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Amag: Suda ¢oziiniirliigii bulunmayan iyot bazli triiyodoanilin (TIA) radyokontrast bilesiginin sentezini
ve nanosiispansiyonunu yapmak, karakterizasyonlarint gerceklestirmek ve Bilgisayarli Tomografi (BT)
goriintiilemede siklikla kullanilan iopromid ve ioheksol ile kiyaslamak.

Gereg ve Yontem: TIA sentezi ultrasonik ses dalgalar: kullanilarak ve nanokristaller ise sentezlenen bu
maddeden hareketle nanopresipitasyon yontemi ile elde edilmistir. TIA nin karakterizasyonu icin NMR ve Q-
TOF analizleri yapilmigtir. Nanokristallerin karakterizasyonu igin ise optik mikroskop, zeta potansiyel, partikiil
boyutu ve dagilimi, SEM ve FT-IR analizleri yapilmistir. Elde edilen nanostispansiyon, BT teknigi ile iopromid
ve ioheksol.ile radyokontrast ozellikleri agisindan kryaslanmustir.

Sonug ve Tartisma: Sentezlenen saf TIA dan hareketle hazirlanan nanokristallerin boyutlari ~699 nm,
zeta potansiyelleri ise ~(-)16 mV olarak bulunmustur. SEM ve optik mikroskop goriintiileri ile morfolojileri
belirlenmistir. Elde edilen nanokristallerin, sentezlenen TIA dan farkll bir yapi sergilemedigi FT-IR ile tespit
edilmistir. BT goriintiilerinde TIA nanostispansiyonunun, ayni miktardaki iopromid ve ioheksolden yaklagsik
~%40 daha fazla kontrast ozellik sergiledigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak nanokristallerin kendi sahip
olduklari essiz ozellikleri ile daha az radyokontrast madde kullanilarak benzer nitelikte goriintiileme
yapulabilecegi gosterilmistir. Bu sayede daha diisiik dozda kullanim sunmasi sebebiyle daha az yan etki ve/veya
toksik etki olusturmasi muhtemeldir. Elde edilen bu basarili sonuglar isiginda, klinik deneyler ile bu ¢calismanin
gelecekte detaylandiriimas: planlanmaktadur.

Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Rukiye Seving Ozakar
e-posta / e-mail: rukiyeso@atauni.edu.tr

Gonderilme / Submitted: 16.10.2020 Kabul / Accepted: 30.03.2021



https://orcid.org/0000-0002-1517-5925
https://orcid.org/0000-0002-7443-208X
https://orcid.org/0000-0002-2972-8084

Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 264-283, 2021 Kocaveark. 265
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ABSTRACT

Obijective: Synthesis and nanosuspension preparation of iodine-based triiodoaniline (TIA) radiocontrast
compound, which is not soluble in water, perform their characterization and compare with iopromide and
iohexol, which are frequently used in Computed Tomography (CT) imaging.

Material and Method: TIA synthesis was obtained using ultrasonic sound waves, and nanocrystals were
obtained by nanoprecipitation method from this synthesized substance. NMR and Q-TOF analyzes were
performed for the characterization of TIA. For the characterization of nanocrystals, optical microscope, zeta
potential, particle size, and distribution, SEM and FT-IR analyzes were performed. The obtained
nanosuspension was compared by the CT technique with iopromide and iohexol in terms of radiocontrast
properties.

Result and Discussion: The size of the prepared nanoparticles based on the synthesized pure TIA was
found to be ~699 nm and zeta potentials as ~ (-)16 mW. Morphologies were determined by SEM and optical
microscope images. It was determined by FT-IR that the obtained nanocrystals do not exhibit a different
structure than the synthesized TIA. On CT images, TIA nanosuspension was found to exhibit ~ 40% more
contrast than the same amount of iopromide and iohexol. As a result, it has been shown that nanocrystals can
perform similar imaging by using less radiocontrast materials with their unique properties. In this way, it is
likely to cause fewer side effects and/or toxic effects due to the lower dosage. In the light of these successful
results, it is planned to detail this study with clinical trials in the future.

Keywords: CT imaging, nanocrystal, nanosuspension, radiocontrast agent, triiodoaniline

GIRIS

Kontrast ajanlar, anatomi veya fizyopatolojideki farkliliklar temelinde, tanisal
goriintillemelerde viicut dokular arasindaki farkliliklar ortaya ¢ikarmaktadir. Bunu da yapiy1 bitisik
dokulardan daha goriiniir hale getirerek gergeklestirirler. Iyot bazli kontrast ajanlar, bir hedef organ veya
kan damarinda x-1511 radyasyonunun daha fazla emilmesini ve sagilmasini saglarlar [1].

Iyot, molekiil agirhiginin yiiksek olmasindan 6tiirii oldukga iyi bir kontrast ajan olup diagnostik
amagla kullanilan X-iginlarmi belirgin 6lgiide absorbe etme yetenegine sahiptir. Inorganik iyotlu
bilesikler fazlasiyla iyonlasma egiliminde olduklarindan organ gériintiilemede kullanilamazlar. Ancak
organik yapidaki iyotlu bilesikler klinikte, 6zellikle de BT goriintilleme basta olmak iizere cesitli
tetkiklerde (koroner anjiografi, beyin anjiografi, periferik anjiografi, intravendz pyelografi ve voiding
sistolirografi gibi) kontrast artiric1 kimyasallar olarak kullanilmaktadirlar [1, 2].

