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Mayis 2019, 119 sayfa

L-karnitin, metabolizmada yag yikimini ve kas yapimini arttirici metabolik
etkilerinden dolay! son yillarda obezite, diyabet, bolgesel zayiflama gibi ¢agin
onemli sorunlarinin tedavisinde dikkat gcekmektedir. Temel iglevi uzun zincirli
yag asitlerinin beta oksidasyona ugratiimasi i¢cin mitokondriye aktarilmasi olan
L-karnitin, vicuda hem eksojen hem de endojenolarak iki kaynaktan
saglanmaktadir. Gidalardan alinan L-karnitin'in en 6nemli kaynaklari, kirmizi et
ve sut Urunleridir. Gida sektorindeki suni yemleme ve seri uretimin artisi,
yiyeceklerle alinan L-karnitin’in vicuttaki miktarinin yetersiz kalmasina sebep
olmakta, buna badli olarak obezite oranlari artmaktadir. Bu nedenle L-karnitin,
sporcular ve kilo vermek isteyen Kkisiler tarafindan siklikla takviye olarak
alinmaktadir. Ancak, L-karnitin’in dusuk biyoyararlanima sahip olmasi (%14-18),
vucutta depolanamamasi ve vyarilanma omrinun kisa olmasi (30-60 dk)
nedeniyle, etkin tedavi saglanabilmesi icin sik doz uygulama gerektirmektedir.
Ayrica, L-karnitin'in Avrupa ve Amerikan Farmakope Monograflarinda tanimh
impuriteleri bulunmaktadir. Bu nedenle, igerisinde safsizlik varligi bilinen L-
karnitin'in yiksek miktarda ve sik araliklarla uygulanmasi toksik ve yan etkileri

arttiracagindan, kontrolli salim sistemlerinin gelistiriimesi oldukga 6nem arz



etmektedir. Kontrolli salim sistemleri olarak nanopartikiler ilag tasiyici
sistemlerin gelecegdi, nanopartikil yapisinin ve hedefleme mekanizmasinin
aydinlatimasinin yani sira hucre Uzerine etkilerinin metabolik duzeyde
degerlendiriimesine baglidir. Nanolipozomlar; hlicre membranina benzer lipit gift
tabaka yapisinda olup, etkin madde penetrasyonunu arttirma 0zelligine
sahiptirler. Polimerik nanopartikuller ise; kontrolli salim ve artiriimis stabilite
Ozellikleri nedeniyle nanotagiyici sistemler arasinda en sik kullanilan etkin ve

guvenilir sistemlerdir.

Bu amacla tez kapsaminda; L-karnitin yukli nanolipozom ve PLGA nanopartikdl
formulasyonlari hazirlanmis, formilasyonlarin karakterizasyon (partikil boyutu
(PB), polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyel (ZP), morfoloji (SEM), ylzde
enkapsulasyon etkinligi (%EE), molekuler yapi/termal 6zellikler aydinlatma (FT-
IR/ATR, TGA)) ve stabilite calismalari yapiimigtir. L-karnitin enkapsule edilmis
nanolipozom (Lipo-karnitin) ve L-karnitin enkapstile edilmis PLGA nanopartikil
(Nano-karnitin) formulasyonlari igin sirasiyla; PB degerleri 97.88+2.96 nm ve
250.90+6.15 nm; PDI degerleri 0.35+0.01 ve 0.22+0.03; ZP degerleri 6.36+£0.54
mV ve -30.80+2.26 mV; %EE degerleri ise 14.26+£3.52 ve 21.93+4.17 olarak
bulunmustur. Diyaliz membran yontemiyle, Lipo-karnitin, Nano-karnitin
formulasyonlari ve L-karnitin'in ayni konsantrasyondaki serbest cozeltisiyle
karsilastiriimali in-vitro salim calismalari yapilmistir. Kontrol ¢ozeltisi 1. saatin
sonunda konsantrasyonun %90'in1 ani salim ile sonlandirirken, hazirlanan her
iki formulasyon igin, 1. saatin sonunda gbézlemlenen ani salim etkisinden (%
59.90 ve % 65.19) sonra, 2, 4, 6, 8 ve 12.saat salim noktalarindan, geciktirilmis
bir kontrolli salim profili elde edilmistir. Salim profillerine kinetik modeller
(sifirnci  derece, birinci derece, Higuchi, Hixson Crowell) uygulanmisg,
determinasyon katsayisi (r?) degerlerinin sirasiyla 0.8539 ve 0.9167 bulundugdu
ve her iki formilasyonun da “Birinci Derece” kinetik modele uyum sagladigi
tespit edilmigtir. Salim c¢alismalarini takiben, in-vitro kosullarda kardiyak
fibroblast hucreleri Uzerinde formulasyonlarin etkinligi metabolomik c¢alismalar
ve yolak analizleri ile degerlendirilmistir. Kardiyak fibroblastlarda yuksek enerji

ihtiyacindan dolay1 mitokondri sayisi fazladir. Dolayisiyla L-karnitin, enerjilerinin



¢ogunu yag asidi oksidasyonundan tureten bu hucrelerin metabolizmasi igin,
kritik bir rol oynamaktadir. Hlcre i¢i metabolizma bilesenleri olan metabolitlerin
belirlenebildigi ve dizeylerinin anlik goéruntisundn alinabildigi metabolomik
calismalardan elde edilen sonuglar kiyaslanarak serbest L-karnitin'in ve L-
karnitin yukli nano-sistemlerin amino asit, karbonhidrat ve lipit metabolizmalari
uzerindeki etkileri degerlendirilmistir. L-karnitin’in salim sdresinin uzatiimasiyla
paralel olarak, Lipo-karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlarinin, amino asit,
karbonhidrat ve lipit metabolizmalari Uzerinde etkili olduklari saptanmistir. Polar
yan zincire sahip amino asit duzeylerinin artisinda en etkili formulasyonun
Nano-karnitin oldugu belirlenmigtir. Sitrik Asit (SA) dongusune ait sitrik asit,
akonitik asit, suksinik asit, fumarik asit, malik asit, okzaloasetik asit dizeylerinde
Nano-karnitin formulasyonu, kontrol ve Lipo-karnitin gruplarina kiyasla daha
etkili bulunmustur. Yeterli miktarda bulundugunda glutamata doénudsen ve bu
bilesik Uzerinden ornitin, arjinin ve prolin aminoasit metabolik yolaklari Gzerinde
etkili olan SA dongusuU arabileseni a-ketoglutarat icin ise, Lipo-karnitin normalize
edilmis pik alani degerinde butlin gruplara gére anlaml (p<0.05) bir dusus (-
1.321+0.20) gozlenmigtir. Doymus yag asitleri ve doymamig yag asitleri Gzerine
etkileri ayri ayri incelendiginde ise, Lipo-karnitin'in, serbest L-karnitine ve Nano-

karnitine kiyasla daha etkili oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, uzun sureli etki ile L-karnitin'in yarilanma émrunin uzatildigi, sik
kullanimin  6nlenmesine bagl olarak yan etkilerinin azaltildigi ve hasta
uyuncunun arttirildiyi nano-sistemler hazirlanmis, serbest L-karnitin grubuna
kiyasla daha etkili bir metabolomik profil degisikligi saglanmistir. Bdylece
hlcrelerin ortamda asiri bulunan maddeleri depolamak yerine, bu maddeleri
metabolik islevlerde etkin olarak kullanmalarini saglayacak ve piyasada bulunan
konvansiyonel preparatlara alternatif olabilecek yenilikgci nano formulasyonlar

gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: L-karnitin, Nanolipozom, PLGA nanopartikil, Omik
Teknolojileri, Metabolomik
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L-carnitine has attracted attention in the treatment of important problems of era
such as obesity, diabetes and regional slimming in recent years due to its
metabolic effects that increase fat loss and muscle building in metabolism. L-
carnitine, whose main function is the transfer of long chain fatty acids to
mitochondria for beta oxidation, is supplied to the body from two sources, both
exogenous and endogenous. The most important sources of L-carnitine taken
from food are red meat and dairy products. The increase in artificial feeding and
mass production in the food sector causes the amount of L-carnitine taken into
the body to be insufficient therefore obesity rates are increasing. For that
reason, L-carnitine is often taken as a supplement by athletes and people who
want to lose weight. However, based on its low bioavailability (14-18%), short
half-life (30-60 minutes) and inability to be stored in the body L-carnitine,
frequent dosing is required for its effective treatment. In addition, L-canitine has
defined impurities in the European and American Pharmacopoeia Monographs.
Since frequent and high dose administration of L-carnitine known to have

impurities, may increase the toxic and side effects so the development of its
iv



controlled release systems is become a very important issue. The future of
nanoparticular drug delivery systems as controlled release systems depend on
metabolic level evaluation of the effects on cell as well as clarification of
nanoparticle structure and targeting mechanism. Nanoliposomes which have
lipid bilayers similar to cell membranes, have the ability to increase the
penetration of the active substance. Due to their increased stability, controlled
release properties, polymeric nanoparticles are the most commonly used

efficient and reliable systems among the nanocarrier systems.

For this purpose, L-carnitine loaded nanoliposome and PLGA nanoparticle
formulations have prepared, formulations characterization (particle size (PS),
polydispersity Index (PDI), zeta potential (ZP), morphology (SEM), percentage
of encapsulation efficiency (EE%), molecular structure/thermal properties
clarification (FTIR/ATR, TGA)) and stability studies have made within the scope
of the thesis. For L-carnitine encapsulated nanoliposome (Lipo-carnitine) and
L-carnitine encapsulated PLGA nanoparticle (Nano-carnitine) formulations; PS
values are 97.88+2.96 nm and 250.90+6.15 nm; PDI values are 0.35+0.01 and
0.22+0.03; ZP values are 6.36£0.54 mV and -32.80+2.26 mV; EE% values are
14.26+3.52 and 21.93t4.17, respectively. Comparative in-vitro release studies
of Lipo-carnitine, Nano-carnitine formulations and free solution of L-carnitine at
the same concentration have performed by dialysis membrane method. While
control solution (free L-carnitine) have terminated 90% of the concentration at
the end of the 1st hour with immediate release; Lipo-carnitine and Nano-
carnitine formulations have showed a delayed controlled release profile which
has obtained from 2, 4, 6, 8 and 12 hours release points, after the immediate
release effect observed at the end of the 1st hour (59.90% and 65.19%,
respectively). Kinetic models (zero, first, Higuchi, Hixson Crowell) have applied
to the release profiles, determination coefficients (r?) were found 0.8539 and
0.9167 respectively, and both formulations have found to be compatible with the
“First Order” kinetic model. Following release studies, the effectiveness of
formulations have evaluated by metabolomic studies and pathway analyzes on

cardiac fibroblast cells in-vitro conditions. The number of mitochondria in
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cardiac fibroblasts is high due to the energy demand. Thus, L-carnitine plays a
critical role in the metabolism of these cells, which derive most of their energy
from fatty acid oxidation. Metabolites which are the components of intracellular
metabolism, have dedected and their levels have quantified by snaphots in
metabolomic studies. By comparing the results obtained from metabolomic
studies, the effects of free L-carnitine and L-carnitine loaded nano-systems on
amino acid, carbohydrate and lipid metabolisms have evaluated. In parallel with
prolonged release of L-carnitine, the Lipo-carnitine and Nano-carnitine
formulations have found to be effective on amino acid, carbohydrate and lipid
metabolisms. Nano-carnitine has found to be the most effective formulation for
increasing amino acid levels with polar side chains. Nano-carnitine formulation
has found to be more effective compared to control and Lipo-carnitine groups,
at citric acid, aconitic acid, succinic acid, fumaric acid, malic acid, oxaloacetic
acid levels which are belong to tricarboxylic acid cycle (TCA). When a TCA
component called a-ketoglutarate is present in the sufficient amount, it turns
into glutamate and acts on the metabolic pathways of ornithine, arginine and
proline aminoacids. For the level of a-ketoglutarate, a significant (p <0.05)
decrease in the normalized peak area of Lipo-carnitine has observed (-1.321 +
0.20) compared to all other groups. When the effects of saturated fatty acids
and unsaturated fatty acids have examined separately, Lipo-carnitine has found

to be more effective than free L-carnitine and Nano-carnitine.

As a result, nano-systems have prepared by prolonging the half-life of L-
carnitine with long-term effect, reducing the side effects due to prevention of
frequent use and increasing patient compliance, resulting in a more effective
metabolomic profile change compared to the free L-carnitine group. Thus,
innovative nano formulations have developed as an alternative to conventional
preparations available on the market that enable cells to use substances
effectively in metabolic functions instead of storing them when presence of

excess amount in the media.

Keywords: L-carnitine, Nanoliposome, PLGA nanoparticles, Omics technology,
Metabolomics
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1. GIRIS

ila¢ hedeflendirilmesi, farmakolojik olarak etkin maddenin etki veya absorbsiyon
bdlgesine segici olarak yonlendiriimesidir. Hazirlanan preparat etkin maddeyi
tasiyan 6zel bir yapidir. Uygun bir ilag tasiyici sistem, etkin maddeyi istenilen
doku ve/veya organa, istenilen hizda ve sirede tasimalidir. Etkin maddeyi
istenilen doku ve/veya organa tasiyan sistemlere hedeflendiriimis ilag tasiyici
sistemler, etkin maddenin salim hizini kontrol eden sistemlere ise kontrollu
salim sistemleri denir. Kontrolli salim sistemleri, tasidiklari etkin maddenin
istenen sure ve hizda kontrolli salimini saglarlar. Bu sistemlerin, salim
hizlarinin planlanlanabilmesi ve etkin madde salimini sifirinci derece kinetikle
gerceklestirebilmeleri énemli UstlnlUkleridir. Bu sistemlerin aktif veya pasif
hedefleme mekanizmalari ile, istenen doku ve organlarda birikerek tedavi edici
etkin konsantrasyonlara ulasmasi saglanmaktadir. Diger dokulara dagihminin

Oonlenmesi nedeniyle, ilaca bagl yan etki gértilme olasili§i dismektedir.

Nanoteknoloji fizik, kimya, biyoloji gibi temel bilimlerin muhendislik ile
harmanlanip birlestirildigi bilim alani olarak adlandirilabilir. Bu yol ile Uretilen
malzemelerin geleneksel prosedirlerle sentezlenenlere kiyasla daha Ustln
Ozelliklere sahip olmasi en énemli avantajidir. Nanoteknoloji, tibbin ¢ok farkli
alanlarinda (teshis, tedavi, goruntlileme ve ilag tasiyici sistem olarak) yenilikgi
gelismeler saglamaktadir. ilag tasiyici sistemler, kontrolli salim ve
hedeflendirme gudumli yeni kusak terapdtiklerin etkinliginin arttirilmasi, yan ve
toksik etki azaltimasi/yok edilmesi gibi yenilikleri sayesinde ‘Farmasoétik
Nanoteknoloji’ basligi modern nanoteknolojinin odak noktalarinin basinda yer
almaktadir. ilag tasiyici sistem olarak; disik suda c¢ozinirlik, disuk
biyoyararlanim ve toksisite gibi problemlerin ¢oziumunde nanopartikuler ilag
tasiyici sistemler 6nerilmektedirler. Polimerik veya lipidik nanosistemler, pekgok
¢alismada ilacin biyoyararlaniminin geligtiriimesi, farmakokinetiginin modifiye
edilmesi veya enkapsule edilen ilacin enzimatik etkiden korunmasi agamasinda
basarili sonuglar vermislerdir. Son vyillarda, dogal/sentetik polimerler ve lipitler
kullanilarak hazirlanan nanopartikuler ilag tasiyici sistemler yukarida 6zetlenen



sebeplerden dolay! ¢ok ilgi gormektedirler. Gelismeye devam eden gunimuz
ila¢c sanayisinde yeni bir etkin madde uretmek yerine, mevcut etkin maddenin
vucut tarafindan biyoyararlanimini artirmak, hedef dokuya/organa ulasimini
saglamak ve yan etkilerini en aza indirmek onem arz eden konu olmaktadir. Bu
durumun en 6nemli sebepleri, yeni etkin maddenin dretiminin ¢gok uzun zaman
almasi, agir ekonomik yuk ve siklikla istenen sonucu vermemesi olarak

gOsterilmektedir.

Etkin maddelerin vicuda salim yollarinin incelenmesi sirasinda yapilan
calismalarda kontrolli ilag salim sistemleri one c¢ikmaktadir. Ancak c¢ogu
polimerlerin biyouyumlu veya biyobozunur olmayisi ila¢g sanayisini bu sentetik
polimer malzemelerin yerini alacak biyouyumlu ya da biyobozunur malzeme
arayisina sevketmistir. Bu asamada yuksek biyouyumlulugu ve Amerikan Gida
ve ilag Kurumu (Food and Drug Administration; FDA) onayli olmasi nedeniyle
poli(d,l-laktik ko-glikolik asit) (PLGA) dikkat cekmektedir. Nanolipozomlar ise
biyolojik membrana benzer yapilari ve yuksek biyouyumluluklari nedeniyle
pekcok calismada kullaniimiglardir. Bu amagla tez kapsaminda, ila¢g dagihm
sistemleri olarak en kapsamli arastirilan PLGA nanopartikllleri ve nanolipozom

formulasyonlari ile galismalar yurataimustar.

L-karnitin  (B-hydroxy-y-trimethylammonium butyrate) lisin turevi, suda
¢Ozunebilen ve vicut tarafindan sentezlenen bir bilesiktir. L-karnitin butln
memeli tlrlerinde endojen olarak bulunan ve yasamsal bir kofaktor gérevi yapan
dogal bir amonyum bilesigidir [1-3]. Yag asitlerinin mitokondriye tagsinmasindan
sorumlu olup, yag asidi metabolizmasinda énemli rol Ustlenir ve ayni zamanda
antioksidan aktiviteye sahiptir. Serbest karnitin (L-karnitin) vucuttaki toplam
karnitin havuzunun % 80’ ini olusturur [4]. Dokularda sadece L formu sentezlenir
ve sadece bu formu metabolik olarak aktiftir. Uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondri i¢ membranina ulasmasi ve burada beta oksidasyonlarinin
gerceklestirimesi i¢cin  kullanilan tek bilesiktir. Adenin-nukleotid-translokaz
enzimini module ederek mitokondriyal enerjinin sitoplazmaya iletimini kontrol

eden L-karnitin'in, kaslari guglendirici, yag yakimini ve sperm hareketliligini
2



arttirici 6zelliklerinin yani sira bagisiklik sistemi, yuksek tansiyon, diyabet gibi
hastaliklarin tedavisinde yardimci olarak kullanilmasi birgok c¢alisma ile
kanitlanmigtir [5, 6]. L-karnitin, bazi spesifik beslenme kosullarinda (hamilelik,
bebek beslenmesi vb...) disaridan alinmasi zorunlu olan bir mikro besin
olmasinin yani sira obezite, diyabet, bolgesel zayiflama gibi cagin énemli sorun
ve unsurlarina takviye olabilecek bir besin 0gesidir [7]. Kanser, diyabet,
Alzheimer, insulin direnci, kardiyovaskiler hastaliklarin (Angin, iskemi,
periferikvaskuller, kardiyojenik sok, kardiyomiyopati, hiperlipitemi, miyokard
enfarktisu vb...) karnitin eksikliginden kaynaklandiklari gorulmektedir [8]. Bu
nedenle, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de etkin bir
sekilde kullaniimaktadir [9]. Bahsi gegen hastaliklarin yani sira, atletik
performansi artirma ve yag yakimini hizlandirma gibi destek Urlnleri olarak da
piyasada buyUk bir pazara sahiptir [8]. Yapilan bir ¢alismada, uzun sureli L-
karnitin takviyesi alan atletlerin kosu hizinda artis, ortalama oksijen tuketiminde
ve kalp atiglarinda azalma saptanmigken [10], bir dijer calisma da ise egsersiz
programina baslamadan yaklasik bir saat 6nce alinan L-karnitin takviyesinin
plazma laktat miktarini azalttigi belirtilmistir [11]. L-karnitin takviyesi, karaciger
enzimlerindeki duzenlenmenin yani sira izotretinoin tarafindan induklenen
miyalji, zayiflik ve hipotansiyonu énlemeye de yardimci olur [8, 12]. L-karnitin'in
eksojen kaynakli Onemli besin oOgeleri kirmizi et ve sut drdnlerinden
olusmaktadir. Son yillarda suni yemleme ve hizli Uretim teknikleri sebebiyle
yiyeceklerden alinabilme verimli oldukga azalma gosterme, biyoyararlanimi
dusmeye devam etmektedir. Bu sebeple, gunumuizde populer besin
takviyelerinden biri olarak 6ne c¢ikmaktadir. Yiyeceklerden alindigi takdirde
biyoyararlanimi %54-86 [13] iken, diyet takviyelerinden alindigi durumlarda
biyoyararlanimina ait literatir ¢calismalari %14-18 [14], %5-25 [13] gibi dusuk
seviyelerdedir. Karnitin verimini artirmaya yonelik literatir caligmalari yok

denecek kadar az sayidadir.

Bu sebeplerle, L-karnitin’in biyoyaralanimini artirip, yan etkilerini en aza
indirmek oldukga 6nem tasimaktadir. Tez kapsaminda, L-karnitin emilim

surecinin en azindan bir kisminin kolaylastiriimasi veya aktif hale getiriimesi igin
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PLGA nanopartikulleri ve/veya nanolipozom formulasyonlari sentezlenerek,
kontrolli saliminin gergeklestirilebilecegi dusunulmustar. Bu sekilde etkili

aliminin saglanabilece@i dngorulmusgtur.

Hucre kulturleri, ginimuzde ilag absorpsiyonunun in-vitro degerlendirilmesi igin
yaygin olarak kullanilan sistemlerdir. Hucre kulturleri, canlilardan alinip canlilik
Ozellikleri korunabilecek sartlar altinda yetistirilen sistemlerdir ve in-vitro/in-vivo

arasi 0zellik gosterirler ve ilag absorpsiyon galigmalarinda kullanilabilirler.

Gunumuzde yenilikgi teknolojiler sayesinde metabolom, proteom, transkriptom
ve genom detayli tarama analizleri yapilabilmektedir. Bu teknolojlerin genel adi
olan "Omik Teknolojileri" analizlerinden elde edilen detayl bilgiler; ila¢ etkilesim
mekanizmalarinin anlagiimasi, bireysel tedavi stratejilerinin secgilmesi ve
etkinliklerinin anlasilip degerlendiriimesi i¢in blyuk bir potansiyele sahiptir. Bu
amacla tez kapsaminda, Gaz Kromatografisi Kitle Spektroskopisi (Gas
Chromatography Mass Spectroscopy, GC-MS) teknigi kullanilarak metabolomik

analizler gergeklestirilmistir.

Yukarida sayilan sebepler dogrultusunda sunulan bu tez kapsaminda; L-karnitin
yukli PLGA nanopartikilleri ve nanolipozom formulasyonlari gelistiriimis,
sentezlenen nano ilag tasiyici sistemlerin kritik kalite ozellikleri olan, zeta
potansiyel (ZP), partikul buyuklugu (PB), polidispersite indeksi (PDI) ve yuzde
enkapstulasyon etkinligi (YEE) Uzerine, formulasyon ve uretim parametrelerinin
etkisi degerlendirilmis, analitik yontemlerle etkin madde miktar tayini calismalari
yapilmis, salim profilleri belirlenmis ve hicre kultird calismalari yapiimistir.
Hucre ici metabolomik ve yolak analizilerine ait galismalar dogrultusunda, farkh
metabolit gruplari taranarak L-karnitinin nanotasiyici sistemlerle ve sistemsiz
olarak  kullanildiginda, hiacre  duzeyindeki  etkileri kargilastirlarak
degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Kontrolll ilag salim sistemleri, ilaglarin hedeflenen organlara gerekli olan dozda
ve istenen araliklarla salimini sagladigi igin etkili bir tedavi yontemi olarak son
yillarda ilgi ¢cekmektedir. Hedef olarak, hicresel yapi, 6zel bir organ, veya
intraseliiler bélge secilebilmektedir. ila¢ tasima sistemlerinde iddiali yaklasimlar
yaklasik 1 asir énce Paul Ehrlich'in "sihirli mermi" (Magic bullet) kavramiyla
glindeme gelmigtir. Ginimuzde bu kavramin iyice aydinlatiimasi i¢in ¢alismalar
devam etmektedir [15, 16]. Emil Heubel,19. yuzyil sonlarina dogru bazi ilaglarin
belli organlara vel/veya organ bolumlerine karsi Ozel affinite ve segicilik
gosterdigini kesfetmistir. Ehrlich ise, etkin maddesi Asfenamin olan "Salvarsan”
adli ilacin frengi hastaligi tedavisine segici etkisi oldugunu kesfederek "sihirli
mermi" (Magic bullet) gelistirmeyi basarmistir [16]. Kontrolli salim sistemlerinin
en temel iki yasasindan ilki; ilacin terapdtik etkinligini saglayabilecek
konsantarsyonda etki bdlgesine istenen hizda ulasiminin saglanmasi; digeri ise
etkin maddenin dozunun azaltilarak toksik etkilerinin sinirlandiriimasi ve etkin
maddenin istenen doku ve/veya organ Uzerinde dagiliminin saglanarak
hedeflendiriimesidir [16]. Hedeflendirmenin basamaklari Sekil 2.1.’deki gorselde

Ozetlenmigtir [16, 17].
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Nanopartikuller; terim olarak, boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen, sentetik
veya dogal yapidaki polimerlerle hazirlanan, etkin maddenin partiktl icinde
¢ozunduruldugu, hapsedildigi veya partikul yuzeyi Uzerine adsorbe edildigi,
ligand gibi baglandigi sistemlerdir. Nanokire veya nanokapsul olarak da
isimlendirilirler. Bu sistemlerin hazirlanmasinda dogal ve sentetik polimerler
kullanilirlar. Nanopartikuller, biyolojik olarak pargalanabilme, biyogecimlilik,
mukoadeziflik  gibi  biyolojik  &zelliklere  sahiptirler. ~ Nanopartikiller,
enkapsulasyon yetenekleri, etkin madde stabilitesini arttirmasi ve kontrollu

salim saglamalari bakimindan son derece genig kullanim alanina sahiptirler.

Nanolipozomlar, 0.02-3.5 ym ¢apinda sulu faz ve lipit ¢ift tabaka olmak tzere iki
ayri kisimdan olusan, kolloidal lipit yapisinda kiresel vezikillerdir. Nanolipozom
olusturmak icin genellikle yumurta ve soya bazl fosfolipitler kullanihr.
Nanolipozomlar, biyouyumlu ve biyoparcalanan oOzellikteki lipit icerikleri
sayesinde hiucre membran yapisina benzerlik gosterirler. Bu nedenle, hicre
membranina yuksek afinite gosterererek penetrasyonu arttirabilirler. Ayrica,
dusuk ¢ozunurlige sahip etkin maddeler igin organik ¢dézuclu gorevi goérmek ve
boylece penetrasyonu arttirarak ylksek lokalize ilag konsantrasyonunu
saglamak, uzatilmis salim, lokal depo etki gibi avantajlarinin yani sira sistemik
absorpsiyonun engellenebilmesi i¢in hiz sinirlayici membran bariyer olarak da

etki gosterirler.

Nanopartikillerin ve nanolipozomlarin tasiyici olarak kullanildi§i sistemlerle,
ilaclarin ¢ok uzun sure surekli ve kontrolli olarak salimi saglanabilmektedir.
Sahip oldugu avantajlarindan dolayi etkin maddelerin enkapsuilasyonu sonucu
kontrollu salimlari icin nanopartikil Uretiminde en yaygin olarak kullanilan
biyobozunur polimerler alifatik poliesterler olan Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik
asit (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan Poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)dir.
Biyopargalanabilir ~ bir polimer olan PLGA ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda ve doku muihendisligi alaninda ¢ok 6nemli bir potansiyele
sahiptir. FDA ve Avrupa ilag Ajansi (European Medicine Agency, EMA)
tarafindan onayli olmasi, DNA, RNA, peptid ve proteinler dahil ¢ok farkh



yapidaki maddelerin tasiyici sistemlerinin hazirlanmasinda kullaniimasi, uzun
sureli klinik deneyiminin kazanilmig olmasi, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir
olmasi PLGA’nin dénemli Ustlnlukleridir. Bununla birlikte, yapilan calismalar
PLGA’nin ayarlanabilir degradasyon &zelliklerinin, surekli salim sistemlerinin
hazirlanmasi igin uygun oldugunu ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak, FDA
onayl, Uuretim kolayhgi, karakteristigindeki c¢ok yonlUluk, biyouyumlu,
biyopargalanabilir olmalari, toksik ve immunojenik ozellik gostermemeleri bu
polimerlerin yogun bir sekilde tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda

kullanilmasina imkan saglamaktadir.

