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OZET

Nanopartikiiller, ilaglarin kontrollii veya siirekli bir sekilde salinmasi
istendiginde etken maddenin polimerik materyallerle enkapsiile edilmesi veya
matriks i¢inde dagitilmasiyla elde edilen ilag tasiyict sistemlerdir. Nanopartikiiler
sistemler viicut ortaminda pargalanabilir 6zellikte olmali ve pargalanma {iriinleri
toksik olmamali, etken maddeyi c¢evresel etkilere karsi korumahdir. ilaglarm
etkinliginin, tolere edilebilirliginin ve terapotik indeksinin artirilmasi, yan
etki/toksisitenin azaltilmasi, stabilitenin ve hasta uyuncunun artirilmasinda

nanopartikiiler sistemlerin olumlu etkileri vardr.

Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis olan, orta ve siddetli agr1
tedavisinde kullanilan Tramadol hidrokloriir (Tramadol HCI) merkezi sinir sistemi
tizerinde etkili olan opioid ve opioid olmayan Ozellikler gosteren sentetik bir
analjezik ilagtir. Yarilanma omrii yaklasik 6 saat olan Tramadol HCI’nin giinliik
dozu 100-400 mg arasinda ve maksimum dozu 400 mg’dir. Her 4-6 saatte bir
verilmesi gereken Tramadol HCI’nin plazma seviyesinin dip veya tepe noktalarina
ulagmasi, mide bulantisi, kusma, bas donmesi ve uyusukluk gibi merkezi etkili
opioid benzeri yan etkiler ve bas agrisi, terleme, agiz kurulugu ve yorgunluk gibi

monoaminerjik yan etkiler ortaya ¢ikarabilmektedir.

Tramadol HCI’nin bu yan etkilerinin azaltilmasi, hasta uyuncunun ve ilacin
etki stliresinin artirilmas: amaciyla intravendz yolla uygulanmasi tasarlanan
nanopartikiil formiilasyonlart gelistirilerek, PLGA ve PEG-PLGA polimerleri ve
stabilizan olarak Polivinil alkol (PVA), Sodyum kolat, Tokoferil polietilen glikol
stiksinat (TPGS), organik faz olarak Etilasetat ve Diklorometan (DCM) kullanilarak
Tramadol HCI iceren nanopartikiillerin emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma
yontemiyle hazirlanmasi ve islem parametrelerinin etkilerinin agiklanmasi, in vitro
analizlerinin gergeklestirilerek nanopartikiil 6zelliklerinin belirlenmesi, hazirlanan
nanopartikiillerin  salim  6zelliklerinin  belirlenerek Tramadol HCI igeren

konvansiyonel enjeksiyonluk bir miistahzar ile karsilastirilmasi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Coziicli buharlastirma, Nanopartikiil, Tramadol hidrokloriir.



ABSTRACT

Nanoparticles are drug delivery systems obtained by encapsulating the active
ingredient with polymeric materials or dispersing it in the matrix when controlled or
sustained release of drugs is desired. Nanoparticular systems should be degradable in
the body environment, and the disintegration products should be non-toxic and
protect the active substance against environmental effects. Nanoparticular systems
have positive effects in increasing the efficacy, tolerability and therapeutic index of
drugs, reducing side effect / toxicity, increasing stability and increasing patient

compliance.

Tramadol hydrochloride (Tramadol HCI) is a synthetic analgesic drug with
opioid and non-opioid properties acting on the central nervous system, approved by
the Food and Drug Administration (FDA) for the treatment of moderate to severe
pain. Tramadol HCI has a half-life of approximately 6 hours, with a daily dose of
100-400 mg and a maximum dose of 400 mg. Centrally acting opioid-like side
effects, such as tramadol HCI reaching peaks and peaks in plasma levels, nausea,
vomiting, dizziness and drowsiness, which should be given every 4-6 hours, and
monoaminergic side effects such as headache, sweating, dry mouth and fatigue can

reveal.

In order to reduce these side effects of Tramadol HCI, to increase patient
compliance and duration of action of the drug, nanoparticle formulations are
designed to be administered intravenously and PLGA and PEG-PLGA polymers and
stabilizing Polyvinyl alcohol (PVA), Sodium colate, Tocopheryl polyethylene glycol
succinate (TPGS), Preparation of nanoparticles containing Tramadol HCI using
Ethylacetate and Dichloromethane (DCM) as organic phase by emulsion-solvent
evaporation method and explanation of effects of process parameters, carrying out in
vitro analysis of nanoparticle characterization by determining the release properties

of the prepared nanoparticles were compared with conventional.

Keywords: Nanoparticle, Solvant evaporation, Tramadol hydrochloride.
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GIRIiS

Parenteral ilaglar, insan veya hayvan viicuduna enjeksiyon, infiizyon veya
implantasyon yoluyla uygulanan steril {iriinlerdir (1). Parenteral ilaglarin steril olmasi
ve sterilitelerini koruyacak sekilde ambalajlanmasi, pirojen madde icermemesi ve
belirli limitlerin tizerinde partikiiler madde igermemesi 6nem tasimaktadir. Parenteral
ilaglar intravenoz (iv), intramuskiiler (im), subkiitan (sc), intratekal, peridural,
intraperitoneal, intraplevral vb. yollarla uygulanan ¢ozelti, siispansiyon, emiilsiyon,

slispande edilecek veya ¢oziindiiriilecek kuru toz dozaj formlarindaki ilaglardir (2).

Diisiik biyoyararlanima sahip ve dar terapotik aralikli ilaclar i¢in parenteral
yol en yaygin ve etkili yoldur. Ancak parenteral yol, sistemik ila¢ diizeyinde hizli
artigla beraber hizli diisiisleri de beraberinde getirir. Etkili bir tedavi i¢in sistemik ilag
seviyelerinin terapdtik olarak etkili derisim araliginda tutulmasi istenir ve bu da
enjeksiyonlarin sik araliklarla tekrarlanmasini gerektirir (3). Parenteral ilaglarin
invaziv uygulama sekli en bilyiik dezavantaji olarak kabul edilmektedir (4). Kronik
durumlar s6z konusu oldugunda, yillarca hatta 6miir boyu giinliilk veya daha sik
yapilan enjeksiyonlar, hasta uyuncunun azalmasina neden olur. Bu nedenle, tedavi
boyunca toplam enjeksiyon sayisini azaltabilen siirekli salim saglayan ilaglar,

hastanin uyuncunu artirir ve maliyet etkinligi de saglarlar (3).

Nanopartikiiller ilaglarin polimerik materyallerle enkapsiile edilmesi veya
matriks i¢inde dagitilmasiyla elde edilen 1-1000 nm boyutundaki ila¢ tagima
sistemleridir (5,6). Nanopartikiiler sistemler viicut ortaminda parcalanabilir
olmalidir. Nanopartikiillerin pargalanma iriinleri toksik olmamali, etken maddeyi
cevresel etkilere karst korumali ve hedef bolgeye tasimalidir. Ayrica
nanopartikiillerin ilacin kontrollii veya siirekli bir sekilde salmasi istenen

ozelliklerdendir (7,8).

llaglarin  etkinliginin, tolere edilebilirliginin ve terapdtik  indeksinin
artirilmasi, yan etki/toksisitenin azaltilmasi, stabilitenin ve hasta uyuncunun

artirilmasinda nanopartikiiler sistemlerin olumlu sonuglari gériilmektedir (9-11).



Partikiil biytikliigii ve biiyiiklik dagilimi (polidispersite indeksi), ylizey
morfolojisi, ylizey ylikil, termogram ozelligi, ila¢ kapsiilleme etkinligi (EE) ve ilag
salim profili gibi farmasétik 6zelliklerin belirlenmesi, hazirlanan nanopartikiillerin

degerlendirilmesi igin gereklidir (12,13).

Orta ve siddetli agr1 tedavisinde kullanilan, merkezi sinir sistemi tizerinde
etkili olan opioid ve opioid olmayan ozellikler gosteren Tramadol hidrokloriir
(Tramadol HCI), Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis olan sentetik bir
analjezik ilactir (14,15).

Oral uygulamadan sonra pik plazma derisimlerine 1-2 saatte ulasilir ve
Tramadol HCI’nin yar1 6mrii yaklasik 6 saattir (14,15,17,18). Tavsiye edilen giinliik
dozu 100-400 mg arasinda olan Tramadol HCI’iin giinlik maksimum dozu 400
mg’dir. Tramadol'iin yar1 oémrii yaklasik 5-6 saat oldugundan normal salim tabletler
hastaya her 4-6 saatte bir verilmektedir ve bu da ilacin plazma seviyelerinde dip ve

tepe noktalara ulagmasina neden olur (18-20).

Merkezi sinir sistemi, néromuskiiler ve gastrointestinal sistem Tramadol HCI
kullanimindan en c¢ok etkilenen bolgelerdir. Kardiyovaskiiler, dermatolojik,
endokrin, genitoiiriner ve gorsel sistem de Tramadol HCI kullanimindan etkilenir
(21). Tramadol HCI’nin yan etki profili sadece opioid agonist etkileriyle degil ayni
zamanda monoaminerjik aktivitesiyle de ilgilidir. Mide bulantisi, kusma, bas
donmesi ve uyusukluk gibi merkezi etkili opioid benzeri etkiler ve bas agrisi,

terleme, agi1z kurulugu ve yorgunluk gibi monoaminerjik etkiler raporlanmistir (22).

Tramadol HCI’nin yan etkilerinin azaltilmasi, hasta uyuncunun ve ilacin etki
sliresinin artirilmast amaciyla farkli ilag tastyict sistemler (in situ olusan nanojel (23),
subkiitan implant (24,25), suppozituvar (26), transdermal yama (27,28), mikrokiire
(29), lipozom (30), hidrojel (31), niozom (32), mikro ve nanopartikiil (33-36),
nanofiber (37) vb.) gelistirilmistir.

Bu tez calismasi ile orta ve siddetli agr1 tedavisinde kullanilan Tramadol
HCI’nin intravendz yolla uygulanmasi tasarlanan nanopartikiil formiilasyonlari

gelistirilerek, PLGA ve PEG-PLGA polimerleri ile Tramadol HCI igeren



nanopartikiillerin hazirlanmasi ve islem parametrelerinin etkilerinin agiklanmasi, in
vitro analizlerinin gergeklestirilerek nanopartikiil 6zelliklerinin  belirlenmesi,
hazirlanan nanopartikiillerin salim profillerinin belirlenerek Tramadol HCI igeren

konvansiyonel enjeksiyonluk bir miistahzar ile karsilastirilmasi amaglanmaktadir.



GENEL BILGILER

2.1. Agn
Bu boéliimde agrinin tanimi, smiflandirilmasi, iletimi ve mekanizmalari

hakkinda bilgi verilecektir.
2.1.1. Agrimin Tanimi ve Siniflandirilmasi

Uluslararast Agr1 Arastirmalari Dernegi (International Association for the
Study of Pain = IASP) ‘ne gore agri; viicudun herhangi bir yerinden kaynaklanan,
gercek veya potansiyel doku hasari ile birlikte seyreden, insanin ge¢cmisteki
deneyimleriyle ilgili, hosa gitmeyen duysal ve emosyonel bir duygu olarak
tanimlanmustir (38). Bununla beraber agri nérofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik,
etnokiiltiirel, dinsel, biligsel, ruhsal ve g¢evresel bir durumdur. Agriya verilen yanit

farkli zamanlarda ve kisiler arasinda degisiklik gostermektedir (39).
2.1.1.1. Siiresine Gore Agr1 Simiflandirmasi

Stiresine  gore degerlendirildiginde agri; akut ve kronik olarak

siiflandirilmistir (19).

Akut agri: Viicuda zarar veren bir olayin varligini gosteren, ani olarak doku
hasar1 ile basglayan, neden olan lezyon ile arasinda yer, zaman ve siddet agisindan
yakin iligkinin oldugu, yara iyilesmesi siiresince giderek azalan ve kaybolan bir agri
seklidir. Nedenleri arasinda cesitli kirik, yanik, travma, enfeksiyon, doku hipoksisi ve

enflamasyon sayilabilir. Postoperatif akut agri en iyi 6rnektir (39,40).

Kronik agri: 3-6 aydan uzun siire devam eden, uzun siireli tedavi gerektiren,
duyusal, duygusal, davranissal ve bilissel bilesenleri igeren, ayn1 zamanda refahi ve
islevi olumsuz yonde etkileyen agri olarak tanimlanir (41,42). Cesitli kanser ve
kanser dis1 agrilar, ndropatik agri, fibromiyalji, osteoartrit ve bel agrilar1 kronik agri
olarak gosterilebilir (39,43). Kronik agr1 diinya ¢apinda en yaygin ve en sik
karsilasilan saglik sorunlarindan biridir (44,45) ve diinyada her 5 yetiskinden 1'inde
agr1 oldugu ve her yil on yetiskinden birine kronik agr1 teshisi konuldugu tahmin

edilmektedir (46). Diinya Saghk Orgiitii (DSO)’niin Diinya Ruh Saghg



Arastirmalari’nda siire ile tanimlanan kronik agr1 prevalansi gelismis tilkelerde %37,

gelismekte olan iilkeler i¢in %41°dir (47).

Bireylere ve topluma ciddi fiziksel, psikolojik ve ekonomik bir yiik getiren
kronik agr1 i¢in yapilan harcamalar sadece saglik hizmetlerini degil ayn1 zamanda
isteki verimlilik kaybi, vergi gelirleri kaybi, yasal hizmetler ve maluliyet tazminati

gibi dolayli maliyetleri de icermektedir (48,49).
2.1.1.2. Kaynaklandig1 Bolgelere Gore Agri1 Siniflandirmasi

Somatik agri: Ani baslayan, keskin, iyi lokalize edilen ve daha ¢ok somatik
sinir lifleriyle tasinan agri tipidir. Sinirlerin yayilim bolgesinde algilanir ve batma,
sizlama, zonklama tarzindadir. Genellikle travma, kirik, ¢ikik gibi durumlarda

goriilen agr1 somatik agri olarak isimlendirilir (39,40).

Viseral agri: I¢ organlarin veya onlar1 drten olusumlarin (pariyetal plevra,
perikard, periton) fonksiyonlarmin bozulmasi sonucudur. Kimyasal irritanlar,
organlarin ani gerilmesi, asir1 kasilmalar ve kan akimmin azalmasi nedenler arasinda
sayilabilir. Viseral agri yaygin, lokalizasyonu giig, yansiyan tipte olabilir. Kan
basinc1 ve nabiz sayisinda degisme, Kas rijiditesi ve hiperestezi ile birliktedir. Ic
organlardan kaynaklanan agrilar genellikle kiinttiir, yavas yavas artar, kolay lokalize

edilemez, baska bolgelere dogru yayilir; yansima bolgeleri vardir (39,40).

Sempatik agri: Sempatik sinir sisteminin, aktivasyonu ile ortaya ¢ikan
damarsal kokenli agrilardir. Kompleks bolgesel agr1 bu agri tipine bir rnektir.
Sempatik kokenli agrilar diger agrilara gore daha farkli ozellikler tasir. Primer
hastalik gegtikten bir siire sonra, haftalar hatta aylar sonra baslar, siddeti gittikge
artar. Sempatik agrilarin en 6nemli 6zelliklerinden birisi yanma tarzinda olmasidir.

Agrinin yani sira ekstremitelerde trofik bozukluklar ortaya ¢ikar (39,40).
2.1.1.3. Mekanizmalarma Goére Agr1 Simiflandirmasi

Mekanizmalarina gore agri; nosiseptif agri, néropatik agri, deaferantasyon

agrisi, reaktif agr1 ve psikosomatik agr1 bi¢iminde siniflandirilir.



Nosiseptif agri: Latincede ‘Noci’ zarar veya zedelenme anlamindadir. Agri,
bedenin bir bolgesindeki doku yaralanmasinda uyarinin 6zellesmis sinir uglart ile
alinip SSS’ye gotiiriilmesi, belirli noral yapilarda integre edilmesi, bu zararli tehditin
(noksius) algilanmasi, buna karsi fizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik onlemlerin
harekete gecirilmesidir. Doku hasarina neden olan termal, mekanik ve kimyasal
uyaranlara yanit veren serbest sinir uglarina “nosiseptdr” ve doku hasart ile agrinin
algilanmas1 arasinda olusan elektrokimyasal olaylar serisinin  biitiiniine
“nosisepsiyon” denir. Agri, nosisepsiyon i¢inde bir algilama olayidir. Tiim nosiseptor

uyarilar agr1 olusturur, fakat tiim agrilar nosisepsiyondan kaynaklanmaz (39,40).

Noropatik agri: Periferik sinirlerde travma veya metabolik bir hastaligin
sonucunda nosiseptorlerin dogrudan etki altinda kalmasiyla ortaya ¢ikan bir agri
cesididir. Omurilik yaralanmasi, multipl skleroz, epilepsi ve inme gibi yapisal
degisikliklere bagl agrilar 6rnektir. Hos olmayan uyusukluk hissi, yanma, elektrik
carpmasi, karincalanma gibi hisler mevcuttur. Agri, tahribata neden olan olaydan

daha sonra ortaya ¢ikabilir (39,40).

Deafferantasyon agrisi: Periferik veya merkezi sinir sisteminde agri
yolaklar1 tlzerindeki sinir lifleri veya noronlardaki bozukluga (timér tarafindan

tahrip edilme, diyabetik noropati ve diger noropatiler gibi) bagl olarak ortaya ¢ikar
(50).

Reaktif agri: Viicudun cesitli olaylara karsi bir reaksiyonu olarak, motor
veya sempatik afferentlerin refleks aktivasyonuyla nosiseptorlerin uyarilmasi sonucu
ortaya ¢ikan Kiint, derin, sizlayici nitelikteki agridir. Halk arasinda kulung olarak

bilinen miyofasyal agri sendromlari reaktif agriya ornektir (39,40).

Psikosomatik agri: Hastanin anksiyete ve depresyon gibi psisik ya da
psikososyal sorunlarin1 doku hasari varmis gibi algilayarak agri olarak ifade etme
durumudur. Bu olaya 6rnek olarak somatizasyon adi verilen bozukluk verilebilir.
Kronik agriya bagli olarak birtakim psikolojik semptomlar ortaya ¢ikmaktadir
(39,40).