On yillardir goriintiilemede kullanilan ajanlar ile kontrast ajan odakli tedaviler devam etmekle
birlikte mevcut toksisiteleri ve organ fonksiyon bozukluklaria sebep olmalar1 durumu iizerinde yeni
tasarimlar pek fazla on plana ¢tkmamustir. Ozellikle toksisite riskini ya da yan etki riskini azaltmaya
yonelik yeni molekiillerin sentezi ve/veya bunlarin modifikasyonu {izerinde ¢aligmalar literatiirde bir
eksik olarak karsimiza ¢ikmaktadir [3]. Bu baglamda, gelisen nanoteknoloji ile mevcut kontrast ajanlara
alternatif olabilecek daha az miktar kimyasal ajan kullanilarak goriintiilemenin gerceklestirilebilmesi ve
bu sayede daha az yan/toksik etki gozlenmesi muhtemeldir.

Nanosiispansiyonlar, suda ve yagda ¢dziinme problemi yasayan saf etkin madde partikiillerinin

uygun bir polimer ve/veya yiizey aktif madde ile stabilize edilmis, tasiyici bir sistem veya uygulama
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aract olmadan hazirlanan kristal yapida, nano boyutlu, sivi, mikron alt1 kolloidal dispersiyonlar olarak
tanmimlanir. Bu nanokristal yapilar, bir polimerik matriks (polimerik nanopartikiil) veya bir lipidik
matriksten (lipozom, nanoemiilsiyon, lipid nanopartikiil) olusan matriks nanopartikiiller ile
karsilastirildiginda, tamamen farkli bir farmasétik teknoloji ve tiretim teknigidir [4, 5].Yiiksek miktarda
ilag icermesi (% 100’e yakin) sayesinde, hiicrelere giren ilacin yiiksek oranda verimli bir sekilde
taginmasina, yeterince yiiksek terapotik konsantrasyonlarin elde edilmesine ve farmakolojik etkilerin
maksimum diizeye ¢ikarilmasina yardimei olabilir. Giiniimiizde, ilag taginmasi igin nanosiispansiyon
teknolojisinin uygulanabilirligini ve verimliligini kanitlayan ¢ok sayida arastirma mevcuttur [4, 6, 7].
Suda ¢oziinmeyen cesitli ilaglarla ilgili bu ¢alismalar, parenteral ve parenteral olmayan yollar da dahil
olmak iizere pek ¢ok dozaj formunda ve uygulamasinda etkinliklerini degerlendirmektedir. Ornegin
cesitli caligmalarda genel ticari formiilasyonlarla karsilastirildiginda, nanosiispansiyonlarin suda
¢Oziinmeyen ilaglar i¢in artirilmig antitlimor etkinligi ve azaltilmis toksisitesi ile kanser tedavisi i¢in
miikemmel bir ilag tasiyict sistem olabilecegi bildirilmistir [7].

Serbest ilag molekiillerine nazaran nanopartikiil haldeki ilaglarin Cmax, AUC ve bobrek
farmakokinetigini etkileyebilecek parametreleri, bobrek icin etkili ilaglarin gelistirilmesi i¢in goz
oniinde bulundurulmas1 gerekmektedir. Nanopartikiillerden ila¢ salimindan sonra Cmax nadiren serbest
ilacin intravendz enjeksiyonu ile elde edilen seviyelere ulasir. Bu kinetik, ilaca bagh toksisiteyi
azaltabileceginden tedavi i¢in biiylik bir avantajdir. Yani nanopartikiillerin Cmax ile iligkili toksisiteyi
azaltabilecegi anlamima gelmektedir [8]. Kaldi ki yigin materyalden hareketle nanometre boyutuna
inildigi zaman partikiiller inanilmaz farkli optiksel, elektriksel ve fizikokimyasal 6zellikler sergilemeye
baslamaktadir [9].

Nanopartikiillerin kullanimi, geleneksel uygulama yontemleriyle kullanildiginda (oral, i.v. gibi)
toksisite olusturan ilaglarin yan etkilerinin azaltilmasimi miimkiin kilmaktadir. Ayrica nanopartikiiller,
molekiilleri viicutta bozulmaya kars1 koruyabilir. Islevsel bir nanopartikiil tasarlanarak gériintiileme
fonksiyonu olusturulabilmektedir [10]. Molekiiler goriintileme de nano boyutlu kontrast ajanlar
gelistirmek i¢in yararli bir platformdur. Cogu, dokuya niifuz edecek kadar kiiciik olmakla birlikte
standart radyolojik yOntemlerle tespit edilmek {izere tasarlanabilmektedirler [11]. Molekiiler
goriintilleme her zaman hedef bolgede kontrast madde birikimini gerektirir, bu genellikle kontrast
madde iceren nanopartikiillerin hedeflendirilebilme 6zellikleriyle en verimli sekilde elde edilir. Diisiik
duyarliliga sahip goriintiileme modaliteleri i¢in, ¢oklu kontrast gruplari tasiyan nanopartikiiller sinyal
amplifikasyonu saglar. Ayrica nanopartikiiller hem kontrast ajan1 hem de ilaci tasiyabilir ve bdylece
biyolojik dagilimin ve terapotik aktivitenin izlenmesine izin verir [12]. Bu nedenlerle nanotastyicilarin
molekiiler goriintiilemede kullanimlar1 artmaya baglamstir.