2.1. llag Tastyici Partikiiler Sistemler

Nanoteknolojinin  temelini  olusturan  nanopartikuller, hacimsel vyapil
malzemelerden ¢cok daha farkli ve Ustin 6zellikler sergileyen ve boyutlari 10-
1000 nanometre (nm) arasinda degisen vyapilardir. Nanoyapili partikuller,
gosterdikleri Ustun ozellikler sayesinde ilag, elektrik-elektronik, biyomedikal,
otomotiv ve kimya sektorleri bagka olmak Uzere bircok endustriyel alanda
kullanima sahiptirler. ilac tasiyici sistemler bashidi altinda incelendiklerinde;
hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrolli olarak salan kati
kollodial yapilar olarak tanimlanabilirler. Bu sektorde kullanilan nanopartikuller
pek c¢ok avantajlari sebebiyle tercih edilmektedirler. Fizikokimyasal olarak
istenilen fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip nanotasiyicilarin hiicrelere gegisi
blylk moleklllere nazaran ¢ok daha iyidir ve bu sayede hedef doku veya
organa biyoaktif bilesenlerin basariyla tasinmasini saglamaktadir [18]. ilacin
kontrolli salimi ile ila¢ etki bolgesine yonelir, dokulara dagihm esnasinda ilag
terapotik etkinligini gosterirken, yan etkiler azaltiimis olur. Nanopartiktler
sistemler; paranteral, oral, okuler, topikal gibi bircok farkh vyollarla
kullanilabilmelerinin yani sira biyolojik olarak parcalanabilme, biyogegimlilik,

mukoadeziflik gibi istenilen biyolojik dzelliklere sahiptirler.

ilag tasiyici sistemlerde kullanilan mikro/nanotasiyicilar;
mikrokapsul/mikrokureler, polimerik nanopartikiller, kati lipit nanopartikiller

(KLN’ler), nanolipozomlar, dendrimerler, manyetik nanopartikuller, silikon veya



karbon bazli nanomateryaller vb... olarak siralanabilirler [19]. Bu sistemlerin
tamami, icerisinde ¢c6ziunmus, hapsedilmis veya yuzeyine adsorbe edilmig etkin
maddelerin kontrollU  salimini  saglayan  sistemler  olup, herbiri

avantaj/dezavantaj bakimindan ayri 6neme sahiptirler.

2.1.1. Mikrokapsiuller

Mikrokapsuller genel olarak 3—800 ym ¢apindadir ve agirlikga %10-90 ¢ekirdek
malzemeden olusurlar. En basit tanimiyla, duzgun sinirlarla gevirili kiguk
kirelerdir ve mikrokapsulleme yontemi ile hazirlanirlar. Mikrokapsulleme, kati
partikil, gaz veya sivi damlacik formundaki etkin maddelerin, polimerik film
malzemesi ile dig ortamdan izole edilip, c¢evrelenmesi ve korunmalari
saglanarak kaplanmasi prosesidir [20]. Bu yontemle ¢ekirdek malzemeler, uzun
sureli etkinin saglanmasi, c¢evresel bozunmaya karsi stabilizasyonun
arttirlmasi, sivi  gekirdegin  katt forma  donustirdlmesi, kullanimin
kolaylastiriimasi, koti tadin maskelenmesi ve toksik etkinin dnlenmesi gibi
cesitli nedenlerle enkapsule edilirler [20, 21]. Mikrokapsulleme teknolojisi,
sentezlenmesi diger yontemlere goére zahmetli ve pahali olan yapilarin ve
istenilen Ozellikteki maddelerin elde edilmesinine kolaylik sadlamaktadir. Bu
nedenle, mikrokapsulleme proseslerine olan ilgi artarak gelismeye devam
etmektedir. Mikrokapsulasyon teknolojisi asagida siralanan sebepler

dogrultusunda ilag sektorinde yaygin olarak kullaniimaktadir:

. Etkin maddenin dis ortamdan (isilk, nem vb.) korunarak

stabilitesinin arttiriimasi

. Etkin maddenin difizyon ve buharlasma hizininin azaltiimasi

. Etkin maddenin kontrolli saliminin saglanabilmesi

. istenmeyen tat ve kokularin maskelenmesi

. Sivi damlaciklarin ve gaz partikllerin kati forma donustiralmesi
. Gecimsiz maddelerin bir arada verilebilmesi

Mikrokapsulleme prosesleri doért basamakta Ozetlenebilir: 1) Emdalsiyon
olusturma. 2) Polimerlerin  kompleks olusturmasi. 3) Kaplamanin

gerceklestirimesi. 4) Kaplamanin sertlesmesiyle mikrokapsdullerin eldesi (termal



capraz baglanma prosesi). Birinci ve ikinci basamaklar birbirleriyle karismayan
yapilarin surfaktan yardimiyla emulsiyon olusturdugu ve g¢ekirdegi cevreleyen
duvar materyalinin olustugu kisimdir. Son iki faz ise, igerisine sertlestirme

ajaninin eklenerek kapsullemenin gerceklestigi kisimdir [20, 21].

2.1.2. Mikrokireler

Caplan birkag mikrometreden birkag yuz mikrometreye kadar farklilhk
gosterebilen, monolitik yapida tasiyicilardir. Mikrokurelerin etkin maddeyi hucre
veya dokuya tasimasi, etkin maddeyi kontrolli sekilde salmasi, hedef bolgeye
ulasana dek etkin maddeyi sizdirmamasi, biyolojik olarak pargalanabilmesi ve
parcalanma ardnlerinin toksik olmamasi gerekir. Mikrokurelerin
hazirlanmasinda sentetik ve dogal polimerler kullanihr. Dogal polimerler
arasinda amino polisakkaritler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler yer alir.
Sentetik polimer olarak ise, biyolojik pargalanan ve pargalanmayan polimerler
kullanihr. Dogal polimerler, biyolojik olarak parcalanabilmeleri, metabolize
edilebilmeleri, stabiliteleri, suda ¢ozinen ilaglar igin ylksek enkapsulasyon

etkinligi vermeleri nedeniyle, mikrokire hazirlamada daha fazla tercih edilir.

Sentetik polimerlerin de istenen spesifikasyonlara gore sentezlenebilmeleri,
hazirlama suresince dayanikli olmalari, fazla miktarda ve yuksek saflikta
uretilebilmeleri gibi 6zellikleri vardir. Proteinler, asilar ve anti-kanserojen ilaglar
mikroklire formunda vicuda verilebilen sistemlerdendir [6, 19]. Yukarida
bahsedilen farmasétik uygulama alanlarina ek olarak mikrokureler, dolagsim
sistemi igerisine uygulanarak, sistem fonksiyonlarinin incelenmesinde ve damar

caplarinin dlgtilimesinde de kullanilabilmektedirler.

2.1.3. Nanopartikiiller

icerisinde hapsedilmis veya ¢éziinmis formda bulunan veya ylizeyine adsorbe
edilen etkin maddeyi kontrolll olarak salabilen kolloidal yapida kati formda nano
boyuttaki partiktllerdir. Nanopartikiller, nanoklre ve yananokapsulolarak da

adlandirilabilirler. Nanokurelerde, etkin madde matris sistem iginde homojen



olarak dagilmis sekilde bulunurken, nanokapsullerde ise etkin madde polimer
zarla c¢evrelenmigtir. Nanopartikullerin, ilaci kontrolli olarak salmasi,
parcalanma UurUnlerinin toksik olmamasi ve tasiyicinin istenilen fizyolojik
ortamda pargalanmasi gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenir. Nanopartikullerin
hazirlanmasinda, dogal ve sentetik polimerler kullanilir. Nanopartikil
hazirlanmasinda kullanilan dogal polimerler siklhkla, albumin, jelatin gibi
proteinler ve kitozan, dekstrin, aljinat gibi polisakkaritler olmak Utzere iki gruptur.
Sentetik polimerler olarak ise, dnceden sentezlenen PLA, PLGA, poli-anhidrit
veya hazirlama sirasinda monomerlerden sentezlenen polimerlerden

yararlanilir.

2.1.3.1. Poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikiilleri

PLGA, ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasi, doku muhendisligi alaninda buyuk
bir 6neme sahiptir. Tasarim ve performans acgisindan ila¢ tasima sistemleri igin
en detayll tanimlanmig biyomateryaldir [22]. Poliester yapida olan PLGA
kopolimeri, FDA ve EMA tarafindan onayli, PLA ve PGA polimerlerinden olusan,
biyopargalanabilir ve biyouyumlu bir materyaldir. DNA, RNA, ila¢ etkin
maddeleri, peptid ve proteinler gibi farkli yapidaki maddelerin tasiyici
sistemlerinin Uretminde kullaniimasi, yapisini olusturan her iki monomerin de
dogal olarak olugsmasindan 6tird minimum toksisiteye sahip olmasi, siregelen
klinik bilgi birikimine sahip olunmasi, biyopargalanabilir ve biyouyumlu yapida
olmasi gibi 6zellikleri PLGA’y1 en sik kullanilan surekli salim sistemi ajani
yapmaktadir [22-24].

2.1.3.1.1. PLGA'nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Laktid yapisinda asimetrik bir karbon bulunur, L ve D olmak Uzere iki optik
izomeri bulunmaktadir. Optikge aktif olan L-laktid ve D-laktid ve optikce aktif

olmayan DL-laktid olmak Uzere Ug fakh laktid formundan olusmaktadir [22].

PLGA kopolimerlerinin Tg (camsi gegis sicakhgi) 37°C'nin Uzerindedir ve oda

kosullarinda camsidir, dolayisiyla 6nemli mekanik mukavemet saglayan
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oldukga sert bir zincir yapisina sahiptirler. Bu sayede kolaylikla ilag salim

sistemleri olarak formule edilebilirler [25].

PLA polimeri sahip oldugu metil grubunun hem sterik engel olusturmasi hem de
hidrofobik yapi gostermesi sebebiyle PGA polimerine nazaran hidrolize daha
dayanikhdir. Fakat, dusuk termal stabilite gosterir ve mekanik olarak kirilgan
yapidadir. PGA kismi ise, %45-55 oraninda kristalin yapi gosterir, metil yan
grubu icermez [24]. Poli (laktik) ve poli (glikolik) asit ¢codu ¢oziucude zayif bir
sekilde c¢ozunurken, PLGA aseton, tetrahidrofuran (THF), etil asetat ve
klorlanmig ¢ozuculer dahil olmak Uzere birgok ¢ozucude ¢ozunar [22, 23]. PLGA

suda, ester baglarinin hidrolize olmasi yoluyla biyobozunurluga ugrar.

PLA'daki metil yan gruplarin varhigi, PLA'y1 PGA'dan daha hidrofobik kilar ve bu
nedenle laktid acgisindan zengin PLGA kopolimerleri PGA’dan daha az

hidrofiliktir, daha az su emer ve sonrasinda daha yavas bozunur [22].

Poli(DL-laktid) ise yapisindaki duzensizliklerden dolayr amorf yapida iken poli(L-
laktid) yari-kristal (yaklasik %37 oraninda kristalinite) yapidadir. PLGA’nin elde
edilmesinde glikolid ile kopolimerizasyon yapmak Uzere L-laktid veya DL-laktid
kullaniimaktadir. Glikolid:laktid oranlar farkhlastirilarak PLGA’nin kristalinite
derecesi kontrol edilebilmektedir; 6rnegin PLGA 88:12 orani, polimerin %88

laktik asit ve %12 glikolik asitten olustugunu belirtir.

Sekil 2.2. PLGA: poly(lactic acid-co-glycolic acid), x&y:tekrarlanan her birimin
kag kez oldugunu gosterir [24].
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PLGA'nin fiziksel Ozellikleri molekuler agirlik, laktid/glikolit orani, suya direk
maruz kalan kisim (yuzey sekli) ve saklama sicakligi gibi birgok faktore baghdir
[22]. PLGA'nin mekanik o6zellikleri, molekiler agirlik ve PDI gibi fiziksel
Ozelliklerinden etkilenir. Bu 6zellikler ayrica bir ilag salim araci olarak formule

edilme yetenegini, bozunma hizi ve hidroliz derecesini belirler.

2.1.3.1.2. PLGA Nanopartikiil ilag Tasiyici Sistemlerin Farmakokinetigi ve
Biyodagilimi

Nanopartiktllerden ila¢ salimi genel olarak asinma, sizma, pargalanma, kopma
ve difizyon mekanizmalariyla olmaktadir. Difizyon mekanizmasi disinda diger
salim mekanizmalari surekli salim gerceklestirirler. Diflzyon mesafesi partikil
boyutu nedeniyle ¢ok kisadir, bu sebeple bu mekanizma ile salim yapan
sistemler siirekli ve kontrolli bir salim profili géstermezler [19]. ila¢ tasima
sistemi olarak kullanilan PLGA'nin, tasidigi ila¢g etkin maddesini istenilen
terapotik etki icin  uygun biyodagilim, sure ve konsantrasyonda salimini
gerceklestirmesi gerekmektedir. Bu nedenle, nanopartikll iceren ilag tasiyici
sistemler olusturulurken, geometri, etkin madde dagilim mekanizmasi,
PLGA’nin biyo-bozunmasi gibi 6zellikler belirlenmelidir. Etkin madde PLGA’nIn
polimer degredasyonuyla salinir, bu nedenle ilag salim kinetigi polimer
degredasyonuyla karsilastiriir. Degredasyon hizi alkil zincir uzunluguna
dayanmaktadir [19]. in-vitro ve in-vivo olarak PLGA kopolimeri, omurga ester
baglarinin ayriimasi yoluyla sulu ortamda (hidrolitk bozunma veya

biyodegradasyon) bozunmaya ugrar [25].

PLGA'nin biyo-dagilimi ve farmakokinetigi, dogrusal olmayan ve doza bagh bir
profili takip eder [22, 26]. Literatirde yapilan c¢alismalar gdstermektedir ki,
PLGA nanotasiyicilarinin bozunmasi ilk asamada (yaklasik%30) hizhidir ve en

sonunda akciger solunumu ile vicut disina atilir [22, 27].
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2.1.3.1.3. PLGA Kapsulasyon Teknikleri

Her ne kadar buglne kadar bir dizi PLGA-kapsulasyon teknigi gelistiriimis ve
rapor edilmis olsa da teknigin sec¢imi polimerin dogasina, etkin maddenin
fizikokimyasal oOzelliklerine, formulasyonun kullanim amacina ve terapinin
istenen suresine baghdir. Kullanilan kapsulasyon yontemi asagidaKki

gereklilikleri icermelidir [25].

(i) Tlacin stabilitesi ve biyolojik aktivitesi, kapsllleme islemi sirasinda

veya nihai urinde olumsuz etkilenmemelidir.

(i) istenilen boyut araligina sahip mikro/nano PLGA kapsiillerinin verimi

ve ilag kapsulleme verimliligi yuksek olmalidir.

(i) Kapsdullerin kalitesi ve ila¢g salim profili belirtilen sinirlar dahilinde

tekrarlanabilir olmalidir.

(iv) Kapsuller serbest akisli bir toz olarak Uretiimeli ve agregasyon

gostermemelidir.

2.1.3.1.4. PLGA Uretim Teknikleri

Mikro ve nanopartikil olusturma yontemleri arasinda; emdulsiyon olusturma-
¢Ozlicu buharlastirma yontemi, faz ayristirma yontemi, puskulrterek kurutma
yontemi, diyaliz ve superkritik sivi teknolojisi olmak tGzere farkl Gretim teknikleri

bulunmaktadir. Kullanilan teknikler alt basgliklarda detaylandiriimistir.

2.1.3.1.4.1. Mikropartikil Olusturma Yontemleri

Mikropartikil olusturma ydntemleri kendi igerisinde farkli basliklarda

incelenmektedir.

2.1.3.1.4.1.1. Emilsiyon Olusturma-Coziicii Buharlagtirma Yontemi

Polimerik nanopartikullerin hazirlanmasinda siklikla kullanilan bu yontem, temel

olarak asagida belirtilen iki basamaktan olusur:
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(1) Sulu faz igerisinde polimer c¢ozeltisinin homojenize edilmesiyle

emulsiyon hazirlanmasi.

(2) Emdulsifikasyon sonrasi organik ¢ozuclnin uzaklastiriimasiyla

nanopartikullerin elde edilmesi.

Bu yontemde [25], stabilizator ve yuksek enerjili homojenizasyon kullanilir.
PLGA nanopartikulleri hazirlamak i¢cin PLGA, diklorometan, THF, etilasetat veya
kloroform gibi suyla karismayan organik ¢ozicullerde ¢ézunduralir. Daha sonra
stabilizator (polivinil alkol (PVA), sodyum taurodeoksikolat, sodyum dodesil
sulfat, Tween 80, vb. yuzey aktif maddeler) iceren sulu faz ile karistirilarak
homojenize edilir. Etkin maddenin c¢ozundrlik 6zelligine goére, ya polimer
cOzeltisi icerisinde veya sulu faz igerisinde ¢ozundurtlerek karigsima ilave edilir.
Olusturulan emdulsiyondaki organik faz algak basing altinda uzaklastirilir ve
bdylece nanopartikuler sistemler elde edilir. Bu yontemle hazirlanan polimerik
tastyicilarin  partikil boyutu; karigtirma hizi, stabilizatoran tipi, miktari,
polimer/ila¢ konsantrasyonu, organik ve sulu fazin viskozitesi, sicakhk gibi

parametreler degistirilerek ayarlanabilir [25].

2.1.3.1.4.1.2. Faz Ayristirma Yontemi

Ekonomik, tekrarlanabilen ve hizli olan bu yontemde, koaservat ve sUpernatatn
olmak Uzere iki ayn faz bulunmaktadir ve surfaktan kullanimina gerek
duyulmamaktadir. Polimer c¢ozeltisi icinde dagitilan/gdzindurilen ilag etkin

maddesi, koaservat ile kaplanmaktadir.

Yontem polimerin su ile tamamiyla karigabilen organik bir ¢ozucude
¢6zundurilmesi ve sonrasinda sulu fazin da karistirlmasi sonucu nanoboyutta
¢okturulmesi ilkesine dayanmaktadir ve asagida belirtilen G¢ basamaktan olusur
[25]:

(i) Kaplama polimer ¢ozeltisinin faz ayrimi
(i) ilag etkin maddesi etrafinda koaservatin adsorbsiyonu

(i) Mikrokurelerin katilastiriimasi
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Oncelikle, polimer organik ¢dzicl iginde ¢dzindurllir. Suda ¢dzinen ilaglar
suda ¢ozunduralurerek, polimer ¢ozeltisinde dagilir. Polimer-ilag ¢ézucu karisim
sistemi Uzerine, alkol gibi polimer ¢ozucusunu ekstrakte edebilecek ¢ozucu
kademeli olarak karigtirilarak eklenir. Sonug¢ olarak, polimer faz ayrisir ve
boyutlari karigtirma hizi ve siresiyle kontrol edilmis ila¢ etkin maddesini tutan
koaservat damlaciklari olusur. Bu sistem mikrokurelerin sertlestiriimesi igin daha
yuksek miktardaki baska bir organik olmayan ¢dzlcu igerisine (formaldehit,
glutaraldehit vb.) transfer edilir, sonrasinda yikama, eleme, filtrasyon veya
santrifijleme ile toplanir ve en son iglem olarak kurutularak final mikrokureler
elde edilir [25]. Bu igslemin, emulsifikasyon yonteminden farki, sulu olmayan bir
yontem oldugu icin hem suda ¢ozunen hem de suda ¢6zinmeyen ilaglari

kapsullemek igin uygundur.

2.1.3.1.4.1.3. Puskiirterek Kurutma Yontemi

Plskurterek kurutma yontemi; diger iki ydonteme nazaran ¢ok daha hizli, rahat,
Olceklendiriimesi kolay olup, ilacin ve polimerin ¢ozundrlik parametrelerine
daha az bagimhdir [28, 29]. Bu ydntemde ilag, polimer ¢odzeltisi icinde
¢cozundurilir veya disperse edilir. Ozel bir alet kullanilarak, piskurtiict igne
yardimiyla puskuartilerek kurutulur. Partikdllerin  boyutu; puUskirtme hizi,
puskdrtict igne boyutu, kurutma hizi, inlet/outlet sicaklik ve aspirasyon hizi
degistirilerek kontrol edilebilir [30]. Buyuk ¢apli Gretime imkan vermesi nedeniyle

ilag sanayiide tercih edilmektedir.

2.1.3.1.4.2. Nanopartikiil Olugturma Yontemleri

Yukarida agiklanan tum mikropartikil Uretim teknikleri, parametreler Uzerinde
gerekli duzenlemeler yapilarak PLGA nanopartikillerinin (nanokureler ve
nanokapsuller) Uretilmesi i¢in de kullanilabilir. Kati, polimerik nanopartikillerin
hazirlanmasinda kullanilan en yaygin yontem, emdulsifikasyon-¢6zicu
buharlagtirma teknigidir [22]. Nanopartikuller ayrica nanopresipitasyon
(nanogoktiurme) yontemleri ile hazirlanabilmektedirler. Hizli, ekonomik ve
tekrarlanabilir olmasi bu yontemin UsttnlUkleridir. Bu ydntemin esasi, polimerin

(genellikle PLGA, PLA, PCL, vb. polimerler) suyla tamamen karisabilir bir
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organik ¢ozucude c¢ozundurulmesi, daha sonra iki fazin karigtirimasi sonucu
organik ¢Ozucunun ugurularak, ¢6zundurilmis materyalin nanoboyutta
presipitasyonuna dayanmaktadir. Genellikle; ¢dzlcl olarak aseton, aseton-su
karisimi, etanol-aseton karisimi, THF kullanilir. Nanopartikillerin - boyutu,
cozuculerin oranlari ve polimer konsantrasyonu degistirilerek

ayarlanabilmektedir [22].

2.1.3.1.4.3. Diyaliz

Kliguk ve homojen partikil dagilimina sahip nanopartikillerin Gretimi igin etkili
ve basit bir yontem olan diyaliz yonteminde, polimer organik bir ¢ozucude
¢6zundurdlur ve uygun molekdl agirhigina gore diyaliz yapan tlp igerisine
yerlestirilir. Diyaliz sonucunda, ¢ozucunin yer degdistirmesine bagl olarak
polimer ¢dzunurligu azalarak, polimer kademeli olarak agregasyona ugrar ve

bu sayede homojen bir nanopartikil stispansiyonu olusturulmus olur [31].

2.1.3.1.4.4. Superkritik Sivi Teknolojisi

Polimerik nanopartikuller hazirlamak amaciyla kullanilan bu ydnteminin en
blylk avantaji ¢oktUrilmus GrGnlin ¢dzlcu igermemesidir. Basincin
degismesine ragmen superkritik sicakliklari Gstlinde faz degistirmeyen sivilar,

superkritik olarak belirtilirler.

En yaygin kullanilan, superkritik sivi COz'dir (Tc=31.1°C, Pc=73.8 bar), alev
almaz, ucuzdur ve toksik degildir. Superkritik anti-cozicu yontemi (SAS) ve
superkritik ¢ozeltinin hizli genlesmesi (RESS) yontemleri en sik kullanilan
yontemlerdir. RESS yonteminde, etkin madde ve polimer superkritik ¢oztucude
yuksek basingta ¢ozundurulurken, SAS yonteminde ise etkin madde organik bir
¢ozlcu icerisinde ¢ozunduruldikten sonra superkritik sivi ile temasta birakilir.
Suaperkritik ¢géziclde organik faz hemen ¢6zinur, geriye filtrasyon sonrasi elde

edilebilen nanopartikuller kalir [32, 33].
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2.1.3.2. Kat1 Lipit Nanopartikuller

ik olarak 1991’de mevcut kollodial sistemlere alternatif olarak ortaya atilmis
olan kat! lipit nanopartikullerin (KLN) boyutlari 50-1000 nm arasinda degigkenlik
gosterebilir. KLN’ler ilag tasiyici sistemleri ve arastirmalarinda oldukga fazla
kullanim potansiyeli olan ve nanoteknoloji/nanotip alaninda en dikkat ¢eken
formulasyonlar arasinda yer almaktadir [34]. Yag/su emdulsiyonundaki sivi olan

yag fazinin kati lipit ile yer degdistirmesiyle elde edilir.

KLN’lerin agsagida siralandigi gibi birgok avantaji bulunmaktadir;

> YUksek biyouyumluluk

» Lipofilik ve hidrofilik ilaglarin yuklenebilmesi

> YUksek ila¢ yukleme kapasitesi

» Kapstule edilmis etkin maddelerin kontrolli salimini saglamak

> ilag hedefleme

» Kullanilan etkin maddelerin stabilitesini artirmak

> Olgeklendirme ve sterilizeedilebilme kolayhg:

» Polimerik nanopartikullere nazaran daha kolay uretim
KLN’lerin dezavantajlari,

» Tahmin edilemeyen jelasyon egilimi

> Polimerik gecisler esnasinda beklenmeyen dinamikler

2.1.3.2.1. Kati Lipit Nanopartikillerin Hazirlanma Yontemleri

KLN’ler genellikle yiksek basingla homojenizasyon, mikroemulsiyon ve ¢ozucu
ile ¢okturme gibi asagida detaylandiriimig yontemlerle hazirlanabilirler [34].
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2.1.3.2.1.1. Yuksek Basingla Homojenizasyon
2.1.3.2.1.1.1. Sicak Homojenizasyon

Bu yontemde, lipit erime derecesinin 5-10°C Uzerindeki sicakliga getirilir ve
lipidik yapi igerisinde, etkin madde ¢ézundurllir veya dagitilir. Etkin madde
iceren bu eriyik haldeki lipidik yapi, ayni derecedeki sulu ylzey etkin madde
¢Ozeltisi icinde dagitihr. Olugsan pre-emdulsiyon homojenize edilir ve oda
sicakhigina kadar sogutulur. Lipit tekrar kristalize olur ve bdylece kati lipit

partikuller olugur.

2.1.3.2.1.1.2. Soguk Homojenizasyon

Etkin maddeyi iceren lipit eriyigi sogutularak kati lipit ~50-100 ym boyutlarindaki
lipidik mikropartiklller elde edilinceye kadar égutulir, sonrasinda soduk yluzey
etkin madde ¢ozeltisi icerisinde dagitilir, oda sicakhdinda homojenizasyona

maruz birakilir.

2.1.3.2.1.2. Mikroemiilsiyon

50-70°C’de trigliserit ve yag asidi eritilir. Su/ylzey etkin madde/yardimci ylzey
etkin madde lipofilik faz ile ayni sicakliga isitilir. Sulu faz, lipofilik faza eklenir ve
elde edilen yag/su emdulsiyonu soguk ortamda (2-3°C) dagitilir. Genellikle,
Trehaloz ve Pluronic F-68 ortaminda dispers edilir. Mikroemulsiyonlar suya
eklenince lipid faz, kuguk partikiller olusturacak sekilde c¢oker. Birkag kez
diafiltrasyon ve dia ultrafitrasyon yodntemiyle yikanir. Otoklavda sterilize

edildikten sonra dondurularak kurutulur.

2.1.3.2.1.3. Cozicu ile Goktiirme

Gliserit organik ¢ozucltde ¢ozundurulir ve sulu faz ortaminda emidilsifiye edilir.

Cozucu buharlastirilir, lipidin gokmesiyle kati lipit nanopartiktller elde edilir.
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2.2. Nanolipozomlar

Nanolipozomlar ilag tasiyici sistem uygulamalarinda nanotasliyicilar olarak pek
¢cok avantajlara sahip kollodial kuresel vezikullerdir [19, 34-36]. 20-3000 nm
boyut araliklarinda sentezlenebilirler. Lipozomlarda nano boyuta inildikge
yluzey/hacim orani artisindan dolayr biyoyararlanimi ve hedeflendiriime
yetenekleri artirilimis yapilar elde edilebilir [19, 34, 36]. Konu ile ilgili yapilan
calismalar 1964 yilina kadar gitmektedir. Bangham ve ekibi hicre zar yapisi
modelini olusturmak amaciyla ¢alismalarina baglamig, nanolipozomlarin etkin
madde tasiyicisi olarak kullanilabilecegini kesfetmislerdir [37]. GuUnumuzde,
piyasada tedavi amach kullanilan etkin madde igceren nanolipozom
formilasyonunun az sayida olmasina kargin, asagida bahsedilen
avantajlarindan dolayi klinik calismalarin sayisi her gegcen gun artarak devam
etmektedir [34, 38, 39].

» Vlcut yapitasi olan fosfolipitlerden Uretildikleri igin biyolojik ortamda
degredasyona ugrayarak toksik, yan ve immunojenik etkileri cok aza

indirilebilir veya ortadan tamamen kaldinlabilirler.
» DusUk dozlarda bile ylksek terapotik etki gosterebilirler.

» Etkin madde plazma seviyesini istenilen sitre boyunca terapoétik

dizeyde tutabilirler.
» Suda veya yagda ¢ozunen etkin maddeler enkapsule edilebilirler.

» Etkin maddeyi enkapsule ettikleri igin vicut ortaminda bulunan

istenmeyen enzimatik etkilerden koruyabilirler.
» Dozlama araligini uzatirlar.

