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1. PROJE OZET BILGILERI: Tirkce Ozet ve ingilizce “Abstract” seklinde hazirlanmalidir. Projedeki
faaliyetlerin kisa 6zetini igermeli ve 500 kelimeyi gegmemelidir.

Tirkge Ozet:

Hipertansiyon, arter damarlarda kan basincinin yikselmesine sebep olan kronik bir hastaliktir. Nebivolol,
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis Ugiincli kusak bir beta-adrenerjik reseptor
blokeridir. Nitrik oksit saglayarak endotel dokunun genislemesini ve kan basincinin digmesini saglar.
Nebivolol, biyofarmasaétik siniflandirma sisteminde suda ¢6zintrligi az olan (BCS) sinif Il ilag grubunda
yer almakta olup oral yoldan kullanilan nebivolol karacigerde ilk gegis metabolizmasina ugrar ve bu
durumda nebivololiin biyoyararlanim sorunu gostermenise sebep olur.

ilaci ilk gegis etkisinden korumak ve ¢dzinirlik problemini asmak amaciyla, yeni tasiyici sistemlerin
kullanilmasi ilag dozunu ve doz sikhdini azaltmak igin iyi bir ¢6zim olabilir. Lipozomlar fosfolipitlerden
olugan vezikiller olup ilaglarin oral biyoyararlanimini arttirmak i¢in yaygin olarak arastirilan tasiyici
sistemlerdir. Biyoyararlanimi, yiklenen ilacini ¢ézinirligu arttirarak ve ilaci hapsedip gastrointestinal
boslukta parcalanmaktan koruyarak arttirmaktadir. ilacin oral yoldan absorpsiyonu igin mukus
bariyerinden gec¢mesini kolaylastirmak ve arttirmak amaciyla yizeyi mukoadezif Ozelligi gosteren
polimerler ile yaygin olarak kaplanmaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda dusik biyoyararlanim gésteren nebivololun mukus tabakasindan
penetrasyonunu arttirmak Uzere pozitif (stearil amin-SA) veya negatif yuklu (disetil fosfat-DCP) lipozom
formulasyonlari 1,2-dipalmitoil-snglisero-3-fosfokolin (DPPC) ve kolesterol (chol) kullanilarak hazirlanmig
ve yuzeyleri Pluronik F127 veya kitosan ile kaplanmigtir. Nebivolol yikli lipozomlarin yuzeyi kitosan ve
Pluronik F127 ile modifiye edilerek ilacin Gl sistemdeki fizyolojik sartlardan korunmasi ve kontrollu salimi
saglanarak biyoyaralaniminin arttirlmasi amaclanmistir. Lipozom formilasyonlarinin film hidrasyon
yontemiyle hazirlanmasi sonrasinda optimizasyon, karakterizasyon, fiziksel stabilite calismalar ile
lipozomlarin mdusin etklisim calismlari yapilmistir. Secilen optimize lipozom formulasyonlariyla
(DPPC/Chol/SA, DPPC/Chol/SA + Pluronic ve DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1) enkapsilasyon, in vitro salim
ve sitotoksisite ¢calismalari yapiimisgtir. Hazirlanan lipozom formulasyonlarin hepsi pozitif yike sahip olup
partikil boyutlari ise polimer ile kapl lipozomlarin kapli olmayanlara goére daha yuksek bulunmustur
(Ornegin; DPPC/Chol/SAnin partikil boyutu 154,1£3,4 nm iken DPPC/Chol/SA+PIu’in 196,9+0,7).
Secilen formilasyonlar dort hafta boyunca stabil kalabilmis ayrica simile mide sivisi (SGF) ve simiile
barsak sivisi (SIF) gibi ortamlarda stabilitelerini koruyabimislerdir. Misin ile etkilesim ¢alismasinda ise
tim lipozom formilasyonlari musin ile etkilesim géstermis olup DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 formUilasyonu
en yuksek etkilesimi gostermistir. Ayni zamanda, Uretilen bu lipozom formdilasyonlari ile ylksek
enkapsulasyon etkinligi (%44,69 ile %91,72 arasinda) elde edilebilmistir. Yapilan sistotoksiste sonucunda
tim formilasyonlar %45’in Gizerinde hticre canliligi géstermistir.

Tam bu galismalar sonucunda optimize, stabil ve diisiik toksisite nebivolol igeren lipozom formulasyonlari
gelistiriimis olup bu formulasyonlar hipertansiyon tedavisinde kullanilan nebivololiin alternatif tedavisinde
ve hastaya daha etkin bir tedavi sunulmasinda blyuk potansiyele sahiptir.

Anahtar kelimeler: nebivolol, antihipertansif, lipozom, biyoyararlanim




Yabanci Dilde Ozet:

Hypertension is a chronic disease that causes high blood pressure in the arteries. Nebivolol is a third-
generation beta-adrenergic receptor blocker approved by U.S. Food and Drug Administration (FDA). It
enables the endothelial tissue to expand and blood pressure to drop through the induction of nitric oxide.
Nebivolol is a class Il drug according to the biopharmaceutical classification system (BCS) with low
aqueous solubility. Nebivolol administred by the oral route undergoes first-pass metabolism in the liver,
which decreases its bioavailability.

In order to overcome the solubility problem and protect the drug from the first pass effect, the
encapsulation of drug in nanocarriers can be a good strategy to reduce the dose, dose frequency and
side effects. Liposomes are vesicles consisting of phospholipids widely used to enhance the oral
bioavailability of drugs by increasing the solubility of drug. Moreover, encapsulation of drugs in liposomes
protects the drug from the harsh environment in the gastrointestinal system. The coating of nanocarriers
with mucoadhesive polymers such as chitosan and pluronic can increase the oral absorption of the drug
which must pass through the mucous barrier for absorption to occur.

In this study, liposomal formulations using 1,2-dipalmitoyl-snglycero-3-phosphocholine (DPPC) and
cholesterol (chol) with positively charged (stearyl amine-SA) or negatively charged (disethyl phosphate-
DCP) were prepared by film hydration method. To increase increase the mucoadhesiveness of the
system, liposomes were coated with chitosan (chi) and pluronic F127 (plu). mucoadhesive polymers.
Optimization, characterization, physical stability studies and mucin interaction studies of liposomes were
performed. Encapsulation, in vitro release and cytotoxicity studies of optimized liposome formulations
(DPPC / Chol / SA, DPPC / Chol / SA + Pluronic and DPPC / Chol / DCP + Chi-3: 1) were done.

The results showed that all prepared liposome formulations had a positive charge and the particle size of
polymer coated liposome formulations were higher than uncoated liposomes e.g. particle size of DPPC /
Chol / SA was 154.1 = 3.4 nm while particle size of DPPC / Chol / SA + Plu was 196.9 £ 0.7 nm). All
formulations could remain stable for four week. The stability was maintained in simulated gastric fluid
(SGF) and simulated intestinal fluid (SIF). In the interaction study with mucin, all liposome formulations
interacted with mucin and the DPPC / Chol / DCP + Chi-3: 1 formulation showed the highest interaction.
Also, high encapsulation efficiency (between 44.69% and 91.72%) was achieved with these liposome
formulations. The result of cytotoxicity, studies in Caco-2 cells showed cell viability was above 45% for all
formulations.

Nebivolol loaded liposomal formulations with good stability and minimal toxicity were developed as a
potential formulation for alternative more effective treatment of hypertension.

