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OZET
KETOPROFEN LiZiN iCEREN POLI LAKTIK-KO- GLIKOLIK ASIT (PLGA)
NANOPARTIKULLERININ HAZIRLANMASI VE IN-VITRO
DEGERLENDIRILMESI
Akin ELMASKAYA
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dah
Anadolu Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Damisman: Do¢. Dr. Evrim YENILMEZ

Bu tez calismasinin amaci, Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) polimer bazli
nanopartikiiller icerisine agr1 kesici ve antienflamatuar 6zellikleri bulunan ketoprofen
lizin tuzunun yiiklenmesi ve hazirlanan formiilasyonlarin in-vitro karakterizasyon
caligmalarinin yapilmasidir.

Ketoprofen giiniimiizde agri, osteoartrit, romatoid artrit gibi yiiksek enflamasyon
durumlarinda siklikla regete edilen agr1 kesici ve enflamasyon giderici bir etkin maddedir.
Ketoprofen lizin tuzu uzun yillardir 6zellikle antienflamatuar etkinliginden dolay:
kullanilan ketoprofen etkin maddesinin bir tuzudur. Ancak ketoprofen etkin maddesinin
var olan gastrointestinal yan etkileri ve ¢oziniirliik problemleri kullanimini
kisitlamaktadir. Ketoprofen lizin tuzunun ¢oziiniirlitk 6zelligi tuz olmasindan kaynakl
olarak daha tistiindiir. Antienflamatuar ve agr1 kesici olarak polimerik bir nanopartikiille
yapilan kaplama ilacin gastrointestinal yan etkilerini azaltip, tedavi kisitliligin1 ortadan
kaldiracag diisiiniilmektedir. Bu &zelliklerin Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan onayli olan PLGA gibi giivenli ve uzun yillardir polimerik tasiyict sistem
olarak kullanilan bir polimerle ger¢eklesmesi oldukg¢a giivenilir ve kullanigh bir sistem
olusturaca@ diisiiniilmektedir. Ulkemiz de yalnizca iki adet ketoprofen lizin preperati
kullanimdadir. Bu preperatlar da kontrollii salim 6zelligine sahip degildir. Bu tezle
birlikte ketoprofen lizin yiiklii Poli Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA) bazli polimerik
nanopartikiiller ¢oziicii buharlastirma, nano¢oktiirme ve piiskiirterek kurutma
yontemleriyle hazirlanmis ve etkili tagiyic1 adayr oldugu sonucuna varilmistir. Bununla
birlikte, in vivo deneyler, elde edilen in vitro sonuglar1 desteklemek ve son karar1 vermek
icin gereklidir.

Anahtar Sozciikler: Ketoprofen Lizin Tuzu, Poli Laktik Ko Glikolik Asit,
Nanopartikiil
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ABSTRACT
PREPARATION OF KETOPROPHEN LYSINE LOADED
POLY LACTIC CO GLYCOLIC ACID (PLGA)
AND IN-VITRO EVALUATION
Akin ELMASKAYA
ANADOLU UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY
Supervisor:

Assoc.Prof.Dr. Evrim YENILMEZ

The aim of this thesis study was to develop a new oral drug delivery system with
ketoprofen lysine salt loaded with Poly Lactic Acid-co-Glycolic Acid (PLGA)
nanoparticles which has analgesic and anti-inflammatory properties and to evaluate in-
vitro release studies and characterisation of this system.

Ketoprofen is a pain relieving and antiinflammatory agent frequently prescribed in
high inflammation conditions such as pain, osteoarthritis and rheumatoid arthritis.
Ketoprofen lysine salt is a salt of ketoprofen which has been used for many years because
of its antiinflammatory activity. However the solubility of ketoprofen and gastrointestinal
side effects are limiting of usage. Lysine salt of ketoprofen solubility is better than normal
ketoprofen. Coating with a polymeric nanoparticle as an antiinflammatory and painkiller
will reduce the gastrointestinal side effects of the drug and eliminate treatment limitation.
This protection, especially by the US Food and Drug Administration (FDA) approved by
PLGA as a polymer with a polymer used as polymeric carrier system for many years and
will be a very reliable and useful drug.

Only two ketoprofen lysine preparations are available in our country. None of them
has a controlled release.

In the scope of the thesis, it was concluded that ketoprofen lysine-loaded polymeric
nanoparticles prepared by solvent evoporation, nanoprecipitation and spray driying
methods and based on Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) are effective carriers. However,
in vivo experiments are required to support the resulting in vitro results and to make the
final decision.

Keywords: Ketoprofen Lysine Salt, Poly Lactic Ko Glycolic Acid, Nanoparticles
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde ila¢ etkin maddelerinin istenen miktarda ve siklikta hedef organ veya
bolgeye ulagmasi gelisen teknoloji ve insan beklentilerinin dogal bir sonucu olarak
popiiler ve zorunlu bir hal almistir. Gittikce artan bu beklentiyle birlikte yapilan
calismalar hiz kazanmis ve elde edilen sonuglar ¢ogalmistir. Bir ilag tasiyici sistem
organizmanin karmagik yapisini gegerek etkin maddenin hedef organa istenilen miktar ve
siklikta ulagmasi i¢in ¢aba gostermektedir.

Polimerler ise yaklasik yarim yilizyilldir kullanilmakla birlikte bazi temel
avantajlarindan dolayr goze c¢arpmaktadir. Genellikle birgok etkin maddeyle gecimli
olmalari, viicutla uyumlu olmalar, dayaniklt ve nispeten kolay elde edilebilirlikleri
bunlarin basinda gelmektedir.

Poli Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA) eczacilik teknolojisi ve tip alaninda pek ¢ok
yerde uzun yillardir kullanilmaktadir. Bilinen en 6nemli kullanim sekli yara veya doku
alan1 kapatmada dikis malzemesi olarak kullanilmasidir. Ayrica pek ¢ok etkin madde
calismalart mevcuttur. Viicutla son derece uyumludur ve giivenle uzun yillardir
kullanilmaktadir.

Ketoprofen lizin tuzu (KLT) ise agr1 kesici ve anti enflamatuar 6zellikleri bulunan
bir non-steroidal anti enflamatuar (NSAI) ajandir. Ozellikle tuz olmayan formu yani
ketoprofen uzun yillardir kullanilmaktadir. Ancak ¢oziiniirliik ve gastrointestinal yan
etkileri 6zellikle ketoprofenin kullanimini sinirlandirmaktadir.

Bu tezde ketoprofen gibi degerli bir etkin maddenin, ¢6ziiniirliik problemini tuz
formu olan KLT nin kullanimiyla, gastrointestinal yan etkilerini ise PLGA gibi giivenilir
bir polimerle agilmaya ¢alisilmistir. Bu tezde dogru KLT-PLGA formiilasyonu secilmest,
gelistirilmesi, karakterizasyonu, ve in-vitro salim caligmalarinin  yapilmasi

amaglanmuistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Ketoprofen Lizin Tuzu

Ketoprofen kimyasal ismi 2-(3-benzoilfenil) propiyonik asit olan, ankilozan
spondilit, osteoartrit ve romatoid artrit gibi romatizmal bozukluklarda ve diger romatoid
kokenli olmayan kas, iskelet ve eklem hastaliklarinda, dismenore gibi hafif ve orta
siddetteki agrilarda kullanilan bir etkin maddedir (Martindale, 1989, s. 78).

Genellikle kullanim 6nerisi oral yolla yemekle birlikte giinde 2 kez 50-100 mg
olarak Onerilmektedir, ayrica supozituvar formiilasyonlar1 rektal olarak da genellikle
geceleri 100 mg dozda kullanilmaktadir (Martindale, 1989, s. 78).

KLT 2-arilpropiyonik asit tiirevi steroid olmayan bir antienflamatuar etkin madde
olup, analjezik, antienflamatuar ve antipretik Ozellikleri bulunmaktadir. KLT’ nin
semptomlar1 azaltic1 6zellikleri bulunmaktadir. Yanma hissinde azalma, agr1 ve 6dem
azaltici etkileri de yapilan ¢aligsmalarda tespit edilmistir (Passali vd., 2001, s. 1509).

NSAI ilaglar kimyasal yapilarina gore 6 sinifa ayrilmustur:

I. Karboksilik asitler:

a. Salisilik asit ve esterleri

b. Antranilik asit tiirevleri: Flufenamikasit, mefanamikasit

II. Asetik Asitler:

a. Fenilasetik Asit: Diklofenak, fenklofenak

b. Karbo ve heterosiklik asitler: Infometazin, etodolak, sulindak, tolmeltin

III. Propronik asitler: Ebuprofen, ketoprofen, flurbiprofen, suprofen, naproxen,
fenoprofen, tiaprofenik asit

IV. Fenamik Asitler: flufenamik, mefenamik, meklofenamik

V. Enolik Asitler:

a. Pirazolonlar: fenilbutazen, oksifenbutazon, azopropazon

b. Oksikamlar: piroksikam, pesoksikam, sudoksikam

VI. Nonaisidik Ajanlar: prokuazom, traramid, pflunizol, naubmetan (Hasgelik,
2001).

Ketoprofen NSAI’lar arasinda propiyonik asit tiirevidir ve giiclii bir non-steroidal
antienflamatuvar ajandir. Ketoprofen giiclii santral ve periferal analjezik etkinlige sahiptir
(Messeri vd., 2003, s. 574).

KLT ketoprofen ile kasilastirildiginda daha iyi farmakokinetik 6zellikler ve tolere

edilebilirlik gostermektedir. Ketoprofen lizin tuzu oral kullanimda 1-2 saatlik yar1 émre
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sahiptir, bu nedenle c¢oklu dozlamaya veya kontrolli salim sistemlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Cerciello vd., 2016, s. 2063).

Ketoprofenin ek ozelliklerine ek olarak giiclii merkezi ve periferal analjezik
etkinligi vardir (Messeri vd., 2003, s. 574).

Oral kullanilan diizenli salim preparatlarinda ketoprofen, hizla absorbe olur ve
dozun alinmasindan sonra pik konsantrasyonlari 0.5 ile 2 saat arasinda goriiliir, 1-3 saat
arasinda plazma yar1 omrii bulunmaktadir. Diger NSAI’lar gibi ketoprofenin de

gastrointestinal sisteme yan etkileri bulunmaktadir (Comoglu vd., 2002, s. 192).

0
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0
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Sekil 2.1. Ketoprofen Lizin Tuzunun Kimyasal Yapist (http-1)

Kokki ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismalarda cerrrahi operasyona giren
cocuklarda ketoprofenin iyi bir giivenlik profiline sahip ve etkili bir analjezik oldugu
kanitlanmistir. Bu uygulamada post-operatif agrilar1 azaltmak i¢in ketoprofen lizin tuzu
parasetamol ile karsilastirilmistir (Messeri vd., 2003, s. 574).

KLT travmatik ve ortapedik bozukluklarda antienflamatuar analjezik
ozelliklerinden dolay1 recete edilen bir ajandir ve Artrosilene® Fiale tek miistahzari
olarak intravendz infiizyon seklinde diger anti enflamatuar, anti hemorajik, anti iilser ve
antibakteriyel preperatlarla kombine halde siklikla kullaniimaktadir (Anacardio vd.,
2005, s. 791).

KLT bradikinin tarafindan indiiklenmis bronkokonstriiksiyonu modiile edebilir ve
siklooksijenaz blokajina bagli olarak azalan bradikinin seviyesinin neticesinde biiyiik

6l¢iide havayolu gegirgenligini artirdigi rapor edilmistir (Daffonchio vd., 2002, s. 224).



2.2. Enflamasyon

Enflamasyon, ilk olarak travmatik, iskemik, enfeksiydz, otoimmiin, toksik veya
bunlardan birka¢inin ayn1 anda gerceklesmesiyle bir organda bulunan hiicreleri etkiler
ardindan ortaya ¢ikan hiicre 6liimii baska hiicrelerin o6liimiiniide tetikler Ornegin
notrofiller ardindan ortamda sivi birikimiyle kendini gosterir. Son yillarda
enflamasyonun hem steril yani non-patojenik ortamlarda ve steril olmayan ortamlarda
ayni sekilde gergeklestigi anlagilmigtir (Mack, 2018, s. 68-69).

Akut ve kronik enflamasyonda temel amag organizmaya yonelik tehditlerin ortadan
kaldirilmasidir. Enflamasyon zedelenme veya enfeksiyonun baglangicindan sonra bazi
reseptorler tarafindan fark edilmesiyle baslar. Ardindan organizmanin proinflamatuar
yanit sistemi sitokinler gibi ¢6ziinebilir bazi mediyatorler ile harekete gecirilir. Tiim bu
olusum, dolagimda bulunan 16kositler ve endotel hiicreleri iizerinde bulunan adezyon
islemini kolaylastiracak molekiilleri harekete gegirir bu sayede graniilosit ve magositlerin
kandan bolgeye akisini tesvik eder. Notrofil gibi bazi graniilosit cesitleri organizmayi
rahatsiz eden faktor her ne ise bunu ortadan kaldirmak icin bolgeye go¢ eder fagositoz,
hidrojen peroksit, sliperoksit anyonlar ve hidroksil radikalleri gibi mekanizmalar ya da
bunlardan birkaci ile mikroorganizmalari ortadan kaldirmak i¢in islev goriir. Genellikle
enflamasyon tedavilerinde non-steroidal anti enflamatuar ilaglar (NSAII), antistokin
tedavileri igeren ilaclar Ornegin anti-timor nekrozis faktor (TNF) o gibi ilaglar
enflamasyonu tetikleyen aracilarin sentezini veya etkisini inhibe etmeyi hedefler (Feehan

and Gilroy, 2019, s. 198).

2.3. Agn

Uluslararasi agr1 aragtirma dernegine gore (IASP) agrinin tanimi, kisi veya bireye
hos gelmeyen veya istenmeyen hissiyat ¢esididir. Bu durum duyusal veya duygusal
olabilmekle birlikte subjektiftir ¢iinkii kisiden kisiye gore tanimlamalari yani miktari
degiskenlik gosterir. Ayn1 zamanda agriy1 kisaca doku hasarina baglh olarak kisilerin
hissettikleri seklinde tanimlamakta miimkiindiir (Apkarian, 2019, s. 1-2).

Daha bilimsel olarak agri: ndsiseptif noronlarin algiladiklar1 ardindan bunun
raporlanmasi, degerlendirilmesi ve buna verilen tepki seklinde bir¢ok yolak, protein
hareketi ve cevaptan olugmaktadir. Bu nosiseptif néronlarin normal giinliik yasantimizda
agridan bagimsiz sekildeki rolleride unutulmamalidir. Agri mekanizmasinin dogru

calismasi i¢in biling gereksinimi de unutulmamalidir (Apkarian, 2019, s. 1-2).
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Akut agr1 organizma i¢in onemlidir, hayatta kalmak veya organizmanin saglikli
kalmasi i¢in bir uyar1 seklidir. Kronik agr1 pek faydali bir koruyucu mekanizma ortaya
koymaz. Beden i¢in rahatsiz edicidir ve analjezikler tarafindan kontrol altinda tutulmaya
calisilir. Temel olarak agri mekanizmasinda, zararli uyarani perifer bolgede algilayan
nosiseptor adi verilen yapilar omurilige elektriksel iletim saglar, ardindan bu bilgi beyin

tarafindan algilanir (Malcangio, 2018, s. 102).

2.4. Polimerler, Nanopartikiiller ve PLGA

Kisa bir tanimla polimer; birden ¢ok kii¢iik molekiiliin kovalent baglar araciligiyla
baglanarak olusturdugu biiyiik molekiillerdir. Polimerler hayatimizin her alaninda genis
kullanima sahiptirler ¢iinkii hafif, kolay islenebilir, gerekli mekanik &zelliklere cevap
verebilir olmalart polimerler i¢in genis kullanim alami yaratmaktadir. Polimerlerin
dogasindan kaynakli ortaya c¢ikan makromolekiiler yapilari, onlara istiinliikler
kazandirmaktadir. Ozellikle mekanik olarak beklenen gerekli dzellikler bilyiik ve uzun
zincir yapilarinda ortaya ¢ikmaktadir (Erdem ve Morgil, 2002, s. 88).

Polimerler son yillarda hedeflendirilmis tiimor terapilerinden, immiin sistemin
modiilasyonuna kadar ¢cok genis bir alanda giderek artan ilgiye sahip tasiyici sistemlerdir.
(Mccall and Sirianni,2013, s. 1).

Sentetik polimerler dogal polimerlere gore yiiksek saflikta iretilebilirler,
biyobozunmalar1 kontrol edilebilir ve toksik olmayan yan iirlinlere sahiptirler tiim bu
sebeplerden dolay ilag tastyict sistem olarak siklikla kullanilirlar (Kiigiikturhan, A. ve
ark., 2010, s. 215).

Biyobozunur polimerler dogal veya sentetik kdkenli olabilir ancak her ikiside in-
vivo ortamda pargalanirlar. Bu pargalanma enzimatik veya enzimatik olmayan sekilde
gerceklesebilir. Ortaya ¢ikan non-toksik iiriinler normal metabolik yolaklar araciligiyla
ortadan kaldirilirlar. Polimerik materyal igerisine yiiklenen ilag¢ diflizyon, polimerin
erozyonu veya her ikisi aracilifiyla saliabilir (Jain, 2000, s. 2476).

Bircok dogal ve sentetik polimer kontrolli salim ve hedeflendirme igin
arastirilmasina ragmen ¢ok azi biyouyumludur (Jain, 2000, s. 2476).

Son yillarda, etkili ilag tasiyicilar olarak biyobozunur nanopartikiiler tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Polimerler, ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmakta ve bu sistemler etkili ila¢ tasinmasini saglamaktadir. Ayrica polimerik

nanopartikiiler sistemler terapotik yararlanimi artirirken yan etkileri minimize etmektedir.
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Bu sistemlerin gelistirilmesindeki temel amag kontrollii salim elde etmekle beraber ilacin
farmakolojik etki gosterecegi alana optimal dozda ve oranda tasinmasini saglamaktir.
Ornegin lipozomlarda ilag tasiyici sistem olarak bu avantajlar1 gosterirler ancak diisiik
enkapsiilasyon hacmi, kan bilesenleri ortaminda suda ¢ozilintirliigii yliksek ilaglarin ani
salinmast ve diisiik saklama stabilitesi gibi dezavantajlart vardir. Fakat polimerik
nanopartikiillerin lipozomlara kiyasla ilag veya proteinin stabilitesini artirmak ve
kullanisl kontrollii salima sahip olmak gibi avantajlar1 vardir (Kumaresh vd., 2001, s. 2).

Nanopartikiiller dogal veya sentetik polimerlerle hazirlanabilirler, hazirlanig
sekline bagli olarak nanokiire veya nanokapsiil seklinde olabilirler. Nanokapsiil ve
nanokdireler farkli salim karakteristiklerine sahiptirler. Nanokapsiiler sistemlerde etkin
madde bir bosluga hapsedilmistir. Nanokiire de ise etkin madde polimer igerisinde
homojen bir sekilde dagilmis halde bulunur. Bu sistemlerde etkin madde matris
icerisinde dagitilmig, ¢Oziindiiriilmiis, yiizeye tutunmus veya sistem igerisinde
hapsedilmis halde bulunabilir. Poli laktik-ko- glikolik asit ilag tastyict polimerik
sistemlere bakildiginda siklikla arastirilan polimerdir. (Derman, Kizilbey ve Akdeste,
2013, s. 107-109)

Nanopartikiiler sistemler kendi i¢inde ¢esitli avantajlara sahiptirler. Bunlardan ilki
tastyici sistemin nanoboyutta olmasindan dolay1 ilacin hiicre icerisine gegisi kolaylasir ve
hedef dokuda toplanmasi saglanir. Bir diger énemli avantajlar1 ise biyobozunur veya
biyouyumlu olmalarindan ileri gelir. Boylece istenilen alanda kontrollii salim uygun
biyobozunma araciligiyla saglanabilir. Diger avantajlar1 ise sterilizasyonlari
boyutlarindan dolayr kolaydir. Viicut igerisinde parcalanirlar, agiga ¢ikan par¢alanma
tirtinleri biyouyumludur, toksik degildir (Makadia and Siegel, 2011, s. 1378-1379).

Oral yolla verilen etkin maddenin biyoyararlaniminda artis olur. Uzun siireli ve
kontrollii salim saglanabilir. Hedeflendirme yapilabilir. Polimerik sistem tarafindan
taginan etkin madde istenilen bolgeye ulasana kadar degredasyondan korunur.
Hedeflendirmeye imkan sagladiklari i¢in yalnizca istenilen bolgeye ulasmalar1 ve diger
dokulara verilecek ilag¢ zararindan korunmus olur. Uretim sekilleri ve stabiliteleri diger
sistemlere kiyasla kolaydir. Stabiliteyi artirmak amagl ilag iirliniine konulacak maddelere
ihtiya¢ kalmaz ve bu maddelerin toksik etkileri ortadan kalkar. (Derman, Kizilbey, ve

Akdeste, 2013, s. 107-109)



Poli laktid (PLA) ve PLGA polimerleri biyouyumlu ve biyobozunabilir
Ozelliklerinden dolayi ilag formiilasyonlarinda genis kullanim alanlarina sahiptir (Gavini

vd., 2001, s. 194).
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Sekil 2.2 PLGA Kimyasal Yapisi (Maharshi vd.,2018, s. 1039).