Iyodoanilin tiirevlerinin suda ¢dziiniirliigii bulunmamakla birlikte [13, 14] &zellikle TIA,

yapisinda barindirdigi iyot miktari ile (~%81) goriintiilemede kullanilma potansiyeli oldukea yiiksek bir
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radyokontrast 6zellik tasimaktadir [15]. Hali hazirda BT goriintiilemede kullanilan mevcut iyot bazli
radyokontrast ajanlar ile kiyaslandiginda (ioheksol, iopromid gibi) molekiil agirhigma (MA) kiyasla
yapisinda barindirdigi bu yiliksek miktar iyot sayesinde (Tablo 1), goriintilleme i¢in toplamda daha az
kimyasal ajan kullanilarak ayni goriintiileme sonuglar1 aliabilecegi fikri ile bu ¢aligmanin temeli

olusturulmustur.

Tablo 1. BT goriintiilemede kullanilan kontrast madde molekiil agirliklar1 ve igeriklerindeki iyot

miktarlar1 (g/mol)

Kontrast Madde MA Tyot
Topromid 791.10 380.712
Toheksol 821.14 380.712
TIA 470.82 380.712

Calismamizda sentezledigimiz suda ¢oziiniirliigli olmayan TIA’dan hareketle nanosiispansiyon
formiilasyonu olusturulmustur. Dolayisiyla hazirlanan bu yeni nanosiispansiyon ile viicuda daha az
kimyasal girisi ile goriintiilemenin yapilabilmesi, hipoksi ve vazokonstriiksiyon gibi yan etkilerin
azalmasi ve/veya bobrekte daha az zarar olusturmasi disiiniilmektedir. Ayni zamanda literatiir
arastirmamizda iyot igeren ve tasiyici bir polimer kullanilmaksizin yapilmis bir nanosiispansiyon
calismasina rastlanilmamigtir. Bu yoniiyle de ¢alismamiz literatiire bir yenilik katmaktadir. Sentezlenen
ve suda ¢oziiniirliigli olmadigi halde iyot igeren, bir kontrast ajan olma potansiyeli tagiyan TIA nin basit,
hizli, tekrar edilebilir, enerji gereksinimi az ve maliyeti diigiik bir yontem [16] olan nanopresipitasyon
yontemiyle nanosiispansiyon formiilasyonu gelistirilmis ve in vitro karakterizasyon teknikleri ile
karakterize edilmistir. Elde edilen nanosiispansiyon, BT goriintiilleme yoOnteminde hali hazirda

kullanilan ioheksol ve iopromid ile kontrast 6zellik bakimindan kiyaslanmstir.

GEREC VE YONTEM
Gerecg

TIA sentezi i¢in gerekli olan anilin, iyot ve hidrojen peroksit Sigma®’dan temin edilmistir.
Nanasiispansiyonun hazirlanmasinda kullanilan Tween 60 ve PVA (MA: 130000, % 99 hidrolize),
sirastyla Merck®’den ve Sigma®’dan, dimetilsiilfoksit (DMSO) ise Sigma®’dan temin edilmistir.
Deneylerde kullanilan diger tiim kimyasallar analitik derecede safliga sahiptir. Tiim analiz ve 6l¢iimler
Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Atatiirk Universitesi DAYTAM ve Erzurum Teknik

Universitesi YUTAM laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

TIA’nin (2,4,6-triiodoanilin) Sentezlenmesi
Anilin (2 mmol) ve molekiiler iyot (4 mmol), distile su (10 mL) igerisinde oda sicakliginda

karigtirilmig, karigimin iizerine H>O2 % 30 (m/V) (8 mmol) ilave edilmis ve elde edilen karigim oda
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sicakliginda 60 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur (Sekil 1). Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka
kromatografisi ile uygun ¢6ziicii sistemi kullanilarak takip edilmistir. Uygun siire sonunda sodyum
tiyosiilfatin doyurulmus sulu ¢ozeltisi (10 mL) balon igerisine dokiilmiis ve 10 dakika siireyle oda
sicakliginda karistirilmigtir. Karigim, etil asetat (20 mL) ile 3 kez ekstrakte edilerek ayrilmistir.
Sonrasinda organik faz, MgSO; ile kurutulup adi siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve organik ¢oziicii
evoporatdr yardimiyla algak basing altinda uzaklagtinlmigtir. Elde edilen ham kati madde, kolon

kromatografisiyle saflastirilmistir [17].

