,47728
RH-E8 1,5 10 000 10 0,35 120,56 + 18,8 82,37 £1,49 0,28182 0,69705
RH-E9 1,5 12 000 12 0,25 101,45+ 27,8 45,22 +1,52 0,24293 2,42615
A: PLX188 konsantrasyonu (%w/v); B: homojenlestirme hi z1  (rpm); C: Polimer miktari (mg); D: Organik: Sulu faz orani  (v/v); Y1: MPS; Y2: E.E.

bir Delsa Nano C analiz cihazi (Beckman Coulter, BK) ile foton korelasyon CPN'lerin polimer matrisi icinde Res'in homojendagi I mi veyr Idi z

spektroskopisi dahil olmak Gizere énceden belirlenmis 165'lik bir a¢i da
standart He-Ne lazer tarafi ndan Uretilir. Res-HA-co-CPN'lerin zeta potansiyeli
(ZP), ayni
kullani larak belirlendi. CPN'ler, deneyden dnce NanopureTM su icinde
stspanse edildi (Chaubey ve ark.

2014). U¢ kopyani n ortalama degerleri hesaplandi .

cihaz tarafi ndan uUretilen elektroforetik 1 s1 ksagi i mi

ilag icerigi dogrudan CPN'lerde kapsiillenmis Res miktari  6lgiilerek
belirlendi. Ki saca, 10 mg dondurularak kurutulmus CPN tozu, CPN'lerin
parcalanmasi i¢in 1 ml metanol iginde eritildi, ardi ndan mobil faz
(metanol: fosfat tamponu, pH 6.8) ile seyreltildi. 14 000 rpm'de 30 dakika
santrifijlemeden sonra ¢6zelti, 0.45 mm'lik bir 51 1 nga filtresinden
suzuldt. Numunelerin res icerigi, hat i¢i gaz giderici, 515 HPLC ikili pompa
(Waters, ABD), Rheodyne 7725i manuel enjektor, C18 ters fazli (250 4,6
mm, 5 mm) ODS2 kolonundan olusan ve bir koruma kolonu ile korunan
HPLC ile belirlenmistir. (12 4.6 mm, 5 mm) ayni malzemeden ve fotodiyot
dizisi dedektdru. Mobil faz, 63:37 (v/v) metanol: fosfat tamponu
kart g1 mi ndan olusuyordu, pH 6.8 (%0.5 v/v ortofosforik asit ¢ozeltisi ile
pH ayarlanmi s). Detektor dalga boyu, aki shi zi ve kolon si cakli g1
si rasi yla306 nm, 1.0 ml/dk ve 25°C'ye ayarlanmi sti r. HPLC cali sma
suresinin 6.4 dakika oldugu bulundu. HPLC yontemi, dogrusalli k,
tekrarlanabilirlik, kantitasyon limiti ve tespit limiti agi s ndan
dogrulanmi sti r.

CPN'lerde Res'in kapsulleme verimliligi (EE), asagi da belirtildigi gibi Gg kez
hesaplandi :

%EE % CPN'lerin hazi rlanmasi nda

Yeniden Kapstllenen toplam Yeniden Kullani lan miktar
100

2.6. CPN'lerin morfolojik analizi

Res-HA-co-CPN'lerin ylizey morfolojisi, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve
ayri ca transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile arasti ri Idi . Yaklasi k
olarak 10 ml Res-HA-co-CPN, taze yari Imi s mika levha Uzerine dokuldu,
ardi ndan ince bir film olugturmak Uzere havayla kurutuldu. Sonug olarak,

st rasi yla AFM tarayl ¢ ni n (NT-MDT, Moskova, Rusya) ve Solver Next
yazi i mi ni n(Chaurasia ve ark. 2016) tarama hi zi 0,5 Hz olan

temassi z mod kullani larak ortam kosullari nda gérunttler ahk nmi st r.

Ote yandan, Res-HA-co-CPN'lerin dagi It mi , %2 fosfo tungstik asit ile
boyanmi s, odasi cakh g nda kurutulmus ve daha sonra TEM
(Technai-20G2, Philips) alti nda géruntulenmis, karbon kapli  bir baki r ag
Uzerinde bir kenara bi raki Imi sti r., Hollanda) 200 kV hi  zlanma gerilimi
ile. Ayri ca, CPN'lerin elektron ki ri ni mi
ki i ni m halo modelini ortaya ¢1 kardi .

(ED), dogrulayan amorf

seklindeki serbest Res parcaci klari ni n olmamasi
2011; Gupta ve digerleri. 2012).

(Sharma ve digerleri

2.7. Res HA-co-CPN'ler icinde Res-HA'ni nilagdagr I mi ni n
g6zlemlenmesi

CPN'ler icindeki HA ile gevrili Res'in dagi I mi , konfokal lazer tarama
mikroskobu (CLSM 510 Meta, Carl Zeiss, ABD) ile gézlendi. Res, hafif sari
bir tonla beyaz bir toz olarak gézlendi, bu nedenle net goris igin sar1  bir
flioresan gorevi gorebilir.

Res-HA-co-CPN'lerin dagr I mi , cam slayt Uzerine yerlestirildi, oda

si cakli g1 nda havayla kurutuldu ve daha sonra 488 nm'de sari
flioresans uyarma dalga boyunda goérsellestirildi.

2.8. Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin kati  hal karakterizasyonu

Uyumluluk ¢ali smasi , gelisim asamalari nda dikkate ali nmasi gereken
onemli bir parametredir. Pure Res, HA, PM ve Res-HA-co CPN'ler, diferansiyel
tarama kalorimetrisi (TGA/ DSC-1, y1 Idi z sistemi, Mettler Toledo, isvigre)
vetozX-1 si ni ki n (X-1 st ni difraktometresi, Rigaku, Japonya)
ile analiz edildi. cali smak. Her numune, standart bir aliminyum kap

Uzerinde tutuldu ve 30°C ile -275°C arasi nda, 50 ml/dak'li k bir oranda
sabit bir nitrojen tasfiyesi ile 10°C/dak'li k sabit bir hi zda1 si ti Idi . Her

nr-mi

numunenin molekuler diizenini 40 kV'da degerlendirmek icin bir Cu anotlu
p-XRD uygulandi . Taramani nadi m boyutu 0,02 ve adi m suresi 5sile
10ila 50 (2 saat) arali g1 nda oldugu bulundu.