> Yarilanma Omrid kisa olan etkin maddelerin, kontrolli salimini

saglayarak yarilanma émrunu uzatirlar.

> llaci direkt olarak hedeflenen bélgeye tasiyabilirler.

2.2.1. Nanolipozomlarin Fiziksel Ozellikleri

Nanolipozomlar, biyolojik membran benzeri lipit tabaka(lar) ve bu tabaka(lar)

arasinda sulu faz olmak Uzere iki bolimden olusurlar [19]. Sekil 2.3."te fosfolipit
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(PL) yapr ve etkin madde yukli nanolipozom yapisi sematik

gosterilmistir. Sekil 2.4.'te PL kimyasal formu gosterilmistir. Lipit tabakasi,
baslica dogal veya sentetik olarak uretilen fosfolipitlerden olusur. Nanolipozom
sentezinde genellikle kullanilan PL; fosfatidilinositol (PDL), fosfatidik asit (PA),
fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS)’dir [34, 36, 39].

} hidrofilik

} hidrofobik

Sekil 2.3. (a) Fosfolipit yapisi ve (b) Nanolipozom vezikulli sematik gosterimi.

Lipit cift tabaka

Yagda ¢ozunur etkin madde

Suda ¢dzlnur etkin madde

X:— OH

fosfatidik asit

R: Yag Asitleri "
O

OH OH

OH OH

OH
fosfatidilinositol

CH,

+
X:—— OCH,CH, — N'— CH,

fosfatidilkolin

CH,

X: —— OCH CH(NH )COOH

fosfatidilserin

X — OCHZCHZNH

fosfatidiletanolamin

Sekil 2.4. Nanolipozomu olusturan fosfolipit yapi.
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Nanolipozomlarin gift tabakali vezikul yapisinin olusmasinda etkili olan iki non-

kovalent etkilesim bulunmaktadir.

(i) Fosfolipit ve su molekulleri arasindaki etkilesimler: Fosfolipitlerin sulu
cOzeltide dagitilmalart durumda hidrofilik bolgeler suya yonelirken,

hidrofobik kisimlar sudan uzaklasirlar.

(ii) Fosfolipit molekdlleri arasindaki Van der Waals etkilesimleri.

Fosfolipitler, kuyruk gruplari hidrofobik hidrokarbon zincirinden olusan, bas
gruplarn hidrofilik yapida olan amfoter o6zellikte molekullerdir. Fosfolipitlerin
Ozelliklerini hidrofobik 6zellik gosteren ya§ asidi zincirlerinin uzunlugu ve
doymamiglik derecesi belirler. Lipit tabakanin 6zelliklerini istenilen sekilde
dizenleyebilmek icin sentez esnasinda degisiklikler yapilabilir. Ornegin, kan
proteinleri ile lipit tabaka ile birlesmesinin engellenmesi igin yapiya kolesterol
gibi bir sterolin katilmasiyla lipit tabaka gecirgenligi azaltilabilir. Bu sayede kan
proteinlerinin lipit tabakaya gecis orani azaltilarak nanolipozom stabilitesi

arttinllabilmektedir.

Nanolipozomlar kati veya sivi formda bulunabilirler, faz degistirme 6zelligini
fosfolipitin kendi yapisi belirler ve her lipitin belirli bir faz degistirme sicakligi
vardir. Faz degistirme sicakligi (T¢) 37°C’nin Uzerinde ise, fizyolojik sartlarda
daha kararlidirlar. Faz degistirme sicakliklari yakinlarinda, nanolipozomlar
jellesme goOstereceginden enkapsule edilmig etkin maddeleri serbestlestirmeye
baglarlar. Tc'nin 37°C  altinda oldugu durumlarda ise sentez esnasinda
degisiklikler yapilabilir. Ornegin lipit tabakaya ilave edilen kolesterol ile Tc

arttinlir ve bu sayede etkin madde miktar kaybi azaltilabilir [34].

2.2.2. Nanolipozomlarin Siniflandiriimasi ve Hazirlanmasi

Nanolipozomlar, 6zel amaglar dogrultusunda; sicaklia hassas, pH’a hassas,
Retikilo Endotelyal Sistem (RES) korumali, katyonik yapida, polimerize yapida,
usti kapl yapida olarak hazirlanabilir ve bu sekilde siniflandirilabilirler [34].
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Nanolipozomlar genel olarak tabaka sayilari ve buyuklukleri gz dnune alinarak
asagidaki sekilde siniflandirilabilir [34]. Asagdidaki kisimda siniflandiriimalarina

gore ayrilan basliklarda, hazirlama yontemlerinden de bahsedilmistir.

2.2.2.1. Cok Tabakh Nanolipozomlar

Birden fazla lipit tabakasini icerisinde barindiran yapilardir. i¢ ice dairesel birgok
tabakadan ve bu tabakalar arasindaki sulu fazdan olusurlar. 400-3500 nm
arasinda degisen buyuklUklere sahiptirler. Lipofilik veya hidrofobik etkin
maddeler nanolipozomlarin lipit tabakasinda hapsedilirken, hidrofilik etkin
maddeler sulu fazda enkapsiule edilirler. Hazirlaniglari igin genellikle, ‘Bangham
Yontemi’ veya ‘ince lipit tabaka’ olarak adlandirilan yontem kullanilir. Bu
yontemde; nanolipozomu olusturan lipit veya lipit karisimi organik ¢odzlcude
¢ozunduralur, ¢oézucunun ugurulmasinin ardindan olusan lipit tabakasi, pH 7.4

tamponu veya sulu faz ile karistirilarak nanolipozomlar olusturulur [34].

2.2.2.2. Buyiik Tek Tabakh Nanolipozomlar

Tek bir lipit tabakasinda olusan, igerisinde sulu faz bulunan ve 100 nm’den
daha buylk olan nanolipozomlardir. Ters faz buharlastirma yoéntemi veya
deterjan diyaliz yontemleriyle hazirlanabilirler. Ters faz buharlastirma
yonteminde; fosfolipitlerin su ve organik faz karisimi ile s/y emdulsiyonu
olusturulur, organik faz vakum altinda ugurulur. Deterjan diyaliz ydonteminde ise;
fosfolipitlerin strfaktan ile misel karisimlari hazirlanir. Etkin madde bu ¢ozelti
icerisinde ¢ozundurultr, diyaliz veya jel filtrasyon gibi tekniklerle kullanilan

surfaktant ortamdan uzaklastirilir.

2.2.2.3. Kugiik Tek Tabakh Nanolipozomlar

icerlerinde sulu faz bulunan ve biyUklikleri 0.25 — 0.50 nm olan tek tabakall
yapilardir. Cok tabakali nanolipozomlarin N, atmosferi altinda sonike

edilmeleriyle veya ¢ozucu enjeksiyonu yontemi kullanilarak hazirlanabilirler.
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2.2.3. Nanolipozom Hiicre Etki Mekanizmalari

Nanolipozomlarin tasidigi etkin maddeler hlcre igerisine,

(i) Adsorpsiyon: Hucre duvarina nanolipozomun tutunup icerigini

difizyon yoluyla salmasi,

(i) Endositoz: Hucrenin fagositoz yoluyla nanolipozomu igerisine direkt
almasi, lizozom ile sitoplazma igerisinde nanolipozom dis yapisinin

sindirilmesi sonucu iceriginin sitoplazmaya saliminin gergeklesmesi,

(iii) Lipit degisimi: Nanolipozomun hucre zarina tutunmasi sonucu, zarda
bulunan lipitlerin ve nanolipozom yapisindaki lipitlerin yer degistirmesi

esnasinda agilan porlardan nanolipozomal igerigin gegisi,

(iv) Fuzyon (Eriyerek Birlesme): Nanolipozomun lipit ¢ift tabakasinin
hlcre zariyla birlesmesiyle hlcre duvarinin bir pargasi haline gelmesi,
nanolipozomal icerigin sitoplazmaya eszamanli salinmasi, yollariyla
girebilirler [40].

2.3. L-karnitin Metabolizmasi ve Klinik Onemi

Rus bilim insanlari Gulewitcsh ve Krimberg tarafindan hayvan kas dokusundan
izole edilen L-karnitin, 1905 yilinda kesfedilse de, yag metabolizmasindaki

hayati roli ve eksikliginin 6nemi 1970’li yillara kadar agiklanamamistir [8].

Yag yakimi mekanizmasi baslayabilmesi icin yag asitlerinin 6zgun bir tagtyici ile
mitokondri icine tagsinmasi gerekmektedir, bu tasiyicinin adi 'karnitin' ve izledigi
biyokimyasal yola 'karnitin yolu' denir. L-karnitin’in ana fonksiyonu; karacigerde
depolanan uzun zincirli yag asitlerini mitokondriye tasimak ve boylece hucre
icerisine transfer olarak oksidasyona ugrayan yad molekullerinin sayisini
¢ogaltarak, yag yakma verimliligini yikseltmek ve vicuda enerji saglamaktir
[41]. Yag asidi, enerji elde etmek amaciyla bir hicreye alindiktan sonra, agil-
koenzim A (acil-KoA) tarafindan sitozolde (hicre sitoplazmasinin suda
¢6zinmeyen sivi ortami) KoA (koenzim A) tlrevlerine dénastirdlir. Yag yakim

mekanizmasi, mitokondri matriksinde gerceklestigi icin, Sekil 2.5.'te gosterildigi
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gibi yag asidi, mitokondrinin i¢ zarini gecmelidir, ancak bu zar KoA gibi polar

yapida ve buyuk molekullere karsi gegirgen degildir. Bu sebeple, ne serbest yag

asitlerinin ne de Acil-KoA'nin tek baslarina mitokondri

ilerleyemeyecekleri

goz

onune

alindiginda,

ic zarl

L-karnitin

boyunca

ve karnitin

aciltransferazlar yag asidi metabolizmasinda hayati rol Ustlenmektedirler.

A(;iI-KoA\ [ L-karnitin L-karnitin\ Acil-KoA \
/ ( )
Karnitin L-karnitin Karnitin Yag Asidi
lagilkarnitin
aciltransferaz translokaz agiltransferaz Oksidasyonu
( p——
‘j \‘A@'kami“” A(;ilkarnitin_j \ ‘J
KoA
KoA
Mitokondri
i¢-zan

Sekil 2.5. Yag asitlerinin mitokondri i¢ zara tasinimi sirasinda L-karnitin

fonksiyonunu gosteren sematik diyagram

L- karnitin’in yag asitlerinin oksidasyonundaki gérevi disinda, aerobik

karbonhidrat metabolizmasini kolaylastirmak, oksidatif fosforilasyon hizini
arttirmak ve bazi organik maddelerin atilimini arttirarak antioksidan etki

gOstermek gibi gorevleri bulunmaktadir [42].

L-karnitin, vicuda eksojen ve endojen olarak iki kaynaktan saglanmaktadir. L-

karnitinin  biyosentezi icin lizin ve metionin esansiyel amino asitleri

kullaniimaktadir. Gidalardan alinan L-karnitin'in en énemli kaynaklari, kirmizi et

ve st UrGnleridir. Gida sektérindeki suni yemleme ve seri Uretimin artisi,
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yiyeceklerle alinan L-karnitin’in vucuttaki miktarini yetersiz kilmakta, dolayisiyla
¢agimizin sorunu olan obezitenin baglica sebebi olarak karsimiza gikmaktadir.
Bu sebepler dogrultusunda L-karnitin, sporcular ve kilo vermek isteyen Kisiler

tarafindan siklikla takviye olarak alinmaktadir.

2.3.1. L-karnitin Biyokimyasal Yapisi, Farmakokinetik Ozellikleri

Kapali  formdlu C/HisNO3  olan L-karnitin (3-hidroksi-4-N-trimetil

azonumilbltanoat) bilesiginin acik molekul goésterimi Sekil 2.6.’da belirtilmistir.

CH, 0
| I

+ -
CH;, — N — CH,—CH — CH,— C—0

CH, OH

Sekil 2.6. L-karnitin'in kimyasal yapisi.

Hidrofilik bir bilesik olan L-karnitin, igeriginde bulunan bir adet asimetrik
karbondan dolayr D ve L formlarina sahiptir. Dogada sadece L formunda
bulunan L-karnitinin, D formu kimyasal olarak uretilir ve bu formu aktif degildir.
Asetil-L-Karnitin, Propionil-L-Karnitin olmak uzere iki kimyasal formu daha

bulunmaktadir. L-karnitin’in ;

» DusUk biyoyararlanima sahip olmasi (%14-18) [13, 14],

» Vdicutta depolanamamasi (bagirsaklardan aktif transport ile absorbe olur
ve eliminasyonu bdbreklerden saglanir),

» Yarilanma dmrunun kisa olmasi (30-60 dk) [43, 44],

> Uretilen L-karnitin etkin maddesi kaynaklarinin Avrupa ve Amerikan
Farmakopelerinde tanimh muhtemel bazi safsizliklari igermesi,

» Etkin tedavi saglanabilmesi i¢in sik doz uygulama gerektirmesi,

» Bahsi geccen safsizliklar sebebiyle yliksek miktarda ve sik araliklarla

uygulanmasi sonucu toksik ve yan etkilerinin artmasi,
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Sebepleri dogrultusunda L-karnitin'in kontrolli salim sistemleri ile vicuda

verilmesi oldukca dnem arz etmektedir.

2.3.2. Takviye Olarak L-karnitin: Gelecekteki Onemi

L-karnitin, bebek beslenmesi, saglik hizmetleri, performans gelistirme,
yaglanma geciktirme ve kronik hastaliklardan koruma gibi stratejik saglik
alanlarinda etkili olabilecek FDA onayl bir gida takviyesidir [13]. FDA
tarafindan bebek beslenmesi formulasyonlarinda gunluk minimum karnitin
icerigi 7.5 ymol/100 kcal olarak belirlenmis, yapilan karsilastirmali ¢galismalarda

bebekler icin dnemli bir gida maddesi oldugu belirtilmistir [13, 45].

Karnitin Uzerine fiziksel eforu azaltarak, performans gelistirme ve yag yakim
hizini artirma acgisindan da arastirmalar bulunmaktadir. Bu strateji, ilave
karnitinin oksidatif metabolizmayi arttirmasina dayanmaktadir. Vicutta bulunan
karnitinin artisi, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye tasinmasini saglayarak
yag yakimina destek olmaktadir. Bu oksidasyon sonucu ortaya ¢ikan enerji, kas
dokusu tarafindan kullanilarak, fiziksel performansi arttirmaya katki
saglamaktadir. Klinik veriler, karnitin konsantrasyonu normalin %25-50'sinden
az oldugu durumlarda, kas fonksiyonunun azalmaya duyarli oldugunu
gOstermektedir [46]. Ayrica karnitin, egzersiz sonrasi dokularda olusan kimyasal
hasari azaltmakta ve kas onarimi/yeniden yapilanma slreclerini
hizlandirmaktadir [47].

Bu bilgiler 1s1ginda, karnitin takviyelerinin yararlari ve kontrolliU saliminin

kacginilmaz oldugu g6z 6nune alinirsa;

» L-karnitinin antioksidan ve anti-apoptotik etkilerinin kimyasal temelini
aydinlatmak ve
» L-karnitinin  biyoyararlanimini  artirmak i¢cin daha fazla c¢alisma

yapilmasina ihtiyac vardir [13].
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Bu nedenle, tez kapsaminda L-karnitin model bilesik olarak segilmis ve farkh

formulasyonlarin metabolomik ¢alismalarla etkinlikleri degerlendirilmistir.

2.4. Omik Teknolojileri: Metabolomik ve Yolak Analizi Yaklagimlari

Gegmisten gunumuze kadar, hicresel metabolizmanin arastirilmasi igin,
biyokimya, biyoteknoloji ve hucresel fizyoloji gibi g¢esitli arastirma alanlarinda
pekcok calisma yapiimis olup, halen devam etmektedir [48]. Hucresel
metabolizma  degisimlerinin  O6lcimu; kanser, metabolik sendromlar,
ndrodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin kdkeninde yatan sorunlarin ve
daha saglikli, uzun yasam igin gerekli olan mekanizmalarin aydinlatilmasi igin
oldukga Onemlidir. Bu kapsamda, hlcre igi metabolizmanin nicel olarak
Olculmesi i¢in yaygin olarak uygulanabilir analitik yontemlerin gelistiriimesi
blyUk bir 6neme sahiptir [49]. Hlcresel metabolizma, besin alimi ve metabolit
sekresyon oranlari, hucre i¢i metabolit seviyeleri, hicre igi metabolik oranlar
(yolaklar) ve bu hicresel donguler Gzerindeki aktiviteler gibi birgok parametre ile
karakterize edilmektedir [50].

Sistem biyolojisinin nihai amaci, tim bilesenlerin davranigina dayanarak tum
sistemin davranisini tahmin etmektir. Bir organizmanin morfolojisi, fizyolojik
Ozellikleri, gelisim suregleri, biyokimyasal 0Ozellikleri ve davranigi gibi
g6zlemlenebilir 6zelliklerinin timi, o organizmanin fenotipini olusturmaktadir.
Bu fenotip, bir arada olan ve etkilesen genler, metabolitler, transkriptler ve
proteinler ile birlikte tanimlanmaktadir. Metabolitlerin proteom duzeyindeki
degisikliklere neden olmasi ve organizmanin fenotipini diger belirteclere gore
daha iyi gostermesi Ozelliklerinden dolayi, metabolit duzeyinde gerceklestirilen
metabolomik analizler, fenotip-genotip boslugunu baglayan modern ‘omik’

teknolojisinin temelini olugturmaktadir [51].

Omik teknolojilerindeki son gelismeler, yeni hesaplama tekniklerinin ve
algoritmalarin geligtirimesi bakimindan, biyokimya alanindaki ilerlemelere
buayuk katki saglamaktadir. Bu “molekuler indirgeme yaklasimi”, genotip ve

fenotipi hem ayri ayri hem de birlikte irdeleyebilmektedir. Dolayisiyla molekuler
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duzeydeki bilesenleri tanimlamada, hastaliklarin teshis ve tedavisinde, hastalik
fenotipi belirlenmesinde oldukga etkin bir analiz olarak modern biyokimyaya 1g1k

tutmaktadir.

Sekil 2.7.'de siniflandinidigi gibi omik tarama teknolojilerinde; genomik (genetik
dizilim, genetik varyantlar/epigenetik  modifikasyonlar), transkriptomik
(transkripsiyon sonrasinda mRNA dizilimi), proteomik (translasyon sonrasinda
protein olusumu mekanizmasi), metabolomik (metabolik reaksiyonlar
sonucunda olusan bilesikler) ile molekuler agirhk bazinda madde analizi
yapilirken, ‘'yolak analizleri' ile de hucresel bilesenlerin regulasyonu

arastiriimaktadir [52].

ona NP Genomik ~ 40000 gen

i N.Wﬂz;”j.\wm Transkriptomik ~ 150000 transkript

Proteomik ~ 1000000 protein

Metabolit~ 3000 bilesik

METABOLITLER

Amino LiPIT |

SEKER @ [
“ Niikleotid ‘ l Asitler

Sekil 2.7. Omik teknolojilerinin siniflandiriimasi

Metabolitler, biyokimyasal reaksiyonlarin ara urunleridir. Canl htcre igerisinde
farkli kimyasal tepkimeler esnasinda ortaya c¢ikmakta ve baska bilesiklere

donusebilmektedirler. Metabolitler, farkli yolaklarin baglanmalarinda rol alirlar.
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Metabolomik profil analiz teknolojisini diger omik teknolojilerinden ayiran en
temel 6zellik, hicresel metabolizmada tespit edilen bilegiklerin miktarlarini anlik
olarak belirtmesidir. Bu metabolitlere, genel olarak peptitler, lipitler, organik
asitler, aminler, sekerler, nukleozidler, aldehitler, ketonlar, alkaloidler 6rnek
olarak verilebilir ve organizma igerisindeki bu metabolit topluluguna

'metabolom’ denir.

Metobolitlerin saptanmasi, tanimlanmasi ve miktar tayini analizlerinin yapiimasi
islemleri 'metabolomik’ olarak tanimlanmaktadir. Metabolitlerin seviyeleri
hicresel duzeyde gerceklesen islevlerle ilgili bilgileri yansitmakta, dolayisiyla
metobolitler, cevresel veya genetik degisikliklere bagh olarak hicrenin veya
dokunun fenotipini tanimlayabilmektedirler. Metabolomik analizler, hlicrede
gerceklesmesi mumkun olan butiin metabolik hikayeyi anlatamazlar [53-55]. Bu

sebeple reaksiyon yolunu aydinlatacak tamamlayicilara ihtiyag duyulmaktadir.

Yolak analizlerinde, hiicre icindeki biyokimyasal sireclerin, molekuler dizeydeki
hicresel iglevlerindeki dedisimlerinin  zamana bagh olarak arastiriimasi
saglanmaktadir. Boylece, ag icerisinde gerceklesen her bir reaksiyonun molar
akisina dair bilgi elde edilebilmektedir [52]. Buylime hizlariyla (metabolik
yolaklar hakkinda bilgi saglayan), metabolit alim/salgilama oranlari
kombinasyon halinde yorumlandidinda ise, genel metabolizmanin makroskopik

goruntusu hakkinda 6nemli bilgi saglanmaktadir [50].

Bu amacgla tez kapsaminda; kardiyak hucre hatlarindan elde edilen
metabolitlerin tanimlanmasi, duzeylerinin saptanmasi, miktarlarinin belirlenmesi

icin GC-MS kullanilarak, metabolomik ve yolak analizleri galismalari yapiimistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Maddeler ve Ekipman

Tez calismasinda kullanilan maddeler Cizelge 3.1.'de, ekipman ise Cizelge

3.2.'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Madde ve Malzemeler

Madde

Marka

L — carnitine hydrochloride (= %98.0)
Lipoid S100 — Soya fosfatidilkolin
Phospholipon 90 G

Kolesterol

Kloroform

Etanol

Metanol

Resomer RG502H, Poly(D,L-lactide-co-glycolid)
M, 7.000-17.000
Sodyum dihidrojenfosfat

Tween 80

Piridin

Pluronik F68

Fosforik asit

Methoxyamine hydrochloride 98%
Heptan sulfonik asit sodyum tuzu
N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide
Asetonitril

Tetrahidrofuran

Etilasetat

Diyaliz tup seluloz Membran

Amonyum format
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Sigma Aldrich (ABD)

LipoidGmbH (Almanya)

LipoidGmbH (Almanya)

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

Sigma Aldrich (ABD)

Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

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

Merck (Almanya)

Thermo Scientific (ABD)

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

Sigma Aldrich (ABD)


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/226904?lang=en&region=US

insan Kardiyak Fibroblast

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Besi

Yeri

BCA (Bikinkoninik asit tahlili) Protein Tayin Kiti

Lonza (isvigre)

Lonza (isvigre)

Boster (ABD)

Kullanilan tim kimyasallar ekstra saf veya kromatografi kalitesindedir.

Cizelge 3.2. Tez Calismasinda Kullanilan Ekipmanlar

Ekipman Marka Kurum
Rotary evaporatoér Buchi R-114 ETB. ABD.*
Sonikator BandelinSonoplus HD 2070 ETB. ABD.*
Manyetik karistirici Heidolph MR 3003 ETB. ABD.*
Manyetik karistirici ThermoScientific ETB. ABD.*
Partiktl buydkligu ve zeta Malvern ZetasizerNanoS ETB. ABD.*
potansiyel tayini cihazi
Hassas terazi Shimadzu Ax200 HUNIKAL
Hassas terazi MettlerToledo PB 303-S ETB. ABD.*
Liyofilizator Christ Alpha 1-4 LSC ETB. ABD.*
Ultra  Performansli  Sivi  Agilent 1260 Infinityll HUNIKAL
Kromatografisi (HPLC)
Santrif(j Eppendorf Centrifuge 5430 R ETB. ABD.*
TGA, DSC TA Instruments, Q600 SDT HUNITEK
(Simultane DSC/DTA/TGA)
Taramal Elektron Tescan, GAIA 3 HUNITEK
Mikroskobu
Ultraturaks Pro200 ETB. ABD.*

Evaporator

Su banyosu

Labconco 7310030

Buchi
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Analitik Kimya ABD.**

ETB. ABD.*



Gaz Kromatografisi/Kutle Shimadzu GC/MS QP2010 Analitik Kimya ABD.**
Spektoskopisi

Calkalayicili su banyosu Memmert ETB. ABD.*
pH-metre inolab WTW ETB. ABD.*
Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex Digital ETB. ABD.*
Calkalayicili inkiibatér Grant-Bio ES20 Analitik Kimya ABD.**
FT-IR/ATR Thermo Fisher, Nicolet is50 HUNITEK

Ultra Saf Su Cihazi MP MiniPure ETB. ABD.*
UV-Mikroplaka Okuyucu BMG Lab Tech Biyokimya ABD.***

* H.U. Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali
** H.U. Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dali
*** H.U. Eczacllik Fakdiltesi, Biyokimya Anabilim Dal

3.2. Analitik Yontem Validasyonu

llag analiz ydntemleri icin, Avrupa Farmakopesi (EP), Birlesik Devletler
Farmakopesi (USP), Uluslarasi Harmonizasyon Konferansi (ICH), FDA'nin
verdigi talimatlar dogrultusunda validasyonlar gerceklestiriimesi gerekmektedir
[56-58]. Bu baglamda analitin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri incelenerek
kullanilacak olan dedektor, hareketli faz, sabit faz ve calisilacak olan cihaz
analiz parametreleri valide edilmektedir. Optimum kromatografik sartlar, hem
sistem uygunluk testleri hem de ybéntem validasyonu analizleri ile

belirlenmektedir.

Tez kapsaminda, etkin madde olan L-karnitin'in miktar tayini ¢alismalari icin
yuksek performansh sivi kormatografisi (HPLC) yontemi kullaniimistir.
Kullanilan yontemin validasyon calismalari yapilarak, 6zglin, kesin, dogru,
duyarli, saglam ve dogrusal bir yontem elde etmek amaciyla uygun enjeksiyon
hacmi, hareketli faz akis hizi, kolon o&zellikleri ve kromatografik sartlar
belirlenmistir. Belirlenen parametreler (6zgunlik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk

ve geri elde edilebilirlik, stabilite) asagidaki gizelgede 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.3.HPLC Kromatografik Sartlar

Cihaz HPLC (Agilent 1260 Infinity II)

Kolon ACE C18 5um, 4.6x300 mm

Dedeksiyon UV, 200 nm

Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 60 uL

Analiz Suresi 7.5 dk

Hareketli Faz Tampon:MetOH (450:50, h/h). Hareketli faz cihaza

takilmadan o6nce 0.22 p filtreden stzulur ve 15 dakika
boyunca degaze edilir.

Tampon 475 mL saf su Uzerine 2.5 mL H3PO,4 eklenir, Gzerine
25 mL 1 N NaOH eklenerek ¢odzeltnin pH'i 2.4 e NaOH
ile ayarlanir. Hazirlanan bu ¢ozelti Uzerine 277.5 mg
C;H15NaO3S eklenerek, karistirilir.

Kolon Basinci ~192 bar

Allkonma Zamani (RT) L-karnitin, ~5 dk

3.2.1. Stok ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

L-karnitin referans ¢ozeltileri, 2 mg/mL konsantrasyonda, balon joje igerisinde
ultra saf su ile ¢dzindurlilmesiyle, 2 adet olacak sekilde hazirlanmistir.
Referans ¢ozelti (1)’den alti enjeksiyon, referans ¢ozelti (2)’den iki enjeksiyon
olacak sekilde uygulama yapilmigtir. Referans ¢ozelti (1) ile referans ¢ozelti (2)

arasindaki uyum kontrol edilerek analizlere devam edilmistir (%98-%102).

L-karnitinin 20 mg/mL stok c¢oOzeltisi, balon joje igerisinde ultra saf su ile
¢ozundurulmesiyle hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler ise 50; 100; 200; 500;
1000; 2000 ve 2500 pg/mL konsantrasyonlar elde edilecek sekilde, stok

¢Ozeltinin ultra saf su ile seyreltiimesiyle elde edilmigtir.

3.2.2. Ozgiinliik

L-karnitinin, ortamda bulunan dider maddelerden ayirt edilebilme yetenegini
ispatlamak adina analitik yontemin 6zgunlik testleri yapilmistir. Bunun igin

seyreltme c¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozelti, test ¢dzeltisi, in-vitro
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salim ortami olan pH 7.4 PBS (potasyum dihidrojen fosfat tuzu tamponu)
hazirlanarak viallere aktarilip, sirasiyla analiz edilmis ve elde edilen

kromatogramlar karsilastirilmistir.

3.2.3. Dogrusallik

Geligtirilen analitik yontem ile derisime karsi Olgllen analitik cevabin dogru
orantili olarak arttiginin ispati igin, L-karnitin konsantrasyonunun korelasyonu
incelenmigtir. Bu sebeple 50-2500 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik
calismalari yapilmistir, en kuguk kareler yontemi kullanilarak basit dogrusal
regresyon istatistikleri analizi uygulanmis ve t testi ile regresyon katsayisi ve

interseptin anlamhhg test edilmistir.