TIA’min NMR ve Q-TOF Analizi

Elde edilen TIA nin safligin1 belirlemek ve yapisin1 dogrulamak adina 1H-NMR ve 13C-NMR
spektrumlar ile kiitle analizi gergeklestirilmistir. TIA nin erime derecesi Elektrothermal 9100 erime
derecesi aleti kullanilarak belirlenmistir. Bilesigin 1H-NMR ve 13C-NMR spektrumlari solvent olarak
dotero DMSO (d6-DMSO) igerisinde, standart olarak tetrametilsilan kullanilarak Bruker FT-400 (100)
MHz cihazi ile alinmistir. Bilesigin kiitle analizi (Q-TOF) ise Agilent 6530 spektrometre cihazi ile
yapilmustir.

TIA Nanosiispansiyonunun Hazirlanmasi

Nanosiispansiyonun hazirlanmasinda “Nanopresipitasyon” yontemi kullanmilmigtir [18].
Sentezlenen 100 mg saf TIA, 2.5 mL DMSO igerisinde ¢ok noktalt manyetik karistiricida karistirilarak
¢Oziindirilmiistiir. Stire sonunda bu ¢6zelti iizerine Tween 60 ilave edilmistir. Bir siire karistirildiktan
sonra elde edilen organik faz ¢ok noktali manyetik karistirici tizerinde 1000 rpm hizda karigmakta olan
2.5 mL polivinil alkol (PVA, % 0.1, a/h) ¢ozeltisi igerisine 5 dakika siireyle bir enjektor yardimiyla
damlatilmistir. Ultrasonik banyo igerisinde 1 dakika siireyle sonikasyona tabi tutulduktan sonra,
homojen haldeki nanosiispansiyon 40 dakika siireyle 10000 rpm’de santriftij edilmis ve c¢oken
nanokristaller saf su ilavesiyle yeniden stispande edilerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem birkag kez
tekrarlanmis ve DMSO’nun uzaklastirilmast saglanmistir. Nanokristaller, bir gece -20 °C’de
dondurulmus ve devaminda 24 saat siireyle liyofilize edilerek kuru toz halde elde edilmislerdir. Kuru
toz haldeki nanokristaller ileriki deneylerde kullanilmak {izere oda sicakliginda bir desikator igerisinde

karanlikta muhafaza edilmistir.

Verim, Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve Dagilim1 Analizi

Verim, liyofilize TIA nanokristallerin miktarinin, formiilasyonu hazirlarken kullanilan toplam
madde (etkin madde, stabilizan gibi) miktarina boliinmesi ile elde edilen sonucun % olarak ifade
edilmesi seklinde degerlendirilmistir (n=3). Zeta potansiyel, polidispersite indeksi (PdI) ile partikiil
boyutu ve dagilimi 6l¢limlerini gerceklestirmek iizere taze hazirlanmis nanosiispansiyon kullanilmgtir.

Olgiimler 3 tekrar seklinde “Malvern Zetasizer Nano ZSP” marka cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.
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100 pL nanosiispansiyon, 900 pL saf su ile seyreltilerek zeta hiicrelerinin iginde oda sicakliginda

Olciilmiistiir.

TIA Nanosiispansiyonunun Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi
“Quanta FEG 250” marka SEM ile yigin haldeki saf TIA ve seyreltik halde liyofilize edilmis
TIA nanokristalleri morfolojik olarak incelenmistir. Saf TIA ve nanokristaller dogrudan numune

izerinden ve yiiksek ¢oziiniirliikkle goriintiilenmistir.

TIA Nanosiispansiyonunun FT-IR Analizi

FT-IR analizleri, formiilasyon bilesenleri ile etkin maddenin/maddelerin etkilesimlerini
incelemek ve aralarinda herhangi bir gecimsizlik olup olmadigint anlamak tizere yapilmaktadir. Saf TIA
ile hazirlanan liyofilize nanokristallerin, 4000-400 cm-1 dalga sayis1 araliginda, dogrudan toz numune

iizerinden “Bruker VERTEX 70v” marka FT-IR spektrofotometresi ile spektrumlart alinmistir.

TIA Nanosiispansiyonunun BT Gdoriintiileme Analizi

BT tetkikleri, 256-kesitli BT cihazi (Somatom® Definition Flash, Siemens Healthcare,
Forchheim, Germany) kullanilarak yapilmistir. Goriintiiler {izerine ROI (region of interest) konularak
dansite degerleri bulunmustur. Dansite degerleri tizerinden kontrast miktarlari kiyaslanmigtir [19, 20].
Hali hazirda BT goriintiillemede kullanilan iopromid ve ioheksol, TIA nanokristalleri ile kiyaslanmistir.
Bu amagla her bir etkin maddeden 20 mg tartilmis ve bir enjektdr icerisinde 1 mL saf su ile
¢Oziindirilmiis/dispers edilmistir. Bu sayede esit miktar kimyasal madde kullanimi ile goriintiileme
calismalar1 yapilmigtir. Esit miktar kullanilan kimyasal maddelerin kontrast etkiyi olusturan iyot

miktarlari ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. BT goriintiilemede kullanilan esit miktar kontrast maddelerin igerdikleri iyot miktarlart (mg)