PLGA uzun siiredir emilebilir dikis, siitur materyali olarak kullanilmakta ve
insanlarda kullamm1 Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onayl1 oldugu i¢in oldukga
popiiler bir ilag tastyici sistemdir (Gavini vd., 2001, s. 196-197).

PLGA polimerik partikiillerinin NSAI ilaglar ile yiiklenmesi icin piiskiirterek
kurutma uygun bir metoddur. Piiskiirterek kurutma ilag-polimer ¢ozeltisinin basit bir
sekilde hazirlanmasini igerir ve hizli bir metoddur. Gavini ve arkadaslari tarafindan 2002
yilinda yapilan bir ¢alismada ketoprofen etkin maddesi PLGA polimeri igerisine
puskiirterek kurutma metoduyla yliklenmeye calisilmistir mikro-kiire igerigine baglh
olarak %35- %45 oraninda {iriin verimliligi saglanmistir, bu sonug piiskiirterek kurutma
icin sikca karsilasilan bir durumdur. Fakat miikemmel enkapsiilasyon etkililigi elde
edilmis ve teorik olarak beklenen degerlere oldukca yaklasilmistir (Gavini vd., 2001, s.
196-197).

PLGA’nin insan saghigiyla ilgili yerlerde kullanilmasinin en biiyiik sebebi bu
polimerin biyouyumlu, non-toksik ve olusan degredasyon iiriinlerinin biyolojik olarak
emilebilir olmasindan ileri gelir. Laktid ve glikolit iceren polimerler igerilerinde bulunan
oranlara gore genis ve ¢esitli fizikokimyasal 6zellikler gosterirler (Sah vd., 2013, s. 748).

Biyolojik olarak degredasyona ugrayabilen PLGA nanopartikiilleri ilaglar, protein-
peptit yapili molekiiller, as1 ve niikleotidler i¢in tasiyici sistem olarak kullanilmaktadir.
Bu nanopartikiilleri ilact parcalanmadan korurken kontrollii salim saglar (Sah vd., 2013,
s. 748).

PLGA’nin karakteristik 6zellikleri laktik asitin stereokimyasi (D, L ve D-L karisik

formlar1), kristalinite derecesi, laktik asit /glikolik asit oran1 ve molekiil agirhigiyla



degistirilebilir veya kontrol edilebilir. Genellikle son grubu lauril veya metil esterleriyle
kapatilmis olan PLGA kapatilmamis olan diger tiirevlerine gore daha kararlil olmaktadir
(Sah vd., 2013, s. 748).

Yeni ilag tasiyict sistemler diisiintildiigiinde, nanoteknolojik temelli sistemlerin
cesitli avantajlar1 gdze carpmaktadir. Ornegin; organ ve dokulara hedeflendirme, ilaglarin
toksik etkileri azaltilarak biyolojik gecimlilikleri artirilabilir, kontrollii ve geciktirilmis
salima olanak saglayabilirler. PLGA 1iyi derecede biyouyumluluk ve biyodegredasyon
ozellikleri sergileyen hidrofobik sentetik bir polimerdir. PLGA nin biyodegredasyonu
sonucu ag¢iga ¢ikan irlinler insan viicudunun normal metabolik yolaklar1 araciligiyla
elimine edilmektedir. PLGA ile enkapsiile edilmis ilag molekiilleri yalnizca istenmeyen
degredasyondan korunmaz ayni zamanda biyoyararlanimlari da artar (Wang vd. 2015, s.
5672).

PLGA nanopartikiilleri terapotik ajani1 korurlar ve kararliliklarini artirirlar,
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini gelistirerek terapdtik ajanlarin kontrollii
salim yapmasini saglayabilirler. PLGA formiilasyonlar ¢esitli ilaglarin tasiyici sistemi
olarak amerikan gida ve ila¢ dairesi (FDA) ve avrupa ila¢ ajansi (EMA) tarafindan
onaylanmistir. PLGA nanopartikiilleri retikiiloendotelyal sistem tarafindan yiiksek
diizeyde opsonizasyona ugramaktadir. Bu durum PLGA nanopartikiillerinin kullanimini
kisitlamaktadir. PLGA bazli nanopartikiillerin bu olumsuz ve kullanimimi kisitlayan
0zelliginin oniine gegmek icin yiizey kaplamasi gibi ¢esitli metodlar kullanilmaktadir. Bu
durum PLGA’nin normalde hidrofobik olan yiizeyinin su sever ajanlarla kaplanmasi
sonucu retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin bu nanopartikiillere opsonizasyonu
azaltilmistir. PEG, poloksamerler ve kitosan gibi c¢esitli ajanlarda PLGA’nin negatif
yiizey yukiinii notralizeetmekte veya azaltmaktadir. PLGA nin negatif zeta potansiyelinin
azaltilmast sonucuda retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tarafindan fagositlenmesi
azalmaktadir. Fakat ylizeyi modifiye edilmis PLGA’ nin yiiksek katiliktaki ¢ekirdeginden
dolay1 karacigerde lokalize oldugu tespit edilmistir ve bu konunun ¢6zimi i¢in

arastirmalar hizlanmistir. (Manoochehri vd., 2013, s. 2).

2.4.1. PLGA’mn biyodegredasyonu

Tip ve biyolojide biyodegrade olabilen polimerler 6nemli rol oynamaktadir.
Biyodegredasyona ugrayabilen polimerler kontrollii salim, cerrahi implantasyon,

stiturlar, cerrahi iplikler ve bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Tip alaninda kullanilan
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polimerlerin kimyasal igerikleri farklilik gostermekle beraber bozunma mekanizmalar
genelde hidroliz yani su aracili olmaktadir (Murthy vd., 2017, s. 547).

Alifatik poliesterler en yaygin ¢alisilan biyo bozunur sentetik materyallerdir. PLGA
ise alifatik poliesterler grubunun bir {iyesidir. Biyolojik pargalanabilen polimerlerden,
endiistri ve akademideki aragtirmalarda kontollii salim i¢in en ¢ok kullanilan polimerler
laktik asit ve glikolik asit tabanlidir. 1970’lerde cerrahi siitur materyali olarak
kullanimdan itibaren pek ¢ok toksikolojik ve klinik veriye sahiptirler (Sequeira, vd.,
2018, s. 380).

Poli laktik asit (PLA) ana kaynagi musir nisastast olan, dogrusal bir alifatik
biyobozunur polimerdir. Bununla birlikte seker kamisi, manyok kokii ve patatesten de
elde edilebilir. Hem PLA hemde PLGA biyouyumlu, biyobozunur ve hidroliz altinda
degrade olabilirler. Laktik asit viicutta karbonhidrat mekanizmasiyla bozunan bir
monomerdir (Amreddy vd., 2019, s. 83).

PLGA sentetik biyo bozunur bir polimerdir. PLGA’nin viicut tarafindan
degredasyonunda yiizey ve kiitlesel erozyonla birlikte yiizeysel ve kiitlesel diflizyon
acisindanda degerlendirilerek kiimiilatif bir mantik yiiriitiilmelidir. PLGA ko-polimerinin
viicutta bozunma hiz1 zincir bilesimine, kristalinite derecesine, molekiil agirligi, camsi
gecis sicakligi ve hidrofilik/hidrofobik oranti gibi ¢esitli faktorlerle degisebilir. Ko-
polimer igerisindeki PLA oram arttikga veya PGA orami azaldikca bozunma hizi
yavaslamaktadir (Ahmad, vd. 2019, s. 157-158).

PLGA kuru ortamlarda stabilken viicut gibi su igeren bdlgelerde hidrolize
ugramaya baglar. Hidrolitik zincir reaksiyonuyla polimerler ilk 6nce oligomerlere sonra
monomerlerine kadar parcalanir. Parcalanmis haldeki PLGA’dan ortaya laktik asit (LA)
ve glikolik asit (GA) ¢ikar. Viicudun endojen metabolitlerinden olan LA ve GA krebs
dongiisiine girerek viicuttan karbondioksit ve su seklinde atilir. Bu zararsiz metabolitler
sonucu bir miktar pH artis1 ve hafif lokal toksisite gozlenebilir (Sequeira, vd., 2018, s.
381).

Bir polimerin biyobozunur olabilmesi i¢in su veya enzimler araciligiyla baglarinin
kopabilmesi gerekir, 6rnegin: poliesterler, poliamidler, polianhidritler, polikarbonatlar ve
poliliretanlar gibi. Hem LA hem GA poliesterler grubunun iiyesidirler (Uhrich and
Abdelhamid, 2016, s. 63)

PLGA igerisinde laktik asit oran azaldik¢a biyodegredasyon hizlanmaktadir. Ester

baglarinin kopmasini hizlandiran 6zellikler polimerin pargalanma hizini artirmaktadir.



Bazik bilesikler uygun miktarlarda karboksilik uglar1 noétralize ederler ve biyolojik
parcalanma hizini yavaglatirlar (Anderson and Shive, 2012, s. 73).

Molekiil agirligi ve dagilimi da degredasyon hizi i¢in 6nem tasiyabilir. Yiiksek
molekiil agirligi dagilimi karboksilik u¢ sayist artirmakta ve buna bagli otokatalitik
degredasyon islemi hizlanmaktadir. PLGA in-vivo terapotik uygulamalarda lokal veya
sistemik reaksiyon gdstermeyen biyouyumlu bir polimerdir. Mikrokiirelerin boyutu 5
mikrondan daha az olursa makrofaj ve diger hiicreler tarafindan alikonma veya
yakalanmaya maruz kalacaktir ancak 5p-10p mikron araliginda olanlar yakalanmayabilir
ve 10p lzerindekiler tamamen yakalanmaz olarak kabul edilir. Polimerin boyutu
ayarlanarak retikiiloendotelyal sistem tarafindan fagositozu engellenebilir. Fagosite
edilen partikiillerin degredasyonu ¢ok hizli olmaktadir (Anderson and Shive, 2012, s. 73).

1993 yilinda Pistner ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada eriyik halden
olusturulan kati poli laktid bloklari ratlara subkiitan olarak yerlestirilmistir. Bu ¢alismada
poli laktidlerin kristalinitesinin biyodegredasyon hizina olan etkisi aragtirilmigtir.
Kristalinite polimerlerin biyodegredasyon hizinda 6nemli rol oynayabilir. Amorf
yapidaki PLGA’nin yar1 kristalin haldeki bloga gore daha hizli degrade oldugu
goriilmustilir. Ayrica yar1 kristalin yapida 6nce amorf kisimlarin pargalandigi sonra kristal
kisimlarin parcalanmaya basladigr goriilmiistiir. Degredasyon esnasinda kristalinite
derecesi baslangica oranla artar ve hidrolize daha dayanikli bir yap1 agiga c¢ikar (Pistner
vd., 1993, 5. 292-293).

PLGA’nin igerisindeki PLA oran1 %70 den az olursa amorf 6zellik gosterir, yiiksek
biyobozunurluga sahiptir ve diigsilk mekanik dayaniklilig1 vardir. Ancak PLA orant %70
in iizerinde olursa yliksek mekanik dayaniklilik ortaya ¢ikar biyobozunurluk azalir bu
durumda PLGA genellikle doku miihendisligi ve diger biyomedikal alanlarda tercih
edilir. Bu 6zellikleri PLGA’ya PLA oranin’in degistirilerek miidehalesini saglar. Degisen
oranlarla kontrollii salim degistirilebilir. PLA PGA’ya gore daha hidrofobiktir. PLA oran
arttik¢a hidrofobiklik artar (Amreddy vd., 2019, s. 83).

Shokrolahi ve arkadaslar1 bir lipit diigiiriicti etkin madde olan atorvastatin yiiklii
PLGA nanopartikiilleri lizerinde calismiglardir. Calismadaki amag enjekte edilebilir
apetit kapli atorvastatin kalsiyum yiiklii PLGA kiirelerinin adipoz tiirevli mezenkimal kok
hiicrelere etki edip etmedigini anlamaktir. Su igerisinde yag emiilsiyonundan kati bir
madde almak yontemiyle, 20-50 um boyutunda partikiiller elde ettikten sonra %10

oraninda atorvastatin kalsiyum partikiillere zarar vermeden yiiklenmistir. Atorvastatin
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kalsiyum igceren PLGA partikiilleri osteojenik hiicrelerdeki degisimi azalttig
gbzlemlenmistir (Shokrolahi vd, 2019, s. 95-96).

Yamaguchi ve arkadaslar1 insiilin ytkli kontrollii salima sahip PLGA kiireleri
tizerinde calismislardir. PLGA mikrokapsiilleri ¢6ziicii buharlastirma ve ¢oklu emiilsiyon
islemleriyle hazirlanmistir. Yag igerisinde su emiilsiyonu seklinde diklorometanda
dagitilan kristalize insiilinlerin birgogunun PLGA mikrokapsiillerine baglandig:
gbézlenmistir. Ardindan yapilan in-vivo ve in-vitro calismalarda yiiklenmis insiilinin
birkag saat icerisinde hizli bir sekilde ortama salindigi gozlendi. Primer diklorometan
emiilsiyonuna ortama gliserol veya su ilavesi ilk salim etkisini biiyiik Ol¢iide azaltir.
Insiilin ve PLGA’da amfifilik 6zellikler tasimaktadir. Ortama hazirlama esnasinda
ekstradan eklenecek su veya gliserol olmasi durumunda instilinler PLGA’nin igerisine
heterojen olarak dagilacak ve bu neticede ilk hizli salim engellenerek kontrollii bir salim
viicut icerisinde saglanabilecektir. Gliseroliin ek bir etkisi olarakta PLGA nin camsi gegis
sicakligini 42.5 C° ’dan 36.7 C° dereceye diisiiriir. Yapilan in-vivo ¢aligmalar sonucu
viicut i¢erisine subkiitan verilen PLGA nin porozlii yapisi kaybolmus bu sayede kontrollii
salim elde edilmistir. Tip 1 diabet hastalar1 icin yeni bir umut 15181 gelistirilmistir.
(Yamaguchi, vd. 2002, s. 235).

Bir bagka ¢alismada romatoid artrit, anti enflamatuar amaglar ve iiveitte sikca
kulllamlan bir NSAI ajan olan naproksen yiiklii PLGA partikiillerinin fizikokimyasal
karakterizasyonu yapilmistir. Nanopartikiiller tekli emiilsiyon yontemiyle, c¢oziicii
buharlastirma ve  ekstraksiyonu yontemiyle hazirlanmistir.  Fizikokimyasal
karakterizasyonu igin partikiil boyutu analizi, diferansiyel taramali kalorimetri, X 15101
kristalografisi, fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi ve elektron mikroskobu
kullanilmistir. 352-571 nm boyutunda kiiresel ve piiriizsiiz partikiiller elde edilmistir.
Etkin madde ve PLGA arasinad bir etkilesim gozlenmemis ve diisiik kristalinite
gozlenmistir. Nanopargaciklar fiziksel karisima oranla yavas salim gostermistir. Bu
calisma sonucu ilacin fizikokimyasal 6zellikleri iyilesmistir ve tahmin edilmektedir ki
terapotik bir iyilesmede saglanacaktir (Jawadzadeh, vd., 2010, s. 492).

2008 yilinda yapilan bir bagka ¢calismada rifampisin etkin maddesi, kitosan, PLGA
ve bunlarin kombinasyonlari iizerinde durulmustur. PLGA, kitosan ve PLGA-kitosan
partikiilleri emiilsiyon ya da ¢oktiirme teknikleriyle hazirlanmistir. Hazirlanan
partikiillerin nebulizasyon seklinde kullanimi ve kullanim sirasindaki stabiliteleri

Olctlmiistiir. PLGA mikropartikiillerinin kitosana nazaran daha yiiksek rifampisin
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yiikleme kapasitesinin ve sitotoksisitesinin oldugu anlagilmistir. Kitosan oraninin % 0.75
ve % 0.50 oldugu serilerde en yiiksek yiikleme kapasitesine, nebulizasyon verimine
ulagilmistir. Bu nebulizasyondan sonra toplama kapasitesi mukus ortaminda bakilmistir.
Caligmanin sonunda nebulizasyonla rifampisin yiiklii PLGA’nin kitosana gore daha iyi
bir alveolar tasiyici oldugu ortaya konmustur. Ancak iki polimerin bazi oranlardaki
kombinasyonu tek kullanilmis hallerine gore daha az alveolar sitotoksisiteye ve daha ¢ok
rifampisin yiikleme kapasitesine sahiptir. PLGA-kitosan kombinasyonlu mikro
partikiiller nebulizasyon esnasinda en yiiksek stabiliteye, pozitif yiizey ylikiine ve iyi bir

mukoadhezyona sahiptirler (Manca, vd., 2008, s. 220-230-231).

2.5. Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Bir nanometre metrenin milyarda birine esittir, Inm=10" m. (Chavda, 2019, s.70-
71). Nanoenkapsiilasyon 1-1000 nm boyutunda olan polimerik tasiyicilarin igerisine ilag
hapsedilmesi anlamina gelir (Reis vd., 2006, s. 9).

Nanoteknolojinin gelismesiyle beraber, ilag tasiyan nanopartikiiller kontrollii salim,
stirekli salim, ilacin kimyasal bozunmaya karsi korunmasi ve biyodegredasyonun
Oonlenmesi gibi konularda ortaya c¢ikmislardir. Nanopartikiiller intravendz, pulmoner,
oral, transdermal, okiiler ve nazal uygulanabilmektedirler. Ozellikle transdermal yol
araciligiyla hastanin tedavi uyuncu, terapotik verim artirilabilir ve hedeflendirme
nanopartikiiler sistemlerde yapilabilir (Sharma, 2019, s. 499).

Polimerik nanopartikiil kavrami her cesit polimerik nanopartikiilii nitelese de
0zellikle nanokapsiil ve nanokiireler i¢indir. Polimerik nanopartikiiller ¢ogunlukla kati
tasiyici sistemlerdir. Nanokiireler matriks, nanokapsiiller ise ilaca ait molekiilleri orta
cekirdekte barindiran vezikiiler yapiya sahiptirler. Nanokapsiiller ilag¢ etkin maddesini
cogunlukla merkezlerinde barindirmalarina ragmen kapsiiliin yiizeyinde veya ylizey ile
cekirdek kismi arasinda kalmis molekiilleride barindirabilirler. Hidrofobik yiizeye sahip
polimerler intestinal epitelden hidrofilik olanlara goére daha fazla absorplanir. Genellikle
hidrofobik polimerlerin pozitif yiiklii veya yliksiiz halde olanlar1 bagirsak mukoza
epiteline, negatif yiiklii olanlara gore fazla afinite gdsterir. Bu durumun aksine hidrofilik
yiizeyli ve negatif yiiklii polimerler bagirsak mukozasina yiiksek afinite gosterirler ve
enterositler tarafindan absorplanirlar (Reis vd., 2006, s. 9).

Nanopartikiiler sistemler ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerini degistirebilir. Zayif

¢Oziiniirliige sahip veya biyoyararlanimi diisiik ilaclar1 daha {istlin 6zelliklere sahip hale
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getirebilirler. Etkin maddenin stabilitesini artirarak biyoyararlanima etki edebilirler (Das,
Das and Kammari, 2017, s. 106).

Nanoboyuttaki tasiyici sistemlerin bir diger avantaji ise yiizey alaninin artmasidir.
Lipozomlar, kati lipit nanopartikiiller, dendrimerler, karbon nanotiipler, metalik ve
manyetik  nanopartikiiller, polimerik  nanopartikiiller =~ baglica  nanopartikiiler
sistemlerdendir. Viicut igerisindeki uygulamalarda bu partikiillerin opsonizasyonu,
nanopartikiillerin boyutu hepatik filtrasyon, itrah gibi 6nemli konular mutlaka
degerlendirilmelidir (Chavda, 2019, s. 70-71).

Nanopartikiil hazirlamak i¢in bir¢ok metod gelistirilmistir. Ancak bu metodlar
temelde ikiye ayrilabilir. Ilk metod ©nceden hazirlanmis bir polimer veya
makromolekiilden haziranan nanopartikiilleri igerir diger metod grubunda ise
formiilasyon hazirlanma asamasinda polimerizasyon reaksiyonu gerceklesir (Reis vd.,
2006, s. 9).

Polimerizasyonun formiilasyon agamasinda olusturulan metodlar, kendi iginde
emilsiyon ve ara yilizey polimerizasyon yontemleri olarak ayrilir. Siirekli faza baglh
olarak emiilsiyon yontemi organik faz ve sulu faz olarak ikiye ayrilir (Reis vd., 2006, s.

9).

2.5.1. Polimerik nanopartikiiller (PNP) ve hazirlanmalar:

PNP’ler yiiksek enkapsiilasyon etkinlikleri, diger partikiiler sistemlere gore yiiksek
hiicresel emilim, doku ve hiicrelerle daha iyi biyouyumluluk, hedeflendirme ve etken
maddenin ozelliklerinin iyilestirilmesi gibi Onemli avantajlara sahiptir. Ancak
hazirlanmalarinda kullanilan ajanlarin toksik o6zellikleri, pahali ve zor hazirlanma
yontemleri, bazi polimerlerin biyo bozunur olmayisi gibi olumsuz &zellikleride goz
oniinde bulundurulmalidir (Lu vd.,2011, s. 301).