3.2.4. Dogruluk ve Geri Elde

Geligtirilen analitik metodun dogrulugu, metot ile elde edilen ortalama test
sonuglarinin analitin gergek konsantrasyonuna ne derece yakin sonug¢ verdigi
ile iligkilidir [56]. Elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini test edebilmek
amaciyla ug¢ ayri konsantrasyonda (50, 500 ve 2500 pug/mL) L-karnitin standart
cOzeltileri Uger defa hazirlanmistir. Elde edilen ortalama degerlerin gercek
degerlerden sapma orani, dogruluk parametresinin ol¢utidir. Dogruluk

parametresi i¢in validasyon sonuclari geri elde (%) olarak belirtilmistir.

3.2.5. Kesinlik/Ara Kesinlik

Analitik metodun kesinligi normal kosullar altinda tekrarlanabilirligin  bir
Olgusudur [59]. Yontemin tekrarlanabilirligi (ayni analizci, ayni yontem, ayni
laboratuvar kosullari, ayni cihaz vb.) gun igi ve gunler arasi kesinlik ¢alismasi
yapilarak ispatlanmistir. Tekrarlanabilirlik icin standart c¢ozeltiden iki adet
hazirlanmis ve analiz edilmigtir. Standart ¢ozelti (1)'den alti, standart ¢ozelti
(2)'den ise iki enjeksiyon yapilmistir. Yontemin gunler arasindaki degiskenliginin
analizi igin, ayni prosedur U¢ ardisik gin boyunca tekrarlanmigtir. Bu G¢ gun
kendi igerisinde, kesinlik ve tekrarlanabilirlik olarak degerlendirilirken, GU¢ gunun
toplaminda elde edilen sonuglar ara kesinlik olarak degerlendirilmistir. Kesinlik
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ve tekrarlanabilirlik parametreleri, her bir konsantrasyon duzeyi igin, ayri ayri
gunler igerisinde elde edilen sonuglarin yuzde varyasyon katsayisi (% VK)
olarak ifade edilmigtir. Ara kesinlik parametreleri ise, her bir konsantrasyon
dizeyi icin, U¢ ardisik gln icerisinde elde edilen biutliin sonuglar %VK olarak
ifade edilmistir. %VK degerlerlerinin %2'den kuguk olmasi yontemin tekrar

edilebilirligini gostermektedir.

3.2.6. Tayin Alt Limiti (LOQ) ve Tespit Alt Limiti (LOD)

Gelistirilen analitik yontemin duyarlihginin degerlendirilebilmesi igin, tayin alt
limiti (limit of quantitation, LOQ) ve tespit alt limiti (limit of detection, LOD)
degerleri sinyal/guraltd orani kullanilarak hesaplanmistir. LOD ¢0Ozeltisinden
elde edilen pik i¢cin sinyal/gurulti oraninin 3’ten buyuk olmamasi gerekmekte,
LOQ parametresi igin ise, sinyal gurllti oraninin 10’dan kiglk olmamasi
gerekmektedir. Bu sebeple, LOQ c¢o6zeltisinden bir adet hazirlanmis, viale
aktarildiktan sonra ardisik alti  enjeksiyon yapilmigtir, ardisik alti
enjeksiyonundan elde edilen L-karnitin pik alanlari %VK degeri <10 olmasi
gerekmektedir [60-62]. LOD c¢oOzeltisinden bir adet hazirlanmisg, viale

aktarildiktan sonra bir enjeksiyon yapilmistir.

3.2.7. Stabilite

Etkin maddenin stok c¢o6zeltisinden 500 pg/mL konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlanmis ve 48 saat bekletilerek belirli zaman araliklarinda miktar tayini
calismalari yapiimistir. %VK degerlerlerinin %2'den kuguk olmasi, etkin madde

stabilitesinin surdurulebilirligini gdstermektedir.

3.3. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
3.3.1. Nanolipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Nanolipozom formulasyonlari, 2 farkh lipit (Lipoid S100, Fosfolipon 90G) ve

farkh lipit oranlar (2 mg/mL, 4 mg/mL, 20 mg/mL) kullanilarak, ince film tabaka
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olusturma yontemi ile hazirlanmigtir [63]. Hazirlanan nanolipozomlarin, lipit

bilesimi ve oranlari asagidaki gizelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 3.4. Farkh Lipit Konsantrasyonlarinda Hazirlanan Nanolipozom

Formulasyonlari

Formiilasyon Kodu Kullanilan Lipit Lipit Konsantrasyonu
Lipo-1 2 mg/mL
Lipo-2 Phospholipon 90G 4 mg/mL
Lipo-3 20 mg/mL
Lipo-4 2 mg/mL
Lipo-5 Lipoid S100 4 mg/mL
Lipo-6 20 mg/mL

Farkli miktarlarda lipitler (50, 100, 500 mg), 100 mL’lik balon icerisine alinarak,
Uzerlerine stabilite artirici ajan olarak segilen kolesterol (0.6 mg/mL) eklenmistir.
Organik ¢ozucu olarak kloroform:Tween 80 (1:1 molar oranda) (25 mL) eklenip
¢ozinmesi saglandiktan sonra, rotavaporda vakum altinda ugurularak ince lipit
film tabaka elde edilmigtir [64]. Bos nanolipozomlarla yapilan denemeler

sonucunda optimize edilen rotavapor sartlari Cizelge 3.5.'te belirtiimistir.

Cizelge 3.5. Optimize Edilen Rotavapor Cihaz Parametreleri

Rotavapor Cihaz Sartlari
Vakum: 400 mmHg
Sure: 1 saat
Sicakhk: 40°C

Donme Hizi: 100 rpm

Ardindan, etkin madde ultra saf su iginde ¢ézundurulerek (2 mg/mL), sulu faz
olusan lipit film Gzerine eklenmis ve manyetik karistiricida (200 rpm, 30 dk)
kanistinimistir. Son olarak, sonikator yardimiyla rehidrate edilerek (%50 power,

2 cycle, 35 dk) nanolipozomlar hazirlanmigtir.

36



3.3.2. Nanopartikiul Formulasyonlarin Hazirlanmasi

Nanopartikil formulasyonlarinin hazirlanmasi icin PLGA polimerinin farkli
oranlari (0.25, 0.50, 0.75 mg/mL) kullanilmigtir. Ayrica, karakterizasyon ve
enkapsulasyon parametrelerinin  etkilenebilecegi g6z o6nune alinarak,
nanopartikil formulasyonlarinin hazirlanmasi igin 2 ayri yéontem (nanogoktirme

ve ¢ift emilsiyon olusturma yontemleri) kullaniimistir.

3.3.2.1. Nanogoktirme Yontemi ile Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Nanogokturme yontemiyle nanopartikil formulasyonlarinin hazirlanmasi igin
PLGA polimeri ve farkh oranlarnn (0.25, 0.50, 0.75 mg/mL) kullaniimigtir.
Asagidaki cizelgede kullanilan miktarlar belirtiimigtir. Tartilan PLGA, THF
icerisinde (5 mL) ¢dzunduruldikten sonra, manyetik karistirici ile karistirilan 20
mL ultra saf suya (etkin madde igeren ve icermeyen) damlatilarak eklenmis
(100 rpm) ve 15 dakika karnistirimistir. Daha sonra teflon ylzeye aktarilarak,

THF hava akimi altinda ugurulmus ve nanopartikuller elde edilmigtir.

Cizelge 3.6. Nanocokturme Yontemi ile Hazirlanan Nanopartikul

Formulasyonlari

Formulasyon  Kullanilan Miktar Hacim (mL) Hacim (mL)
Kodu Polimer (mg) (THF) (sulu faz)
NP-1 PLGA 5 5 20
NP-2 PLGA 10 5 20
NP-3 PLGA 15 5 20

3.3.2.2. Cift Emilsiyon Olusturma Yontemi ile Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

Nanopartikiller, modifiye ¢ift emdulsiyon olusturma (su/yad/su emidilsiyon
olusturma/gézici buharlastirma) yontemi kullanilarak hazirlanmistir  [65].
Oncelikle primer emilsiyon hazirlanmigtir. Bu amagla, etilasetat (EtAc)
icerisindeki polimer ¢ozeltilerine (5 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL), ultra saf su
icerisindeki L-karnitin stok ¢odzeltisinden 200uL damla damla eklenerek,

ultraturaksla 10.000 rpm’de 1.5 dakika karigtiriimasi ile primer emulsiyon elde
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edilmistir. Hazirlanan primer emulsiyon, enjektor yardimi ile % 2’lik (a/h)
Pluronic F68 sulu c¢ozeltisine (5 mL) damla damla eklenerek, Sekil 3.1.'de
gosterilen ultraturaks ile 20.000 rpm’de 2 dakika boyunca karistiriimis ve
sekonder emulsiyon elde edilmigtir. Son olarak hazirlanan sekonder emdlsiyon,
% 0.5'lik (a/h) Pluronic F68 ¢ozeltisi (15 mL) Uzerine enjektdr yardimi ile
eklenerek (100 rpm, 30 dk) nanopartikiller elde edilmistir. Elde edilen
nanopartikiller, EtAc'in uzaklastirimasi amaciyla +4°C’de, 24 saat boyunca

manyetik karistiricida (100 rpm) kanistinimistir (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7.Cift Emulsiyon Yontemi ile Hazirlanan Nanopartikil Formualasyonlari

Formiulasyon Kullanilan Miktar Hacim (mL) Hacim (mL)
Kodu Polimer (mg) (EtAc) (sulu faz)
NP-1 PLGA 5 1 20
NP-2 PLGA 10 1 20
NP-3 PLGA 15 1 20

Sekil 3.1. Emulsiyon olusturma esnasinda kullanilan ultraturaks.

3.3.3. Nanolipozom/Nanopartikiil Formilasyonlarinin Karakterizasyon

Caligsmalari

Hazirlanan nanolipozom/nanopartikil formulasyonlarinin karakterizasyonlarri;
PB, PDI ve ZP parametreleri ile degerlendirilmistir. ideal &zelliklere sahip
(yuksek enkapsulasyon etkinligi) nanolipozom/nanopartikil formulasyonlari,
SEM goruntuleri alinarak morfolojik agidan degerlendirilmis, ATR Uniteli Fourier
Donusumlt  Kizildtesi  Spektroskopisi  (Fourier  Transform  Infrared

Spectroscopy/Attenuated Total Relectance, FTIR/ATR) analizleriyle molekl
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bag yapilari, Termalgravimetrik/Diferansiyel Tarama Kalorimetresi Analizleri
(Thermalgravimetric/Differential Scanning Calorimetry Analyses, TGA/DSC)
termogramlariyla da termodinamik 6zellikleri aydinlatiimaya galisiimigtir. /n-vitro
salim c¢alismalarinin ardindan, GC-MS ydntemiyle metabolomik ve yolak
analizleri yapilarak sentezlenen nanolipozom/nanopartikil formulasyonlarinin

hdcre kultird numunelerinin karsilastirilmasi ¢alismalari gergeklestirilmigtir.

3.3.3.1. PB / ZP / PDI Analizi

PB, ZP, PDI degerleri formulasyon gelistirme asamasinda g6z o6ndnde
bulundurulmasi gereken en oOnemli fizikokimyasal parametrelerdendir. Bu
Ozellikler, lipidik ve polimerik nanotaslyici sistemlerin, nihai Urine donisme
asamasinda, Uranun etkinlik/gtvenilirlik/kalite ve stabilite 6zelliklerini direkt

etkilemesi acisindan mutlaka degerlendiriimelidir [66].

PB ve dagihmi analizlerindeki temel prensip, suUspansiyon icerisindeki
nanopartikillerin Brownian hareketlerinin dinamik 1sik sacilimiyla dlgimune
dayanmaktadir. ZP ise, sulu ortamda bulunan partikillerin ylizeylerinde bulunan
iyonlarin meydana getirdigi yuzey yukudur. Partikili cevreleyen bu yUkun
dagihmi degisiklik gostermekte ve partikil bu iyon bulutuyla birlikte
hareketlerine devam etmektedir. Nanopartikullerin ve nanolipozomlarin
ZP'lerinin olgumu, suspansiyona uygulanan elektriksel alan ile partikullerin
uzerindeki yuklere bagli olarak gelisen hareketlerinin hizlarini élgme ilkesine
dayanmaktadir. Bu degerin pozitif veya negatif yonde artmasiyla partiktller
birbirini itmekte bu sayede sistem kararligini korumaktadir [67]. PDI ise,
nanopartikillerin  bayuklUklerinin  dagihmi agisindan kalitelerini belirlemeye
yarayan bir parametre olup, lipidik ve polimerik ilag tasiyici sistemlerin partikdil
boyut dagilimlarinin homojenligi hakkinda fikir verir ve 0.5'ten kiglik olmasi

beklenir.

Etkin madde yukli nanolipozomlarin ve nanopartikullerin, PB ve dagihmi ile ZP
analizleri, lazer 1sIk sacgilimi yontemi ile DTS1060C kodlu 6zel zeta hicre
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kuvetleri kullanilarak yapiimigtir. Bu amagla, bolumimuzde bulunan Malvern
marka Zeta-SizerNanoS cihazi kullaniimig, olguimler 25°C’de, geri sagilan
elektronlarin dedektore gelis agisi 173°olacak sekilde ayarlanarak 3 ardisik

tekrar ile yapilmistir.

3.3.3.2. Fourier Donusumlu Kizilotesi Spektroskopisi

Etkin  madde ve nanolipozom formullasyonlari arasindaki molekuler
baglanmalari degerlendirmek igin; L-karnitin HCI, kullanilan lipit (Lipoid S100),
L-karnitin HCI + Lipoid S100 fiziksel karisimi, bos nanolipozomlar ve L-karnitin

yukll nanolipozomlar ile FT-IR/ATR analizleri yapiimistir.

Benzer sekilde, etkin madde ve PLGA nanopartikul formulasyonlari arasindaki
molekuller baglanmalari dederlendirmek icin; L-karnitin HCI, PLGA polimer, L-
karnitin HCl +PLGA polimer fiziksel karisimi, bos PLGA nanopartiklller ve L-
karnitin yukli PLGA nanopartikuller ile FTIR/ATR analizleri yapiimistir.

FTIR moddlleri genel olarak, Transmisyon, ATR ve Spekiler yansitma olmak
uzere 3 aksesuarli olmaktadir. Genel olarak polimerlerde, yumusak tozlarda,
jellerde, ATR Uniteli FTIR teknigi 6ne gikmaktadir. Tez ¢calismalarinda da, daha
¢ok yuzey oOzelliklerinin analizinde kullanilan FTIR/ATR teknigi kullanilimigtir.

ATR genel olarak ~ 1-2 um derinlige kadar nifuz edebilme 6zelligine sahiptir.

Nanolipozom ve nanopartikiller 0.370 mbar vakum ortaminda, -55°C'de 72 saat
boyunca ¢ozelti fazi ugurularak liyofilize edildikten sonra numuneler olgime
alinmistir. Spektrumlar 4000-550 cm™ dalga sayisi araliginda, 4 cm™

¢ozunurlukte ve her bir érnek icin 10 tarama olacak sekilde gergeklestiriimistir.

3.3.3.3. Termalgravimetrik Analiz

Hazirlanan formulasyonlarin termal ve polimorfik 6zelliklerinin incelenmesi igin

TGA yapilmistir. Nanolipozom ve nanopartikil formdlasyonlariin yiksek oranda
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su icermesi TGA analizi igin uygun olmadigindan bos ve etkin madde yuklenmig
formulasyonlar analiz 6ncesinde bolum 3.2.3.3.'te anlatildigi gibi liyofilize
edilmistir. Etkin madde-lipit, etkin madde-polimer etkilesimini (fiziksel karigsimlar)
ve etkin maddenin nanolipozomal ve PLGA nanopartikiler matriks icerisindeki
polimorfizmini daha net sekilde inceleyebilmek ve daha kesin sonuglar
alabilmek adina TGA analizlerinden elde edilen verilerin birinci tirevleri alinarak

Derivatif Termalgravimetri (DTG) termogramlari gizilmistir.

Bu amacgla, 1mg L-karnitin HCI tartimistir. TGA firn sicakhgr 25°C’den
500°C’ye 10°C/dk hizla arttirllacak sekilde ayarlanmigtir. Formulasyonlar igin
ise, 5 mg liyofilize edilmis 6rnekler tartiimis, ayni sicaklik skalasinda analiz
edilmistir. Analizler icin 20 mL/dk hizinda ve 1.5 bar basingta N, gazi

numunelerin Uzerinden gegirilmistir.

3.3.3.4. Taramali Elektron Mikroskopisi

Nanopartikillerin  ve nanolipozomlarin  morfolojilerinin  ve dagihimlarinin
arastinimasi icin Taramali Elektron Mikroskopisi (Scanning Electron
Microscopy, SEM) calismalari, yliksek vakum ortaminda hizlandirma gerilimi 1-
5 kV olacak sekilde gerceklestiriimistir. L-karnitin yUkli nanolipozomlar, L-
karnitin yakli PLGA nanopartiklller ve bos nanotasiyicilar aliminyum plakalara
damlatiimistir, daha sonra kurumalari igin 3 saat oda sicakliginda bekletilip,
altin-paladyum alasimi ile ~2 nm kalinlikta puskurtme yontemiyle kaplanarak

analiz yapilmistir.

3.3.3.5. Enkapsiilasyon Etkinligi

llac enkapsiilasyon etkinligini belirlemek amaciyla, santrifiij/ultrasantrifijj
yontemleri kullaniimistir. Bu amagla, nanolipozomlar 1 mL'lik ependorf tiplere
alinarak 20000 g dénme hizinda +4°C’de 1 saat santrifij edilmis, stpernatant
faz ayrigtinlarak, etkin madde miktar tayini icin HPLC cihazinda analize
alinmistir. PLGA nanopartikiller ise, dncelikle +4°C’de 5 dakika boyunca 5000
rom’de ardindan +4°C’de 45 dakika boyunca 50000 g'de santrifijlenerek
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¢okturalmus, yine ayni sekilde supernatant fazi ayrigtirilarak HPLC cihazinda

etkin madde miktar tayini igin analiz edilmigtir.

Enkapsulasyon etkinligi, pratik olarak bulunan etkin madde miktarinin, teorik

olarak yuklenen etkin maddeye yluzde oraninin hesaplanmasi ile belirlenmistir.

Enkapsiilasyon Etkinligi (EE%)

Toplam etkin madde miktar1 — Yiiklenmemis etkin madde miktari
= - - x100
Toplam etkin madde miktari

3.3.3.6. In-vitro Salim Galismalari ve Kinetik Degerlendirmeler

Hazirlanan formulasyonlarin kalite kontrol c¢alismalari kapsaminda, etkin
maddenin salim hizinin ve mekanizmasinin belirlenmesi buyik dnem tasimakta
ve formulasyonun etkinligi hakkinda fikir vermektedir. Salim hizi,
formUlasyondan birim zamanda ¢6zinme ortamina gegen etkin madde miktari
olarak tanimlanmakta ve in-vitro salim testleri ile belirlenmektedir. Dissollisyon
ortaminin hacmi in-vitro salim testlerinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli
parametre olup, salim sonuglarini direkt etkileyebilmektedir. Calismalarda
mutlaka sink kosulu (¢6zunme ortaminda etkin maddenin doygunluk

konsantrasyonunun %10-15’i kadar madde bulunmasi) saglanmalidir.

Bu amagla tez ¢calismamizda, nanolipozom ve nanopartikil formulasyonlarinin
in-vitro salim g¢alismalari diyaliz membran yodntemi ile tayin edilmistir. Diyaliz
yonteminin temel prensibi, dozaj formundaki ilacin bir kompartmandan diger
kompartmana difize olarak gegmesidir. Diyaliz yontemini etkileyen en 6nemli
parametreler arasinda karistirma hizi, hicre hacmi, membranin molekul agirligi

gelmektedir.

Tez galigmamizda, L-karnitin yUkli nanolipozom ve nanopartikil formilasyonu

ile, ayni miktarda ilag iceren ¢dzelti (kontrol — 2mg/mL ultra saf su iginde)
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sellloz asetat diyaliz membranlara (Sigma-Aldrich, 33 mm, MW cut-off 14.000,
ABD) konulmus (2 mL) ve reseptor faz olarak 6 mL PBS (pH:7.4) kullaniimigtir.
Beherler parafilm ile kapatilarak 37°C’deki manyetik karistiricili su banyosunda
100 rpm’de karistirilmis ve belirli zaman noktalarinda (0, 1, 2, 4, 6, 8 ve 12.saat)
reseptdr fazdan 0.5 mL drnek alinmistir. Ornekler viallere konulmus ve etkin
madde konsantrasyonlari HPLC yoOntemiyle belirlenmigtir. Sink kosulunun
devamliligini saglamak icin, her numune alma isleminden sonra, ortamdan
alinan miktar kadar salim ortami (0.5 mL) beherlere eklenmistir. Bu kosullar
altinda in-vitro L-karnitin salim deneyleri yapilmistir. Salim deneylerine ait

dizenek Sekil 3.2.'de fotograflanmigtir.

Sekil 3.2.Diyaliz membran yontemi ile in-vitro salim ¢alismasi

Ozellikle kontrollli salim yapan sistemlerde formiilasyondan etkin madde salimi;
etkin maddenin ilag tasiyici sistem icindeki difizyonu, tasiyicinin degradasyonu
veya erozyonuna bagli olarak gergceklesmektedir. Salimi etkileyen parametreler
ise; formulasyonun tipi, hazirlama yontemi, partikil sekli ve buyukluga, etkin
maddenin o6zellikleri, kullanilan polimer ve yardimci maddelerin 6zellikleri olup,

salim mekanizmasi kinetik modeller ile belirlenmektedir.
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Bu amacla tez kapsaminda, kinetik calismalardan elde edilen salim sonugclarina
dort farkli kinetik model (sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-
Crowell) uygulanmig ve formuUlasyonlarin salim mekanizmalari

degerlendirilmistir.

3.3.3.7. Stabilite Galigmalari

Hazirlanan L-karnitin yudkli nanolipozom ve L-karnitin yukld nanopartikil
formUlasyonlarinin  karakterizasyonlarinda tayin edilen parametrelerdeki
degisimler gdéz dnline alinarak, +4°C ve 25°C sicaklikta 3 ay sure (1. ay, 2. ay
ve 3. ay) ile bekletilen nanolipozomlarin ve nanopartikillerin stabiliteleri

incelenmigtir.

3.3.3.8. Hucre Kiltiiri Galigmalari

Tez kapsaminda, yag asidi oksidasyonu ve bu metabolizmaya bagli olarak
gerceklesen yolaklar Uzerindeki metabolit miktarlarinin daha yuksek miktarda
bulunabilecegi hucre sec¢imi yapimistir. Uzun zincirli yagd asitlerinin
mitokondrilere tasinmasinin, yag asidi oksidasyonunda hiz sinirlayici adim
oldugu g6z onune alinacak olursa, tasiyici varh@inin arttigi bir ortamda,
mitokondri sayisinin da ¢ok olmasi durumunda daha ¢ok yag asidi metabolize
olabilecektir [68]. Mitokondri sayisi arttica hlicre tarafindan hem daha c¢ok
enerjiye ihtiya¢c duyulacak, hem de daha ¢ok yag asidi mitokondriler icerisinde
oksidasyona ugrayabilecektir. Bu sebeple tez kapsaminda, mitokondri sayisi
fazla olan ve fazla miktarda enerjiye ihtiya¢g duyan kardiyak fibroblast hicre

hatlar kullaniimistir.

%5 CO, atmosferinde, 37°C'de, nemlendirilmis inkUbator igerisinde, %10 fetal
siIgir serumu, 100U/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ile desteklenmis
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) ortaminda 25 cm'lik htcre kaltru
flasklarinda tam doluluga ulasana kadar inkube edilmistir. Bu surenin sonunda,
her bir grup 3'er adet olacak sekilde; kontrol, ayni miktarda ilag iceren L-karnitin

¢cOzeltisi (ultra saf su igerisinde), NP-1 kodlu nanopartikil ve Lipo-6 kodlu
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nanolipozom formulasyonlari ile 6 gun boyunca hucre kulturt ortamlarina maruz
birakilmistir. Uyarim siresinin sonunda besi yeri uzaklastirilarak hicreler %0.9
NaCl izotonik ¢ozeltisiyle yikanarak 1 mL metanol:su (9:1, h/h) ¢dzeltisinden
eklenmis ve sivi azot icerisinde dondurulmustur. Kazinan htcrelerden protein
miktar tayini, BCA Protein Tayin Kiti kullanilarak udretici firmanin yonergeleri
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Standartlar ve numunelerin protein miktarlari

UV-mikroplaka okuyucu ile dlgllerek pg/mL cinsinden hesaplanmistir.

3.3.3.9. Metabolomik/Yolak Analizi Galigmalari: Gaz Kromatografisi/Kutle
Spektrometresi

Metabolitler, canli hicre igindeki biyokimyasal reaksiyonlar esnasinda ortaya
¢lkan ara drunler olup, bagka bilesiklere donusen ve vicutta birikmeyen
kimyasal bilesiklerdir. Hucre icerisinde gerceklesen metabolik yolaklarin
baglanmasinda énemli rol oynarlar. Molekll adirliklari 1.500Da’un altinda olan
bu molekuller; nukleozidlerin, amino asitlerin, organik asitlerin, oligonukleotidler,
aldehitlerin, aminlerin, sekerlerin, ketonlarin, peptidlerin, lipitlerin ve ilaglarin

artnleri seklinde 6zetlenebilirler [53, 69].

Bu amacla tez calismamizda, metabolitlerin islevselligi, c¢esitli yollarla alt-
urinlere metabolize olan substratlarin yolak analizleri ile incelenmigtir [70].
Metabolitlerin tanimlanmasi, duzeylerinin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi

icin GC-MS analizleri yapilmistir.

GC-MS analizleri igin, hucreler 25 cm'lik flasklardan kazinarak 1 mL metanol:su
(9:1, h/h) ¢ozeltisiyle yikanarak saklama tuplerine alinmistir. TUp Uzerine 500 uL
daha bu ¢ozeltiden eklenerek 20000 g'de 10 dakika boyunca santrifuj edilmistir.
Bu tlpler 24 saat boyunca +4°C'de evapore edilerek, kalan c¢okeltiler
turevlendirme iglemi i¢in hazir hale getirilmistir. 10 mg metoksamin hidrokloridin
uzerine 0.5 mL piridin eklenerek hazirlanan c¢ozeltiden 20 pyL her bir tlpe

ekleme yapilimistir.
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Sonraki agamada, tupler, 30°C'de 90 dakika boyunca etlivde yatay konumda
calkalanmigtir. Bu iglemin ardindan sililasyon reaksiyonu igin her bir tupe 80 pL
MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) eklenerek 37°C'de 30
dakika boyunca etuvde yatay konumda c¢alkalanarak inkube edilmigtir. Bu sure

sonunda analiz igin, ¢ozeltilerden GS-MS viallerine transfer edilmistir.

Cizelge 3.8.GC-MS Analizi i¢cin Uygulanan Kromatografik Sartlar

Cihaz Shimadzu GC-MS-QP2010 (Ultra split/splitless
injector)
Kolon Agilent 122-5532G DB5-MS (30 m, 0.25 mm, 0.25

um, 95% dimetil / 5% dimetil polisioksan)

Tasiyici Gaz Helyum

Akis Hizi 1.0 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 1 L (1:10 bolmeli)
MSD gegis sicakhigi 290 °C

Cozlcu gecikme suresi 5.90 dk

Katle Arahigi 50-650 dalton
Analiz Suresi 37.5dk

Tez kapsaminda gelistirilen kantitatif metabolomik ve yolak analizleri verilerinin
degerlendiriime stratejileri, temel olarak U¢ prosedur igermektedir. Hucre
kiultirinden alinan érneklerin ugurulmasi, tlrevlendiriimesi ve GC/MS cihazina
verilmesi ilk asamadir. Daha sonra, metabolitlerin analizi icin; elde edilen
kromatogramlardaki metabolit piklerinin, belirlenen kantitatif program yardimiyla
integre edilmesi ve son olarak elde edilen verilerin grafiklere ve gizelgelere

donusturulmesiyle degerlendiriimesi yapiimigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasi u¢ temel baslikta 6zetlenmistir. Bu kapsamda;i)L-karnitin
miktar  tayini ¢alismalari i¢cin  kullanilan  yontem  validasyonu ve
nanolipozom/nanopartikullerin hazirlanmasi icin kullanilan yontem
optimizasyonu ") sentezlenen nanolipozom ve nanopartikullerin, enkapsulasyon
etkinliklerinin, morfolojik, kimyasal 6zelliklerinin ve salim profillerinin incelenmesi
ve '"kardiyak fibroblast hiicre hatlarinda yapilan uygulamalar sonucunda
GC/MS cihazi ile metabolik faaliyetlerin (metabolitlerin teshis-tayini ve hucresel
yolaklar Uzerindeki metabolitlerin degisiminin saptanmasi) dedgerlendiriimesi

caligsmalari yuratdlmustar.