Topromid Toheksol TIA nanokristalleri
9.62 9.27 16.2

SONUC VE TARTISMA
TIA’nin (2,4,6-triiodoanilin) Sentezlenmesi
TIA, yiiksek saflikta ve verimde elde edilmistir. Elde edilen iiriine ait sentez semas1 Sekil 1°de

verilmistir [14].
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Sekil 1. 2,4,6-triiodoanilinin sentezi

TIA’nin NMR ve Q-TOF Analizi
TIA’ya ait *H-NMR spektrumu Sekil 2°de, *C-NMR spektrumu Sekil 3’te ve Q-TOF analiz

sonucu Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 2. Saf TIA nin *H-NMR Spektrumu
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Sekil 3. Saf TIA nin 3C-NMR Spektrumu

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
60 0 APCI
x10 3|C6 H3 13 N: + Scan (rt: 0.305 min) T apci.d
3 470.14895
([C6 H3 I3 N]+H)+
2.5
2
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4. Saf TIA’nin Q-TOF Spektrumu

TIA nin verimi 91%, erime derecesi ise 183-185 °C olarak bulunmustur. *H-NMR sonucu: (400
MHz, d6-DMSO) & (ppm): 5.25 (s, 2H, NH2), 7.86 (s, 2H, J:8.5 Ar-H). *C-NMR sonucu: (100 MHz,
d6-DMSO) 6 (ppm): 78.60 (CHAr-Ipara), 83.26 (2xCHAr-lorto), 145.17 (2xCHAr), 147.11 (CHAr-
NH2). Q-TOF sonucu: m/z 470.7478 (hesaplanan), 470.7489 (bulunan).

TIA Nanosiispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Nanopresipitasyon yontemi ile % 92.35 verimle basarili bir sekilde TIA nanokristalleri

hazirlanmistir. Taze hazirlanmis nanosiispansiyonlara ait optik goriintiiler Sekil 5°te verilmistir.
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Sekil 5. TIA nanosiispansiyonuna ait optik goriintii (40x ve 100x)

Verim, Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve Dagilimi Analizi

Taze hazirlanmis TIA nanosiispansiyonu verim, zeta potansiyel, polidispersite indeksi, partikiil

boyutu ve dagilim sonuglar1 ortalama ve standart sapma seklinde Tablo 3’te verilmistir. Zeta potansiyel

ile partikiil boyutu dagilim grafikleri ise Sekil 6 ve Sekil 7°de gosterilmistir.

Tablo 3. Verim, partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel sonuglari (n=3)

. Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
0,

Verim (%) (nm) Pdl (MV)

92.35+3.36 699.6+48.19 0.650+0.23 -16.23+1.46

181 - - - - - e L I R R
£
L N S R
E 5t - - - - == - - - - - SRR A 1 T

0 : : :

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 6. TIA nanosiispansiyonu partikiil boyutu dagilim grafigi (n=3)
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Sekil 7. TIA nanosiispansiyonu zeta potansiyel dagilim grafigi (n=3)

TIA Nanosiispansiyonun Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi
Saf TIA’min ve liyofilize TIA nanosiispansiyonlarini olusturan nanokristallerin SEM
goriintiileri Sekil 8 ve 9°da verilmistir. Goriintiilere bakildiginda y1§in materyalden hareketle hazirlanan

nanokristallerin homojen bir dagilim sergiledigi ve ¢ubuk yapisinda oldugu goriilmektedir.

1/4/2021 det 7 mode = mag [] pressure = spot WD — 40 um
9:26:26 AM | LFD 800kv SE 2500x 59Pa | 6.0 89mm ETU-YUTAM

B
o

Sekil 8. Saf TIA’ya ait SEM goriintiisii
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50 pm
ETU-YUTAM

Sekil 9. TIA nanokristallerine ait SEM goriintiisii

TIA Nanosiispansiyonun FT-IR Analizi

Elde edilen spektrumlar Sekil 10°da gosterilmistir. 1 numarali spektrum saf TIA bilesigine

aitken 2 numaral1 spektrum TIA nanokristallerine aittir. 3 numarali spektrumda ise her iki spektrumun

cakistirilmasi goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde, ana yapimin biitiinliigiinii korudugu ve nano

boyuta indirgenen TIA’nin herhangi bir yardimc1 madde ile etkilesime girmedigi ve/veya hazirlama

asamasindaki islemler neticesinde karakteristik kimyasal baglarinda herhangi bir degisikligin olmadig:

tespit edilmistir.
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Sekil 10. Saf TIA (siyah) ve TIA nanokristallerine (kirmizi) ait spektrumlar
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TIA Nanosiispansiyonun BT Goriintiileri

