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OzZET

DEKSKETOPROFEN TROMETAMOL YUKLU KONTROLLU SALIM GOSTEREN
NANOBOYUTTA ILAG TASIYICI SISTEM GELISTIRILMESI ve IN VITRO/IN ViVO
DEGERLENDIRILMESI

Ahmet Alper OZTURK
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisti, Mayis, 2017
Danisman: Prof.Dr. Emine Yasemin Yazan

(ikinci Danigman: Yard.Dog.Dr. Evrim Yeniimez)

Tarihin en eski ve Uzerinde en fazla galisilan ilag arastirma konularindan biri ilag
ile agr tedavisidir. Postoperatif agri ile hafif ve orta siddetteki agrilarin tedavisinde
analjezik etkili ilag kullanimi tim dlnyada son derece yaygindir. Gunimuzde kullanilan
ilaclar gunun belli saatlerinde tek ya da ¢ok doz olarak tuketiimektedir. Bu calismada
gunde ug¢ kez ilag alimi ile agri kontroll yerine gunde tek doz ile tum gin agri kontrolu
hedeflenmistir. Steroit olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAIl) analjezik ve
antiinflamatuvar etkinlik gésteren farmakolojik ilag grubudur. Deksketoprofen trometamol
bu ila¢ grubuna ait yeni bir etkin maddedir. Kas-iskelet sistemi agrisi, dismenore, dis
agrisi, postoperatif agri gibi hafif ve orta siddetteki agrilarin tedavisinde kullanilir.
Deksketoprofen trometamol’in dagilim ve eliminasyon yari dmri sirasiyla 0.35 ve 1.65
saattir. Bu calismada, etkin madde salimini uzatmak igin umut vaat eden deksketoprofen
trometamol yUkll polimerik ve kati lipit nanopartikil sistemi hazirlanmigtir. Hazirlanan
formuilasyonlarin karakterizasyonu yapilmis, salim profili ve kinetigi incelenmis ve
optimum formulasyonlarin belirlenmesinin ardindan kararllik, sitotoksisite ve in vivo
hayvan deneyleri gergeklestiriimistir. Daha uzun siire analjezik etkinlik gésteren iki farkli
ilag tasiyici sistem basariyla hazirlanmis ve dolayisiyla ¢alismada hedeflenen amaca

ulasiimistir.
Anahtar Sozciikler: Deksketoprofen trometamol, Polimerik nanopartikil, Kati lipit

nanopartikil, Kontrolli salim



ABSTRACT

DEVELOPMENT and IN VIVO/IN VITRO EVALUATION of DEXKETOPROFEN
TROMETAMOL LOADED NANOSIZED DRUG DELIVERY SYSTEM PRESENTING
CONTROLLED RELEASE

Ahmet Alper OZTURK
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2017
Supervisor: Prof.Dr. Emine Yasemin Yazan

(Co-Supervisor: Assist.Prof.Dr. Evrim Yenilmez)

One of the oldest and most studied drug research topics in history is pain treatment
with medication. Use of analgesic drugs in the treatment of mild to moderate pain and
postoperative pain is widespread throughout the world. Drugs currently used are
consumed as single or multiple doses daily at certain time intervals. Controlling pain all
day with a single dose instead of drug administration three times a day was aimed in this
study. Non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) is a pharmacological drug group
with analgesic and antiinflammatory activity. Dexketoprofen trometamol is a new active
agent belonging to this group. It is used in treating mild to moderate pain such as
musculoskeletal pain, dysmenorrhea, toothache and post-operative pain. Distribution
and elimination half-lives of dexketoprofen trometamol are 0.35 and 1.65 hours,
respectively. Promising prolonged release dexketoprofen trometamol loaded polymeric
and solid lipid nanoparticles were prepared in this study. Characterization was performed
on formulations prepared, release profile and kinetics were investigated and stability,
cytotoxicity and in vivo animal experiments were achieved following determination of

optimum formulations.

Two different drug delivery systems presenting longer analgesic activity were

successfully prepared and therefore the aim targeted in this study was reached.

Keywords: Dexketoprofen trometamol, Polymeric nanoparticle, Solid lipid

nanoparticle, Controlled release
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgun bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak Uzere tim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler igin kaynak
goOsterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi” ile tarandigini ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tum

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Ahmet Alper OZTURK
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1. GIRIS ve AMAG

Agri, organik nedene bagli olarak veya olmaksizin insan metabolizmasinda
vicudun herhangi bir yerinden kaynaklanabilen, insanin gegmis yasamindaki tum
deneyimlerini kapsayan, hos olmayan duyu olarak tanimlanmaktadir. Tip literatirinde
agri baslica iki grup altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki farkli hastaliklarin habercisi
olarak ortaya c¢ikan akut agr, digeri ise kronik agridir. Vicudun alarm sisteminin en
onemli parcgalarindan biri olan akut agri ¢cogu kez vicutta var olan doku hasarinin
habercisidir veya bir hastalik belirtisidir. Ornegin, kas-iskelet sistemindeki hasarin ya da
mekanik problemin, romatizmal hastaldin, infeksiyon reaksiyonunun veya kanserin
habercisi ve belirtisi olarak gozlenebilir. Kronik agri ise 3-6 aydan uzun suren ve alarm
sistemi olmaktan 6teye gecen agri tipidir. Kronik agri hastalik habercisi degil, tek basina

sorunun kendisidir.

Hem akut hem de kronik agr tedavi kapsamindaki sosyal ve ekonomik kayiplar
ileri duzeydedir. Modern tipta agri kesici ila¢ kullanimi tedavide 6nemli yer tutmaktadir.
Gunumuzde yapilan ilag tedavisinde hasta glinde birka¢ defa ve yluksek dozda ilaca

maruz kalmaktadir. Yuksek doz beraberinde ciddi yan etkileri dogurmaktadir.

S-(+)-2-(3-benzoilfenil)propiyonik asidin trometamin tuzu olan deksketoprofen
trometamol steroit-olmayan antiinflamatuvar ilag grubuna dahil analjezik,
antiinflamatuvar ve antipiretik ilag etkin maddesidir. Steroit-olmayan antiinflamatuar
ilaclarin etki mekanizmasi siklooksijenaz yolaginin inhibisyonuyla prostaglandin
sentezinin azaltiimasiyla ilgilidir. Kisa yari émurli etkin madde olan deksketoprofen
trometamol hastaya giinde (i¢ doz olarak uygulanmaktadir. Ug doz uygulama toksik
etkileri arttirabilecegi gibi hasta uyuncu ve dozlamanin unutulmasi gibi problemler

dogurmaktadir.

Polimerik nanopartikll ve kati lipit nanopartikul sistemleri son yillarda Uzerinde
calismalarin yogunlastigi, kontrolli ve uzun suireli salim saglayan ilag tasiyici

sistemlerdir.

Bu galismada deksketoprofen trometamol yikli polimerik nanopartikil ve kati lipit
nanopartikil sistem hazirlanmigtir. Calisma kapsaminda, segilen formulasyonlarin
gelistirilmesi, in vitro karakterizasyonu, kararlilik calismasinin yapilmasi ve in vitro-in vivo
olarak karsilastiriimasi amaclanmistir. Hazirlanan formilasyonlarin agri tedavisinde yeni
bir yaklagim yaratacagi dusunulmektedir. Bu ¢alismanin 6zgunlagu simdiye kadar DT
yuklG herhangi bir nano tasiyici sistem geligtiriimemesini ve yarilanma 6mra dusuk olan

DT’nin disik dozda uzun sureli saiminin gergeklestirilebilecegini igermektedir.



2. KAYNAK BILGiSI

Bu boélimde agri, agri tedavisinde kullanilan steroit-olmayan antiinflamatuvar
ilaglar (NSAII), tez galismasinda kullanilan bu gruba ait deksketoprofen trometamol (DT)
isimli etkin madde ve DT kullanarak hazirlanan polimerik nanopartikiil (PNP) ve kati lipit
nanopartikidl (KLN) sistemlerine yer verilecektir. Kaynak bilgisi bélumunin son kisminda

ise nano tastyicilarin oral olarak kullanimina ait bilgi yer alacaktir.

2.1. Agn

Agri, gergekte mevcut ya da potansiyel doku hasari ile iligkili, hos olmayan tatsiz
his veya duygusal deneyim olarak tanimlanmaktadir. Agri deneyimini fiziksel ve
psikolojik faktorler birleserek birlikte olusturmaktadir. Bu nedenle agri kisiden kisiye
degisken ve ¢cok boyutludur. Agrinin doku hasarindan korunmada yararli islevi olmasina
karsin postoperatif suregte veya kronik hale donistiglinde benzer vyarari
bulunmamaktadir. Doku hasarinin gostergesi olan akut agrn islevsel sinir sistemi
varliginin kanitidir. Akut agri ile birlikte hipertansiyon, tagikardi, asir terleme ve
vazokonstriksiyon gibi otonom hiperaktivite reaksiyonlari gézlenmektedir. Kronik agr
hisseden hasta nufusu dinya genelinde cok yuksektir. Agri tedavisine aktarilan yillik
harcama diger birgok hastaliga gore daha ylksektir (Aydin, 2002, s. 37; Sternke,
Abrahamson ve Bai, 2016, s. 1).

Agri olgusu bircok farkh sekilde siniflandinimaktadir. Siniflandirma agrinin
baslama slresine gore (akut ve kronik), siddetine gore (hafif, orta, siddetli ve gok
siddetli) ve anatomik kaynagina goére (nosiseptif, non-nosiseptif, néropatik ve psikiyatrik)
yapiimaktadir (Merskey ve Bogduk, 2002, s. 3-4; Aydin, 2002, s. 37).

Agri tedavisinde kullanilan yontem ve etkin maddeler etkili olduklari mekanizma ve

yerlere gore Sekil 2.1.’de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Agri iletim Yolaklari ve Tedavi Hedefleri

Kaynak: http-1

2.1.1. Steroit-olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAIi)

Agr tedavisinde en fazla kullanilan ilag gruplari NSAIi ve narkotik analjezikler
ilaglardir. NSAii’ye kisaca ‘antiinflamatuvar analjezik’ denilmektedir. NSAIii’nin analjezik
etkisi narkotik analjeziklere gore daha dusuktur ancak bagimliik yapmamasi ve narkoz
hali olusturmamasi nedeniyle en ¢ok recete edilen analjezik etkin madde grubudur.
Narkotik analjeziklerin antiinflamatuvar etkinligi olmadigindan inflamasyona bagl uzun
sureli tedavide NSAIl kullanimi bu grubun en &nemli yararlarindan biridir. Agri
tedavisinde popiiler etkin madde grubu olmasina kargin gastrointestinal sistemde (GIS)
dispepsiden o6limle sonuglanabilen mide rahatsizhgina kadar farkh yan etkiler
g6zlenebilir. NSAIi birgok lilkede tezgah-isti-ilag (OTC) olarak satilmaktadir (Melli ve
Kayaalp, 2009, s. 837; Dugowson ve Gnanashanmugam, 2006, s. 347).

NSAIi'nin sagladigi analjezi ylzeysel agri hafiflorta derecede ve daha g¢ok
dolgunluk hissi veya sizi niteliginde ise yeterlidir. DUz kas yapisindan kaynaklanan, doku

olimu/kemik kirgi ve yanik/yaralanma gibi siddetli agrilarda narkotik analjezik etkin



madde kullanilirken, kas agrisi, eklem agrisi, bas agrisi ve dis agrisi gibi bodlgesel
inflamasyon reaksiyonuyla iligkili olan agri gesitlerinde NSAIi kullanilir. NSAIi gurubu
etkin maddeler ayni zamanda antipiretik (ates disiriicil) etkiye sahiptir. NSAIi’nin
antiinflamatuvar etkisi inflamasyonun doért ana belirtisi olan agri, 6dem, kizariklik ve
sicaklik yiikselmesi gibi belirtileri giderir. NSAIi analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik

etkisi ile cok populer olan etkin madde grubudur (Melli ve Kayaalp, 2009, s. 837).

2.1.1.1. NSAil’nin etki mekanizmasi

NSAIi'nin etki mekanizmasi antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkisine gore

siniflandirilir (Dugowson ve Gnanashanmugam, 2006, s. 348).

Segici olmayan NSAIi’nin antiinflamatuvar etkinligi dogrudan siklooksijenaz (COX)
enzim inhibisyonu yaparak prostaglandin sentezini engellemesi ve sonug¢ olarak
inflamasyonu engellemesindendir (Matsui vd., 2011, s. 107). COX iki farkh tipte
izoenzimdir: COX-1 ve COX-2. Vicut sistemi icin ¢ok 6nemli olan arasidonik asit
mekanizmasi esas olarak gastrik mukoza, bobrek ve vaskuller endotel hicrelerinde
normal hicre etkinligini ve yasam fonksiyonlarini dizenleyen prostanoidleri salgilar.
COX-1 6ncelikle bu alanlarda olmak Gzere ve diger birgok dokudan salgilanir. COX-2 ise
yalnizca santral sinir sistemi, bdbrek, trakea epiteli ve testiste sentezlenir. Bilinen NSAIl,
COX-1 ve COX-2 izoenziminin ikisini de inhibe eder ancak asil agr kesici ve
antiinflamatuvar etkinligi COX-2 izoenzimi sentezinin inhibisyonu ile gerceklesir
(Hawkey, 2001, s. 802-803). Bilinen NSAIi’'nin regete edilmesinin ardindan gézlenen GiS
komplikasyonu (llser), trombosit fonksiyonunda bozulma ve kanama siiresinin uzamasi
COX-1 izoenzimi sentezinin inhibisyonu ile baglantihdir. Geligtirilen selektif COX-2
izoenzim inhibitérii olan etkin maddeler trombosit fonksiyonunu ve GIiS ve bdébrekte
protaglandin sentezini etkilemeden inflamasyon alanindaki prostaglandin sentezini
inhibe eder (Dugowson ve Gnanashanmugam, 2006, s. 348; Hawkey, 2001, s. 803). Bu
nedenle renal ve gastointestinal yan etki olusturmadan antiinflamatuvar etki ortaya ¢ikar.
NSAIi antipiretik etkisini Prostaglandin E; sentezini inhibe ederek gdsterir (Dugowson ve
Gnanashanmugam, 2006, s. 348; Perry vd., 2014, s. 35). Sekil 2.2.’"de COX uretim

mekanizmasi ve NSAIi'nin etkiledigi siklooksijenaz enzimleri 6zet olarak sunulmustur.
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Sekil 2.2. COX Uretimi ve NSAIi’nin Etki Mekanizmasi

Kaynak: Perry vd., 2014, s. 36
2.1.1.2. NSAIi gruplan

NSAIi kimyasal yapisina ve yari émriine gore iki grup altinda siniflandirilabilir. Bu

iki grup sirasiyla Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.’de sunulmustur.

Gizelge 2.1. Kimyasal Yapisina Gére NSAIi

Kimyasal Yapi Etkin Madde

Salisilik asit ve tirevleri

|. Karboksilik Asitler
Antranilik asit tlirevleri; Flufenamik asit, Mefanamik asit

Fenil asetik asit tirevleri; Diklofenak, Fenklofenak
Il. Asetik Asitler

Karbo- ve heterosiklik asitler; infometazin, Etodolak, Sulindak, Tolmeltin

ibuprofen, Ketoprofen, Flurbiprofen, Suprofen, Naproksen, Fenoprofen,
lll. Propionik Asitler
Tiaprofenik asit




Cizelge 2.1. (Devam) Kimyasal Yapisina Gére NSAIi

Flufenamik asit, Meklofenamik asit, Mefenamik asit

IV. Fenamik Asitler

Pirazolonlar; Fenilbutazen, Oksifenbutazon, Azopropazon

V. Enolik Asitler

Oksikamlar; Piroksikam, Pesoksikam, Sudoksikam

VI. Non-asidik Maddeler Prokuazom, Traramit, Pflunizol, Naubmetan

Gizelge 2.2. Yari Omriine Gére NSAIi

Kaynak: http-2

Yari omiir

Etkin Madde

Uzun yar1 6miirlii (10-12 saat)

Azopropazon
Diflunosel
Perbufen
Nabumeton
Naproksen
Oksaprazosin
Fenilbutazon

Piroksikam

Kisa yari 6miirlii (6 saatten az)

Diklofenak
Etodolak
Fenoprofen
Flufenamik Asit
Flurbiprofen
ibuprofen
Indometazin
Ketoprofen
Pirprofen
Traprofenik asit

Tolmetin

Kaynak: http-2



2.1.1.3. NSAIi’nin yan etkileri

NSAIi'nin en dnemli yan etkisi toksisitedir. NSAIi regete edilen hastalarin yaklagik
% 20’sinde toksik belirtilerin gézlenmesi olasidir. Yan etkilerin siklikla gérilmesinin
nedeni bu etkin maddelerin yuksek dozda, uzun sure ve genellikle yaslh hastalarda

kullaniimasidir.

Yapilan arastirmalarda en 6nemli yan etkinin gastrointestinal yan etki oldugu
g6sterilmistir (Ong vd., 2007, s. 19; Sostres vd., 2010, s. 122). ilag kullanimi ile birlikte
gelisen mide mukozasi hasari NSAIi'nin dogrudan etkisinden ¢ok koruyucu
prostaglandin sentezini engellemesindendir. Prostaglandinler GiS’de gastrik asit salimi
inhibe eder, mide mukozasinin kan akimini arttirir ve hicre korunmasini saglar.
Prostaglandin inhibisyonu ile birlikte mukozal iskemi tablosu ortaya ¢ikar ve mide
mukozasini koruyan tabaka ortadan kaybolur. NSAIi bu etkilerinin yanisira trombosit
agregasyonu ve vazokonstriksiyondan sorumlu olan tromboksan A;'nin iglevini bozar. Bu
tarz komplikasyona neden olabilecegdi icin mide kanamasi riski tasiyan gastrointestinal
hastal@i olan kisilerde dikkatli kullaniimalidir. NSAIi kullanimina bagl gelisen mide ile

ilgili sorunlarin % 30’unun hastanede yatarak tedavisi gerekmektedir.

Yan etkilerden 6nemli bir digeri ise nefrotoksisitedir. Prostaglandin glomeril ve
bobrek medullasinda sentezlenir; inen ve c¢ikan arteriollerde guglu vazodilator etki
olusturarak bobrek kan akimini ve glomeruler suzme iglemini 6nemli derecede kontrol
eder. NSAIi, kalp, karaciger ve bébrek hastaligi olan kigilerde akut bébrek yetmezligine

yol acabilir.

Bronkospazm, dokuntl, trombosit islevinde azalma, kulak ginlamasi, bas agrisi ve
hepatit gibi yan etkiler de gorulebilecek etkiler arasindadir (Kapicioglu, 2007, s. 69; Perry
vd., 2014, s. 36).

2.2. Deksketoprofen Trometamol

Arilpropiyonik asit iki enantiyomerin karisimi olan rasemik sekilden Uretilen
NSAii'ye ait gruptur. S (+) enantiyomerin farmakolojik olarak siklooksijenaz (COX)
inhibisyonu yaptigi calismada gosterilmistir (Carabaza vd., 1996, s. 505). Rasemik
ketoprofenin analjezik ve antiinflamatuvar etkili S (+) enantiyomeri in vitro prostoglandin
sentezini gugli bir sekilde inhibe ederken, R (-) enantiyomer bu 6zelliklerin timinden
yoksundur. Kiral teknoloji sayesinde kullanim agisindan uygun olan enantiyomer var olan
rasemat sekilden kolaylikla saflastirilabilmektedir. DT (Ketoprofen S (+) trometamin tuzu)

buna bir érnektir. Steroit-olmayan ketoprofen’in D-gevirici enantiyomeri olan bu etkin
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madde 20 yildan uzun siredir tim dunyada analjezik olarak yayginlikla kullaniimaktadir
(Burke ve Bannister, 2003, s. 57). Saglanan analjezik etki 4-6 saat sirmektedir (Mauledn
vd. 1996, s. 24-41).

Deksketoprofen’in suda ¢béziinen tuzu olarak uretilen DT birgok Avrupa Birligi
Ulkesinde 12.5 mg ve 25 mg dozda hemen salim yapan standart tablet olarak kas-iskelet
sistemi agrilari, dismenore ve dis agrisi gibi hafiften orta dereceye kadar olan tim
agrilarin semptomatik tedavisinde kullaniimaktadir (Mainardi vd., 2014, s. 389). DT’nin
ketoprofen ile karsilastirildid1 saglikl génullilerde yapilan ¢alismada, DT hizli emilim ile
kisa zamanda yuksek plazma derisimi gOstererek akut kullanimda iyi bir segenek
oldugunu kanitlamistir (Mainardi vd., 2014, s. 389). Birgok c¢alismada oral olarak
uygulanan DT akut ve kronik agri olgusu bulunan hastalarda optimum etkinlik ve iyi tolere
edilebilirlik géstermistir (Allais vd., 2000, s. 153; Rodriguez vd., 2003, s. 103; Moore ve
Barden, 2008, s. 1). DT’nin molekdler yapisi ve 3D molekiiler yapisi sirasiyla Sekil 2.3.

ve Sekil 2.4.’te sunulmustur. DT’e ait bazi bilgiler ise Cizelge 2.3.’te sunulmustur.

(O OH

OH
OH

Sekil 2.3. Deksketoprofen Trometamol’iin Molekdiiler Yapisi

Kaynak: Blanco vd., 2006, s. 263

Sekil 2.4. Deksketoprofen Trometamol’iin 3D Molekdiler Yapisi
Kaynak: http-3

8



Cizelge 2.3. Deksketoprofen Trometamol’e ait Bazi Bilgiler

IUPAC ismi 2-Amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol;2-(3-benzoilfenil)propanoik asit

Molekiil formili C20H25NOsg

- Deksketoprofen trometamol
- (S)-Ketoprofen trometamol
- 156604-79-4
Kimyasal isimleri
- 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol;2-(3-benzoilfenil)propanoik asit
- S-(+)-Ketoprofen trometamol

- L-Ketoprofen trometamol

Molekiiler agirhgi 375.421 g/mol

Kaynak: http-3

DT insanlara oral olarak uygulandiktan yaklasik 30 dakika sonra Cmas degerine
ulagir (Aronson, 2010, s. 298-299). DT’'nin Cnaks degeri yiyecekle birlikte alindiginda
azalmakta ve emilim hizi digmektedir. DT’nin dagilim yari &mr, 0.35 saattir. DT plazma
proteinlerine Ozellikle de albimine % 99 oraninda baglanir. Diger etkin maddeler gibi
dagilim hacminin ortalama degeri 0.25 L/kg’dan dusuktir. DT nin vicuttan baslica atilim
yolu glukuronit konjugasyonunu izleyen renal atihmdir. DT uygulanmasindan sonra
idrarda yalnizca S-(+) enantiyomerin elde edilmesi, insanlarda R-(-) enantiyomerin
olusmadigini gostermektedir. DT’nin eliminasyon yari émri 1.65 saattir. DT’nin
tekrarlanan doz uygulamasindan sonra elde edilen farmakokinetik parametreler tek doz
uygulamasindan sonra etkin madde birikiminin olmadigini gdsteren parametreler ile
benzerdir (Sevimli, 2011, s. 27-28).

2.2.1. Deksketoprofen trometamol igeren ticari preparatlar

DT piyasada injeksiyonluk, jel ve tablet preparati olarak bulunmaktadir. Oral olarak

kullanilan ticari preparatlar Cizelge 2.4.’"de sunulmustur.



Cizelge 2.4. Deksketprofen Trometamol igeren Ticari Preparatlar

Preparat ismi ve Farmasétik Sekil Firma Jenerik / Orijinal
ARVELES® Centikli Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu UFSA Orijinal
DEKSALGIN® Film Kaplh Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu NOBEL Jenerik
DEX-FORTE® Film Kaph Tablet, 50 mg, 30 tablet/kutu NEUTEC Jenerik
DEXDAY® Efervesan Tablet, 50 mg, 30 tablet/kutu NUVOMED Jenerik
DEXFULL® SR Film Tablet, 75 mg, 10 tablet/kutu NEUTEC Jenerik
DEXIREN® Film Kapli Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu ILKO Jenerik
DEXMOL® Efervesan Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu NUVOMED Jenerik
DEXMOL® Efervesan Tablet, 25 mg, 30 tablet/kutu NUVOMED Jenerik
DEXOFEN® Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu ATABAY Jenerik
DEXPRO® Film Tablet, 25 mg 20, tablet/kutu AKAR FARMA Jenerik
ELEKTRA® Film Kapli Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu SANTA FARMA Jenerik
KETAVEL® Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu DEVA Jenerik
KETESSE® Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu ULUGAYLAR Orijinal
LEODEX® Film Kapli Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu BILIM Jenerik
RASTEL® Centikli Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu ABDI IBRAHIM Jenerik
REDAGON® Centikli Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu TRIPHARMA Jenerik
VANCERYL® Centikli Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu ABDI IBRAHIM Jenerik
VARLES® Film Kapl Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu MENTIS Jenerik
VELORES® Film Tablet, 25 mg, 20 tablet/kutu PHARMAACTIVE  Jenerik

Kaynak: RxMediaPharma® 2016
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2.3. Polimerik Nanopartikiiller

Cozelti, stispansiyon ve emdlsiyon gibi bilinen ilag tasiyici sistemlerin yliksek doz
ilag etkin maddesi icermesi, dusuk farmakolojik etkisi, ilk gecis etki varligi, yiksek yan
etki gibi ozellikleri kullanimlarini sinirlamaktadir. Kullanilan bu sistemlerde etkin
maddenin plazma duzeyinde 6ngorulemeyen dalgalanma ortaya ¢ikmasindan ve plazma
derigiminin surekli degdisip sabitlenememesinden dolayl yeni tasiyici sistemlere
gereksinim duyulmustur. Son zamanlarda bu tarz problemlerin Ustesinden gelebilmek
icin nanopartikuler tasiyici sistemler Gzerinde yogunlasiimistir. Nanopartikuller 10-1000
nm boyutlarinda, dogdal veya sentetik polimer ve seramik veya inorganik element ile
hazirlanan kati kolloidal ilag tasiyici sistemlerdir. Nanopartikiler sistemde yuklenilmesi
istenen etkin madde nanopartikdl icinde ¢b6zunmuis veya dagiimis olabilecedi gibi
yluzeyine tutunmus ya da kovalan olarak baglanmis olabilir. Nanokapsul etkin maddenin
polimer membran ile ¢cevrelendigi sistem olarak adlandirilirken, nanokure etkin maddenin
polimer iginde fiziksel olarak esit sekilde dagitildigr matris sistemdir (Nagarwal vd., 2009,
s. 3; Mudshinge vd., 2011, s. 130; Bilensoy, 2014, s. 23).

2.3.1. Nanopartikiil formiilasyonunun ustiinliigii

Nanopartikul formualasyonunun en temel UstinlUkleri asagida belirtiimistir (Kas,
2002, s. 82; Gelperina vd., 2005, s. 1487; Nagarwal vd., 2009, s. 11).

e Yuksek kararhlik ve yuksek raf dmrine sahiptir,

e Uretimi ve karakterizasyonu kolaydir ve (iretim maliyeti diisiiktur,

o Yuksek etkin madde yukleme kapasitesine sahiptir,

e Etkin maddenin yapi ve etkinligini degistirmez,

o Dusuk dozda etkin madde kullanimina olanak vererek dugsuk doza bagh olarak
yan etki ve toksik etki azalmasina yol acar,

e Uretimde kullanilan polimerler biyouyumlu ve biyoparcalanabilir 6zellik
tasidigindan toksik etki ve immunolojik reaksiyona neden olmaz,

e Genetik materyal, protein ve ufak molekiiller yiklenebilir,

o Hidrofilik ve hidrofobik etkin madde ile uygunluk gdésterir,

o Kontrollu ve surekli salima olanak saglar,

o Etki istenen boélgede toplanabilir, aktif ve pasif hedeflemeye uygundur.
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2.3.2. Polimerik nanopartikiil (PNP) tiretimi

PNP’ler en basit siniflandirma ile iki temel yontem ile Uretilebilir. Bunlardan ilki
monomerlerin polimerizasyonu, digeri ise polimerlerin dispersiyonudur. Bu temel ikKi
yontem igin PNP Uretimi Sekil 2.5."de sema olarak sunulmustur (Rao ve Geckeler, 2011,
s. 890).

Coziicii Buharlagtirma

Nano ¢oktirme o . . Miniemiilsiyon P.
e ©© :
Dispersiyon
p y ° . Mikroemiilsiyon P.
ce o®
° ° Yizeylerarasi P. N 4
Kontrollii Radikal P.

. *P.: Polimerizasyon

Sekil 2.5. PNP Uretim Yéntemlerinin Sematik Gésterimi

11

Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 890

PNP uUretiminde dogal veya sentetik hazir polimer kullanilabilir; Gretimde kullanilan

polimerler Cizelge 2.5."de sunulmustur.

Gizelge 2.5. PNP Uretiminde Kullanilan Polimerler

Siniflandirma Polimer

Dogal polimerler

Protein bazli Kolajen, Albumin, Jelatin
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Gizelge 2.5. (Devam) PNP Uretiminde Kullanilan Polimerler

Agaroz, Kitozan, Hiyalironik asit, Aljinat, Karagen,
Dekstran, Siklodekstrin

Polisakkarit

Sentetik Polimerler

Biyoparcalanir

Poli (laktik asit), Poli (glikolik asit), Poli (hidroksi
Poliester butirat), Poli (€-kaprolakton), Poli (B-malik asit),
Poli (dioksanon)

Poli (sebazik asit), Poli (adipik asit), Poli (terftalik

Polianhidrit . .
asit) ve gesitli kopolimerler
Poliamit Poli (imino karbonat), poliamino asit
Fosfor bazli Polifosfat, Polifosfonat, Polifosfozen
) ) Poli (siyano akrilat), politiretan, poliorto ester,
Digerleri

Polidihidropiran, Poliasetal

Biyoparcalanir olmayan

Karboksimetil sellloz, Etil selliloz, Seliiloz asetat,

Seliiloz tirevleri Selliloz asetat propiyonat, Hidroksipropil metil
seliloz
Silikon Polidimetilsiloksan, Kolloidal silika

Akrilik Polimetakrilat, Poli (metil metakrilat), Poli hidro
rili
(etil-metakrilat)

Polivinil pirolidon, Etil-vinil asetat, Poloksamer,
Digerleri .
Poloksamin

Kaynak: Senel, 2014, s. 13

Kollidon® SR, % 80 polivinil asetat ve % 19-20 oraninda polivinil pirolidon’un
(povidon) fiziksel karisimindan olusan ve oral ilag uygulamalarinda siklikla kullanilan
biyouyumlu polimerdir. En sik kullanimi surekli salim yapan matris tablet
formulasyonlarindadir. Polivinil asetat suda ¢o6zunir ancak povidon suda ¢éziinmez.

GIS’e ulasan Kollidon® SR’nin polivinil asetat kismi suda ¢dziiniirken povidon etrafinda
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kanallar olusturur. Etkin madde bu kanallardan yavas ve surekli sekilde salinir. Bu
polimer iyonik grup igcermedigi icin etkin maddenin Ozelliklerini degistirmez (Ariasa vd.,
2009, s. 107).

Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100 zaman kontrollii salim sistemi ve oral olarak
kullanilan ilag sekillerinin kaplanmasinda siklikla kullaniimaktadir. Bu polimerler etil
akrilat, metil metakrilat ve az miktarda metakrilik asit esterinin kopolimeridir.
Trimetilamonyum etil metakrilat kloriirden olusan katerner amonyum gruplari igerir. RS
seklinde % 4.5-6.8, RL seklinde ise % 8.8-12 oraninda katerner amonyum grubu bulunur.
Bu iki polimer fizyolojik ortamda g¢éziinmez ancak sisme ozelligi gosterir. iki polimer
enantiyomer olup aralarindaki tek fark atomlarin salim oranini degistiren kimyasal
dizilisin farkh olmasidir (Pignatello, Bucolo ve Puglisi, 2002, s. 2636; Sonje ve Chandra,
2013, s. 71-72).

2.3.2.1. Coziicli buharlastirma yéntemi

Hazir polimer kullanarak PNP uretimi icin ilk gelistirilen yontemlerden biri ¢ozlcu
buharlastirma yontemidir. Bu ydontemde polimer kloroform, diklorometan veya etilasetat
gibi bir ¢ézucl iginde ¢ozundurulir ve emulsiyon yapici yardimiyla klasik emulsiyon
(yag/su) veya ¢oklu emilsiyon (yag/su/yag) olusturulur. Hazirlanan emdilsiyona yuksek
hizda homojenizasyon ya da ultrasonikasyon uygulandiktan sonra ¢ézicu evaporasyon,
oda sicakliginda manyetik karistirici ile surekli karigstirma veya dusuk basing altinda
ucurulur. Ultrasantriflij kullanilarak kati nanopartikiller toplanir ve emdlsiyon yapici gibi
yardimci maddeleri uzaklastirmak icin distile su ile yikanir (Derman, Kizilbey ve Akdeste,

2013, s. 114). Cozucu buharlastirma yontemi ile PNP Uretimi Sekil 2.6.’"da sunulmustur.

Organik ¢oziicii iginde
c¢oziindurilmig polimer ve etkin

madde gozeltisi
NANOPARTIKULLER

' | | C ; C
Ayrnigtirma

> —_ —_—
Karnigtirma Buharlagtirma Saflagtirma ‘ ‘
~—

Sulu Cozelti S/Y Emiilsiyonu

Sekil 2.6. Coziicii Buharlagtirma Yéntemi ile PNP Uretimi
Kaynak: Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013, s. 114
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2.3.2.2. Nanogdktiirme yéntemi

Nanogoktlirme yontemi ¢ozucu yer degistirme yontemi olarak da bilinmektedir. Bu
yontemde lipofilik ¢dziclunin su ile karisabilen yari polar bir ¢dzicu ile yer
degistirmesinin ardindan polimerin ylzeylerarasinda birikimi s6z konusudur. C6zicunln
non-solvan faza hizh difizyonu ile iki faz arasindaki yilizeylerarasi gerilimi diser. Bu
durum ylzey alanini arttirir ve ufak organik ¢éziicu damlaciklarinin olusumuna yol agar.
Oldukca basit ve ekonomik bir yontemdir (Mishra vd., 2010, s. 12).

Bu ydntemde secilen polimer aseton gibi bir ¢ozicu icinde ¢ézundurular ve ayni
ortama etkin madde de eklenerek ¢ozunduralir. Bu ¢ozelti manyetik karigtirici ile
karistirilan ve stabilizator iceren distile su igerisine enjekte edilir. Cézlcu ve bir miktar
suyun vakum altinda uzaklastiriimasi ile suspansiyonun son hacmi gerekli miktara
ayarlanir. Bu yontemde etkin maddenin nanopartikil hazirlanmadan 6nce polimere ya
da sonrasinda nanopartikullin ylzeyine kovalan baglanmasi, polimerik tagiyici sisteme
tutunmasi veya nanopartikil hazirlanirken etkin maddenin polimerik matris igine
hapsedilmesi gibi farkh calisma stratejileri gelistiriimistir (Muthu, 2009, s. 267).

Nanog¢oktlirme yontemi ile PNP Uretimi Sekil 2.7.’de sunulmustur.

A

Polimer ve Etkin g
Madde ¢ozeltisi Nanopartikiiller

T /f_st\ T

Coziici
Uzaklastirma

50| [, o |0 e

Distile Su

Sekil 2.7. Nanogéktiirme Yéntemi ile PNP Uretimi

Kaynak: Chan ve Wu, 2014, s. 3

2.3.2.3. Tuzla ¢6ktiirme yéntemi

Bu yontemde ilk olarak polimer ve etkin madde su ile tamamen karisabilen aseton
gibi bir ¢ézuiclide ¢ozundurdlir. Olusan ¢ozelti polivinil pirolidon gibi kolloidal stabilizator

araciligiyla ¢oktirme ajani olan sulu faz ile emulsifiye edilir. Tuzla ¢oktiirme ajani olarak
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magnezyum Klorur ve kalsiyum klordr gibi elektrolit madde kullaniimaktadir. Olusan y/s
emulsiyonuna yeterli miktarda su veya sulu ¢ozelti eklenmesi sonucu emdulsiyonun
seyrelmesi ile tuzla ¢oktirmenin ters etkisi ortaya gikar ve asetonun sulu faza difizyonu
ile ¢dzunen polimer emdulsiyondaki damlaciklarda ¢oker. Bu proses sonucunda
nanopartikiller elde edilir (Muthu, 2009, s. 268). Tuzla ¢oktirme ydntemi ile PNP Uretimi
Sekil 2.8.’de sunulmustur.

Organik Cozelti (—j
Polimer ve etkin (O i O
maddenin asetondaki
edden oflo© P00 0
gozeltisi 0O O| Su 0 0.5
0 0 00000 &
II o OL % §00°,%
———m—— 8 0000 o) o
00005
O O O O OO% 00838
Sulu Cozelti O 0 Asetonun sulu faza 0.0 00 0 0
2 O difiizyonyu é) 0 00080 O(O)
Stabilizator ve tuzla \ % o” © OQ )

¢oktiirme ajaninin
sudaki gozeltisi

Sekil 2.8. Tuzla Céktirme Yéntemi ile PNP Uretimi

Kaynak: Reis vd., 2006, s. 13

2.3.2.4. Diyaliz yéntemi

Diyaliz yontemi blok kopolimer ve diger amfifilik maddeleri kullanarak ufak ve dar
parcacik boyutu dagilimina sahip nanopartikil elde edilmesinde kolay ve etkili bir
yontemdir. Bu yontemde polimer uygun ¢ozucude ¢bzundurilmesinin ardindan uygun
molekul agirhigina sahip diyaliz tuplerine alinarak diyaliz ortamina birakilir. Diyaliz,
¢ozlucu ile non-solvan ¢ozlicu arasinda olur. Diyaliz tupu igindeki ¢ozicundn yer
degistirmesi ile polimer ¢ozunurlugunu kaybeder ve ortamda suspande haldeki
nanopartikiller toplanir (Jeong vd., 2001, s. 2229-2230). Diyaliz yontemi ile PNP Uretimi
Sekil 2.9.’da sunulmustur.
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Polimer
¢oOzeltisi

|

Polimer
¢oOzeltisi

|

Polimer Cozeltisi

Non-solvan ¢o6ziicii

Karistirici

Sekil 2.9. Diyaliz Yéntemi ile PNP Uretimi

Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 894

2.3.2.5. Siiperkritik sivi teknolojisi yontemi

Codzlcu ugurma, koaservasyon ve in situ polimerizasyon gibi bilinen nanopartikl
uretim ydntemlerinde siklikla toksik ¢ézicu ve/veya yuzey etkin madde kullanilir. Bu
nedenle arastirmalar ¢cevreye guvenli enkapsulasyon yontemleri ile etkin madde yuklu
mikron- veya mikron-alti Uretime yogunlasmigtir. EGer etkin madde yuklu nanopartikdl
formilasyondan ¢ozicu artigi tam olarak uzaklastirilamazsa, bu durum toksik etki
yaratabilir ve sonucgta etkin maddenin polimer matris igindeki kararhligi degisebilir.
Gunumuzde superkritik akiskanlar c¢evre dostu ¢o6zliclu olarak yliksek saflikta
nanopartikil uUretimine olanak sagladigindan bilinen yontemlere goére etkileyici bir
¢ozumdur. Yontemin sakincalari ise oldukga pahali olmasi ve bir¢ok polimerin stuperkritik
sivilarda ¢6zinmemesidir. Bundan dolaylr yontem pratik olarak tercih edilemez
durumdadir (Soppimatha vd., 2001, s. 3; Murakami ve Shimoyama, 2006, s. 178;
Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013, s. 116).

Superkritik sivi teknolojisi ile nanopartikil iki farkh sekilde elde edilebilir. Bu

yontemlerden ilki stperkritik ¢ézlcunin hizla genlesmesidir (RESS). Bu yonteme goére
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madde superkritik sivida ¢oézandurulir ve elde edilen ¢ozeltinin hizla genlesmesi
sonrasinda delik/igne puskurtictiden havaya gegirilir. Bu ydntem herhangi bir ¢ézicu
artig1 icermediginden gevre ile uyumludur. Asiri doygunluk ve buna eslik eden genlesme
ile hizli basing dismesi homojen c¢ekirdeklenme ve iyi dagilim gdsteren parcgaciklarin
olusumu ile sonuglanir (Rao ve Geckeler, 2011, s. 895). Superkritik ¢dzicunin hizh

genlesmesi yontemi ile PNP Uretimi Sekil 2.10.’da sunulmustur.

.S < < Polimerik

L oo nanopartikiller

* " A\—— Puskirtme
aparati

Genlesme 6ncesi birim

& -

CO:icindeki polimer ¢ozeltisi

Enjektér pompasi

Sekil 2.10. Siiperkritik Céziiciiniin Hizli Genlesmesi Yéntemi ile PNP Uretimi

Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 897

Saperkritik sivi teknolojisi ile nanopartikil elde etmenin ikinci yontemi stperkritik
¢ozucunun akigkan ¢oOzucu icinde hizla genlesmesidir. Yontem akigkan ¢ozucl
genlesme birimindeki parcacik buylimesini engelleyerek nanoboyutta pargacik elde
edilmesine olanak saglar (Rao ve Geckeler, 2011, s. 896). Superkritik ¢ozicunln
akiskan ¢oOzicl icinde hizla genlesmesi yontemi ile PNP dretimi Sekil 2.11.’de

sunulmustur.
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Sekil 2.11. Siiperkritik Céziiciiniin Akiskan Céziicii iginde Hizli Genlesmesi
Yéntemi ile PNP Uretimi

Kaynak: Rao ve Geckeler, 2011, s. 897

2.3.2.6. Piiskliirterek kurutma yéntemi

Puskurterek kurutma yodntemi kaliteli bitmis tran, dusik maliyet, uygun parcacik
boyutu ve dar pargacik boyut dagilimi, ideal pargacik sekli ve kolay modifiye edilebilir
Uretim prosesi gibi 6zelliklerinden dolayi farmasétik endustri igin oldukga heyecan verici
ve siklikla kullanilan yontemdir. Bu yontem ile ¢ozelti ya da suspansiyon halindeki
formulasyon kuru toz halinde elde edilir. Pusklrterek kurutma ydntemiyle kurutulacak
Urtin gok ufak damlaciklara donustirilerek sicak hava akimi igine gonderilir ve ¢dzeltinin
buharlasmasi saglanir. Puskirterek kurutma cihazinin en 6énemli birimi atomizerdir.
Atomizer, kurutulmak istenilen siviyi gesitli parametrelere bagl olarak ufak damlalara
donudstiren kisimdir. Bu kisim ne kadar ufak boyutta damlacik elde ederse, kuruma da
o kadar hizli gerceklesir. Atomizerde damlaciklara ayrilan ¢ozelti sicak gaz akimi olan
kurutma c¢cemberi icine puskurtulir. Damlacik sikloidal hava hareketiyle dnce kati hale
donulsur, ardindan siklon kisminda gaz akimindan ayrilarak toplama kabina ulasir (Patel,
Patel ve Suthar vd., 2009, s. 44). Klasik puskurterek kurutma cihazi ile PNP Uretimi Sekil

2.12.de sunulmustur.
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Filtre

Toplama Kabi

(Nanopartikiiller)

Sekil 2.12. Klasik Piiskiirterek Kurutucu ile PNP Uretimi

Kaynak: Biirkia, Arpagausp ve Betza, 2011, s. 249

Klasik puskurterek kurutma cihazindaki en 6nemli sakincalardan biri duguk kutleye
sahip nanopartikillerin hava akimi ve siklon ayristirici tarafindan verimli sekilde
ayrilamamasi ve toplama kabi yerine filtreye gitmesidir. BUCHI Labortechnik AG, Nano
Spray-Dryer B-90'1 gelistirerek bu soruna ¢ézim bulmustur. Bu cihaz ince damlaciklar
olusturarak ufak parcacik boyutuna sahip nanopartikillerin elde edilmesi igin
tasarlanmistir. Sprey basliginda bulunan vibrasyonlu membran Gretim asamasinda her
saniye milyonlarca ufak damla olusturur. Kuru pargaciklar yiksek geri kazanim orani ile
elektrostatik pargacik toplayici ile ayrilir (Birkia, Arpagausp ve Betza 2011, s. 249).
Nano Spray-Dryer cihazi ile PNP Gretimi Sekil 2.13.’de sunulmustur.
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Sekil 2.13. Nano Spray-Dryer Cihazi ile PNP Uretimi

Kaynak: Lee vd, 2011, s. 194

Puaskirterek kurutma yontemi ile nanopartikal dretiminde giris sicakhgi, ¢ikis
sicakhgi, ¢ozeltinin viskozitesi, kati igerigi, yuzey gerilim ve puskirtme basligi/nozzle
Ozelligi gibi kritik parametreler bulunmaktadir. Kullanilan etkin maddenin kimyasal ve
fiziksel 6zelligine gbre uygun giris sicakligi secilmelidir. Yuksek giris sicakliginda
buharlagsma ¢abuk olur. Cikis sicakligi toplanan bitmis trlindeki nem igerigini kontrol
altinda tutar. Besleme ¢Ozeltisi olarak yuksek viskoziteye sahip ¢ozelti kullanildiginda
damlacik ve puskurtme tekdize olmaz ve bazi durumlarda hi¢ puskirtme olmayip
puskurtme bashginda damlacik olusabilir. Besleme karisiminda % 30’dan yuksek oranda
kati bulunursa dizglin atomizasyon saglanamaz ve ufak damlaciklar olugsmaz.
Hazirlanan besleme karisimina dusuk oranda yuzey etkin madde yuklenmesi yuzey
gerilimi dusurar. Yuzey etkin madde sayesinde daha duzgln damlaciklar ve daha genis
puskirtme acisi elde edilir. Bircok farmasétik uygulamada girisim ve bozunma olmamasi

icin paslanmaz celik puskirtme bashgi kullanilir (Patel, Patel ve Suthar, 2009, s. 46).
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2.3.3. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu

2.3.3.1. Pargacik boyutu ve dagilimi

Parcacik boyutu ve dagilimi nanopartikul sistemlerin en énemli karakterizasyon
parametrelerinden biridir; nanopartikillerin in vivo davranigi ve dagilimi, toksisitesi ve
hedeflendirilebilme yetenegi hakkinda genis bilgi sagdlar. Bu bilgilere ek olarak etkin
madde yuklenmesi, salimi ve kararlihdi hakkinda 6ngoru saglanmasina olanak verir.
Mikron-alti boyutundaki ilag tasiyici sistemlerin mikron boyuttaki ilag tasiyici sistemlere
gore sahip oldugu Ustunlik birgok calismada gosterilmistir. Mikron-alti ve mikron boyut
karsilastirildiginda, mikron-alti boyuttaki nanopartikillerin hlcre igine girme oraninin
daha yuksek oldugu belirlenmistir (Mohanraj ve Chen, 2006, s. 564; Panyam ve
Labhasetwar, 2003, s. 330).

Parcacik boyutu etkin madde salimi ve polimer degradasyonunu etkiler. Ufak
parcaciklar daha ylksek ylzey alanina sahiptir ve etkin madde parcacik yuzeyinde ya
da enkapsule halde bulunur. Bu durum etkin maddenin daha kolay salinmasini saglar.
Daha iri parcaciklarda ise salim daha ge¢ olur ¢unku etkin madde iri pargaciklardaki
genis bosluklara hapsolur ve dolayisiyla yavas salinir. Ufak boyuta sahip pargaciklardaki

en blyuk tehlike agregasyon sorunudur (Mohanraj ve Chen, 2006, s. 564-565).

Parcacik boyutu ve dagilimi foton korelasyon spektroskopisi veya dinamik 1sik
sacilimi yontemi ile hizli ve rutin olarak analiz edilebilir. Calismalarda foton korelasyon
spektroskopisinden alinan sonuglar taramali elektron mikroskobu (SEM) veya gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) analizleri ile desteklenir (Buhr vd., 2009, s. 1-2; Mohanraj ve
Chen, 2006, s. 565).

2.3.3.2. Zeta potansiyel

Nanopartikullerin fiziksel Ozelliklerinden biri olan zeta potansiyel yilzey yuku
hakkinda bilgi verir. ‘Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek’ (DLVO) teorisine gore,
kolloidal sistemdeki pargaciklar tGzerindeki itme ve gekme kuvvetleri elektrostatik itme ve
Van der Waals ¢ekme kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir. Elektrostatik itme ylzey yuku
ve potansiyeline baglidir ve zeta potansiyeli ile iliskilidir. Tium pargaciklarin yuksek
negatif veya pozitif zeta potansiyele sahip olup birbirini itmeleri dispersiyonun kararhlik
parametrelerinden biridir. Genel ifade ile yiksek zeta potansiyele sahip yuklu

parcaciklarda agregat olusumuna daha nadir rastlanir (Tantra, Schulze ve Quincey,
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2010, s. 279; Gokge ve Ozer, 2014, s. 81). Zeta potansiyel dederi ‘zeta sizer’ adi verilen
cihaz ile Olculur. Nanopartikullerin kararlilik kriteri olan zeta potansiyel dederinin +30
mV’den daha yuksek ve -30 mV’den daha disik degerde olmasi istenmez (Heurtault
vd., 2003, s. 4296; Haider ve Mehdi, 2014, s. 382).

2.3.3.3. Yiizey morfolojisi

Hazirlanan nanopartikil sistemin parcacik boyut ve dagihimina ek olarak
parcaciklarin yuzey morfolojisi ve sekli de etkin madde salimi, dagilimi ve hedeflemede
blyik rol oynar. ilag taglyici sistemlerin in vivo ortamdaki davranigi hiicresel diizeyde
makrofajlarin fagositoz mekanizmalari da dahil olmak Uzere sekli tarafindan kontrol
edilir. Ayrica dolagim sistemi icindeki akis, adhezyon ve in vivo dolagim suresi ilag

tasiyici nanopartikiler sistemin seklinden dogrudan etkilenir (Lin vd., 2014, s. 713)

Hazirlanan nanopartikul sistemlerin yluzey 6zelligi ve seklinin arastiriimasinda en
yaygin kullanilan cihazlar SEM ve TEM’dir. YUzey morfolojisi ayni zamanda yakin alan
taramali mikroskobu (SNOM), taramali tinelleme mikroskobu (STM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile de incelenmektedir (Lin vd., 2014, s. 714).

SEM, odaklanmis elektron demeti ile nanopartikil ylzeyini tarayarak goéruntu
olusturan elektron mikroskobu turadur. Elektronlar nanopartikul 6érnegindeki atomlarla
etkileserek, 6rnek sekli, morfolojisi ve bilesimi hakkinda bilgi iceren farkl sinyaller uretir.
Elektron demeti nanopartikil 6rneginin yuzeyini tarar ve demetin konumu algilanan
sinyalle eslestirilerek gortntl olusturulur. SEM ile 1 nm’den daha ylksek ¢ézinurlige
ulagilabilir. Standart SEM cihazlar yuksek vakum kullanarak kuru ve iletken ylzeyleri
incelemek igin uygundur. Ancak disik vakumda, nemli kosulda (¢evresel taramali
elektron mikroskobu), dusik sicakliktan yiksek sicakliga degisen kosulda galisabilen
Ozel cihazlar da gelistirilmistir. SEM ile gorintl olusturmak igin en ¢ok elektron demeti
tarafindan uyarilan nanopartikul 6rnegindeki atomlarin yaydidi ikincil elektronlardan
yararlanilir. Nanopartikil 6rnedinin farkh bdlgelerinden kopan ikincil elektronlarin
sayisindaki degisim dncelikle demetin ylzeyle bulusma agisi yani ylzeyin morfolojisi ile
iligkilidir. ikincil elektronlarin yanisira geri sagilan elektron (BSE), karakteristik X-igini,
isik (katot 1sin1), 6rnek akimi ve aktarilan elektronlarla da gesitli sinyaller elde edilerek
Orneklerde amaca uygun topografi ve kompozisyon analizi yapiimaktadir (Lin vd., 2014,
s. 716).
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2.3.3.4. Yapisal analiz

Polimerik nanopartikullerin yapisal analizinde en ¢ok tercih edilen teknikler termal
analiz (TGA, DSC, vb.), X-isini kirinimi (XRD), Fourier déntusumli infrared

spektroskopisi (FT-IR) ve nukleer manyetik rezonans’dir (NMR).

Birgok termal teknik kullanilarak termal kararlilik ve nanosistemin konjugat miktari
degerlendirilebilir. Nanomadde o6rnegindeki sicakliga bagl agirhik degisimi aynen
biyokonjligatta oldugu gibi termal gravimetrik analiz (TGA) ile izlenebilir. Erime,
kristalizasyon, camsi gegis sicakligi, entalpi tayini, faz degisimi ve bozunma/ayrisma gibi
Ozellikler ise diferansiyel taramal kalorimetre (DSC) analizi ile belirlenebilir. DSC analizi
ayrica nanosistemin yapi ve kararhligi hakkinda da bilgi verir (Kong ve Hay, 2002, s.
3873; Lin vd., 2014, s. 721). DSC analizinde 6rnek isitilirken, sogutulurken veya sabit
sicaklikta tutulurken sogurulan veya saliverilen enerji miktari Olculur. Bu teknikte,
referans ile 6rnekten gelen veya uzaklasan isi farki sicakliga veya zamana bagli olarak
gosterilir. Cihazda érnek ve referans kisimlari bulunmaktadir. Gig telafisi prensibiyle
calisan DSC’de Ornek sicakligi ile referans sicakligi esit duzeyde tutulur. Eger érnek ile
referans arasinda sicaklik farki saptanirsa, sicakligi ayni tutmak igin 6rnege verilen enerji
(gui¢) miktar1 degistirilir ve bu mekanizma ile érnekteki faz degisimi sirasinda ortaya gikan

Is1 transferi miktari saptanir (http-4).