2.1.2. Agr iletimi ve Mekanizmalar
2.1.2.1. Agrimin Tletimi

Agrinin algilanmasi periferde bulunan agriya hassas nosiseptorlerin
aktivasyonu veya hasar gérmiis dokudan salinan mediyatorler tarafindan, medulla
spinalise afferent transmisyon ve dorsal boynuz iizerinden yiiksek merkezlere ileti
asamalar1 ile gerceklesmektedir. Nosiseptorler mekanik, termal ya da kimyasal
uyarilart elektrik sinyallerine (impuls) dondistiiriir. Agr1 hissinin olusmasi sadece
impulsun kortekse iletilmesi degil, siirecin bir sentez oldugu kabul edilir. Agriya

sebep olan uyaran 4 asamada tlist merkezlere iletilir

Transdiiksiyon: Periferde doku hasarmi takiben sinirlerin sensoryel
uclarinda agrili (mekanik, termal ve kimyasal) uyarilarin elektriksel aktiviteye

dontstiirildiigii asamadir.

Transmisyon: Impulslarinin sensoryel sinir sistemi boyunca A-delta (A-8) ve
C lifleri ile omurilik ve daha iist merkezlere iletilmesidir. Bu asamada primer
sensoryal afferent noronlarin, impulsu spinal korda iletmesi, uyarinin spinal kordda,
assendan ileti sistemi ile beyin sap1 ve talamusa iletilmesi ve talamokortikal

projeksiyonu saglanir.

Modiilasyon: Nosiseptif transmisyonun omurilikte noral etkenlerle (endojen
mekanizmalarla) degisime ugramasi ve diizenlenmesidir. Ik uyarinin
algilanmasindaki baskilanma ya da biyiitme ile ilgili islemler modiilasyon

kapsamindadir.

Persepsiyon: Modifiye edilmis olarak gelen impulsun iist merkezlerde,
bireyin psikolojisi ile etkilesimi ve subjektif emosyonel deneyimleri sonucunda
gelisen, uyarmin algilandig1 son agamadir. Bagka bir deyisle agrinin emosyonel ve

fiziksel olarak algilanmasidir (39,40).

Agriya coklu cikan (aferent) ve inen (eferent) noral yolaklar aracilik eder.
Aferent yolun tipi, agrinin algilanma seklini belirler: Miyelinli Ad néronlar1 boyunca

hizl1 bir sekilde iletilen sinyaller keskin ve lokalize agriya yol agarlar. Buna karsilik,



agr1 sinyalleri miyelinsiz C lifleri boyunca nispeten yavas hareket eder ve tam olarak
lokalize edilmesi zor olabilecek donuk bir agr1 olarak algilanir. Bu primer afferent
noronlar dorsal omurilige girerler ve sinyal daha sonra merkezi yollarla beyne iletilir,
burada agr1 algilamaya ve hissetmeye yol agar. Ek olarak, agrinin sinirlandirilmasi ve
normal agn siirecinin desteklenmesi i¢in 6nemli olan inen inhibitér agr1 yolagi
vardir. Hem ¢ikan hem de inen (inhibe edici) agr1 sinyallerine, enkefalinler ve
endorfinler (endojen opioitler), néradrenalin ve 5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin)
dahil olmak iizere karmasik ndorotransmiter kombinasyonlar1 aracilik eder.
Dolayisiyla, analjezik tedavi igin afferent sinyallerin inhibe edilmesi ya da inhibe
edici efferent sinyallerin artirllmasi gibi birgok potansiyel hedef vardir (51).

2.1.1.4. Agr1 Mekanizmalari

Periferik mekanizmalar: Viicutta herhangi bir bolgede doku hasar1 veya
inflamasyon sebebiyle nosiseptif agr1 olusabilir. Hasarli bolgede immiin hiicrelerden
salinan kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP), nérokinin A, histamin, bradikinin,
P maddesi ve prostaglandin gibi maddeler, periferik nosiseptorleri uyararak spinal
korda agr1 impulslarinin iletilmesine sebep olur. Ayrica, ortamdaki bu kimyasal
mediyatorler, kapiller permeabiliteyi etkilerler ve vazodilatasyona sebep olurlar.
Bunun sonucunda dokuda 6dem ve hassasiyetler olusur. Nosiseptif agrinin 6dem ve

hassasiyet ile hatirlanmas1 bu sebeptendir (52).

Santral mekanizmalar: Omurilik, periferik nosiseptorlerden gelen agri
sinyallerini ¢ikan yollar araciligiyla {ist merkezlere iletme gorevini yapar. Kortekse
gelen bu sinyaller, list merkezlerde degerlendirilir ve sonra beyin sap1 vasitasiyla
spinal korda geri donerek agriy1 kontrol eden inen yollar: olusturur. Inen yollarda
noradrenalin, seratonin ve dopamin gibi monoaminler kullanildigi ig¢in bu yol
monoaminerjik bir yolaktir. Bu yollar sadece agriy1 azaltan 6zellikte degildir, ayrica
agriy1 reseptor alt tipi ve baskin monoamin tipine gore arttirabilmektedir. Bu yiizden,
bu yolak modiilasyon yolagi olarak da adlandirilir. Ornegin; seratonin 5 HT1
reseptOrii lizerinden inhibitor etki saglarken 5 HT2 ve 5 HT3 {izerinden fasilitor etki

gosterir. Noradrenalin ise sadece inhibitor etkiye sahiptir (52,53).



2.1.2. Agn Tedavisi

Agn tedavisinde analjezik etkinlik saglayan non-steroidal (steroid olmayan)
antiinflamatuvar ilaglar (NSAI) kullanilmaktadir. NSAI ilaglar farkli mekanizmalarla
analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik etkiler gdosterirler. Aspirin, parasetamol,
metamizol, ibuprofen, naproksen, diklofenak, indometazin, ketorolak, piroksikam,
tenoksikam, etodolak, meloksikam NSAI ilaglardan bazilaridir (50).

Opioid analjezikler ya da narkotik analjezikler olarak da adlandirilan ilaglar
merkezi sinir sistemi (SSS)’ni opioid reseptorleri (mii (p), delta(d), kappa (K), sigma
(o) etkileyerek giiclii analjezik etki gosterir ve ilag bagimlilig1 yapma potansiyeline
sahiptir. NSAI ilaglardan farkli olarak antipiretik ve antiinflamatuvar etkileri yoktur.
Kanser agrilari, metastatik karsinom, terminal hastaliklar, kirik, ¢ikik, yaralanma,
uzuvlarin kopmasi, ezilmesi, yaniklar, travmalar, miyokard enfarktiisii gibi akut ve

siddetli agrilar ile postoperatif agrilarda opioid analjezikler kullanilmaktadir (50).

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) analjezik merdiveni, saglk hizmeti
saglayicilarinin  kronik agri ¢eken hastalar i¢in tedavi planlart gelistirirken
kullanabilecekleri bir c¢ergeve sunmaktadir. Analjezik merdiven, agri tedavisinde
Adm 1'in basit, opioid olmayan bir NSAI ila¢ ile baslamasmi 6nermektedir. Agri
yeterince kontrol edilemezse, 2. Adim, hafif ila orta siddette agri i¢in (Grnegin,
tramadol veya kodein) g6z 6niinde bulundurulmasi gereken zay:f bir opioid analjezik
kullanilmasini gerektirir. Asama 2 analjezik ile tedavi yeterli degilse, Asama 3’te ise
daha giiclii bir opioid (0rnegin morfin, fentanil) verilebilecegini tavsiye eder.
Analjezik merdiven ayrica ndropatik agri i¢in veya kanserle iliskili semptomlar i¢in
adjuvan tedaviler (antikonviilzan ve antidepresanlar gibi) ekleme olasiligini da igerir
(19,54).

2.2. Tramadol Hidrokloriir

Bu béliimde etken madde olarak secilmis olan Tramadol HCI’ye ait bilgiler
verilecektir.
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2.2.1. Etken Maddeye Ait Genel Bilgiler ve Fizikokimyasal Ozellikler

Tramadol hidrokloriir (Tramadol HCI), esas olarak merkezi sinir sistemi
tizerinde etkili olan opioid ve opioid olmayan oOzellikler gdsteren sentetik bir
analjezik ilagtir. 1962 yilinda Almanya’da ilk kez sentezlenmis, ancak 1995'te orta
ve siddetli agr1 tedavisi i¢in Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir
(14,15). Ameliyat sonralarinda, kanser agrilarinda, jinekolojik, obstetrik ve noropatik
(55,56) agrilarda, osteoartrit (57) ve fibromiyalji (58) gibi ¢esitli akut ve kronik orta
siddetli agrilarin tedavisinde oral, intramuskiiler veya intravendz olarak kullanilir
(24,31,55-58). Tiirkiye’de Tramadol HCI, enjeksiyonluk ampul (im, sc, iv), oral
damla, konvansiyonel kapsiil ve uzun salimli tablet formlarinda yesil regeteli ilaglar

kategorisinde temin edilebilir (20).

Kodeinin sentetik bir 4-fenil-piperidin analogu olan Tramadol, (+) ve (-)

enansiyomerlerinin rasemik bir karisimidir ve hidrokloriir tuzu seklinde bulunur (59).

10 i
ch \© HSC

HOG HO.,

,CH Ny CHs
N \
CH, CHs
(+} Tramadal (-)- Tramadol

Sekil 2.1. Tramadol’iin enansiyomerleri ve kimyasal yapisi (15,56).

Tramadol ilk olarak 1962 yilinda Almanya'da Griinenthal GmbH ilag¢ firmasi
tarafindan sikloheksanon ve 3-metoksifenilmagnezyum bromiiriin bir Grignard

reaksiyonu ile birlestirilmesiyle sentezlenmistir (18).

(1RS,2RS) - 2 - [(dimetilamino) metil] - 1 - (3-metoksifenil) siklohekzanol
hidrokloriir (1:1) kimyasal yapisina sahip olan Tramadol HC1 (C16H26CINO2), erime
derecesi 180°C-181°C araliginda, molekiil agirligi 299,84 g/mol, pKa’st 9,41 olan
hidrofilik 6zellikte beyaz renkte kristal toz halde bir etken maddedir (14). Suda ve

metanolde kolay ¢oziiniir, asetonda ¢ok az ¢oziiniir (60) ve n-oktanol / su ayrilma



11

katsayis1 (logP) pH 7.0'da 1.35'tir (30). Tramadol HCI’nin kimyasal analizi i¢in
infrared spektroskopisi, kiitle spektrometresi, gaz ve likit kromatografisi teknikleri
kullanilabilir (18).

2.2.2. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Absorpsiyon: Tramadol HCI, oral, rektal ve im uygulamadan sonra
neredeyse tamamen emilir. Ortalama biyoyararlannom mevcut gida alimina
bakilmaksizin %70'tir. Oral, rektal ve im uygulamadan sonra pik plazma
derisimlerine sirasiyla 1-2 saat, 3 saat ve 45 dakikada ulasilir. Uzun salimh
preparatlar daha diizgiin bir plazma derisim profili sergiler. Tek doz oral
uygulamadan sonra (100 mg) Tramadol HCI ‘iin plazma doruk derisimleri 0.31 +
0.08 mg / L'dir. O-desmetiltramadolun pik plazma derisimleri genellikle ana etken
maddenin %15-25'idir (14,15,17,18).

Dagilim: Tramadol HCI’nin dagilim hacmi 100 mg'lik bir iv dozu takiben
yaklasik 2.6-2.9 L / kg viicut agirhigidir. Plazma proteinlerine baglanmasi yaklasik
%20'dir.

Metabolizma ve Eliminasyon: Tramadol HCI, karacigerde demetilasyon,
oksidasyon ve konjugasyon (siilfatasyon ve glukuronidasyon) ile metabolize edilir.
Bununla birlikte, di ve tri-desmetil tiirevleri dahil olmak tizere O-desmetiltramadol
(M1) ve N-desmetiltramadol (M2) metabolitleri olusur. O-demetilasyon temel olarak
hepatik enzim sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) ve N-demetilasyonu sitokrom P450
3A4 (CYP 3A4) ile meydana gelir. Tiim metabolitler sonunda idrarla atilmadan 6nce
glukuronik asit ve siilfat ile konjuge edilir. Oral Tramadol HCI idrar (%90) ve
diskidan (%10) elimine edilir. Oral dozun yaklasik %30'u idrarla degismeden ve

%60°1 da serbest ve konjuge metabolitler formunda atilir.

Uygulama sekli ne olursa olsun, Tramadol HCI’nin yar1 dmrii yaklagik 6
saattir ve O-desmetiltramadol igin ise yaklasik 8 saattir. Karaciger veya bobrek

fonksiyonlarinda azalma olan insanlarda yar1 6miir uzayabilir (14,15,17,18).
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2.2.3. Etki Mekanizmasi

Tramadol HCI’nin analjezik etkisinin p-opioid sistemi, noradrenerjik ve
serotonerjik sistemi igceren multimodal bir mekanizmada iiretildigi goriilmektedir.
Tramadol, serotonin ve ndradrenalinin geri alim inhibitorii olarak hareket eder ve O-
desmetiltramadol (M1) metaboliti, bir p-opioid reseptor agonisti olarak ana etken
maddeden daha aktiftir. (+)- Tramadol serotonin geri alim inhibisyonundan, (-)-
Tramadol noradrenalin geri alim inhibisyonundan ve O-desmetiltramadol (M1)
metaboliti, birincil olarak p-opioid reseptdriine agonist aktiviteden sorumludur. Bu
da Tramadol HCI’nin opioid ve opioid olmayan analjezi etkinligini agiklamaktadir

(15,17,18).

Cizelge 2.1. Tramadol HCI’nin reseptorlere baglanma aktivitesi (59,61).

flag adi Opioid reseptorlere baglanma Geri-alim inhibisyonu
W reseptor Noradrenalin Serotonin
+/- Tramadol ++ +++ +++
+ Tramadol +++ ++ +++
- Tramadol + +++ ++
M1 metabolit ++++
Morfin +H+++
Kodein ++
+: agonist

(+) 5-10 pmol.L'%; (++) 1-5 pmol.LY; (+++) 0.1-1 pmol.LY; (++++) 0.001-0.1 pmol.L-
L (+++++) 0.0001-0.001 pmol.LL,

2.2.4. Klinik Kullanimi ve Yan Etkiler

Tramadol, hidrokloriir tuzu seklinde oral (tablet, kapsiil, damla) ve iv, sc ve
im uygulama i¢in ¢esitli farmasotik formiilasyonlarda piyasaya arz edilmistir. Ayrica
parasetamol ile birlikte olan formlarina da ulasilabilir. Tiirkiye’de normal salim ve

uzatilmis salimli formiilasyonlar mevcuttur:

- 50 mg kapsiil

- 100 mg uzatilmis salim tablet

- 37.5 mg Tramadol HCI+ 325 mg Parasetamol tablet

- 100 mg/mL oral damla
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- 50 mg/mL enjeksiyonluk ampul (62).

Tramadol HCI ameliyat sonralarinda hastalarin agr1 hissettik¢e kendilerine
uygulama imkani veren hasta kontrollii analjezi (PCA) yontemi ile de
kullanilmaktadir (17,63).

Tavsiye edilen giinliik doz 100-400 mg arasindadir. Maksimum doz giinde
400 mg" gegcmemelidir. Tramadol'iin yar1 6mrii yaklasik 5-6 saat oldugundan normal
salim tabletler her 4-6 saatte bir verilmelidir ve bu da ilacin plazma seviyelerinde dip
ve tepe noktalara ulasmasina neden olur. Uzatilmis salim formlar1 her 12-24 saatte

bir verilmelidir (18-20).

Tramadol HCI kullanimindan en ¢ok merkezi sinir sistemi, noromuskiiler ve
gastrointestinal ~ sistem etkilenir. Kardiyovaskiiler, dermatolojik, endokrin,
genitoiiriner ve gorsel sistem de Tramadol HCI kullanimindan etkilenir (21).
Tramadol HCI’nin yan etki profili sadece opioid agonist etkileriyle degil ayni
zamanda monoaminerjik aktivitesiyle de ilgilidir. Mide bulantisi, kusma, bas
dénmesi ve uyusukluk gibi merkezi etkili opioid benzeri etkiler ve bas agrisi,

terleme, agiz kurulugu ve yorgunluk gibi monoaminerjik etkiler raporlanmistir (22).

Tramadol HCI’nin terapétik  kullaniminin  olumsuz reaksiyonlari mide
bulantist ve bag donmesi (hastalarin %10’undan fazlasi), uyusukluk, yorgunluk, bas
agrisi, artan terleme, kusma, agiz kurulugu, kabizlik (%1-10), kardiyovaskiiler
diizensizlikler (¢arpint1, tasikardi, postural hipotansiyon - 6zellikle hizli iv
uygulamadan sonra) ve ishal (%0.1-1)dir. Solunum depresyonu, epileptik
konviilsiyonlar, titreme, bradikardi, haliisinasyonlar ve anksiyete ise nadir goriilen

belirtilerdir (%0.01-0.1) (18,61).

Tramadol HCI’i asir1 dozda alan hastalarda, antidepresanlarla birlikte
alanlarda veya epilepsi hastalarinda &nerilen dozda bile serotonin ve noéradrenalin
geri aliminin inhibisyonu, hastalarda nobet ve serotonin sendromunun tetiklenmesine

neden olabilir (14).

Tramadol HCI ile doz asiminda, en sik goriilen semptomlar uyusukluk
(hastalarin %30'u), bulant1 (%14), tasikardi (%]13), ajitasyon (%10), ndbetler (%38),
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koma (%5), hipertansiyon (%5) ve solunum depresyonu (%2) olarak verilmistir (63).
Fareler i¢in Tramadol HCI’nin oldiiriicii dozu LDso:350 mg/kg (oral)’dir (14).
Tramadol HCI’nin bagimlilik ya da kotiiye kullanim riski distiktiir (7).

2.3. Siirekli Salim Saglayan Parenteral Formiilasyonlar

Siirekli salim sistemler, etken maddenin plazma ve doku seviyelerini
konvansiyonel dozaj sekillerine gore c¢ok daha uzun siire devam ettirebilen
formiilasyonlardir. Ancak bu sistemler ortamdaki ila¢ derisiminden etkilenir ve
birinci derece kinetikle uyumlu salim profili gésterirler. Amerikan Farmakopesi’nde
salimi degistirilmis sistemler degistirilmis salim sistemleri (modified release

systems) olarak adlandirilmis ve iki ana grup altinda siniflandirtlmistir:

a) Geciktirilmis salim sistemleri (delayed release systems)
b) Uzatilmis salim sistemleri (extended release systems)
i.  Kontrollii salim sistemleri (controlled release systems)

ii.  Sirekli salim sistemleri (sustained release systems)

Geciktirilmis salim sistemlerde etken madde salimi belli bir bolgede
gerceklesmektedir. Enterik kapli tabletler bu salim sistemine Ornektir. Kontrollii
salim sistemlerde ise etken maddenin salimi ortam kosullarindan etkilenmez ve
konvansiyonel dozaj sekillerine gore cok daha uzun siire devam ettirilebilir. Siirekli
salim sistemlerden farkli olarak salim hizlar1 6nceden planlanan ve sifirinci derece

kinetige gore gergeklesen formiilasyonlardir (7,8).

