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ONSOZ

Bu c¢aligmada Siklosporin A’nin okiiler uygulamaya yonelik olarak, kati lipit
nanopartikiil, mikroemiilsiyon ve mikrosiinger formiilasyonlarinin hazirlanmasi
planlanmistir. Kontrollii salim saglayan bu sistemlerin topik uygulanmalan ile,
Siklosporin A’nin gbézde kalis siliresinin uzatilmasi ile okiiler emiliminin
arttirilmasi ve plazma konsantrasyonlarinda olusan bireylerarasi farkliliklarin en
aza indirilmeye ¢alisilmasi amaglanmistir.

Gergeklestirilen 6n formiilasyon denemeleri sonucunda ufak parcacik
bityiikliigiine sahip mikrosiingerler olusturulamamis ve bu nedenle, Eudragit® RS
100 polimeri kullanilarak nanopartikiiller hazirlanmistir.

In vivo galigmalarda, Siklosporin A’nin 8 saat olarak belirtilen yar1 émrii goz
Oniline almarak, 2., 8., 16., 24., 48. ve 56. saatlerde analizlerin gerceklestirilmesi
planlanmistir. Ancak, koyunlarin, kesim yerinde bekletilememesi nedeni ile 8. ve
56. saat analizlerinin yapilmas1 miimkiin olmamistir.

Calisma boyunca bana her tiirlii olanag:1 saglayan, bilgi, yardim ve desteklerini
esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Yasemin YAZAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Yard. Dog. Dr. Miizeyyen DEMIREL’e
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Desteklerini ve yardimlarini calismalar boyunca esirgemeyen boliim arkadaglarim,
Ogr. Gor. Dr. Gillay BUYUKKOROGLU’na, Aras. Gér. Ecz. Evrim
YENILMEZ’e, Aras. Gor. Ecz. Murat S. BERKMAN’a ve Kimyager Sefa
AVCIER’e ¢ok tesekkiir ederim.

Parcacik biyikligi, elektriksel iletkenlik ve taramali elektron mikroskobu
analizlerinin gergeklestirilmesine olanak saglayan Prof. Dr. Aydin DOGAN’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Gegirimli elektron mikroskobu analizleri ile liyofilizasyon ve sterilizasyon
islemlerinin gerceklestirilmesine olanak saglayan BIBAM Miidiirii Prof. Dr.
Ridvan SAY’a ve BIBAM Miidiir Yardimcis1 Yard. Dog. Dr. Liitfi GENC’e
tesekkiirlerimi sunarim.

In vivo c¢alismalarda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali ve Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi
sunarim.

Beni her zaman destekleyen, yiireklendiren ve bana maddi manevi her tiirli
destegi saglayan canim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ebru CENGIiZ
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SIKLOSPORIN A ICEREN KATI LIPIT NANOPARTIKUL,
MIiKROEMULSIYON ve POLIMERIK NANOPARTIKUL
FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI ve IN VITRO-IN VivO
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Kornea nakillerinden sonraki ve kuru géz sendromu gibi rahatsizliklarin
tedavisinde siklosporin A (CsA) goze topik olarak uygulanmaktadir. CsA’nin
sistemik emilimi oldukga diisiik olup, uygulanan dozaj seklinin yapisi ve hastanin
durumuna bagli olarak plazma konsantrasyonlari bireyler arasinda farklilik
gostermektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada, okiiler uygulamaya yonelik olarak kati
lipit nanopartikiil (SLN), mikroemiilsiyon (ME) ve polimerik nanopartikiil (PN)
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve topik uygulama ile CsA’nin emiliminin
arttirilmasi yolu ile, bireyler arasindaki farkliliklar en aza indirilmeye ¢alisilmistir.

Kararlilik calismalarinda, hazirlanan sistemlerin farkli sicaklik ortamlarindaki
davraniglar1 incelenmistir. Formiilasyonlarin pargacik ve damlacik biiyiikliikleri
calisma siiresince nanometre araliginda kalmistir. Katyonik lipit eklenerek pozitif
duruma getirilen elektriksel iletkenlik degerleri, saklama siiresince degismeyerek
hazirlanan sistemlerin kararliligin1 géstermistir. SLN sistemlerinde lipit yapilarin
degismedigi X-1s1m1 kirmim (XRD), infrared (IR) ve niikleer manyetik rezonans
(NMR) analizleri ile kanitlanmustir.

Hazirlanan {i¢ farkli sistemden birer formiilasyon kararlilik ¢aligmalari sonuglari
dogrultusunda in vivo ¢aligmalar icin belirlenmistir.

Koyunlarda gergeklestirilen in vivo ¢alismalarda, secilen formiilasyonlar
koyunlarin gozlerinden birine uygulanmis, diger goze kontrol amaci ile ilag
uygulanmamustir. Belli siirelerde gergeklestirilen kesimler sonrasinda koyunlarin
her iki gozleri de ¢ikartilarak hiimor ak6z ve hiimdr vitréz sivilari toplanmis ve bu
stvilarda enzim immiin yontemi analiz cihazi (EIA) ile belirlenen CsA miktarlar
yardimiyla maddenin okiiler emilimi arastirilmistir.

Elde edilen in vivo analiz sonuglarina gére, CsA’nin 48 saat siiresince hiimor akoz
ve hiimor vitrozde bulundugu saptanmistir. CsA’nin hiimor vitrézde bulunmasi
ile, emilimin goziin i¢ kisimlarina kadar arttirilabildigi gozlenmistir. Analiz
sonuclarinin  birbirine olan yakinliklari, bireyler arasindaki farkliligin
formiilasyonlarin emilim derecesini degistirmedigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Siklosporin A, okiiler emilim, hiimor akdz, hiimor vitroz



PREPARATION and IN VITRO-IN VIVO EVALUATION of
SOLID LIPID NANOPARTICLE, MICROEMULSION and
POLYMERIC NANOPARTICLE FORMULATIONS
CONTAINING CYCLOSPORINE A

ABSTRACT

Cyclosporine A (CsA) is applied topically in the therapy of disorders after corneal
transplantation and dry eye syndrome. Systemic absorption of CsA is quite low
and there is inter-individual variation in plasma concentrations depending on the
dosage form applied and the story of the patient. Therefore, in this study, solid
lipid nanoparticle (SLN), microemulsion (ME) and polymeric nanoparticle (PN)
formulations were prepared aiming the ocular delivery of CsA with an attempt to
decrease the inter-individual variation through increasing the topical absorption.

In the stability studies, behaviours of the formulations prepared were investigated
at different conditions. Particle and globule sizes of the formulations remained in
the nanometer range during the stability studies. Positively charged zeta potentials
obtained with the addition of cationic lipid remained unchanged showing the
stability of the formulations. Lipid strucrures of SLNs were verified to be
unchanged by the X-ray diffraction (XRD), infrared (IR) and nuclear magnetic
resonance (NMR) analyses.

Three formulations among the three different systems were selected for the in
vivo studies considering the stability test results.

In the in vivo studies carried on the sheep, formulations were applied topically to
the one of the eye and the other eye remained untreated as a reference. At
appropriate time intervals, sheep were sacrificed and the aqueous and vitreous
humour samples of the eyes were collected and analysed by enzyme immune
assay (EIA) analyzer. Ocular absorption of CsA was evaluated according to the
EIA results of the CsA samples obtained previously.

According to the in vivo analysis results, CsA was determined in the aqueous and
vitreous humour samples in 48 hours. Detection of CsA in the vitreous humour
showed the efficient absorption of the drug to the deeper layers of the eye.
Similarity of the analysis results demonstrated that inter-individual variance did
not affect the absorption level.

Key Words : Cyclosporine A, ocular absorption, aqueous humour, vitreous
humour
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GIRIS ve AMAC

Organ nakillerinde ve otoimmiin rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan en etkili
maddelerden olan CsA’nin ait oldugu kimyasal madde sinifi, genellikle dogal
bilesiklerden olusan ve immiin sistem {izerine sitotoksik etkisi bulunmayan
maddeleri icermektedir.

Dar terapotik pencereye sahip olmasit ve emilim, dagilim, metabolizasyon ve
eliminasyonunda bireylerarasi c¢esitlilik nedeniyle, basarili bir tedavi icin etkin
madde kan diizeylerinin izlenmesi gerekmektedir.

CsA, kornea nakillerinin reddinin 6nlenmesi haricinde, kuru goz sendromu
(keratokonjunctivitis sicca) tedavisinde gozyasi salgisinin arttirilmasi amaciyla
kullanilmistir. Kornea nakilleri ve kuru goz sendromu goziin yiizeyi ile ilgili
rahatsizliklar oldugu i¢in CsA’nin topik olarak uygulanmasi miimkiin olmaktadir.

CsA’nin 6nemli yan etkileri arasinda, nefrotoksisite, titreme, 6zellikle kadinlarda
tilylenmede artig, yiiksek tansiyon, dis etlerinde sisme ve organ nakillerinin
ardindan goriilen lenfoproliferatif —rahatsizliklar sayilabilmektedir. Renal
vazokonstriiksiyona neden olurken, glomeriiler filtrasyon oranini da azalttigi
belirtilmistir. Uzun siireli kullanimi sonucu, kansizlik, kemik iliginde gelisim
bozuklugu, karaciger iltihab1 ve renal tiibiiler hiicre hasari, lenfositlerde azalma
(lymphophenia) gibi zararli ama geri doniisiimii olan etkiler de olusturmaktadir.

CsA’nin pratik olarak suda ¢ozlinmemesi nedeniyle, su ile temasta kat1 sekle
doniigiip ayrilma egilimi gdstermektedir. Formiilasyondaki bu giigliikler
nedeniyle, maddenin okiiler uygulanmasini miimkiin kilan sistemlerin
gelistirilmesi bu ¢alismanin amaglari i¢ersindedir.

Bu ¢alismada, ayrica, SLN, ME ve PN formiilasyonlar1 ile maddenin gozde kalis
stiresinin, kullanilan yardimc1 maddeler ile emilim derecesinin arttirilarak goziin
i¢ tabakalarina madde gecisinin saglanmasi yoluyla etkinliginin gelistirilmesi
amagclanmustir.



KAYNAK BIiLGISi
Goziin Anatomisi

Gorme i¢in gerekli olan sinirleri tasiyan goz (Sekil 1), izole bir halde kafatasinin
on kisminda, “orbita” denilen géz ¢ukurunda yer alir (Reddy ve Ganesan, 1996;
http-1; http-2). Fibroz tabaka, vaskiiler tabaka ve retinal tabaka olmak tizere
baslica 3 tabakadan olusmustur (Lloyd ve ark., 2001). “Sklera” olarak adlandirilan
fibroz tabaka (goz aki) gbziin en dis katmanini olusturur ve goéziin goérme
fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in gerekli olan mekanik dayanikliligini saglar
(Reddy ve Ganesan, 1996). Bu tabaka, goziin 6n boliimiinde 15181n goz igine
odaklanmasini saglayan saydam korneaya doniisiir (http-3). Kornea (Sekil 2),
dista epitelyum, i¢ boliimde stroma ve en altta endotelyum tabakasi olmak iizere
baslica ii¢ tabakadan olusmaktadir (Hecht ve ark., 1996; Giirsoy, 2002; http-4).
Epitel tabaka, 5-6 hiicre tabakasi kalinliginda olup hasar gérmesi durumunda
rejenere olabilen yapiya sahip bir tabakadir (http-5). Hidrofobik o6zelliktedir ve
birgok etkin madde (EM) i¢in hiz sinirlayict tabakadir (Giirsoy, 2002). Epitel
tabakanin altinda korneay:1 hasara kars1 koruyan sert, penetrasyonun gii¢ oldugu
“Bowman” membrani yer alir. Bu membranin altinda, ¢ok kiigiik birbirine paralel
kolajen fibrillerden olusan stroma tabakasi bulunur (Richter ve Keipert, 2004;
http-5). Kolajen fibrillerin bu 6zel yapis1 korneaya saydamligini verir (http-5).
Korneanin en kalin tabakasi olan stroma (~ 450 pm) tabakasi (Richter ve Keipert,
2004), korneanin % 90’11 olusturur ve % 85 su igerir (Giirsoy, 2002; http-5).
“Descemet” membrani ise, stroma ile endotelyum tabakasi arasinda yer alan,
yaklagik bir hiicre kalinligindaki bir tabakadir (Richter ve Keipert, 2004; http-5).
Endotelyum tabakasi ise, goziin i¢ kismina bakar ve epitel tabakasi gibi stromadan
daha fazla lipidik yap1 gosterir (Giirsoy, 2002). Kornea i¢in aktif su pompasi
gorevini gorlir; hidratasyon/dehidratasyon isleminin % 75’ini istlenmistir
(Giirsoy, 2002; http-5). Hiicrelerarast bosluklar1 genis oldugu igin gozenekli bir
yap1 gosterir (Giirsoy, 2002).

Goziin ikinci katmani olan vaskiiler tabaka (Uveal Bolge), iris-silyer yapi ve
koroidden (retina ile sklera arasindaki damar tabaka) olusmaktadir (Reddy ve
Ganesan, 1996). Iris, 151810 gbze girdigi degisken agiklik (Lloyd ve ark., 2001),
gdze rengini veren damarsal tabaka olarak tanimlanmaktadir (http-6). G6ziin, yani
irisin rengi, melanositler tarafindan {iretilen Omelanin (kahverengi/siyah
melaninler) ve feomelaninlerin (kirmizi/sar1 melaninler) farkli miktarlar
sonucunda olusmaktadir (http-1). iris, koroid yapmin en u¢ kismudir ve silyer
yapinin anterior yiizlinde yer alir. Merkezinde gozbebegi (pupilla) olan iris, dilatér
ve sfinkter olarak adlandirilan iki tip kas grubundan olusmaktadir. Dilator kaslar
sempatik uyartyr algilarken, sfinkter kaslar parasempatik uyarilara karsi
duyarlhidirlar. Dilator kaslarin aktivitelerindeki artis midriazisi olusturur; sfinkter
kaslarin aktivitelerindeki artis miyozisi olusturur ve gézbebegi genisler (Reddy ve
Ganesan, 1996; Apaydin, 2001 ). Silyer yapi, hiimor akoziin salgilandigi
boliimdiir; ayrica, silyer kaslar parasempatik uyarilari alan diiz kaslardan
olugsmaktadir. Vaskiiler tabaka olan koroid ise retinaya kan akimini saglamakla
gorevli olan yapidir (Reddy ve Ganesan, 1996).



Koroid

Silyer yap
Hiimor vitroz
Sekil 1. Goziin Anatomik Yapasi (http-1)
1 J_ Epitelyum
—I— "Bowman" membram
. — Stroma
; J_ HDescemetH membram
—I— Endotelvam

Sekil 2. Korneanin Anatomik Yapisi (http-4)

Goziin en icteki sinirsel katmanina da retina adi verilmektedir (Reddy ve Ganesan,
1996; http-7). Bu tabaka, temelde, i¢ duyusal tabaka (ndrosensoriyel) ve dis
pigmentli tabakadan olugmaktadir. Is1gin algilanmasi i¢in gerekli elektrokimyasal
reaksiyonlar duyusal tabakada meydana gelir (http-2). Retinadaki gangliyon
hiicrelerinin aksonlarinin, globu terk edip myelin kilifi ile sarildig1 yap1 optik sinir
olarak isimlendirilir. Optik siniri olusturan yaklasik 1.2 milyon sinir lifi i¢inde
iletiyi en hizli tasiyanlar kalin olanlar ile en ¢cok miyelin igerenlerdir (Reddy ve
Ganesan, 1996).

GOz mercegi, gbzii anterior ve posterior olmak iizere iki bdliime ayirmaktadir.
Anterior boliim kornea, hiimor akéz ve iris-silyer yapidan olusurken, posterior
boliimde retina ve vitroz yap1 bulunmaktadir (Reddy ve Ganesan, 1996). Kornea,



mercek ve vitroz yapi kan damarlar1 igcermeyen saydam yapilardir (Reddy ve
Ganesan, 1996; Lloyd ve ark., 2001). Oksijen ve besinler nonvaskiiler dokulara
hiimor akoz ile tasinir (Reddy ve Ganesan, 1996).

G0z kapaklarinin i¢ boliimiinii kaplayan ve g6z kiiresinin 6n boliimiinii 6rten ince,
saydam membran, konjonktiva, gozyasi bezinden gelen gozyasi ile 1slak ve temiz
tutulur (Reddy ve Ganesan, 1996; Giirsoy, 2002; Lee Y.C.ve ark., 2002). Gozyas1
yaklagik 7uLL hacimde, pH’s1 7.2-7.4 olan bir sividir ve gdzyasi kanali araciligi ile
buruna bosalir (Reddy ve Ganesan, 1996; Giirsoy, 2002). G6z olduk¢a genis pH
araligindaki maddeleri tolere edebilecek yapidadir (Kaur ve Kanwar, 2000).

Okiiler Etkin Madde Tasiyic Sistemler ve Uygulamislar

GOz ylizeyinin ve gozlin i¢ kisimlarinin tedavisinde EM’ler ¢ogunlukla topik
yoldan uygulanmaktadir. Géziin anteriyor kismuni ilgilendiren pek ¢ok patolojik
durumun tedavisinde topik kullanim diger yollara tercih edilmektedir. Bunun
baslica iki nedeni, uygulama kolayligi ve sistemik uygulamaya kiyasla hedef
bolgede daha yliksek EM konsantrasyonunun saglanmasidir (Plazonnet, 2002).
Topik uygulanan EM tastyici okiiler sistemler arasinda, ¢ozeltiler, emiilsiyonlar,
stispansiyonlar, merhemler, ¢6ziinebilir jeller, kullanilacagi zaman sulandirilan
tozlar, kat1 (hidrofilik) insertler, EM yiiklenmis hidrofilik kontakt mercekler ve
diger kontrollii salim sistemleri yer almaktadir (Plazonnet, 2002; Ozsoy, 2004).
Topik uygulanan EM’lerin intraokiiler absorbsiyonlar1 hem korneal hem de non-
korneal yoldan ger¢eklesebilmekte ve sonrasinda EM konjonktiva ve skleradan
gecis yaparak goziin daha i¢ kisimlarina ulagsmaktadir (Plazonnet, 2002). Bununla
birlikte, topik uygulanan okiiler EM tasiyici sistemler, genellikle, istenilen etkiyi
saglayamayan sistemler olarak kabul edilmektedir (Reddy ve Ganesan, 1996). Bu
nedenle, EM’nin gozde daha uzun siire kalabildigi, EM kaybinin azaldig1 ve bu
sayede yan etkilerin de en aza indirgendigi yeni EM tastyici sistemlere ihtiyag
duyulmaktadir (Gulsen ve Chauhan, 2005)

Cozelti, siispansiyon ve merhem seklinde hazirlanan formiilasyonlar arasinda en
cok kullanilan sistem ¢ozeltilerdir (% 68) (Gangrade ve ark., 1996; Hecht ve ark.,
1996; Klang ve ark., 1998; Lv ve ark., 2005). Cozeltilerin en énemli sakincalar
gbzde tutunma siirelerinin ¢ok kisa olmasidir (Klang ve ark., 1998).

Goz damlas1 seklindeki okiiler ¢ozeltiler goze uygulandiklarinda, baslangic
olarak, 6nceden tam olarak belirlenemeyen bir baslangi¢c dozu ve bunu takip eden
bir siirede azalarak etkin konsantrasyonun altina diisen EM konsantrasyonu ile
genellikle birinci derece kinetige uygun sistemler olusmaktadir. Bu nedenle,
yeterli miktarda EM konsantrasyonunun saglanabilmesi i¢in g6z damlalarinin sik
araliklarla  kullanilmalar1  gerekmektedir. ~ Bazi  durumlarda,  yiiksek
konsantrasyonda EM iceren formiilasyonlar hazirlanarak bu durumun iistesinden
gelinmeye calisilmis ancak sistemik yan etkileri tetiklemesi nedeniyle tercih
edilen formiilasyon hazirlama sekli olmamistir (Reddy ve Ganesan, 1996).

Goz damlas1 seklinde hazirlanan formiilasyonlar iki sekilde gelistirilmeye
calisilmigtir. Birinci yontemde, formiilasyonun goézde kalis siiresi arttirilarak
etkinin arttirnlmas1 amaglanmistir (Kompella ve Lee, 1999). Bu amagla,
polimerlerin g6z damlalarinda kullanilmasi, emiilsiyonlar, siispansiyonlar,
merhemler, ¢oziinebilen jeller, kolajen koruyucular, yumusak kontakt mercekler



gibi hidrofilik matrislere EM yliklenmesi, insertler ve okiisertler gibi yeni
yaklagimlarda bulunulmustur (Reddy ve Ganesan, 1996).

Ikinci yontemde ise, korneal gegirgenlik arttirilarak etkide artis hedeflenmistir
(Kompella ve Lee, 1999). Selat yapict maddeler ve YEM’ler, iyon ciftleri,
lipozomlar ve on ilaglar kullanilarak korneal gegirgenlik arttirilmaya ¢alisilmistir
(Reddy ve Ganesan, 1996).

EM’nin sulu ortamda ¢6ziinmedigi durumlarda, kararliligi, aktiviteyi ve/veya
etkinligi arttirmak icin, madde, silispansiyon seklinde formiile edilebilmektedir
(Hecht ve ark., 1996; Ozsoy, 2004). Siispansiyonlar, okiiler formiilasyonlar
arasinda % 7’lik bir paya sahiptir (Gangrade ve ark., 1996). Siispansiyonlardaki
partikiillerin % 95’inin boyutlarinin 10 pm’den kiiciik olmasi, partikiillerin hassas
g6z dokularinda iritasyona neden olmamasi ve her defada uygulanan EM
miktarinin esit olmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Hecht ve ark., 1996).
Merhemler yaklasik olarak % 23’liik bir kismi1 olusturmaktadir. Merhemlerin daha
uzun siire gozde kalmalari, uzatilmis etki saglamalar1 ve daha iyi kararlhiliklar
cozeltilere olan istiinliikleri olarak gdosterilebilir (Reddy ve Ganesan, 1996). %
2’lik kismu ise, jeller, spreyler ve insertler olusturmaktadir (Gangrade ve ark.,
1996).

Bu sistemlerin yanisira kolloidal tasiyici sistemlerden biri olan lipozomlar,
(Brandl, 1998) kat1 ve steril sistemler olan insertler (Giirsoy, 2002; Rao, 2002;
Sultana ve ark., 2005), goze cerrahi iglemle yerlestirilen implantlar (Giirsoy,
2002), genellikle gorme kusurlarinin tedavisinde kullanilan kontakt mercekler
(Lloyd ve ark., 2001; Gulsen ve Chauhan, 2005), yeni okiiler ila¢ tasiyict
sistemler (NODS) gibi yeni gelistirilen sistemler (Rao, 2002) ve okiiler amacl 6n
ilaclar (Kompella ve Lee, 1999), okiiler uygulama i¢in hazirlanmis EM tasiyici
sistemler ve uygulama sekilleridir.

Topik uygulama diginda, EM’ler, goze periokiiler enjeksiyon (Reddy ve Ganesan,
1996; Lloyd ve ark., 2001), intrakameral veya intravitreal olabilen intraokiiler
enjeksiyonlar (Reddy ve Ganesan, 1996; Gangrade ve ark., 1996), sistemik olarak
(Plazonnet, 2002), ve iyontoforez ile (Reddy ve Ganesan, 1996; Washington,
2000; Plazonnet, 2002), ¢ok nadir de olsa goz kiiresinin arka kismina enjeksiyon
seklinde uygulanabilmektedir (Reddy ve Ganesan, 1996).

Okiiler sistemlerde karsilasilan zorluklar ve ¢oziim yollart Cizelge 1°de
sunulmustur.

EM tasiyici sistemlerde aranilan giivenilirlik, etkinlik, kararlilik gibi 6zelliklere ek
olarak okiiler sistemlerin sahip olmasi istenilen bazi 6zellikler vardir. Okiiler bir
sistem EM’yi dogru bolgeye ulastirmalidir. Ornegin hedef bodlge iris-silyer yap1
ise yliksek konjonktival konsantrasyon anlamsizdir. Sistemik etkiye kiyasla lokal
etki daha etkin olmalidir. Uygulama sikligin1 azaltacak sekilde (6rn. giinde 1 doz)
formiile edilmelidir. Hasta kendi kendine uygulayabilmeli, uygulama sonrasinda
rahatsizlik vermemeli, gormeyi engellememeli ve tadi koti olmamalidir.
Giivenilir maddeler ile formiile edilmelidir. Etkin bir antimikrobiyal madde ile
karigabilir olmali veya tek dozluk sekilde hazirlanmalidir. Endiistriyel diizeyde
sterilize edilebilmelidir. Ozel kosullarda saklanmasi gerekmemelidir (Plazonnet,
2002).



Cizelge 1 . Okiiler Sistemlerde Karsilasilan Problemler ve Coziim Yollar1 (Kompella ve Lee,
1999).

Sinirlayic1 Faktorler Coziim Yollar

Viskoz jeller

In situ jellesen sistemler

Insertler

Biyoadezifler

Biyoadezifler ile kaplanan lipozomlar
Kisa prekorneal temas zamam Kolajen koruyucular i¢indeki lipozomlar
Kolajen koruyucular

Oftalmik ¢ubuklar

Doz hacminin azaltilmasi

Dozlar arasinda 5 dakika bekleme

[laclar ile gdzyas1 akis miktarinin azaltilmasi

Proteinlerin baglanma noktalarma baglanmak

o S o
EM’nin gozyasi proteinlerine baglanmasi igin yarisen adjuvanlar

On ilaglar
Nazal ve konjonktival dolasimdaki kayip Vazokonstriiktorler

Nanokapsiiller

Penetrasyon arttiricilar
Gegirgenlik engeli On ilaglar

Iyon ¢ifti ajanlari

Enzimatik engel Proteaz inhibitdrleri

Okiiler Uygulamalarda Etkin Madde Dagilimi

EM ‘nin okiiler bolgeye (Sekil 3) verilis yollar1 igersinde, topik uygulama, kolay
olmasi, hastanin kendi kendine uygulama yapabilmesi, lokal etkiye imkan vermesi
ve sistemik EM yiiklemesine yol agmamasi nedenleriyle en ¢ok tercih edilen yol
olmaktadir (Gangrade ve ark., 1996). Topik olarak uygulanan EM’nin
konsantrasyonu, prekorneal bolgedeki yer degistirdigi go6zyast hacminin
drenajina, gozyasi iiretimine ve gdzyast sirkiilasyonuna, EM protein etkilesimine
(protein baglanmasi), gézyasi buharlagmasina, ¢ok yiiksek olmayan konjonktival
absorbsiyona ve etkili korneal absorbsiyona bagl olarak degismektedir (Reddy ve
Ganesan, 1996).

Gozyas1 ¢ikmazinda tutulan gbzyast miktar1 normal sartlarda 8 pL’dir (Reddy ve
Ganesan, 1996). Ancak, goz kirpmasi durdugunda bu deger 30 pL’ye kadar



cikabilmektedir (Hecht ve ark., 1996). Gozyasinin fizyolojik pH’s1 7.2-7.4 tiir.
Gozyasi, lakrimal bezlerden dakikada yaklasik 1.5 mL.dk™ oraminda iiretilir ve
normal fizyolojik durumlarda konjonktiva iizerine bosaltilir (Reddy ve Ganesan,
1996). Ust goz kapag1 yardimiyla dakikada yaklasik % 16’lik bir kism1 devreder
(Diane ve ark., 1996). G6z ¢ikmazinda fazla miktarda sivi oldugunda, gozyasi
kanalinin g6z kapagi1 kenarina acildig: kiiciik delige (punctum lacrimale) gelir ve
negatif basincin etkisiyle gozyasi kesesi’ne geger. Goz kirpmasi gergeklestiginde,
gbzyas1t kesesi baskilanir ve her kirpma sirasinda yaklasitk 2 pL goézyast
nazolakrimal kanala gecer (Reddy ve Ganesan, 1996). EM ¢ozeltisi prekorneal
alana uygulandiginda, EM’nin biiyiik bir boliimii refleks drenajina bagl olarak
g6z kapaklar1 kenarindan kaybedilerek yanaklara akmaktadir (Diane ve ark.,
1996). Bu nedenle okiiler uygulanan EM i¢in biyoyararlanim % 10’dan az
olmaktadir (Diane ve ark., 1996; Hecht ve ark., 1996).

Giizyas1 kanah
Giizyas1 kanalmin giiz kapag | :
- ~ . kenarmna apildig kiiciik agilchk % \ #

) :

,

Gizyas hezleri

Alt giizyas1 cikaman
MNazolakrimal kanal

Tst kanal

Orta kanal
Alt kanal

Burun hoglugu

M \,ﬂ_\ Gizyas kesesi

Sekil 3. Lakrimal Sistem (Lee Y.C. ve ark., 2002)

Dikkat edilmesi gereken baska bir konu ise, EM’nin proteinlerle olan
etkilesimidir. Lakrimal siv1, toplam % 0.7 protein ve % 0.4 albumin igerir (Reddy
ve Ganesan, 1996).

Cok katmanli epitelyum ile kapli bag dokudan olusan bir membran olan
konjonktival bolgenin tamami 16 cm?dir ki, bu da korneal bolgenin alt1 kat daha
fazla  alanmm1  olusturmaktadir.  Konjonktival  absorbsiyon, prekorneal
biyoyararlanimi etkileyen en Onemli etkenlerden biridir. Kornea ile
karsilastirildiginda, konjonktival absorbsiyon, bu bdlgenin yiiksek vaskiilaritesine
ragmen g0z ardi edilebilecek kadar diisiiktiir. Toksikolojik o6zellikler dikkate
alindiginda, EM’lerin sistemik dolagima gecisindeki en 6nemli yol olan korneal



yolun yanmisira, EM’lerin konjonktivadan ¢ok diisiik oranlarda absorbsiyonlar1 da
dikkate alinmalidir (Reddy ve Ganesan, 1996).

Prekorneal alanda korneadan EM absorbsiyonu, kornea ile EM’nin temas
siiresine, prekorneal gozyast dinamiklerine ve korneal epitelin gecirgenligine
bagli olarak degigsmektedir. Anatomik olarak ii¢ tabakadan olusan korneada,
hidrofilik yapidaki stromal tabaka, yiiksek lipofilik yap1 gosteren epitel tabaka ile
diisiik lipofilik yapi gosteren endotel tabaka arasinda yer almaktadir. EM’lerin
korneadan absorbsiyonlar1 iki sekilde olmaktadir; transseliiler (epitel hiicrelerin
icinden) ve paraseliiler (epitel hiicrelerin arasindan). Topik uygulanan EM’lerin
cogu transseliiler yol ile korneadan emilmektedir ve bu absorbsiyon EM’nin
lipofilitesine, pKa degerine ve bazi durumlarda molekiil biiyiikliigiine bagl olarak
degismektedir. Iki fazli ¢dziinmeye neden olma ozelligi ile, kornea, engel
olmasinin yanisira, EM deposu olarak da davranmaktadir. EM’nin hidrofilik
stromal tabakadan difiize olabilmesi i¢in maddenin suda uygun bir ¢oziiniirliige
sahip olmasi gerekmektedir (Reddy ve Ganesan, 1996).

Okiiler Biyoyararlamim

Hizli drenaj, goziin yasarmasi ve gozyasinin sirkiilasyonu nedeni ile bir ¢ogu su
bazli sistem olan okiiler EM tastyici sistemler gozden cabuk uzaklagmakta ve bu
nedenle biyoyararlanimlar1 diisiik (% 1-10) olmaktadir (Klang ve ark., 1998; Lv
ve ark.,2006). Goze uygulanan EM’nin yaklasik olarak % 5’lik kismi goze
gecebilmekte, kalan kisim nazolakrimal kanala gecerek sistemik dolasima
karismaktadir (Lv ve ark., 2005; Alany ve ark., 2006).

Okiiler absorbsiyon, baslica kornea ve konjonktivadan olmaktadir. EM’ler kornea
epitel hiicreleri i¢inden difiize olurlar; sinirli olmakla birlikte baz1 maddeler epitel
hiicreler arasindan da gecebilmektedir. EM’nin korneadan gegis hiz1 ile yapisi ve
fizikokimyasal Ozellikleri arasinda iligki vardir. Lipit ¢oziiniirligii fazla olan
madde i¢in stroma, sudaki ¢oziiniirligli fazla olan EM igin ise kornea epiteli hiz
sinirlayict membran gibi davranir. Dolayisiyla, lipofil 6zellikteki EM’ler kornea
epitelinden kolayca gecerken, hidrofil EM’ler icin kornea epiteli bir engel
olusturmaktadir. Kismen lipofil maddelere ise, kornea epiteli % 50, stroma ve
endotelyum % 25 direng gosterir (Giirsoy, 2002). EM’lerin , sicakliga bagl olarak
in situ jellesen sistemler, nanopartikiiller, niozomlar, lipozomlar ve ME gibi
sistemleri hazirlanarak, gézdeki penetrasyon sorunlarinin listesinden gelinmeye
calisilmistir (Alany ve ark., 2006).

Okiiler uygulanan EM’lerin farmakokinetiklerinin bilinmesi, géz preparatlarinin
kullanomi ve EM’lerin prekorneal, korneal ve intraokiiler dispozisyonlari
hakkinda temel bilgi sahibi olunmasini saglayacaktir. Goziin yapisina bagl olarak
karsilagilan anatomik ve fizyolojik engeller, EM’nin fizikokimyasal 6zellikleri ve
tim bunlarin etkilesimleri nedeniyle, okiiler farmakokinetikler ¢ok karmasik ve
anlasilmasi gii¢ bir hal almaktadir. Intraokiiler dokular arasinda metabolitlerin ¢cok
hizli degigmesi nedeniyle, EM dagilimi i¢in bilinen genel kompartmanlar, gézde
gegerliligini kaybetmektedir (Reddy ve Ganesan, 1996).