XRD analizi nanosistemin kristal ve amorf yapisinin belirlendidi ve ayrica kararlilik
hakkinda bilgi verdigi i¢cin arastirmalarda siklikla kullanilan iyi tanimlanmig analiz
yontemidir (Sapsford vd., 2011, s. 4470). XRD, her bir kristalin fazin kendine 6zgu atom
dizilisine bagli olarak X-1sinini karakteristik dizen iginde kirmasi esasina dayanir. Her
bir kristalin faz icin belirlenen kirinim profili o yapi hakkinda bilgi sunar. XRD yéntemi
analiz sirasinda ornege zarar vermez ve ¢ok az miktarda O6rnegin dahi analizinin

yapilmasini saglar (http-5).

Nanopartikil formulasyonunda etkin madde ile polimerin etkilesip etkilesmedigi ve
yeni baglarin olusumu gibi 6zellikler FT-IR analizi ile saptanabilir (Shang vd., 2007, s.
2714-2715; Lin vd., 2014, s. 719). FT-IR, molekillerdeki cesitli baglarin titresim
frekansini 6lgerek molekuildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi veren analiz turidur.
FT-IR ile baglarin karakterizasyonu molekuler dizeyde yapilarak kati, sivi veya gaz
haldeki 06rnegin fonksiyonel gruplar, saf olup olmadigi ve baglanma durumu

belirlenebilir.

NMR, nanopartikil formulasyon yapisinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan

yontemlerden biridir. NMR spektroskopisinde nanosistemlerin yapi, saflik, fonksiyonellik,
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konformasyonel degisim, etkin madde-polimer etkilesimi gibi birgok fizikokimyasal
Ozelligi belirlenebilir (Wang, Exarhos ve Liu, 1999, s. 1332-1333). NMR, atom
cekirdeklerinin manyetik 6zelligine bagh bir fiziksel olgudur. NMR’nin calisma ilkesi atom
numaras! ve/veya kiitle numarasi tek sayi olan atom gekirdeklerinin ('H ve °C) dis
manyetik alanin etkisi altindayken uygun radyo frekansinda foton ile rezonansa
gelmesine dayanir. NMR teknidi ile bilesikteki atomlarin baglanma sekli ve kimyasal
baglarin niteligi gibi yapisal dzelliklerin belirlenmesi olasidir. Ornekler, manyetik alandan
etkilenmeyen, dotero dimetilsilfoksit veya détero kloroform gibi ¢ézuculler kullanilarak

hazirlanir.

2.3.3.5. Etkin madde yiikleme ve yiikleme kapasitesi

Nanopartikul sistemine etkin madde yuklemesinin basarili olmasi igin yukleme
kapasitesinin yuksek olmasi istenir. Nanopartikile etkin madde yuUklemesi iki sekilde
gerceklesir. Bunlardan ilki etkin maddenin polimer ile kaplanmasi ya da birlesmesi
ydntemi (incorporation), digeri ise etkin maddenin polimer yiizeyine tutunmasidir. ilag
yuklemesi ve yukleme etkinligi, kati haldeki etkin maddenin matris maddesi ya da polimer
icindeki ¢ozunurligu (¢6zinme ya da dispersiyon), polimer bilesimi, polimerin molekiil
agirligi, etkin maddenin polimer ile etkilesimi, polimerin sahip oldugu ester ya da
karboksil gruplar gibi fonksiyonel kisimlarin varhdi ile dogrudan iligkilidir (Mohanraj ve
Chen, 2006, s. 566; Singh ve Lillard, 2009, s. 217).

Yukld nanopartikullerin  etkin  madde yuUkleme kapasitesi genellikle yuzde
enkapsulasyon etkinligi (% EE) seklinde ifade edilir. % EE dogrudan ya da dolayli olarak
hesaplanir. Dogrudan hesaplama yonteminde nanopartikile yuklenmeyen serbest etkin
madde ortamdan uzaklastirildiktan sonra nanopartikil yapisi bozulur ve enkapsule
edilen etkin madde miktarinin tayinininin ardindan baslangi¢ta eklenen etkin madde
miktarina gore yuzde hesaplama yapilir. Dolayli hesaplama yonteminde ise nanopartikul
formilasyonu hazirlandiktan sonra nanopartikiller ortamdan uzaklastirilir ve ortamdaki
serbest etkin maddenin tayini yapilir. Serbest etkin madde miktari formilasyona eklenen
ilac miktarindan cikartilir ve dolayli olarak yuklenmis etkin madde miktari hesaplanir
(http-6; Bilensoy, 2014, s. 31)

2.3.3.6. Etkin madde salimi

Nanopartikullerden etkin madde salimi sizma, asinma, kopma-pargalanma ve

difizyon mekanizmalari ile gergeklesir (Kas, 2002, s. 85; Mudshinge vd., 2011, s. 130).
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In vitro salim caligsmasi igin gelistirilen bircok yéntem arasinda yapay/biyolojik
membrandan olusan difizyon hucresi kullanilan yéntem, difizyon mekanizmasinin
oldugu diyaliz kesesi/tlipu kullanilarak yapilan diyaliz yéntemi ve ¢alkalamanin ardindan
santrifj/ultrasantrifij yontemi vardir. Zamana bagli olarak yapilan in vitro salim
calismasinda nanopartikullerin planlanan 6rnek alma zamaninda ortamdan alinmasi ve
ayristinimasi gibi teknik guglikten dolayr nanopartikillerin ortamdan uzaklagmasini
gerektirmeyen diyaliz yontemi siklikla tercih edilir (Mohanraj ve Chen, 2006, s. 566;
Singh ve Lillard, 2009, s. 218).

2.4. Kati Lipit Nanopartikiil

KLN, 50-1000 nm parcacik boyutunda, biyoparcalanabilen/biyouyumlu ve
oda/vicut sicakliginda kati halde bulunan lipidin ylzey etkin madde yardimiyla kararli
hale getirildigi kolloidal ila¢ tasiyici sistemdir. Kararlilik sorunu olan lipozom ve polimerik
nanopartikile alternatif ilag tasiyici sistem olarak gelistiriimistir (Maller, Mader ve Gohla,
2000, s. 162-163).

2.4.1. Kati lipit nanopartikiiliin kullanim ustiinliigii

KLN’nin diger kolloidal tasiyici sistemlere goére birgok Ustinligu bulunmaktadir ve
bunlar asagida siralanmistir (Mehnert ve Mader, 2001 s. 167; Mehnert ve Mader 2012,
s. 84):

» Kontrolli etkin madde salimi ve etkin madde hedeflemeye olanak verir,

= Etkin madde kararliigini yikseltir,

» Hem lipofilik hem de hidrofilik etkin madde yulklenebilir,

= Biyotoksisiteye sahip degildir, akut ve kronik toksisite gostermez,

» Hazirlanmasinda toksik 6zellik gosterebilen organik ¢ozucu kullanilmasina gerek
yoktur,

= Buyuk Olgekli dretimi yapilabilir ve sterilizasyon kosulunda kararsizlik gibi soruna
sahip degildir,

= Toplam Uretim maliyeti diger ila¢ tasiyici sistemlere gore dusuktur.
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2.4.2. Kati lipit nanopartikiiliin sakincasi

KLN’nin birgok Ustunligunin yanisira kullanimini sinirlayan bazi sakincalari

vardir. KLN’nin sakincalari su sekilde siralanabilir (Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 385):

= Dusuk etkin madde yukleme kapasitesi,
» Saklama kosulunda etkin maddenin tasiyici digina ¢gikmasi,

» Dispersiyonunun goreceli yliksek oranda (% 70-99.9) su icermesi.

2.4.3. Kati lipit nanopartikiiliin genel igerigi

KLN formulasyonlari genel olarak kati lipit/lipitler, ylizey etkin madde, gerekiyorsa
yardimci ylzey etkin madde ve sudan olusur. KLN'deki kati lipitler arasinda trigliserit,
gliserol hidroksil gruplarinin sadece bir kisminin yag asitleri tepkimesinden olusan
esterler (kismi gliseritler), yag asidi, steroit ve mum vardir. Lipit dispersiyonlari kararl
hale getirmek igin yuku ve molekiler agirligina bakilmaksizin tim yuzey etkin madde
gruplart kullanilmistir. Ylzey etkin madde gruplarinin kombine olarak kullanildigi
durumda parcacik topaklagsmasinin yuksek oranda engellenebilecegi bulunmustur
(Mehnert ve Mader, 2012, s. 85). Yaygin olarak kullanilan lipit ¢esitleri Cizelge 2.6.'da,

yuzey etkin madde ve yardimci ylizey etkin madde cesitleri ise Cizelge 2.7.’de verilmistir.

Cizelge 2.6. KLN Formiilasyonunda Siklikla Kullanilan Lipitler

Lipit

Trigliserit

Trikaprin, Trilaurin, Trimiristin, Tripalmitin, Tristearin

Hidrojenize koko-gliseridi (Softisan® 142)

Kati yag

Witepsol® W 35, Witepsol® H 35, Witepsol® H 42, Witepsol® E 85

Gliseril monostearat (lmwitor® 900), Gliseril dibehenat (Compritol® 888 ATO),Gliseril palmitostearat
(Precirof“) ATO 5)

Setil palmitat, Stearik asit, Palmitik asit, Dekanoik asit, Behenik asit

Kaynak: Mehnert ve Mé&der, 2012, s. 86
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Cizelge 2.7. KLN Formiilasyonunda Siklikla Kullanilan Yiizey Etkin ve Yardimci Yiizey
Etkin Maddeler

Yiizey etkin ve yardimci ylizey etkin madde

Soya lesitini (Lipoid® S 75, Lipoid® S 100)
Yumurta lesitini (Lipoid® E 100)
Fosfotidilkolin (Epikuron® 170, Epikuron® 200)
Poloksamer® 188, 182, 407

Poloksamin® 908

Tiloksapol

Polisorbat® 20, 60, 80

Sodyum kolat, Sodyum glikolat
Taurokolik asit sodyum tuzu
Taurodeoksikolik asit sodyum tuzu
Butanol

Butirik asit

Dioktil sodyum siilfostksinat

Monooktilfosforik asit sodyum

Kaynak: Mehnert ve Mé&der, 2012, s. 86

Compritol® 888 ATO, gliserol monobehenat (% 12-18 a/a), gliserol dibehenat (%
45-54 a/a) ve gliserol tribehenat (% 28-32 a/a) karisimindan olusan kati lipittir. Erime
derecesi 69-74°C araligindadir ve HLB degeri yaklasik 2'dir. Fiziksel olarak ince beyaz
toz ya da vyari-kati pellet halinde bulunur. Compritol® 888 ATO, etkin madde
enkapsullasyonunda, tablet ya da kapsull formilasyonunda kaydirici olarak ve matris
tablette surekli salim saglayan madde olarak kullanilir (Aburahma ve Badr-Eldin, 2014,
s. 1866).

Dynasan® kati lipidi piyasada hazir olarak bulunan di- ve trigliseridin kimyasal
karisimidir. Dynasan® 114 (trimiristin, gliseril trimristat) % 4-5 digliserit ve % 95 trigliserit
karisimindan olusur. Fiziksel olarak ince beyaz toz halinde olan maddenin erime
derecesi 55-58°C araligindadir. Dynasan® 114 modifiye veya siirekli salim yapan ilag
tasiyici sistemde ve tablet ya da kapsul formllasyonunda kaydirici olarak kullanilir
(Pandya vd., 2013, s. 4).
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2.4.4. Kati lipit nanopartikiil Gretim teknigi

2.4.4.1. Yiiksek basin¢li homojenizasyon yéntemi

KLN dretimi icin kullanilan ylksek basingli homojenizasyon yontemi etkin ve
glvenilir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Farkli boyutta ve uygun fiyatta bulunabilen
homojenizator ticari olarak kolaylikla ulasilabilir cihazdir. Yiksek basin¢li homojenizator
uygulanan siviy1 100-2000 bar gibi yuksek basing ile birkag mikron geniglige sahip dar
bosluklara iter. Sivi homojenizatérde 1000 km/saat'ten ylksek hiza ¢ok kisa slrede
ulasir. Cok ylksek kayma gerilimi ve kavitasyon kuvveti nedeniyle pargaciklar mikron-
alti boyuta dénusturilir. Homojenizsasyon yontemi ile KLN dretimi i¢in kullanilan lipit
miktari % 5 ile % 10 arasinda degisir (Mehnert ve Mader, 2012, s. 85; Chaturvedi ve
Kumar, 2012, s. 527). % 40 ve daha ylksek lipit icerigine sahip olan karisimda
homojenizasyon yéntemi nano-lipit dispersiyonuna doénusturilir (Lippacher, Miller ve
Méader, 2000, s. 227). Homojenizasyon yontemi Sekil 2.14.’de sematik olarak

sunulmustur.

Yiiksek Basingl Homojenizasyon

Basing
Homojenize :&
olmamig karigim o
b )
® ®

Homojenize olmusg Urln

Sekil 2.14. Yiiksek Basingli Homojenizasyon Yéntemi ile KLN Uretimi

Kaynak: http-7
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Homojenizasyon ile KLN uretimi icin genel ve basit iki Uretim teknigi ‘Sicak
Homojenizasyon Yéntemi’ ve ‘Soguk Homojenizasyon Yontemi'dir (Maller vd., 1995, s.
62; Zur Mihlen, Schwarz ve Mehnert, 1998, s. 149).

2.4.41.1. Sicak homojenizasyon yéntemi

Sicak homojenizasyon ydnteminde 6ncelikle lipit ve etkin madde lipidin erime
derecesinden yaklasik 5°C daha ylksek sicaklikta bir araya getirilir; etkin maddenin lipit
icinde ¢ozUnmus veya dagiimis karisimi elde edilir. Lipit-etkin madde karigimi ayni
sicakliga getirilmis sulu ylzey etkin madde ¢ozeltisi ile birlestirilir. Olusan sicak 6n-
emdulsiyon sicaklik kontrolu altinda yuksek basingli homojenizatdrden gegirilir. KLN
uretimi igin genel olarak 500 bar basing ve 3 dongl homojenizasyon yeterlidir. Elde
edilen nanoemulsiyon oda sicakligina sogutularak KLN, nanoyapil lipit tagiyici ve lipit-
etkin madde konjugati elde edilir (Wissing, Kayser ve Miiller, 2004, s. 1260; Ramteke,
Joshi ve Dhole, 2012, s. 35).

2.4.4.1.2. Soguk homojenizasyon yéntemi

Soguk homojenizasyon yontemi sicakliktan etkilenen veya hidrofilik etkin
maddenin KLN’sini hazirlamak igin uygun bir ydntemdir. Bu teknikte oncelikle lipit ve
etkin madde birlikte eritilir ve bu karigim sivi azot altinda hizlica égutulerek kati lipit
mikropartikul elde edilir. Karisimin sulu yluzey etkin madde ¢ozeltisi ile yuksek hizda
karistiriimasi sonucunda oOn-sitispansiyon elde edilir. Olusan 06n-siispansiyon oda
sicakliginda yuksek devirli homojenizatorden gecirilerek KLN, nanoyapili lipit tagiyici ve
lipit-etkin madde konjugati elde edilir. KLN dretimi icin genel olarak 500 bar basing ve 5
dongl homojenizasyon yeterlidir (Wissing, Kayser ve Muller, 2004, s. 1260; Ekambaram,
Sathali ve Priyanka, 2011, s. 84).

2.4.4.2. Mikroemiilsiyon yéntemi

‘Sicak mikroemulsiyon teknidi’ olarak literatire gegen mikroemiulsiyon ydntemi
arastirmacilar tarafindan yuksek basingli homojenizasyon ydntemine alternatif olarak
dusUndlmastar (Fadda vd., 2013, s. 166). Mikroemulsiyon yontemi ile iceriginde yaklasik
% 10 erimis lipit, % 15 ylzey etkin madde ve % 10’dan disuk miktarda yardimci yizey
etkin  madde bulunan mikroemulsiyon formilasyonu hazirlanir. Hazirlanan

mikroemulsiyon formulasyonu soguk su icerisine karistirilarak aktarilinca sicak-soguk
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etkilesiminden dolaylr ¢okme olayl gergeklesir. Coktirmenin ardindan fazla suyun
ortamdan uzaklastiriimasi igin ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon yontemi kullanilir (Blasi
vd., 2007, s. 460). Mikroemdlsiyon yéntemi ile KLN Gretimi Sekil 2.15.’de sematik olarak

sunulmustur.

Karigtirma Mikroemiilsiyon Kati lipit nanopartikiil

Lipit-Etkin madde Etkin madde ile sivi lipit gekirdek

karigimi Etkin madde ile kati lipit

~ cekirdek %
Su yada Buz igind / r

\

Kangtirma
60-70°C ranstirma, 01 V} \5“—_—8 dagitma f J/-

Mikroemiilsiyo \ < Partikillerin K“’:
4 olugumu ¢okmesi —

O @)
“
/ /
Yuzey etkin madde Yuzey etkin madde tabakasi

Yuzey etkin madde tabakas

Sekil 2.15. Mikroemiilsiyon Yéntemi ile KLN Uretimi

Kaynak: Lason ve Ogonowski, 2011, s. 965

2.4.4.3. Coziiciicii emiilsifikasyon ve buharlastirma yéntemi

Bu yontemde lipofilik madde dncelikle siklohekzan gibi su ile karismayan organik
¢bzlcude ¢ozundurulir. Hazirlanan karisim sulu faz iginde emiulsiyon haline getirilir.
Organik ¢o6zucinin buharlastiriimasinin  ardindan lipidin sulu ortamda ¢okmesi
sonucunda nanopartikul dispersiyonu olusur. Bu yontemin en énemli Ustunligunden biri
hazirlama sirasinda sicaklik uygulanmamasidir. YUksek sicaklikta kararsiz olan etkin
maddenin yuklenmesi i¢in uygun yontemdir. Yontemin sakincasi ise organik ¢ézucuye

gereksinim duyulmasidir (Gékge ve Ozer, 2014, s. 79).

2.4.4.4. Coziicii emiilsifikasyon ve difiizyon yéntemi

Bu yontemde, ¢ozlicl emdilsifikasyon ve buharlastirma tekniginde oldugu gibi, lipit
matris Oncelikle su ile karismayan organik ¢dziclide ¢ozundurilip sulu faz iginde
emulsifiye edilir. Fazla miktarda suyun eklenmesinin ardindan organik ¢6zicunln
emdilsiyon damlaciklarindan sirekli faza difizyonu nedeniyle nanopartikiller ¢oker.

Organik ¢6zuclinln dusik basing altinda buharlastiriimasindan sonra nanopartikil elde
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edilir. Bu teknik ile elde edilen KLN’lerin ortalama pargacik boyutu organik faz igindeki
lipit derisimine ve emulsiyon yapici varligina gore degisir. Bu ydntem ile ortalama 30-100
nm parcacik boyutuna sahip KLN hazirlanir. Hazirlama prosesi icinde sicaklik
uygulamasi bulunmamasi bu ydéntemin en o6nemli Ustinliginden biridir (Trotta,
Debernardi ve Caputo, 2003, s. 154).

2.4.4.5. Coziicl injeksiyon yontemi

Codzucu injeksiyon yontemi ile KLN Uretiminde kati lipit su ile karismayan organik
¢bzlcl iginde ¢oézunduruldr. Lipit-¢ézicu karisimi emulsiyon yapici igeren/icermeyen
sulu faza karistirilarak injekte edilir. Son olarak fazla lipiti dispersiyondan uzaklastirmak
icin suzulur. Bu yéntemde sulu faza yapilan injeksiyon ile olusan injeksiyon boélgesinde
lipit damlaciklar olusur. Coézicinin buharlastirimasinin ardindan KLN Uretimi
tamamlanir (Schubert ve Miller-Goymann, 2003, s. 125-126).

2.4.4.6. Su/yag/su ¢oklu emiilsiyon yéntemi

Coklu emiulsiyon tek agsamali emilsifikasyon ve iki agamali emulsifikasyon olmak
uzere iki temel yontemle hazirlanir. Tek asamal ydontem ile su/yad/su ¢oklu emulsiyon
hazirlanmasi bir¢cok ¢alismada rapor edilmistir. Tek asamali yontemde hidrofilik ylzey
etkin madde igeren sulu faz ve yuksek miktarda hidrofobik ylzey etkin madde igeren
yagl faz ylksek karigtirma hizi kullanarak karigtirilir. Oncelikle olusan su/yag tipi
emdlsiyon hizla su/yag/su ¢oklu emdulsiyonuna donisir (Sherman ve Parkinson, 1978,
s. 10; Dokic ve Sherman, 1980, s. 1159). iki asamali ydntemde ise disiik HLB degerine
sahip yluzey etkin madde ile sulu ve yagl faz kullanilarak primer emilsiyon formilasyonu
hazirlanir. Primer emiilsiyon formulasyonu yiksek HLB dederine sahip sulu ylzey etkin
madde ¢ozeltisi icerisinde tekrar emdlsifiye edilerek su/yag/su coklu emulsiyonu
hazirlanir (Garti ve Bisperink, 1998, s. 658; Pal, 2008, s. 429). Emdlsiyon olustuktan
sonraki asamada ¢ozuclu ugurulmasinin ardindan KLN elde edilir. Bu yontem ile KLN
uretiminde etkin maddenin dis sulu faza goc¢inl engellemek icin kararliligi saglayacak

yuzey etkin madde kullanimi énemlidir (Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 387).

2.4.4.7. Siiperkritik sivi teknolojisi yontemi

Superkritik sivi teknolojisi ile KLN uretimi diger tekniklere gbére daha vyeni

yontemdir. Bir maddeye kritik sicaklik ve kritik basincin Gzerinde uygulama yapildiginda
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yeni bir bolge olusur ve bu bdlgeye suUperkritik bolge, akiskana ise superkritik akiskan
denir. Akiskanin yetenegi icerigindeki maddenin ¢o6zinirlGgini arttirir. Stperkritik sivi
teknolojisi ile KLN Uretiminde, ‘Super Kritik Cozeltinin Hizlh Genlesmesi Yontemi’ (RESS-
Rapid Expansion of Supercritical Solution), ‘Gaza Doymus Cozeltiden Pargacik Uretim
Yontemi’ (PGSS- Particles From Gas Saturated Solution), ‘Emilsiyonlarin Stperkritik
Akiskan ile Ekstraksiyon Yontemi’ (SFEE- Supercritical Fluid Extraction of Emulsions)
gibi farkh teknikler kullanilmaktadir. Bu teknigin UstunlUkleri arasinda ¢ozicu
kullanimindan kacginilmasi, parcaciklarin kuru toz halinde elde edilebilmesi ve dusuk
basing ve sicaklik kullanimi sayilabilir. Karbondioksit ¢ozeltisinin bu teknik igin iyi bir
¢bzlclu segimi oldugu dusunidlmektedir (Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 386-387).
Superkritik sivi teknolojisi yonteminde tasiyici madde ve etkin madde stperkritik akiskan
icinde c¢ozundurulir ve 6zel cihaz yardimiyla puskudrtulir. Daha sonra ¢ozicundn
¢bzundurme kapasitesi disurilerek pargaciklarin gékmesi saglanir (Bilensoy, 2014, s.
30).

2.4.4.8. Piiskliirterek kurutma yéntemi

Paskirterek kurutma yodntemi kimya, gida ve ilag endustrisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Liyofilizasyona alternatif bir ydntem olan piskuirterek kurutma yontemi
Uzerinde birgok arastirma yapilmigtir. Bu yéntem ile sivi malzeme (¢ozelti, emdilsiyon,
vb.) sisteme verilerek tek basamakli proses ile ince, havadaki toz ile kontamine olmamis,
topaklanmamis ve hassas 0Ozellige sahip tozlar Uretilebilir. Proses genel olarak dort
islemden olusur: sprey seklinde puskurtme, puskirtmenin hava ile temasi, puskurtilen

maddenin kurumasi ve kuru Urintin gazdan ayrilmasi (Freitas ve Muller, 1998, s. 145).

2.4.4.9. Yiiksek hizla karistirma ve ultrasonikasyon yéntemi

Yuksek hizla karistirma ve ultrasonikasyon yodntemleri KLN dispersiyonu
hazirlanmasi igin kullanilan birlikte veya ayri ayr uygulanabilen yontemlerdir. Bu iki
teknigin de uygulanmasi yaygin ve kolaydir. Yuksek hizla karigtirmadaki sakinca
parcacik boyutunun genel olarak mikro dizeyde elde edilmesidir; bu durum
ultrasonikasyon ile ¢ézulebilir (Mehnert ve Mader, 2012, s. 85). Yiksek hizla karistirma
ve ultrasonikasyon yontemi, lipit ve etkin maddenin lipitin erime derecesinden 5-10°C
daha ylksek sicaklikta eritiimesi ve ayni sicakliga getirilmis sulu ylzey etkin madde
¢cOzeltisi ile karigtirimasi esasina dayanir. Yuksek hizli kangtiricilar 20.000-24.000

devir/dakika araliginda ¢alismaktadir (Gékge ve Ozer, 2014, s. 78).
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Ultrasonikasyon cihazlari temel olarak U¢ sinifa ayrilir: ultrasonik banyo cihazi,
prob ultrasonikasyon cihazi ve sonoreaktdr cihazi. Prob ultrasonikasyon cihazi temel
olarak Sekil 2.16.’da sunulan kisimlardan olusmaktadir. Prob ultrasonikasyon cihazinin
ultrasonik banyodan en temel farki ¢cézelti veya karisim ile dogrudan temas etmesidir.
Prob sonikasyonda farkli prob uglari kullanilabilir; bunlar, silika cam prob, spiral prob,
¢oklu probdur (Santos ve Capelo, 2007, s. 796).

Ultrasonik Gug Gevirici
Ultrasonik Glig¢

Ultrasonik Prob

Ultrasonikasyon
uygulanacak
karigim/gozelti

Diguk 6rnek hacmi

Sekil 2.16. Prob Sonikasyon Cihazi

Kaynak: Bermejo vd., 2004, s. 659

2.4.5. Kati lipit nanopartikiiliin liyofilizasyonu

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) KLN’lerin fiziksel ve kimyasal kararliigini
arttirmak icin kullanilan 6nemli bir yontemdir. Kati sekle donusum ile par¢acik buyumesi
ve hidroliz reaksiyonu engellenebilir (Mehnert ve Mader, 2001, s. 178). Liyofilizasyon
KLN’lerin pellet, tablet ya da kapsul halinde verilmesine de olanak saglar. Liyofilizasyon
islemi sirasinda pargacik boyutunun artmasini engellemek icin formilasyon hazirlarken
lipit icerigin % 5 oranini gegmemesine dikkat edilmelidir. KLN’lerde agregat olusumuna
engel olmak ve iyi dagilm elde etmek igin kriyoprotektan madde eklenmesi gerekir
(Gokge ve Ozer, 2014, s. 81).
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2.4.6. Kati lipit nanopartikiil karakterizasyonu

2.4.6.1. Pargacik boyutu ve dagilimi

KLN’lerin fiziksel kararlihd pargacik boyutuna bagh olarak degisebilir. Foton
korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kirnim (LD) teknigi parcacik boyutunun
aydinlatiilmasinda kullanilan en guvenilir yontemlerdir. Dinamik 151k sagilimi olarak da
bilinen foton korelasyon spektroskopisi tekniginde pargaciklarin hareket etmesinden
kaynaklanan ve sagilan 1g1gin yogunlugunun dalgalanmasi élculir. PCS ve LD tekniginin
ikisi de 1s191n dagihmina bagh olarak parcacik boyutunu hesaplar. PCS ile 3 nm-3 uym
araliginda 6lcim yapilabilirken, LD ile 100 nm-180 pm araliginda analiz yapilabilir
(Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 387).

2.4.6.2. Zeta Potansiyel

KLN’lerin zeta potansiyel 6lgimu zeta potansiyel analiz cihazi ya da zetametre ile
yapilabilir. KLN dispersiyonu orneginin zeta potansiyel dlciminid yapmak icin orijinal
dispersiyon ortami ile 50 kat seyreltme gereklidir. YUksek zeta potansiyel degerine sahip
sistemde pargaciklarin dispersiyon ortaminda birbirini itmesinden dolayi agregat
olusumu daha az gorulir. Zeta potansiyel Olcimu saklama kosulundaki kararhlik

arastirmasinda énemli bilgi sunar (Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 388).

2.4.6.3. Kristal yapi, lipit modifikasyonu ve kolloidal yapinin degerlendirilmesi

Parcacik boyutu ve zeta potansiyel 6lgimi KLN’lerin karakterizasyonu igin gok
onemlidir ancak KLN kalitesi hakkinda tek basina bilgi sunamaz. Lipit kristalizasyon
derecesi ve lipit modifikasyonun karakterizasyonu Ozellikle dikkat edilmesi gereken
parametrelerdir. Bu iki parametre etkin madde yukleme ve salim orani ile dogrudan
iligkilidir. Lipidin durumunun incelenmesinde DSC ve XRD analizi yaygin olarak kullanilr.
DSC 4lgimd ile lipit modifikasyonu, farkli erime noktalari ve entalpi belirlenebilir. XRD
analizi ile de lipit yapisindaki uzun ve kisa bosluklar aydinlatilabilir (Mehnert ve Mader
2012, s. 92; Surender ve Deepika, 2016, s. 111). Ayrica, DSC ve XRD ile etkin maddenin
fiziksel durumu ve ayni zamanda yerlesimi saptanabilir. Etkin maddenin formllasyonda
kullanilan lipidin kristal 6zelligine etkisi XRD ile incelenebilir (Numanoglu ve Tarimci,
2006, s. 219). Lipitlerin yapisal ozelliklerini incelemek igin FT-IR ve Raman
spektroskopisi kullanilir (Muller, Mader ve Gohla, 2000, s. 168). NMR analizi de kolloidal
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yapinin fizikokimyasal yapisinin hem nitel hem de nicel olarak degerlendirilmesini saglar
(Garud, Singh ve Garud, 2012, s. 388).

2.4.6.4. Etkin madde yiikleme ve yiikleme kapasitesi

Yenilikgi ve basarili ilag tasiyici sistem ylUksek etkin yukleme kapasitesine sahip
olmali ve ayni zamanda hapsedilen etkin maddeyi uzun sure yapisinda tutabilmelidir
(Wissing, Kayser ve Muller, 2004, s. 1263). KLN’lere etkin madde yuklenmesi U¢ model
seklindedir: kati ¢cozelti modeli, etkin madde bakimindan zengin ¢ekirdek modeli ve etkin
madde bakimindan zengin kabuk modeli (Uner ve Yener, 2007, s. 290). Bu modeller

Sekil 2.17.de sematik olarak sunulmustur.

Kati gozelti Etkin madde bakimindan Etkin madde bakimindan
zengin gekirdek zengin kabuk

Sekil 2.17. Etkin Madde Yiklii KLN Modelleri

Kaynak: Wissing, Kayser ve Miiller, 2004, s. 1264

Etkin maddenin lipit icine yuklenmesine cesitli etmenler etki eder. Etmenler
arasinda etkin maddenin erimig lipitteki ¢ozunurlugu, etkin madde eriyiginin erimis lipit
ile karisimi, lipit matrisin fiziksel ve kimyasal yapisi ve lipitin polimorfik yapisi
bulunmaktadir. YUksek yukleme kapasitesi elde edebilmek icin 6n kosul etkin maddenin
erimis lipit icinde yuksek ¢ozunurlige sahip olmasidir. Erimis lipidin sogutulmasi
sirasinda etkin maddenin ¢ézunurlugl azaldigindan formulasyona ¢oézunurlik arttiric
madde eklenir (Mdller, Mader ve Gohla, 2000, s. 164). Etkin madde, etkin madde-lipit
oranina ve ¢ozunurlige bagli olarak pargaciklarin gekirdeginde veya kabugunda lokalize
veya matris yapi icinde molekuler olarak disperse olabilir. Bu durum etkin madde salimini
dogrudan etkiler. Hapsedilen etkin madde lipit tabakalar arasinda, yag asidi zincirleri
arasinda ve/veya kristal kafesteki kristalce eksik bdlgede bulunabilir. Eger lipit yliksek
derecede duzenli kristal kafes yapisina sahipse, ylksek miktarda etkin maddenin

yerlesmesi mumkin olmaz. Lipit matris benzer molekillerden olusuyorsa (tristearin,
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tripalmitin, vb.), kristal kafeste az sayida kristalce eksik bélge olusur. Bu nedenle, mono-
, di- ve trigliseritlerin karigsimi olan ve farkli zincir uzunluguna sahip yag asidi iceren daha
karmasik yapil lipitlerin kullaniimasi ile pek gok kristalce eksik bolgesi olan ve daha az
mukemmel kristaller olusur. Boylece, etkin maddenin yerlesmesi icin daha ¢ok alanin
ortaya ¢ikmasiyla daha ylksek etkin madde ytklemesi saglanir (Numanoglu ve Tarimcl,
2006, s. 220).

Lipitler termodinamik olarak a, B ve B' modifikasyon seklinde bulunabilir (Mller,
Mé&der ve Gohla, 2000, s. 164). Modifikasyona gore termodinamik kararhlik ve etkin

madde yikleme kapasitesi Sekil 2.18."de sunulmustur.

Termodinamik kararlilik artigi

Asin sogumus eriyik
o modifikasyon
B modifikasyon

B'modifikasyon

Etkin madde ylikleme orani artigi

Sekil 2.18. Lipit Modifikasyonu ve Termodinamik Kararlilik-Etkin Madde Ylikleme Orani
Degisimi

Kaynak: Miiller, M&der ve Gohla, 2000, s. 168

KLN Uretiminden sonra, kristal kafeste daha ¢ok eksiklik bélgesine sahip olan ve
daha yuksek enerjili rekristalizasyon a polimorfunda olur. Saklama sirasinda B sekline
polimorfik gecis olusursa, daha kararh polimorflarin artmasiyla kristalce eksik bdlgenin
sayisl azalir ve kristal kafes daha mikemmel hale gelir. Yani, daha kararli polimorflarin
olusumu etkin maddenin lipit matristen sizmasina yol agar (Muller, Mader ve Gohla,
2000, s. 165; Numanoglu ve Tarimci, 2006, s. 220)

2.4.6.5. Etkin madde salimi

Etkin maddenin kati lipide yuklenmesi igin kati ¢ozelti modeli, etkin madde
bakimindan zengin ¢ekirdek modeli ve etkin madde bakimindan zengin kabuk modeli

kullantlir.
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Hicbir ylzey etkin veya etkin madde ¢6zundrlGgdund arttiricit madde kullanmadan
soguk homojenizasyon yoéntemi ile hazirlanan KLN’de etkin maddenin lipit iginde
molekuler olarak dagildigi kati ¢ozelti modelinde matris yapi elde edilir. Bu sistemde

etkin madde lipit ile glicli etkilesim igindedir (Uner ve Yener, 2007, s. 290-291).

Etkin madde erimig lipit iginde doygunluk saglayacak kadar ¢6zunurlik
gosterdiginde etkin madde bakimindan zengin c¢ekirdek modeli elde edilir. Sicak
homojenizasyon yontemi kullanarak hazirlanan nanoemdulsiyon sogutulurken sivi lipit
icinde yuksek oranda etkin madde doygunlugu ve sonrasinda etkin madde
kristalizasyonu/¢okmesinin ardindan lipit kristalizasyonu gergeklesir. Formuilasyonun
daha fazla sogutulmasi sonucunda etkin maddece zengin cekirdedi kabuk gibi
cevreleyen lipit rekristalize olur. Artan difizyon araligi ve ¢ekirdek maddeyi ¢evreleyen
kati lipit kabuk nedeniyle strekli salim saglanabilir (Ekambaram, Sathali ve Priyanka,
2011, s. 90-91).

Etkin maddenin lipitteki derigsimi doygunluk ¢ozunurlGglinun ¢ok daha altinda iken
formilasyonun sicak homojenizasyon yéntemi ile Uretilmesi durumunda dncelikle etkin
madde sulu fazda dagitilir. Sogutma sirasinda ilk 6nce lipit kristalize olur. Etkin madde
sivi lipit faza geri déner ve KLN’nin sivi olan lipit dis kabugunda konsantre hale gelir.
Sonug olarak etkin maddece zengin kabuk kristalize olur. Dis kabuktaki etkin madde
salimi patlama etkisi (burst effect) gosterir. KLN ¢ekirdeginde hapsedilen etkin madde
patlama etkisinin ardindan uzatiimigs salim saglar. Patlama etkisinin derecesi
formulasyon Uretimi sirasinda etkin maddenin sulu fazdaki ¢ézunurligi ile kontrol
edilebilir. Daha yuksek sicaklik ve daha yuksek yuzey etkin madde orani patlama etkisini
arttirir (Muller, Mader ve Gohla, 2000, s. 165).

Salim galismasi yapilirken karsilasilan en biylk sorun ani salim etkisidir. Salimi
etkileyen en temel parametreler yuzey etkin madde derigimi, lipidin yapisi ve sicaklik gibi
uretim parametreleridir. Kolloidal yapiya sahip olan KLN’lerden etkin madde saliminin
belirlenmesinde slizme, santrifiij ya da diyaliz gibi yontemler kullanilir (Gokge ve Ozer,
2014, s. 83).

2.6. Nanotasiyicilarin Oral Olarak Kullaniimasi

ilaglarin oral yoldan verilisi 6zellikle yasli hasta grubu tarafindan en kolay kabul
edilen ve bu nedenle en ¢ok uygulanan yoldur. Oral ila¢g seklin tasarim maliyeti
sterilizasyon gibi islemlere gerek kalmadigi icin diger yollarla kullanilan sistemlere gore

goreceli daha disuktir. Oral yoldan uygulanan etkin maddenin ¢ézinurlik, kararlilik ve
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biyoyararlaniminin arttirilmasi agisindan mikro- ve nanoboyuttaki ilag tasiyici sistemlerin
kullaniimasi 6nem kazanmigtir. Oral yoldan kullanilabilecek nanotasiyici sistemler
arasinda nanopartikil, polimerik misel, kendiliginden emdlsifiye olan sistem, nanokristal,
nanosuspansiyon, dendrimer ve lipozom bulunmaktadir (Yun, Cho ve Park, 2013, s. 823;
Acartlrk, 2014, s. 227). Oral yoldan uygulanan nanotasiyici sistemin gastrointestinal (Gl)

kanaldaki yolculugu Sekil 2.19.’da 6zetlenmisgtir.

N ()
o
\
L ] .
J\) “ e (i) Gis'de akis
‘l(iii> Deri"\“j\/ (ii) M-hiicreleri, Peyer plaklari ve
. enterositlere girig

(iii) Lenf yoluna girig

(iv) Lenf kanallarindan akis

(v) Lenf ve Kan arasi gegis

(a) Kan akisi

(b) Kapiler duvarlarda adhezyon
(c) Damar digina ¢ikis ve dokulara

gecig
o (d) Damar ayrimlarinda dolagim

Sekil 2.19. Partikiiler Sistemlerin Gastrointestinal Sistemde Taginmasi

Kaynak: Florence, 2005, s. 77

Nanopartikullerin  oral uygulamasinin ardindan hicre i¢ine almi ve
translokasyonunda nanopartiklle ait 6zellikler rol oynar. Ufak pargcacik boyutuna sahip
Ozellikle 1 ym’den disulk olanlarin hiicre igine alimi iri pargaciklara goére daha fazladir. 3
pgm’den daha iri pargaciklar hicre igine peyer plaklarindan alinir; ayrica iri pargaciklarin
hicre icine aliminda lenfatik nodlar siizge¢ roli oynar. YUkli pargaciklar hicre igine
alinabilir ancak alim orani iyonik olmayan hidrofobik pargaciklara gore daha dusuktir.
Yizey modifikasyonu vyapilarak vucutta gidecegi yere 6zgu ligand baglanan
parcaciklarin hiicre igine alim orani ¢ok yuksek olur (Florence, 2005, s. 76). Ayrica
nanotasiyicinin sekli ve esnekligi, barsaktaki fiziksel kararliligi, nanotasiyici ve etkin
maddenin kimyasal kararlihgi, Gl kanaldan gegis slresi, barsak icerigi ile etkilesim,
mukus tabakasindan tasinma ve epitel ylzeyine adhezyon gibi etmenler

nanotasliyicilarin in vivo ortamdaki davranisini etkiler (Acarttirk, 2014, s. 230).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Madde adi

2-Propanol

Asetonitril

Compritol® ATO 888

Deksketoprofen trometamol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dimetilsulfoksit (DMSO)

Détero kloroform

Dynasan® 114

Eudragit® RL 100

Eudragit® RS 100

Fétal sigir serumu (FBS)
Kollidon® SR

Metanol

MTT boyasi
Penisilin/Streptomisin
Potasyum fosfat monobazik
Sodyum hidroksit

Sodyum klorir

Tripsin EDTA

Tween® 80
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Firma adi

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Gattefosse, Fransa

: Abdi ibrahim, Tlrkiye

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sasol, Almanya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,

Almanya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,

Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: BASF, Almanya

: Merck, Almanya

: Applichem, Almanya

: Gibco, ingiltere

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihaz adi
Buzdolabi

Derin dondurucu

Diferansiyel taramali kalorimetri

Dissolusyon cihazi

Distile su cihazi

Etlv

Hassas terazi

infrared spektrofotometresi
Kararlilik kabini
Karbondioksitli etuv

Konduktometre

Liyofilizator

Manyetik karigtirici

Mikrosantrifj

Mikropipet seti

NMR spektrofotometresi

Otoklav

Parcacik boyutu analiz cihazi
pH metre

Plaka okuyucu

Prob sonikator
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Firma adi
. Arcelik, Turkiye

: Liebher Medline, LGEX 3410,

Almanya
: Shimadzu DSC-60, Japonya

: PharmaTest PTWS 820D,

Almanya

: MilliQ Millipore, Fransa

: Nuve, FN 500, Turkiye

: Mettler AM 100, Amerika

: Shimadzu IR-Prestige-21, Japonya
: Meter D96R, Turkiye

: BINDER, Almanya

: Hanna Instruments HI8820,

Portekiz

: Scanvac CoolsafePro Labogene,

Danimarka
: Jeiotech MS-53M, Giiney Kore

: Eppendorf Centrifuge 5417R,

Almanya
: Eppendorf, Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR,

Almanya

: Hirayama HVE 50, Japonya

: Zetasizer Nano Series, ingiltere

: WTW Profi Lab. pH 597, Almanya
: Cytation 5 Biotek, Amerika

: Sonics, Amerika



Puskurterek kurutma cihazi

Santrifuj

Steril kabin

Su banyosu

Taramali elektron mikroskobu

Ultrasonik banyo

Ultrasonik banyo

Vorteks karigtirici

X-Isini kirinim cihazi

YBSK kolonu

Yuksek basincli sivi kromatografisi

Zeta potansiyel analiz cihazi

42

: Nano Spray-Dryer B-90, Biichi,

isvigre

: Nive NF400, Turkiye/ Eppendorf
5810, Aimanya

: Biowizard Xtraline 130, Blue

Series, Finlandiya

: GFL, Tissue float bath 1052,

Almanya

: FESEM SUPRATM 50 VP,

Almanya
: Elma T470/H, Singen, Almanya

: Wisd Laboratory Instruments,
WUC-AO03H, Kore

: Jeiotech VM96B, Kore

: XRD-Rikagu Rint 2000, Japonya
: NUCLEODUR, Almaya

: Shimadzu 20-A, Japonya

: Zetasizer Nano Series, ingiltere



4. YONTEMLER

4.1. Deksketoprofen Trometamol ve Yardimci Maddeler ile Yapilan Calismalar

DT’nin, PNP formiilasyonunda polimer olarak kullanilacak olan Kollidon® SR,
Eudragit® RS 100, Eudragit® RL 100’in ve KLN formiilasyonunda kullanilacak olan
Dynasan® 114 ve Compritol® ATO 888'in safligini ve kalitesini belirlemek (izere

karakterizasyon ¢aligsmalari yapiimistir.

4.1.1. Termal analiz

Maddelerin termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum érnek kabi, 50 mL-dk™" azot gazi akis hizi ve 30-300°C
araliginda 10°C-dk’ sicaklik artisi kullanilarak aluminyum referansa karsi

gerceklestirilmigtir.

4.1.2. X-1gin1 Kirinimi

Maddelerin XRD analizinde 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 26
acl ve 2°dk” ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000, Japonya)

kullanilmistir.

4.1.3. infrared (FT-IR)

Maddelerin IR analizi FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi
kullanilarak 4000-500 cm™" dalga boyu araliinda gergeklestirilmistir.

4.1.4. Nukleer manyetik rezonans (NMR)

Maddelerin détero kloroform (CDCls) iginde ¢oziindurilerek hazirlanan gozeltisinin
NMR analizi (*H-NMR) NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihaz

kullanilarak yapiimigtir.
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4.1.5. Parcacik sekli ve ylizey 6zelligi

Maddelerin parcacik sekli ve yuzey 6zelligi karbon bandi Uzerine yayilip altin ile

kaplandiktan sonra SEM (Zeiss Ultra Plus Fesem, Almanya) cihazi ile belirlenmistir.

4.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar Tayini igin Yiiksek Basingh Sivi

Kromatografisi

In vitro calismalarda DT’nin miktar tayini yiiksek basingh sivi kromatografisi
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Literatir arastirmasi ve yapilan denemeler
sonrasinda, Archana ve Vikas'in (2013, s. 395) calismasi modifiye edilmis, karar verilen
ve analiz ¢alismalarinda kullanilan YBSK’nin c¢alisma kosullari Cizelge 4.1.de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi Calisma Kogullari

Cihaz Shimadzu-20 A

Kolon EC 4.6 x 250 mm NUCLEODUR C1g Gravity, 5 um
Firin Sicakligi 30°C

Hareketli Faz Asetonitril-Metanol (25:75)

Dedektor Floresan Dedektor

Calisilan Dalga Boyu 258 nm

Akis Hizi 1 mL-dk”

injeksiyon Hacmi 25 uL

4.2 1. Analitik miktar tayini icin validasyon caligsmasi

Analitik yontem validasyonunun temel hedefi kullanilacak yéntemin amacina
uygunlugunu kanitlamaktir. Bu amagla kullanilan test yonteminin dogruluk ve guvenilirlik
parametreleri verilerle kanitlanarak gosteriimektedir. Miktar tayini validasyonunda
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarliik ve segicilik parametreleri esas alinmig ve
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu calismada, Uluslararasi Harmonizasyon

Kongresi’'nin ‘Analitik islem Validasyon Yéntemi’ kullaniimistir (ICH, 2014, s. 1-13).
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4.2.1.1. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, analizi yapilan maddenin farkh derigsimdeki
orneklerinin elde edilen pik alani ile belirli derisim araliginda dogru orantili olmasidir.
Dogrusallik ¢calismasinda, analit derisiminin fonksiyonu olarak sinyal elde edilir. Bu teste
ait de@erlendirme regresyon analizi ve istatistiksel yontemle yapilir. Dogrusalligin

belirlenmesi icin en az 5 derisimde c¢alisiimasi dnerilmektedir.

YBSK yodnteminde kullanilacak olan DT’e ait standart egrinin bulunabilmesi
amaciyla stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozelti, tam olarak tartiimis 100 mg DT’nin
hareketli faz ile yikanarak balon jojeye alinip hareketli faz ile 100 mL hacme
tamamlandiktan sonra 10 dk ultrasonik banyoda tutulmasi ile elde edilmigtir. Stok
¢Ozeltinin derigiminin 1000 pg-mL'1 olmasindan hareketle cesitli seyreltmeler yapilarak
10-80 pg-mL'1 araliginda yedi farkli derisimde ¢6zelti hazirlanmistir. Analiz sonucunda
yedi nokta igin DT derisimine karsilik gelen alan degeri saptanmistir. Her test 6 kez

tekrarlanmisgtir.

4.2.1.2. Kesinlik

Kesinlik, tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrareldeedilebilirlik parametreleri ile

belirlenmektedir.

Tekrarlanabilirlik, ayni islem kosullarinda ve kisa zaman araligindaki kesinligi ifade
eder. Yontemin tekrarlanabilirligi ayni stok ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan 6rneklerin
alan élcimunun tekrarlanmasi ile elde edilir. Bu islem 6 kez tekrarlanarak veya 3 farkh

derigsimde 3er kez tekrarlanarak yapilir.

Ara Urun kesinligi birbiri ile iliskisi bulunmayan durumlarin analitik yontemin
kesinligi Uzerine etkisini ifade eder. Degdigkenler arasinda gun, analist, kullanilan
malzeme ve farkli laboratuvarlarda bulunan ve analizde kullanilan cihazin (YBSK cihazi,

UV spektrofotometre cihazi, vb.) marka ve modeli bulunur.

Tekrareldeedilebilirik ise analiz ve deneylerin farkl laboratuvarlarda
tekrarlandiginda  sonuglar  arasindaki  kesinligin  gosterilmesidir. ~ Yontemin
standardizasyonu igin genellikle farkli kuruluglar ile ortak c¢alisma yapilir.

Tekrareldeedilebilirlik zorunlu olmayan validasyon parametresidir.

Ydntemin kesinlik ¢alismasinda, tekrarlanabilirligini gostermek icin kalibrasyon
araligina denk gelen 3 farkl derisimde (25 pg-mL™", 50 ug-mL™", 75 ug-mL™") DT gozeltisi

hazirlanmig ve her bir derisim icin dlgim 6 kez tekrarlanmistir.
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4.2.1.3. Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere olan yakinhgidir. Dogruluk ¢alismasi, 3 farkli derisimde hazirlanan ¢ézeltinin
analizinin en az 3 kez tekrar edilmesi seklinde gergeklestirilir. Sonuglar % verim ve her

seri igin bagil standart sapma olarak verilir.

Bu calismada dogrulugun belirlenebilmesi igin 3 farkli derisimde (20 ug-mL™", 40
pg-mL'1, 60 pg-mL'1) DT iceren ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir ¢ozelti icin analiz 6 kez

tekrarlanmisgtir.

4.2.1.4. Duyarlilik

Kullanilan analitik ydntemin disik derisimleri saptayabilme yetenedidir. Saptama

sinirt (LOD) ve miktar tayini sinirt (LOQ) hesaplanarak degerlendirilir.

LOD, standart madde sinyalinin arka plan guraltistinden ayrilabilmesi igin gerekli
olan en dusik madde miktari olarak tanimlanir. Yontemin aletli olup olmamasina bagh
olarak LOD degerinin belirlenmesinde birgcok yontem kullanilabilir. Yéntemler arasinda
gorsel degerlendirme, sinyal-gurultd orani ve elde edilen cevabin ve egimin standart

sapmasi bulunmaktadir.

Sistemin kantitatif sinir igcerisine girmeyen en dusik derisimi olan saptama siniri
LOD degeri Esitlik 1 yardimiyla hesaplanir (ICH, 2014, s. 11).

3.3 XSS
m

LOD =

Esitlik 1

Esitlik 1°deki SS y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon
egitliginin egimidir.
LOQ, standart maddenin guvenilir sekilde dogru 6lgiminin yapilabilmesi igin

gerekli olan en disuk madde miktaridir. LOD degerinin belirlenmesi ic¢in kullanilan

yontemler LOQ iginde uygulanabilir.
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Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir dizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
belirlenebildigi LOQ degeri Esitlik 2 kullanilarak hesaplanir (ICH, 2014, s. 12).

10 X SS
m

LOQ =

Esitlik 2

Esitlik 2'deki SS y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon

egitliginin egimidir.

4.2.1.5. Secicilik

Analitik ydntemin yalnizca amaclanan bileseni tayin edebilme yetenegidir. Tek bir
bilesen icin yapilan élgiim ortamda bulunabilecek diger bilesenlerden (yardimci madde,
biyolojik drnekteki endojen bilesik, etkin maddenin metaboliti, degradasyon Urini gibi)
kaynaklanabilecek girisimden etkilenmemelidir. Segicilik karmasik 6rnek karisiminin

analizinde girisim derecesinin de dlgusudur.

Bu calismadaki yontemin seciciligi icin etkin maddesiz analiz ve etkin madde miktar
tayininde kullanilan ¢oéziculer kullaniimistir. Segicilik ¢alismasinda DT disinda diger
batin bilesenleri iceren PNP ve KLN formulasyonlari hazirlanmigtir. Bu
formuilasyonlardan alinan érnekler miktar tayini calismasinda kullanilan basamaklardan
gegcirilmis, elde edilen kromatogramlardan formulasyondaki diger bilesenlerin girisiminin

DT’nin segiciligine etkisi degerlendirilmigtir.