Keywords: nebivolol, antihipertansive, liposome, bioavailability




2. LITERATURDEKI GELISMELER: Proje konusunda proje teklifi sirasinda kullaniimis ve kabul
edildikten sonraki dénem iginde diinya literatiriinde gerceklesen yenilikler ve ¢ikmis olan makaleler
konusunda bilgi verilmeli, egilimler ve proje konusu ile ilgili gelismeler bu bélimde irdelenmelidir.

Oral yoldan ila¢ uygulanmasi ¢ok kullanilan ve en ylksek hasta uyuncu gosteren ila¢ uygulama yolu
olarak kabul edilmektedir. Agrisiz ve rahat olmasi, genelde baska bir saglik personeli gerektirmemesi,
maliyeti duguk, doz sikligi ve kontrolinin kolay olmasi bu yolun tercih edilme nedenlerindendir (Mei ve
ark., 2013). Bu avantajlara ragmen, oral yoldan verilen ilaglar, parenteral yolla verilen ilaglara gore
dogrudan sistemik dolasima gegmediginden terapétik etkisini gdstermek igin ilk dnce gastrointestinal (Gl)
sistemden emilip kana ge¢gmeleri gerekmektedir.

Gastrointestinal sistem 300-400 m?'ye kadar oldukga yiiksek bir absorpsiyon alanina sahiptir. insan
bagirsak epitelinde bulunan villuslar ilaglarin emilimini arttirmaktadir. Fakat, ilaca bagl fizikokimyasal
Ozellikler, dozaj formunun 6zellikleri ve Gl sistemdeki fizyolojik bariyerler ilaglarin gecisini etkilemektedir
(Mrsny, 2012). Ornegin, suda ¢dziinirliigi disiik olan ilaglarin biyoyararlanimi diistktir. ilag emiliminin
gerceklesebilmesi icin, ilacin Gl sistemde 6nce ¢dziinmesi sonra ¢esitli fizyolojik/biyolojik bariyerlerden
gecmesi gerekmektedir. Ayrica, ilag asidik mide ortaminda stabil kalmalidir. Buna ilaveten, ilag epitel
hicreleri kaplayan mukus tabakasindan gecgebilmelidir. Genellikle, ilacin lipofilitesi arttikga, mukus
tabakasindan diflizyonu daha yavas olmaktadir (Amidon ve ark., 1995; Dahan ve ark., 2009). ilaglarin Gl
membranlardan gegisi effluks pompasi olarak adlandirilan bir mekanizma ile sinirlandirilmaktadir. Hiicre
membranlarinda bulunan P-glikoproteini (P-gp) ilacin hiicreden disari atilmasina neden olabilmektedir.
Bunlarin yaninda, karacigerde ilk gecis metabolizmasi olarak bilinen mekanizma ilacin sistemik dolagsima
gegen konsantrasyonunun dismesine neden olmaktadir (Hetal ve ark., 2010; Thanki ve ark., 2013).
Fizyolojik faktorleri ve ilacin fizyokimyasal 6zellikleri yaninda, ila¢ dozaj seklinin 6zellikleri de ilacin
biyoyararlanimi tzerinde énemli bir etkiye sahiptir. Kana ulagan ilaglarin biyoyararlanimi yeni tasiyici
sistemlerin gelistiriimesiyle arttirilabilir (Ashford, 2013).

Nanoteknoloji, gastrointestinal sistemden emilimi arttirmak igin umut verici firsatlar sunmaktadir
(Bhardwaj ve ark., 2005). Ozellikle, diisiik ¢ézinirliik gdsteren ilag molekiilleri oral yoldan
uygulandiginda etki gosterebilmeleri igin ulagsmasi gereken terapétik doza kolay ulasamaz (Wang ve ark.,
2012; Khadka ve ark., 2014). Son yillarda nano boyuttaki farkl ilag tasiyici sistemlerin kullanimi,
hidrofobik ilaglarin oral biyoyararlanimlarinin arttiriimasi igin yukarida bahsedilen bariyerlerin asilmasinda
Onemli avantajlar saglamaktadir (Zhang ve ark., 2013). Ayrica, ilaglarin fizyolojik ve enzimatik
bariyerlerden korunmasi ve bu bariyerlerin asilmasi i¢in 6nerilen gesitli nanoteknolojik yaklagimlarin
¢odu, ilacin midedeki asit ortamina ve enzimlerin etkisine karsi koruma saglayabilen partiktler
tasiyicilara yiklenmesine dayanmaktadir. Nanotasiyici sistemlerin etkinligi fizikokimyasal 6zelliklerine
bagl olarak degismektedir: érnegin tasiyicinin boyutu, yiku ve formulasyonlarinda kullanilan maddeler
(Pan ve ark., 2002; Wang ve ark., 2004; Wang ve Zhang, 2012; Yang ve ark., 2011). Modern ilag tasiyici
sistemleri olarak bilinen ve lipitlerden olusan lipozomlar, kiiglik molekdlli ilaglarin ve biyofarmasétiklerin
oral biyoyararlanimini arttirmak i¢in yaygin olarak arastiriimaktadirlar.

Lipozomlar lipit tabakalardan olugan partikiler sistemlerdir. Konvansiyonel lipozomlarin kullanimi ile
insilin gibi peptit yapidaki ilaglarin bagirsak enzimlerinden korundugu goésterilmistir (Kisel ve ark., 2001).
Bu potansiyellerine ragmen, lipozomlar asidik mide ortaminda ve pankreatik lipaz varliginda
parcalanabilmektedir (lwagana ve ark., 1997; Parmentier ve ark., 2011). Bdylece, lipozom i¢indeki ilaglar
korunmasiz hale gelmektedir. Bu nedenle, lipozomlarin Gl sistemde stabilitelerini arttirmak icgin gesitli
yaklagimlar arastiriimistir. Bu yaklasimlar iceresinde polimer kapl lipozomlarin geligtiriimesi basta
gelmektedir (Okada ve ark., 1998). Yapilan baska bir ¢galismada lipozomlarin tiyollenmis kitosan ile
kaplanmasi mukus penetrasyonunu ve ilag emilimini arttirmis. Ayrica, efflux pompasinin etkin bir sekilde
inhibisyonunu saglanmistir. Bunlarin yani sira, bu lipozomlar gastrointestinal ortamda ylksek stabilite
gOstermistir (Gradauer ve ark., 2013).

Yeni ilag tastyici sistemleri dislik ¢ozunurlik ve dusuk biyoyararlanim gosteren antihipertansif ilaglarin
terapotik etkinliginin arttirlmasi ve uzatilmis ilag salimini saglamasi agisindan dikkat cekmektedir (Vikas
ve ark., 2011; Prisant ve Elliot, 2003). Gunimuzde kullanilan antihipertansif ilaglarin farmakolojik gruplari
ACE inhibitorleri, kalsiyum kanal blokerleri, anjiyotensin antagonistleri, santral sempatomimetikler,
ditretikler, alfa adrenerjik blokerler, beta adrenerjik blokerler ve vazodilatérlerdir. Bu gruplarin bir gogu
dislk biyoyararlanim, kisa yarilanma démri ve disuk permeabilite gibi dezavantajlarina sahiptir (Vikas ve
ark., 2011; Prisant ve Elliot, 2003). Antihipertansif ilaglarin uygulanmasinda doz sikhdinin azaltiimasi,
biyoyararlanimin arttiriimasi ve yan etkilerinin azaltiimasi igin yeni tasiyici sistemlere ihtiyag vardir (Vikas
ve ark., 2011; Prisant ve Elliot, 2003).