4.1. Analitik Yontem Validasyonu

Nanolipozomlara ve nanopartikillere ylUklenen L-karnitin'in enkapsulasyon
ekinligi ve in-vitro ilag salimi analizleri icin kullanilan analitik yéntemin

validasyonuna ait sonuglar asagidaki bolumlerde sunulmustur.

4.1.1. Ozgiinliik

L-karnitin ile matriks arasinda herhangi bir girisim bulunmadigini géstermek icin
seyreltme, plasebo, referans, test, in-vitro salim ortami olan pH 7.4 PBS

¢Ozeltilerine ait kromatogramlar gorsel olarak karsilastiriimigtir.
Kromatogramlarda L-karnitin pikiyle girisim yapan bir pik gbézlenmemis ve

yontemin L-karnitin analizi i¢in belirlenen kromatografik sartlarda 6zgtin oldugu

sonucuna variimistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1.A) Seyreltme ¢ozeltisi, B) Referans ¢ozeltisi, C) PBS ¢ozeltisi, D) Bos
PLGA nanopartikulleri, E) L-karnitin yuklid PLGA nanopartikilleri (NP-1
formualasyonu), F) Bos nanolipozom, G) L-karnitin yUkli nanolipozom (Lipo-6

formualasyonu) 6rnek kromatogramlari
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4.1.2. Dogrusallik ve Aralik

Basit dogrusal regresyon analiziyle analitik yontemin  dogrusalligi
degerlendirilmigtir. 50-2500 pg/mL konsantrasyon araliginda L-karnitin igin

yontemin dogrusal oldugu belirlenmistir.

Regresyon dogrusunun denklemi grafik Gzerinde belirtiimis, regresyon katsayisi
R%=1; kesisim -6.940 ve egim 0.852 bulunmustur (Sekil 4.2.). Yapilan t-testiyle
kesisimin sifirdan farksiz pkesisim=0.097, dolayisiyla anlamsiz (p > 0.05), egimin
sifirdan farkll pegim=5.53x10""%, dolayisiyla anlamli (p < 0.05) oldugu bulgusu
elde edilmistir. Regresyon analizi sonucunda kalibrasyon esitligi elde edilmis ve

L-karnitin enkapsulasyon hesaplamalari bu esitlige gore yapilmistir.

2500

y = 0,8526x - 6,9401
R? = 1

2000

1500 A

1000 -

Absorbans (mAu)

500

0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. L-karnitin HPLC yontemine ait regresyon dogrusu (Y ekseni pik

altinda kalan egri alti alanini ve X ekseni L-karnitin konsantrasyonunu

gOstermektedir)
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4.1.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogruluk parametresi, her bir konsantrasyon igin yluzde geri
kazanim olarak asagidaki sekilde hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.1.'de gOsterilmigtir.

Cizelge 4.1.L-karnitin Analitik Yontemine iligkin Geri Kazanim Sonuglari (n = 3)

Tartllap. Hesap[al_nan Geri Bagil Ortalama

Dogruluk Gozeltisi L-karnitin - L-karnitin oo nm Haa SO VK
Miktar miktari (%) %) Kazanim (%)
(mg) (mg) (%)

Dogruluk Cozeltisi (a) -1 11.0 10.9 98.9 0.01

Dogruluk Cozeltisi (a) -2 11.0 10.9 98.9 0.01 98.8 0.13 0.13

Dogruluk Cozeltisi (a) -3 11.0 10.9 98.7 0.01

Dogruluk Cozeltisi (b) -1 100.0 100.6 100.6 -0.01

Dogruluk Cozeltisi (b) -2 100.0 101.0 101.0 -0.01 100.6 0.39 0.39

Dogruluk Cozeltisi (b) -3 101.0 101.3 100.2 0.00

Dogruluk Cozeltisi (c) -1 258.0 259.3 100.5 0.00

Dogruluk Cozeltisi (c) -2 255.0 257.0 100.8 -0.01 100.8 0.38 0.37

Dogruluk Cozeltisi (c) -3 253.0 256.1 101.2 -0.01

Yapilan dogruluk analizleri sonucunda her bir konsantrasyon duzeyi igin elde
edilen yuzde geri kazanim sonugclarinin %98.0-102.0 araliginda bulunmus olup,
%VK degerleri %0.1 ve 0.4 arasindadir, elde edilen sonuclar dogrultusunda

analitik yontemin dogrulugu kanitlanmistir.

4.1.4. Kesinlik

Kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik olarak degerlendirilmigtir.

Tekrarlanabilirlik; her bir konsantrasyon icin, gun icerisinde elde edilen

sonuglarin %VK degerleri 2.0’den buyuk degildir.

Ara Kesinlik; tekrarlanabilirlik testinin yapildigi gun ve iki farkli gin boyunca tum

kesinlik ¢ozeltilerinden Uger adet hazirlanan ¢dzeltilerin ara kesinlik sonuglarinin
%VK degerleri 2.0'den buyuk degildir.

Yapilan kesinlik galismalarina iliskin sonuglar Cizelge 4.2.-4.5'te verilmigtir.
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Cizelge 4.2. L-karnitin i¢in Birinci Gun Elde Edilen Kesinlik Sonuglari

Konsantrasyon Enjeksiyon Ortalama

Kesinlik Cozeltisi (Hg/mL) Alan Alan

SS  VK(%)

55.00 44.9
55.00 44.9 44.9 0.06 0.13

Kesinlik 1. glin Cozeltisi (a) -1
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) -2
Kesinlik 1. glin Cozeltisi (a) -3 55.00 44.8

Kesinlik 1. glin Cozeltisi (b) -1  500.00 415.5

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) -2 500.00 417.1 416.9 1.27 0.30
Kesinlik 1. giin Gozeltisi (b) -3 505.00 418.0

Kesinlik 1. giin Gozeltisi (c) -1 2580.00 2140.8

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) -2 2550.00 2122.3 2126.0 13.34 0.63
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) -3 2530.00 2114.9

Cizelge 4.3. L-karnitin igin Ikinci Gln Elde Edilen Kesinlik Sonuglari

Konsantrasyon Enjeksiyon Ortalama

Kesinlik Cozeltisi (Hg/mL) Alan Alan

SS  VK(%)

55.00 45.0
55.00 44.9 44.9 0.06 0.13

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) -1
Kesinlik 1. glin Cozeltisi (a) -2
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) -3 55.00 44.9

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) -1 500.00 419.9

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (b) -2 510.00 421.2 421.0 0.97 0.23
Kesinlik 1. gin Gdzeltisi (b) -3 505.00 421.8

Kesinlik 1. glin Cozeltisi (c) -1 2630.00 2204.8

Kesinlik 1. glin Cozeltisi (c) -2 2620.00 2203.0 2206.3 4.20 0.19
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) -3 2640.00 2211.0

Cizelge 4.4. L-karnitin icin Uglinci Giin Elde Edilen Kesinlik Sonuglari

Konsantrasyon Enjeksiyon Ortalama

Kesinlik Cozeltisi (ug/mL) Alan Alan SS VK (%)
Kesinlik 1. giin Cozeltisi (a) -1 55.0 45.4

Kesinlik 1. gln Cozeltisi (a) -2 55.0 45.2 45.1 0.36 0.80
Kesinlik 1. giin Gozeltisi (a) -3 55.0 44.7

Kesinlik 1. giin Goézeltisi (b) -1 505.0 421.7

Kesinlik 1. giin Goézeltisi (b) -2 510.0 422.3 422.2 0.50 0.12
Kesinlik 1. giin Goézeltisi (b) -3 510.0 422.7

Kesinlik 1. glin Coézeltisi (c) -1 2650.0 2211.7

Kesinlik 1. giin Cozeltisi (c) -2 2640.0 2205.4 2213.3 881 0.40
Kesinlik 1. glin Coézeltisi (c) -3 2650.0 2222.8
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Cizelge 4.5. L-karnitin igin Ug Giin Boyunca Elde Edilen Kesinlik Sonuglari

Kesinlik Gozeltileri Birinci ikinci Ugiincii Giinler Giinler  Giinler
gline ait gline ait giine ait arasi aras1 SS arasi VK
ortalama ortalama ortalama  ortalama (%)
sonuglar sonuglar sonuglar sonuglar
(%) (%) (%) (%)

Kesinlik Cozeltisi (a) 98.8 98.9 99.6 99.1 0.44 0.44

Kesinlik Cozeltisi (b) 100.6 101.0 100.9 100.8 0.17 0.17

Kesinlik Cozeltisi (c) 100.8 101.6 101.6 101.3 0.43 0.43

Her bir konsantrasyon duzeyi igin elde edilen sonuglarin %VK %2.0'den
kuguktir. Elde edilen hesaplamalar dogrultusunda analitik yontemin

tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri sonuglari uygun bulunmustur.

4.1.5. Saglamhk

Saglamlik parametresi i¢in 2000 pg/mL L-karnitin ¢ozeltisi  kullaniimistir.
Kromatografik sartlarda Cizelge 4.6.'da belirtilen degisiklikler yapilarak yontemin

saglamligi test edilmigtir.

Cizelge 4.6. Yontemin Saglamligini Test Etmek icin Degistirilen Parametreler

Parametreler Degisiklikler
Akis hizi 0.1 mL/dk
Dalga boyu 5 nm
Hareketli fazdaki organik faz orani 2%

Tampon derisimi 0.5 mM

Yapilan saglamlik ¢calismasina ait sonuclar Cizelgeler 4.7.- 4.11.'de verilmigtir.
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Cizelge 4.7. Standart Yonteme ait Elde Edilen L-karnitin Pikine ait Sonuglar

Standart Yontem
Enjeksiyon Pik Alani Alikonma Zamani (dk)
1 1616.9 5.025
2 1618.7 5.024
3 1618.6 5.026
4 1619.4 5.028
5 1618.5 5.029
6 1617.7 5.032
Ortalama 1618.3 5.03
SS 0.87 0.00
% VK 0.22 0.06

Yoéntemde degisiklik yapilmadan analiz edilen referans c¢ozeltinin ardigik alti

enjeksiyonundan elde edilen L-karnitin pikinin alanlarinin %VK 0.22, alikonma

zamanlarinin %VK 0.06 olarak bulunmustur.

Ozetlenmigtir.

Sonuglar

Cizelge 4.7.'de

Cizelge 4.8. Akis Hizi Azaltilarak/Arttirilarak Elde Edilen L-karnitin Pikine ait

Sonuglar

1,1 mL/dk Akis Hizi

0,9 mL/dk Akis Hizi

Enjeksiyon No Alan RT (dk) Alan RT (dk)
1 1457.2 4.559 1793.9 5.602

2 1456.3 4.554 1793.0 5.610
3 1455.8 4.556 1796.6 5.610
4 1456.3 4.554 1793.4 5.610
5 1456.1 4.554 1793.2 5.608

6 1456.9 4.555 1793.3 5.608
Ortalama 1456.4 4.56 1793.9 5.61
SS 0.52 0.00 1.36 0.00

% VK 0.04 0.04 0.08 0.06
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Cizelge 4.9. Dalgaboyu Azaltilarak/Arttirilarak Elde Edilen L-karnitin Pikine ait

Sonuglar

195 nm 205 nm
Enjeksiyon No  Alan RT (dk) Alan RT (dk)
1 1632.5 5.033 1625.5 5.035
2 1632.5 5.034 1625.5 5.034
3 1633.2 5.034 1625.7 5.032
4 1632.6 5.033 1625.9 5.032
5 1630.6 5.035 1625.7 5.034
6 1631.7 5.035 1625.9 5.029
Ortalama 1632.2 5.03 1625.7 5.03
SS 0.91 0.00 0.18 0.00
% VK 0.06 0.02 0.01 0.04

Cizelge 4.10. Hareketli Faz'a ait Organik Cozucu Orani Azaltilarak/Arttirilarak

Elde Edilen L-karnitin Pikine ait Sonuclar

Hareketli Faz (- 2%)

Hareketli Faz (+ 2%)

Enjeksiyon No  Alan RT (dk) Alan RT (dk)
1 1612.9 5.07 1605.3 4.163
2 1611.8 5.182 1610.4 4.033
3 1612.5 5.156 1605.8 4.159
4 1613.1 5.095 1607.1 4.106
5 1610.9 5.102 1609.2 4.112
6 1610.1 5.111 1605.9 4.123
Ortalama 1611.9 5.12 1607.3 4.12
SS 1.19 0.04 2.07 0.05
% VK 0.07 0.81 0.13 1.15
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Cizelge 4.11. Hareketli Faz Tampon Cozelti Derisimi Azaltilarak/Arttirilarak Elde

Edilen L-karnitin Pikine ait Sonugclar

2,5 mM tampon

3 mM tampon

Enjeksiyon No Alan RT (dk) Alan RT (dk)
1 1648.2 5.329 1656.2 6.431

2 1645. 2 5.350 1656.8 6.433
3 1643.5 5.352 1657.0 6.434
4 1642.6 5.357 1657.7 6.438
5 1640.9 5.357 1655.1 6.436
6 1640.0 5.36 1657.1 6.437
Ortalama 1643.4 5.35 1656.7 6.43
SS 2.99 0.01 0.90 0.00

% VK 0.18 0.21 0.05 0.04

Tam bu veriler dogrultusunda, standart ¢ozeltinin ardisik 6 enjeksiyonuna ve

kromatografik sartlarda degisiklik yapilarak elde edilen ardisik 6 enjeksiyona ait

L-karnitin pikinin alanlarinin, standart sapmasi (SS) ve %VK degerleri Cizelge

4.12.'de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.12. Standart Cozeltideki ve Kromatografik Sartlarda Degisiklik

Yapilarak Elde Edilen L-karnitin Pik Alanlarina ait Sapma Sonuglari

Saglamlik Parametreleri Yapilan Degisiklikler SS VK (%)
. Organik ¢cozelti azaltilarak(-2%) 3.50 0.22
Hareketli Faz Oran Organik ¢ozelti artirilarak(+2%) 5.95 0.37
Akis Hizi 1.1 mL/dk 84.53 5.50
0.9 mL/dk 91.71 5.38
Dedeksiyon 195 nm 7.30 0.45
205 nm 3.91 0.24
Tampon Derigimi 2.5 mM 13.28 0.81
3 mM 20.05 1.22

Bu bilgiler 1s1ginda akis hizinin yontem Uzerinde onemli ve dikkat edilmesi

gereken bir parametre oldugu sonucuna variimis olup, ¢alismalarimizda akis

hizi 1 mL/dk olarak ayarlanmistir.
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4.1.6. LOQ ve LOD

L-karnitin icin LOQ=5 pg/mL ve LOD=1.5 ug/mL olarak bulunmustur. Bu
derisimlerde hazirlanan c¢ozeltilerden elde edilen kromatogramlar Uzerinde
HPLC cihazinin OpenlLab (Agilent Kromatogafik Yazilim) yazilimi Gzerinden

otomatik olarak hesaplanan Sinyal/Gurultli degerlerleri kullaniimistir.

LOQ

Yapilan LOQ c¢alismasina iligkin sonuglar Cizelge 4.13.'de verilmigtir.

Cizelge 4.13. LOQ Sonuglari

Enjeksiyon L-karnitin Pik Alani L-karnitin sinyal/giiriiltii orani
1 4.6 10.7
2 4.4 10.0
3 4.4 10.9
4 4.8 11.2
5 4.6 10.8
6 4.8 10.6
Ortalama 4.6 10.7
SS 0.18 0.40
%VK 3.89 3.74

LOQ c¢ozeltisinden elde edilen L-karnitin pikinin sinyal/guraltd oraninin 10'dan
kicuk olmadigi ve ardisik alti enjeksiyonundan elde L-karnitin pikinin %VK

degerinin <10 oldugu gdsterilmistir.

LOD

Yapilan tespit alt limiti calismasina iligkin sonuglar Cizelge 4.14.'te verilmigtir.
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Cizelge 4.14. LOD Sonuglari

Enjeksiyon L-karnitin Pik Alani L-karnitin sinyal/gurulti orani

1 11 2.8

LOD ¢ozeltisinden elde edilen L-karnitin pikinin sinyal/guriltt orani 3'ten buyuk

olmadigi gosterilmistir.

LOQ ve LOD alt limiti sonuglari EP ve ICH tarafindan belirtilen limitler igin uygun
aralklarda bulunmustur [60-62]. Geligtirilmis olan analitik yontemin duyarliligi
enkapsulasyon etkinligi ve in-vitro ila¢ salimi g¢alismalarinda elde edilecek

degerler icin yeterli bulunmustur.

4.1.7. Stabilite

500 pg/mL hazirlanan standart ¢ozelti oda sicakliginda 48 saat boyunca
bekletilerek alan degerinde degisme olup olmadigi tespit edilmistir. Alan

degerleri arasindaki uyum % 98 — %102 aralidinda bulunmustur.

Cizelge 4.15. Cozelti Stabilitesi Sonuglari

Saat Alan Uyum (%)
t=0 415.5

t=24 419.9 98.53
t=48 421.7

4.2. Nanolipozomlarin ve Nanopartikillerin PB / ZP ve PDI Analizi

Phospholipon 90 Gve Lipoid S100-Soyafosfotidil kolin bazh iki farkli tip lipit
kullanilarak nanolipozomlar hazirlanmig, L-karnitin etkin maddesi icerisine
enkapsule edilmeye galisiimistir. Her bir formilasyon 50 mg, 100 mg ve 500 mg

arasinda nanolipozom miktarlari  farkhlastinlarak  hazirlanmistir.  Her
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formulasyon igin 6 adet ornekle ¢alisiimis; her dlgim 3 tekrarli olarak alinmisg,
ortalama PB, PDI ve ZP degerleri %VK hesaplanarak elde edilmigtir. Elde

edilen verilerin ortalama ve %VK degerleri Cizelge 4.16.'te belirtilmigstir.

Cizelge 4.16. Hazirlanan Nanolipozomlarin Ortalama PB, ZP ve PDI Degerleri

Lipit
Formilasyon o P
Lipit Miktan PB (nm) ZP (mV) PDI

Kodu

(mg)
Lipo-1 50 60.82+1.31 9.93+0.14 0.27+0.02
) Phospholipon
Lipo-2 90G 100 84.52+3.13 7.16+0.29 0.42+0.01
Lipo-3 500 93.58+1.44 5.94+0.22 0.36%0.02
Lipo-4 Lipoid S100 50 58.59+2.72 8.11+0.62 0.27+0.02
Lipo-5 (Soya 100 76.23+2.25 6.18+0.56 0.33+0.01
Lipo-6 fosfatidilkolin) 50y 97.88+2.96 6.36+0.54 0.35+0.01

Literatiirde, nanolipozomlarin hazirlanmasi asamasinda eklenen kolesterolln,
stabiliteyi olumlu yonde etkiledigi belirtiimektedir [71]. Bu nedenle ¢alismamizda
kolesterol stabilite arttirici ajan olarak kullaniimistir. ZP, suspansiyonlarinin
stabilitesinin  6nemli bir gdstergesidir, bu nedenle L-karnitin  yuKIU
nanolipozomlarinin kalitesini belirleyen kritik parametrelerden biridir. llag yukIG
nanolipozomlarin dusuk stabilite gdstermesinin en énemli nedeni lipit ylzey
oksidasyonunun artmasi ve zamanla polaritesini kaybetmesidir [72]. Bu sebeple
ZP degerinin olctlmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi ile ilgili
onemli bilgiler vermektedir. ZP arttikga partikullerin birbirlerini itmeleri daha
kuvvetli olacak ve bu sayede agregasyon egilimleri azalacaktir. Lipoid S100 ile
hazirlanan nanolipozomlar ile Phospholipon 90 G ile hazirlananlar arasinda
belirgin bir fark olmadigi gdézlenmigtir. Lipoid S100 igeriginde %100'e yakin
fosfatidil kolin miktari bulunurken, Phospholipon 90 G'de ise %90'a yakin
fosfatidil kolin miktari bulunmaktadir [73]. Her iki lipit de soya bazli olup noétr

yapidadir. Literaturde bulunan bazi fosfatidilkolin bazli yuksuz nanolipozomlarin
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ZP degerinin pozitif 6-8 mV araliginda olmasiyla uyumlu sonugclar elde edilmistir
[74, 75]. Nanolipozom formulasyonlariyla elde edilen ZP degerleri, notral formda
lipit kullaniilmasindan ve formulasyonlara eklenen surfaktanin da (Tween 80)
nétral formda olmasindan dolayi, hafif pozitif alana kaymasindan
kaynaklanmaktadir [75, 76]. Bununla birlikte, nétral lipitlerde (fosfatidilkolin
bazli) dusuk kolesterol igeriklerinde (Lipit:kolesterol, 9:1 (molar oran)) pozitif yuk

sonuglari elde edilmesi beklenmektedir [77].

Nanolipozom partiktl buyudkluklerinin dagiliminin  homojen olup olmadigini
izleyebilmek i¢in partikil boyutu ve partikillerin dagihmi incelenmistir.
Hazirlanan ilag yUukli nanolipozomlarin boyutlari 50 - 100 nm arasinda degisim
gOstermekte ve PDI dederleri ise 0.27 ile 0.42 arasinda bulunmaktadir. Artan
nanolipozom miktari ile birlikte PB artarken, dagilimlarinin daha genis olduklari

izlenmistir.

Malvern Nanosizer cihazindan elde edilen PB/PDI ve ZP degerlerine ait drnek

histogramlar asagidaki sekillerde belirtilmistir.

Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): &G0
Count Rate (kcps): 304.5 Measurement Position (imm): 5.50
Cell Description: Clear disposahble zeta cell Attenuator: 6
Diam. {nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (dnm): 97 .88 Peak 1: 138.0 95.8 104.6
Pdl: 0.350 Peak 2: 4402 4.2 938.5
Intercept: 0.950 Peak 3: 0.0oo 0.0 0.000

Result quality = Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
=

Size (d.nm)

Sekil 4.3. Lipo-6 formilasyonuna ait PB/PDI degerleri 6rnek histogram
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Sekil 4.3.'te goruldugu gibi nanolipozomal yapilarin ¢ogunlugu (yaklagik %96's1)
100 nm civarindayken, %4'lUk bir kismi ise daha buyuk boyutta veya agrege

olmus nanolipozomal yapida olmasindan kaynaklandigi dusunulebilir.

Temperature (*C): 25.0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 154 4 Measurement Position (mm): 2.00
Cell Description: Clear disposahle zeta cell Attenuator: 2
Mean {m\) Area (%) Wiitth (m\/)
Zeta Potential (imV)y: 6.36 Peak 1: £.36 100.0 3.54
Zeta Deviation {mV): 3.54 Peak 2: 0.00 0o 0.oo
Conductivity (mSfiem): 0.0137 Peak 3: 0.00 0o .00

Result quality :

Zeta Potertial Distribution

POOOOD -« - - R I R R R -
ASO000 4 - oo ...................... ..................... ......................

4000 L 1 A TP :

Total Counts

spoond- T L :

=200 -100 a 100 200

Zeta Potential (m*)

Sekil 4.4. Lipo-6 formulasyonuna ait ZP degeri 6rnek histogram

L-karnitin HCI yUkli PLGA nanopartikilleri hazirlamak icin, iki ayri yontem
kullanilmig ve enkapsulasyon dereceleri degerlendirilmistir. Her formulasyon 5

mg, 10 mg ve 15 mg arasinda polimer miktarlari arttirilarak hazirlanmistir.
Her formullasyon igcin 3 adet ornekle calisiimis; her dlgim 3 tekrarli olarak

alinmig, ortalama PB, PDI ve ZP deg@erleri %VK hesaplanarak elde edilmistir.
Elde edilen veriler Cizelge 4.17.'te belirtilmistir.
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Cizelge 4.17. Hazirlanan Nanopartikullerin Ortalama PB, ZP ve PDI Degerleri

Nanoc¢oktiirme Yontemi Cift Emiulsiyon Yontemi
Kod

PB (nm)  ZP (mV) PDI PB (nm) ZP (mV) PDI

NP-1 244.41+592 -4.14+£1.71 0.15+0.02  250.90+6.15 -30.80+2.26  0.22+0.03

NP-2 340.13+4.65 -10.87+1.46 0.47+0.01 379.86+6.50 -17.84+3.38  0.38+0.01

NP-3 404.52+3.85 -9.28+0.87 0.31x0.01 1152.75%4.27 -15.31£3.20 0.60+0.02

Nanopartikulpartikil buyukliklerinin  dagilminin  homojen olup olmadigini
izleyebilmek icin PB ve PDI degerleri incelenmistir. Hazirlanan ilag yUklu
nanopartikullerin boyutlari genis bir aralikta degisim gostermektedir, PDI
degerleri ise 0.13 ile 0.62 arasinda bulunmustur. Artan derisimle birlikte PB

anlamli derecede artmigtir (p < 0.05).

ZP degerleri ise polimer konsantrasyonu ve hazirlama yéntemine gore -2.43 ve
-32.86 degerleri arasinda degisiklik gdstermektedir. Pluronik F68 slrfaktani
eklenen PLGA formulasyonlarinda literatirle benzer aralikta ve negatif yuklu ZP
elde edilmistir [78, 79].

Ayni sekilde, NP-1 fomulasyonlarinda sonikasyon suresine bagli olmak
kaydiyla, emdulsifikasyon suresine bakilmaksizin ~250-280 nm civarinda
nanopartikul buyudkltkleri elde edilmistir. Farkli yontemlerle sentezlenen ayni
nanopartikillerin tamamen farkli PB, ZP ve PDI degerleri gosterdikleri

izlenmistir.
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Temperature (°Cy: 25.0 Duration Used {s): 80

Count Rate {kcps): 891 Measurement Position {mm): 5.50
Cell Description: Clear dizposable zeta cell Attenuator: 3
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average {(d.nm): 25049 Peak 1: T 599.0 166.2
Pdi: 0.213 Peak 2: 4807 1.0 7220
Intercept: 0.912 Peak 3: 0.0a0 0.a Q.ooo

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
m

01 1 10 100 1000 10000
Size [d.nm)

Sekil 4.5. NP-1 formulasyonuna ait PB/PDI dederleri 6rnek histogram

Sekil 4.5.'te goéruldugu gibi nanopartikil yapilarin yaklagik %95'i, 250 nm
civarindayken, %1'lik kismi ise daha buydk partikil buyukligine sahip
yapilardan olugsmaktadir. Bu farklihdin asil sebebi sonikasyon esnasinda
nanopartikillerin tam olarak pargalanamamasi ve emdulsiyon igerisinde agrege

olmus yapilarin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Temperature (°C): 25.0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 2514 Measurement Position (mm):  2.00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: S
Mean {mVy) Area (%) Width {(mV)
Zeta Potential (mv)y: -32.8 Peak 1: -22.8 100.0 6.29
Zeta Deviation (ImV): 6.39 Peak 2: 0.00 0.0 .00
Conductivity (imSicm): 0.0421 Peak 3: 0.00 0.0 0.0o

Result quality =

TFeta Potential Distribution
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Feta Potential (m%)

Sekil 4.6. NP-1 formulasyonuna ait ZP degeri 6rnek histogram
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4.3. Nanolipozom ve Nanopartikiillere  Yuklenen L-karnitin'in

Enkapsiulasyon Etkinligi Sonuglari

Bolim 3.2.1.'de anlatildidi gibi nanolipozom formulasyonlari hazirlanmigtir. L-
karnitin miktar tayini bolum 4.1.'de validasyonu detaylandirilan HPLC yontemi
ile gergeklestirilmistir. L-karnitin'in enkapstlasyon etkinliginin saptanabilmesi
icin nanolipozom ve nanopartikil hazirlama islemi sonrasinda, santriflj iglemi
sonrasinda, sulu dig fazda serbest halde bulunan L-karnitin miktari HPLC ile
tayin edilmigtir. Hazirlanan nanolipozom ve nanopartikil formulasyonlari igin
elde edilen enkapsulasyon etkinligi verilerini gdsteren ¢izelge asagida
sunulmustur (cizelgede polimer bazli nanopartikiller igin ¢ift emulsiyon ydontemi

bulgulari verilmistir).