4.3. Calisma Kosulunda Kararlilik

4.3.1. Formiilasyon hazirlama kosulunda kararhlk

PNP ve KLN hazirlama kosullarinda kararllik incelenmesi, ‘4.2. Deksketoprofen
Trometamol Miktar Tayini icin Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi’ bélimunde anlatildigi

sekilde DT miktarinin belirlenmesine dayanarak yapilmigtir.

PNP hazirlanmasi sirasinda puskurterek kurutma cihazinin giris sicakligi 120°C

olarak ayarlanmistir. Cozeltinin igne boliminden gegisinde sicaklik 100°C olmustur.
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PNP hazirlama kosulunda DT’nin kararlihgini test etmek i¢in 6ncelikle DT metanol iginde
¢ozulmlis ve sikica kapatimis reaksiyon sisesine alinmistir. Ultrasonik banyoda

100°C’de 1 saat suresince bekletiimis ve YBSK ile miktar tayini yapiimistir (n=3).

KLN hazirlanmasinda énceden belirlenen % 60 glgte prob sonikasyonu 5 dk
olarak uygulanmistir. DT’nin Compritol® 888 ATO, Dynasan® 114 ve distile su icindeki
¢cOzeltisi ayri ayri hazirlanmis ve % 60 gugte prob sonikasyonunun 5 dk uygulanmasinin

ardindan YBSK ile miktar tayini gerceklestiriimistir (n=3).

4.3.2. Etkin madde miktar tayini analizi igin 6rnek hazirlama kosulunda kararhlik

Etkin maddenin kararlihgi DT’nin formulasyolardan ekstraksiyonunda kullanilan
distile su, 2-propanol ve hareketli faz iginde 15 dk ultrasonikasyon altinda incelenmis ve

miktar tayini YBSK ile yapilmigtir (n=3).

4.3.3. In vitro salim ortami kosulunda kararhhk

Etkin maddenin kararlihgi in vitro sahm ortami PBS’de (pH 7.4) ve 37°C’de in vitro
salim calismasi slresi olan 48 saat boyunca incelenmis ve miktar tayini YBSK ile

gergeklestirilmistir (n=3).

4.4. PNP Hazirlanmasi

4.4.1. PNP 6n formiilasyon ¢alismasi

Bu calismada nano boyutta pargacik elde edilmesi amagclandigindan, farkh
polimer, polimer orani ve c¢6zlucu kullanilarak puskdrterek kurutma yontemi ile

formulasyon denemeleri yapiimistir.

Pasklrterek kurutma ¢ézucunin sistemden ugurulmasi ve bdylece nanopartikul
elde edilmesini saglayan yaygin bir yontemdir. PUskurterek kurutma yodntemi kaliteli,
dusuk maliyetli ve kuru toz halinde PNP elde edilebildidi icin bu galismada tercih
edilmistir (Kumar, 2014, s. 4). Gorsel 4.1.’de ¢galismada kullanilan Nano Spray-Dryer B-

90 cihazi sunulmustur
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Gorsel 4.1. Nano Spray-Dryer B-90 Cihazi

DT vyikli Kollidon® SR, Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100 PNP
formulasyonlari puskurterek kurutma yontemi kullanilarak hazirlanmigtir.  Yontem
kosullari ve polimer-etkin madde oranlari degistiriimis ve elde edilen formulasyonlarda
parcacik boyutu ve zeta potansiyel o6lgimi yapilarak optimum formulasyonlar

belirlenmigtir.

Coziicii miktarini belileme calismasinda, oncelikle Kollidon® SR’nin 50 mL
metanol igindeki ¢ozeltisi cihaza uygulandiginda ¢dzeltinin yliksek viskozitesi nedeniyle
dizguin atomizasyon saglanamamis ve piskirtme gerceklesmemistir. Bu sorun ¢6zici
miktari iki katina ¢ikarilarak ¢ézilmustir. Diger polimerler ile yapilan dnformilasyon
calismasinda farkli ¢ézlculer ile deneme yapilmis ve en iyi Grinler 100 mL metanol

icinde ¢ozundurulen DT ve polimer ile elde edilmistir.
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4.4.2. Kollidon® SR nanopartikiiliiniin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formilasyonun hazirlanmasi i¢in tam olarak tartilmis (1 g)
Kollidon® SR, metanol icinde 250 rpm hizda 30 dk siiresince manyetik karistiricida
¢bzundurtilmis ve polimer c¢ozeltisi elde edilmistir. Etkin maddeli formilasyonun
hazirlanmasi igin tam olarak tartiimis (1 g) Kollidon® SR, metanol iginde 250 rpm hizda
30 dk slresince manyetik karistiricida ¢ézindurilmustir. Cozelti elde edildikten sonra
DT eklenmis ve 250 rpm karistirma hizinda 5 dk daha karistiriimistir. Cozelti cihaza
verilmeden once cihazin, puskurtme, pompa duzeyi, giris sicakligi, ¢ikis sicakligi, gaz
akisl ve ortam sicakhgi gibi parametreler acisindan istenen duzeyde kosullandiriimasi
igin 30 dk metanol kullanilarak galistiriimistir. istenen kosullar saglandiktan sonra gdzelti
120°C giris sicakligi ve 54°C cikis sicakliga kosullandiriimis nano-puskurterek kurutma
cihazina (Nano Spray-Dryer B-90, BUCHI, isvigre) peristaltik pompa ile verilmis ve 4 um
gbzenek capli igne ile kurutma bolgesine gonderilmistir. Kuruyan nanopartikiller cihazin
Ozel elektrostatik etkisi ile toplama gemberinde toplandiktan sonra sistem agilmis ve Urln
Ozel plastik apareyle toplanmistir. Puskurterek kurutma yénteminin kosullari Cizelge

4.2.’de, formulasyon iceriginin oranlari ise Cizelge 4.3.’de 6zetlenmistir.

Gizelge 4.2. Kollidon® SR ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Piiskiirterek Kurutma

Kosulu

Giris Sicakhgi Cikis Sicakhgi Pompa Diizeyi Piiskiirtme Diizeyi

120°C 54°C 3 % 100

Gizelge 4.3. Kollidon® SR ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Icerik Orani

Kod Kollidon® SR (9) DT (g) Metanol (mL)
KSR-Plasebo 1 - 100
KSR-1 1 0.05 100
KSR-2 1 0.10 100
KSR-3 1 0.15 100

Plasebo: Etkin maddesiz formtilasyon
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4.4.3. Eudragit® RS 100 nanopartikiiliiniin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formilasyonun hazirlanmasi i¢in tam olarak tartilmis (1 g)
Eudragit® RS 100, metanol iginde 250 rpm hizda 30 dk siuresince manyetik karistiricida
¢bzundurtilmis ve polimer c¢ozeltisi elde edilmistir. Etkin maddeli formilasyonun
hazirlanmasi igin tam olarak tartilmis (1 g) Eudragit® RS 100, metanol iginde 250 rpm
hizda 2 saat sliresince manyetik karistiricida ¢ézundurilmustir. Cozelti elde edildikten
sonra DT eklenmis ve 250 rpm karistirma hizinda 5 dk daha karistiriimisgtir. Cozelti
cihaza uygulanmadan once cihazin, puskurtme, pompa duzeyi, giris sicakhdi, cikis
sicakligi, gaz akisi ve ortam sicakhgdi gibi parametreler agisindan istenen dizeyde
kosullandiriimasi igin 30 dk metanol kullanilarak calistirilmistir. istenen kosullar
saglandiktan sonra ¢ozelti 120°C giris sicakhgi ve 54°C c¢ikis sicakliga kosullandiriimis
nano-pUskirterek kurutma cihazina (Nano Spray-Dryer B-90, BUCHI, svigre) peristaltik
pompa ile verilmis ve 4 ym gobzenek capl igne ile kurutma bolgesine gonderilmistir.
Kuruyan nanopartikiller cihazin 6zel elektrostatik etkisi ile toplama c¢emberinde
toplandiktan sonra sistem acilmis ve Urun 6zel plastik apareyle toplanmigtir. Piskurterek
kurutma kosullar Cizelge 4.4’.de, formulasyon iceriginin oranlari da Cizelge 4.5.te

gOsterilmistir.

Gizelge 4.4. Eudragit® RS 100 ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Pliskiirterek

Kurutma Kosulu

Giris Sicakhgi Cikis Sicakhgi Pompa Diizeyi Piiskiirtme Diizeyi

120°C 54°C 3 % 100

Gizelge 4.5. Eudragit® RS 100 ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Igerik Orani

Kod Eudragit® RS 100 (g) DT (g) Metanol (mL)
ERS-Plasebo 1 - 100
ERS-1 1 0.05 100
ERS-2 1 0.1 100
ERS-3 1 0.15 100

Plasebo: Etkin maddesiz formtilasyon
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4.4.4. Eudragit® RL 100 nanopartikiiliiniin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formilasyonun hazirlanmasi i¢in tam olarak tartilmis (1 g)
Eudragit® RL 100, metanol icinde 250 rpm hizda 30 dk sUresince manyetik karistiricida
¢bzundurtlmis ve polimer c¢ozeltisi elde edilmistir. Etkin maddeli formilasyonun
hazirlanmasi igin tam olarak tartiimis (1 g) Eudragit® RL 100, metanol iginde 250 rpm
hizda 2 saat sliresince manyetik karistiricida ¢ézindurulmustir. Cozelti elde edildikten
sonra DT eklenmis ve 250 rpm karistirma hizinda 5 dk daha karistiriimigtir. Cozelti
cihaza verilmeden dnce cihazin, puskurtme, pompa duzeyi, giris sicakhgi, ¢ikis sicakhgi,
gaz akisi ve ortam sicaklhidl gibi parametreler acisindan istenen dizeyde
kosullandiriimasi igin 30 dk metanol kullanilarak calistirilmistir. istenen kosullar
saglandiktan sonra ¢ozelti 120°C giris sicakhgi ve 54°C c¢ikis sicakliga kosullandiriimis
nano-pUskirterek kurutma cihazina (Nano Spray-Dryer B-90, BUCHI, isvigre) peristaltik
pompa ile verilmis ve 4 ym gozenek capli igne ile kurutma bodlgesine gonderilmistir.
Kuruyan nanopartikiller cihazin 6zel elektrostatik etkisi ile toplama c¢emberinde
toplandiktan sonra sistem acilmis ve Urun 6zel plastik apareyle toplanmigtir. Piskurterek
kurutma kosullari Cizelge 4.6.’da, formulasyon igeriginin oranlari da Cizelge 4.7.de

Ozetlenmisgtir.

Gizelge 4.6. Eudragit® RL 100 ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Pliskiirterek

Kurutma Kosulu

Giris Sicakhgi Cikis Sicakhgi Pompa Diizeyi Piiskiirtme Diizeyi

120°C 54°C 3 % 100

Cizelge 4.7. Eudragit® RL 100 ile Hazirlanan PNP Formiilasyonunun Igerik Orani

Kod Eudragit® RL 100 (g) DT (g) Metanol (mL)
ERL-Plasebo 1 - 100
ERL-1 1 0.05 100
ERL-2 1 0.1 100
ERL-3 1 0.15 100

Plasebo: Etkin maddesiz formiilasyon
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4.4.5. PNP ozelliklerine ait galisma

Etkin madde icermeyen plasebo PNP formulasyonu ve etkin madde iceren PNP

formilasyonunun karakterizasyon galismasi yapilmistir.

4.5.5.1. Pargacik boyutu ve dagilimi

Hazirlanan PNP formilasyonunun pargacik boyutu ve dagilimi formilasyon NaCl
ile 50 uS iletkenlik degerine ayarlanan distile suda dagitilarak 6lgtlmustir. Pargacik
boyutu ve dagihimi &lgimiinde Zetasizer Nano ZS (Malvern, ingiltere) cihazi

kullanilmistir.

4.4.5.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan PNP formilasyonunun zeta potansiyel degeri Zetasizer Nano ZS
(Malvern, ingiltere) cihazi kullanilarak, tek kullanimlik katlanmis kilcal zeta hiicresinde,
25°C oda sicakliginda ve formulasyon distile su ile seyreltilerek belirlenmistir. Distile
sudaki iletkenligin neden olabilecegi klicuk degisimlerin 6lgim sonucunu etkilememesi
amaciyla 6lcimden o6nce kullanilan distile suyun iletkenligi NaCl ile 50 uS’e

ayarlanmistir. 50 uS’e ayarlanma nedeni cihazin bu 6zellikteki suya kalibre olmasidir.

4.4.5.3. Pargacik sekli ve yiizey 6zelligi

Taze hazirlanan PNP formuilasyonunun parcacik sekli ve ylzey o6zelligi
formuilasyonun karbon bandi (izerine yayilip altin ile kaplanmasinin ardindan SEM (Zeiss

Ultra Plus Fesem, Almanya) cihazi ile incelenmisgtir.

4.4.5.4. Termal analiz

PNP formilasyonunun termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi
kullanilarak, basing yardimiyla kapatiimis aluminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™ azot
gazi akis hizinda ve 30-300°C arahiginda 10°C-dk” sicaklik artisi ile aluminyum

referansa karsi gergeklestirilmistir.
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4.4.5.5. X-Isini kirinimi

PNP formulasyonunun XRD analizi 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim
siddeti, 26 agi ve 2°dk™ ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000,
Japonya) yardimiyla yapilmistir.

4.4.5.6. infrared (FT-IR)

PNP formilasyonunun FT-IR spektrumu FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21,

Japonya) cihazi kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda saptanmistir.

4.4.5.7. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Détero kloroform (CDCls) igcinde ¢ézundurulerek hazirlanan PNP formilasyonunun
NMR analizi ("H-NMR), NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihazi

kullanilarak gerceklestiriimistir.

4.4.5.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Hazirlanan PNP formulasyonunda etkin madde miktar tayini ‘4.2. Deksketoprofen
Trometamol Miktar Tayini icin Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi’ bélimunde anlatildigi

sekilde DT miktarinin belirlenmesine dayanmaktadir.

Kollidon® SR ile hazirlanan PNP formiilasyonunda yiizeyde kalan etkin madde
miktar tayini igin DT’nin ¢dziindiigi ancak Kollidon® SR’nin ¢dziinmedigi ¢oziicli olarak
2-propanol kullaniimigtir (Blhler, 2008, s. 255). Calismada tam olarak tartiimis 5 mg
KSR-1 formilasyonu 2.5 mL’lik Eppendorf tliptine alinmis ve zerine 2-propanol’dan 2
mL eklenmigtir. Ultrasonik banyoda 5 dk tutulduktan sonra 11.000 rpm hiz ile 5 dk
suresince santriflij edilerek Ustte kalan saydam kisim alinmis ve 6rnek calismalarda
siklikla kullanilan poliamit sizgegten siuzulerek gerekli seyreltmelerin ardindan analiz
edilmistir. Dipte kalan parcacik lizerine DT ve Kollidon® SR'nin ¢dziinebildigi ¢dziicii olan
hareketli fazdan 2 mL eklenmis, 5 dk ultrasonik banyoda tutularak ¢ézelti elde edilmis ve
poliamit sizgecten suzulerek gerekli seyreltmelerin ardindan hapsedilen etkin madde
miktari belirlenmistir. Deney her formulasyon igin 3 kez tekrarlanmistir. Ayni proseduir
kullanilarak KSR-2 ve KSR-3 formilasyonu icin de etkin madde miktar tayini

gerceklestirilmigtir.
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Eudragit® RS 100 ile hazirlanan PNP formiilasyonunda yiizeyde kalan etkin madde
miktar tayini igin DT’nin ¢dziindigl ancak Eudragit® RS 100’in ¢dziinmedigi ¢oziici
olarak distile su kullaniimistir (http-8). Calismada tam olarak tartiimis 5 mg ERS-1
formuilasyonu 2.5 mL’lik Eppendorf tipline alinmis ve Gzerine 2 mL distile su eklenmistir.
Ultrasonik banyoda 5 dk tutulduktan sonra 11.000 rpm hiz ile 5 dk slresince santriflj
edilerek Ustte kalan saydam kisim alinmig ve 6rnek poliamit sizgecgten suzilerek gerekli
seyreltmelerin ardindan analiz edilmistir. Dipte kalan parcacik Uzerine DT ve Eudragit®
RS 100’Un ¢6zlnebildigi ¢ozicu olan hareketli fazdan 2 mL eklenmis, 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak saydam ¢ozelti elde edilmis ve poliamit sizgegten stzulerek gerekli
seyreltmelerin ardindan hapsedilen etkin madde miktari belirlenmistir. Deney her
formilasyon igin 3 kez tekrarlanmistir. Ayni prosedir kullanilarak ERS-2 ve ERS-3

formulasyonu igin de etkin madde miktar tayini belirlenmigtir.

Eudragit® RL 100 ile hazirlanan PNP formiilasyonu ERL-1‘de etkin madde miktari
tayini icin Eudragit® RS 100’e uygulanan prosediiriin aynisi uygulanmistir. Uygulama

ERL-2 ve ERL-3 formilasyonunda tekrar edilmistir.

Yukleme etkinligi calismasi ve hesabi Khoshneviszadeh vd.’nin (2016, s. 24)
yaptigi calismada kullandigi yontem ve esitlik ile gergeklestiriimigstir. YUkleme etkinligini

hesaplamak amaciyla Esitlik 3 kullaniimigtir.

(Formulasyondaki etkin madde derisimi)-(Supernatandaki etkin madde derigimi)
X

m - - — 100
(Formilasyondaki etkin madde derisimi)

% Yukleme etkinligi =

Esitlik 3

Etkin madde miktar tayini ¢alismasinda kullanilan poliamit sizge¢ igin 0.05
ug.mL™", 0.10 pg.mL" ve 0.15 ug.mL™ derisiminde DT iceren gozeltiler hazirlanarak %

geri kazanim miktari belirlenerek siizge¢ adsorpsiyon testi yapiimistir.

4.4.5.9. In vitro salim ¢alismasi

In vitro ¢odziinme/salim testi nanopartikiiler sistemin Uriin kalitesini ve
performansini 6ngdérmek agisindan énemlidir. Ayni zamanda Griin gelistirme prosesine
yardimci olur. Farmakope ve duzenleyici yasal belgede bu karmasik sistem igin in vitro

¢bzinme/salim testi henlz var olmamakla birlikte gelistirime asamasindadir.
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Nanopartikiler sistemin salim testinde o6ncelikli yaklasim, var olan farmakope

sistemlerinin caligsmaya uygun olarak dizenlenmesidir (Shen ve Burgess, 2013, s. 412).

Membran difizyon yontemi (diyaliz yontemi) nanopartikller sistem icin yaygin
olarak kullanilan in vitro salim testidir. Diyaliz yontemi ayni zamanda lipozom, emulsiyon
sistem, PNP ve KLN igin de yaygin olarak kullanilir. Bu yontemde nanopartikiler sistem,
salim ortamindan diyaliz membrani ile ayrilir ve membran etkin maddeye gegirgen iken
nanopartikdl yapisina gecirgen degildir. Diyaliz yontemlerinden biri olan diyaliz kesesi
yonteminde nanopartikul sistemi diyaliz kesesine yerlegtirilir ve iki ucu baglanarak salim
ortamina atihr. Sahm calismasinda genellikle vicut sistemini simile eden manyetik
karisgtirici ve galkalamali su banyosu gibi cihazlar kullanilir. Diyaliz kesesi yontemi ayni
zamanda farmakopelerde verilen ydontemle kombine edilerek yontem geligtirilebilir ve
kullanilabilir (Shen ve Burgess, 2013, s. 410).

Diyaliz kesesi yonteminde bir¢cok ustunluk bulunurken, dikkat edilmesi gereken en
6nemli konulardan biri sink kosulun saglanmasidir. Sink kosulunun saglanmasi en basit
tanimiyla etkin maddenin ¢ézinme ortaminda hangi zaman araliyinda olursa olsun
maksimum derisime ulagsmasini engellemek veya etkin maddenin ¢ozinme ortami iginde
doygun ¢ozelti olusturarak daha fazla ¢6zinmesini engellememek anlamina gelir (Rohrs,
2001, s. 3).

Cozlnebilen etkin madde miktarini arttirabilmek igcin salim ortaminin hacminin
arttinlmasi iyi bir ¢6zim sunar; sorun ¢ézilemez ise salim ortami degistirilir (Rohrs,
2001, s. 1).

DT’nin PNP formulasyonundan saliminda sink kosul 100 mL PBS (pH 7.4), 37
0.5°C sicakhk ve 100 rpm karistirma hizi kullanilarak saglanmistir. 1 g etkin maddenin
10 mL ¢ézinme ortaminda ¢ézinen DT gibi serbeste ¢ozunebillir (tuz formu) etkin
maddelerin sink kosulu kolayca saglanabilmektedir. pH 7.4 ortaminin secilme nedeni
etkin maddenin spesifikasyon bilgilerinde belirtildigi ve nanotasiyicilarin oral emiliminde
onguiri sundugu igindir. Oncelikle 1 mg DT iceren polimerik nanopartikiil seliiloz asetat
diyaliz torbasina dikkatli sekilde yerlestiriimis ve ardindan Uzerine 1 mL salim ortami
eklenerek sikica sizdirmayacak sekilde kapatiimigtir. Hazirlanan membran sistemi 37 +
0.5°C’de ve 100 rpm’de surekli karisan salim ortami igeren reseptér kompartiman igine
alinmigtir. Reseptor kompartimandan salim ortaminin buharlasmasini engellemek igin,
salim ortami kapatiimistir. 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, 24. saat ve 48. saatte reseptor
kompartimandan 1 mL hacminde 6rnek alinmig ve eksilen miktar salim ortami ile
tamamlanmistir (Yong vd., 2014, s. 2-5; Demir, 2014, s. 154; Kumar, 2014, s. 131-132;
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Aydogan, 2015, s. 7). Orneklerdeki DT miktari ‘4.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar
Tayini icin Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi’ bdliminde anlatildigr sekilde
saptanmistir. Farkli zamanlarda salinan DT derisimini kullanarak hesaplanan %
kimulatif DT salimi zamana kargi grafige gecirilerek salim profili olusturulmustur. Her bir
PNP formilasyonu igin deney 6 kez tekrarlanmistir. Gorsel 4.2.’de yuzen diyaliz

torbalarinin bulundugu in vitro salim galismasina ait goruntt sunulmustur.

Goérsel 4.2. in Vitro Salim Calismasi

4.5. Toz DT ve Ticari Preparat Olan Rastel® Tablet’e ait Salim Galismasi

Toz DT’nin saliminda sink kosul 100 mL PBS (pH 7.4), 37 £ 0.5°C sicaklik ve 100
rom karigtirma hizi kullanilarak saglanmistir. Oncelikle 1 mg DT seliiloz asetat diyaliz
torbasina dikkatli sekilde yerlestiriimis ve ardindan Gzerine 1 mL salim ortami eklenerek
sikica sizdirmayacak sekilde kapatilmistir. Hazirlanan membran sistemi 37 + 0.5°C’de
ve 100 rpm’de sirekli karisan salim ortami igeren reseptoér kompartman igine alinmistir.
Reseptor kompartimandan salim ortaminin buharlagsmasini engellemek i¢in, salim
ortami kapatilmistir. 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, 24. saat ve 48. saatte reseptdr kompartmandan
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1 mL hacminde érnek alinmis ve eksilen miktar salim ortami ile tamamlanmistir (Yong
vd., 2014, s. 2-5; Demir, 2014, s. 154; Kumar, 2014, s. 131-132; Aydogan, 2015, s. 7).

Rastel® tabletin salim galismasinda Amerikan Farmakope’sinde verilen palet
yontemi (Apparatus 2) uygulanmistir (USP 31 NF 26, 2008, s. 267-269). Calismada etkin
maddenin spesifikasyonunda belirtilen 1000 mL PBS (pH 7.4), 37 £ 0.5°C sicaklik ve 50
rpm karigtirma hizi kullaniimigtir. 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, 24. saat ve 48. saatte alinan 5 mL
Ornekteki DT miktari, ‘4.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar Tayini i¢in Yuksek
Basinc¢li Sivi Kromatografisi’ béluminde anlatildigi sekilde saptanmistir (Demir, 2014,
s. 154; Yong vd., 2014, s. 2-5). Rastel® Tablet icin yapilan dissoliisyon calismasi 6 tablet

icin tekrarlanmistir.

4.6. KLN Hazirlanmasi

4.6.1. DT’ nin kati lipitte ¢oziinirlik ¢aligmasi

Onformilasyon galismasindan 6nce hidrofilik etkin maddenin kati lipite
yuklenmesinin 6n kosulu olan lipit iginde ¢ozinmesi veya dagilmasi arastiriimistir. Her
biri 1.5 gram Dynasan® 114, Compritol® ATO 888 ve stearik asit beyaz kapakli saydam
cam siselere alinmistir. Cam sisenin igerisine tam olarak tartiimis 0.5 gram DT eklenmis
ve manyetik karistiricida lipitin erime derecesinin 5-10°C Uzerine 1sitilmistir. Manyetik
karistirici; Dynasan® 114 igin 70°C, Compritol® ATO 888 igin 82°C ve stearik asit icin
80°C olarak ayarlanmistir. Cézinme/siispande olma durumu organoleptik agidan

degerlendirilerek géruntileri alinmigtir (Shah vd., 2007, s. 164).

4.6.2. KLN 6n formiilasyon ¢alismasi

Bu calismada nanoboyutta pargacik elde edilmesi amacglandigindan, farkl kati lipit
ve yuzey etkin madde, farklh kati lipit-yuzey etkin madde orani ve farkh glgcte prob
sonikasyon kullanilarak formulasyon denemeleri yapiimigtir. KLN énformulasyon ve
optimum formulasyon galismasi Siddiqui vd.’nin (2014, s. 343) modelledigi sonikasyon
calismasinin gelistiriimesi ve modifiye edilmesiyle gergeklestiriimistir. Gorsel 4.3.’te prob

sonikasyon kullanilarak KLN formulasyonu Uretimine ait gérinti sunulmustur.
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Gorsel 4.3. Prob Sonikasyon Cihazi ile Formiilasyon Hazirlanmasi

Onformiilasyon calismasina % 10 Dynasan® 114, % 10 Tween® 80 ve % 80
oraninda distile su igeren formiilasyon ile baglanmistir. Oncelikle kati lipit beherde erime
derecesinin 10°C Uzerinde sicakliga i1sitiimis ve ayni sicakhktaki yuzey etkin madde
iceren sulu faz ile karigtiriimistir. 10’ar gram hazirlanan iki formulasyondan birine 5 dk %
60 gugcte prob sonikasyon digerine ise 10 dk % 60 gulgte prob sonikasyon uygulanmistir.
Hazirlanan iki formulasyon ikiser esit iki kisma boélinmis ve ardindan biri oda
sicakhiginda digeri ise buz igcinde sogutulmustur. Sonug olarak 2 farkli prob sonikasyon
kosulu ve 2 farkli sodutma teknigi ile 4 farkh formilasyon elde edilmistir. Dort
formilasyonun pargacik boyutu ve zeta potansiyel 6lgimi yapildiginda optimum KLN
formilasyonunun 5 dk % 60 glgte sonikasyon uygulamasi ile ve oda sicakliginda

sogutarak hazirlanmasina karar verilmigtir.

Yontem kosullarina karar verildikten sonra farkh oranda kati lipit, yuzey etkin
madde ve distile su iceren formiilasyonlar hazirlanmistir. Dynasan® 114 igeren KLN’nin

onformulasyon galismasinda denenen formilasyon oranlari Cizelge 4.8.’de verilmistir.
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Gizelge 4.8. Dynasan® 114 Iigeren KLN Onformiilasyon Calismasindaki Formiilasyon

Dynasan® 114 (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile su (% ala)
10 10 80
10 9 81
10 8 82
10 7 83
10 6 84
10 5 85
9 10 81
9 9 82
9 8 83
9 7 84
9 6 85
9 5 86
8 10 82
8 9 83
8 8 84
8 7 85
8 6 86
8 5 87
7 10 83
7 9 84
7 8 85
7 7 86
7 6 87
7 5 88
5 5 90
5 4 91
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Gizelge 4.8. (Devam) Dynasan® 114 igeren KLN Onformiilasyon Calismasindaki

Formiilasyon
5 3 92
5 2 93
5 1 94

Tdm formulasyonlar hazirlandiktan sonra pargacik boyutu ve zeta potansiyel
Olcimui yapilmis ve optimum etkin maddesiz (plasebo) formilasyon oranlarina karar

verilmistir. Optimum plasebo formulasyon oranlari Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Gizelge 4.9. Dynasan® 114 igeren Optimum Plasebo KLN Formiilasyonu

Dynasan®114 (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile Su (% ala)
5 5 90
5 4 91

Compritol® ATO 888 ile yapilan dnformiilasyon calismasi yukarida Dynasan® 114
icin bahsedilen yontemin aynisi kullanilarak yapiimistir. Optimum formulasyonun 5 dk %
60 glcte sonikasyonun ardindan oda sicakliginda sogutma yapilarak hazirlanmasina

karar verilmistir.

Compritol® ATO 888 iceren KLN onformilasyon calismasinda denenen
formulasyon oranlar Cizelge 4.10.da verilmistir.

Gizelge 4.10. Compritol® ATO 888 iceren KLN Onformiilasyon Calismasindaki

Formiilasyon
Compritol® ATO 888 (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile su (% ala)
10 10 80
10 9 81
10 8 82
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Gizelge 4.10. (Devam) Compritol° ATO 888 igeren KLN Onformiilasyon

Calismasindaki Formdilasyon

10 7 83
10 6 84
10 5 85
9 10 81
9 9 82
9 8 83
9 7 84
9 6 85
9 5 86
8 10 82
8 9 83
8 8 84
8 7 85
8 6 86
8 5 87
7 10 83
7 9 84
7 8 85
7 7 86
7 6 87
7 5 88
5 5 90
5 4 91
5 3 92
5 2 93
5 1 94
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Hazirlanan énfomdilasyonlarin pargacik boyutu ve zeta potansiyel dlgimuinidn
ardindan karar verilen optimum etkin maddesiz formulasyon (plasebo) oranlari Cizelge

4.11.de verilmigtir.

Gizelge 4.11. Compritol® ATO 888 igeren Optimum Plasebo KLN Formiilasyonu

Compritol® ATO 888 (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile Su (% ala)
5 5 90
5 4 91

Onformilasyon galismasi farkli bir lipit olan stearik asit ile strdirilmustir. % 10
stearik asit, % 10 Tween® 80 ve % 80 distile su igeren formiilasyon ile baslanan
onformulasyon calismasinda farkli oranda stearik asit, yuzey etkin madde ve distile su
kullanilarak 5 dk % 60 glgte sonikasyon uygulanmistir. Stearik asit iceren KLN

onformulasyon ¢alismasinda denenen formulasyon oranlari Cizelge 4.12.’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Stearik Asit iceren KLN Onformiilasyon Calismasindaki Formiilasyon

Stearik asit (% a/a) Tween® 80 (% ala) Distile su (% ala)
10 10 80
10 9 81
10 8 82
10 7 83
10 6 84
10 5 85
9 10 81
9 9 82

Cizelge 4.12.de oranlar verilen formulasyonlarin timunin pargacik boyutu ve
zeta potansiyel dlcimu yapilmis ve iri pargacik boyutu elde edildigi gozlenmistir. Ayrica

tim formilasyonlarda kremalasma ortaya c¢ikmistir. Stearik asit iceren KLN
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onformulasyon caligmasinin ikinci basamaginda denenen formilasyon oranlari Cizelge

4.13.’de verilmigtir.

Cizelge 4.13. Stearik Asit iceren KLN Onformiilasyon Calismasindaki Formiilasyon

Stearik Asit (% a/a) Tween® 80 (% ala) Distile su (% ala)
8 5 87
8 4 88
5 5 90
. 4 91

iceriginde % 8 stearik asit ve % 5 Tween® 80 bulunan formiilasyonda oda
sicakliginda soguma sirasinda kremalasma goézlenmistir. Diger ¢ formilasyonda ise
oda sicakligindaki soguma sirasinda hafif kivam artisi gézlenmistir. Sogutma islemi
ardindan pargacik boyutu ve zeta potansiyel 6lgimleri yapilmis, yuksek parcacik boyutu
elde edilmistir. Stearik asit ile yapilan tim énformuilasyon galismasinda kremalasma ve

yuksek parcacik boyutu belirlendiginden, bu kati lipit ile galisiimama karari alinmigtir.

4.6.3. Etkin madde yiuklii KLN formiilasyon galismasi

Dynasan® 114 ve Compritol® ATO 888 ile hazirlanarak secilen optimum plasebo
formulasyonu Cizelge 4.9. ve 4.11.’de verilmigtir. Ayni formulasyon oranlari kullanilarak
hazirlanan etkin madde igeren formilasyonlar Cizelge 4.14. ve Cizelge 4.15.te

sunulmustur.

Onformiilasyon galismalarinda kati lipit olarak segilen Compritol® 888 ATO,
Dynasan® 114 ve stearik asitin farkl oranlari ve yiizey etkin madde ile olusturulan
formuilasyonlar oda sicakligi ve buzdolabi gibi farkh kosullarda saklandiktan sonra
parcacik boyutu, faz ayrimi, kremalasma, jellesme ve ¢Okelti olugsmasi gibi makroskobik
Ozelliklerin degerlendiriimesi sonucunda en kararli ve optimum KLN dispersiyonunun
oda sicakliginda saklanan KLN formulasyonu oldugu gérilmis ve COMP-Plasebo,
COMP-DT, DYN-Plasebo ve DYN-DT kodlari verilmistir.
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Etkin madde iceren DYN-DT kodlu KLN formilasyonunun hazirlanmasi igin
oncelikle Dynasan® 114 beherde erime derecesinin 10°C iizerinde sicaklida isitiimis ve
tam olarak tartilmis DT erimis lipit iginde ¢ozunduralmustir. Bu karisim ayni sicakliktaki
yluzey etkin madde iceren sulu faz ile karistirilmistir. 10 gram olarak hazirlanan
formuilasyona 5 dk % 60 guicte prob sonikasyon uygulanmis ve oda isisinda sogumaya

birakilmigtir.

Etkin madde iceren COMP-DT kodlu KLN formulasyonunun hazirlanmasi igin
oncelikle Compritol® 888 ATO beherde erime derecesinin 10°C iizerinde sicakliga
Isitilmis ve tam olarak tartilmig DT erimig lipit icinde ¢ézunduralmustir. Bu karisim ayni
sicakliktaki ylzey etkin madde igceren sulu faz ile kanstinimistir. 10 gram olarak
hazirlanan formulasyona 5 dk % 60 gli¢te prob sonikasyon uygulanmis ve oda isisinda

sogumaya birakilmigtir.

Etkin madde igceren formulasyon hazirlanmasinda etkin maddenin erimis lipiticinde

¢6zundurulmesi disinda plasebo formuilasyonun hazirlanma prosediri kullaniimistir.

Cizelge 4.14. DT Yiiklii Dynasan® 114 igeren KLN Formiilasyonu

Dynasan® 114 (% ala) DT (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile Su (% ala)
5 0.5 5 89.5
45 0.5 5 90
5 0.5 4 90.5
45 0.5 4 91

Gizelge 4.15. DT yiiklii Compritol® ATO 888 igeren KLN Formiilasyonu

Compritol® ATO 888 (% ala) DT (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile Su (% ala)
5 0.5 5 89.5
4.5 0.5 5 90
5 0.5 4 90.5
45 0.5 4 91
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Cizelge 4.14. ve Cizelge 4.15.’de gosterilen tim formulasyonlar hazirlandiktan
sonra parcaclik boyutu, polidisperslik indisi ve zeta potansiyel dlgimu yapiimis ve
optimum etkin madde iceren formulasyona karar verilmigtir. Formuilasyona eklenen DT
miktarinin su fazindan eksiltildigi formuilasyonlar optimum sonug¢ sergilemistir.
Calismanin surdaruldaga optimum plasebo ve etkin maddeli formilasyon Cizelge 4.16.

ve Cizelge 4.17.de verilmistir.

Gizelge 4.16. Dynasan® 114 iceren Etkin Maddeli ve Plasebo KLN Formiilasyonu

Kod Dynasan® 114 (% ala) DT (% ala)  Tween®80 (% ala)  Distile Su (% ala)
DYN-Plasebo 5 - 5 90
DYN-DT 5 0.5 5 89.5

Plasebo: Etkin maddesiz formtlasyon

Gizelge 4.17. Compritol° ATO 888 igeren Etkin Maddeli ve Plasebo KLN

Formiilasyonu

Tween® 80 Distile Su
Kod Compritol® ATO 888 (% ala) DT (% ala)
(% ala) (% ala)
COMP-Plasebo 5 - 5 90
COMP-DT 5 0.5 5 89.5

Plasebo: Etkin maddesiz formtilasyon

4.6.4. KLN ozelliklerine ait galisma

Etkin madde igermeyen plasebo KLN formilasyonu ve etkin madde iceren KLN

formilasyonunun karakterizasyon g¢alismasi yapilmistir.

4.6.4.1. Parcgacik boyutu ve dagilimi

Hazirlanan KLN formuilasyonunun pargacik boyutu ve dagilimi NaCl ile 50 yS
iletkenlige ayarlanan distile suda disperse edilerek olgulmustur. Pargacik boyutu ve

dagilimi Zetasizer Nano ZS (Malvern, ingiltere) cihazi kullanilarak belirlenmigtir.
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4.6.4.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan KLN formulasyonunun zeta potansiyel degerini saptamak icin Zetasizer
Nano ZS (Malvern, ingiltere) cihazi kullanilmistir. Olgiim, tek kullanimlik katlanmis kilcal
zeta hicresinde, 25°C oda sicakliginda ve distile su ile seyreltilerek gergeklestiriimistir.
Distile suyun iletkenliginin neden olabilecegi ufak degisimin &lgcim sonucunu
etkilememesi amaciyla distile suyun iletkenligi 6lcimden &énce NaCl ile 50 ps’e

ayarlanmistir. 50 uS’e ayarlanma nedeni cihazin bu 6zellikteki suya kalibre olmasidir.

4.6.4.3. Parcacik sekli ve yiizey 6zellik

Taze hazirlanan KLN formulasyonunun pargacik sekli ve ylizey 6zelligi karbon
bandi Uzerine yayilip altin ile kaplandiktan sonra SEM (Zeiss Ultra Plus Fesem,

Almanya) cihazi ile belirlenmistir.

4.6.4.4. Termal analiz

KLN formulasyonunun termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi
kullanilarak, basing yardimiyla kapatiimis aluminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™ azot
gazi akis hizinda ve 30-300°C araliginda 10°C.dk™ sicaklik artis hizi ile aluminyum

referansa karsi gergeklestirilmistir.

4.6.4.5. X-Isini kirinimi

KLN formulasyonunun XRD analizi 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim
siddeti, 26 agi ve 2°dk™ ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000,
Japonya) yardimiyla yapilmistir.

4.6.4.6. infrared (FT-IR)

KLN formilasyonunun FT-IR spektrumu FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21,
Japonya) cihazi kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda saptanmistir.
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4.6.4.7. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Détero kloroform (CDCls) iginde ¢ozundurilerek hazirlanan KLN formulasyonunun
NMR analizi (*H-NMR) NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihaz

kullanilarak yapiimigtir.

4.6.4.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Hazirlanan KLN formulasyonunda etkin madde miktar tayini ‘4.2. Deksketoprofen
Trometamol Miktar Tayini icin Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi’ bélimunde anlatildigi

sekilde saptanmistir.

Literatiir bilgisine gére Dynasan® 114 yalnizca n-hekzan ve dietil eterde hafifge
¢6zunurken, etanolde ¢ok az ¢6zinulr (http-9; Ash ve Ash, 2004, s. 181). Dynasan® 114
ile hazirlanan KLN formulasyonunda ylzeyde kalan etkin madde miktar tayini icin DT’nin
¢6zlindigii ancak Dynasan®114’(in ¢éziinmedigi ¢dziicli olan hareketli faz kullanilmistir.
Calismada tam olarak tartiimis 5 mg DYN-DT formulasyonu 2.5 mL’lik Eppendorf tipulne
alinmis ve lzerine 2 mL hareketli faz eklenmistir. Ultrasonik banyoda 5 dk tutulduktan
sonra 10 dk 11.000 rpm’de santriflj edilerek Ustte kalan saydam kisim alinmis ve

poliamit suzgegten suzllerek gerekli seyreltmelerin ardindan analiz edilmistir.

Hapsedilen etkin maddenin analizi Basaran vd. (2010, s. 39) tarafindan yapilan
calismadaki ydntem kullanilarak hazirlanan KLN formilasyonunun yapisinin
parcalanmasi ile gergeklestiriimistir. Dipte kalan pargacik Uzerine DT’nin ¢6zindugu
hareketli fazdan 2 mL eklenmis ve tlp sikica kapatilmistir. 15 dk ultrasonik banyoda
lipitin erime derecesinin 10°C Uzerindeki sicakhga (70-80°C) sitilarak KLN
formilasyonunun yapisi pargalanmis ve DT’nin ortama gegmesi saglanmistir. Isitmanin
hemen ardindan tlp hizla -18+1°C sicakligindaki derin dondurucuya alinarak kati lipitin
¢okmesi gergeklestiriimistir. Bu islem sonrasinda 10 dk 11.000 rpm’de santrifiij edilerek
Ustte kalan saydam c¢oOzelti alinmig ve poliamit suzgecgten sizulerek gerekli
seyreltmelerin ardindan hapsedilen etkin madde miktari belirlenmistir. Deney her

formulasyon igin 3 kez tekrarlanmistir.

Literatiir bilgisine gére Compritol® ATO 888, metilen kloriir, kloroform ve
diklorometanda c¢Ozinur ancak alkol tirevleri ve su iginde ¢6zinmez (http-10).
Compritol® ATO 888 ile hazirlanan KLN formiilasyonunda yiizeyde kalan etkin madde
miktar tayini icin DT’nin ¢dziindigl, Compritol® ATO 888’in ¢dziinmedigi ¢oziicii olarak
hareketli faz kullaniimistir. Calismada tam olarak tartiimis 5 mg COMP-DT formulasyonu

2.5 mL’lik Eppendorf tiipine alinmis ve Uizerine 2 mL hareketli faz eklenmistir. Ultrasonik
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banyoda 5 dk tutulduktan sonra 10 dk 11.000 rpm’de santriflj edilerek Ustte kalan
saydam kisim alinmig poliamit suzgegten suzulerek gerekli seyreltmelerin ardindan
analiz edilmistir. Hapsedilen etkin maddenin analizi Basaran vd.’nin (2010, s. 39)
formilasyonun yapisi pargalanarak gercgeklestirilien calismadaki yontem kullanilarak
yapilmistir. Dipte kalan pargacik Uzerine DT’nin ¢6zindugu hareketli fazdan 2 mL
eklenmis ve tup sikica kapatiimistir. 15 dk ultrasonik banyoda lipitin erime derecesinin
10°C Uzerinde sicakhga (56-66°C) isitilarak KLN formilasyonunun yapisi pargalanmis
ve DT’nin ortama gecmesi saglanmistir. Isitmanin hemen ardindan tip hizla -18+1°C
sicakhgindaki derin dondurucuya alinarak kati lipit gokturalmastir. Bu islem sonrasinda
10 dk 11.000 rpm’de santrif(ij edilerek Ustte kalan saydam ¢ozelti alinmis ve poliamit
suzgecten suzulerek gerekli seyreltmelerin ardindan hapsedilen etkin madde miktari

belirlenmigtir. Deney her formulasyon icin 3 kez tekrarlanmistir.

Yukleme etkinligi hesabi Khoshneviszadeh vd.’nin (2016, s. 24) yaptigi ¢calismada
kullandid1 esitlik ile gergeklestiriimistir. YUkleme etkinligi igin kullanilan Esitlik 4 asagida

verilmigtir.

(Formulasyondaki etkin madde derisimi)-(Supernatandaki etkin madde derigimi)
X

m - - — 100
(Formilasyondaki etkin madde derisimi)

% Yukleme etkinligi =

Esitlik 4

Etkin madde miktar tayininde kullanilan poliamit sizgeg¢ icin 0.05 pg.mL'1, 0.10
pg.mL'1 ve 0.15 pg.mL'1 derisiminde DT igeren c¢ozelti ile % geri kazanim miktari

belirlenerek sizge¢ adsorpsiyon testi yapiimistir.

4.6.4.10. In vitro salim galismasi

DT’nin KLN’den saliminda sink kosul 100 mL PBS (pH 7.4), 37 £ 0.5°C sicakhk ve
100 rpm karigtirma hizi kullanilarak saglanmistir. Oncelikle 1 mg DT igeren KLN selliloz
asetat diyaliz torbasina dikkatle yerlestiriimis ve Uzerine 1 mL salim ortami eklenerek
sikica sizdirmayacak sekilde kapatiimistir. Hazirlanan membran sistemi 37 + 0.5°C’deki
ve 100 rpm’de karigsan salim ortamini igeren reseptor kompartimana alinmistir. Reseptor
kompartimandan salim ortaminin buharlasmasini engellemek igin, salim ortami
kapatilmistir. 5. dk, 10. dk, 15. dk, 30. dk, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6.

saat, 7. saat, 8. saat, 12. saat, 24. saat ve 48. saat’lerde reseptér kompartimandan 1 mL
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ornek alinmis ve eksilen miktar salim ortami ile tamamlanmistir (Yong vd., 2014, s. 2-5.
Demir, 2014, s. 154 Kumar, 2014, s. 131-132; Aydogdan, 2015, s. 7). Ornekteki DT miktari
‘4.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar Tayini icin YUksek Basin¢li Sivi Kromatografisi’
boliuminde anlatildigi sekilde belirlenmistir. Farkli zamanlarda salinan DT derigimi ile
hesaplanan % kimdulatif salinan DT degeri zamana karsi grafige gecirilerek salim profili

gizilmistir. Her bir KLN formulasyonu igin deney 6 kez tekrarlanmistir.

4.7. Kararlihk Galismasi

Hazirlanan PNP ve KLN formilasyonunun kararllik calismasi kapsaminda
formulasyonlar 4 £ 1°C, 25 + 1°C, 40 % 1°C’lik kararlilik kabinlerine yerlestirilmistir. PNP
formuilasyonu toz olarak, KLN formulasyonu ise hem liyofilize toz hemde sulu dispersiyon
olarak saklanmistir. Formulasyonlarin kararlilik testi belirli periyodlarda (0. zaman, 1. ay,
2. ay, 3. ay ve 6. ay) tekrarlanmistir. Formulasyonlarda fiziksel gériinis, pargacik boyutu
ve dagilimi, zeta potansiyel, SEM, DSC, FT-IR, NMR incelemesi ve etkin madde miktar
tayini yapilmistir.

4.8. in Vitro Salim Kinetigi Calismasi

Hazirlanan 9 PNP formulasyonu ve 2 KLN formilasyonu igin salim g¢alismasi
verileri farkl kinetik modellere (sifirinci derece kinetik, birinci derece kinetik, Higuchi,
Hixson-Crowell, Hopfenberg ve Korsmeyer-Peppas) uygulanmistir. En uygun kinetik
modelin segimi amaciyla formiilasyonlarin hiz sabiti (k), determinasyon katsayisi (%) ve

Akaike bilgi kriteri (AIC) ile degerlendirilmigtir.

4.9. Sitotoksisite Caligmasi

Bu galismada, DT iceren PNP ve KLN formulasyonunun in vitro sitotoksisitesi 3T3
fare embriyo fibroblast hiicre dizileri kullanilarak MTT yéntemi ile incelenmistir. Uretilen
formazanin miktari dogrudan canli hiicre miktari ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak
Olgulebilmektedir (Arranja vd., 2014, s. 88).

Deney asamasinda 100 pL besi yeri icine 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 3, 5, 7,
10, 25, 50, 75 ve 100 pg miktarda formulasyon hicrelere 24 ve 48 saat slresince
uygulanmigtir. inkiibasyon siiresi sonunda absorbans 6lgtimii BioTek Cytation 5 (BioTek
Instruments, Germany) coklu plaka okuyucu ile 572 nm’de yapilmistir. Her bir

formulasyon icin 3 plaka ve her bir derisim igin 8 kuyuda ¢alisiimistir. Absorbans degeri
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bu plakalarda olgllen absorbanslarin ortalamasi alinarak belirlenmistir. Derisim, ayni
kosulda herhangi bir formilasyon uygulanmamis yalnizca kiltir ortami ile inktbe edilmis
kontrol hiicrelerindeki canlilik % 100 kabul edilerek hesaplanmistir. FormUlasyonlara ait
yaklasik ICsy (hiicre gogalmasinda % 50 azalmaya neden olan inhibitér derisimi) degeri

24 ve 48 saatlik inkiibasyon suresi sonunda saptanmistir.

4.10. in vivo Galisma

Deneysel agn arastirmasinda amacg agrinin 6zelligini, dogasini agiklamak ya da
ilac etkin maddesinin agrinin algilanmasi Uzerine olasi etkisinin arastirimasidir.
Hayvanlarda agri esiginin ve analjezinin degerlendiriimesi kolay degildir. Agri kavraminin
tek basina subjektif olmasinin diginda hayvan davranisi ile iligkilendiriimesi yeterli
dizeyde tanimlanamamistir. Kendini s6zll olarak ifade edemeyen deney hayvaninin
ifadesi ancak motor davranigladir; alinan yanit basit bir refleks, bazen sigrama veya
kacma olabilir. Deneysel agri cgalismasinda onemli olan bu davraniglari dogru
degerlendirerek hayvanin agriyi ne zaman algiladigini belirlemektir (Aricioglu, 2007, s.
28).

Deneysel calismadan elde edilecek verinin standart olabilmesi icin belirli kogullarin
saglanmasi gereklidir. Deney hayvaninin es soylu olmasi (in-breed), cinsiyeti ve yasi
(genellikle 6-8 haftalik olmal), yasam alaninin standardizasyonu ve stresten uzak
tutulmasi gibi parametreler deneysel calismanin standardizasyonunu saglar. Deney
hayvanlarinin barindirildigi kosullarin standardizasyonu hem etik zorunluluktur hem de
yapilacak deneysel c¢alismanin bilimsel kalitesini dogrudan etkiler. Calismanin
uluslararasi standartlara uygun yapilabilmesi icin denekler dig etmenlerden izole edilmis,
12 saat aydinlk/12 saat karanlik dénguisu olan, sicakligi yaklasik 20+2°C, nemi yaklasik
% 60 civarinda sabit tutulabilen ve iyi havalandiriimig ortamda barindiniimalidir.
Arastirmacinin bilgisi ve gerekli kosullara 6zeni deneysel agri modelinin guvenilirligini ve

elde edilen sonuglarin yararini arttirir (http-15; http-16; Aricioglu, 2007, s. 28).

4.10.1. Deney hayvaninin 6zelligi ve gruplarin olusturulmasi

In vivo galigmada 30-35 gram agirhginda, erkek ve disi Swiss Albino fareler
kullaniimistir. Calisma sirasinda tim islemler ‘Uluslararasi Agri Arastirmalari Dernegi’'nin
(IASP) belirledigi etik kurallara uygun olarak yapilmistir (Zimmerman, 1983, s. 109-110).

Hayvan deneyleri igin gerekli olan etik kurul onayi Eskisehir Osmangazi Universitesi
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Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Karar No: 519-1, 12.05.2016) alinmistir.
20+2°C oda sicakliginda ve 12 saat aydinhk/12saat karanlik déngusunun uygulandigi iyi
havalandirilan odada barindirilan deney hayvanlari deneyden 1 gin Once deney
yapilacak ortama getirilerek ortama adaptasyonlari saglanmistir. Test maddesi oral
olarak uygulandigindan olugsabilecek olasi etkilesimlerin engellenmesi icin deney

hayvanlari uygulamadan 12 saat dnce ag birakilmistir.

Kullanilan iki farkli deney yontemi olan sicak zemin (plaka) ve kuyruk batirma testi
icin 5 grup olusturulmustur. Gruplar sirasiyla, SF (serum fizyolojik) uygulanan kontrol
grubu, DT uygulanan grup, KSR-2 kodlu PNP formilasyonu uygulanan grup, ERS-3
kodlu PNP formulasyonu uygulanan grup ve COMP-DT kodlu KLN formilasyonu
uygulanan gruptur. Deney hayvanlari her bir grupta 8 adet (4 erkek ve 4 disi) fare olacak

sekilde 5 gruba rasgele dagitiimigtir.

Kivranma testi igin yine ayni gruplar olusturulmus ancak asetik asidin farelere bir
kez uygulanabilmesi nedeniyle her saat igin ayri grup olusturulmustur. Deney hayvanlari

her bir grupta 6 adet (3 erkek ve 3 disi) fare olacak sekilde gruplara rasgele dagitiimistir.
Kivranma testi i¢in gruplar,

e Kontrol grubu 1., 3., 6., ve 9. saatler i¢cin
e DT grubu 1., 3., 6., ve 9. saatler i¢cin
e KSR-2 grubu 1., 3., 6., ve 9. saatler i¢cin
e ERS-3 grubu 1., 3., 6., ve 9. saatler igin
e COMP-DT grubu 1., 3., 6., ve 9. saatler igin,

olacak sekilde ayarlanmistir.