2.9.Invitro sal mcal smalari

MWCO 12 KDa-14 KDa (Himedia Labs, Mumbai, Hindistan) (Yadav ve Gupta
2015) diyaliz membranli  diyaliz torbasi  diflizyon teknigi, agi rli k¢a %0,1
iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7,4) kullanan CPN'lerden ilag

sall ni mi ni degerlendirmek icin kullani Idi  Seyreltme ortami
v tween 80. Diyaliz membrani %5 gliserin sollsyonu ile 24 saat doyuruldu,
ardi ndan kullani mdan 6nce NanopureTM suileyi kandi .2 mg Res'e

olarak /

esdeger formule edilmis CPN slspansiyonu, bir membran torbaya
dolduruldu ve daha sonra pamuk ipliklerle kapati Idi .Si zdi rmaz torba,
100 rpm'de manyetik kari sti rma alti nda ve termostatik kontroll kosulda
(37°C £ 0.5°C) 250 ml'lik bir beher icinde 50 ml fosfat tamponuna karsi
diyalize edildi.

Numuneler (1 mi) 6nceden belirlenmis zaman arali klari nda (0, 0.5, 1, 2,
3,4,5,6,8,12, 24 ve 48 saat) cekildi ve esit miktarda taze fosfat tamponu
ilavesiyle degistirildi. lavabo durumunu korumak igin. Ayni  ¢ali sma, %0.25
a/h sodyum karboksimetil seliiloz iginde dagr ti Imi s saf Res icin de

yapi Idi .1ilag, 306 nm'de HPLC kullani larak élculdi. Sali m

¢all smasi ndan elde edilen veriler, sali m kinetiginin tipini degerlendirmek
icin cizildi



Machine Translated by Google

4 @ R.HASIJA ve ark.

si fi rderece, birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modeli gibi ilag

sall m mekanizmasi gibi (Chaurasia ve ark. 2014).

2.10. Depolama kararli It g1 cali smasi

ICH yoénergelerine gore, optimize edilmis formulasyonun depolama
stabilitesi, buzdolabi nda (4 C+1 C), oda si cakli §i nda (25 C+2 C/%60+%5
BN)ve hi zlandi ri Imi s durumda (40 C) 6 ay boyunca degerlendirildi. +2
C/75%+5%RH). Liyofilize CPN'ler cam siselerde saklandi cevre
kosullari nda muhafaza edilen bir stabilite odasi na yerlestirildi. Numuneler
onceden belirlenmis bir frekansta (0, 1, 2, 3ve 6 M) ali ndi ve fizikokimyasal
Ozellikler, yani MPS, PDI ve EE a¢i si ndan degerlendirildi.

ve farkh

2.11. In vivo farmakokinetik cali sma

2.11.1. Hayvanlar ve dozlama

In vivo farmakokinetik cali sma protokolii, Merkezi Hayvan Etik Komitesi
(CPCSEA) tarafi ndan onaylanmi sti r.Sagl kli Charles Foster si ¢anlari
(her iki cinsiyette, 150-200 g), deneylerden 1 hafta dnce 25 C+2 C'de ve %40-
70 bagr I nemde 12 saataydi nli k/karanl k déngusline sahip polipropilen
kafeslere yerlestirildi. Hayvanlar si ¢can yemi ve istenildigi kadar su ile
beslendi (Singh ve ark. 2012; Patel ve ark. 2015). Si ¢anlar, her grupta alti

sI ¢an olacak sekilde t¢ gruba ayri Idi . Grup I, Grup II ve Grup III, oral
yoldan si rasi yla Pure Res, PM (%0.3 sodyum karboksimetil seltloz icinde
dagr Imi s)ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler (25 mg kg1 Res'e
esdeger ) ile uygulandi .S ¢anlara anestezi uygulandi ve énceden
belirlenmis zaman arali klari nda (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 8, 12 ve 24 saat)
heparinize edilmis Eppendorf tlplerinde retro-orbital pleksus yoluyla kan
ornekleri (200 mL) toplandi ..

Numuneler, son olarak bir sonraki analize kadar 20°C'de saklanan plazmayi
ayl rmak icin 5.000 rpm'de 10 dakika 4°C'de santrifijlendi.

2.11.2. Ekstraksiyon proseduru

flaci n plazmadan ekstraksiyonu, si vi si vi ekstraksiyon yéntemiyle
yapi Idi (Wan ve ark. 2011). Plazma ve dahili standart (Kafein, 0.436 mg/
ml) ile ilag ¢ozuldu. flag kari g1 mi (100 mi), plazma proteinlerini ¢ékeltmek
icin 900 ml mobil faz ile birlikte Eppendorf tlplne aktari Idi . Kari g1 m5
dakika daha vortekslendi, ardi ndan 5000 rpm'de 10 dakika santrifijlendi;
stipernatan bir cam tlipe aktari Idi ve 40°C'de vakumlu bir fi r nda
buharlasti ri Idi . Kalan tortu, 100 ml mobil fazda sulandi ri Idi
numunenin 20 ml'si, 0.2 mm'lik bir 51 r1 nga filtresinden (PESs1 ni fi ,
Millipore, Bedford) suzilda. , ABD) ardi ndan ilag iceriginin HPLC tahmini
(Buchanan ve ark. 2007).

ve bu

2.12. In vitro antiradikal aktivite

Saf Res, PM ve optimize edilmis Res-HA-co CPN'lerin antiradikal aktivitesi
katyon radikali ABTS+ ile degerlendirildi. ABTS+ (7 mM) ve potasyum
persulfat (2.45 mM) kari sti ri Idi veodasi cakli g1 nda tutuldu. ABTS+
sollisyonu, 50 mM fosfat tamponu, pH 7.4 ile seyreltildi ve standart
absorbansi  0.70'te tutmak i¢in 734 nm'de 6lculdii (Re et al. 1999; Kurin et
al. 2012). Pure Res, PM ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, 1 ila 25 mM
arasi nda degisen farkli konsantrasyonlarda kullani Idi . Numuneler
37°C'de surekli calkalanarak inktbe edildi ve 0, 24, 48 ve 72 saatlik farkli
slrelerde 1 s1 ktan korunarak karanli k ortamda tutuldu.

Numuneler ayri ca 30 dakika ABTS+ ile inkUbe edildi ve

absorbans 734 nm olarak tahmin edilmistir. Bu tahlil icin bir kontrol olarak

tampon ¢ézeltisi kullani Idi . Inhibisyon yiizdesini hesaplamak igin

asagl daki denklem kullani Imi sti r: burada Ac, kontrolln absorbansi di r
ve At, testin absorbansi di r.