Kolloidal Okiiler Sistemler

Goze uygulanan kolloidal sistemler, mikro- ve nanokiireler, nanokapsiiller,
lipozomlar ve mikro- ve nanoemiilsiyonlar olarak siniflandirilabilir. Bu sistemler,
yapisal istiinliikleri ile goze uygulanan ¢dzelti sistemlerine kiyasla yiiksek tedavi
degeri olusturmalarinin  yanisira, partikiiler sistemler ile de daha 1iyi
biyoyararlanim olusmaktadir. Ayrica, géz damlalar1 gibi goze kolayca
uygulanabilmektedir. Kolloidal okiiler sistemlerden, yeterli miktarda EM
tasimalari, tedavi stiresince EM’nin aktivitesini devam ettirmeleri, salim siiresince
yavag yavas parg¢alanmalart veya salim bittiginde gozden uzaklastirilmalari,
immiinojenik olmamalar1 ve kolayca sterilize edilebilmeleri beklenmektedir
(Giirsoy, 2002).

Mikrokiireler, ¢aplar1 birkag pm ile birka¢ yiiz um arasinda degisebilen, monolitik
yapidaki  mikro-  tasiyicilar  olarak  tanimlanmaktadir.  Mikrokiirelerin
gelistirilmesindeki amaglar sunlardir: EM’yi kontrollii sekilde salmasi, EM’nin
yap1 aktivitesini degistirmemesi, EM’yi hedef organ, doku veya hiicreye tagimasi,
hedefe ulasana dek EM sizintis1 olmamasi, in vitro ve in vivo kosullarda dayanikli
olmasi, diisiik dozda ilag kullanimina olanak saglamasi, diisiik doza bagl olarak
toksisitenin azalmasi, biyolojik sistemle uyumlu olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilmesi ve parcalanma iirlinlerinin toksik olmamasi (Kas, 2002).

Mikrokiire, nanokiire ve nanokapsiiller gibi polimerik yapidaki partikiiller gozde
pargalanan, pargalanmayan ve iyon degistirebilen polimerlerden hazirlanmaktadir.
EM, partikiillerden, difiizyon, polimerin erozyonu, hidrolizi ve iyon degistirmesi
ile salinmaktadir. Bu mekanizmalarin bir veya birka¢1i bir arada olabilir.
Partikiiller, okiiler yiizey ile uzun siire temas ederek EM’nin korneadan
penetrasyonunu uzatirlar (Giirsoy, 2002).

Saydam ve termodinamik olarak dayanikli sistemler olarak tanimlanan ME’lar ise,
EM’nin ¢oziintirliigling, kararliligin1 ve biyoyararlanimini arttirmaktadir (Saettone
ve ark., 2000; Giirsoy, 2002). ME’lar, 0.1 pm’den daha kii¢iik damlacik boyutlar1
ile 15181 daha az dagilmasina neden olup, saydam bir yapi1 gosterirler ve
uygulandiklarinda bulanik gérmeye neden olmazlar (Saettone ve ark., 2000).
Kolloidal sistemlerde EM’nin penetrasyonunun artmasina karsin, emiilsiyonun
pozitif veya negatif yiiklii olmas1 da korneadan penetrasyonu ve okiiler dokuda
dagilimi etkilemektedir. Bu nedenle, pozitif yiiklii nanoemiilsiyonlar ile negatif
yiiklii nanoemiilsiyonlar karsilastirildiklarinda, pozitif yiiklii nanoemiilsiyonlarda
endositozun daha fazla olmasina bagli olarak, kornea ve konjonktivadaki Cpxs ve
AUC degerleri, negatif yiiklii nanoemiilsiyonlardan daha yiiksek bulunmustur.
ME’lardaki tek sorun, yiiksek konsantrasyonda YEM i¢ermelerine bagli olarak
toksik etki gosterme olasiligidir (Giirsoy, 2002).

Hidrofilik veya hidrofobik EM’ler ile, viicutla uyumlu ve viicutta metabolize
olabilen kat1 lipitlerin sudaki dispersiyonlarindan olusan SLN’lerin (Miiller ve
ark., 1997; Gohla ve Dingler, 2001) okiiler uygulamalarinda diger tasiyici
sistemlere gore gozde daha uzun kalis siiresi saglanmistir (Miiller ve Bohm, 1998;
Miiller ve ark., 2002). SLN’lerin farmasotik endiistride kullanilan tiim
sterilizasyon yoOntemleri ile sterilize edilebilmeleri, okiiler sistemlerin
hazirlanmasinda sisteme ©onemli tstlinlik kazandirmaktadir (Miiller ve ark.,
2000b).



Ayni tip icerik ve YEM konsantrasyonuna sahip koloidal lipit emiilsiyon ve
siispansiyon formiilasyonlar1 karsilastirildiginda, biiylik benzerliklerine karsin,
hazirlama yontemleri ve kimyasal kompozisyonlari nedeniyle, temel
fizikokimyasal farkliliklar ortaya ¢ikmistir (Westesen ve Siekmann, 1997).

Okiiler Dozaj Sekillerinde Sterilite

Okiiler kullanim amaciyla hazirlanan her farmasdotik dozaj seklinin valide edilmis
kosullar altinda sterilitesinin saglanmas1 gerekmektedir. Sterilizasyon yontemleri,
sistemin Ozelligine gore gesitlilik gosterebilmektedir (Hecht ve ark., 1996). USP
ve BP’de belirtilen yoOntemler, kisaca, buhar sterilizasyonu, kuru hava
sterilizasyonu, gaz sterilizasyonu, iyonize radyasyon ile yapilan sterilizasyon,
filtrasyon ve aseptik kosullarda hazirlamadir (Hecht ve ark., 1996; USP 24-NF 19,
2000). Son ambalajin ozellikleri de gbéz Oniine alinarak bu sterilizasyon
yontemlerinden birisi veya birka¢1 birlikte kullanilabilmektedir (Hecht ve ark.,
1996).

Okiiler Toksisite

1930’1u yillarda, Amerika’da, bir kozmetik rimelin giivenilirlik testi yapilmadan
piyasaya sunulmasi ve ¢ok ciddi yan etkilerin ortaya ¢ikmasinin ardindan, okiiler
giivenlik testlerinin yapilmasi gerekliligi acik¢a anlasilmistir (Curren ve Harbell,
2001).

Okiiler olarak uygulanan EM’lerin yaklasik olarak % 5°lik kismi istenilen
bolgelere lokalize olabilirken, kalan kisim gozyast sivisit ile tasinarak
nazolakrimal kanala ve oradan da burun bosluguna gecer. Buradan sistemik
dolagima karisarak istenmeyen yan etkilerin olugmasina neden olabilirler (Gulsen
ve Chauhan, 2005). Ornegin, genis acili glokom tedavisinde kullanilan géz ici
basmcini diisiiren timolol (Timoptic®) veya betaksolol (Betoptic®) gibi beta
blokér maddeler, yaslar1 itibariyle kalp veya solunum yollar1 rahatsizliklarinin
fazla goriildiigii hasta grubunda glokom rahatsizliginin goriildiigii cogu 60 yas
lizeri hastalarda sistemik dolasima gegctiginde kalpte hasarlara neden olabilecegi
belirtilmistir (Jani ve Rhone, 2002).

Okiiler uygulanan maddelerin sistemik dolasima gegerek neden olduklar1 yan
etkilerin Onlenebilmesi amaciyla, korneal penetrasyonun arttirilmasima yonelik
calismalarda, on ilaclarin olusturulmasi, tutunma siiresinin arttirilarak goézyasi
drenajinin azaltilmasi, iyon ¢iftlerinin olusturulmasi, iyontoforez ve penetrasyon
arttiricilar  denenmistir. Denenen bu yontemler arasinda, EM’nin okiiler
farmakokinetiginin gelistirilmesinde, 6n ila¢ olusturulmasinin en iyi yaklasim
oldugu kararina varilmistir (Tammara ve Crider, 1996).
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Kat1 Lipit Nanopartikiiller

SLN’ler, kozmetik ve farmasdtik EM’ler icin kontrollii salim yapan ve
hedeflenebilen yeni tagiyici sistemler olarak tanimlanmaktadir (Miiller ve Bohm,
1998; Zimmermann ve Miiller, 2001)

Foton korelasyon verilerine gore, 50-1000 nm araliginda parcacik biiyukIigi
dagilimimna sahip olan kolloidal yapili bu sistemler, hidrofilik veya hidrofobik
EM’ler ile viicutla uyumlu ve viicutta metabolize olabilen kati lipitlerin sudaki
dispersiyonlarindan olugmaktadir (Miiller ve ark., 1997; Gohla ve Dingler, 2001).
SLN’leri olusturmak {iizere, oda sicakliginda kati halde bulunan lipitler
kullanilmaktadir (Miiller ve ark., 2000a).

Trigliseritler, kismen esterlesmis gliseritler, yag asitleri, steroitler ve balmumu
gibi ¢ok sayida lipit, SLN’lerin hazirlanmasinda kullanilabilmektedir (Mehnert ve
Mider, 2001). Formiilasyonun basaris1 agisindan, kullanilacak lipitlerin
nanometre biiylikliigiinde partikiil olusturmaya elverisli, yiiksek EM ylikleme
kapasitesine sahip, otoklav ile sterilizasyona uygun, sulu dispersiyonlarda kararli
veya liyofilize edilebilir, toksikolojik olarak kabul edilebilir ve viicutta metabolize
olabilmeleri 6nemlidir (Manjunath ve ark., 2005).

Molekiil agirliklari ve elektriksel yapilar1 g6z 6niine alinarak, biitiin YEM’ler lipit
dispersiyonlarin kararliligini saglamak ig¢in kullanilabilmektedir. YEM'’lerin
karisim halinde kullanildig1 ¢alisma sonuglari, aglomerasyonun daha etkili
bicimde engellendigini ortaya koymustur (Mehnert ve Méder, 2001). Kullanilacak
YEM’ler, toksik olmamali, diger maddeler ile karisabilmeli, kullanildig1 en az
konsantrasyon ile istenilen boyutlarda partikiil olusmasini saglamali ve SLN’lerin
ylizeylerini kaplayarak kararliliklarini arttirmalidir (Manjunath ve ark., 2005).

Klasik EM tastyici sistemlere alternatif olarak gelistirilen SLN’ler, emiilsiyonlarin
ve lipozomlarin aksine, yiikklenen EM’yi kat1 lipit yapilar1 sayesinde kimyasal ve
fiziksel bozunmaya karsi koruyabilmekte (Dingler ve ark., 1997; Miiller, 1998;
Dingler ve ark., 1998a; Miiller ve ark., 2000a), hem lipofilik hem de hidrofilik
EM vyiiklenmesi saglanabilmekte (Kristl ve ark.2003; Sanna ve ark., 2004),
uzatilmis EM salimin1 gerceklestirebilmekte (Demirel ve Yazan, 2000), EM
hedeflendirilmesine olanak saglamakta (Demirel ve Yazan, 2000; Kristl ve ark.
2003; Sanna ve ark., 2004) ve daha kararli bir yap1 sergilemektedir (Dingler ve
ark., 1998b). SLN’lerin fiziksel kararliliklari, DSC ile kolayca
kanitlanabilmektedir (Jenning ve ark., 2000a). Kolloidal yapili SLN’lerin en
Oonemli ustiinliiklerinden birisi de, sudaki ¢oziiniirliigli disiik olan EM’lerin
biyoyararlanimini arttirabilmeleridir (Jores ve ark., 2004; Miiller, 1998). Bunlarin
yanisira, SLN’ler biiyiik miktarlarda (2-2000 kg.sa™) iiretilebilmektedir (Miiller
ve ark., 1997; Miiller, 1998; Gohla ve Dingler, 2001). Bilesimlerinde, genellikle,
giivenli kabul edilen (GRAS) 6zellikteki Dynasan® 114, Dynasan® 116, Dynasan®
118, Compritol® ve setil palmitat gibi lipitler ile, Miranol® ve Tego Care” gibi
YEM’ler kullanildiginda ve EM’nin de 6zelliklerinin uygun oldugu durumlarda,
viicutta metabolize olabilen, diisiikk toksisiteye sahip partikiiller elde
edilebilmektedir (Demirel ve Yazan, 2000; Kristl ve ark.2003; Sanna ve ark.,
2004). SLN’lerin ekonomik olmasi, molekiillere baglanma kapasitelerinin yiiksek
olmasi (Mehnert ve Maider, 2001, Gualbert ve ark., 2003) ve aseptik olarak
tiretilebilmeleri veya farmasotik endiistride kullanilan tiim yontemlerle (otoklav,
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gama 1sinlama, vs.) sterilize edilebilmeleri diger iistiinliikleri arasinda sayilabilir
(Miiller ve ark., 2000b; Jores ve ark., 2004). SLN’ler, ayrica, kati lipit matrisleri
sayesinde iriinlerin istenmeyen renk ve kokularini maskelemek amaciyla da
kullanilabilmektedir (Dingler ve ark., 1997).

SLN’ler ile yapilan ¢aligmalar sonucunda, pargacik biiylikligliniin zamanla
biliylimesi, jellesme egiliminin olmasi, kat1 lipitin beklenmedik polimorfik
gecisleri, katt lipitin kristal yapisindan dolay:1 diisilk baglama kapasitesi gibi
istenmeyen durumlar sistemin sakincalar1 olarak degerlendirilmistir (Jores ve ark.,
2004; Venkateswarlu ve ark. 2004).

Kati Lipit Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

SLN’ler, yiiksek basing homojenizasyon yontemi basta olmak iizere, lipit
partikiillerin ¢oktiiriilmesi, eriyik haldeki lipitin karistirma ve ¢alkalama ile YEM
cozeltisinde dagitilmasi (lipit nanopelletler ve lipit nanokiireler) (Miiller ve ark.,
2000b), ¢coziicii emiilsifikasyonu veya ¢dziicii ucurulmasi (Mehnert ve Méder,
2001), eriterek emiilsifikasyon (Ahlin ve ark., 1998), ME’larin seyreltilmesi
(Trotta ve ark., 2003; Miiller ve ark., 2000b) ve yiiksek devirli homojenizasyon
(Miiller ve ark., 1995) gibi ¢ok cesitli yontemlerle hazirlanabilmektedir. Ayrica,
puskiirterek kurutma (Freitas ve Miiller, 1998b; Demirel ve Yazan, 2000) ve
liyofilizasyon (Mehnert ve Mader, 2001) yontemleriyle de kuru halde SLN elde
edilmesi miimkiin olmaktadir.

Yiiksek Basin¢lit Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basing homojenizatorii, siviy1 yliksek basingla (100-2000 bar), birkag
mikron biiyiikliiglinde olan dar bir delikten gececek sekilde iter. Sivi ¢ok yiiksek
hiz ile (1000 km. sa’in iistiinde) ¢ok dar bir alandan ge¢cmeye zorlanir. Oldukca
yiiksek yiizey gerilim ve siirtlinme kuvveti etkisiyle, parcacik boyutlar:t mikronalti
biiyiikliiklere iner (Mehnert ve Mader, 2001). % 5-10 araliginda lipit icerigine
sahip olan bir sivida herhangi bir homojenizasyon sorunu yasanmaz. Lipit
konsantrasyonu yaklasik % 40 olan formiilasyonlar da bu yontemle oldukca kolay
sekilde homojenize edilmigtir (Miiller ve ark., 2000b). Yontemde 45-85°C’lik
aralikta sicaklik kontrolii saglanabilmektedir. Yiiksek basingli homojenizasyon
yontemi ile SLN’ler genis capta iiretim imkanina sahiptir (Miiller ve B6hm,
1998).

Yiiksek basingli sicak homojenizasyon yonteminde (Cizelge 2), istenilen basing
ayarlanarak ve istenilen sayida homojenizasyon gergeklestirilerek {iretim yapmak
miimkiindiir. Caligmalar gostermistir ki, ¢ogu durumda, 3-5 homojenizasyon
sayis1 ile 500-1500 bar basin¢ kullanilmasi SLN’lerin hazirlanmasinda etkili
olmaktadir (Schwarz ve ark., 1994, Cengiz ve ark.,, 2006). Ancak,
homojenizasyon sirasinda sicakligin arttig1 (500 bar basing ile ~10°C) g6z 6niinde
tutulmalidir. Yapilan bir ¢alismada, artan sicaklik ile EM’nin tastyici igindeki
parg¢alanma oraninin da artabilecegi belirlenmistir (Mehnert ve Mider, 2001).

Hidrofilik EM’lerin formiilasyonunda, lipit eriyigin sulu YEM c¢ozeltisinde
dagitilmasi, hidrofilik EM i¢in, % 90’indan fazlasinin su fazinda kaybi anlamina
gelmektedir (Miiller ve ark., 2000a). Bu nedenle, hidrofilik EM’ler ile sicakliga
asir1 duyarli maddelerin SLN’lerinin olusturulmasinda sicak homojenizasyon
yontemi uygun bir liretim yontemi olmamaktadir (Miiller ve ark., 2000b). Bu tip
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maddelerin  formiilasyonlar1

ancak

soguk homojenizasyon yontemi ile

gerceklestirilebilmektedir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Sicak ve Soguk Homojenizasyon Yontemi ile Kati Lipit Nanopartikiil

Hazirlanmasi
SICAK HOMOJENIZASYON SOGUK HOMOJENIZASYON
[Hidrofilik veya
[Lipofilik EM] Sicakhiga Duyarh EM]

Lipit eritilir (erime noktasmnm 5-10°C
istlindeki sicaklikta), EM ¢ozilindiiriliir
veya dagitilir

J
Karisim, sicak YEM ¢ozeltisinde dagitilir

3
ON-EMULSIYON

4

Yiiksek basinglt homojenizasyon

(Lipitin erime noktasinin 5-10°C
uistiindeki sicaklik ve 200-1500 bar
basing)

3
Sicak y/s NANOEMULSIYONU

4

Sogutma, rekristalizasyon

J
SLN’ler

Lipit eritilir, EM ¢6ziindiiriiliir veya dagitilir

4

Kuru buz veya siv1 azot yardimiyla karisim aniden
sogutulur.

(Yiiksek sogutma sicakligt ile lipit matriste EM
homojen dagilir ve lipit kirilganlig artar)

4

EM igeren lipit 6giitiiciiler yardimiyla 6giitiiliir

3
MIKROPARTIKULLER
(50-100 pm)

4

Soguk  YEM  ¢ozeltisinde veya EM’nin
¢Oziiniirliigiiniin az oldugu sivilarda (PEG 600
veya yaglar) mikropartikiiller dagitilir

3
ON SUSPANSIYON

4

Yiiksek basinglt homojenizasyon

(Oda sicakliginda veya ¢ok daha diisiik
sicakliklarda)

J
SLN’ler
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Yiiksek Devirli Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek devirli homojenizasyon, katt lipit nanodispersiyon hazirlamak icin
kullanilan bir bagka yontemdir. Yontem, kolayligindan dolayr sik uygulanir;
ancak dispersiyon kalitesi mikropartikiil icermesi nedeniyle iyi degildir (Miiller ve
ark. 1995)

Karisimlar, eriyik-emiilsiyon teknigi ile yiiksek hizda (6rnegin, 20000-25000 rpm)
belirli siire homojenize edilirler. Hazirlanan sicak emiilsiyon, belirli hizda
(6rnegin, 5000 rpm) ve silirede oda sicakligina getirilir. Yiiksek hizda karistirma,
pargacik biiytikliiklerini nanometre biiyiikligiine getirebilmektedir, ancak PI
yiiksek degerlerdedir. Hazirlama basamaklarindan, emiilsiyonun olusturulma ve
sogutma yontemleri pargacik biytkliigiinii etkilemektedir (Mehnert ve Méder,
2001).

Mikroemiilsiyon Yontemi

Gasco arastirma grubu tarafindan gelistirilen bu yontemde, lipit eritildikten sonra
EM erimis lipit i¢ersinde dagitilir (Wissing ve ark., 2004; Manjunath ve ark.,
2005). YEM, YYEM ve distile sudan olusan sulu faz da lipitin erime sicakligina
getirilir ve saydam ME olusmast i¢in erimis lipit icersine karistirict ile
kanistirilarak eklenir (Trotta ve ark., 2003). Yaklasik olarak, % 10 EM, % 15
YEM ve % 10 YYEM’den olusan ME un, yine karistiric1 yardim ile 2-10°C deki
suya eklenmesinin ardindan, yag damlaci@inin ani sogumasi ile SLN’ler
olugmaktadir. Sicak ME ile soguk suyun hacim oranlari 1:25 ve 1:50 olarak
belirlenmigtir (Wissing ve ark., 2004; Manjunath ve ark., 2005).

Yukaridaki yontemlere ek olarak, SLN hazirlamada kullanilan diger yontemler
arasinda, sonikasyon sonrast homojenizasyon (Venkateswarlu ve ark. 2004),
¢oziicli difiizyon yontemi (Manjunath ve ark., 2005), ¢6ziicli enjeksiyon yontemi
(Schubert ve Miiller-Goymann, 2003; Manjunath ve ark., 2005) ve eriterek
dispersiyon yontemi sayilabilir (Manjunath ve ark., 2005).

Kan Lipit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Parcacik Sekli

SLN sekillerinin belirlenmesinde, AFM, elektron mikroskobu (Dingler ve ark.,
1999; Demirel, 1999), 1sik mikroskobu (Miiller ve ark., 1992; Miiller ve ark.,
1993, Cengiz, 2003) ve TEM kullanilabilmektedir (Cavalli ve ark., 1997; Igartua
ve ark., 2002). AFM, genellikle, SLN’lerin morfolojik yapilarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Mehnert ve Méder, 2001).

Parcacik Biiyiikliigti

Kolloidal bir tastyici sistem olan SLN’lerin karakterizasyonunda pargacik
biiylikliigii ve parcacik biiyiiklik dagilimi en o6nemli fizikokimyasal Ozelliktir
(Ahlin ve ark., 1998). Ufak parcacik biiytikliigi ile yiliksek kararlilik ve diisiik
toksisite saglamak miimkiindiir (Demirel ve Yazan, 2000). PCS ve LD pargacik
biiytikliiklerinin rutin dlgiimleri i¢in kullanilan en etkili yontemlerdir (Miiller ve
ark., 2000b; Mehnert ve Maéder, 2001, Cengiz, 2003). Kiigiik partikiillerin
saptanmasindaki giicliikkler ve kolloidal dispersiyonu kararsiz hale getirecek
elektrolitlere olan gereksinim nedeniyle, Coulter Counter yontemi SLN’lerin
pargacik biiyiikligli Ol¢limlerinde ¢ok nadir kullanilmaktadir (Miiller ve ark.,
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2000b; Mehnert ve Maider, 2001). Alan-akis-ayristirma (FFF) yontemi ile
partikiiller dogrusal akim altinda, dikey bir alanin yapisina bagli olarak
kiitlelerine, biiyiikliiklerine veya elektriksel iletkenliklerine gore ayrilmaktadir. Bu
yontem ile cok ufak pargacik biiylikliik farklarina sahip olan partikiiller dahi
ayirdedilebilmektedir (Miiller ve ark., 2000b).

Zeta Potansiyel

Zeta potansiyel, agregasyonun en onemli nedenlerinden birisidir (Schwarz ve
Mehnert, 1997). Yiikli partikiillerin itme kuvvetleri sayesinde, partikiiller yeteri
kadar hiza ve kinetik enerjiye sahip olduklarinda, birbirleri ile ¢arpismakta ve
agregasyon daha az olusmaktadir. Bu nedenle, zeta potansiyelin azalmasi fiziksel
kararsizligi da beraberinde getirmektedir (Freitas ve Miiller, 1998a). Zeta
potansiyelin belirlenmesi ise, kolloidal dispersiyonlarin saklama esnasindaki
kararliliklarinin  6ngoriilmesine olanak saglamaktadir (Miller ve ark., 2000b;
Mehnert ve Mader, 2001).

Elektriksel iletkenlikte artis olmamasi i¢in, NaCl elektrolit baz1 olarak eklenerek,
50-100 pS iletkenlik aralifinda sabit potansiyellerin olugsmasi saglanabilmektedir.
Elektrolit bazin eklenmesi ve distile sudaki iletkenligin neden oldugu kiiciik
degisimlerin emiilsiyonlar1 etkilememesinin saglanmasi ile, ¢cok daha etkili
Olctimler gergeklestirilebilmektedir (Miiller ve Heinemann, 1993).

Etkin Madde Yiiklenmesi

EM’ler, hazirlanan lipit matris iginde kati ¢ozelti halinde homojen olarak
dagitilabilir; lipit kabuk tarafindan ¢evrelenerek c¢ekirdekte yogunlasabilir;
partikiil yiizeyinde veya partikiil yiizeyine yakin bir yere yerlesebilir (Sekil 4)
(Miiller ve ark., 2000b).

etkin maddece
kat1 ¢izelti zengin kabuk lipit kabuk

molekiiler olarak dagilmug lipit ¢ekirdek etkin madde/ etkin maddece
etkin madde zengin cekirdek

Sekil 4. Kat1 Lipit Nanopartikiil’lere Yiiklenmis Etkin Madde Yerlesim Sekilleri (Miiller ve
ark., 2000b)

SLN’lerin EM yiikleme kapasitesini, EM’nin erimis lipitteki ¢oziiniirliigii veya
karigabilirligi, kati lipit matrisin kimyasal ve fiziksel yapisi, lipit maddenin
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polimorfik durumu ve lipitin konsantrasyonu belirlemektedir (Kas, 2002). Lipitin
kimyasal yapis1 da EM yiikleme kapasitesini etkileyen ¢ok onemli bir etkendir.
Yiiksek kristal yapili partikiiller olusturan lipitler miikemmel bir kafes olusturarak
EM’nin partikiil i¢ine alinmasin1 engelleyebilmektedir. Bu olusumun 6nlenmesi
icin, EM’nin daha fazla yer alabilecegi, birbiri ile karigmayan kat1 ve siv1 lipitlerin
bir arada kullanildigi “Nanoyapili Lipit Tasiyict  Sistemler” (NLC)
olusturulmustur. NLC’ler, SLN’ler gibi kat1 halde ancak kristal yapida degillerdir
(Miiller ve ark., 2002).

Tekrar Kristallenme Ozellikleri

Partikiil dispersiyonlarinin kristallenme derecesinin belirlenmesi i¢in DSC
kullanilmaktadir (Wissing ve ark., 2001a; Olbrich ve ark., 2002). EM’nin fiziksel
durumu ve yerlesimi de DSC ve XRD cihazi ile saptanabilmektedir (Demirel ve
Yazan, 2000).

SLN’lerin hazirlanmalar: sirasinda, ortamda bulunan YEM’ler, EM’ler veya diger
yardimc1 maddelerden dolay1 kati lipitin fiziksel 6zelligi degisir. Kristalizasyon
derecesi ve lipit yapida olusan degisikliklerin degerlendirilmesi, dogrudan
dogruya hapsedilen EM miktarii ve salim hizim etkilemektedir (Yaziksiz Iscan,
2003). Uretimden sonra partikiillerin kristallenme oranlar1, kullanilan lipitin,
YEM’nin ve kullanilan kararlilik saglayict maddelerin fonksiyonu ile degisebilir
ve bu etkenler partikiillerin saklama siiresince degismesine neden olabilir (Freitas
and Miiller, 1998a; Olbrich ve ark., 2002). Baz1 durumlarda ise, saklama siiresince
lipit daha miikemmel olan ve EM i¢in daha az bosluk iceren B-modifikasyonuna
gecerek EM’nin sizmasina neden olabilmektedir (Miiller ve ark., 2002).

Etkin Madde Salimi

SLN’lerde EM salimi lipit yapmin modifikasyonu, YEM konsantrasyonu,
hazirlama yontem ve sartlarina gore degismektedir (Miiller ve ark.,2000b).

Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Sterilizasyonu

Sterilizasyon yoOnteminin, formiilasyonun ozelliklerini degistirmemesi, fiziksel
kararliligr ve EM salim kinetiklerini etkilememesi gerekmektedir (Miiller ve ark.,
2000b). SLN’lerin aseptik hazirlanabilmelerinin yanisira, filtrasyon, buhar ve
gama 1ginlart ile sterilize edilmeleri de miimkiin olabilmektedir (Demirel ve
Yazan, 2000).

SLN’lerin filtrasyon ile sterilizasyonlarinda yiiksek basing gerekmektedir ve 0.2
pum’den biiyiik partikiiller i¢in uygun bir yontem degildir. Filtrasyon,
formiilasyonlar sivi haldeyken yani sicakken uygulanmalidir. Boylece, filtrenin
por capindan daha biiyiik partikiiller iceren formiilasyonlardaki partikiiller
olugmalarindan once sterilize edilmis olmaktadir (Miiller ve ark., 2000b).

Buhar ile sterilizasyon, SLN’lerin sterilizasyonunda c¢ogunlukla tercih edilen
yontemdir. Lipozomlarin sterilizasyonunda da kullanilan bu yontemde, sicakliga
bagl olarak fiziksel kararlilikta degisiklikler ve partikiillerin aglomerasyonu
goriilebilmektedir. Sterilizasyon, 121°C’de 15 dakika siireyle gerceklestirilirken,
(Schwarz ve ark.,, 1994) SLN’ler erimekte ve soguma esnasinda tekrar
olugmaktadirlar (Miiller ve ark., 2000b). Istya duyarli maddelerin sterilizasyonu
icin gama 1sinlar1 ile sterilizasyon da alternatif bir yontem olmaktadir (Mehnert ve
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Maider, 2001). Isinlar ile sterilizasyonda, gama 1sinlari, yiiksek enerjileri
nedeniyle, serbest radikallerin olusmasma yol agmaktadir. Bu radikaller de
formiilasyondaki maddeler ile etkileserek kimyasal farkliliklara neden
olabilmektedir (Miiller ve ark., 2000b).

Kisacasi, literatiir bilgilerine gore, SLN’ler farmasotik endiistride kullanilan tiim
sterilizasyon yontemleri ile sterilize edilebilirler (Miiller ve ark., 2000b).

Kan Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Toksisitesi

Bilesenlerin se¢imi, SLN’lerin uygulama yoluna bagl olarak degerlendirilmelidir.
Topik ve oral uygulamalar en problemsiz yollardir. Topik olarak uygulanan SLN
formiilasyonlarinda tiim krem ve losyon igerikleri kullanilabilmektedir. Oral
olarak kullanilan SLN formiilasyonlarinda da, tablet, pellet ve kapsiillerde
kullanilan tiim lipit ve YEM’ler kullanilabilir. Ayrica, GRAS o6zellikte veya gida
endistrisinde kullanilan tim maddeler ile formiilasyon olusturulabilmektedir
(Miiller ve ark., 2000b).

Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Uygulanist

EM’lerin, SLN’ler ile, oral, topik, okiiler ve parenteral yolla uygulanabilmeleri
i¢in ¢alismalar gergeklestirilmektedir (Miiller ve Bohm, 1998; Runge ve Miiller,
1998, Lippacher ve ark., 2001; Cengiz ve ark., 2006). Topik uygulamalarda
SLN’ler, EM’nin kontrollii salimi ve kimyasal bozunmaya karsi korunmasi
amaciyla kullanilabilir (Miiller ve ark., 1997).

SLN’lerin okiiler uygulamalarinda, gozde, diger tasiyici sistemlere gore daha
uzun kalis siiresi saglanmistir (Miiller ve Bohm, 1998; Miiller ve ark., 2002). SLN
sistemi, pilokarpin ve tobramisinin okiiler uygulaniginda umut verici olmustur. Bu
sistemle, EM’lerin gozdeki kalig siireleri uzamis ve kararli prekorneal film
olugturulmustur. Tavsanlara uygulanan SLN’ler ile klasik gbéz damlalar
kiyaslandiginda, tobramisin EM’si SLN’ler ile daha iyi biyoyararlanim
gostermistir (Manjunath ve ark., 2005).
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Mikroemiilsiyonlar

ME’lar, 1940’l1 yillarin basinda, siit goriiniimlii bir emiilsiyonun hekzanol ile
titrasyonunu gergeklestiren Hoar ve Schulman tarafindan ortaya konmus ve pek
cok kez yeniden tanimlanmistir (Lawrence ve Rees, 2000).

Kritik ¢ozeltiler olarak da tanimlanan ME’lar, emiilsiyonlara benzer 6zellikte
olup, diisiik ylizey gerilimleri, izotropik ve termodinamik agidan daha kararl
yapilart ile bu sistemlerden farklilik gostermektedir (Binks ve ark., 1997; Alany
ve ark., 2006). Kararliliklarinin yiiksek olmasi, saydam goriintimleri,
hazirlanmalarindaki kolaylik, diisiik viskozite, siizme ile sterilize edilebilme gibi
istiinliikleriyle ¢ok arastirilan ila¢ tasiyici sistemler arasinda yer almaktadirlar
(Moulik ve Paul, 1998). ME’larin damlacik biiyiikliigiiniin 10-100 A araliginda
olmasi suda az ¢oziinen maddelerin tasinmasini kolaylastirmaktadir (Binks ve
ark., 1997). ME, damlaciklarinin miseller yapidan daha biiyiik olmasi nedeniyle
“sigkin miseller” olarak da tanimlanmaktadir. Miseller yapidan farki, ME’larin
olugmasi igin belli bilesenlere ihtiyag duyulmasi ve ¢dziindiirme kapasitelerinin
fazla olmasidir. Hidrofilik EM’ler polar faza, lipofilik EM’ler de apolar faza
eklenerek formiile edilebilir (Yazan, 2002). Coziiniirlik problemi olan lipofilik
maddelerin yiiksek miktarlarinin  ME’un yag damlaciklarinda kolaylikla
¢cOzlinebilmesi, sistemin EM ¢0zme kapasitesini ve biyoyararlanimini
arttirmaktadir (Grassi ve ark., 2000). ME’lar, bu 6zellikleri sayesinde, okiiler ve
biyofarmasotik sistemlerin hazirlanmasinda EM’lerin ¢oziiniirligiinii arttirmak,
sistemik ve topik etkiyi yiikseltmek i¢in kullanilmaktadir (Corswant ve Thoren,
1999; Lv ve ark., 2005).