4.10.2. DT ve formiilasyonun uygulama yolu ve orani

Olusturulan deney gruplarina ayri ayri 10 mg/kg DT ve 10 mg/kg dozda DT igeren
KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT formulasyonlari gavaj ignesi yardimiyla oral yolla
uygulanmistir. DT, serum fizyolojik iginde ¢oézindurip; KSR-2 ve ERS-2 kodlu PNP
formilasyonu serum fizyolojik icinde suspande edilerek; COMP-DT kodlu KLN
formulasyonu ise sulu dispersiyon seklinde hayvanlara uygulanmigtir. COMP-DT
formilasyonu Sicak zemin (plaka) ve kuyruk batirma deneylerinde ilag uygulamasi
yapilmadan énce deney hayvanlarinin kontrol degerleri alinmistir. ilag uygulamasindan
sonraki 1., 3., 6., ve 9. saat verileri toplanmigtir. Kivranma testinde ise ayri bir kontrol

grubu ve her maddenin dlgim yapilacak saati i¢cin de ayri gruplar olusturulmustur.
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4.10.3. Sicak zemin (hot plate) testi

Sicak zemin testi, 1sI kaynagi, zamanlayici ve gu¢ kaynagi kisimlarindan olusan
cevresi pleksiglas silindir ile sinirlanmis bir duzenektir (Ugo Basile- No: 7280) ve agri
esiginin saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir. Bu testte hayvanin arka pencelerinden
birini hizla geri ¢cekmesi veya yalamasi ya da hayvanin sigramasi agri hissinin
olustugunun belirtisi olarak kabul edilir ve hayvanin sicak zemin cihazina konulmasindan
0 ana kadar gegen sire (latens suresi) saniye cinsinden olgilir. 55°C’ye ayarlanan
cihazda 6lcim hayvanlara formulasyon veriimeden 6nce (0. dakika) ve formulasyon
verildikten sonra belirli zamanlarda (1. saat, 3. saat, 6. saat ve 9. saat) yapilmistir.
Hayvanlarin ayaklarinin sicaktan zarar gérmesini ve doku hasarini engellemek igin
deneyin bitiriime suresi 20 saniye olarak belirlenmistir. Verilerin istatistiksel hesaplamasi
ile ilgili bélimde verilen esitlige gére % maksimum olasi etki (MPE) hesaplanmigstir
(Bastos vd., 2006, s. 242; Kili¢ vd., 2006, s. 58). Gavaj ignesi yardimi ile ila¢ uygulamasi

ve sicak zemin testinden goérintiler Gorsel 4.4.’te sunulmustur.

Gorsel 4.4. Gavaj ignesi Yardimi ile ilag Uygulama ve Sicak Zemin Testinden

Gériintiiler

a: Gavaj ignesi yardimi ile ilacin oral olarak uygulanmsi, b, ¢, d: Sicak zemin (izerinde 6n pengelerini
yalayan deney hayvani
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4.10.4. Kuyruk batirma (tail immersion) testi

Analjezi ¢galismasinda kullanilan énemli termal yéntemlerden bir digeri kuyruk
batirma testi oldugu igin bu calismada tercih edilmistir. Kuyruk batirma testinin esasi
sigan veya farenin kuyruk ucunun Ugte ikilik kisminin sicak su banyosuna daldirilarak bu
surede deney hayvaninin kuyrugunu su iginde tutabilme siresinin élgtlmesidir (Uzbay,
2004, s. 143).

Yapilan ¢galismada deney hayvanin kuyrugunun ucundan baslayarak 3 cm’lik kismi
bir beherde bulunan 52.5+£0.2°C sicakhgdindaki suya daldirilmigtir. Hayvanin kuyrugunun
suyun icine daldirildigi an, suyun disina hizla gekmesi ve bukilmesi pozitif reaksiyon
olarak kabul edilmis, kuyrugun batiriimasi ile pozitif reaksiyon alinmasina kadar gegen
siire kronometre ile manuel olarak kaydedilmigtir. Olglimler hayvanlara formilasyon
veriimeden 6nce (0. dakika) ve formulasyon verildikten sonra belirli zamanlarda (1. saat,
3. saat, 6. saat ve 9. saat) yapiimistir. Deney hayvanlarinin kuyruklarinin sicaktan zarar
gbrmesini ve doku hasarini engellemek igin kuyrugun suda kalma stiresi (cut off time) 15
saniye olarak belirlenmistir. Verilerin istatistiksel hesaplamasi ile ilgili b6limde verilen
esitlige gore % MPE hesaplanmistir (Aydin vd., 1998, s. 815; Aydin, Beis ve Can, 2003,

s. 407). Kuyruk batirma testinden gorintiler Gorsel 4.5.’te sunulmustur.

Gorsel 4.5. Kuyruk Batirma Testinden Goériintiiler

a, b: Deney hayvaninin 52.8°C sicakliga sahip suya kuyrugunun daldiriimasi

4.10.5. Kivranma (writting) testi

Kivranma testi genellikle periferik analjezinin degerlendirildigi ve gugli viseral agri

olusturabilmek icin asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak uygulanan kimyasal analjezi 6lgim
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yontemidir. Bu test genellikle farelere uygulanir ve deney hayvanlarina % 0.6’lk asetik
asit ¢ozeltisi intraperitonal (i.p.) olarak uygulandiktan 5 dakika sonra baslanarak 10-20
dakika suresince kivranma davraniginin sayillmasi veya skorlanmasi seklinde
gergeklestirilir. Kivranma davranisi 6nce karin kaslarinda kasilma ile baglayan daha
sonra arka ayaklarin geriye dogru gerilmesi ile karakterize durum olarak tanimlanir. Cogu
analjezi testi yalnizca gugcli analjezik etkiye sahip ilaglara duyarl olmasina karsin, asetik
asit ile gerceklestirilen kivranma testi hem gucli hem de zayif etkili analjezik etkiye
duyarlidir (Uzbay, 2004, s. 143; Onkol vd., 2004, s.1090; Bastos vd., 2006 s. 242).

Test maddelerinin uygulanacagi ve dOlgimlerin yapilacagl her saat igin altisar
hayvandan olusan 20 grup olusturulmus ve ila¢g uygulamadan 1, 3, 6 ve 9 saat sonra %
0.6’k asetik asit ¢ozeltisi hayvanlara i.p. yolla verilmistir. 5 dakikalik bekleme siresinin
sonunda, her hayvanda yukarida bahsedilen kivranma hareketleri 10 dakika boyunca

go6zlenerek kivranma sayisi kaydedilmigtir.

1.p. injeksiyon ve kivranma testine 6zgl goruntiler Gorsel 4.6.’da sunulmustur.

Gorsel 4.6. intraperitonal (i.p.) injeksiyon ve Kivranma Testinden Gériintiiler

a: intraperitonal olarak asetik asit injeksiyonu; b, ¢, d: Kivranma testine 6zgii arka ayaklarin geriye dogru

gerilmesi ve karnin yere sirtiilmesi hareketi
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Bu calismada deney hayvaninin termal ve kimyasal agri verici (nosiseptif) uyarana
karsi tepkisi Olgulmustur. Termal test olarak daha ¢ok santral agri kesilmesinin test
edilmesinden dolayi sicak zemin testi ve kuyruk batirma testi tercih edilmistir. Periferik
analjezinin degerlendirilmesi amaciyla kimyasal agri modeli olusturmak igin periton igine
injekte edilen asetik asit ile kivranma testi gergeklestiriimistir (Erke¢ ve Arihan, 2014, s.
56).

4.10.6. Verilerin istatistiksel analizi

Hayvanlardan elde edilen tim degerler tek tek deneysel verilerin aritmetik
ortalamasi olarak verilmigtir. Zamana bagli 6lcim yapildigindan, kontrol ile DT ve
formilasyon uygulanan hayvanlar arasinda gorilen farkhlik two-way ANOVA testi
‘Bonferroni postest uygulanarak istatistiksel agidan degerlendiriimistir. Deney sonucu
olan tum verilerin istatistiksel analizi icin GraphPad Prism version 5.0 istatistik programi

kullanilmistir.

Sicak zemin ve kuyruk ¢cekme testinin sonuglari % MPE olarak hesaplanmis ve
ardindan istatistik analizi yapilmistir. % MPE asagdida verilen Esitlik 5 yardimi ile

hesaplanmistir.

(llag Sonrasi Olgiilen Siire) - (ilag Oncesi Olglilen Siire)

— - 100
(Deney Kesme Siiresi) - (llag Oncesi Olglilen Siire) X

% MPE (% Maksimum Olasi Etki) =

Esitlik 5
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5. BULGULAR

5.1. Deksketoprofen Trometamol ve Yardimci Maddeler ile Yapilan Calismalar

5.1.1. Termal analiz

DT ve yardimci maddelere ait termogramlar Sekil 5.1."de sunulmustur. DT’e ait

spesifik pik 105.1°C’de gozlenmistir.

DSC

mW
10.00 T

-10.00

10000 200.00 300.00
Sicaklik (C)

Sekil 5.1. DT ve Yardimci Maddelerin Termogrami
a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: Eudragit® RS 100, d: Eudragit® RL 100,

e: Compritol® 888 ATO, f: Dynasan® 114
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5.1.2. X-1s1n1 kirinimi

DT ve yardimci maddelere ait X-isini kirinim profillleri Sekil 5.2.’de sunulmustur.

3000
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b
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HI II.'.MMA | A A ace. oo e, L o Al
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T T PP ‘ S moltsion
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Sekil 5.2. DT ve Yardimci Maddelerin X-Isini Kirinim Profili

a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: Eudragit® RS 100, d: Eudragit® RL 100,

e: Compritol® 888 ATO, f: Dynasan® 114
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5.1.3. infrared (FT-IR)

DT ve yardimci maddelere ait FT-IR spektrumlari Sekil 5.3."de sunulmustur.

T

g W

T — — —— B e e — ——
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Sekil 5.3. DT ve Yardimci Maddelerin FT-IR spektrumu
a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: Eudragit® RS 100, d: Eudragit® RL 100,

e: Compritol® 888 ATO, f: Dynasan® 114
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5.1.4. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

DT ve yardimci maddelere ait "H-NMR spektrumlari Sekil 5.4.’de sunulmustur.

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

: : T r r
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 5.4. DT ve Yardimci Maddelerin NMR Spektrumu
a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: Eudragit® RS 100, d: Eudragit® RL 100,

e: Compritol® 888 ATO, f: Dynasan® 114
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Sekil 5.4. (Devam) DT ve Yardimci Maddelerin NMR Spektrumu
a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: Eudragit® RS 100,

d: Eudragit® RL 100, e: Compritol® 888 ATO, f: Dynasan® 114
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5.1.5. Parcacik sekli ve ylizey 6zelligi

DT’ye ait x3000, x5000 ve x10000 buyutme oraninda alinan taramali elektron

mikroskobu goéruntuleri Sekil 5.5."de sunulmustur.

Sekil 5.5. DT’nin Taramali Elektron Mikroskobu Goériintiisi

a: x3000, b: x5000, c: x10000
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Kollidon® SR’ye ait x500, x1000 ve x5000 biiyiitme oraninda alinan taramali

elektron mikroskobu goérintileri Sekil 5.6.’da sunulmustur.

2 ZEISS
£2 Widh=2015pm ULTRAPLUS

ZEISS
ULTRAPLUS

Sekil 5.6. Kollidon® SR’nin Taramali Elektron Mikroskobu Goriintiisti

a: x500, b: x1000, c: x5000
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Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100’lin x2500 bilyiitme oraninda alinan taramali

elektron mikroskobu goérintileri Sekil 5.7.’de sunulmustur.

Sekil 5.7. Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100’in Taramali Elektron Mikroskobu

Goriintisi

a: Eudragit® RS 100, x2500, b: Eudragit® RL 100, x2500

Compritol® 888 ATO’nun x500, x1000 ve x3000 biiyiitme oranlarinda alinan

taramali elektron mikroskobu géruntileri Sekil 5.8.’de sunulmustur.

ZEISS 2
ULTRAPLUS v 3 9 ULTRAPLUS

Sekil 5.8. Compritol ® 888 ATO’nun Taramali Elektron Mikroskobu Gériintisii

a: x500, b: x1000, c: x3000

84



ZEISS
ULTRAPLUS

Sekil 5.8. (Devam) Compritol ® 888 ATO’nun Taramali Elektron Mikroskobu Gériintiisii

a: x500, b: x1000, c: x3000

Dynasan® 114’e ait x1000, x5000 ve x10000 bilyiitme oraninda alinan taramali

elektron mikroskobu goérintileri Sekil 5.9.’da sunulmustur.

ULTRAPLUS

Sekil 5.9. Dynasan® 114’iin Taramali Elektron Mikroskobu Gériintiisii

a: x1000, b: x5000, c: x10000
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h=2010pm ULTRAPLUS

Sekil 5.9. (Devam) Dynasan® 114’iin Taramali Elektron Mikroskobu Gériintiisii

a: x1000, b: x5000, c: x10000

5.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar Tayini icin Yiiksek Basin¢h Sivi

Kromatografisi (YBSK)

5.2.1. Validasyon ¢alismasi

Validasyon calismasindan elde edilen sonuglar dogrusallik, kesinlik, dogruluk,

duyarhlik ve secicilik bagliklari altinda degerlendirilmistir.

5.2.1.1. Dogrusallik

10-80 pg.mL'1 derisim araliginda 7 farkh derisimde 6 kalibrasyon seti hareketli faz
icinde hazirlanmis ve ardindan YBSK ile analiz edilmistir. Derisime karsilik gelen alan
degerleri Cizelge 5.1.de sunulmustur. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon edgrisi

cizilmis ve egri ile egriye ait dogrusallik esitligi Sekil 5.10.’da sunulmustur.

Cizelge 5.1. Dogrusallik Calismasi igin Hazirlanan Seriler ve Alan Degerleri (n=6)

DT Alan Degerleri

(mg/mL) 4 seri  2.Seri  3.Seri  4.Seri  5.Seri 6. Seri Ortalama
10 473564 458835 400954 449403 458226 456137 449536.500
20 1157463 1158086 1026067 1118133 1048344 1016929 1087503.667
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Cizelge 5.1. (Devam) Dogrusallik Caligmasi igin Hazirlanan Seriler ve Alan Dederleri
(n=6)

40 2445455 2514408 2455184 2408264 2413220 2457160 2448948.500
50 3097585 3187891 3089947 3121867 3122932 3084470 3117448.667
60 3746606 3781373 3757593 3814872 3723403 3899937 3787297.333
70 4419778 4500729 4456986 4529531 4503362 4458910 4478266.000
80 5139575 5068814 5186356 5207974 5221657 5100180 5154092.667
6000000
5000000
4000000 y = 67363x - 243811

Rz =0.9999

< 3000000

©

<
2000000
1000000 r

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

DT Derigimi (ug.mL-1)

Sekil 5.10. DT’nin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi’ne ait Standart Egri ve
Dogrusallik Esitligi (n=6)

5.2.1.2. Kesinlik

DT’nin 25, 50, 75 pg.mL'1 derisimde 3 farkli ¢ézeltisi hazirlanmigtir. Her bir derisim
icin 6 tekrar analizi artarda 3 gun yapimigtir. Elde edilen sonuglar dogrusallik
calismasinda elde edilen esitlik yardimiyla hesaplanmis ve bilinen derisimler ile
karsilastirilarak ydntemin kesinligi incelenmistir. Kesinlik igin kabuledilebilirlik sinir

varyasyon katsayisinin % 2’den dusik olmasidir. Kesinlik galismasi sonuglari Cizelge
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5.2., Cizelge 5.3. ve Cizelge 5.4.’te sunulmustur. Bulgularin kabuledilebilirlik siniri igcinde

olmasi yontemin kesinligini kanittamaktadir.

Gizelge 5.2. 25 ug.mL™" Derisim igin Kesinlik Sonuglari

25 ug.mL'1
1. Giin (Alan) 2, Giin (Alan) 3. giin (Alan)
1533030 1530736 1546271
1517832 1543920 1578250
1553144 1588217 1563561
1547768 1585254 1574465
1513513 1538741 1505341
1519463 1560049 1529350
1. Giin (Derigim) 2. Giin (Derigim) 3. giin (Derigim)
26.3771 26.3431 26.5737
26.1515 26.5388 27.0484
26.6757 27.1964 26.8303
26.5959 27.1524 26.9922
26.0874 26.4619 25.9661
26.1757 26.7782 26.3225

Ortalama 26.3439 26.7451 26.6222

Standart Hata 0.1009 0.1477 0.1717

Varyasyon Katsayisi 0.9388 1.3533 1.5799

% 95 Giiven Arahgi 0.2595 0.3798 0.4414
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Gizelge 5.3. 50 ug.mL™" Derisim igin Kesinlik Sonuglari

50 ug/mL'1
1. Giin (Alan) 2, Giin (Alan) 3. giin (Alan)
3266219 3318870 3306404
3148650 3315985 3268826
3316408 3234179 3332771
3166293 3381829 3290351
3238394 3252933 3342994
3212493 3317101 3288808
1. Giin (Derigim) 2. Giin (Derigim) 3. giin (Derigim)
52.1062 52.8878 52.7027
50.3609 52.8450 52.1449
52.8513 51.6306 53.0942
50.6228 53.8224 52.4644
51.6931 51.9090 53.2459
51.3086 52.8615 52.4415

Ortalama 51.4905 52.6594 52.6823

Standart Hata 0.3801 0.3215 0.1715

Varyasyon Katsayisi 1.8081 1.4957 0.7972

% 95 Giiven Arahgi 0.9770 0.8266 0.4407
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Gizelge 5.4. 75 ug.mL™" Derisim igin Kesinlik Sonuglari

75 pg/mL™
1. Giin (Alan) 2, Giin (Alan) 3. giin (Alan)
4749992 4730109 4727311
4857276 4806928 4787966
4840482 4729851 4610718
4800131 4712138 4774587
4721966 4709191 4762852
4746458 4799769 4770032
1. Giin (Derigim) 2, Giin (Derigim) 3. giin (Derigim)
74.1327 73.8376 73.7960
75.7254 74.9779 74.6965
75.4760 73.8337 72.0652
74.8770 73.5708 74.4978
73.7167 73.5270 74.3236
74.0803 74.8717 74.4302

Ortalama 74.6680 74.1031 73.9682

Standart Hata 0.3342 0.2655 0.4001

Varyasyon Katsayisi 1.0965 0.8775 1.3248

% 95 Giiven Arahgi 0.8592 0.6824 1.0284

5.2.1.3. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi i¢in 3 farkl derisimde (20 pg.mL'1, 40 pg.mL'1, 60
pg.mL'1) DT iceren stok c¢ozelti hazirlanmis ve her bir derisim icin 6 tekrar analizi
yapiimistir. Elde edilen derigsim de@erleri dogrusallik ¢alismasinda elde edilen esitlik

kullanilarak hesaplanmis ve bilinen derigsimler ile kargilastirilarak yontemin dogrulugu ‘%
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geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Dogruluk ¢alismasi icin kabuledilebilirlik siniri

%

98-102 (= % 2) arahigidir. Yéntemin geri kazanim ve dogrulugu elde edilen sonuglara

gore kanitlanmistir. Sonuglar Cizelge 5.5.’de sunulmustur.

Cizelge 5.5. DT'nin YBSK ile Elde Edilen Dogruluk Degerleri (n=6)

Eklenen Derigim

Elde edilen alan

Bulunan Derigim

% Geri Kazanim

20 ug.mL'1 40 ug.mL'1 60 ug.mL'1
1097256 2451155 3757601
1128104 2429998 3759998
1125049 2436078 3790698
1117033 2417396 3825631
1098454 2494770 3743029
1116879 2469071 3797652
19.9081 40.0066 59.4007
20.3660 39.6925 59.4363
20.3207 39.7828 59.8921
20.2017 39.5055 60.4106
19.9258 40.6541 59.1844
20.1994 40.2726 59.9953
99.5403 100.0166 99.0012
101.8300 99.2314 99.0605
101.6033 99.4570 99.8201
101.0083 98.7637 100.6844
99.6292 101.6352 98.6407
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Cizelge 5.5. (Devam) DT'nin YBSK ile Elde Edilen Dogruluk Degerleri (n=6)

100.9968 100.6815 99,9922
Ortalama % Geri

100.7680 99.9642 99.5332
Kazanim
Standart Hata 0.3975 0.4299 0.3120
Varyasyon Katsayisi 0.9662 1.0535 0.7679
% 95 Giiven Arahgi 1.0217 1.1052 0.8021

5.2.1.4. Duyarlilik

LOD ve LOQ degerleri ‘4.2.1.4. Duyarhilik’ boliminde s6z edilen Esitlik 1 ve Esitlik
2 kullanilarak hesaplanmis ve sirasiyla 0.5613 pg.mL” ve 1.7010 pg.mL" oldugu

bulunmustur.

Ydntemin duyarhilidi igin kabuledilebilir dogruluk ve kesinlikte 6l¢ilebilen en kiguk
derisim 10 pg.mL'1 olup hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin ¢ok altinda

bulunmustur. Bu sonuglar yontemin duyarliligini kanitlamaktadir.

5.2.1.5. Secicilik

Segicilik ¢alismasi icin DT, hareketli faz ve PBS icin (pH 7.4) elde edilen
kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.11., Sekil 5.12. ve Sekil 5.13."de sunulmustur. Miktar
tayini calismalarinda kullanilan distile su ve 2-propanol’e ait kromataogramlar ise
sirasiyla Sekil 5.14. ve Sekil 5.15’de sunulmustur. Calismada etkin madde icermeyen
plasebo formulasyon da ayni kosullarda analiz edilmis ve farkh polimerler ve kati lipitlerle
hazirlanan plasebo formilasyonlara ait kromatogramlar Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil
5.18., Sekil 5.19., Sekil 5.20.de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlar DT nin iyi

bicimde ayrldigini géstermektedir.
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Sekil 5.11. DT'’ye ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.12. Hareketli Faza ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.13. PBS’ye ( pH 7.4) ait YBSK Kromatogrami
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m. Max Intensity : 3675
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Sekil 5.14. Distile Suya ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.15. 2-Propanol’e ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.16. KSR-Plasebo Formlilasyona ait YBSK Kromatogrami
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Max Intensity : 14,626
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Sekil 5.17. ERS-Plasebo Formlilasyona ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.18. ERL-Plasebo Formlilasyona ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.19. COMP-Plasebo Formiilasyona ait YBSK Kromatogrami
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Sekil 5.20. DYN-Plasebo Formiilasyona ait YBSK Kromatogrami

5.3. Calisma Kosulunda Kararlilik

5.3.1. Formiilasyon hazirlama kosulunda kararlilik

PNP hazirlama kosulunda DT’nin kararlihdinin test edilmesi amaciyla DT ’nin
100°C’de 1 saat ultrasonik banyoda bekletiimesinin ardindan YBSK ile miktar tayini
yapiimistir. Analiz sonucunda DT’nin % 99.1+0.4 (ort+SH) oraninda bozunmadan kaldigi

bulunmustur.

KLN hazirlama kosulunda DT’nin kararliligini test etmek icin DT’nin Compritol® 888
ATO, Dynasan® 114 ve distile su iginde ayr ayri hazirlanan ¢ozeltilerinin YBSK
analizinde, sirasiyla % 99.2+0.1, % 99.6+0.3, % 99.3+0.5 (ort + SH) oranlarinda

bozunmadan kaldidi belirlenmisgtir.

5.3.2. Etkin madde miktar tayini icin 6rnek hazirlama kosulunda kararlilik

DT’nin kararlihgi distile su, 2-propanol ve hareketli faz iginde ultrasonikasyon
altinda incelenip YBSK analizi sonunda DT sirasiyla % 99.4+0.7, % 99.710.6, %

99.710.5 (ort+SH) oraninda bozunmadan kaldigi bulunmustur.
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5.3.3 In vitro sahm ortami kosulunda kararhlik

DT’nin salim ortaminda (PBS, pH 7.4) kararliligina iliskin gerceklestirilen deney
sonucunda 48 saatlik stire sonunda DT’nin salim ortaminda % 99.8+0.1 oraninda

bozunmadan kaldi§1 saptanmistir.

5.4. PNP Ozelliklerine Ait Calisma
5.4.1. Parcacik boyutu ve dagilimi

Kollidon® SR, Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100 ile hazirlanmis etkin
maddeli/maddesiz formulasyonlarin ortalama pargacik boyutu ve dagilim (PDI) degerleri

Cizelge 5.6.’da sunulmustur.

Cizelge 5.6. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan PNP Formilasyonunun Ortalama
Parcacik Boyutu ve Dagilim (PDI) Degeri (n=3, OrtxSH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm)*SH PDItSH
KSR-Plasebo 92.74040.976 0.379+0.019
KSR-1 110.601+1.866 0.376+0.016
KSR-2 226.109+0.751 0.377+0.019
KSR-3 357.909+1.723 0.386+0.029
ERS-Plasebo 390.767+1.320 0.445+0.101
ERS 1 538.633+1.675 0.441+0.021
ERS 2 520.733+1.718 0.527+0.015
ERS 3 690.667+0.613 0.478+0.016
ERL-Plasebo 475.501+3.852 0.381+0.012
ERL-1 540.400+1.715 0.395+0.015
ERL-2 571.500+0.615 0.349+0.026
ERL-3 798.700+2.312 0.351+0.060

Plasebo: Etkin Maddesiz Formiilasyon
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KSR-Plasebo, KSR-1, KSR-2 ve KSR-3 formilasyonuna ait pargacik boyutu
dagilim egrisi sirasiyla Sekil 5.21., Sekil 5.22., Sekil 5.23. ve Sekil 5.24.’te sunulmustur.
ERS-Plasebo, ERS-1, ERS-2 ve ERS-3 formilasyonuna ait pargacik boyutu dagilim
egrisi ise sirasiyla Sekil 5.25., Sekil 5.26., Sekil 5.27. ve Sekil 5.28.’de sunulmustur. ERL-
Plasebo, ERL-1, ERL-2 ve ERL-3 formilasyonuna ait par¢acik boyutu dagilim egrisi de
sirasiyla Sekil 5.29., Sekil 5.30., Sekil 5.31. ve Sekil 5.32."de sunulmustur.

Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.21. KSR-Plasebo Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi

Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil. 5.22. KSR-1 Formlilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.23. KSR-2 Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.24. KSR-3 Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.25. ERS-Plasebo Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.26. ERS-1 Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.27. ERS-2 Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.28. ERS-3 Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi

100




Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.29. ERL-Plasebo Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi

Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.30. ERL-1 Formlilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.31. ERL-2 Formlilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.32. ERL-3 Formlilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi

5.4.2. Zeta potansiyel

Kollidon® SR, Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100 ile hazirlanmis etkin
maddeli/maddesiz PNP formilasyonunun ortalama zeta potansiyel degerleri Cizelge

5.7.’de sunulmustur.

Cizelge 5.7. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan PNP Formliilasyonunun Ortalama Zeta
Potansiyel Degeri (n=3, Ort+SH)

Kod Zeta Potansiyel (mV)£SH
KSR-Plasebo - 16.33+0.12
KSR-1 - 16.43+0.45
KSR-2 - 16.76+0.45
KSR-3 -17.13+£0.17
ERS-Plasebo + 39.25+0.57
ERS-1 +46.35+1.86
ERS-2 +39.63+0.21
ERS-3 +26.15+1.42
ERL-Plasebo +39.11+0.40
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Cizelge 5.7. (Devam) Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan PNP Formilasyonunun
Ortalama Zeta Potansiyel Degeri (n=3, Ort+SH)

ERL-1 +45.05+0.46
ERL-2 +43.81+2.10
ERL-3 +20.15+0.51

Plasebo: Etkin Maddesiz Formiilasyon

KSR-Plasebo, KSR-1, KSR-2 ve KSR-3 formulasyonuna ait zeta potansiyel
dagilimi sirasiyla Sekil 5.33., Sekil 5.34., Sekil 5.35. ve Sekil 5.36.’da sunulmustur. ERS-
Plasebo, ERS-1, ERS-2 ve ERS-3 formilasyonuna ait zeta potansiyel dagilimi ise
sirasiyla Sekil 5.37., Sekil 5.38., Sekil 5.39. ve Sekil 5.40.ta sunulmustur. ERL-Plasebo,
ERL-1, ERL-2 ve ERL-3 formilasyonuna ait zeta potansiyel dagilimi ise sirasiyla Sekil
5.41., Sekil 5.42., Sekil 5.43. ve Sekil 5.44.’te sunulmustur.

Zeta Potansiyel Dagilimi
150000

100000
Toplam
Sayim
50000

Zeta Potansiyel (mV)

KSR-Plasebo 1 KSR-Plasebo 2 KSR-Plasebo 3

Sekil 5.33. KSR-Plasebo Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Zeta Potansiyel Dagiimi
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Sekil 5.34. KSR-1 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.35. KSR-2 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.36. KSR-3 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.37. ERS-Plasebo Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi

200000

150000

Toplam

Sayim 100000

50000

-200

Zeta Potansiyel Dagilimi

-100 0

Zeta Potansiyel (mV)

ERS-11 ERS-12 ERS-13

Sekil 5.38. ERS-1 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.39. ERS-2 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.40. ERS-3 Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi

100000

80000
Toplam 60000
Sayim

40000

20000

Zeta Potansiyel Dagiimi

0

-200

-100 0 100 200
Zeta Potansiyel (mV)

ERL-Plasebo 1

ERL-Plasebo 2 ERL-Plasebo 3 |

Sekil

5.41. ERL-Plasebo Formliilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.42. ERL-1 Formlilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.43. ERL-2 Formlilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.44. ERL-3 Formlilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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5.4.3. Parcacik sekli ve ylizey 6zellik

Kollidon® SR ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igceren taze hazirlanmis formulasyonlarin taramali elektron mikroskobu

goéruntisu Sekil 5.45.°de sunulmustur.

A
e

WD=43mm Mag= 30.00KX  EHT= 3.00kV A ersi 75188 Anadolu University

Signal A= SE2 aculty of Sci LTRA PLL Signal A= SE2 Faculty of Science UL TRA PLLS

WD=5.0mm Mag= 30.00KX EHT = 2.00 kV Anadolu University 77

5 WD=94mm Mag= 15.00KX EHT= 500KV  Anadolu Uriversty
Signal A = SE2 Faculty of Science  LLTRAFLUS Signal A= SE2 Faculty of Science

Sekil 5.45. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Kollidon® SR Formiilasyonunun

Taramali Elektron Mikroskobu Gortintiisii

a: KSR-Plasebo, x30000, b: KSR-1, x30000, ¢: KSR-2, x30000, d: KSR-3, x15000
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Eudragit® RS 100 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonlarin taramali elektron mikroskobu

goéruntisu Sekil 5.46.’da sunulmustur.

[ 0 ." A(‘
JOR g4

WD=49mm Mag= EHT = 3.00 kV

WD=76mm Mag= 10.06 K X EHT = 2.00kV

Signal A= SE2

Sekil 5.46. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Eudragit® RS 100 Formiilasyonunun

Taramali Elektron Mikroskobu Gortintiisii

a: ERS-Plasebo, x20000, b: ERS-1, x10000, c¢: ERS-2, x20000, d: ERS-3, x10000
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Eudragit® RL 100 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igceren taze hazirlanmis formulasyonlarin taramali elektron mikroskobu

goéruntisu Sekil 5.47.’de sunulmustur.

ZEISS

= 300K
ifh=130% m  ULTRAPLUS

Sekil 5.47. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Eudragit® RL 100 Formiilasyonunun

Taramali Elektron Mikroskobu Gortintiisii

a: ERL-Plasebo, x20000, b: ERL-1, x20000, ¢: ERL-2, x20000, d: ERL-3, x20000
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5.4.4. Termal analiz

Kollidon® SR ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonlarin termogramlari DT ve polimer ile
karsilastirmali olarak Sekil 5.48.’de sunulmustur.

DSC
mW
10.00-
\J e
__ - d
0.00_ ’\\-‘ /—\_/
m b
N a
-10.00-
100.00 Sicakiik (°C ) 200.00 300.00

Sekil 5.48. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Kollidon® SR Formtilasyonunun

Termogrami

a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: KSR-Plasebo, d: KSR-1, e: KSR-2, f: KSR-3

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonlarin termogramlari DT ve polimer
ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.49."da sunulmustur.
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Sekil 5.49. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Eudragit® RS 100 Formiilasyonunun

Termogrami

a: DT, b: Eudragit® RS 100, c: ERS-Plasebo, d: ERS-1, e: ERS-2, f: ERS-3

Eudragit® RL 100 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonlarin termogramlari DT ve polimer ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.50.’de sunulmustur.
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Sekil 5.50. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Eudragit® RL 100 Formiilasyonunun

Termogrami

a: DT, b: Eudragil‘® RL 100, c: ERL-Plasebo, d: ERL-1, e: ERL-2, f: ERL-3

5.5.5. X-Isin1 kirinimi

Kollidon® SR ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonlarin X-isinin kirinim profilleri DT ve
polimer ile kargilastirmali olarak Sekil 5.51.’de sunulmustur.
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Sekil 5.51. Etkin Maddeli/Maddesiz Kollidon® SR Formiilasyonunun X-Isini Kirinimi
Profili

a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: KSR-Plasebo, d: KSR-1, e: KSR-2, f: KSR-3

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonlarin X-isinin kirinim profilleri DT ve

polimer ile kargilastirmali sekilde Sekil 5.52.’de sunulmustur.
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Sekil 5.52. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RS 100 Formiilasyonunun X-Igini

Kirinimi Profili

a: DT, b: Eudragit® RS 100, ¢: ERS-Plasebo, d: ERS-1, e: ERS-2, f: ERS-3

Eudragit® RL 100 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonlarin X-isinin kirinim profilleri DT ve

polimer ile kargilastirmali olarak Sekil 5.53.’de sunulmustur.
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Sekil 5.53. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RL 100 Formiilasyonunun X-Isini

Kirinimi Profili

a: DT, b: Eudragit® RL 100, ¢: ERL-Plasebo, d: ERL-1, e: ERL-2, f: ERL-3

5.4.6. infrared (FT-IR)

Kollidon® SR ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmig formulasyonlarin FT-IR spektrumlari DT, polimer ve

fiziksel karigim ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.54.'te sunulmustur.
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Sekil 5.54. Etkin Maddeli/Maddesiz Kollidon® SR Formiilasyonunun FT-IR Spektrumu

a: KSR-3, b: KSR-2, ¢: KSR-1, d: KSR-Plasebo, e: Kollidon® SR, f: Fiziksel Karisim, g: DT

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde igeren taze hazirlanmig formulasyonlarin FT-IR spektrumlari DT, polimer

ve fiziksel karisim ile karsilastirmali olarak Sekil 5.55.’de sunulmustur.
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Sekil 5.55. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RS 100 Formiilasyonunun FT-IR

Spektrumu

a: ERS-3, b: ERS-2, ¢: ERS-1, d: ERS-Plasebo, e: Eudragit® RS 100, f: Fiziksel Karigim, g: DT

Eudragit® RL ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmig formulasyonlarin FT-IR spektrumlari DT, polimer ve

fiziksel karigim ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.56.’da sunulmustur.
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Sekil 5.56. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RL 100 Formiilasyonunun FT-IR

Spektrumu

a: ERL-3, b: ERL-2, c: ERL-1, d: ERL-Plasebo, e: Eudragit® RL 100, f: Fiziksel Karigim, g: DT
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5.4.7. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Kollidon® SR ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonlarin 'H-NMR spektrumlari DT ve

polimer ile kargilastirmali sekilde Sekil 5.57.’de sunulmustur.
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Sekil 5.57. Etkin Maddeli/Maddesiz Kollidon® SR Formiilasyonunun NMR Spektrumu

a: KSR-3, b: KSR-2, ¢: KSR-1, d: KSR-Plasebo, e: Kollidon® SR, f: DT
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Eudragit® RS 100 ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonlarin 'H-NMR spektrumlari DT ve

polimer ile karsilastirmali olarak Sekil 5.58.’de sunulmustur.
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Sekil 5.58. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RS 100 Formiilasyonunun NMR
Spektrumu

a: ERS-3, b: ERS-2, ¢: ERS-1, d: ERS-Plasebo, e: Eudragit® RS 100, f: DT
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Eudragit® RL 100 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonlarin 'H-NMR spektrumlari DT ve
polimer ile kargilastirmal sekilde Sekil 5.59.’da sunulmustur.
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Sekil 5.59. Etkin Maddeli/Maddesiz Eudragit® RL 100 Formiilasyonunun NMR

Spektrumu

a: ERL-3, b: ERL-2, ¢: ERL-1, d: ERL-Plasebo, e: Eudragit® RL 100, f: DT
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5.4.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Yukleme etkinligi hesaplari ‘4.4.5.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini
béliminde verilen Esitlik 3 ile gergeklestiriimis ve yikleme etkinligi sonuglari Cizelge

5.8.’de sunulmustur.

Cizelge 5.8. KSR, ERS ve ERL Formiilasyonunda % Yikleme Etkinligi (OrtxSH)

Formiilasyon Kodu Yukleme Etkinligi (%)
KSR-1 46.995+2.483
KSR-2 40.674+3.038
KSR-3 48.477+2.278
ERS-1 43.742+3.642
ERS-2 43.887+2.605
ERS-3 39.093+3.746
ERL-1 37.079+1.340
ERL-2 38.873+1.027
ERL-3 35.177+0.458

5.4.9. in vitro sahim galismasi

DT, KSR-1, KSR-2 ve KSR-3 formulasyonuna ait zamana karsi kiimulatif gbzinen
etkin madde miktari verileri Cizelge 5.9.da; ERS-1, ERS-2, ERS-3 formulasyonuna ait
zamana karsi kimulatif ¢éziinen etkin madde miktari verileri Cizelge 5.10.’da; ERL-1,
ERL-2, ERL-3 formulasyonuna ait zamana karsi kiimulatif ¢éziinen etkin madde miktari
verileri ise Cizelge 5.11."de sunulmustur. Elde edilen tim veriler kullanilarak PNP

formilasyonuna ait in vitro salim profili Sekil 5.60."da sunulmustur.

5.5. Ticari Preparat Rastel® Tablet’e ait Salim Calismasi

Rastel® tablete ait zamana karsi kiimiilatif ¢dziinen etkin madde miktari

degerlerine Cizelge 5.9.da yer verilmistir. PNP formulasyonuna ait in vitro salim profili
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DT ve Rastel® tablet ile karsilastirmali olarak Sekil 5.61."de sunulmustur. Tim veriler in
vitro salim ortaminda % 100 etkin madde miktarina 2 saatte ulasan Rastel® tabletin salim

profili ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.62."de sunulmustur.

Gizelge 5.9. DT, Rastel° Tablet, KSR-1, KSR-2 ve KSR-3 Formiilasyonundan Zamana

Karsi Kiimdlatif Céziinen Etkin Madde Miktari

DT Rastel® Tablet KSR-1 KSR-2 KSR-3
Zaman

% + SH % + SH % + SH % + SH % + SH
5. dakika  35.071£0.375 6.517+1.103 20.194+1.079 29.734+0.566  28.155+0.820
10. dakika  43.178£0.872 12.183+1.763 22.536+2.072 32.024+0.372  28.522+1.843
15. dakika  53.565:1.014  20.811£1.473 26.720+0.963 33.994+0.412  31.069+1.689
30. dakika  72-509:0.817  45.515£1.761 29.758+0.917 36.14241.023  31.241%1.736
1.saat 87.641£0.058  73.412+1.965 32.366+0.180 43.662+1.996  30.642+3.569
2 saat 92.21740.682  103.342+1.116  31.071%1.656 44.829+3.702  31.415+2.672
3.saat 92.415+0.685  104.322+1.082  33.664%1.950 45.333+3.833  34.865+2.455
4. saat 92.806+0.831  105.327+0.758  31.754%1.816 45.549+1.472  38.631%3.051
5. saat 93.918+0.603  106.022+0.397  26.656+0.940 45.786+0.231  40.121+2.228
6. saat 93.290+0.668  106.373+0.306  35.137+1.735 45.868+1.311  37.812+0.784
7. saat 93.781£0.732  106.333+0.132  34.888+0.529 47.798+1.614  33.645+3.497
8. saat 93.759+0.651  106.351+0.278  37.998+0.617 48.343+1.481  43.303%1.048
12.saat  99.191+2.904  106.318£0.318  36.659:0.305 48.466+1.316  41.589+1.544
24. saat  101.112£2.941  106.509:0.034  36.284:0.340 49.131+2.351  38.895+0.317
48.saat  102.824:+2.981  107.160£0.310  36.963%0.252 50.714%1.053  42.572+1.533
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Gizelge 5.10. DT, Rastel°® Tablet, ERS-1, ERS-2 ve ERS-3 Formiilasyonundan

Zamana Karsi Kiimdiilatif Cézinen Etkin Madde Miktari

DT Rastel® Tablet ERS-1 ERS-2 ERS-3
Zaman

% + SH % + SH % + SH % + SH % + SH
5. dakika 35.071+0.375 6.517+£1.103 14.957+1.001 17.164+0.212 21.186+1.041
10. dakika  43-178%0.872 12.183+1.763 16.989+0.895 20.331+0.693 25.121+0.412
15. dakika  93-5651.014 20.811+1.473 16.773+0.599 21.434+0.283 26.530+0.894
30. dakika  72.509+0.817 45.515+1.761 19.789+0.368 26.967+0.500 29.990+1.646
1.saat 87.641+0.058 73.412+1.965 22.998+0.380 29.678+0.709 37.376+0.791
2.saat 92.217+0.682 103.342+1.116 24.989+0.594 30.983+0.488 43.594+1.706
3.saat 92.415+0.685 104.322+1.082 25.149+0.696 30.948+0.979 43.677+0.500
4. saat 92.806+0.831 105.327+0.758 27.687+0.261 30.987+0.423 46.049+1.050
5. saat 93.918+0.603 106.022+0.397 27.869+0.967 31.280+0.815  46.135+1.934
6. saat 93.290+0.668 106.373+0.306 28.295+1.111 33.509+0.788 47.353+1.804
7. saat 93.781+0.732 106.333+0.132 28.395+1.111 33.682+1.279 48.781+0.980
8. saat 93.759+0.651 106.351+0.278 29.500+0.894 35.135+0.765 51.261+1.348
12. saat 99.191+2.904 106.318+0.318 30.647+1.156 35.410+0.788 51.508+1.060
24. saat 101.112+2.941 106.509+0.034 31.557+1.195 39.254+0.381 51.663+0.967
48. saat 102.824+2.981 107.160+0.310 37.135+5.888 45.490+1.625 54.407+2.466
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Cizelge 5.11. DT, Rastel® Tablet, ERL-1, ERL-2 ve ERL-3 Formiilasyonundan Zamana
Karsi Kiimdlatif Céziinen Etkin Madde Miktari

DT Rastel® Tablet ERL-1 ERL-2 ERL-3
Zaman

% + SH % + SH % + SH % + SH % + SH
5. dakika 35.071+0.375 6.517+£1.103 22.714+0.836 31.043+1.863 34.073+2.481
10. dakika  43-17820.872 12.183+1.763 27.871+0.608 31.341+0.668 34.626+1.589
15. dakika  93.565%1.014 20.811+£1.473 31.598+0.773 34.635+1.770 34.732+2.004
30. dakika  72.509+0.817 45.515+1.761 36.267+0.684 34.894+2.146 36.620+2.033
1.saat 87.641+0.058 73.412+1.965 36.314+0.536 36.676+2.252 40.044+2.853
2.saat 92.217+0.682 103.342+1.116 36.573+2.506 39.720+0.475  42.837+1.554
3.saat 92.415+0.685 104.322+1.082 36.809+0.973 39.787+0.318 43.036+0.806
4. saat 92.806+0.831 105.327+0.758 37.109+3.241 39.916+1.610 43.926+0.354
5. saat 93.918+0.603 106.022+0.397 37.166+1.317 39.953+0.476 46.742+3.251
6. saat 93.290+0.668 106.373+0.306 37.203+0.860 39.999+1.496 46.771+3.807
7. saat 93.781+0.732 106.333+0.132 37.519+1.316 40.580+1.877 47.413£0.121
8. saat 93.759+0.651 106.351+0.278 38.225+1.282 44.676+3.835  47.859+0.280
12. saat 99.191+£2.904 106.318+0.318 38.266+2.067 44.686+2.928 47.953+1.631
24. saat 101.112+2.941 106.509+0.034 41.778+7.589 44.692+1.960 49.657+0.534
48. saat 102.824+2.981 107.160+0.310 43.734+2.832 46.692+1.745 51.870+1.505
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5.6. KLN Ozelliklerine Ait Galigma

5.6.1. DT’nin kati lipitte ¢ozunirliik caligmasi

DT’nin Compritol® 888 ATO, Dynasan® 144 ve stearik asit iginde ¢dziinme ve

slispande olma durumu Sekil 5.63.’de sunulmustur.

Sekil 5.63. DT'nin Farkli Kati Lipitler iginde Céziinme ve Siispande Olma Durumu

a: Compritol® 888 ATO icinde DT, b: Dynasan® 144 i¢inde DT, c: Stearik asit iginde DT
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5.6.2. Parcacik boyutu ve dagilim analizi

Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114 ile hazirlanmis etkin maddeli/maddesiz
formulasyonlarin ortalama parcacik boyutu ve dagilimi (PDI) Cizelge 5.12.’de

sunulmustur.

Cizelge 5.12. Etkin Maddeli/Maddesiz KLN Formliilasyonunun Ortalama Pargacik
Boyutu ve Dagilimi (PDI) (n=3, Ort+SH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm) * SH PDI = SH
COMP-Plasebo 92.361+0.672 0.226+0.032
COMP-DT 100.410+1.820 0.345+0.050
DYN Plasebo 136.030+1.525 0.255+0.003
DYN-DT 137.605+1.250 0.213+0.012

Plasebo: Etkin Maddesiz Formiilasyon, COMP: Compritol® 888 ATO, DYN: Dynasan® 114

COMP-Plasebo ve COMP-DT formulasyonuna ait parcacik boyutu dagilim egrisi
sirasiyla Sekil 5.64. ve S$ekil 5.65.de sunulmustur. DYN-Plasebo ve DYN-DT
formilasyonuna ait pargacik boyutu dagilim egrisi ise sirasiyla Sekil 5.66. ve Sekil

5.67.’de sunulmustur.
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Sekil 5.64. COMP-Plasebo Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.65. COMP-DT Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.66. DYN-Plasebo Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.67. DYN-DT Formiilasyonuna ait Pargacik Boyutu Dagilimi
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5.6.3. Zeta potansiyel

Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114 ile hazirlanmis etkin maddeli/maddesiz

formulasyonlarin ortalama zeta potansiyel degerleri Cizelge 5.13.’de sunulmustur.

Cizelge 5.13. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan KLN Formiilasyonunun Ortalama Zeta
Potansiyel Degeri (n=3, Ort+SH)

Kod Zeta Potansiyel (mV) £ SH
COMP-Plasebo -8.72+1.51
COMP-DT -10.8040.05
DYN Plasebo -11.6020.15
DYN-DT -13.5540.70

Plasebo: Etkin Maddesiz Formiilasyon, COMP: Compritol® 888 ATO, DYN: Dynasan® 114

COMP-Plasebo ve COMP-DT formilasyonuna ait zeta potansiyel dagilhimi
sirasiyla Sekil 5.68. ve S$ekil 5.69.da sunulmustur. DYN-Plasebo ve DYN-DT
formilasyonuna ait zeta potansiyel dagilimi ise sirasiyla Sekil 5.70. ve Sekil 5.71.'de

sunulmustur.
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Sekil 5.68. COMP-Plasebo Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Zeta Potansiyel Dagihmi
150000 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

100000 - v mrrmrmm s R
Toplam :
Sayim : :
SO000 - - e AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

-200 -100
Zeta Potansiyel (mV)

COMP-DT 1

COMP-DT 2 COMP-DT 3

Sekil 5.69. COMP-DT Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.70. DYN-Plasebo Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.71. DYN-DT Formiilasyonuna ait Zeta Potansiyel Dagilimi
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5.6.4. Parcacik sekli ve ylizey 6zellik

Compritol® 888 ATO ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun taramali elektron mikroskobu gérintisia Sekil

5.72.’de sunulmustur.

Sekil 5.72. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Compritol® 888 ATO Formiilasyonunun
Taramali Elektron Mikroskobu Gériintiisii

a: COMP-Plasebo, x5000, b: COMP-DT, x5000

Dynas;an® 114 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun taramali elektron mikroskobu gérintisa Sekil

5.73.’te sunulmustur.

ZEISS

ficth =604 8pm  ULTRAPLUS

Sekil 5.73. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Dynasan® 114 Formdilasyonunun

Taramali Elektron Mikroskobu Gortintiisii

a: DYN-Plasebo, x500, b: DYN-DT, x500
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5.6.5. Termal analiz

Compritol® 888 ATO ile hazirlanan etkin madde igermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun termogrami DT ve kati lipit ile karsilastirmali

olarak Sekil 5.74.’te sunulmustur.
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Sekil 5.74. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun Termogrami

a: DT, b: Compritol® 888 ATO, c: COMP-Plasebo, d: COMP-DT

Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun termogrami DT ve kati lipit ile karsilastirmali

sekilde Sekil 5.75.’te sunulmustur.
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Sekil 5.75. Etkin Maddeli/Maddesiz Hazirlanan Dynasan® 114 ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun Termogrami

a: DT, b: Dynasan® 114, c: DYN-Plasebo, d: DYN-DT

5.6.6. X-Isin1 kirinimi

Compritol®888 ATO ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun X-iginin kirinim profili DT ve kati lipit ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.76.’da sunulmustur.
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Sekil 5.76. Etkin Maddeli/Maddesiz Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun X-Isini Kirinim Profili

a: DT, b: Compritol® 888 ATO, c: COMP-Plasebo, d: COMP-DT

Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo ve etkin madde
iceren taze hazirlanmis formilasyonun X-iginin kirinim profili DT ve kati lipit ile
karsilastirmali olarak Sekil 5.77.’de sunulmustur.
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Sekil 5.77. Etkin Maddeli/Maddesiz Dynasan® 114 ile Hazirlanan KLN

26 Aci 40

Formiilasyonunun X-Isini Kirinim Profili

a: DT, b: Dynasan® 114, c: DYN-Plasebo, d: DYN-DT

5.6.7. infrared (FT-IR)

Compritol® 888 ATO ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde iceren taze hazirlanmis formulasyonun FT-IR spektrumlari DT, kati lipit

ve fiziksel karisim ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.78.’"de sunulmustur.
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Sekil 5.78. Etkin Maddeli/Maddesiz Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun FT-IR Spektrumu

a: COMP-DT, b: COMP-Plasebo, c: Compritol® 888 ATO d: Fiziksel karisim, e: DT

Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmis formilasyonun FT-IR spektrumlari DT, kati lipit ve

fiziksel karigim ile karsilastirmali olarak Sekil 5.79.’da sunulmustur.
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Sekil 5.79. Etkin Maddeli/Maddesiz Dynasan® 114 ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun FT-IR Spektrumu

a: DYN-DT, b: DYN-Plasebo, c: Dynasan® 114, d: Fiziksel karisim, e: DT
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5.6.8. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Compritol® 888 ATO ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun
ve etkin madde igeren taze hazirlanmis formilasyonun 'H-NMR spektrumlari DT ve kati

lipit ile karsilastirmali sekilde Sekil 5.80.’de sunulmustur.
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Sekil 5.80. Etkin Maddeli/Maddesiz Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun NMR Spektrumu

a: COMP-DT, b: COMP-Plasebo, c: Compritol® 888 ATO, d: DT
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Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo formiilasyonun ve
etkin madde igeren taze hazirlanmis formulasyonun 'H-NMR spektrumlari DT ve kati lipit

ile karsilastirmali olarak Sekil 5.81.’de sunulmustur.
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d \ 4
— L‘L — -l e

Sekil 5.81. Etkin Maddeli/Maddesiz Dynasan® 114 ile Hazirlanan KLN

Formiilasyonunun NMR Spektrumu

a: DYN-DT, b: DYN-Plasebo, c: Dynasan® 114, d: DT
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5.6.9. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Yukleme etkinligi hesaplar ‘4.6.4.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini’
bélumunde verilen Esitlik 4 ile gerceklestiriimis ve yikleme etkinligi degerleri Cizelge

5.14 ’te sunulmustur.