Stirekli salim saglayan parenteral formiilasyonlar polimerik veya lipid bazl
mikro ve nanopartikiiller, mikrokiireler, nanokiireler, in situ olusan sistemler,

hidrojeller ve nanofiberler gibi gesitli sekillerde elde edilebilirler (3,4).
2.3.1. Siirekli Salim Sistemlerin Ustiinliikleri

Siirekli salim saglayan ilag tagima sistemleri konvansiyonel dozaj sekillerine

gore bazi iistiinliiklere sahiptir:

e Siirekli salim sistemlerde bir dozun uygulanmasindan sonra ilacin plazma

diizeyi belirli bir siire (10-12 saat, bir giin, bir hafta veya bir yil) sabit kalir.
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Tedavi oldukga diisiik dozlarla saglanabilir ve dozlama sikligi, tedavinin
etkinliginden 6diin verilmeden azaltilabilir.

Diisiik dozlarla tedavi saglanabildigi ve siirdiiriilebildigi i¢in etken maddenin
yan ve toksik etkileri azalir veya tamamen ortadan kalkar.

flag kullanim1 sirasinda yasanan sorunlar (gece ila¢ kullanma, unutma riski,
kisa zaman araliklarinda ila¢ kullanma durumlar1) ortadan kalkar. Tedavi
sirasinda ilacin yan ve toksik etkilerinin goriilmemesi, sik sik ilag alinmamasi
hastaya ve hasta bakimi yapanlara kolaylik saglar.

Siirekli salim sistemlerde in vivo yarilanma Omrii kisa olan ilaglarin
pargalanmalar1 6nlenerek yarilanma omiirleri uzatilir.

Siirekli salim sistemler terapotik indeksi dar olan etken maddeler igin
uygundur.

Terapotik bir tepkinin istendigi bolgeye, Ornegin agrili eklemlere
kortikosteroidlerin enjekte edilmesi veya goz igi uygulamalarda ilacin enjekte
edilerek sistemik toksisitenin en aza indirilmesi ve etkinligin artirilmasi
saglanabilir (8,64, 5).

2.3.2. Siirekli Salim Sistemlerin Sakincalari
Stirekli salim saglayan sistemlerle ilgili birtakim sakincalar da mevcuttur:

Sistem viicut igerisinde iken istenilen anda tedavi sonlandirilamaz.

Sistemin hazirlanmasinda  kullanilan polimerlerin  kendilerinin  veya
parcalanma iiriinlerinin toksik etki veya biyolojik uyusmazlik gosterebilir.
Birden fazla hazirlama yonteminin bulunmasi optimum formiilasyonun
seciminde zorluklar getirebilir.

Her etken madde siirekli salim saglayan formiilasyonda hazirlanmaya
elverisli degildir.

Polimer veya sistemin formiilasyon gelistirme maliyetleri yiiksektir.

Sistemin giivenilirligi her zaman garanti edilemez (8,65).
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2.3.3. Nanopartikiiller

Nanometre metrenin milyarda biridir ve Yunanca’da ciice anlamina gelen
“nanos” kelimesinden gelmektedir. ilk defa 1974 yilinda, Tokyo Universitesi’nde
Norio Taniguchi tarafindan nano boyuttaki materyalleri ifade etmek igin

nanoteknoloji terimi kullanilmstir (12).

laglarin genellikle polimerik materyallerle enkapsiile edilmesi veya matriks
icinde dagitilmasiyla elde edilen 1-1000 nm boyutundaki ila¢ tasima sistemlerine
nanopartikiil denilmistir (5,6). Nanopartikiil terimi, hem nanokiireler hem de
nanokapsiiller i¢in kullanilabilen ortak bir isimdir (66). Nanokiireler matriks tipinde
genellikle kiiresel yapidaki pargaciklardir. ilaglar, kiire yiizeyinde adsorbe edilebilir
veya parcacik i¢inde kapsiillenebilir. Nanokapsiiller, ilacin, polimerik zarla c¢evrili bir

bosluga konuldugu sistemlerdir (5,66).

Polimerik
B Membran

Polimerik
Matriks

Cekirdek
Sekil 2.2. Polimerik nanopartikiillerin sematik gdsterimi A) Nanokiire B)
Nanokapsiil (67).

Nanopartikiiller antikanser ilaglar, immiinomodiilatérler ve hormonlar gibi
cesitli ilag simiflari ve niikleik asitler, proteinler, peptitler ve antikorlar gibi

makromolekiiller i¢in potansiyel bir tagiyict goérevi goriir (68).
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Nanopartikiiller, ¢esitli ilaclarin ve biyoaktif bilesiklerin terapotik
ozelliklerini gelistirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Nano kapsiilleme, molekiilleri
erken bozulmadan korur, etkinligini arttirir, kontrollii veya siirekli ilag salimi ya da
ilac  hedeflemesine olanak saglar. Ilacin  farmakokinetik  parametreleri,
nanopartikiiller icine yiiklendiginde degistirilir. Ozellikle, Klerensin azalmasiyla
emilimde, biyoyararlanimda ve plazma dolasim siiresinde degisimler olur ve sonugta

ilacin ortalama yar1 6mrii artar (69).

Nanopartikiiler sistemler, ilaglarin etkinligi, 6zgiilliigii, tolere edilebilirligi ve
terapdtik indeksinin artirilmasi, yan etki/toksisitenin azaltilmasi, stabilitenin ve hasta

uyuncunun artiritlmasinda olumlu sonuglar vermektedir (9-11).

Nanopartikiillerin partikiil biiyiikligii, yilizey yiikii, hidrofobiklik gibi
fizikokimyasal — parametreleri ilacin  farmakokinetigini  etkileyerek, ilacin
biyoyararlanimin1 ve Ozellikle biyodagilimini ve nanopartikiiliin hedefleme
kapasitesini etkiler (66,68,69). Ayrica partikiil biiyiikliigii ve nanopartikiillerin yiizey
yiikii nedeniyle transfer edilen etken madde miktar1 degisebilir (70).

Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin  viicut ortaminda pargalanmasi,
pargalanma friinlerinin toksik olmamasi, etken maddeyi gevresel etkilere karsi
korumasi ve hedef bolgeye tasimasi, ilaci kontrollii veya siirekli bir sekilde salmasi
istenmektedir. Bunun yan1 sira bu sistemler dayanikli olmali ve gerektiginde sterilize

edilebilmelidirler (7,8).

Biyolojik dokularda nanopartikiillerden ilacin salinmasi genellikle ti¢ farkli

fizikokimyasal mekanizma yoluyla gergeklesir:

1. Polimerik nanopartikiillerin hidrasyonla siserek ilacin diflizyon ile salinmasi.
2. Enzimatik bir reaksiyonla polimerin yirtilmasi, pargalanmasi veya
bozulmastyla ilacin tutuldugu i¢ kisimdan salinmast.

3. Sisen nanopartikiillerde ilacin polimerden salinmasi/ayrilmasi (5).
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2.3.3.1. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiillerin  hazirlanmasinda  kullanilacak ilag, polimer veya
monomerin Ozelliklerine gore farkli yontemler kullanilabilmektedir. Nanopartikiil
hazirlama yontemlerini Cizelge 2.2°deki gibi monomer polimerizasyonu ve polimer

dispersiyonu olmak tizere iki ana baslik altinda siniflandirabiliriz.
Cizelge 2.2. Nanopartikiil hazirlama yontemleri (5,66).

Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Monomer Polimerizasyonu Polimer Dispersiyonu

Emiilsiyon Polimerizasyonu Emiilsiyon Olusturma/Coziicli buharlastirma

(emiilsifikasyon solvant evoporasyon)

Miniemiilsiyon Tuzla ¢oktiirme (salting out)
Mikroemiilsiyon Nanogoktiirme (nanopresipitasyon)
Diyaliz

Siiperkritik Stv1 Teknolojisi

2.3.3.1.1. Monomer Polimerizasyonu

Bu yontemde nanopartikiil olusumu polimerlerin yapitagi olan monomerlerin
polimerizasyonu ile saglanir. Emiilsiyon polimerizasyonu, miniemiilsiyon ve
mikroemiilsiyon gibi farkli teknikleri vardir (66). Emiilsiyon polimerizasyonu
isleminde emiilgator maddelerin olusturdugu miseller iginde polimerizasyon
gerceklesir. Misellerin icine difiize olan monomerler polimerizasyon baslatici
molekiillerin etkisiyle polimerlesir Ve nanopartikiiller olusur (67). Mini emiilsiyon
polimerizasyonunda kullanilan tipik formiilasyon, su, monomer karisimi, ko-
stabilizator, yiizey etken madde ve baslaticidan olusur. Emiilsiyon polimerizasyonu
ve mini emiilsiyon polimerizasyonu arasindaki temel fark, ko-stabilizator olarak
diisik molekiil agirlikli  bir bilesigin  kullanilmasidir.  Mikro-emiilsiyon

polimerizasyonunda, suda ¢0ziliniir bir baslatici, sismis misel igeren termodinamik
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olarak stabil bir mikro-emiilsiyonun sulu fazina ilave edilir. Her iki yontem de
yiiksek molar kiitleli koloidal polimer pargaciklart iiretebildigi i¢in emiilsiyon ve
mikro emiilsiyon polimerizasyonu benzer goriinse de, Kinetik olarak
karsilastirildiginda tamamen farklidirlar. Emiilsiyon polimerizasyonu ii¢ reaksiyon
hiz1 aralig1 sergiler, oysa mikro emiilsiyon polimerizasyonunda sadece iki tanesi
tespit edilir. Hem partikiil biiylikliigi hem de partikiil bagina ortalama zincir sayisi

mikro emiilsiyon polimerizasyonunda oldukga kiigiiktiir (66).
2.3.3.1.2. Polimer Dispersiyonu

Bu yontemde nanopartikiil olusturma isleminde herhangi bir polimerizasyon
asamast yoktur. Onceden hazitlanmis veya ticari olarak temin edilmis olan

polimerler ile asagidaki yontemler ve uygun ¢oziiciiler kullanilarak nanopartikiil elde

edilebilir.

Emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi: Bu yontem igin ilk
kez 1979 yilinda ABD’de patent alinmistir (71). Emiilsiyonun olusturulmasi ve
¢Oziiciniin buharlastirilmasi olarak iki temel asama igerir. Emiilsiyon olusturmada
ilag ve polimerin ¢oziiniirlikk 6zelliklerine gore tekli (yag/su veya su/yag) veya ¢oklu
emiilsiyonlar (su/yag/su) yiiksek enerjili homojenizasyon ve bir stabilizan madde
yardimut ile olusturulur. Organik faz, karigtirilarak uygun bir stabilizan maddenin sulu
¢ozeltisi ile emiilsifiye edilir. Ikinci asamada, polimer ¢dziicii (organik ¢dziicii)
basing altinda sicaklik arttirilmasi veya siirekli karistirilmasi yoluyla buharlastirilarak
ilacin polimer matriks aginda ince bir sekilde dagildigi nanopartikiiller sulu
dispersiyon halinde elde edilir (6,12,72).

Tuzla c¢oktiirme: 1988 yilinda patenti alinmis olan bu ydntemde polimer
suyla karigabilen bir organik ¢oziiclide ¢oziilerek elektrolit ve kolloidal stabilizan
iceren sulu faza aktarilir ve mekanik karistirict ile emiilsiyon olusumu saglanir.
Olusan bu emiilsiyon seyreltilerek organik fazin su fazina diflizyonu saglanir ve
nanpartikiiller olusturulur. Elektrolitler ve organik faz ise ortamdan uzaklastirilir

(73).
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Nanocoktiirme: 1989 yilinda patenti alinmis olan bu yontem ayni zamanda
¢oziicii yer degistirme yontemi olarak da adlandirilir. Suyla karisabilen bir polimerin
organik ¢ozeltiden ¢okeltilmesini ve organik ¢oziiciiniin, bir siirfaktan varliginda sulu
ortama difiizyonu bu teknigin temel prensibidir. Nanopartikiiller hizli solvent

difiizyonu ile aninda olusur. Son olarak, ¢oziicii diisiik basing altinda uzaklagtirilir

(5,66,72).

Diyaliz: Diyaliz yonteminde polimer organik bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir ve
uygun molekiil agirligi aralikli bir diyaliz tiipiiniin i¢ine yerlestirilir. Diyaliz, organik
¢oziicli ile karigabilen ve ¢oziicli olmayan maddeye karsi gercgeklestirilir. Coziicii
zarin iginde yer degistirir, ¢ozlinlirliiglin azalmasiyla nanopartikiillerin homojen
siispansiyonlar1 olusur. Diyaliz yontemiyle nanopartikiil elde edilme mekanizmasi
tam olarak anlasilamamistir. NanogoOktiirmeye benzer bir mekanizmaya

dayanabilecegi diistiniilmektedir (5,66).

Siiperkritik akiskan teknolojisi: Polimer ve ilacin ¢ozeltisini olusturmak
igin siiperkritik bir akiskan iginde ¢oziiliir, ardindan ¢ozelti 6zel bir cihaz vasitasiyla
puskiirtiiliir. Cozeltinin ¢oziicliliigii azaltilarak nanopartikiillerin ¢okmesi saglanir.

Pahali bir yontemdir (12).
2.3.3.2. Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimerler monomer olarak adlandirilan kiigiikk molekiillerin polimerizasyon
islemi ile bir araya getirilerek cok sayida tekrarlayan birimden olusmus
makromolekiillerdir (12). Polimerik ilag tasiyicilari, aktif maddenin orijinal
farmakokinetigini ve biyo-dagilimini degistirebilir, boylece etkinligi arttirirken ve
sistemik yan etkileri azaltirken, hedeflenen dokudaki ila¢ konsantrasyonunu yiikseltir
(74). Bu 6nemli hedeflere ulagsmak i¢in, nanopartikiil hazirlanmasinda ilag tasiyici
olarak kullanilacak polimerler biyo¢dziiniir/biyouyumlu olmali; toksik, trombojenik,
immiinojenik ve miimkiinse pahali olmamalidir. Polimerler elde edilislerine gore

dogal veya sentetik polimerler olarak siniflandirilirlar (75,76).

Polimerlerin biyolojik ortamda par¢alanmasi, hidrolitik veya enzimatik

mekanizmalarla veya her iki mekanizmanin da etkisiyle gerceklesmektedir (7).



21

Biyoparcalanir maddeler dogal veya sentetik kaynaklidir ve in vivo ortamda
enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla biyouyumlu, toksikolojik agidan giivenli
yan Uriinlere indirgenir (77). Biyopargalanabilen ve biyoparg¢alanamayan polimerler

Cizelge 2.3°te belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Polimerlerin siniflandirilmasi (12).

Polimerlerin Siniflandirilmasi

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Biyoparcalanabilen Polimerler Biyoparcalanamayan Polimerler
Protein bazh Kollajen, Poliesterler Poli (hidroksi Akrilik Poli (hidroksi-etil-
polimerler Albumin, biitirat), Poli (laktik Polimerler metakrilat), Poli
Jelatin asit), Poli (glikolik (hidroksietoksi-
asit), Poli (laktik-ko- etilmetakrilat), Poli
glikolik asit), Poli (e- (metoksi-etil-
kaprolakton), Poli (B- metakrilat), Poli
malik asit) (metakrilik asit)
Polisakkaritler Agaroz, Polianhidritler  Poli (sebazik asit), Seliiloz Seliiloz asetat,
Aljinat, Poli (adipik asit), poli  Tiirevleri  Seliiloz asetat
Hiyaluronik (terftalik asit) biitirat, Etil seliiloz.
Asit,
Dekstran,
Kitin ve
Kitozan
Poliamitler Poli (amino asitler), Silikonlar  Polidimetilsiloksan,
Poli (imino Kolloidal silika
karbonatlar)
Fosfor bazh Polifosfatlar. Digerleri Poli vinil pirolidon,
polimerler Polifosfonatlar, Etil vinil asetat,
Poloksamerler
Digerleri Poli (siyano
akrilatlar),

Poliiiretanlar, Poli
orto esterler,

Poli (D, L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA): PLGA, Poli laktik asit (PLA) ve
Poli glikolik asitin (PGA) bir kopolimeridir (77). Biyobozunurluk ve
biyouyumlulugu sayesinde PLGA’nin, insanlarda gesitli ila¢ dagitim sistemlerinde
kullanilmas1 Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) ve Avrupa Tip Ajans1 (EMA) tarafindan
onaylanmuistir (78).

PLGA kopolimerlerinin biyobozunurluk hizi, polimer zincirindeki laktik ve
glikolik asitlerin molar oranina, polimerin molekiiler agirligina, kristallik derecesine

ve polimerin molekiil agirligina baglidir. PLGA'nin biyolojik ortamda dagilimi ve
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farmakokinetigi dogrusal olmayan ve doza bagli bir profil izler (77). PLGA polimeri,
viicutta laktik ve glikolik asitlere ayrisir. Laktik asit, trikarboksilik asit dongiisiine
girer ve metabolize edilir (Sekil 2.3) ve daha sonra karbon dioksit ve su olarak
viicuttan atilir (79,80). Bu asidik yan tirtinlerin toksik olmamasi ve normal metabolik

yollar ile uzaklastirilabilmesi dikkat gekicidir (81).

CH, CH,
? |0 H,0 i 0
0-CHy~ C——0-CH- C— ——— HO-CH,- (- OH + HO-CH- (' - OH
H;,0H
n m

PLGA Glikolik asit Laktik asit

Sekil 2.3. PLGA’nin hidroliz reaksiyonu (82).

Poli (etilen glikol)-poli (laktik-ko-glikolik asit) (PEG-PLGA): PEG ve
PLGA’nin kopolimerleri olan PEG-PLGA, miikemmel biyobozunurluk ve
biyouyumluluklar1 nedeniyle FDA tarafindan onaylanmistir ve viicutta hidrolizden
sonra aciga cikan iriinler toksik olmadigi icin insanlarda ilag¢ tasiyici sistemlerde
kullanimi giivenlidir (83,84). PEG-PLGA kopolimerleri siirekli salim ilag tasiyici
sistemlerinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (83-85).