Polimerik nanopartikiiller dogrudan bir monomerin polimerizasyonu veya 6nceden
hazirlanmig bir polimerin dagitilmasi (disperse edilmesi ile) hazirlanabilirler (Lu
vd.,2011, s. 302).

(Coziicli buharlastirma, tuzla ¢oktlirme, diyaliz ve stiperkritik sivi teknolojisi,
stiperkritik bir ¢dzeltinin ani geniglemesi veya siv1 bir ¢oziiciide siiperkritik bir ¢ozeltinin
hizla genislemesi yontemleri énceden hazirlanmis polimerlerden hareketle polimerik

nanopartikiil eldesinde kullanilabilir (Crucho and Barros, 2017, s. 772).
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Ayrica mikro emiilsiyon, mini emiilsiyon, siirfektan icermeyen emiilsiyon, yiizeyler
aras1 polimerizasyon gibi ¢esitli yontemler de monomerlerden hareketle dogrudan
polimerik nanopartikiil eldesinde kullanilabilir (Crucho and Barros, 2017, s. 772).

Polimerik nanopartikiil hazirlanma yonteminin se¢imi, etken maddenin 6zellikleri,
uygulama sekli gibi ozelliklere gore tayin edilebilir (Rao and Geckeler, 2011, s. 889).
Ornegin polimerik sistem biyomedikal alanlarda kullanilacaksa yiizey etkin madde veya
organik solvanlar gibi toksik olabilecek maddeler igermemelidir. Bu durumda polimerik
nanopartikiil hazirlama yontemlerinden siiperkritik sivi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.
PNP hazirlanma yontemlerinin sematik gosterimi sekil 2.3.’de sunulmustur. Siiper kritik
stv1 teknolojisi ile organik solvanlara veya yiizey etkin maddelere gerek duyulmadan

polimerik nanopartikiil hazirlanabilmektedir (Rao and Geckeler, 2011, s. 889).

Monomerlerden PNP Eldesi Yontemleri

Emdlsiyon Polimerizasyonu D Coziicli Buharlagtirma
Mini Em{lsiyon Polimerizasyonu Tuzla Goktiirme

Mikro Emiilsiyon Polimerizasyonu Nano Coktiirme

Yuizeyler Arasi Polimerizasyon Diyaliz

Kontrolli Radikal Polimerizasyonu L iSUperkritik Sivi Teknolojisi

Sekil 2.3. PNP eldesinin gosterimi (Crucho and Barros, 2017, s.772).

2.5.1.1. Onceden hazirlanmus bir polimerin disperse edilmesiyle hazirlanan
PNP’ler

Nanopartikiiller polimerler, proteinler ve polisakkartiler gibi makromolekiillerden
hareketle hazirlanabilirler. Onceden hazirlanmis olan polimerin kullanilmasi, hazirlama
asamasinda kullanilan yiizey etkin madde, monomer kalintilar1 gibi toksik maddeleri
barindirmaz. Bu toksik maddeler bazi hazirlama yontemlerinde sistemin igerisinde
kalarak toksik, advers veya etken maddenin istenilen performansini etkileyebilir.
Onceden hazirlanmis bir polimerin kullanilmas: ayrica yapilacak bir saflastima islemide

gerektirmez (Nimesh, 2013, s. 25-26).
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2.5.1.1.1. Coziicii buharlastirma

(Coziicii buharlagtirma Onceden hazirlanmis polimer ¢ozeltileri aracilifiyla
polimerik nanopartikiil eldesinde kullanilan ilk yontemdir (Nimesh, 2013, s. 26).

Coziicli buharlagtirma yontemi polimerik nano ve mikro boyutlarda partikiil
eldesinde yaygin sekilde kullanilir. Bu yontemin temeli etken maddenin ¢oziindiiriilmesi
ile sulu faz olusturulmasi ve diger fazin i¢inde dagitilarak bir emiilsiyon olusturulmasina
dayanir. Baz1 durumlarda ¢oziinmek yerine sivi fazda disperse edilmis halde de yontem
uygulanabilir. Ardindan ¢o6ziiciinlin buharlagtirilmasiyla etken madde ve polimer
birbirleri icerisine yiiklenir. Cift emdilsiyonlu yontemde yapilan calismalar
nanoparcaciklarin daha biiyiik partikiillerin etrafinda toplanarak hazirlanan sistemin
patlama etkili salim (burst release) etkisini artirdigin1 géstermistir (Stevanovié, 2017, s.
366).

Bu yontemde emiilsiyonlar formiile edilerek polimer ¢ozeltileri ugucu ¢oziiciiler
icerisinde hazirlamir. Onceleri dikloro metan ve kloroform sik¢a kullanilird: artik daha az
toksik olan etil asetat bu ¢oziiciilerin yerini almistir. Bu yontemlerde yiiksek hizda
homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilir ardindan, oda sicakliginda siirekli
manyetik karistirict veya basincin distiriilmesiyle ¢oziiciiniin buharlasmasi saglanir.
Sonradan katilagmis olan nanopartikiiller ultrasantrifiijle toplanir ve istenmeyen
maddelerden distile su ile yikanarak arindirilabilir. Son olarak iiriin liyofilize edilir.
Genellikle polimer yag fazinda ¢6ziiniir. Coziicili buharlastirma metodunda kullanilan ¢ift
emilsiyon hazirlanma teknigi sekil 2.4.°te gosterilmistir (Rao and Geckeler, 2011, s.

890).

Su+Yag + Lipofilik Su/fYag Su+Yag+ Hidrofilik SufYag fSu
Yizey Etkin Madde Emiilsiyonu Yiizey Etkin Madde Emiilsiyonu

Sekil 2.4. Su/yag/su ¢ift emiilsiyonun hazirlanisi, a: yiiksek gerilimli emiilsiyon

b: diisiik gerilimli emiilsiyon (Rao and Geckeler, 2011, s. 890).
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Ornegin amfoterisin B bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda ortaya ¢ikan
mantar enfeksiyonlari i¢in kullanilmaktadir. Bu ilacin intravendz olarak uygulanmasinda
ortaya nefrotoksisite, anemi ve elektrolit anomalileri gibi yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir.
Bu yan etkileri engellemek i¢cin amfoterisin B lipozom igerisine yiiklenmistir. Lipozom
preperatt amfoterisin B’nin toksisitesini azaltmis mantarli hiicrelere segici olarak
taginmasini ve antibiyotigin yavas salimini saglamistir. Ancak lipozomlarin kararliligi
onemli bir problemdir. Bu kararlilik sorunu diisiliniildiiglinde amfoterisin B i¢in daha
stabil ancak lipozomun avantajlarin1 koruyabilecek bir sistem gelistirilmesi gereksinimi
ortaya ¢cikmaktadir. Yapilan calismada PLGA nanopartikiilleri igerisine amfoterisin B
etkin maddesi ¢oziicii buharlastirma yoluyla yiiklenmistir. 130 + 27 nm boyutunda
nanopartikiiller elde edilmistir (Venier-Julienne and Benoit, 1995, s. 121).

Coziicli buharlagtirma metodu, polimerik nanopartikiil hazirlamak ig¢in basit bir
yontem olsada zaman alic1 ve buharlastirma esnasinda nano damlaciklarin koalesansa
ugrayabilir olmasi sebebiyle sonug lirlinliniin partikiil boyutu ve morfolojik 6zelliklerini
degistirebilmektedir. Polimerin konsantrasyonu, emiilsiyon hazirlamada kullanilan
¢Oziicii gibi faktorler de ayrica sonug iirtinii etkilemektedir. Etil asetat ve metilen kloriir
ile hazirlanan iki farkli PNP’de bu etki gosterilmistir. Sonug iiriiniinde polimerin
dagitildigi faz metilen kloriir olursa parcacik boyutu etil asetata gore daha biiylik
olmaktadir (Rao and Geckeler, 2011, s. 890-891)

Coziicii buharlastirma yonteminde partikiil boyutu etken maddenin salim hizin1 ve
yiikleme kapasitesini etkilediginden 6nemlidir. Karistirma hizi, organik fazin viskozitesi,
su fazi, polimer yogunlugu ve sicaklik parcacik boyutunu etkileyebilen faktorlerdendir.
PLGA ve PLA ¢0ziicii buharlagtirma metoduyla siklikla hazirlanan polimerik
nanopartikiillerdendir (Lim and Hamid, 2018, s. 225).

2.5.1.1.2. Tuzla Coktiirme

Bu yontemin temeli suyla karisabilen bir ¢oziicliniin tuzla ¢oktiirme etkisiyle sivi
fazdan ayristirilmasi temeline dayanir. Bu sistemde tuzla-¢oktiirme ajaninin se¢imi
onemli rol oynar ve etken maddenin enkapsiilasyon verimini belirler (Nimesh, 2013, s.
29).

Tuzla ¢oktiirme emiilsiyon metodlarinin biraz daha degistirilmis bir halidir. Bu
metodda etken madde ve polimer suda ¢Oziinebilir bir sivi igerisinde (aseton etanol,

metanol) birlikte ¢oziindiirtiliir. Bu ¢oziindiiriilmiis etken madde ve polimer igeriginde
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ayn1 zamanda yiiksek miktarda tuzla ¢oktiirme ajani ve stabilizatorlii jel igerir. Tuzla
¢cOktiirme ajan1 olarak magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir veya magnezyum asetat gibi
tuzlar kullanilir. Yiksek hizda karistirmayla beraber su igerisinde yag seklinde bir
emiilsiyon meydana gelir. Ardindan emiilsiyondaki su faz1 artirilir. Disardan gelen bu
uyarim sayesinde katilagma baslar ve polimerik nanopartikiiller katilasarak ¢okme baslar.
Ultrasantrifiij veya ¢6ziicliniin buharlagtirilmasiyla PNP’ler elde edilir (Lim and Hamid,
2018, s. 227)

Tuzla ¢oktiirme yapilirken genelde gevreye ve fizyolojik ortamlara zararli organik
coziiciillerin  kullanim1  gerekmektedir. Emiilsiyonun biiyiik miktarlarda su ile
seyreltilmesi ters tuzlama etkisine ve emiilsiyon damlaciklari igerisinde bulunan
polimerin ¢okmesine neden olur. Cesitli kaynaklardan elde edilen bilgilere gére; PLGA
icin tuzla ¢oktiirme ajanmi olarak magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir, poli vinil asetat
kullanilmistir. Organik ¢6ziicii olarak ise asetonitril, tetrahidrofuran ve dimetilsulfoksit
kullanilmistir. Zang ve ekibi tarafindan yapilan bir aragtirmada karistirma hizinin ve
polimer konsantrasyonunun partikiil boyutuna olan etkisi emiilsiyon yontemine gore daha
az oldugu tespit edilmistir. Ayrica karsilastirilabilir sartlar altinda tuzla ¢oktiirme
yonteminde daima daha kiigiik partikiil boyutlar1 elde edilmistir. Bu farkliligin sebebi
tuzla ¢oktiirme yonteminde organik fazin suyla karigabilir  olmasimdan
kaynaklanmaktadir. Tuzla ¢oktiirme yonteminde damlacik olusumu igin gereken
enerjinin daha az olmasi beklenmektedir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 892).

Bu yontem temel olarak birbirleriyle karisabilen iki faza daha sonra tuz eklenerek
birbirlerinden ayrilmasi esasina dayanir. Tuzla ¢oktiirme yonteminde genellikle etken
madde ve polimer asetonda ¢oziindiiriiliir ardindan stirekli faza tuz ve stabilize edici ajan
eklenerek bir emiilsiyon olusturulur. Son asama olarak elektrolit bulunan fazin kontrollii
bicimde diliie edilmesiyle aseton damlaciklar1 tekrar ¢oziinebilir hale gelir. Ortamda PNP

olusumu saglanir (McCarron, Donnely and Marouf, 2006, s. 481).

2.5.1.1.3. Nanocéktiirme

Bu yontem ¢oziicli yerdegistirme yontemi olarakda bilinen hizli ve maliyeti ucuz
bir yontemdir. Polimer su ile ¢ozilinebilen bir ¢dziiciide ¢oziindiiriiliir ardindan yavag
yavas su eklenir ve PNP’ler ara ylizeylerde toplanmaya baslar. Ortamdan sulu faz
uzaklastirihir elde edilen PNP’lerde Etken madde PNP igerisinde, dis kisminda veya
homojen bir sekilde dagilim gosterebilir (Oztiirk, 2017, s. 15)
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Nanogoktiirmedeki temel prensip polimerin lipofilik bir ¢o6zeltiden suyla
karisabilen yari-polar bir ¢ozelti araciligiyla ara yiizeyde biriktirilmesine dayanir. Coziicii
faz ile ¢Oziicii olmayan fazin birbirine hizla difiizyonu iki faz arasindaki gerilimi distirtir,
yiizey alaninin artmasina ve kiigiik organik faz damlaciklarinin olusumuna neden olur.
Polimerin ¢oziinebildigi organik ¢6zlicii suyla karigabilen ortamdan kolayca
buharlastirilabilen etanol, aseton, hekzan, metilen kloriir ve dioksan gibi ¢oziiciiler
olabilir. Bu metot da genellikle polimer ¢oziiciisii olarak aseton, bazi durumlarda ise ikili
¢oziicii karisimlart kullanilabilir. Bir veya daha fazla siv1 igeren non-solvan faz dogal
olarak olusan ya da sentetik yiizey etkin maddelerle desteklenir. lyi sekilde olusan
polimerik nanopartikiil yapilari organik fazin non-solvan faz igerisinde ani ve dar
dagilimiyla karakterizedir. Bu sebepten organik fazin non-solvan fazda dagilimini
etkileyen fizikokimyasal faktorler olusan polimerlerin yapilarinida belirlemis olur. Bu
faktorlerden bazilari: organik fazin non-solvan faza enjeksiyon orani, organik fazin non-
solvan faz igerisindeki dagilimi, organik faz non-solvan orani, organik fazin hizli dagilimi
icin non-solvan fazin gerekli karigtirma (¢alkalama) miktar1 gibi parametreler 6nem
tasimaktadir. Nanopresipitasyon yonteminde yiizey etkin madde kullanimi sart degildir.
Ancak partikil boyutu yiizey etkin maddenin yapisi ve konsantrasyonundan
etkilenmektedir. Ayrica yiizey etkin madde varligi olusacak nanopartikiillerin
aglomerasyonunu engellemekte ve olusan nanopartikiillerin saklama esnasinda da
aglomere olmasini zorlastirmaktadir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 893).

Ozellikle lipofilik etken maddeler i¢in nanoc¢dktiirme vezikiiler veya matris sistemli
kolloidal tastyicilar iiretiminde ¢okca kullanilan bir metoddur. Bu metod, onceden
hazirlanmis bir polimerin organik ¢ozeltide ¢oziindiiriilmesi ve yiizey etkin maddenin
varliginda sulu bir ortamda difiize olarak nano boyutlarda ¢6kmesini kapsar (Barichello,
vd., 1999, s. 471).

Nanogoktiirme yonteminde PNP olusumu, iki faz arasindaki arayiizeyde olusan
tiirbiilans veya iki faz arasinda iplik¢ik seklinde olusan etkilesimler olarak agiklanabilir.
Polimer ¢ozeltisini igeren ¢Oziicii, manyetik olarak karistirilan sivi faza ilave edilir.
Ardindan polimerin igerisinde bulundugu organik solvan suya difiize olur. Az ¢6zilinen
ortamda bulunan polimerler zincirler olusturmaya, birbirlerine tutunarak agrage olmaya
baslarlar. Bu mekanizma su-¢6ziicli, ¢oziicii-polimer ve su- polimer arasindaki iligkilerle

aciklanabilir (Galindo-Rodriguez, vd., 2004, s. 1435).
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Nanogoktiirme metodunda ¢dziicli ve non-¢oziicii olarak iki fazdan s6z edilebilir.
Coziicl icerisinde ¢ozlinen etken madde ve polimer, anti-¢oziicii igerisine dokiiliir.
Coziinmedikleri bir ortama gegen etken madde ve polimer hizlica ¢okmeye baslar.
Nanopresipitasyon yontemi hizli ve kolay uygulanabilir bir teknik olmasinin yani sira
dezavantaji sivi fazla kullanilan yiizey etkin maddelerdir. Bu zararli maddeler ilag
icerisinde kalarak toksik etkiler agiga ¢ikarabilir (Zhang, vd., 2006, s. 153-154).

Nanogoktiirme yontemi basit, hizli, tekrarlanabilir ayrica hem nanokiire hemde
nanokapsiil hazirlamada kullanilan bir yontemdir. Lince ve ark. nanog¢Oktiirme
yonteminde partikiil olusumunun c¢ekirdeklesme, biiyiime ve agregasyon olarak ii¢
basamakta gerceklestigini sdylemislerdir. Bu basamaklardan her birinin hizi partikiil
boyutunu belirlemektedir. Nano¢oktiirme esnasinda gerceklesen c¢ekirdeklesme ve
biliylime basamaklar1 arasindaki dagilim homojen partikiil olusumunu etkilemektedir. Bu
yontemde ideal olan ¢alisma kosullart yiiksek ¢ekirdeklesme ve diigiik biiylime oranina

izin vermelidir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 893-894).

2.5.1.1.4. Diyaliz

Diyaliz yontemi polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda basit ve etkili bir
yontemdir ayn1 zamanda kiiclik ve birbirine yakin boyutlarda yani dar dagilimli sonug
tiriinleri elde edilmesini de saglar (Nimesh, 2013, s. 30).

Polimer bir organik solvent igerisinde ¢oziindiiriiliir ve uygun biiylikliikte bir
diyaliz torbasinin icine aktarilir. Diyaliz polimerin diger ortamda ¢ézlinmedigi bir sivi
araciligiyla yapilir. Membranin gegirgen yapisi sayesinde diyaliz torbasinin igindeki
¢Oziicii disar1 ¢ikar, iceriye ise polimerin ¢oziinmedigi faz girer. Polimerin ¢oziiniirliigii
azalir ¢okelme ve agregasyon baslar. Bu haliyle metod ¢o6ziinmeyen fazlardan
faydalanilmasiyla bir miktar nanopresipitasyon yontemine benzetilebilir. Diyaliz
membrant polimerik partikiilleri birakmayan bir fiziksel bariyer gorevi goriir
(Nagavarma, vd., 2012, s. 17).

Diyaliz yonteminde polimer, siirfektanlar ve etken madde diyaliz membran
torbasinda ¢oziindiiriiliir. Coziinmeyen sivinin igeriye girisiyle polimer ve etken madde
sisteminin agregasyon siireci baslar. Ardindan homojen sekilde bir nano veya

mikropartikiil olusumuyla sonuglanir (Errico, vd., 2009, s. 2).
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2.5.1.1.5. Siiperkritik sivi teknolojisi

Siiperkritik s1v1 teknolojisi, farmasdtik alanda, polimerler, biyopolimerler, organik
veya inorganik materyal iiretimi gibi genis bir kullanim alanina sahiptir. Siiperkritik s1vi
teknolojisinin anlagilmasi gereken kisimlari, siiperkritik ¢6zeltinin hizla genlesmesi, anti
¢Oziicii kullanim1 (kullanilan gazla karisabilir olmalidir), gaz c¢ozeltisi igerisindeki
partikiillerdir. Bu teknoloji sayesinde nanomateryalleri sekillendirme, ylizey
modifikasyonlari, kaplama ajanlari gibi konularda da istenilen beklentileri almak
miimkiindiir. Stiperkritik kosullarda genellikle ¢oziicli olarak CO> ve H>O kullanilir
(Byrappa, Ohara and Adschiri, 2008, s. 301-322).

Nanopartikiil hazirlanmasinda geleneksel metodlarin cogunda kullanilan ¢evreye
ve insan sagligina zararli organik ¢oziiciiler siiperkritik sivi teknolojisinde kullanim
gerektirmezler. Stiperkritik sivi kritik sicakliginin lizerinde bir ¢dziiclinlin basingtan
bagimsiz olarak tek bir faz halinde kalabilmesi esasina dayanir. Siiperkritik sivi
teknolojisinde kritik kosullarinin uygunlugu, ucuz olmasi, non-toksik, yanmaz olmasi
dolayisiyla yaygin olarak COz kullanilir. Ayrica siiperkritik non-solvan teknigi daha sikca
kullanilan yontemdir. Burada bir ¢6ziicii igerisinde polimer ve etken madde ¢oziindiiriiliir,
ardindan tank igerisinde siiperkritik sivi ile karistirilir. Polimer ¢dziinmedigi ortam
miktarinin artmasiyla agrage olmaya baglar. Piiskiirtme islemiyle nanopartikiiller ortaya
¢ikar. Kullanilan ¢oziicti ve siiperkritik s1vi gaz seklinde buharlagarak ortamdan uzaklasir.
Bu teknoloji herhangi bir atik madde birakmadigi icin ¢evreye ve iiretilen madde icin
toksik bir atik olusturmaz. Ancak pahali ve 6zel ekipmanlar gerektirmektedir (Mohanraj
and Chen, 2006, s. 564).