Cizelge 4.18. Yuzde Enkapsulasyon Etkinligi (EE%)

Formilasyon Lipit-Polimer Lipit/Partikil EE%
Kodu Adi Konsantrasyonu

Lipo-1 . 2mg/mL -
Lipo-2 Phosggcc;hpon 4mg/mL -
Lipo-3 20mg/mL 8.94+2.40
Lipo-4 2mg/mL -
Lipo-5 Lipoid S100 4mg/mL -
Lipo-6 20mg/mL 14.2643.52
NP-1 0.25mg/mL 21.9314.17
NP-2 PLGA 0.50mg/mL 5.28+2.09
NP-3 0.75mg/mL -

Lipo-3 ve Lipo-6 formulasyonlari disinda herhangi bir nanolipozom
formulasyonuna L-karnitin'in enkapsule olmadigr bulgusu elde edilmigtir. Artan
lipit miktari ile birlikte enkapsulasyon etkinligi de artmistir. Phospholipon 90G
nanolipozomu yapisinda ~%90 fosfatidil kolin bulunurken, Lipoid S100 — Soya
fosfatidilkolin nanolipozomu yapisinda ~%100 fosfatidil kolin bulunmaktadir.
Fosfatidilkolin uzun doymus yag zincirlerinden olusmaktadir. Fosfatidilkolin
orani arttikga, yapi igerisine enkapsule olan L-karnitinin yap! digina gikmasi
zorlastigindan yapi daha kararl bir hal alirken, daha ¢ok miktarda etkin madde
iceride hapsolmustur [80, 81]. Enkapsulasyon etkinliginin en ¢ok oldugu
(%14.26+3.52) Lipoid S100 — Soya fosfatidilkolin bazli Lipo-6 (Lipo-karnitin)
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nanolipozom formulasyonuyla in-vitro salim deneyleri ve hucre kualtart
deneylerine gecilmistir. Nanogoktirme yontemiyle hazirlanan nanopartikullerin
higbirinde ylUkleme saptanamamigtir. Cift emilsiyon yonteminde ise, NP-1 ve
NP-2 formulasyonlarinda ila¢ enkapsulasyonu saglanmistir. Artan polimer
miktari ile nanopartikil boyutu artigi kontrol edilemediginden, hicre kultart
deneyleri i¢in ideal PB (250.946.15 nm), en yuksek ZP (-30.80+2.26mV) ve ayni
zamanda en yuksek enkapsulasyon etkinligi degerine sahip olan PLGA bazli

NP-1 (Nano-karnitin) formulasyonu ile deneysel ¢alismalara devam edilmistir.

4.4. FTIR/ATR Analizi Sonuglari

Nano yapih lipidik ve polimerik bazli tasiyicilarin formulasyon bilesenleri ve L-
karnitin arasindaki etkilegimlerini incelemek amaciyla FT-IR/ATR analizleri

yapimigtir.

-CH -C=
4 CH, C=0 -CH, _coo
—— //___,._’--—-—— / W
J Lipo-karnitin '.‘/};
W
e~ X
=< "Bos Nanolipozom Y ,f 1
c v
Q) ——
& | S m
S, |LipoidS100+ % /_ 77 /\'\/\/\/VVM
© |L-kamitinHCI fiz. kar. 37/ i
O 4 b/ v
X
JLipoid S100 ~_
-PO
2
L-karnitin HCI
R B m e . R E S S B S R B

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Dalgasayisi (cm™)
Sekil 4.7. Lipo-karnitin (L-karnitin yUkli nanolipozom), bos nanolipozom, Lipoid
S100 ve L-karnitin HCI fiziksel karisimi, Lipoid S100, L-karnitin HCl'e ait FT-
IR/ATR spektrumlari



L-karnitin yukla nanolipozom (Lipo-karnitin), bos nanolipozom, lipoid S100+L-
karnitin HCI fiziksel karigim, Lipoid S100 spektrumlarinda lipit yapisina 6zgu
etilenik (2930.75, 2852.04 cm™) gerilimi gdézlenmistir. Biitlin spektrumlarda 1730
cm™ bandinda madde yapisina bagl olarak siddetli ester karbonil grubu C=0
gerilimi madde igerisindeki tekrarlanan gruplarin sayisina oranla artis ve azalig
gOstermigtir. Etkin madde yuklenmis ve yudklenmemis olan nanolipozom
spektrumlari oldukga benzerlik gdstermektedir. Lipoid S100'e ait parmak izi
bdlgesindeki PO, gruplari biikiilme pikleri (1081.72, 1059.02cm™) bos ve dolu
nanolipozomal yapilarda deformasyona ugramis, 1143 cm™de bulunan ester
grubu simetrik gerilmesi ile pik geniglemistir. Bos ve dolu nanolipozomal
yapilarin spektrumlarinin hemen hemen ayni olmasi, L-karnitinin hidrofilik
yapisindan dolayl nanolipozomal yapi igerisindeki i¢c tabakaya enkapsule
oldugunu, bu nedenle L-karnitin'e ait parmak izi bolgesi titresimlerinin detekte
edilemedigini dusindirmustur. Bu durum ATR Uniteli FTIR analizlerinin madde

yuzeyinden elde edilen titresim bilgilerini verdigi sonucunu da desteklemektedir.

- -CH -C=0 -C-O0
8 -CH
4 \_—/__" '/_’/———'w—"“,v/”- "4“ /n
Nano-karnitii - 1 / / / V\Ir\,’ ’/V'f—q
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3 — ——s, Y 7
{Bos PLGA NP “ / A /Vr-
) 5

Y

7
/
- Y

Y
[PLGA+ /
L-karnitin fiz. kar. “-CO0 7 W\/\/\/‘/
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| Cc=C—~ N}Hs)

L-karnitin HCI
-OH

% Gegirgenlik

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Dalgasayisi (cm™)

Sekil 4.8. Nano-karnitin (L-karnitin yUklG PLGA nanopartikil), bos PLGA
nanopartikil, PLGA ve L-karnitin HCI fiziksel karisim, PLGA Polimer ve L-
karnitin HCl'e ait FT-IR/ATR spektrumlari
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L-karnitine ait zayif siddette ve genislemis OH gerilimi (3429.76 cm™) ayni
zamanda L-karnitin yUkli PLGA NP (Nano-karnitin) spektrumunda da
gozlenmistir. 3000 cm™gdzlemlenen pik; L-karnitine ait 2878 cm™ de bulunan
CHs; gerilmesi, 3429.76 cm™ de bulunan OH gerilmesi ve PLGA NP
spektrumundaki 3003.21 cm™deki CHs; gerilmesi ile birleserek yayilmistir.
1145.13 cm™ bandinda bulunan C-O geriimesi bos PLGA NP'de ve Nano-
karnitin'de siddetli olarak gozlemlenmistir. PLGA+L-karnitin fiziksel karisimina
ait spektrumda 1600 cm™ bandinda gériilen genis pikin, L-karnitin'de bulunan
C=0 gerilmesi ile hem PLGA hem de L-karnitinde bulunan karboksilik asit
gruplarinin  titresimlerinin ~ birbirini  kuvvetlendirmesinden  kaynaklandigi

dusunulmustar.

Nano-karnitin ve bos PLGA NP spektrumlarinda gézlemlenen 2878.83 cm™
deki siddetli pik CHjz gerilmesinden kaynaklanmaktadir. L-karnitin'den
kaynaklanan OH gerilimi (3429.76 cm™) Nano-karnitin'de bulunurken, bos
PLGA NP spektrumunda c¢ok zayif bir sekilde gorilmektedir. Bu pikin PLGA
polimer spektrumunda olmamasina ragmen goézlemlenmesinin sebebi olarak
sentez esnasinda kullanilan OH gruplarinin  bulunmamasi dusunulebilir.
1728.77 cm™ bandinda bulunan C=0 gerilmesi kaynakl pik, L-karnitin, PLGA
polimer spektrumlarinda siddetli olarak belli olurken, bos PLGA NP'de azalma
gostermis, Nano-karnitin'de orta siddetli olarak gézlemlenmistir. Bunun sebebi
olarak bos PLGA nanopartikuller sentez esnasinda kuresel forma gectiginden
sadece dis kabuk yapisindaki C=0 gerilimlerinin dedekte edilebildildigi, kiresel
yap! icerisinden absorpsiyona ugrayan elektron bilgisinin alinamadigi
dusundlebilir. Bu pikin Nano-karnitin'de siddetinin bos PLGA NP spektrumuna
kiyasla artmasinin sebebi olarak da L-karnitin'in kismen yapi igerisine girmedidi,
sentez esnasinda nanopartikillere baglanmis yapilar olusturdugu sonucu
cikarilabilir.  Etkin  madde yuklenmis ve yiuklenmemis olan PLGA
formilasyonlarinin spektrumlari oldukga benzerlik gostermektedir. L-karnitin'e
ait 928.90, 879.15 cm™de gdzlemlenen orta siddetli karakteristik N(CHs)
gerilmesinin Nano-karnitin spektrumunda gézlenmemesi L-karnitin'in kismen

PLGA NP'lere enkapstle oldugunun sonucuna varilmasinda rol almaktadir.
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4.5. Termalgravimetrik Analiz Sonuglari

Bolim 3.3.3.3.'te anlatildigi gibi, L-karnitin HCI, Lipoid S100, PLGA polimer,
Lipoid S100 L-karnitin HCI fiziksel karigim, PLGA polimer L-karnitin HCI fiziksel
karisim, bos nanolipozom, bos PLGA NP, L-karnitin yukli nanolipozom, L-
karnitin yUkli PLGA NP'lerin TGA analizlerinden elde edilen verilerin birinci
tirevi alinarak DTG (Derivatif Termalgravimetri) termogramlar gizilmistir. Bos
ve etkin madde yukli nanolipozomlar, bos ve etkin madde yukli PLGA NP'ler,

liyofilize edildikten sonra termalgravimetrik analize alinmigtir.

30
L-karnitin HCI
LipoidS100
1—— L-karnitin HCI+LipoidS100 fiziksel karisim
—— Bos Nanolipozom
20 4 — Lipo-karnitin

Is1 akis1 (W/Q)
>

-10

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. L-karnitin HCI, Lipoid S100, Lipoid S100 L-karnitin HCI fiziksel
karigsim, bos nanolipozom, Lipo-karnitin (L-karnitin yukli nanolipozom)'a ait

DTG termogramlarinin kargilagtiriimasi

L-karnitin HCI 220°C civarinda erimeye baslamig, 250°C'de keskin endotermik
erime piki goézlenmistir. Lipoid S100'e ait termogramda, ~50°C'de endotermik
erime piki gozlemlenirken, 317°C'de endotermik pikin ardindan, lipidik yapinin
bozunmasina iligkin ekzotermik bir egri gozlemlenmistir.  L-karnitin

HCI+LipoidS100 fiziksel karisiminda L-karnitine ait endotemik erime piki 225°C
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civarinda baskilanmis bir gsekilde gozlenirken, bos nanolipozom yapisinda
gozlemlenmemekte, Lipo-karnitin yapisinda ise ¢ok hafif bir sekilde
go6zlenebilmektedir. Liyofilize formilasyonlarin analizlerinde benzer termogram
sonuglar elde edilmistir. Bunun sebebinin nanolipozomal yapilarda elde edilen
dusuk enkapsulasyon yuzdeleri ve enkapsulasyon sirasinda etkin maddenin

nanolipozomlara amorf duzende dahil oldugu sonucuna varilabilir [82].

L-karnitin HCI

40 - PLGA Polimer

= |_-karnitin HCI+PLGA Polimer fiziksel karisim
{——Bos PLGA NP

—— Nano-karnitin

30 4

1 N ——
- /r/\r
T —

Is1 akisi (W/g)

10 1 v 1 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1

y—— y——
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10. L-karnitin HCI, PLGA Polimer, PLGA Polimer L-karnitin HCI fiziksel
karisim, bogs PLGA NP, Nano-karnitin (L-karnitin yuklt Nanopartikul)'e ait DTG

termogramlarinin karsilastiriimasi

L-karnitin HCI 220°C civarinda erimeye baslamis, 250°C'de keskin endotermik
erime piki gézlenmektedir. PLGA'nin Tg: 50°C olarak bulunmus ve bu deger
literatirle uyum gostermistir [82, 83]. PLGA polimer L-karnitin fiziksel karigimi,
bos ve etkin madde yUkli nanopartikillere ait termogramlarda degismemigtir.
Etkin madde yUkli termogramda 250°C'de L-karnitin’e ait endotermik erime
pikinin belirginlesmesi disinda etkin madde yukli ve bos nanopartikil

termogramlari benzerlik gostermektedir.
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4.6. Taramal Elektron Mikroskobu Analiz Sonuglari

Gelistirilen nanopartikil ve nanolipozomlarin partikil boyutu, sekli ve
dagihimlarinini ncelenmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu ¢aligmalari
gerceklestiriimistir. Numune Gzerine gonderilen elektron demetinin olusturdugu
sicaklik artisi nedeniyle 6zellikle sicakliktan daha ¢ok etkilenen nanolipozomal
yapilarin goruntilenmesi esnasinda deformasyonlar g6zlenmisgtir.
Deformasyonlar, nanolipozom yapilarinin eriyik halde birbiri igerisine ge¢cmeleri
seklinde gbzlemlenmis olup, Sekil 4.11.c'de goruimektedir.

SEM HV: 1.0 kV WD: 8.03 mm | GAIA3 TESCAN| SEM HV: 1.0 KV WD: 5.85 mm

View field: 21.6 ym  Det: In-Beam SE  5pm rm View field: 8.30ym  Det: In-Beam SE | 2pm
HUNITEK /)]

SEM MAG: 9.59 kx  Date(m/dly): 01/31/19 SEM MAG: 25.0 kx  Date(midiy): 01/31/19

SEMHV: 20KV S SEM HV: 2.0 kV wo:403mm | |, L1 GAIA3 TESCAN|
View fleld: 10.4pm | Det: In-Beam SE | 2 ym View field: 1.62pm  Det: In-Beam SE | 500 nm m
SEM MAG: 20.0 kx  Date(m/diy): 01/31/19 A SEM MAG: 128 kx _ Date(m/dy): 01/31/19 HUNITEK (7]

Sekil 4.11. Lipoid S100 — Soya fosfatidilkolin bazli Lipo-karnitin numunelerine ait
a-b) yikleme yapiilmamisg, c-d) yukleme yapilmis nanolipozom SEM géruntuleri.

SEM calismalari, sentezlenen Lipoid S100-Soya fosfatidilkolin bazli
nanolipozomlarin homojen dagildiklari, kuresel yapida ve dizgun yuzeyli
olduklarini géstermektedir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 4.04 mm SEM HV: 2.0 kV WD: 3.99 mm GAIA3 TESCAN|
View field: 1.68ym  Det: In-Beam SE 500 nm View field: 1.30 ym  Det: In-Beam SE | 200 nm H
HUNITEK | (7))

SEM MAG: 124 kx _ Date(m/dly): 01/14/19 j SEM MAG: 159 kx _ Date(m/dly): 01/3119

SEM HV: 2.0 kV WD: 3.99 mm | GAIA3 TESCAN| SEM HV: 2.0 kV 'WD: 3.99 mm
View field: 1.87 pm  Det: In-Beam SE 500 nm m View field: 6.88 ym = Det: In-Beam SE | 2pm
SEM MAG: 111 kx  Date(m/dly): 01/31/19 HuniTex | 7)) SEM MAG: 30.2 kx _ Date(m/dly): 01/3119

Sekil 4.12. PLGA bazli Nano-karnitin numunelerine ait a-b) yukleme

yapilmamis, c-d) yukleme yapilmis nanopartikil SEM goérintuileri.

SEM calismalarn ile sentezlenen PLGA bazli nanopartikillerin agrege
olmadiklari, homojen dagildiklari, kuresel yapida ve duzgun yuzeyli olduklarini

gOsterilmistir.

4.7. In-vitro Salim Analizi Sonuglari

Detaylant Bolum 3.2.3.8.'de anlatildigi sekilde yapilan in-vitro salim

calismalarinda elde edilen salim grafigi Sekil 4.13.'"de gosterilmigtir.
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Sekil 4.13. Nano-karnitin ve Lipo-karnitin formilasyonu ve kontrol grubunun in-
vitro ilag salim profilleri (n = 6, hata c¢ubuklan standart sapmalari

gOstermektedir).

Diyaliz membran yontemi ile yapilan ve kimdilatif olarak degerlendirilen in-vitro
salim calismalari sonucunda, etkin madde c¢oOzeltisi ile 1. saatin sonunda
yaklagik %90 salima ulasilirken, nanolipozom ve  nanopartikul
formulasyonlarinda surekli bir salim profili gézlenmistir. Her iki formulasyon igin
1. saatin sonunda ani salim etkisi gézlenmis olup, nanolipozom ve nanopartikdl
formualasyonlari i¢cin salim degerleri sirasiyla % 59.90 ve % 65.19 olarak
bulunmustur. Nano-karnitin ve Lipo-karnitin formulasyonlari salim profillerine ait
verilere uygulanan t testi sonucunda; p degeri 0.07 bulunmus olup aralarinda

anlamli bir farkhlik tespit edilmemigtir (p>0.05).

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda ise, formulasyonlarindan etkin madde
saliminin uyum sagladigr mekanizmalari belirlemek amaciyla salim sonuglarina

dort farkli kinetik model (sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-
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Crowell) uygulanmis ve k/r? (salim hiz sabiti/determinasyon katsayisi) degerleri,
Cizelge 4.19.'da verilmistir [84].

Cizelge 4.19. Formulasyonlarin in-vitro Salim Hizi Kinetik Verileri

Formiilasyon Sifirinci Birinci Higuchi Hixson
derece derece Crowell
k 36.5806 4,1526 33.9060 0.6513

Lipo-karnitin
r2 0.8461 0.8539 0.6973 0.8515
k 29.9709 4.2567 24.4665 0.5130

Nano-karnitin
r2 0.9010 0.9167 0.8091 0.9121

Nanolipozom formulasyonu igin, en ylksek determinasyon katsayisi (0.8539)
birinci dereceden kinetik modelde elde edilmis olup, ¢6zliinme hizinin yuksek
oldugu etkin maddenin saliminin konsantrasyona bagli oldugu gorulmugtir.
Nanopartiktl formulasyonu icin ise, en yuksek determinasyon katsayisi degeri
(0.9167) bulunmus, salimin birinci dereceden kinetik modele uydugu

gOsterilmisgtir.

4.8. Stabilite Sonuglari

Stabilite testleri Lipo-karnitin ve Nano-karnitin kodlu formulasyonlar ile
yuratilmastar.  Yapilan  incelemelerde  Lipo-karnitin -~ ve  Nano-karnitin
formulasyonlarinin her ikisinde de 3. ayin sonuna kadar +4°C'de herhangi bir
makroskobik incelemede farklihk goézlenmezken, 25°C'de 2.ayin sonunda
sadece Lipo-karnitin formilasyonunda sedimentasyon gozlemlenmistir. Her iki
kosul altindaki ornekler sirasiyla; PB, ZP, PDI ve %EE agisindan

degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.14. Lipo-karnitin ~ ve Nano-karnitin formulasyonlarina ait %EE'nin

zamanla degisimi
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Sekil 4.15. Lipo-karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlarina ait ZP'nin zamanla

degisimi
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Sekil 4.16. Lipo-karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlarina ait PB'nin zamanla

degisimi
0.8
B | ipo-karnitin/+4°C
n Lipo-karnitin/25°C I I
=< Bl Nano-karnitin/+4°C
w el
- 0.6 I Nano-karnitin/25°C
=
o
=
® 0.4-
o
Q.
2
S 0.24
()
o
0.0 -
0 30 60 90
Gilunler

Sekil 4.17. Lipo-karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlarina ait PDI degerlerinin

zamanla degigimi
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4.9. Hicre Kulturi Protein Miktar Tayini Sonuclari

Hucrelerdeki protein miktar tayinleri dogrudan hucre sayisiyla orantili olup,
yeterli miktarda bulunmamalari durumunda tlreviendirme iglemi sonunda
GC/MS  cihazi  kromatogramlarindan  degerlendirilebilir ~ pik  bilgisi
alinamamaktadir. Bu sebeple hicre kultirt uyarimlari sonucunda, bikinkoninik
asidin (BCA) reaktif olarak kullanildigi protein miktari analizi yapilmistir. Bu
yontemde 562 nm'de absorbans veren koyu mor renk olusumu ile UV
spektrumu analizleri gergeklestiriimigtir. Elde edilen konsantrasyon degerleri
asagidaki cizelgede verilmigtir. Protein miktar degerleri, 101.63 ve 411.63
pg/mL arasinda dedismekte olup, yeterli miktarda hicre bulundugu kanisina

varilarak bir sonraki adim olan GC/MS analizlerine gegis yapilmistir.

Cizelge 4.20. Hucre kultart BCA protein miktar tayini analizi sonuglari

Numune Adi Konsantrasyon (ug/mL)
Kontrol 1 190.38
Kontrol 2 179.13
Kontrol 3 154.13
L-Karnitin 1 305.38
L-Karnitin 2 311.63
L-Karnitin 3 322.88
Nano-karnitin / 1 110.38
Nano-karnitin / 2 176.63
Nano-karnitin / 3 101.63
Lipo-karnitin / 1 344.13
Lipo-karnitin / 2 411.63
Lipo-karnitin / 3 347.88

4.10. Metabolomik ve Yolak Analizi Sonuglari
4.10.1. GC-MS Temelli Metabolomik Analizi Sonuglari

Metabolomiks analizi igin, cihaz Uzerinde kurulu olan Shimadzu LabSolution

yazilimi ile veriler toplanmistir, 6rnek kromatogramlar asagida gosterilmigtir.
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Sekil 4.18. Kontrol, L-karnitin, Lipo-karnitin ve Nano-karnitin ile uyariimig

kardiyak fibroblastlarin, uyarim sonrasinda kazinarak turevlendiriimesiyle elde

edilen GC/MS kromatogramlari (kromatogramlar Ust Uste ¢akistiriimistir).
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Sekil 4.19. Kontrol, L-karnitin, Lipo-karnitin ve Nano-karnitin ile uyariimis

kardiyak fibroblastlarin, uyarim sonrasinda kazinarak tlrevlendiriimesiyle elde

edilen GC/MS kromatogramlari
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Yuksek c¢ozunurlukli GC/MS kromatogramlarina ait datalar MSDIAL yazilimi
kullanillarak metabolitlere ait pikler ayristirimis ve allkonma zamanlari
duzeltilerek veri matrisleri olusturulmustur. Piklerin tanimlanmasinda alikonma
indeksli kituphanelerden yararlaniimistir. Kardiyak fibroblast hiicre hatlarindan
tanimlanabilmis 128 tane olmak Uzere toplam 760 metabolit elde edilmigtir.
Metabolitler normalizasyon iglemlerinden sonra t-testi ile kargilastirilmistir. Besi
yeri disinda hig¢ bir ortama maruz birakilmamis kontrol, serbest L-karnitin, Lipo-
karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlari gruplarina ait metabolit dizeyleri

Cizelge 4.21'de 6zetlenmistir.

Elde edilen veriler ile En Kiguk Kareler Farklilastirma Analizi (Partial Least
Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) grafikleriyle gorsellegtirilmistir.
Uygulama yapilan 4 gruba ait metabolit sonuclari PLS-DA grafikleriyle ayri ayri
detayll olarak incelenmistir. PLS-DA grafikleriyle farkhlasmaya sebep olan
metabolitlerin varlig1 belirlenmis, sonuglar VIP (variable important in project)
grafiklerine aktariimistir, metabolit ayriminda en buylk etkiye sahip 25 adet
metabolit bu sayede ortaya konulmustur. Karsilastiriimali (konrtol/L-karnitin,
kontrol/Lipo-karnitin, kontrol/Nano-karnitin, L-karnitin/Lipo-karnitin, L-karnitin
Nano-karnitin, Lipo-karnitin/Nano-karnitin) PLS-DA analizerinde her gruba goére
artis ve azalis gostererek farklilasmanin en ytksek oldugu 25 metabolit belirteg

olarak kabul edilerek degerlendirme yapilmigtir.
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Cizelge 4.21. GC-MS Yéntemiyle Analiz Edilen Metabolitlere iliskin Normalize Edilmis Pik Alan Degerleri ve istatiksel Olarak

Karsilastirmalarina ait p Degerleri Sonuglari

Normalize edilmig pik alanlari p degerleri
Lipo-
Metabololit Adi . Lipo- Nano- Kontrol/ K.ontroI/ Kontrol/ L.C/ LC/ kal?nitin/
Kontrol L-karnitin . . Lipo- Nano- Lipo- Nano-
karnitin karnitin |LC Karniti . .. ... Nano-
arnitin  karnitin  karnitin karnitin i

karnitin
1,3-dihydroxyacetone -0.943+0.09 -0.229+0.40 0.470+0.43 0.702+0.57 |0.225 0.058 0.080 0.383 0.333 0.803
1-methyl nicotinamide -1.035£0.21 -0.189+0.41 1.001£0.32 0.222+0.43 |0.207 0.013 0.098 0.137 0.603 0.304
2-amino-1-phenylethanol -0.417+0.04 -0.102+0.26 -0.5081+0.56 1.0261£0.59 |0.384 0.901 0.116 0.618 0.225 0.197
2-hydroxybutyric acid -0.966+0.15 0.761+£0.28 0.911+0.15 -0.7061£0.39 |0.011 0.002 0.640 0.717 0.067 0.034
2-ketoisocaproic acid -0.208+0.02 0.955+0.15 -1.450£0.05 0.703+0.11 |0.003 0.000 0.003 0.000 0.332 0.000
2-keto-L-gulonic acid 0.201+0.02 0.468+0.41 0.481+0.55 -1.1504£0.38 |0.623 0.700 0.044 0.989 0.077 0.118
3-hexenedioic acid -1.189+0.18 0.987+0.48 -0.041+0.22 0.244+0.30 |0.026 0.030 0.028 0.191 0.347 0.568
3-indolelactic acid -0.769+0.12 1.394+0.25 -0.813+0.15 0.188+0.21 |0.003 0.858 0.033 0.003 0.041 0.034
3-phenyllactic acid -0.714+0.02 0.983+0.16 -1.142+0.02 0.873+0.12 |0.001 0.000 0.000 0.000 0.679 0.000
4-hydroxy-L-proline -1.230+0.14 0.657+0.32 0.858+0.29 -0.28410.31 |0.011 0.006 0.086 0.723 0.158 0.094
4-methyl-5-thiazoleethanol -0.176+0.27 -0.210+£0.66 -0.239+0.61 0.625+0.40 |0.971 0.942 0.247 0.980 0.429 0.390
6-hydroxy caproic acid -0.708+0.14 0.105+0.37 -0.267+0.68 0.869+0.39 |0.172 0.631 0.038 0.715 0.315 0.303
6-hydroxyhexanoic acid -0.992+0.14 0.020+0.29 0.217+0.62 0.755+0.44 |0.064 0.198 0.036 0.827 0.318 0.595
Acetol -0.564+0.09 -0.090+0.51 -0.118£0.80 0.772+0.06 |0.495 0.674 0.001 0.982 0.242 0.417
Acetyl-L-serine 0.982+0.11 0.298+0.43 -0.180+0.42 -1.1004£0.28 |0.281 0.097 0.005 0.555 0.091 0.211
Aconitic acid 0.167+0.26 0.418+0.05 -1.246x0.54 0.660+0.36 |0.483 0.126 0.420 0.065 0.620 0.075
Alanine -0.583+0.12 0.236+0.27 1.321+0.06 -0.9731£0.32 |0.085 0.000 0.406 0.032 0.077 0.005
Allantoin -0.917+0.10 -0.241+0.15 1.224+0.57 -0.067+£0.24 |0.038 0.040 0.059 0.114 0.645 0.166
Allose -0.381+0.19 -0.523+0.40 1.081+0.67 -0.177+0.21 |0.807 0.160 0.584 0.167 0.563 0.215
Allothreonine -0.903+0.13 -0.393x0.45 0.928+0.45 0.368+0.38 |0.426 0.033 0.059 0.167 0.351 0.480
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Alpha ketoglutaric acid
Alpha-D-glucosamine
phosphate
Alpha-glucosamine 1-
phosphate

Arabitol

Aspatrtic acid
Benzoic acid

Beta- alanine
Beta-glycerolphosphate
Capric acid

Caprylic acid
Cellobiose
Cholesterol
Cis-Aconitic acid
Citraconic acid

Citric acid

Citrulline

Creatinine

Cysteine
Epsilon-caprolactam
Fumaric acid
Galactose
Glucoheptonic acid 2
Gluconic acid
Gluconic acid lactone
Glucosaminic acid
Glucose

-0.347+0.06
0.169+0.38

-0.131+0.01

-0.333+0.81
-0.870+0.04
-0.958+0.08
-0.970+0.11
-0.861+0.14
-0.551+0.08
-0.679+0.07
-1.083+0.21
0.001+0.13

-1.144+0.18
0.815+0.09

-0.528+0.10
-0.658+0.08
-0.054+0.13
-0.942+0.10
0.338+0.09

-1.035+0.14
0.087+0.08

-0.560+0.14
-0.788+0.25
-0.358+0.46
-0.232+0.03
-0.567+0.10

0.911+0.23
-0.958+0.22

0.427+0.69

0.304+0.10
0.534+0.27
-0.205+0.14
0.117+0.39
-0.854+0.16
-0.844+0.44
-0.567+0.04
0.117+0.16
0.509+0.13
0.343+0.48
-1.228+0.23
0.308+0.40
0.029+0.35
-0.250+0.29
0.140+0.83
-0.297+0.42
0.109+0.36
0.510+0.57
-0.015+0.26
0.657+0.59
-0.300+0.57
0.518+0.83
-0.318+0.53