ME’lar, y/s (su-iginde-yag) ME’lar1, s/y (yag-iginde-su) ME’lar1 ve bikontinyus
(yag ve su faz1 birbiri i¢ine gegmis durumda) ME’lar1 olmak tiizere iic tiptir (Lv ve
ark., 2005); ME tipleri, kullanilan YEM ve yagin 6zelligine gore degismektedir
(Biruss ve ark., 2007). Temel olarak, ME sistemleri, su, yag, non-iyonik veya
iyonik YEM ve diisiikk alkanoller (butanol, pentanol ve hekzanol), aminler
(butilamin, hekzilamin) veya organik asit gibi yardimci1 maddeleri icerir (Watarai,
1997). Suda ¢6ziinen veya su ile karisabilen hidrofilik maddeler de sulu faz olarak
kullanilabilir. Gliserin, propilen glikol, polietilen glikol (PEG), suda ¢6ziinen
polimerler, renk maddeleri, elektrolitler ve hidrolize edilmis proteinler sulu fazda
yer alabilir (Yazan, 2002).

Yaglh faz olarak, dogal yaglar, hidrokarbonlar, trigliseritler, silikon ve esterler
kullanilir. Bu fazda, su ile uyugsmayan non-polar bilesenler vardir (Binks ve ark.,
1997; Bachhav ve ark. 2006). Coziiniirliigiin arttirilmasi icin daha ¢ok orta veya
uzun zincirli trigliseritler gibi polar yaglar tercih edilmektedir; ancak, polaritenin
fazla olmasinin ME olusmasini engelleyebilecegi gdz oniinde tutulmalidir. Orta
zincirli trigliseritler, uzun zincirlilere gore sudaki daha yiiksek ¢oziiniirliikleri ve
yiiksek miktarda EM’nin dissoliisyonuna olanak vermeleri nedeniyle tercih
edilmektedir. En fazla kullanilanlar arasinda, soya ve hintyag: gibi yaklasik % 95
oraninda 8-10 karbon atomundan olusan yag asitlerini igeren trigliseritler,
Myglyol® 812, IPM, yag asitleri, sakkaroz esterleri sayilabilir (Vandamme, 2002).

ME formiilasyonunda, sulu ve yaglh fazin birarada bulunabilmesi i¢in, yiizey
gerilimi diisiirecek YEM ve YYEM’lere gereksinim duyulur. Kullanilmasi
diisiiniilen YEM/YYEM oraninin, yiizey gerilimi istenilen derecede diisiirmeye ve

18



sistem beklenilen saydamligi gostermeye yetecek miktarda olmasi istenir
(Ayannides ve Ktistis, 1999).

ME sistemlerde, YEM olarak, non-iyonik maddeler, iyonik maddeler veya iki
grubun karisimlar1 kullanilabilir. YEM’ler iki faz arasindaki yiizey gerilimi
diisiiriirler (Binks ve ark., 1997; Bachhav ve ark. 2006). YYEM’ler, YEM’lerle
birlikte, dallanmis YEM’ler gibi davranarak ME’da i¢ faz1 damlaciklar halinde
ayirip sistemin akiciligini ve kararliligini saglar (Vandamme, 2002) (Sekil 5).
YYEM olarak, diisiik molekiil agirlikli, C,-Cyo araliginda karbon zincire sahip
orta zincirli alkoller, glikol tiirevleri, organik asitler, non-iyonik YEM’ler ve alkil
aminler kullanilmaktadir (Binks ve ark., 1997; Vandamme, 2002; Bachhav ve ark.
2006). Orta zincirli alkoller ve alken dioller arasinda, butanol ve hekzandiol en
etkili maddeler olarak belirlenmis, ancak diger kisa zincirli alkoller ve alken
dioller gibi, farmasotik teknolojide tercih edilmemislerdir (Bachhav ve ark. 2006).

{o

(a) (b) (<)

HE e

(d) (e}

Sekil 5. Yardima Yiizey Etkin Madde’nin Yiizeyler Arasi Film Tabakasimin Akiskanhgini
Arttirmadaki Etkisi (a: dogrusal YEM, b: dallanmis YEM, c¢: YYEM, d: sert film
tabaka, e: akici film tabaka) (Vandamme, 2002).

ME’larin pek ¢ok penetrasyon arttirici etki mekanizmalar belirtilmistir (Chen ve
ark, 2006). Yapilan bir c¢aligmada, penetrasyon artiginin kullanilan etanol
YYEM’sinden kaynaklandig1 gosterilmistir (Biruss ve ark., 2007).

Mikroemiilsiyon Hazirlama Yontemleri

ME formiilasyonunda, sulu faz, yagh faz, YEM ve YYEM uygun sekilde
karigtirilir; olusan sistem y/s ME’u, s/y ME’u, y/s makroemiilsiyonu, s/y
makroemiilsiyonu, lameller veya hekzagonal kristal yapili sivi olabilir
(Warisnoicharoen ve ark., 2000).

ME hazirlanmasinda kullanilan  yOntemlerden birisi, yiliksek basingh
homojenizasyondur. Yontemde, dnceden hazirlanan makroemiilsiyonlar yiiksek
basingli homojenizatorden gecirilerek, saydam ME’lar elde edilmektedir
(Warisnoicharoen ve ark., 2000; Hwang ve ark., 2004).

Bir diger yontemde ise, faz degisim sicakligi (PIT) kullanilir. Yontemde, y/s
ME’u hazirlamak i¢in uygun bilesenlerle 59-80°C’da s/y emiilsiyonu hazirlanir,
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olusan emiilsiyon oda sicakligina sogutuldugunda faz ayrimi olusmakta ve faz
ayriminin oldugu bu sicaklik faz ayrim sicakligi olarak adlandirilmaktadir. Faz
ayrimi  asamasindan sonra sisteme YYEM eklenmesi ile ME elde
edilebilmektedir. YYEM’siz hazirlanan sistemlerin yiiksek basing homojenizatorii
kullanilarak da ME’lar1 olusturulabilmektedir (Warisnoicharoen ve ark., 2000).

ME’lar i¢in en uygun su miktari, titrasyon yontemi veya deneme-yanilma yontemi
ile belirlenebilmektedir. Deneme-yanilma yontemi asir1 madde kaybi1 ve ampirik
bir yontem olmasi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir (Bhargava ve ark., 1987).

ME bilesenlerinin se¢iminde, bilesenlerin birbirleri ile etkilesiminin amag
dogrultusunda olmasmma dikkat edilmelidir (Yazan, 2002). ME’larin
hazirlanmasindaki en 6nemli konu ise, sistemi olusturan maddelerin, 6zellikle
yiiksek oranda icerdikleri YEM’lerin (ortalama % 20) toksik ve irritan etki
gostermemeleridir (Yazan, 2002; Lv ve ark., 20006).

Mikroemiilsiyon Karakterizasyonu
Optik Ozellikler

ME’lar, damlacik biiyiikliikleri ufak oldugundan saydamdirlar ve goriiniir 15181n
dalga boyunu gegirirler. S/Y sistemlerde az miktar YEM ile saydamlik
saglanirken, y/s ME’larinda gerekli olan YEM miktar1 daha yiiksektir (Corswant
ve ark., 1998).

ME kararliliginin bozulmasi, fiziksel goriinimde meydana gelen degisikliklerin
gozlenmesi ile kolaylikla anlasilir (Ayannides ve Ktistis, 1999).

Buna bagl olarak, cams1 yap1 olusturan ME’larin optik incelemeleri, TEM unda
dogrudan goriintiileme ile sinirli da olsa yapilabilmistir (Moulik ve Paul, 1998).

Damlacik Biiyiikliigii Tayini

ME’larin damlacik biyiikliginii 6lgmek icin elektron mikroskobu ve 1s1k
sacinimi  (SANS ve SAXS) ile DLS yontemleri gibi farkli yontemler
kullanilabilmektedir (Watarai, 1997). SAXS ve SANS gibi 151k saginim
tekniklerinde, Ornege belli bir ag¢1 ile gonderilen dalgalar, Ornegin icinde
birbirlerini etkileyerek sonradan Ornegin goriiniimiinii olusturacak modeli
meydana getirmek iizere tlim yonlere sagilirlar. SANS yontemi ile ayrica yapisal
ozellikler de ortaya konmaktadir (Tomsi¢ ve ark., 2006).

Yapisal bilgiler acisindan, yontemin, agregatlarin caplarimi da Olcebilecek
kapasitede olmasi gerekmektedir. Misel ve ME damlaciklari i¢in, nétron ve X-
1sinlan (dalgaboyu <1.0 nm) kullanilabilmektedir. Dar agili saginim y&nteminde
Ol¢iilen yogunluk, sacinima neden olan maddelerin yogunlugu, damlaciklararasi
olusumlar, damlaciklararas1 yapisal farkliliklar ile orantili olarak, damlacigin
yapisal korelasyonu ve parcacik biiylikliigii verilerini etkilemektedir (Moulik ve
Paul, 1998).

DLS yonteminde ise, gonderilen 151n demeti kolloidal pargacikla Brown hareketi
ile etkilesir. Korelasyon fonksiyonunun yogunlugu, 1sim1 dagitan parcaciklarin
difiizyon katsayilarin1 ve buradan hareketle de ME damlaciklarinin ¢aplarini
Stokes-Einstein esitligine gore vermektedir (Moulik ve Paul, 1998; Goddeeris ve
ark., 2006) (Esitlik 1).
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Ry——KkT
S (Esitlik 1)

Stokes-Einstein Esitligi.

Burada, R,: Hidrodinamik cap; k: Boltzman sabiti; 7: Sicakhik; »: Dis faz viskozitesi; D:
Difiizyon katsayisr’dir (Goddeeris ve ark., 2006).

Zeta Potansiyel Analizi

ME sistemlerinde zeta potansiyel analizleri de gergeklestirilmektedir. Kiiciik
damlacikli y/s tip emiilsiyonlar diisiik direng gosterirken, s/y tipi emiilsiyonlarda
damlacik koagiilasyonu goriildiiglinde iletkenlik izlenmektedir. Direncin zamanla
artmasi, agregasyonun, yani dayaniksizligin belirtisidir (Swafford ve ark., 1991).
Sistem, 50 pS.cm” iletkenlige sahip bidistile suda seyreltilerek analizler
Helmholtz—Smoluchowski esitligine gore degerlendirilir (Mei ve ark., 2003).

479104 v
= *— (Esitlik 2)
D

Helmholtz—Smoluchowski Esitligi

Burada, Z: Zeta potal'l_siyel; V/E: Elektroforetik hareketlilik; n: Viskozluk, D: Ortamin
dielektrik sabitesi’dir (Oner, 2004)

Okiiler olarak kullanilan ME’larda, i¢ faz damlaciklarinin yiikleri okdiler
absorbsiyonlarint etkilemektedir. Negatif yiike sahip olan korneaya uygulanan
pozitif yiiklii damlaciklar, dokulara tutunmus, gézde kalig siiresinin artmasi ile
EM’nin saliminda da artis saglamistir (Vandamme, 2002).

Reolojik Ozellikler

ME’larin kullanim kolayliklar1 ve biyoyararlanimin artmasi agisindan sistemin
viskozitesi biiyiik 6nem tasir. Viskozitenin ol¢iimiinde tek nokta viskometreleri ve
cok nokta viskometreleri kullanilmaktadir (Corswant ve ark., 1998). Reolojik
analizler i¢in, ¢ok nokta viskozimetrelerinden koni-tabla yontemini kullanan
rotasyon tipi reometreler siklikla kullanilmaktadir (Polizelli ve ark., 2006).

Makroemiilsiyonlar genellikle psodo-plastik akis gosterirken, ME’lar Newtonian
akis gostermektedir (Ayannides ve Ktistis, 1999; Vandamme, 2002 ).

ME formiilasyonunun, o&zellikle topik uygulamada belli reolojik ozellikleri
tagimasi gerekmektedir (Ayannides ve Ktistis, 1999).
Emiilsiyon Tipi

Di1s fazin ve emiilsiyon sisteminin dispersiyon 6zellikleri benzerdir. Bu nedenle,
emiilsiyon tipinin belirlenmesi i¢in dig fazin belirlenmesi yeterlidir. Dig fazin
belirlenmesi amaciyla birka¢ yontem kullanilabilir. Cam yiizeyine veya siizgeg
kagidina dis faz1 yag olan emiilsiyon damlatildiginda damlalar dagilmamakta, dis
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faz su olan emiilsiyon damlacig1 ise dagilmaktadir. Emiilsiyonlar, ayrica, dis
fazlan ile seyreltildiginde seyreltme ortamui ile karisirlar. Sulu faz ¢ogunlukla
elektrolit oldugu igin zeta potansiyel Ol¢climii de emiilsiyonlarin tipinin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Dis fazi su olan emiilsiyonlarda,
emiilsiyonun iletkenligi dig faz oranina bagh iken, dis faz1 yag olan
emiilsiyonlarda zeta potansiyel ¢ok diisiik bir degerdir. Ayrica, faz degisimleri de
potansiyeller arasindaki biiylik fark nedeniyle kolaylikla belirlenebilmektedir
(Yazan, 2004).

Etkin Madde Salimi

ME’larda EM i¢ fazda coziindiiriildiikten sonra sistem olustugu ve EM igeren
damlaciklar dig faz ile ¢evrelendigi icin, i¢ fazdaki damlaciklar EM deposu
seklinde davranmaktadir ve dis faz ile c¢evrelendikleri icin de i¢ faz
damlaciklarindaki EM’nin salimi gecikmis olmaktadir. Uygulama yerine ve ME
tipine bagli olarak, 6rnegin EM yag damlaciklarinda ¢ozlinmiis halde ise,
biyolojik dokularda daha cabuk fagosite olarak EM aliminin hizlanmasina da
olanak saglayabilmektedir (Grassi ve ark., 2000). EM’nin ME sisteminden
absorbsiyonu kullanilan yaga bagli olarak degisebilmektedir (Klang ve ark.,
1998).

ME’larin yapisi, sistemden EM salimim etkileyen en 6nemli 6zelliktir. Ozellikle
y/s tipi ME’larda EM difiizyonu ve buna bagli olarak hidrofobik EM’lerin salimi
yavas olurken, hidrofilik EM’lerin salimi hizli olmaktadir. S/Y tipi ME’larda ise
durum tam tersidir. ME yapisindan bagimsiz olarak, EM salim orani, maddenin
yagh ve sulu fazlarindaki dagilim katsayilarina bagli olarak degismektedir ve bu
degisiklik EM’nin su-yag dagiliminin degistirilmesi ile EM saliminin kontrol
edilmesine imkan vermektedir (Malmsten, 2002a).

Kolloidal sistemlerden EM saliminin belirlenmesi ¢ok gii¢c olmaktadir. ME’larda
membran yardimiyla gergeklestirilen difiizyon c¢alismasina dontisen salim
calismalarinda, dondr fazda ME un EM’yi igeren yaglh fazi, alic1 fazda ise ME’un
sulu faz1 olacak sekilde diizenek hazirlanip, maddenin diflizyonuna bagli olarak
maddenin konsantrasyonu zamana kars1 arastirilmaktadir (Grassi ve ark., 2000).

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Uygulanist

ME’lar, topik, oral, okiiler, parenteral, pulmoner olarak (Kawakami ve ark.,
2002a; Yazan, 2004; Biruss ve ark., 2007) ayrica, intravajinal ve intrarektal olarak
uygulanmakta ve bdylece sistem pek cok membranla temas etmektedir (Kogan ve
Garti, 2006).

Kornea, lipit ¢oziiniirliigli fazla olan maddelerin okiiler uygulamasinda, tipki
Stratum corneumun ciltteki etkisi gibi engelleyici etkiye sahiptir; bir anlamda
gbzdeki hiz smirlayict tabakadir (Hasse ve Keipert, 1997). EM sistemde
¢cozilinliyor ise, korneadan gecisi, absorbsiyonu ve dolayisiyla biyoyararlanimi
artar (Binks ve ark., 1997; Grassi ve ark., 2000; Giirsoy, 2002). ME’un pozitif
veya negatif yiikli olmasi, EM’nin korneadan penetrasyonunu ve okiiler dokuda
dagilimim etkilemektedir. Pozitif yiiklii ME’larin korneada olusturdugu Cpaks ve
AUC degerleri, negatif yiiklii ME’a kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bunun
nedeni, kolloidal halde bulunma durumunun korneadan penetrasyonu arttirmasina

22



ragmen, pozitif ylklii nanoemiilsiyonlarda endositozun daha fazla olmasi ile
aciklanmistir (Giirsoy, 2002).

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Toksisitesi

Okiiler uygulama ile, lokal etkinin yaninda nazolakrimal kanala gegis ile sistemik
etki de goriilmektedir (Chan ve ark., 2007). Yiiksek miktarda YEM igermeleri
nedeniyle, toksik etki gdsterme olasilig1 géz onilinde tutulmalidir (Giirsoy, 2002).
Iyonik YEM’ler okiiler ME’lar i¢in fazla toksik 6zellikte oldugu igin, okiiler
olarak noniyonik YEM’ler tercih edilmektedir. Noniyonik YEM’ler, eter
fonksiyonel gruplari nedeniyle suda yiiksek c¢oziniirliige sahiptir. En ¢ok,
poloksamerler, polisorbatlar, PEG ve tiloksapol tercih edilmektedir (Vandamme,
2002).

Non-iyonik YEM’ler topik kullanim i¢in ¢ok uygundur ancak oral ve parenteral
uygulamalar1 smirlidir. Kisa ve orta zincirli alkollerin YYEM olarak
kullanilmasinda toksik ve irritan etkiye dikkat edilmelidir; ayrica, alkoliin ugmasi
da kararlilig1 olumsuz etkilemektedir (Yazan, 2002).

23



Polimerik Nanopartikiiller

PN’ler, biiytikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, ¢oziinmiis, hapsedilmis veya
adsorbe olan EM’yi kontrollii olarak salan kolloidal partikiillerdir. PN’ler,
nanokiire ve nanokapsiil olarak da isimlendirilmektedir. Nanokapsiilde, EM bir
polimerik membranla c¢evrilidir. Nanokiirede ise, EM matris sistem iginde
homojen olarak dagilmistir. Bu sistemler i¢in genel olarak nanopartikiil terimi
kullanilmaktadir (Kas, 2002; Rieux ve ark., 2006). Viicutta parcalanabilen veya
par¢alanmayan polimerlerden olusan partikiiller ile, viicutta EM’nin hedeflenen
bolgeye gonderilmesi ve kontrollii salimi saglanabilmektedir (Giirsoy, 2002;
Wissing ve ark., 2004).

PN’ler, farmasotik calismalarda cokca tercih edilen sistemlerdir. Ozellikle
gastrointestinal sistemde, diger kolloidal tasiyici sistemler ile kiyaslandiklarinda,
cok daha kararli bir yapr sergilemektedir. Hapsettikleri EM’yi gastrointestinal
sistemin etkisine karsi korumaktadirlar. Polimerlerin  kullanilmas: ile
nanopartikiillerin hidrofobiklik veya zeta potansiyel degerleri gibi fizikokimyasal
ozellikleri degistirilebilmektedir. Geciktirilmis veya uzatilmis EM salimim
olusturacak partikiiller de elde edilebilmektedir; ayrica, partikiillerin
hedeflendirilmesi, biyoadezyonu, hiicreler tarafindan alinmasi da polimerik yapi
ile saglanabilmektedir (Rieux ve ark., 2006).

PN’lerin hedeflendirilmesi s6z konusu oldugunda, 100 nm’den daha diisiik
parcacik biiylikliigiine sahip hidrofilik yiizeyli parcaciklar daha basarili
olmaktadir. Viicudun savunma mekanizmasi olan retikiiloendotelyal sistem (RES)
ve Ozellikle karacigerdeki Kupffer hiicreleri, hidrofobik yiizeyli partikiilleri tutarak
hemen dolasim sisteminden uzaklastirir. Bu partikiillerin hazirlanmasinda, PEG
gibi amfifilik polimerler ve poloksamin veya poloksamerler gibi YEM’ler
kullanilarak yiizey 0Ozellikleri hidrofilik olacak sekilde degistirilip, dolasim
sisteminde daha uzun siire kalmalar1 saglanabilmektedir. Viicutta parcalanabilen
polimerler viicut ile ge¢imli, antijenik Ozellikleri olmayan hidrofilik yapidaki
polimerlerdir (Nimesh ve ark., 2006). Ancak, bazi polimerlerin sitotoksik etkileri
de goz Oniinde bulundurulmahdir (Wissing ve ark., 2004). Benzer sekilde, lektin
gibi biyoaktif maddeler de PN’lerin yiizey 6zelliklerini modifiye edebilmektedir
(Rieux ve ark., 2006).

Hidrofilik polimerlerden hazirlanan nanopartikiillerin hiicrelerin i¢ine alinmasi,
hidrofobik polimerler ile kiyaslandiginda daha diisiik olmakta ve bu nedenle
dolagim sisteminden kolayca uzaklagtirllmaktadir (Reis ve ark., 2006).
Partikiillerin ylizey 6zellikleri EM’nin hedeflendirilmesinde 6nemli bir etkendir
(Chambers ve Mitragotri, 2004). Yiizey Ozellikleri degistirilmemis partikiiller ve
negatif yiikli partikiiller makrofajlar tarafindan siiratle kan dolasimindan
uzaklagtirilirlar. Polimerik yapinin hidrofobikligi, yiizey yiikii ve biyodegredasyon
profili, kullanilan maddeler, EM’nin molekiil agirligi, yiikii ve partikiillerdeki
yerlesme sekli, absorbsiyonda, viicuttaki dagilimda ve eliminasyonda biiylik 6nem
tagimaktadir (Reis ve ark., 2006).

PN’lerin genis ¢apta tiretimleri sorun yaratmaktadir (Wissing ve ark., 2004).

Okiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler (Cizelge 3), dogal,
sentetik ve yari sentetik olarak siniflandirilabilecekleri gibi, viicutta par¢alanan ve
viicutta parcalanmayan polimerler olarak da siniflandirilabilir (Brannon-Peppas ve
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Peppas, 2002). Viicutta pargalanan polimerlerden hazirlanan sistemler, tedavi
sliresi boyunca asinarak sonugta gozde artik birakmazken, viicutta pargalanmayan
polimerlerden hazirlanan sistemlerin tedavi siiresi sonunda gozden ¢ikarilmalari
gerekmektedir. Okiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilacak polimerlerin inert
olmasi ve toksik olmamasi gerekmektedir (Giirsoy, 2002).

Cizelge 3. Okiiler Sistemler ve Hazirlanmalarinda Kullanilan Polimerler (Giirsoy, 2002)

Polimerler Okiiler Sistemler

MC, HMC, HEC, HPC, HEPC Viskoz ¢dzelti, yapay gdzyasi, insert
CMC Viskoz ¢ozelti, mukoadezif jel
CAP In-situ jel

Hiyoluronik asit sodyum tuzu Mukoadezif jel, insert
Kondroidin siilfat Viskoz ¢ozelti

Kitosan Mikrokiire, implant, insert
Pektin Mikrokiire

Aljinik asit Mukoadezif jel

Karagen Viskoz jel, insert

Kolajen Kolajen kalkan, insert, implant
Jelatin Jelatin siinger, mikrokiire
Albumin Mikrokiire

PVP Viskoz ¢ozelti

PVA Viskoz ¢ozelti, film, insert
PLA, PGA, PGLA Mikro- ve nanopartikiil, insert, implant
PCL Nanokiire, nanokapsiil, implant
Polianhidrit Insert

POE Enjeksiyonluk ¢dzelti

PACA Nanopartikiil

PMMA G0z i¢i mercek, implant
HEMA EM’li kontakt mercek

PAA Mukoadezif jel

Silikon Insert, implant

Polikarbonat, polisiilfon Implant

Poliiiretan Implant

PVM/MA Insert

Polisakkarit yapili seliiloz, selilloz eter ve esterleri, yar1 sentetik polimerlerden
MC, HMC, HEC, CMC, hiyoluronik asit sodyum tuzu, kondroidin siilfat, kitosan,
aljinik asit, karragen, dekstran, ksantan ve gellan, polipeptit yapililardan ise
kolajen, jelatin ve albumin okiiler sistemlerde dogal polimer olarak
kullanilmaktadir (Giirsoy, 2002).

Sentetik polimerlerden biyopargalanabilenler, PVA, PLA, PGA ve kopolimerleri
olan PGLA, PCL, PACA, POE, polianhidritler, polivinil eter/ MA’tir (Giirsoy,
2002).

Biyopargalanmayanlara ornekler ise, poliakrilik asit tiirevleri, PMMA, HEMA,
capraz bagli PAA (Carbomer, Carbopol), polietilen, polipropilen, polibiitilen ve
kopolimerleri, Pluronic®, Tetronic®, silikonlar, polimetil siloksan, poliiiretan,
polikarbonat, polisiilfon ve fluorapolimerlerdir (Giirsoy, 2002).
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Sonug olarak, PN’lerden istenilen oOzellikler arasinda, EM’nin kontrollii salimi,
etki etmeleri istenen bolgede toplanmasi, kararlilik sorunlarinin olmamasi,
tagtyicinin  fizyolojik ortamda pargalanmasi, pargalanma {iriinlerinin toksik
olmamasi ve sterilize edilebilmesi sayilabilmektedir (Kas, 2002).

Polimerik Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Emiilsifikasyon-difiizyon yonteminde, EM ve yardimci maddeler, polimerin
¢Oziindiigli ve su ile kismen karigabilen bir ¢oziliciide ¢oziindiiriiliir. Karigim,
YEM igeren sulu faza eklendiginde aralarinda y/s emiilsiyonu olusur (Guerrero ve
ark., 2005; Wang ve ark., 2006). Olusan emiilsiyon suya eklenerek, ¢oziiciiniin dis
faza difiize olmasi saglanir ve nanopartikiiller olusur (Galindo-Rodriguez ve ark.,
2005). Coziiciiniin kaynama noktasina bagli olarak, bu basamak al¢ak basing veya
capraz-akis filtrasyonu ile ortadan kaldirilabilir. Yapilan c¢alismalar, bu yontemin
etkili, kolay uygulanabilen, polimerik ceper igerisinde yiiksek konsantrasyonda
lipofilik EM yiiklenmesine olanak saglayan bir yontem oldugunu gostermistir
(Guerrero ve ark., 2005).

EM ve yardimc1 maddeleri iceren ve koprii gorevi iistlenen c¢oziicli, ¢dzme
kapasitesi diisiik olan c¢oziicliye kanstirilarak eklendiginde disperse olan
damlaciklarin yar1 seffaf emiilsiyon olusturduklart gozle goriilebilmektedir.
Coziicii ozelligi yliksek olan ¢oziiclinlin, damlaciklardan, ¢oziicti 6zelligi diisiik
olan ¢oziicliye diflizyonu sonucunda, polimer ve EM damlaciklar i¢inde ¢okerek
nanopartikiilleri olugturur. Mikrokiirelerin olusmasinda emiilsiyon damlaciklarinin
olusmasi, konsolidasyon ve katilasma parametreleri rol oynar. Olusan
mikrokiirelerin  biiylikliigli, baslangi¢ asamasinda sistemde olusan ME
damlaciklarinin biiyiikliiklerine baglidir. Homojen parcacik biiytikliigii dagilimina
sahip TUriiniin olusmasi, baslangic basamagmin uzatilmast ile miimkiin
olabilmektedir (You ve ark., 2005).

Emiilsifikasyon-difiizyon yonteminin yanisira, nanogoktiirme yontemi (Galindo-
Rodriguez ve ark., 2005; Sun ve ark., 2006), ¢coklu emiilsiyon yontemi (Damgé ve
ark., 2006), monomer polimerizasyonu yontemi, yiizeylerarast polimerizasyon
yontemi, ylizeylerarasi polikondenzasyon yontemi, tuz etkisi ile ¢coktiirme (Reis
ve ark., 2006) gibi yontemler PN’lerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir.

Polimerik Nanopartikiilerin Karakterizasyonu
Parcacik Sekli

PN’lerin morfolojik yapilarinin belirlenmesinde, AFM (Sun ve ark., 2006), TEM
(Nimesh ve ark., 2006; Wang ve ark., 2006), SEM (Galindo-Rodriguez ve ark.,
2005) ile yiiksek ¢oziiniirliik 6zelligi ile morfolojik yapilarin yanisira kimyasal
ozelliklerin de belirlenebildigi analitik elektron mikroskobu (AEM)
kullanilmaktadir (Sun ve ark., 2006).

Parcacik Biiyiikliigti

PN’lerin parcacik biiyiikliikk analizleri, SLN’lerde oldugu gibi, PCS kullanilarak
yapilabilmektedir (Damgé ve ark., 2006). Daha c¢ok, 500 nm ve altindaki
partikiillerin analizi i¢in uygulanan PCS yontemi, dispersiyonlardaki partikiillerin
diflizyonu nedeniyle, partikiillerden bireysel olarak sagilan 1s181in siddetinde
meydana gelen dalgalanma sonucundaki gecikmeden hareketle pargacik
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blyiikliiglinii analiz eder. Otokorelasyon fonksiyonu ile partikiillerin diflizyon
katsayilar1 hesaplanabilmektedir (Malmsten, 2002b).

Parcgacik biiyiikliik dagilimi genis olan sistemlerde otokorelasyon fonksiyonunu
kullanmak zor olabilmektedir. PCS yontemi ile pargacik biiyiiklik dagiliminin
incelenmesinde karsilagilan en 6nemli sorun, biiyiik partikiillerin bu yontem ile
belirlenememesidir. Seyreltilen sistemlerdeki olas1 biiyiik partikiiller gozden
kacabilmekte, ozellikle intravendz kullanim i¢in hazirlanan sistemlerde sorun
cikabilmektedir (Malmsten, 2002b).

Sistemdeki biiyiik partikiiller ise, PCS yonteminin yanisira, LD ydnteminin de
kullanilmasi ile analiz edilebilmektedir (Miiller ve Bohm, 1998).

Zeta Potansiyel Analizi

PN’lerin zeta potansiyel analizleri, SLN’lerde oldugu gibi, PCS yardimiyla analiz
edilebilmektedir (Ubrich ve ark., 2005).

pH Analizi

Polimerlerin yapisindan ve olustugu monomerlerden bagimsiz olarak, viicutta
pargalanabilen poliesterlerin hidrolizindeki farkliliklar1 ortaya c¢ikaran en onemli
parametre pH’dir. Diigsiik molekiil agirlikli esterlerde oldugu gibi, poliester
hidrolizi de hem asit hem de baz ile katalize olabilir. Hidrolitik bozunma ve
bozunmaya bagli olarak, olusan EM salimi, diisiikk ve yiliksek pH degerleri ile
arttirilabilirken, nétral pH da genellikle sinirlanmistir (Malmsten, 2002c¢).

Polimerler, kimyasal bozunmanin yanisira, enzimatik bozunmaya da
ugrayabilirler. Enzimlerin aktivitelerini etkileyen 6nemli parametrelerden birisi de
pH oldugu i¢in, polimerlerin hem enzimatik hem de kimyasal bozunmasinda pH
dikkate alinmalidir (Malmsten, 2002c).

Etkin Madde Salimi

PN’lerde EM salimi, diflizyon, polimerin erozyonu, hidrolizi ve iyon degistirmesi
ile gerceklesir. Mekanizmalardan bir veya birkagi bir arada olabilmektedir
(Giirsoy, 2002). EM salimi, pargacik biiytikligii, yiizey ozellikleri, ceper ile
matrisin gozenek sayist ve yapisi, EM’nin ve polimerin 6zelliklerine bagli olarak
degismektedir (Glirsoy, 2004).

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kararliligi

Partikiiler sistemlerin ¢ogu termodinamik olarak kararli sistemler degillerdir. Bu
nedenle, bu tiir dispers sistemlerde partikiiller eninde sonunda flokiile olarak
makroskobik faz ayrismasi gozlenecektir (Malmsten, 2002b). Ancak, PN’lerde
olusan bu degisimlerin silispansiyonlarda oldugu gibi geri doniisiimlii olmasi
beklenir (Oner, 2004). Pargacik biiyiikliigii ve dagilim, kristal yapist ve sivi
ortamda EM’nin tekdiize dagilimi degismemelidir. Hazirlanan sistemin
viskozlugu, yeniden dagilabilmesi, siseden kolay akmasi, enjektér ignesinden
geemesi, deriye kolay uygulanmasi ve cilt ylizeyinde kalabilmesi i¢in uygun
olmalidir (Oner, 2004).

Stispansiyonlarin ~ kararliliklarinin ~ saglanabilmesi i¢in yardimci maddeler
kullanilabilir. Tatlandiricilar, kokular, boyalar, pH ayarlayicilar, tamponlar,
antioksidanlar ve antimikrobiyal koruyucular, kullanilan madde gruplar1 arasinda
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sayilabilmektedir. Parenteral siispansiyonlara ayrica ozmotik etkili maddelerin
eklenmesi gerekmektedir. Elektrolit yapida NaCl veya elektrolit olmayan yapidaki
mannitol, sorbitol ve dekstroz kullamilabilir (Oner, 2004)

Parenteral ve okiiler amacla hazirlanan sistemler steril hazirlanabilmelidir. Tadi,
goriintiisii ve kokusu hos olmalidir (Oner, 2004).