Bir kedi
Ve

100

% Inhibisyon %
IC50, ABTS+ inhibisyon egrilerinin ylzdesine karsi  Res
konsantrasyonunun lineer regresyonu ile hesaplandi

2.13. istatistiksel hesaplama

Varyans analizini hesaplamak i¢in Graph pad Prismyazi It mi kullani Idi .
0.05'ten kuglk bir p degeri istatistiksel olarak anlamli  kabul edildi. Standart

sapmalar sekillerde hata ¢ubuklari ile gosterilmistir.

3. Sonuglar ve tarti sma

Nihai Grtn performansi Uzerinde etkisi olan bagi msi z faktérleri ve
bunlari netkiliarall g ni se¢gmek icin 6n deneyler dikkate ali nmi sti r.
Formulasyon si rasi nda, i¢ organik faz (etil asetat) her zaman ¢ozlictlerden
olusur, bu da aktif biyo-artti ri ¢y ve polimeri tamamen ¢ézinur hale
getirir ve harici sulu faz, sulu bir ¢ozelti icerir. Strfaktan, stabil CPN'ler
olusturmak icin emulsifikasyon-difuizyon igslemi si rasi nda HA ile birlikte
kapsullenmis Res'e niifuz edebildi. PLX188 konsantrasyonu, homojenlestirme
hi z1 , polimer miktar1 ve organik-sulu faz orani ni n deneme limitleri
%0,5-%1,5 (w/v), 8000-12 000 rpm, 10-14 mg ve 0,25- olarak bulunmustur.
0,35 (v/v), sI rasi yla.

Her seferinde bir bagr msi z faktordeki degisiklik, deney sayr si ni

arti rn r, buda blyldk miktarlarda ilag ve diger katki maddelerinin
tUketilmesine ve ayri ca herhangi bir formulasyonu optimize etmek igin
zaman alan bir siirece yol acar. Bu nedenle, deney sayl si ni azaltmak ve
tim gelecek vaat eden kombinasyonlarda bagi msi z faktérlerin etkisini
go6zlemlemek icin, formilasyonumuzu optimize etmek Gizere bagi msi z
faktorlerin arali g1 icin Taguchi ortogonal dizi tasari mi kullani Idi .

3.1.Tasari myani tlari ni nanalizi

Yine de, deneylerin tasari mi iyi EE ve MPS yaratti , ancak mikemmel
formdilasyon bilesimini se¢gmek karmasi kti . Dolayr si ylabagr mli
parametreler (Y1 ve Y2), her bir formulasyon deneyinin S/N orani na (Tablo
1)yani tolarak es zamanl olarak her iki tepki icin tahmin edildi . Ayri ca,
nihai formulasyonu optimize etmek icin her bir faktériin 6nemini (p < 0,05)
ve bunlari n en uygun seviyelerini destekler. S/N orani  degerleri, MPS (Y1)
ve EE (Y2) gibi bagi mli yani tlari daha fazla etkileyen bagi msi z
faktorleri etkiler . Bagr mliyani tlari n degerleri, hesaplanan degerin
Ustin dogrulugu i¢in nominal S/N orani na gére yorumlanmi sti r.
Maksimum S/N orani  degeri suydu:

MPS'ye sahip RH-E9, Y1: 101,45 + 27,8 nm (S/N orani ; 0,24293) ve EE'ye
sahip RH-E8, Y2: %82,37 + 1,49 (S/N orani ; 0,69705) formulasyon kodlari

icin elde edilmistir ( Tablo 1). Bircok formulasyon igin elde edilen yani tlar
sonucunda S/N orani icin elde edilen sonuglar, S/N orani ni nyani tlari n
analizi i¢in uygun bir parametre oldugunu gostermektedir. S/N oranlari

icin ana etki grafikleri, seviyeleri X koordinatlari olarak ve S/N orani ni Y
koordinatlari olarak tutarak, si rasi yla ortalama parcaci k boyutunu ve
kapsulleme verimliligini optimum bir seviyede belirlemek icin cesitli
seviyelerde her bir bagi msi z faktor igin ¢izildi. resimli
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Sekil 1. "Nominal en iyisidir" (A) PLX188 Konsantrasyonuna, (B) Homojenizasyon hi zi na, (C) Polimer miktari na ve (D) MPS (a) ve EE'de Organik: sulu
orani na gére ana etkiler grafigi (b), s1 rasi yla.

Sekil 1(a,b). Ana etki grafikleri, bireysel faktérlerin S/N oranlari  agi si ndan gesitli

yani tlar Gzerindeki etkilerini g6sterir. Bagi mli
temsil edildiginden, bagi msi z faktorlerin Y1 ve Y2 Uzerindeki etkisini bagi msi z

olarak tasavvur etmek karmasi kti r ¢inki edri, uygun MPS ve Optimize edilmis

formulasyonda EE.

3.1.1. Stabilizatér konsantrasyonunun etkisi

Stabilizatorin (PLX188) etkisi, konsantrasyonunun artti ri Imasi ni n, EE'de bir

artl g veya azalma ile birlikte MPS'yi azaltti g1 ni gosterir. Cok dusuk bir

dengeleyici konsantrasyonu, kiimelesmeden daha fazla sorumlu olan kararli  CPN

olusumuyla sonuglandi .

faktorler (Y1 ve Y2) tek bir egri ile

ve yiksek ilag kapsulleme (Mainardes ve Evangelista 2005).

Aksine, ylksek dengeleyici konsantrasyonu, dengeleyici adsorpsiyonunun bir sonucu
olarak CPN'ler arasi nda azalan arayuzey gerilimi nedeniyle CPN'lerin duslk EE'sine
sahip kugtik MPS ile sonuglandi  (formulasyon, RH-E9; 101.45 + 27.8 nm ve %45.22
+1.52, s1 rasi yla). CPN'ler ylizeye ¢I kar. Bu nedenle, artan stabilizator
konsantrasyonunda, S/N orani  da artti ve bu, Sekil 1(a) 'da gdsterildigi gibi yuksek
stabilizatdr konsantrasyonunda miukemmel yani t sergiliyor (A; oklu siyah daire,

yuksek stabilizatér konsantrasyonunu gésterir).

3.1.2. Homojenlestirme hi zi ni n etkisi S/N
orani degeri ve seviyeleri, dedisen (ortadan yiksege) homojenlestirme hi zi nda

mukemmel tepkiler gosterdi.



Machine Translated by Google

6 @ R.HASIJA ve ark.

Tablo 2. Ortalama parcaci k boyutu (MPS) ve kapstulleme verimliligi (EE) icin S/N
orani_ni_n ANOVA'sI .