-1.321+0.20
0.480+0.66

0.571+0.56

-0.022+0.50
-0.013+0.70
1.531+0.16
0.073+0.59
1.047+0.21
1.001+0.52
1.629+0.12
0.062+0.67
-1.418+0.22
0.242+0.48
0.839+0.29
-0.574+0.61
-0.286+0.65
1.206+0.51
0.229+0.24
-0.368+0.80
0.111+£0.54
0.410+0.62
-0.563+0.52
-0.296+0.56
0.549+0.19
0.468+0.35
0.089+0.60

0.758+0.19
0.309+0.41

-0.867+0.07

0.051+0.48
0.349+0.52
-0.368+0.15
0.781+0.43
0.669+0.36
0.394+0.16
-0.383+0.08
0.904+0.20
0.908+0.33
0.559+0.37
-0.427+0.24
0.794+0.48
0.916+0.47
-0.903+0.29
0.573+0.18
0.327+0.50
0.815+0.44
-1.008+0.12
1.138+0.47
0.427+0.23
0.108+0.69
-0.754£0.19
0.796+0.47
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0.013
0.105

0.544

0.558
0.013
0.019
0.095
0.978
0.620
0.309
0.020
0.093
0.076
0.003
0.175
0.194
0.644
0.351
0.292
0.073
0.583
0.206
0.138
0.952
0.503
0.724

0.019
0.754

0.367

0.803
0.373
0.000
0.229
0.004
0.074
0.000
0.252
0.011
0.091
0.952
0.955
0.668
0.120
0.021
0.514
0.167
0.697
0.996
0.550
0.209
0.181
0.426

0.010
0.848

0.001

0.756
0.132
0.048
0.031
0.031
0.012
0.087
0.005
0.103
0.027
0.016
0.091
0.054
0.099
0.004
0.987
0.031
0.004
0.048
0.044
0.670
0.087
0.083

0.004
0.167

0.901

0.630
0.582
0.003
0.962
0.004
0.092
0.000
0.950
0.004
0.908
0.010
0.383
0.745
0.111
0.937
0.952
0.998
0.928
0.483
0.394
0.311
0.966
0.698

0.696
0.093

0.201

0.698
0.811
0.554
0.404
0.033
0.097
0.176
0.067
0.406
0.784
0.120
0.559
0.282
0.267
0.699
0.478
0.370
0.102
0.157
0.781
0.728
0.290
0.269

0.003
0.866

0.108

0.936
0.752
0.002
0.472
0.498
0.415
0.000
0.380
0.008
0.690
0.051
0.225
0.288
0.042
0.404
0.580
0.456
0.143
0.119
0.389
0.642
0.066
0.490



Glutamic acid
Glyceraldehyde
Glyceric acid
Glycerol

Glycerol 1-phosphate
Glycine

Glycolic acid
Heptadecanoic acid
Histidine
Hydroxyurea
Hypotaurine
Hypoxanthine
Iminodiacetic acid
Isoleucine
Isomaltose
Itaconic acid
Lactamide

Lactic acid
Lactose
Lactulose

Lauric acid
Leucine

Linoleic acid
Lysine

Lyxose
Lyxosylamine
Malic acid
Malonic acid

-0.293+0.09
-0.353+0.36
-1.165+0.20
-1.120+0.13
0.166+0.19
-0.805+0.07
-0.623+0.01
-0.423+0.13
-1.252+0.18
1.119+0.17
-0.704+0.23
0.039+0.04
0.448+0.10
-0.640+0.02
-1.038+0.16
0.693+0.19
-0.941+0.53
-0.595+0.23
0.172+0.02
0.248+0.04
0.128+0.13
-0.683+0.04
-0.626+0.04
-0.604+0.04
0.381+0.05
-1.171+0.25
-0.974+0.12
-0.858+0.08

0.924+0.17
-0.131+0.31
-0.006+0.43
-0.040+0.35
-1.253+0.23
0.250+0.31
-0.600+0.02
-0.196+0.13
0.864+0.32
-0.612+0.24
-0.029+0.52
0.704+0.63
1.059+0.16
-0.253+0.31
-0.081+0.39
-1.253+0.15
-0.130+0.17
0.601+0.23
0.076+0.33
-0.030+0.28
-0.887+0.38
-0.202+0.33
-0.596+0.04
0.080+0.29
-0.390+0.36
0.103+0.35
0.277+0.43
0.006+0.44

0.461+0.17
-0.148+0.72
0.492+0.37
0.324+0.44
1.250+0.01
-0.513+0.51
-0.412+0.02
0.888+0.74
0.115+0.47
-0.827+0.57
0.050+0.58
0.297+0.51
-1.119+0.15
0.173+0.71
0.403+0.58
0.483+0.53
0.326+0.22
-0.807+0.32
0.739+0.76
0.804+0.75
-0.301+0.24
0.165+0.72
1.649+0.04
-0.444+0.67
-0.903+0.57
0.628+0.55
0.068+0.64
-0.068+0.64

-1.091+0.61
0.632+0.55
0.679+0.41
0.836+0.45
-0.163+0.26
1.068+0.40
1.634+0.16
-0.269+0.53
0.273+0.25
0.320+0.07
0.684+0.49
-1.040+0.08
-0.389+0.50
0.720+0.53
0.715+0.35
0.078+0.35
0.744+0.59
0.800+0.59
-0.987+0.12
-1.022+0.04
1.059+0.58
0.720+0.49
-0.426+0.04
0.969+0.43
0.912+0.34
0.441+0.29
0.630+0.38
0.919+0.29

80

0.007
0.723
0.119
0.078
0.019
0.052
0.423
0.360
0.010
0.009
0.390
0.438
0.059
0.369
0.138
0.003
0.296
0.039
0.825
0.466
0.105
0.299
0.669
0.129
0.159
0.070
0.084
0.186

0.033
0.845
0.033
0.060
0.010
0.669
0.003
0.229
0.091
0.056
0.381
0.702
0.002
0.402
0.122
0.775
0.144
0.685
0.576
0.576
0.269
0.394
0.000
0.856
0.142
0.072
0.260
0.376

0.352
0.286
0.030
0.027
0.453
0.019
0.000
0.828
0.015
0.024
0.103
0.001
0.255
0.106
0.021
0.277
0.157
0.144
0.002
0.000
0.269
0.079
0.038
0.040
0.275
0.025
0.029
0.009

0.193
0.987
0.517
0.624
0.001
0.355
0.005
0.306
0.346
0.791
0.938
0.703
0.001
0.676
0.601
0.061
0.250
0.045
0.550
0.441
0.344
0.726
0.000
0.590
0.569
0.546
0.835
0.941

0.061
0.376
0.402
0.281
0.064
0.254
0.000
0.918
0.303
0.039
0.461
0.088
0.090
0.267
0.283
0.045
0.310
0.809
0.070
0.045
0.083
0.269
0.058
0.233
0.098
0.573
0.641
0.227

0.117
0.518
0.797
0.543
0.012
0.117
0.000
0.359
0.821
0.179
0.532
0.103
0.321
0.641
0.726
0.629
0.617
0.122
0.141
0.117
0.152
0.631
0.000
0.221
0.090
0.818
0.568
0.317



Maltose

Mannitol

Methionine

Methyl Stearate
Methyl-beta-D-
galactopyranoside
Myo-inositol

Myristic acid
N-acetyl-D-glucosamine
N-acetyl-D-mannosamine
Oleic acid
O-phosphocolamine
Ornithine

Oxalacetic acid

Oxalic acid

Palatinose

Palmitic acid
Pantothenic acid

Phenylalanine
Phenyl-beta-
glucopyranoside

Phosphoric acid
Porphine

Proline
Pyridoxine
Pyroglutamic acid
Ribitol
Sedoheptulose

-0.590+0.12
-1.157+0.05
-1.033+0.21
0.714+0.20

0.361+0.03

-0.846+0.13
-0.405+0.04
-0.361+0.03
-1.136+0.43
-0.629+0.02
0.058+0.06

-1.041+0.02
-0.541+0.00
-0.182+0.10
-0.112+0.05
-0.729+0.11
-0.484+0.12

-0.546+0.04
0.189+0.01

-0.477+0.07
-0.651+0.08
-0.736%0.05
-0.902+0.08
-0.738+0.04
-0.496+0.02
-0.218+0.02

-0.291+0.55
0.144+0.47
0.263+0.43
0.725+0.34

0.333+0.38
0.334+0.53
-0.505+0.17
-0.272+0.27
0.068+0.42
-0.680+0.01
0.088+0.25
0.201+0.50
-0.538+0.00
-0.822+0.45
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Serine
Sophorose
Sorbitol
Sorbose
Spermidine
Squalene
Stearic acid
Succinic acid
Sucrose
Tagatose
Talose
Tartaric acid
Threitol
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Uridine 5'-monophosphate
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Kontrol, etkin madde ve etkin madde yukli formualasyon gruplarindan elde
edilen metabolit veri setlerinde, herhangi bir sistematik hata olup olmadiginin
tespiti icin, PLS-DA skorlama teknigi uygulanarak genel bir grafik Uzerinde

irdelenmisgtir.
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Sekil 4.20. A) Kontrol, L-karnitin, Lipo-karnitin ve Nano-karnitin
formulasyonlarina ait GC/MS yontemiyle elde edilen metabolit dizeylerine
iliskin PLS-DA skorlama grafigi, B) Kontrol, L-karnitin, Lipo-karnitin ve Nano-
karnitin formulasyonlarina ait GC/MS yontemiyle elde edilen derigimi en ylksek

25 metabolite iliskin VIP veri grafigi
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PLS-DA analizlerindeki (Sekil 4.20. A) gruplar arasinda belirgin bir ayrigma
oldugu tespit edilmistir. Ayrimina neden olan metabolitler, VIP (variable
important in project) grafiklerinde (Sekil 4.20. B) en yuksek VIP degerine sahip
metabolitten (ayrimda en blydk etkiye sahip molekdl) en distge dogru

siralanarak belirtilmigtir.
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Sekil 4.21. Kontrol ve L-karnitin gruplarina ait A) PLS-DA skor grafigi, B)
Derisim bazinda en fazla farklihga sahip 25 metabolite ait VIP grafigi, C) Kontrol
grubuna gore L-karnitin grubunda artan ve azalan metabolitlerin VIP regresyon

grafigi.

Sekil 4.21. A'da PLS-DA analizi ile kontrol ve L-karnitin gruplarina ait
bolgelerdeki metabolit profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varhgi
gosterilmistir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtilmigtir. VIP
grafiklerinden belirte¢ olarak ©6ne ¢ikan metabolitler miktarlara goére
grafiklendiriimis (Sekil 4.21. B), hangi metabolitin derisiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gosterilmistir (Sekil 4.21. C). Sekil
4.21. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gore L-karnitin ile uyariimis hicre
hatlariyla kontrol grubunun karsilastirilmasi sonucunda; sirasiyla sitrakonik asit,

gliserol 1-fosfat, hidroksilre, itakonik asit, skualen, Uridin 5-monofosfat
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metabolitleri L-karnitin grubunda azalis gosterirken, sirasiyla 3-indolelaktik asit,
iminodiasetik asit, sorboz, 3-fenillaktik asit, sellobiyoz, glukoheptonik asit, 2-
ketoizokaproik asit, prolin, 2-hidroksibutirik asit, glutamik asit, piroglutamik asit,
histidin, arpartik asit, 4-hidroksi L-proline, alfaketoglutarik asit, spermidin,

benzoik asit, 3-heksandioik asit L-karnitin grubunda artig gostermistir.
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Sekil 4.22. Kontrol ve Lipo-karnitin formulasyonu gruplarina ait A) PLS-DA skor
grafigi, B) Derisim bazinda en fazla farklihiga sahip 25 metabolite ait VIP grafigi,
C) Kontrol grubuna goére Lipo-karnitin formilasyonunu grubunda artan ve

azalan metabolitlerin VIP regresyon grafigi.

Sekil 4.22. A'da PLS-DA analizi ile kontrol ve Lipo-karnitin gruplarina ait
bélgelerdeki metabolit profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varligi
gOsterilmistir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtilmistir. VIP
grafiklerinden belirte¢ olarak ©6ne ¢ikan metabolitler miktarlara goére
grafiklendiriimis (Sekil 4.22. B), hangi metabolitin derigsiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gosterilmistir (Sekil 4.22. C). Sekil
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4.22. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gore Lipo-karnitin formulasyonu
ile uyariimig hucre hatlariyla kontrol grubunun kargilastiriilmasi sonucunda;
sirasiyla 3-fenillaktik asit, 2-ketokaproik asit, metil stearat, kolesterol, alfa
ketoglukarik asit, o-fosfokomalini prolin, iminodiasetik asit Lipo-karnitin
formulasyonunda azalis gosterirken; linoleik asit, 2-hidroksibutirik asit, oleik asit,
beta-gliserolfosfat, kaprilik asit, alanin, benzoik asit, glukoheptanik asit, 4-
hidroksi-L-prolin, glikolik asit, metyonin, gliserol 1-fosfat, palmitik asit, 1-metil

nikotamid, Ure, sistein, suksinik asit Lipo-karnitin grubunda artis géstermistir.
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Sekil 4.23. Kontrol ve Nano-karnitin formulasyonu gruplarina ait A) PLS-DA skor
grafigi, B) Derisim bazinda en fazla farkliliga sahip 25 metabolite ait VIP grafidi,
C) Kontrol grubuna goére Nano-karnitin formilasyonunu grubunda artan ve

azalan metabolitlerin VIP regresyon grafigi.

Sekil 4.23. A'da PLS-DA analizi ile kontrol ve Nano-karnitin gruplarina ait
bdlgelerdeki metabolit profilinin ayriimasini saglayan metabolitlerin varligi
gosterilmigtir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtiimigtir. VIP
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grafiklerinden belirte¢ olarak ©One c¢ikan metabolitler miktarlara gore
grafiklendiriimis (Sekil 4.23. B), hangi metabolitin derigiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gdsterilmistir (Sekil 4.23. C). Sekil
4.23. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gére Nano-karnitin formUlasyonu
ile uyariimig hucre hatlariyla kontrol grubunun kargilastirlmasi sonucunda;
sitrakonik asit, itakonik asit, hidroksiure, sukroz, palatinoz, fenil-beta-
glukopiranozit, laktuloz, metil-beta-D-galaktopiranozit, Uridin-5-monofosfat,
laktoz, galaktoz, alfa-glukosamin 1- fosfat, hipoksantin, asetil-L-serin Nano-
karnitin formulasyonunda azalig gosterirken; sistein, 2-ketoizokaproik asit, 3-
fenillaktik asit, treonin, ornitin, asetol, prolin, kapri asit, glikolik asit, sellobiyoz,

oksalaasetik asit Nano-karnitin grubunda artis gostermistir.
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Sekil 4.24. L-karnitin ve Lipo-karnitin formulasyonu gruplarina ait A) PLS-DA
skor grafigi, B) Derisim bazinda en fazla farklliga sahip 25 metabolite ait VIP
grafigi, C) L-karnitin grubuna gore Lipo-karnitin formulasyonunu grubunda artan

ve azalan metabolitlerin VIP regresyon grafigi.

Sekil 4.24. A'da PLS-DA analizi ile L-karnitin ve Lipo-karnitin gruplarina ait

bélgelerdeki metabolit profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varhgi
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gosterilmigtir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtiimistir. VIP
grafiklerinden belirte¢ olarak 0One c¢ikan metabolitler miktarlara gore
grafiklendiriimis (Sekil 4.24. B), hangi metabolitin derigiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gosterilmistir (Sekil 4.24. C). Sekil
4.24. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gore Lipo-karnitin formulasyonu
ile uyarilmis hucre hatlariyla L-karnitin grubunun kargilastirilmasi sonucunda; 3-
fenillaktik asit, 2-ketoizokaproik asit, prolin, alfa ketoglukarik asit, spermidin,
iminodiasetik asit, kolesterol, metil stearat, piroglutamik asit, 3-indilolaktik asit,
o-fosfokaloamin ve laktik asit Lipo-karnitin fomulasyonunda azalig gosterirken;
alanin oksalik asit, alloz, palmitik asit, sitrakonik asit, betagliserolfosfat, glikolik
asit, skualen, benzoik asit, gliserol-1-fosfat, kaprilik asit, linolenik asit, oleik asit

Lipo-karnitin grubunda artis gostermistir.
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Sekil 4.25. L-karnitin ve Nano-karnitin formilasyonu gruplarina ait A) PLS-DA
skor grafigi, B) Derisim bazinda en fazla farkhliga sahip 25 metabolite ait VIP
grafigi, C) L-karnitin grubuna gore Nano-karnitin formilasyonunu grubunda

artan ve azalan metabolitlerin VIP regresyon grafigi.
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Sekil 4.25. A'da PLS-DA analizi ile L-karnitin ve Nano-karnitin gruplarina ait
bolgelerdeki metabolit profilinin ayrilmasini saglayan metabolitlerin varligi
gOsterilmistir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtiimigtir. VIP
grafiklerinden belirte¢ olarak ©6ne ¢ikan metabolitler miktarlara goére
grafiklendiriimis (Sekil 4.25. B), hangi metabolitin derigiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gosterilmigtir (Sekil 4.25. C). Sekil
4.25. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gére Nano-karnitin formUlasyonu
ile uyariimis hicre hatlariyla L-karnitin grubunun karsilastiriimasi sonucunda
ksantin, Uridin 5-monofosfat, prolin, 2-ketoizokaproik asit, piroglutamik asit,
alanin, benzoik asit, fenil-beta-glukopiranazid, metil-beta-D-galaktopiranozid, 3-
indilolaktik asit, laktulozi 2- hidroksibutirik asit, glutamik asit Nano-karnitin
formulasyonunda azalis gosterirken; gliserol-1-fosfat, linoleik asit, itakonik asit,
beta-gliserolfosfat, oleik asit, porpin, hidroksilre, sellobiyoz, alfa-Dglukozamin

fosfat, glikolik asit, oksalasetik asit Nano-karnitin grubunda artis gostermigtir.

A \ [:] Lipo-karnitin C Benzoic acid+
Uridine 5'-monophosphate-
Sucrose-

Nano-karnitin

20
Caprylic acid

10 Oleic acid

Artis

N Citraconic acid
‘"“lij"'*'\imim | o il Linoleic acid -
’ 3 OPGA Glycerol 1-phosphate+

A Oxalic acid

iy s Alanine
Threose

Methionine+

Glucoheptonic acid 1
40 30 20 10 0 10 2 30 Allose 14

B i6 Porphine
O-phosphocolamine -
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Alpha ketoglutaric acid-
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Sekil 4.26. Lipo-karnitin formulasyonu ve Nano-karnitin formilasyonu gruplarina

ait A) PLS-DA skor grafigi, B) Derisim bazinda en fazla farkhiliga sahip 25
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metabolite ait VIP grafigi, C) Lipo-karnitin grubuna gore Nano-karnitin

formulasyonunu grubunda artan ve azalan metabolitlerin VIP regresyon grafigi.

Sekil 4.26. A'da PLS-DA analizi ile Lipo-karnitin ve Nano-karnitin gruplarina ait
bolgelerdeki metabolit profilinin ayriimasini saglayan metabolitlerin varligi
gosterilmigtir. Ayrim saglayan metabolitler VIP grafikleriyle belirtiimistir. VIP
grafiklerinden belirte¢ olarak ©6ne ¢ikan metabolitler miktarlara goére
grafiklendiriimis (Sekil 4.26. B), hangi metabolitin derigiminin arttigi veya
azaldigi regresyon katsayilari grafikleriyle gosterilmistir (Sekil 4.26. C). Sekil
4.26. C'de yapilan regresyon analizi verilerine gore Nano-karnitin formulasyonu
ile uyarilmis hicre hatlariyla Lipo-karnitin grubunun karsilastiriimasi sonucunda
benzoik asit, Gridin 5-monofosfat, sukroz, kaprilik asit, oleik asit, sitrakonik asit,
linoleik asit, gliserol 1-fosfat, oksalik asit, alanin, teroz,metiyonin, glukoheptonik
asit, alloz Nano-karnitin formulasynunda azalis g0steririken; porpin, o-
fosfokolamin, kolesterol, alfa ketoglutarik asit, 3-indilolaktik asit, 2-
ketoizokaproik asit, 3-fenillaktik asit, prolin, oksalasetik asit, glikolik asit,

spermidin Nano-karnitin formUlasyonunda artisg gostermistir.

Bu bilgiler is1ginda saptanan metabolitlerin hangi metabolizmalar Gzerinde etkili
olduklarinin degerlendirilebilmesi igin; amino asit, karbonhidrat ve lipit
metabolizmalarina ait metabolitler ve metabolitlerin gruplar icerisindeki
farklilasma oranlari asagidaki gizelgelerde siniflandiriimis, elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.
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Amino asit Metabolizmasi

Cizelge 4.22. Amino asit Metabolizmasi-1'de Etkili olan Metabolitlerin Normalize Edilmis Pik Alan Degerleri

Amino asit Molekiiler Amino asit o Lipo- Nano-
Kontrol L-karnitin o o
Metabolizmasi-1 Yapi Adi karnitin karnitin
o)
HJC\HKOH Alanin -0.583+0.12 0.236+0.27 1.3211+0.06 -0.973%0.32
E) NH»
X 0
@ Hzftlﬁ\]':"" Glisin -0.805+£0.07 0.2504+0.31 -0.513+0.51 1.068%0.40
£ ©
e O CHy
g HOJH/’\,CHS |zoldsin -0.640+£0.02 -0.253+0.31 0.173#0.71  0.720%0.53
< NH,
@
(7]
o 0
S WLOH Losin -0.683+0.04 -0.202+0.33 0.165%0.72 0.720+0.49
% NH,
c
@ 0
> HSC,S\/\[/”\OH Metiyonin -1.033+0.21 0.263+0.43  1.142+0.26 -0.372+0.24
c—g NH;
o
< 0]
@Al)km Fenilalanin  -0.5460.04 0.045:0.26 -0.494+0.60 0.995+0.53
NH,
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HO

0
CT)LOH Prolin -0.736+0.05 1.295+0.28 -0.980+0.03 0.421+0.14
NH
/;__ o
@MOH Triptofan ~ -1.002+0.14 0.552+¢0.41 0.378+0.71 0.072+0.19
HN b N,
CHs O
ch)\‘/U\DH valin -1.152+0.14 -0.017+0.43 0.855+0.49 0.313+0.26
NH2
- 0]
= HS/\HLOH Sistein -0.942+0.10 0.140+0.83 0.229+0.24 0.573+0.18
)
© NH,
(@]
= O
S HD/\I)J\OH Serin -0.383+0.06 -0.329+0.31 -0.065+0.78 0.777+0.48
% NH;
4]
g OH O
= . C/’\(U\OH Treonin  -1.237+#0.18 0.166+0.48 0.640+0.46 0.431+0.15
c 3
S NH,
c
g 0
= on Tirozin -0.594+0.10 0.078+0.31 -0.385+0.67 0.900+0.48
s
o
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Yukliu yan zincire sahip amino

asitler

HO OH

Aspartik asit

Glutamik asit

Histidin

Lizin

-0.870+0.04

-0.293+0.09

-1.252+0.18

-0.604+0.04

0.534+0.27

0.924+0.17

0.864+0.32

0.080+0.29

-0.013+0.70

0.461+0.17

0.115+0.47

-0.444+0.67

0.349+0.52

-1.091+0.61

0.273+0.25

0.969+0.43
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Cizelge 4.23. Amino asit Metabolizmasi-2'de Yer Alan Amino asitlerin Normalize Edilmis Pik Alan Degerleri

Amino asit - _ - o
Bilesik Adi Kontrol L-karnitin Lipo-karnitin Nano-karnitin
Metabolizmasi-2
= 2-hidroksibutirat -0.966+0.15 0.761+0.28 0.911+0.15 -0.706+0.39
>
- § o 3-indollaktik asit -0.769+0.12 1.394+0.25 -0.813+0.15 0.18810.21
n = X
o —
o é é’“ 3-fenillaktik asit -0.714+0.02 0.983+0.16 -1.142+0.02 0.873+0.12
S N =
E g S 2-ketoizokaproik asit -0.208+0.02 0.955+0.15 -1.450+0.05 0.703+0.11
c ©
g 4-hidroksi-L-prolin -1.230+0.14 0.657+0.32 0.858+0.29 -0.28410.31
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Amino asitler vicutta veya hucrelerde depo edilmemektedir. Ancak hipotetik bir
amino asit havuzunun metabolizmadaki varligi varsayilmaktadir. Hucreler kendi
amino asit havuzlarini, beslenme sirasinda diyet ile gelen amino asitlerden veya
kullanilmayan proteinlerin degradasyonu yoluyla agiga ¢ikan amino asitlerden
olustururlar. Bu hipotetik havuzun igerigini, havuza giren ya da kullanilarak

havuzdan c¢ikan amino asitler belirler. Bu nedenle, havuzun igerigi oldukca

degiskendir.
Glikolizve SA dongust ara bilegikleri
Alanin
DSulfur igeren aminoasitler
DHeteroaikllk aminoasitler 'r
' Pirivat |

Diger aminoasitler

Asparjin = Aspartat = oksaloasetat = SA
Déngiisil

aketoglutarat =—> Glutamat ——> Glutamin

Lizin ;
re
Metyonin (—Homlsenn W Bl < (Onitin Triptofan

Y-aminobutirat Niikleotidler

Amino gekerler
Treonin Glutatyon Glikoproteinler
i oy Folat poliglutamat
\L URE <= | Adinin Poliaminler
Izolésin

Sekil 4.27. Amino asit metabolizmasi sematik gésterimi.

Tez kapsaminda model ila¢g olarak secilen L-karnitin, endojen olarak lizin
aminoasidinden sentezlenen bir amino asittir ve bu nedenle hipotetik amino asit
havuzunun igerigini etkilemesi beklenmektedir. Calismamizda kontrol amacgli
kullanilan L-karnitin ¢ozeltisi ile Lipo-karnitin ve Nano-karnitin  kodlu
formulasyonlarin amino asit dizeylerinde artisa yol actigi belirlenmistir (Cizelge
4.22. ve Gizelge 4.23.).

Amino asitlerin tagidiklart yan zincirlerin yapisi géz onune alinarak (apolar,
polar veya yUkli); genel olarak Lipo-karnitin ve  Nano-karnitin
formualasyonunlarinin, apolar yan zincire sahip amino asit duzeylerinde ¢ozelti

formuna kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur. Sekil 4.27.'de gorildagu Uzere
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Aspartat yolagi sonucunda ortaya ¢ikan Metiyonin ve treonin amino asitlerinin
dizeyinin arttirlmasinda en etkili grubun Lipo-karnitin formulasyonu oldugu
tespit edilmistir. Bu etkiyi dogrular nitelikte; bu amino asitlerin her ikisininde
katabolizma UrinU olan 2-hidroksibatirat dlzeyinin, yine Lipo-karnitin
formUlasyonu ile diger iki gruba kiyasla daha fazla arttigi tespit edilmigtir. Bu
bilgiler 1g1ginda, bu amino asitlerin Lipo-karnitin etkisi ile yapiminin arttigi, buna

paralel olarak da katabolizmasinin arttigi sonucuna varilmistir.

Polar yan zincire sahip amino asit duzeylerinin artisinda ise en etkili

formUlasyonun Nano-karnitin formalasyonu oldugu saptanmigtir.

Nano-karnitin formulasyonunun fenilalanin anabolizmasini artirmada, Lipo-
karnitin formulasyonunun ise 3-fenillaktik asit olusumunu dolayisiyla fenilalanin

katabolizmasini inhibe etmede etkin olduklari saptanmistir.

Cizelge 4.23.'te gorildugu Uzere, 2-ketoizokaproik asit Lipo-karnitin
formllasyonunda anlamli  derecede dusus gostermis, Nano-karnitin
formUlasyonunda iseetkin bicimde artis gostermistir. 2-ketoizokaproik asit, 16sin
amino asitinin metabolizmasinda yer alan bir ara bilesiktir. Dolayisiyla, Nano-
karnitin formUlasyonunun 16sin anabolizmasini en etkin sekilde arttirdigi, Lipo-
karnitin formdlasyonunun ise katabolizmasini en etkin sekilde azalttig

sonucuna varilmigtir.