Cizelge 5.14. KLN Formiilasyonuna ait % Ylikleme Etkinligi (Ort+SH)

Formiilasyon Kodu Yiikleme Etkinligi (%) * SH
COMP-DT 8.802+1.747
DYN-DT 11.612+0.204

5.6.10. in vitro salim galismasi

DT, COMP-DT ve DYN-DT formilasyonuna ait zamana karsi kiimulatif ¢bzinen
etkin madde miktari verileri Cizelge 5.15.’"de sunulmustur. Elde edilen veriler kullanilarak
DT ve Rastel® tablet ile karsilastirmali in vitro salim profili Sekil 5.83."de ve piyasa
preparati olan Rastel® tabletin iki saatte % 100’e ulasan salim orani ile karsilastirmali in
vitro salim profili ise Sekil 5.84.’te sunulmustur. Hazirlanan PNP ve KLN formulasyonu
ile DT ve Rastel® tabletin karsilastirmali olarak in vitro salim profili de Sekil 5.85.’te

sunulmustur.
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Gizelge 5.15. DT, Rastel® Tablet, COMP-DT ve DYN-DT Formiilasyonundan Zamana

Karsi Kiimdlatif Céziinen Etkin Madde Miktari

DT Rastel® Tablet COMP-DT DYN-DT
Zaman

% + SH % + SH % + SH % + SH
5 dakika  35.071:0.375 6.517+1.103 21.960+1.642 11.665+0.807
10. dakika  43.178:0.872  12.183£1.763 23.845+1.540 16.151+0.473
15. dakika  53.565t1.014  20.811%1.473 29.811+2.142 19.886+1.067
30. dakika  72-509:0.817  45.515:1.761 41.779+1.826  29.970%1.451
1.saat 87.641+0.058  73.412+1.965 54.180+1.220 38.468+2.151
2. saat 92.217+0.682  103.342+1.116  62.585+0.926  43.243+2.518
3.saat 92.415+0.685  104.322+1.082  64.104+0.290  43.696+2.540
4. saat 92.806+0.831  105.327#0.758  64.184+0.077  43.800+2.537
5. saat 93.91840.603  106.022+0.397  64.192+0.083  43.936+2.514
6. saat 93.29040.668  106.373x0.306  64.670+0.087  44.162+2.607
7. saat 93.781+0.732  106.333:0.132  64.718+0.078  44.186+2.604
8. saat 93.759+0.651  106.3510.278  64.771+0.082  44.358+2.606
12.saat  99.191:2.904  106.318+0.318  64.960:0.077  44.497+2.585
24.saat  101.112#2.941  106.509+0.034  66.518+0.103  44.991+2.560
48.saat  102.824:2.981  107.160£0.310  67.742:0.128  45.767+2.571
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Sekil 5.82. KLN Formiilasyonu, DT ve Rastel® Tablete ait In Vitro Salim Profili
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Sekil 5.83. KLN Formiilasyonu, DT ve Rastel® Tablete ait 2 Saatlik in Vitro Salim Profili
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Sekil 5.84. Hazirlanan PNP ve KLN Formiilasyonu, DT ve Rastel° Tablet’e ait in Vitro
Salim Profili

5.7. Kararlilik caligmasi

5.7.1. Pargacik boyutu ve dagilimi

Segilen KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT kodlu optimum formulasyonlarin pargacik
boyutu ve dagilimi 6élgimi 0. zaman, 1. ay, 2. ay, 3. ay ve 6. ayda tekrarlanmistir.
Parcacik boyutu ve dagilim verileri Cizelge 5.16., Cizelge 5.17. ve Cizelge 5.18.'de,
ayrica karsilastirmali olarak ise Sekil 5.85., Sekil 5.86. ve Sekil 5.87.'de sunulmustur.
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Cizelge 5.16. 4°C’de Saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT Formiilasyonuna ait
Ortalama Pargacik Boyutu ve Dagilimi (PDI), (n=3, Ort+SH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm) = SH PDI * SH
KSR-2, 0. Zaman 226.109+0.751 0.377+0.019
KSR-2, 1. Ay 321.602+1.256 0.401+0.074
KSR-2, 2. Ay 401.615+3.298 0.465+0.054
KSR-2, 3. Ay 452.716+2.891 0.389+0,021
KSR-2, 6. Ay 650.512+1.029 0.501+0.036
ERS-3, 0. Zaman 690.667+0.613 0.478+0.016
ERS-3, 1. Ay 700.650+1.518 0.596+0.078
ERS-3, 2. Ay 705.601+£2.479 0.541+0.056
ERS-3, 3. Ay 728.532+1.986 0.564+0.062
ERS-3, 6. Ay 756.058+1.364 0.497+0.036
COMP-DT, 0. Zaman 100.410+1.820 0.345+0.050
COMP-DT, 1. Ay 120.650+2.560 0.363+0.061
COMP-DT, 2. Ay 136.925+1.652 0.345+0.054
COMP-DT, 3. Ay 141.93043.980 0.398+0.059
COMP-DT, 6. Ay 190.862+1.265 0.37410.065

Cizelge 5.17. 25°C’de Saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT Formiilasyonuna ait
Ortalama Pargacik Boyutu ve Dagilimi (PDI), (n=3, Ort+SH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm) * SH PDI £ SH
KSR-2, 0. Zaman 226.109+0.751 0.377+0.019
KSR-2, 1. Ay 350.612+0.891 0.618+0.060
KSR-2, 2. Ay 336.512+3.959 0.518+0,051
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Cizelge 5.17. (Devam) 25°C’de Saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT

Formiilasyonuna ait Ortalama Pargacik Boyutu ve Dagilimi (PDI), (n=3, Ort+SH)

KSR-2, 3. Ay 405.978+1.653 0.512+0.070
KSR-2, 6. Ay 635.313+4.981 0.486+0.032
ERS-3, 0. Zaman 690.667+0.613 0.478+0.016
ERS-3, 1. Ay 695.501+1.285 0.489+0.065
ERS-3, 2. Ay 700.612+2.816 0.487+0.051
ERS-3, 3. Ay 705.516+2.567 0.519+0.049
ERS-3, 6. Ay 732.672+0.985 0.525+0.038
COMP-DT, 0. Zaman 100.410+1.820 0.345+0.050
COMP-DT, 1. Ay 129.617+1.560 0.362+0.045
COMP-DT, 2. Ay 138.31514.356 0.391+0.064
COMP-DT, 3.Ay 150.625+3.650 0.415+0.068

170.674+2.689 0.365+0.075

COMP-DT, 6. Ay

Cizelge 5.18. 40°C’de Saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT Formiilasyonuna ait
Ortalama Pargacik Boyutu ve Dagilimi (PDI) (n=3, Ort+SH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm) * SH PDI * SH

KSR-2, 0. Zaman 226.109+0.751 0.377+0.019
KSR-2, 1. Ay 363.651+5.698 0.567+0.036
KSR-2, 2. Ay 389.505+4.615 0.468+0.035
KSR-2, 3. Ay 650.562+5.365 0.552+0.074
KSR-2, 6. Ay 715.312+1.569 0.557+0.054
ERS-3, 0. Zaman 690.667+0.613 0.478+0.016

720.912+2.156 0.489+0.015

ERS-3, 1. Ay
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Cizelge 5.18. (Devam) 40°C’de Saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT
Formiilasyonuna ait Ortalama Pargacik Boyutu ve Dagilimi (PDI) (n=3, Ort+SH)

ERS-3, 2. Ay 735.666+2.364 0.518+0.056
ERS-3, 3. Ay 742.721+3.689 0.516+0.025
ERS-3, 6. Ay 765.500+1.312 0.502+0.057
COMP-DT, 0.Zaman 100.410+1.820 0.345+0.050
COMP-DT, 1. Ay 136.700+4.235 0.485+0.055
COMP-DT, 2. Ay 158.501+3.650 0.396+0.078
COMP-DT, 3. Ay 197.202+2.655 0.370+0.064
COMP-DT, 6. Ay 220.311+1.844 0.416+0,085
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Sekil 5.86. ERS-3 Formiilasyonunun Kararllik Calismasina ait Pargacik Boyutu (n=3)
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5.7.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan formulasyonlarin 0. zaman, 1. ay, 2. ay, 3.ay ve 6.ayda Olgllen zeta
potansiyel degerleri Cizelge 5.19.’da, karsilastirmali olarak ise Sekil 5.88., Sekil 5.89. ve
Sekil 5.90.’da sunulmustur.

Cizelge 5.19. KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT Formlilasyonunun Kararlilik Calismasina
ait Zeta Potansiyel Degeri (n=3, Ort+tSH)

Zeta Potansiyel (mV) Zeta Potansiyel (mV) Zeta Potansiyel (mV)

Kod * SH tSH +SH

4°C 25°C 40°C
KSR-2, 0. Zaman -16.4340.45 -16.4340.45 -16.4340.45
KSR-2, 1. Ay -20.16+0.81 -17.5£0.48 -20.0520.60
KSR-2, 2. Ay -21.0520.74 -20.25%0.55 -21.65%1.35
KSR-2, 3. Ay -22.08+1.25 -25.63+1.75 -19.56+1.65
KSR-2, 6. Ay -19.62+0.56 -20.54+1.52 -22.07+1.96
ERS-3, 0. Zaman +26.15+1.42 +26.15+1.42 +26.15+1.42
ERS-3, 1. Ay +30.28+1.25 +28.95+1.26 +26.78+1.25
ERS-3, 2. Ay +25.78+0.95 +29.56+0.70 +30.54+1.84
ERS-3, 3. Ay +28.65+0.98 +28.36x0.89 +30.56+0.96
ERS-3, 6. Ay +30.25+1.78 +28.98+0.90 +27.3240.77
COMP-DT, 0. Zaman -10.80+0.05 -10.80+0.05 -10.80+0.05
COMP-DT, 1. Ay -13.2520.15 -12.21%0.66 -10.95+0.25
COMP-DT, 2. Ay -14.25:0.74 -12.85£0.74 -13.6 +1.06
COMP-DT, 3. Ay -13.62£1.20 -10.75+1.05 -13.69%1.15
-13.75£1.15 -14.25+0.85 -12.25+0.95

COMP-DT, 6. Ay
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Sekil 5.89. ERS-3 Formiilasyonunun Kararlilik Calismasina ait Zeta Potansiyel Degeri
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5.7.3. Pargacik sekli ve yiizey 6zellik

4°C’de, 25°C’de ve 40°C’de saklanan KSR-2 formilasyonunun 6. ay sonundaki
taramali elektron mikroskobu gorintlisi sirasiyla Sekil 5.91.’de, 5.92.de ve Sekil

5.93.’de sunulmustur.

Sekil 5.91. 4°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron Mikroskobu

Goriintisii

a: x5000, b: x25000

Sekil 5.92. 25°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x8100, b: x10000, c: x15000, d: x25000
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Sekil 5.92. (Devam) 25°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x8100, b: x10000, c: x15000, d: x25000

Sekil 5.93. 40°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x24000
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4°C’de, 25°C’de ve 40°C’de saklanan ERS-3 formilasyonunun 6. ay sonundaki
taramali elektron mikroskobu gérintisu sirasiyla Sekil 5.94.’te, 5.95.de ve Sekil 5.96.’da

sunulmustur.

Sekil 5.94. 4°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron Mikroskobu

Goriintisii

a: x7000, b: x7000, c: x10000, d: x21500
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Sekil 5.95. 25°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x5000, b: x10000, c: x20000, d: x29000

Sekil 5.96. 40°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti
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Sekil 5.96. (Devam) 40°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x5000, b: x11500, c: x15500, d: x26500

4°C’de, 25°C’'de ve 40°C’de saklanan COMPT-DT formulasyonunun 6. ay
sonundaki taramali elektron mikroskobu goériintisu sirasiyla Sekil 5.97.’de, 5.98.’de ve

Sekil 5.99.da sunulmustur.

Sekil 5.97. 4°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x1000, b: x5000
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Sekil 5.98. 25°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait Taramall Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x2150, b: x5300

Sekil 5.99. 40°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait Taramali Elektron

Mikroskobu Goriintlisti

a: x5000, b: x6000

5.7.4. Termal analiz

4°C’de, 25°C’de ve 40°C’de saklanan KSR-2 formulasyonuna ait 1. ay, 3. ay ve 6.
ay sonundaki termogramlar, DT ve polimerin 0. zaman termogrami ile karsilastirmal
olarak sirasiyla Sekil 5.100.'de, Sekil 5.101.’de ve Sekil 5.102.’de sunulmustur.
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Sekil 5.100. 4°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: KSR-2 0. zaman, d: KSR-2 1 .ay, e: KSR-2 3.ay, f: KSR-2 6. Ay
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Sekil 5.101. 25°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Termogram

a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: KSR-2 0. zaman, d: KSR-2 1 .ay, e: KSR-2 3.ay, f: KSR-2 6. Ay

159



DsC
mwW

10.00

-10.00

100.00 200.00
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Sekil 5.102. 40°C’de Saklanan KSR-2 Formiilasyonuna ait Termogram

a: DT, b: Kollidon® SR, ¢: KSR-2 0. zaman, d: KSR-2 1 .ay, e: KSR-2 3.ay, f: KSR-2 6. Ay

4°C’de, 25°C’de ve 40°C’de saklanan ERS-3 formulasyonuna ait 1. ay, 3. ay ve 6.
ay sonundaki termogramlar, DT ve polimerin 0. zaman termogrami ile karsilastirmal

olarak sirasiyla Sekil 5.103.’de, Sekil 5.104.’te ve Sekil 5.105.’de sunulmustur.
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Sekil 5.103. 4°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Eudragit® RS 100, c: ERS-3 0. zaman, d: ERS-3 1.ay, e: ERS-3 3.ay, f: ERS-3 6. Ay
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Sekil 5.104. 25°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Eudragit® RS 100, c: ERS-3 0. zaman, d: ERS-3 1.ay, e: ERS-3 3.ay, f: ERS-3 6. Ay
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Sekil 5.105. 40°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait Termogram

a: DT, b: Eudragit® RS 100, c: ERS-3 0. zaman, d: ERS-3 1.ay, e: ERS-3 3.ay, f: ERS-3 6. Ay

ve 6

4°C’de, 25°C’de ve 40°C’de saklanan COMPT-DT formilasyonuna ait 1. ay, 3. ay

. ay sonundaki termogramlar, DT ve polimerin 0. zaman termogrami ile

161



karsilastirmali olarak sirasiyla Sekil 5.106.'da, Sekil 5.107.'de ve Sekil 5.108.'de

sunulmustur.
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Sekil 5.106. 4°C’de Saklanan COMP-DT Formlilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Compritol® 888 ATO, c: COMP-DT 0. zaman, d: COMP-DT 1.ay, e: COMP-DT 3.ay,
f: COMP-DT 6. Ay
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Sekil 5.107. 25°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Compritol® 888 ATO, ¢c: COMP-DT 0. zaman, d: COMP-DT 1.ay, e: COMP-DT 3.ay,

f: COMP-DT 6. Ay

162



DSsC
mW

10.00|

-10.00| /—’_’_—\ﬁ

100.00 200.00 300.00
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Sekil 5.108. 40°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait Termogram
a: DT, b: Compritol® 888 ATO, ¢c: COMP-DT 0. zaman, d: COMP-DT 1.ay, e: COMP-DT 3.ay,

f: COMP-DT 6. Ay

5.7.5. infrared (FT-IR)

4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan KSR-2 formulasyonuna ait 3. ay ve 6. ay sonundaki
FT-IR spektrumlari DT ve KSR-2 kodlu formilasyonun 0. zaman spektrumu ile
karsilastirmali olarak Sekil 5.109.’da sunulmustur.
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Sekil 5.109. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan KSR-2 Formlilasyonuna ait FT-IR

Spektrumu

a: KSR-2 40°C 6.ay, b: KSR-2 40°C 3.ay, c¢: KSR-2 25°C 6.ay, d: KSR-2 25°C 3.ay, e: KSR-2 4°C 6.ay,

f: KSR-2 4°C 3.ay, g: KSR-2 0. zaman, h: DT

4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan ERS-3 formulasyonuna ait 3. ay ve 6. ay sonundaki

FT-IR spektrumlari DT ve ERS-3 kodlu formilasyonun 0. zaman spektrumu ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.110.’da sunulmustur.
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Sekil 5.110. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait FT-IR

Spektrumu
a: ERS-3 40°C 6.ay, b: ERS-3 40°C 3.ay, ¢: ERS-3 25°C 6.ay, d: ERS-3 25°C 3.ay, e: ERS-3 4°C 6.ay,

f: ERS-3 4°C 3.ay, g: ERS-3 0. zaman, h: DT
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4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan COMP-DT formilasyonuna ait 3. ay ve 6. ay
sonundaki FT-IR spektrumlari DT ve COMP-DT formulasyonun 0. zaman spektrumu ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.111."de sunulmustur.
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Sekil 5.111. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan COMP-DT Formiilasyonuna ait FTIR

Spektrumu
a: COMP-DT 40°C 6.ay, b: COMP-DT 40°C 3.ay, ¢c: COMP-DT 25°C 6.ay, d: COMP-DT 25°C 3.ay,

e: COMP-DT 4°C 6.ay, f: COMP-DT 4°C 3.ay, g: COMP-DT 0. zaman, h: DT
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5.7.6. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT optimum formiilasyonlari igin 3. ay ve 6. ay '"H-NMR
analizi yapiimigtir.

4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan KSR-2 formulasyonuna ait 3. ay ve 6. ay sonundaki

'"H-NMR spektrumlari DT ve KSR-2 formiilasyonun 0. zaman spektrumu ile
karsilastirmali olarak Sekil 5.112."de sunulmustur.
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Sekil 5.112. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan KSR-2 Formtilasyonuna ait NMR
Spektrumu

a: KSR-2 40°C 6.ay, b: KSR-2 40°C 3.ay, c¢: KSR-2 25°C 6.ay, d: KSR-2 25°C 3.ay, e: KSR-2 4°C 6.ay,

f: KSR-2 4°C 3.ay, g: KSR-2 0. zaman, h: DT
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4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan ERS-3 formulasyonuna ait 3. ay ve 6. ay sonundaki
'H-NMR spektrumlari DT ve ERS-3 formilasyonun 0. zaman spektrumu ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.113.’te sunulmustur.
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Sekil 5.113. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan ERS-3 Formiilasyonuna ait NMR

Spektrumu
a: ERS-3 40°C 6.ay, b: ERS-3 40°C 3.ay, ¢: ERS-3 25°C 6.ay, d: ERS-3 25°C 3.ay, e: ERS-3 4°C 6.ay,

f: ERS-3 4°C 3.ay, g: ERS-3 0. zaman, h: DT
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4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan COMP-DT formulasyonuna ait 3. ay ve 6. ay
sonundaki 'H-NMR spektrumlari DT ve COMP-DT formiilasyonun 0. zaman spektrumu

ile karsilastirmali olarak Sekil 5.114.’te sunulmustur.
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Sekil 5.114. 4°C, 25°C ve 40°C’de Saklanan COMP-DT Formdiilasyonuna ait NMR
Spektrumu
a: COMP-DT 40°C 6.ay, b: COMP-DT 40°C 3.ay, c: COMP-DT 25°C 6.ay, d: COMP-DT 25°C 3.ay,
e: COMP-DT 4°C 6.ay, f: COMP-DT 4°C 3.ay, g: COMP-DT 0. zaman, h: DT
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5.7.7. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT formulasyonlarinin
1. ay, 2. ay, 3. ay ve 6. ay sonundaki % yukleme etkinligi 0. zamana ait % yukleme

etkinligi ile karsilastirmali olarak Cizelge 5.20."de sunulmustur.

Cizelge 5.20. KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT Formiilasyonlarinin Kararllik Calismasina
ait % Ylkleme Etkinligi

Yiikleme Etkinligi (%) Yiikleme Etkinligi (%) Yukleme Etkinligi (%)

Formiilasyon Kodu

* SH

4°C

* SH

25°C

* SH

40°C

KSR-2, 0. Zaman

KSR-2, 1. Ay

KSR-2, 2. Ay

KSR-2, 3. Ay

KSR-2, 6. Ay

40.674+3.038

40.012+0.541

40.174£1.230

39.564+1.103

39.778+1.876

40.674+3.038

40.012+1.836

40.734£1.745

40.065+2.436

39.886+1.919

40.674+3.038

39.620+3.125

39.850+1.197

39.023+1.562

39.008+1.689

ERS-3, 0. Zaman

ERS-3, 1. Ay

ERS-3, 2. Ay

ERS-3, 3. Ay

ERS-3, 6. Ay

39.093+3.746

39.180+0.019

39.004+0.061

38.726+1.176

38.303+£1.904

39.093+3.746

39.726+2.275

39.327+1.865

38.701+1.690

38.660+2.509

39.093+3.746

39.152+2.789

38.003+1.521

38.154+0.965

38.003+1.154

COMP-DT, 0. Zaman

COMP-DT, 1. Ay

COMP-DT, 2. Ay

COMP-DT, 3. Ay

COMP-DT, 6. Ay

8.802+1.747

8.754+1.865

8.156+1.098

7.895+1.156

8.050£1.440

8,802+1.747

8.658+1.560

8.703+£1.445

8.025+1.756

7.789+1.978

8.802+1.747

8.652+1.158

7.778+1.658

7.798+1.008

7.654+1.068
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5.8. In Vitro Salim Kinetigi Calismasi

Hazirlanan 9 PNP formuilasyonu ve 2 KLN formulasyonu igin in vitro salim
calismasi verileri farkh kinetik modellere uygulanmis ve formulasyonlarin hiz sabiti (k),
determinasyon katsayisi (r’) ve Akaike bilgi kriterine (AIC) ait veri Cizelge 5.21.de
gosterilmistir. Tum formulasyonlarin salim kinetik grafikleri DDSolver programindan
alinan Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modeli ile kargilastirmali olarak Sekil 5.115., Sekil
5.116., Sekil 5.117., Sekil 5.118., Sekil 5.119., Sekil 5.120., Sekil 5.121. ve Sekil

5.122.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.21. in vitro Salim Kinetigi Bulgulari

Degerlendirme

Kinetik Tipi it KSR-1 KSR-2 KSR-3 ERS-1 ERS-2 ERS-3 ERL-1 ERL-2 ERL-3 | COMP-DT | DYN-DT

k 1,344 1.829 1.559 1.217 1.473 1.921 1.530 1.660 1.844 2.469 1.677

0. derece P -6.654 -6.464 -7.275 -3.802 -3.887 -3.796 -6.699 -7.228 -6.832 -3.356 -3.208
AlC 148.773 | 158.564 | 154.016 | 139.872 | 145753 | 156.634 | 152540 | 155394 | 158.339 | 166.406 | 154.388

k 0.025 0.038 0.030 0.022 0.028 0.041 0.030 0.033 0.038 0.061 0.033

1. derece 2 -5.332 -4.561 -5.569 -2.966 2.771 -2.258 5.174 -5.399 -4.813 -1.632 2.120
AlC 145740 | 153.856 | 150.321 | 136.810 | 141.608 | 150443 | 149.008 | 151.371 | 153.569 | 158.343 | 149.601

k 9.571 13.045 11.144 8.256 9.939 13.381 10.801 11.763 13.046 17.513 11.937

Higuchi P -2.481 -2.354 -2.829 -0.789 -0.860 -0.829 -2.558 -2.802 -2.532 -0.739 -0.699
AlC 136.168 | 145765 | 141.687 | 124.076 | 130.295 | 141.208 | 140.189 | 143.041 | 145599 | 151.710 | 139.882

k 0.008 0.011 0.009 0.007 0.009 0.012 0.009 0.010 0.011 0.017 0.010

g:ﬁ;’;l 2 -5.796 -5.005 -6.058 -3.333 -3.142 -2.594 -5.632 -5.886 -5.280 -1.922 -2.403
AlC 146.871 | 155.085 | 151.471 | 138229 | 143.107 | 152.014 | 150.152 | 152.544 | 154.806 | 160.017 | 150.995

k 0.005 0.008 0.006 0.005 0.006 0.008 0.006 0.007 0.008 0.017 0.007

Hopfenberg 2 -5.632 -4.903 -5.909 -3.188 -3.011 -2.526 -5.485 -5.748 5.174 -1.922 -2.326
AlC 148.479 | 156.811 | 153.128 | 139.681 | 144.595 | 153.709 | 151.794 | 154.220 | 156.533 | 162.017 | 152.626

k 29.167 | 39.337 34.765 21.780 26.493 34.691 33.112 36.719 39.984 43133 28.645

K°P’:")“peays°r' r2 0.857 0.887 0.931 0.977 0.954 0.885 0.815 0.945 0.968 0.654 0.568
AIC 60.933 | 68.030 49.897 41.483 57.014 82.705 67.525 47.284 45.040 111.957 | 105.066

172




Higuchi Modeli igin karsilagtirmali salim profili (KSR-1)
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Sekil 5.115. KSR Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim
Modeli (Higuchi Modeli)

a: KSR-1, b: KSR-2, ¢: KSR-3
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Korsmeyer-Peppas Modeli i¢in karsilagtirmali salim profili (KSR-1)
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Sekil 5.116. KSR Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim
Modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

a: KSR-1, b: KSR-2, c: KSR-3
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Higuchi Modeli i¢in kargilagtirmali salim profili (ERS-1)
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Sekil 5.117. ERS Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim

Modeli (Higuchi Modeli)

a: ERS-1, b: ERS-2, ¢c: ERS-3
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Korsmeyer-Peppas Modeli i¢in karsilagtirmali salim profili (ERS-1)
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Sekil 5.118. ERS Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim
Modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

a: ERS-1, b: ERS-2, ¢c: ERS-3
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Sekil 5.119. ERL Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim

Modeli (Higuchi Modeli)

a: ERL-1, b: ERL-2, c: ERL-3
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Sekil 5.120. ERL Kodlu PNP Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik Salim

Modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

a: ERL-1, b: ERL-2, c: ERL-3
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Sekil 5.121. COMP-DT Kodlu KLN Formiilasyonu igin Karsilastirmali in Vitro Kinetik

Salim Modeli (Higuchi Modeli ve Korsmeyer-Peppas Modeli)

a: Comp-DT (Higuchi Modeli), b: COMP-DT (Korsmeyer-Peppas Modeli)
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Higuchi Modeli icin karsilastirmali salim profili (DYN-DT)
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Sekil 5.122. DYN-DT Kodlu KLN Formiilasyonu igin Karsilagtirmali in Vitro Kinetik
Salim Modeli (Higuchi Modeli ve Korsmeyer-Peppas Modeli)

a: DYN-DT (Higuchi Modeli), b: DYN-DT (Korsmeyer-Peppas Modeli)

5.9. Sitotoksisite ¢calismasi

Sitotoksisite ¢alismasinda kullanilan tim formilasyonlarin zamana ve derisime
bagl olarak gosterdigi sitotoksisite Sekil 5.123. ve 5.124.'de standart sapma () degerleri

ile birlikte verilmistir.
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Sekil 5.123. Tiim Formiilasyonlarin 24 Saatlik inkiibasyonu Sonucu Sitotoksisite
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Sekil 5.124. Tiim Formiilasyonlarin 48 Saatlik inkiibasyonu Sonucu Sitotoksisite

181




Yapilan analizlerde yalnizca DT uygulanmis kuyuda ICso de@erinin 24. saatte 0.75

Mg/uL ve 48. saatte 0.25 pg/uL oldugu saptanmistir.

En ylksek derisimde dahi KSR-Plasebo ve ERS-Plasebo igin ICsy degeri
belirlenememistir. Buna gére 100 ug/100 yL kuyu uygulanmis en yiksek miktarda hiicre
canlih@l 24 saatlik sirede ERS-Plasebo icin % 77, KSR-Plasebo igin % 86.28 iken, 48
saatlik sirede ERS-Plasebo i¢in % 79.9 ve KSR-Plasebo i¢in % 77 olarak bulunmustur.

75 pg/100 pL kuyuda ERS-3 kodlu PNP formilasyonu igin 24. saatteki hicre
canliigi % 50 olarak saptanirken, KSR-2 kodlu PNP formilasyonu icin en yuksek
derisimde dahi hicre canlihdr % 50’nin altina dismemistir. 48 saatlik inkibasyon
sonrasinda ise 50 pug/100 L kuyudaki ERS-3 formilasyonunun hiicre canlihdi % 50 iken

KSR-2 formilasyonunda en yiksek derisimde % 60 olarak saptanmistir.

KSR-2 formulasyonu igin ICso degerini bulabilmek amaciyla daha yiiksek derisimler
kullaniimistir; 1C5o degerinin 24. saatte 545 ug/100 L kuyu, 48. saatte ise 478 ug/100 pL

kuyu oldugu belirlenmistir.

Yapilan calismalarda Compritol® 888 ATO ile hazirlanan formulasyonlarin
kullanilan derisimlerde daha ylksek oranda sitotoksisiteye sahip oldugu saptanmistir.
DT icermeyen COMP-Plasebo kodlu KLN formilasyonunun ICsy degeri 24. saatte 7
pg/100 pL kuyu iken 48. saatte bu deger 5 ug/100 yL’ye kadar dismustur. DT igeren
COMP-DT kodlu formilasyonda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda 25.93 ug/100 pL kuyu
olan ICsy degeri 48 saatlik inkiibasyon sonucunda 11.71 pg/100 yL kuyuya dismustar.

5.10. in vivo ¢alisma

5.10.1. Sicak zemin (hot plate) testi

Zamana bagli olarak yapilan sicak zemin testi sonuglarindan elde edilen % MPE
degerleri Cizelge 5.22.’de sunulmustur. Bu degerler ile gizilen grafik Sekil 5.125.’te ve
istatistiksel kargilastirmasi Sekil 5.126.’da verilmistir.
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Cizelge 5.22. Sicak Zemin Testi Sonucu % Maksimum Olasi Etki Degeri

% MPE (Ort+SH)

60. dakika 180. dakika 360. dakika 540. dakika
SF* 2.063£1.107 0.309+1.730 2.579+1.058 3.020+0.736
DT* 6.826+0.859 4.986+1.358 1.671+1.790 1.309+1.373
KSR-2 5.484+40.775 10.070+1.782 9.587+1.602 8.329+1.667
ERS-3 5.897+0.768 9.659+1.238 13.360£1.022 11.290+0.921
COMP-DT 7.443+1.244 8.629+0.762 11.690£0.920 7.334+1.247
*SF:Serum fizyolojik, *DT: Deksketoprofen trometamol
Zamana Bagli Sicak Zemin Testi Sonuglari
14
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0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
Zaman (Dakika)

SF: Serum fizyolojik, DT: Deksketoprofen trometamol % MPE: Maksimum olasi etki ylzdesi

Sekil 5.125. Sicak Zemin Testi Sonucu
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*Kontrol grubuna gére karsilagstirma. 1. saat: DT p<0.05, COMP-DT p<0.01. 3. saat: KSR-2 p<0.001,

ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001. 6. saat: KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001. 9. saat:

KSR-2 p<0.05, ERS-3 p<0.001.

*pr grubuna gére karsilagtirma. 3. saat: KSR-2 p<0.05, ERS-3 p<0.05. 6. saat: KSR-2 p<0.001, ERS-3
p<0.001, COMP-DT p<0.001. 9. saat: KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.01.

Istasitiksel agiklama: p<0.05: énemli fark , p<0.01: cok 6nemli fark , p<0.001: ileri diizeyde énemli fark

Sekil 5.126. Sicak Zemin Testinin Istatistiksel Degerlendirmesi
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5.10.2. Kuyruk batirma (tail immersion) testi

Zamana bagli olarak yapilan kuyruk batirma testi sonuglarindan elde edilen %

MPE degerleri Cizelge 5.23.’te sunulmustur. Bu degerler ile gizilen grafik Sekil 5.127.'de

ve istatistiksel kargilastirmasi Sekil 5.128.’de verilmigtir.

Cizelge 5.23. Kuyruk Batirma Testi Sonucu % Maksimum Olasi Etki Degeri

% MPE (Ort+SH)

60. dakika 180. dakika 360. dakika 540. dakika
SF* 0.699+1.332 1.023+2.195 1.598+0.802 1.704+0.672
DT* 5.649+1.405 1.139+1.165 0.809+0.992 0.763+0.515
KSR-2 3.885+0.599 5.425+2.470 6.582+£1.132 6.963+0.954
ERS-3 4.265+0.798 3.864+2.203 9.283£1.135 5.260+1.470
COMP-DT 4.660+1.356 5.631£1.786 8.570+£1.484 5.293+1.259
*SF:Serum Fizyolojik, *DT: Deksketoprofen trometamol
Zamana Bagli Kuyruk Batirma Testi Sonuglari
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Sekil 5.127. Kuyruk Batirma Testi Sonucu
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*Kontrol grubuna gére karsilastirma. 1. saat: DT p<0.05, 3. saat: COMP-DT p<0.05, 6. saat: KSR-2
p<0.05, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001, 9. saat: KSR-2 p<0.05.

*pr grubuna gore karsilastirma. 1. saat: COMP-DT p<0.05, 3. saat: COMP-DT p<0.05. 6.saat: KSR-2
p<0.01, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001. 9. saat: KSR-2 p<0.01, ERS-3 p<0.05, COMP-DT p<0.05.

Istasitiksel agitklama: p<0.05: 6nemli fark , p<0.01: cok 6nemli fark , p<0.001: ileri diizeyde nemli fark

Sekil 5.128. Kuyruk Batirma Testinin Istatistiksel Degerlendirmesi
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5.10.2. Kivranma (writting)testi

Zamana bagl olarak yapilan kivranma testi sonucu elde edilen kivranma degerleri
Cizelge 5.23.’te sunulmustur. Bu degerler ile gizilen grafik Sekil 5.127.’de ve istatistiksel
karsilastirmasi Sekil 5.128.’de verilmistir.

Cizelge 5.24. Kivranma Testi Sonucu Kivranma Sayisi

Kivranma Sayisi (Ort+SH)

60. dakika 180. dakika 360.dakika 540. dakika
SF* 21.83313.240 29.000+1.826 27.667+3.593 27.33312.616
DT* 4.50040.500 8.000+0.775 14.000+2.113 14.50040.922
KSR-2 5.500+0.885 4.167+2.136 3.167+1.424 6.667+2.459
ERS-3 7.800+1.281 5.400+0.872 7.200+0.860 8.200+1.497
COMP-DT 7.667+1.801 4.333£0.760 3.500+0.763 4.333+0.882

*SF:Serum Fizyolojik, *DT: Deksketoprofen trometamol

Zamana Bagli Kivranma Testi Sonuglari
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SF:Serum fizyolojik, DT: Deksketoprofen trometamol

Sekil 5.129. Kivranma Testi Sonucu

187



Kivranma Testi

40-

&3 KONTROL (SF)
& DT

) 30+ 3 KSR-2

@ @@ ERS-3

£ 20

E " B3 COMP-DT

g L i

2 *kk  dhkk *kk Fkk

x 10_ *kk O

s I I1m..

o

L

—b:
"

1
*

m F
%

Zaman (dk)

*Kontrol grubuna gére karsilastirma. 1. saat: DT p<0.001, KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001, COMP-DT
p<0.001. 3. saat: DT p<0.001, KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001. 6. saat: DT p<0.001,
KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001, COMP-DT p<0.001. 9. saat: DT p<0.001, KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.001,
COMP-DT p<0.001.

*pr grubuna gére karsilagtirma. 6. saat: KSR-2 p<0.001, ERS-3 p<0.05, COMP-DT p<0.001, 9. saat:
KSR-2 p<0.05, COMP-DT p<0.001.

Istasitiksel agiklama: p<0.05: énemli fark , p<0.01: cok 6nemli fark , p<0.001: ileri diizeyde nemli fark

Sekil 5.130. Kivranma Testinin istatistiksel Dederlendirmesi
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6. TARTISMA

Bu bolimde tez calismasi kapsaminda kullanilan etkin madde ve diger maddelerin
fizikokimyasal 6zelliklerine ait bulgular ile hazirlanan PNP ve KLN formulasyonuna ait in

vitro ve in vivo galismalarin bulgulari tartigilacaktir.

6.1. Deksketoprofen Trometamol ve Yardimci Maddeler ile Yapilan Calisma

On formiilasyon ve formiilasyon gelistirimesi caligmasina baglamadan énce etkin

maddenin ve yardimci maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Etkin maddenin DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapilmis ve ardindan farkli
blyutme oraninda taramali elektron mikroskobu goruntisu alinmistir. Yapisal 6zelliklerin
belirlenmesi icin oncelikle XRD, FT-IR ve NMR analizlerinin yapilmasindaki amag
firmadan gelen etkin maddenin saf oldugunun kanitlanmasi, formuilasyondaki diger
bilesenler ve formulasyon hazirlama kosullarinda 6zelliklerindeki olasi farklilasmanin
kontrol edilmesidir. Calismanin degerlendiriimesi saf DT analiz sonuglari referans

alinarak yapilmistir.

PNP ve KLN formulasyonunun hazirlanmasi sirasinda ylksek sicakliklara maruz
kalacak etkin maddenin davranisinin belirlenmesi ¢alismasi termal analiz (DSC) ile
gercgeklestiriimigtir. Termogramda DT’nin erime derecesi (Bkz. Sekil 5.1.) firmadan gelen
spesifikasyon bilgisi ve referans ile uyumlu olarak 105.1°C olarak saptanmistir (Bosch
vd., 2007, s. 4).

DT’nin X-1sin1 kirinim analizinden elde edilen spektrumda karakteristik DT pikleri
gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.2.). Literatire gbére 206 (0.029°) ag¢I derecesinde
gerceklestirilen analizde, DT’ye 6zgl en 6énemli pikler 5.10°, 5.14°, 7.96°, 8.02°, 9.83°,
10.06°, 10.24°, 10.37°, 16.058°, 16.24°, 16.294°, 17.42°, 17.496°, 19.584°, 20.04°,
21.468°,22.50° ve 26.861° civarinda gézlenmelidir. Bu galismada gergeklestirilen X-isini
kirlnim analizi ile elde edilen spektrum incelendiginde firmadan gelen spesifikasyon
bilgisi ve referans ile uyumlu oldugu goézlenmistir. XRD spektrumunda kristal yapiya
sahip oldugu acik¢a gortlen DT’nin alinan taramali elektron mikroskobu goérintisu de
bu sonucu desteklemigstir (Bosch vd., 2007, s. 4; Farshi vd., 2012, s. 1).

Literatiir ve firmadan gelen FT-IR spesifikasyon bilgisine gére DT 1020 cm™de
verdigi yogun bantlar ile karakterizedir. 1571 cm™, 1536 cm™, 1020 cm™, 881 cm™, 771

cm™ ve 641 cm™ bélgelerinde alinan titresimler DT’nin safligini gdstermektedir. Bu
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calismada elde edilen DT’ye ait FT-IR spektrumunun (Bkz. Sekil 5.3.) firmadan gelen
spesifikasyon bilgisi ve referans ile karsilastirildiginda ¢cok az kayma ile uyumlu oldugu
saptanmistir (Bosch vd., 2007, s. 4; Farshi vd., 2012, s. 1).

Literature gore DT'ye ait 'H-NMR O0zgun pikleri 1.45 ppm, 3.64 ppm, 3.66 ppm ve
7.41-7.80 ppm araliginda goézlenmelidir. Bu calismada elde edilen DT’nin "H-NMR
spektrumu (Bkz. Sekil 5.4.) literatir ile uygun bulunmustur (Gonzalez, 2013, s. 16).

DT’nin cesitli karakterizasyon yontemleri ile termal ve yapisal Ozelliklerinin
belirlenmesinin ardindan taramali elektron mikroskobu goruntisu alinmigtir. Diger
karakterizasyon yontemleri ile kristal 6zelligi kanittanan DT’nin taramali elektron
mikroskobu géruntintiisinde de kristal yapida parcaciklar elde edilmistir (Bkz. Sekil
5.5.).

Kollidon® SR’nin DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapilmis ve ardindan farkli

blyutme oraninda taramali elektron mikroskobu goruntisu alinmistir.

Ariasa vd.’'nin (2009, s. 108-110) yapti§i galismada Kollidon® SR’nin termogrami
DSC (Mettler FP85) cihazi kullanilarak 5°C-dk™ sicaklik artisi ile 30-300°C araliginda
belirlenmistir. Termogramda 45°C ve 95°C civarinda ufak endotermik dalgalanmalar
elde edilmis ve bu sicakliklarin diginda herhangi bir endotermik pik ile kargilagiimamistir.
Bu calismada elde edilen Kollidon® SR’nin termogrami incelendiginde literatiir ile

uygunluk gostermistir (Bkz. Sekil 5.1.).

Ozgiiney, Shuwisitkul ve Bodmeier'in (2009, s. 141) yaptigi calismada Kollidon®
SR’nin X-1sin1 kirinim profili 4-40° araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim siddeti, 20 agi
ve 0.02°dk™ ilerleme hizinda Philips PW 1830 X-isini jeneratord  kullanilarak
belirlenmistir. XRD profilinde keskin bir pikle karsilasiimamis ve polimerin amorf yapida
oldugu gdsterilmistir. Bu calismada Kollidon® SR’ye ait X-isini kirinim profili de literatiir

ile uyumlu bulunmustur (Bkz. Sekil 5.2.).

Literatur bilgisine gore Kollidon® SR’nin FT-IR spektrumunda, 2978 cm'1, 2943
cm™ ve 2877 cm™de C-H gerilimi, 1742 cm™"de C=0 molekiiler titresimi, 1672 cm™de
siklik akrilamide ait C-O gerilimi, 1440 cm™ ve1377 cm™de sirastyla N-H bikme banti,
simetrik/asimetrik CH3 biikkme banti, 1238 cm™de C-CO-C banti, 1121 cm™ ve 1021
cm™de C-CO-C grubunun C-C-C gerilimi ve biikiiliimii, 946 cm™"de birincil alkol esterinin
gerilimi ve son olarak 845 cm™, 796 cm™ ve 736 cm™de alkan grubuna ait karakteristik
bantlar gézlenir. Bu galismada Kollidon® SR’ye ait FT-IR profili (Bkz. Sekil 5.3.) literatiir

ile ciddi anlamda benzerlik gostermistir (Ariasa vd., 2009, s. 109).
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Kollidon® SR % 80 polivinil asetat ve % 19-20 oraninda polivinil pirolidon’un
(Povidon) fiziksel karisimindan olusan bir polimerdir (Ariasa vd., 2009, s. 107). Kollidon®
SR’nin "H-NMR analiz profilinde polivinil asetat ve polivinil pirolidon’a ait spesifik pikler
cakismis halde gbzlenmektedir. Literature gore polivinil asetata ait karakteristik pikler
1.75 ppm, 2.02 ppm, 4.86 ppm ve 6.62 ppm’de (Gois vd., 2015 s. 91231), polivinil
pirolidon’a ait pikler ise 1.30 ppm, 1.60-1.90 ppm araligi, 2.70 ppm, 3.19 ppm ve 3.70
ppm’de gelmelidir (Agarwal vd., 2012, s. 19). Cok dusik oranda kayma olmakla birlikte
bu galismada elde edilen Kollidon® SR’nin NMR spektrumu referans ile uyumludur (Bkz.
Sekil 5.4.).

Kollidon® SR partikiiliiniin kolloidal boyut araliginda ve orta derecede polidispers
oldugu ve kiresel ancak yuzeyinin dizgin olmadigi Ariasa vd.’nin (2009, s. 109) yaptigi
calismada taramali elektron mikroskobu goruntusu ile gosterilmistir. Bu ¢alismada da
Kollidon® SR’nin taramali elektron mikroskobu gériintiisii ile diizgiin yiizeyli olmayan

kiresel parcaciklar elde edildigi icin literatur ile uygun bulunmustur (Bkz. Sekil 5.6.).

Eudragit® RS 100’iin DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapiimis ve ardindan farkli
g

blyutme oraninda taramali elektron mikroskobu goruntisu alinmistir.

Basaran vd.'nin (2011, s. 718) yaptigi ¢alismada saf polimer olarak kullandiklari
Eudragit® RS’nin termogrami DSC (Schimadzu DSC-60) cihazi kullanilarak 10°C.dk™
sicakhk artigi ile 50-250°C araliginda belirlenmistir. Herhangi bir endotermik pikin
g6zlenmedigi termogramda polimerin amorf yapisi vurgulanmistir. Bu ¢alismada elde
edilen Eudragit® RS 100’e ait termogram daha énce yapilan calisma ile uygunluk
gostermistir (Bkz. Sekil 5.1.).

Yapilan bir calismada Eudragit® RS’nin X-isini kirinim profili 3-30° araliginda, 40
kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20 agi ve 1°dk™ ilerleme hizi kullanilarak Philips PW 1050
X-1s1n1 jeneratoru ile belirlenmistir. Profilde spesifik pik bulunmadigindan polimerin amorf
yapida oldugu gérilmiistiir. Bu calismada elde edilen Eudragit® RS 100’iin XRD profili
(Bkz. Sekil 5.2.) literatur ile uygunluk géstermistir (Pignatello, Ferro ve Puglisi, 2002, s.
6).

Polimerin spesifikasyon bilgisinde Eudragit® RS 100’iin FT-IR spektrumunda 1150-
1190 cm™" ve 1240-1270 cm™" araliinda ester grubuna ait karakteristik bantlar ve 1730
cm~"de ester grubunda bulunan C=0 titresimlerinin yanisira 1385 cm™", 1450 cm™, 1475
cm™ ve 2950-3000 cm™" aralifinda ayirt edici CH, grubuna ait titresimler gdzlenmistir
(http-8). Bu galismada elde edilen FT-IR profili spesifikasyona ylksek oranda benzerlik
gOstermistir (Bkz. Sekil 5.3.).
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Literaturdeki Eudragit® RS 100’e ait "H-NMR bulgulari incelendiginde 1-3 ppm ve
3.5-5 ppm araliyinda polimere 6zgu karakteristik pikler gorilmuastiur. Bu calismada
Eudragit® RS 100’iin "H-NMR analizinden elde edilen spektrumda gozlenen karakteristik
Eudragit® RS 100 pikleri (Bkz. Sekil 5.4.) literatiir ile uygun bulunmustur (Basaran vd.
2011, s. 720).

Yapilan bir calismada saf Eudragit® RS 100’e ait taramali elektron mikroskobu
goruntisu alindiginda homojen dagilimli, dizgin yuzeyli ve kiuresel pargaciklardan
olusan gériintii elde edilmistir (Gliven, 2016, s. 74). Bu calismada Eudragit® RS 100’Uin
taramali elektron mikroskobu goérintisu (Bkz. Sekil 5.7.) literatlr ile karsilastiriimis ve

duzgun yuzeyli ve kiresel pargaciklar elde edildigi icin literatur ile uygun bulunmustur.

Eudragit® RL 100’Gn DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapilmig ve ardindan farkl

blyutme oraninda taramali elektron mikroskobu goruntusu alinmistir.

Amin vd.’nin (2012, s. 58) yaptigi calismada Eudragit® RL’nin termogrami DSC
(Pyris 6, Perkin Elmer) cihazi kullanilarak 10°C.dk™ sicaklik artisi ile 10-300°C arali§inda
belirlenmigtir. Elde edilen termogramda polimerin amorf yapisi kanitlanarak herhangi bir
endotermik pik goézlenmemistir. Bu calismada elde edilen termogram da literatur ile
uyumludur (Bkz. Sekil 5.1.).

Yapilan bir calismada Eudragit® RL’nin X-isini kirinim profili 4-60° araliginda, 40
kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 20 ag¢i kullanilarak Philips 1700 X-isini jeneratori ile
belirlenmistir (Auda vd., 2016, s. 309). Eudragit® RL 100 uzun kimyasal gruplara ve
dizenli kimyasal dizilise sahip olan amorf polimerdir. Bu galismada da X-isini kirinim
profilinde spesifik bir pikle karsilasilmamis ve polimerin amorf yapida oldugu
gosterilmistir (Bkz. Sekil 5.2.).

Polimerin spesifikasyon bilgisinde Eudragit® RL 100’iin FT-IR spektrumunda 1150-
1190 cm™" ve 1240-1270 cm™" araliinda ester grubuna ait karakteristik bantlar ve 1730
cm™"“de ester grubunda bulunan C=0 titresimlerinin yanisira 1385 cm™", 1450 cm™, 1475
cm™ ve 2950-3000 cm™" aralifinda ayirt edici CH, grubuna ait titresimler gdzlenmistir
(http-8). Bu calismada elde edilen FT-IR profili de spesifikasyon ile ylksek oranda
benzerlik gostermistir (Bkz. Sekil 5.3.).

Literatiire gore Eudragit® RL 100’e ait "H-NMR bulgusunda 1-3 ppm ve 3.5-5 ppm
araliginda polimere 6zgu pikler gértulmastir (Tiwari vd., 2009, s. 838). Bu ¢alismada da
'H-NMR spektrumu (Bkz. Sekil 5.4.) karakteristik Eudragit® RL 100 pikleri gdstermistir.
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Chonga vd.’nin (2011, s. 72) yapti§i calismada Eudragit® RL 100’ e ait taramali
elektron mikroskobu goéruntisd homojen dagilimh, dizgun yuzeyli ve kismen kuresel
yap! gostermistir. Bu calismada elde edilen taramali elektron mikroskobu goruntisunde
duzgun yuzeyli ve kismen kuresel parcaciklar elde edildigi igin literatlr ile uyumlu
bulunmustur (Bkz. Sekil 5.7.)

Compritol® 888 ATO’nun DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapilmis ve ardindan

farkh buyitme oraninda taramali elektron mikroskobu goérintisu alinmistir.

Compritol® 888 ATO’nun termogrami, Bhalekar vd.’nin (2009, s. 292) yaptig
calismada DSC (Mettler Toledo 821e) cihazi kullanilarak 10°C.dk™ sicaklik artisi ile 30-
250°C araliginda, Fini vd.’nin (2011, s. 747) yaptigi calismada ise DSC (Mettler Toledo
821e) cihazi kullanarak 10°C.dk™" sicaklik artisi ile 30-300°C araliginda belirlenmistir. Bu
iki calismada Compritol® 888 ATO’a ait spesifik endotermik pik sirasiyla 71.9°C ve
76.4°C’de gozlenmistir. Bu calismadaki termogramda spesifik endotermik pik 72°C’de

gb6zlenmis ve literaturde verilen aralik ile uyumlu bulunmustur (Bkz. Sekil 5.1.).

Fini vd.’nin (2011, s. 745 ve 749) yapti§i galismada Compritol® 888 ATO’nun X-
1sin1 kirinim profili 5-40° araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim siddeti, 26 agi ve 10°dk™
ilerleme hizi kullanilarak Mettler 821e X-isini jeneratori ile belirlenmistir. Sonugta
saptanan kristal yapiyi destekleyici 21°°deki yuksek yogunluklu biylk pik ve 23°’deki
kiguk pik bu galismada elde edilen X-isini kirinim profili ile yiksek oranda benzerlik
gostermistir (Bkz. Sekil 5.2.).

Compritol® 888 ATO’ya ait FT-IR spektrumunda 2820 cm™de C-H geriliminin tipik,
1705 cm™1’de C=0 gerilimi, 1740 cm™1’de C-O gerilimi ve 3100-3650 cm™ araliginda -OH
gerilimi bantlari bulunmaktadir. 700-1500 cm’’ araliginda metilen gruplari ile iligkili olan
bantlar ise titresim olarak spektrumda yer almalidir. Bu galismadaki FT-IR profili (Bkz.
Sekil 5.3.) literatur ile karsilastirildiginda benzerlik géstermigtir (Jagdale vd., 2011, s.
201; Aburahma ve Badr-Eldin, 2014, s. 1869).

Daha 6nce yapilan calismada Compritol® 888 ATO’ya ait '"H-NMR spektrumunda
0.81 ppm, 0.97-1.38 ppm, 1.42-1.65 ppm, 2.28 ppm ve 3.98-4.33 ppm araliginda gliseril
dibehanat’a 6zgu karakteristik pikler gézlenmistir (Perez vd., 2016, s. 2). Bu ¢alismada
elde edilen spektrumda karakteristik gliseril dibehanat pikleri hafif kayma ile literatir ile
uyumludur (Bkz. Sekil 5.4.).

Spesifikasyon bilgisinde yer alan Compritol® 888 ATO’nun taramali elektron

mikroskobu goéruntisinde 50 um ¢apinda kiresel pargaciklar goérulmustir (Gattefosse,
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2014, s. 2). Bu calismada da kiresel pargaciklar elde edildidi icin spesifikasyona uygun
oldugu dusunulmustur (Bkz. Sekil 5.8.)

Dynasan® 114’tin DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizi yapilmis ve ardindan farkl
y

blyutme oraninda taramali elektron mikroskopu goruntisu alinmistir.

Yassin vd.’nin (2010, s. 402) yapti§i calismada Dynasan® 114’iin termogrami DSC
(Schimadzu DSC-60) cihazi kullanilarak 10°C.dk™ sicaklik artisi ile 25-350°C arali§inda
belirlenmis ve Dynasan® 114’e ait spesifik keskin endortermik pik 58°C’de gdzlenmistir.
Bu ¢alismada keskin endortermik pik 57°C’de gbézlenmis ve ¢ok disiik oranda kayma ile

literatdr ile uygunluk gostermistir (Bkz. Sekil 5.1.).

Yapilan bir galismada Dynasan® 114’nin X-isini kirinim profili 3-120° araliginda,
40 kV voltaj, 40 mA akim siddeti, 26 aci ve 0.02°dk™ ilerleme hizi kullanilarak Rikagu
Altima IV X-1sin1 jeneratoru ile belirlenmistir (Ansari vd. 2015, s. 6). Profilde kristal yapiyi
destekleyici 15-25° araligindaki pikler bu ¢alismada elde edilen profil ile (Bkz. Sekil 5.2.)

benzerlik gostermistir.