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Toksisitesi

Biyolojik olarak pargalanan polimerlerin birgok yarari olmasina ragmen, viicutta
uzun siire kalmasindan kaynaklanan bazi sakincalar1 vardir. Polimer, EM salimi
stiresince biitiinliigiinii  koruyorsa, bunun bazi avantajlarinin yanisira, bazi
sakincalar1 da vardir. Tedavi siiresince viicudun polimer ile uzun siireli temast
sakincali olabilmektedir. EM salimi sirasinda pargalanan polimerler bu agidan
daha az toksiktir. Doku inflamasyonu veya doku kapsiilasyonu olmasi polimerin
parcalanma  hizin1  degistirir.  Polimerin  par¢alanmasi  sonucu olusan
monomerlerin, diger metabolitlerin ve yan iiriinlerin dolasima gegebileceklerini
unutmamak gerekir. Polimerlerde toksisite sorunu, genellikle, polimerin iiretimi
ve islenmesi sirasinda kullanilan (katalizorler, YEM’ler, stabilizatorler, vb.) veya
yapiya katilan (plastiklestiriciler ve diger katki maddeleri) maddeler, ¢evreden
karisan kirlilikler ve yapida polimerlesme sirasinda kalan monomerlerden
kaynaklanmaktadir. Polimerizasyon reaksiyonundan arta kalan monomerin,
milyonda bir diizeyde bulunmasmin dahi toksik etki yaratacagi bilinmelidir
(Brannon-Peppas ve Peppas, 2002).

Polimerik nanopartikiiller olusturularak EM’nin uzun siire salinmasi ile kazanilan
yararlarla, polimerin par¢alanmasindan gelecek zararin ¢ok iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir (Brannon-Peppas ve Peppas, 2002).
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Siklosporin A

Siklosporin A (CsA) 1972°de, giiglii immiinosiipresif etkisi olan Tolypocledium
Inflatum denilen mantar kiiltiirlerinden elde edilmis, 11 aminoasitten meydana
gelen siklik polipeptittir. Molekiil agirlig1 yaklasik olarak 1200 KD olan CsA nétr
bir bilesiktir (The Merck Index, 1989; Chock, 2000). Lipofiliktir (Kumar ve ark.,
2001). Beyaz veya beyazimsi tozdur. Pratik olarak suda ¢Ozlinmez, ancak
etanolde, pek cok organik ¢oziiciide ve lipitlerde oldukca fazla ¢oziiniir (British
Pharmacopaeia, 1993). Siklik yapisina bagl olarak ¢ok dayanikli bir bilesiktir,
ancak dayaniklilig1 sinirsiz degildir (Husek, 1997; Kumar ve ark., 2001). Hava
gecirmeyen ambalaj icinde glinesten korunarak saklanmalidir (British
Pharmacopaeia, 1993). Dehidratasyon, [MeBmt'] yan zincirinin kaybr,
fotooksidasyon, agik zincirli oligopeptit yapilarin olusmasi ve izosiklosporin
A’nin olugmasi gibi kararsizliklart bildirilmistir (Husek, 1997; Kumar ve ark.,
2001).
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Sekil 6. Siklosporin A’nin Kimyasal Yapisi (The Merck Index, 1989)

Immiin sistem baskilayict ajandir. Otoimmiin rahatsizliklarda ve organ
nakillerindeki reddi onlemek amaciyla kullanilmaktadir (Chimalakonda ve ark.,
2002). Ait oldugu sinif, 6zel tedavilerde oldukga spesifik olarak kullanilan, ancak
immiin sistem iizerine sitotoksik etkisi bulunmayan, genellikle dogal bilesiklerden
olusturulmus maddelerden olusmaktadir (Ugazio ve ark., 2002). CsA’nin sistemik
absorbsiyonu oldukga diisiik olup, uygulanan dozaj seklinin yapist ve hastanin
durumuna baghh plazma kan konsantrasyonlart bireylerarasinda c¢esitlilik
gostermektedir (Chock, 2000; Chimalakonda ve ark., 2002). Bireylerarasinda
goriilen bu ¢esitliligin nedeninin, CsA’nin yliksek molekiil agirligina, yiiksek
lipofilitesine, diisiik intestinal absorbsiyonuna, karaciger ile intestinal mukozada

29



bulunan ve maddenin biyotransformasyonundan sorumlu sitokromlara bagl
oldugu diisiiniilmektedir (Dai ve ark., 2004).

Siklosporin A’nin Farmakolojik Ozellikleri

CsA en ¢ok arastirilan immiinomodiilatér maddelerden birisidir. Romatoid artrit
(RA) tedavilerindeki etkisi, metotreksat ve altin ile kombine kullanimlar1 sonucu
yapilan ¢aligma ile de gegerlilik kazanmistir (Ugazio ve ark., 2002). Endojen
tiveitis, nefrotik sendrom, psoriasis, atopik dermatit, Lupus eritematozus,
skleroderma, aktif Crohn hastaligi ve Behget hastaligi gibi diger otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde, mevcut otoimmiin bozuklugu diizelterek kisa siirede
etkin bir iyilesme saglar (Urata, 1999; Inoue ve ark., 2000; Kas, 2002). Baz
tedavilerde, diisiik doz kortikosteroid ile kombine kullanimi yanit oranini
arttirabilir. Ilac, trombosit alloantikor titrelerini azaltict ek etkisi ile birlikte,
kemik iligi nakline uygun olmayan ciddi veya orta derecede aplastik anemisi olan
hastalarda ilk basamak tedavisi olarak diistiniilebilmektedir. Kisitli veriler, Cs’nin,
direncli piyoderma gangrenosum, polimiyozit veya ciddi kortikosteroide bagimli
astimda etkili olabilecegini 6ne siirmiistiir. CsA’nin mevcut kortikoseroid tutucu
etkisi ise, bazi endikasyonlarda dnemli bir avantajdir (Inoue ve ark., 2000).

CsA, geriye dontisiimlii olarak spesifik olarak lenfositlere (6zellikle T helper
hiicrelerine) etki eder ve hiicresel bagisikligr selektif olarak baskilar. Bu
baskilanma, aktivasyon modu ile iligkilidir ve kalsiyuma bagimlidir (Inoue ve
ark., 2000). Lenfositlerin aktivite araliklari, CsA’nin immiinofilin proteinine
baglanarak olusturdugu kompleks ile kalsindrin enziminin aktivitesini
engelleyerek Onlemesi ile degismektedir. Bu etki, interlokin-1 (IL-1) ve
interlokin-2  (IL-2)  lemfokinlerinin  olusmasinda  6nemli olan gen
transfeksiyonunun baslamasi icin gerekli olan hiicre dongiisiiniin olusmasini
engeller (Ortiz, 2002; Zaghloul ve ark., 2003). T-helper hiicreleri ile lenfosit
aktivasyonunun inhibisyonu ve T-hiicre sitotoksik fonksiyonunun azalmasi, T-
baski mekanizmasini yetersiz kilmaktadir (Ortiz, 2002).

CsA, bir grup sitokinlerin iiretimini azaltir ve hiicresel bagisiklikta rol alan
hiicreleri de icine alan g¢esitli hiicre tiplerinin aktivasyonunu ve/veya
matiirasyonunu inhibe eder (Inoue ve ark., 2000). Bu nedenle Cs’nin
immiinosiipresif 6zellikleri vardir ve nakil rejeksiyonun 6nlenmesi ve tedavisinde
birinci basamaktir. Organ transplantasyonunda, bobrek, karaciger, kalp, akciger,
kalp-akciger, pankreasin alojenik transplantasyonlarinda, graft reddinin
Oonlenmesinde, kemik iligi transplantasyonundan sonra graft reddinin
onlenmesinde veya tedavisinde basari ile kullanilir (Urata, 1999; Inoue ve ark.,
2000).

Idame tedavisinin aktif Crohn hastaligi olan hastalarda yetersiz bulunmasi ile,
hastaligin tedaviden sonra tekrarini 6nlemek i¢in hastalar en diisiik etkili dozda Cs
tedavisi almalar gerekliligi ortaya ¢cikmistir (Inoue ve ark., 2000).

CsA, okiiler amagli, kornea nakillerinin reddinin 6nlenmesi haricinde, kuru goz
sendromu (keratokonjunctivitis sicca) tedavisinde gozyast salgisinin arttirilmasi
amaciyla kullanilmigtir (Kachi ve ark., 2000; Tamilvanan ve ark., 2001). Kuru gz
sendromu, 40 yas ve iizerindeki niifusun % 6’sinda, 65 yas ve lizerindeki yas
grubunda % 14.6’lik kisminda yaygin olan bir rahatsizliktir. Kuru géz sendromu
gormeyi engelleyen bir rahatsizlik degildir; ancak, verdigi rahatsizlik ile giinliik
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yasami etkilemektedir. Kornea nakilleri ve kuru goz sendromu, goziin ylizeyi ile
ilgili rahatsizliklar oldugu ic¢in, CsA’nin topik olarak uygulanmasi uygun
olmaktadir (Lallemand ve ark., 2005a).

Toshida ve ark. (1998), CsA’nin gdzyas1 sivisini arttirici etkisini aragtirmiglar ve
hem kolinerjik hem de takikinerjik sinirler araciligiyla gozyasi sekresyonunu
arttirdigimi gormiislerdir. CsA’nin, 6zellikle okiiler kullanimina yonelik yapilan
calismalarda, katyonik yiike sahip formiilasyonlarin, anyonik yiike sahip olan
formiilasyonlar ile karsilastirildiklarinda ¢ok daha etkili olduklari goriilmiistiir
(Abdulrazik ve ark., 2001; Tamilvanan ve Benita, 2004).

Siklosporin A’nin Farmakokinetik Ozellikleri

Organ nakillerinde ve otoimmiin rahatsizliklarin tedavisinde en etkili EM’lerden
birisi olan CsA’nin dar terapotik pencereye sahip olmasi ve absorbsiyon, dagilim,
metabolizasyon ve eliminasyonunda bireylerarasi ¢esitlilik olmasi nedeniyle,
basarili bir tedavi i¢in kan seviyelerinin takip edilmesi gerekmektedir (Stettin ve
ark., 2006). Maddenin absorbsiyonunun dozaj seklinin yapis1 ve hastanin
durumuna bagl olarak siirlanmasi ile absorbsiyonu % 10-89 araliginda farkl
degerlere ulasilabilmektedir (Chock, 2000; Tamilvanan ve ark., 2001). Kanda
istenilen EM diizeylerine ulagmak ise, olusturdugu farkli biyoyararlanim
sonuclarina bagl olarak gii¢ olmaktadir (Cooney ve ark., 1998; Ortiz, 2002).

Sudaki ¢oziiniirliigiinlin pratik olarak olmamasi nedeniyle, su ile temasta madde
kat1 hale doniisiip ayrilma egilimi gostermektedir (Abdulrazik ve ark., 2001).
Lallemand ve grubu (Lallemand ve ark., 2005a; Lallemand ve ark., 2005b),
yaptiklar1 c¢aligmalarda, CsA’nin suda ¢Oziinlirliigi bulunan 6n ilacin
hazirlamislar ve okiiler olarak uyguladiklari maddenin etkinlik ve kararlilik
caligsmalarini yaparak basarili bir 6n ila¢ hazirladiklarini géstermislerdir.

Allergan® firmasmin piyasada Restasis® adli okiiler amagli ME formundaki bir
ilacinin mevcut olmasma ragmen (Lallemand ve ark., 2005b), yapilan bazi
calismalarda, ME formunun uygulanmasi sirasinda, verilen dozdan sonra agiga
cikacak CsA miktarinin ayni olmasinin saglanamadigi bildirilmistir. Bu
sistemlerde, ME sisteminin biyoyararlanimi arttirmasi beklentisi ile uygulama
dozu azaltilmis, buna bagli olarak da terapdtik diizeye ulagsamayan veya toksik
diizeye kadar yiikselmis kan konsantrasyonlar1 ortaya ¢ikmistir (Gref ve ark.,
2001).

Lipofilik yapisi nedeniyle, CsA, 3-5 L.kg" gibi biiyik bir oranda kan dismna
dagilir. Kan ile plazma arasindaki bu dagilim sicaklifa bagh olarak
degisebilmektedir. Plazmada ise biiyiik oranda lipoproteinlere baglanir (Chock,
2000).

Behget sendromlu hastalara, 5 mg kg 'giin" dozunda oral CsA verildiginde, salya
ve goz yasinda oOlgiilebilir miktarda bulundugu, ilacin verilmesinden 1 saat sonra
alian salgi 6rneginin poliklonal RIA yontemiyle arastirilmasiyla kanitlanmstir.
Madde akodz siviya, ancak agir bir okiiler hastalik varsa geg¢mekte, kan-retina
bariyerinin harap oldugu durumlarda ise, vitrdz siviya da penetre olabilmektedir.
Agir iiveit gibi hastaliklarda, ilacin okiiler penetrasyonunun yiiksek olmasi istenir.
Zeytinya81 i¢indeki % 2’lik gbz damlasi ¢ozeltisi goze damlatildiginda, CsA, kan,
salya ile akoz ve vitrdz sivilara penetre olmamistir. Ancak, topik CsA
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preparatlarinin uygulanmasiyla, orta derecede okiiler yapilara penetre olabildigi
hayvan deneylerinde gosterilmistir (Inoue ve ark., 2000).

CsA’nin metabolizmasi yasa bagimlidir ve CsA klirens orani 0.38-3 L.saat kg™
ile dogrusal eliminasyon gostermektedir (Chateauvert ve Cote, 1998; Inoue ve
ark., 2000). Eriskinlerle ¢ocuklar karsilastirildiginda, klirens ve eliminasyonlari
arasinda 1.5-2.5 kat oynama olabilmektedir. CsA absorbsiyonu erigkinlere oranla
cocuklarda diisiik oldugu i¢in bu hastalarin doz miktar1 arttirilabilir. Cocuklarda

klirensin yiliksek olmasinin nedeni tam olarak anlasilamamistir (Inoue ve ark.,
2000).

Maddenin eliminasyon yar1t Omriiniin 19 saat olarak Ol¢iildiigii caligsmalar
mevcuttur; gergek degerin ise biiylik olasilikla bu degerin daha altinda oldugu
distiniilmektedir (Chateauvert ve Coéte, 1998; Inoue ve ark., 2000). Birgok
calismada, CsA’nin eliminasyon yar1 omrii 8 saat olarak belirtilmektedir (Chock,
2000). Oral uygulamanin ardindan, dozun % 90’1 safra ile (<% 1 degismeden) ve
% 6’s1 idrarla (< % 0.1 degismeden) atilmaktadir (Inoue ve ark., 2000).

CsA’nin  metabolizasyonundan sorumlu olan sitokrom P450IIIA enzimleri,
ketakonazol, diltiazem ve eritromisin gibi baska maddelerin de
metabolizasyonunu gerceklestirdikleri i¢in, bu maddelerin varliginda CsA’nin
sistemik konsantrasyonunda artis olmaktadir. Bunun yanisira, bu maddeler P-
glikoproteine de baglanarak metabolik inhibisyon ile birlikte EM’nin
absorbsiyonuna etki ederler (Chock, 2000).

Siklosporin A’nmin Yan Etkileri ve Toksisitesi

Okiiler olarak uygulanan EM’lerin yaklasik olarak % 5°lik kismi istenilen
bolgelere lokalize olabilirken, kalan kisim gozyast sivisi ile tasinarak
nazolakrimal kanala ve oradan da burun bosluguna ge¢mekte ve buradan sistemik
dolagima karisarak istenmeyen yan etkilerin olugsmasina neden olabilmektedirler
(Gulsen ve Chauhan, 2005).

CsA’nin 6nemli yan etkileri arasinda, nefrotoksisite, titreme, 6zellikle kadinlarda
tilylenmede artig, yiiksek tansiyon (Allison, 2000), dis etlerinde sisme ve organ
nakillerinin ardindan goriilen lemfoproliferatif rahatsizliklar sayilabilir (Ortiz,
2002). Ayrica, renal vasokonstriiksiyona neden olmakta ve glomeriiler filtrasyon
oranini da azaltmaktadir (Allison, 2000). Uzun siireli kullanimi1 sonucu, kansizlik,
kemik iliginde gelisim bozuklugu, karaciger iltihab1 (Tran ve ark., 1999) ve renal
tiibiiler hiicre hasar1 (Tran ve ark., 1999; Allison, 2000), lenfositlerde azalma
(lymphophenia) gibi zararli ama geri doniisiimli olan etkiler de olusturmaktadir
(Tran ve ark., 1999).

Nefrotoksisiteyi arttiran aminoglikozitler ve vankomisin gibi ilaglar ile, kandaki
CsA miktarmi arttirarak toksisiteye neden olabilen antifungaller, makrolitler, 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMGCoA), rediiktaz inhibitorleri, greyfurt
suyu, diltiazem, verapamil ile ge¢imsizdir (Ortiz, 2002). Diltiazem, verapamil ve
nikardipin, CsA’nin hepatik metabolizasyonunu ve/veya dagilimimi etkileyerek
kan konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir (Chateauvert ve Cote, 1998).
Rifampin, antiepileptikler, sigara ve komiirde pismis yemekler kan diizeyinde
diismeye neden olduklar1 i¢in, birlikte tiiketilmemelidir (Ortiz, 2002).
Kortikosteroitler, CsA’nin metabolizasyonunu, sitokrom P450IIIA enzimatik
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sisteminde yarismali olarak inhibe ederler. Azatioprin de CsA’nin absorbsiyonunu
etkileyerek kan konsantrasyonunu diistirmektedir (Chateauvert ve Coté, 1998).

Yapilan c¢alismalar sonucunda, CsA’nin olusturdugu oksidatif baski, Wistar
sicanlarinin testis dokusunda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara ve sperm say1
ve kalitesinde azalmaya da neden olmustur (Tiirk ve ark., 2007).

Siklosporin A’nin Miktar Tayin Yontemleri
Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi

CsA’nin aragtirmacilar tarafindan en ¢ok tercih edilen miktar tayin yontemlerinin
basinda HPLC gelmektedir. Ornek olarak, Ugazio ve ark. (2002) hazirladiklari
SLN’lere yiikledikleri CsA miktarini, HPLC yontemini kullanarak, 210 nm’de
analiz ederek belirlemislerdir.

CsA’nin bozunmast sonucunda olusan dihidrosiklosporin A ve izosiklosporin
maddelerinin belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismada, 80°C ve 210 nm de
analizler gergeklestirilmis, ancak USP’de belirtilen HPLC yontemi ile
izosiklosporin A belirlenememistir. Dihidrosiklosporin A’da CsA’nin olusturdugu
pikten ayrilamamistir. Calismada gelistirilen yoOntemle, bozunma iiriinleri
CsA’dan ayrilarak belirlenebilmistir (Kumar ve ark, 2001).

Najib ve arkadaglar1 (2003), internal standart olarak kullandiklar1 siklosporin B
(CsB) ¢ozeltisi yardimiyla, goniillillerden elde edilen serum oOrnekleri ilizerinde
HPLC yontemi ile CsA miktarint belirlemislerdir. Bir bagka ¢alismada, internal
standart olarak kullanilan ve piyasada bulunmayan siklosporin C (CsC) ve D
(CsD) maddelerinin yerine, kolayca bulunabilen tamoksifen internal standart
olarak kullanilmis ve sigan kanindaki CsA, HPLC yontemi kullanilarak, 70°C’de
basarili bir sekilde analiz edilebilmistir (Chimalakonda ve ark., 2002). Zaghloul
ve ark. (2003) ise, internal standart olarak naproksen maddesini kullanmuislar,
70°C’de  ve 205 nm’de CsA miktarim Sprague-Dawley siganlarinin
kuyruklarindan alinan kanlarda analiz etmislerdir.

HPLC yontemi ile yapilan bir baska calismada, USP’deki ydntemin bazi
parametreler yoniinden sinanmasi amaciyla, analizler 80°C ve 210 nm’de
gerceklestirilmis, ancak, Hypersil® ODS ile doldurulan kolonlar ile
farmakopedeki yoOntemin valide edilmesinin ardindan belirlenen CsA
miktarlarinda, istatistiksel olarak anlamli fark olusmamistir (Husek, 1997).

Immiin Yontemler

Diger 6ne c¢ikan miktar tayin yontemi ise, RIA’dir. Yapilan caligmada, immiin
yontemlerin de HPLC kadar giivenilir oldugu kanitlanmis ve uygulama kolaylig
sayesinde pek ¢ok arastirmaci tarafindan HPLC’ye tercih edilmistir (Stettin ve
ark., 2006).

Lee Y.J. ve ark. (2000), CsA’nin ticari preparati olan 175 mg CsA igeren
Sandimmune Neoral® kapsiilleri ile 22 goniillii iizerinde ¢alismalar yapmustir.
CsA miktarini, internal standart olarak CsD kullanarak HPLC ve I5.RIA
yontemleri ile belirlemisler, her iki yontemle analiz ettikleri CsA miktarlarinda
birbirine yakin degerler bulmuslardir. '*I-RIA yonteminin dikkatli bir sekilde
validasyonunun  ardindan, HPLC’ye alternatif bir ydntem  olarak
degerlendirmislerdir.
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Lee E.J. ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢calismada, hazirladiklar1 mikrokiirelerdeki CsA
miktarin1 RIA yontemiyle bulmuslardir

BenEzra ve Maftzir’in (1990) CsA’nin okiiler penetrasyonunu arastirdiklart bir
calismada, zeytin yag1 igerisinde, giinde {i¢ kez olmak iizere géze uyguladiklari
CsA c¢ozeltisinin tavsan korneasindan penetrasyonunun belirlenmesi amaciyla,
tavsanin kornea ve sklerast uygun islemlere tabi tutulmus ve ardindan inkiibasyon
ortaminda RIA yontemi kullanilarak CsA’nin  miktar tayin analizleri
gerceklestirilmistir.

Yocum ve ark.’nin (2000) yaptiklari ¢aligmada, RA hastalarinin kullandiklar
CsAnmn oral ME formiilasyonu olan Sandimmun Neoral® ve orjinal CsA
formiilasyonu olan Sandimmun® hastalara uygulanmis ve alman kan
orneklerindeki miktar tayinleri RIA ile gergeklestirilmistir.

Ubrich ve ark.’nin (2005) yaptiklar1 ¢alismada ise, CsA’nin PN’leri hazirlanmig
ve partikiillerin oral biyoyararlanimlar1 EIA ile belirlenmistir.

Karaciger nakli yapilmis 24 hasta ile yapilan bir ¢alismada, hastalara 100 mg’lik
Neoral® kapsiil verilmis ve alman kan 6rneklerinde CsA’nin miktar tayini FPIA
ile analiz edilmistir (Casale ve ark., 2006)

Gulbis ve ark.’nin (1997) kalp ve karaciger nakli yapilmis hastalarda yaptiklari
calismada, FPIA ve EMIA yontemleri ile HPLC yontemi karsilagtirmali olarak
kullanilmig, FPIA yontemi HPLC’den oldukg¢a farkli sonuglar verirken, EMIA
yontemi HPLC degerlerine yakin sonuglar vermistir. FPIA ve EMIA yoOntemleri
karsilagtirildiklarinda da, FPIA yontemi ile, EMIA yontemine kiyasla daha yiiksek
sonugclar elde edilmistir (Gulbis ve ark., 1997).

Siklosporin A Iceren Ticari Preparatlar

CsA igeren ticari preparatlar arasinda, Novartis firmasinin {irlinlerinden
Sandimmun Neoral® 25 mg ve 100 mg yumusak jelatin kapsiil, Sandimmun
Neoral® 100 mg.mL™" 50 mL oral soliisyon, Sandimmun® 50 mg.mL" 10 ampul
(http-8) ve Allergan® firmasmin iiriinlerinden Restasis® okiiler emiilsiyonu
(% 0.05 CsA) sayilabilir (http-9).
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GERECLER

Kullanilan Maddeler
Asetik asit
Asetonitril

Benzalkonyum kloriir

Bergabest® MCT

Compritol® 888 ATO (Gliseril dibehenat)

Cyclosporine Plus Assay
Détorokloroform
Dynasan” 116 (Tripalmitin)
Etanol

Eudragit® RL 100
(Metil Akrilat Kopolimeri)

Eudragit® RS 100
(Metil Akrilat Kopolimeri)

Gelucire® 33/01

: Kimetsan, Ankara, Tiirkiye

: Merck, Almanya

: Fluka, Steinheim, Almanya

: Selectchemie, Ziirich, Isvigre
: Gattefossé, Cedex, Fransa

: CEDIA, Amerika

: Merck, Almanya

: Condea, Witten, Almanya

: Carlo Erba, Rodano, Italya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,
Darmstadt, Almanya

: Degussa Rohm Pharma Polymers,
Darmstadt, Almanya

: Gattefossé SAS, Cedex, Fransa

(Coktiirtilmiis C8-C18 yag asitlerinin gliserol esteri)

Gelucire® 44/14

: Gattefossé SAS, Cedex, Fransa

(Mono-, di- ve trigliseritler ile bir ve ikili polietilen yag asidi esteri)

Gelucire® 50/13
(PEG-32 gliseril polmitostearat)

Gelucire®” 53/10
(PEG-32 gliseril stearat)

Hidroklorik asit
Izopropil alkol
[zopropil miristat
Oktadesilamin
Polietilen glikol 400
Potasyum bromiir
Siklosporin A
Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir
Soyafosfotidil kolin

Tween” 80
(Polioksietilen-80-sorbitan monooleat)

: Gattefossé SAS, Cedex, Fransa
: Gattefossé SAS, Cedex, Fransa

: Carlo Erba, Milan, italya

: Detsan, Eskisehir, Tiirkiye

: Merck, Hohenbrunn, Almanya

: Fluka, Steinheim, Almanya

: Riedel de Haén, Seelze, Almanya
: Merck, Almanya

: Novartis, Istanbul, Tiirkiye

: Riedel de Haén, Seelze, Almanya
: Riedel de Haén, Seelze, Almanya
: Sigma, Steinheim, Almanya

: Merck, Hohenbrunn, Almanya
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Kullanilan Cihazlar
Buzdolab1

Diferansiyel Taramali
Kalorimetri

Erime Derecesi Tayin Cihazi
Etiv

Foriyer Dontistimli
Infrared Spektrofotometresi
Hassas Terazi

Enzim Immiin Yontemi
Analiz Cihaz1

Manyetik Isitict

Mekanik Karigtirict

Niikleer Manyetik
Rezonans Spektrofotometresi

Otoklav
Parcacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi
pH Metre

Reometre

Santrifiij
Gegcirimli Elektron Mikroskobu

Taramali Elektron Mikroskobu
Ultrasonik Banyo
Ultraturaks

X Isin1 Kirinim Cihazi
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: Arcelik No Frost, Tiirkiye

: Shimadzu DSC-60, Japonya
: Electrothermal 9100, Amerika
: Elektro-mag M 5040BD, Tiirkiye

: Perkin Elmer Spektrum 2000,
Ingiltere

: Ohaus, Isvicre

: EIA-912 Automatic Analyzer,
Hitachi/Boehringer Mannheim,
Japonya

: Yellow Line MSH Basic, Staufen,
Almanya

Heidolph MR 3001K, Almanya
IKA®-Werke, Almanya

: Heidolph RZR2051 Electronic,
Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR,
Brucker, Almanya

: Hirayama HVE 50, Japonya
: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

: WTW Profi LAb pH 597, Weilheim,
Almanya

: Brookfield, Middleboro, Amerika

: Hettich Zentrifugen-EBA 8,
Tuttlingen, Almanya

: Tecnai'™ G? Spirit Bio TWIN,
Amerika

:Zeiss Supra 50 VP, Almanya
: Elma T470/H, Singen, Almanya

: T25 Janke & Kunkel IKA®
Labortechnik, Staufen, Almanya

: XRD-RIKAGU D/Max-3C, Japonya



Yiiksek Basinglt Sivi
Kromatografisi : Shimadzu 20-A, Japonya

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi : Zetasizer Nano Series, Ingiltere
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YONTEMLER

In Vitro Calismalar

Calisilacak Maddeler ile Yapilan Calismalar
Siklosporin A ile Yapilan Calismalar

Termal Analiz

CsA’nin (~4 mg agirhiginda) termal analizi DSC cihaz1 kullanilarak, basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™ azot gazi akis hizi,
10°C.dk™" 1s1 artist ile 30-250°C arahgmnda aluminyum referansa karsi
gergeklestirilmis ve maddenin termogrami elde edilmistir.

Erime Derecesi Tayini

CsA’nin erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz 3 kez tekrarlanmustir.

X-Isini Kirtmim Analizi

CsA’nin XRD analizi, 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim siddeti ve
2°C.dk™" ilerleme hizinda Rikagu jenerator yardimiyla gergeklestirilmistir.

Infrared Analizi

CsA’min IR analizi, 4000-400 cm™ dalgaboyu araliginda, potasyum bromiir (KBr)
ile hazirlanan diski kullanilarak gergeklestirilmistir.

Niikleer Manyetik Rezonans Analizi

CsA’nm yapis;, 'H-NMR analizi ile 25°C’de, ¢bziicii olarak détorokloroform
kullanilarak arastirilmistir.

Siklosporin A’ ’nin Yiiksek Basingl Stvi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini

In vitro ¢aligmalarda, CsA’nin analitik miktar tayini HPLC y&ntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Analizlerde kullanilan c¢alisma sartlar1  Cizelge 4’de
sunulmustur.

Cizelge 4. Yiiksek Basin¢h S1vi Kromatografisi Calisma Kosullari

Cihaz Shimadzu-20 A

Kolon Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS
(Kolon Cap1: 6.0 mm, Kolon Uzunlugu: 15.0 cm)
(Parcacik Cap1 : 5 um, Parcacik Boyutu: 100A)

Coziicii Sistemi Asetonitril:Distile su [75:25, h/h]
Dedektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi
Calisilan Dalga Boyu 210 nm

Akis Hiza 1 mL.dk™

Enjeksiyon Hacmi 20 uL
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Dogrusallik

CsA’nin  HPLC yonteminde kullanilacak standart egrilerinin belirlenmesi
amaciyla, 100 pg.mL™' konsantrasyonda stok c¢ozeltilerinden 1-10 pg.mL’
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmigtir. CsA konsantrasyonuna karsilik gelen
alan degerleri bulunarak kullanilacak kalibrasyon esitlikleri olusturulmus ve
korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Deney 6 kez tekrarlanmastir.

Kesinlik

CsA’nim 3 farkli konsantrasyonda (2 pg.mL", 6 pg.mL™, 10 pg.mL™") ¢ozeltileri
hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, analizler, 6
kez tekrarlanmistir. 1. giin i¢inde yapilan tiim c¢alismalar 3. ve 5. giinde de
tekrarlanmistir (k=3). Ug giinde elde edilen degerler ile yontemin giin-i¢i ve
giinler-aras1 tekraredilebilirlik degerleri hesaplanmustir.

Dogruluk

CsA’nim 3 farkli konsantrasyonda (6 pg.mL™, 5 pg.mL™, 5.25 pg.mL™") ¢ozeltileri
hazirlanmis, HPLC yontemi ile analizler gercgeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglarin dogru denklemi yardimi ile hesaplamalar1 yapilarak, eklenen CsA
konsantrasyonlart ile bulunan degerler karsilastirilmis ve yontemin dogrulugu
ylizde geri kazanim olarak hesaplanmistir. Her deney 6 kez tekrarlanmustir.

Duyarliik

Duyarlilik ¢alismalarinda, sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diigiik
derisimi olan LOD degeri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmustir.

LOD — [3.3 x 55] (Esitlik 3)

m

Burada, SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: korelasyon denkleminin
egimi’dir (ICH, 1996)

Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
belirlenebildigi LOQ degeri ise Esitlik 4 kullanilarak belirlenmistir.

[10 x 55]
LOQ = (Esitlik 4)
m

Burada, SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: korelasyon denkleminin
egimi’dir (ICH, 1996)

Secicilik
Secicilik, karisim igersindeki tek bir maddenin, formiilasyonda bulunan diger

maddelerin varliginda, derisiminin tam ve dogru olarak belirlenebilecegini
gosteren en Onemli analitik parametrelerden biridir. Calismada, EM igermeyen
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plasebo formiilasyonlar ile EM iceren formiilasyonlar analiz edilerek sistemin
seciciligi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Dynasan® 116 ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

10" duyarhlikta, ~4 mg Dynasan® 116 tartilarak, aluminyum &rnek kabinda basing
yardimiyla sikica kapatilmis, 50 mL.dk™" azot gazi akis hizi, 10°C.dk™ 1s1 artist ile
30-250°C araliginda aluminyum referansa karsi analizi gerceklestirilmistir.

Erime Derecesi Tayini

Dynasan” 116’nim erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi kullanilarak
gergeklestirilmis ve analiz 3 kez tekrarlanmustir.

X-Isini Kirtmim Analizi

Dynasan® 116’nm XRD analizi, 2-40°C arahginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim
siddeti ve 2°C.dk” ilerleme hizinda Rikagu jenerator yardimiyla
gerceklestirilmistir.

Infrared Analizi

Dynasan” 116’nmn IR analizi 4000-400 cm™ dalgaboyu araliginda, KBr ile
hazirlanan diski kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Niikleer Manyetik Rezonans Analizi

Dynasan” 116’nm yapisi, 'H-NMR analizi ile, 25°C’de, ¢oziicii olarak
dotorokloroform kullanilarak arastirilmistir.

Compritol” 888 ATO ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

10* duyarlilikta, ~4 mg Compritol® 888 ATO tartilarak, aluminyum O&rnek
kabinda basing yardimiyla kapatiimus, 50 mL.dk™" azot gazi akis hizi, 10°C.dk™ 1s1
artig1 ile 30-250°C araliginda aluminyum referansa karsi analizi yapilmustir.

Erime Derecesi Tayini

Compritol® 888 ATO’nun erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi
kullanilarak gergeklestirilmis, analiz 3 kez tekrarlanmistir.

X-Isin1 Kirtmim Analizi

Compritol® 888 ATO’nun XRD analizi, 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA
akim siddeti ve 2°C.dk’ ilerleme hizinda, Rikagu jeneratér yardimiyla
gerceklestirilmistir.

Infrared Analizi

Comprito]® 888 ATO’nun IR analizi, 4000-400 cm™ dalgaboyu araliginda, KBr
ile hazirlanan diski kullanilarak gergeklestirilmistir.