Faktorler S Sss i %PC FA ob
PS
A ) (1,7851) (0,8926) 58.6934 0,7445 0,007
B 2 (0,6127) (0,3064) 20.1453 0,2556 0,003
c 2 0,5457 0,2729 17.9423 yar m -
D 2 0,0979 0,0489 32189 veyan m -
Havuzlanmi s Hata (4) (2,3978) (0'5994)
SSToplam 8 3,0414 - 100 - -
%EE
A 2 0,1528 0,0764 15.686 yari m -
B 2 0,2195 0,1098 22533 yar m -
C ) (0,2789) (0,1395) 28.632 0,4634 0,004
D @ (0,3229) (0,1615) 33.149 0,5366 0,001
Havuzlanmi s Hata (4) (0,6018) (0,1505)
ssToplam 8 0,9741 - 100 - -

DoF: serbestlik derecesi; SS: kareler toplami ; MS: karelerin ortalamasi ; %PC: katki  yuzdesi; F:
bali kg testi.

“F<0,05(2,4)=6,94

Bp < 0.05; PSD icin A ve B'de ve %EE i¢in C ve D'de anlamli .

Bu seviyeler, CPN'lerin parcaci k boyutunu en aza indirmek igin kesme kuvveti
ile sonuglani r (Kumar ve digerleri, 2017). Bu nedenle, dengeleyici
konsantrasyonunun orta homojenlestirme hi zi yla birlikte birlesik etkisinin
si rasi yla Tablo 1 ve Sekil 1(a)' da gosterildigi gibi daha kiguk partikil boyutu
(120.56 + 18.8 nm) CPN formulasyonu, RH-E8 elde etmek i¢in optimum oldugu
bulundu. (B; oklu siyah daire orta homojenlestirme hi z1 ni gésterir). Buna
karst Ik, cok ylksek homojenlestirme hi z1 , CPN'lerin dizensiz sekil ve
boyutlari na yol agan CPN'lerin parcaci k boyutunu olumsuz etkileyebilir.

3.1.3. Polimer konsantrasyonunun etkisi
Faktor C (polimer miktari ) icin, S/N orani
'de gosterildigi gibi azalan polimer miktari

icin ana etkiler grafigi, Sekil 1(b)
(EE100) ile azalan S/N orani ni

g6stermistir (C; siyah daire ok, dusiuk miktarda polimeri gésterir). Polimerik
¢ozeltinin viskozitesinin maksimum miktarla artti i bulundu.

artan direncine
yol acan polimerin muteakip sulu fazda en aza indirgenmis Res-HA-co-CPN

CPN'lerin PLX188 sulu solusyonunda emdilsifikasyona karsi

dag labilirligi ve sonugta daha blyuk partikiller (Formulasyon, RH-E7; 210.34
+ 22.4 nm) daha az EE'ye sahip ( Formulasyon, RH-E7; %49,88 + 1,53
muhtemelen CPN sollsyonundan di s faza daha az ilag difiizyonu nedeniyle
(Fessi ve ark.

1989; Quintanar ve ark. 1998) (Tablo 1). Bu nedenle, azalan polimer miktari

ile azalan S/N orani , Tablo 1'de gdsterildigi gibi, formulasyon icin ylUksek
kapsulleme verimliligi gésterdi, RH-E8: %82,37 + 1,49 .

3.1.4. Organik-sulu faz orani ni n etkisi Bu faktor ve

seviyeleri, S/N oran degeri icin belirleyici etkilerdir, daha ylksek oranlarda

daha iyi tepkiler gostermistir (Sekil 1(b), D; oklu siyah daire, yiksek organik:sulu
faz orani n1 gosterir) . Yiksek organik:sulu faz orani  kullanan kuguk
boyutlu CPN'lerin formulasyonu, emdlsifikasyon si rasi nda CPN partikulleri
arasi ndaki birlesmeye karsi dirence baglandi (Dillen ve ark.

2006; Danhier ve ark. 2009; Kumar ve ark. 2017). Ayri ca, her bir bagi msi z
faktorin optimum seviyesinin, optimize edilmis formulasyonun gelistiriimesi

icin kullani labilecegini de dogrular.

3.1.5. Veri degerlendirme ve formilasyon optimizasyonu L9

(34) deneysel izler tepkileri Tablo 1'de gosterilmektedir.

Parti RH-F9, si rasi yla 101,45 + 27,8 nm ve %45,22 + 1,52 ile en kiicik MPS
ve EE ile sonuglani rken, RH-F8, si rasi yla 120,56 + 18,8 nm ve 82,37 + 1,49
ile en ylksek MPS ve EE ile sonuglandi .

Elde edilen veriler se¢im yapmani n ¢ok karmasi k oldugunu gostermektedir.

Tablo 3. Farkli seviyelerde yani t parametrelerinin deneysel S/N orani .
Bagi msi z Faktorler
Seviyeler A B C D

MPS1 0,969 MPS2 1,189 MP$3409289 Delta degeri 428 Si ra 1234 EETIEEIEE3 Delta degeri

S ra4312 1,365 0,999 0,774
0,490 0,872 1,343
1,002 0,606 0,569
2,256 2,429 2,675 2,562
2,532 2,637 2,396 2,586
2,533 2,255 2,250 2,173
0,277 0,382 0,424 0,413

PSi ve EEi, MPS ve EE'nin ortalama degeridir.
Delta degeri, MPSi ve EEi'nin maksimum degeri ile minimum degeri arasi ndaki farkti r.

yuiksek diizeyde EE'ye ve en kligtik MPS'ye sahip olan ve kritik bir sekilde
degerlendirilmesi gereken optimize edilmis parti bilesimi. S/N orani icin
hesaplanan veriler, her bir bagi msi z faktértin énemli (p < 0.05) de@erlerini
ve optimum seviyelerini belirleyen Res-HA-co-CPN'lerin parti kompozisyonunu
hazi rlamak ve optimize etmek icin ANOVA kullani larak degerlendirildi. Her
bir faktor icin belirtilen varyans derecesi, bagr msi z faktorlerin 'A' ve

'B' (PLX188 konsantrasyonu, %58,69 ve homojenlestirme hi zi , %20,14)
olarak CPN'leri etkileyen oldukca énemli (p < 0,05) faktorler oldugunu,

bagl msi zfaktorlerin ise 'C'yi tavsiye etti. ' ve 'D' en hafif ve orta derecede
oneme sahipti (p < 0.05) (polimer miktari ; %28.63 ve organik: sulu faz orani ;
%33.15) (Tablo 2). Bu nedenle, stabilizatér konsantrasyonu ve homojenizasyon
hi z1 ni n, CPN'lerin MPS'sini etkileyen en énemli (p < 0.05) faktorler oldugu
belirtildi. Her bir dnemli (p < 0.05) bagi msi z faktérin belirlenmesinden
sonra, optimize edilmis seri bilesiminin gelistirilmesi icin bunlari n optimum
seviyelerinin tespit edilmesi zorunluydu. Bu, her seviyedeki bagi msi z
faktorlerin S/N oranlari ni n'ana etkiler grafigi'nin kapsamli  bir
degerlendirmesi ve ortalama S/N oranlari ni narasti ri Imasi yla

basari labilirdi.