Prolin ve prolinin posttranslasyonel modifikasyonu sirasinda prolin hidroksilaz
enzim aktivitesi ile olusan hidroksi prolin, glisin amino asiti ile beraber,
ekstraselller matriksin temel bileseni olan kollajen yapisinda yer alan yapi
taslaridir. Serbest L-karnitinin ve formulasyonlarin, kollajen sentezi Uzerine
etkinligi karsilastinidiginda ise, her bir grubun kollajenin farkli yapi taslari
Uzerinde daha etkin oldugu sonucuna varimigtir. Serbest L-karnitin, Lipo-
karnitin ve Nano-karnitin formulasyonlarinin sirasiyla prolin, 4-hidroksi-L-prolin

ve glisin amino asit duzeyini arttirmada etkin olduklari belirlenmistir.
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Karbonhidrat Metabolizmasi

Cizelge 4.24. Karbonhidrat Metabolizmasinda Etkili olan Metabolitlerin Normalize Edilmis Pik Alan Degerleri

Karbohidrat Metabolizmasi Kontrol L-karnitin Lipo-karnitin Nano-karnitin
Glukoz -0.567+0.10 -0.318+0.53 0.089+0.60 0.796+0.47
Monosakiaritler Galaktoz 0.087+0.08 0.51040.57 0.410+0.62 -1.00840.12
Disakkaritler Maltoz -0.590+0.12 -0.291+0.55 0.038+0.59 0.844+0.43
Laktoz 0.17210.02 0.07610.33 0.73940.76 -0.987+0.12
Fermentasyon Laktik asit -0.59510.23 0.601+0.23 -0.807+0.32 0.800+0.59
Sitrik asit -0.528+0.10 0.308+0.40 -0.57440.61 0.794+0.48
Akonitik asit -1.144+0.18 0.34310.48 0.242+0.48 0.559+0.37
aketoglutarat -0.347+0.06 0.911+0.23 -1.321+0.20 0.758+0.19
Sitrik Asit Dongiisii Siksinik asit -1.205+0.14 -0.082+0.33 0.866+0.45 0.421+0.31
Fumarik asit -1.035+0.14 0.109+0.36 0.111+0.54 0.815+0.44
Malik asit -0.97440.12 0.277+0.43 0.068+0.64 0.630+0.38
Okzaloasetik asit -0.541+0.00 -0.538+0.00 -0.547+0.02 1.626+0.22
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Hucreler yeteri kadar oksijen olmayan ortamda oksijensiz solunum yaparak
yalnizca karbohidratlari okside etmek suretiyle enerji elde edebilirler. Bu
solunum sirasinda glukoz, glikoliz ile okside olur ve yolakta agiga cikan H*
iyonlari, NAD"lara aktariir. Dolayisiyla NAD™lar ortamda NADH+H"
konumunda redikte formda bulunurlar. Hicrenin NAD® havuzu sinirli
oldugundan glikolizin devam edebilmesi igcin NADH’larin tekrar okside forma
dénmesi gerekir, ki bu durum insan hucrelerinde laktik asit fermentasyonu ile

mumkun olmaktadir.

L-karnitin ise yag oksidasyonu yolu ile enerji elde edilebilmesi i¢in yag asitlerinin
mitokondriye tagsinmasinda gorev yapar. Dolayisiyla yag asitlerinden enerji elde
edebilmesi icin oksijene ihtiyaci vardir. Yag asitlerinin -oksidasyonu sirasinda
ise, glikoliz ve laktik asit fermentasyonu gerceklesmez. Bunun yerine yag asitleri
mitokondride asetil-KoA’'ya kadar parcalanir ve olusan asetil-KoA'lar, sitrik asit
(SA) dongusune girerek okside olurlar. Dolayisiyla yag oksidasyonunun
gerceklestigi bir hicrede laktik asit dlzeyinin azalmasi, glikoliz prekursorleri
olan karbohidratlarin tlketilmiyor olmasi ve SA doéngusu ara bilesenlerinin
dizeyinde ise artis olmasi beklenmektedir. SA déngust amfibolik bir yol olup
ara bilesenleri yapim ya da yikim yollarina gidebilir. Bu nedenle metabolomik
¢alismalarda SA dongusunu yorumlayabilmek igin donglinin ara urunlerinin

dahil oldugu butun yollar goz 6nunde bulundurulmalidir.

Cizelge 4.24.'te goruldugu Uzere, monosakkaritlerden glukoz dizeyi kontrole
kiyasla, serbest L-karnitin ve L-karnitin yUkli formulasyonlar ile uyarilan
hlcrelerde artmis, en fazla etki ise Nano-karnitin formulasyonunda gézlenmistir.
Glukozun glikozidik bag ile baglanmasi sonucu olusan maltoz duzeyinde ise
benzer sekilde, Nano-karnitin formudlasyonu ile en yliksek artis saptanmistir. SA
dongust icin elde edilen metabolomik profillerden  Nano-karnitin
formllasyonunun a-ketoglutarat haric diger SA donglsu ara drunlerini
arttirmada en etkili formilasyon oldugu saptanmistir. a-ketoglutarat dizeyini
arttirmada ise, serbest L-karnitinden sonra ikinci en etkili formulasyonun yine

Nano-karnitin oldugu bulunmustur.
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Lipit Metabolizmasi

Cizelge 4.25. Lipit Metabolizmasinda Etkili olan Metabolitlerin Normalize Edilmis Pik Alan Degerleri

Lipit . » . » »
Molekiil Adi Kontrol L-karnitin Lipo-karnitin Nano-karnitin
metabolizmasi
Laurik asit 12:0 0.128+0.13 -0.887+0.38 -0.301+0.24 1.059+0.58
Doymusyag o\ itk asit 16:0 -0.729¢0.11  -0.717+0.19  0.860+0.27  0.587+0.63
asitleri

Stearik asit 18:0 -0.496+0.06  -0.300+0.18 0.089+0.41 0.708+0.86
asitleri Linoleik asit 18:2°°2  -0.626+0.04 -0.596+0.04  1.649+0.04  -0.426%0.04
Kolesterol 0.001+0.13 0.509+0.13 -1.418+0.22 0.908+0.33
Skualen -0.219+0.07 -0.751+0.06 -0.131+0.15 1.101+0.76
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Fizyolojik sartlarda serbest yag asitlerinin yer aldigi farkli metabolik yollar (triagil
gliserol sentezi, lipoprotein sentezi, steroid sentezi vebiyolojik membranlarin
yapisinda yer almak) bulunmaktadir. Ancak her metabolik yol her hiicrede
meydana gelmemektedir. Ornegin triagil gliserol sentezi adipoz dokuya 6zgu
iken; lipoprotein sentezi enterosit ve hepatositlerde baskin yolaktir. Bu nedenle
batin  metabolik yolaklarda oldugu gibi lipit metabolizmasini da
yorumlayabilmek ic¢in c¢aligilan hucrenin Ozelliklerine gore yorum yapmak
gerekmektedir. Bu tez kapsaminda kullanilan htcreler kardiyak fibroblastlar
oldugundan lipit metabolizmasi agisindan etkin olan yolaklar biyolojik membran

sentezi, kolesterol sentezi ve yag asitlerinin f-oksidasyonudur.

Doymamis yag asitleri yapilarinda bir veya daha fazla sayida ¢ift bag tasirlar ve
oda sicaklhiginda sivi halde bulunurlar. Doymamis yag asitlerinin membran
yapisinda yer almasi, membranin sivi mozaik modele uygun sekilde akiskan
olmasini ve fizyolojik fonksiyonlarini etkin sekilde yerine getirmesini saglar.
Doymus yag asitleri ise bunun aksine biyolojik membranlarin akiskanhgini
bozarlar, membranin daha kati hal almasina yol acarak fizyolojik fonksiyonunu
engellerler. Ayrica doymus vyag asitleri kolesterol yapimini arttirirlar.
Formulasyonlarin doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri Uzerine etkileri
ayri ayri incelendiginde, Lipo-karnitin formulasyonunun daha etkili olmak Uzere
Nano-karnitin formulasyonunun da o6zellikle doymamis yag asiti dizeyinde
artisa neden olduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.25.). Serbest L-karnitinin ise
doymamis yag asitleri Uzerine belirgin bir etkisinin olmadidi saptanmistir.
Cizelge 4.25.'te goruldugu Uzere, Lipo-karnitin formulasyonu ile doymamis yag
asidi miktari artmakla kalmamis, kolesterol miktari da anlamli derecede
dismastir (p<0.05). Skualen, kolesterol sentez basamaginda yer alan izopren
birimlerinin kondenzasyonu sonucu meydana gelen 15 karbonlu 2 molekul
farnesil pirofosfatin bir araya gelmesi ile olusur. Sonugta skualen, kolesterolin
sahip oldugu 30 karbonluk karbon iskeletinin temelini olusturur. Calismamizda,
Nano-karnitin formulasyonunun hem kolesterol hem de skualen duzeylerini
paralel olarak arttirmis olmasi, skualenlerin  kolesterol sentezine

yonlendiriimesine dayandiriimistir.
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4.10.2. Yolak Analizi Sonuglari

Metabolom profillerinde hem t-testleri hem de anova analizleri sonucunda
anlamli fark bulunan (p<0,05) metabolitlerin yolak analizleri degerlendirilmigstir.
Analiz sonucunda tanimlanan metabolitler birgok yolakla iligkili olmasina
ragmen istatiksel (p<0.05) olarak anlamli bulunan yolaklar Cizelge 4.26.'da
sunulmustur. Cizelge 4.26.'da eslesme durumuna ait situnda alanin, aspartat
ve glutamamat metabolizmasi igin 24 adet metabolit bulundugu bunlardan 6
tanesinin, ayni sekilde aminoagil-tRNA biyosentezi icin 75 adet metabolit
bulundugu ve 8 tanesinin, glutatyon metabolizmasi icin 38 adet metabolit
bulundugu bunlardan 5 tanesinin, arjinin ve prolin metabolizmasi igin ise 77
metabolit bulundugu bunlardan 7 tanesinin istatiksel olarak anlamli oldugu

bilgisi yer almaktadir.

Cizelge 4.26. Tanimlanan Metabolitlerin iligkili Olduklari Biyokimyasal Yolaklar

Eslesme _ C
Yolak Adi DUruUMU p degeri FDR Etki degeri
1 Alanin, aspartat ve 6/24 9.49¢®  7.59¢®  0.5328
glutamat metabolizmasi
2 Aminoaci-tRNA 8/75 1.99¢* 0008  0.1127
biyosentezi
3 Glutatyon metabolizmasi  5/38 0.001 0.028 0.0490
4 Arjinin ve prolin 777 0.001 0028  0.3294

metabolizmasi

VIP skoruna sahip metabolitlerle iligkili olan yolaklar analiz edildiginde alanin,
aspartat ve glutamat metabolizmasi, aminoacil-tRNA biyosentezi, glutatyon
metabolizmasi ve arjinin-prolin metabolizmasiyla anlamh derecede iliskili

olduklari bulunmustur.

Metabolom profillemesinde anlamli fark olan metabolit setlerinin iligkili oldugu
yolaklarin etki grafigi cizilmistir (Sekil 4.28.), kirmizi noktalarin buyuklugu etki

sirasini belitmektedir.
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Sekil 4.28. Yolak analizine ait metabolitlerin etki grafigi

Sekil 4. 27.'de belirtilen aminoasit metabolizmasi gézonune alindiginda, sitrik
asit dongusu ara bilesenlerinden aketoglutarat'in glutatyon ve arjinin, prolin
metabolizmalariyla, oksaloasetik asitin ise aspartat asparjin metabolizmalariyla
iligkili oldugu agikga gorulmektedir. Metabolomik analizlerde, metabolitlerin anlik
diuzeyleri hakkinda bilgi aldigimiz gergegi 1s1ginda, Cizelge 4.24. karbonhidrat
metabolizmasi incelenir ise Lipo-karnitin formualasyonunun  aketoglutarat
dizeyinde anlamh derece duslse sebep olmasi, bu bilesigin fazlaca
sentezlenmesi  sonucu iligkili oldugu yolaklari harekete gecirdigini
gostermektedir. Oksaloasetik asitin ise Nano-karnitin formulasyonunda anlik
dizeyinin anlamli dercede artis géstermesi yine ayni sekilde bu bilesigin bagh
oldugu yolaklari (aspartat asparjin metabolizmalari) harekete gecirdigini

gOstermektedir.
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Sekil 4.29. Kontrol, L-karnitin, Lipo-karnitin ve Nano-karnitin kardiyak hicre hatlarinda etkilesen yolaklar
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Sekil 4.29.'da kardiyak hucre hatlarinda etkilesen yolaklar isaretli noktalarin
blayuklUkleriyle dogru orantili olarak etki siralariyla belirtiimistir. Grafik Uzerinde
glutatyon metabolizmasi, ure dongusu, uzun zincirli yag asitlerinin beta
oksidasyonu, metilhistidin metabolizmasi, malat aspartat mekigi, spermin ve
spermidin biyosentezi vb. mekanizmalarinin etkili oldugu go6rilmektedir.
Spermin ve spermidin biyosentezi hucrenin bolinmeye hazirlandiginin bir
gOstergesidir [85]. Sekil 4.28.'de belirtilen etkili yolaklarin istatiksel olarak en

anlaml 4 tanesi Cizelge 4.27.'de detaylandiriimistir.

Cizelge 4.27. Hicre Hatlarinda Istatiksel Olarak Onemli Degisen Metabolitlerin
Yer Aldiklari Yolaklar

Metabolit Seti Toplam Al pulunan Beklenti  p degeri
metabolit sayisi

Ure Déngusi 29 6 1.7 0.00518
Arjinin ve Prolin 53 8 3.11 0.00948
Metabolizmasi

Malat-Aspartat 10 3 0.586 0.0171
Mekigi

Glutatyon 21 4 1.23 0.0301

Metabolizmasi

Cizelge 4.27.'de, glutatyon metabolizmasinin, arjinin prolin metabolizmasinin,
malat aspartat mekiginin aktive oldugu gorulmektedir. Sekil 4.27. aminoasit
metabolizmasi incelendiginde, hem aspartat bilesigi Uzerinden hem de
glutamat, ornitin, arjinin bilesikleri Uzerinden Ure olustugu goérilmektedir. Bu
durumda Ure dongusunun aktive olmasi ve istatiksel olarak anlamh derecede
one cikmasi etkili olan diger metabolizmalarin sonucunu da destekleyen bir

bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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5. YORUM

Bu tez kapsaminda, polimer ve lipit bazli nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerin,
salim mekanizmalarinin ve hicre diuzeyindeki farkl etkinliklerinin metabolomik

duzeyde deg@erlendiriimesi amaglanmistir.

Model ila¢ olarak; gerek teknolojik gelisime, gerekse yasam standartlarinin
degisimine paralel olarak ortaya c¢ikan obezite/bdlgesel yaglanma ve
sporcularda kas yapimini artici takviyelerin bilingsizce kullanilmasi gibi
glnumuz problemlerine ¢d6zim olabilecek L-karnitin secilmistir. L-karnitin'in en
onemli kaynaklari, kirmizi et ve st drunleridir. GUnlimuzde hayvanlarin
yeterince ve dogal beslenememesi, suni yemleme ve seri Uretimin artigi,
yiyeceklerle alinan L-karnitin’in vucuttaki miktarinin yetersiz kalmasina sebep
olmakta, buna bagl olarak obezite oranlari artmaktadir. Bu sebeple L-karnitin,
sporcular ve kilo kontroli isteyen Kkigiler tarafindan siklikla takviye olarak
alinmaktadir. Ancak, L-karnitin’in dislk biyoyararlanima sahip olmasi (%14-18),
vucutta depolanamamasi ve yarilanma omrunun kisa olmasi (30-60 dk)
nedeniyle, etkin tedavi saglanabilmesi i¢in sik doz uygulama gerektirmektedir.
Ayrica, L-karnitin'in Avrupa ve Amerikan Farmakope Monograflarinda tanimh
impuriteleri bulunmaktadir. Bu nedenle, igerisinde safsizlik varli§i bilinen L-
karnitin'in yuksek miktarda ve sik araliklarla uygulanmasi toksik ve yan etkileri
arttiracagindan, kontrolli salim sistemlerinin gelistiriimesi  kaginiimazdir [43,
86]. Taslyici sistemler olarak nanolipozom (lipit bazli) ve PLGA nanopartikiller
(polimer bazlh) ile gahsilmig, formulasyon etkinliklerini degerlendirmek igin in-
vitro salim profilleri incelenmis ve hicre kultiri deneyleriyle hlicrelerde biriken
metabolitlerin ylksek verimli teknolojiler kullanilarak teshis ve tayini yapiimistir
[19, 34, 36, 87]. Bu dogrultuda;

> Ilk asamada; etkin madde miktar tayini ¢alismalari ve analitik ydntem
validasyon calismalari gergeklestiriimistir. Gelistirilen HPLC yodnteminin
Ozgunluk, dogrusallik, dogruluk, geri elde edilebilirlik ve kesinlik kriterlerini

kargiladigi ispatlanmigtir.
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> Ikinci asamada; formilasyon ve vyoéntem optimizasyon calismalari
gerceklestirilmigstir.

Farkl lipit tirevlerinin ve konsantrasyonlarinin, formulasyon karakterizasyon
parametreleri Uzerine etkilerini gozlemlemek amaciyla, iki farkh lipit tlrevi
(Lipoid S100 ve Fosfolipon 90G) ve farkh oranlar (50, 100, 500 mg)
kullanilarak nanolipozomlar hazirlanmistir. Lipit konsantrasyonu arttikga
partikil buyUklGgld’'ndn arttigr  gézlenmistir  (p<0.05). Nanolipozomlarin
partikul buyuklugu dagihminin homojen (monodispers) oldugu gozlenmistir.
Hazirlanan nanolipozomlarin ZP'sinin  belirlenmesi sistemin dayanikhligi
hakkinda fikir vermesi agisindan 6nemlidir. Calismamizda, kullandigimiz
lipitlerin anyonik/katyonik karakterde olmamasi nedeniyle nanolipozomlarin
ZP degerleri yuksek negatif/pozitif bir deger gostermemis olup, elde edilen
sonuglarin ndétral nanolipozomlar ile yapilan c¢alismalara uyumlu oldugu
bulunmustur [74, 76]. Enkapstlasyon etkinligini arttirmak icin hazirlama
asamasinda yuzey aktif ajan olarak Tween 80 ilave edilmis ve L-karnitin
miktarinin arttigi gézlenmistir. Ortama eklenen Tween 80, nanolipozomlarin
hidrofilik kisimlariyla hidrojen bagi olugturup, nanolipozom yapisinda bulunan
fosfolipitlerin arasindaki esnekligi artirarak, ylzey gerilimin azaltilmasina
yardimci olur ve sonu¢ olarak etkin maddenin nanolipozom igerisine

enkapsule olma verimi ve dayanimi yukselir [88].

Nanopartikil formulasyon calismalari kapsaminda ise; farkh polimer
konsantrasyonlarinin, formuilasyon karakterizasyon parametreleri Uzerine
etkilerini gézlemlemek amaciyla, PLGA'nin farkli oranlari (5, 10, 15 mg)
kullanilarak  nanopartikuller hazirlanmigtir.  Ayrica, farkh yodntemlerin
(nanogokturme ve c¢ift emdilsiyon olusturma) enkapsulasyon kapasitesi
uzerine etkileri degerlendiriimistir. Nanogokturme yontemiyle hazirlanan
polimer bazl formulasyonlarda enkapsulasyon gézlenmezken, ¢ift emiulsiyon
yontemiyle ~%25 enkapsulasyon etkinligi degerine ulasiimistir. Bu durum,
hidrofilik ilaglarin nanogoktirme yontemiyle de enkapsule edilebilmelerine
ragmen [89, 90], emulsiyon yontemiyle daha etkin bir sekilde enkapsule
edildigi bilgisiyle ortugsmektedir [91, 92]. Emulsiyon olusturma yonteminde

ortama eklenen Pluronic F68 ylzey aktif ajani, su-yag arayuzeyine tutunarak
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yuzey gerilimini dugurmekte bodylece etkin maddenin polimere baglanma
derecesini arttirmakta ve sonuc¢ olarak daha ylksek enkapsulasyon elde
edilebilmektedir [93, 94]. PLGA polimer konsantrasyonu arttikga partikl
bayukligi’'nin arttigi  gézlenmistir (p<0.05). Nanolipozomlarin partikil
bayukligu dagiliminin homojen (monodispers) oldugu goézlenmis olup, SEM
goruntuleme sonuglari ile kuresel formlari dogrulanmigtir. Formulasyonlarin
kimyasal karakterizasyon calismalari kapsaminda, FT-IR/ATR analizleriyle
molekll bag yapilari, DTG termogramlariyla da termodinamik ozellikleri

aydinlatilmisgtir.

ideal oldugu belirlenen nanolipozom (Lipo-karnitin) ve PLGA nanopartikl
(Nano-karnitin) formulasyonlari ile stabilite calismalari tamamlanmis ve tim
formulasyonlarin +4°C sicaklikta 2 ay slre boyunca stabil kaldiklar

bulunmustur.

Ugiincii asamada; in-vitro salim galismalari, diyaliz membran yéntemi ile
yurutilmads olup, kontrol grubuna (etkin madde g¢ozeltisi) kiyasla, Nano-
karnitin ve Lipo-karnitin formulasyonlari ile uzatiimig bir salim profili
g6zlenmistir.  Salim  sonuglarina, kinetik ~ modeller  uygulanarak

formulasyonlarin salim mekanizmalari aydinlatiimistir.

Nanolipozom formulasyonu igin, birinci dereceden kinetik modele uyum elde
edilmis olup, ¢6zinme hizinin yuksek oldugu etkin maddenin saliminin
konsantrasyona bagl oldugu ve etkin madde saliminin uzun sure zamanla
saliverildigi goriimuistir. ilk asamada gézlenen ani salim, nanolipozom
yuzeyine tutunan ve geper kisminda yer alan etkin maddenin hizla ¢6zinme
ortamina gegmesine dayandiriimistir. Daha sonra gozlenen kontrolli salim
ise, gekirdek kisminda yer alan etkin maddenin lipit tabakalar arasindan
sizarak/difize olarak ortamda saliveriimesi sonucu daha yavas bir salim
gOstermesine dayandiriimistir  [95, 96]. Calismamizda, enkapsulasyon
etkinligini arttirmak amaciyla eklenen Tween 80, stabile arttirici ajan olarak
eklenen kolesterol ve fosfolipit arasindaki etkilesimi azaltarak, lipit tabakalarin

gevsemesi sonucunda etkin maddenin difizyonunu saglamis ve lipit

107



vezikuller erozyona ugradikc¢a surekli salim profili gozlenmistir [97]. Polimerik
nanopartikiler sistemlerden ilag salimi ise; etkin maddenin ¢o6zundrligd,
partiktl bUyukltgu, polimer 6zellikleri, ylzey yuku, etkin madde/polimer orani,
hazirlama yontemi gibi o6zelliklerle iligkilidir [97, 98]. Kuiresel formda
hazirlanan PLGA nanopartrikillerden gozlenen ani salim, penetre olan
reseptor faz sivisinin nanopartikil yuzeyine adsorbe olan ilaci hemen
salivermesine dayandiriimigtir. Zamanla nanopartikil icine penetre olan sivi
ile matriks Uzerinde olusan porlar, polimerin degrade olmasina/erozyonuna
ve ilacin polimer matriksten difuze olmasina imkan vererek, kontrolli bir

salim profili gézlenmigtir [99, 100].

Son asamada; formulasyonlarin hiicre dizeyindeki etkilerini degerlendirmek
icin, kardiyak fibroblast hicre hatlar kullanilarak anlik metabolom duzeyleri
hakkinda bilgi saglayan bir omik teknolojisi olan metabolomik ve yolak
analizleri yapilmistir. Kardiyak hucreler ¢cok sayida mitokondri icermelerinden
dolay! analizlerde kullaniimistir. Metabolitlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlenmesi icin GC-MS analizleri gergeklestiriimistir. Tanimlanabilmis 128
tane olmak Uzere toplam 760 tane metabolit belirlenmigtir. Saptanan
metabolitlerin  hangi  metabolizmalar  Uzerinde  etkili  olduklarinin
degerlendirilebilmesi i¢in; amino asit, karbonhidrat ve lipit metabolizmalarina
ait metabolitler ve gruplar igerisindeki farklilagsma oranlari karsilastirilarak

degerlendirilmigtir.

Amino asit metabolizmasinda; genel olarak Lipo-karnitin ve Nano-karnitin
formulasyonunlarinin, apolar yan zincire sahip amino asit dizeylerinde
¢cOzelti formuna kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur. Polar yan zincire
sahip amino asit duzeylerinin artisinda ise en etkili formulasyonun Nano-

karnitin formilasyonu oldugu saptanmigtir.

Karbonhidrat metabolizmasinda; formulasyonlarin  monosakkarit  ve
disakkaritler Uzerinde etkili olduklari gdzlenmigtir. SA doéngusu igin elde

edilen metabolomik profillerden en etkili formilasyonun a-ketoglutarat harig
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Nano-karnitin formulasyonu oldugu saptanmigtir. Lipo-karnitin formulasyonu
ile a-ketoglutarat duzeyinde, tum gruplara kiyasla anlamli bir dusus
izlenmistir (p<0.05). a-ketoglutarat, SA doéngusinden glutamat yolagina
gecerek glutamat olusumuna neden olmakta, olugan glutamat da glutamin,
prolin, arjinin sentezi igin kullaniimaktadir. Lipo-karnitin formulasyonu ile
glutamat dizeyinde artis tespit edilmis olup, a-ketoglutarat dizeyindeki bu
dusus, a-ketoglutaratin bir miktarinin glutamat yapimi i¢in kullaniimasina

dayandiriimigtir.

Lipit metabolizmasinda; doymus ve doymamis yag asitleri bakimindan
degerlendirmeler yapilmigtir.  Lipo-karnitin ~ formllasyonunun  dzellikle
doymamis yag asiti duzeyinde artisa neden oldugu tespit edilmigtir.
Lipozomal yapilar hicre zarina benzer yapidadirlar, Lipo-karnitin hucre
icerisine  alinrken membran yapisinin  genigledigi ve bozuldugu
dusunulmektedir. Bu sebeple doymamis yag asitlerinin sentezinin Lipo-
karnitin formilasyonunda aktive olmasi, bu bilesiklerin membran yapisini
tekrar duzenlemekte kullaniimak Uzere sentezlendigini gdstermektedir.
Serbest L-karnitinin ise doymamis yag asitleri Uzerine belirgin bir etkisinin
olmadidi saptanmistir. Calismamizda, Lipo-karnitin formulasyonu ile
doymamis yag asidi miktari artmakla kalmamig, kolesterol miktari da anlamli
derecede dusmustir (p<0.05). Serbest L-karnitin ve Lipo-karnitin
formulasyonu, doymus yag asitlerinden laurik asitin dizeyini kontrol grubuna
kiyasla azaltmistir. Bu durum, laurik asiti mitokondriye yodnlendirmesi ve
laurik asidin de [-oksidasyon vyolu ile enerji eldesinde kullaniimasina

dayandiriimigtir.

Yolak analizi g¢alismalarinda ise, kardiyak hucre hatlarinda tanimlanan
metabolitlerin ilskili olduklari biyokimyasal yolaklar belirlenmis ve alanin,
aspartat ve glutamat metabolizmasi, aminoagcil-tRNA biyosentezi, glutatyon
metabolizmasi ve arjinin-prolin metabolizmasiyla anlamli derecede iligkili
olduklari bulunmustur. Arjinin metabolizmasinda ¢ok farkli yollar es zamanh

calismaktadir. Ornitin ve poliaminlere metabolize olarak, siyalizasyon gorevi
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ustlenmekte ve hucre ¢ogalmasinda rol oynamaktadir. Poliaminlerin bagli
oldugu yolak analzilerinde etkili bulunan metabolizmalardan bir digeri ise
spermidin ve spermin biyosentezidir, bu metabolitler hucre buyumesinden

sorumlu bilegiklerdir.

Sonug olarak; Lipo-karnitin formulasyonun doymamis yag asitleri sentezi
Uzerinde, Nano-karnitin formulasyonun ise aminoasit metabolizmasi ve
aketoglutarat disinda sitrik asit dongusu ara bilesenlerinin duzeylerini artirma
uzerinde oldukga etkili oldugu bulgulari edinilmigtir. L-karnitin’in yag asidi
oksidasyonu metabolizmasi ve fiziksel performans uUzerine etkilerine ait
pekcok calisma yer almasina ragmen, L-karnitin’in kontrolli salimini
saglayan formdilasyonlari gelistirerek, hlicre Uzerine etkilerinin metabolik
dizeyde incelendidi bir calisma ilk defa tarafimizdan sunulmaktadir. Kontrolli
salimini gergeklestirdigimiz formualasyonlar ile ila¢g alim sikh@r dastralmas, L-
karnitin'in yarilanma omru uzatilmig, impuriteye bagh yan etkileri azaltiimistir.
Ayrica, piyasada bulunan konvansiyonel preparatlara alternatif olabilecek
nanoformulasyonlar gelistiriimis ve bu formulasyonlarin etkinligi in-vitro

sartlarda ispatlanmistir.
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