Stiperkritik sivinin hizla genlesmesi teknigi igerisinde kullanilan sivinin essiz
ozellikleri sayesinde basarili olmaktadir. Bu teknikle {iretilen polimerik partikiillerin
pargacik boyutu aralifi birbirine yakin olarak elde edilebilmektedir (Sun and Rolins,
1998, s. 585).

Bu sistemle polimerin stiperkritik sivi igerisinde ¢oziindiirtildiikten sonra dogrudan
puskiirtiilmesiyle PNP eldesi veya siiperkritik siv1 ile karigabilen bir ¢oziiciide polimerin
coziindiiriildiikten sonra akiskan ¢oziiciiniin pliskiirtiilerek genlesmesiyle PNP eldesi

miimkiindiir (Oztiirk, 2017, s. 17-18).
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Siringa Pompasi

Sekil 2.5. Siiperkritik Akiskanlarla Polimerik Nanopartikiil Eldesinin

Sistematik Semasi (Rao and Geckeler, 2011, s. 897)

Konsantrasyon, doygunluk derecesi, madde 6zellikleri, siirecin kosullar1, polimerin
molekiil agirligr gibi faktorler siiperkritik akiskan sivi teknolojisinde sonug iiriiniiniin
partikiil boyutunda onemli rol oynamaktadir. Bu yontem polimerik nanopartikiil
eldesinde her ne kadar organik solvan kullanimindan uzak bir teknik olsa da yontem
araciligiyla elde edilen iiriinlerin nano boyuttan ziyade mikro boyutta sonug tiriinleri elde
ediliyor olmas1 yontemin en biiyiik dezavantajidir. Bu sakincanin iistesinden gelebilmek
icin ¢ozelti igerisindeki siiperkritik sivinin hizli genlesmesi teknigi gelistirilmistir.
Stiperkritik akiskanlarla nanopartikiil eldesi Sekil 2.5. ve Sekil 2.6.’da sematize edilmistir
(Rao and Geckeler, 2011, s. 896-897).
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Sekil 2.6. Cozelti Icerisindeki Polimerin Siiperkritik Swvi ile Birlikte Hizla Genlegtirilerek

PNP iiretimi (Oztiirk, 2017, s. 19).

2.5.1.1.6. Piiskiirterek kurutma

Nano veya mikro enkapsiilasyon islemleri hem etkin maddeyi korumakta hemde
ilacin dogru yere istenilen miktar ve zamanda ulagsmasini kolaylagtirmaktadir. Bilindigi
lizere, kapsiiller ve tabletler basta olmak iizere pek cok farmasdtik form kuru ve kati
haldedir. Bu agidan 6zellikle sivi veya diger yar1 kat1 ilag formlarinin kurutularak daha
kararli ve kullanilabilir bir forma getirilmesinde piiskiirterek kurutma Onemli bir
metoddur (Arpagaus vd., 2018, s. 196).

Sicak hava odasina ¢ozelti piiskiirtiiliirken yiiksek atomizasyon enerjisi ile kii¢lik
boyutlu parcgaciklar, diisilk atomizasyon enerjisi ile biiyiik boyutlu pargaciklar elde
edilebilir. Ayn1 zamanda yilizey geriliminin diistiriilmesi, viskozite gibi faktorlerde
partikiil boyutunu etkilemektedir. Genellikle kurutma islemi sonucunda birbirleriyle es
boyutlarda parcaciklar istenir (Liu, Chen and Selomulya, 2015, s. 2).

Bu yontemdeki temel amag¢ sivi haldeki tasiyici sistemi kati1 hale getirmektir.
Yontemin isleyisi sivi haldeki etkin maddeyi atomizer denilen birimden kuvvetli sekilde
puskdirtiir, piiskiirtme odasinda havada asili kalan sivi damlaciklar sicakligin etkisiyle
hizl bir sekilde ¢oziiciisiisiinden ayrilir. Elde edilen kat1 haldeki parcaciklar cihazin kati

parcacik toplama haznesinde birikir, buharlasan sivi ise ortamdan ¢ekilerek uzaklagtirilir.
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Cihazin en biiylik problem olusan kati pargaciklarinda ortamdaki ¢oziicii buharini
uzaklastiran sistem tarafindan disariya atilmasidir (Oztiirk, 2017, s. 19-20).

Piiskiirterek kurutma yonteminde maddenin 1siya dayanikliligi 6nemlidir. Bunun
icin es akigh veya karsi akiglh piiskiirterek kurutma cihazlari vardir. Es akisl olan teknikte
¢Oziicli buharlastiktan sonra kalan partikiiller sicak odadan uzaklastirilir. Ancak karsi
akislt cihazda ¢oziiclisii buharlasan materyal yiiksek 1siya daha uzun silire maruz
kalacagindan maddenin 1siya duyarlilig1 diisiintilmelidir (Liu, Chen and Selomulya, 2015,

s. 2).

2.5.1.2. Bir monomerin polimerizasyonuyla elde edilen PNP’ler

Monomerden hareketle elde edilen polimerler {i¢ temel baslik altinda tartisilabilir
bunlar mini, mikro ve emiilsiyon polimerizasyonu teknikleridir. Ayrica ters-faz
polimerizasyonlar1 6rnegin yiizeyler arasi ve kontrollii radikal polimerizasyonlar1 gibi

yontemlerden bahsedilebilir (Crucho and Barros, 2017, s. 772).

2.5.1.2.1. Emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu polimer hazirlanmasinda sikca kullanilan bir tekniktir,
cesitli inorganik materyallerinde enkapsiilasyonuna uyarlanmistir (Casado, 2007, s.
2554).

Emiilsiyon polimerizasyonu, farkli katki maddelerinin oranlar1 ve monomer
cesitlerinin kullanimiyla bizlere morfoloji, sekil, bilesen anlaminda istedigimiz
Ozelliklere sahip son {iriinler verebilmektedir (Anderson and Daniels, 2003, s. 6).

Emiilsiyon polimerizasyonu nanometre boyutlarinda partikiil sentezlemek i¢in
giiclii bir yontemdir. PNP eldesinde, nanopresipitasyon yontemine gore genellikle daha
fazla yiizey etkin madde, tampon ¢ozeltiler, stabilizatorler gibi kimyasallar igeriyor
olmasi daha fazla yikama islemi gerektirmektedir. Bu ¢ok sayida komplike yikama islemi
sonucunda elde edilmek istenen iiriiniin safliginda azalmalar olabilir (Wackerlig and
Lieberzeit, 2015, s.147).

Emiilsiyon polimerizasyonu teknigi nanopartikiil hazirlamada hizli bir tekniktir.
Metod temel olarak siirekli fazin organik veya sulu olmasma gore iki kategoriye
ayrilabilir. Siirekli organik faz yonteminde, monomerin organik faz icerisinde emdiilsiyon
veya ters emiilsiyon seklinde dispersiyonunun olusturulmasi esastir. Polimerlesmenin

erken evrelerinde agregasyonu onlemek i¢in bu yontemde kullanilan kimyasallar
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yontemin kullanilabilirligini azaltir. Stirekli sulu faz metodolojisinde monomer sulu fazda
¢Oziinlir ve herhangi bir kimyasal maddeye gerek olmaz. Coziinmiis olarak bulunan
monomerdeki polimerizasyonu baglatmak i¢in iyon veya serbest radikal igeren oncii bir
molekiil kullanilir. Bu molekiillere alternatif olarak radyoaktif bir 151ma veya uygun bir
151n gonderilerek sistemdeki polimerlesme baglatabilir. Faz ayrilmasi ve PNP’lerin ortaya
¢ikist polimerizasyon reaksiyonunun bitmesiyle veya daha erken olabilir (Nagavarma,
vd., 2012, s. 19).

Emiilsiyon polimerizasyonu yiizey etkin madde kullanimina bagli olarak kendi
icinde konvansiyonel ve yiizey etkin maddesiz olarak ikiye ayrilabilir (Rao ve Geckeler,
2011, s. 898).

Konvansiyonel emdiilsiyon polimerizasyonunda, bilesenler, su, sudaki ¢oziintirliigii
diisiik bir polimer, suda ¢oziiniir bir baslatici ajan ve yiizey etkin maddedir. Reaksiyon
polimer molekiillerinin kolloidleri siirekli fazin igerisinde bir iyon veya serbest radikalle
karsilastiginda baslar. Ayrica polimer molekiilleri iyonize radyasyon, gama radyasyonu,
ultra viyole ya da gii¢lii goriintir 1s1kla uyarilabilir ve bu etkide reaksiyon baslamasina yol
acabilir. Polimerik nanopartikiillerin ¢ap1 kullanilan yilizey etkin madde miktarina bagl
olarak degismektedir. Bu yontemde gereken polimerlesmeyi baslatmak icin kimyasal
veya fiziksel bir uyarici, kullanilan ytiksek yiizey etkin maddelerin ortamdan ¢ikarilma
maliyet zamani, artan toksisite bu metodun dezavantajlarindandir (Asua, 2004, s. 1025-
1026).

Bu duruma alternatif olarak yiizey etkin madde kullanilmadan yapilan emiilsiyon
polimerizasyonuna bazi kaynaklar cesitli isimler vermektedir bunlar: siirfektansiz
emiilsiyon polimerizasyonu, emiilsiyon yapicisiz emiilsiyon polimerizasyonu ve
sabunsuz emiilsiyon polimerizasyonu olabilir. Bu teknik basit ve ¢evre dostu yapisiyla
goze ¢arpmaktadir. Ancak polimerizasyon baslatici bir ajanin kullanimi, yardimcei ¢6ziicti
ve kararlilig1 artirmak i¢in kullanilan maddelerin toksisite ve etken madde etkilesimleri

g0z onilinde bulundurulmalidir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 899).

2.5.2. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanoboyutta sentezlenmis partikiillerin karakterizasyonu, icerisinde bulunan
maddelerin 6zelliklerinin ve yapisinin arastirilmasini kapsayan genel bir terimdir.

Karakterizasyon ayni1 zamanda elde edilen sonug iirtinde kullanilan metodun basaril1 olup
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olmadigin1 anlamamizida saglayan kalitatif ve kantitatif tekniklerden olusur (Titus,
Samuel and Roopan, 2019, s. 305).

Nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu mikroskobik yontemler, kramatografik
yontemler, spektroskopik yontemler, santrifiijleme ve filtrasyon teknikleri, diger bazi
teknikler olarak temel basliklar altinda incelenebilir. Gegirimli elektron mikroskobu,
taramal1 elektron mikroskobu en popiiler olan mikroskobik tekniklerdir. Dinamik 1s1k
sagilimi (DLS) metodu nanopartikiil boyutlandirilmasi, agregasyonun anlagilabilmesi
icin en yaygin kullanilan spektroskopik yontemdir. X-isimm1 kirinmmi ve kiitle
spektrometreside diger spektroskopik teknikler arasindadir. Zeta potansiyel ise
nanopartikiil karakterizasyonunda diger teknikler arasinda gosterilebilir. Ozellikle
kolloidal sistemin kararlilig1 bu sayede anlasilabilir (Daglioglu ve Ozkan-Yilmaz, 2018,
s. 4-5).

2.5.2.1. Morfoloji

Nanopartikiillerin parcacik boyutu, parcacik daboyutunun dagilimi ve yiizey yapisi
biyodegredasyonda, hedeflendirmede ve ilacin salimimi belirlemede Onemlidir. Bu
nedenlerden dolay1 nanopartikiiler ilag tastyici sistemin yiizey 6zelliklerinin iyi bilinmesi
gerekmektedir (Oztiirk, 2017, s. 23).

Morfolojik karakterizasyon islemleri igin ¢esitli mikroskobik teknikler
kullanilabilir (Mayeen, vd., 2018, s. 335).

Partikiillerin yiizey morfolojisi ve seklini belirlemek amaciyla genellikle gegirimli
elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullanilir (Nimesh, 2013, s. 51).

2.5.2.1.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Bu elektron mikroskobu temelli teknik parcaciklarin direkt gériintiilenerek boyut,
sekil ve ylizey morfolojisinin belirlemesinde kullanilir. Bu teknik ¢esitli avantajlarin yani
sira pargaciklarin boyut dagilimi ve ortalama boyut hakkinda yeterli bilgi vermez. Bu
teknikle Ol¢tim yapilirken nanopartikiil ¢ozeltileri ilk olarak kuru toz haline
doniistiiriilmelidir. Bu kuru toz numuneyi tutacak bir panelin lizerine yerlestirildikten
sonra lizeri altin gibi bir iletken metal ile piiskiirtiilerek kaplanir. Daha sonra tiim numune
odaklandirilmis ince bir elektron demeti tarafindan analiz edilir. Numuneye carpan ve

sacilan ikincil elektronlar maddenin ylizey 6zelliklerini belirler. Genellikle bu elektron
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bombardimani numuneye zarar verir. Bu islem vakum altinda gerceklesir. Ayrica bu
teknikler zaman alici, masrafli ve genellikle partikiill boyut dagilimi hakkinda elde
edilecek ek bilgilere ihtiyag duymaktadir (Bhatia, 2016, s. 40).

Bu metodla kristal yapilar, yiizey morfolojisi, agrage olmus partikiillerde dahil tim
partikiillerin kesin boyutlar1 anlasilabilir (Singh, 2016, s. 127).

SEM’ de goriintlii alabilmek i¢in incelenecek Ornegin iizerine yiiksek enerjili
elektron sacilimlar1 gonderilir. Analizlerin yapilabilmesi i¢in kuru 6rneklerin {izerine altin
veya platin bir kaplama yapilir (Nimesh, 2013, s. 51).

Bir ¢alismada PLGA polimerleri igerisine bir biiylime faktorii yliklenmistir ve
yiiklenen bu etken maddenin kemik dokusu iizerine ilag tasima sistemi olarak kullanimi
diisiiniilmiistiir. Yapilan ¢alismada partikiillerin morfolojisi SEM ile elde edilmistir

(Ortega-Oller, vd., 2015, s. 6).

2.5.2.1.2. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Klasik 151k mikroskobuna ¢ok benzeyen bu teknikte gozle goriiliir 1s18a gore daha
gore daha kiiclik dalga boyunda olan elektronlar kullanilmaktadir. TEM ile neredeyse
atomik boyutlara kadar kiiciik partikiiller hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir. Bu teknik
sayesinde partikiilerin ylizey 6zellikleri, boyutlari, yapilari hakkinda detayli ve yiiksek
coziinlirliikte incelemeler yapilabilmektedir. Yontemle ilgili problemler ise, cihazin
boyutlar1 biiyliktiir, 6rnek hazirlamak zahmetlidir, 6zel egitim gerektirir, 6rnek elektron
gecirimine miisait olacak kadar ince olmalidir, goriintiilemeler siyah beyazdir (Chirayil,
vd., 2017, s. 16).

Cok ince orneklerin hazirlanarak {izerlerine karbon kaplamalarla stabil hale
getirilerek elektron 1smlarinin bu 6rnekler igerisinden gegirilmesiyle yiizey yapist ve
morfoloji hakkinda bizlere bilgi verir (Newton and Kaur, 2019, s. 316-317).

TEM’de elektron demeti inceleme yapilacak maddenin {izerine diiser ve i¢inden
gecer ardindan madde {izerinden sacgilan elektron demetleri cihaz tarafindan okunur ii¢
boyutlu olarak bilgi edinilmis olur ancak SEM’de elektronlar yalnizca yiizeyle etkilesim
gosterir ve ylizeysel morfoloji hakkinda bilgi alinabilir (Mayeen, vd., 2018, s. 336).

Gegirimli elektron mikroskobu teknikleri numunenin goriintiilenmesi, difraksiyonu
ve numune hakkinda spektroskopik bilgiler verebilir. Gegirimli elektron mikroskobu ve
taramali elektron mikroskobu farkli prensiplerle calisirlar fakat incelenen yapi1 hakkinda

birbirlerine benzer datalar verirler. Elektron gecirimi prensibi nedeniyle TEM i¢in
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hazirlanacak numunenin ¢ok ince olarak hazirlanmasi1 gerekmektedir. Bu ince numune
hazirlama prosesi maliyetli, zahmetli ve zaman alicidir. Gegirimli elektron
mikroskobunda numuneler filmler veya 1zgaralarla desteklenmelidir. Nanopartikiiller
fosfotungustik asit tlirevleri, uranyum asetat gibi negatif bir materyalle boyanarak
sabitlenmelidir. Bu inceleme Oncesi prosediir inceleme esnasinda cihazin igerisinde
olusacak vakuma dayanikli olmasini saglar. Elektron demeti numune igerisiden gegtikten

sonra numune hakkinda morfolojik yap1 aydinlatilmis olur (Bhatia, 2016, s. 42).

2.5.2.2. Partikiil boyutu, dagilim ve yapisal analizi

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda partikiill boyutu ve dagilimi1 oldukga
onemlidir. Morfoloji ve boyutlar elektron mikroskobu araciligiyla belirlenebilir.
Nanopartikiiler sistemlerde salim, biyodegredasyon ve hedeflendirme {izerine
calisildigindan partikiil boyutu oOnemlidir ve ilacin salimini etkilemektedir. Kiigiik
partikiiller hizli salim saglar, biiyiik partikiillerin biyodegredasyonu ve etken maddenin
difiizyonu daha yavastir ve kiiclik partikiiller bekleme siiresi arttikca agrage olarak
bliylime gosterebilir (Pal, vd., 2011, s. 231).

Bu asamada maksimum stabilite ve uygun parcacik boyutu goéz Oniinde
bulundurularak optimum formiilasyon tercih edilmelidir. Ayrica partikiil boyutu
polimerin degredasyonunu etkiler. Ornegin PLGA nanopartikiillerinin partikiil boyutu
arttik¢a bozunma hizlarinin in-vitro olarak arttig1 gézlenmistir (Bhatia, 2016, s. 40).

Partikiil boyutu belirlemede kullanilan teknikler:

DLS siispande edilmis partikiillerin Brownian hareketlerini baz alarak bunlarin
hizlarii Stokes-Einstein denklemiyle bagdastirip boyutlarini hesaplar. Dogru sonuglar
elde edebilmek icin parcaciklarin iyi dagitilmasi, 6rnek hazirlama esnasinda toz veya
istenmeyen partikiillerin 6rnegin i¢cinde bulunmamasi gerekir (Kumar and Dixit, 2017, s.
44-45).

DLS ayni zamanda foton korelasyon spektroskopisi olarakda bilinir. Polimerik
¢oOzeltilerin kolloidal siispansiyonlarinda partikiil boyutunun belirlenmesinde kullanilir.
DLS mekanizmasi, pargacik ne kadar kii¢iik olursa o kadar hizli hareket eder ve zamana
bagli 151k sagiliminin bir korelasyonuna goére hesaplama yapar. Ozellikle tasiyic
sistemdeki aglomerasyon ve agregasyonlarin belirlenmesinde TEM’ e goére basarili bir
tekniktir. Sistem ayrica bu istenmeyen agregasyonlarin PDI’simnida belirlemektedir

(Raval, vd., 2019, s. 373).
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PDI: 0 ile 1 arasinda sonuglar ortaya koyar sistem 0.1°den diislikse pargaciklar
birbirine yakin boyutlarda ve homojendir. 1’e yakin olan degerler ise hetorojen bir

parcacik dagilimini ifade eder (Raval, vd., 2019, s. 374).

2.5.2.2.1. X-is1m difraktometresi (XRD)

Spektroskopik X 1511 yontemleri atomik yapidaki maddelerin kristalin yapilarini
¢ozmek icin kullanigh yontemlerdir. X 1s1n1 incelenecek ornek igerisine gonderilir
ardindan kristal yapilardan yansiyan 1sinin kirinma miktarn 6l¢iiliir. Ancak X-1s1n1
kirmimi diisiik olan maddelerin 6l¢iimii birbirine yakin ¢ikar (Lin. vd., 2014, s. 10).

XRD numuneyi tahrip etmez ve bilesiklerin elemental yapisi ve kristalografik
ozellikleri hakkinda bilgi verir (Daglioglu ve Ozkan-Yilmaz, 2018, s. 4).

XRD c¢ogunlukla 6rneklerin toz formu icin uygulanir, kolloidal ¢ozeltilerde ise
kurutma islemi uygulandiktan sonra analiz yapilir. Bu metod amorf materyaller i¢in

uygun degildir (Mourdikoudis, Pallares and Thanh, 2018, s. 12874).

2.5.2.2.2. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Maddelerin 1s1 kapasitelerinin sicaklik degisimiyle nasil etkilendigini gosteren
termoanalitik bir yontemdir. Bir referans materyale gore Ornegin 1s1 degisiminin
Olciilmesi esasina dayanir. Materyalin erime, camsi gecis sicakligi, faz degisimleri, etkin
maddelerin polimere hapsedilmesi ve polimerin sertlesmesi tespit edebilir (Nikolic, vd.,

2019, s. 610).

2.5.2.2.3. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

NMR spektroskopisi nanoboyuttaki partikiillerin yapisal analizlerin ve kantitatif
miktar tayinlerinde olduk¢a Onemli bir metoddur. Sistem gii¢lii bir manyetik alanin
ortasina yerlestirilen c¢ekirdeklerin elektromanyetik 1s1malar1 absorplamasi iizerine
calisir. Ornek igerisindeki yapinin tayininde kullanilir. Demir ve demir bazli manyetik
materyaller i¢in kullanimi uygun degildir (Mourdikoudis, Pallares and Thanh, 2018, s.
12874).
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2.5.2.3. Zeta potansiyel (ZP)

Partikiiller arasindaki pozitif veya negatif elektrik yiikii farketmeksizin ayn1 elektrik
yiikiine sahip olmalar1 agregasyonu engellemektedir (Kumar, Bakowsky and Lehr, 2004,
s.1774).