3.1.6. Optimum seviye ayari

Cesitli seviyelerde (1-3) her bir bagi msi z faktér (AD) igin elde edilen ortalama
S/Norant ni n degerlendiriimesiyle dogrulanan ANOVA sonucuna ve
"nominal deger" dikkate ali narak tahmin edilen faktérlerin etkisine

dayali di r.S/Noranlari ni neniyisidir' yani tlari
Ortalama S/Norani ni nyani ti ayri ca stabilizatér konsantrasyonu (A3)

Tablo 3'te 6zetlenmistir .

ve homojenlestirme hi zi ni n (B2) optimizasyon i¢in en énemli (p < 0.05)
faktodr oldugunu dogrulami sti r. EE'yi optimize etmek icin MPS'yi ve
ardi ndan polimer konsantrasyonu (C1) ve organik: sulu faz orani ni (D3)

ayarlayl n. Sonug olarak, faktor A3B2C1D3'lin (Formulasyon, RH-E8), optimize
edilmisyr g n kompozisyonunun gelistiriimesi i¢in en uygun faktor seviyeleri

oldugu bulundu.

3.2. Optimize edilmis formulasyonun karakterizasyonu

Optimize edilmis formulasyonun (RH-E8) EE, MPS ve PDI de@erlerisi rasi yla
%82,37 + 1,49, 120,56 + 18,8 nm ve 0,122 olarak bulundu, bu da mikemmel
bir homojenligi ve dar boyut dagi I mi ni dogruladi (Sekil 2(a)). Ayri ca,
optimize edilmis formulasyonun ZP'sinin, Sekil 2(b)' de gosterildigi gibi +38,25
mV oldugu bulundu, bu da CPN'lerin mukemmel fiziksel kararli I g1 ni
temsil eder (Chakraborty ve ark. 2010). Yiksek ZP degeri, CPN'lerin yuksek
stabilitesi ile sonuglanan ylksek yizey yikantn varli g1 na baglanmi st r.
Bu, metaller arasi ndaki elektrostatik itme nedeniyle topaklanma sansi ni
daha da azalti r.
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Sekil 2. Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin (Formulasyon, RH-E8) MPS dagi It mi ni

Benzer yizey yiklerini tasi yan CPN'ler kolayca yeniden dagi labilir kararli
koloidal sistemle sonuglani r. Ayri ca, ylksek ZP degeri, CPN'lerin Peyer yamalari
yoluyla mikemmel bir sekilde emildidini ve bunlari n karaciger tarafi ndan

ali ndi g ni da gosterir (Santos ve ark. 2012).

3.3. Morfolojik degerlendirme

Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin (Formulasyon, RH-E8) AFM mikrografi , Sekil
2(c) 'de (3-D Gorunti) gosterildigi gibi purtzsiz yizeylere sahip iyi ayri Imi s
kiresel sekiller gosterir . Ayri ca, Sekil 2(a) , Res-HA-co-CPN'lerin neredeyse tekdiize
boyutdagi I mi na, en disik PDI degerine ve 120.56 + 18.8 nm'lik ortalama capa

sahip oldugunu ortaya koymaktadi r.

Optimize edilmis Res-HA-co-PN'lerin yiizey morfolojisi, ayri varli klar olarak
batanluklerini gdsteren homojen, purizsuz ve kiresel CPN'lerin varli g1 ni
goOsteren HR-TEM kullani larak da degerlendirildi (Sekil 3(a)). Elektron ki 1 ni m

mikrografi ve halo

(Sekil 3(b)) Res'in CPN matrisi icinde homojen dagi I mi ni
sekilsizki 1 ni m modelini daha da kani tlayanyi Idi z seklindeki Res

parcaci klari ni nhalka modelinin olmadi g ni gdsterir (Singh ve Muthu 2008).

(a) ZP (b) ve atomik kuvvet mikroskopisini (3 boyutlu gérintd) (c) temsil eden mikrograflar.

3.4. Res-HA'n1 n Res-HA icindeki dagr I mi ni n g6zlemlenmesi

ortak CPN'ler

Birlikte kapsullenmis Res-HA'ni n optimize edilmis CPN'ler icindeki Gniform

dagr h mi , CLSM kullani larak arasti ri Idi . Sekil 3(c-e), CPN'lerin polimerik
matrisi igcinde Res-HA'n1  n birlikte kapsullenmesini ve tek bicimlidagr I mi ni
(DIC)
g6rintusund ve flioresan ve DIC mikrografi ni n birlesimini gosterir (Chaurasia et
al. 2015) .

dogrulamak icin flioresan gorintisind, diferansiyel girisim kontrasti

3.5. Optimize edilmis formulasyonun kati  hal karakterizasyonu

DSC analizi: HA, saf Res, EE100, PM ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin DSC
Sekil 4'te [A] gosterilmistir. Baska bir yerde bildirildigi gibi HA,
50-275 C (Pietro ve Paola 2004) bélgesinde donuk endoterm ve ekzoterm sergiler ve

termogramlari

saf Res, 267.71 C'de keskin endotermik ayri sma tepe noktasi gosterir (Kim ve ark.
2012). Bununla birlikte, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin termogrami nda bu
endotermik tepe noktasi yoktur, bu da Res-HA'ni n amorf halde CPN'lerin iginde

diizgln bir sekilde birlikte kapsullendigini dogrular (Mirza ve ark. 2011).
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150 nm