Orneklerin BT goriintiileme dncesi goriintiisii Sekil 11°de, elde edilen BT gériintiileri ise Sekil
12°de verilmistir. Goriintiilerdeki kontrast 6zellik yapida var olan iyot miktarina bagl olarak dansite
iizerinden hesaplanmigtir. BT goriintiilemede hazirlanan TIA nanosiispansiyonunun verdigi kontrast
miktar1 (313.1), referans kontrast ajanlarin (iopromid: 226, ioheksol: 224) kontrast miktarlarina kryasla
~% 40 fazla (daha parlak) ¢ikmistir. Sonug olarak ~14.5 mg TIA nanosiispansiyonu ile 20 mg hali
hazirdaki yaygin olarak BT goriintiilemede kullanilan iopromid ve ioheksol ile ayn1 kontrast goriintii
basaril1 bir sekilde elde edilebilir durumdadir. Burada 6zellikle suda ¢oziiniirliigii olmayan bir bilesigin
referans kontrast ajanlara kiyasla daha diisiik miktarda kullanimi ile bir kontrast 6zellik olusturabiliyor
olmasi, nano boyuta inmenin verdigi bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum, nano boyutun

sundugu essiz optiksel, elektriksel ve fiziko-kimyasal 6zelliklerin bir tezahiiriidiir [9].

1 MinfMax: 1607438

Sekil 12. TIA nanosiispansiyonunun (1), iopromidin (2) ve ioheksoliin (3) BT goriintiileme sonuglart
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Yeni sentezlenen ilag molekiillerinin bir ¢ogu (yaklasik % 60), suda ¢oziinmeyen veya az
¢Oziinen bir yapi ile diizensiz absorpsiyon sergilerler. Bu nedenle yeni formiilasyonlar1 ve yeni ilag
tagityict  sistemleri  gerektirirler. Bu durum Biyofarmasdtik  Smiflandirma  Sistemi’ndeki
(Biopharmaceutical Classification System, BCS) Smif II ve Simf IV ilaglar ic¢in gecerlidir.
Mikronizasyon, nanonizasyon, komplekslestirme (6rn., siklodekstrinler ile), lipozomlarin hazirlanmas,
amorf kat1 dispersiyonlar, kosolvan kullanilarak ¢dziiniirlestirme, permeasyon artiricilarin kullanima,
yagli ¢ozeltiler, yiizey aktif madde dispersiyonlari, tuz olusumu, ¢oktiirme teknikleri vb. kullanilarak bu
tiir ilaglarin sistemik absorpsiyonu, dolayisiyla da biyoyararlanimi artirilmaktadir. Her bir teknigin kendi
icinde smirlamalart bulunmaktadir. Nanosiispansiyonlar, c¢ogu ila¢ icin ila¢ etkinligini ve
farmakoekonomiyi artiran, alternatif ve gelecek vaat eden evrensel bir formiilasyon yaklasimidir. Bir
nanosiispansiyon, ila¢ nanokristallerinden, stabilizan ajanlardan ve bir sivi dispersiyon ortamindan
olugur. Nanosiispansiyon teknolojisinin en biiyiik avantaji, cogu ilaca uygulanabilirligi ve basitligidir.
Nanosiispansiyon teknolojisi, sadece ilacin ¢oziniirliigiinii degil ayn1 zamanda ilacin farmakokinetigini
de degistirmekte ve boylece ilag giivenligini ve etkinligini artirmaktadir. [lacin nano boyuta indirilmesi,
asagidan yukariya (bottom-up) veya yukaridan asagiya (top-down) yontemler kullanilarak saglanabilir.
Asagidan yukartya dogru teknolojiler daha ¢ok ¢oktiirme yontemleridir. Yukaridan asagiya dogru
teknolojiler ise kaba ilag partikiillerinden baglanarak gelistirilir [21].

Mevcut kontrast ajanlarin akut bobrek hasari olusturma riski fazla oldugu igin [22, 23]
goriintillemede tercih edilmemekle birlikte daha yiiksek maliyetli ve uzun siiren tetkiklere
yonelinmektedir [24]. Ozellikle suda ¢dziinen bilesiklerin viicut icerisinde olusturduklar1 osmotik basing
ve ¢Oziinen molekiillerin hiicrelerde ve/veya organlarda birakacagi hasar oldukea risk tagimaktadir [25].
Ancak kontrast bilesigin nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen nanokristal formunun sunacagi
avantajlar oldukga fazladir. Bunlardan en 6nemlisi de nanosiispansiyon icerisindeki nanokristallerin sulu
ortamda ¢oziinmemesidir. Dolayist ile viicuda intravenoz yolla verildiginde nano boyutlu suda
¢oziinmeyen TIA kristalleri kanda osmotik basing olusturmayacaktir. Osmotik basing ¢ozeltilerin
koligatif bir 6zelligidir [26] ve ¢Oziinmeyen hi¢cbir maddenin izotoniye etkisi de bulunmamaktadir.
Nanokristallerin kandaki osmolariteyi artirmamasindan dolay1, goriintiilemede yeni bir yaklagim olarak
kullanilabilirlikleri bulunmaktadir.

Gelistirilmis biyomarkerler ile, farkli bobrek hastaliklarinin ve klinik sendromlarin teshis ve
tedavisi i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir ve nano boyutlu kontrast maddeler ile gelecekte ¢esitli bobrek
hastaliklarinin tedavisi saglanabilir [14].