Niikleer Manyetik Rezonans Analizi

Compritol® 888 ATO’nun yapisi, 'H-NMR analizi ile, 25°C’de, ¢oziicii olarak
dotorokloroform kullanilarak arastirilmistir.
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Eudragit® RS 100 ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

10* duyarlilikta, ~4 mg Eudragit® RS 100 tartilarak, aluminyum &rnek kabinda
basing yardimyla sikica kapatilmis, 50 mL.dk™" azot gazi akis hizi, 10°C.dk™ 1s1
artig1 ile 30-250°C araliginda aluminyum referansa karsi analizi yapilmustir.

Kan Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalart

SLN hazirlamaya yonelik yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalarinda, kati lipit olarak
Gelucire® 44/14, 50/13, 53/10, 33/01, Compritol” 888 ATO ve Dynasan® 116 nin,
YEM olarak da soya fosfotidil kolin (Soya), PEG 400 ve Tween® 80’in
kullanildig1 formiilasyonlar tasarlanmistir.

Formiilasyonlarin hazirlaniginda, lipit erime derecesinden 5°C daha yiiksek
sicakliga 1sitilarak (6rn. Dynasan® 116 i¢in 70°C, Compritol® 888 ATO icin
80°C) eritilmistir. Aynm1 sicakliktaki YEM c¢ozeltisine eklenen erimis lipitin,
ultraturaks kullanilarak, 9500 rpm’de, 3 dakika karistirilmasi ile formiilasyonlar
elde edilmistir. Daha sonra, formiilasyonlarin oda sicakligina yavas yavas
sogumasi saglanmistir. Formiilasyon islemi sirasinda lipitin erime sicakligina
bagli olarak hazirlama sicakliklar1 degismistir.

On calismalarda, farkli konsantrasyonda (%5-10-20 gibi) YEM, katyonik lipit ve
koruyucu madde igeren formiilasyonlar hazirlanip incelenerek, homojen ve ufak
parcaciklarin  olustugu formiilasyonlar belirlenerek, bilesenlerin  kullanim
konsantrasyonlarina karar verilmistir.

Ornek olarak, OA katyonik lipiti, formiilasyonlara % 0-2 aralifinda bes farkl
konsantrasyonda eklenmis ve formiilasyonlardaki etkinligi, zeta potansiyel
sonuclarinin pargacik biiyiiklik analiz sonuglar ile birlikte degerlendirilmesi ile
uygun konsantrasyonuna karar verilmistir.

Gergeklestirilen 6n ¢alismalar 1s181inda, kararlilik ¢alismalarinda (25°C 1, 40°C
+1 ve 4°C +1°C’lik kosullarda yapilan) izlenmek iizere, birisi Compritol® 888
ATO digeri Dynasan® 116 tastyici ile hazirlanmus iki formiilasyon secilmistir.
Secgilen formiilasyonlardaki diger bilesenler ve konsantrasyonlar:t her iki
formiilasyon i¢in aynidir.

Formiilasyonlarin Hazirlanist

Formiilasyonlar, 0n formiilasyonlara benzer olarak ve SLN Hazirlama
Yontemleri’nde (Sayfa 14) anlatildigi sekilde, yiiksek devirli homojenizasyon
yontemi kullanilarak hazirlanmistir. EM’nin eritilmis kati lipit igerisinde yaklasik
100°C’de ¢oziindiiriilmesinin ardindan olusan eriyik, hazirlama sicakligi olan
80°C’ye sogutulmustur. Bu sogutma sirasinda EM’de herhangi bir ¢okme
olmamigtir. Karisima katyonik lipit eklenerek yagh faz tamamlanmistir. YEM,
koruyucu ve distile sudan olusan sulu faz da ayni sicakliga getirilmis ve yagh faz
eklenerek, 13500 rpm’de, 5 dakika karistirilarak formiilasyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan sistem oda sicakligina yavas yavas sogutulmustur. Formiilasyonlarin
pH degerleri HCl kullanilarak fizyolojik pH’ya (pH 7.20) ayarlanmistir.
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Formiilasyonlar 1 mL’lik renkli steril ampullere doldurularak sterilizasyon icin
kapatilmislardir.

Formiilasyonlarin Sterilizasyonu

SLN formiilasyonlarinin sterilizasyonu, otoklavda, 121°C’de, 15 dakika siirede
gergeklestirilmistir.

Kat Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Ozelliklerine ait Calismalar
Parcacik Sekli Analizleri

SLN’lerin ylizey Ozelliklerinin ve sekillerinin belirlenmesi amaciyla SEM ve
ayrica TEM kullanilmistir.

Parcacik Biiyiikliigii Analizleri

SLN’lerin parcacik biiyiiklilk Olglimleri, zeta potansiyel analiz cihazi ile,
iletkenligi NaCl ile 50 uS’e ayarlanmis distile sudaki dispersiyonlar1 kullanilarak
elde edilmistir.

Her ii¢ kosulda (25°C £1°C, 40°C £1°C, 4°C £1°C) saklanan iki formiilasyonda, 0.
zaman, 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. ay analizleri ger¢eklestirilmistir.

Zeta Potansiyel Analizleri

SLN’lerin zeta potansiyelleri zeta potansiyel analiz cihaz1 yardimiyla
belirlenmistir. Bu analizlerde, zeta potansiyelde artis olmamasi i¢in, NaCl
elektroliti baz olarak eklenerek, 50-100 puS iletkenlik araliginda sabit
potansiyellerin olugsmasi saglanabilmektedir. Elektrolit bazin eklenmesiyle, distile
sudaki iletkenligin neden oldugu kiiciik degisimlerin  emiilsiyonlar1
etkilememesinin ~ saglanmas1  sonucu, ¢ok daha gilivenilir  Ol¢limler
gergeklestirilebilmektedir (Miiller ve Heinemann, 1993). Bu ¢alisma referans
aliarak, formiilasyonlarin iletkenligi NaCl ile 50 pS’e ayarlanmis distile suda
dagitilmasinin ardindan, her ii¢ kosulda (25°C +1°C, 40°C +1°C, 4°C £1°C)
saklanan tiim formiilasyonlarin, 0. zaman, 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. ay analizleri
gergeklestirilmistir.

pH Analizleri

Hazirlanan SLN’lerin pH degerleri, gozyasi pH’st olan 7.2’ye HCI ile
ayarlanmistir. Kararlhilik ¢alismasi siiresince tiim formiilasyonlarin pH 6l¢limleri,
0. zaman, 2., 3., 4., 5. ve 6. ay analizleri ile elde edilmistir.

Termal Analizleri

SLN formiilasyonlarinin termal analizleri, DSC cihazi kullanilarak, basing
yardimuyla sikica kapatilmis aluminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™" azot gaz1 akis
hiz1, 10°C.dk™ 1s1 artist ile, 30-250°C araliginda aluminyum referansa kars:
gerceklestirilmistir.

X-Isini Kirtmim Analizleri

SLN formiilasyonlarmin XRD analizleri, 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA
akim siddeti ve 2°C.dk’ ilerleme hizinda, Rikagu jeneratér yardimiyla
gerceklestirilmistir.
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Infrared Analizleri

SLN formiilasyonlarmim IR analizleri, 4000-400 cm™ dalgaboyu araliginda, KBr
ile hazirlanan diskleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Niikleer Manyetik Rezonans Analizleri

SLN formiilasyonlarinin bilesimi, yap1 sekli, molekiiller aras1 veya molekiiligi
olas1 degisimleri, 'H-NMR analizi ile, 25°C’de, ¢oziicii olarak dotorokloroform
kullanilarak arastirilmistir.

Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

SLN formiilasyonlarinda CsA miktar tayini, CsA’nin HPLC ile Analitik Miktar
Tayini (Sayfa 38) boliimiinde anlatilan analiz sartlarinda, HPLC yontemi ile
gergeklestirilmistir.

~5 mg tam tarttm1 alinan formiilasyon, 2 mL etanolde agz1 sikica kapali tiiplerde
80°C’de eritilmistir. Eriyik -18°C’ye aniden sogutularak lipitin ¢okmesi
saglanmigtir. Karisim 11000 rpm de 10 dk siire ile santrifiij edilmis ve iistteki
berrak ¢ozelti ayrilarak HPLC ile analizler gerceklestirilmistir. Deney 3 kez
tekrarlanmustir.

Kan Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Kararlihik Calismalar

Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile hazirlanan nanopartikiillerden secilen
iki formiilasyon, oda sicakligi (25°C £1°C), buzdolab1 (4°C +1°C) ve etiivde
(40°C  #1°C) saklanmistir. Formiilasyonlarin kararliliklarinin  incelenmesi
amaciyla, 1, 3 ve 6 aylik siirelerin sonunda, formiilasyonlar iizerinde pargacik
biiytlikliigii, zeta potansiyel, pH ve termal analizler yapilmistir. Ayrica, incelenen
formiilasyonlarin belirtilen ortamlardaki 10 aylik siirelerin sonunda, partikiil
sekilleri, XRD, IR ve NMR incelemeleri de yapilmistir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalar

CsA’nin ME’unu hazirlamak amaciyla yapilan 6n ¢aligmalarda, yagl faz olarak
secilen Bergabest® MCT ve IPM sivi yagi ile YEM olarak Tween” 80, YYEM
olarak da PEG 400 ve IPA’iin kullanildigi ME formiilasyonlar1 gelistirilmistir.

Formiilasyonlar, 25°C £1°C’de ve 1000 rpm karistirma hizi ile (Bergabest® MCT
kullanilan formiilasyonlarda 300 rpm) mekanik karistirict kullanilarak hazirlanmig
ve sistemlerin berraklasma noktalar1 belirlenmistir. [1:1], [1:2] ve [2:1]
YEM/YYEM oranlarinda ve her oran i¢in yedi ayr1 yag/YEM-YYEM
konsantrasyonuna sahip formiilasyonlar hazirlanmis ve olusan ME’lardaki
maddelerin yiizde degerleri belirlenerek iiggen faz diyagramlarinin ¢izimi
gerceklestirilmistir.

On formiilasyon c¢alismalarinda kullanilan iic YEM/YYEM oranma ait {icgen faz
diyagramlar1 milimetrik kagit kullanilarak el ile c¢izilmis ve diyagramlar
yardimiyla, en genis ME alanini olusturan oran bulunmustur. Bu alanin agirlik
merkezinde olusacak formiilasyon ise, EM ve yardimci1 maddelerin eklenecegi ve
kararlilik ¢caligmalarinda kullanilacak olan ME sistemi olarak secilmistir.
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Formiilasyonun Hazirlanisi

EM ve katyonik lipit yagh fazda 50°C’de 1sitilarak ¢oziindiiriilmiis ve karigim oda
sicakligina sogutulmustur. Sogutma sirasinda ¢okme olup olmadigi kontrol
edilmistir. Onceden belirlenen oranlarda YEM ve YYEM yagli faza eklenmistir.
Karisimin, 25°C £1°C sabit sicaklikta, 1000 rpm hizda mekanik karistirict ile
karistirilmasi sirasinda, sisteme damla damla distile su eklenmistir. Sistemin
berraklagmasinin ardindan bulanik oldugu noktaya kadar titrasyona devam edilmis
ve harcanan distile su miktar1 belirlenerek formiilasyonun tutabilecegi en fazla su
miktar1 hesaplanmistir. Belirlenen noktadaki yag, su ve YEM/YYEM miktarlari
ile formiilasyon tekrar hazirlanmistir. Formiilasyonlarin pH degerleri asetik asit
kullanilarak pH 7.4’e ayarlanmistir.

Formiilasyonun Sterilizasyonu

ME formiilasyonu, 0.2 um gozenek ¢apina sahip poliamit yapidaki steril membran
filtre kullanilarak sterilize edilmistir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Ozelliklerine ait Calismalar
Fiziksel Goriiniim

ME formiilasyonlarinin saydam goriiniimlii sistemler olmalar1 nedeni ile,
hazirlanan formiilasyonun saydamligi ve rengi giinisiginda g6z ile kontrol
edilmistir.

Damlacik Biiyiikliigii Analizi

ME formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii 6l¢timii, formiilasyonun iletkenligi
NaCl ile 50 uS’e ayarlanmis distile su igerisinde dispersiyonu hazirlanarak, zeta
potansiyel analiz cihazi ile yapilmustir.

Zeta Potansiyel Analizi

ME formiilasyonunun zeta potansiyel analizi, zeta potansiyel analiz cihazi
yardimiyla, SLN’lerde gerceklestirilen zeta potansiyel analizleri ile ayn1 sekilde
gergeklestirilmistir.

pH Analizi

ME formiilasyonunun pH’s1 7.4’e asetik asit kullanilarak ayarlanmis ve pH-metre
ile 0, 1, 3 ve 6. aylarda Ol¢lilmiistiir.

Reolojik Analiz

Taze hazirlanmis ME’un akis tipinin belirlenmesi amaciyla koni-tabla reometresi
kullanilarak reolojik analiz yapilmistir. 25°C £1°C sabit sicaklikta gerceklestirilen
analize, 200 rpm hizda baslanarak 10 rpm.sn™' hiz artis1 ile 250 rpm’e kadar
cikilmugtr.

Faz Ayrismasi Incelemesi

ME formiilasyonlar1 hazirlaniglarinin ardindan ve kararlilik ¢alismalar siiresince
4000 rpm’de 15 dakika santriflij edilerek formiilasyonda faz ayrigsmasi olup
olmadigi kontrol edilmistir.
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Emiilsiyon Tipinin Tayini

Hazirlanan ME formiilasyonlarinin emiilsiyon tipi dis faz olan distile su ile
seyreltilerek belirlenmis ve kararlilik ¢alismalar siiresince de kontrol edilmistir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonunda Etkin Madde Miktar Tayini

ME formiilasyonlarinin EM miktar tayini, CsA’nin HPLC ile Analitik Miktar
Tayini (Sayfa 38) boliimiinde anlatilan analiz sartlarinda, HPLC yontemi ile
gergeklestirilmistir.

ME formiilasyonundan ~5 mg formiilasyon tam tartilmig, 2 mL etanolde
¢oziindiiriilmiis ve HPLC ile analizi gergeklestirilmistir. Her deney 3 kez
tekrarlanmustir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina ait Kararlilik Calismalart

Hazirlanan formiilasyon oda sicakligi (25°C +1°C), buzdolab1 (4°C +1°C) etiiv
(40°C £1°C) ve iklim dolabinda (40°C £1°C ve % 60 bagil nem) olmak iizere dort
farkli kosulda saklanmigtir. Formiilasyonun kararliliginin incelenmesi amaciyla, 1,
3 ve 6 aylik siirelerin sonunda formiilasyon iizerinde, fiziksel goriiniimii, damlacik
biiylikliigii, zeta potansiyel, pH analizi, reolojik analiz, faz ayrigsmasinin
incelenmesi ve tip tayini ¢calismalar1 yapilmistir.

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalar:

Yapilan 6n calismalarda, polimer olarak Eudragit® RS 100 ve RL 100’in
kullanildigi ¢ok sayida formiilasyon emiilsifikasyon-difiizyon yontemi ile
hazirlanmistir (Pignatello ve ark., 2002a; Guerrero ve ark., 2005; Wang ve ark.,
2006). Yontemde, polimer ve EM etanolde ¢oziindiiriilmekte, ¢dzelti sulu dis faza
eklendiginde polimer-EM-etanol kuasi-emiilsiyonuna dontigmektedir. Etanoliin
ters diflizyonu ve organik ¢oziiciiniin kademeli buharlagmasi polimerin in situ
cokelmesine neden olmakta ve EM igeren matris tipi nanopartikiiller
olusmaktadir. Hazirlanan formiilasyonlarda, parcacik biiyiikliigili, zeta potansiyel
ve pH analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, iki farkli EM-
polimer oranmma ve iki ayr1 EM konsantrasyonuna sahip dort formiilasyon
kararlilik ¢calismalarinda kullanilmak iizere secilmistir.

Formiilasyonlarin Hazirlanist

Formiilasyonlarin hazirlaniginda, EM ve polimer, 2 mL etanol icerisinde oda
sicakliginda ¢oziindiriilmiistiir. Cozelti, % 0.02 [a/h] Tween”® 80 ve % 0.1 [a/h]
BK igeren buz banyosundaki 50 mL distile su icerisine enjektor yardimiyla 0.5
mL.dk" hizla enjekte edilmis ve enjeksiyon sirasinda karisim 20500 rpm hizla
ultraturaks ile karistirllarak PN’ler hazirlanmistir. Formiilasyonlar, diisiik
sicakliklarda bir miiddet saklanmis, daha sonra manyetik karistirict ile 18 saat
karigtirllarak etanol artiklarinin  ortamdan uzaklastirilmasi saglanmigtir. PN
formiilasyonlarinin pH degerlerinin fizyolojik pH’ya yakin olmas1 nedeniyle, (pH:
7.2-7.4) herhangi bir pH ayarlamasi yapilmamustir.

Formiilasyonlarin Sterilizasyonu

PN formiilasyonlari, otoklav sterilizasyonu ile, 121°C’de, 15 dakika siirede
sterilize edilmistir.
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Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Ozelliklerine ait Calismalar
Parcacik Biiyiikliigii Analizleri

Hazirlanan PN formiilasyonlarinin pargacik biiyiikliikleri, iletkenligi NaCl ile 50
uS’e ayarlanmis distile sudaki dispersiyonlarinin zeta potansiyel analiz cihaz ile
analizleri sonucunda elde edilmistir.

Zeta Potansiyel Analizleri

PN formiilasyonlarinin zeta potansiyel analizleri, zeta potansiyel analiz cihazi
yardimiyla, SLN’lerde gergeklestirilen zeta potansiyel analizleri ile benzer sekilde
gergeklestirilmistir.

pH Analizleri

Taze hazirlanan PN formiilasyonlarinin pH degerleri, pH-metre ile 0, 1, 3 ve 6.
aylarda Sl¢iilmiistiir.

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

PN formiilasyonlarinin EM miktar tayini, CsA’nin HPLC ile Analitik Miktar
Tayini (Sayfa 38) boliimiinde anlatilan analiz sartlarinda, HPLC yontemi ile
gerceklestirilmistir.

PN formiilasyonlarindan ~5 mg formiilasyon tam tartilmis, 2 mL etanolde
¢coziindiiriilmiis ve HPLC ile analizi gergeklestirilmistir. Her deney 3 kez
tekrarlanmugtir.

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Kararlihk Calismalart

Emiilsifikasyon-difiizyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlardan segilen dort
formiilasyon, oda sicaklig1 (25°C +1°C), buzdolab1 (4°C £1°C) ve etiivde (40°C
+1°C) saklanmistir. Formiilasyonlarin kararliliklarinin incelenmesi amaciyla 0, 1,
3 ve 6 aylik siirelerin sonunda formiilasyonlar iizerinde pargacik biiytikliigii, zeta
potansiyel ve pH analizleri yapilmistir.

In Vivo Calismalar

Hazirlanan SLN, ME ve PN formiilasyonlarinda gergeklestirilen in vitro analiz
sonuclar1 gz Oniinde tutularak, ii¢c farkl tasiyici sistemden birer formiilasyon in
vivo ¢alismalar igin belirlenmistir. /n vivo galismalar igin segilen ii¢ formiilasyon,
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan gerekli izinler alindiktan
sonra (Ek-1) koyunlara okiiler olarak uygulanmis ve goz sivilarina gegebilen EM
miktarlar1 karsilagtirllmistir. EM’nin biyolojik yarilanma Oomrii goz Oniinde
tutularak son sivi Orneklerinin 48. saatte alinmasi uygun bulunmustur. CsA’nin
normal hepatik fonksiyona sahip kisilerdeki yar1 Oomrii 8-10 saat olarak
belirtilmistir (Chateauvert ve Cote, 1998).

Irritasyonun Belirlenmesi

Hayvanlara formiilasyon uygulanmasinin ardindan gézde olusabilecek irritasyon,
uygulama yapilmayan g6z referans alinarak kontrol edilmistir.

Formiilasyonlarin Géze Uygulanmasi ve Orneklerin Alinmasi

Okiiler biyoyararlanim ¢aligmalar1 igin, yaklasik olarak 30-35 kg agirligindaki
koyunlar kullanilmistir. SLN formiilasyonu, koyunlarin gézlerinden birine 200 puL
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dozda uygulanmis ve diger goze kontrol amacli olarak uygulama yapilmamistir.
Koyunlar 2., 16., 24. ve 48. saatlerde kesime gonderilmis ve sonrasinda her iki
g6z de nester yardimiyla ¢ikartilmistir. Cikarilan gozlerden hiimor akéz ve hiimor
vitrdz sivi Ornekleri enjektdr yardimiyla alinarak, ornekler buzdolabinda (4°C
+1°C) analiz yapilincaya kadar saklanmigtir (Amini ve Ahmadiani, 2003).

SLN formiilasyonu ile ayn1 dozda (200 uL ) ME ve konsantrasyonu dogrultusunda
ayni miktar CsA iceren 100 pL PN formiilasyonu goze uygulanmis ve ayni
sekilde s1v1 6rnekleri alinmastir.

Hiimér Akéz ve Hiimor Vitroz Sivi Orneklerinde Siklosporin A Miktar Tayini

CsA’nin miktar tayininde rekombinant DNA teknolojisi (Henderson, 1987) ile
analiz yapan EIA cihazi kullanilmistir. Yontemde genetik olarak iki inaktif yapiya
ayrilmis olan bakteri kaynakli B-galaktosidaz enzimi kullanilmaktadir.

Analiz sirasinda, ornekteki analit (CsA) B-galaktosidaz enziminin inaktif sekli ile
yarismali olarak antikorun birlesme bolgesine ulagsmaya calismaktadir. Eger
ornekte analit var ise bu madde antikora baglanmakta, inaktif sekiller ise enzim
olusturmak iizere agikta kalmaktadir. Serbest halde kalan inaktif sekillerin aktif
enzim olusturmasi sonucu spektrofotometrik olarak dlgiilebilen bir renk degisimi
gerceklesmektedir. Sonucgta olusan enzim miktar1 ve absorbans degisikligi ile,
ornekteki analit miktar1 saptanabilmektedir (Cyclosporine PLUS Assay, 2006).

Calismada, hiimor akéz ve hiimor vitréz sivi orneklerindeki CsA miktarlar
“CEDIA Cyclosporine Plus Assay” kitleri kullanilarak, EIA cihazi yardimiyla
analiz edilmigstir (Cyclosporine PLUS Assay, 2006).

In vivo galigmalar Osmangazi Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Kevser Erol
denetiminde gergeklestirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

In Vitro Calismalar

Calisilacak Maddeler ile Yapilan Calismalar
Siklosporin A ile Yapilan Calismalar

Termal Analiz

CsA’nin, DSC cihaz1 ile 30-250°C araliginda yapilan termal analizinde, erime
sicakligi 179.86°C olarak bulunmus, termogrami Sekil 7°de sunulmustur.

Sicakhik
mw °C
10,0 |
{1 250
50 |
0.0 } 200
-3.0 | 179,86 °C
-10.0 150
0.0 ) 10 15 20
Zaman [Dakika]

Sekil 7. Siklosporin A’nin Termal Analizine ait Termogram

CsA’nin  termal analizi, SLN formiilasyonlarinin hazirlanmas: sirasinda
uygulanacak yiiksek sicakliktaki davranisini, saklama sartlarindaki kararliligini
belirlemek amaciyla DSC cihazi kullamlarak yapilmistir. Novartis (Istanbul,
Tiirkiye) tarafindan bagislanan maddenin, firma tarafindan gonderilmis
spesifikasyonunda, erime derecesi 148-151°C olarak belirtilmistir.

Erime Derecesi Tayini

CsA’nin erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gergeklestirilen analizlerinde
erime derecesi 182°C bulunmustur.

Maddenin spesifikasyonu ile, her iki yontemde de ortaya ¢ikan erime derecesi
arasindaki farkin nedeni arastirildiginda, maddenin nem ¢ekmesine bagli olarak
erime derecesinde bir artig olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu nedenle, olasi bir
kararsizlik probleminin aydinlatilmast amact ile CsA’nin IR analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen spektrum firma spesifikasyonlarinda belirtilen IR
spektrumu ile karsilastirilmis ve yapisal herhangi bir farklilik gézlenmediginden,
maddenin yalnizca nem ¢ektigine karar verilmistir.

48



X-Isini Kirimim Analizi
CsA’nin XRD profili Sekil 8’de sunulmustur.
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Sekil 8. Siklosporin A’nmin X-Isim Kirimim Profili

Infrared Analizi

CsA’nin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR spektrumu Sekil 9°da
sunulmustur.
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Sekil 9. Siklosporin A’nin infrared Analiz Spektrumu
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Niikleer Manyetik Rezonans Analizi

CsA’nin NMR analizine ait spektrumu Sekil 10’da sunulmustur.

M@Mm L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 380 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Sekil 10. Siklosporin A’nin Niikleer Manyetik Rezonans Analiz Spektrumu

CsA’nin XRD, IR ve NMR yontemleri ile yapisal 6zelliklerinin belirlenmesindeki
amag¢, maddenin formiilasyonlardaki bilesenler ve formiilasyon hazirlama
parametreleri nedeniyle kimyasal bir degisiklige ugrayip ugramayacaginin kontrol
edilebilmesidir. Degerlendirmeler, analiz sonuglar1 referans alinarak yapilmistir.

Siklosporin A’min Yiiksek Basin¢h Stvi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini
Dogrusallik

CsA’nin etanolde hazirlanan 1-10 pg.mL™ konsantrasyonlarina karsilik gelen alan
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye ait dogru
denklemi Sekil 11°de sunulmustur.

Kesinlik

Yapilan analizler ile elde edilen sonuclar formiiller yardimiyla degerlendirilerek
yontemin RSD (Rolatif Standart Sapma) degerleri hesaplanmis ve sonuglari
Cizelge 5’te sunulmustur.
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Cizelge 5. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Yonteminin
Kesinlik Sonuclar1 (RSD)

Giin-i¢ci ve Giinler-Arasi

CsA Konsantrasyonu (pg.mL™) Giin-i¢i + SH Giinler-Arasi+ SH
2 4.47 £0.07 15.24 +£0.05
6 2.02 £0.03 10.11 £0.02
10 3.90 £0.01 7.02 £0.01
k=3, n=6, SH: Standart hata
,00
350000,00 |
300000,00 -
250000,00 -
E 200000,00 -
-
150000,00 -
100000,00 -
50000,00 -
0,00 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CsA Konsantrasyonu [ug.mL'l]

Sekil 11. Siklosporin A’nin Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi Standart Egrisi (n=6)

[Dikey bar= Standart Hata (SH)]

[Dogru Denklemi: y=37828.88x-20286.13, r= 0.997, Egim= 37828.88+ 837.36,
Egimin % 95 Giiven Arahgi= 36283.53--39688.25, Y Ekseni Kesim Noktasi=
-20286.13+ 5195.65, Y Ekseni Kesim Noktasinin % 95 Giiven Arahgi= (-30688.35)

- (-9883.92)]
Dogruluk

Dogruluk ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar ve dogru denklemi yardimi ile CsA

miktarlart  hesaplanmis, eklenen CsA miktarlar
karsilastirilarak Cizelge 6’da sunulmustur.

ile bulunan degerler

Cizelge 6. Siklosporin A’nin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Yontemi ile Elde Edilen

Dogruluk Degerleri
Eklenen CsA Bulunan CsA Konsantrasyonu Geri Kazanilan CsA
Konsantrasyonu +SH Konsantrasyonu
(ng.mL™) (rg-mL") [%]
6.00 5.54 £0.03 92.33 £0.02
5.00 5.46 +£0.01 109.20 £0.01
5.25 5.43 £0.07 103.43 £0.03

n=6, SH: Standart hata
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Duyarhlik

Esitlik 3 kullanilarak hesaplanan LOD degeri 0.453 pg.mL’, Esitlik 4
kullanilarak hesaplanan LOQ degeri ise 1.373 pg.mL™ olarak bulunmustur.

Secicilik
Calismada, EM icermeyen formiilasyonlar ile EM igeren formiilasyonlar analiz
edilerek  sistemin  seciciligi  belirlenmeye  calisilmigtir.  Hazirlanan

formiilasyonlarin HPLC segicilik analiz kromatogramlari Sekil 12-16’da
sunulmustur.

Analitik c¢alismalarda, yontemin belirli bir madde igin segici oldugunun
kanitlanmas1 ve safsizliklarin belirlenebilmesi amaciyla segicilik analizi mutlaka
yapilmalidir (ICH, 1996).

Gergeklestirilen HPLC analiz kromatogramlarinda EM igermeyen plasebo
formiilasyonlarda herhangi bir pik goriilmezken, EM iceren formiilasyonlarda
CsA kolaylikla belirlenmistir. Formiilasyonda kullanilan diger yardimci
maddelerden sistemin etkilenmemesi ile yontemin CsA igin segici oldugu
goriilmiistiir.
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Sekil 12. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun

Yiiksek Basin¢gh Sivi Kromatografisi
(BOS= EM Icermeyen Formiilasyon)
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Secicilik  Analizi

Kromatogramlari
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Sekil 13. Dynasan 116° ile Hazirlanan Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Yiiksek

Basingh Sivi Kromatografisi Secicilik Analizi Kromatogramlari (BOS= EM
Icermeyen Formiilasyon)
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Sekil 14. Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Secicilik
Analizi Kromatogramlar1 (BOS= EM icermeyen Formiilasyon)
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Sekil 15. % 0.1 Etkin Madde Konsantrasyonuna Sahip Polimerik Nanopartikiil
Formiilasyonlarmin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Secicilik Analizi

Kromatogramlar: (PN1: EM/P Oram [1:1], PN2: EM/P Orani [1:3]; BOS= EM
Icermeyen Formiilasyon)
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Sekil 16. % 0.2 Etkin Madde Konsantrasyonuna Sahip Polimerik Nanopartikiil
Formiilasyonlarimin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Secicilik Analizi
Kromatogramlar: (PN3: EM/P Oram [1:1], PN4: EM/P Orami [1:3]; BOS= EM
Icermeyen Formiilasyon)
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Dynasan® 116 ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

Dynasan® 116 nin DSC ile 30-250°C araliginda yapilan termal analizinde, erime
sicakligl 63.61°C olarak bulunmus, termogrami Sekil 17°de sunulmustur.
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Sekil 17. Dynasan® 116’min Termal Analizine ait Termogram

Erime Derecesi Tayini

Dynasan® 116’min erime derecesi tayin cihazi kullamlarak gerceklestirilen
analizlerinde erime derecesi 63°C bulunmustur.Erime derecesi tayin cihazi ile
bulunan erime derecesi, DSC analiz verilerini destekler nitelikte olmustur. Ayrica,
Dynasan® 116’nin bu calismada bulunan erime derecesi sonuglari, literatiir
bilgileri ile paralellik gostermistir (Sieckmann ve Westesen, 1996; Westesen ve
Siekmann, 1997; Olbrich ve ark.,2002).

X-Isini Kirimim Analizi
Dynasan® 116’mn XRD profili Sekil 18°de sunulmustur.
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Sekil 18. Dynasan® 116’min X-Isim1 Kirimim Profili
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Dynasan® 116’nin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak gerceklestirilen IR
analizine ait spektrum Sekil 19’da sunulmustur.
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Sekil 19. Dynasan® 116’nin Infrared Analiz Spektrumu
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Niikleer Manyetik Rezonans Analizi

Dynasan® 116’nin NMR analizine ait spektrum Sekil 20°de sunulmustur.
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Sekil 20. Dynasan® 116’nin Niikleer Manyetik Rezonans Analiz Spektrumu

Olusturulacak SLN formiilasyonlarinda, saklama siiresince olusabilecek olasi
degisikliklerin belirlenebilmesinde referans olarak kullamlmak iizere, Dynasan®™
116°’nin da CsA gibi yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla,
maddenin XRD, IR ve NMR analizleri gerceklestirilmis ve formiilasyonlarin
kararlilik  c¢alismalar1 siiresince olusabilecek  olasi degisikliklerin
belirlenebilmesinde referans olarak kullanilmigtir.

Compritol® 888 ATO ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

Compritol® 888 ATO’nun DSC ile gergeklestirilen termal analizinde erime
sicaklig1 72.47°C olarak belirlenmis, termogrami Sekil 21°de sunulmustur.

Erime Derecesi Tayini

Comprito]l® 888 ATO nun erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gergeklestirilen
analizinde erime derecesi 73°C bulunmustur.

Compritol® 888 ATO’nun erime derecesi tayin cihazi ile bulunan erime derecesi,
DSC analiz verilerini destekler nitelikte olmustur.
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Sekil 21. Compritol® 888 ATO’nun Termal Analizine ait Termogram

X-Isini Kirtmim Analizi
Comprito]l® 888 ATO’nun XRD profili Sekil 22’de sunulmustur.
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Sekil 22. Compritol® 888 ATO’nun X-Isim1 Kirimim Profili
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Infrared Analizi

Comprito]l® 888 ATO’nun KBr ile hazirlanan diski kullamlarak gergeklestirilen IR
analizine ait spektrum Sekil 23’de sunulmustur.
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Sekil 23. Compritol® 888 ATO’nun Infrared Analiz Spektrumu

Niikleer Manyetik Rezonans Analizi
Comprito]l® 888 ATO’nun NMR analizine ait spektrumu Sekil 24°de sunulmustur.

Compritol® 888 ATO’nun yapisal analizi i¢cin XRD, IR ve NMR analizleri
gergeklestirilmistir.  Sonuglar  kararlilik  ¢aligmalarinda  referans  olarak
kullanilmustir.

Eudragit® RS 100 ile Yapilan Calismalar
Termal Analiz

Eudragit® RS 100’iin DSC ile gerceklestirilen termal analizine ait termogram
Sekil 25°de sunulmustur.
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Sekil 24. Compritol® 888 ATO’nun Niikleer Manyetik Rezonans Analiz Spektrumu
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Sekil 25. Eudragit® RS 100’iin Termal Analizine ait Termogram

PN’lerde 6n formiilasyonlarin degerlendirilmesi sonucunda ¢eper maddesi olarak
belirlenen Eudragit® RS 100’iin DSC ile gergeklestirilen termal analizinde, erime
piki elde edilememis ve maddenin dekompoze oldugu goriilmiistiir. PN’lerin
hazirlanmasinda oda sicakliginda calisilacagi ve madde etanolde ¢oziindiiriilecegi
icin ¢eper maddesi degistirilmemis ve PN’ler Eudragit® RS 100 ile hazirlanmistir.
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Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalar

On formiilasyon ¢alismalarinda, kati lipit olarak Gelucire® 44/14, ile soya ve PEG
400’iin YEM olarak kullanildig: plasebo (bos) formiilasyonlar hazirlanmis, ancak
formiilasyon oda sicakligina sogutuldugunda pargaciklar olugsmamig ve sistem
neredeyse berrak bir hal almistir.