Metastatik kanser hiicreleri tedavisi i¢in kurkumin yiiklii PLGA kiireleri iiretilmis
bunlarin partikiil boyutlar1 incelenmistir. Yiizey 6zellik ve yiiklerini anlamak i¢in zeta
potansiyelleri 6l¢tilmiistiir (Yallapu, vd., 2010, s.25).

ZP ‘Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek” (DLVO) teorisi kuramina gore,
kolloidal sistemlerdeki pargaciklarin birbirlerini itme ve ¢ekme kuvvetleri elektrostatik
itme ve Van der Waals ¢ekme kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir. Tasiyict sistem
igerisindeki parcaciklarin yiiksek yiizey yiikleri ile birbirlerini itmeleri daha kararli
sistemler olugmasina neden olur. Bu gibi durumlarda agregat olusumuna daha nadir
rastlanir. Genellikle ZP partikiil ylizeyindeki kimyasal kompozisyonu tanimlayabilmek
icin onemli bir parametredir. Bu sayede fonksiyonel gruplar, absorpsiyon-desorpsiyon
veya kimyasal yapinin stabilitesi hakkinda bilgiler edinmemizi saglayabilir. Fakat zeta
potansiyel, stabil bir parametre degildir. Formiilasyonun dogal 6zelliklerine veya boyut,
konsantrasyon, kimyasal igerik ve morfoloji gibi fiziko-kimyasal ozelliklerine gore
degisiklik gosterebilir (Marin vd., 2017, s. 517).

ZP kolloidal sistemlerdeki elektrokinetik potansiyelin terimsel ismidir. ZP
ortamdaki sivi ile disperse olmus partikiillerin yiizeyinde bulunan, sivi stabil tabaka
arasindaki potansiyel farktir. Genellikle birimi mili-volt cinsinden ifade edilir. Yiizey
yiikli kolloidlerin karakterizasyonu ic¢in en basit ve kolay yol zeta potansiyel
hesaplanmasidir. ZP nano sistemlerin viicut icerisindeki farmakokinetik 6zelliklerini
etkileyebilir. ZP Olgiimleri distile su igerisinde veya pargaciklarin kendi dispersiyon
ortamlarinda yapilmalidir. ZP 6l¢limiinde dispersiyon ortaminda bulunan pargaciklar zeta
potansiyellerinin biiyiikliiklerine bagli olarak ters yiikli sarjlanmis elektroda dogru go¢
ederler. Olgiim temelde bu prensip iizerinden yapilir (Honary ve Zahir., 2013, s. 255-
256).

2.5.2.4. Etkin madde yiiklenmesi ve salim
Nanopartikiiler sistemlerde temel amag¢ uzun raf émiirlii, diisiik toksisiteli, etkin
madde yiiklenmesinin ve salimi1 optimize edilmis sekilde nanopartikiiller elde etmektir

(Honary ve Zahir., 2013, s. 255-2569).
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Partikiillerin  bir diger materyal tarafindan c¢evrelenerek kaplanmasina
enkapsiilasyon denir. Genellikle enkapsiilasyon teknolojileri ilag, kimya, kozmetik ve
gida sektoriinde kullanilir. Kontrollii salim etkin maddenin istenilen yerde ve diizeyde
ortama verilmesi anlamina gelir. Ilag endiistrisinde kontrollii salim teknolojileri doku ve
istenen hedef organa etkin maddeyi tasiyabilmek i¢in 6zellikle son yirmi yilda biiyiik bir
gelisme gostermistir (Gluza and Kennedy, 2008, s. 216).

[lacin salimi terapotik sistem igin emilim ve biyoyararlanim agisindan en 6nemli 6n
sarttir (Bruschi, 2015, s. 63).

Kontrollii salim sistemlerinde etkin maddenin disar1 ¢ikisinda dort temel yaklagim
s6z konusudur. Bu yaklagimlar: diflizyon, kimyasal erozyon, polimerin sismesi ve
ozmotik pompalama seklinde ifade edilmistir (Himmelstein, 1991, s. 304).

Temel olarak ilacin salimi, etkin maddenin difiizyonunun sinirlandirilmasi veya
cesitli polimetik matrislerle icerden ya da disardan uyaranlarla kontrol edilebilir.
Uygulamada ise sikigtirilmis tabletler, capraz baglanmis jeller, mikropartikiiller veya
nanopartikiiller istenilen salim1 gergeklestirebilir (Uchegbu, 2001, s. 179).

Disardan bir uyaranla etkin madde salimi yapmak i¢in sicaklik, pH, enzimler,
elektrik akimi, manyetik alan olusturulmasi veya ultrasonik bir uyaran gerekmektedir.
Icerden bir uyaran ise osmotik basing olabilir (Uchegbu, 2001, s. 179).

Farmasotik alanlarda mikro ve nano boyutlarda kapsiilleme islemi daha yiiksek
etkinlik, diisiik toksisite, daha uzun kararlilik i¢in tercih edilmektedir (Barba, vd., 2019,
s. 272).

llaglarin insan viicudunda dagitilmasi, istenilen yere ulastirilmasi cok genis
teknikler gerektirir. Farmasotik sistemler tarafindan salimin kontrol edilebilmesi,
biyolojik, fizikokimyasal veya matematiksel prensiplere dayandirilabilir (Bruschi, 2015,
s. 37).

Kontrollii salim teknikleri etkin maddeye bagli olarak gelistirilir, organizmanin
ilaca maruz kalacag: siire, ilacin biyodegredasyondan korunmasini ve etki ydresine
istenilen miktarda ulastirilmasi hedeflenir. Salimin kontroliinde kimyasal veya biyolojik
etkinler rol oynayabilir, basitce bunlar: dissoliisyon, diflizyon, osmoz, mekaniksel

parcalanma, sisme, erozyon ve hedeflemedir (Bruschi, 2015, s. 37).
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2.5.2.4.1. Farmakokinetik modelleme

Polimerik sistemlerden ilag salimi1 matematiksel modellemeler araciligiyla 6nemli
oranda gelismistir. Ozellikle son yarim yiizyildir bircok karmasik ilag tasarmm sistemi
tasarlanmis ve bunlarin genel salim-diflizyon davraniglarim1 tespit etmek igin
matematiksel modellemeler gelistirmeye calisilmistir. Bu matematiksel modeller temelde
enkapsiile edilmis molekiillerin zamana karst salimini hesaplamaktadir (Peppas and
Narasimhan, 2014, s. 75-81).

Salim kinetiklerinin modellenmesi muhtemelen higuchi’nin 1961 yilindaki bir
merhemden etkin maddenin ¢ikis hizininin zamanin karekokiiyle orantili olarak analiz
etmesinden baslamaktadir. O yillardan itibaren daha karmasik ancak agiklayict birgok
model Onerilmistir. Bu modellemeler gelistirilitken laboratuvarda gecirilen saatler,
kullanim kolaylig1 ve matematiksel olarak anlasilabilir olmasi 6nemlidir. Bu yilizden
Peppas ve arkadaslar1 Higuchi’nin modellemesini daha da gelistirdiler. Ila¢ saliminin
zamanin arasinda yeni bir kinetik modelleme ortaya koydular. Peppas modellemesi

asagida esitlik 1°de gosterilmistir: (Barba, vd., 2019, s. 293).

M~ ken 2.1.
Moo

M; : Salinan etkin madde miktar1

M : lacin baslangigtaki miktar1 veya sonsuz zamanda serbest birakilan ilag miktari

k : Sistemin tasarim degiskenlerini yansitan sabit deger

[lacin salim modeli 0 ve 1. dereceden kinetikleri barmdirir. Ayrica bazen hizli ilk
doz etkinliginin ardindan 0. ve 1. Derece modellemeleri salim i¢in konusulabilir. Etkin
maddenin hizl1 bir sekilde etkili terapotik araliga ulastigi ilk salima ayn1 zamanda ‘burst
release’ denir. Ilaca ait salim kinetigini onceden belirleyebilmek icin kiitlesel tasimnma
mekanizmalariyla beraber kantitatif olarak ilag salim kinetiklerini bilmek gerekir.
Matematiksel denklemler aracilifiyla salim kinetiklerini zamanin fonksiyonuna gore
onceden belirlemek miimkiindiir. Salim hizin1 anlayabilmek ig¢in, ¢oziinme hizini
anlamak, ¢O6ziinme davraniglarini anlamak, hangi faktorler bunlara etki eder iyi bilmek
gerekir. Bu modellemeler enkapsiilasyon sonucu ilacin zamana karsi nasil salindigini

anlamak i¢in gelistirilmistir. Bu modellerin en temelleri, 0. Derece 1. Derece. Higuchi,
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Hixon-crowell, Korsmeyer-Peppas, Baker-Lonsdale, Weibull, Hopfenberg ve

Gomperz’dir (Bruschi, 2015, s. 64).

2.6. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii basitce hiicrelerin yapay bir ortamda ¢ogaltilmasi yasatilabilmesi ve
yeniden TUretilmesi anlamina gelir. Hiicre kiltiiri caligmalart  6zel ortamlar
gerektirmektedir. Laboratuvar ortami steril olmali, kontaminasyon olmamalidir.
Hiicrelerin gelismek icin yeterli alan ve besine sahip olmas1 gerekmektedir (Uysal, vd.,
2018, s. 391-392).

Hiicre kiiltiirii hiicrelerin organizmadan ayrilarak dis bir sivi ortamda yetistirilmesi
ve yasatilmasi esasina dayanir. 1907 yilinda Yale iiniversitesinde Ross Harrison adindaki
bir arastirmact kurbagadan aldig:i sinir hiicrelerini dis ortamda bi siire yasatmay1
basarmistir. Fizyoloji, patoloji, tip ve farmakolojide 6nemli kullanim alanlar1 vardir
(Lynn, 2009, s. 144-145).

20. yiizyilin baslarindan itibaren doku bazli soliisyonlarda veya basit tuz
soliisyonlarinda c¢esitli hayvan hiicrelerinin kiiltiirii yapilmaktadir. Temel olarak hiicre
kiiltiiri galismalarinda medium olarak inorganik tuzlar, karbonhidratlar, aminoasitler ve
vitaminler kullanilir. Giinlimiizde hiicre kiiltiirli, biyofarmasdtikler, molekiiler biyoloji,
toksikoloji ve yenilenebilir tip gibi alanlarda 6nemli rol oynamaktadir (Whitford, vd.,
2018, s. 147).

Farmakoloji ve terapotik arastirmacilar tarafindan yeni ila¢ molekiillerinin
aktivitelerinin ne denli oldugunun anlasilmasi1 ve kisa zaman gerektirmesinden dolay1
hiicre kiiltiirii yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ghanemi, 2015, s. 453).

Temelde hiicre kiiltiirii hayvana ait hiicreleri dis bir ortamda in-vitro olarak
yasatmay1 amaglar. /n-vivo ¢alismalara gore in-vitro hiicre kiiltiirii hizl1, ucuz ve daha az
hayvan gerektirir. Ancak dogru bir sekilde viicudun tepkilerini yansitabildigi, sinirsel
iletimlerin aktarilip aktarilamadigi, yani hiicresel iletisimin bu yapay ortamda var olup
olmadig1 diisiiniilmeli ve degerlendirmeler bu cizgiler 15131nda yapilmahdir. In-vivo
kosullar diistintildiiglinde hiicre kiiltiirlindeki c¢aligmalarda miidehale sansi1 yiiksek

erisilebilirlik fazladir (Carter and Shieh, 2010, s. 281).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde ad

Agar-agar

Aseton

Asetonitril

Ketoprofen lizin (KLT)
PLGA (Resomer RG 504 H)
Polivinilalkol (PVA)
Etil asetat

RPMI 1640

Sodyum asetat trihidrat
Metanol

3.2. Kullanilan Cihazlar

Madde adh

Buzdolabi

Derin dondurucu

Dideransiyel taramal1 kalorimetre
Dissoliisyon cihazi

Distile su cihaz1

Elisa okuyucu

FT-IR

Hassas terazi

Infrared spektrofotometresi
Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet seti

NMR spektrofotometresi
pH metre

Plakalar 96’1

Piskiirterek kurutma cihazi

Firma adi

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya
Carlo Erba, Fransa

Berko Ilag, Tiirkiye

Evonik Industries, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Panreac Quimica, ispanya
Sigma Aldrich, Almanya
Panreac Quimica, Ispanya

Merck, Almanya

Firma adi
Arcelik, Tiirkiye
Liebherr Medline, LGEX 3410, Almanya
Shimadzu DSC-60, Japonya
Pharma Test PTWS 820D, Almanya
MilliQ Millipore, Fransa
BioTek Cytation 5,m BioTek Ins., Germany
Schimadzu IR Prestige-21, Japonya
Mettler AM 100, Amerika Birlesik
Devletleri
Shimadzu IR-Prestige-21, Japonya
Scanvac Coolsafepro Labogene, Danimarka
Jeoitech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya
Ultra Shield CP MAS NMR, Almanya
WTW profi Lab. pH 597, Almanya
Greiner, Sigma-Aldrich, Almanya
Nanospray Dryer B-90 Buchi, Isvigre
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Santrifiij Cihazi

Santifiij Cihaz1

Su banyosu

Taramal1 elektron mikroskobu

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici
X-1s11 kirmnimi cihazi
YBSK kolonu

YBSK cihazi

Zeta potansiyel analiz cihazi

Niive NF400, Tiirkiye

Eppendorf 5810, Almanya

GLF, Tissue float bath 1052, Almanya
Zeiss ultra plus fesem, Almanya

Wisd laboratory Ins., WUC-AO3H, Giiney
Kore

Jeoitech VM96B, Giiney Kore
XRD-Rikagu Rint 2000, Japonya
150%4.6 mm LiChrospher® 100 RP-18
Shimadzu 20-A, Japonya

Zetasizer Nano Series, Ingiltere Birlesik

Krallik
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4. YONTEMLER
4.1. Formiilasyonlarda Etkin Madde Miktar Tayini icin Gerekli Analitik Yontemin

Optimizasyonu ve Validasyon islemleri

Etkin madde miktar tayini ve salim ¢alismalarinda yiiksek basingli sivi
kromatografisi (YBSK) kullanilmistir. Bu nedenle oncelikle YBSK analizlerinde
arastirma laboratuvarimizda mevcut olan (150x4.6 mm 5um) 6zellikteki YBSK kolon
kullanilarak analitik calismalara yapilmistir. Mobil faz olarak farkli oranlarda asetonitril,
metanol ve fosfat tamponu karisimlart kullanilmigtir (Anacardio, vd., 2005, s. 1236).

Belirlenen miktarda etkin madde tartilarak stok ¢ozelti hazirlanmis ve bu hazirlanan
stok ¢Ozeltiden hareketle farkli oranlarda seyreltmeler yapilarak dogrusallik ¢alismasi
yapilmistir. Elde edilen sonuglarla lineer regresyon egrisi ¢izilerek korelasyon katsayisi
hesaplanmistir. Yontem validasyonunda; dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik,

secicilik, sistem uygunluk testleri ve kararlilik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

4.1.1. Analitik yontem gelistirme ve validasyon calismalari

In-vitro ¢alismalarda KLT nin miktar tayini Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi
(YBSK) yontemi kullanilarak gerceklestirilmigtir. Literatlir arastirmasi ve yapilan
denemeler sonrasinda karar verilen ve analiz caligmalarinda kullanilan YBSK’nin

calisma kosullan Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Yiiksek basingli stvi kromatografisi ¢alisma kosullar

Cihaz Shimadzu-20 A

150x4.6 mm LiChrospher® 100 RP™!8 oktadesil silan kolon,

Kolon
5 um
Firin Sicaklig 25°C
Hareketli Faz 0.03 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu

(pH 3.0): asetonitril (40:60 h/h)

Calisilan Dalga Boyu 242 nm

Akis Hiz1 1.0 mL-dk™!
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Cizelge 4.1. (devam) Yiiksek basingli s1ivi kromatografisi calisma kosullar

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Analitik yontem validasyonunun amaci kullanilacak yontemin uygunlugunu
kanitlamaktir. Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve

secicilik parametreleri degerlendirilmistir.

4.2. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Ketoprofen lizin yiiklii PLGA nanopartikiil sistemleri farkli molekiil agirliklarina
sahip PLGA polimerleri kullanilarak formiilasyon calismalar1 yapilmistir. PLGA
nanopartikiilleri ¢éziicli buharlastirma yontemi, nanogdktiirme yontemi ve piiskiirterek
kurutma yontemleriyle hazirlanmistir (Bao vd., 2006, s. 473) (Draheim vd., 2015, s.
2610).

4.2.1. Cift emiilsiyon ¢oziicii ucurma yontemi

Uygun miktarda PLGA (80 mg) 2 mL etil asetat iginde manyetik karistiricida
¢Oziindiriilmiis ve ardindan bu ¢dzeltiye 100 uL. PVA (Poli vinil alkol) ¢ozeltisi (%0.5,
a/h) ultrasonik banyoda eklenmistir. ilk S/Y emiilsiyon bu sekilde olusturulmustur. Daha
sonra 10 mL PV A ¢ozeltisi (%0.5, a/h) buz banyosuna sabitlenen balona konulmus ilk
hazirlanan S/Y (Yag icinde su) emiilsiyonu enjektdr yardimi ile damla damla bu ¢ozeltiye
24000 rpm’de c¢alisan yliksek hizli karigtirici altinda eklenmis ve cihaz 1 dakika boyunca
calistirilmistir ve elde edilen tirtin S/Y/S (Su/yag/su) emiilsiyonu olmustur. Siire sonunda
organik ¢oziicli olan etil asetat’in ortamdan ugurulmasi i¢in formiilasyonlar oda
sicakliginda manyetik karistirict altinda 4 saat bekletilmistir. Etil asetat ugurulduktan
sonra formiilasyonlar 30 dakika 11000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilmistir. Ilk santrifii]
sonunda elde edilen siipernatant ylikleme kapasitesi hesaplanmasi i¢in ayrilmistir. Geriye
kalan ¢okelek tizerine 10 mL distile su ilave edilmis ve pipetleme islemi yapilarak tekrar
ayni kosullarda santrifiij islemi yapilmistir. Yikama islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra
formiilasyonlar -20°C’de dondurulmus ve ardindan liyofilize edilerek, toz halinde
formiilasyonlar elde edilmistir. Bu formiilasyonlar projenin bir sonraki déneminde
gerceklestirilecek olan caligmalar i¢in kapali, hava almayan kaplarda uygun kosullar

altinda saklanmastir.
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Plasebo formiilasyonlar yukarida anlatildig1 gibi hazirlanmis olup ayni1 hazirlama
yontemi kullanilarak polimere gére %5 (4 mg) ve % 10 (8 mg) oraninda etkin madde
iceren formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar, bir 6nceki boliimde anlatilan
etkin maddesiz formiilasyon hazirlama prosediiriine uygun olarak hazirlanmistir.
Yukaridaki prosediirde uygun miktarda PLGA (80 mg) 2 mL etil asetat i¢ginde manyetik
karistiricida ¢oziindiiriilmiis ve ardindan bu ¢ozeltiye 100 pL PV A c¢ozeltisi (%0.5 a/h)
ultrasonik banyoda eklenmistir. Etkin maddeli formiilasyondaki fark 100 uL PVA
¢oOzeltisine uygun miktarda etkin maddenin eklenmesidir. Cizelge 4.2.’de formiilasyonlar
PLGA miktar1 ve KLT miktar1 gosterilmistir.

(Coziicli ucurma yonteminde etil asetat ¢oziiclisii yerine bir de aseton ¢oziicii olarak

denenmis ve ayn1 basamaklar tekrarlanmistir.