PLGA / PEG blok kopolimerleri, hem {i¢lii blok molekiiller ABA (PLGA-
PEG-PLGA) ve BAB (PEG-PLGA-PEG) tiplerinde veya ikili blok (PLGA-PEG)
tiplerinde olabilir. Iki bloklu tiplerde, PEG zincirleri kendilerini misellerin digindaki
harici sulu faza dogru yonlendirir, boylece bir dis PEG tabakasi olusturur. Bu PEG
katman bir bariyer gorevi goriir ve yabanct molekiillerle etkilesimi ile azaltir, daha
fazla raf stabilitesi saglar. Ancak, PEG'nin sisteme eklenmesi, en uygun imalat
teknikleriyle bile, ilaglar ve proteinler i¢in kapsiilleme etkinliginin azalmasina yol
acar. Ilag yiiklemesinin azalmasi, ilag / protein-polimer etkilesimine PEG zincirleri

tarafindan sterik bir engel olusturulmasi neden olabilir (77).
2.3.3.3. Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullanilan Organik Coziiciiler

Nanopartikiil hazirlama yontemlerinde islemler bir organik ¢oziicii ig¢inde

¢oziilen polimer ile baslamaktadir. Ancak polimerler suda ¢oziiniir olmadigindan bir
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organik ¢oziiciiye ihtiya¢ vardir (64). Nanopartikiil hazirlamada kullanilacak organik
coziiciilerde yliksek buharlagma potansiyeli ve uygun bir polimer etkilesimi beklenir.
Bu sartlar1 saglayan Etilasetat, Aseton ve Diklorometan diisiik kaynama noktasi ile
mikrokapsiil morfolojisini belirleyici sekilde etkilemektedir (66,86). Polimerizasyon

¢oziiciisli olarak ise asetonitril, toluen ve kloroform kullanilabilmektedir (34).
2.3.3.4. Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullanmilan Stabilizan Maddeler

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda emiilsiyon olusturma asamasinda en
Oonemli parametrelerden biri yiizey aktif madde olarak gerekli olan stabilizan
maddenin kullanilmasidir. Emiilsifiye edici olan stabilizanlar, emiilsiyon olusturmak
icin iki (yag / su) fazin ayrilmasinda kilit bir rol oynar. Stabilizanlar
emiilsiyonlagtirma sirasinda lipofilik ve hidrofilik fazlari arasindaki ara yiizey
gerilimini azaltir ve emdiilsiyon stabilitesi elde ederek nanopartikiillerin olusumunu
kolaylastirir; ayrica pargacik boyutunu, boyut dagilimini, morfolojik 6zelliklerini ve
olusan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligini ve ilag salimimi etkiler.
Stabilizanlar, ayn1 molekiil iginde bir hidrofobik ve bir hidrofilik gruba sahip bir tiir
amfifilik bilesik olmalidir. Bir makromolekiil olan Poli (vinil alkol) (PVA),
geleneksel ve en popiiler noniyonik stabilizandir (87-90). PVA'nin emiilsiyonlastirici
olarak en 6nemli avantaji, nispeten kii¢iik boyutlu ve homojen bir boyut dagilimina

sahip pargaciklarin olusmasina olanak saglamasidir (13,91).

E vitamininin suda ¢6ziiniir bir tiirevi olan TPGS (d-alfa tokoferil polietilen
glikol 1000 stiksinat) hem hidrofilik bir kisim hem de bir lipofilik kisim igerir ve bu
nedenle geleneksel yiizey aktif maddelere benzer. TPGS'nin nanopartikiil
formiilasyonlarinda ideal ve etkili bir emiilgator olabilecegi belirtilmistir (74,88).
Yine ylizey aktif madde olarak bir safra tuzu tiirevi olan Sodyum kolat nanopartikiil

hazirlamada basarili sonuglar vermektedir (80).
2.3.3.5. Nanopartikiillerin Ozellikleri

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biyiikliigii ve biyiiklik dagilimi

(polidispersite indeksi), ylizey morfolojisi, yiizey yiikii, termogram ozelligi, ilag
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kapsiilleme etkinligi (EE) ve ilag salim profili dahil olmak iizere farmasotik

ozelliklerinin agik bir sekilde anlagilmasi gereklidir (12,13).

Partikiil  biuyiikliigli ve blyiliklik dagilimi  (polidispersite  indeksi)
nanopartikiillerin biyolojik membranlardan gegisini etkiler; yarilanma omri, ilag
yiikleme kapasitesi, ilag salim profili gibi bircok parametre {izerinde etkili bir rol
oynar. Partikiil biiytikliigli ve dagilimi 6lglimiinde birgok yontem vardir; dinamik 1s1k
sacilimi1 ve foton korelasyon teknigi bu alanda siklikla kullanilan hizli ve kolay bir
yontemdir (12,67).

Nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin 6l¢iilmesi igin zeta potansiyeli degerlerine
bakilir. Kolloidal partikiiller disperse oldugu ortamindan iyon adsorbe ederler.
Partikiiller pozitif veya negatif yiizey yiikiine gore, aksi yondeki iyonlarla ¢evrilebilir
ve partikiiliin etrafinda tek tabaka halinde molekiiler bir iyon bulutu olusur. Bu
tabakanin etrafinda ise difiize ¢ift tabaka denilen hareketli ikinci bir iyon tabakasi yer
alir. Dispersiyon ortaminda bu ¢ift tabakanin disinda pozitif ve negatif iyonlarin esit
oldugu nétral bir alan vardir ve partikiil yiizeyi ile bu notral alan arasindaki
potansiyel farkina zeta potansiyel denir. Zeta potansiyel zetametre ile olgiiliir ve
birimi milivolt’tur. Zeta potansiyel degeri kolloidal dagilimlarda stabilitenin

degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir (67,92).
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GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecgler
Bu boliimde tezin laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler

ve cihazlar yazilmistir.

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asetonitril Merck, Almanya
Diklorometan Merck, Almanya
Dipotasyum Hidrojen Fosfat Merck, Almanya
Etilasetat Merck, Almanya
Madol Ampul Kogak, Tiirkiye

Metanol Merck, Almanya

Poli (D, L-laktik-ko-glikolid) (PLGA) (lactide:glycolide
50:50, ester terminated, Mw:30000-60000) Sigma, ABD

Poli (etilen glikol) metil eter-blok- poli (laktik-ko-glikolid)
(PEG-PLGA) (PEG average Mn 5000, PLGA Mn 55000) Sigma, ABD

Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck, Almanya
Polivinil Alkol (PVA) (Mowiol 4-88) Sigma, ABD
Sodyum Kloriir Merck, Almanya
Sodyum Kolat Serva, Almanya
Tramadol Hidroklortir Sigma, ABD

Vitamin E Polietilen Glikol Siiksinat (TPGS) BASF, Almanya
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3.1.2. Deneylerde Kullamlan Cihaz ve Geregler

Calkalayic1 (Su Banyosu)

Derin Dondurucu

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK)
Foton Korelasyon Spektrometresi/Zetametre
FT-IR Spektrofotometresi

Hassas Terazi

Liyofilizator

Manyetik Karigtiricili Isitict

Otomatik Pipet

pH Metre

Santrifiij (Sogutmali)

Solvant Evoporasyon Cihaz

Taramali Elektron Mikroskobu

Ultra Saf Su Cihaz1 (Tip1)

Ultrasonik Banyo Cihaz1

Vorteks Cihazi

Yiiksek Devirli Homejenizator

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK)

Niive, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Perkin Elmer, ABD
PSS Nicomp. ABD
Perkin Elmer, ABD
Sartorius, Almanya
Christ, Almanya
Julabo EM, Almanya
Boeco. Italya
Metrohm, Isvicre
IEC Centra, ABD
Buchi, Isvigre
Zeiss, Almanya
ELGA, Ingiltere
Branson, ABD
Herdolph, Almanya
IKA, Almanya

Agilent, ABD
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3.2. Yontem
Bu boliimde yapilan tiim laboratuvar g¢alismalarinda kullanilan analiz ve

yontemler agiklanmistir.
3.2.1. Etken Maddeye Ait Cahiymalar

Tramadol HCl’iin kimyasal Ozelliklerinin ve safliginin saptanmasi igin

asagidaki calismalar yapilmistir.
3.2.1.1. Etken Maddenin Termal Analizi

Tramadol HCI’nin termal analizi Resim 3.1°deki Diferansiyel Taramali
Kalorimetre (DTK) cihazi ile gerceklestirilmistir. Ornek aliiminyum pan iizerinde
30-300°C arasinda degerlendirilmistir. Aliiminyum analog bos pan referans olarak
kullanilmistir. Termal analiz islemleri 20°C/dk sicaklik artis1 ve 20 mL/dk azot akis

hizinda gerceklestirilmigtir.

Resim 3.1. Diferansiyel taramali kalorimetre (DTK) cihazi
3.2.1.2. Etken Maddenin Infrared (IR) Spektrumu

Tramadol HCI’nin infrared spektrumu igin Resim 3.2’deki cihaz ile 450-4000

cm? dalga araliginda FT-IR analizi gergeklestirilmistir.
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Resim 3.2. FT-IR spektrofotometresi.
3.2.2. Yontem Validasyonlar:

3.2.2.1. Tramadol Hidrokloriir’iin Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (YPSK) ile Miktar Tayini

Tramadol HCI’nin miktar tayini igin Resim 3.3’deki Agilent 1100 YPSK
cihazi ve sisteme entegre bir UV dedektor kullanilmistir. Tayin i¢in C18 (ACE 5 C18
150 x 4,6 mm, Spum, UK) ters faz kolonu ile 25°C’de, 1,0mL/dk akis hizinda, UV
dedektor 220 nm dalga boyunda, 20 pL enjeksiyon hacmi kullanilarak ¢alisilmistir.

Her bir 6rnek i¢in analiz siiresi 8 dk olarak belirlenmistir.

Resim 3.3. YPSK cihazi.
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3.2.2.1.1. Mobil Faz Hazirlanmasi

Mobil faz olarak pH 7,5 0,01 M Potasyum fosfat tamponu ve Asetonitril
70:30 (h/h) kullanilmistir. Tampon ¢ozelti 1,281 g Dipotasyum hidrojen fosfat ve
0,36 g Potasyum dihidrojen fosfatin 1000 mL bidistile suda ¢oziindiiriilmesiyle
hazirlanmistir. Yontemin gilivenilirliginin belirlenmesi i¢in validasyon caligmalari

yapilmistir (93-96).
3.2.2.1.2. YPSK icin Validasyon Calismalari
3.2.2.1.2.1. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, numunedeki analitin derisimi (miktar1) ile
dogru orantili olan belirli bir aralik dahilindeki test sonuglarini elde etme
kabiliyetidir. Dogrusallik analizi, etken maddenin farkli derisimlerinin YPSK’daki

pik alanlar1 ile dogru orantili sekildeki kalibrasyon dogrusu kullanilarak yapilir.

Tramadol HCI i¢in kalibrasyon dogrusunun ve denkleminin belirlenmesi
amaciyla etken maddenin saf sudaki 10mg/10mL derisimli ¢6zeltisi hazirlanarak stok
¢ozelti olarak kullanilmistir. Bu ¢o6zeltiden 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 pg/mL
olarak 8 farkli derisimde seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin YPSK
analizleri yapilmis ve her bir derisime ait pik alanlar1 elde edilerek kalibrasyon dogru
denklemi hesaplanmistir. Her Ol¢iim 3 defa tekrarlanarak, hesaplamalarda her bir

nokta i¢in Olciilen degerlerin ortalamasi kullanilmistir.
3.2.2.1.2.2. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, gercek deger olarak kabul edilen deger veya
kabul edilen bir referans deger ile deney yolu ile bulunan deger arasindaki yakinlig:
ifade eder. Dogruluk icin gergek deger farkli yollardan elde edilebilmektedir. Bu
yollardan biri; dogrulugun derisimleri bilinen Orneklerin analizleriyle kontrol
edilmesidir. Validasyonun dogrulugunun hesaplanmasi i¢in %geri kazanim, standart

sapma (SD) veya varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanir.

YPSK validasyonunun dogrulugunun hesaplanmasi igin Tramadol HCI’nin

saf suda farkli derisimlerde (50, 100, 500 pg/mL) 3 seri ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
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cozeltilerin YPSK’daki pik alan degerleri okunarak kalibrasyon denkleminde yerine
konarak elde edilen derigimlerle Esitlik 3.1 kullanilarak %geri kazanim degerleri

hesaplanmustir.
% Geri kazanim= (Kpratik / Kteorik) X 100 3.1
Koratik : Etken maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen derisim degerleri.
Kteorik : Etken maddelerin hazirlanan derisim degerleri (94).

3.2.2.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik, gelistirilmis olan ydntemin normal ¢alisma kosullarinda
tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test sonuglarinin birbirine yakinliginin
Olgiisiidir.  Bir analitik yontemde kesinlik, istatistiksel olarak yeterli
degerlendirmenin yapilabilecegi sayida Ornekle standart sapma (SS) ve varyasyon
katsayist (VK) degerlerinin hesaplanmasiyla gergeklestirilir. Bu amagla Tramadol

HCI’nin 100 pg/mL derisimindeki ¢6zeltisi ile analiz ger¢eklestirilmistir.
3.2.2.1.2.3.1. Tekraredilebilirlik

Tekraredilebilirlik (Tekrarlanabilirlik), kisa zaman araligi igerisindeki ayni
deney kosullar1 altinda yapilan ol¢iimler arasindaki kesinligi ifade eder. Numune
hazirlamadan kaynaklanabilecek hatalar1 (6rn. tartim, seyreltme, homojenizasyon)

gosteren bir kesinlik parametresidir.

Tek derisimdeki etken madde ¢ozeltisinden art arda yapilan 6l¢timlerin pik
alan degerlerinden elde edilen derisim degerlerinin birbirlerine yakinligi standart
sapma (SS) ve varyasyon katsayis1 (VK) degerleri hesaplanarak bulunur.
Tekraredilebilirlik i¢in varyasyon katsayist (VK) %?2’den kiiglik olmasi

gerekmektedir.

Tramadol HCI’'nin 100 pg/mL derisimindeki c¢ozeltisinden art arda 6

enjeksiyon yapilarak pik alanlarina karsilik gelen derisimleri hesaplanmustir.
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3.2.2.1.2.3.2. Tekrar elde edilebilirlik

Analizi yapilacak etken maddenin ayni yontemle farkli deney zamanlarinda
farkli analizciler tarafindan analizlerinin gergeklestirilmesiyle elde edilen sonuglarin
kesinligini gosterir. Tekrar elde edilebilirlik i¢in varyasyon katsayis1 (VK) %2’den
kiigiik olmas1 gerekmektedir.

Tramadol HCI’nin 50 pg/mL derisimindeki ¢6zeltisinden farkli giinlerde

yapilan 6 enjeksiyon sonucu pik alanlarina karsilik gelen derisimleri bulunmustur.
3.2.2.1.2.4. Ozgiinliik (Secicilik)

Gelistirilen yontemle tayin edilecek etken maddeye ait piklerle, formiilasyona
girecek diger maddelerin piklerinin  girisim  olmadan  saptanabilmesidir.
Formiilasyona ait diger bilesenler tek basina analiz edilir ve etken maddeye ait pikle

girisim yapmadig1 gosterilir.
3.2.2.1.2.5. Teshis ve Tayin Sinirlari

Analitik yontemde teshis sinir1, analizi yapilan 6rnegin belirdigi fakat nicel
siirlar igerisine girmedigi en kiigiik derisimdir. Bu simirlar diisiik derisimdeki bir
seri 0rnegin analiz edilmesiyle belirlenir. Teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ),
en diisiik derisimin pik alanlarmin standart sapmasi (o) ve kalibrasyon dogrularinin

egimi kullanilarak Esitlik 3.2 ve Esitlik 3.3” teki formiillerle hesaplanmistir.
LOD= 3.3 x (c/egim) 3.2
LOQ= 10 x (c/egim) (96). 3.3
3.2.3. Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.2.3.1. On Formiilasyon Calismalar1
3.2.3.1.1. Hazirlama Yo6nteminin Se¢imi

Boliim 1.3.3.1°de anlatilan nanopartikiil hazirlama yontemlerinden tekli y/s

ve ¢oklu s/y/s emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma ydntemleri, polimerik
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nanokiire ve nanokapsiillerinin hazirlanmasinda siklikla kullanilan yontemlerdir. Bu
yontem i¢in boliimiimiizde de bulunan Resim 3.4’teki yiiksek devirli homojenizator
cihaz1 kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda hazirlama yontemi olarak ¢oklu s/y/s

emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma yontemi se¢ilmistir.

Resim 3.4. Yiiksek devirli homejenizator.

Nanopartikiiller literatiirdeki farkli emiilsiyon olusturma-¢6ziicii ugurma
yontemlerinin modifiye edilmesiyle su/yag/su emiilsiyonu seklinde hazirlanmistir

(97-99).
3.2.3.1.2. Polimer Se¢imi

Nanopartikiillerin =~ hazirlanmasinda  kullanilacak  polimerlerin  toksik
olmamasi, biyouyumlu olmasi, biyopargalanabilir olmasi, nanopartikiil hazirlama
yontemlerine uygun olmasi ve FDA tarafindan insanda tibbi amacli kullanim1 onayh
olmasi nedeniyle PLGA ve PEG-PLGA kopolimerleri se¢ilmistir. Her iki polimerin
de nanopartikiil hazirlamasinda kullanildig1 ¢alismalar literatiirde mevcuttur (90,100-
105).
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3.2.3.1.3. Organik Fazin Se¢imi

Boliim 1.3.3.3te anlatilmis olan nanopartikiil hazirlamada kullanilan organik
¢oziciilerden Etilasetat ve Diklorometan (DCM) kullanilarak ¢oklu s/y/s emiilsiyon

olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile nanopartikiiller hazirlanmistr.
3.2.3.1.4. Stabilizan Maddelerin Se¢imi

Nanopartikiil hazirlamada kullanilan stabilizan maddelerden PVA, TPGS ve
Sodyum kolat kullanilarak Béliim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 gibi emiilsiyon olusturma-

¢oziicli buharlastirma yontemi ile nanopartikiiller hazirlanmistir.
3.2.3.1.5. Etken Madde Miktarinin Sec¢ilmesi

Tramadol HCI yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilacak etken
madde miktarinin seg¢ilmesi amaciyla etken maddenin farkli miktarlar ile

nanopartikiiller hazirlanmastir.
3.2.3.2. Formiilasyon Calismalari

Tramadol HCI’nin polimerik nanopartikiilleri PLGA ve PEG-PLGA
polimerleri kullanilarak ¢ift emiilsiyon olusturma-¢6ziici ugurma yontemi ile
su/yag/su emiilsiyonu seklinde hazirlanmistir. Belirli miktardaki polimer (PLGA ve
PEG-PLGA), 2,5 mL organik faz (Etilasetat) iginde c¢oziindiiriilerek yag fazi
olusturulmustur. I¢ su fazi ise belirli orandaki stabilizan madde (PVA) ve Tramadol
HCI 1 mL ultrasaf su ig¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Dig su faz1 da 12,5 mL
ultrasaf su icinde stabilizan madde konularak hazirlanmistir (97). I¢ su fazi, yag
fazina aktarilarak buz banyosu icinde yiiksek devirli homojenizator araciligiyla 20
dakika siireyle 15000, 20000 ve 25000 rpm doniis hizlariyla karigtirllmigtir. Elde
edilen birincil emiilsiyon dis su fazina aktarilarak 20 dk siireyle ve belirlenen hizda
homojenizatérde karistirilmistir. Su/yag/su emiilsiyonunun elde edildigi ikincil
emiilsiyon organik fazinin ugurulmasi i¢in Resim 3.5’teki geri ¢eviren sogutucu
(evoporator)ya konularak organik fazi ucurulmustur. Elde edilen nanopartikiil
stispansiyonlart 10000 rpm’de 15 dk ve 4°C’de Resim 3.6’daki santrifiij cihazi ile

santrifiijleme islemine tabi tutulmustur. Santrifiijden sonra st kisimda kalan
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siipernatan kismi1 ayrilmig ve kalan ¢okeltiye ayni1 miktarda ultrasaf su ilave edilerek
tekrar siispande edilmis ve santrifiij edilmistir. Bu islem 3 kez tekrar edilmis ve en
son elde edilen siispansiyonlar liyofilizasyon islemi i¢in 12 saat derin dondurucuda

bekletilerek -80°C’de 0,0005 mbar basingta 48 saat siiresince liyofilize edilmistir.