Nanopartikiiller, simdilerde nanotip olarak bilinen tibbi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nanopartikiiller ayrica PET, MRI, fotoakustik ve floresans goriintiileme gibi ¢esitli
tibbi gorlintiileme yontemleri i¢in izleyici bir ajan veya kontrast madde olarak kullamlirlar.

Nanopartikiillere olan bu ilginin birgok nedeni vardir. Genel olarak, nanopartikiiller kiigiik molekiiller
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ile karsilastirildiginda yiliksek miktarda kontrast madde tasirlar. Bu biyomedikal ortamlarda
nanopartikiillerin uygulanmasindan elde edilen bilgiler, BT i¢in kontrast maddelerinin gelistirilmesinde
uygulanmaktadir. BT i¢in kontrast madde igeren nanopartikiillerin bir¢ok heyecan verici uygulamasi
vardir. Ornegin, nanopartikiillerin dolagim yar1 Omiirlerinin 15 saat kadar siirdiigii, oysa iyot
molekiillerin ise dolagim yar1 dmiirlerinin sadece dakikalar oldugu bildirilmistir. Nanopartikiiller, in
vivo olarak hiicre takibine izin vermek i¢in kullanilabilir. Hedeflenen BT kontrast maddelerinin
nanopartikiilleri dokulardaki proteinlere veya hiicrelere ulastirabilmektedir [27]. Ek olarak
nanopartikiiller, cok islevli olabilir ve bu nedenle BT, MRI ve floresans gibi ¢oklu goriintiileme
yontemleri icin kontrast saglayabilir veya terapotik etkiler saglayabilir. Son olarak nanopartikiiller,
geleneksel iyotlu kontrast maddelerin bobrek yetmezligi veya alerjik tepkiler nedeniyle kontrendike
oldugu hastalarla uyumlu olabilir [28]. Nanopartikiiller, uzun dolasim siireleri ve hedeflenme
yetenekleri sayesinde ilaglarin tagima verimliligini arttirmakta ve serbest ilacin spesifik olmayan dagilim
gibi yan etkilerini azaltmaktadirlar [29]. Literatiirde, iyot bazli kontrast ajanlarin nanoboyuta indirilerek
yapildig1 goriintileme c¢alismalart giderek artmaktadir [28, 30, 31]. Giliniimiizde X 1sinlart ile
goriintiilemede (6zellikle kalp, damar, akciger, kemik, dalak, karaciger gibi) pek ¢ok nanopartikiil
kontrast ajan kullamlarak ¢aligmalar yapilmaktadir [27]. Ornegin literatiirde, bdbreklerde lokalize
olabilen nanopartikiil yapida kontrast ajan ¢alismalart da mevcuttur [32].

Nanosiispansiyonlar, sadece suda ¢Oziiniirligii olmayan ilaglarin ¢oziiniirligiini ve/veya
biyoyararlanimini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda da onlari islevsel hale getirebilir. Kilcal damarlarda
herhangi bir blokaj olmaksizin suda ¢dziiniirliigii olmayan ilaglarin intravendz uygulama olasiligini da
miimkiin kilar ve ilaglarin farmakokinetigini degistirir, ilag glivenligini ve etkinligini de artirir [33, 34].
Ornegin, ratlarda denenen itrakonazol intravendz nanosiispansiyonunun, ¢ozelti formuna gore mantar
onleyici etkinligini arttirdigini gostermistir [35]. Paklitaksel nanosiispansiyonunun, ortalama timor
yiikiinii azaltmada tstiinliigli bildirilmistir [36]. Klofazimin nanosiispansiyonunun klofazimin
stabilitesini artirmasinin yani sira, Mycobacterium avium ile enfekte disi farelerde kullanilan klofazim
lipozom formiilasyonuna kiyasla daha ytiksek bir etkililikte iyilesme saglamigtir [37].

Hazirladigimiz nanosiispansiyonda PV A iyi bir stabilizan olmasina karsilik yapiya ekledigimiz
yardimer siirfaktan (Tween 60) sayesinde boyutun kiiciiltiilmesi saglanmis ve devaminda sonikasyon
islemi ile homojen boyut dagilim saglanmistir. Literatiirde benzer ¢alismalarda bu durum gosterilmistir
[38].

Nanosiispansiyonlarda fiziksel stabilite ¢ok 6nemlidir. Yalnizca elektrostatik itme ile stabilize
edilmis fiziksel olarak kararli bir nanosiispansiyon i¢in, minimum olarak +30 mV’luk bir zeta
potansiyeli gereklidir. Ancak hem elektrostatik hem de sterik stabilizasyon durumunda ise, £20 mV’luk
bir zeta potansiyel yeterlidir [39]. Ama formiilasyon bilesenlerine ve proseslerine gore bu durum