Cizelge 4.2. Cift emiilsiyon ¢dziicii ugurma yonteminde kullanilan formiilasyonlarin igerikleri, E-1, E-2

ve plasebo
Kod PLGA Etil Asetat KLT PVA (%S5, a/h)
Plasebo 80 mg 2mL - 100 uL
E-1 80 mg 2mL 4 mg 100 pL
E-2 80 mg 2mL 8 mg 100 pL

4.2.2. Nanocoktiirme yontemi

Uygun miktarda PLGA (80 mg) 2 mL etil asetat icinde manyetik karistiricida
¢cozlindiiriilmiistiir. Ardindan bu ¢ozelti 150 rpm hizdaki manyetik karigtiric1 altinda
bulunan PVA ¢d6zeltisine (%0.5, a/h) enjektor yardimi ile SmL/saat hizda olacak sekilde
damlatilmistir. Damlatma islemi bittikten sonra organik c¢oziicii olan etil asetat’in
ortamdan ucurulmasi i¢in formiilasyonlar oda sicakliginda manyetik karistirict altinda 4
saat bekletilmistir. Etil asetat ugurulduktan sonra formiilasyonlar 30 dakika 11000 rpm’de
(dakikadaki devir sayis1) 4°C’de santrifiij edilmistir. Ik santrifiij sonunda elde edilen
siipernatant yiikleme kapasitesi hesaplanmasi igin ayrilmistir. Geriye kalan g¢okelek
tizerine 10 mL distile su ilave edilmis ve pipetleme islemi yapilarak tekrar ayni kosullarda
santrifiij islemi yapilmigtir. Yikama islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra formiilasyonlar -
20°C’de dondurulmus ve ardindan liyofilize edilerek, toz haline formiilasyonlar elde
edilmistir. Bu formiilasyonlar projenin bir sonraki doneminde gerceklestirilecek olan

calismalara i¢in kapali hava almayan kaplarda uygun kosullar altinda saklanmustir.
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Plasebo formiilasyonlar yukarida anlatildig1 gibi hazirlanmis olup ayni1 hazirlama
yontemi kullanilarak polimere gore %5 (4 mg) ve %10 (8 mg) oraninda etkin madde
iceren formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar, bir 6nceki boliimde anlatilan
etkin maddesiz formiilasyon hazirlama prosediiriine uygun olarak hazirlanmistir.
Yukaridaki prosediirde uygun miktarda PLGA (80 mg) 2 mL etil asetat i¢ginde manyetik
karistiricida  ¢oziindiiriilmiis, etkin maddesiz formiilasyondan farkli olarak PVA
cOzeltisinin igerisine gerekli miktarda etkin madde eklenerek ayni prosediir takip
edilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin igeriginde kullanilan etkin madde, polimer ve
yardimc1 madde oranlar1 Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.

Nanog¢dktiirme tekniginde etil asetat ¢oziiciisii yerine bir de aseton ¢oziicii olarak
denenmis ve ayni basamaklar tekrarlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda yapilan
karakterizasyon neticesinde bu yontemde ¢ok yiliksek partikiil boyutu elde edildigi i¢in

diger iki yontemle hazirlanan formiilasyonlarla ¢alismaya devam edilmistir.

Cizelge 4.3. Cift emiilsiyon ¢dziicii ugurma yonteminde kullanilan formiilasyonlarn igerikleri, E-1, E-2

ve plasebo
Kod PLGA Etil Asetat KLT
Plasebo 80 mg 2mL -
N-1 80 mg 2mL 4 mg
N-2 80 mg 2mL 8 mg

4.2.3. Piiskiirterek kurutma yontemi

PLGA bazli formiilasyonlar, bazi modifikasyonlarla piskiirtillerek kurutma
yontemi izlenerek hazirlanmustir (Oztiirk vd., 2017, s. 65). Tam tartilmis PLGA, 250 rpm
karistirma kosulu altinda 30 dakika boyunca 49mL aseton i¢inde ¢oziilmiistiir. KLT, ImL
distile su i¢inde ¢oziindiiriildii, ardindan 5 dakika boyunca karistirma altinda eklendi. Son
seffaf ¢ozelti daha sonra 100°C giris sicakligina ve 50°C ¢ikis sicakligina sahip bir B-90
(Biichi, Isvigre) piiskiirterek kurutucu kullanilarak ve bos formiilasyonlar ayrica KLT
eklenmeden hazirlanmistir. Cizelge 4.4.°te piiskiirterek kurutma metodunda kullanilan

KLT, PLGA, aseton ve distile su oranlariyla hazirlanan formiilasyonlar gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Piiskiirterek kurutma yonteminde kullanilan S-1, S-2 ve plasebo formiilasyon igerikleri

Kod PLGA KLT Distile Su Aseton
Plasebo 500 mg - I mL 49 mL
S-1 500 mg 25 mg 1 mL 49 mL
S-2 500 mg 50 mg I mL 49 mL
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4.3. Karakterizasyon Calismalari
4.3.1. Termal analiz

DSC cihaz1 (Schimadzu DSC-60, Japonya) kullanilarak, basing yardimiyla
kapatilmis aluminyum &rnek kabinda, 50 mL.dk™! azot gaz1 akis hizinda ve 10°C.dk™! 1s1
artist ile 50-250°C araliginda aluminyum referansa kars1 gergeklestirilmistir (Oztiirk vd.,
2017).

4.3.2. X-Istm1 Kirinimm

XRD 5-45° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20 ag1 ve 2°C.dk™!
ilerleme hizinda Rikagu jenerator (XRD Rikagu Rint 2000, Japonya) yardimiyla
yapilmistir (Gupta vd., 2010, s. 326).

4.3.3. FT-IR analizi

Saf etkin madde, PLGA ve formiilasyonlarin IR 6zellikleri FT-IR (Schimadzu IR
Prestige-21, Japonya) cihazi kullanilarak 4000-400 c¢cm™ dalga boyu araliginda
saptanmistir (Blasi vd., 2006, s. ES0-E81).

4.3.4. Niikleer manyetik rezonanas (‘H-NMR)

"H-NMR analizi, liyofilize edildikten sonra saklanan formiilasyonlarin détero
kloroform (CDCI3) icinde ¢oziindiildiikten sonra bekletilmeden 'H-NMR (Bruker 500
MHz UltraShield NMR, Almanya) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir (Bae vd., 2009,
s. 38-42).

4.3.5. ZP ve parcacik biiyiikliigii analizi

Formiilasyonlarin zeta potansiyel ve pargacik boyutlar1 NaCl ile 50 pS iletkenlige
ayarlanmis distile su ile seyreltilerek Slciimlenmistir. Olgiimler Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Ingiltere) cihaziyla tek kullanimlik kilcal zeta hiicrelerinde yapilmustir.
Parcacik boyutu ve dagiliminda da aynmi cihaz ve aymi 6zelliklerdeki su kullanilmistir
(Seju, Kumar and Sawant, 2011, s. 4170).
4.3.6. Partikiillerin morfolojisi ve yiizey ozellikleri

Partikiillerin yiizey 6zellikleri ve partikiil sekli karbon bantlar iizerinde SEM
(Zeiss ultra plus fesem, Almanya) cihazi ile goriintiilenmistir (Liu vd., 2007, s. 2206).

4.4. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

In-vitro sitotoksisite ¢alismasinda KLT igeren PLGA formiilasyonunun hiicreler

tizerindeki etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir. Deney asamasinda formiilasyonlar
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farklh konsantrasyon aralifinda hiicreler {izerine 24 ve 48 saat siiresince uygulanmstir.
Inkiibasyon siiresi sonunda absorbans dlgiimleri BioTek Cytation 5 (BioTek Instruments,
Germany) coklu plaka okuyucu ile 572 nm’de yapilmistir. Sitotoksisite testi her bir
formiilasyon i¢in 3 plaka ve her bir konsantrasyon i¢in 8 kuyuda c¢alisilmigtir. Absorbans
degeri bu plakalarda 6l¢iilen absorbanslarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir (Jain vd.,

2014, 5. 2-3).

4.5. In-vitro Sahm Calismalar

Formiilasyonlarin in-vitro salim profili 15 giin boyunca arastirilmistir. PLGA
formiilasyonlarindan etkin maddenin salinmasi, diyaliz membran yontemi kullanilarak
test edilmistir. Formiilasyonlarin salim ¢alismalar seliiloz diyaliz membrani ile 100 rpm
karistirma hizinda ve 37 £ 0.5 °C sicaklikta yapilmistir. In vitro salim ¢aligmalari pH 7,4
de gergeklestirilmistir. Hazirlanan 50 mL diyaliz ortami 37 +1 ° C'deki manyetik
karistiricida 100 rpm'de karistirilmustir. Onceden belirlenmis (5. dk, 10. dk, 15. dk, 30. dk
ve 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 7. saat, 8. saat, 12. Saat ve 24. saat)
zaman araliklarinda sirasiyla ¢oziindiirme ortamindan 1 ml 6rnek alinmis ve eksilen
miktar 1 ml salim ortami ile tamamlanmistir. Alinan 6rneklerdeki etkin madde miktari
YBSK cihazinda edilmistir. Farkli zamanlarda salinan etkin madde miktarlar
belirlenerek, formiilasyon i¢in % kiimiilatif salinan etkin madde degerinin zamana kars1
grafigi ¢izilmistir.

4.6. Enkapsiilasyon Etkinligi

Liyofilize formiilasyonlar (5 mg), dogru bir sekilde tartilmig, daha sonra 1 mL etil
asetat ilave edilip karisim i¢indeki partikiilleri ¢6zmek icin vortekslenmistir. Bundan
sonra, tim ¢dzelti 0.22 um polyamid filtre ile filtre edilmis ve KLT tespiti icin YBSK
sistemi ile analiz edilmistir. Ilag icerigi

% EE = ((Enkapsiile edilen KLT miktarr) / (Formiilasyondaki KLT toplam miktar1)) x100

4.1)

ile hesaplanmistir (Kiling-Budama, 2019, s.49).
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5. BULGULAR

5.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari

5.1.1. Dogrusallik

Standart egrinin belirlenmesi i¢in, Ketoprofen Lizin tuzu mobil fazda ¢oziilerek

stok ¢dzelti hazirlanmistir. 5 ile 50 pg.mL™! araliginda 10 adet farkli derisimde ¢ozelti

hazirlanmigtir ardindan analiz edilmistir. Bu derisimlere karsilik gelen alan degerleri

Cizelge 5.1.’de sunulmustur. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve

egri ile egriye ait dogrusallik esitligi Sekil 5.1. de sunulmustur.

Cizelge 5.1. Dogrusallik ¢calismasi icin hazirlanilan serileri ve alan degerleri (n=10)

KL
ug/ mL Alan Degerleri
1.Seri 2.Seri 3.Seri 4.Seri 5.Seri 6.Seri Ortalama

5,000 7,766 8,487 8,320 7,979 8,632 8,296 8,246667
10,000 14,819 16,800 16,347 15,417 15,702 15,241 15,721
15,000 22,960 23,020 23,111 22,573 24,109 23,810 23,26383
20,000 30,679 31,781 30,955 31,247 31,000 31,305 31,16117
25,000 38,568 39,578 38,903 38,559 38,702 40,222 39,08867
30,000 48,069 47,421 47,336 49,663 49,533 49,231 48,54217
35,000 55,744 56,474 56,516 56,571 57,878 56,380 56,59383
40,000 64,312 64,617 65,213 62,485 67,048 63,321 64,49933
45,000 71,124 70,060 74,108 72,719 73,911 70,851 72,12883
50,000 77,637 83,228 81,758 77,368 79,661 87,075 81,12117
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Sekil 5.1 KLT nin YBSK 'ya ait standart egri ve dogrusallik esitligi (n=12)
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5.1.2. Kesinlik

Mobil faz ortaminda etkin maddenin ii¢ farkli konsantrasyonda (75 pL, 125 pL, 175
pL) ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltilerin pik alanlarina gore konsantrasyonlart YBSK
enjeksiyonu sonrasinda belirlenmistir. Her konsantrasyon i¢in deney 6 kez tekrarlanmis
ve 1. gilin yapilan ¢alismalar 2., ve 3. glinde tekrar edilmistir (k=3). Kesinlik ile ilgili giin-
ici kesinlik ve giinler-arasi tekraredilebilirlik degerleri kullanilarak yontemin kesinligi
hesaplanmistir. Kesinlik ¢aligmasi sonuglar1 Cizelge 5.2., Cizelge 5.3. ve Cizelge 5.4.’de

sunulmustur.

Cizelge 5.2. 75 ug.mL"! derisim icin kesinlik sonuglart

75 pg.mL!
1.Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. Giin (Alan)
3945132 3935385 3919885
3980260 3983725 3970237
3940097 3970099 4004689
1.Giin (Derisim) 2.Giin (Derisim) 3.Giin (Derigim)
75,3330 75,1435 74,8422
76,0159 76,0833 75,8211
75,2351 75,8184 76,4908

Ortalama 75,528 75,68173 75,71803

Standart Hata 0,4254 0,4846 0,8291

Varyasyon Katsayisi 0,5632 0,6403 1,0950

%95 Giliven aralig1 1,0566 1,2037 2,0597

Cizelge 5.3. 125 ug.mL™! derisim igin kesinlik sonuglart

125 pg.mL!

1.Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. Giin (Alan)
6659914 6502503 6501461
6543415 6504707 6536577
6440079 6516947 6525628
1.Giin (Derisim) 2.Giin (Derisim) 3.Giin (Derigim)
128,1099 125,0497 125,0295
125,8451 125,0926 125,7122
123,8362 125,3305 125,4993

Ortalama 125,9304 125,1576 125,4137

Standart Hata 2,1381 0,1513 0,3493

Varyasyon Katsayisi 1,6979 0,1209 0,2785

%95 Giiven aralig1 5,3114 0,3758 0,8677

Cizelge 5.4. 175 ug.mL" derisim icin kesinlik sonuglart
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175 pg.mL"!
1.Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. Giin (Alan)
9103261 9094887 9092224
9113094 9095543 9062181
9120553 9061005 9082168
1.Giin (Derisim) 2.Giin (Derisim) 3.Giin (Derigim)
175,6100 175,4472 175,3954
175,8011 175,4599 174,8113
175,9461 174,7885 175,1999

Ortalama 175,7857 175,2319 175,1355

Standart Hata 0,1686 0,3840 0,2973

Varyasyon Katsayisi 0,0959 0,2192 0,1698

%95 Giiven araligi 0,4189 0.6253 0,7385

5.1.3. Dogruluk

Dogruluk calismasi i¢in, etkin maddenin ii¢ farkli konsantrasyonda c¢ozeltisi
hazirlanmis ve 6rneklerin geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglardan,
dogru denklemi yardimui ile konsantrasyonlar hesaplanmis, eklenen konsantrasyonlar ile
karsilagtirilarak yontemin dogrulugu yiizde deger olarak bulunmustur. Sonuglar Cizelge

5.5.de sunulmustur.

Cizelge 5.5. Dogruluk ¢alismast sonuglart

Eklenen Derigim 100pg/mL 200pg/mL 300upg/mL
Elde Edilen Alan 5197129 10355342 15583997
5191512 10383805 15554833
5199743 10362902 15516574
Bulunan Derigim 99,6725 199,9511 301,5991
99,5633 200,5045 301,0322
99,7234 200,0981 300,2884
% Geri Kazanim 99,6725 99,9756 100,5330
99,5633 100,2522 100,3441
99,7234 100,0490 100,0961
Ortalama % Geri Kazanim 99,65307 100,0923 100,3244
Standat Hata 0,0818 0,1433 0,2191
Varyasyon Katsayisi 0,0820 0,1432 0,2184
%95 Giiven aralif1 0,2031 0,3560 0,5443

5.1.4. Secicilik

Etkin maddesiz formiilasyonlarin mobil faz ile ekstraksiyonun ardindan YBSK
enjeksiyonu yapilmis ve kromatogramlar elde edilmistir. Elde edilen kromatogramlara
dayanarak etkin maddenin segiciligi degerlendirilmistir. Sekil 5.5.” te elde edilen
kramatogram sonucu verilmistir. Yontemin seciciligi, etkin maddesiz analiz ve etkin

madde miktar tayininde kullanilan ¢oziiciiler kullanilmistir.
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5.1.6. Duyarhhk

Kullanilan yontemin, derisimdeki kiiclik degisimleri saptama kapasitesi ve diisiik
konsantrasyonlar1 saptama yetenegini belirlemek icin, saptama sinir1 (LOD) ve miktar
tayini sinir1 (LOQ) degerleri hesaplanmigtir. Hesaplamada kullanilan esitlikler asagida
verilmistir. Esitlik yardimi ile bulunan LOD degeri 0.00002 pg/mL ve LOQ degeri
0.00005 pg/mL olarak bulunmustur. LOQ ve LOD degerleri i¢in kullanilan Esitlik 5.1

ve Esitlik 5.2 bir sonraki sayfada verilmistir.

LOD = 3.3xSS

(5.1)

SS y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin egimini

ifade etmektedir.

10x SS

LOQ = (5.2.)

SS y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin egimini
ifade etmektedir.
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5.2. Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalari
5.2.1. Termal analiz

Hazirlanan Formiilasyonlarin termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya)
cihazi ile basing yardimiyla kapatilmis aluminyum 6rnek kabi, 50 mL- %! azot gaz1 akis
hiz1 ve 30°C - 300°C araliginda 10°C-dk™! 1s1 artis1 kullanilarak aluminyum referansa
kars1 gerceklestirilmistir. Sonuclar Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.’de verilmistir.

DsSC
mw

20.00-

15.00-

10.00

f

0.00-
-5.00- d
c

-10.00
-15.00 b
-20.00- a
50.00 100.00 150,00 200.00 250.00 300.00
Sicaklik (°C)
Sekil 5.3. Cift emiilsiyon ¢éziicii ugurma yontemi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA
ve formiilasyonlara ait DSC termogramlari, a: KL b: PLGA c: Fiziksel Karisim d: E-
plasebo e: E-1f: E-2
DSC
mw
20.00-
—
15.00-
N f
10.00
5.00
0.00- e
-5.00- d
-10.00
-15,00 b
-20.00- a
50.00 100.00 150.00 200.00 250,00 300.00

Sicaklik (°C)
Sekil 5.4. Piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA ve formiilasyonlara ait

DSC termogramlari, a: KL b: PLGA c: Fiziksel Karisim d: S-plasebo e: S-1 f: S-2
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5.2.2. X-151m1 kirimmm (XRD)

Formiilasyonlarin XRD analizinde 5-55° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim
siddeti, 20 a1 ve 2°-dk’! ilerleme hizinda rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000,
Japonya) kullanilmistir. Sonuglar Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.’de verilmistir.

e w

Yos

0

5 20 55
Sekil 5.5. Cift emiilsiyon ¢oziicii ugurma yontemi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA ve

formiilasyonlara ait XRD analiz pikleri, a: KL b: PLGA c: Fiziksel Karisim d: E- plasebo
e: E-1fE-2
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Yog

5 20 55

Sekil 5.6. Piiskiirterek kurutma teknigi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA ve formiilasyonlara ait
XRD analiz pikleri, a: KL b: PLGA c: Fiziksel Karisim d: S-plasebo e:S-1 f: S-2

5.2.3. Infrared (FT-IR) analizleri

Maddelerin IR analizi FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi
kullanilarak 4000- 500 cm™ dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir. Sonuclar Sekil 5.7.
ve Sekil 5.8.’de verilmistir.
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Sekil 5.7. Cift emiilsiyon ¢oziicti ugurma yontemi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA ve

formiilasyonlara ait FT-IR analiz sonuglari, a: KL b:PLGA cFiziksel Karigim

- E-1f E-2

d: E- plasebo e.
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Sekil 5.8. Piiskiirterek kurutma yéontemi ile hazirlanan saf etken madde, PLGA ve formiilasyonlara ait

a:KL b:PLGA c:Fiziksel Karisim d: S- plasebo e: S-1 f: S-2

g]

FT-IR analiz sonug¢lar
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5.2.4. Niikleer manyetik rezonans (‘H-NMR) analizi

Maddelerin dotero kloroform (CDCL3) iginde ¢oziindiiriilerek hazirlanan
¢ozeltisinin NMR analizi (‘"H-NMR) NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR,
Almanya) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Sonuglar Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.’da

verilmistir.

L

................................

)
P

Sekil 5.9. Cift emiilsiyon ¢éziicii ugurma yontemiyle hazirlanmis formiilasyonlar, saf etkin madde ve

PLGA ’ya ait "H-NMR pikleri, a: KL b: PLGA c: Fiziksel karisim d: E- plasebo e: E-1 f: E-2
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Lk A~

Sekil 5.10. Piiskiirterek kurutma yontemiyle hazirlanmig formiilasyonlar, saf etkin madde ve PLGA ya

ait 'H-NMR pikleri, a: KL b: PLGA c: Fiziksel karisim d: S-plasebo e: S-1 f: S-2
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5.2.5. Morfolojik analiz

Formiilasyonlarin morfolojik yapisi ve yiizey 6zelligi karbon bandi lizerine yayilip
altin ile kaplandiktan sonra SEM (Zeiss ultra plus fesem, Almanya) cihazi ile

belirlenmistir. Sonuglar Sekil 5.11. ve Sekil 5.12.’de verilmistir.

Sekil 5.11. Cift emiilsiyon ¢oziicii u¢urma yontemi ile hazirlanan partikiiller, saf etkin madde ve PLGA ya
ait SEM morfolojik analizinin gériintiileri, a: KL b: PLGA c¢: E-plasebo d: E-1 e: E- 2
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Sekil 5.12. Piiskiirterek Kurutma yéntemi ile hazirlanan patikiiller, saf etkin madde ve PLGA ya ait

SEM morfolojik analizinin gériintiileri, a: KL b: PLGA c: S-plasebo d: S-1 e: S-2

5.2.6. Partikiil boyutu, zeta analizi ve verim

Formiilasyonlar1 parcacik boyutlari, boyut dagilimlari, zeta potansiyel 6l¢iimleri ve

etkin madde ylikleme oranlar1 Cizelge 5.6.’da verilmistir.