Literatiirde, Gelucire® 44/14’in daha ¢ok biyoyararlammi ve ¢oziniirligi
arttirmak amaciyla kullanildigi belirtilmistir (He ve ark., 2005). Bu nedenle
Gelucire” grubu diger lipitlerle de formiilasyonlar hazirlanmistir. Olusturulan
sistemlerin parcacik biylikliikk analizlerinde, artan hidrofilik-lipofilik denge
(HLB) degeri ile baglantili olarak parcacik biiyiikliigiiniin ufaldig1 tespit
edilmistir. S$6yle ki; Gelucire® 33/01 ile 2.479 pm, Gelucire® 53/10 ile 0.193 pum,
Gelucire® 50/13 ile ise 0.181 pm ortalama pargacik biyiikliigine sahip
formiilasyonlar elde edilmis ve en uygun formiilasyon Gelucire® 53/10 ile
hazirlanan formiilasyon olmustur.

Gelucire® grubu lipitler ile kontrollii salim sistemlerinin hazirlanmasinda daha
cok Gelucire® 50/13iin tercih edildigi belirtilmistir (Cavallari ve ark., 2005).
Calismalarda kullanilabilecek Gelucire® 50/13iin iiretiminin durdurulmasi nedeni
ile yeni kat1 lipit arayigina gidilmistir.

Dynasan® 116 ile soya ve PEG 400 kullamlarak yeni formiilasyon denemeleri
yapilmig, ancak yine istenilen pargacik biyiikligiine sahip formiilasyonlar
olusturulamamistir. Bu ¢alismada elde edilen formiilasyonlardaki pargacik
biiylikliigii ~10 um olarak Ol¢lilmiistiir. Pargaciklarin 10 pm’den kii¢iik olmasi,
hassas g6z dokularinda iritasyona neden olmamasi ve her defada uygulanan EM
miktarinin esit olmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Hecht ve ark., 1996).
Okiiler poliester nanokapsiillerin hazirlandig: bir ¢calismada, 200-250 nm parcacik
biiylikliigiine sahip partikiiller hazirlanmistir (Calvo ve ark., 1996). Calismada
hedefledigimiz 200 nm’den oldukc¢a biiylik parcaciklarin olusma nedeni olarak,
YEM’lerin  yeterince etkili olamayis1  disiiniilerek, YEM’ler farkli
konsantrasyonlarda denenmis ancak artan soya miktarina bagli olarak sistemin
viskozitesinin arttig1 gozlenmistir. Goz damlasi olarak uygulanmasi diisiiniilen
olas1 formiilasyon icin, daha diisiik viskoziteye sahip, akic1 formiilasyonlar elde
edilmek istenmektedir; bu nedenle, soya’nin hazirlanacak sistemler i¢in uygun
YEM olmadig: kararina varilmistir. PEG 400 ile yapilan ¢aligmalarda da homojen
sistemler elde edilemediginden, YEM olarak kullanilmamasina karar verilmistir.

Tween” 80 YEM’si ile Dynasan” 116 ve Compritol® 888 ATO lipitlerinin farkl
konsantrasyonlardaki karisimlart denenmis ve ufak parcacik biiytikliigline sahip
homojen sistemler olusmustur. Pargacik biiytlikliigli analizi sonuglarina gore, % 6
lipit (Dynasan® 116 veya Compritol® 888 ATO) ve % 4 YEM (Tween” 80)
konsantrasyonu ile kararli formiilasyonlar hazirlanabilecegi belirlenmistir.

Yapilan pek ¢ok calismada da kullanilarak giivenilirligi kamtlanms Tween® 80
(Zimmermann ve Miiller, 2001; Lallemand ve ark., 2003) SLN formiilasyonlar1
icin YEM olarak belirlenmistir.

Formiilasyonlara eklenecek CsA’nin konsantrasyonu, % 0.1 olarak belirlenmistir.
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Sisteme eklenecek EM’nin konsantrasyonu, daha onceden yapilan c¢aligsmalar
degerlendirilerek belirlenmistir (Toshida ve ark., 1998; Lallemand ve ark., 2003).

Tavsanlarla yapilan bir ¢alismada, CsA % 0.01, % 0.03, % 0.1’lik
konsantrasyonlarda kullanilmis ve olusturdugu goézyasi hacmi Schirmer gdzyast
test bantlar1 kullanilarak Olciilmiistiir (Toshida ve ark., 1998). Kuru goz
hastaligmin  tedavisinde kullanilan CsA’nin % 0.1’lik  konsantrasyonu,
uygulamanin ardindan gézyast miktarini kayda deger sekilde arttirmig ve 5. saatin
sonunda da etki en yiiksek diizeye ¢ikmistir (Toshida ve ark., 1998).

Sisteme eklenecek CsA’nin kullanilacak konsantrasyonu belirlendikten sonra,
SLN’lere katyonik yiik kazandirmak amaciyla katyonik lipit olan OA % 0.5-1
araliginda farkli konsantrasyonlarda formiilasyonlara eklenmistir. Kullanilan
konsantrasyonda parcacik biiyiikliigiinde artisa neden olmustur. Artisin nedeni
olarak, kati lipitlerin negatif olan yiiklerini kullanilan konsantrasyonlardaki
katyonik lipitin yeterince pozitif yone kaydirmadigi sonucu ortaya ¢ikmistir. Daha
sonra % 1-2 araliginda farkli konsantrasyonlarda denenen ve formiilasyonlardaki
etkinligi, zeta potansiyel ve pargacik biiyiiklik analiz sonuglari ile birlikte
degerlendirilen  katyonik  lipit, % 1.5 konsantrasyonda kullanildig:
formiilasyonlarda yiiksek potansiyellerin yanisira ufak pargacik biiyiikliiklerinin
(~300 nm) elde edilmesini saglamis ve katyonik lipit i¢in uygun konsantrasyon %
1.5 olarak belirlenmistir.

Emiilsiyonlar ile yapilan bir ¢alismada, katyonik yiike sahip formiilasyonun
anyonik lipit emiilsiyonuna kiyasla okiiler biyoyararlanimi arttirdig: belirlenmistir
(Tamilvanan ve ark., 2001, Tamilvanan ve Benita, 2004). Asiklovir igeren
lipozom formiilasyonlar1 ile yapilan bir calismada da, katyonik yilike sahip
lipozomlarin okiiler penetrasyonlar1 negatif yiike sahip ve serbest asiklovire gore
daha yiiksek olmustur (Law ve ark., 2000).

Katyonik yiikke sahip SLN formiilasyonlarinin hazirlanmasi ile okiiler
biyoyararlanimin ve formiilasyonlarin goézde kalis siirelerinin uzatilmasi
amaglanmistir.

Koruyucu ve penetrasyon arttirict olarak segilen BK, diger caligmalara benzer
olarak, % 0.01 konsantrasyonunda tiim formiilasyonlara eklenmistir (Hecht ve
ark., 1996).

Okiiler sistemlerde simirlt sayida koruyucu madde kullanilabilmektedir. BK,
Polyquad®, tiyomersal, metil ve propil paraben, feniletanol, klorhekzidin ve
poliaminopropil biguanid, giivenli ve etkili koruyucular olarak belirlenmistir
(Hecht ve ark., 1996). Bu maddeler icersinden en sik kullanilan BK, hizli ve
yiiksek etki gosteren, milkemmel kimyasal kararliliga sahip koruyucu olarak
tanimlanmaktadir. Genis pH araliginda kararli, yiliksek sicakliklarda bozunmayan
bir yapiya sahiptir ve katyoniktir. BK, bazi durumlarda, koruyucu etkinin
arttirilmasi amaci ile selat yapici ajan olan etilendiamintetra asetik asit (EDTA) ile
birlikte kullanilmaktadir. BK’iin okiiler dokulara gecisi smirli degerlerdedir,
ancak EM’lerin okiiler penetrasyonunu arttirdigi belirtilmektedir (Hecht ve ark.,
1996).

Yukarida belirtilen o6zellikleri goz Oniine alinarak, formiilasyon bilesimine
koruyucu ve penetrasyon arttirict madde olarak BK secilmistir. BK, goz
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damlalarinda % 0.004-0.02 araliginda, genellikle % 0.01 oraninda
kullanilmaktadir (Hecht ve ark., 1996). Bu calismada da, BK tiim formiilasyonlara
% 0.01’lik konsantrasyonda eklenmistir.

Sonug olarak, hazirlanan 6n formiilasyonlarda, oncelikli olarak elde edilmeye
calisilan yiiksek zeta potansiyel ve diisiik parcacik biiyilikligli degerlerine
ulasilmustir.

Gergeklestirilen 6n formiilasyon calismalari sonucunda, kararlilik ve okiiler
biyoyararlanim c¢alismalarinda kullanilmak tizere iki formiilasyon secilmistir.
Secilen formiilasyonlarin igerikleri Cizelge 7°de sunulmustur.

Cizelge 7. Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kod ve Bilesenleri

KOD Dynasan® 116 Compritol” 888 ATO | CsA | OA | BK | Tween®80

FC4 6.00 0.10 | 1.50 | 0.01 4.00

FD4 6.00 - 0.10 | 1.50 | 0.01 4.00

Tiim degerler % agirhigi [a/a] ifade etmektedir

Formiilasyonlarinin Hazirlanisi

On formiilasyon calismalarinda belirlenen bilesen ve oranlara sahip
formiilasyonlar, SLN Hazirlanma Yontemleri (Sayfa 14)’de anlatilan sekilde
“yiiksek devirli homojenizasyon yontemi” ile hazirlanmistir. Kullanilan yontem
ve katyonik lipitin yardimiyla nanometre boyutunda parcaciklar elde edilmis ve
parcacik biiyiikliiglinlin ufaltilmasina yonelik ek iglemlere (yliksek basingli sicak
homojenizasyon gibi) gerek kalmamistir. Formiilasyonlar daha sonra 1 mL’lik
renkli steril ampullere doldurularak, ampuller sterilizasyon i¢in kapatilmigtir.

SLN sistemleri temel olarak, sicak homojenizasyon yontemine gore hazirlanmigtir
(Miiller ve Bohm, 1998;). Lipit, erime derecesinin yaklasik 10°C {izerine 1sitilmus,
EM ve katyonik madde lipitte ¢oziindiiriilerek, BK lipit ¢ozeltisi ile aym
sicakliktaki YEM c¢ozeltisine eklenerek yiliksek devirde yine ayni sicaklikta 5
dakika karigtirilmistir. Sistem kendi haline birakilarak oda sicakligina yavas yavas
sogutulmustur. Laboratuarimizda bulunan APV-2000 model yiiksek basinglt
homojenizatoriin istenilen sicaklikta (lipitlerin erime derecelerinden 5°C-10°C
yiiksek sicaklik) calismaya imkan vermemesi nedeniyle formiilasyonlar oda
sicakligina soguduktan sonra homojenize edilmistir. Yapilan pargacik biiytikliik
analizlerinde, yliksek basin¢li homojenizator ile homojenize edilen sistemler ile
homojenize edilmeyen sistemlerin parcacik biiytikliikleri arasinda kayda deger bir
fark gozlenmemistir. Katyonik lipitin olusturdugu yiiksek zeta potansiyel
degerleri yardimiyla ufak parcaciklar ve diisiik polidisperslik indisi PI
olusturulabilmistir.

Yiiksek basin¢li homojenizator ile yapilan homojenizasyon iglemi sirasinda akisin
devamliliginin saglanmasi amaciyla, sistem su ile galistirilirken formiilasyon suya
eklenmektedir. Formiilasyonlarin su ile seyrelmesine yol acan bu sartlarda EM
kaybinin 6nlenmesi amaciyla ve pargacik biiytikliigiindeki diisiik fark géz oniinde
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tutularak, yiiksek basingli homojenizasyon basamagi ortadan kaldirilmis ve
sistemler yiiksek devirli homojenizasyon teknigi ile hazirlanmistir.

Formiilasyonlarin Sterilizasyonu

Okiiler amagla hazirlanmis formiilasyonlarin steril olmasi gerekliligi ile SLN
formiilasyonlar1 hazirlanmalarin1 takiben 1 mL’lik steril renkli ampullere
doldurulmus, ampuller kapatilmis ve 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda
sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi sirasinda otoklavin sterilizasyon
sicakligina ulasip ulasmadigi otoklav bantlar1 kullanilarak kontrol edilmistir.

SLN’lerin sterilizasyonunda, otoklav sterilizasyonu basta olmak lizere, slizme, y-
isinlart ile sterilizasyon veya aseptik sartlarda hazirlama gibi yOntemler
kullanilmaktadir (Manjunath ve ark., 2005). Otoklav ile sterilizasyon yonteminin
kullanilacag1 formiilasyonlarda YEM se¢imine dikkat edilmelidir. Yapilan
caligmalar, yas 1s1 ile sterilizasyon sonrasi par¢acik biiytikliigiinde ¢ok az da olsa
bir artis oldugunu gostermistir (Mehnert ve Méder, 2001). Poloxamer™ 188 ile
kararli hale getirilen Compritol® 888 ATO ile hazirlanmig SLN’lerin pargacik
biiylikliiklerinde gdzlenen artisa neden olarak, sterilizasyon sicakligi ile
polimerlerin kritik flokiilasyon sicakliklarinin ¢ok yakin olmasi gosterilmistir. Bu
nedenle, Poloxamer” serilerinin kullanildig1 formiilasyonlarin yas 1s1 ile sterilize
edilmemeleri veya sterilizasyon sicakliginin azaltilmast (6rn. 110°C) ve buna
bagl olarak sterilizasyon siiresinin uzatilmasi gerekmektedir (Miiller ve ark.,
2000b; Mehnert ve Maider, 2001). Ayrica, yas 1s1 ile sterilizasyonda, bu tip
YEM’ler etilen glikol baglarindan su kaybina ugramakta ve bunun sonucunda
koruyucu tabakanin kalinlig1 azalmaktadir (Mehnert ve Méder, 2001). Ek olarak,
erimis lipitin kristale donilismesi sirasinda, pargacik yilizeyinde artisa (Heiati ve
ark., 1998) ve hapsedilme oraninda azalmaya neden olarak, kararlilik
problemlerini arttirdigi da belirtilmistir (Mehnert ve Méder, 2001). Filtrasyon ile
sterilizasyon yontemi ancak 200 nm’den kiiciik partikiiller igeren sistemler igin
uygun bir yontem olmaktadir. Bu calismada hazirlanan formiilasyonlarda
ortalama pargacik biiylkligiinin 200 nm’den biiylik olmast nedeniyle,
sterilizasyon yontemi olarak filtrasyon tercih edilmemistir. Isinlar ile sterilizasyon
yonteminde ise, daha Onceki caligmalarda, poliester nanopartikiillerinde
flokiilasyona neden olmasinin fiziksel kararlilig1 etkileyebilecegi endisesini ortaya
cikarmistir (Schwarz ve ark., 1994).

Kat Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Ozelliklerine ait Calismalar
Parcacik Sekli Analizleri

SLN’lerin SEM goriintiileri Sekil 26°’da, TEM goriintiileri ise Sekil 27°de
sunulmustur.

SEM ve TEM analizleri nanopartikiillerin liyofilizasyonunun ardindan
gergeklestirilmistir.
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Sekil 26. Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Taramal Elektron Mikroskobu
Goriintiileri (a: FC4-BOS; b: FD4-BOS, c: FC4, d: FD4, e: FC4-25°C-10. Ay; f:
FD4-25°C-10. Ay; x500 Goriintiileri)

SEM analizleri sonucunda parcaciklarin sekilleri ve biiyiikliikleri hakkinda
aciklayici bilgilere ulagilamamustir. Yapilarin ¢ok kiiclik olmasia bagli olarak,
altin ile kaplanmalar1 ve analiz sirasinda artan sicaklik nedeniyle erimeleri
sonucunda, SEM ile elde edilen sekil ve biiytlikliikteki parcaciklar goriilememistir.
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Sekil 27. Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarmin Gec¢irimli Elektron Mikroskobu
Goriintiileri [a: FC4 x4200; b: FC4-25°C-10 Ay x4200; c: FD4 x4200; FD4-25°C-
10 Ay x16500]

TEM analizinde ise, bazi agregatlarin olmasina karsin, parcaciklarin sekil ve ~250
nm olan biyiklikleri 100-400 nm’lik olcekler yardimiyla agikca
goriilebilmektedir.

Parcacik Biiyiikliigii Analizleri

SLN formiilasyonlarinin ortalama parcgacik biiyiikliikleri, hem hazirlanmalarini
takiben hem de 6 aylik kararlilik calismalar siiresince zeta potansiyel analiz
cihazi yardimiyla Ol¢ililmiistiir. Bu calismalara ait bulgular Sekil 28-29’da
verilmigtir.
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Sekil 28. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kati Lipit Nanopartikiill Formiilasyonunun
Parcacik Biiyiikliik Bulgular: (n=3) [Dikey bar: Standart Hata (SH)]
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Sekil 29. Dynasan 116® ile Hazirlanan Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Par¢acik
Biiyiikliik Bulgular1 (n=3) [Dikey bar: SH]

Parcacik biiyiikliik ve dagilimi, kolloidal tasiyici sistemlerin fizikokimyasal
ozelliklerini belirlemede kullanilan en 6nemli veri olarak tanimlanmaktadir (Ahlin
ve ark., 1998). Noniyonik YEM’ler ile hazirlanan formiilasyonlarin parcacik
biiyiikliikleri, iyonik YEM’ler ile hazirlanan formiilasyonlardan daha yiiksek
degerler almaktadir (Manjunath ve ark., 2005).

Parcacik biiyiikliik verileri ile birlikte elde edilen polidisperslik indisi (PI) verileri
de, ayrica, parcacik boyutu dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Parcacik boyutu
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dagiliminin genisligini 0-1 arasinda degerler alarak gosteren PI tek tip yani
homojen bir dagilimda 0-0.5 aralifinda degerler almaktadir (Ahlin ve ark., 1998;
Dingler ve ark., 1999).

Bu ¢alismada 25°C +1°C, 40°C +1°C ve 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonlarin
kararliliklari, parcacik biiyiikliiklerindeki degisimlere bagli olarak 6 ay siiresince
incelenmistir. Compritol® 888 ATO ile hazirlanan FC4 formiilasyonlar ile
Dynasan” 116 ile hazirlanan FD4 formiilasyonlari kararliliklarmi saklama
stiresince korumuslardir. FC4 formiilasyonunun hazirlanmasimi takiben, zeta
potansiyel analiz cihazi ile gergeklestirilen analizinde parcacik biytkligi 311
+0.76 nm (PI= 0.513+0.006) olarak bulunmustur. Kararlilik ¢aligmalarinin 6.
ayinda parcacik biiytikligi, 25°C +£1°C’de saklanan formiilasyonun 254 £0.88 nm
(PI= 0.467+0.012), 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonun 345 +1.45 nm (PI=
0.519+0.004), 4°C +1°C’de saklanan formiilasyonun ise 343 +6.56 nm (Pl=
0.495+0.004) olarak belirlenmistir. FD4 formiilasyonunun hazirlanmasini takiben
261+0.58 nm (PI= 0.224+0.013) olarak analiz edilen pargacik biiytkliigii ise 6.
aym sonunda, 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda 248 +0.33 nm (PI= 0.254
+0.001), 40°C +£1°C’de saklanan formiilasyonda 213 +0.88 nm (PI= 0.153
+0.001), 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 257 +0.07 nm (PI= 0.210 £0.012)
olarak belirlenmis ve formiilasyonlarin kararliliklarin1 6 aylik saklama siiresince
koruduklar1 belirlenmistir.

Zeta Potansiyel Analizleri

SLN formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri, hem hazirlanmalarimi takiben hem de
6 aylik kararlilik ¢aligmalar1 siiresince zeta potansiyel analiz cihazi yardimiyla
belirlenmistir (Sekil 30 ve 31).
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Sekil 30. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun
Zeta Potansiyel Analiz Sonuc¢lar:1 (n=3) [Dikey bar: SH]
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Sekil 31. Dynasan 116® ile Hazirlanan Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Zeta
Potansiyel Analiz Sonuclar1 (n=3) [Dikey bar: SH]

Calismada gergeklestirilen analizler sonucunda, farkli sicakliklarda saklanan
formiilasyonlarin  kararliliklarim1 6 aylik saklama siiresince korudugu
belirlenmistir. FC4 formiilasyonunun hazirlanmasini takiben analiz edilen zeta
potansiyel degeri 45.00 mV olarak belirlenmis, 6. ayin sonunda, 25°C +1°C’de
saklanan formiilasyonda 42.00 +0.20 mV, 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
44.80 +£0.07 mV ve 4°C #£1°C’de saklanan formiilasyonda 46.30 +0.17 mV
bulunmustur. FD4 formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan analiz edilen
elektriksel iletkenligi 42.00 +£0.20 mV olarak bulunmus ve 6. aym sonunda, 25°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 50.30 +0.78 mV, 40°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 44.30 £0.03 mV ve 4°C +1°C’de saklanan formiilasyonda ise
47.20 £0.09 mV olarak belirlenmistir.

SLN formiilasyonlarinin  kararliligim1  belirlemede, formiilasyonlarin zeta
potansiyellerinde zamana bagl olusan degisim kullanilan bir diger veridir (Miiller
ve ark.,, 2000b; Mehnert ve Madder, 2001). Siispansiyonlarda parcaciklar
arasindaki Van der Waals kuvvetleri, lipofilik pargaciklar arasindaki hidrofobik
etkilesmeler ve ara ylizeyin azalmasi nedeniyle agregasyon olusabilmektedir
(Miiller ve Heinemann, 1993).

Yapilan birgok c¢alisma referans alinarak, bu c¢alismadaki analizlerde,
formiilasyonlar NaCl ile iletkenligi 50 uS’e ayarlanmis distile su igerisinde
disperse edilerek olgiimler gerceklestirilmistir (Schwarz ve ark., 1994; Jenning ve
ark.,1998).

pH Analizleri

SLN formiilasyonlarinin HCl ile 7.2’ye ayarlanan pH degerleri, 6 aylik kararlilik
calismalari stiresince pH metre ile 6l¢iilmiis ve sonuclar Cizelge 8’de verilmistir.
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Cizelge 8. Kati1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kararhhk Cahsmalarma ait pH

Sonuglari
Formiilasyon pH £SH
Kodu ve
Saklama Zaman (ay)
Sicakhg 0 2 3 4 5 6

FC4-25°C 7.20+0.00 | 4.74+0.00 | 4.46+£0.01 | 4.40+0.01 | 4.25+0.00 | 4.12+0.01

FC4-40°C 7.20+0.00 | 3.81+0.01 | 3.61+0.01 | 3.49+0.02 | 3.32+0.01 | 3.27+0.02

FC4-4°C 7.20+0.00 | 4.88+.0.01 | 4.96+0.00 | 4.95+0.01 | 4.97+0.01 | 4.83 +£0.02

FD4-25°C 7.20+0.00 | 4.23£0.00 | 4.05+0.02 | 3.95+0.00 | 3.73+0.02 | 3.63 £0.01

FD4-40°C 7.20+0.00 | 3.42+0.02 | 3.24+0.01 | 3.14+0.01 | 3.03+£0.01 | 2.95+0.02

FD4-4°C 7.2040.00 | 4.69+0.01 | 4.75+0.00 | 4.85+0.02 | 4.77+0.01 | 4.51 +£0.01

n=3, SH: Standart hata

Okiiler sistemlerde pH degisimlerinin incelendigi bir ¢alismada, CsA igeren
pozitif yiikli ME’larda formiilasyonlarin baslangic pH degerleri HCI ile 7’ye
ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir (Tamilvanan ve ark.,
2001). Sterilizasyonun ardindan pH degerleri azalarak, 3-5 aralifinda degerler
almistir. pH’daki diigmenin nedeni, YEM olarak kullanilan Lipoid® E 80’in
oksidasyonunun yiiksek sicakligin etkisi ile artmasi ve serbest yag asitlerinin
olusmasina baglanmistir. Serbest yag asitleri, trigliseritlerin mono- ve
digliseritlere hidrolizi ile de olusmaktadir; ancak uzun zincirli trigliseritler
diisiiniildiiginde, YEM’nin hidrolizi daha hizli olusmaktadir. pH’daki diisme, film
yapict maddelerin iyonizasyon derecelerini etkilemeyerek zeta potansiyellerinde
bir degisiklige neden olmamistir (Tamilvanan ve ark., 2001).

Bu calismada, pH degerlerindeki diismeye karsin, zeta potansiyelde ve parcacik
biiytlikliigiinde kayda deger bir degisiklik olusmadig1 goz onilinde bulundurularak,
ilk olarak pH degisiminin yukarida belirtildigi sekilde YEM nin otoklavda maruz
kaldig1 yiiksek sicaklik nedeniyle maddenin oksidasyonuna bagli olarak
gerceklestigi diistinlilmiistiir. Ancak, SLN’lerin otoklav sterilizasyonu yapilmayan
orneklerinin pH degerlerinde de biiylik diigmeler goriilmesi, oksidasyonun
nedeninin otoklavda maruz kalinan sicaklik olarak degerlendirilmesinin hatali
oldugunu gostermistir. Ayrica, otoklav ile sterilize edilen PN siispansiyonlarinin
pH degerlerine (>5.72) bakildiginda, SLN’lerdeki kadar fazla diisme olmadigi
saptanmistir. Aynt YEM’nin kullanildig: sistemler arasinda goriilen bu farklilik,
YEM’nin olas1 oksidasyonuna ek olarak, SLN’lerde kullanilan kati lipitlerin
ve/veya katyonik lipitin de oksidasyona ugramasi sonucunda pH degerlerinde kisa
stirede bu derece biiylik diismenin olabilecegi olasiligini diistindiirmektedir.

Kat1 lipitlerin XRD, IR ve NMR ile gerceklestirilen yap1 analizlerinde, saf lipite
kiyasla formiilasyonlarda herhangi bir degisikligin olmamas1 lipitlerin
oksidasyonu fikrini ortadan kaldirmaktadir. Hazirlama sekilleri ve kullanilan
maddeler agisindan iki sistem arasindaki farklar géz oniinde bulunduruldugunda,
PN siispansiyonlarinin pozitif yiikleri nedeniyle formiilasyonlara eklenmeyen
OA’in de okside olabilme olasiliginin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Ayrica, PN’lerde, baslangi¢ pH’larinin fizyolojik pH’ya yakin olmasi nedeniyle
herhangi bir ayarlama yapilmamis, dolayis1 ile HCI kullanilmamigtir. Bu nedenle,
SLN’lerde pH ayarlayici madde olarak kullanilan HCl’in etkisiyle, YEM veya
diger maddelerin okside olma olasiliginin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bazi durumlarda, disik pH’nin pargaciklarin agregasyonu iizerindeki etkisinin
elektrolit konsantrasyonunun etkisinden daha fazla oldugu belirtilmistir
(Zimmermann ve Miiller, 2001). pH’daki azalma ortamdaki protonlarin artmasina
sebep olmakta ve boylece parcaciklarin yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin proton
kaybetmelerine engel olmaktadir. Boylece, zeta potansiyel azalmakta ve “sifir
noktasi’ndan” sonra arti yone dogru artmaktadir. pH’daki azalma -elektrolit
konsantrasyonunun artmasina neden olmakta ve difiizyon tabakasinin azalarak
pargaciklarin elektrostatik itmelerinin azalmasi sonucunda nanodispersiyonlarda
kararsizliga neden olmaktadir (Zimmermann ve Miiller, 2001).

Sonug¢ olarak, pH’daki azalmanin nedeninin tam olarak anlasilabilmesi ig¢in
YEM’ye ve katyonik lipite yonelik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calismada hazirlanan sistemlerde pH degerlerindeki diigmeye ragmen, agregasyon,
jellesme veya koalesans gibi fiziksel kararsizliklar olusmamistir. G6ze uygulanan
formiilasyonlarin pH degerleri <2 ve >11.5 ise yakici ve asindirici, <4.3 ve >8.4
ise irritan etki gostermektedir (Worth ve Cronin, 2001). 6 ay kararlilik ¢alismalari
sonunda, formiilasyonlarin pH degerlerindeki azalmaya bagl olarak karakteristik
ozelliklerinde herhangi bir degisikligin meydana gelmemesi ve in vivo
calismalarda taze hazirlanacak formiilasyonlarin kullanilacag: diisiiniilerek bu
problemin ¢oziimiine gidilmemistir.

Termal Analizleri

SLN formiilasyonlarinin, hazirlanmalarint takiben ve kararlilik ¢alismalari
stiresince yapilan DSC analizlerine ait termogramlar Sekil 32°de sunulmustur.

DSC, farkli lipit modifikasyonlarinin farkli erime noktasi ve erime entalpi
degerleri olusturmasi esasina dayanilarak kullanilan bir yontemdir (Mehnert ve
Maider, 2001). Lipitin kristal yapist ve olusabilecek olasi polimorfizm DSC ile
saptanabilir (Almeida ve ark., 1997). Bu nedenle, SLN’lerin yap1 analizlerinde
sikca tercih edilmektedir. Tekrar kristallenmenin belirlenmesi ile, hapsedilen
EM’nin salim profili ve yerlesimi hakkindaki bilgileri 6ngérmek miimkiin
olabilmektedir (Dingler ve ark., 1997). Hazirlanan SLN’lerin erime derecelerinin,
kullanilan saf lipitin erime derecesinden diisiik olabilecegi, analizler
degerlendirilirken g6z oniinde bulundurulmalidir (Venkateswarlu ve Manjunath,
2004).
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Sekil 32. Kat Lipit Nanepartikiil Formilasyenlarimin Hazirlanmalarim ve Kararhihk Cahsmalarim Takiben Elde E dilen Termal Analizlerine ait
Termogramlar
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SLN’leri olusturan ¢eper yapinin kararlilik ¢alismalar1 siiresince yapisini koruyup
koruyamayacagi, lipit yapinin erime ve tekrar kristallenme davraniglarinin
belirlenmesinde kullanilan DSC yontemiyle analiz edilmistir. Lipit yapinin
sicaklik ile yikimiin ardindan, polimorfizm, kristal diizen, otektik karigimlar,
camsi gecis sicakliklar1 ve kati lipitlerdeki gibi EM ile lipit arasindaki
etkilesimleri hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir. Polimorfizm genellikle ¢ok
ufak parcacik boyutuna bagl olarak gerceklesmektedir (Jenning ve ark., 2000a).
Supozituarlardan da bilindigi gibi, siv1 lipitlerin varlig1 kararli formun olusacag:
tekrar kristallenmeyi arttirmaktadir (Miihlen ve ark., 1998). Tripalmitin gibi
trigliseritlerde EM yiikleme kapasitesi ve salimi, lipitin yiiksek kristallenme
ozelligi nedeniyle yiiksek olmamaktadir (Manjunath ve ark., 2005). Yapilan
calismalarda, yag asitleri kullanarak yaglarin polimorfik gecislerinin ve
kristalizasyonun engellenmesinde, YEM’lerin ve saklama siiresinin etkili oldugu
bildirilmistir (Wissing ve ark., 2001b; Heurtault ve ark. 2003). Jellesme egilimli
SLN’lerde lipit degisimlerini engellemek i¢in YEM’ler (6rn. Poloxamer”’ler)
kullanilmigtir (Venkateswarlu ve Manjunath, 2004). Yapilan bir bagka ¢alismada,
Poloxamer” ile kararli hale getirilen kat: lipitler daha yayvan ve daha diisiik
sicaklikta erimeyi gdosteren pikler olusturmustur. EM olarak prednisolon’un
kullanildig1 ¢alismada, EM’nin varlig1 ile daha kararli yapi olan polimorfun
olustugu, diger kararsiz polimorflara ait piklerin ortadan kaybolmasi ile
belirlenmistir (Miihlen ve ark., 1998).

Trigliseritler, a, p' ve P olmak iizere ii¢c farkli polimorfik formda
kristallenmektedir. Polimorfik gegis sirasiyla a, B' ve en kararli yapt olan [
seklinde olusmaktadir. Kati supozituar sivaglarindaki gibi karmasik gliserit
yapilarda, B' ve B formlari arasinda ara form olan f; formu da goriilebilmektedir.
Gliserit yapili tasiyicilarin tekrar kristallenmelerinde ana maddeye kiyasla
farklilik goriilebilmektedir. Saf tripalmitinin (>%99) 67°C’de eridigi ve 37°C’de
ise kristallenme piki olusturdugu belirtilmistir (Siekmann ve Westesen, 1994).
Lipitin tekrar 1sitilmasi 44°C’de eriyen a-formunu olusturmustur (Siekmann ve
Westesen, 1994). Kristal formlar arasindaki gegis sicakliklari, 10 K.dk"! oraninda
gergeklestirilen analizlerde belirlenemeyecek kadar kiigiik degisikliklerdir
(Siekmann ve Westesen, 1994; Olbrich ve ark., 2002). Eritilmis ve tekrar
kristallenmig lipitin erime derecesindeki diisme, tekrar 1sitma sirasinda olusan
polimorfik gecislerin kantitatif degerler olmadigi, sadece kristallik derecesinin
azaldig1r sonucunu ortaya koymaktadir. Caligsmalarda ¢ogunlukla daha az saflik
derecesine sahip gliseritler kullanilmaktadir. Alinan enerji ve gecis sicakliklari
karsilastirildiginda, yiiksek safliktaki maddeler ile arasinda farklar ortaya
cikmaktadir. Bunun nedeni, safsizliga neden olan ¢ok az miktardaki
monogliseritlerin veya digliseritlerin varligi gosterilmektedir. Safsizlia neden
olan bu maddelerin % 1’lik konsantrasyonlar1 dahi, a, B' formlarinin olugsmasini
saglayarak B formun olusmasini geciktirebilmektedir. f formun olugmasini
arttiran fosfolipitlerin varliginda da 3. ayin sonunda a-form analiz edilebilmis, 5.
ayin sonunda polimorf olarak yalmizca f'-form gorilmiis, o-forma ise
rastlanmamistir (Siekmann ve Westesen, 1994).