Dynasan® 114 ile yapilan FT-IR analizinde C-H geriliminin tipik gdstergesi olan
bantlar 2700-2900 cm™de, ester grubunun C=0O geriime bantlari 1729 cm™de, C-O
gerilimine ait bantlar 1740 cm™de, -CH3 grubunun simetrik deformasyonlari 1388 cm’
“de, tim uzun zincirli trigiliseritlerin yag asidi zincirinde bulunan estere ait —C-O-C-
asitmetrik gerilme bantlari 1226 cm™-1172 cm™-1111 cm™de, ester grubuna ait -C-O-C-
simetrik gerilimi 1035 cm™de ve metilen (CH,) gruplari ile iliskili olan bantlar ise titresim
olarak 700-1500 cm™" araliginda gériilmistir (Bindu vd., 2013, s. 574). Bu galismada
elde edilen FT-IR spektrumu literatir ile benzerdir (Bkz. Sekil 5.3.).

Dynasan® 114’e ait "H-NMR bulgusunda 0.9 ppm, 1.2-1.4 ppm araligi, 1.5-1.7 ppm
arahgi, 2.33 ppm, 4.16 ppm, 4.31 ve 5.28 ppm’de trimiristine 6zgl pikler gézlenmistir
(http-11). Bu ¢alismada elde edilen spektrumdaki (Bkz. Sekil 5.4.) karakteristik trimiristin

pikleri hafif kayma ile literatlire uygun bulunmustur.

DeMan, Mostafa ve Smith’in (1985, s. 238) yapti§i calismada Dynasan® 114’e ait
taramall elektron mikroskobu goéruntusunde yigilmig sivri uglu kristallerin olusturdugu
hafif kiiresel yapi elde edilmistir. Bu ¢alismada sivri uglu kristallerin olusturdugu kismen

kiresel parcaciklar elde edildigi icin literatire uygun bulunmustur (Bkz. Sekil 5.9.).

194



6.2. Deksketoprofen Trometamol Miktar Tayini icin Yiiksek Basin¢h Sivi

Kromatografisi

Calismanin timinde DT miktar tayini igin YBSK yontemi kullaniimistir. YBSK ilag
endustrisinde ve ilag analiz laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan ve guncel olan sivi
kromatografisi cesididir (Kupiec, 2004, s. 227). YBSK yontemi diger birgcok analitik
yontem ile karsilastirldiginda kolaylik, hiz, dogruluk ve kapasite agisindan onemli
Ustunlik sunmaktadir. Bu yontem ile karmagik 6rneklerde ayirim ve miktar tayini analizi
floresan/diyot array gibi dedektorler kullanilarak ¢ok basitge yapilmaktadir (Bueno vd.,
2017, s. 22). YBSK'y! diger yontemlerden ayiran 6zellikleri arasinda yuksek ayirma
duyarlihgi, basinca dayanikli paslanmaz gelik veya cam kolon, kolon iginde bulunan ufak
capl pargaciklar sayesinde net sinyal, nispeten yuksek hareketli faz basinci ve hareketli

fazin kontrol edilebilir akis hizi sayilabilir (Bhardwaj, Dwivedia ve Agarwal, 2015, s. 76).

DT’nin miktar tayininde kullanilan YBSK ydntemi icin yapilan dogrusallik galismasi
sonucunda determinasyon katsayisi (r?) 0.9999 olarak bulunmus ve miktar tayininin
dogrusalligi kanitlanmistir (Bkz. Cizelge 5.1. ve Bkz. Sekil 5.10.). 3 gun siren kesinlik
calismalari sonucu yontemin tekraredilebilirligi ve tekrareldeedilebilirligi icin varyasyon
katsayisinin % 2’nin altinda bulunmasi yontemin kesinligini gdstermistir (Bkz. Cizelge
5.2., Cizelge 5.3. ve Cizelge 5.4.). Ug farkh derisim ile yapilan dogruluk ve geri
eldeedilebilirlik calismasinda elde edilen veriler ile de yontemin dogrulugu kanitlanmistir

(Bkz. Cizelge 5.5.).

Ydntemin segiciligini belirlemek igin galismanin her agsamasinda kullanilan madde
ve ¢Ozucu ile birlikte analizin yapilmasi gerekmektedir. Etkin maddenin absorbans
verdigi dalga boyunda formulasyonlardaki herhangi bir madde ve kullanilan ¢ézicunin
girisim yapmadigi Sekil 5.11., Sekil 5.12., Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15., Sekil 5.16.,
Sekil 5.17., Sekil 5.18., Sekil 5.19. ve $ekil 5.20'de gdsterilmis ve kullanilan YBSK

yonteminin DT icin segici oldugu belirlenmistir.

6.3. Calisma Kosulunda Kararlilik

Etkin maddenin kararlihdr PNP hazirlama kosulunda 100°C sicaklikta 30 dakika
ultrasonikasyonun ardindan YBSK ile incelenmigtir. DT'nin % 99.1£0.4 (Ort+SH)
oraninda bozunmadan kaldigi bulunmustur. Benzer kararliik galismasinda KLN
hazirlama kosulunda, Compritol® 888 ATO, Dynasan® 114 ve distile su igindeki DT

gOzeltisi 5 dakika % 60 gucteki prob sonikasyondan sonra incelendiginde DT’nin
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sirasiyla % 99.2+0.1 (Ort+SH), % 99.6+0.3 (OrtxSH) ve % 99.3+0.5 (Ort+SH) oraninda
bozunmadan kaldi§i bulunmustur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda kullanilan

hazirlama kosullarinin uygun olduguna karar verilmigtir.

Etkin madde miktar tayini analizi igin 6rnek hazirlama kosulundaki kararlilik
incelendiginde, DT’nin su, 2-propanol ve hareketli faz icinde 70°C sicaklikta 30 dakika
ultrasonikasyonun sonunda sirasiyla % 99.4+0.7 (OrtxSH), % 99.7+0.6 (OrtxSH) ve
%99.7+0.5 (OrtxSH) oraninda bozunmadan kaldigi g6ézlendiginden kullanilan kosullarin

uygun oldugu belirlenmigtir.

In vitro salim ortami kosulundaki kararlili§i belirlemek tizere gergeklestirilen deney
sonucunda 48 saatlik sire sonunda etkin maddenin % 99.8+0.1 (OrtxSH) oraninda
bozunmadan kaldigi gézlendiginden salim ortami ve siresine sirasi ile PBS (pH 7.4) ve

48 saat olarak karar verilmistir.

6.4. PNP Formiilasyonunun Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

NSAIi agri tedavisinde uzun yillardir basari ile kullanilan ancak mide iritasyonu,
kanama, karin agrisi ve Ulser gibi ciddi gastrointestinal yan etkilere sahip ila¢ grubudur.
Programlanan tedavi siresi boyunca uzun sireli etki edip daha az yan etki profili
olusturacak kontrollii salim ve sirekli salim gdésteren sistemler NSAIi icin 6nemlidir
(Moore, 2007, s. 1-6; Roullin vd. 2010, s. 247).

NSAIi ile iligkili yan etkilerden kaginmak igin bircok strateji gelistirilmistir. Bu
stratejiler arasinda gastrik koruyucu maddelerin NSAIi ile es zamanl uygulanmasi (tek
basina veya NSAIi ile beraber formiilasyona giren etkin madde), rektal ila¢ salim sistemi
kullanimi ve modifiye edilmis ilag tasiyici sistemler bulunmaktadir (Raffin vd., 2003, s.
164; Ozgiiney, 2011, s. 327; Borhade vd., 2012, s. 465).

NSAIi igin kontrollii ve siirekli salim sistemlerinin gelistirilmesi potansiyel fayda
saglamaktadir. Bu sistemlerin gelistiriimesinin ardinda yatan bilimsel mantik etkin
maddenin istenilen oran ve istenilen zamanda salimini saglamak, daha az doz ile
plazmadaki ilag derigimini sabit tutmak ve NSAIi ile iligkili yan etkilerden kaginmaktir. Bu
amagla PNP ilag tasiyici sistem sahip oldugu 6zellikler ile etkin maddeyi hedefleme ve
kontrolli salim gibi farmasoétik performansini arttirdigi igin calismalarda dikkatleri Gzerine
cekmektedir (Reis vd., 2006, s. 53; Reis vd., 2013, s. 1).
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Kati kolloidal ilag tasiyici sistem olan PNP’nin ustinlUkleri, ilag etkin maddesinin
GiS’de salimini kontrollii olarak yapmasi, erken ve ani salim gibi problemler ortaya
ctkarmamasi, ufak boyutundan dolayi oral mukozadan bile emilip sistemik dolasima
gecebilmesi, biyolojik olarak uyumlu ve biyoparcalanabilir polimer kullanimi ile ilag
tasiyici sistemin dogal olarak atiliminin saglanmasi ve toksik etki gézlenmemesidir (des
Rieux vd., 2006, s. 3; Kumari, Yadav ve Yadav, 2010, s. 2).

ilag tasiyici sistem uygulamalarinda nanopargacigin mikroparcaciga gore tercih
edilme nedeni olarak GiS’de emilim oraninin artmasi ve dolayisiyla biyoyararlanimin
yukselmesi ve farkli tipte hedeflendirme 6zelligine sahip olmasi sayilabilir (Singh ve
Lillard, 2009, s. 215).

PNP uretimindeki G¢ temel yontem polimerizasyon, fizikokimyasal ve mekanik
yontemlerdir. Mekanik yOntemlere ornek olarak yuksek basingli homojenizasyon,
ultrasonikasyon ve puskurterek kurutma yontemleri verilebilir (Anton, Benoit ve Saulnier,
2008, s. 185; Singh ve Lillard, 2009, s. 215). Puskurterek kurutma teknolojisi ¢dzelti,
emulsiyon, suspansiyon ve hatta eriyik halde bulunan sivi sistemlerin kati toz haline
dénusturilmesinde siklikla kullaniimaktadir. Gida, kimya ve malzeme endistrisinde
sik¢a kullanilma nedeni elde edilen Grinun pargacik Ozelliginin optimize edilebilmesi,
saklama kosulunda kararlihidin artmasi ve kaliteli olmasidir. Bununla birlikte puskurterek
kurutma teknolojisinin toz halde uygulanan ilag tasiyici sistemler i¢in kullanimi son
yillarda oldukga artmistir (Li vd., 2010, s. 304).

Geleneksel plUskurterek kurutma teknolojisinde tozlar dislk verimle ancak hizli bir
sekilde Uretilmektedir. Teknoloji, surecin hizli ve kurutmanin kisa sureli olmasi nedeniyle
sicakliga duyarl etkin maddede bozunma olmaksizin kararliik korunarak calisma
olanagi sunmaktadir (Li vd., 2010, s. 304).

Tek bir basamakta ¢dzuclnin ¢ozeltiden hizla uzaklagsmasi saglanan puskurterek
kurutma yonteminde c¢o6zelti icinde bulunan polimer ve etkin madde es zamanda
katilasmaktadir. DusUk verim ve yetersiz urin hacmine sahip geleneksel puskurtme
kurutma cihazlarinin aksine Biichi Nano Spray Dryer B-90 cihazi sisteme giren sivi
malzemeyi ¢ok ufak ve ¢ok sayida damlaciklara ayiran vibrasyonlu membran ve
puskurterek kurutulmus nanopartikulleri yakalamak icin elektrostatik parcacik toplayiciya

sahiptir (Blrkia, Arpagausp ve Betza 2011, s. 249; Gu, Linehan ve Tseng, 2015, s. 208).

Bu calismada DT yukli PNP formulasyonunun Gretimi icin mekanik bir ydntem olan
puskurterek kurutma teknolojisi kullaniimistir. Calismanin 6zgunligi kapsaminda, Biichi

tarafindan Uretilen Nano Spray Dryer B-90 cihazinin ¢ok yeni olmasi ve bugiine dek
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puskurterek kurutma yontemi dahil dijer baska yontem ile DT yUkli herhangi bir
nanoboyutta tasiyici sistem gelistirilip literatire girmemesi ve yarilanma démri disik olan
DT’nin disuk dozda uzun sureli saliminin gerceklestirilebilecedi sayilabilir. Bu teknoloji

ayrica temelde mikron-alti boyutta parcacik elde edilebilecegi icin tercih edilmistir.

Parcacik boyutu ve dagilimi nanopartikul sistemlerin en énemli karakterizasyon
parametrelerinden biridir; nanopartikillerin in vivo davranigi ve dagilimi, toksisitesi ve
hedeflendirilebilme yetenegdi hakkinda genis bilgi saglar. Bu bilgilere ek olarak etkin
madde yuklenmesi, salimi ve kararliidi hakkinda 6ngoru saglanmasina olanak verir.
Mikron-alti boyuttaki ilag tasiyici sistemlerin mikron boyuttaki ilag tasiyici sistemlere gore
sahip oldugu Ustunluk bircok c¢alismada gosterilmigtir. Mikron-altt ve mikron boyut
karsilastirildiginda, mikron-alti boyuttaki nanopartikullerin hicre igine girme oraninin
daha yuksek oldugu belirlenmistir (Panyam ve Labhasetwar, 2003, s. 330; Mohanraj ve
Chen, 2006, s. 564).

On formilasyon galismasinda farkl polimer orani ve farkli yizdede DT ile gok
sayida formilasyon hazirlanmis, pargacik boyutu ve zeta potansiyel analizi sonucunda
en iyi sonuglarin Kollidon® SR ile hazirlanan KSR-1, KSR-2 ve KSR-3; Eudragit® RS 100
ile hazirlanan ERS-1, ERS-2 ve ERS-3; Eudragit® RL 100 ile hazirlanan ERL-1, ERL-2
ve ERL-3 kodlu PNP formilasyonunda alindigi gézlenmistir. Bu sonuglarin etkin madde
ve polimer orani ile iliskili oldugu distnulmistir. Calismada hazirlanan KSR-1, ERS-1,
ERL-1/KSR-2, ERS-2, ERL-2/KSR-3, ERS-3, ERL-3 kodlu formulasyonlarda etkin
madde polimer oranlari sirasiyla 0.5:10, 1:10 ve 1.5:10 olarak belirlenmigtir. Daha dnce
yapilan nimesdulit yikli PLGA nanopartikil formulasyonunun hazirlandigi ¢alismada
farkli etkin madde:polimer orani kullaniimis ve en disik pargacik boyutu etkin
madde:polimer oraninin 0.5:10 oldugu formilasyonda elde edilmistir (Turk vd., 2014, s.
165). Yenilmez, Basaran ve Yazan’'in (2011, s. 808) puskurterek kurutma yontemiyle E
vitamini yUuklu kitozan mikrokire galismasinda en uygun pargacik boyutu 1:10 oraninda
etkin madde-polimer kullanarak hazirlanan formilasyon ile elde edilmistir. Losartan
potasyum etkin maddesinin enkapstlasyonunun hedeflendigi bir diger ¢calismada etkin
madde-polimer orani 1.5:10 olarak segilmis ve bu formulasyon ile ideal pargacik boyutu
ve zeta potansiyel degerinin yanisira yiksek yikleme kapasitesi elde edilmistir (Biswal
vd., 2011, s. 1974).

Kollidon® SR ile hazirlanan PNP formiilasyonunun pargacik boyutu Eudragit® RS
100 ve Eudragit® RL 100 ile hazirlanan PNP formiilasyonuna goére daha diisiik
bulunmustur. Kollidon® SR ve Eudragit® RL ile hazirlanan PNP formiilasyonunda DT

miktari arttikga pargacik boyutunda artis saptanmistir. Eudragit® RS ile hazirlanan ERS-
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1 ve ERS-2’nin pargacik boyutu degeri arasinda anlamh fark gériimemigstir. Elde edilen
sonuglar (Bkz. Cizelge 5.6.) literatlr ile karsilastirildiginda mikron-alti boyutta kolloidal

PNP formulasyonunun hazirlanabildigine karar verilmigtir (Masood, 2016, s. 570).

Polidisperslik indisi (PDI) parcacik boyut dagilimini tanimlamak icin kullanilan
parametredir. PDI degeri tek fazl sistemler igin 0.01 civarindan 0.5-0.7 degerine kadar
cikabilir. 0.7 degerinden daha yuksek deger ¢ok genis parcacik boyut dagiliminin
goOstergesidir (Lopedota vd., 2009, s. 503). Bu g¢alismada hazirlanan PNP
formuilasyonunun hepsinde PDI degeri 0.7’den daha disik oldugundan pargacik boyut
dagihminin tekduze oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.6.). Bu durum ayrica parcacik
boyutu analizi yapilan cihazdan alinan pargacik boyut dagilim grafikleri ile
desteklenmistir (Bkz. Sekil 5.21., Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25., Sekil
5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28., Sekil 5.29., Sekil 5.30., Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).

Zeta potansiyel kolloidal sistemlerin elektrostatik potansiyelini ifade eder. Zeta
potansiyel degeri hem dagilan pargaciklarin ara ylzeyde bulunan gift tabakali elektriksel
potansiyelini, hem de pargaciklarin ara yilizey ve dagitan faz arasinda olusturdugu
potansiyeli gosterir. Farkli bir anlatimla, dagilma ortami ile ortamda dagilan pargacik
arasindaki potansiyel farki olarak tanimlanir (Lu ve Gao, 2010, s. 66). Zeta potansiyele
etki eden en 6nemli etmen ortamin pH degeridir. Ayrica sicaklik, iyonik gu¢ ve ortamda
bulunan maddelerin derisim degeri de zeta potansiyel degerini etkiler. PNP ve KLN
formilasyonu agisindan zeta potansiyelin 6nemi ise kisa ve uzun dénemde kararlilik ile
iliskilidir. Pozitif ya da negatif dlsik zeta potansiyel degerine sahip sistemde itme ve
cekme kuvvetlerinin glictine bagli olarak kararhlik daha yuksektir (Lu ve Gao, 2010, s.
66). Sulu ortamda dagitilan nanopartikillerin kararlihdi elektrostatik kararliliga, stearik
kararlihga veya her ikisine bagl olarak gerceklesir ve yuksek zeta potansiyel degeri (+/-
30 mV) kolloidal dispersiyonun kararli oldugunu goésterir (Nagarwal vd., 2009, s. 6).

Parcacik ylzeyindeki elektriksel yuk degisimi zeta potansiyel dlgcimu ile belirlenir.

Kolloidal parcgaciklar dagildiklari ortamdan iyon adsorbe edebilir ve her partikul
negatif veya pozitif yik durumuna gore tersi yikteki iyonlarla gevrilebilir. Tek tabakall
molekiler (monomolekller) tabakanin etrafinda pargaciga baglanmayan ve hareketli
ikinci bir iyon tabakasi bulunur. Bu tabakaya ‘difize ¢ift tabaka’ ya da ‘Helmotz cift
tabakas!’ denir. Cift tabakanin diginda da pozitif iyonlarin negatif iyonlara esit oldugu
noétral (nétr yik) bir alan bulunur. Parcacigin ylzeyi ile bu nétr bdlge arasindaki

potansiyel farkina zeta potansiyeli denir (Oner, 2004, s. 268; Celebi, 2004, s. 251).
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Zeta potansiyel 6lgimi pargaciklarin elektriksel alan igerisindeki elektroforetik
hareketinden faydalanilarak zetametre (zetasizer) ile yapilir. Pargaciklarin hiicrelerarasi
gbglu sonucunda olugsan agirlik dedisimine dayanan gravimetrik veya lazer-dopler
Olcimu esasina gore elektroforetik hareket dlguldikten sonra, ortamin viskdzligu ve
dielektrik sabitesi de biliniyorsa, Helmholtz-Smoluchowski esitliginden yararlanilarak

zeta potansiyeli hesaplanabilir (Oner, 2004, s. 268).

Kollidon® SR iyonik grup icermedigi icin etkin maddenin 6zelliklerini degistirmez
(Ariasa vd., 2009, s. 107). Bu galismada puskdrterek kurutma ydntemi ile ayni oranda
Kollidon® SR ve farkli oranlarda DT igeren PNP formiilasyonunun zeta potansiyel analizi
yapildiginda tim formulasyonlarin degeri -16.33+0.12 mV (Ort+SH) ile -17.13+0.17 mV
(Ort+SH) arasinda degiskenlik gdstermistir. igeriginde en yiksek oranda DT igeren KSR-
3 formillasyonunun zeta potansiyel degeri olan -17.13+0.17 mV’nin (Ort+SH), KSR-2,
KSR-1 ve KSR-Plasebo formulasyonu ile karsilastirlmasinda az bir farkla daha dusuik

oldugu gozlenmistir (Bkz. Cizelge 5.7.).

Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100, yapisinda sirasiyla % 4.5-6.8 ve % 8.8-%
12 oraninda katerner amonyum grubu iceren polietiletakrilat, metil metakrilat ve
klorotrimetil amonyum etil metakrilat kopolimeridir. Her iki polimerler de fizyolojik pH
degerinde suda ¢ozinmez ancak sisme yetenegine sahiptir. Bu nedenle ila¢ etkin
maddelerinin dispersiyonlarinin hazirlanmasi i¢cin uygun polimerlerdir (Pignatello vd.,
2006, s. 2-4).

Bu calismada Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL 100 ile hazirlanan tim
formulasyonlarin pozitif zeta potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.7.).
Zeta potansiyel degerinin pozitif olmasinin nedeninin polimer yapisindaki katerner

amonyum gruplari oldugu daha 6énce belirtilmistir (Ubrich vd., 2005, s. 172)

Puskurterek kurutma yontemi ile ayni oranda Eudragit® RS 100 ve farkh oranlarda
DT iceren PNP formulasyonunun zeta potansiyel Olgimu yapildiginda tim
formulasyonlar +26.15£1.42 mV (OrttSH) ile +46.35+1.86 mV (Ort+SH) arasinda
degiskenlik gdstermistir. igeriginde en yiiksek oranda DT igeren ERS-3 form{lasyonunun
+26.15+1.42 mV (Ort+SH) olarak dlcilen zeta potansiyel degeri ERS-2, ERS-1 ve ERS-
Plasebo formilasyonu ile karsilastirildiginda daha disik dedere sahip oldugu
g6zlenmistir. ERS kodlu formulasyon setinde en yiiksek zeta potansiyel +46.35+1.86 mV
(OrttSH) degeri ile ERS-1 kodlu PNP formulasyonunun oldugu saptanmistir (Bkz.
Cizelge 5.7.).
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Piskiirterek kurutma yéntemi ile ayni oranda Eudragit® RL 100 ve farkli oranlarda
DT iceren tum PNP formulasyonlarin zeta potansiyel degeri +20.15+0.51 mV (Ort+SH)
ile +45.05+0.46 mV (Ort+SH) arasinda degiskenlik géstermistir. iceriginde en yiiksek
oranda DT igeren ERL-3 formilasyonunun zeta potansiyel degderi +20.15+0.51 mV
(Ort+SH) olarak olgiimis ve ERS-2, ERS-1 ve ERS-Plasebo formilasyonu ile
karsilastirildiginda daha dusuk degere sahip oldugu gézlenmisti. ERL kodlu
formulasyonlarda en yiksek zeta potansiyelin +45.05+0.46 mV (Ort+SH) degeri ile ERL-
1 kodlu PNP formiilasyona ait oldugu saptanmstir. ikinci yiiksek zeta potansiyel degeri
ise +43.81+2.10 mV (Ort+SH) olarak ERL-2 kodlu formilasyona aittir (Bkz. Cizelge 5.7.).

Hazirlanan tim PNP formilasyonlari tekdize zeta potansiyel dagihmi géstermistir
ve bu durum zeta potansiyeli dlcimu yapilan cihazdan alinan otomatik raporlar ile
desteklenmistir (Bkz. Sekil 5.33., Sekil 5.34., Sekil 5.35., Sekil 5.36., Sekil 5.37., Sekil
5.38., Sekil 5.39., Sekil 5.40., Sekil 5.41., Sekil 5.42., Sekil 5.43. ve Sekil 5.44.).

Nanopartikullerden in vitro ve in vivo etkin madde salim kinetigi, nanopartikullerin
biyodagilimi, kan dolagimindaki durumu, organ ve hucrelere tagsinmasi ve hucre igine
alinmasi gibi 6nem tasiyan parametreleri etkileyen en dnemli etmenlerden biri pargacik
seklidir (Caldorera vd., 2010, s. 480). Kollidon® SR, Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL
100 ile farkli etkin madde-polimer oraninda hazirlanan PNP formilasyonunun pargacik
sekli ve ylzeyi hakkinda bilgi edinmek igin taramali elektron mikroskobu goruntusu

alinmigtir.

Elektron mikroskobu goruntusinde karakteristik nanopartikil gorantisinun
olustugu ve kuresel ve dizgun yuzeyli par¢aciklar elde edildigi gorulmustur. Etkin madde
iceren formulasyonlarda DT’e ait kristal yapilarin gézlenmemesi DT’nin polimerlere
basarili sekilde yiklendigini gostermistir (Bkz Sekil 5.45., Sekil 5.46. ve Sekil 5.57.).

Yapilan bir calismada puskurterek kurutma ve yari-emilsiyon ¢dzicu difiizyon
yontemi kullanilarak NSAIi grubuna ait diflusinal yiiklii Eudragit® RS 100 mikropartikdilii
hazirlanmigtir (Pignatello vd., 2001, s. 41). Etkin madde-polimer oraninin 1:1, 1:2, 1:5 ve
1:10 olarak belirlendigi bu calismada 210-350 uym boyutunda pozitif zeta potansiyel
degerine sahip parcgaciklar elde edilmistir. PUskurterek kurutma yontemi ile hazirlanan
mikropartikilin parcacik boyutu daha dusuk bulunmustur. Hazirlanan mikropartikalin
taramal elektron mikroskobu goruntisunde etkin madde kristaline rastlanmamasi

diflusinal’in polimere basariyla yuklendiginin gostergesi olarak yorumlanmigtir.

Basaran vd. (2011, s. 718) yaptiklar calismada Eudragit® RS 100 polimeri ile

siklosporin A yUkli nanopartikil formilasyonu hazirlamistir. Yapilan bu ¢alismada 4
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farkli oranda Eudragit® RS 100 ve 2 farkli oranda siklosporin A iceren 332-484 nm
boyuttaki formulasyonun polimere ait katerner amonyum gruplarindan dolay1 54-67 mV
araliginda zeta potansiyel gosterdigi bildirilmistir. Formulasyondaki Eudragit® RS 100’Un
oraninin artmasi ile artan pargacik boyutunun yanisira daha yuksek zeta potansiyel
degeri elde edilmigtir. Formulasyonlara ait gecirimli elektron mikroskobu géruntisunde

ufak kuresel parcaciklarin elde edildigi gézlenmistir.

Nanogoktiirme yéntemi kullanilarak hazirlanan tamoksifen sitrat yiiklii Kollidon®
SR nanopartikilinin hazirlandigi ¢alismada etkin madde-polimer orani 1:1, 1:2, 1:3 ve
1:4 olarak belirlenmistir (Kapse vd., 2012, s. 108-109). Yapilan ¢alismada etkin madde-
polimer oraninin degisikliginden parcacik boyutu etkilenmemis ve 237-246 nm boyut
araliginda nano parc¢aciklar elde edilmigtir. Pargaciklarin ortalama zeta potansiyel degeri
+9 mV olarak bulunmustur. Hazirlanan formilasyona ait gecirimli elektron mikroskobu

goruntusu ile kuresel yapida ve nano-boyutta parcacik elde edildigi gosterilmistir.

Gupta vd. (2013, s. 363-367) yapti§i calismada Eudragit® RS 100 ve Eudragit® RL
100 polimeri ile klotrimazol yukli mikrokire formulasyonunu puskirterek kurutma
yontemi ile hazirlamistir. Etkin madde-polimer oraninin 1:1, 1:2 ve 1:3 olarak belirlendigi
calismada +24.8 ve +77.1 mV zeta potansiyel degerine sahip ve 25.2-53.2 ym boyut
araliginda pargaciklar elde edilmistir. Formiilasyondaki Eudragit® RS 100 ve Eudragit®
RL 100 oraninin artisi ile daha yuksek zeta potansiyel degeri elde edilirken parcacik
boyutunun da arttigi gosterilmistir. Her iki polimer ile hazirlanan mikrokurenin taramali
elektron mikroskobu goruntisiunde diuzgun ylzeyli ve topaklanmamig kuresel pargacik
elde edilmigtir. Klotrimazol'lin kristal yapisinin taramali elektron mikroskobu
goruntisinde gorulmemesi ve pulruzsuz yuzey elde edilmesi etkin maddenin

mikrokurelere basariyla hapsedildigi seklinde yorumlanmistir.

Bu calismada gerceklestirilen ¢ farkli polimer ve ¢ farkli etkin madde-polimer
oraninda hazirlanan PNP formilasyonuna ait DSC analizinde DT’nin 105.1°C’de
go6zlenen keskin endotermik pikinin kayboldugu gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.48, Sekil 5.49.
ve Sekil 5.50.). Etkin madde pikinin tamamen kaybolmasi homojen polimer matris
olusumu ya da polimerin seyreltme etkisi nedeniyle olabilmektedir (Pagar ve Vavia,
2013, s. 878). Bu galismada hazirlanan tim PNP formilasyonlarinda DT'ye ait
endotermik pikin tamamen kaybolmasi DT’nin nanopartikillere yuklendigi, homojen
matris olusumu ve amorf yapi elde edildigini isaret etmektedir (Mainardes ve
Evangelista, 2005, s. 19). DT’nin yutklenmesi ile kristalin yapinin énemli 6él¢clide azaldigi
disunulmastir (Shadab vd., 2014, s. 283).
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Yenilmez, Basaran ve Yazanin (2011, s. 809) E vitamini yUkli kitozan
mikrokureleri Uzerine yaptiklari ¢galismada hazirlanan formilasyonun termal analizinde
E vitaminine ait spesifik pike rastlanmamistir. Bu durum, polimer ile etkin maddenin

etkilesime girmedigi ve amorf yapi olusturuldugu seklinde degerlendirilmistir.

Kapse vd. (2012, s. 108) tamoksifen sitrat yiiklii Kollidon® SR nanopartikiiliinii
hazirladiktan sonra etkin madde, saf polimer ve hazirlanan nanopartikil
formilasyonunun termal analizini gergeklestirmistir. Amorf yapinin elde edilmesi
149.5°C’de gorilen tamoksifen sitrata ait endotermik pikin hazirlanan formilasyonda

gorilmemesi sonucu olarak yorumlanmistir.

Vankomisin’in intestinal gecirgenliginin arttinimasi amaglanan bir ¢alismada
emdlsifikasyon ardindan ¢6zlclu ugurma yontemi kullanilarak nanopartikil hazirlanmasi
icin biyoparcalanir polimer olan Eudragit® RS 100 tercih edilmistir. Hazirlanan
formilasyonun, etkin maddenin ve saf polimerin termal analizinin ardindan
formulasyonda yeni bir pikin olusmamasi polimer ve ila¢ etkin maddesi arasinda

kimyasal etkilesim olmadigi seklinde digunutlmustir (Loveymi vd., 2012, s. 48).

Elektro-lif cekimi ydntemi ile hazirlanan azitromisin yiikli Eudragit® RS 100
nanopartikdliinin termal analizinde azitromisin’e ait endotermik pikin kaybolmasi etkin
maddenin kristal sekilden amorf sekle dontsimu olarak agiklanmistir (Payab vd., 2014,
s. 587).

Kirimlioglu ve Yazan (2016a, s. 153) puskurterek kurutma yontemi ile hazirladiklar
levofloksasin hemiditrat yiikli Eudragit® RL 100 nanopartikiiliniin termal analizinde
levofloksasin hemihidrat endotermik pik vermemis ve bu durum etkin maddenin polimerik

yapida molekuler dizeyde dagildidi seklinde degerlendirilmigtir.

X-1sinin kirinim analizi PNP formulasyonunun molekiler yapisinin aydinlatiimasi,
kristal durumunun incelenmesi ve polimorfizm ¢alismalarinin gergeklestiriimesi igin ve
ayrica kararlihk hakkinda bilgi vermesinden dolayi arastirmalarda siklikla kullanilan iyi
tanimlanmis analiz yontemidir (Sapsford vd., 2011, s. 4470; Lin vd., 2014, s. 720). Bu
calismada farkh polimerler ile farkh etkin madde-polimer oraninda hazirlanan PNP
formulasyonunda (Bkz. Sekil 5.51, Sekil 5.52. ve Sekil 5.53) DT’e ait kristalin piklere
rastlanmamasi amorf yapida PNP formulasyonunun hazirlandigini ve DT’nin polimer
matriste molekiler dizeyde dagiimis oldugunu goéstermistir (Shin vd., 2010, s. 168).
Formdlasyonlarin X-isini kirinim profilinde DT’e ait piklerin siddeti azalmis olarak dahi
gorilmemesi pargaciklarin dig yuzeyde yuksek oranda adsorplanmadigini, enkapsule

edildigini disundirmustir (Basaran vd. 2014, s.52-53). Ayni zamanda DT’e ait higbir
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pikin gozlenmemesi polimer aginin seyreltme etkisinden dolayl olabilecegini
disundurmustir (Pagar ve Vavia, 2013., s. 879; Payab vd., 2014, s. 587).

ibuprofen yiiklii Kollidon® SR minimatrisinin gelistirildigi calismada hazirlanan
sistemin X-i1sin1 kirlnim profilinde ibuprofene ait keskin kristalin piklerin gézlenmemesi
amorf yapida matris sistemin olusturuldugu seklinde agiklanmistir (Ozgiiney, Shuwisitkul
ve Bodmeier, 2009, s. 144).

Glutatyon’un transmukozal uygulamasinin amaglandigi bir ¢calismada Eudragit®
RS 100 nanopartikilleri yari emdlsiyon ¢6zicu ugurma ydntemi kullanilarak
hazirlanmigtir (Lopedota vd., 2009, s. 514). Formulasyonun Kkarakterizasyon
asamasinda belirlenen X-isini kirinim profilinde glutatyon’a ait pik gérilmemis ve etkin
madde iceren formulasyon profilinin saf polimerle neredeyse ayni oldugu saptanmistir.
Bu durum etkin maddenin kristal yapisinin nanopartikil ile amorf sekle donusturildigu
ve dolayisiyla nanoenkapsulasyonun basarili sekilde gerceklestirildigi seklinde

degerlendirilmigtir.

Emulsifikasyon ve ¢bézucu ugurma teknidi ile hazirlanan ketoprofen yiklu Eudragit
RS® 100 polimerik nanopartikiil formilasyonunun hazirlandigi bir baska calismada
nanopartikillerin X-isini kirinim profilinde ketoprofen’e ait keskin pikler gézlenmemis ve

bu durum amorf yapinin olusturuldugu sonucuna baglanmistir (Anh vd., 2012, s. 6).

Yapilan bir diger calismada Kollidon® SR’nin X-isini kirinim profilinde yar kristal
yapida iken calismada kullanilan tamoksifen sitrat'in kristal yapi gdsterdigi rapor
edilmistir (Kapse vd., 2012, s. 108). Olusturulan PNP formUilasyonunda ise tamoksifen
sitrata ait keskin piklerin gbézlenmemesi amorf yapinin elde edildigi seklinde

yorumlanmistir.

Analjezik etkiye sahip yeni bir etkin madde olan ABT-102 yUkli Kollidon® 25
nanopartikilinin puskirterek kurutma yontemi ile hazirlandidi calismada ABT-102’ye
ait keskin piklerin X-isini kirrnim profilinde gézlenmemesi amorf yapida nanopartikilin

olusturuldugunu gdstermistir (Joga vd. 2016, s. 168).

Nanoemiilsiyon ydntemi ile hazirlanan ketotifen fumarat yiikli Eudragit® RL 100
nanopartikilinde yapilan X-isini kirinim analizi sonrasi formilasyonun X-igini kirinim
profili saf polimer ile benzer olarak amorf yapi sergilemigtir (Soltani vd., 2016, s. 554).
Bu durum ketotifen fumarat’in yari kristal durumdan mikro-kristal yapiya dénustiruldagu

ve polimer tarafindan enkapstle edildigi seklinde yorumlanmistir.
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IR bélgesinin 4000 cm™ ile 1300 cm™ arasindaki belirgin bantlar molekdliin farkli
fonksiyonel gruplarina aittir. Bant molekulin yapisinda yalnizca belli grubun varhigi ile
ortaya ¢ikar ve molekulin diger kismindan disik oranda etkilenir. O-H ve N-H gerilim
titresimleri 3700-3100 cm™ bélgesindeki absorpsiyon pikleriyle tanimlanir; alifatik C-H
titresimleri 3000-2850 cm™ araligindaki bélgede bulunur. 2500-2000 cm™ arasinda kalan
spektral bolgede sinirli sayida grubun absorpsiyonu vardir ve bu nedenle de taninmasi
oldukca kolaydir; bu bélgede C=N ve C=C uglu bag gerilimi gérulur. Karbonil grubu (C=0)
gerilim titresimi 1800-1650 cm™ arasinda kalan bdlgede elde edili; C=C ve C=N
baglarina ait titresimler 1650-1550 cm™ arasinda kalan bélgede gdzlenir; C-O, N=0O, C—
X gerilme bdlgesi ise 1550-650 cm™ araligi olarak tanimlanmistir (http-12, http-13, http-
14).

Bu calismada FT-IR analizi polimerik yapidaki olasi mikroyapisal degisiklikleri
incelemek icin yapilmistir. Yapilan c¢alismada kullanilan tim polimerler ve etkin
maddenin FT-IR spektrumu literatir ile uygun bulunmus (Bkz. 6.1. Deksketoprofen
Trometamol ve Yardimci Maddeler ile Yapilan Calismalar) ve saf olduguna karar

verilmigtir.

KSR, ERS ve ERL’nin etkin maddesiz hazirlanan plasebo formilasyonunun FT-IR
spektrumunun saf polimerin spektrumu ile ayni olmasi Uretim parametrelerinin
formilasyonu etkilemedigini gostermistir (Yenilmez, Basaran ve Yazan, 2011, s. 890).
KSR, ERS ve ERL’nin FT-IR spektrumunda (Bkz. Sekil 5.54., Sekil 5.55. ve Sekil 5.56.)
etkin maddeye ait yeni pik olusumu goézlenmemistir. Bu durum polimer ile etkin maddenin
kimyasal olarak etkilesmedigi seklinde degerlendirilmistir (Pagar ve Vavia, 2013, s. 877-
878). Etkin maddeli tm PNP’lerde DT’e ait karakteristik piklerin yok oldugu ve kristalligin
azaldigi gézlenmistir. Bu durumda DT’nin polimerik yapida molekuler olarak dagildigi ve
polimerik pargaciklara yuklendigi distunulmustir. DT nin termal analizi ve X-i1sini analizi
ile de bu durum desteklenmistir (Vino vd., 2014, s. 236; Kirimhoglu ve Yazan, 2016a,
153).

Bir baska calismada okuler alerji tedavisinde kullanilmak Uzere olopatadin
hidroklorir yukla Eudragit® RS 100 nanopartikilleri puskirterek kurutma yontemi ile
hazirlanmigtir  (Guaven, 2016, s. 137). Hazirlanan formulasyonlarin kararlihk
calismasinda 0. ve 3. aydaki FT-IR spektrumlarinda olopatadin hidroklorur bantlari
gbzlenmediginden etkin maddenin polimerde basariyla enkapsule edildigi

dusunulmasgtar.
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Yapilan bir diger calismada puskirterek kurutma yodntemi ile hazirlanan
levofloksasin hemiditrat yiiklii Eudargit® RL 100 nanopartikiiliiniin FT-IR analizinde
levofloksasin hemihidrat'a ait karakteristik bant ve gerilimin etkin maddeli
formilasyonlarda gdzlenmemis olmasi etkin maddenin polimerik yapida molekiler

dizeyde dagildigini géstermistir (Kirrmlioglu ve Yazan, 2016a, s. 153).

Nanopartikillerin fizikokimyasal 6zelligi, kati matrise enkapstle edilen etkin
maddenin formilasyon hazirlama asamasinda kullanilan polimer ve yardimci
maddelerle etkilesimi ve molekuler hareketliligi gibi durumlar NMR analizi ile belirlenebilir
(Jenning, Mader ve Gohla, 2000, s. 15-16).

Bu calismada yapilan 'H-NMR analizi DT’nin polimerik yapidaki degisimi,
yuklenme durumu ve polimer ile etkilesiminin olup olmadigini géstermek acisindan
onemlidir. Calismada kullanilan tim polimerlerin ve etkin maddenin NMR spektrumu
literatlr ile uygun bulunmus (Bkz. 6.1. Deksketoprofen Trometamol ve Yardimci

Maddeler ile Yapilan Calismalar) ve maddelerin saf olduguna karar verilmistir.

KSR, ERS ve ERL'nin etkin maddesiz plasebo formiilasyonunun 'H-NMR
spektrumu saf polimerin spektrumu ile benzerlik géstermis ve DT’ e ait spesifik piklere
ait 7-8 ppm aralginda pike rastlanmamistir (Gonzalez, 2013, s. 16). Etkin maddeli
hazirlanan formilasyonlarda DT e ait karakteristik piklerin varligi gézlenmistir (Bkz. Sekil
5.56., Sekil 5.57. ve Sekil 5.58.). Formulasyona eklenen DT miktarindan etkilenen pik
siddeti ylksek oranda DT iceren KSR-3, ERS-3 ve ERL-3 formUilasyonunda daha siddetli
iken, 0.05 g DT bulunan KSR-1, ERS-1 ve ERL-1 formulasyonunda daha dusuk
siddettedir. DT’nin molekiler dagilimi ve derisimi ile orantili olarak karakteristik ppm
degerinde pik vermesi sonucu DT’nin polimerik yapida molekuller olarak dagildigi
distunulmastir (Basaran vd. 2014, s. 53). Bu durum ayni zamanda DT’nin
nanopartikillere yiklendigi seklinde yorumlanmistir (Kirrmlioglu ve Yazan, 2016a, s.
153; Kirimlioglu ve Yazan, 2016b, 105).

Martin-Banderas vd.'nin (2012, s. 5799-5801) hazirladigi kannabinoid yukli PLGA
nanopartikiiliinin "H-NMR spektrumunda kannabinoid’e ait pikler DCS analizi ile de

desteklenerek etkin maddenin basariyla enkapsule edildigine karar verilmistir.

Basaran vd. (2015, s. 1185) ornidazol’in okuler biyoyararlanimini arttirmak igin
puskurterek kurutma yontemi ile kitosan nanopartikilleri hazirlamistir. Calismada
ornidazol ile kitosan arasindaki intramolekiiler etkilesimlerin incelendigi 'H-NMR
spektrumunda 1-3 ppm ve 7-8 ppm’de ornidazol’'e ait karakteristik pikler ornidazol’iin

polimerik yapida molekuler olarak dagildigi seklinde yorumlanmigtir.
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Puskurterek kurutma yontemi ile rosuvastatin  kalsiyum yuUkli kitosan
nanopartikdllerinin hazirlandigi bir galismada kitosan ve rosuvastatin arasindaki iyonik
etkilesimi incelemek ve nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelligini belirlemek igin "H-NMR
analizi gergeklestiriimistir (Al-Heibshy, Basaran ve Demirel, 2016, s. 1074). Saf etkin
madde ve saf polimerin referans olarak kullanildigi analizde 3 ppm, 5 ppm ve 7 ppm’de
rosuvastatin kalsiyum’a ait karakteristik piklerin gézlenmesi etkin maddenin polimere
basarili bir sekilde enkapsule edilmesi ve polimer matriste molekuler olarak dagiimasi

olarak rapor edImistir.

Ropebrazol sodyum igeren hallosit nanotibinin vakum altinda hazirlandidi bir
diger calismada intramolekuler etkilesimin belirlenmesi icin yapilan 'H-NMR analizinde
saf ropebrazol sodyum ve saf hallosit referans olarak kullaniimigtir (Kirimlioglu ve
Yazan, 2016b, s.105). Nanotip formulasyonunda 1-5 ppm ve 7-8 ppm’de ropebrazol
sodyum’a ait karakteristik piklerin gézlenmesi ropebrazol sodyum’un nanotiibe basarili

sekilde enkapsule edildigi seklinde degerlendirilmigtir.

6.5. KLN Formiilasyonunun Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nanoteknoloji esasli ila¢ salim sistemlerinden biri olan KLN sistemiilaglarin vicutta
kontrolli salimini sagladigi icin son zamanlarda dikkatleri Gzerinde toplamistir (Mdller,
Mader ve Gohla, 2000, s. 161). Biyolojik olarak uyumlu olan KLN formilasyonu
hapsedilen ilag etkin maddesinin kimyasal olarak bozunmasini engeller. KLN sisteminin
en onemli UstunlUklerinden biri oral olarak uygulanan ilaglarin biyoyararlanimini
arttirmasidir (Uner ve Yener, 2007, s. 289).

Biyolojik olarak pargalanabilen veya biyouyumlu kati lipitle birlikte stabilize edici
maddenin formulasyona girdigi KLN sisteminin parcacik boyutu tizerine yapilan deneysel
bir calismada, tipik olarak 50-1000 nm pargacik boyutuna sahip olmasindan dolayi
farmasotik agidan dikkatleri Gzerine ¢eken nano sistemler oldugu bildiriimistir (Vitorinoa
vd., 2011, s. 117).

KLN sistemi blylk oranda lenfatik sistemde dolagsmasi ve kismen kan dolasiminda
kalmasi nedeniyle hapsettigi ila¢ etkin maddesini ilk gegis etkisinden korur. Bu durumda
etkin tedavi daha dusuk dozda saglanir ve dusuk doz ile iligkili yan etki en aza indirilir.
KLN formulasyonunun serbest ilaglara oranla daha az toksik olmasi sistemi daha Gstiin
kilar (Sutaria vd., 2012, s. 2261).
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KLN dretiminde en sik kullanilan yontemler yuksek basingli homojenizasyon
yontemi, mikroemdulsiyon yontemi, soguk homojenizasyon yontemi, sicak
homojenizasyon ydntemi, ¢ézlcu emulsifikasyon ve difuzyon yontemi, yiksek hizla

karistirma ve ultrasonikasyon yéntemidir (Dandagi vd., 2014, s. 73).

Bu calismada DT yiUkli KLN formilasyonunun hazirlanmasi igin prob
ultrasonikasyon yontemi kullaniimistir. Prob sonikasyon ydntemi diger ultrasonikasyon
yontemleri ile karsilastirildiginda, formilasyon hazirlama sirecinde ayni kosullarin
rahathikla saglanabilmesi ve tekraredilebilirlik oranin daha yuksek olmasi ile 6ne
cikmaktadir. Dusuk Ornek hacminde calismaya olanak veren prob sonikasyon
yonteminde uygulanan % gl¢ miktari degistirilerek pargacik boyut ve dagiliminin
arastirmaci tarafindan kolaylikla kontrol edilmesi oldukga dnemli Ustlnliklerden biridir.
Prob ultrasonikasyon ydnteminde en Onemli parametrelerden biri kullanilan probun
dayanikl olmasi ve dolayisiyla ortama metal pargcacik vermemesidir. Bu calismada
yuksek ultrasonik gi¢ ve asinmaya karsi dayanikli ve oksidasyona karsi dogal yapisi
sayesinde korunan 2 mm capa sahip Titanium alloy Ti-6Al-4V probu kulaniimigtir
(Sonics®, 2015, s. 11).

Bhalekar vd. (2015, s. 63) romatoit artrit tedavisinde kullaniimak Uzere suda
yuksek ¢ozunurlige sahip klorokin fosfat tuzu kullanarak ultrasonikasyon teknigi ile KLN
hazirlamistir. Bu calismada Compritol® ATO 888 kullanarak hazirlanan KLN ile 113.74
nm gibi ¢ok dusik pargacik boyutuna ulasiimig ve yuksek yukleme elde edilmigtir.
Hazirlanan KLN ile tedavi edilen artritik siganlarin histopatolojik ve radyografik
incelemeleri sonucu sonucu kemik ve kikirdak bozulmasinin en aza indirildigi

gOsterilmistir.

Epidermal blyume faktoru (Epidermal Growth Factor- EGF) gibi bircok blylime
faktoérinun yara tedavisinde kullanimi birgok galismaya konu olmustur. Bununla birlikte
EGF’nin ylksek molekul agirhgi, hidrofilik 6zelligi ve ayrica kisa yari dmre sahip olmasi
kullanimini sinirlandirmaktadir. Gainzaa ve arkadaslari tarafindan % 1 Tween®80 iceren
sulu faz ve EGF igeren Precirol® ATO 5 kullanilarak, emillsifikasyon ardindan sonikasyon
yontemi ile EGF yikli KLN formulasyonu hazirlanmis ve dondurararak kurutulmustur.
Yapilan in vitro salim ve penetrasyon ¢alismalarinin ardindan EGF’nin KLN igine basarih
sekilde yuklendigi ve hasarl deride yuksek tedavi verileri elde edildigi gosterilmistir
(Gainzaa vd., 2015, s. 409).

Parcacik boyutu ve dagilimi kolloidal tasiyici sistemlerin en é6nemli fizikokimyasal

Ozelligidir (Numanoglu ve Tarimci, 2006, s 218). Pargacik boyutu, vicuttaki dagilimi,
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biyolojik membranlardan gegisi, yarilanma omru, ilag yukleme kapasitesi ve ilag salim

profili gibi bircok parametreyi etkiler (Bilensoy, 2014, s.31).

KLN hazirlama yonteminin parametreleri pargcacik boyutunu ve dagilimini etkileyen
baglica etmenlerdendir. Basincin, devir sayisinin ve ultrasonikasyon glcunun
arttinlmasi ile pargacik boyutunda azalma oldugu belirlenmistir (Franco, Pérez-Maqueda
ve Pérez-Rodriguez, 2004, s. 107; Dhankar, 2014, s. 5; Tirnaksiz, 2014, s.104).
Formulasyon hazirlamada kullanilan yizey etkin madde tipi ve miktari da pargacik
boyutunu etkiler. Ylzey etkin madde miktarini belirli orana kadar arttirmak ortalama
parcacik boyutunu azaltir. Kullanilan yuzey etkin madde ve yardimci yuzey etkin madde
damlaciklarin yuzeyini kaplayarak damlacik kimelesmesini ve uzun dénemde de
parcacik kumelesmesini Onleyecek mekanik veya elektriksel engel olusturur.
Damlaciklarin kararlihd: yeterince saglanabilirse liyofilizasyon igleminden sonra elde

edilen pargaciklarin boyutu nanometrik aralikta olur (Demirel ve Yazan, 2000, s. 169).

KLN sisteminde uygun yukleme kapasitesi elde etmek icin 6n kosul erimis lipit
icinde etkin maddenin yeterince yuksek ¢ozunurlige sahip olmasidir; bunun nedeni
erimis lipit sogutulurken c¢ozunurligun dusmesidir. Etkin madde-lipit oranina ve
¢ozunurlige bagh olarak etkin madde parcaciklarin gekirdeginde veya kabugunda
lokalize olabilir ya da matris yap1 icinde molekuler olarak disperse olabilir. Bu durum etkin
madde salimini dogrudan etkiler (Muller, Mader ve Gohla, 2000, s. 164; Wissing, Kayser
ve Miller, 2004, s.1259-1260). Bu ¢alismada 6n formilasyon ¢alismasina gecilmeden
once DT’nin Compritol® 888 ATO, Dynasan® 114 ve stearik asit icindeki karisimlar
hazirlanmis ve DT, Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114 icinde ¢6zUnmus stearik asit
icinde ise suspande halde kalmistir (Bkz. Sekil 5.63.). Benzer galisma literatirde
bulunmaktadir (Shah vd., 2007, s. 164).

Tuberklloz tedavisinde kullanilan izoniazit suda yuksek ¢6zunurligu olan hidrofilik
ilagc etkin maddesidir. Tristearin’in kati lipit olarak kullanildigi bir ¢galismada ug¢ farkl
sonikasyon siiresi (6, 12 ve 15 dakika) ve (i¢ farkll Tween® 80 orani ile izoniazit yiiklii
KLN formillasyonu hazirlanmistir (Nair vd., 2011, s. 1264). Tween® 80 orani ve
sonikasyon suresinin en yuksek oldugu KLN formulasyonunda dusiik pargacik boyutu
164.8 nm ve yuksek ylkleme kapasitesi % 30.1 elde edilmistir. Hidrofilik dzellikteki

izoniazit bu gcalismada kati lipite basariyla yuklenmigtir.

Bu calismada Compritol® 888 ATO kati lipiti kullanilarak prob ultrasonikasyon

yontemi ile hazirlanan KLN’lerde etkin maddesiz formilasyonun pargacik boyutu
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ortalama 92.361+0.672 nm (OrtxSH) iken DT igeren formilasyonda 100.410+1.820 nm
(Ort+SH) degere ylkseldigi saptanmistir (Bkz. Cizelge 5.12.).

Dynasan® 114 ile hazirlanan KLN’lerde ise etkin maddesiz formiilasyonda
parcacik boyutunun ortalama 136.030+1.525 nm (OrtxSH) ve benzer sekilde DT igeren
formilasyonda da 137.605 + 1.250 nm (OrttSH) oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge
5.12.).