Cizelge 5.6. Formiilasyonlarin partikiil boyutu, dagilimi, zeta potansiyel ve yiikleme oranlari

KOD Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyel % EE
Plasebo E 101,7+23 0,08 £ 0.09 -28+0,13 -

E-1 143,9+ 0,1 0,27 £0.02 -26+0,12 77,105 £2,127
E-2 141,2+49 0,31 £006 -24 £0,23 74,026 + 3,002
Plasebo S 490,3+£2,2 0,27 £0.02 -28 £0,21 -

S-1 512,6 £5,2 0,43 £ 0.03 -27+1,13 78,789 £ 0,953
S-2 518,3+3,1 0,44 +0.02 20+ 1,21 59,634 + 1,624
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5.2.7. In-vitro salim ¢alismalari

Formiilasyonlarin salim c¢alismalar1 seliilloz diyaliz membrani ile 100 rpm
karistirma hizinda ve 37 + 0.5 °C sicaklikta yapilmustir. /n-vitro salim ¢alismalar1 pH 7,4
de gerceklestirilmistir. Hazirlanan 50 mL diyaliz ortami 37 + 1°C'deki manyetik
karistiricida 100 rpm'de karistirildi. Onceden belirlenmis (5. dk, 10. dk, 15. dk, 30. dk ve
1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 7. saat, 8. saat, 12. Saat ve 24. saat) zaman
araliklarinda sirastyla ¢6ziindiirme ortamindan 1 mL 6rnek alinmis ve eksilen miktar 1
mL salim ortami ile tamamlanmistir. Alinan 6rneklerdeki etkin madde miktar1 YBSK
cihazinda analiz edilmistir. Farklt zamanlarda saliman etkin madde miktarlari
belirlenerek, formiilasyon icin % kiimiilatif salinan etkin madde degerinin zamana karsi
grafigi cizilmistir. Her formiilasyon icin deney 6 kez tekrarlanmistir. Sonuglara ait

grafikler Sekil 5.13. ve Sekil 5.14’de verilmistir.

110

100 * o o o o - *
20

80
§ 2 oKL % E-1-+E-2-»S-1 4 S:2
A
§co
2 % /
=l
x 0
F

L -

->
20 x

306k 60.dk
Zaman (dk)

Sekil 5.13. Tiim formiilasyonlar ve saf etkin maddeye ait ilk 1 saatlik salim profili

110

100 r — & % & X = =
90
80 P ot
E » -
3 e d - x x
g %
g% X
=
x 40
*x
30
20 -o-KL % E-1 -+-E-2-#-S-1 a S-2

0 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Zaman (Gln)

Sekil 5.14. Tiim formiilasyonlar ve etkin maddeye ait salim profili
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5.2.8. Salim Kinetikleri

DDSolver programu ile yapilan kinetik inceleme sonuclar1 Cizelge 5.7.’de

sunulmustur.

Cizelge 5.7. In vitro salim kinetigi sonuclart

oD Mg d.eul. : Deg!i'glendirme Kriteri

Esitligi k R Adjusted AlIC MSC n
E-1 0. derece 5,437 0,803 0,803 169,236 1,533 ;
E-2 - deree 6,436 0,786 0,786 175.688 1,451 ;
S2 modeli 9,394 0,971 0,971 148,260 3,446 ;
S2 9,549 0,957 0,957 155,518 3,066 ;
E-1 0,082 0,648 0,648 181,998 0,953 ;
E-2 1. derece 0,111 0,583 0,583 190,337 0,785 ;
S-1 modeli 0,730 0,234 0,234 220,224 0,175 ;
S2 0,904 0,023 0,023 224,476 0,068 ;
E-1 . 18,109 0,957 0,957 135,876 3,050 ;
E-2 Higuighi 21,460 0,944 0,944 146,232 2,789 -
S-1 modeli 32,114 0,827 0,827 187,538 1,661 -
S2 32,871 0,738 0,738 195,500 1,249 ;
E-1 | Korsmeyer- | 20,707 0,971 0,970 128,893 3,367 0,447
E-2 Peppas 27,914 0,983 0,982 121,579 3,910 0,384
S-1 modeli 43,350 0,896 0,891 178,318 2,080 0,396
S 50,787 0,753 0,740 196,249 1215 0,372
E-1 Korsmeyer | 21,499 0,976 0,973 127,350 3,437 0,436
E-2 ~Peppas 28,815 0,985 0,983 121,668 3,906 0,367
S-1 with Tlag | 44,195 0,932 0,924 171,083 2,409 0,368
S2 modeli 49,674 0,921 0,913 173,120 2,266 0,317
E-1 Korsmeyer | 17357 0,957 0,953 139,540 2,883 0,515
E-2 _Peppas 23,391 0,977 0,974 130,694 3,496 0,448
S-1 with FO 35,834 0,890 0,878 181,525 1,934 0,448
) modeli 38,758 0,886 0,873 181,299 1,895 0,403
E-1 Hixson- 0,024 0,761 0,761 173,488 1,340 :
E-2 Crowell 0,030 0,734 0,734 180,484 1,233 -
S-1 modeli 0,082 0,831 0,831 186,965 1,687 -
S2 0,065 0,602 0,602 204,710 0,830 -
E-1 0,024 0,761 0,749 175,488 1,249 -
g2 | Hopfenberg =505 0.734 0.720 182484 | 1142 -
S-1 modeli 0,123 0,926 0,922 170,853 2,419 -
S2 0,131 0,939 0,936 165,426 2,616 -
E-1 Peppas- 24374 0,979 0,977 123,447 3,614 -
E-2 Sahlin 29,901 0,980 0,978 127,642 3,634 -
S-1 modeli 56,466 0,997 0,996 103,913 5,462 -
S2 68,061 0,984 0,982 137,977 3,864 ;

5.2.9. Hiicre kiiltiirii calismalari

Tiim formiilasyonlarin in-vitro sitotoksisitesi 3T3 fare embriyo fibroblast hiicre
dizileri kullanilarak MTT yontemi ile incelenmistir. Kisaca, hiicreler yaklasik 2 x 104

yogunlukta,
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%10 FBS ve %1 antibiyotik (penisilin / streptomisin) iceren RPMI 1640 (Sigma
Aldrich, Almanya) besiyeri ile 96’11 plakalara (Greiner, Sigma-Aldrich, Almanya)
ekilmistir. Hiicreler 37 © C'de 24 saat boyunca % 5 CO; igeren ve bir atmosferlik etiivde
inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda, formiilasyonlar hiicre kiiltiirii ortam1
ile belirlenen oranlarda hiicrelere ilave edilmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibasyon i¢in
birakilmigtir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyulardaki besiyeri ortami
kuyulardan ¢ekilmis ve 20 uL MTT boya (5 mg / mL konsantrasyon i¢in PBS ile
seyreltilmis) sollisyonu ilave edilmistir. Plakalar, daha 6nce bahsedilen ayn1 kosullar
altinda 4 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda formazan kristallerinin  ¢dziilmesi igin 200 pL
spektrofotometrik DMSO her kuyucuga ilave edilerek 30 dakika daha inkiibasyonda
birakilmig ve ¢oOziinen formazanin absorbansi, ¢ok modlu bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak 570 nm'de 6l¢lilmiistiir. Kontrol hiicrelerindeki canlilik % 100 kabul edilerek
hesaplanmistir. Etkin madde, plasebo formiilasyonlar ve etkin madde yiikli

formiilasyonlara ait 24 ve 48 saatlik sonuglar Sekil 5.15 ve Sekil 5.16°da verilmistir.

Plasebolar 24.saat Plasebolar 48.saat
.M us

I

Konsa.nttasyon (pg mL) : Konsantfasyon (pg mL)

% Canldk
% Canhilik

Sekil 5.15. Etkin madde ve Plasebo formiilasyonlarin 24 ve 48 saatlik doza bagl sitotoksisite degerleri

24, saat 48. saat

TTETT

Konsantrasyon (ug/ mL) Konsantrasyon (ug/mL)

Ak

"i(arhl «
% Ca

Sekil 5.16. S1, S2 ve El, E2 Formiilasyonlarina ait 24 ve 48 saatlik doza bagh sitotoksisite degerleri
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6. TARTISMA

YBSK validasyon ¢alismasinda, dogrusalligin y = 51438x + 70090 (r*> = 0.9999)
dogrusallik denklemiyle 5-50 ug.mL" ! konsantrasyon araliginda oldugu belirlenmistir.
Yontemin hem tekrarlanabilirlik hem de hassasiyeti i¢in <% 2 RSD degerleri nedeniyle
kesin olduguna karar verilmistir. Kullanilan YBSK metodu, sirasiyla 100, 200 ve 300 pg
/ ml konsantrasyonlarinda 99.653 + 0.081, 100.092 + 0.143 ve % 100.324 + 0.219
hassasiyet gostermistir (n = 6). Yontemin geri kazanimi, <% 2 RSD degeri nedeniyle
tatmin edici bulunmustur. Tespit limiti (LOD) ve kantitatif limiti (LOQ) sirastyla 0.00002
ve 0.00005 pg.ml ~ ! olarak belirlenmistir. Dogrusallik ¢alismasinda korelasyon katsayisi
(%) 0,9999 olarak bulunmustur. Hem orta hassasiyet hem de tekrarlanabilirlik icin RSD
degerleri <% 2 idi. Miikemmel kesinlik ve kesinlik dogrusallik, kesinlik ve kesinlik
istatistiksel analizi ile degerlendirildi. ICH Q2 (R1) kilavuzlarina dayanan validasyon
testleri, KLT'nin rutin analizi i¢in gelistirilen yontemin saf ve farmasotik preparasyonlar
ve formiilasyonlarda kullanildigini gostermistir (ICH, 2014, s. 2). Sonug¢ olarak, bu
caligmada Onerilen prosediir rutin ve eszamanli KLT tayini i¢in kullanilabilir olarak
yorumlanmustir.

Asetonitril ve 0.03 M KH;P04 tamponu ve akis hizlarinin farkli oranlari, metot
optimizasyonu i¢in test edilmis ve asetonitril: 0.03 M KH>P04 tamponunun, 60:40 (% / h)
oraninda ve 1 ml.min" ! 'lik bir akis hizina karar verilmistir.

PNP'lere ilag¢ yiikleme kapasitesi formiilasyonlarda 6nemli bir faktordiir, ¢linki
daha yiiksek yiikleme belirli bir doz i¢in daha az miktarda NP gerektirir (Zuo, vd., 2014,
s.8). % EE'nin ylizdesi olarak hazirlanan tiim NP'ler icin daha yiiksek degerler elde
edilmistir. % EE, polimere bagli olarak %359 ile %78 arasinda degismistir. Hazirlanan
PNP'lerin formiilasyonlarinda, polimerde kapsiillenen KLT miktarinin, KLT miktar1
arttikca azaldig gézlenmistir. Baslangigta kullanilan KLT miktarina (agirlik¢a% 5 ve%
10) gore, KLT konsantrasyonu arttikca EE azalir. Bu, ilacin dagilmis halde polimer
matrisinde yakalanabilecek maksimum miktarda bulunmasi anlamina gelir; yani, polimer
aktif ilag maddesiyle karigabilirlik sinirina ulagsmistir (Martins vd.,2018).

Hazirlanan KLT nanopargaciklarinin formiilasyonlarinin tiimii in-vitro salim
calismalarinda salim ozellikleri agisindan saf etkin madde ile karsilagtirmali olarak
degerlendirilmistir. Salim caligmalari, pH 7.4 fosfat tamponunda difiizyon teknigi ile
manyetik bir karistiricr kullanilarak yapilmistir. Polimer konsantrasyonu arttikga,

formiilasyonun ila¢ saliminin azaldig1 ve tim formiilasyonlarin ilk patlama etkisi ile iki
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fazli bir salim gosterdigi gézlenmistir (Bhambere, vd.,2013, s. 538-539). Patlama yayilma
mekanizmasimin iki faktore bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu faktorlerin ilki,
nanopartikiillerin yiizeyinde emilen KLT'den kaynaklanir. Ikinci faktdriin KLT'nin
nanopartikiillerden sizmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Bhambere, vd.2013, s.538-
539). Literatiirde, biiyiik mikro kiirelerin kiigiik mikro kiirelerden daha hizli bozuldugu
gosterilmistir. Bu muhtemelen biiylik mikro kiirelerde polimer hidrolizi sonucunda
yiikselen asitli iirtinlerin birikmesinden kaynaklanmaktadir.

PLGA tabanli sistemlerde olusan hidroliz hemen su ile baslar. Hidroliz, hidrolizi
katalize eden asitleri liretir. Bu otokatalitik islem, PLGA yapisinin matrisinin ortasindaki
yiizeyin daha hizli bozulmasina yol acar. Bu etki nanopargacik sisteminin biiyiikligii
arttikca daha belirgin hale gelir (Martins, vd,2018- Fredenberg, vd. 2011). S-2 kodlu
formiilasyonun daha biiyiik bir partikiil boyutuna sahip oldugu ve parcalanmasi nispeten
daha hizli oldugu ve E-1, E2 ve S-1 kodlu formiilasyonlardan daha yiiksek bir salim hizina
sahip oldugu belirlenmistir.

KLT'nin PNP'lerden saliverilmesine iliskin olarak, hizli bir fazdan sonra yavas bir
saliverme fazindan olusan iki fazli bir profil gozlenmis ve 8 giinliik ¢6ziinme periyodu
boyunca saliverme gozlenirken, saf KLT% 100.153 + 0.244% hizl1 bir salim profili
sergilemistir. Hazirlanan formiilasyonlardaki salim hizlari, S-1 ve S-2 formiilasyonlari
icin sirastyla 16 giin sonra, sirasiyla 99.465 + 0.054 (ortalama + SD) ve 99.972 + 0.143
(ortalama + SD), 82.156+ 0.024 (ortalama + SD) 66.456+ 0.033 (ortalama + SD) 'de
gozlenmistir.

Yeni bir oral dozaj formu gelistirildiginde, ¢oziinme davranisi kantitatif olarak
analiz edilmelidir. Coziinme analizi, ¢6ziilme profillerinin karsilagtirilmasini ve ilag salim
paternini tanimlamak i¢in matematiksel modellerin uygulanmasini igerir. Bu ¢aligmada,
¢Oziinme deneylerinden elde edilen verileri analiz etmek i¢in tasarlanmis bir Excel eklenti
yazilim paketi olan DDSolver adli uygulama kullanilmistir (Zhang, vd.,2019, s.9).
Coziintirliikk verilerinin yerlestirilmesi i¢in uygun bir modelin se¢imi sadece nicel
degerlendirme igin esastir. Ila¢ salim dzelliklerinin yan1 sira, modele bagli yaklasimlar
kullanilarak ¢oziinme profillerinin karsilastirilmasi i¢in de kullanilmaktadir (Zuo, vd.,
2014, s. 7-8).

DDSolver, korelasyon katsayisi (R_obs-pre), saptama katsayist (Rsqr, R?, COD),
diizeltilmis saptama katsayis1 (Rsqr, R2, COD), diizeltilmis saptama katsayis1 (Rsqr_adj,

R? ortalama karesi dahil olmak {izere bir modelin uygunlugunu degerlendirmek igin bir
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takim istatistiksel kriterler sunar hata (MSE), Akaike Bilgi Kriteri (AIC) ve Model Se¢im
Kriterleri (MSC) kullanilmaktadir (Martins, vd.,2018, Zhang, vd., 2019 5.9, Oztiirk,
vd.,2017 s. 65). Bu kriterler arasinda, R? (diizeltilmis), AIC ve MSC ¢dziiniirliik modeli
taniminda en popiiler olanlardir (Zhang, vd., 2019 s. 9). Calisma, Sifir dereceli kinetik,
birinci dereceden kinetik, Higuchi, Korsmeyer-Peppas modeli, Tlag modeli ile
Korsmeyer- Peppas, FO modeli ile Korsmeyer-Peppas, Hopfenberg, Hixon-Crowell ve
Peppas-Sahlin modelleri DDSolver programinda degerlendirilmek iizere se¢ilmistir.

Serbest birakilan kiimiilatif miktarin hesaplanmasindan sonra, elde edilen veriler
onemli kriterleri belirlemek icin DDSolver programina aktarilmis, en yiiksek R? ayarli ve
MSC degerleri ve en diisik AIC degerleri en i1yt uyumun degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Bu modelleri yukarida belirtilen 6nemli kriterlere gore karsilastirirken,
Peppas-Sahlin modeli en iyi kinetik model olarak se¢ilmistir.

Literatiire gére n / m = 0.43 oldugunda ilag salim mekanizmasi Fickian difiizyonu
tarafindan yonetilir, 0.43 <n <0.85 oldugunda bu anormal (Fickian olmayan) taginimdir
ve n = 0.85 oldugunda case II tasinimidir. S-1 ve S-2 kodlu formiilasyonlar i¢in 'm'
degerleri sirastyla 0.542 ve 0.450 olarak bulunmustur. Hazirlanan formiilasyonlarda, iistel
katsayinin m, Fickian olmayan difiizyon bazi ile iliskili oldugu belirlendi (Unagolla and
Jayasuriya, 2018, 5.199-209).

Tim formiilasyonlarda ortaya ¢ikan sonug, ila¢ salim mekanizmasinin Fickian
olmayan diflizyon tarafindan kontrol edildigini gdsteren Peppas-Sahlin modeline uyum
gosterdigi gozlenmistir.

Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi, PNP'ler gibi kolloidal sistemlerin énemli fiziksel
ozelliklerinden biridir. PNP formiilasyonunun parcacik biiyiikliigii dagilimi, kolloidal
sistemlerin fiziksel stabilitesi ve aktivitesinde dnemli bir rol oynar. PNP'lerin boyutunun
biyolojik hiicrelerle yapisma ve etkilesimde 6nemli bir rol oynadigr da bulunmustur
(Yenilmez, 2017, s. 151-152). Tiim formiilasyonlarin ortalama tanecik boyutlar1 ve zeta
potansiyel degerleri incelenmis ve homojen dagilim oldugu gézlenmistir.

Kiiciik pargaciklar, kapsiillenmis ilacin nanopargaciklardan difiizyon ve ylizey
erozyonu yoluyla salinmasini kolaylastiran daha yiiksek bir yiizey alani / hacim oranina
sahiptir ve ayrica ilag¢ yiiklii nanopartikiillere niifuz etme ve fizyolojik ilag engellerine
niifuz etme avantajina sahiptir (Yenilmez, 2017, s. 151-152-Thagele, Mishra ve Pathak,
2011, s. 511-515). Partikiil buyiikliigii dagilimini tamimlayan PDI degeri, monofazik
sistemler i¢in 0.01 ve 0.5-0.7 aralifindadir; 0.7'den biiyiik olan degerler ¢ok genis bir
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partikiil biiytikliigii dagiliminin gostergesidir ve sifira yakin deger dar partikiil biiytikligi
dagilim1 anlamina gelir (Oztiirk vd., 2017, s. 65; Lopedota vd., 2009). Bu calismada
hazirlanan tiim PNP formiilasyonlari, 0.44'ten diisiik PDI degerleri sunmus ve bu nedenle
partikiil biiyiikligii dagiliminin tiniform olduguna karar verilmistir.

PNP'lerin kisa / uzun vadeli stabilitesi ile iliskili Zeta potansiyeli (ZP) degeri,
yiiksek pozitif veya diisiik negatif (+ 30 / -30 mV) degerleri gosterir; PNP'lerin yiizey
Ozelliklerini karakterize etmek icin kullanilir. PLGA polimer {izerindeki kimyasal
gruplarin toplam negatif yiikleri nedeniyle negatif oldugu bulundu. Literatiirde de benzer
sonuclar goriilmiistiir (Martins vd., 2018). PNP'lerin ZP'si -20 mV'nin altinda 6l¢iilmiis,
bu da sulu ortamda askiya alinan PNP'lerin yiiksek stabilitesini kanitlamistir (Martins,
vd., 2018).

SEM tarafindan elde edilen PLGA PNP'lerin yiizey goriintiilerini gostermektedir.
SEM goriintiileri, hazirlanan tim PNP'lerin piiriizsiiz yiizeylerle kiiresel bicimde
oldugunu gostermistir. KLT'nin, her iki polimere basarili bir sekilde dahil edildigini
gosteren formiilasyonlarda KLT'ler kristal yap1 gdzlenmemistir (Oztiirk, vd., 2017, s. 65;
Gupta, vd., 2013).

Etkin maddenin nanopartikiillerdeki ve kontrol numunelerindeki, yani ham madde
(saf KLT ve saf PLGA) ve fiziksel karigimdaki fiziksel yapisi hakkinda niceliksel ve
niteliksel bilgi saglayan DSC egrilerini gosterdi. Saf KLT, 170 ° C'de erimeye karsilik
gelen kristalimsi dogasini gosteren keskin bir endotermik tepe gosterdi. Ek olarak,
KLT'nin 170 ° C'de endotermik zirvesi literatiirle uyumluydu (Cerciello, vd., 2016). Saf
PLGA, cam gegisini takiben gevseme 151k zirvesine karsilik gelen endotermik bir olay
(60 °) sergiler.