Sekil 3. (a) 20.000 buyutmede (bar = 150 nm) yiksek ¢6zinurlikli transmisyon elektron mikroskobu ve ek mikrograf, ki rmi zi

kapsullenmis Res-HA sergiler, (b) ED mikrografi ni

X4 st ni ki ni manalizi: pXRD ¢ali smasi , ilag kristalligi kaybi ni
dogrular. HA, saf Res, EE100, PM ve optimize edilmis Res HA-co-CPN'lerin pXRD'si
Sekil 4'te [B] gosterilmistir. HA, daha énce bildirildigi gibi (Chilom ve Rice 2005; Visser
ve Mendel 1971) kristal olmayan dogasi ni ima eden 37.5 ve 43.5'te birkag yogun
tepe noktasi ile cok kiigik dagr ni k tepe noktalari
(b) 'de gosterildigi gibi 2 saatte 6.62, 13.2, 16.36, 19.18, 22.28, 23.54, 25.18, 28.26,
31.6, 38.32 ve 45.18'de keskin kristal diffraksiyon zirveleri sergiler (Zu ve digerleri
2016). EE100, Sekil 4[B](c)' de gosterildigi gibi 2 saatlik agl larda herhangi bir

karakteristik pik sergilemez . PM durumunda, Sekil 4[B](d)' de gosterildigi gibi

sergiler . Pure Res, Sekil 4[B]

zirvelerin hicbiri kaybolmamasi naragmen . EE100, karakteristik tepe noktasi ni n
olmadi g ni gdsterdiginden, ancak sonuglar, Res'in PM'de ki smen kristal formda
mevcut oldugunu gésterdi. PM'nin hazi rlanmasi si rasi nda, EE100'UGn ki smi
erimesi ve ardi ndan kigUlk miktarda Res'in ¢6ziilmesi kristalden amorf duruma

ki smi doénisimle sonuglani r. Buna karsi It k, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler,
Sekil 4[B](e)' de gosterildigi gibi herhangi bir yogun karakteristik tepe noktasi
sergilemez . Yukar1 daki sonug, ilaci n DSC sonuglari yla iyi bir sekilde
iliskilendirilebilecek olan CPN'lerin polimerik matrisi icinde amorf bir forma

déndsturalduginu daha da destekler (Kumar ve ark. 2014).

3.6. Invitro sal mcali smalari

invitrosall mcall smasi s rasi nda, serbestilaci n, pH 7.4 olan fosfat
tamponunda ¢6zilmeden kaldi g1 bulundu, oysa optimize edilmis Res HA-co-
CPN'ler, Sekil 5(a )'da gosterildigi gibi saf Res'e gére surekli bir sali m davrani si

(48 saat sonra >%90) sergiledi. ). Ragmen,

150 nm

150 nm

okla gosterilen CPN'lerin iginde birlikte

temsil eder, (c) ) floresan gérintisind, (d) DIC gérintisini ve (e) 20 buyltmede Res-HA-co-CPN'lerin floresan ve
DIC gérintilerinin kombinasyonunu gésteren konfokal lazer tarama mikrograflari .

(2 saatte %20.89

profili gosteren iki

Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, baslang! ¢ta aniilagsali mi
+ 1.044) gosteren, ardi ndan 48 saate kadar strekli ilag sali mi

fazli salma profili sergiledi. Ik patlama sali mi , ¢dziinme ve diflizyona atfedildi.

CPN'ler ilaci

izledi, bu da sonugta diftizyon kontrollU strekli ilag sali m davrani g1 ni

ylzeye adsorbe etti, ardi ndan hidrasyon ve polimer sismesi/erozyonu
destekledi.
Hidrasyon muhtemelen molekullerin difiizyon yolunun uzunlugunu artti i r, buda
daha sonra ilag difizyon hi zi ni n dismesine neden olur (Wong ve ark. 1999).

Ayri ca, HA'ni n biyo-gelistirme etkisi, Res'in ¢dziinmesini artti i r.

polimer zinciri gevsemesi ve sismesi si rasi nda polimerik matrisin icindedir (Wong

ve digerleri 1999; Mirza ve digerleri 2011). Ayri ca, hi zli sali mi takiben strekli
sali mi , ilag konsantrasyonunu daha uzun sire terapétik pencere iginde tutar

(Bhagav ve ark. 2011).

3.6.1. Invitro sali m kinetigi
Invitrosali mcali smasi ndan elde edilen sonuglar, si fi r dereceli Hixon-Crowel
(R2 =

distndiren

(R20.878) ile karsi lasti ri Idi g1 nda maksimum korelasyon katsayi si
0.999) ile daha da belirlenen ilag difizyon fenomeninin katki s ni
Higuchi sali m kinetigini sergiledi. (R2 = 0,689), birinci derece (R2 = 0,741) ve Peppas-
Korsmeyer modeli (R2 = 0,987). Ayri ca, n-degeri (n = 0.4851), ilagsall mi ni n

'Fickian Difizyon' mekanizmasi ni - dogrulami sti r. Bu ayri ca strekliilag
sall mi ni n difizyon ve erozyon mekanizmasi ni

2014; Costa ve Sousa 2001).

destekler (Chawla ve digerleri
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Sekil 4. (a) Humik asit, (b) Pure Res (c) EE100 (d) PM ve (e) optimize edilmis Res-HA-

co-CPN'lerin [A] DSC termogramlari

3.7.Depolama kararli It g1 cali smasi ni ndegerlendirilmesi

CPN sisteminin cevresel degisikliklere karsi  stabilitesi, in vivo aki
dogrulamak igin temel 6n kosuldur.

Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin stabilite ¢cali smalari

iliskin tam nihai performansi ni

ve [B] pXRD egrileri (Formulasyon, RH-E8).

bete

sI rasl ylaoda

s cakli g1 nda, hi zlandi rn Imi s ve sogutulmus kosullarda 6 ay boyunca
gergeklestirildi ve sonuglar Sekil 5(b-d)'de gosterildi. Optimize edilmis Res-

HA-co-CPN'ler, sogutulmus si cakl kta (4 C+1 C) MPS, PDI ve EE gibi

fizikokimyasal 6zelliklerde 6nemsiz (p> 0.05) degisiklikler sergiledi. Ancak,
numuneler oda si cakh g nda (25 C+2 C/60 + %5 RH) saklandi g1 nda

MPS'de anlamli  (p < 0,05) bir arti s oldu.

Dikkat gekici bir sekilde, PDI ve EE iddiasI z bir sekilde 1 srar edildi ve

formulasyonda bozulmadan korundu. Hi zlandi ri Imi s kosullarda (40

C+2 C/75 £ %5 RH), optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, muhtemelen
CPN'lerin toplanmasi
degisiklik gosterdi. CPN'lerin toplanmasi muhtemelen bozunmani n,

deformasyonun ve erimenin sonucuydu.

nedeniyle MPS, PDI ve EE'ye dogru 6nemli (p < 0.05)

ILAG GELISTIRME VE TEKNOLOJI
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CPN'lerdenilaci nati Imasi ndan sorumlu olabilecek hi zlandi rn Imi s
kosullardaki polimerik malzemeler (Patel ve ark.