Resim 3.6. Santrifiij cihaz.

Nanopartikiillerin 6zellikleri {izerinde farkli polimer, stabilizan ve organik

fazin etkilerinin anlasilabilmesi amaciyla 6n formiilasyon ve formiilasyon
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asamalarinda farkli parametreler denenmistir. Formiilasyonlarda kullanilacak bu

parametreler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tramadol HCI yiiklii nanopartikiillerde kullanilacak parametreler.

Yontem Emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlagtirma
Organik faz Etilasetat-DCM
Polimer PLGA ve PEG-PLGA
Stabilizan PVA-TPGS-Sodyum kolat

Karistirma hizi (rpm) 15000-20000-25000

Karigtirma siiresi 10-15-20 dk

3.2.4. Nanopartikiillerin Ozellikleri
3.2.4.1. Partikiil Boyutu ve Dagilimi Analizi

Elde edilen nanopartikiiller partikiil biiyiikligli ve dagilimi ile polidispersite
indeksinin dlgiilmesi amaciyla, Resim 3.7°de foton korelasyon spektroskopisi cihazi
(PCS) ile oda sicakliginda 90°’lik ag1 ile degerlendirilmistir. Her 6rnekten 3’er kez

ol¢iim yapilmustir. Ornekler ultrasaf su (pH=7) ile seyreltilerek dl¢iilmiistiir.

Resim 3.7. Foton korelasyon spektroskopisi cihazi (PCS).
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3.2.4.2. Zeta Potansiyel Analizi

Nanopartikiillerin agregat olusumu agisindan degerlendirilebilmesi icin zeta
potansiyel degerleri olglilmistiir. Elde edilmis olan nanopartikiiller ultrasaf su ile
seyreltilerek Resim 3.7°deki zeta potansiyel 6lglim cihazinda oda sicakliginda 0,4 cm
elektrot araliginda 15 V/cm olacak sekilde degerlendirilmistir. Deneyler 3 kez

tekrarlanarak ortalama zeta potansiyel degerleri belirlenmistir.
3.2.4.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DTK) Analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin ve diger maddelerin (PLGA, PEG-PLGA, PVA)
termal analizi  Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir.  Ornekler aliiminyum pan iizerinde 30-300°C arasinda
degerlendirilmistir. Aliiminyum analog bos pan referans olarak kullanilmistir.
Termal analiz islemleri 20°C/dk sicaklik artisi ve 20 mL/dk azot akis hizinda
gergeklestirilmistir.

3.2.4.4. Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin ve diger yardimci maddelerin (PLGA, PEG-
PLGA, PVA) infrared spektrumu i¢in Resim 3.2’deki cihaz ile 450-4000 cm™ dalga
araliginda FT-IR analizi gergeklestirilmistir.

3.2.4.5. Elektron Mikroskobu Analizi

Segilen nanopartikiillerin morfolojik analiz ¢alismalari igin Resim 3.8’deki
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Nanopartikiil 6rneklert 30000

kat biiytitme ile goriintiilenmistir.

Resim 3.8. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM).
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3.2.4.5. Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) Hesaplamalari

Enkapsiilasyon etkinligi, formiilasyona konulan toplam etken madde miktar1
tizerinden nanopartikiillere hapsedilen etken madde oranmin hesaplanmasiyla
bulunur. Bu amacla Tramadol HCI nanopartikiillerinin santrifiij isleminde elde edilen
siipernatanlardan YPSK yontemiyle yiliklenmemis etken madde miktarlar
Olclilmiistir. Bu miktarlar formiilasyona ilave edilen baslangic etken madde
miktarindan ¢ikarilarak Esitlik 3.5’e gore %Enkapsiilasyon etkinligi degerleri elde

edilmistir.

%EE= (Baslangi¢ etken madde miktari-Serbest etken madde miktar1) / Baslangig
etken madde miktar1 x 100 (106). 35

3.2.5. In Vitro Salim Calismalari

Tramadol HCI yiiklii nanopartikiil formiilasyonlari i¢in in vitro etken madde
salim profilinin incelenmesinde diyaliz membrani yontemi kullanilmistir. Salim
calismalar1 Resim 3.9’daki calkalayicili su banyosunda 37 + 0,5°C’de 30
salimim/dakikada gerceklestirilmistir. Tramadol HCI iceren nanopartikiiller 12000-
14000 kDa por gapindaki diyaliz membranlarma konularak, 30 mL Fosfat Tuz
Tamponu (PBS pH:7,4) ¢ozeltisi igeren kaplara yerlestirilmistir. 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8,
12, 18, 24 ve 30. saatlerde kaplardan 1’er mL Ornekler alinmis ve yerlerine 1’er mL
PBS ¢ozeltisi eklenmistir. Alman Orneklerin  miktar analizleri YPSK ile

gerceklestirilmistir.

Resim 3.9. Calkalayicili su banyosu.
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3.2.6. Stabilite Calismalari

Stabilite caligmalarinda nanopartikiillerin saklandigi farkli sicakliklardaki
partikiill blyiikligli ve polidispersite indeksi ile zeta potansiyeli agisindan
degerlendirilmesi yapilmistir (104). Bu amagla liyofilize edilmis olan nanopartikiil
formiilasyonu 25°C oda sicakligi, +4°C buzdolab1 ve -20°C derin dondurucuda 3 ay
stireyle muhafaza edildikten sonra partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyeli 6l¢timleri gergeklestirilmistir.

Ayrica nanopartikiillerin biyolojik ortam stabilitesinin incelenmesi amaciyla
formiilasyonlar %0,9 Sodyum kloriir, %5 Dekstroz, %20 Mannitol, %10 Dekstran,
%6 Hidroksietil nisasta ve %4 Siiksinil jelatin soliisyonlar1 igerisine konuldugunda
ve 24 saat siireyle 37°C’de su banyosunda bekletme sonrasinda partikiil biiyiikligii,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli agisindan degerlendirilmistir.
3.2.7. Istatistiksel Analizler

Calismanin sonuglarina ait istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 yazilimi

kullanilarak kullanilarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

4.1. Etken Maddeye Ait Bulgular

Bu boliimde etken maddeyle yapilmis olan laboratuvar sonuglarina ait
bulgular verilmistir.

4.1.1. Etken Maddenin Termal Analizi

Tramadol HCI i¢in Yontem 3.2.4.3 boliimiinde belirtilmis sekilde yapilan

DTK analizi sonucu elde edilen termal analiz grafigi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

Ist Akast (mW) . e,

__

- Sicaklk °C -
Sekil 4.1. Tramadol HCI’nin termal analiz grafigi.
4.1.2. Etken Maddenin Infrared (IR) Spektrumu
Tramadol HCIl igin Yontem 3.2.1.2 bolimiindeki gibi FT-IR analizi

gerceklestirilmis ve elde edilen FT-IR spektrumu Sekil 4.2°de gosterilmistir.

108
10

Sekil 4.2. Tramadol HCI’nin FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga sayisi).
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4.2. Tramadol Hidrokloriir’iin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

(YPSK) ile Miktar Tayini Yontem Validasyonu
4.2.1. Dogrusalhk

Tramadol HCI’nin saf su igerisindeki ¢Ozeltisinden elde edilen farkli
derisimlerdeki orneklerinin kalibrasyon dogrusu cizilmis ve regresyon analizi
44r97

yapilarak dogru denklemleri elde edilmistir. Dogrusalligin kontrol edilmesi i¢in

(regresyon katsayisi) ve dogru denklemi Sekil 4.3’te gosterilmistir.

35000 -
| y = 30,045x + 68,644
30000 R?=0,9994
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -
5000 -
0 T T 1
0 500 1000 1500
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.3. Tramadol HCI’nin YPSK kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=8).

4.2.2. Dogruluk

Yontem dogrulugunun saptanabilmesi i¢in 3 farkli derisimde hazirlanan
Tramadol HCI ¢ozeltisinin egri altindaki alan degerleri elde edilerek kalibrasyon
dogru denkleminde yerine konarak edilen % geri kazanim degerleri hesaplanmis ve

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Tramadol HCI’e ait YPSK yontemi dogruluk degerleri (n=3).

. 0 :
g mly  Derigim (g mL)  Kasanm  OT@Ma S8 WK
50 44,56 89,11
50 44,46 88,92 44,49 0,045 0,102
50 44,46 88,92
100 106 106
100 106 106 105,96 0,042 0,039
100 105,9 105,9
500 519,4 103,9
500 519,8 104 519,19 0,591 0,114
500 518,4 103,7
4.2.3. Kesinlik

4.2.3.1. Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan Tramadol HCI ¢ozeltilerinin Slgiimleri arasindaki kesinligi
belirlemek i¢in 100 pg/mL derisimindeki ¢ozeltiden 6 kez enjeksiyon yapilmis ve
pik alanlarina karsilik gelen derisimler igin ortalama, SS ve VK degerleri
hesaplanarak  yontemin tekrarlanabilir oldugu Cizelge 4.2°deki verilerle

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Tramadol HCI’e ait YPSK yontemi tekrarlanabilirlik degerleri (n=6).

Eklenen Derisim (ug/ Hesaplanan Derisim (ng/

mL) mL) Ortalama SS VK

100 105,983 105,957 0,036 0,034
105,986
105,983
105,976
105,916

105,896
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4.2.3.2. Tekrar elde edilebilirlik

Farkli deney zamanlarinda yapilan enjeksiyonlar arasindaki kesinligin belirlenmesi
i¢in Tramadol HCI’nin 50 pg/mL derisimindeki ¢6zeltisinden farkli giinlerde 6 farkli
enjeksiyon yapilmis ve pik alanlarina karsilik gelen derisimler i¢in ortalama, SS ve

VK degerleri Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Tramadol HCI’e ait YPSK yontemi tekrar elde edilebilirlik degerleri
(n=6).

Hesaplanan

risim (ug/ mL) Ortalama SS VK

Eklenen Derisim (ng/ mL) De

50 44,555 445195 0,079 0,177
44,459

44,602

1. Giin

44,622
44,405

44,475

50 44,615 44,8723 0,26 0,579
45,031

44,698

2. Giin

45,377

44,785

44,728

4.2.4. Ozgiinliik (Segcicilik)

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilmis olan ¢6ziiciilerin, polimerlerin,
stabilizan maddelerin YPSK’ne enjekte edildiginde, ImL/dk akista, C18 kolonunda
ve 25°C sicaklhiginda Tramadol HCI’nin miktar tayinini etkileyecek bir pik vermedigi

gozlenmistir. Tramadol HCI e ait 6zgiin pik Sekil 4.4’°te verilmistir.
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0 1 2 3 4 5 6 7 dk

Sekil 4.4. YPSK yontemiyle 220 nm’de elde edilen Tramadol HCI e ait pik.

4.2.5. Teshis ve Tayin Sinirlar

Tramadol HCI’e ait kalibrasyon denklemine ait egim ve pik alan degerlerinin
SS degerleri kullanilarak LOD degeri 0,25 pg/ mL ve LOQ degeri 0,77 pg/ mL

olarak hesaplanmustir.

4.3. Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Bu boéliimde laboratuvar ¢aligmalarinda yapilan 6nformiilasyon ve

formiilasayon c¢aligmalar1 agiklanmigtir.

4.3.1. Onformiilasyon Cahsmalari
4.3.1.1. Hazirlama Yonteminin Secimi

PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiilleri Bolim 1.3.3.1°de anlatilan
nanopartikiil hazirlama yontemlerinden ¢oklu s/y/s emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin homojenizator
karistirma siiresine gore partikiil biiytikligii ve polidispersite indeksi (Sekil 4.5)
karakteristik 6zellikleri incelenmistir. Yapilan calismalar sonucunda hazirlanan
nanopartikiillerin partikiil biiytiklikleri ve polidispersite indeksleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark vardir ve nanopartikiillerin

homojenizatorde 20 dk karistirma siiresinde hazirlanmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.5. Hazirlanan nanopartikiillerin homojenizator siiresine gore ortalama partikiil
biiyiikliigii ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).

Ayrica farkli karistirma siirelerinde hazirlanmis nanopartikiillerin Bolim

3.2.4.1°de anlatilan PCS sonuglarina gére homojen partikiil dagilimi i¢in ve uygun

nanopartikiil boyutu i¢in uygun siire 20 dk olarak degerlendirilmistir.

REL

INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

80

60

40

20

0

10
Diam (nm) -=

20 50 100 200

500

Sekil 4.6. Karistirma siiresi 10 dk olan nanopartikiillerin dagilim grafigi.
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REL. INTENS-WT NICOMFP DISTRIBUTION

100

80

60

40

20

0 A A A 1
10 20 50 100 200 500 1K
Diam (nm) ->

Sekil 4.7. Karigtirma siiresi 15 dk olan nanopartikiillerin dagilim grafigi.

REL INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION

100

80

60

|IIII LLLL IIIII
IIIII LIl IIIII

40

20

0 A A A A
10 20 50 100 200 500 1K
Diam (nm) ->

Sekil 4.8. Karistirma stiresi 20 dk olan nanopartikiillerin dagilim grafigi.

4.3.1.2. Polimer Secimi

PLGA ve PEG-PLGA polimerleri yapilan kapsamli literatiir g¢aligmasi
sonucunda ve Bolim 2.3.3.2°de Ozetlenen avantajlar1 nedeniyle nanopartikiil
formiilasyonlarinda kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan ¢calismalarda PLGA ile
hazirlanan nanopartikiillerin  biiyiikliikleri 238-243 nm arasinda, PEG-PLGA
nanopartikiillerin biiytlikliikleri ise 212-227 nm bulunmustur. Her iki polimer ile
hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigt, polidispersite indeksi (Sekil 4.9) ve
zeta potansiyeli (Sekil 4.10) degerleri incelenmistir. Nanopartikiillerin partikiil

boyutu ve polidispersite indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) bir
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fark yoktur. Bu nedenle her iki polimerin de formiilasyon c¢aligmalarinda

kullanilmasina karar verilmistir.

300 0,12
T 250 0,1
E
2 200 0,08
2 _
m 150 0,06 O
=
=
E 100 0,04
<
=}
50 0,02
0 0
PEG-
PLGA PLGA
== Partikiil Boyutu (nm) 239,8 219
e PD | 0,03 0,1

Sekil 4.9. PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiillerin ortalama partikiil biyiikligi ve
polidispersite indeksi degerleri (n=3).
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Sekil 4.10. PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiillerin ortalama zeta potansiyel
degerleri (n=3).
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4.3.1.3. Organik Fazin Se¢imi

Organik fazin secimi i¢in Etilasetat ve DCM emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemiyle nanopartikiiller hazirlanmastir. Hazirlanan
nanopartikiillerinin partikiil biiytikligii ve polidispersite indeksi (Sekil 4.11) gibi
karakteristik 6zellikleri incelenmistir. Elde edilen nanopartikiillerin polidispersite
indeksleri arasinda anlamli (p>0,05) bir fark yoktur ancak partikiil biyiikliikleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Etilasetat ile hazirlanan
nanopartikiillerin boyutu ve polidispersite indeksi de DCM’ye gore daha kiigiik

oldugu oldugu i¢in organik faz olarak Etilasetat kullanilmasina karar verilmistir.

400 0.4
350 0.35
300 03
,;250 0,25
200 02
&5 018
A00 01
% 50 0,05
£ : °
Etilasetat DCM
— Pamk(i;ln?)oyum 277,1 357,5
ceePDI 0,079 0,341

Sekil 4.11. Etilasetat ve DCM ile hazirlanmis nanopartikiillerin ortalama partikiil
biiyiikligii ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).

Zeta Potansiyel (mV)

Etilasetat DCM
i Zeta Potansiyel (mV) -12,41 -13,48

Sekil 4.12. Etilasetat ve DCM ile hazirlanmis nanopartikiillerin ortalama zeta
potansiyel degerleri (n=3).
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4.3.1.4. Stabilizan Maddelerin Se¢imi

PVA, TPGS ve Sodyum Kolat ile Bolim 3.2.3.1.1‘de anlatildig1 gibi
emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerde
partikiil biyiikliigii ve polidispersite indeksi (Sekil 4.13) degerleri incelenmistir.
PVA ve TPGS ile hazirlanmis nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Ancak polidispersite indeksleri arasindaki
fark anlaml degildir (p>0,05). En kiigiik partikiil boyutu ve polidispersite indeksi
PVA ile elde edilmistir.

400
350
300
250
200
150
100

50

coooooocookr
PROORGOI®OO

coocooooo0000
PDI

Partikiil Boyutu (nm)

Sodyum

PVA TPGS Kolat

== Partikiil Boyutu
(nm)
e PD | 0,012 0,087 0,055

266,6 318 291

Sekil 4.13. PVA, TPGS ve Sodyum kolat ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama
partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).

0
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3 5
T -10
5
g -15
o
g -2
N
-25
-30 .
PVA VitE TPGS = Sodyum kolat
i Zeta Potansiyel (mV) -16 -24,6 -12,2

Sekil 4.14. PVA, TPGS ve Sodyum Kkolat ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama
zeta potansiyel degerleri (n=3).
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4.2.3.1.5. Etken Madde Miktarinin Secilmesi

Tramadol HCI’nin 50, 20, 10, 5 ve 3 mg miktarlar ile Bolim 3.2.3.1.1°de
anlatildig1 gibi emiilsiyon olusturma-c¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan
nanopartikiillerde partikiil biyikligi, polidispersite indeksi (Sekil 4.15) ve zeta
potansiyeli (Sekil 4.16) degerleri incelenmistir. Nanopartikiillerin  partikiil
biiytikliikleri, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeli degerleri arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

310,00 0,07
300,00 0,06
290,00
£ 28000 005
‘3 270,00 004
§ 260,00 003 =
% 250,00 0.02
A~ 240,00
230,00 0,01
220,00 0,00

50mg/ 20mg/ 10mg/ 5mg/  3mg/
mL mL mL mL mL

=== Partikiil Boyutu (nm) 265,80 264,83 273,67 284,73 266,63
e PD| 0,04 003 006 003 0,01

Sekil 4.15. Etken maddenin farkli miktarlari ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama
partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).