Yapilan bir calismada, Dynasan® 116’nin tekrar kristallenme o6zelligi DSC
yardimiyla analiz edilmistir (Sieckmann ve Westesen, 1996). Coziicli ugurulmasi
yontemi ile hazirlanan ve % 1.5 Dynasan” 116 iceren formiilasyonda tekrar
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kristallenme  6zelligi, formiilasyonun hazirlanmasindan 2 saat sonra
saptanabilmistir. Ancak, ¢Oziiciiniin u¢masi nedeniyle kesin bir konsantrasyon
verilememistir (Siekmann ve Westesen, 1996).

Bir baska caligmada ise SLN yapilarindaki polimorfik geg¢islerin belirlenmesi
amactyla, Dynasan® 114 ve Dynasan” 116 ile formiilasyonlar hazirlanmis ve kati
lipit ceperlerin yapilar1 ve tekrar kristallenme ozellikleri DSC analizleri ile
arastirilmistir  (Olbrich  ve ark., 2002). Dynasan® 114 ile hazirlanan
formiilasyonlar ancak oda sicakligmin altina disiiriildiiklerinde SLN’ler
olusmustur. Dynasan® 116 gibi uzun zincirli trigliseritler ile hazirlanan
formiilasyonlarda kristalizasyon sonrasi polimorfik gecisin kisa zincirli olanlara
gore daha yavas oldugu gbzlenmistir (Olbrich ve ark., 2002).

Bu calismada, Compritol® 888 ATO ile hazirlanan (FC4) formiilasyonlarda erime
derecelerinde artis  olmustur. Compritol®, ~71.10°C’de eriyen ve tekrar
kristallenme problemi olmayan bir madde olarak tanimlanmaktadir. Compritol®
ile yapilan bir ¢alismada, kat1 lipitlerin hazirlandigi homojenizasyon isleminden
sonra 71.10°C olan erime derecesinin 69.90°C’ye diistiigii ve bunun nedeninin de
lipitlerin B' veya B; formda olma olasilig1 gosterilmistir (Miihlen ve ark., 1998).
Sistemlerin erime dereceleri 6 aylik kararlilik calismalar siiresince arastirilmis ve
ilk giin elde edilen erime derecesi degerinden farkli sonuglar elde edilmistir. 40°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 6. ayda erime derecesindeki artis yaklagik
11°C’ye ulasmustir (87.35°C). 25°C =£1°C’deki formiilasyonda en biiyiik
degisiklik 6. ayda meydana gelmis (91.86°C), 4°C £1°C’deki formiilasyon ise ¢ok
fazla bir degisiklik gostermemistir (75.74°C). Saklama sicakligina bagl olarak
erime derecesinde farkli oranlarda degisiklikler meydana gelmis, bu artiglarin
nedeni olarak, lipitin kristal yapisinin dayanikliliginin kullanilan yardimci
maddelerin etkisiyle artarak, kararlilik calismalar1 siliresince daha kararli lipit
kafesin olustugu diigiiniilmektedir.

Dynasan” 116 ile hazirlanan (FD4) formiilasyonlarin ilk giin yapilan erime
derecesi analizlerinde ise, lipitin 59.48°C’de eridigi ve yayvan iki pikin var
oldugu goriilmiistiir. Tek bir pikin olusmamasi, kararli f polimorfik yapmnin ilk
giin tam olarak olusmadigini1 gostermistir. Sonraki 6l¢iimlerde, yayvan ancak tek
pik elde edilmis ve lipitin kararh B kristal forma dontistiigli goriilmiistiir. Yukarida
da anlatildigi sekilde, karistm halindeki maddelerin erime dereceleri saf
maddelerinkinden farklilik gostermektedir. 6 ay sonunda 25°C +1°C’deki
formiilasyonun erime derecesi 59.58°C, 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonun
71.42°C ve 4°C #1°C’deki formiilasyonun erime derecesi 58.85°C olarak
bulunmustur. Erime dereceleri ile saf lipitin erime derecesi (63.61°C) arasindaki
fark, karisim halde bulunmalar1 ve YEM’lerin varliginin erime derecesinde diisiise
neden olmasindan kaynaklanmaktadir denilebilir. 6 ay siiresince gergeklestirilen
kararlilik ¢alismalar1 sonucunda, formiilasyonlarin erime derecelerinde ilk giine
kiyasla 25°C £1°C’deki ve 4°C +1°C’deki formiilasyonlarda ¢ok biiyiik farklar
ortaya c¢cikmamis ve lipit yapisimi kararlilik ¢aligmalart siiresince korumustur.
Formiilasyonun erime derecesinde olusan en biiyiik fark 40°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda goriilmiistiir.

77



X-Isini Kirinim Analizleri

SLN formiilasyonlarinin, hazirlanmalarin1 takiben ve kararlilik ¢alismalari
sonunda yapilan XRD analizlerine ait sonuclar Sekil 33 ve 34’de sunulmustur.

Bu calismada, lipit yapinin 6zellikleri, ayrica, XRD analizleri ile de kontrol
edilmigtir. XRD ile SLN’lerde olusacak lipit kafesin kisa ve uzun bosluklarinin
uzunluklar1 hesaplanabilmektedir (Miiller ve ark., 2000b; Mehnert ve Méder,
2001). Larsson’un ufak bosluklu trigliseritleri, hegzagonal yapidaki 0.42 nm
bosluklu kafes olusturabilen trigliseritler a, 0.42-0.43 ve 0.37-0.40 nm bosluklu
dayanikli kafes olusturabilen ortorombik dikey yapidaki B' ve 0.46 nm bosluklu
dayanikli kafes olusturabilen triklinik paralel yapidaki B formu olmak iizere ii¢
sekilde tanimlamistir (Jenning ve ark., 2000a).

XRD analizlerinde, olas1 ¢oziicii artiginin farkliliklara neden olmamasi igin SLN
dispersiyonlarinin kendi baslarina analiz edilmeleri tavsiye edilmektedir (Miiller
ve ark., 2000b; Mehnert ve Maider, 2001). Ayrica, bu yontemde, synchrotron
1s1mast ile kolloidal sistemlerin ara durumlarinin belirlenmesi ve duyarlilik
problemleri ile uzun 6l¢iim siiresi gibi sakincalarin {istesinden gelmek miimkiin
olmaktadir (Mehnert ve Mider, 2001).

FC4 ve FD4 formilasyonlarinin XRD analiz spektrumlarinda, lipitlerin
karakteristik piklerinin 6zelliklerini kararlilik ¢aligmalar1 siiresince korudugu ve
saklama sartlari, hazirlama kosullar1 veya sterilizasyon isleminin lipit yapida
herhangi bir degisiklige neden olmadig1 goriilmektedir. Sekil 33 ve 34
incelendiginde, yan zincir kristalinitesinde artis oldugu, bunun yanisira 10. ay
Ol¢timleri ile de kristalinitenin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 33. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun

Hazirlama ve Kararhlik Cahsmasi Sonrasinda Elde Edilen X-Isim Kirimim
Profilleri (25°C £1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Sekil 34. Dynasan 116" ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Hazirlama

ve Kararhihk Calismasi Sonrasinda Elde Edilen X-Isim1 Kirinim Profilleri (25°C
+1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Infrared Analizleri

SLN formiilasyonlarinin, hazirlanmalarin1 takiben ve kararlilik ¢alismalari
sonunda yapilan IR analizlerine ait sonuglar Sekil 35 ve 36’da sunulmustur.

Bu calismada, SLN formiilasyonlarindan elde edilen IR analizlerinde, karbonil
gruplar1 (~1736.56 cm™), amin gruplar (~2916.62 cm™), ve hidroksil gruplar:
(~3333.34 cm™) gibi karakteristik pikler kararlilik ¢alismalarn siiresince
degisiklige ugramamigtir.

IR bolgesinin 4000 cem’ ile 1300 cm™ arasinda kalan kismuinda karsilagilan
bantlar, molekiillerde bulunan ¢esitli fonksiyonel gruplara ait belirgin bantlardir.
Bantlar molekiiliin yapisinda sadece o grubun varligi ile ortaya ¢ikmakta ve
molekiiliin diger kismindan ¢ok az etkilenmektedir. Bu nedenle, bantlarin geldigi
bolgeye “belirgin fonksiyonel grup bélgesi” denmektedir. 3300 cm™ civarinda C-
H, O-H ve N-H gerilme titresimleri gozlenmektedir. 2500 cm™ ile 2000 cm™
arasinda kalan bolgede C=C, C=N, C=C ve C=0 gerilme titresimleri, 1650 cm’'-
1450 cm™ arasinda benzen tiirii aromatik halkalardaki C-C gerilme titresimleri,
1600 cm™-1300 cm™ arasinda C-H, N-H ve O-H egilme titresimleri, 1300 cm’'-
1000 cm™ arasindaki bolgede ise C-O gerilme titresimleri gézlenmektedir
(Infrared spektroskopisi, 1997).

CsA igeren stearik asit SLN’lerinin IR analizleri, dondurularak kurutulmalarinin
ardindan gergeklestirilmis ve CsA ile stearik asit arasinda kimyasal reaksiyon
olusmadigi, CsA’nin karakteristik pikleri ile stearik asit piklerinde kayma
olmamasi lizerine belirlenmistir (Zhang Q. ve ark., 2000).
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Sekil 35. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun

Hazirlama ve Kararhhk Calismasi Sonrasinda Elde Edilen infrared Analiz
Spektrumlar (25°C £1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Sekil 36. Dynasan 116 ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Hazirlama

ve Kararhhk Calsmasi Sonrasinda Elde Edilen infrared Analiz Spektrumlar
(25°C £1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Niikleer Manyetik Rezonans Analizleri

SLN formiilasyonlarinin, hazirlanmalarin1 takiben ve kararlilik ¢alismalari
sonunda yapilan NMR analizlerine ait spektrumlar Sekil 37 ve 38’de sunulmustur.

Bu calismada, sinyallerin engellenmemesi amaciyla, SLN’ler liyofilize edilip
formiilasyonlardaki suyun ortamdan uzaklastirilmasinin ardindan analiz
edilmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, SLN’ler ile saf lipitlerin
spektrumlar1 arasinda kayda deger farkliliklar olugsmamistir. Spektrumlar diger
maddelerin veya hazirlama ve sterilizasyon sartlarinin etkisi ile yapisal herhangi
bir degisikligin olmadigini agik¢a gostermistir.

NMR spektroskopisi, YEM’lerin ve ¢ozeltilerdeki maddelerin molekiiler
doniiglerini, bu yapilarin fiziksel 6zelliklerini belirlemede kullanan ¢ok giiclii bir
yontemdir. Yontem, kritik misel konsantrasyonu, agregasyon sayisi, counter iyon
baglanmasi, agregat olusumu, sekil ve bliytikliigii, hidrasyonu, ¢ozelti 6zelligi gibi
misel yapilarin karakterizasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Moulik
ve Paul, 1998). Dynasan” 114 ile yapilan bir calismada, hazirlandiktan sonra
diisiik sicakliklarda bekletilen formiilasyonlarda NMR analizleri gerceklestirilmis,
oda sicakliginda bekletilen formiilasyonlarin siiper sogutulmus eriyikler oldugu
sonucu ortaya ¢ikmistir (Westesen ve ark., 1997). NMR yo6nteminin {istlinliigi, iki
veya 1li¢ faz karakteristikleri, mikrometre Ol¢eginde tek bir faz alaninda
belirlenebilmektedir. Yontem, ayrica, anizotropi derecesini ve uzun aralikli
devamsizliklarin veya devamliliklarin analizine imkan tanimaktadir (Moulik ve
Paul, 1998). Compritol® ile hazirlanan SLN formiilasyonlarinda yapilan bir
caligsmada, kat1 lipitler ile siv1 lipitler karistirilmis ve karisimin karakteristik yapisi
'H-NMR analizi ile belirlenmistir (Jenning ve ark., 2000b). Yag molekiillerinin
hareketliligi, aliman sinyallerin genisligine bagl olarak degerlendirilmektedir.
Genis ve zayif sinyaller hareketliligi az olan yapilarin karakteristik 6zellikleri
olarak belirtilmigtir. Hareketliligin azalmasi, molekiillerin protonlarinin
relaksasyon zamanlarinda azalma ve sinyallerde genislemeye neden olmaktadir
(Jenning ve ark., 2000b).

Kati sistemlerde sinyallerdeki genisleme, sinyallerin giderek kaybolmasina neden
olabilmektedir. = Keskin  sinyaller,  hareketliligi ~ yiiksek  yapilardan
kaynaklanmaktadir. 0.9 ppm’de CH3 protonlart gelirken, 1.25 ppm CH2
gruplarinin varligini géstermektedir (Jenning ve ark., 2000b).

NMR analizlerinden elde edilen spektrumlarda, kararlilik calismalari siiresince
formiilasyonlardan alinan sinyallerin saf lipitin NMR sinyallerinden ¢ok farkli
olmamasi, CsA’ya (% 0.1) ve diger yardimci maddelere ait sinyallerin,
maddelerin karisimdaki ¢ok diisiik konsantrasyonlari nedeniyle alinamadigini
gostermektedir. Jenning ve arkadaslar1 (Jenning ve ark., 2000b) yaptiklar
calismada, formiilasyonlarda % 0.5 oraninda kullandiklar1 retinol’iin NMR
sinyallerini elde edememislerdir. Bunun nedenini maddenin konsantrasyonunun
cok diisiik olmasina ve retinol’lin 4 ppm’den sonra gelen sinyallerinin suyun 4.7
ppm’deki yiiksek sinyalleri nedeniyle gizlenmesi olarak belirtmislerdir (Jenning
ve ark., 2000b).
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Sekil 37. Compritol® 888 ATO ile Hazirlanan Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun
Hazirlanma ve Kararhilik Calismasi Sonrasinda Elde Edilen Niikleer Manyetik
Rezonans Analiz Spektrumlari (25°C £1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Sekil 38. Dynasan 116° ile Hazirlanan Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun
Hazirlanma ve Kararhhk Cahsmasi Sonrasinda Elde Edilen Niikleer Manyetik
Rezonans Analiz Spektrumlarn (25°C £1°C’de Saklanan Formiilasyon)
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Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

SLN formiilasyonlarinda, EM Miktar Tayini boliimiinde (Sayfa 43) aciklanan
sekilde, HPLC yontemi ile yapilan tayinlerden elde edilen sonuglara gore, FC4 %
0.140 £0.000 (SH) ve FD4 % 0.143 +0.002 (SH) oraninda EM tagimaktadir (n=3).
8. ayin sonunda gergeklestirilen analizlerde ise, FC4’tin % 0.184 +0.002 (SH) ve
FD4’iin % 0.173 +0.005 (SH) oraninda (25°C +1°C’de saklanan formiilasyonlar)
EM tasidigi belirlenmistir.

CsA miktar tayininde arastirmacilar tarafindan en c¢ok tercih edilen yontemlerin
basinda gelmesi ve yiiksek secicilige sahip olmast nedeniyle, SLN
formiilasyonlarindaki EM miktarinin belirlenmesinde HPLC kullanilmustir.

SLN’lerin hazirlanmalarinin ardindan HPLC ile yapilan EM miktar tayini
analizlerinde, baslangicta sisteme % 0.1 konsantrasyonda olacak sekilde eklenen
EM miktar1, FC4 formiilasyonunda % 0.140 £0.000 (SH), FD4 formiilasyonunda
ise % 0.143 £0.002 (SH) olarak belirlenmistir. Bu farkin nedeninin, SLN’lerin
yiiksek sicaklikta (80°C) hazirlanmalart ve hazirlama sirasinda kiitlesel kaybin
olmasi ile baglangi¢ sartlariin degismis olmasina baglanmistir.

Lipitin kimyasal yapis1t EM SLN’lerde yiikleme kapasitesini etkileyen ¢ok dnemli
bir etken olarak tanimlanmistir. Yiiksek kristal yapili partikiilleri olusturan lipitler
mitkemmel bir kafes olusturarak EM’nin partikiil i¢ine alinmasini
engelleyebilmektedir. Bazi durumlarda ise, saklama siiresince, lipit daha
miikemmel olan ve EM icin daha az bosluk igeren B-modifikasyonuna gegerek
EM’nin sizmasina neden olabilmektedir (Miiller ve ark., 2002).

Kararlilik ¢aligmalarindaki DSC analizleri incelendiginde, formiilasyonlarin erime
derecelerinde saf lipitin erime derecesine kiyasla zamana bagli olarak artisin
meydana geldigi goriilmiistiir. Meydana gelen artisin nedeni olarak lipitin zamanla
daha kararli olan B-modifikasyonuna gectigi diisiiniilmektedir. Yapilan XRD
analiz sonuclar1 degerlendirildiginde de lipitin kristallinitesinin zamana bagl
olarak arttig1 gdzlenmis ve bu sonu¢ da DSC analiz sonuglarini desteklemistir.

Kumar ve ark. (2001) CsA’nin bozunmasi sonucunda olusan dihidrosiklosporin A
ve izosiklosporin A maddelerinin belirlenmesine yonelik yaptiklar1 ¢aligsmada,
USP’de belirtilen HPLC yontemi ile izosiklosporin A belirlenememistir.
Dihidrosiklosporin A da CsA’nin olusturdugu pikten ayrilamamastir.

Tiim analiz sonuglarindan, Dynasan® 116 ve Compritol® 888 ATO lipitleri
kullanilarak kararli SLN formiilasyonlarinin hazirlandigr goriilmiistiir. Bu
sonuglar kararlilik ¢calismalar1 sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde ise, en iyi
sonucu veren FD4 formiilasyonu in vivo c¢alismalarda kullanilmak iizere
belirlenmistir.

Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarina ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalar:

Bergabest® MCT sivi yag1 ile YEM olarak Tween® 80 ve YYEM olarak PEG
400’tin kullanim1 ile basarili ME’lar hazirlanmis, ancak, Bergabest® MCT sivi
yaginin tekrar temin edilmesinin miimkiin olamamas1 nedeni ile yeni formiilasyon
calismalarinin ~ yapilmast  zorunlu  olmustur.  Yeni  hazirlanan ME
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formiilasyonlarinda, sivi yag olarak IPM, YEM olarak Tween® 80 ve YYEM
olarak IPA kullanilmis ve bu maddeler ile kararlh ME formiilasyonlari
hazirlanmistir.

CsA’nin okiiler kontrollii salim sistemlerinin hazirlandig1 bu ¢alismada ikinci EM
tastyic1 sistem olarak ME’lar tercih edilmistir. Y/S tip emiilsiyonlar lipofilik
EM’lerin tasinmalarinda etkili sistemlerdir. /n vivo calisma sonuglari, y/s tipi
emiilsiyonlarin uzatilmig salim profilleri ile okiiler uygulamalarda da etkili
olduklarin1 gdstermistir. Aseptik hazirlanabilmeleri, Tween® 80 gibi giivenli
YEM’lerin kullanilmas ile sistemler stirekli gelismektedir. Ding ve arkadaglarinin
gelistirdikleri % 0.4 CsA igeren ME formiilasyonu, 9 ay siiresince oda
sicakliginda kararli kalmis ve tavsanlara 7 giin, giinde 8 kez uygulanmalar ile
kornea, gozyast kesesi, konjonktiva gibi dokulara immiin sistemi baskilayacak
oranda penetre olmustur (Lallemand ve ark., 2003). G6z i¢i dokulara ve sistemik
dolasima c¢ok diisiik gecis goOstermistir. Sonuglar dogrultusunda, kuru goz
sendromu tedavisi amaciyla, sistemin Faz II ve Faz III ¢aligmalarina baglanmistir
(Lallemand ve ark., 2003).

Yapilan bir baska ¢aligmada, pilokarpin iceren ME’un gbze uygulanmasi ile
sistemden uzatilmis etki saglanmistir (Hasse ve Keipert, 1997). Bir bagka
calismada ise, CsA icin ME sisteminin iyi bir tasiyici olduguna karar verilmis,
caligmalar kararlilik testleri ile desteklenmistir (Tamilvanan ve ark., 2001).

Ozellikle okiiler ME’larin hazirlanmasinda yagli fazin belirlenmesi ¢ok nem
tasimaktadir.  Uzun  hidrokarbon  zincirine  sahip  yaglar ile ME
olusturulamamaktadir. Trigliseritler gibi polar yaglar, EM’lerin daha iyi
coziinmeleri nedeniyle, nonpolar yaglara tercih edilmektedir; ancak polaritenin
fazla olmasinin  ME’un olusmasimi engelleyeceginin  de  gozoniinde
bulundurulmasi1 gerekmektedir. Soyayagi, 8-10 karbon atomlu trigliseritler,
Myglyol® 812 (gliserol ve kaprik kaprilik asit triesteri), IPM, oleik asit,
formiilasyonlarda en ¢ok tercih edilen yaglardir (Vandamme, 2002).

Radomska ve Dobrucki (2000), yagh faz olarak IPM, YEM olarak Tween® 80’i
tercih ettikleri calismalarinda, okiiler kullanima yonelik A vitamini igeren
ME’larini basar1 ile hazirlamislardir. Calismada, Tween® 80, EM’nin gbze
uygulanmasin1  kolaylastirarak uzatilmis etkinin goriillmesi amaciyla tercih
edilmistir.

YYEM’ler, ME sistemlere, baslica yilizey gerilimi c¢ok azaltmalari, apolar
gruplarma bagli olarak ara yilizey egim agisin1 diizeltmeleri ve ara ylizeyin
akiskanligin1 arttirmalari nedeniyle kullanilmaktadir. Kullanilan yagli fazin
akigkanlig1 az ve olusturdugu film tabaka ¢ok kati yap1 sergilediginde, YYEM
kullanilarak ME’un olugmasi saglanabilmektedir. YYEM olarak genellikle diigiik
molekiil agirligina sahip alkoller, 2-10 karbon zincir uzunluguna sahip glikoller ve
aminler kullanilmaktadir. Pentanol ve hekzanol gibi alkoller, yiiksek irritan
ozellikleri nedeniyle farmasotik amach ¢aligmalarda tercih edilmemektedir
(Vandamme, 2002).
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Ucgen Faz Diyagram: Calismalar

Ucgen faz diyagramn c¢aligmalarinda, farklh YEM/YYEM oran ve
konsantrasyonuna sahip toplam 21 ME formiilasyonunun hazirlanmasi ile her bir
formiilasyon bilesimine giren maddelerin yiizde degerleri kiitlesel olarak
belirlenmistir (Cizelge 9).

Cizelge 9. Ucgen Faz Diyagramlarimin Cizilmesinde Hazirlanan Mikroemiilsiyon
Formiilasyonlarinin Kod ve bilesenleri

KOD YEM/ IPM Tween® 80 + IPA Distile Su
YYEM Oram lg] lg] lg]
MA2 2.00 8.00 3.60
MA3 2.50 7.50 2.10
MA4 2.75 7.25 1.90
MAS 1:1 3.00 7.00 1.85
MAG6 3.50 6.50 1.60
MA7 3.75 6.25 1.45
MAS 4.00 6.00 1.35
MC2 2.00 8.00 2.70
MC3 2.50 7.50 2.20
MC4 12 3.00 7.00 2.00
MC5 : 3.50 6.50 1.55
MC6 4.00 6.00 1.10
MC7 4.50 5.50 0.80
MC8 5.00 5.00 0.60
MB2 2.00 8.00 6.20
MB3 2.50 7.50 3.50
MB4 3.00 7.00 2.80
MBS 2:1 3.50 6.50 1.70
MB6 4.00 6.00 1.30
MB7 5.00 5.00 0.70
MBS 6.00 4.00 0.20

Elde edilen degerler kullanilarak, her ii¢ oran i¢in ayr1 ayr1 liggen faz diyagramlari
cizilmis ve en genis ME alam [2:1] YEM/YYEM oraninda gozlenmistir (Sekil
39). [2:1] orammna ait diyagramim agirhk merkezi hesaplanarak, EM
ylklenmesinde ve kararlilik ¢alismalarinda kullanilacak formiilasyonun kantitatif
bileseni belirlenmistir.
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[a]

[b]

[e]

Sekil 39. Farkh Yiizey Etkin Madde/Yardima Yiizey Etkin Madde Oranlarmma Sahip
Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarimin Ug¢gen Faz Diyagramlann (a: [1:1]
YEM/YYEM Orany, b: [1:2] YEM/YYEM Orani, c: [2:1] YEM/YYEM Orani )
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Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Hazirlanisi

En biiylik ME alanini olusturan [2:1] oraninin agirlik merkezinde olusan ME’un
yag, distile su, YEM ve YYEM madde degerlerinin belirlenmesinin ardindan
etkin ve diger yardimci maddelerin sisteme eklenmesine ¢aligilmistir.

Daha 6nce hazirlanan SLN formiilasyonlarinda oldugu gibi, CsA % 0.1 ve BK %
0.01 konsantrasyonda sisteme eklenmistir. OA’nin farkli konsantrasyonlari
denenerek, formiilasyonda faz ayrilmasina neden olmayan en yiiksek
konsantrasyonunun (% 0.75) kullanimina karar verilmistir. Sonug¢ olarak, EM
iceren ve ayni zamanda kararlilik ¢alismalarinda izlenen ME formiilasyonunun
kalitatif ve kantitatif bilesimi Cizelge 10°da sunulmustur.

Cizelge 10. Kararhhk Cahsmalarinda Kullanilan Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun
Bilesimi

Formiilasyon Kodu IPM | Tween® 80 IPA CsA OA BK Distile Su

ME 29.32 40.00 20.00 | 0.10 0.75 0.01 9.73

Tiim degerler % agirligi [a/a] ifade etmektedir

Hazirlanan SLN, ME ve PN formiilasyonlarinin in vitro ve in vivo etkinliklerinin
karsilagtirilabilir olmasi acisindan formiilasyonlarin 6zellikleri g6z Oniinde
tutularak, ayni1 konsantrasyonda EM ve yardimcit maddeler kullanilmaya
calisiimustir.

Kornea hiicrelerinin negatif yiikleri géz oniinde bulundurularak pozitif yiikli
formiilasyonlarin kornea ile daha fazla etkilesecegi ve gozde kalis siiresinin uzun
olacagi distiniilmektedir (Lallemand ve ark., 2003). Stearilamin kullanilarak
pozitif yiik kazandirilan emiilsiyon sistemine CsA yiiklenerek okiiler olarak
uygulanmis ve negatif ylklii emiilsiyona kiyasla kornea yiizeyinde 4 kat daha
yiiksek dagilim katsayisina ulasmistir (Abdulrazik ve ark., 2001).

Formiilasyonlarin hazirlanis1 6zetle soyledir: toplam kiitlenin 10 g oldugu
formiilasyonda, 0.01 g EM ve 0.075 g katyonik lipit, 2.932 g IPM igersinde
50°C’de 1sitilarak ¢oziindiiriilmiis ve oda sicakligina sogutulmustur. Soguma
sirasinda maddelerde herhangi bir ¢okme olup olmadigi gozlenmis ve sivi yag
goriiniimiinde bir ¢ozelti elde edilmistir. 4 g Tween®™ 80 ve 2 g IPA karisima
eklenmistir. 25°C’de bulunan ve % 0.001 konsantrasyonda BK igeren 0.973 g
distile su, 1000 rpm devirdeki mekanik karistirict yardimiyla karigtirilan sisteme
eklenerek ME formiilasyonu olusturulmustur. Benzer sekilde, plasebo (ME-BOS)
formiilasyon da hazirlanarak, formiilasyonlar sterilizasyonu takiben flakonlara
doldurulup sikica kapatilmis, 6zellik ve kararliliklarinin incelenmesine yonelik
calismalara baglanmstir.

Formiilasyonun Sterilizasyonu

Formiilasyonun okiiler kullanilacak olmasi nedeniyle, sterilitesi, steril membran
filtre kullanilarak saglanmis ve sterilizasyon sonrasinda herhangi bir faz ayrigmasi
olusmamustir.

91



Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Ozelliklerine ait Calismalar
Fiziksel Goriiniim

ME formiilasyonlarinin fiziksel goriiniimleri 6 aylik kararlilik ¢aligmalari
stiresince incelenmistir. 40°C +£1°C’de ve 40°C £1°C + %60 bagil nem igeren
ortamlarda saklanan formiilasyonlarda sar1 olan renk hafif turuncu renge
donlismiis, faz ayrismasi veya berrakligin kaybolmasi gibi bir degisim
gozlenmemistir. 25°C £1°C’de ve 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonlarda bir
degisiklik olmamustir.

ME kararliliginin bozulmasi, en iyi, fiziksel goriinimde meydana gelen
degisiklikten anlasilmaktadir (Ayannides ve Ktistis, 1999). ME’larda damlacik
bliylikliigii ufak oldugundan goriintir 151811 dalga boyunu gegirirler ve
saydamdirlar. S/Y sistemlerinde az miktar YEM ile saydamlik saglanirken, y/s
ME’larinda gerekli olan YEM miktar1 daha yiiksektir. Pek ¢ok calismada,
sistemin olusturulmasiin ardindan optik ozellikleri incelenmistir (Corswant ve
ark., 1998). Bu calismada, sistemdeki renk degisiminin oksidasyon sonucunda
olustugu disiiniilmistir. 25°C  £1°C’de ve 4°C =£1°C’de saklanan
formiilasyonlarda renk degisiminin olmamasi sicakliga bagli olarak gelisen bir
durum oldugunu gostermektedir. Oda ve buzdolab1 sicakliginda saklanan
formiilasyonlarda bir degisim gozlenmedigi i¢in formiilasyonlara herhangi bir
antioksidan madde eklenmemistir.

Damlacik Biiyiikliigii Analizi

EM igeren ve icermeyen ME formiilasyonlarinin ortalama damlacik biiyiikliikleri,
hem hazirlanmalarii takiben hem de 6 aylik kararlilik ¢aligmalar: siiresince zeta
potansiyel analiz cihazi kullanilarak elde edilmistir. Bu analizlere ait bulgular
Sekil 40-41°de verilmistir.
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—— ME 40°C
-4 - ME4°C

---@-- ME 40°C+%60 Nem

100,00 -

90,00 A

80,00

Zaman (ay)

Sekil 40. Etkin Madde Yiiklenmis Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Kararhhk
Calismalarina ait Damlacik Biiyiikliigii Bulgular: (n=3) [Dikey bar: SH]
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Sekil 41. Etkin Madde Yiiklenmemis Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Kararhhk
Calismalarina ait Damlacik Biiyiikliigii Bulgular1 (n=3) [Dikey bar: SH]

Damlacik biiyiikliiklerine bakildiginda, ME’un hazirlanmasin1 takiben yapilan
analizlerde bulunan 123.00 #+0.33 nm’lik (PI= 0.359 +0.002) baslangictaki
damlacik biiyiikligii, 6. aymn sonunda, 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
171.97 £1.08 nm (PI= 0.253 +£0.001), 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
119.13 +0.58 nm (PI= 0.274 +0.007), 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
121.77 £0.62 nm (PI= 0.248 £0.004), 40°C £1°C ve % 60 bagil nemde saklanan
formiilasyonda ise 121.33 +0.88 nm (PI= 0.244 +0.005) olarak belirlenmistir. En
biiyiik degisiklik 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda goriilmiistiir.

EM yiiklenmemis bos ME formiilasyonunda, ME’un hazirlanmasini takiben
yapilan analizlerde bulunan 117.10 £0.15 nm’lik (PI= 0.257 +0.002) damlacik
blyiikliigl, 6. ayin sonunda 25°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 114.33 +£0.33
nm (PI= 0.242 £0.004), 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 119.67 £1.20nm
(PI= 0.251 £0.002), 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 98.63 +0.50 nm (PI=
0.275 £0.002), 40°C +1°C ve % 60 bagil nemde saklanan formiilasyonda ise
131.33 £0.67 nm (PI= 0.278 +0.002) olarak saptanmis; kayda deger bir degisiklik
belirlenmemistir.

Zeta Potansiyel Analizi

ME formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri, hem hazirlanmalarini takiben hem de
6 aylik kararlilik calismalar1 siiresince zeta potansiyel analiz cihazi yardimiyla
belirlenmistir (Sekil 42 ve 43).
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Sekil 43. Etkin Madde Yiiklenmemis Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Kararhhk
Calismalarina ait Zeta Potansiyel Analiz Bulgular1 (n=3) [Dikey bar: SH]

Hazirlanan ME’larin zeta potansiyelleri degerlendirildiginde, farkli sicakliklarda
saklanan ME formiilasyonunun gergeklestirilen zeta potansiyel Olgiimlerinde
farkliliklar saptanmis, ancak yine de formiilasyonlarin pozitif yiiklerini 6 aylik
saklama siiresince korudugu belirlenmistir. ME formiilasyonunun hazirlanmasini
takiben analiz edilen zeta potansiyel degeri 48.53 +0.07 mV olarak belirlenmis, 6.
aym sonunda, 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda 37.50 +0.06 mV, 40°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 22.60 +0.53 mV, 4°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 37.60 +0.12 mV ve 40°C +1°C ve % 60 bagil nem’de saklanan
formiilasyonda 30.53 +0.09 mV olarak bulunmustur.

Etkin madde icermeyen ME formiilasyonunun hazirlanmasinin ardindan analiz
edilen zeta potansiyel degeri 48.00 =0.10 mV olarak belirlenmis, 6. ayin sonunda,
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25°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 33.17 £0.58 mV, 40°C £1°C’de saklanan
formiilasyonda 20.20 +0.06 mV, 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 34.27
+0.12 mV 40°C +£1°C ve % 60 bagil nem’de saklanan formiilasyonda 24.17 +0.89
mV olarak bulunmustur.