2015). Yukari da belirtilen sonuglara dayanarak, sogutulmus st cakli g1 n
(4 C+1 Q), optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin uzun sireli kullani m igin
fizikokimyasal 6zelliklerini korumak Uzere saklanmasi
oldugu bulundu.

icin en uygun kosul

3.8 In vivo farmakokinetik cali sma

Sekil 6, saf Res suspansiyonunun, PM'nin ve optimize edilmis Res-HA-co-
CPN'lerin tek doz oral uygulamasi ndan sonra plazma ila¢ konsantrasyonu-
zaman profilini gostermektedir. Saf Res stispansiyonunun, PM'nin ve
optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin (mulasyon i¢in, RH-E8) cok say! da
farmakokinetik 6zelligi Tablo 4'te 6zetlenmistir. B6lmesiz farmakokinetik
analiz, maksimum plazma konsantrasyonunda 25,2 kat ve 55,6 kat arti s
go6sterdi ( Saf Res stispansiyonu ile karsi lasti rn Idi @ ndasi rasi yla
PM ve optimize edilmig Res-HA-co-CPN'ler i¢in Cmax) . Optimize edilmigs Res-
HA-co CPN'lerin Cmax'i ndaki arti s, baska bir yerde bildirildigi gibi kiigiik
parcaci k boyutu ve hidrofobik ylzeyi nedeniyle gecirgenligi artti ran ve
bdylece mide-bagi rsak yolunda emilimi arti ran bir ¢cézinurltk artti ri ¢
olarak HA'ni nvarli §i ndan kaynaklanmaktadi r (Kumar ve ark. 2014 )
Chaurasia ve ark .
2015). Optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler ile elde edilen tmax, yari  &émur
(t1/2) ve ortalama kalma suresine (MRT) karsi I k gelen degerlerin, PM ve
saf ile elde edilenlerden 6nemli élglide (p < 0.05) daha ylksek oldugu
bulundu. S rasi yla res suspansiyonu. Bunun nedeni, CPN'lerin bagi rsak
mukozasi nda tutulmasi ve burada kapsullenmis Res'in strekli sali nmasi
olabilir, bu da Res-HA-co-CPN'lerin surekli bir dagi ti m sistemi olarak
etkinligini yineler (Seremeta ve ark. 2014; Tariq ve ark. 2015). AUC0-24h
sonuglart ni n, PM ve saf Res slispansiyonu ile karsi lasti rn Idi g nda
6nemli 6l¢lide (p < 0.05) daha yuksek oldugu bulundu. PM ve optimize
edilmis Res-HA-co-CPN'lerin nispi biyoyararlani mi ni n, tek doz
uygulamadan sonra saf Res sispansiyonu ile karsi lasti rn Idi § nda
28.54 kat ve 62.76 kat daha yuksek oldugu bulundu. Oral
biyoyararlani mdaki bu 6nemli (p < 0.05) iyilesme, si rasi yla EE100 ve HA
tarafi ndan sunulan biyo-yapi skanli k ve biyo-artti rma etkisinin bir
sonucu olarak, CPN'lerin artan sistemik absorpsiyonunun ardi ndan
absorpsiyon bolgesinde ilag sali mi na bagli olabilir (Tabata ve Ikada
1990). ; Lopedota ve digerleri 2009; Elshafeey ve digerleri 2010; Mirza ve
digerleri 2011). Bozulmami s CPN'ler, sistemik dolasi ma ulagmak icin
muhtemelen enterositler Gzerinden paraselller ve transselller tasi ma
mekanizmalari ve Payer yamalari ni n M hicreleri yoluyla lenfatik yollar
yoluyla absorbe edilmistir (Des Rieux ve ark. 2006).

Ayri ca, CPN'lerden Res'in artan oral biyoyararlani mi  sunlara
atfedilebilir: (i) CPN'ler icinde nispeten yiksek Res-HA yiklenmesine ragmen,
polimerik matris icinde amorf veya molekiler olarak dagi Imi s halde Res-
HA'ni nvarli gr . (ii) kristal araylizinde adsorpsiyonun bir sonucu olarak
cekirdeklenmeyi veya kristal buytimesini engelleyen pH'a bagi mli
tasi yr c polimerin (EE100) varli g ndan dolayr bagdi rsak limeni
icinde asi . doymus Res-HA'ni nvarli g . (iii) EE100 polimerinin
varli g , CPN'lere mide-bagdi rsak mukozasi na dogru iyi bir yapi sma ve
bélgeye 6zgullik saglar (Wang ve ark. 2008).

3.9. Antiradikal aktivite

Saf Res soluisyonlari ni n, PM'nin ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin
radikal inhibisyon ylzdesi, farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 20 ve 25
mM) ve farkli  zaman noktalari nda (0, 24, 48, ve 72 saat ve Sekil 7(a-d)'de
gosterilmektedir.
0 saatte, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler , test edilen tim
konsantrasyon arali g1 nda ABTS+'yi temizlemek igin benzer bir yetenek gosterir.
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Sekil 5. (a) PBS'de saf Res ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin in vitro sali m profili, pH 7.4, 48 saat ve gesitli cevre kosullari nda depolama si rasi nda optimize edilmis partinin
fizikokimyasal 6zelliklerinin etkisi (b) oda si cakli g1 nda (25 C+2 C/60 + %5 RH) (c) hi zlandi ri Imi § durumda (40 C+2 C/75 + %5 RH) ve (d) sogutulmus durumda (4 C+1 C) 6 M boyunca
(deneyler (g kopya halinde gerceklestirildi ve dikey cubuklar ortalama + SD, n = 3) gosterir.