Polidisperslik indisi (PDI) parcacik buyut dagilimini tanimlamak igin kullanilan
parametredir. PDI degeri tek fazl sistemler igin 0.01 civarindan 0.5-0.7 degerine kadar
cikabilir. 0.7 degerinden daha yuksek degerler ¢ok genis pargacik boyut dagiliminin
goOstergesidir (Lopedota vd., 2009, s. 503). Bu g¢alismada hazirlanan KLN
formuilasyonunun timinde PDI degeri 0.7°den daha kiiguk olarak 0.213-0.345 araliginda
bulunmus ve pargacik boyut dagiliminin tekdize oldugu gdsterilmistir (Bkz. Cizelge
5.12.). Ayrica bu durum pargacik boyutu analizi yapilan cihazdan alinan pargacik boyut
dagilim grafikleri ile de desteklenmistir (Bkz. Sekil 5.64., Sekil 5.65., Sekil 5.66. ve Sekil
5.67.).

Zeta potansiyel kolloidal sistemlerin fiziksel kararhligi ve biyolojik membranlar ile
etkilesiminin degerlendiriimesinde oldukga 6nemlidir (Bilensoy, 2014, s. 31). Kolloidal
parcaciklar dispersiyon ortamindan iyon adsorbe ederek pozitif ya da negatif olarak
yuklenir. Zeta potansiyel dederi pargacigin zerindeki net etkili yuki gosterir (Celebi,
2004, s. 250-253). Yuksek zeta potansiyel degeri (+/- 30 mV) kolloidal dispersiyonun
kararh oldugunu gésterir (Nagarwal vd., 2009, s. 6). Pargacik ylizeyindeki elektriksel yuk
degdisimi zeta potansiyel 6lgimu ile belirlenir. Genel olarak ylksek zeta potansiyeline
sahip parcaciklarda elektriksel itme nedeniyle pargacik kimelesmesinin olusma olasiligi

daha disuktir (Numanoglu ve Tarimci, 2006, s.219).

Bu calismada Compritol® 888 ATO kati lipiti kullanilan etkin maddesiz KLN
formulasyonunda zeta potansiyel degeri -8.72+1.51 mV (Ort+tSH) iken DT iceren
formulasyonda bu deger -11.60+0.15 mV’ye (OrtxSH) yukselmistir (Bkz. Cizelge 5.13.).

Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin maddesiz KLN formiilasyonunda -11.60+0.15
mV (OrtxSH) olan zeta potansiyel degerinin DT igeren formilasyonda -13.55+0.70
mV’ye (OrtxtSH) yikseldigi saptanmistir (Bkz. Cizelge 5.13.). Hazirlanan tim KLN
formulasyonlarin tekduze zeta potansiyel dagilimi gdsterdidi cihazdan otomatik alinan
raporlar ile kanitlanmistir (Bkz. Sekil 5.68., Sekil 5.69., Sekil 5.70. ve Sekil 5.71.).
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KLN formulasyonunun pargacik sekli bazi lipitlerin kristalize olma egilimi nedeniyle
kiresel sekilden uzak plaka ya da platelet seklinde olabilir (Mehnert W ve Mader, 2001,
s. 184). Bu calismada Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114 ile hazirlanan KLN
formuilasyonunun taramali elektron mikroskobu goruntisinde karakteristik plaka sekilleri
elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.72 ve Sekil 5.73.). Etkin madde i¢ceren formulasyonlarda DT'e
ait spesifik kristal yapinin gézlenmemesi DT’nin kati lipite basarili olarak yuklendigini

gostermistir.

KLN formulasyonunda lipit yapilarin degismedigi termal, X-isini kirinim, FT-IR ve

NMR analizi ile gosterilmigtir.

Lipit kristalizasyonu ve dolayisiyla formulasyonun erime derecesi KLN sisteminin
etkinligi acisindan o6nemlidir. Kati lipitin eritimesi ve ardindan oda sicakliginda
sogutulmasi ile icine etkin maddesi yuklenen lipitin tekrar katilasarak hazirlandigi KLN
sisteminde yapilan bu iglemler sirasinda ve ortamda bulunan etkin madde, yizey etkin
madde, yardimci yuzey etkin madde veya diger yardimci maddelerden dolayi kati lipitin
fiziksel 6zelliklerinde degisim ortaya ¢ikabilir. Lipit yapida olusabilecek degisim ylklenen
etkin madde oranini ve salim hizini dogrudan etkiler (Mehnert ve Mader, 2001 s. 181;
Buyukkoroglu, 2005, s.13).

Hazirlanan KLN sisteminin erime derecesi kullanilan saf lipitin erime derecesinden
daha dusik olabilir. Bu degisiklikler DSC ve XRD analizleri ile kolaylikla
saptanabilmektedir (Buyukkéroglu, 2005, s.13; Venkateswarlu ve Manjunath, 2004, s.
634).

Parcaciklarin ufak boyutu ve ylzey etkin madde varligindan dolay! lipit
kristalizasyonu ve modifikasyonu goézlenebilir (Gokge, 2007, s. 152). Bu ¢alismada KLN
formilasyonunun kristalizasyonunu incelemek Uzere gergeklestirilen DSC analizi
sonucunda elde edilen termogramda lipite ait yeni bir pikin gikmamis olmasi Compritol®
888 ATO ve Dynasan® 114’in DT ile etkilesme girmedigini veya gegimsizlik olmadigini
gOstermistir (Bkz. Sekil 5.74. ve Sekil 5.75.).

Yapilan termal analizde yeni pik olusumu veya var olan pikin yok olmasinin
etkilesme/gecimsizligi gosterdigi bildiriimistir (Gokge, 2007, s. 152). Prob sonikasyon
yontemi ile 5-florourasil yukli Dynasan® 114 ve Dynasan® 116 KLN formulasyonunun
hazirlandigi galismada DSC ile belirlenen formilasyonun termograminda etkin maddeye
ait pik gdzlenmemis ve tek gézlenen pikin Dynasan® 114 ve Dynasan® 116’ya ait oldugu
rapor edilmistir. Tiim termogramlarda Dynasan® 114 ve Dynasan® 116'ya ait piklerin kati

kristal yapidan kaynaklandigi ve DSC analizini desteklemek igin yapilan FT-IR analizi ile
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etkin maddenin lipit sisteme amorf seklinde enkapsile edildigi disindlmistir (Yassin
vd., 2010 s. 402-403).

Souto, Mehnert ve Muller (2006, s. 420) yuksek hizli karigtirma yontemi ile kati lipit
olarak Compritol® ATO 888 kullanarak hazirladiklari a-tokoferol yiiklii KLN ve nanoyapili
lipit tasiyici (nanostructured lipid carriers- NLT) sistem gelistirdikleri ¢alismada, etkin
madde, lipit ve hazirladiklari KLN ve NLT sisteminin DSC ile termal analizini
gerceklestirmigtir. Hazirlanan KLN ve NLT sisteminde etkin maddeye ait erime pikinin
gorilmemesi etkin maddenin lipit ile kaplandigi ve lipitin kimyasal yapisi igindeki

bosluklarda dagilarak matris sistem olusturuldugu seklinde yorumlanmistir.

Bu cgalismada hazirlanan KLN formilasyonunun erime derecesinin saf kati lipite
oranla ¢cok az dustigu gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.74. ve Sekil 5.75.). Bu durumun KLN
hazirlama sirasinda kullanilan prob ultrasonikasyon yéntemi ile ufak pargacik boyutu
elde edilmesi, ortamda dusuk oranda yuzey etkin madde bulunmasi ve pargacik
boyutuna bagh olarak artan yuzey alanindan kaynaklandigi dusundlmustir
(Venkateswarlu ve Manjunath, 2004, s. 634).

Biyiikkdroglu, Yazan ve Oner’in (2015, s.1015-1017) Dynasan® 116, Gelucire®
33/01 ve Compritol® 888 ATO kati lipitleri ve katyonik ajan olarak DOTAP® (N-(1-(2,3-
dioleoksil)propil)-N;N;N-trimetilamonyum) kullanarak yiksek hizli karigtirma teknigi ile
gen terapisi i¢in hazirladigi KLN formilasyonunun termograminda DOTAP®a ait piklerin
gbdzlenmemesinin DOTAP®In amorf kimyasal yapisindan kaynaklandigi belirtiimistir.
Ayni sonu¢ X-isini  kirinim profilinde DOTAP®a ait piklerin gbzlenmemesi ile
desteklenmistir. KLN formilasyonunda erime derecesinin kati lipitlerin erime derecesine

goOre az miktarda diismesi olusturulan kristallerin ufak pargacik boyutuna baglanmistir.

Hazirlanan KLN formilasyonunun ve kati lipitlerin  X-isini  kirinim  profili
karsilastirilarak lipit yapisindaki olasi degisikler acikliga kavusturulabilir. KLN hazirlama
kosullarinda ortaya c¢ikan degisim maddenin i¢ yapisi incelenerek agiklanabilir; inceleme
icin siklikla kullanilan yontem X-i1sint kirinim analizidir. X-1gin1 kirinim teknigi ile analiz
yapildiginda maddenin fiziksel durumu hakkinda ayrintili bilgiye ulasilabilir. Kristalin
yapiya sahip tim maddelerin (saf halde veya fiziksel karisim) her birisi kendine ait kirinim
modeli olugturur ve X-igin1 kirinim analizi bu gercege dayanir (Kas, 2002, s. 78;
Buyukkoéroglu, 2005, s. 107).

Bu ¢alismada lipit tipi ve DT’nin KLN formulasyonunun fiziksel durumuna etkisi ve
karsilastirma yapabilmek amaciyla dncelikle kullanilan lipitlerin (Compritol® 888 ATO ve

Dynasan® 114) ve DT’nin, ardindan hazirlama ydntemi ile olusabilecek degisiklikleri
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incelemek amaciyla Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114 ile hazirlanan etkin maddesiz
ve etkin maddeli formllasyonun X-igini kirinim analizi yapildiginda tim saf maddelerin
kristal yapida oldugu saptanmistir (Bkz. Sekil 5.76. ve Sekil 5.77.). Referans ve deneysel
piklerin her biri bir dizlem ailesini temsil ettiinden karsilastirma yapilan malzemenin
pikleri hazirlanan formilasyona ait piklerle ¢cakistirilarak karsilastirilabilir (Blyutkkoroglu,
Yazan ve Oner, 2015 s. 1018-1019). Bu bilgiye dayanarak yapilan incelemede,
Compritol® 888 ATO ve Dynasan® 114’lin saf hallerinde gdzlemlenen kristal yapinin
formilasyon hazirlama kosulunda bozulmadigi ancak kirinim dizeninde ve pik
siddetinde azalma oldugu gorulmustar. Bu ¢alismada bulunun sonug ile 6rtusen bulgular
literatirde bulunmaktadir (Jenning ve Gohla, 2000, s. 221-222; Souto vd., 2004, s. 88).
KLN formulasyonunun X-isini kirinim profilinde saf lipitler ile benzer 2 © acilarinda
piklerinin ¢akismasi kullanilan lipitlerin yapisinda formilasyon hazirlama kosulundan
kaynaklanan degisim olmadigini goéstermistir. Oysa DT'e ait spesifik pikler KLN
formilasyonunun X-isini kirinim profilinde gézlenmemistir. Bunun nedeninin etkin
maddeli formllasyonda DT’nin dusuk derisimde bulunmasindan kaynaklanabilecegi

dusuniulmasgtar.

DT’nin KLN formulasyonu igindeki kararliligini incelemek igin yalnizca termal ve X-
Isin1 analizi yeterli bulunmadigindan FT-IR ve NMR analizi de gergeklestiriimistir (Bunjes
ve Unruh, 2007, s. 399; Attama, Reichl ve Miller-Goymann, 2008, s. 311; Basaran vd.,
2010, s.42).

FT-IR analizi lipit yapidaki olasi mikro-yapisal degisimi incelemek ve kristal yapinin
korundugunu kanitlamak igin yapilir. Bu ¢alismada kullanilan tim lipitlerin ve etkin
maddenin FT-IR spektrumu literatir ile uyumlu bulunmus (Bkz. 6.1. Deksketoprofen
Trometamol ve Yardimci Maddeler ile Yapilan Calismalar) ve maddelerin saf olduguna
karar verilmigtir. Etkin maddesiz COMP ve DYN formilasyonun FT-IR spektrumunun saf
kati lipitin spektrumu ile ayni olmasi Uretim parametresi olan % 60 gugteki prob
sonikasyonun 5 dakika uygulanmasinin formulasyonu etkilemedigi ve kati lipit yapisini

degistirmedigi olarak degerlendirilmistir (Yenilmez, Basaran ve Yazan, 2011, s. 890).

COMP-DT’nin FT-IR spektrumu etkin maddesiz COMP-Plasebo ve Compritol®
888 ATCO’ya ait FT-IR spektrumu ile benzer bulunmustur (Bkz. Sekil 5.78.). Ayni durum
DYN-DT formulasyonu icin de gegerlidir (Bkz. Sekil 5.79.). Fiziksel karisimda ise
karakteristik DT pikleri az yogun olarak gérulmustir. Saf kati lipit ile karsilastirildiginda
COMP-DT ve DYN-DT’nin bazi bdélgelerinde yogunlugun dusuk olmasi yeni kristal lipit
kafesin olustugu seklinde yorumlanmistir (Basaran, 2010, s. 43). Fonksiyonel gruplarda

hafif kayma ve gerilim piklerinin tepe noktasinin bazi yerlerde yogunlugunun azalmasi
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DT ve kati lipit arasinda hidrojen (H) baginin varligini kanitlamistir. FT-IR spektrumu
IsIginda lipit yapida herhangi bir degisikligin olmadigi ve DT’nin kati lipit ile enkapsule

edildigi sonucuna varilmigtir.

Yontem olarak ¢6zlcu enjeksiyon ve ultrasonikasyonun kullanildigi bir calismada
karbamazepin  yukli tristearin - KLN  formilasyonunun FT-IR  spektrumunda
karbamazepine ait piklerin yok oldugu ancak karbamazepin-tristearin fiziksel
karisiminda karbamazepin piklerinin az yogun olarak go6zlenmesi, etkin maddenin
herhangi bir kimyasal etkilesime girmeden KLN formulasyonuna enkapsule edildigi

seklinde yorumlanmigtir (Nair vd., 2012, s. 2 ve 6).

Yine bir bagka galismada etkin maddenin kati lipite basariyla yiklendigi KLN
formilasyonunun FT-IR spektrumunda etkin madde pikleri gézlenmemistir; bu durum
ortamdaki etkin madde derisiminin dusuk olmasi ve kati lipitin yiksek oranda

bulunmasina baglanmigtir (Yassin vd., 2010 s. 403).

'H-NMR analizi nano lipit tastyicilarin yapisi ve kompoziyonunun degerlendiriimesi
icin oldukga etkili analiz yontemidir. Etkin maddenin kati matriste bulundugu bircok ilag
tasiyici sistemde oldugu gibi KLN sisteminde de etkin madde ile diger maddeler
arasindaki molekuler etkilesim ve molekuler hareketlilik NMR analizi ile tanimlanabilir
(Jenning, Mader ve Gohla, 2000, s. 16).

Bu calismada 'H-NMR sinyallerinin engellenmemesi amaciyla KLN formulasyonu
liyofilize edilip formulasyondaki suyun ortamdan uzaklastiriimasinin ardindan analiz
edilmistir. Analiz sonuclari degerlendirildiginde etkin maddesiz formulasyon ile saf lipit
spektrumlari arasinda énemli farklilik olmadigi goéraimustir. Spektrumlar diger madde
veya hazirlama kosullarinin etkisi ile yapisal herhangi bir degisikligin olmadigini acik¢a
gostermistir. COMP-DT ve DYN-DT kodlu formilasyonda dusuk derisimde DT
bulunmasi ile orantili olarak DT’e ait 7-8 ppm’deki karakteristik pikler disik siddette
g6zlenmistir (Bkz. Sekil 5.80. ve Sekil 5.81.). Bu durum DT’nin kati lipit ile enkapsile
edildigini dusundurmustar.

Yenilmez (2007, s. 85) kati lipit olarak Compritol® 888 ATO kullanarak hazirladigi
E vitamini yiiklii KLN formiilasyonunun 'H-NMR analizi sonucunda etkin maddesiz ve
etkin maddeli formulasyonun sinyallerinin farkli olmasini ve etkin maddeli formilasyonda
E vitamini’'ne ait karakteristik piklerin gézlenmesini E vitamininin KLN’ye basarili olarak

yuklendigi seklinde yorumlamistir.
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Zimmermann, Souto ve Muller (2005, s. 511-512) yaptiklari ¢calismada makrolit
tirevi olan immunbaskilayici 6zellikteki RMEZ98 yuklu gliserol monostearat KLN
formilasyonuna disuk oranda RMEZ98 eklediklerinde NMR spektrumunda 6zgin pik
gorilmemistir. 'H-NMR analizinin enkapsiilasyonla baglantili oldugunu diisiinen
arastirmacilar pik goézlenmemesinin nedenini formilasyona disiuk derisimde giren
RMEZ98'e baglamis ancak c¢alismayl termal analiz ile destekleyerek basaril

enkapsulasyon gerceklestirdiklerini bildirmigtir.

6.6. PNP ve KLN formiilasyonunda etkin madde miktar tayini

Nanopartikil 1000 ym’den daha ufak boyutlu, dogal/sentetik polimer ve lipit gibi
maddelerden olugan pargaciktir. ilag etkin maddesi matrisin iginde veya ylizeyine
tutunmus olarak bulunabilir (Sahoo, Dilnawaz ve Krishnakumar, 2008, s. 147; Bucolo,
Drago ve Salmone, 2012, s. 191). Bu nedenle PNP ve KLN sistemindeki etkin madde
miktari analizinde hem enkapsule edilen miktar hem de polimer ve kati lipit yuzeyine
tutunan miktar belirlenmelidir. Yontemler, 4.4.5.8., Formiilasyonda etkin madde miktar
tayini ve 4.6.4.8. Formilasyonda etkin madde miktar tayini kisminda belirtildigi sekilde
gerceklestirilen yikleme etkinligi ¢calismasinda hazirlanan PNP formilasyonlarindan
KSR-3, ERS-2 ve ERL-3'Un ve KLN formilasyonlarindan DYN-DT’nin yikleme
kapasitesinin diger formulasyonlara goére daha ylksek oldugu saptanmistir (Bkz. Cizelge
5.8. ve Cizelge 5.14.).

KSR-1, KSR-2 ve KSR-3’Uin yiikleme etkinligi, sirasiyla, % 46.995+2.483 (Ort+SH),
% 40.674+3.038 (Ort+SH) ve % 48.477+2.278 (Ort+SH) olarak bulunmustur. ERS-1 ve
ERS-2’nin yukleme etkinligi sirasiyla % 43.742+3.642 (Ort+SH) ve % 43.887+2.605
(OrtxSH) iken, 0.15 g etkin madde bulunan ERS-3'de % 39.09313.746 (OrtxSH) oldugu
belirlenmigtir. ERS’de etkin madde miktari arttikga polimere enkapstle edilen DT
miktarinin azaldigr gérilmustir. ERL-1, ERL-2 ve ERL-3’de sirasiyla % 37.079+1.340
(OrtxSH), % 38.8731£1.027 (OrtxtSH) ve % 35.177+0.458 (Ort+tSH) olan yilkleme
etkinliginin ayni oranda DT iceren COMP-DT ve DYN-DT’de sirasiyla % 8.802+1.747 ve
% 11.612+0,204 (Ort+SH) oldugu saptanmistir.

DT’nin slizgece olasi adsorpsiyonu igin gergeklestirilen test sonucunda 0.05
ug.mL™ derisim igin % 99.5+0.3 (Ort+SH), 0.10 pug.mL™" derisim igin % 99.2+0.4 (Ort+SH)
ve 0.15 ug.mL™ derisim igin % 99.1+0.6 (Ort+SH) yiizde geri kazanim degerleri elde
edilmistir. YUksek % geri kazanim degerleri nedeni ile miktar tayini analizinde poliamit

suzgec¢ kullaniminin uygun olduguna karar verilmistir
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6.7. PNP ve KLN formiilasyonu, DT ve Rastel® Tablet ile yapilan in vitro salim

calismasi

Oral kontrolli salim sistemlerinden etkin madde salimi kullanim amacina yonelik
olarak farkh sekillerde tasarlanabilir. Kontrollu salim sisteminde genellikle hemen salinan
ve kandaki ila¢ duzeyini kisa surede istenen terapotik dizeye ulastiracak baglangig dozu
ve ardindan surdurme dozu adi verilen kontrolli olarak salinan ila¢ etkin maddesi ile
istenilen dizeyi koruyan doz bulunur. Geleneksel ilag tasiyici sistemlerde tek doz ilag
alindiginda kan dizeyi kisa surede yukselir ancak emilim sona erdikten sonra kisa
denebilecek surede duger. Bu durum 0Ozellikle yarilanma émru kisa olan ilaglarda sik ilag
alimini gerektirir ve kan duzeyinin dalgalanmasina neden olur. Kontrolli salim sisteminin
baslica amaci bu sakincalari énlemek ve dolayisiyla farmakolojik etki azalmasi
olasiligini ortadan kaldirmaktir (Dortung, 2002, s. 151).

DT’nin kisa yari 6murli etkin madde olmasi ve piyasada bulunan geleneksel tablet
formilasyonundan hizla salinmasi hastanin ginde en az U¢ kez ilaci kullanmasini
gerektirmektedir. Bu gcalismada PNP ve KLN hazirlanmasindaki amag parcacik disinda
kalan DT miktar ile baglangi¢ dozunu ve parcaciklara yiklenen DT ile de surdurme
dozunu saglamaktir. Jn vitro salim calismalarinda bu amaca yonelik test

gerceklestirilmigtir.

Nanotasiyicilar ile GIS ortami arasindaki olasi etkilesimin ©ngorilebilmesi
agisindan in vitro teknikler oldukga yararldir. Uygulanan teknikler arasinda yapay mide-
barsak sivisi ve membran kullaniimasi sayilabilir. Yapay GiS sivilarinin kullanildig
model nanotasiyicilarin GiS sivisinda davranigini, membran model ise nanotaslyicilarin

barsak epitelinden tagsinmasini aydinlatir (Acartirk, 2014, s. 231).

Bu calismada hazirlanan tim formulasyonlar igin zaman karsi kiimulatif ¢bzinen
etkin madde miktari Cizelge 5.9., Cizelge 5.10., Cizelge 5.11. ve Cizelge 5.15'.te
sunulmustur. Toz DT’nin salimi ilk iki saat icinde % 92.217+0.682 (Ort+tSH) orana
ulasirken, DT iceren ticari Rastel® tabletin salimi 2 saat sonunda %103.342+1.116’ya
(OrtxSH) yukselmisgtir.

Hazirlanan PNP ve KLN formilasyonlarindan in vitro salimin suda ve yagda
¢oziinen DT’e ve ticari RASTEL® tablete oranla daha uzun siirede gergeklestigi Sekil

5.84.’te acgik¢a gorilmektedir.

Parcacik yuzeyinde tutunan etkin maddenin salim ortaminda hizla ¢gézinmesinden

dolay! ani derigsim artisi gdzlenmis, daha sonra pargaciklarin i¢cinde hapsolan etkin
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maddenin 48 saat boyunca sirekli salim gdsterdigi saptanmistir. in vitro salim
calismasinin 48 saat sure sonunda durdurulmasinin nedeni DT’nin uygulandiktan
yaklasik 30 dakika sonra Cnaks degerine ulasmasi, dagilim yari dmri ve eliminasyon yari
Omrinun sirasiyla 0.35 ve 1.65 saat olmasidir. Ayrica etkin maddelerin vicut icerisinde
48 saatten daha uzun sure tutulmasi ilk gecis etkisi ve entero-hepatik déngu gibi fizyolojik

nedenlerle gugtir.

DT iceren PNP’ler arasindaki KSR-2, ERS-3 ve ERL-3’Uin 48 saat sonunda daha
fazla miktarda DT salimini sagladigi gorilmektedir. KSR-2, ERS-3 ve ERL-3’den salinan
DT oraninin, sirasiyla, % 50.714+1.053 (OrtxSH), % 54.407+2.466 (OrtxtSH) ve %
51.870£1.505 (Ort+SH) oldugu bulunmustur. Benzer sonug gésteren COMP-DT’den 48
saat sonunda salinan DT orani % 67.742+0.128 (OrttSH) olmustur. Oral olarak
kullanilan nanosistemlerde etkin maddenin dizgun ve yuksek oranda salinmasi 6nemli
oldugundan, PNP ve KLN sistemleri kendi icinde degerlendirildiginde KSR-2, ERS-3 ve

COMP-DT’nin amaglanan etkinligi saglayabilecegi disunulmustar.

Cift emiilsiyon-¢dziicli ugurma teknigi ile vankomisin yiiklii Eudragit® RS 100 PNP
sisteminin hazirlandigi ¢alismada, hazirlanan formilasyonun ve etkin madde-polimer
fiziksel karisiminin 24 saatlik in vitro salim galismasi 37+£1°C sicakhktaki PBS (pH 7.4)
ortaminda, 100 rpm Kkaristirma hizi ile diyaliz membrani yontemi kullanilarak
gerceklestiriimistir (Loveymi vd, 2012, s. 49-51). Cok hizli salim gdsteren fiziksel
karisimda 60 dakika icinde %100 derisim oranina ulasiimigtir. Hazirlanan nanopartikiller
ise % 100’e ulasmamis ancak 24 saat boyunca surekli salim gdstermistir. Bu durum
Eudragit® RS 100 ile hazirlanan matris sistemin vankomis’in strekli ve kontrollli salimini

sagladigi seklinde degerlendirilmigtir.

Saf tamoksifen sitrat ve tamoksifen sitrat yiikli Kollidon® SR nanopartikiiliiniin in
vitro salim performansinin degerlendirildigi bir calismada, sert jelatin kapstle doldurulan
15.2 mg tamoksifen sitrat ve 15.2 mg tamoksifen sitrat iceren nanopartikul icin USP
Apparatus 1 ile 37+0.5°C’deki hidroklorik asit (pH 1.2) salim ortami ve 100 rpm karistirma
hizi kullaniimistir (Kapse vd., 2012, s.109-111). Saf etkin madde salimi ilk 60 dakikada
% 100 derisim oranina ulasirken bu sirede nanopartikiil formilasyonundan salinan
tamoksifen sitrat orani % 100’e ulagsmamistir. Bu durum kontrolllii ve uzun sureli nano-

salim sistemi gelistirildigi seklinde yorumlanmistir.

Ultrasonikasyon yéntemi ile stearik asit, gliseril monostearat ve Compritol® 888
ATO kati lipitleri kullanilarak hazirlanan montelukast sodyum yukli KLN sisteminden

diyaliz membrani ydntemi ile in vitro salim ¢alismasi % 0.5 sodyum lauril sulfat iceren
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distile su ortaminda 100 rpm karistirma hizi kullanilarak gergeklestirilmistir (Priyanka ve
Sathali, 2012, s. 131 ve 133). Montelukast sodyumun saf ¢ozeltisi 4 saatte % 100 derisim
oranina ulasirken, Ug¢ farkli kati lipit kullanilarak hazirlanan KLN sisteminin birbirine
benzer profilinde ilk 30 dakikada ani salim ve ardindan 12 saate kadar % 59’a varan
oranda salim elde edilmigtir. Ani salimin pargacik icine hapsedilemeyen etkin maddeden
ileri geldigi ifade edilmistir. Etkin maddenin ilk 30 dakikadan sonraki asamada yavas
salimi ¢ézunmus veya dagilmis etkin maddenin ¢bézinme ve difizyon yoluyla lipit
matristen yavas yavas serbest birakildigini dusundurmustir. Elde edilen sonuglar tum
lipitler igin degerlendirildiginde uzun karbon zincirine sahip olan Compritol® 888 ATO’nun

diger lipitlere gore surekli salim igin daha uygun oldugu bildirilmistir.

Bu c¢alismada hazirlanan tim PNP ve KLN formdilasyonlari (zerinde
gerceklestirilen parcacik buyuklugu, zeta potansiyel, taramali elektron mikroskobu,
termal, X-igini kirlnim, FT-IR, NMR, etkin madde miktar tayini ve oral sistemler icin
6nemli olan in vitro sahm sonuglar degerlendirilerek PNP’lerden KSR-2, ERS-3 ve
KLN’lerden COMP-DT optimum formilasyon segcilerek kararlilik, sitotoksisite ve in vivo

calismalarda kullaniimalarina karar verilmistir.

6.8. In Vitro Salim Kinetigi Calismasi

In vitro salim galismasi ilag taslyici sistemlerin formilasyonu ve kalite kontroliinde
énemli rol oynar. In vitro salim test sonuglari ilaglarin yalnizca kararlihgini izlemek igin
degil, ayni zamanda ilaglarin in vivo emilimini ngérmek igin de kullanilir. Pahali olan in
vivo emilim galismalarina gére ¢ok daha ucuz ve hizl bir ydontemdir. Bu nedenle in vitro
salim caligmasi farmasoétik alanda yapilan calismalarda siklikla kullanilan ve buyuk ilgi

gbren calisma teknigidir (Zhang vd., 2010, s. 263).

Kullanilan geleneksel dozaj sekillerinin yerine kontrolli salim sekillerinin
tasarlanmasi ve kullaniminda son yillarda buyuk ilerleme kaydedilmigtir. Piyasada birgok
ilag etkin maddesinin kontrolli salim yapan dozaj sekli bulunmaktadir. Gelistirilen
ilaglarin cogu sifir derece veya birinci derece ya da hizli bir salimin ardindan sifir derece

veya birinci derece kinetikte salim gdstermektedir (Dash vd., 2010, s. 217).

ilag salim verileri olusturulan birgok matematiksel model ve istatistiksel parametre
kullanilarak deg@erlendiriimektedir. Bu modellerin cogu dogrusal olmayan esitlik igerir.
Matematiksel modelleri kullanan programin yoklugu, profil kargilastirmanin glclugu ve

kullanici hatasindan kaynakli birgok deneysel hata ve bilgi bulunmaktadir. Bu sorunun
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Ustesinden gelmek igin arastirmacilar salim verilerinin degerlendiriimesinde kirk farkli
dissolisyon parametresini degerlendirebilen DDSolver bilgisayar programini
gelistirmistir (Zhang vd., 2010, s. 264; Zuo vd., 2014, s. 2). Bu ¢calismada da hesaplama
zamanini kisaltmak, hesaplama hatalarini elimine etmek ve dogru salim profilini

belirlemek icin DDSolver bilgisayar programi kullaniimistir.

In vitro salim deneyinin ardindan hazirlanan dokuz PNP formiilasyonu ve iki KLN
formilasyonu i¢in zamana karsi % kumulatif ¢éziinen miktar hesaplandiginda tim
formilasyonlarin 48 saat boyunca surekli salim yaptigi gériimustir. Hesaplamadan
sonra veriler u¢ énemli kriteri belirlemek tzere DDSolver programina aktariimistir. Bu
kriterler hiz sabiti (k), Akaike bilgi kriteri (AIC) ve determinasyon katsayisidir (r?) ve
degerlendirmede en yiiksek k ve r* degeri ile en diisiik AIC degeri baz alinmistir (Zuo
vd., 2014, s. 3). Programda kontrolli salim saglayan sifir derece ve birinci derece kinetik,
Higuchi, Hopfenberg, Hixon-Crowell ve Korsmeyer-Peppas modelleri secilmis ve yapilan
degerlendirmenin ardindan salim profilinin Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modeline
uyum gosterdigi belirlenmistir. Bu iki model degerlendirme kriterlerine gore
karsilastirildiginda Korsmeyer-Peppas modeli en uygun model olarak segilmigtir. Elde
edilen bulgular Cizelge 5.21'de, programdan alinan salim grafikleri ise Sekil 5.115-Sekil
5.122'de sunulmustur. Korsmeyer-Peppas modeline uygunluk ilgili sekilde agik¢a

gorulmektedir.

Bagimli degisken ve bagdimsiz birden fazla degisken olmak Uzere degiskenler
arasindaki sebep-sonug iligkisini matematiksel bir model olarak koyan yonteme c¢oklu
regresyon analizi adi verilir. Coklu regresyon analizinde r* degeri eksi deger
alabilmektedir. * degerinin negatif oldugu durumda deger sifir olarak diisiiniilmeli ve
buna gére yorum yapilmalidir (Ozdamar, 1997, s. 413-414). Cizelge 5.21’de r? degerinin
negatif oldugu goéze carpmaktadir. Degerin negatif ¢ikmasi dogrusal regresyon
analizinde mumkun degilken DDSolver programinda ¢oklu dogrusal regresyon analizi
yapildigi igin negatif deger alabilmektedir. Literatiire gére coklu regresyonda r? degeri

degerlendirildiginde, en blyik r? degeri Korsmeyer-Peppas modelinde gdzlenmistir.

Korsmeyer-Peppas modeli ila¢g etkin maddesinin matris sistem olarak gelistirilen
nano tasiyicidan kontrolli olarak salindigini gésteren modeldir (Dash vd., 2010, s. 220).
Korsmeyer-Peppas modeline uymasi ve yapilan tum karakterizasyon testlerinin
sonucunda hazirlanan formulasyonlarin matris model olusturuldugu ve kontrolli salim

yaptigi kanisina variimigtir.
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6.9. Kararlihk Calismasi

4°C, 25°C ve 40°C’de kararhlik kabinlerinde saklanan PNP ve KLN’nin 0. zaman,
1., 2., 3. ve 6. aylardaki fiziksel goérinusi gorsel olarak incelendiginde, 4°C ve 25°C’de
saklanan PNP ve KLN’de herhangi bir degisiklik belirlenmemigtir. 40°C’de saklanan
ERS-3'de kararlilik test sliresi sonunda sararma gorulmustir. 40°C’de saklanan ERS-3
ve KSR-2 kodlu PNP formilasyonunda kati parcaciklarin agrege yapilar olusturdugu
ancak distile suda kolayca dagitilabildigi saptanmistir. COMP-DT’nin ise tim kararlilik
ortamlarinda kararli yapida oldugu, formilasyonda fiziksel agidan herhangi bir degisiklik
gorulmedigi ve hazirlandigi andan itibaren rengini ve tekdize goérinimunu korudugu

gozlenmistir.

Nanopartikillerin fiziksel kararliigina karar vermek igin énem igeren pargacik
boyutu ve dagihmi dinamik 1sik saciimasi, lazer kirinimi ve foton korelasyon

spektroskobisi gibi ydntemlerle saptanabilir (Kavaz, 2011, s. 13).

KSR-2’nin 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki pargacik boyutu ve dagilimi Cizelge
5.16., Cizelge 5.17. ve Cizelge 5.18.’de, tim zamanlarda elde edilen pargacik boyutu ise
karsilastirmali olarak Sekil. 5.85.’te sunulmustur. KSR-2’nin 226.1094£0.751 nm (Ort+SH)
olan 0. zaman pargacik boyutu, 6. ay sonunda 4°C’'de saklanan formilasyonda
650.512£1.029 nm (Ort+tSH), 25°C’de saklanan formulasyonda 635.31314.981 nm
(OrttSH) ve 40°C’de saklanan formilasyonda 715.312+1.569 nm (Ort=SH) olarak
belirlenmis ve dolayisiyla pargacik boyutunun yuksek sicaklikta arttigr dustnulmustar.
KSR-2’nin 0. zaman ve 3. aydaki pargacik boyutu istatistiksel olarak karsilastirildiginda
4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan formulasyonlar arasinda ¢ok énemli fark (p<0.01) oldugu
belirlenmigtir. KSR-2’'nin 0. zaman ve 6. aydaki parcacik boyutunun istatistiksel
karsilastiriimasinda ise 4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan formulasyonlarda ileri diizeyde
6nemli fark (p<0.001) oldugu goértimugstir. Tum kararhlik ortamlarinda saklanan KSR-
2’nin parcacik boyutunda artis gorulmekle birlikte en yiksek artis 40°C’de saklanan

formulasyonda 6. ayin sonunda 715.312+£1.569 nm (Ort+SH) degeri ile gbézlenmistir.

ERS-3’Un 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki pargacik boyutu ve dagilimi Cizelge
5.16., Cizelge 5.17. ve Cizelge 5.18.’de, tim zamanlarda elde edilen pargacik boyutu ise
karsilastirmal olarak Sekil. 5.86.’"da sunulmustur. ERS-3’Un 0. zamanda 690.667+0.613
nm (Ort+SH) olan pargacik boyutunun, 6. ay sonunda 4°C’de saklanan formilasyonda
756.0581£1.364 nm (Ort+SH), 25°C’'de saklanan formilasyonda 732.672+0.985 nm
(Ort+SH) ve 40°C’de saklanan formulasyonda 765.500+1.312 nm (Ort+SH) olarak arttigi
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ancak KSR-2'ye gére daha dusik artis oldugu gortlmdstir. ERS-3'Un 4°C ve 25°C’de
saklanan formulasyonunun 0. zaman ve 3. aydaki pargacik boyutunda ¢ok belirgin artis
yokken 40°C’de saklanan formilasyonda artis saptanmistir. 3. ve 6. aylarin sonuglari
paralellik gostermistir. ERS-3'in 0. zaman ve 3. aydaki parcacik boyutu istatistiksel
olarak karsilastinldiginda 4°C ve 25°C‘de saklanan formilasyonlarda 6nemli fark
(p<0.05), 40°C’de saklanan formulasyonda ise ¢ok o6nemli fark (p<0.01) oldugu
belirlenmigtir. ERS-3’n 0. zaman ve 6. aydaki parcacik boyutunun istatistiksel
karsilastirilmasinda 6énemli fark (p<0.05), 40°C’de saklanan formilasyonda ise ¢ok
onemli fark (p<0.01) oldugu goériimustir. Tum kararhlik test ortamlarinda saklanan ERS-
3’Un pargacik boyutunda artis bulunmasiyla birlikte en yuksek artisin 765.500£1.312 nm

(Ort+SH) ile 40°C’de saklanan formulasyonda 6. ayin sonunda oldugu belirlenmistir.

COMP-DT’nin 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki parcacik boyutu ve dagilimi
Cizelge 5.16., Cizelge 5.17. ve Cizelge 5.18.’de, tUm zamanlarda elde edilen pargacik
boyutu ise Sekil. 5.87.’de karsilastirmali olarak sunulmustur. COMP-DT’nin
100.410+1.820 nm (OrtxSH) olan 0. zaman parcacik boyutu, 6. ay sonunda 4°C’de
saklanan formuilasyonda 190.862+1.265 nm (Ort+SH), 25°C’de saklanan formulasyonda
170.67412.689 nm (Ort+SH) ve 40°C’de saklanan formulasyonda 220.311+1.844 nm
(Ort£SH) olarak belirlendiginden parcacik boyutunun arttigi disundlmastar. En yuksek
parcacik boyutuna 40°C’de saklanan COMP-DT’nin 6. ayinda 220.311+1.844 nm
(Ort+SH) ile ulasiimistir. Diger kararllik ortamlarinda da baslangi¢ pargacik boyutuna
gore boyut artisi oldugu gézlenmisti. COMP-DT’nin 0. zaman ve 3. aydaki parcacik
boyutu istatistiksel olarak karsilastiriidiginda 4°C ve 25°C’de saklanan formulasyonlarda
onemli fark (p<0.05), 40°C’de saklanan formuilasyonda ise ¢ok 6nemli fark (p<0.01)
oldugu goérilmustir. COMP-DT’'nin 0. zaman ve 6. aydaki pargacik boyutunun
istatistiksel karsilastirimasinda 4°C ve 25°C’de saklanan formulasyonlarda dnemli fark
(p<0.05) oldugu belirlenmistir. 40°C’de saklanan formulasyonda ise ¢ok dnemli fark

(p<0.01) saptanmistir.

Sonug olarak, 6 ay sonunda PNP ve KLN formulasyonlarinin pargacik boyutunda,
Ozellikle 40°C’de saklanan formulasyonlarda daha yiiksek olmak lzere, artis gézlenmis

ancak tim formulasyonlarin pargcacik boyutu nanometre araliginda kalmistir.

Literatire gore polidisperslik indisi (PDI) degeri tek fazh sistemler icin 0.01
civarindan 0.5-0.7 degerine kadar ¢ikabilir ve 0.7 degerinden daha yUksek degerler cok

genis pargacik boyut dagiliminin géstergesidir (Lopedota vd., 2009, s. 503). Kararhlik
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testi boyunca KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin PDI degeri 0.7’nin altinda oldugundan
tekdiize dagilimin korundugu sonucuna varilmistir. 40°C’de saklanan KSR-2 ve ERS-
3’Un taramali elektron mikroskobu goérintisinde goérilen topaklanmaya karsin distile su
icinde kolayca dagilmalarindan dolaylr PDI degerlerinin istenilen aralikta oldugu

disunulmastir (Cizelge 5.16., Cizelge 5.17. ve Cizelge 5.18.).

PNP ve KLN'de zeta potansiyelin oOlgliimesi kolloidal dispersiyonun saklama
kararlihg@r hakkinda 6ngdride bulunmaya olanak verir. Genel olarak, ylksek zeta
potansiyele sahip parcaciklarda agregasyonunun olugsma olasiigl elektriksel itme
nedeniyle daha dusuktur. Nanopartikillerin zeta potansiyeli ol¢ilerek kararhligi ve
topaklagsma egilimi 6ngorilebilir. Zeta potansiyel degeri £+60 mV (zerinde ise
parcaciklarin yiksek dizeyde kararli, £20-30 mV arasinda da kararli oldugu ifade
edilmistir (Kavaz, 2011, s. 13).

Bu calismada hazirlanan KSR-2’'nin 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki zeta
potansiyel degeri Cizelge 5.19'da, tim zamanlarda elde edilen zeta potansiyel verileri
ise Sekil 5.88.de karsilastirmali olarak sunulmustur. KSR-2'nin -16.43£0.45 mV
(Ort+SH) olarak olgilen 0. zaman zeta potansiyel degerinin, 6. ay sonunda, 4°C’'de
saklanan formilasyonda -19.62+0.56 mV (Ort+SH), 25°C’de saklanan formilasyonda
-20.54+£1.52 mV (Ort+SH) ve 40°C’de saklanan formilasyonda -22.07+1.96 mV
(Ort+SH) oldugu belirlenmistir. KSR-2'nin 0. zaman ve 6. ay zeta potansiyel degeri
istatistiksel olarak karsilastirildiginda 4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan formulasyonlarda

6nemli fark (p<0.05) gézlenmistir.

ERS-3’Gn 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki zeta potansiyel degeri Cizelge
5.19.da ve tim zamanlarda elde edilen zeta potansiyeli $ekil 5.89.’da karsilastirmali
olarak sunulmustur. ERS-3’Un +26.15+1.42 mV (Ort+SH) olarak dlgilen 0. zaman zeta
potansiyel degeri, 6. ay sonunda 4°C’de saklanan formilasyonda +30.25+1.78 mV
(Ort+SH), 25°C’de saklanan formuilasyonda +28.9810.90 mV (Ort+SH) ve 40°C’de
saklanan formilasyonda +27.32+0.77 mV’ye (Ort+SH) yukselmistir. ERS-3’Un 0. zaman
ve 6. ay zeta potansiyel degeri istatistiksel olarak karsilastirildiinda 4°C, 25°C ve

40°C’de saklanan formulasyonlar arasinda énemli fark (p<0.05) gézlenmisgtir.

COMP-DT’nin 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylardaki zeta potansiyel verileri Cizelge
5.19'da ve tim zamanlarda elde edilen zeta potansiyel degerleri karsilastirmali olarak
Sekil. 5.90.’da sunulmugtur. COMP-DT’nin -10.80+0.05 mV (Ort+SH) olarak olcllen 0.
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zaman zeta potansiyel degeri, 6. ay sonunda, 4°C’de saklanan formuilasyonda
-13.75£1.15 mV (Ort+SH), 25°C’de saklanan formulasyonda -14.25+0.85 mV (Ort+SH)
ve 40°C’de saklanan formulasyonda -12.25+0.95 mV (OrttSH) olarak belirlenmistir.
COMP-DT’nin 0. zaman ve 6. ay zeta potansiyel degeri istatistiksel olarak karsilastiriimis
ve 4°C, 25°C ve 40°C’'de saklanan formilasyonlar arasinda dnemli fark (p<0.05)

gozlenmistir.

ERS-3 disindaki KSR-2 ve COMP-DT’nin kararllik ortaminda saklama siresi
boyunca zeta potansiyel degerinde gorilen farklar nedeniyle ve ayrica zeta potansiyel
degerinin literatirde belirtilen optimum aralida girmemesinden dolayi 6. ay sonunda

kararl olmadigi sdylenebilir.

4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan PNP’nin 6. ay sonunda alinan taramali elektron
mikroskobu goérintisiinde KSR-2 ve ERS-3’Un kuresel yapisini 6 ay boyunca korumasi
ve DT’e ait spesifik kristal goriintiiniin gézlenmemesi pargaciklarda bozunma olmadigi
ve DT’i hapsederek korudugu seklinde degerlendirilmistir (Bkz. Sekil 5.91., Sekil 5.92.,
Sekil 5.93., Sekil 5.94., Sekil 5.95. ve Sekil 5.96.). COMP-DT’nin 6. ay sonunda alinan
taramal elektron mikroskobu goéruntisunde de literatirde bildirilen plaka seklinin
korundugu goérulmustir (Bkz. Sekil 5.97., Sekil 5.98. ve Sekil 5.99.) (Mehnert ve Mader,
2001, s. 184).

Hazirlanan PNP ve KLN formilasyonunda, saklama suresince olugabilecek olasi
degisikliklerin belirlenebilmesinde referans olarak kullaniimak Uzere saf maddelerin
DSC, FT-IR ve NMR analizi gergeklestiriimistir. DSC ve X-isini kirinim analizi PNP ve
KLN sistemlerin fiziksel durumu ve yuzey 6zelligi hakkinda bilgi verirken, yapisal 6zelligi
FT-IR ve NMR spektroskopisi ile arastirilabilir. ila¢ etkin maddesinin nanopartikiil
icerisindeki fiziksel durumu ve yerlesimi DSC ve X isini kirinimi cihazi ile, nanopartikilin
kristal 6zelligine etkisi de 6zellikle X-1sini kirinim cihazi ile incelenebilir (Kavaz, 2011, s.
14).

Tdm kararhlik ortamlarinda saklanan KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT nin
termograminda cihaza bagh kug¢ik morfolojik degisimler disinda &nemli fark
g6zlenmediginden DT iceren PNP ve KLN’nin 6 ay suresince kararhligini korudugu ve
sicakliktan etkilenmedigi dusunudlmuistur (Bkz. Sekil 5.100., Sekil 5.101., Sekil 5.102.,
Sekil 5.103., Sekil 5.104., Sekil 5.105., Sekil 5.106., Sekil 5.107. ve Sekil 5.108.).

Farmasoétik dozaj sekillerinin kararsizlik durumu fiziksel gériinis, renk, koku, tat ve

yuzey dokusu gibi 6zellikler incelenerek belirlenebilir, ancak dozaj seklinde olusabilecek
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kimyasal degisiklikler yalnizca kimyasal analiz yardimi ile saptanabilir. Farmasotik
formulasyonlarin kimyasal kararhliginin degerlendiriimesinde kullanilan tekniklerden biri
de FT-IR analizidir (Wilson vd., 2008, s. 81).

Bu calisma kapsaminda KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT lizerinde 0. zaman, 3. ve 6.
ayda yapilan FT-IR ve 'H-NMR spektrumlarinin birbirini desteklemesi ve 0. zaman
spektrumu ile benzer bulunmasi formulasyonlarin kimyasal kararlihdini géstermis ve
herhangi bir etkilesme ve bozunma olmadigini disindirmustir (Bkz. Sekil 5.109., Sekil
5.110. ve Sekil 5.111.). Kimyasal kararlihdin degerlendiriimesinde bir diger teknik olan
'H-NMR analizinde KSR-2 ve ERS-3 dogrudan détero kloroform (CDCLs) iginde
¢ézundlrulerek, COMP-DT ise sinyallerin engellenmemesi amaciyla liyofilize edilip
formilasyondaki suyun ortamdan uzaklastirimasinin ardindan doétero kloroform
(CDCLs) iginde ¢dziindirilerek kullaniimistir. "H-NMR spektrumlarinda PNP ve KLN igin
kararllik calismasi slresince alinan sinyallerin 0. zaman lipit sinyallerinden ¢ok farkli
olmamasi ve 7-8 ppm araliginda DT e ait piklerin gézlenmesi FT-IR analizini desteyerek
kimyasal kararliga isaret etmis ve dolayisiyla kimyasal yapinin korundugu ve etkin
madde ile etkilesim olmadigi distnulmustir (Bkz. Sekil 5.112., Sekil 5.113. ve Sekil
5.114.).

ilag etkin maddesinin veya bu madde ile hazirlanan tasiyici sistemin
hazirlanisindan tamamen tuketildigi zamana kadar gegen sire iginde fiziksel, kimyasal
ve farmakolojik 6zelliklerini yitirmeden korumasi istenir. 4°C, 25°C ve 40°C’de saklanan
KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin 0. zaman, 1., 2., 3. ve 6. aylar sonunda elde edilen %
yukleme etkinligi Cizelge 5.20.’de sunulmustur. Tum kararlilik ortamlarinda bekletilen
formulasyonlar kendi iclerinde istatistiksel olarak degerlendirildiginde 6nemli fark
(p>0.05) gobzlenmediginden, PNP ve KLN formilasyonu igindeki DT miktarinin

degismedigi ve kayip veya bozunma olmadigi kararina variimistir.

6.10. Sitotoksisite Calismasi

In vitro sitotoksisite testi yeni bir formllasyonun biyolojik uyumlulugunun
degerlendiriimesinde dnemlidir. Hazirlanan formulasyonun hiicre kultirl ortaminda yol
actigi hicre buyimesinin orani arastirildiktan sonra toksisiste profilinin gikarilip hayvan
deneyinin yapilmasi zaman ve ekonomik yonden Ustunluk saglar. Ayrica hazirlanan
formulasyonun sitotoksisite testi hastaya herhangi bir risk getirmediginden veya akut

toksisite cevabi ortaya gikmamasi agisindan emin olmak igin yasamsal 6nem tasir.
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MTT [3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazolyum bromiir] testi dolayl olarak
hicre buyimesi ve/veya hlcre 6luminli degerlendirmeyi amaglayan, hucre kultiru
esasina dayanan ilag duyarlih@ testidir. ilk olarak Mosmann (Mosmann, 1983, s. 55-57)
tarafindan tanimlanmis ve gelistiriimis, ardindan Alley vd.'nin yaptigi calisma ile
gelistirilmistir (Stockert vd., 2012, s. 785; Rakers, Imse ve Gebert, 2014, s. 1583). Hiicre
biyolojisinde huicre canhligi, 6limi ve proliferasyonun degerlendiriimesinde en sik

kullanilan ekonomik bir yontemdir.

MTT ydntemi ile hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilir. Birgok hiucre populasyonu i¢in toplam mitokondriyel aktivite canl hicre
sayisiyla iligkilidir. MTT sitotoksisite testi canli hucrelerin saglam mitokondrileri
tarafindan suksinat dehidrojenaz enzimi ile tetrazolyum halkasinin ayrilmasi sonucu
formazan kristallerine donusturilmesi ve sonug olarak suda ¢ozlnebilen tetrazolyum
tuzuna dénismesi esasina dayanir. Daha sonrasinda mor renkli formazan maddesinin
¢6zunmesi amaciyla DMSO eklenir ve ortaya ¢ikan renkli ¢ozeltinin spektrofotometrede
Isik absorplamasinin Ol¢ilmesiyle canli hiucre yodunlugu belirlenebilir. MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugunun canli hucre sayisi ile dogru orantili oldugu
bildiriimistir (Fotakis ve Timbrell, 2006, s. 171-172; Boncler vd., 2014, s. 9).

Bu calismada farkli derisimde DT iceren PNP ve KLN sisteminin sitotoksisitesinin
belirlenmesinde kullanilan MTT ydnteminde suda ¢6zunebilen sari tetrazolyum boyasi
canli hucreler tarafindan suda ¢dézinmeyen mor formazan tuzuna indirgenir. Canli hiicre
miktari ile dogru orantih olan formazan miktari spektrofotometrik olarak olgulebilir
(Arranja vd., 2014, s. 88).

Sagdir vd.'nin (2013, s. 912-918) primer kondrosit hicreleri Uzerinde yalnizca DT
ile yaptigi calismada 0.25 mL ve 0.125 mL DT 24 kuyucuklu plakalara besiyeri ile
uygulanmis ve 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda besiyerleri tazelenerek inklibasyon
surdurtulmastar. 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sonrasinda absorbanslar 6lgulerek
hicre canlihdr saptanmigtir. DT ile muamele edilmemis kontrol hicreleriyle
karsilastirildiginda in vitro DT uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatte hlcre azalmasi ve
belirgin sitotoksisiteye neden oldugu goérilmustir. Bu galisma DT’nin sitotoksisitesinin
MTT yontemi kullanarak denendigi ilk ve tek ¢alismadir.