Butdn bu sorunlarin agiimasinda nanoteknolojik ila¢ tasiyici sistemler iyi bir alternatif olugturmaktadir.
(Prisant ve ark., 1992). Nebivolol, nitrik oksit (NO) aracilidi ile sistemik vazodilatasyon saglayan selektif
beta-1 bloker grubunda yeni Ugtincu nesil antihipertansif bir ilagtir. Diger antihipertansif ilaglara kiyasla
oldukga eftkili bir ilag olup kan basincinin kontrolliind saglamaktadir. Ancak, plazma yari émrunin kisa (2
saat) ve biyoyararlaniminin distik olmasi (<% 40) sik doz kullanimini gerektirmektedir. Nebivololun
disUk biyoyararlanim gostermesi, disuk ¢ozirligune ve yiksek ilk gecis metabolizmasina baghdir (Hanif
ve ark., 2017). Dolayisiyla, etkili bir tedavi igin ilacin ¢ézunurliginin arttinimasi ve ilk gegis etkisinin
azaltilmasi gerekmektedir.

Ustiindag-Okur ve ark. nebivolol yiikli kati lipit nanopartikiilleri hazirlamis ve yiizeylerini kitosan
oligosakkarit laktat ve polietilen glikol stearat ile kaplamistir. Polietilen glikol stearat ile kapli
formilasyonun piyasadaki nebivolol preparatina gore daha iyi gegis gosterdigini ve dusik ¢ozintrlik
gosteren ilaclar icin umut verici bir tasiyici sistem oldugunu gdéstermigstir (Ustindag-Okur ve ark., 2016).

Bu calismada, duslk biyoyararlanim gdsteren nebivololun mukus tabakasindan penetrasyonunu
arttirmak Uzere pozitif (stearil amin-SA) veya negatif yukli (disetil fosfat-DCP) lipozom formulasyonlar
1,2-dipalmitoil-snglisero-3-fosfokolin (DPPC) ve kolesterol (chol) kullanilarak hazirlanmig ve yizeyleri
Pluronik F127 veya kitosan ile kaplanmistir. Nebivolol yikli lipozomlarin ylzeyi kitosan ve Pluronik F127
ile modifiye edilerek ilacin Gl sistemdeki fizyolojik sartlardan korunmasi ve kontrolli salimi saglanarak
biyoyaralaniminin arttirilmasi amagclanmistir. Bu kapsamda, lipozom formdlasyonlarinin film hidrasyon
yontemiyle hazirlanmasi sonrasinda optimizasyon, karakterizasyon, fiziksel stabilite galismalari ile
lipozomlarin musin etklisim calismalari yapilmistir. Segilen optimize lipozom formulasyonlariyla
(DPPC/Chol/SA, DPPC/Chol/SA + Pluronic ve DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 enkapsilasyon, in vitro salim
ve sitotoksisite galismalari yapilmistir. Tim bu ¢alismalar sonucunda optimize, stabil ve dislk toksisite
nebivolol igeren lipozom formilasyonlari gelistiriimis olup hipertansiyon tedavisinde kullanilan nebivololiin
hastaya verilmesinde umut verici bir alternatif oldugu disinudimektedir.
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3. TEKNiK BOLUM:

Gereg ve Yontem, Bulgular, Tartisma ve Sonug bolimlerinden olusur. Sonug bolimindn énerileri de
kapsamasi gerekmektedir.

3.1. Gereg ve Yontem: Projede 6ngorilen is paketleri 6zelinde faaliyetler ele alinmali
3.1.1. is Paketleri: Proje teklifinde énerilmis olan is paketleri sirasiyla ele alinmali ve proje takvimi ile

karsilastinimali olarak gerceklestirilen faaliyetler rapor edilmelidir. Verilen bilgilerde is paketlerinde
gercgeklestiriimis olan faaliyetler detay olarak belirtiimelidir.

Geregler

Nebivolol hidroklorir (NB), Sandoz Inc, Turkiye tarindan hediye edilmistir. Disetil fosfat (DCP) ve
kolesterol (Chol) Sigma, (Almanya)dan temin edilmistir. Pluronik F-127 BASF’tan satin alinmistir 1,2-
dipalmitoil-snglisero-3-fosfokolin (DPPC) Bachem AG’den ve kitosan (9 cP) Primex (izlanda) temin
edilmistir. 1-oktadesilamin, %98 (stearil amin, SA) Alfa Aesar GmbH&Co (ABD)’den temin edilmigtir.
Kullanilan diger kimyasallar analitik dizeydeydi.

Yontemler

1. Lipozomlarin Hazirlanmasi

Lipozomlar film hidrasyon ydntemine goére hazirlanmigtir. Kisaca, lipozom olusturmak igin fosfolipid
yapidaki 1,2-dipalmitoill-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC) ve stabilizan 6zellikteki kolesterol maddesinin belli
oranlarda kullaniimigtir ayrica disteilfosfat veya stearilamin ile etken madde nebivolol hidroklorr,
kloroform:metanol (3:1) karisimi iginde ¢dzindurlldikten sonra evaporasyon cihazinda dusik basing
altinda 175 rpm ve 53°C’de organik ¢6zlculer ugurulmustur. Olusan film tabaka 8 mL, 45 °C PBS pH 7.4
ile 30 dakika boyunca 55 °C’de hidrate edilmistir. Olusan lipozom sispansiyonu 3 dakika boyunca
vortekslenmistir. Vorteks isleminden sonra formilasyonlar sonike edilerek boyut degisimi 6lgiimustar.
Sonikasyonun ardindan formdulasyonlar ekstrizyon iglemine (LipoFast LF 50, Avestin, UK) tabi
tutulmustur. 0.8 ym, 0.4 um ve 0.2 um’lik polikarbon filtreler kullanilarak ekstriide edilen formulasyonlarin
son boyut ve zeta potansiyelleri belirlenmistir.

2. Lipozomlarin Kitosan ile kaplanmasi

Kitosan kapli lipozomlari elde edebilmek igin dncesinde lipozom formilasyonlari yukarida anlatildigi gibi
negatif yukli DCP kullanilarak elde edilmistir. Sonrasinda, %1 (v/v) asetik asit iceren ¢ozelti hazirlanmis
ve kitosan igerisinde ¢Ozindurilmustur. Farkli molar lipid:kitosan oranlarinda kitosan ¢ozetisi lipozom
formillasyonuna manyetik karistiricida damla damla ilave edilmistir. Manyetik karistiricida karistirma
islemi 400 rpm de oda sicakliginda 1 saat boyunca devam etmistir ve daha sonra formilasyon
inklbasyon igin bir gece buzdolabinda tutulmustur.

3. Lipozomlarin Pluronic F-127 ile kaplanmasi

Pluronic F127 kapli lipozomlarin eldesi i¢in Pluronic F127 diger tim bilesenler ve pozitif yukli stearil amin
(SA) ile birlikte organik ¢6ziclu karigimi igerisinde ¢Ozilmustir. Diger tim islemler lipozomlarin
hazirlanmasi kisminda belirtildigi gibidir.

4. Nebivolol miktar tayini

Nebivolol miktar tayini HPLC'de 220 nm dalga boyunda SPD 10A UV marka dedektor kullanilarak
yapilmistir. Ayirma, partikiil boyutu 5 mm olan C18 kolonda (intersil ODS-3 C18, 250 x 4.6 mm)
gerceklestiriimis olup mobil faz olarak metanol:su (80:20 h/h) kullaniimigtir. Mobil faz akis hizi 1 mL/dk ve
kolon sicakligi 25 °C, enjeksiyon hacmi 20 pl olarak ayarlanmistir.