Erime pikinin gézlenememesinin nedeni PLGA'nin amorf yapisidir (Hajavi, vd.,
2018, s. 2540-2551). KL'nin fiziksel karisimdaki tepe goriiniimii ve KLT tepe noktasinin
tamamen ortadan kalkmasi, ya homojen polimerik matris olusumundan ya da polimerin
seyreltme etkisinden kaynaklanabilir (Wang vd., 2015, s. 5671-5685). Hazirlanan
PNP'lerin tim DSC egrilerinde endotermik KLT pikinin kaybolmasi, KLT, homojen
matris olusumu ve amorf yapinin dahil oldugunu gostermistir (Maindes, vd., 2006, s.524-
Pagar ve Vavia, 2013, s.865). KLT nin PLGA'nin (fiziksel karisim) PLGA ile DSC
egrileri, kristal yapida KLT'nin varlig1 nedeniyle aktif maddenin polimerik tasiyicidaki
stabilitesini gostermistir (Silva, vd., 2015, s. 14).
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XRD, nanoteknolojik arastirmalarda siklikla kullanmilan en Onemli ve iyi
tanimlanmis analitik yontemlerden biridir, ¢ilinkii nanopartikiillerin molekiiler yapisini
aciklar, kristal halini inceler / polimorfizmi arastirir ve ayrica stabilite hakkinda bilgi
saglar, boylece kirinim modeli nanomalzemelerin kristalin / amorf yapisinin detayini
verir (Oztiirk, vd.,2017, s. 65).

Aktif ajanlarin polimorfik degisiklikleri ilacin ¢6zlinme hizin1t ve ilacin
biyoyararlanimini etkileyebilecek onemli faktorler oldugundan yapisal degisikliklerin
izlenmesi gerekir. XRD difraksiyon profili, KL T, kristal yapiyr gosteren 20 agisinda
keskin tepe noktalar1 gostermistir. KLT'nin, DSC'nin sonuglar ile gosterildigi gibi amorf
polimer matris i¢inde dagildigin1 gosteren hicbir kristal tepe / sinyal tespit edilmemistir
(Oztiirk, vd., 2017, s. 65-Martins, vd.,2018).

FT-IR, polimerik nanopargaciklar, metalik nanoparcaciklar, karbon
nanomalzemelerinin yan1 sira ¢ekirdek kabuklu ve hibrit nanoparcgaciklar dahil olmak
lizere cesitli nanoparcaciklarin karakterizasyonu igin yaygin olarak kullanilan bir teknik
olarak kabul edilmektedir. FT-IR, NP'lerin yilizeyinde fonksiyonel gruplarin ve adsorbe
edilmis molekiillerin tespitine ve ayrica ylizey kimyas1 degisikliklerinin izlenmesine izin
verir (Lopez and mizaikoff, 2016, s.97-106). FT-IR analizleri, nanopartikiillerin
hazirlama asamalari sirasinda ilag ve polimer arasindaki etkilesimleri degerlendirerek,
malzemelerin sikligt ve yogunlugundaki degisiklikleri saf malzemelerin FT-IR
sinyalleriyle uyumunu inceler (Devie and Gayathri, 2010).

KLT spektrumu, sirastyla 1664, 1631, 3300-3100 cm™'de ortaya ¢ikan, aromatik
halkanin C= O germe titresimi, C = O, keton, OH bandi ve C = C germe titresimi i¢in
emme bantlarin1 gostermektedir (Anderson, vd., 2012, s.81). 1541-1575 ve 1138-1195
cm-1'deki bantlar sirasiyla N - H diizlemde biikiilme ve C - N amin gerilmesiyle ortaya
cikar (Choi, vd., 2001, s.785). PLGA polimerinin FT-IR spektrumu incelendiginde,
karbonil gruplarinda gosterildigi gibi fonksiyonel gruplarinin molekiiler titresimleri
ortaya ¢iktiginda, yogun bantlarla 1751 cm™ gdzlenmis; sirasiyla asimetrik ve simetrik
CC (= 0O), O - S gerilmelerle baglantili oldugu degerlendirilmistir. Bu bolgelerdeki
bantlar, esterlerin karakterizasyonunda siklikla kullanilan farkli bantlardir (Choi, vd.,
2001, s. 785-Carneir, vd., 2016). KLT ve PLGA arasindaki temel fark N-H baglaridir. N-
H baglann KLT, Fiziksel karisim, S1 ve S2; ancak PLGA ve S-blank'te gdzlenmedi.
Karakteristik KLT tepe noktalariin gozlendigi ve tiim KLT yiiklii PNP'ler i¢in KLT
kristalliliginin azaldig1 gozlendi. Bu, KLTnin DSC ve XRD sonuglarini destekleyen
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polimerik yap1 i¢inde molekiiler olarak dagilmis ve kapsiillenmis oldugunu ve ayrica
PNP'lerin FT-IR spektrumundaki yeni KLT tepelerinin bulunmamasindan dolayr PLGA
ve KLT arasinda kimyasal bir etkilesim bulunamadig1 anlasiimistir (Oztiirk, vd.,2017, s.
65,Mainardes, vd., 2016, s. 523-530, Vino, vd., 2014).

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri, aktif bilesenlerin polimerler / katki
maddeleri ile etkilesimi ve molekiiler mobilite NMR analizi ile belirlenebilir (Jenning,
Mader and Gohla, 2000, s. 15-16). Bu calismada gergeklestirilen 'H-NMR analizi,
polimerik yapidaki kapsiilleme ve polimerlerle etkilesimin herhangi bir KLT degisimini
belirlemek igin 6nemlidir (Oztiirk, vd.,2017, s. 65-Akagi, Baba and Akashi, 2011). Bu
calismada gerceklestirilen 'H-NMR analizi, polimerik yapidaki kapsiilleme ve
polimerlerle etkilesimin herhangi bir KL degisimini belirlemek i¢in dnemlidir. Plasebo
ve PLGA'nin 'H-NMR spektrumunda 7-8 ppm araliginda higbir KLT zirvesi
gozlenmezken, KLT yiiklii PLGA bazli nanopartikiillerin spektrumunda KLT spesifik
zirvelerin varhi@i gozlenmistir. '"H-NMR sonuglar;, KLT'nin PLGA nanopargaciklarina
enkapsiilasyonu olarak da yorumlanabilen polimerik yapilardaki molekiiler KLT
dispersiyonunu ifade etmektedir (Erbetta, 2012, s. 216).

Partikiil hazirlanmasinin herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olan KLT'nin toksisite
profilini degistirip degistiremeyecegini belirlemek i¢cin PNP'ler, NIH / 3T3 fare saglikli
fibroblast hiicresi kullanilarak test edildi. NIH / 3T3 hiicreleri, kontrol olarak artan KL
konsantrasyonlart1 ve 5 ila 30 pg (ketoprofen igerigi olarak ifade edilen)
konsantrasyonlarinda S-Blank, S-1 ve S-2 ile E-blank E-1 ve E-2 formiilasyonlar: ile
muamele edildi. Hiicre canlilig1, hiicre kiiltiirlinde elde edilen absorbans degerleri ile
belirlendi ve sonuglar, standart sapmalarla birlikte. Tiim veriler, her biri iki kopya halinde
yapilan ii¢ bagimsiz deneyin ortalama + SD'si olarak gosterilmistir.

Kolorimetrik 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
yontemi, hiicre sitotoksisitesinin kantitatif tespiti i¢in kullanilmaktadir (Biiylikkoroglu,
vd.,2016). Sonuglar, artan KLT dozu ve formiilasyonlart ile iligkili olarak 48 saat boyunca
hiicre yasayabilirliginde % 50'den (IC50) daha az azalma olmadigin1 gostermistir. KLT,
plasebo ve tiim formiilasyonlarin, hiicre yenilenme 6zelligi gosteren kontrol grubundan
daha yiiksek hiicre canlilig1 degerleri gostermistir. KLT'nin hiicre yenileme 6zelligi,
KLT'de lizinin varliginin, ketoprofen serbest asidi gézlenmeden epitelinin belirgin bir

korumasi oldugunu bildirmistir (Brandolini, 2018).
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Lisinin oksidatif stres sinyallerinin belirgin bir diizenlemesi ile iligkili oldugu ve
hiicre tizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Brandolini, 2018- Stigliani,
vd., 2013). Calismamizin sonuglari, KLT'in PLGA i¢ine her iki yontemi kullanilarak
enkapsiilasyonunun, toksik olmayan ve hiicre yenileme oOzellikleri yliksek bir sekilde
hiicrelerin cogalmasi iizerinde sinerjistik etkiler gosterdigini gostermektedir. E-1, E-2, S-
1 ve S-2 formiilasyonlarmin en yliksek konsantrasyonda bile uzun siireli salim
modellerinde toksik olmayacagi ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu ¢aligmada KLT yiiklenmis PLGA bazli polimerik nanopartikiiller oral uygulama
icin uzatilmig analjezik etki i¢in formiile edilmistir. Polimerik nanopartikiillerin in-vitro
karakteristik 6zellikleri ve siktotoksik profili detayli olarak degerlendirilmistir. Analiz
sonuclari, kiiresel parcaciklarin her iki yontemle basarili bir sekilde hazirlandigim
gostermektedir. Kat1 hal karakterizasyonu (DSC, XRD, FT-IR ve NMR) sonuglari
birbirlerini desteklemis ve bu sonuglar KLT'nin polimerlere yiiklendigini kanitlamustir.
Nanopartikiillerin  yiiksek kapsiilleme etkinliginden dolayr, KLT hazirlanan
formiilasyonlarin terapotik etkinligini artirarak 8 giline kadar uzatmistir. Sitotoksik
degerlendirme, belirli konsantrasyonlarda nispeten yiliksek hiicre yasayabilirligi olan
PNP'lerin gilivenligini ortaya c¢ikarmistir, ¢iinkii 48 saat boyunca en yiiksek
konsantrasyonda bile toksik olmayan formiilasyonlar, kontrol grubundan ve KLT'den

daha yiiksek hiicre yasayabilirlik degerleri gostermistir.
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7. SONUC VE ONERILER
Analizler sonucunda, Ketoprofen Lizin yiiklii Poli Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA)

bazli polimerik nanopartikiiller hazirlanmig, KLT'nin oral olarak serbest birakilmasi i¢in
etkili tastyici adaylar1 oldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, in-vivo deneyler,

elde edilen in-vitro sonuglar1 desteklemek ve son karar1 vermek i¢in gereklidir.
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KETOPROFEN LYSINE LOADED POLY-LACTIC-CO-GLYCOLIC ACID (PLGA)
NANOPARTICLES BY DOUBLE EMULSION SOLVENT EVAPORATION
METHOD

Akin Elmaskaya’, A. Alper Oztiirk?, Evrim Yenilmez*
‘Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir, Turkey,
?Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technelogy, Eskisehir, Turkey

Objectives: The aim of this study was to formulate and characterize ketoprofen lysine salt (KLS) which is a
water-soluble lysine salt of antiinflammatory agent ketoprofen as PLGA nanoparticles (1, 2).

Methods: KLS is a kind gift from Berko ilag (Istanbul/Turkey). PLGA (Resomer® RG 504, PLGA 50:50) was
obtained from Sigma(Germany). Formulations were prepared by double emulsion solvent evaporation
method. Particle size (PS), poly dispersity index (PDI) and zeta potential (ZP) measurements were performed
on freshly prepared samples using a Malvern analyzer. The entrapment efficiency (EE%) and dissolution
study of each formulation was performed with HPLC with reversed-phase column (4.6mmx150 mm, C18
Gravity, 3 um). In vitro release study of the formulations was investigated over 15 days and performed in
phosphate buffer (pH 7.4). Release kinetics of formulations were investigated using DDSolver software
program.

Results:

Figure 1. In vitro dissolution profile of formulations and pure KLS

Table 1. Result of PS, PDI, ZP and EE% (n=3)

Conclusions: According to the characterization studies we can conclude that this polymeric system seems to
be promising for controlled and sustained delivery of KLS for pain treatment.
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Figure 1. In vitro dissolution profile of formulations and pure KLS
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Table 1. Result of PS, PDI!, ZP and EE% (n=3)

.| Particle Size [ .,
Code | (nm) PDI ZP } %HEE

E-Blank | 101.7+23 | 0077+0085  -28+0.13 | -
E-1 | 143901 | 0.268+0019 | -26+0.12 | 77.105+2.127

E-2 | 1412+49 0313:0060 -24:+023 | 74.026 £ 3.002
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were prepared using complete medium. Maximum
DMSO concentration applied to cells was 0.28 %. Cell
viability was evaluated by MTT assay after 24 h and
48 h incubation with LTG dilutions.

RESULTS:

Cell viability of L929 cells after 24 h incubation were
99.4,104.9, 106.1, 130.1, 123.9, 116.5, 121.3 % for
2,4, 6, 810, 12, 14 ug/mL of LTG concentrations,
respectively. After 48 h incubation cell viability values
of the L929 cells were determined as 95.0, 102.5,
99.8, 149.3,221.2, 156.9 and 161.8 % at the same
concentrations.

CONCLUSIONS:

It was found that LTG had proliferative effects on the
L929 cells at both low and high concentrations. As a
result of this study, we may conclude that LTG does
not have a cytotoxic effect on the L929 cell line.

REFERENCES:
1. Fisher R. S.,et al. (2014). Epilepsia,55(4):475-482.

1. Leng Y.,etal.(2013). International Journal of
Neuropsychopharmacology, 16: 607—620.

P-309: POLY-LACTIC-CO-GLYCOLIC

ACID NANOPARTICLES CONTAINING
KETOPROFEN LYSINE: PREPARATION AND
CHARACTERIZATION

Elmaskaya, A, Ozturk, A.A., Yenilmez, E.

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Depart. of
Pharmaceutical Technology, Eskisehir, Turkey

INTRODUCTION:

Ketoprofen lysine (KL), the water soluble lysine salt of
Ketoprofen, is one of the most widely used non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) in the
symptomatic treatment of various chronic inflammatory
diseases for its analgesic efficacy (1). However, due
to its short half-life of 1-2 h, a multiple dose regimen
is required therefore, KL is an ideal candidate for the
development of controlled drug delivery systems
which are able to release the drug at a desired rate
and in desired amount (1). PLGA exhibits many of the
ideal properties of a nanoscale delivery system,
providing long term release of the encapsulated agent
and degrading into the biocompatible products of
lactic and glycolic acid (2). According to the aim of this
study, KL-containing PLGA nanoparticles were
prepared by spray drying method (2).

MATERIALS AND METHODS:

KL is kind gift from Berko ila¢ (Istanbul/Turkey). PLGA
(Resomer® RG 504, PLGA50:50) was obtained from
Sigma(Germany). Formulations were prepared by
spray drying method with Bichi B-290 spray dryer
(Switzerland). Particle size (PS), poly dispersity index
(PDI) and zeta potential (ZP) measurements were
performed on freshly prepared samples using

a Malvern analyzer. The entrapment efficiency (EE%)
and dissolution study of each formulation was
performed with HPLC. In vitro release study of the
formulations was investigated over 15 days and
performed in phosphate buffer (pH 7.4). Results:

Figure 1. In vitro dissolution profile of formulations
and pure KL

Table 1. Result of PS, PDI, ZP and EE% (n=3)
CONCLUSIONS:

According to the characterization and dissolution
studies we can conclude that this polymeric system
seems to be promising for controlled and sustained
delivery of KL for pain treatment.
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Figure 1. In vitro dissolution profile of formulations
and pure KL
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Table 1. Result of PS, PDI, ZP and EE% (n=3)

Code |P2rticlelgn, Zeta %EE
Size

S-Blank|490.3 + 2.2/0,27+ 002|-28+0.21 |-

S-1 512.6 £5.2|/0.43+0.03|-27+1.13 |%78.789+0.953

S-2 518.3 £ 3.1|0.44+0.02|-20%+1.21 |%59.634+1.624
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Ortak, H. 226, 227, 246, 247

Oruc Emre, EE. 357, 358, 3509, 360,
37, 372

Osmancevic, S. 2680

Osmaniye, D. 219, 353, 364, 369,
403, 408, 410, 411

Osrmianski, J. 126
Otles, S. 2686
Ozadali Sari, K. 98
Ozakar, E. 318
Ozakea | 59
Ozalp Y. 311
Ozansay, G. 195
Ozates, NP. 109
Ozatik O. 213

Ozay, Y. 97
Ozbay, E. 333

Ozbay, N. 294, 298

Ozbay, 0. 435

Ozbek, B. 415

Ozbek, H. 140, 163, 181
Ozbey, S. 355

Ozbilgin, S. 149, 162, 178, 185
Ozcan, S. 76, 229, 259, 265
Ozcelikay, G. 245

Ozcelikay, G. 51, 221, 222, 223, 224,
226

Ozeslikay, T. 279
Ozeelik, H. 103
Ozcinar, 0. 177
Ozdal, ZD. 289

Ozdemir, A. 104, 353, 364, 370, 372,
373, 387, 393

Ozdemir, 1. 401, 402

Ozdemir, N. 41, 42, 53, 83, 88, 198,
200, 203, 209, 328

Ozdemir, Oxge. 330
Ozdemir, Z. 119

Ozden Yimaz, T. 157, 160
Ozek, G. 150

Ozel, A. 334

Ozerwer N. 40, 173

Ozer, O. 48, 304

Ozet, G. 38

Ozgenc, E. 29, 93

Ozgen, ZE. 199

Ozhan, G. 70, 99, 112, 315,340
Ozkan Ariksoysal, D. 119

Ozkan B. 263

Ozkan, CK. 65, 284, 288, 332
Ozkan, E. 88, 273

Ozkan Hasanoglu, E. 339, 422

Ozkan, SA. 22, 141, 231, 245, 249,
261, 252, 253, 260, 262, 269, 270,
275, 279, 288

Ozkan, T. 418

Ozkan, Y. 85,122, 175, 176, 284,
280, 288, 332

Ozkan Yilmaz, F. 343
Ozkaya AR 122, 237
Ozkay Demir, U. 188, 220

Ozkay, Y. 259, 353, 364, 369, 374,
381, 403, 408, £10, 411

Ozkemah§, G. 101, 416, 425
Ozkul C. 130

Ozler, MA. 360, 361

Ozhuer Hunt, A. 343

Ozmen, N. 112, 289
Ozpolat, B7

Ozsoy, N. 179

Oztani, MN. 39

Oztas, E. 70, 89, 112, 340
Ozturk AA. 281, 282, 329

Ozturk, AA. 296, 302, 315, 330
Ozturk B. 335

Ozturk, C. 267, 289

Ozturk Ceytan, O. 396

Oziurk, E. 35
Ozturk, G. 115, 148, 160, 242, 244

Ozturk, 1. 138, 177
Oziurk, K. 260
Ozturk, M. 358, 380, 361
Oztirk, N. 295
Ozirk, O. 9

Oztirk S. 39

Oz, UC. 330
Qzupek, B. 1689
Ozyazici, T. 406
Ozyurek, B. 228, 267
Ozyurt, VH. 266

p

Palabiyic, IM €9, 79, 250

Palaskas, E. 268
Parlar, A_49
Pardar, S 100

Parvizi Khosroshahi, S. 302

Payze, U. 328
Padrero, M. 12
Pehiic, E. 414
Pehlivan, M. 49
Pekacar S. 180
Pekcan, AN. 87
Pekel, A 350, 351

Pekel Bayramgi, N. 325, 326

PeraicaM. 16
Perk, BO. 418
Pezik, E. 295
Pievnes, AD. 166
Piipavic, S. 280
Pila, v. 21
Pingarén, JM. 12
Prinod, Y. 409
Palat, EC. 200, 424
Polat, K. 309

Popielarz Brzezifiska M. 307

Povedano, E 12

Poyraz S. 346, 397, 398, 399

Pratiwi, MY. 83
Pratsenko, 0. 105

Q

Qader, M. 168

R

Rafols, C.76
Rahman, AFM. 85
Rahou, 1. 44,258
Ramadan, SS. 349
Ratih, Asmari, M. 264
Ra¥c, S.23, 04
Recber, T. 272
Reiz, R. 103
Rencber, S. 68,319
Rends, G. 161,214
Rivas, G. 11

Ruz-Valkdepedias Maontiel, V. 12

451



*q‘

LS

‘4l\ ~K"\‘ !
- "-‘l“ﬂ ‘h ’ \jh"

ISOPs-1 2 1S SUPPORTED BY TUBITAK
{The Scientific and Tecnological Research Council of Turkey)
with 2223-B Program)

PR S b




OZGECMIS
Ad1 Soyadi : Akin Elmaskaya
Yabanci Dil : Ingilizce
Dogum Yeri ve Yih : Sakarya 1991

E-Posta : akinelmaskaya@hotmail.com

Egitim ve Mesleki Gecmis

ko gretim : Miimtaz Koru ilkégretim Okulu
Lise : Ozel Diltas Anadolu Lisesi
Lisans : Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Elmaskaya Eczanesi : Serbest eczane eczaciligi

Yayinlar

Bildiriler

1) Elmaskaya A., Oztiirk, A. A., Yenilmez, E., Poly-Lactic-Co-Glycolic Acid
(PLGA) Nanoparticles Containing Ketoprofen Lysine: Preparation and Characterization,
12. Internation Symposium on Pharmaceutical Sciences (ISOPS 12), 26.06.2018.

2) Elmaskaya A., Oztiirk, A. A., Yenilmez, E., Ketoprofen Lysine Loaded Poly-
Lactic-Co-Glycolic Acid (PLGA) Nanoparticles By Double Emulsion Solvent
Evaporation Method, EUFEPS Annual Meeting 2018, 24.05.2018.

Mesleki Birlik Uyelikleri
1) Konya Eczaci Odas1 Uyeligi
2) Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Mezunlar Dernegi, 2016