Wang, Wang ve Meng'in (2016, s. 7-8) yapti§i bir diger calismada Compritol® 888
ATO ile hazirlanan bos KLN’nin 24 saatlik sitotoksisite testinde 100 pg/mL’de % 90’nin
uzerinde hucre canlihdi gérulmustur. Etkin madde olarak sisplatin yiklu formulasyonda

ise sitotoksisite oraninin bos formilasyona benzerlik gdsterdigi saptanmistir.
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Baek ve Cho’nun (2015, s. 627-630) kati lipit olarak % 2 Compritol® 888 ATO ile
sicak ve soguk homojenizasyon teknidi kullanarak hazirladigi nanopartikile paklitaksel
ve dosetaksel yuklenmigtir. MCF-7 ve MCF-7/ADR hucrelerinde 0.001’den 10 pM’a
kadar etkin madde derisiminin sitotoksisite denemesinde 72 saatlik inkiibasyon sonunda
bos KLN formulasyonu icin hucre canliigi en yuksek dozda dahi % 80’nin altina
inmemistir. Buna karsin yuklenen etkin maddelerin antikanser 06zelligi nedeniyle
sitotoksisitenin yuksek oldugu gozlenmistir.

Bir baska galismada Olbrich vd.’nin (2001, s. 353) % 4 Compritol® 888 ATO ve
Tween® 80 kullanarak hazirladiyi KLN’nin WST-1 ile 48 saatlik sitotoksisite testi
sonucunda 40 pg/mL’den ylksek dozda hiicre canhliginin % 50°’nin altina dustigu rapor

edilmigtir.

Yuan vd’nin (2008, s. 143) yaptidi diger bir calismada % 1 Compritol® 888 ATO’nun
da icinde bulundugu bir gok KLN formiilasyonu hazirlanmistir. 72 saatlik inkibasyonun
ardindan etkin madde yuklenmemis formulasyonun ICs, degerinin 471.48 ug/mL oldugu

belirlenmigtir.

Bu calismada % 5 oraninda Compritol® 888 ATO iceren COMP-Plasebo’nun 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda ICsy degeri DT iceren COMP-DT’'ye goére daha dusik
derigsimde bulunmustur. Bu durum KLN hazirlama sirasinda pargacik ylzeyine tutunan
DT’nin hicre kiltirinde 6nce, kati lipitin icindeki DT'nin daha sonra ¢dzinmesi
nedeniyle ortaya ¢ikmistir. Zaman ilerledikge formulasyonlarin pargalanmasi sonucu

olusan artiklarin hucreler Gzerinde daha c¢ok sitotoksik etki yarattigi dusunulmustar.

Aksungur vd.’nin (2011, s. 290-291) PLGA ve Eudragit® RL karisimi ile hazirladig
PNP’nin L929 hicre dizisi Gzerinde MTT yontemi ile yapilan sitotoksisite ¢calismasinda
etkin madde yuklenmemis nanopartikilin 24 ve 48 saatlik inkibasyonunun ardindan 0.5
mg/mL ile 125 mg/mL arasindaki derisimde hicre canliiginin % 80’nin altina dismedigi
rapor edilmistir. Benzer gsekilde Naha, Byrne ve Panda’nin (2012, s. 27) PLGA ve
Eudragit® RS 100 ile hazirladigi nanopartikiilde 96 saatlik inkiibasyon sonucunda en
yuksek dozda dahi (500 ug/mL) hiicre canliigi yaklasik % 85’in altina dismemistir. Hao
vd.’nin (2013, s. 4565) yapti§i calismada da 400 pg/mL derisimdeki Eudragit® RL'nin
hdcre canlihgi Uzerinde sitotoksik etki gostermedigi gosterilmistir. Bu ¢calismalara gore

Eudragit® polimeri tek basina toksik 6zellikte degildir.

Bu calismada DT icermeyen en yuksek miktardaki Eudragit® RS 100
nanopartikilinin dahi toksisite gostermedigi, ancak DT iceren ERS-3’Un 24 saatlik

inkiibasyon sonrasinda en yuksek dozda (100 pug/100 pL) % 50’ye diisen hiicre canhligi
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gOsterdigi ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra da 50 ug/100 pyL’'den yiuksek dozda hiicre

canhihiginin % 50’nin altina distigu saptanmistir.

Kollidon® SR kullanarak hazirlanan nanopartikiil galismasi literatiirde yok denecek
kadar azdir. Bunun yanisira Kollidon® SR ile yapilan hicbir calismada MTT ile
sitotoksisite testine yer verilmemistir. Bu nedenle bu ¢alismada Kollidon® SR ile elde
edilen sitotoksisite degerleri literatirdeki ilk sonuglar olma 6zelligindedir. MTT ile elde
edilen sonuclarda Kollidon® SR’nin tek basina kullanildigi KSR-Plasebo ve DT igeren
KSR-2 i¢in kuyularda en ylksek dozda dahi hiicre canliigi % 70’in altina dismemistir.
Sonugta Kollidon® SR’nin biyouyumlu bir madde oldugu ve yilksek dozdaki DT’nin
sitotoksisitesini dahi engelleyebildigi gosterilmistir.

Bu calismada hazirlanan formilasyonlarin derisim ve zamana bagh olarak
yalnizca yuksek dozlarda sitotoksisite gosterdigi saptanmigtir. Elde edilen sonuglardan
bazilari literatirdeki sonuclar ile tutarli olmakla birlikte, bazilar degildir. Bu farkliligin
calismada kullanilan lipit/polimer derisimi, kullanilan ylzey etkin madde ve sitotoksisite

6lcumU yapilan zaman farklihgindan kaynaklandigi digtuntlmuastar.

Sonug olarak Eudragit® ya da Compritol® sistemi ile ilgili calismalar literatiirde
bulunurken, DT ile hazirlanmis sistemin MTT ile sitotoksisitesi Uzerine yapilan ¢alisma
yoktur. Bu nedenle bu calisma ile literatirdeki calismalar karsilastirmak olanaksizdir.

Bu ac¢idan bakildiginda da bu galisma 6zgunluk tagimaktadir.

6.11. in Vivo Calisma

ilaglarin analjezik etkisinin deney hayvanlarinda degerlendirimesine yénelik olarak
duyarh ve guvenilir davranissal modeller gelistiriimistir. Bu modeller genellikle termal,
kimyasal ve mekanik uyarana bagl gelisen agri ve aci duygusunun esiginin ol¢ciimesi
esasina dayanir. Agri mekanizmalari medulla spinalis’in farkli bélgeleri, beyin sapi, 6n
beyin ve periferal dokular gibi ¢esitli anatomik bdlgelerle iligkili olabilir. Ayrica farkh agri
tiplerinde farkli mekanizma ve anatomik bdlgelerin katkisi sz konusudur. ilag etkin
maddesinin agri Uzerine etkisinin deney hayvanlarinda degderlendiriimesinde birden fazla

test kullaniimasi daha gegerli sonuca ulagsmaya yardimci olur (Uzbay, 2004, s.139).

Bu galismada hazirlanan PNP ve KLN’nin farkli mekanizmalar ile gergeklesen agri
durumuna karsi etkisi incelenmistir. DT ve DT igeren KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin
santral dizeydeki analjezik etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilan sicak zemin testi

sonuglari Cizelge 5.22., Sekil 5.125. ve Sekil 5.126.’da verilmistir. Sicak zemin testinde
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10 mg/kg dozda DT ve 10 mg/kg DT iceren KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin analjezik
etkinligi oncelikle kontrol grubu (SF) ile, ardindan DT ile karsilastirimistir. DT’nin 1.
saatteki analjezik etkinligi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak dnemli fark
(p<0.05) oldugu saptanmistir. DT’nin 3., 6. ve 9. saatteki analjezik etkisi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 6nemli fark bulunmamistir. Sekil 5.126."da goruldigu Uzere,
DT’nin 3. saatteki analjezik etkinlidi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak dnemli
fark bulunmasa da, analjezik etkinligin goreceli olarak azalarak surdigi gértlmektedir.
DT’nin maksimum analjezik etkiyi 1. saatte sagladigi; 3. saat ve ilerleyen saatlerde
etkinin azaldigi, 6. ve 9. saatte ise hemen hemen etkisiz oldugu belirlenmistir. Hazirlanan
formulasyonlarin analjezik etkinligi kontrol grubu ile karsilastirildiinda KSR-2 ve ERS-3
ile 1. saatte 6nemli fark gézlenmezken, COMP-DT ile 1. saatte kontrol grubuna goére ¢ok
onemli fark (p<0.01) saptanmistir. Bu durum COMP-DT’nin daha ufak boyutlu ve dis
yuzeyinde kalan DT miktarinin ylksek olmasindan dolayi santral sinir sistemine kolayca
gecerek anlaml analjezik etki saglamasi olarak agiklanmigtir. Tium formdulasyonlarin 3.
ve 6. saat analjezik etkinligi kontrol grubu ile karsilastirildiginda ileri dizeyde énemli fark
(p<0.001) gdzlenmistir. KSR-2’'nin 9. saat analjezik etkinligi kontrol grubu ile
karsilastiriimis ve 6nemli fark (p<0.05) oldugu ve ERS-3 igin ise ileri diizeyde 6nemli fark
(p<0.001) bulundugu goérulmuastir. COMP-DT 9. saat kontrol grubuna gére 6nemli bir
fark gostermese de etkisinin géreceli olarak hala sturdigu Sekil 5.126.’da gérilmektedir.
COMP-DT, DT’ye gére daha uzun sure analjezik etki gdsterirken, KSR-2 ve ERS-3’e
gore analjezik etkinin daha dusik oldugu belirlenmistir. COMP-DT’nin 9. saat analjezik
etkisi KSR-2 ve ERS-3 ile kargilastirildiginda ise dnemli fark olmadigi saptanmistir.
Hazirlanan formilasyonlarin 1. saatteki analjezik etkinliginin DT ile kargilastirimasinda
aralarinda énemli fark olmadigi gézlenmigstir. 3. saatte ise KSR-2 ve ERS-3 DT’ye gore
onemli fark (p<0.05) gosterirken, COMP-DT ve DT arasinda 6énemli fark olmamakla
birlikte DT’den goreceli olarak daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.62.). Ayrica,
formulasyonlar kendi iglerinde karsilastirildiginda COMP-DT’nin 3. saat analjezik
etkinligi ve KSR-2 ve ERS-3’Un etkinligi arasinda 6nemli fark olmadigi saptanmistir. 6.
saatte tum formulasyonlarin DT’nin etkinligi ile karsilastiriimasinda ileri dizeyde énemli
fark (p<0.001) oldugu goériimuistir. KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin 9. saatte farkh
dizeyde farklilik (sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.01) strdirdigu saptanmistir. Tim bu
veriler 1s1§inda, sicak zemin testinde DT’nin 1. saatte maksimum etkinlik sagladigi oysa
diger zaman araliklarinda tedavi degerinin azaldigi, ancak hazirlanan tum

formulasyonlarin analjezik etkinligini 9 saate kadar strdurdigu belirlenmistir.
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Bu calismada DT ve DT igeren KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT igin santral analjezik
etkinliginin degerlendirildigi bir diger test olan kuyruk batirma testiile elde edilen sonuglar
Cizelge 5.23., Sekil 5.127. ve Sekil 5.128.’de verilmistir. Kuyruk batirma testi ile 10 mg/kg
DT ve 10 mg/kg DT igeren KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin santral analjezik etkinligi
oncelikle kontrol grubu (SF) ile ve ardindan hazirlanan tim formulasyonlar ile
karsilastinimistir. DT’nin 1. saat analjezik etkinligi ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak 6nemli fark (p<0.05) oldugu ancak sicak zemin testinde oldugu gibi 3., 6. ve 9.
saat analjezik etkisi ile kontrol grubu arasinda 6nemli fark olmadigi saptanmistir
(p>0.05). DT’nin 3. saat analjezik etkisi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
o6nemli fark bulunmasa da, analjezik etkinligin goreceli olarak sirdigu belirlenmistir
(Sekil 5.128.). Bu calismada elde edilen bulgulara gére DT’nin maksimum analjezik
etkisini 1. saatte sagladigi, 3. saat ve ilerleyen saatlerde etkinin dustugu, 6. ve 9 saatte
ise etkisiz oldugu dusunulmustur. Hazirlanan formulasyonlarin analjezik etkinligi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT'nin 1. saatte 6énemli fark
g6zlenmemigtir (p>0.05). KSR-2 ve ERS-3’ln 3. saat analjezik etkinligi kontrol grubu ile
fark gostermezken, COMP-DT’nin 3. saat etkinligi kontrol grubuna gére ¢ok énemli fark
(p<0.01) gostermistir. Bu durum COMP-DT’nin dis yuzeyinde bulunan DT miktarinin
diger formilasyonlara goére daha yiksek olmasi ve daha ufak boyutundan dolayi santral
sinir sistemine daha kolaylikla gectigini ve dolayisiyla daha yuksek analjezik etki
sagladigini dusindidrmastir. KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin 6. saat analjezik etkinligi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark (sirasiyla p<0.05, p<0.001,
p<0.001) bulunmustur. KSR-2'nin 9. saat analjezik etkinligi ile kontrol grubu arasinda
onemli fark (p<0.05) goriimustir. ERS-3 ve COMP-DT igin ise kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak fark gézlenmemesine karsin Sekil 5.128.’de analjezik etkinligin
DT’den ¢ok daha ylksek oldugu agikga gorulmektedir. Tim formulasyonlarin analjezik
etkinligine ait 9. saat verileri kendi igcinde karsilastirildiginda énemli fark géstermemistir
(p>0.05). Hazirlanan formulasyonlarin 1. saat analjezik etkinligi ile DT’nin etkinligi
arasinda COMP-DT (p<0.05) disinda 6nemli fark olmadigi saptanmistir. KSR-2 ve ERS-
3’Un 3. saatteki analjezik etkinliginin DT etkinligi ile karsilastirimasinda 6énemli fark
bulunmazken, COMP-DT’nin DT’e gdre 6nemli fark (p<0.05) gosterdigi gérulmustur. 6.
saatte tum formulasyonlarin analjezik etkinligi ve DT etkinligi karsilastirildiginda, ERS-3
ve COMP-DT ile ileri dizeyde 6nemli fark (p<0.001) ve KSR-2 ile ¢ok 6nemli fark
(p<0.01) oldugu belirlenmistir. ERS-3 ve COMP-DT analjezik etkinligini 9. saatte 6nemli
fark (p<0.05) ile, KSR-2 ise ¢ok énemli fark (p<0.01) ile strdurmustir. Sonug olarak,

kuyruk batirma testi ile DT'nin 1. saatte maksimum etkinlik sagladigi, diger zaman
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araliklarinda etkisini giderek kaybettigi, ancak hazirlanan tim formulasyonlarin 9. saatte

belirli dizeyde analjezik etkinlik gosterdigi saptanmistir.

Periferik dizeydeki analjezik etkinligi degerlendirmek amaciyla yapilan kivranma
testi sonuglar Cizelge 5.24, Sekil 5.129 ve Sekil 5.130’da verilmigtir. DT ve tim
formilasyonlar kontrol grubu ile karsilastinidiginda tim zaman araliklarinda ileri
dizeyde o6nemli fark (p<0.001) oldugu saptanmistir. Test edilen formulasyonlarin
sagladigi periferik analjezik etkinin DT ile karsilastiriimasinda 1. ve 3. saatte anlaml fark
g6zlenmemigtir. 6. saatte ise DT’nin analjezik etkisinin azalmasi slrerken, DT ile
karsilastirildiginda KSR-2 ve COMP-DT ileri diizeyde 6nemli fark (p<0.001) ve ERS-3
onemli fark (p<0.05) gdOstermistir. Analjezik etkinlik 9. saatte KSR-2 i¢in énemli fark
(p<0.05) ile devam ederken, COMP-DT igin ileri dizeyde o6nemli fark (p<0.001)
goérulmustur. ERS-3 ve DT’nin analjezik etkisi arasinda istatistiksel olarak fark
gézlenmemesine karsin Sekil 5.130°da periferik analjezik etkinligin DT'den daha ylksek
oldugu agikga gorulmektedir. Kivranma testi icin yapilan tim istatistiksel veriler 1s1ginda
DT’nin 1. saatte maksimum etkinlik sagladigi, diger zamanlarda analjezik etkinin
azaldigi, ancak tim formdilasyonlar igin tim Olgim saatlerinde periferik analjezik

etkinligin surdugu belirlenmigtir.

Kontrolli salim sisteminin en dnemli Ustunligidnden biri farmakolojik etkinligin
dlUsUk doz ile uzun slre surdurilmesidir. Bu calismada elde edilen tim sonuglar
degerlendirildiginde, KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin hem santral hem de periferik
analjezik etkisinin tek doz uygulanan DT ile ilk saatlerde birbirine yakin oldugu, DT’nin
etkisinin ilerleyen zamanlarda dismesine karsin tum formulasyonlarin analjezik
etkinliginin 9. saatte dahi surdugu gorulmustir. Deksketoprofen ve turevlerinin parcacik
boyutunun 300-2500 mikrometre araliginda degistigi bildirilmigtir (http-17). DT’nin ve
hazirlanan formilasyonlarin ilk saatlerde etkinliginin ayni  olmasi, hazirlanan
formilasyonlarda pargacik yizeyine tutunan DT’nin boyutunun hazirlama yéntemleri
sirasinda nanometre degerlerine dugsmesi ve dolayisiyla hizla parcaciktan ayrilarak in
vivo ortamda ¢6zunup hizla emilerek analjezik etkiyi saglayan ilk dozu saglamasi olarak
degerlendirilmistir. Pargacik igcine hapsedilen DT’nin de sirdirme dozu olarak davrandigi

ve analjezik etkinligin 9 saat boyunca surdurulebildigi gorulmuastar.

Chandran ve Prasanna (2016, s. 2299-2300) hazirladidi loperamid yuUKklu
Polisorbat® 80 kapli formiilasyonun fareler iizerinde santral analjezik etkisini sicak zemin
testi ve kuyruk batirma testi ile periferik analjezik etkisini ise kivranma testi ile
incelemistir.  Hazirladiklari ~ formilasyonlari  (Loperamid, Polisorbat® 80 ile

kapli/kaplanmamis ve loperamid icermeyen etkin maddesiz lipozom formuilasyonu)
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uygulama yoluna gére (intravendz, i.v. ve intratekal, i.t.) ve uygulanan formulasyona gére
gruplara ayirmigtir. I.v. uygulama dozu 0.03 mg/kg ve i.t. uygulama dozu 3 pg/mL olarak
belirlenmigtir. Sicak zemin ve kuyruk batirma testine uygulama sirasinda baslanarak 30.,
60., 90. ve 120. dakikalarda tekrarlanmigtir. Kivranma testinde ise formulasyon
yukaridaki sekilde ayrilmis gruplara verildikten sonra deney hayvanlarina asetik asit
gozeltisi (% 1 h/h, 10 mL/kg) uygulanmistir. 5 dakikalik bekleme siresinin ardindan
kivranma hareketi 10 dakika boyunca her hayvanda gézlenmistir. Loperamid’in sicak
zemin testinde 60. dakika ve kuyruk batirma testinde 90. dakika sonrasinda analjezik
etkinin azaldigi, Polisorbat® 80 kaplanmis lipozomun analjezik etkisinin ise daha yuksek
ve daha uzun sureli oldugu ve kivranma testi sonucunda da hazirlanan formilasyonlarin
kivranma sayisini anlamli olarak azalttigi belirtiimistir. Sonug olarak Polisorbat® 80 kapli
lipozom formilasyonunun loperamid’in santral ve periferik analjezik etkisini arttirdigi

kararina variimistir.

Altin nanopartikilinun analjezik ve antikanser etkinliginin incelendigi bir diger
calismada, sicak zemin testinin kullanildigi deneyde 5 gruba ayrilan deney
hayvanlarindan kontrol grubuna 10 mg/kg polivinilpirolidon, pozitif kontrol grubuna 10
mg/kg morfin ve deney gruplarina ise 700, 1000 ve 1500 ug/kg altin nanopartikili oral
olarak uygulanmistir (Aradjo Junior vd., 2017, s. 122, 125-127). Sicak zemin testinde
30 dakika ara ile (0., 30., 60., 90. ve 120. dakika) 6lgiim alinmistir. Kivranma testinde de
deney hayvanlari sicak zemin testinde oldugu gibi 5 gruba ayrilmig ancak sicak zemin
testinden farkli olarak pozitif kontrol gruba 10 mg/kg indometazin uygulanmisgtir. Test
maddesinin injeksiyonundan 30 dakika sonra % 0.6 asetik asit ¢bzeltisinin ip.
uygulanmasinin ardindan kivranma hareketi 20 dakika boyunca her hayvanda
gozlenmistir. Altin nanopartikilinin uygulandigi her U¢ dozda sicak zemin testi
sonucunda analjezik etki gdézlenmemesi ve kivranma testinde pozitif kontrol gruba gore
zamana bagli olarak kivranma sayisindaki digmenin prostaglandin sentezi ile analjezik

etkinligin azalmasi sonucu ortaya ¢iktigi bildirilmistir.

Yapilan baska bir calismada magnezyum klorir yUkli nanovezikilin nosiseptif
etkinligi fareler Gzerinde kuyruk batirma testi ile gergeklestiriimistir (Boanca vd., 2015, s.
363-364). 3 gruba ayrilan deney hayvanlarindan kontrol grubuna 0.1 mL/g su, diger
gruplara 1 mmol/kg magnezyum klorir ve 1 mmol/kg magnezyum Kklorlr yuUKklu
nanovezikul oral olarak uygulanmistir. 15., 30., 60. ve 90. dakika, 2., 4., 6., 8., 10. ve 12.
saatte alinan 6lcim sonucunda, saf magnezyum klorur'iin analjezik etkisinin hemen
baslayip 60. dakikada maksimuma ulasarak 120. dakikada azaldigi, oysa magnezyum

klorur yukli nanovezikulin etkisinin 90. dakikada bagslayip 2. ve 4. saatler arasinda
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maksimuma ulasarak 6 saatten fazla sirdidi gbézlenmigtir. Hazirlanan formuilasyonun
kuyruk batirma testinin de degerlendirildigi calismada magnezyum klorir’Gn strekli salim

yapan sisteminin hazirlandigi sonucuna variimistir.

Ketoprofen yiikli Eudragit® RSPO ile hazirlanan nanopartikiil sisteminin viseral
agr (i¢c organlarda olusan agr) etkisinin arastirildigi bir galismada 3 gruba (I: 0.1 mL/10
g distile su, Il: 15 mg/kg ketoprofen, lll: 15 mg/kg ketoprofen igeren nanopartikil
uygulanan grup) ayrilan Swiss farelere belirlenen dozda distile su, ketoprofen ve
nanopartikdl uygulandiktan sonra 30. dakika, 1., 2., 3., 4., 5., 6. ve 8. saatlerde % 0.6
asetik asit ¢ozeltisi i.p. yolla verilmistir. ilk iki saatte saf ketoprofen uygulanan
hayvanlarin kivranma sayisinda gorulen azalma 2 saat sonunda artarken nanopartikil
sisteminde ilk 2 saat sonrasinda dusme goruldigunden hazirlanan nanopartikl

sisteminin surekli sahm yaptigi kanisina ulagilmistir (Tartau vd., 2010, s. 114-115).
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7. SONUGC ve ONERILER

Bu c¢alismada kullanilan deksketoprofen trometamol ve polimer/kati lipit
maddelerinin termal, X-isini kirinim, FT-IR, "H-NMR analiz sonuglari ve taramali elektron
mikroskobu goruntuleri literatur ile paralellik gostermigtir. Etkin maddenin, PNP ve
KLN’nin hazirlama kosulu, etkin madde miktar tayini ve in vitro salim kosulunda
karsilasilacak sorunlari ongormek igin etkin madde miktar tayinine dayali analizler

gerceklestiriimis ve kullanilan tim yontem ve kosullarin uygun olduguna karar verilmistir.

DT’nin analitik miktar tayini igin bu calismada modifiye edilen yéntemin dogrusallik,
kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve secicilik parametreleri incelendiginde kullanilan yontemin

uygun oldugu kanitlanmistir.

Bu galisma kapsaminda farkl polimer/kati lipit ve farkl yontemler kullanarak DT
yukli PNP ve KLN formulasyonu hazirlanmigstir. Karakterizasyon, in vitro salim ¢alismasi
ve in vitro salim verileri kullanilarak kinetik model olusturulmasina dayanarak optimum
formulasyonlar secilmistir. Secilen formulasyonlarin kararliiginin ve sitotoksisitesinin ve
saf DT ve serum fizyolojik ile karsilagstirmali olarak deney farelerinde analjezik etkinliginin

arastinldidi in vivo galismalar gerceklestiriimistir.

Ug farkh polimer ile hazirlanan PNP ve iki farkli kati lipit ile hazirlanan KLN’nin
yapisi pargacik boyutu, zeta potansiyel, parcacik sekli ve yuzey 6zelligi, termal, X-isini
kirinim, FT-IR, 1H-NMR, etkin madde miktar tayini analizi ve in vitro salim galismasi ile

incelenmistir.

Plskurterek kurutma yontemi ile farkh polimerler ile hazirlanan PNP
parcaciklarinin daha kiresel, prob sonikasyon ydntemi ile farkl kati lipitler ile hazirlanan
hazirlanan KLN pargaciklarinin klasik plaka seklinde oldugu gorulmustar. Tum
karakterizasyonlar degerlendirildiginde PNP sisteminin nanoklre yapisinda matris

sistem oldugu ve KLN sisteminin ise matris yapida oldugu dusunulmustar.

Tum karakterizasyon g¢alismalari dogrultusunda, daha iyi salim gésteren KSR-2 ve
ERS-3 kodlu PNP formilasyonu ve COMP-DT kodlu KLN formulasyonu kararlilik,

sitotoksisite ve in vivo ¢alisma igin secilmigtir.

Kararlihk c¢alismasinda, segilen tim formuilasyonlarin pargacik boyutunun
nanometre araliginda kaldigi belirlenmistir. Fiziksel gérinim acisindan yalnizca 40°C
sicakhkta saklanan PNP’de renklenme gdzlenmistir. Hazirlanan tim formulasyonlarin
zeta potansiyel degerinde en ¢ok 4 mV’luk dusus gézlenmistir. Kararlilik ¢galismasinda
alinan taramali elektron mikroskobu goruntisunde PNP kiresel yapisini, KLN

formiilasyonu ise klasik plaka gériintiisiinii korumustur. Yapilan termal, FT-IR ve 'H-
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NMR analizi ile hazirlanan formulasyonlarda herhangi bir fark olmadigi gézlenmistir.
Etkin madde miktar tayini analizinde de standart hatalar goz 6ntne alindiginda belirgin

fark bulunmamistir.

Sitotoksisite g¢alismasi degerlendirildiginde, hazirlanan formulasyonlarin derigim
ve zamana bagdli olarak yalnizca yuksek dozda sitotoksisite gosterdigi saptanmistir;
ancak in vivo olarak kullanilan derisim degeri dikkate alindiginda dozun toksik derisime

ulasmadigi gorulmektedir.

In vivo degerlendirmede KSR-2, ERS-3 ve COMP-DT’nin santral ve periferik agri
uzerine etkisi serum fizyolojik ve DT ile istatistiksel olarak kargilastiriidiginda farkli
dizeylerde 6nemli fark elde edilmistir. Bu ¢alismada hazirlanan tim formulasyonlarin 9
saat boyunca analjezik etkinlik gosterdigi ve analjezik etkinligin 9. saat sonunda bile saf
DT’nin maksimum analjezik etkinlik sagladigi 1. saat ile benzerlik gdsterdigi

saptanmistir.

Bu calismada gerceklestirilen in vitro ve in vivo sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, kisa sireli analjezik etki gosteren saf DT'ye goére hazirlanan
formulasyonlarin uzun sureli ve kontrolli etkinlik géstermesi nedeniyle umut vaad edici

sistemler oldugu dusunulmustar.

Calismanin bir sonraki asamasinda Universitad de Sevilla-ispanya ile
hazirlanacak olan uluslararasi projede nanocgoktirme yontemi ile DT yukli PLGA
nanopartikiil sistemi ve Universita di Cagliari-italya ile hazirlanacak olan projede DT
yuklh kaguk tek tabakali lipozom, ¢ok tabakali lipozom ve blyuk tek tabakal lipozom
formuilasyonlari gelistirilip in vivo ¢alismalarda kullaniimis olan PNP ve KLN ile
karsilastirma yapilmasi planlanmaktadir. Bu galismada kullanilan agri parametreleri

degistirilerek, farkh agri modelleri kullanilarak analjezik etkinlik incelenebilir.
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Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi
Dog. Dr. Rana ARSLAN’in aragtirma yiriitiiciisti oldugu 519-1/2016 kayit numarali ve
“Deksketoprofen Trometamol Yiiklii Kontrolli Salim Gaosteren Nanoboyutta Ilag
Tagiyier Sistem Gelistirilmesi “ konulu ¢aligma: tarafimizdan degerlendirilmistir.

NSAI ilag grubu iiyesi olan deksketoprofen trometamol kullamlarak formulasyonlar
hazirlanacaktir. Hayvanlara deksketoprofen trometamol yiiklii kitosanh nanopartikiil
formulasyonu, deksketoprofen trometamol yiiklii Eudragit®’li nanopartikiil formiilasyonu.
deksketoprofen trometamol Compritollii kati lipit nanopartikiil formulasyonu, deksketoprofen
trometamol yiiklii Dynasa’li kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonu ve piyasa preparatinin eten
maddesi olan deksketoprofen trometamol uygulanacaktir. Deneyler swiss albino farelerde
(28-35g) yapilacaktir (Ancak swiss albino fare bulunamadi takdirde deneyler balb-c
farelerde de yapilabilir).

Hot-plate testi

Hot-plate (sicak zemin) testi, en sik kullamilan termal analjezi 6l¢iim yontemlerinden
biridir. Bu test kapsanunda kullamilan ve etrafi pleksiglas bir silindir ile simrlandirilnis olan
UGO BASILE (No: 7280) 1s1 tablasi, 56+1 °C’ye kadar isiilir, Hayvanin sicak zemine
birakildig1 andan, arka ayaklarim ¢ekme, yalama. bacaklari iizerinde yiikselme veya sigrama
hareketlerinden birinin gozlendigi zamana kadar gegen siire dlgiilmektedir (Eddy ve
Leimback. 1953).

Olgtimler. hayvanlara hem madde verilmeden 6nce hem de madde verildikten 60 dk sonra
Olgtim  yapilacaktir. Deksketoprofen trometamol 50 mg/kg dozda uygulanacaktir.
Hayvanlarin ayaklarimn sicaktan zarar gérmesini engellemek i¢in denevin bitirilme stiresi 30
sn olarak belirlenmigtir. Test maddesinin bu deney modelinde etkili bulunmasit halinde
deneylerin &l¢limleri zamana bagh olarak (180 ve 300 dk) tekrarlanacaktir

Tail-immersion testi

Analjezi ¢aligmalarinda kullamlan baghica termal metotlardan bir digeridir. Hayvanin
kuyrugunun ucundan itibaren 3 cm’lik kismi bir beher igerisinde bulunan 52.5+0.2°C
sicakligindaki suya daldirilir. Kronometre ile yapilan dlgtimler hayvamn kuyrugunun suyun
igine daldinildign andan. suyun digma dogru hizlica gekmesine kadar gegen siireyi kapsar

(Schmauss ve Yaksh. 1984).

Olgtimler, hayvanlara madde verilmeden once ve madde verildikten 60 dk sonra
vapilacaktir. Hayvanlarin kuyruklarmin sicaktan zarar gérmesini engellemek i¢cin deneyin
bitirilme stiresi 15 sn olarak belirlenmistir. Test maddesinin bu deney modelinde etkili
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bulunmas: halinde deneylerin ol¢iimleri zamana bagh olarak (180 ve 300 dk)
tekrarlanacaktir. Veriler % maksimum olasi etki olarak hesaplanacaktir.

Asetik asit kivranma testi

Hayvanlarda gii¢lii viseral agn olusturabilmek igin asetik asit soliisyonu kullanilarak
uvgulanan kimyvasal analjezi ol¢lim yontemidir. Hayvanlarda, asetik asidin intraperitoneal
olarak uygulanmasindan sonra karin kaslarinda kasilma ile baslayip daha sonra arka ayaklarin
geriye dogru gerilmesi ve karmin yere siirtiinmesi ile karakterize bir kivranma durumu
olusmaktadir (Koster ve ark.. 1959). Test maddesinin enjeksiyonundan 60 dk sonra. %0,6" lik
asetik asit soliisyonu hayvanlara i.p yolla verilecektir. 5 dk’lik bekleme stiresinin sonunda, her
hayvanda yukarida bahsedilen kivranma hareketleri 20 dk boyunca gozlenecektir
(Nascimento. 2011). Bu deneyler farkli gruplarda zamana bagh olarak tekrarlanacaktir (180
ve 300 dk).

Denevlerin sonunda tiim deney hayvanlarina yiiksek doz anestezi uygulanarak
otanazi yapuacaktir.

Kullamlan yontemler uluslararasi standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler
verilmistir. Calismamn yapiimasinda. Komisyonumuzun olumsuz gériisii bulunmamaktadir.
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In vitro Evaluation of NPs

Surface Morphology

The surface morphology of the nanoparticles was
examined by scanning electron microscope (SEM)
(NOVA NanoSEM 430, FEL, Czech Republic).
Determination of drug content of NPs and In vitro
release study

Lyophilized nanoparticles (20 mg) in dichloromethane
were sonicated for 15 minutes in ultrasonic bath and
then mixed at 800 rpm for 30 minutes. To extract
melatonin, phosphate buffer (PB; pH 7.4) was added
into this mixture and mixed (800 rpm, 60 min.) After
evaporation of organic solvent, the remaining aqueous
dispersion was centrifuged at 12.000 rpm for 20
minutes. The drug content of each sampie was then
measured using a validated UV method at 222 nm.

In vitro release studies were performed using dialysis
bag method. The freeze dried microparticles (15 mg)
were suspended in PB pH 7.4 and sealed in a dialysis
membrane (MWCO 14,000 Da). The sealed dialysis
membrane was then placed in an amber vial containing
9 mL of PB (pH 6.8), and maintained at (37£10.5°C,
50 rpm). At predetermined time intervals, samples (3
mL) were withdrawn from the release medium and
replaced with fresh buffer. Prior to analysis, all
samples were centrifuged at 12500 rpm for 10 min,
and their drug content was measured by means of a
validated UV method at 222 nm.

RESULTS AND DISCUSSION
Surface Morphology: The SEM image of melatonin-
loaded NPs was given in Fig. 1.

Fig. 1. The Simage o melatn-loaded NPs

Determination of drug content of NPs and In vitro
release study: Unfortunately, the low encapsulation
efficiency (3£0.02%; mean + SD, n=2) was observed
for NPs. It may be due to the leakage of melatonin to
the external medium during the preparation of NPs.
Thus, more attempts (modifying the preparation
method of NPs or using different methods/polymers)
should be carried out to improve the encapsulation
efficiency of melatonin. In PB (pH 7.4), about 15%
and 89% of melatonin was released at 30 minutes and
48 hours, respectively (Fig. 2).
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Fig. 2. Invitro release profile of melatonin from PLG
NPs (mean + SD, n=3)

CONCLUSION
This study reports the preparations and in v
evaluation of melatonin-loaded PLGA NPs. It is mi
be useful to overcome the problems related
melatonin. :
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INTRODUCTION

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAI
widely used for the treatment of musculos
disorders such as osteoarthritis and rheumt
arthritis [1]. Arylpropionic acidisamong theN
which is currently produced in the racemic I
Dexketoprofentrometamol (DT) is the dextrorotd
enantiomer of ketoprofensynthetized as tromethal
<alt 21 DT?s distribution half-life and elim
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palf-life are0.35 and 1.65 hours, respectively
[3],Kollidon SR (KSR) is a polyvinyl acetate and
ovidone based matrix retarding agent[4].

polymeric nanoparticles prepared by spray-drying
method for controlled analgesic delivery of oral use
was aimed in this study.

MATERIALS AND METHODS ‘

DT was a kind gift from Abdi Ibrahim (Istanbul,
Turkiye). KSR was purchased from BASF, Germany
and methanol from Sigma-Aldrich, Germany. Spray-
drying was performed using Nano Spray Dryer B-90
(BUCHI) with a long drying chamber.

For the preparation of polymeric nanoparticles, KSR
was dissolved in methanol prior to the addition of
DT.Spray-drying conditions are given in Table 1 and
formulations prepared are summarized in Table 2.

Table 1. Spray Dryer conditions

Inlet Outlet Pump | Spray
Temperature | Temperature level level
120°C 54°C 3 %100
Table 2. Formulations
[ Code | KSR(g) | DT(g) | Methanol(mL)
KSR 0 1 - 100
KSR 1 1 0.05 100
KSR 2 1 0.1 100
| KSR3 1 0.15 100

Particle size, zeta potential and polydispersity index
(PI)values of formulations were analyzed by
ZetasizerNanoZS  (Malvern  Instruments, UK).
Possible  temperature-dependent  structure  and
changes in the nanoparticles

calorimetry (DSC-60, Shimadzu, Japan).
RESULTS AND DISCUSSION

Table 3. Particle size, zeta potential and PI values of
nanoparticles prepared (mean+ SE) (n = 3)

Size Zeta
Code i) potential PI
(mV)
KSR 0 93'33* 16.33+0.12 | 0.38+0.01
110.60
KSR 1 £187 |"1643+045 | 038001
226.10
KSR 2 1075 -16.43+0.76 | 0.38+ 0.0t
KSR3 | 35790 | 17134017 | 0.39+0.02
. | +1.72

g ig
#
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Figure 1. DSC profiles of nanoparticles prepared

CONCLUSION

KSR nanoparticles were prepared for analgesic
delivery of DT by spray-drying method. Particle size,
zeta potential and PI values and DSC analysis of
formulations prepared confirmed the successful
incorporationof DT into KSR nanoparticles. KSR
formulations seem to be promising for controlled
delivery of DT for oral use.
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INTRODUCTION

Natural products are proved historically to be a
promising pool for drug discovery and application that
have reduced toxicity, less side effects and are
significantly well tolerated by the human body [1].
Therefore, considerable attention is focused on
development of new approaches to deliver the active
ingredients of an herbal drug, in such a controlled
manner to improve its therapeutic outcomes. The goal
of the present study is to develop such novel delivery
systems based on unique properties of mesoporous
silica materials specifically designed for loading and
sustained-release of magnolol. Mesoporous silica as
MCM-41 and SBA-15 have ordered, non-connecting
pore structure, well-defined pore geometry, and
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Preparation and characterization of dexketoprofen tromethamol loaded Eudragit® RS
100 nanoparticles

Ahmet Alper Oztiirk, Evrim Yenilmez and Yasemin Yazan
Anadolu University, Turkey

Nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) also called nonsteroidal anti-inflammatory agents/analgesics (NSAIAs) or

nonsteroidal anti-inflammatory medicines (NSAIMs) are a class of drugs which provide analgesic (pain-killing) and antipyretic
(fever-reducing) effects, and anti-inflammatory effects in higher doses. The most prominent members of this group, aspirin,
ibuprofen and naproxen are all available as over-the-counter drugs in most countries. Arylpropionic acids are a group of NSAIDs
currently produced in the racemic form. Dexketoprofen tromethamol is the dextrorotatory enantiomer of ketoprofen formulated as
tromethamine salt. Dexketoprofen tromethamol’s distribution half-life and elimination half-life are 0.35 and 1.65 hours, respectively.
Eudragit polymers which are acrylic/metacrylic acid esters act as polyelectrolytes regulated by percentage of charged (quaternary
ammonium) and non-ionized (ether) groups in their structures. Eudragit RS* 100 is a poly-(ethyl acrylate, methyl methacrylate,
chloro trimethyl ammonium ethyl methacrylate) copolymer. It is insoluble at physiological pH values but undergoes swelling in water.
Eudragit RS® 100 is commonly used for enteric coating of tablets and preparation of controlled-release drug forms and represents a
prototype for dispersion of drugs. Polymeric nanoparticles prepared by spray-drying method and characterized for controlled oral
delivery of dexketoprofen tromethamol was aimed in this study.
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Ahmet Alper Oztiirk received BA in June 2013 at Anadolu University, Faculty of Pharmacy. He started the PhD program in September 2013. He is working as a Research
Assistant at the Department of Pharmaceutical Technology at Anadolu University since 2014. He has participated in the ERASMUS Internship Program at University of
Cagliari, Italy in 2011.
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DRUG RESEARCH & DEVEILOPMIEXNS

m PREPARATION and CHARACTERIZATION of DEXKETOPROFEN
TROMETHAMOL LOADED EUDRAGIT®*RL 100 NANOPARTICLES

Ahmet Alper Oztiirk, Evrim Yenilmez, Yasemin Yazan

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir, Turkey

(aaozturk@anadolu.edu.tr)

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) were successfully used for the alleviation of pain, fever
and inflammation for at least 3500 years and continue to be used daily by millions of patients worldwide
[1]. NSAIDs are widely used for the treatment of musculoskeletal disorders such as osteoarthritis and
rheumatoid arthritis [2].

Dexketoprofen trometamol (DT) is the dextrorotatory enantiomer of ketoprofen formulated as the
tromethamine salt [3]. DT’s distribution and elimination half-lives are 0.35 and 1.65 hrs, respectively
[4].

Eudragit polymers which are acrylic/metacrylic acid esters act as polyelectrolytes regulated by
percentage of cationic (quaternary ammonium) and non-ionized (ether) groups in their structures. Some
of them can be considered as polycations (Eudragit type E, RL, RS and NE) and the others as polyanions
(Eudragit types L and S) [5, 6]. Eudragit RL100 is a well-known polymer commonly used as a
pharmaceutical excipient for enteric and controlled-release dosage forms [7].

Over the past few decades, there was considerable interest in developing biodegredable nanoparticles as
effective drug delivery systems [8]. Preparing and characterizing polymeric nanoparticles for oral
controlled analgesic delivery was aimed in this study. Spray-drying was used as the preparation method
and characterization was achieved by particle size/PDI and zeta potential measurements, DCS
thermograms, SEM imaging and FT-IR and NMR spectroscopic analyses.

References:

[1] Vonkeman, H.E., Laar, M.A.J.F., Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs: Adverse effects and their
prevention, Semin.Arthrit. Rheum., 39, 294-312 (2010).

[2] Komatsu, T., Sakurada, T., Comparison of the efficacy and skin permeability of topical NSAID
preparations used in Europe, Eur.J. Pharm.Sci., 47, 890-895 (2012).

[3] Burke, D., Bannister, J., Dexketoprofen trometamol in post-operative pain management, Acute Pain,
5, 57-62 (2003).

[4] https://www.medicines.org.uk/emc/medicine/ 17099

[5] Pignatello, R., Ferro, M., De Guidi, G., Salemi, G., Guccione, S., Geppi, M., Vandelli, M.A., Forte,
C., Puglisi, G., Preparation, characterization and photosensitivity studies of solid dispersions of
diflunisal and Eudragit R, RS100 and RLR 100, /nt.J. Pharm., 218, 27 (2001).

[6] Moustafine, R.I., Kabanova, T.V., Kemenova, V.A., Van den Mooter, G., Characteristics of
interpolyelectrolyte complexes of Eudragit E 100 with Eudragit L 100, J.Control.Rel., 103, 191 (2005).
[7] Ferreira, LS., Bettencourt, A., Bétrisey, B., Gongalves, L.M.D., Trampuz, A., Almeida, A.J.,
Improvement of the antibacterial activity of daptomycin-loaded polymeric microparticles by Eudragit
RL100: an assessment by isothermal microcalorimetry, /nt.J. Pharm, 485, 171-182 (2015).

[8] Soppimath, K.S., Aminabhavi, T.M., Kulkarni, A.R., Rudzinski, W.E., Biodegradable polymeric
nanoparticles as drug delivery devices, J.Control.Rel., 70, 1-20 (2001).

DRD2015, October 15-17, 2015, Eskisehir-TURKIYE 211



DRUG

OzE.
Ozaltin N.
Ozgelik B.
Ozgelikay G.
Ozdath S.
Ozdemir F.
Ozdemir H.
Ozdemir O.
Ozdemir Z.

Ozden T.

Ozel Kiz1l E.T.

Ozer AY.
Ozgeng E.
Ozgiiven H.
Ozkan B.
Ozkan E.
Ozkan S.A.
Ozkay Y.
Ozkilig H.
Ozsoy Y.
Oztiirk A.
Oztiirk A.A.

Oztiirk B.

October 15-17, 2015, Eskisehir-TURKIYE

INTERNATIONAT
MULTIDISCIPLINARY
RESEARCH

P35

P30

P99

P151

P107

P42, P93, P94

P160, P161

P88

P100, P109, P165

PL32

P160, P161

OP13, PL41

P140

P160, P161

P142,P144

P39

P26

P76, P77, P78, P80, P121, P127,
P128, P129, P130, P131, P132, P133

P147

P12

P84

P141

P92

&c

Oztiirk 1.

Oztiirk N.

Oztiirk Y.

Ozzambak M.E.

Parini A.

Parlakpinar H.

Pathania M.

Pekel H.

Pérez A.

Pir M.

Pletzer D.

Piiskiillii M.O.

R

Rangari V.D.

Regber T.

Russell R.

Sacgkes Z.

Sag Erdem S.

Saghk B.N.

Saka O.M.

Sakagami H.

SYMPOS I TQM
DEVEILOPMEN'

-

l,‘

P103

P63, P121

OP1, P69, P71, P79

P63

PL16

P109

OP3

P107

P21

P102

OP3

PL6

PL20

P39, P40

P56

P123

P118

P121,P128, P129, P131

P154

P104,P105



GAZI SYMPOSIUM

( INTERNATIONAL
D
Q

PHARMA

INTERNATIONAL

November 12-15,2015
Port Nature Luxury Resort Hotel & Spa
Belek - ANTALYA / TURKEY




P1

INTERMATIONAL

GAZI PHARMA SYMPOSIUM STRIES

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF DEXKETOPROFEN
TROMETHAMOL LOADED DYNASAN® 114 SOLID LIPID
NANOPARTICLES (SLNs)

Iper Oztiirk, Evrim Yenilmez, Yasemin Yazan

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology Eskisehir, TURKEY

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are one of the most widely prescribed medications
in the World [1]. NSAIDs are used for the treatment of musculoskeletal disorders such as
osteoarthritis and rheumatoid arthritis [2].

Dexketoprofen trometamol is the dextrorotatory enantiomer of ketoprofen formulated as
tromethamine salt [3]. Dexketoprofen trometamol’s distribution and elimination half-lives are 0.35
and 1.65 hr, respectively [4].

SLNs are colloidal carriers developed especially for the delivery of lipophilic compounds at the
beginning of the 1990s as an alternative system to existing traditional carriers like emulsions,
liposomes and polymeric nanoparticles [5].

Preparing and characterizing SLNs for oral controlled analgesic delivery was aimed in this study.
Dynasan® 114 (Trimyristin/Glyceryl Trimyristate) was selected as the solid lipid. Dexketoprofen
tromethamol loaded SLNs were prepared by hot homogenization method followed by probe
ultrasonication and characterization was achieved by particle size/PDI and zeta potential
measurements, DCS thermograms, SEM imaging FT-IR and NMR spectroscopic analyses.

This study was financed by Anadolu University Scientific Research Project No: 15025081.
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“Effect of BMP-2 loaded collagen conjugated microchanneled granules into TTCP-
DCPA-MCPM based injectable bone substitute (IBS) system for bone healing.” 1Gun Hee
Lee*, 1Preeti Makkor, 1Kallyanshis Paul, 1Nathaniel T. Carpena, 2Swapan Kumar
Sarker, 1,2Byong Taek Lee, 1Department of Regenerative Medicine, College of Medicine,
Soonchunhyang University, 366-1 Ssangyong dong, Cheonan, 330-090, South Korea.
2Institute of Tissue Regeneration, College of Medicine, Soonchunhyang University, 366-1
Ssangyong dong, Cheonan, 330-090, South Korea.

“Improvement of mechanical properties of smart chitosan -based nanobiocomposite
hydrogel for orthopedic applications™ Seyed Mohsen Latifia, Mohammadhossein Fathia.d,
Jaleh Varshosaz, Materials Engineering Department, Isfahan University of Technology,
Isfahan 84156-83111, Iran; Department of Pharmaceutics, Faculty of Pharmacy and
Novel Drug Delivery Systems Research Centre, Isfahan University of Medical Sciences,
Isfahan 81746-73461, Iran; Department of Engineering, Virginia Commonwealth
University, Richmond, VA 23284, USA; Dental Materials Research Center, Isfahan
University of Medical Sciences, Isfahan, Iran

Solid Lipid Nanoparticles Containing Carvedilol: Formulation and Evaluation, Zeynep
Kipriye, Evrim Yenilmez, Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of
Pharmaceutical Technology, Eskisehir, TURKIYE

Solid Lipid Nanoparticles of Dexketoprofen Trometamol: Formulation and In Vitro
Characterization, Ahmet Alper Oztiirk, Evrim Yenilmez, Yasemin Yazan, Anadolu
University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology Eskisehir,
TURKEY

. Chitosan Coated Paclitaxel Nanoparticles Aiming Colorectal Cancer Treatment, Ozge

Atasoy', Ebru Basaran? 'Sandoz Generic Pharmaceuticals Division of Novartis, Kocaeli,
TURKEY; “Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology, Eskisehir, TURKEY

. Molecular Encapsulation by Cyclodextrins Effects on Drug Safety, Miizeyyen Demirel

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology.
Eskisehir, TURKEY

. Study of Polymeric, Ophthalmic, Sustained-Delivery Drug Systems, Umay Merve Giiven*,

Murat Sami Berkman, Yasemin Yazan Anadolu University, Faculty of Pharmacy,
Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir, TURKEY

15. Ocular Drug Delivery of Olopatadine Hydrochloride Using Temperature Modulated In
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Anadolu University, Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir, TURKEY
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Solid Lipid Nanoparticles of Dexketoprofen Trometamol: Formulation and In Vitro
Characterization

Ahmet Alper Oztiirk, Evrim Yenilmez, Yasemin Yazan

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology Eskisehir,
TURKEY

Dexketoprofen trometamol is an S-(+)-2-(3-benzoylphenyl) propionic acidtromethamine salt. It is
more potent and causes less gastrointestinal adverse effects when compared to ketoprofen. It was
found to be highly effective in the treatment of moderate to severe pain when used as an analgesic
in osteoarthritis, dysmenorrhea, orthopedics and dental surgery. Preparing and characterizing solid
lipid nanoparticles for oral controlled analgesic effect was aimed in this study. Dexketoprofen
tromethamol-loaded SLNs were prepared by hot homogenization method followed by probe
ultrasonication and characterization was achieved by particle size/PDI and zeta potential
measurements, DCS thermograms, SEM imaging and FT-IR and NMR spectroscopic analyses.

Isbppb Conference August 11 & 12, 2016 — Woodbridge, New Jersey, USA
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5. Entrapment Efficiency And In Vitro Dissolution Testing Of Different Polymeric
Nanoparticles For Controlled Analgesic Delivery

Author: Ahmet Alper Oztiirk
Anadolu University, Faculty of Pharmay, Department of Pharmaceutical
Technology

Additional Authors: Evrim Yenilmez, Yasemin Yazan
Anadolu University, Faculty of Pharmay, Department of Pharmaceutical Technology

Contact: aaozturk@anadolu.edu.tr

Dexketoprofen trometamol (DT) is the water-soluble tromethamine salt formulation of
dexketoprofen, a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID). Several clinical trials have
been conducted with dexketoprofen trometamol using different models of acute and
chronic pain. The S-enantiomer responsible for the pharmacological activity of ketoprofen.
DT has rapid absorption and onset of action in pain relief. Polymer nanoparticles have
attracted the interest of many research groups and have been utilized in an increasing
number of fields during the last decades. In this study Kollidon® SR, Eudragit RS® 100
and Eudragit RLY 100 used as polymeric material. DT loaded polymeric nanoparticles
prepared by spray-drying method for controlled analgesic delivery of oral use was aimed
in this study. DT entrapment efficiency was calculated using a validated High performance
liquid chromatography (HPLC) method. Release characteristics of the particles were
evaluated with dialysis method at 37°C+1°C in phosphate buffer solution (pH 7.4) during
48 hours.

6. In Vitro Tests Of Solid Lipid Nanoparticles Containing Dexketoprofen
Trometamol

Author: Evrim Yenilmez,
Anadolu University

Additional Authors: Ahmet Alper Oztiirk, Evrim Yenilmez*, Yasemin Yazan

Contact: Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology,
Eskigehir/Turkey; *evrimakyil@anadolu.edu.tr; Tel: +9 532 5575 409

Dexketoprofen trometamol is a new, quick acting analgesic for the treatment of painful
musculoskeletal conditions such as osteo-arthritis and low back pain. It is also used as a
treatment for post-operative pain, toothache and dysmenorrhoea. It is the active optical
isomer of ketoprofen, a propionic acid non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID). Solid
lipid nanoparticles (SLNs) are a new pharmaceutical delivery system or pharmaceutical
formulation. In this study Compritol* 888 ATO and Dynasan® 114 used as solid lipid. DT
loaded SLNs were prepared by hot emulsification technique followed by probe
ultrasonication and formulations were cooled down to the room temperature for controlled
analgesic delivery. A validated High performance liquid chromatography (HPLC) method
was used for determination of incorporated DT. Release characteristics of the particles
were analyzed with dialysis method in phosphate buffer solution (pH 7.4) for 48 hours.
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