Nebivolol i¢in stok ¢ozeltisi 10 mg Nebivolol, 10 mL metanol’lin iginde ¢ozllerek elde edilmistir. Farkl
konsantrasyondaki o6rnekler (2 pg/mL, 5 pg/mL,10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL) stok
cozeltisinin mobil faz ile seyreltilerek hazirlanmistir. Ornekler 0.22 um membran filtresinden gegirilmistir.

5. Lipozomlarin Karakterizasyonu

5.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli Olgiimii

Elde edilen tim lipozom formulasyonlarinin partikil boyutu ve boyut dagilimi Dinamik Isik Sagilimi (DLS)
metodu ile tayin edilmis olup zeta potansiyelleri ise elektroforetik mobilitelerinin dlgiimiine dayali yontem
ile belirlenmistir (Malvern Zetasizer Nano-ZS, ingiltere). Her numunenin dlgiimii ¢ kere tekrarlanmistir.




5.2. Lipozom Formiilasyonlarinin Enkapsiilasyon Etkinigi

Nebivolol iceren DPPC/Chol/SA, DPPC/Chol/SA+Plu ve DPPC/Chol/DCP+Chi igeren lipozom
formulasyonlarinin enkapsulasyon etkinliklerinin tayini indirekt yonteme goére yapilmigtir. Bu ydnteme
gOre her bir lipozom dispersiyon érneginden 1,5 mL alinarak eppendorf tiplere konulmustur. 15000 rpm
de 2 saat santrifij edildikten sonra Ustte kalan sivi ayrilarak HPLC’de analiz edilmigtir (n=3). Lipozom
formulasyonlarinin enkapsilasyon etkinlikleri asagidaki formulasyona gore hesaplanmistir:

EE (%)= (toplam nebivolol miktari- serbest nebivolol miktari) / toplam nebivolol miktari) x 100

5.3. Lipozom Formiilasyonlarinin Transmisyon Elektron Mikroskobu-TEM Goriintiileri

Polimer kapli veya kapli olmayan nebivolol igeren lipozom formulasyonlarinin morfolojisi transmisyon
elektron mikroskobunda (TEM- Jeol JEM-2100 Electron Microscope Tokyo-Japan) analiz edilmistir. Bakir
kapl karbon gridin Ustline érnekler distile su ile dilie edilerek konulmustur. Sonrasinda érnekler, 1 damla
%2 (a/h) fosfotungustik asit konularak boyanmis olup boyaninin fazlasi filtre kagidi ile uzaklagtiriimistir.
Son olarak da érnekler TEM altinda incelenip fotograflanmadan énce kurutulmustur.

6. Lipozom formiilasyonlarinin fiziksel stabilitelerinin belirlenmesi
Lipozom formdilasyonlarinin fiziksel stabilite galigmalari 2-8°C’de doért hafta boyunca, farkh zaman
araliklarinda boyut ve boyut dagilimi élgilerek gergeklestiriimistir.

7. Lipozom formiilasyonlarinin SGF ve SIF iginde stabilitelerinin belirlenmesi

Lipozom formdilasyonlarinin gastointestinal kanal icerisindeki stabilitelerini ve polimer kaplamalarinin
koruyucu etkilerini dederlendirmek icin simule mide sivisi (SGF, pH 1,2) ve simule barsak sivisi (SIF, pH
6,8) olan ortamlarda lipozom formulasyonlari belli stre bekletiimis belli zaman noktalarinda boyut
dlgumleri yapilmigtir (n=3).

8. Lipozom Formiilasyonlarinin in Vitro Salimlar

15.000 rpm’de 2 saat santrifiij edilen nebivolol igeren lipozom dispersiyonlarindan elde edilen ¢okeltiye
1,5 mL fosfat tamponu (pH 6,8) ilave edilmig olup 24 saat boyunca belli zaman noktalarinda (1., 2., 4, 6.,
8. ve 24. saat) 0,75 mL 6rnek alinip HPLC’de analiz edilmistir. Alinan 6rnegin yerine ayni hacimde fosfat
tamponu (pH 6,8) konulmustur.

9. Lipozom Formiilasyonlarinin Miisin ile Etkilesim Caligmasi

Lipozomlar ile musinin etkilesim c¢alismasi Klemetsrud ve ark. (2018) yaptigi ¢alisma temel alinarak
kuguk farklarla gergeklestiriimistir. Kisaca, musin (2 mg/mL) ve lipozom formulasyonlari karistirilmis ve
37 ° C'de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda tiim karigimlarin absorbans degerleri 550 nm
dalga boyunda UV spektrofotometrede olgulmistir. PBS (pH 6,8) sahit ¢bzelti olarak kullaniimigtir.
Musin-lipozom etkilesiminin turbiditede olusturdugu degisimin yani sira boyut ve zeta potensiyelinde
yarattigi degisimler belirlenmigtir.

10. Hiicre kultiirii gahigsmalan

Hucre kiltird galigmalarinda, insan beyaz irk kolon adenokarsinomasindan elde edilen Caco-2 hicre
hatti kullaniimistir. Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinoma, HTB-37) hiicre dizisi Amerikan Tip Kiltur
Koleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC, USA)den temin edildi. Caco-2 hicrelerinin
devamliigi %20 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %1 antibiyotik iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute 1640) besiyerinde 5% CO2 inkibatérde 37°C’de saglandi. Hicreler 104 hiicre/100 pL/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara ekildikten sonra hicrelerin tutunmasi igin 24 saat inkiibe
edildi. Béylece MTT sitotoksisite testi igin gerekli Caco-2 hiicreleri hazirlanmis oldu.

10. Sitotoksisite ¢caligmalari

Hazirlanan nebivolol igeren lipozom formulasyonlarinin glvenilirligini degerlendirebilmek amaciyla Caco-
2 hicre hattinda sitotoksisite testi gergeklestiriimistir. Sitotoksisite testinde kullanilan bir tetrazolyum tuzu
olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT), hiicre icine alinir ve canh hucreler
tarafindan mitokondriyal dehidrojenaz enzimi ile indirgenerek mor formazon kristalleri meydana getirir.
MTT testi adi verilen bu yontem ile hiicre canhhg test edilir.

Bu amagla, hiicreler hazirlanan lipozom formulasyonlarinin 1/5 oraninda besiyeri ile seyreltimesiyle
hazirlanan farkli konsantrasyonlari ile 4 saat inkiibe edildi. DMEM-F12, 30:70 su:DMEM-F12 ve 1%
sodyum dodesil silfat (SDS) sirasiyla buylime (pozitif), solvent ve negatif kontrol olarak kullanildi. 24 saat
maruziyetin ardindan kuyucuklara 20uL MTT (5 mg/mL, fosfat tamponu (PBS) iginde) eklendi ve 3 saat
37°C’de inkube edildi. Besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve formazan kristallerinin homojen mavi-mor renk
olusturmasi i¢cin 100uL DMSO eklenerek 5 dakika orbital ¢alkalayicida karistirildi. Optik dansiteler 590
nm’de (670 nm referans) mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede (Epoch) absorbans degerleri okundu
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ve meydana gelen % hicre canlihdi asagidaki formile goére hesaplandi.
Hiicre canliigi (%)= [(A - Ab) / (Ac - Ab)] x 100
A: 590 nm’de drneklerin absorbansi

Ab: Kuyucuk iginde hicreler olmadan besiyerine ait absorbans, arkaplan absorbansi
Ac: Pozitif kontroliin absorbansi

12. istatistik Analizleri
Deneylerden elde edilen verilerin istatiksel analizi ANOVA tek yonlU varyans analizi ile yapilmistir.