(p> 0.05). Saf Res, PM ve optimize edilmis Res-HA-co CPN'lere (p <

1500017 e— Pure Res 0.05) ki yasla ABTS+ inhibisyonunun maksimum yiizdesini gésterdi.
12500| % _ 4 pMm 24 saatte, hem PM hem de optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, 0
10000| | * +— Optimized Res-HA-co-CPNs saatte gosterilene benzer profil sergiledi. Bununla birlikte, 25 mM'lik
~ k. bir konsantrasyonda optimize edilmis Res HA-co-CPN'ler gelismis
Eﬂ e » bir ABTS+ siipiirme sergilemistir (p < 0.05). U¢ diisiik konsantrasyonda
£ 5000y * (1, 5 ve 10 mM) saf Res, azalmi s ABTS+ radikal yakalama aktivitesi
&"3 2500 ". gosterdi (p < 0.05); ancak 20 ve 25 mM konsantrasyonlarda, yizde
e . % % radikal inhibisyon 0 saatte gdsterilenle ayni  bulundu (p> 0.05). 48
g L % saatte, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler tarafi ndan radikal
5 250|¢ ) inhibisyonda ¢ok 6nemli bir arti s olurken, PM, 24 saatte
5 200 : - gbzlemlenene neredeyse benzer bir profil sergiledi.
% isoll ’ L N 25 mM'de optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin saf Res kadar etkili
] i ® ™ oldugu bulundu (p> 0.05). 72 saat ve 25 mM konsantrasyonda,
100 | W k optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler, saf Res ile benzer radikal
50 i e . : yakalama aktivitesi gdsterirken (p> 0,05), 20 mM konsantrasyonda,
ok . 4 optimize edilmis Res-HA-co-CPN'ler 6nemli él¢iide gosterdi ( p <
24

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

0.05) dusik yani t. Daha yuksek konsantrasyonda, optimize edilmis
Time (h)

Res-HA-co-CPN'lerin nihai radikal yakalama aktivitesinin, baska bir
Sekil 6. Saf Res, PM ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin (her grupta doz = 25 mgrkg) oral  yerde bildirildigi gibi zamanla artti g1 bulundu (Re ve digerleri
uygulamasi ndan sonra farmakokinetik profil. Dikey cubuklar, kontrol (saf Res) ile 1999; Lu ve digerleri 2009; Kim ve digerleri 2016).

ortalama + SEM; n = 6, p < 0.0%aP¥ ilegtars lastigr nida pix mﬁa}i(@hgbaﬁbmﬁ@lﬁgﬂlﬂwy

karsi lasti rma testi).
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Tablo 4. PM'nin ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin (formilasyon, RH E8) sulu bir siispansiyon halinde saf Res ile karsi lasti rmali
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uygulanmasi ndan sonra in vivo farmakokinetik parametreler; Tim veriler ortalama + SEM olarak belirtilmistir; n = 6.

olarak si ganlara oral

parametreler

Saf Gozinirlik

(Kontrol)

optimize edilmis
Res-HA-co-CPN'ler

Cmaks (mg/ml)

Tmaks (h)

AUC0-24 (mg/ml).h
AUMCO0-24 (ng/ml).h2 t1/2
(sa)

MRT (saat)

256.004 +12.80
05%0,0
750.268 £ 1.167
920.888 + 55.112
0,623 + 0,022
1,227 £0,112

6451.301 £ 322.565 0,5 +

0,021412.649 +
1070.632 78 327.47 £ 3916.374
3.134+0.1567 3.658 + 0.1829

14233.822 £ 711.691
05£0,0
47086,819 + 2.354,341 422
745,461 + 21 137,273 6,985 + 0,349
8,978 £ 0,449

Cmax: maksimum plazma konsantrasyonu; Tmax: maksimum plazma konsantrasyonuna ulasma suresi; EAA: plazma ilag konsantrasyonu-zaman egrisi alti ndaki alan;

AUMC: birinci an plazma ilag konsantrasyonu-zaman egrisi alti ndaki alan; t1/2: yari

omur; MRT: ortalama ikamet suresi.

110 110
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Sekil 7. (a)'0igin 1, 5, 10, 20 ve 25 mM konsantrasyonlarda Pure Res, PM ve optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerden (formilasyon, RH-E8) ABTS+ radikalinin inhibisyonunun yizdesi h', (b) '24 sa', (c) '48 sa' ve (d) '72 sa’; Sati r

basi na hesaplanan ortalama + SD. Ozdes alfabeler, farkli alfabeler igin é?a%stiksel olarak ayni It kvefarkli I kistatistiklerinin sunuldugu anlami na gelir (ANOVA, Tukey'nin son testi ve ayri ca p< 0.05).
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Sekil 8. Sodyum fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.4) ve oda si cakl g ndai si k
yoklugunda (k=734) ABTS+ radikalinin yakalanmasi ni asan Pure Res, PM ve
optimize edilmis Res-HA-co- CPN'lerin IC50'si nm); a,b,cOrtalama + SD sati r

basi na hesaplanmi sti r. Ozdes alfabeler, farkli alfabeler icin istatistiksel olarak
ayni I kvefarkh I kistatistiklerinin sunuldugu anlami na gelir (ANOVA,
Tukey'nin son testi ve p< 0.05).

Res stplruci ABTS+ ni n IC50 degerlerinin zamana gore artti g1
bulundu. Oysa, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin IC50 degerleri zamanla
birkag degisiklik gosterdi, ancak saf Res'e gére énemli 6lglide (p < 0.05) daha
Gstin oldugu bulundu.

Ayri ca, optimize edilmis Res-HA-co-CPN'lerin IC50 degerlerinin zamanla
azaldi §1 ancak 48 saat ve 72 saat sonra saf Res'e neredeyse benzer oldugu
bulundu (p> 0.05) (Sekil 8).

4. Sonug

Res ve HA'yi
stabilitenin, oral biyoyararlani mi nyani

birlikte kapsulleyen CPN'ler gelistirildi ve optimize edildi; bu,

si ra Res'in Res-HA-ko-CPN'ler
bicimindeki antiradikal potansiyelinin iyilestirilmesi icin orijinal yaklasi mi
go6sterdi. Taguchi ortogonal dizi tasari mi na dayanan cesitli optimizasyon
parametreleri ve seviyelerinin, istenen MPS, yiksek S/N orani ve énemli (p <
0.05) ANOVA ile birlikte Res-HA'n1 n yuksek birlikte kapsullenmesi igin
kesinlikle gtvenilir oldugu bulundu. Res-HA-co-CPN'lerin olumlu fizikokimyasal
ozelliklerini de gdsteren sonuglar. Sonuglari mi z, suda ¢6zinmeyen ilaci n
CPN'ler icindeki biyo-glcglendirici ile birlikte kapsillenmesinin, cesitli

klari

rahatsi zli onlemek ve tedavi etmek igin kullani lan cesitli suda

¢6ziinmeyen ilaglari n biyoyararlani mi ni ve performansi ni artt rmak
icin etkili oral uygulama igin umut verici bir yaklasi m oldugunu agi ke¢a

gOstermektedir.
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