0,0
20 -
-4,0
S -6,0
E -8,0
2 -100
g 120
o
T -14,0
8
g -16,0
180 eomg/m  20mgim  10mg/
rTI1_gm rr|1_gm n|1_gm 5mg/mL  3mg/mL
i Zeta Potansiyel (mV) -10,2 -12,0 -8,4 -2,6 -16,1

Sekil 4.16. Etken maddenin farkli miktarlar ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama
zeta potansiyel degerleri (n=3).



50

4.3.2. Formiilasyon Calismalari

Tramadol HCI nanopartikiilleri Boliim 3.2.3.2°de anlatildig1 gibi emiilsiyon
olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Yapilan 6n formiilasyon
calismalar1 sonucunda stabilizan olarak PVA, polimerler PLGA ve PEG-PLGA,
organik faz olarak Etilasetat kullanilmasina karar verilmistir. Homojenizatér devir
siiresi 20 dk olarak belirlenmistir. On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda karar
verilmis olan parametrelere gore hazirlanan nanopartikiillere ait sonuglar Cizelge

4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Tramadol HCI yiiklii nanopartikiillere ait hazirlama parametreleri ve

sonuglart.

D~

O o < =] o~ g =

T E = O%F = £ = o
; ES sE 9 : EE EE . sEs
2 - i D:' o= v - = 2 @] o cE Llé
) SE T3 08 2 £8§ =5 a NS E S

v = Q WA > SR ~ D °

h = a A& @ =
F1 10 1 3 20000 239,8+0,86 0,03+0,015 -2,1+£0,9 30,06+0,19
F2 10 2 3 20000 266,6+2,55 0,01+0,002 -16,1+0,42 31,04+0,2
F3 10 3 3 20000 320,6+0,83  0,03+0,005  -5,8+04 34,3+0,1
F4 10 2 1 20000 348,6+6,37 0,03+0,015 -11,1+1,1 18,86+0,23
F5 10 2 2 20000 302,5+1,48 0,03+0,01 -9,45+0,85 26,05+0,1
F6 10 2 3 15000 339,3+1,77  0,04+0,004  -32+1,1  33,09+0,15
F7 10 2 3 25000 237,2+7,84 0,05+0,01 -3+1,2 35,35+0,29
F8 10 3 3 25000 2662+1,92  0,05£0,02 57424 35,84+0,08
F9 10 1 3 20000 219+4,40 0,1£0,07 -13,8+0,7 30,98+0,38
F10 10 2 3 20000 252,4+4,24 0,03£0,01 -14,2+0,56 34,87+0,37
F11 10 3 3 20000 312,4+1,94  0,06£0,01  -13,940,89  31,26+0,45
F12 10 2 3 15000 308,5+15,71 0,07+0,03 -19,1+1,29  31,68+0,51
F13 10 2 3 25000 223,6£0,68  0,06£0,004  -13,7+1,37  32,02+0,4

F14 10 3 3 25000 284,5+0,61 0,06+0,02 -11,3+4,14  23,68+0,14
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4.4. Nanopartikiillerin Ozellikleri
Bu boéliimde hazirlanmis olan Tramadol HCI yiiklii nanopartikiillere yapilan

analizler aciklanmustir.

4.4.1. Partikiil Boyutu, Dagilimi ve Zeta Potansiyeli Analizi

Hazirlanan Tramadol HCI nanopartikiillerine ait partikiil boyutu ve
polidispersite indeksi degerleri ile zeta potansiyeline ait sonuglar Cizelge 4.4’te

verilmistir.

4.4.1.1. Polimerin Partikiil Boyutu, Dagihmi ve Zeta Potansiyeli Uzerine

Etkileri

Tramadol HCI’'nin PLGA ile hazirlanmis nanopartikiillerine ait partikiil
boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Sekil 4.17°de, zeta potansiyeli degerleri
Sekil 4.18°de verilmistir. Nanopartikiillerin partikiil boyutlart 237-349 nm arasinda
ve polidispersite indeksleri 0,01-0,05 arasindadir. Zeta potansiyeli degerleri -2,1 ile -
16,1 mV arasindadir. Nanopartikiillerde partikiil boyutu acisindan F1 ile F3, F4, F5,
F6 arasinda, F2 ile F3, F4, F6 arasinda, F3 ile F2, F7, F8 arasinda, F4 ile F2, F5, F7,
F8 arasinda, F5 ile F1, F4, F7 arasinda, F6 ile F1, F2, F7 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ancak polidispersite indeksleri ve zeta

potansiyeli degerleri arasindaki farklar anlamli degildir (p>0,05).

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

400,00 0,06
350,00 0.05
2 300,00
o
= 250,00 004
> 200,00 003 B
m [a
5 15000 0.02
£ 10000
[a )
50,00 0,01
0,00 0

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
== Partikiil Boyutu (nm) 239,8 266,6 320,6 348,6 302,5 339,3 237,2 266,2
e PD| 0,03 001 003 003 003 004 005 0,05

Sekil 4.17. PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil biiytkligi ve
polidispersite indeksi degerleri (n=3).
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-8,00
-10,00
-12,00
-14,00
-16,00
-18,00

o HHHHUH

Zeta Potansiyel (mV)

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

i Zeta Potansiyel

(mVv) -2,10 -16,1 -5,80 -11,1 -9,45 -3,20 -3,00 -5,70

Sekil 4.18. PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama zeta potansiyel degerleri

(n=3).

Tramadol HCI’nin PEG-PLGA ile hazirlanmis nanopartikiillerine ait partikiil
boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Sekil 4.19°da, zeta potansiyeli degerleri
Sekil 4.20°de verilmistir. Nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 219-313 nm arasinda
ve polidispersite indeksleri 0,03-0,1 arasindadir. Zeta potansiyeli degerleri -11 ile -20
mV arasindadir. Nanopartikiillerde partikiil boyutu agisindan F9 ile F11, F12, F14
arasinda, F10 ile F11, F12 arasinda, F11 ile F13 arasinda, F12 ile F13, F14 arasinda,
F13 ile F14 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Ancak polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeli degerleri arasindaki farklar

anlaml degildir (p>0,05).

350,0 0,12
E 3000 0.1
= 2500 0.08
a% 2000 006 O
E 150,0 ’ o
2 100 0,04
= 500 0,02

0,0

F9 F10 Fl11 Fl12 F13 Fl14
=== Partikiil Boyutu (nm) 219,0 252,4 312,4 308,5 223,6 284,5
e PD| 0,1 0,03 006 0,07 0,06 0,06

Sekil 4.19. PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil biiytikligii
ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).
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-15,00

0,00 _ ‘ . ;
-5,00
-10,00

-20,00

Zeta Potansiyel (mV)

25,00 F9 F10 F11 F12 F13 F14

i Zeta Potansiyel (mV) -13,80 -14,20 -13,90 -19,10 -13,70 -11,30

Sekil 4.20. PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama zeta potansiyel
degerleri (n=3).

Tramadol HCI’nin PLGA ve PEG-PLGA’nin %1, %2 ve %3 ile hazirlanmig
nanopartikiillerine ait partikiil boyutu degerleri Sekil 4.21°de, polidispersite indeksi
degerleri Sekil 4.22°de ve zeta potansiyeli degerleri Sekil 4.23’te verilmistir.
Nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 219-321 nm arasinda ve polidispersite indeksleri
0,01-0,1 arasindadir. Zeta potansiyeli degerleri -2 ile -17 mV arasindadir.
Nanopartikiillerde partikiil boyutu agisindan %3 polimer orani ile hazirlanan
nanopartikiiller ile %1 ve %2 polimer orani ile hazirlanan nanopartikiiller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ancak %1 ve %2 polimer
orani ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 arasindaki; nanopartikiillerin
polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeli degerleri arasindaki farklar anlamli

degildir (p>0,05).

350,00

£ 300,00 = =

= 250,00

£.200,00

2 150,00

7 100,00

E 50,00

£ 0,00 , :

PLGA Partikiil Boyutu PEG-PLGA Partikiil
(nm) Boyutu (nm)

u1% 239,80 219,00
2% 266,60 252,40
3% 320,60 312,40

Polimer Orani (%)

Sekil 4.21. PLGA ve PEG-PLGA’nin farkli derisimleriyle hazirlanan
nanopartikiillerin partikiil boyutu degerleri (n=3).
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H1% 0,03
H2% 0,01 0,03
M 3% 0,03 0,06

Polimer Orant (%)

Sekil 4.22. PLGA ve PEG-PLGA’nin farkli derisimleriyle hazirlanan
nanopartikiillerin polidispersite indeksi degerleri (n=3).

= 000
E -2,00 -
N
(%) ]
g  -800
&£ -10,00
§ -12,00
-14,00
-16,00
-18,00 1% 2% 3%
EPLGA 2,10 -16,10 5,80
uPEG-PLGA -13,80 -14,20 -13,90

Polimer Orant (%)

Sekil 4.23. PLGA ve PEG-PLGA’nin farkli derisimleriyle hazirlanan
nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri (n=3).

4.4.1.3. Yizey Etken Maddenin Partikill Boyutu, Dagilimi1 ve Zeta
Potansiyeli Uzerine Etkileri

Nanopartikiil hazirlamada kullanilan stabilizan maddelerden PVA’nin farkli
derisimleriyle (%1. %2, %3) hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biyiikliigii ve
polidispersite indeksi (Sekil 4.24) ve zeta potansiyeli (Sekil 4.25) gibi karakteristik
ozellikleri incelenmistir. Partikiil boyutlar1 degerlendirildiginde %1 PVA ile
hazirlanmig nanopartikiiller ile %2 ve %3 PVA orani ile hazirlananlar arasinda

anlamli (p<0.05) bir fark bulunmustur. Ancak polidispersite indeksleri arasindaki
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fark anlamli degildir (p>0.05). En kiiciik partikiil boyutu ve polidispersite indeksi %3
PVA orani ile elde edilmistir.

400,00 0,035
2 350,00 0,03
ERpey 0025
g, ' 002 7
R 200,00 0015 a
:E 150,00 '
£ 100,00 0,01
A 50,00 0,005
0,00 1 2 3 0
% % %
s Partikiil Boyutu (nm) 348,60 302,50 266,60
e PD | 0,03 0,03 0,01
PVA Orani (%)

Sekil 4.24. PVA’nin farkli derisimleriyle hazirlanan nanopartikiillerin partikiil
boyutu ve polidispersite indeksi degerleri (n=3).
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-4,00
s )
g 6,00
= -8,00
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o
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-18,00 1% 2% 3%
i Zeta Potansiyel (mV) -11,10 -9,45 -16,10
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Sekil 4.25. PVA’nin farkli derisimleriyle hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel
degerleri (n=3).

4.4.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DTK) Analizi

Tramadol HCI ile hazirlanan nanopartikiiller ve yardimc1 maddelere ait DTK

termogramlar1 Sekil 4.26-4.42°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.26. PEG-PLGA’ya ait DTK termogramu.
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Sekil 4.27 PLGA’ya ait DTK termogrami.

20,57

Is1 Akigi (mW)

1,458 ] 100 150 200 50 257

Stcaklik (°C)

Sekil 4.28. PVA’ya ait DTK termogramu.
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Sekil 4.29. F1 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.30. F2 formulasyonuna ait DTK termogrami.

2384 ] 100 150 200 250 2995

Stcaklik (°C)

Sekil 4.31. F3 formulasyonuna ait DTK termogramu.
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Sekil 4.32. F4 formulasyonuna ait DTK termograma.
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Sekil 4.33. F5 formulasyonuna ait DTK termograma.
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Sekil 4.34. F6 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.35. F7 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.36. F8 formulasyonuna ait DTK termograma.
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Sekil 4.37. F9 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.38.
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F10 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.39. F11 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.40. F12 formulasyonuna ait DTK termogrami.
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Sekil 4.41. F13 formulasyonuna ait DTK termogramu.
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Sekil 4.42. F14 formulasyonuna ait DTK termogramu.

4.4.4. Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

61

Tramadol HCI ile hazirlanan nanopartikiiller ve yardimci1 maddelere ait FT-IR

spektrumlar Sekil 4.43-4.59°da gosterilmistir.

Sekil 4.43. PLGA’nin FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga sayisi).
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Sekil 4.44. PEG-PLGA’nin FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga sayist).
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Sekil 4.45. PVA’nin FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga sayist).
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Sekil 4.46. F1 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga

sayist).
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Sekil 4.47. F2 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.48. F3 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.49. F4 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.50. F5 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.51. F6 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).

%T

4000 3500 3000 2500 1 2000 1500 1000 500 450
cm-



Sekil 4.52. F7 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.53. F8 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.54. F9 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.55. F10 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayist).
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Sekil 4.56. F11 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™*: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.57. F12 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™*: Dalga
sayist).
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Sekil 4.58. F13 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™: Dalga
sayisi).
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Sekil 4.59. F14 formulasyonuna ait FT-IR spektrumu (%T: %Transmitans, cm™*: Dalga
sayisi).

4.4.5. Elektron Mikroskobu Analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin yiizey karakterizasyonlar: icin SEM goriintiileri

ve PCS sonuglar1 Sekil 4.60 ve 4.61°de gosterilmistir.

a) F10

b) F13

Sekil 4.60. PEG-PLGA nanopartikiillerin PCS sonuglar1 ve SEM goriintiileri.
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b) F7

Sekil 4.61. PLGA nanopartikiillerin PCS sonuclar1 ve SEM goriintiileri.

4.4.5. Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Tramadol HCI’'nin PLGA ve PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanmas1 Bolim 3.2.4.6 ‘da Ozetlendigi gibi
gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 4.62-4.63’te  gosterilmistir.  Yapilan
enkapsiilasyon etkinlik ¢aligmalar1 sonucunda formiilasyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir sonug¢ yoktur (p>0.05). Ancak en kiigiik %EE degeri %1 PVA
orani ile en yliksek %EE degeri ise %3 PVA orani ile elde edilmistir (Sekil 4.43).
PLGA i¢in %3, PEG-PLGA igin ise %2 polimer oranlarinda en yiiksek %EE elde
edilmistir (Sekil 4.44).
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%EE
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Sekil 4.62. PVA’nin farkli derisimlerine gore enkapsiilasyon etkinligi sonugclari
(n=3).

40
35
30
< 25
o 20
w15
10
5
0
PLGA PEG-PLGA
1% 30,06 30,98
2% 31,04 34,87
3% 34,3 31,26

Polimer Orant (%)

Sekil 4.63. PLGA ve PEG-PLGA’nin farkli derisimlerine gore enkapsiilasyon
etkinligi sonuclart (n=3).

4.5. In Vitro Salim Calismalari

Tramadol HCI’'nin PLGA ve PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerinin
ve karsilagtirma i¢in konvansiyonel parenteral bir miistahzarin in vitro ilag salim
profili pH 7,4 Fosfat-tuz tamponunda Bo6lim 3.2.5’te anlatildigi gibi yapilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlar salim ortamina konulduktan sonra 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12,
18, 24 ve 30. saatlerde Ornekler alinmis ve YPSK ile miktar tayini yapilarak
kiimiilatif salim degerleri hesaplanmistir. Formiilasyonlarin salim profilleri Sekil

4.64 ve Sekil 4.65’te verilmistir.
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Kiimiilatif Salim (%)
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PLGA Nanopartikiiller
—o—Konvansiyel miistahzar ~ —#—F2 F7 —+—F8

Sekil 4.64. PLGA nanopartikiillere ait kiimiilatif salim sonuglar1 (n=3).

100

Kimiilatif Salim (%)

Zaman (sa)
PEG-PLGA Nanopartikiiller

—o—Konvansiyel miistahzar ~ —#—F10 F13 —«—F14

Sekil 4.65. PEG-PLGA nanopartikiillere ait kiimiilatif salim sonuglari.
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PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiillerinin in vitro salim sonuglari
kullanilarak hesaplanan salim kinetik sonug¢ degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Kinetik modellere ait korelasyon katsayisi (r?) degerleri.

Kinetik Model
Nanopartikiil . .
Formiilasyonlar Sifir Derece Birinci Derece igueht Hixon Crowell
E=kt+Fo FoFg ekt F=kolt FY=kt+Fo%
F2 0,8056 0,8533 0,9161 0,8387
F7 0,9734 0,9614 0,9755 0,9754
F8 0,9375 0,921 0,9504 0,9326
F10 0,8754 0,8664 0,8969 0,8721
F13 0,95 0,9651 0,9791 0,9611
F14 0,4826 0,6408 0,7096 0,6332

4.6. Stabilite Calismalar

Tramadol HCI ile yiikli PLGA nanopartikiillerinin 3 aylik siire icinde
partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyelindeki degisikliklerin incelenmesi amaci
ile kisa stireli fiziksel stabilite ¢alismas1 yapilmistir. Bu ¢alisma igin F7 nanopartikiil
formiilasyonundan baglangigta ve 3 ay sonra Ornekler alinmis, ortalama partikiil
biiytikliigli, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri (Cizelge 4.6)

Olgtilmiistiir.

Yapilan kisa siireli fiziksel stabilite ¢aligmalarinda PLGA nanopartikiillerde -
20°C’de ortalama partikiil biiyiikliigiinde 42 nm’lik bir artis, 4°C’de 41 nm’lik bir
artis ve 25°C’de ise 7045 nm’lik bir artig goriilmiistiir. Partikiil boyutlar
degerlendirildiginde -20°C ve 4°C’de saklanan nanopartikiillerde istatistiksel olarak
bir fark yoktur ancak 25°C’de saklanan nanopartikiillerin ortalama partikiil
biytikliigii arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Polidispersite indeksi
degerlendirildiginde partikiiller arasinda sadece 25°C’deki formiilasyonda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.6. Saklama sicakliginin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli lizerine etkisi (N=3).