3.2. Bulgular: Proje teklifinde belirtiimis olan is paketleri kapsaminda ydirttilen faaliyetler siralamasi
ile elde edilen bulgular verilmelidir. Elde edilen bulgular gerekiyorsa tablo ve grafik olarak verilmelidir.
Varsa istatistik sonuclar, ara ciktilar ifade edilmelidir.

1. Lipozomlarin fizikokimyasal karakterizasyon galigmalarinin sonuglari
a) Polimer ile kaplanmamis lipozom formiilasyonlarinin optimizasyon galigsmasi

Lipozom olusturmak igin farkli molar oranlarda DPPC ve kolesterol konulmustur. Ayrica lipozom
formulasyonlarinin igerigine farkh ylizey yukleri kazandiracak DCP (negatif yik) ve SA (pozitif yik)
kullanilmistir. Bu kapsamda hazirlanan lipozom formulasyonlarina ait igerik, partkil boyutu ve PDI verileri
Tablo 1’de verilmigtir. NB’'lu DPPC/Chol/SA lipozom formilasyonu hem tek bagsina bir formilasyon hem de
pozitif yiklu oldugu igin pluronik kaplamali lipozom formulasyonu i¢in kulaniimistir. NB’lu DPPC/Chol/DCP
formulasyonu ise sadece kitosan kaplami lipozom formulasyonunu elde etmede kullaniimistir. Her bir élgim
uc¢ kez tekrarlanmigtir (n=3).

Tablo 1. Farkli lipozom formilasyonlarinin igerigi ile partikiil boyutu (nm+SD) ve partikil boyut dagilimi (PDI)
degerleri

} DPPC-Chol DCP | NB SA Partikul
Formulasyon Molar oranlari mg/mL | mg/mL | mg/mL boyutu PDI
(nmSD)
NB’suz DPPC/Chol/DCP | 3:1 1,25 - - 161,7+1,5 0,128
DPPC/Chol/DCP 31 1,25 0,375 - 146,6+1,6 0,097
NB’suz DPPC/Chol/SA 3:1 - - 0,25 188,8+1,4 0,105
DPPC/Chol/SA 31 - 0,375 0,25 154,1+3,4 0,104

DPPC: 1,2-dipalmitol-sn-glisero-3-fosfatidilkolin; Chol: Kolesterol; DCP: Disetil fosfat; SA: Steril amin; NB:
Nebivolol; PDI: polidispersite indeksi

b) Pluronik ile kaplanan lipozom formiilasyonlarinin optimizasyon g¢aligmasi
Pluronik kapli veya kaplamasiz NB’lu lipozom formulasyonlarinin igerigi Tablo 2'de belirtiimistir. Tablo 3'de
ise pluronik kapli olan ve olmayan NB’lu lipozom formulasyonunun partikil boyutu, dagihmi ve zeta potansiyel
sonuglari belirtiimigtir.

Tablo 2. Pluronik F127 (Plu) kapl olan ve olmayan NB’lu lipozom formulasyonlarinin icerigi

. DPPC-Chol
Formiilasyon Molar oranlari NB mg/mL SA mg/mL Plu mg/mL
DPPC/Chol/SA 31 0,375 0,25 -
DPPC/Chol/SA+Plu 3.1 0,375 0,25 15
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Tablo 3. Pluronik F127 (Plu) kapl olan ve olmayan NB’lu lipozom formulasyonlarinin hazirlandiktan sonra
partiktl boyutu (hnmxSD), partikdl boyut dagilimi (PDI) ve zeta potansiyeli (mV+SD) degerleri ile dort haftalik
fiziksel stabilite degerleri (n=3)

Hazirlandiktan Sonra 1. Hafta (+4°C) | 4. Hafta (+4°C)
Formiilasyon Partikiil Zeta Partikiil Partikiil

boyutu PDI Potansiyel boyutu PDI boyutu PDI

(nmSD) (mV%SD) (nmSD) (nmSD)
DPPC/Chol/SA 154,1+3,4 0,104 | +32,8+1,3 168,5+3,0 0,106 | 170,8+3,4 | 0,118
DPPC/Chol/SA+Plu | 196,9+0,7 0,237 | +20,3+1,4 259,6+15,0 | 0,226 | 300,5+17,3 | 0,346

PDI: polidispersite indeksi

c) Kitosan Kapli Lipozomun Hazirlanmasi ve Optimizasyon Galigmasi
3:1 DPPC:kolesterol molar oranina sahip formilasyon kullanilarak negatif ya da pozitif yiukli formulasyonlar
elde edilmistir. Bu formulasyonlarin biri olan kitosan kapli lipozomlarin bilesiminde kullanilan pozitif yikli
stearilamin (SA) cikartilarak yerine disetil fosfat (DCP) eklenmistir. Bdylece, kaplamanin elektrostatik
etkilesimle daha iyi yapilabilmesi icin hazirlanan lipozomlarin bilesimi su sekilde olmustur:

Tablo 4. Farkl lipit:kitosan molar oranlarinda hazirlanan lipozom formulasyonlarinin igerigi ile boyut, PDI ve
zeta potansiyeli sonuglari

Formiilasyon Li;_)_it-Kitosan m/m | DDPC-:Chol Molar | DCP NB
(kitlesel) orani Oranlar mg/mL | mg/mL
DPPC/Chol/DCP 1:0 3:1 0,5 0,375
DPPC/Chol/DCP + Chi-1:1 1:1 3:1 0,5 0,375
DPPC/Chol/DCP + Chi-2:1 2:1 3:1 0,5 0,375
DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 31 3:1 0,5 0,375

Chol: Kolesterol DPPC: 1,2-dipalmitol-sn-glycero-3-fosfatidilkolin; DCP: Disetil fosfat; SA: Steril amin; NB:
Nebivolol

Tablo 5. Hazirlanan kitosan kapli lipozom formulasyonlarinin boyut, PDI ve zeta potansiyeli sonuglari ile +4
°‘C’de 4 haftalik fiziksel stabilite verileri (n=3)

Hazirladiktan sonra 1. Hafta (+4 °C) 4. Hafta (+4 °C)

Partikil Zeta Partikil Partikil
Formiilasyon boyutu PDI Potansiyel | boyutu PDI boyutu PDI

(nm#SD) (mViSD) | (nm%SD) (nm#SD)
DPPC/Chol/DCP | 146,6 £ 1,6 | 0,097 | -146+1,1 | 1559 1,1 | 0,115 | 1946 £ 18,6 | 0,243
DPPUICoUDCP* 12414299 [ 0181 | +43£26 | 2117+46 | 0153 | 3069125 | 0,279
DPPCIChoUDCP* 12463472 [ 0190 | +424 2,4 [229.9+24 | 0253 | 2825446 | 0,179
DPPCIChOUDCP* 1 253,1456 [ 0181 | +41£27 | 258,5+30 | 0160 |327,7464 | 0,169
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d) Lipozom Formiilasyonlarin Simiile Edilen Gastrointestinal Sivilarin (SIF ve SGF) igindeki
Stabilitesi
Hazirlanan lipozomlarin mide (simile mide sivisi-SGF) ve bagirsak (simile barsak sivisi-SIF) ortaminda
zamana bagimh boyut dlgimleri Sekil 1’de verilmistir.