degiskenlik gosterebilir [38, 40, 41]. Taze hazirlanmigs TIA nanosiispansiyonunu olusturan
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nanokristallerin partikiil boyutlar1 ortalama 699.6+48.19 nm ve zeta potansiyelleri ise yine ortalama
(-)16.23£1.46 mV olarak bulunmustur. TIA nanosiispansiyonu hazirlandiktan sonra iki hafta siireyle
oda sicakligi sartlarinda bekletilmis ve sonrasinda tekrar boyut ve zeta potansiyel Ol¢iimleri
gercgeklestirilmistir. Bu 6l¢limlerde boyutun ortalama 721.7+21.78 nm, zeta potansiyelinin ise ortalama
(-)13.9+1.21 oldugu tespit edilmistir (n=3). Ayrica taze hazirlanmis TIA nanosiispansiyonunun PDI
degeri ise 0.650+0.23, iki hafta siireyle beklettigimiz TIA nanosiispansiyonun PDI degeri ise
0.552+0.029 olarak bulunmustur. PDI, partikiil boyutu dagiliminin genisligi ve nanosiispansiyonlarin
uzun siireli stabilitesi hakkinda bir gosterge verdigi i¢in nanosiispansiyon teknolojisinde dnemli bir
parametredir. 0.1-0.25 arasindaki bir PDI degeri, dar bir boyut dagiliminin oldugu anlamina gelirken,
0.5’ten biiyiik bir PDI degeri ¢ok genis bir boyut dagiliminin oldugu anlamina gelir (42, 43). PDI
sonuc¢larimiz incelendiginde, degerlerimiz 0.5’in {izerinde ¢ikmistir ve bu da dagilimin genis olmasina
yol agmaktadir.

Yapilan calismalarda o6zellikle +5 mV’un altinda zeta potansiyeli degerine sahip
nanopartikiillerin/nanosiispansiyonlarin agregat olusturma potansiyelleri oldugu belirtilmistir [44, 45].
Ayrica formiilasyonumuzda hem elektrostatik hem de sterik (elektrosterik) stabilizasyonu saglayan
PVA kullanilmigtir [46]. Abdelbary ve arkadaslari yapmis olduklar1 bir ¢alismada, aripiprazol
nanosiispansiyonlar1 iizerinde farkli polimerik stabilizanlarin etkilerini incelemislerdir ve yapilan
calisma sonucunda polimerik stabilizanlarin nanokristal yilizeyine adsorbe oldugu sirada stabilizanin
yiiksek yiizey konsantrasyonu ve hidrofilik zincirlerinin sulu fazda uzamasinin kristal lizerindeki
polimer tabakasinin kalinligini artirdigini ve bu durumun zeta potansiyel degerinde bir azalmaya neden
olsa bile nanosiispansiyonlarin sterik engelleme ile stabilizasyonun saglandigini ifade etmislerdir.
Hazirlamis olduklari biitiin nanosiispansiyonlarda zeta potansiyel degerleri (-)3.44+0.131 mV ile (-
)18.73+3.35 mV arasinda bulunmustur [47]. Miiller ve Jacobs yaptiklar bir ¢alismada da sterik olarak
stabilize edici katman yeterince kalin oldugunda, daha diisiik zeta potansiyeli degerlerine ragmen
nanosiispansiyonlarin stabilitesinin korunabilecegi sonucuna varmislardir [48]. Ali ve arkadaglarinin
yapmis olduklari bir ¢calismada hidrokortizon nanosiispansiyonlarini hazirlamig ve fiziksel stabiliteyi
degerlendirebilmek amaciyla 3 hafta siireyle 25 °C’de bekletmislerdir. Taze nanosiispansiyonlarin
boyutlart 500 nm iken bekletme sonrasinda 187 nm’lik bir artigla 687 nm’ye ulagsmistir. Taze
nanosiispansiyolari zeta potansiyel degeri ise (-)18 mV olarak bulunmustur ve bu degerlere sahip
nanosiispansiyonlarin stabil halde kaldiklarini belirtmiglerdir [42]. Bu bilgilerden yola c¢ikarak
formiilasyonumuz icin kisa siireli olarak sivi ortam igerisinde stabilizasyonu saglayabildigimizi
sOyleyebiliriz ancak uzun silire sivi ortam igerisinde stabilizasyon saglamak igin ilave caligmalar
yapilmasi 6ngoriilmektedir.

Nanokristaller kazandiklar1 farkli optiksel, elektriksel ve fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde

essiz bir kullanim alan1 sunmaktadirlar. Ozellikle suda ¢oziiniirliigii olmayan etkin maddeler igin
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kullamigh  bir platformdur. Dolayisiyla hazirladigimiz TIA igeren yeni nanosiispansiyon
formiilasyonunun hipoksi, vazokonstriiksiyon etkilerinin az olmasi ve bdbrekte daha az zarar
olusturmas1 muhtemeldir. Bu ¢alismada TIA’nin nanosiispansiyonu basarili bir sekilde hazirlanmig ve
radyokontrast 6zelliginin hali hazirda var olan kontrast ajanlara gére daha iyi oldugu gosterilmistir.
Ayrica daha diisilk doz bilesik kullanilarak elde edilen daha yiiksek kontrast 6zellik neticesinde
goriintiileme i¢in viicuda alman kimyasal miktarin azalmasi ile bu yan/toksik etki olusumunun azalmasi
muhtemeldir. Tim bu in vitro basarili sonug¢larin preklinik ve klinik deneyler ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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