Baslangi¢ -20°C 4°C 25°C
Partikiil boyutu (nm) 237,2+7,84 278,53+6,67 309,26+2,32 7285,6+£2022
PDI 0,05+0,01 0,034+0,018 0,038+0,021 2,02+0,39
Zeta Potansiyeli (mW) -3+1,2 -6,79+0,61 -17,91£1,36 -2,214£0,97

Nanopartikiillerin farkli izotonik ve plazma hacmini artirici ¢ozeltiler i¢cindeki
stabilitesinin incelenmesi amaciyla F7 formiilasyonu %0,9 Sodyum kloriir, %5
Dekstroz, %20 Mannitol, %10 Dekstran 40, %6 Hidroksietil nisasta ve %4 Siiksinil
jelatin ¢ozeltileri igerisine konularak 24 saat siireyle 37°C’de su banyosunda
bekletme sonrasinda partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
degerleri Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.7). Buna gore nanopartikiiliin ilk dlgiilen partikiil
boyutu ile ¢ozelti i¢indeki baslangic partikiil boyutlar1 degerlendirildiginde %6
Hidroksietil nisasta, %4 Siiksinil jelatin ve %10 Dekstran 40 soliisyonlar1 ile
nanopartikiiliin boyutu anlamli derecede farklidir (p<<0.05). 24 saat 37°C’de bekletme
sonrasinda saf suyla 17,53+0,71 nm’lik artis, %0,9 Sodyum Kkloriir ile 11,77+2,42
nm’lik azalis, %5 Dekstroz ile 10,46+0,79 nm’lik artis, %20 Mannitol ile 173,63+60
nm’lik artis, %10 Dekstran 40 ile 3120,27+5260,36 nm’lik artis, %6 Hidroksietil
nisasta ile 28,7+4,49 nm’lik artig, %4 Siiksinil jelatin ile 26456,63423,37 nm’lik
azalis hesaplanmistir. %6 Hidroksietil nisasta, %20 Mannitol, %10 Dekstran 40 ve
%4 Siiksinil jelatin ile seyreltilen nanopartikiillerin 24 saat 37°C’de bekletme
sonrasinda partikiil boyutlarinda anlamli (p<0.05) bir fark bulunmustur.
Polidispersite indeksleri ve zeta potansiyeli degerleri acisindan farkli ¢ozeltilerdeki

nanopartikiiller arasinda anlamli (p>0.05) bir fark bulunamamustir.
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Cizelge 4.7. Farkli izotonik ve plazma hacim artiric1 ¢dzeltilerin nanopartikiillerin
partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli tizerine etkisi (n=3).

izotonik ve Plazma Partikiil boyutu (nm) PDI Zeta Potansiyeli (mW)
hacmini artirict ¢ozeltiler

0.sa 24.sa 1.sa 24.sa 2.sa 24.sa
SAF SU 279,14+6,67 296,63+0,71 0,034+0,034 | 0,055+0,05 -6,79+0,61 | -7,87+0,32
SERUM FiZYOLOJIK | 297,47+0.83 285,7+2,42 0,062+0,019 | 0,158+0,021 | -12,5546,20 | -7,05+2,09
%5 DEKSTROZ 300,67+2,38 311,13+0,79 0,094+0,017 | 0,071+0,026 | -7,57+0,51 | -7,13+0,29
%20 MANNITOL 324,27+4.27 497,9+60 0,119+0,027 | 0,691+0,12 | -10,24+2,87 | -6,01+2,49
%3§E§$:§IL 27488,53+2683 1031,9423,37 5,51+£3,53 2,25+0,21 7,52+4,13 2,47+1,04
910 DEKSTRAN 40 | 22983,03+2931 | 26103,3+8191,36 | 1,985+0,43 | 2,147+0,5 | -5,58+2,26 |-3,42+1,48
%6 HL??SSI%EETiL 358,37+5,8 387,07+4,49 0,148+0,005 | 0,072+0,003 | 14,13+4,04 | -6,68+2,85
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TARTISMA

Tramadol HCI, Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis, merkezi
sinir sistemi tizerinde etkili, opioid ve opioid olmayan 6zellikler gdsteren sentetik bir
analjezik ilagtir. Cesitli akut ve kronik orta ve siddetli agrilarin tedavisinde oral,
intramuskiiler veya intravendz olarak kullanilir. Tramadol HCI’nin giinliik dozu 100-
400 mg arasinda ve maksimum dozu 400 mg’dir. Yarilanma 6mrii yaklagik 6 saat
oldugundan dolay1 konvansiyonel ilag sekillerinde etkin bir tedavi i¢in her 4-6 saatte
bir verilmesi gerekir. Tekrarlanan uygulamalardan sonra Tramadol HCI’nin plazma
seviyelerinde dip ve tepe noktalara ulagmasi, mide bulantisi, kusma, bas donmesi ve
uyusukluk gibi merkezi etkili opioid benzeri yan etkiler ve bas agrisi, terleme, agiz
kurulugu ve yorgunluk gibi monoaminerjik yan etkiler ortaya g¢ikarabilmektedir.
Tramadol HCI ile doz asiminda uyusukluk, bulanti, tasikardi, ajitasyon, nobetler,
koma, hipertansiyon ve solunum depresyonu en sik goriilen semptomlar arasindadir.
Bu yan etkilerin ortadan kaldirilmasi ve hastalarin kullanimin1 kolaylagtirmak igin
cesitli uzun salimli tabletler piyasaya siirtilmiistiir. Tiirkiye’de Tramadol HCI,
enjeksiyonluk ampul (im, sc, iv), oral damla, konvansiyonel kapsiil ve uzun saliml
tablet formlarinda yesil regeteli ilaglar kategorisinde temin edilebilmektedir. Ayrica
klinik uygulamalarda, Tramadol HC1 ameliyat sonralarinda hastalarin agr1 hissettikce
kendilerine uygulama imkani1 veren hasta kontrollii analjezi (PCA) yontemi ile de

kullanilmaktadir.

Tramadol HCI’nin s6z edilen yan etkilerinin azaltilmasi, hasta uyuncunun ve
ilacin etki siiresinin artirilmasi hedeflenerek intravenéz yolla uygulanmasi igin
tasarlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 gelistirilerek, PLGA ve PEG-PLGA
polimerleri ve stabilizan olarak PVA, Sodyum kolat, TPGS, organik faz olarak
Etilasetat ve DCM kullanilarak Tramadol HCI iceren nanopartikiillerin emiilsiyon
olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemiyle hazirlanmasi ve islem parametrelerinin
etkilerinin agiklanmasi, in vitro analizlerinin gergeklestirilerek nanopartikiil
karakterizasyonunun saglanmasi, hazirlanan nanopartikiillerin salim &zelliklerinin
belirlenerek  konvansiyonel parenteral bir miistahzar ile karsilagtiriimasi

amaclanmastir.
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Literatiirde Tramadol HCI igeren in situ olusan nanojel, subkiitan implant,
transdermal yama, mikrokiire, lipozom, hidrojel, niozom, nanofiber, mikro ve
nanopartikiil gibi farkli ila¢ tasiyici sistemler gelistirilmistir. Ancak Tramadol
HCI’nin emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemiyle hazirlanmis

nanopartikiil formiilasyonuna literatiirde rastlanmamustir.
5.1. Yontemin Validasyonun Degerlendirilmesi

Tramadol HCI’nin in vitro miktar tayini ve yOntemin validasyonu Bolim
3.2.2°de Ozetlendigi sekilde YPSK cihazi ile gergeklestirilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda Tramadol HCI'nin YPSK ile miktar tayinine yonelik yapilan
calismalarda en yiiksek absorbans degeri 220 nm olarak tespit edilmistir (107,108).
Bu tez kapsaminda dalga boyu olarak 220 nm segilmistir. Bolim 4.2’de ve Sekil
4.4’te verilmis olan Tramadol HCl'e ait kromatogramda da goriildiigii gibi etken

maddeye ait pik 6,2 dakikada diizgiin bir sekilde elde edilmistir.

Tramadol HCI’nin miktar tayini i¢in Bolim 3.2.2.1.2°de anlatildig1 sekilde
bir kalibrasyon dogrusu hazirlanmis ve yontemin validasyonu yapilmistir. Yontemin
validasyonunda dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy), kesinlik (precision),

duyarlilik (sensitivity), 6zglinliik (specificity) gibi parametreler incelenmistir.

Dogrusallik  parametresinde  kalibrasyon  dogrusunun  korelasyon
katsayisindan (r?) yararlanilmis ve 0.9994 olarak bulunmustur. Bu degerin 1’e ¢ok
yakin olmast 0,5-1000 pg/mL derisim aralifindaki ¢ozeltilerden elde edilen pik
alanlar arasinda dogrusal bir iligki oldugunu ve kalibrasyon dogrusunun dogrusal

oldugunu gostermektedir.

Dogruluk parametresi i¢in Kalibrasyon sinirlari iginde bulunan disiik, orta ve
yiiksek yogunlukta 3 farkli derisim i¢in varyasyon katsayisi (VK) degerleri Cizelge
4.1’de verilmistir. Uluslararasi Harmonizasyon Konferansi (ICH) ve Amerikan
Farmakopesi (USP) validasyon kilavuzlarinda varyasyon katsayisinin %2’den daha
kiiglik olmas1 gerektigi bildirilmistir (93,109,110). Calismamizda VK degerleri

%?2’nin altinda oldugu goriilmistiir ve bu da yontemin dogrulugunu gostermektedir.
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Kesinlik parametresinin  Bolim 4.2.3’te  sonuglar1 verilmis ve tekrar
edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik i¢in ayr1 ayr1 elde edilen VK degerleri %2’ nin
altinda oldugu goriilmiistiir. Bu da yontemin tekrar edilebilir oldugu, verilerin tekrar
elde edilebilir oldugu ve giinler arasi analiz sonuglarinda herhangi bir degisim

olmadigini géstermektedir.

Ozgiinliik parametresi Béliim 3.2.2.1.2.4°te 6zetlendigi sekilde incelenmis ve
Tramadol HCl’e ait 0zgiin pik Sekil 4.4’te verilmistir. Nanopartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilmis olan ¢oziiciilerin, polimerlerin, stabilizan maddelerin
Tramadol HCI’nin pik verdigi zaman arali§inda (6,1-6,6 dakika araliginda) herhangi
bir pik vermedigi goriilmistir. Kullanilan YPSK yontemi Tramadol HCI igin

Ozglindiir.

Tramadol HCl’e ait kalibrasyon denklemine ait egim ve pik alan degerleri
kullanilarak Teshis (LOD) degeri ve Tayin (LOQ) degeri 0,25 pg/ mL ve 0,77 ng/
mL olarak hesaplanmistir. Bu veriler yontemin uygun duyarliliga sahip oldugunu

gostermektedir.

Yapilan bu validasyon calismalari sonucunda kullanilmis olan yontemin
Tramadol HCI’nin nanopartikiil formiilasyonlar1 igin in vitro deneylerde miktar

tayini i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.
5.2. Etken Maddenin Ozelliklerine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Tramadol HCI’nin erime noktasinin belirlenmesi amaciyla Boliim 3.2.1.1°de
anlatildigi sekilde termal analizi DTK ile gergeklestirilmis ve Sekil 4.1°de
termogram1 verilmistir. Etken maddeye ait termogram incelendiginde 180°C’de
gbzlenen pikin Tramadol HCI’nin erime noktasini ifade ettigi belirlenmistir. Literatiir
bilgisi incelendiginde Tramadol HCI’nin erime noktas1 180—184°C arasinda oldugu

ifade edilmistir (14,111).
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Cizelge 5.1. Tramadol HCI’e ait FT-IR titresimleri ve dalga sayilari.

Dalga Sayisi Titresim Tipi
3307 Alkol (O-H) gerilimi
3018 Aromatik (C-H) gerilimi
2930, 2861 Alifatik (C-H) gerilimi
2632, 2514, 2482 Amonyum (N*-H) gerilimi
1607, 1579, 1481 Aromatik zincir gerilimi
1289, 1243 Alkol (C-O) gerilimi, Asimetrik eter (C-O-C) gerilimi
1045 Simetrik eter (C-O-C) gerilimi
777,703 Aromatik (C-H) biikiilmesi

Calismamizda etken madde olarak kullanilan Tramadol HCI’nin Bolim
3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde FT-IR analizi gergeklestirilmis ve FT-IR spektrumlari
bulgular boliimiinde verilmistir. Tramadol HCI e ait infrared spektrumunda 702, 777,
1045, 1241, 1288, 1461, 1479, 1578, 1607, 2600, 2861, 2929, 3300 cm™ absorbsiyon
bantlar1 Cizelge 5.1°de verilen literatiir bilgileri ile uyumludur (111).

5.3. On Formiilasyon ve Formiilasyon Cahsmalariin Degerlendirilmesi

On formiilasyon c¢alismalari formiilasyon parametrelerinin nanopartikiil
biiytlikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli {izerine etkisini dlgmek ve en
uygun sonuglar veren nanopartikiil formiilasyonlar: ile ¢alisabilmek amaciyla farkli
parametrelerin denenmesi ile yiiriitilmiistiir. Kullanilacak olan polimerin, yontemin,
organik fazin, stabilizan maddenin segilmesi amaci ile Boliim 3.2.3.1°de ifade edilen

on formiilasyon ¢alismalar1 yapilmstir.

Tramadol HCl’nin nanopartikiillerinin  hazirlanmas1  i¢in  emiilsiyon
olusturma-¢oziicii ugurma yontemi secilmistir. Ozellikle su/yag/su  coklu
emiilsiyonlar1 hidrofilik etken maddelerin enkapsiile edilmesinde en uygun
yontemdir (112). Tramadol HCI suda kolay ¢oziinebilen bir madde oldugundan,
farkli emiilsiyon olusturma-¢oziici ugurma yontemlerinin modifiye edilmesiyle
su/yag/su emiilsiyonu seklinde hazirlanmistir (97-99). %1, %2 ve %3 oranindaki

polimer, 2,5 mL organik faz i¢inde ¢oziindiiriilerek yag fazi olusturulmustur. I¢ su
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faz1 ise %1, %2 ve %3 oranindaki stabilizan madde ve Tramadol HCI 1 mL ultrasaf
su icinde ¢Oziindiiriilerek hazirlanmigtir. Dig su fazi da 12,5 mL ultrasaf su iginde
stabilizan madde konularak hazirlanmistir. I¢ su fazi, yag fazina aktarilarak buz
banyosu i¢inde yiliksek devirli homojenizator araciligiyla 20 dakika siireyle 15000,
20000 ve 25000 rpm doniis hizlariyla karistirilmistir. Elde edilen birincil emiilsiyon
dis su fazina aktarilarak 20 dk siireyle ve belirlenen hizda homojenizatorde

karigtirilmastir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Bolim 2.3.3.2°de belirtilen avantajlari
nedeniyle PLGA ve PEG-PLGA kopolimerleri galismamizda kullanilmak igin
secilmistir. Her iki polimer de nanopartikiil olusturmak i¢in uygun polimerlerdir ve
bu alanda bir¢ok ¢alisma mevcuttur (74,112-115). Ayrica farkli polimerler ile
yapilmis bir ¢alismada PLGA’nin PCL ve PLA’ya gore en kiigiik partikiil boyutlu
partikiillerin elde edilmesini sagladig1 gosterilmistir (102). Tramadol HCI’nin PLGA
polimeri ile nanogOktiirme yontemi kullanilarak hazirlanmig 141-159 nm

boyutlarindaki nanopartikiil ¢aligmast literatiirde mevcuttur (33).

Stabilizan maddelerin se¢imi i¢in PVA, TPGS ve Sodyum kolat ile
nanopartikiiller hazirlanmis ve sonucglar Boliim 4.3.1.4°te verilmistir. PVA, TPGS ve
Sodyum kolat ile Boliim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 gibi emiilsiyon olusturma-¢6ziicii
buharlagtirma yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerde partikiil biiyikligi ve
polidispersite indeksi degerleri incelenmistir. PVA ve TPGS ile hazirlanmis
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05). Ancak polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri arasindaki fark
anlaml degildir (p>0,05). En kiiciik partikiil boyutu ve polidispersite indeksi PVA
ile elde edildiginden stabilizan olarak PVA formiilasyon c¢aligmalarinda
kullanilmistir. Nanopartikiil hazirlamada stabilizan olarak PVA kullanimi diger
maddelere gore daha kiiciik ve monodispers partikiil elde edilmesinde 6n plana

¢ikmaktadir (9,13,73).

Ayrica farkli karistirma siirelerinde hazirlanmis nanopartikiillerin Boliim
4.3.1.1°de anlatilan PCS sonuglarina gore partikiil boyutu ve polidispersite indeksleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Homojen bir partikiil
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dagilim1 i¢in ve uygun nanopartikiil boyutu i¢in uygun karistirma siiresi 20 dk olarak

degerlendirilmistir.

Organik fazin se¢imi i¢in Etilasetat ve DCM ile hazirlanan nanopartikiillerin
partikiil buytikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli gibi 6zellikleri Bolim
4.3.1.3’te incelenmistir. Elde edilen nanopartikiiller arasinda polidispersite indeksi ve
zeta potansiyeli agisindan anlamli bir fark yoktur (p>0,05) ancak partikiil
bliytikliikleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Etilasetat ile
hazirlanan nanopartikiillerin boyutu ve polidispersite indeksi DCM’ye gore daha
kiiglik oldugundan, ayrica DCM’nin toksik yan etkilerinin belirtilmesi (66),
Etilasetatin yiiksek buharlasma potansiyeli ve nanokapsiillemeye olan katkisindan

dolay1 (86) organik faz olarak Etilasetat kullanilmasi kararlagtirtlmigtir.

Etken madde miktarinin segilmesi i¢in farkli miktarlarda (50, 20, 10, 5, 3 mg)
etken madde ile nanopartikiiller hazirlanmis ancak nanopartikiiller arasinda partikiil
boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli acisindan anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Etken maddenin derisiminin artirilmasi partikiil boyutu ve

dagilimi {izerinde anlaml1 bir degisiklik olusturmamaktadir.

Ozetle 6n formiilasyon c¢alismalarinda elde edilen sonuglar dogrultusunda
PLGA ve PEG-PLGA nin farkli oranlari, stabilizan olarak PVA’nin farkli oranlar1 ve
organik faz olarak etilasetat kullanilmis, nanopartikiiller farkli karistirma hizlarinda

hazirlanmustir.
5.4. Nanopartikiillerin Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
5.4.1. Partikiil Boyutu, Dagilimi ve Zeta Potansiyeli Analizi

Nanopartikiillerde partikiil boyutu, diger kolloidal sistemlerde de salim ve
biyoyararlanim parametrelerini etkileyen en oOnemli faktorlerdendir. Tercihen
partikiiler sistemlerin monodispers olmas1 istenir ancak nanopartikiillerde
monodispersite pratikte c¢ok zor saglanir. Partikiil boyutunun tekdiizeligi
polidispersite indeksi degeri ile ifade edilir ve polidispersite indeksinin 0,1’in altinda

oldugu sistemler monodispers sistemler olarak kabul edilir (89,116).
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Bu ¢aligmamizda hazirlanan nanopartikiillerin partikiil boyutu ve dagilimlari
foton korelasyon spektroskopisi ile 6l¢iilmiis ve veriler bulgular kisminda verilmistir.
Formiilasyon c¢alismalar1 boliimiinde incelen parametrelerden birisi polimer

derisimidir.