DPFPCfCholfSA [SGF pH 1,2] me3 DPPC/Chal /54 (SIF pH 6,8] n=3
. L]
- * a
' 1 =
* 2 "
i 1 1 |
ot i
DFPC/Chol/Sa « Plurcnik (S5GF pH 1,2) n=3 CPPC/CholfSA + Pluronik [SIF pH 6,8) n=3
[ i
ol Y L
DPPC/Chal/DCP + Kitosan [SGF pH 1,2) n=3 DPPC/Chol/DOP + Kitozsn [SIF pH 6.8} n=3
-
- -

Sekil 1. Lipozom formulasyonlarinin SIF ve SGF ortamlarinda zamana bagli olarak boyut degisimleri (n=3)
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2. Lipozom Formiilasyonlarinin Miisin ile Etkilesim Calismasi
Lipozom formulasyonlarinin musin etkilesimi sonrasi turbidite, partikul
degerlendinde meydana getirdikleri degisiklikler Sekil 6’da yer almaktadir.

Tirbidite Degisimi (cm?)
DPPC/Chol /DCP +chi-3:1 [
DPPC/Chol /DCP +Chi-2:1 [
DPPC/Chol /SA + Pluronic [
prpc/chol/sA -

ppPpc/chol/ocr I

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
a)
Partikiil boyutu (nmSD)
iﬁ B e etkibey i maden Gnoe = Miksin e ethoile gmaden sona
1600 I
1400
12000
100y
&0
o
“m
o M
1]
= = i =
2 E :
-: : i
b)
Zeta potansiyel (mVWV15D)
FLid
&0 w AAisim ile etkile jirmden dnce W Min ile etkileyimden sonr s
S0
40
1
0
110
(1]
R D
] Pl a I el
w0 £ g g g
=1 1 3
s T ' g
60 v B H
c)

boyuyu ve =zeta potansiyel

Sekil 2. Nebivolol iceren lipozom formulasyonlarinda a) misin ilavesinden sonra 550 nm’de tirbidite degisimi
b) partikil boyutu (nm * SD) c¢) zeta potansiyel (mV+SD) degerleri
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3. Nebivolol Miktar Tayini Yontemi
Farkl konsantrasyonlarda hazirlanan nebivolol ¢dzeltisinin kalibrasyon egrisi Sekil 2’de gdsterilmigtir.
Pik alani ile nebivolol konsantrasyonlari dogrusal olup korelasyon sabiti 0,9987 olarak bulunmustur.

Nebivelal 220 nm

£ SN

211 7% & LRDGT

WHHH ¥
] . R = 0,998

1500000
D000

SO0000

L¢] 40 i bil BL) 1] 1211

Sekil 3. Nebivolol hidrokloriirin 220 nm’de kalibrasyon egrisi (n=3)

4. Lipozom Formiilasyonlarinin Enkapsiilasyon Etkinligi
Analizi yapilan lipozom formulasyonlarinin sonuglar $ekil 3'de gosterilmistir.

100
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60
50
40
30
20
10

DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 DPPC/Chol/SA + Pluronic DPPC/Chol/SA

Sekil 4. Nebivolol iceren lipozom formulasyonlarinin (DPPC/Chol/SA, DPPC/Chol/SA + Pluronic,
DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1) enkapsulasyon etkinligi (%)
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5. Lipozom Formiilasyonlarinin in Vitro Salimlari

Lipozom formilasyonlarinini in vitro salim ¢alismalarina ait veriler Sekil 5’te gosterimistir.

b)

Kumdalatif Salim(%)

Kumilatif Salim (%)
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NB iceren DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1
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Sekil 5. 37°C’de Nebivolol'un (NB) lipozom formilasyonlarindan (a) DPPC/Chol/SA (b) DPPC/Chol/SA +
Pluronic (c) DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 pH 6,8’de in vitro salimi

6. Lipozom Formiilasyonlarinin Transmisyon Elektron Mikroskobu-TEM Goérintiileri
Sekil 5'te hazirlanan farkh lipozom formulasyonlarina Ait TEM gorintileri gériimektedir.

“b). c)

Sekil 6. Nebivolol igeren a) DPPC/Chol/DCP + Chi-2:1 b) DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 ve ¢) DPPC/Chol/SA +
Pluronic lipozom formulasyonlarinin TEM gérintileri
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7. Hiicre Kiiltiirii ve MTT Sitotoksisite Calismalari
Sekil 7’de Lipozom formulasyonlarinin Caco-2 hicre hatti izerine sitotoksik etkisi gosterilmistir.
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Sekil 7. Lipozom formilasyonlarinin Caco-2 hiicre hatti lizerine sitotoksik etkisi

3.3. Tartisma ve Sonug¢: Projede elde edilen bulgular ve degerlendirmeleri sonucunda bir hikim
olusturulmali ve literatir veriler ile karsilagtirimalidir. Proje kapsaminda varsa yontemde gerekli
goérulen veya gergeklestirilen degisiklikler gerekgeleri ile beraber bu bdélimde ifade edilmeli ve
sonucunda hedeflenen noktaya ulasilip ulasiimadidi hikme baglanmalidir.

Oral yoldan ilag uygulanmasi en yiksek hasta uyuncu goOsteren ilag uygulama yolu olarak kabul
edilmektedir. Fakat suda dusuk ¢oézunirlik gibi ilaca bagh fizikokimyasal 6zellikler, dozaj formunun
Ozellikleri ve GI sistemdeki fizyolojik bariyerler ilaglarin biyoyararlanimi etkilemektedir (Mrsny, 2012).
Yiksek biyoyararlanim elde edilmesi igin ilag gastrointestinal sistemde 6nce ¢Oziinmesi sonra gesitli
fizyolojik/biyolojik bariyerlerden gegmesi, asidik mide ortaminda stabil kalmasi, epitel hiicreleri kaplayan
mukus tabakasindan gegebilmesi gerekmektedir (Amidon ve ark., 1995; Dahan ve ark., 2009).
Nanoteknolojik yaklagimlarinin kullaniimasi gastrointestinal sistemden emilimi arttirmak igin umut verici
firsatlar sunmaktadir.

Lipit tabakalardan olusan lipozomlarin kullanimi ile ilaglarin bagirsak enzimlerinden korundugu
gOsterilmistir (Kisel ve ark., 2001). Bu yizden, bu g¢alismada disik biyoyararlanim gosteren
antihipertansif bir ilag olan nebivololun kana gecisini arttirmak amaciyla lipozom formulasyonlari
hazirlanmis ve yizeyleri mukoadezif 6zelligi gésteren Pluronik F127 veya kitosan ile kaplanmistir.
Nebivolol yikli lipozomlarin yiizeyi kitosan ve Pluronik F127 ile modifiye edilerek ilacin Gl sistemdeki
fizyolojik sartlardan korunmasi, mukus tabakasindan penetrasyonunun ve kontrolli salimi saglanarak
biyoyaralaniminin arttirilmasi amaglanmistir. Lipozom formulasyonlari farklh molar oranlarda DPPC ve
kolesterol ve farkl yuzey yikleri kazandiracak DCP (negatif yik) ve SA (pozitif yuk) kullanilarak
hazirlanmistir. Tablo 1.’de verilen nebivolol igeren ve igcermeyen DPPC/Chol/SA ve DPPC/Chol/DCP
olarak adlandinlan bu lipozom formilasyonlarinin partikil boyutu ve PDI degerleri 146,6+1,6 ile 188,8+
1,4 nm arasinda olup partikil boyutu dagilimi, polidispersite ise 0,097 ile 0,128 arasinda olgtlmustar.
Mukoadezif polimer ile kaplanan formulasyonlarin fizikokimyasal 6zellikleri incelendiginde Tablo 3'de
gorildugu Uzere DPPC/Chol/SA+Plu (196.940.7 nm; PDI:0.237; +20.3t1.4 mV) DPPC/Chol/SA’e
(154.1£3.4 nm; PDI:0.104; +32.8+1.3 mV) gore non-iyonik kopolimer sirfaktani olan pluronik F-127 ile
kaplanmasi nedeniyle daha yiksek partikil boyutu ve PDI ile daha dusuk zeta potansiyeli gostermigtir.
Lipozomlarin kaplanmasi onlarin fizkokimyasal 6zelliklerini etkilemektedir (Chen ve ark. 2013). Fiziksel
stabilite calismasinda, DPPC/Chol/SA+Plu partikil boyutu zaman icinde artis gostermesine ragmen
agregasyon gozlenmemistir. Bununla beraber, DPPC/Chol/SA’nin partikil boyutu doért hafta boyunca
incelendiginde ¢ok az bir degisim gostermisgtir.

Tablo 4’'de verilen degerlerde hazirlanan lipozomlara ait boyut, PDI ve zeta potansiyeli degerleri
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bulunmus olup Tablo 5°de belirtilmistir. DCP iceren lipozomlarla hazirlanan kitosan kapli formulasyonlarin
boyut ve PDI degerleri kaplamadan énceki deger ile karsilastinildiginda artis gdstermistir. Zeta potansiyeli
ise pozitif yUkli kitosan polimeri ile kaplama sonucunda eksi yukten arti yike degisim gdstermigtir.
Bununla beraber kolloidal stabilite agisindan dnem verilen = £30 mV limitleri icinde zeta potansiyellerine
sahip kitosan kapl lipozom formilasyonlari elde edilmistir. Ayrica, hazirlanan farkli kitosan
formilasyonlarinin belli siire bekletildiklerinde (+4 ‘C saklama kosulunda) stabil kalip kalmadiklarini
incelemek amaciyla belli zaman araliklarinda 1. hafta ve 4. hafta partikil boyutu ve PDI dlgimu alinmistir
(Tablo 5) (n=3). Sonuglar incelendiginde Chi-2:1 lipozom formilasyonu zamana bagl olarak diger kitosan
kapli lipozom formulasyonlarina gére hem boyut hem de zeta potansiyeli dederleri agisindan daha az
degisim gostermis olmakla beraber tim formulasyonlarda dért hafta boyunca agregasyon gézlenmemis
olup stabilitelerini korumustur.

Simule gastrointestinal sivilarin iginde lipozom formilasyonlarinin partikiil boyutu ¢ok az bir degisim
gOstermis olmakla beraber fomulasyonlarda agregasyon gézlenmemistir. Bu durum goéstermektedir ki
lipozom formulasyonlari stabilitelerini (¢ saat boyunca her iki ortamda da (SGF pH:1,2 ve SIF pH:6,8)
koruyabilmis olup simile edici gastrointestinal sivilarin lipozom formdilasyonlarinin yapisi Gzerine yikici
bir etkisi yoktur.

Nebivolol iceren DPPC/Chol/SA, DPPC/Chol/SA + Pluronic ve DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 lipozom
formulasyonlarinin  enkapsulasyon etkinligi sirayla 73,79%, 91,72% ve 44,69 % olarak hesaplanmistir
(Sekil 4). Literaturdeki calismalara baktigimizda, enkapsulasyon etkinliginin formulasyonda kullanilan
maddeler ve ilacin dzelliklerine bagh olarak degistigini gérmekteyiz (Nii ve Ishii 2005).

Lipozom formdilasyonlarinin in vitro salim ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore 24. saatin sonunda
DPPC/Chol/SA + Pluronic ve DPPC/Chol/DCP + Chi-3:1 formilasyonlarinda %70'ten fazla etkin madde
salimi gozlemlenmistir (Sekil 5). Chen ve ark. (2013) Pluronik 127 veya kitosan igeren lipozom
formulasyonlarindan ilag etkin madde salim profillerini incelediklerinde 24 saat sonunda ilag salimi
uzerinde polimer etkisinin az oldugunu rapor etmistir.

Hazirlanan lipozom formulasyonlarinin TEM kullanilarak yapilan sekilleri Uzerindeki yuzel morfolojik
¢alismalarinda (Sekil 6) kuresel yapilardan olustugu ortaya konulmustur.

Sekil 7°de goérildigu tzere formulasyonlar arasinda en disik hicre canhligini pluronik kapli lipozom
formulasyonu gdstermigtir. Bu durumun nedeni pluronik maddesinin non iyonik surfaktan yapisindan
olmasindan kaynaklandigi ve hiicre membran yapisina zar vermesinden kaynaklandigi disuntlmektedir
(Tagami ve ark. 2015). Formiulasyonlar igerisinde en disik % htcre canliligina sahip olmasina ragmen
%50 civarinda bir deger gbéstermektedir. Kitosan ise genelde toksik etki gdstermeyen, biyouyumlu ve
biyoparcgalanir bir polimer olarak bilinmektedir. Doza bagimh ve modifikasyonlarina bagli olarak toksisite
gOsterebilmektedir (Klemetsrud ve ark. 2018). Sonuglara bakildiginda hiicrelerin %50 sinden fazlasinin
hayatta kaldigi gézlenmigtir. Stearil amin iceren lipozomlarda ise en yiksek hicre canliigi orani elde
edilmis olup Caco-2 hicre hatti Gzerine ihmal edilebilir bir sitotoksiteye sahip oldugu gézlenmistir.
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3.4. Yapilan Bilimsel Etkinlikler: Proje kapsaminda bilimsel toplanti, tanitim ve egitim toplantilar
dizenlenmis ise bu boélimde takvimlendirerek sirali bir sekilde verilmeli ve katihmcilar hakkinda bilgi
verilmelidir.

3.5. Darbogazlar ve ¢o6ziim Onerileri: Takvim ve is paketleri kapsaminda karsilasilan (varsa)
olumsuzluklari ve/veya riskler ifade edilmeli, bu darbogazlari gidermek igin alinan onlemler ve
gercgeklestirilen faaliyetler bu bélimde belirtiimelidir.