Nanopartikiillerde polimer oranmin artmasiyla partikiil boyutu da artis
gostermekte olup, %3 polimer orani ile hazirlanan nanopartikiillerin, %1 ve %2
polimer orani ile hazirlanan nanopartikiillere gore partikiil boyutu anlamli anlamli
derecede artmustir (p<0,05). Ancak polidispersite indeksi degerleri arasinda anlamli
bir fark yoktur (p>0,05). Emiilsiyon olusturma agsamasinda viskoz diren¢ olusumu,
polimer derisiminin artmasiyla partikiill boyutunun da artmasini agiklamaktadir

(113,117).

Stabilizanlar emiilsiyonlastirma sirasinda lipofilik ve hidrofilik fazlari
arasindaki ara ylizey gerilimini azaltir ve emiilsiyon stabilitesi elde ederek
nanopartikiillerin olusumunu kolaylastirir; ayrica pargacik boyutunu, boyut
dagilimmi, morfolojik 0Ozelliklerini ve olusan nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinligini ve ilag salimini etkiler (89, 90). Partikiil boyutlar1 degerlendirildiginde %1
PVA ile hazirlanmis nanopartikiiller ile %2 ve %3 PVA oram ile hazirlananlar
arasinda anlamli (p<0.05) bir fark bulunmustur. Ancak polidispersite indeksleri
arasindaki fark anlamli degildir (p>0.05). En kiiciik partikiil boyutu ve polidispersite
indeksi %3 PVA orani ile elde edilmistir ve literatiir bilgisiyle uyumludur (70).
Ayrica ¢aligmamizda oldugu gibi artan PVA derisimiyle birlikte nanopartikiillerin
partikiil boyutunda azalma gézlenmektedir (103) ve bu stabilizan maddenin su ve
organik faz arasindaki damlacik olusturma ve birlestirici etkisiyle emiilsiyonlagtirma

ozelligiyle agiklanabilir (13).

Hazirlama yonteminde nanopartikiillere uygulanan enerji miktarinin artmast
partikiil boyutu ve polidispersite indeksinde diisiise neden olmaktadir (118).
Calismamizda nanopartikiiller yiiksek hizli homojenizator ile hazirlanmis, 6n
formiilasyon caligmalarinda uygun nanopartikiil hazirlama siiresi 20 dk olarak
belirlenmigtir. Karistirma hizi olarak 15000, 20000, 25000 rpm devir sayilar1 ile
nanopartikiiller hazirlanmis ve partikiil boyutlar1 arasinda anlamli (p<0.05) bir fark

bulunmustur. Karistirma hizi arttik¢a partikiil boyutu azalmaktadir.
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Zeta potansiyeli degeri nanopartikiillerin stabilitesi hakkinda fikir verir.
Nanopartikiil ylizeyinde var olan yiiksek elektrik yiikii partikiiller arasinda itme
saglayarak agregasyonu onler (119). Negatif veya pozitif yiiksek zeta potansiyeli
degerleri nanopartikiiller igin stabilitenin uygunlugunu ifade eder (120).
Nanopartikiillerde £30 mV iizerindeki zeta potansiyeli degerlerinin iyi, £60 mV
tizerindeki zeta potansiyeli degerlerinin ise miikemmel stabiliteyi gosterdigi genel bir
kuraldir (121). Ancak yiiksek molekiil agirlikli yiizey etken madde kullanildiginda
partikiiller aras1 mesafe arttigindan Olcililen zeta potansiyeli degeri azalir ve diisiik

zeta potansiyeline ragmen partikiiller stabil haldedir (122).

Caligmamizda hazirlanmis olan nanopartikiillerin  ylizey yiiklerinin
belirlenebilmesi amaciyla elde edilen nanopartikiillerin zeta potansiyeli analizleri
Boliim 3.2.4.2°de anlatildig: sekilde gergeklestirilmis ve zeta potansiyeli degerleri en
diisiik -2,1£0,9 mV ve en yiiksek -19,1£1,29 mV olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.4).
Zeta potansiyeli degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05).  Ayrica degisen hazirlama parametreleri ile zeta
potansiyeli degerleri arasinda bir iliski oldugu sonucuna varilamamistir.

Nanopartikiillerin stabiliteleri hizlandirilmis stabilite testleri ile incelenmistir.
5.4.2. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DTK) Analizi

Tramadol HCP’e ait DTK termogrami Sekil 4.1’de; PLGA, PEG-PLGA,
stabilizanlar ve nanopartikiil formiilasyonlarina ait DTK termogramlar1 ise Sekil
4.26-4.42°de verilmistir. Etken maddenin 180°C’de gostermis oldugu keskin pik,
erime noktasinin 180-184°C arasinda oldugunu ifade eden literatiir bilgisi ile
dogrulanmigtir  (14,111). Calismamizda PLGA’nin 55°C’de goriilen piki,
literatiirdeki PLGA’nin 40-60°C arasinda Ty cams1 gegis sicakligl gdsterdigi bilgisi
ile dogrulanmigtir (97). PEG-PLGA’nin da Ty camsi gecis sicakligi literatiirde
51,91°C olarak ol¢iilmiis (74) ve bu da elde ettigimiz DTK termogramindaki 52-
54°C‘de gorilen pik ile uyumludur. Hazirlanan nanopartikiillerin DTK
termogramlarindaki pikler incelendiginde benzer termogramlar elde edilmis ve
polimerlere ait karakteristik piklerin varlig1 goézlenmistir. Nanopartikiillere ait DTK
termogramlarinda etken maddeye ait pikler maddenin kristal yapisinin degismis

olmasindan ve enkapsiile formda olmasindan dolay1 gézlenememistir.
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5.4.3. Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Tramadol HCI’e ait FT-IR spektrumu Sekil 4.2°de; PLGA, PEG-PLGA,
stabilizanlar ve nanopartikiil formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.43-
4.59°da verilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin FT-IR spektrumlarinda, PLGA ve
PEG-PLGA polimerlerinin 1400-1500 cm™ araligindaki laktik ve glikolik asit
transmisyon pikleri, 1050-1250 cm™ araligindaki C-O gerilimleri, 1700-1800 cm™
araligindaki C=0 gerilimi ve 2850-3000 cm™ arahigindaki C-H, CHz, CHs
gerilimlerine benzer absorpsiyon bantlarinin varligi gézlenmis ve literatiir ile uyumu

bulunmustur (89,123).
5.4.4. Morfolojik Ozellikler

Hazirlanan nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilebilmesi
icin taramali elektron mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiileri Sekil 4.60-4.61°de
gosterilmigtir. PLGA ve PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin SEM
goriintiilerinde morfolojik 6zellikleri basarili bir sekilde goézlemlenebilmektedir.

Ayrica SEM goriintiileri PCS sonuglari ile uyumludur.
5.4.5. Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Tramadol HCI’nin PLGA ve PEG-PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanmasi1 Bdlim 3.2.4.6 ‘da Ozetlendigi gibi
gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.63’te gosterilmistir. Yapilan enkapsiilasyon
etkinlik caligmalar1 sonucunda formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir (p>0.05). Ancak en kiiciik %EE degeri %1 PVA oran ile
18,86+0,23 olarak, en yiiksek %EE degeri ise %3 PVA orani ile 35,84+0,08 olarak
elde edilmistir (Sekil 4.43). Literatiirde farkli stabilizanlar ile hazirlanmis
nanopartikiillerde en yiliksek %EE PVA ile elde edilmis (74), PLGA derisiminin
%1'den %3'e yiikseltilmesiyle %EE’nin onemli Olclide arttigi tespit edilmistir
(72,113). PLGA’ nin %3 derisimiyle, PEG-PLGA’nin ise %2 derisimiyle hazirlanan
nanopartikiillerinde en yliksek %EE’ye ulagilmistir (Sekil 4.44). Bu sonug literatiir

bilgisi ile uyumlu olup polimer yogunlugu ile birlikte artan viskozitenin etken
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maddenin diflizyonunu azaltarak enkapsiilasyonunu artirdigi sonucuna varilmistir

(113).

Calismamizda hazirlanan nanopartikiillerin  %18-35 araligindaki diisiik
enkapsiilasyon etkinligine sahip olmasi, Tramadol HCI’nin suda kolay ¢6zlinen bir
madde oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda hidrofilik ilaglarin enkapsiile
edilmesinin zorlugu ile agiklanmaktadir (113). Ayrica PLGA bazli nanopartikiillerin
tasariminda bazi ilaglar icin diisiik ila¢ yiiklemesi biiyiik bir sorun teskil etmektedir
(78). PEG-PLGA nanopartikiillerde de ilag-polimer etkilesiminin, PEG zincirlerinin

sterik engel olusturmasi nedeniyle azaldigi tahmin edilmektedir (77).
5.4.6. Tramadol Hidrokloriir’iin In Vitro Salimimin Degerlendirilmesi

Tramadol HCI yiiklii PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiillerinin in vitro ilag
salim profili Bolim 3.2.5’te anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuglar Boliim 4.5°te
verilmigtir. PLGA formiilasyonlar1 i¢in 30 saatlik salim g¢aligmasi sonunda benzer
formiilasyonlarin sirastyla ylizde kiimiilatif salim oranlar1 %42,10; %61,47; %72,2
olarak, PEG-PLGA formiilasyonlar1 igin ise %67,30; %73,77; %380,54 olarak
bulunmustur. Konvansiyonel miistahzarin yiizde kiimiilatif salim orani ise %99,12
olarak bulunmustur. Konvansiyonel parenteral miistahzar ile karsilastirdigimizda
PLGA ve PEG-PLGA polimerleri ile hazirlanan nanopartikiiller ile 30 saat siire
boyunca stirekli salim saglayan formiilasyonlar elde edilmis oldugu sonucuna
vartlmistir. Konvansiyonel miistahzar ile 2. saatte etken maddenin tamamina yakini
salinirken, PLGA nanopartikiillerde %20-45 ve PEG-PLGA nanopartikiillerde ise
%50-60 oraninda salim goézlenmistir. Bu sonuca gore PEG'in, nanopartikiiliin
polimerik yiizeyinin ve matriksin islanabilirligini artirarak ilag saliminda artiga

katkida bulundugu tahmin edilmektedir (69).

Tramadol HCI yiiklii PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiillerinin in vitro ilag
salim sonuglarinin matematiksel olarak degerlendirilebilmesi icin segilen Sifirinci
derece, Birinci derece, Hixon Crowell ve Higuchi kinetik modelleri ile hesaplanan
salim kinetik sonu¢ degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Formiilasyonlarimiz igin en
yiiksek korelasyon katsayilar1 (r?) Higuchi modelinde gériilmiis ve salimin Higuchi

kinetik modeline uygun sekilde gerceklestigi belirlenmistir. Buna bagl olarak, ilag
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salimimin zamanin karekokiine bagli olarak degisim gosterdigi ve diflizyon

mekanizmasi ile gergeklestigi sonucuna varilmistir (124).
5.5. Formiilasyonun Stabilitesinin Incelenmesi

Nanopartikiil formiilasyonunun (F7) liyofilize toz halindeki formunun -20°C,
4°C ve 25°C’de 3 ay bekletilmesi ile yapilan kisa siireli fiziksel stabilite
calismalarinda elde edilen Cizelge 4.6’daki veriler incelendiginde sadece -20°C ve
4°C’de bekletilen formiilasyonun partikiil biiyiikliigii arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi, 25°C’de bekletilen formiilasyonun ise partikiil biyiikligiiniin anlaml
derecede degistigi tespit edilmistir (p<0,05). Polidispersite indeksleri agisindan
degerlendirildiginde ise ii¢ aylik stabilite testi sonucunda 25°C’de bekletilen
formiilasyonda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Hazirladigimiz nanopartikiil
formiilasyonunun 25°C’de bekletilmesi ile partikiil yapisinda sicakligin etkisiyle
agregasyon meydana geldigi ve partikiil boyutunun arttig1, partikiil boyutu dagilimini
yayginlastirdigi ve polidispers bir dagilim olustugu goézlenmistir. Caligmamizda -
20°C ve 4°C’de bekletmenin formiilasyonda en iyi stabiliteyi gdstermesinin nedeni
PLGA polimerinin saklama kosulunun bu sicaklikta olmasidir. PLGA’nin farkli

sicakliklardaki stabiliteleri incelenmis ve bir y1lin sonunda polimer degredasyonunun

-16°C’de en az oldugu belirlenmistir (125).

Nanopartikiillerin farkli izotonik ve plazma hacmini artirici ¢ozeltiler i¢cindeki
stabilitesinin incelenmesi %0,9 Sodyum klortiir, %5 Dekstroz, %20 Mannitol, %10
Dekstran 40, %6 Hidroksietil nisasta ve %4 Siiksinil jelatin ¢ozeltileri ile
gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir. Buna gore %6 Hidroksietil
nisasta, %20 Mannitol, %10 Dekstran 40 ve %4 Siiksinil jelatin ile seyreltilen
nanopartikiillerin 24 saat 37°C’de bekletme sonrasinda partikiil boyutlarinda anlaml
(p<0.05) bir fark bulundugundan bu ¢ozeltilerde nanopartikiillerin stabil olmadig1
degerlendirilmistir. Nanopartikiillerin saf suda ve %0,9 Sodyum kloriir, %5 Dekstroz
¢ozeltilerinde partikiil boyutu ve polidispersite indekslerinde anlamli bir fark tespit
edilemediginden (p>0.05) stabil oldugu varsayilmistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda agr1 tedavisinde kullanilmas1 amaciyla Tramadol HCI1

yukli PLGA ve PEG-PLGA nanopartikiil formiilasyonlar1 gelistirilmistir.

e Nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesinde 2 farkli polimer (PLGA ve
PEG-PLGA) kullanilmis ve her iki polimer ile nanopartikiiller basarili bir
sekilde hazirlanmistir.

e Polimer oraninin artmasiyla partikiil boyutunda da artis oldugu tespit
edilmistir.

e Stabilizanlardan PVA’nin TPGS ve Sodyum kolata gore en kiigiik boyuta
sahip nanopartikiillerin elde edilmesini sagladig1 gériilmiistiir.

e Artan PVA oram ile nanopartikiillerin partikiil boyutlarinda azalma tespit
edilmistir.

e Organik faz olarak Etilasetat ile DCM’ye gore daha kiigiik boyutlu
nanopartikiiller elde edilmistir.

e Emiilsiyon olusturma-¢dziicii buharlagtirma yontemi ile yiiksek devirli
homojenizator kullanilarak hazirlanan nanopartikiiller 20 dk karistirildiginda
tekdtize bir dagilim saglanmistir.

e Taramali elektron mikroskobu goriintiilemeleri ile PLGA ve PEG-PLGA ile
nanopartikiil formiilasyonlarinin kiiresel ve diizgiin bir yapiya sahip oldugu
ve PCS sonuglari ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

e Enkapsiilasyon etkinligi caligmalar1 sonucunda formiilasyonlarin yiikleme
etkinlikleri %18-35 arasinda bulunmustur. En az yiikleme %1 PVA oran1 ve
en fazla yikleme %3 PVA kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerde
gozlenmistir. PLGA nin %3 derisimiyle, PEG-PLGA nin ise %2 derisimiyle
hazirlanan nanopartikiillerinde en yiiksek %EE’ye ulagilmistir. Diisiik
enkapsiilasyonun Tramadol HCI’nin suda kolay ¢dziinen bir madde oldugu
g6z onilinde bulunduruldugunda hidrofilik ilaglarin enkapsiile edilmesinin
zorlugu ile aciklanmaktadir. Ayrica PLGA bazli nanopartikiillerin
tasariminda bazi ilaglar icin diisiik ilag yiiklemesi biiyiikk bir sorun teskil
etmekte ve PEG-PLGA nanopartikiillerde de ilag-polimer etkilesiminin, PEG

zincirlerinin sterik engel olusturmasi nedeniyle azaldig1 tahmin edilmektedir.
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e Nanopartikiillerin salim profillerini konvansiyonel parenteral miistahzar ile
karsilastirdigimizda PLGA ve PEG-PLGA polimerleri ile hazirlanan
nanopartikiiller ile 30 saat siire boyunca siirekli salim saglayan
formiilasyonlar elde edilmis oldugu sonucuna varilmistir. Konvansiyonel
miistahzar ile 2. saatte etken maddenin tamamina yakini salinmisken, PLGA
nanopartikiillerde %?20-45 ve PEG-PLGA nanopartikiillerde ise %50-60
oraninda salim gozlenmistir.

e Kisa siireli fiziksel stabilite ¢alismalarinda Tramadol HCI yiikli
nanopartikiillerin 3 ay boyunca -20°C ve 4°C’de muhafaza edildiginde
herhangi bir agregasyon olusturmadan stabil bir sekilde kalabildigi
gbzlenmistir. 25°C’de ise nanopartikiillerin stabil kalmadigi ve agregasyon
olusturdugu tespit edilmistir.

e Nanopartikiillerin farkli izotonik ve plazma hacmini artirici ¢ozeltiler igindeki
stabilitesinin incelenmesi sonucunda saf suda ve %0,9 Sodyum kloriir, %5
Dekstroz ¢ozeltilerinde stabil olduklari, %6 Hidroksietil nisasta, %20
Mannitol, %10 Dekstran 40 ve %4 Siiksinil jelatin c¢ozeltilerinde ise
nanopartikiillerin agregat olusturduklar1 ve stabil olmadiklar1 belirlenmistir.
Bu sonug in vivo uygulamalarda liyofilize nanopartikiillerin seyreltilmesinde

kullanilacak ¢6zeltilerin belirlenmesine 151k tutacaktir.

Bu tez ile Tramadol HCI’nin basarili bir sekilde PLGA ve PEG-PLGA
nanopartikiillere yiiklenmesi saglanmistir. Ayrica gelistirilen formiilasyonlar
sayesinde ilacin salim siiresi de uzatilmistir. Gelistirilecek farkli hazirlama yontem
ve teknikleri ile ila¢ enkapsiilasyon etkinligi ve salim siireleri artirilmaya c¢alisilabilir.
In vitro galigmalar g6z 6niinde bulunduruldugunda gelistirilen formiilasyonlar uzun
stireli agr1 tedavisinin saglanmasinda umut vadetmekte ve in vivo c¢alismalara
gecilmesi i¢in uygunluk gostermektedir. Gelistirilen bu nanopartikiil formiilasyonlari
uygun ¢oziiciiler ile hazirlanarak deney hayvanlarina verilebilir ve in vivo etkinlikleri
incelenebilir. Boylece Tramadol HCI igeren nanopartikiillerin, agr1 hisseden deney

hayvanlarinda agr1 tedavisinin etkinligini ve etki siiresini artiracagi diistiniilmektedir.
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