20




3.6. is-Zaman Gizelgesi: Proje 6nerisinde olusturulmus olan is zaman cizelgesi ele alinarak her bir is paketinin tamamlama ve hedefe ulasma durumlari grafik
olarak belirtiimelidir.

iS-ZAMAN CiZELGESI

is Paketi Adi/Tanimi Projenin Donem ve Aylari

1. 6 ayhlkk donem 2. 6 aylik donem | 3.6 aylik donem | 4.6 aylik donem | 5.6 aylik donem | 6. 6 aylik donem

1|23456123456123456123456123456123456

is paketi 1: Malzemelerin temini | X K K

s paketi 2: Lipozomlarin X X |X|X|R (K

hazirlamasi ve ilgili polimerlerle

kaplanmasi

is paketi 3: Nebivolol Miktar tayini K XX K

Is paketi 4: Lipozomlarin RIR|X | K |K|K

karakterizasyon ¢alismalari

is paketi 5: Lipozomlarin farkli XK KR K

ortamlardaki stabilitelerinin

belirlenmesi

Is paketi 6: in vitro ilag salim KR | K |X|K
calismalari ve lipozomlarin

mukoadezyon Ozelliklerinin

belirlenmesi

is paketi 7: Hiicre Kkiiltiri ve X (KK |K |
sitotoksisite galismalari

is paketi 8: Istatiksel analizlerin KK
yapilmasi

NOT: Tablodaki satirlar is paketi sayisina ve ihtiyaca gére azaltilip gogaltilabilir. is paketlerinin tamamlandigi aylari belirlemek igin aylarin karsiligina gelen
g6zleri koyu gri ile doldurunuz.
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3.7. Proje Tamamlanma Tablolar:: Is paketlerinde gerceklestirilen faaliyetler géz 6niinde
bulundurularak ilerleme tablosu olusturulmalidir. Bunun igin genel degerlendirmede is paketlerinin ne
kadarinin tamamlandigini ifade etmek igin %... seklinde tamamlandi seklinde sayisal ifade
kullaniimaldir. Is paketlerinin hedefe ulasma durumlari irdelenmelidir.

is Paketleri Gergeklesme orani

is paketi 1: Malzemelerin temini %100
is paketi 2: Lipozomlarin hazirlamasi ve ilgili polimerlerle kaplanmasi %100
is paketi 3: Nebivolol Miktar tayini %100
Is paketi 4: Lipozomlarin karakterizasyon galismalari %100
is paketi 5: Lipozomlarin farkli ortamlardaki stabilitelerinin belirlenmesi %100
i_§ pgket_i 6 in _vitro ilag_ salim c¢alismalari ve lipozomlarin mukoadezyon %100
Ozelliklerinin belirlenmesi

Is paketi 7: Hiicre kiltiirii ve sitotoksisite galismalari %100
is paketi 8: Istatiksel analizlerin yapiimasi %100

3.8. Caligma Plani Degisiklikleri: Proje Calisma Takvimine Uygun Yuratilememigse veya iptal
edilmis, degisiklik yapilmis olan is paketleri varsa Gerekgeleri ve yapilan degisikliklerin hedefine ulasip
ulasmadigi is paketleri bazinda gerekgeleri agiklanmalidir.

Hucre kultiru ¢alismalarinin yapildigi mekan ve kullanilan inkiibatdrde meydana gelen kontaminasyon
nedeni ile bu galismanin tamamlanmasi ve projenin kapatilabilmesi igin ek sureye ihtiya¢g duyulmus ve
proje uzatma almistir. Kontaminasyon problemi giderildikten sonra is paketi 7 kapsaminda yer alan hicre
kultura ve sitotoksisite ¢galismalari tamamlanmistir.

4. iDARI BOLUM

4.1. Gelisme Donem igindeki Proje Yonetimi ile ilgili Gelismeler, Risklerin Degerlendirilmesi ve
Coziim Onerileri: Proje kapsaminda faaliyetlerin yiritilmesi sirasinda idari olarak karsilasilan
sorunlar ele alinmalidir. Proje igleyisi ile ilgili veya malzeme temininde yasanan sikintilar ve nedenleri
konusu bu bdélimde ele alinmaldir. Karsilagilan problemler 6zelinde varsa ¢dzim Oonerileri ifade
edilmelidir.
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4.2. Personel Degisiklik Tablosu: Yiruticlt degisikligi, yardimci aragtirici degisikligi veya eklenmesi
gerekgeleri ile belirtiimelidir.

PROJE PERSONELI DEGISIKLIK TABLOSU

Projedeki Ayrilma/Katilma

T.C. Kimlik No. Adi, Soyadi Katilma Tarihi | Ayrilig Tarihi Gorevi Nedeni

4.3. Proje ek sire ihtiyacinin belirlenmesi: Proje isleyisi sirasinda ¢ikan aksakliklara bagl olarak
alinan ek sure ve gerekgeleri ayrintili olarak bu boélimde ifade edilmelidir. Hedefe ulasmada katkisi
vurgulanmalidir.

Birinci 6 aylik ek sure talebi: Hicre kualtlri galismalarinin yapildigi mekan ve kullanilan inkibatérde
meydana gelen kontaminasyon nedeni ile bu ¢alismanin tamamlanmasi ve projenin kapatilabilmesi igin
ek sureye ihtiyag duyulmus ve proje uzatma almistir. Kontaminasyon problemi giderildikten sonra is
paketi 7 kapsaminda yer alan hiicre klltlrl ve sitotoksisite galismalari tamamlanmistir.

Ikinci 6 aylik ek sire talebi bazi in vitro galismalarin tekrarlanmasi gerekliliginden (in vitro salim ve
enkapsulasyon etkinligi galismalari) ek sire talebinde bulunulmus. Sonrasinda bu testler basari ile
tamamlanmistir.

5. MALi BOLUM

5.1. Biitge: Projede yapilan harcamalar ve bitge durumu bu bdlimde ele alinmali ve bitgenin son hali tablo
seklinde verilmelidir.

Harcama Kalemi Ongoriilmiis Maliyet | Gergeklesen Harcama Kalan Biitce

Demirbas 6.130,78 8.263,41 -2.132,63

Bilgisayar ve Bilgisayar Parcasi
alimlar

Tuketime Yonelik Malzeme 23.868,98 21.589,24 +2.279,74

Kirtasiye Aiimlari ve Fotokopi

Yolluk Yevmiye 10.000,00 0 +10,000,00

Hizmet Alimi

Bakim Onarim

Canli Hayvan ve Yem Alimi

5.2. Harcan(a)mayan Kalemlere iligkin Agiklamalar: Projede 6ngoériilmiis ama gergeklesmemis
harcamalarin neden gergeklestiriliemedidi konusunda bilgi verilmelidir.

2020/1 no’lu toplanti sonucunda 23-03-2020 tarihinde Avusturya-Vienna da gergeklesmesi planlanan 12t
World Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmaceutical Technology kongresine,
"Preparation and Characterization of Nebivolol Loaded Pluronic F-127 Coated Liposomes for Oral Drug
Delivery" baslikla sunmayl planladigim poster ile katilim destedi talebinin 9.000,00 TL ile
desteklenmesine oy birligi ile karar verilmis olmasina ragmen Covid-19 salgini nedeni ile kongre iptal
edilmistir. Bu nedenle de katilim destegini kullanabilmem mumkuin olmamistir.
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5.4. Harcamalara iligkin Zorluklar: Harcamalarda karsilasilan sorunlar ve nedenleri ifade edilmeli ve
varsa ¢6zum onerileri belirtiimelidir.

6. PROJE CIKTILARI ve EKLER

6..1 Donem Iginde Yayimlanan ve Toplantilarda Sunulan Yayinlar/Bildiriler: Proje faaliyetleri
sirasinda yapilmis makale, kongre bildirisi, teknik rapor, patent basvurusu gibi ara ¢iktilar belirtiimeli ve
kinyeleri ile hem akademik veri yonetim sistemine proje atif edilerek islenmeli hem de bu bélimde
listelenmelidir. Yapilmis makalelere alinmis atiflar var ise bu bélimde bunlar da gosterilmelidir.

Poster Sunumu: Cevikelli T, Turan A, Sessevmez M, Sinani G. Formulation and optimization of polymer
coated liposomal carriers for the delivery of nebivolol, 19t International Pharmaceutical Technology
Symposium, Antalya-Turkiye, 17-19 Eylul 2018.
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