Korneanin negatif yiikiine bagli olarak uygulanacak sistemin pozitif yiik
tagimasinin  sistemin gozde kalig siiresini ve EM salimimi arttiracagi
diisiiniilmektedir (Vandamme, 2002). Calismamizda da pozitif yiikli
mikroemiilsiyon formiilasyonu bu amacla olusturulmustur.

Zeta potansiyelleri, -31 ile -60 mV araligindaki formiilasyonlar orta dereceli, -61
ile -80 mV araligindaki formiilasyonlar iyi ve —81 ile -100 mV aralifindaki
formiilasyonlar da miikemmel elektrostatik kararliliga sahip sistemler olarak
tanimlanmaktadir (Miiller ve Heinemann, 1993).

Yagh emiilsiyonlarin diisiik zeta potansiyel degerlerine karsin kararli olduklari
saptanmigtir.  Yapilan c¢aligmalarda, yaglh emiilsiyonlarin —45 mV zeta
potansiyellerinin 24 aylik saklama siiresince sabit kaldigi saptanmistir. 24 ay
sonunda olusan artig, distile sudaki kismen yiiksek elektrolit konsantrasyonuna
baglanmistir. Zeta potansiyel degerlerinde artis olmamasi i¢in, NaCl elektroliti
baz olarak eklenerek, 50-100 pS iletkenlik aralifinda sabit potansiyellerin
olusmasi saglanabilmektedir. Elektrolit bazin eklenmesi, distile sudaki iletkenligin
neden oldugu kiiclik degisimlerin emiilsiyonlar1 etkilememesinin saglanmasi ile
cok daha etkili ol¢timler gerceklestirilebilmektedir (Miiller ve Heinemann, 1993).

pH Analizi

ME formiilasyonlarinin pH’s1 asetik asit kullanilarak 7.4’e ayarlanmigtir (gozyasi
pH’s1 7.2-7.4). EM iceren ve icermeyen formiilasyonlarin pH degerleri 6 aylik
kararlilik ¢aligmalar siiresince pH metre ile 6l¢iilmiis ve sonuglar Cizelge 11°de
verilmistir.

Cizelge 11. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlarinin Kararhhk Calismalarina ait pH Sonuclar

Formiilasyon Kodu ve pH +SH
Saklama Kosullar: Zaman (ay)
0 1 3 6

ME-25°C 7.40 £0.00 7.48 +£0.01 7.36 +£0.00 7.34 +0.01
ME-40°C 7.40 £0.00 7.52 +0.01 7.34 +£0.00 6.99 +0.02
ME-4°C 7.40 £0.00 7.45 £0.00 7.37 £0.00 7.08 +0.00
ME-40°C+% 60 Bagil Nem 7.40 £0.00 7.55 +0.01 7.49 +0.00 6.99 +0.01
ME-BOS-25°C 7.40 £0.00 7.33 +0.01 7.30 +£0.00 7.56 £0.00
ME-BOS- 40°C 7.40 £0.00 7.55 +£0.00 7.43 £0.01 7.31+0.01
ME-BOS- 4°C 7.40 £0.00 7.47 £0.00 7.34 £0.00 7.27+0.01
ME-BOS-40°C

+% 60 Basil Nem 7.40 £0.00 7.50 £0.01 7.43 £0.01 7.31 +£0.01

n=3, SH: Standart hata

ME’larda baslangic pH’nin 7-8’e¢ ayarlanmasi, pH’da diismeye neden olan,
fosfolipitlerin ve trigliseritlerin yag asitlerine hidrolizini engellemektedir
(Vandamme, 2002).
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Sonuglar degerlendirildiginde, ME’larin pH degerlerindeki diisme goéziin tolere
edebilecegi aralikta kalmistir (Worth ve Cronin, 2001).

Reolojik Analizler

EM iceren ve icermeyen ME formiilasyonlarinin reolojik Olclimleri,
formiilasyonlarin hazirlanmalarinin hemen ardindan ve kararlilik c¢alismalar
siiresince 1., 3., 6. aylarda gerceklestirilmistir. Yapilan ol¢limlerden elde edilen
reogramlar Sekil 44-51°de sunulmustur.
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Sekil 44. 25°C £1°C’de Bekletilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait Reogramlar
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Sekil 45. 40°C £1°C’de Bekletilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait Reogramlar
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Sekil 46. 4°C £1°C’de Bekletilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait Reogramlar
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Sekil 47. 40°C £1°C’de ve % 60 Bagil Nemde Bekletilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna
ait Reogramlar
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Sekil 48. 25°C +1°C’de Bekletilen Etkin Madde Iicermeyen Mikroemiilsiyon
Formiilasyonuna ait Reogramlar
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Sekil 49. 40°C +1°C’de Bekletilen Etkin Madde Iicermeyen Mikroemiilsiyon
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Sekil 50. 4°C £1°C’de Bekletilen Etkin Madde icermeyen Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna
ait Reogramlar
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Sekil 51. 40°C +1°C’de ve % 60 Bagl Nemde Bekletilen Etkin Madde i¢ermeyen
Mikroemiilsiyon Formiilasyonuna ait Reogramlar

ME sistemlerinin akis Ozellikleri de kararlilik caligmalar siiresince koni-tabla
reometresi kullanilarak, 25°C +1°C’de analiz edilmisler ve Newtonian tip akis
gostermislerdir.

ME formiilasyonunun, o6zellikle topik uygulamada belli reolojik 6zellikleri
tagimasi gerekmektedir (Ayannides ve Ktistis, 1999). Reolojik analizler i¢in koni-
tabla yontemi ile calisan rotasyon tipi reometreler kullanilabilmektedir (Polizelli
ve ark., 2006). Makroemiilsiyonlar genellikle psddo-plastik akis gosterirken,
ME’lar Newtonian akis gostermektedir (Ayannides ve Ktistis, 1999; Vandamme,
2002).

Faz Ayrismast Incelemesi

ME formiilasyonlari, kararlilik caligmalari siiresince 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmis, ancak herhangi bir faz ayrigsmasi gézlenmemistir.

Bu sonug, formiilasyonlardaki kalitatif ve kantitatif bilesimin uygunlugunu
ispatlamaktadir.

Emiilsiyon Tipinin Tayini

ME formiilasyonlarinin y/s emiilsiyon tipi, dis faz olan distile su ile seyreltilerek
belirlenmis ve kararlilik caligmalari siiresince dis fazin degismedigi goriilmiistiir.
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Mikroemiilsiyon Formiilasyonunda Etkin Madde Miktar Tayini

ME formiilasyonunda EM Miktar Tayini béliimiinde (Sayfa 45) aciklanan sekilde,
HPLC yontemi ile yapilan tayinlerden elde edilen sonuglara gore, ME % 0.141
+0.004 (SH) oraninda EM tasimaktadir (n=3). 8. ayin sonunda gergeklestirilen
analizlerde ise, ME’nin % 0.145 +0.030 (SH) (25°C =£1°C’de saklanan
formiilasyon) oraninda EM tasidigi belirlenmistir.

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarina ait Calismalar
On Formiilasyon Calismalar

Eudragit® RS 100 ve RL 100 polimerleri ile farkli EM/P oranma ve farkli EM
konsantrasyonuna sahip c¢ok sayida formiilasyon hazirlanmis, yapilan pargacik
bityiikliigii ve zeta potansiyel analizlerine gore Eudragit® RS 100 ile hazirlanan
sistemlerin daha i1yi sonuglar verdigi gozlenmistir.

Gergeklestirilen 6n formiilasyon denemeleri sonucunda [1:1] ve [1:3] EM/P
oranlar1 ile % 0.1 ve 0.2 EM konsantrasyonlarinin kullanimina karar verilmistir.
Kararlilik calismalar1 igin segilen formiilasyonlarin igerikleri Cizelge 12’de
sunulmustur.

Cizelge 12. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Kod ve Bilesenleri

KOD CsA Eudragit” RS 100 Tween" 80 BK
PN1 0.1 0.1 0.02 0.1
PN2 0.1 0.3 0.02 0.1
PN3 0.2 0.2 0.02 0.1
PN4 0.2 0.6 0.02 0.1

Tim degerler % agirligi [a/a] ifade etmektedir

Kat1 dispersiyonlar sudaki ¢oziiniirliigii diisik olan EM’lerin ¢oziintirliigiind,
salimmi ve biyoyararlanimin1 arttirmak amaciyla polimerler kullanilarak
hazirlanan sistemler olarak tamimlanmaktadir. Sistemler, ¢ogunlukla Eudragit®,
sodyum CMC, HPC, kitosan, etil seliiloz kullanilarak hazirlanmaktadir (Lee E.J.
ve ark., 2001).

Eudragit® RS ve RL polimerleri genellikle tabletlerin enterik kaplanmasinda ve
kontrolli  salim saglayan EM  tasiyict  sistemlerin  hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Poli(etilakrilat, metil-metakrilat ve klorotrimetil-amonyoetil
metakrilat) kopolimerleridir. Eudragit® RS % 4.5-6.8, RL ise % 8.8-12 oraninda
katerner amonyum gruplar icermektedir. Fizyolojik pH’da ¢6ziiniirliiklerinin
olmamast ve yutulabilmeleri ile EM’ler i¢in iyi birer tasiyict olmaktadir
(Pignatello ve ark., 2002b).

D, L-laktit/glikolit kopolimer (PLGA) kullanilarak hazirlanan CsA igeren
polimerik mikrokiirelerde, subkonjonktival enjeksiyondan 6 saat sonra kornea ve
hiimor akdzde terapotik konsantrasyona erigilmistir (Lallemand ve ark., 2003).
Daha yiiksek konsantrasyonda EM igeren ayni sistem ile tavsanlarda keratoplasti
reddinin dnlenmesi ¢aligmasi gerceklestirilmis, ancak CsA’nin yaglh ¢ozeltisinden
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cok farkli sonuglar elde edilmemistir. Buna karsin histopatoloji sonuglar1 artan
bolgesel toleransi gostermistir (Lallemand ve ark., 2003).

PLGA ile yapilan bir bagka ¢aligmada, deksametazon igeren viicutta parcalanan
polimerik nanopartikiiller hazirlanmis ve maddenin polimerik nanopartikiillerdeki
enkapsiilasyonunun optimizasyonu amaclanarak intravitreal enjeksiyona yonelik
formiilasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Emiilsifikasyon-difiizyon yontemine gore
hazirlanan pargaciklar ile PLGA nanopartikiillerine EM yiiklenmesi ve sistemlerin
optimizasyonu basari ile gerceklestirilmistir (Gémez-Gaete ve ark., 2007).

Formiilasyonlarin Hazirlanist

PN’in 6n formiilasyon ¢alismalarinda belirlenen bilesenlere sahip formiilasyonlar,
Sayfa 45°de Formiilasyonlarin Hazirlanisi boliimiinde anlatilan  sekilde
emiilsifikasyon-diflizyon yontemi ile hazirlanip, 1 mL’lik renkli steril ampullere
doldurulmus ve ampuller sterilizasyon i¢in kapatilmistir.

Formiilasyonlarin Sterilizasyonu

PN formiilasyonlarinin sterilizasyonu otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile
gergeklestirilmis ve sistemin sterilizasyon sicakliina ulastigi otoklav bantlar ile
kontrol edilmistir.

Nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu,  hazirlanan  sistemin  &zelliklerinin
belirlenebilmesi ve uygulama yoluna uygunlugunun degerlendirilebilmesi i¢in
onem tagimaktadir. Nanopartikiillerin karakterizasyon c¢alismalarinin basinda,
parcacik biiyiikligli ve zeta potansiyel analizleri ile yiikklenen EM miktarinin
belirlenmesi gelmektedir. Yiizey oOzelliklerinin belirlenmesi, ¢eper kalinliginin,
gozenek ¢ap ve hacminin analizinin gerekliligi hazirlanan sistemlerin 6zellikleri
g0z Oniinde tutularak gerceklestirilmektedir. Steril uygulama zorunlulugu bulunan
uygulama yollarina (6rn: parenteral, okiiler) yonelik calismalarda sterilizasyon
basamaginin hazirlanan sistemin 6zelliklerini degistirmeyecek nitelikte olmasina
dikkat edilmelidir (Kas, 2002).

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Ozelliklerine ait Calismalar
Parcacik Biiyiikliigii Analizleri

PN formiilasyonlarinin ortalama parcacik biiyiikliikleri, hazirlanmalarinin
ardindan ve 6 aylik kararlilik caligmalari siiresince zeta potansiyel analiz cihazi
yardimiyla 6l¢iilmiis, elde edilen sonuglar Sekil 52-53’de verilmistir.
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Formiilasyonlarimin Kararhlik Calismalarina ait Parcacik Biiyiikliigii Bulgular:

(a: EM/P Oram [1:1], b: EM/P Orani [1:3]; n=3) [Dikey bar: SH]
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Sekil 53. % 0.2 Etkin Madde Konsantrasyonuna Sahip Polimerik Nanopartikiil
Formiilasyonlarinin Kararhhik Calismalarina ait Parcacik Biiyiikliigii Bulgular:
(a: EM/P Oram [1:1], b: EM/P Orani [1:3]; n=3) [Dikey bar: SH]

Bu ¢alismada, formiilasyonlarin parcacik biiytikliikk analizleri, SLN’lerde oldugu
gibi foton korelasyon spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir. PN’lerin
hazirlanmalarini takiben yapilan analizlerde, PN1 formiilasyonunun (EM= % 0.1
ve EM/polimer orani [1:1]) 312.33 £10.76 nm (PI= 0.943 +£0.032) olan baslangic
parcacik biiyiikligl, 6. ayin sonunda, 25°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
220.67 £11.68 nm (PI= 0. 274 +0,001), 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda
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185.60 +£3.17 nm (PI= 0.600 +0.078), 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda ise
193.67 £5.85 nm (PI= 0.558 +£0.022) olarak belirlenmistir.

PN2 formiilasyonunun (EM= % 0.1 ve EM/polimer orani [1:3]) 423.67 +44.72 nm
(PI= 0.721 #£0.046) olan baslangi¢ parcacik biiytikliigli, 6. aymn sonunda, 25°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 463.33 £13.13 nm (PI= 1.000+0.000), 40°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 546.00 £14.99 nm (PI= 0.715 +0.025), 4°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda ise 271.00 +8.34 nm (PI= 0.495 +£0.011) olarak
belirlenmistir.

PN3 formiilasyonunun (EM= % 0.2 ve EM/polimer oran1 [1:1]) 343.33 £5.93 nm
(PI= 1.000 +0.000) olan baslangi¢ parcacik biiytikliigli, 6. aym sonunda, 25°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 552.67+17.92 nm (PI= 0.575 +0,117), 40°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 545.33 £2.91 nm (PI= 0.859 +0.007) ve 4°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 359.00 £2.08 nm (PI= 0.839 +0.084) olarak
belirlenmistir.

PN4 formiilasyonunun ise (EM= % 0.2 ve EM/polimer oran1 [1:3] olan) 484.33
+4.34 nm (PI= 0.478 +£0.007) olan baslangi¢ parcacik biiyiikliigii, 6. ayin sonunda,
25°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 462.67 £3.48 nm (PI= 0.546 +0,001),
40°C +1°C’de saklanan formiilasyonda 497.00 +5.78 nm (PI= 0.546 +0.024) ve
4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 215.00 £4.51 nm (PI= 0.995 +0.003) olarak
belirlenmistir.

Parcacik biiyiikliigii analizleri sonuglar1 degerlendirildiginde, 6. ay analizlerinde
cogu PN formiilasyonu i¢in daha diislik degerler elde edilmistir. PI degerlerinin de
yiiksek olmasi ile, sistemlerde agregatlarin olustugu agikca goriilmiistiir. Pargacik
biiyiikliigii analizleri, iletkenligi 50 uS olan distile suda formiilasyonlarin disperse
edilmesinin ardindan gerceklestirilmistir. 6 aym sonunda pargacik biiyiikliiglinde
goriilen azalma, dispersiyonlarin hazirlanmasinda agregatlarin ayrilmalarinin
saglanamadigini gostermistir. Agregatlarin ayrilmalarin1 saglayacak yontem ve
cihazlarin kullanilmasi ile daha uygun sonuglarin elde edilebilecegi goriilmiistiir.

Agregat olusumuna karsin, 6 aylik saklama siiresince her ii¢ kosuldaki PN
formiilasyonlarinin pargacik biiytikliikleri nanometre araliginda kalmistir.

Zeta Potansiyel Analizleri

PN formiilasyonlarinin zeta potansiyel analizleri, hazirlanmalarinin ardindan ve 6
aylik kararlilik ¢aligmalart siiresince zeta potansiyel analiz cihazi yardimiyla
gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 54-55’de verilmistir.
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Sekil 54. % 0.1 Etkin Madde Konsantrasyonuna Sahip Polimerik Nanopartikiil

Formiilasyonlarinin Kararhlik Cahsmalarina ait Zeta Potansiyel Analiz
Sonuglar1 (a: EM/P Oram [1:1], b: EM/P Orani [1:3]; n=3) [Dikey bar: SH]
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ekil 55. % 0.2 Etkin Madde Konsantrasyonuna Sahip Polimerik Nanopartikiil
y p Y

Formiilasyonlarmmin Kararhlik Cahsmalarina ait Zeta Potansiyel Analiz
Sonuglar1 (a: EM/P Oram [1:1], b: EM/P Orani [1:3]; n=3) [Dikey bar: SH]

Calismada hazirlanan sistemlerin zeta potansiyel analizleri degerlendirildiginde,
cok kararli olduklari, oldukca yiiksek zeta potansiyel degerleri (50-70 mV) ile
kolayca goriilmektedir. Sistemlerin pozitif yiikleri sayesinde, diger sistemlere
eklenen OA gibi yardimci katyonik lipit eklenmesine gerek duyulmamustir.

PN’lerin hazirlanmalarin1 takiben yapilan analizlerde, PN1 formiilasyonunun
(EM= % 0.1 ve EM/polimer orani [1:1]) 54.30 +0.33 mV olan baslangi¢
elektriksel iletkenligi, 6. ayin sonunda, 25°C +1°C’de saklanan formiilasyonda
47.50 £0.62, 40°C +£1°C’de saklanan formiilasyonda 51.40 £1.14 mV, 4°C
+1°C’de saklanan formiilasyonda 61.6 £1.11 mV olarak belirlenmistir.
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PN2 formiilasyonunun (EM= % 0.1 ve EM/polimer oran1 [1:3]) 57.90 £1.01mV
olan baslangi¢ elektriksel iletkenligi, 6. aymn sonunda, 25°C +£1°C’de saklanan
formiilasyonda 86.40 +0.82 mV, 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 45.00
+2.33 mV, 4°C #1°C’de saklanan formiilasyonda 74.00 +0.15 mV olarak
saptanmistir.

PN3 formiilasyonunun (EM= % 0.2 ve EM/polimer orani [1:1]) 65.60 £0.59 mV
olan baslangi¢ elektriksel iletkenliginin, 6. ayin sonunda, 25°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 55.80 +2.45 mV, 40°C +1°C’de saklanan formiilasyonda 72.00
+0.6 mV, 4°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 62.10 +5.34 mV oldugu
bulunmustur.

PN4 formiilasyonunun ise (EM= % 0.2 ve EM/polimer orani [1:3]), 67.10 £1.48
mV olan baslangic elektriksel iletkenligi, 6. aym sonunda 25°C +1°C’de saklanan
formiilasyonda 84.70 £1.17 mV, 40°C £1°C’de saklanan formiilasyonda 82.90
+0.80 mV, 4°C #1°C’de saklanan formiilasyonda 76.90 +4.51 mV olarak
belirlenmistir.

Daha onceki calismalarda, PN’lerin pozitif yliklerinin diger sistemlerde oldugu
gibi okiiler uygulamalarda da kornea ylizeyine tutunmayi, diisiik sicakliklarda
dahi yiiksek kararhlik saglamay1 basardigi belirtilmistir. Eudaragit® RS 100 ile
hazirlanan pozitif yiiklii ibuprofen iceren PN’lerin okiiler uygulamalarinda,
parcaciklarin pozitif yiikleri ile korneaya tutunma siireleri artmis, bu sayede
uzatilmis salima bagli olarak hiimor akodzde yiliksek EM konsantrasyonu elde
edilmistir (Pignatello ve ark., 2002b).

Kolloidal sistemler arasindaki etkilesimlerin g¢ogunlukla Van der Waals
kuvvetlerine bagli olarak gelistigi bilinmektedir. Partikiilleraras1 kirilma indisi
farki ne kadar yiiksekse, Van der Waals kuvvetlerinin etkisi o derece artmaktadir.
Pek cok dispers sistemde Van der Waals kuvvetleri elektrostatik kuvvetler ile
dengelenmistir. Tek tip partikiillerin oldugu sistemlerde benzer yiike sahip
partikiiller, aralarindaki yiik yogunluguna bagli olarak artan itici elektrostatik
kuvvet olusturmaktadir. Ortamdaki tuz miktar1 arttirilarak  bu  etki
azaltilabilmektedir (Malmsten, 2002a).

Partikiiler sistemlerin ¢ogu termodinamik olarak kararli sistemler degillerdir; bu
nedenle, bu tiir dispers sistemlerde partikiiller eninde sonunda flokiile olarak
makroskobik faz ayrismast gozlenecektir (Malmsten, 2002a). Ancak
siispansiyonlarda oldugu gibi, PN’lerde olusan bu degisimlerin geri doniisiimlii
olmas1 beklenmektedir (Oner, 2004).

Calismanin 6 aylik saklama siiresi sonunda, sistemlerde ¢okme gdzlenmis, ancak,
hafif ¢alkalanmalari ile sistemler yine eski hallerine donmiistiir.

PpH Analizleri
PN formiilasyonlarinin pH degerlerinin fizyolojik pH’ya yakin olmasi nedeniyle,

(pH: 7.2-7.4) herhangi bir pH ayarlamasi1 yapilmamistir. pH degerleri 6 aylik
kararlilik ¢aligmalar1 siiresince Olgtilerek, sonuglar Cizelge 13°de verilmistir.
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Cizelge 13. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Kararhlhk Calhsmalarma ait pH

Sonuglari
.. pH +SH
Formiilasyon Kodu ve
Saklama Sicakhgi Zaman (ay)
0 1 3 6

PN1-25°C 7.39 +0.00 6.77 £0.01 7.60 +£0.00 6.25 +0.00
PN1-40°C 7.39 +£0.00 6.19 +£0.00 7.36 +£0.02 6.08 £0.02
PN1-4°C 7.39 +0.00 6.30 +£0.01 6.83 +£0.01 7.05 +0.01
PN1* 7.39 +0.00 7.24 +£0.02 7.85 +£0.00 6.44 £0.01
PN2-25°C 7.31 £0.01 6.54 £0.01 7.80 +£0.01 6.22 +0.01
PN2-40°C 7.31+0.0.1 6.22 +0.02 6.79 £0.02 6.07 £0.02
PN2-4°C 7.31+0.0.1 6.54 +0.00 6.76 £0.00 6.52 +0.01
PN2* 7.31+0.0.1 6.76 £0.01 7.30 +0.01 6.31+0.01
PN3-25°C 7.28 £0.00 6.61 0.01 7.25 £0.00 6.21 +£0.01
PN3-40°C 7.28 £0.00 6.24 £0.00 6.96 £0.00 6.25 £0.02
PN3-4°C 7.28 £0.00 6.46 £0.00 6.80 +0.01 6.48 £0.00
PN3* 7.28 £0.00 7.52 £0.01 7.10 £0.00 6.43 +£0.01
PN4-25°C 7.09 £0.00 6.31+0.01 6.89 +0.00 5.95+0.01
PN4-40°C 7.09 £0.00 6.12 +£0.02 6.90 +£0.02 5.72 £0.02
PN4-4°C 7.09 +0.00 6.09 +£0.01 6.53 +£0.01 6.22 +0.00
PN4* 7.09 +0.00 6.93 +£0.01 6.98 +£0.00 6.29 +£0.01

*: Sterilizasyon islemine tabi tutulmamistir, n=3, SH: Standart hata

En disiik pH degeri 5.72 olarak tespit edilmistir ve 6 aylik kararlhilik siiresince,
degerler goziin tolere edebilecegi araliin (Worth ve Cronin, 2001) disina
cikmamistir. pH degerlerindeki diismenin nedeni SLN’lerde tartigildig1 gibi somut
olarak tespit edilememistir.

Polimerlerin yapisindan ve olustugu monomerlerden bagimsiz olarak, viicutta
parcalanabilen poliesterlerin hidrolizindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikaran en 6nemli
parametre pH’dir. Degradasyon ve degradasyona bagli olarak olusan EM salimu,
diisiik ve yiiksek pH degerleri ile arttirilabilirken, nétral pH da ise genellikle
hidrolitik degradasyon sinirlanmistir. Polimerler kimyasal degradasyonun yanisira
enzimatik degradasyona da ugrayabilmektedir. Enzimlerin aktivitelerini etkileyen
onemli parametrelerden biri de pH oldugu i¢in, polimerlerin hem enzimatik hem
de kimyasal degradasyonunda pH dikkate alinmalidir (Malmsten, 2002b).

Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde Miktar Tayini

PN formiilasyonlarinda EM Miktar Tayini boliimiinde (Sayfa 46) agiklanan
sekilde, HPLC yontemi ile yapilan tayinlerden elde edilen sonuglara gore, PN1 %
0.101 £0.003 (SH), PN2 % 0.097 £0.003 (SH), PN3 % 0.214 £0.010 (SH), PN4 %
0.191 +0.008 (SH) oraninda EM tasimaktadirlar (n=3). 8. ayin sonunda
gerceklestirilen analizlerde ise, PN1’in % 0.107 +0.006 (SH), PN2’nin % 0.116
+0.008 (SH), PN3’{in % 0.229 +0.020 (SH), PN4’iin % 0.235 +0.013 (SH) (25°C
+1°C’de saklanan formiilasyonlar) oraninda EM tasidiklar1 belirlenmistir (n=3).

PN’lerin  kararlilik  calismalar1  siiresince  yapilan  analiz  sonuglari
degerlendirildiginde, tim PN formiilasyonlarinin pargacik boyutlar1 nanometre
araliginda kalmis ve formiilasyonlar arasinda bir se¢cime olanak saglamamistir. pH
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degerleri 6 ay siiresince azalmis, ancak yine de fizyolojik pH araliginda kalmistir.
Bu nedenle, zeta potansiyel degerleri géz oniinde tutularak en yiiksek elektriksel
iletkenlige sahip olan PN4 formiilasyonu in vivo ¢alismalar i¢in se¢ilmistir.

In Vivo Calismalar
Irritasyonun Belirlenmesi

Hayvanlara formiilasyonlarin uygulanmasinin ardindan goézde olusabilecek
irritasyon, uygulama yapilmayan goz referans alinarak kontrol edilmistir.
Uygulama sirasinda ve sonrasinda irritasyonla ilgili olarak herhangi bir kizariklik
veya baska bir rahatsizlik belirlenmemistir.

Hiimér Akoz ve Hiimér Vitroz Sivi Orneklerinde Siklosporin A Miktar Tayini

Formiilasyonlarm Géze Uygulanisi ve Orneklerin Alimasi konusunda (Sayfa 46)
anlatilan sekilde alinan ve analize kadar buzdolabinda (4°C +1°C) saklanan hiimor
akdoz ve hiimor vitroz sivi Orneklerindeki CsA miktarlari EIA cihazi ile
belirlenmistir. Yapilan analizlerde, 2., 16., 24. ve 48. saatlerde hiimor akodzde
belirlenen CsA miktarlar1 Sekil 56’da, hiimor vitrozde belirlenen CsA miktarlari
ise Sekil 57°de sunulmustur.
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Sekil 56. Hiimor Akozde Belirlenen Siklosporin A Miktarlar1 (n=6) [Dikey bar: SH]

In vivo calismalar icin yaklasik olarak 30-35 kg agirhigindaki koyunlar
kullanilmigtir. Sistemlerin etkinlikleri a¢isindan degerlendirilebilmeleri igin,
formiilasyonlar hayvanlarin goziine yaklasik olarak ayni konsantrasyonda
uygulanmistir.
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Sekil 57. Hiimor Vitrozde Belirlenen Siklosporin A Miktarlari (n=6) [Dikey bar: SH]

Himor akoz’de belirlenen EM  konsantrasyonlart degerlendirildiginde, SLN
formiilasyonu uygulanan deneklerden alinan 6rneklerde, 2. saatte 21.300 +0.945
ng.mL™, 16. saatte 27.383 + 2.582 ng.mL", 24. saatte 24.400 +1.475 ng.mL"', 48.
saatte  30.600 +0.663 ng.mL™’ konsantrasyonda EM bulunurken, ME
formiilasyonu uygulanan dencklerde 2. saatte 19.340 £0.899 ng.mL™, 16. saatte
25.833 £1.460 ng.mL™, 24. saatte 29.583 +2.138 ng.mL’, 48. saatte 32.500
+0.763 ng.mL"', PN formiilasyonu uygulanan dencklerde ise 2. saatte 24.617 +
1.464 ngmL", 16. saatte 25.750 +0.886 ng.mL’, 24. saatte 24.000 +0.905
ng.mL™", 48. saatte 29.833 +1.107 ng.mL" oraninda EM belirlenmistir.

Hiimor vitréz’de belirlenen EM konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde de, SLN
formiilasyonu uygulanan deneklerden alinan 6rneklerde 2. saatte 14.940 +0.923
ng.mL', 16. saatte 30.420 +1.992 ng.mL™, 24. saatte 37.250 +4.034 ng.mL"", 48.
saatte 36.917 + 1.654 ng.mL"', ME formiilasyonu uygulanan deneklerde 2. saatte
20.950 +1.306 ng.mL”, 16. saatte 33.600 +1.849 ng.mL’, 24. saatte 35.600
+2.700 ng.mL’, 48. saatte 37.650 + 2.337 ng.mL" konsantrasyonda EM
bulunurken, PN formiilasyonu uygulanan deneklerde ise 2. saatte 23.080 + 2.021
ng.mL™", 16. saatte 30.700 +1.298 ng.mL"", 24. saatte 28.333 +1.559 ng.mL", 48.
saatte 33.667 + 1.452 ng.mL"' oraninda EM saptanmustir.

Gozlerden alman sivi Orneklerinde belirlenen CsA miktarlariin, Kitlerin
etkinliklerinin belirlendigi 4-47 ng.mL™" arahiginda degerler almis olmasi ve bu
araliktaki kitin geri kazanim yiizdesinin % 99.7-100 olmas1 nedeniyle kitlerin
giivenilirlik ¢aligmasina gerek duyulmamaistir (Cyclosporine PLUS Assay, 2006).

Hiimor akéz ve hiimor vitrdzdeki CsA miktarlarinda belirtilen standart hata
degerlerinin ¢ok yiiksek olmamasi, sistemlerin bireylerarasindaki farki oldukca
azalttigim1 gostermektedir. 48. saatin sonunda, Ozellikle hiimor vitr6z’de artan
konsantrasyonda EM saptanmis, bu sayede formiilasyonlarin tekrarlanan
uygulamalarina gerek olmaksizin sistemlerden EM’nin kontrollii salim gosterdigi
belirlenmistir.
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Okiiler uygulanan EM’lerin yaklasik olarak yalnizca % 5’lik kismi istenilen
bolgelere lokalize olabilmektedir. Kalan kisim gozyast sivisi ile tasinarak
nazolakrimal kanala ve oradan da burun bosluguna ge¢mekte ve buradan sistemik
dolagima karigsarak istenmeyen yan etkilerin olusmasina neden olabilmektedir
(Gulsen ve Chauhan, 2005).

CsA’nin eliminasyon yar1 dmrii 8 saat olarak belirtilmektedir (Chock, 2000). Oral
uygulamanin ardindan dozun % 90’1 safra ile (<% 1 degismeden) ve % 6’s1 idrarla
(<% 0.1 degismeden) atilmaktadir (Inoue ve ark., 2000). Dar terapdtik pencereye
sahip oldugu ve EM absorbsiyonunda, dagiliminda, metabolizasyonunda ve
eliminasyonunda bireylerarasi ¢esitlilik oldugu i¢in basarili bir tedavi i¢in EM kan
diizeylerinin takip edilmesi gerekmektedir (Stettin ve ark., 20006).

Cok segici, ancak zaman gerektiren analiz yontemi olan HPLC (Gulbis ve ark.,
1997), kandaki CsA miktarlarinin analizinde sik¢a kullanilan bir yontemdir.
CsA’nin kromatografik yontemlerinde karsilagilan en biiyiik sorun, maddenin
diisiik dalga boyunda (210 nm) UV dedektor ile gergeklestirilen analizlerinde
kullanilacak kromoforlarin bulunamamasidir. Pek ¢cok madde bu dalga boyunda
15181 absorplamakta ve maddelerin uzaklagtirllmasi da ¢ok karmasik islemler
gerektirmektedir.  Caligmalarda, genellikle, asetonitril ile proteinlerin
coktliriilmesini takip eden ve cok zaman gerektiren kati faz ekstraksiyonu
kullanilmaktadir. Ekstraksiyonun ardindan ornekteki bazi kalintilar nedeniyle,
uygulamanin ardindan uzun yikama prosediirleri HPLC ile kan Orneklerinin
calisilmasini giiclestirmekte ve bu nedenle immiin yontemler analizlerde tercih
edilmektedir (Amini ve Ahmadiani, 2003).

FPIA (Abbot Diagnostics) EMIT" (Syva), RIA (INCSTAR) monoklonal
antijenlerin kullanildigi, HPLC yerine tercih edilebilecek yontemler olarak
tanimlanmistir (Gulbis ve ark., 1997).

% 2 oraninda CsA’nin zeytinyagi i¢inde c¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan goz
damlasi, hastalarin gozlerine, katarakt ameliyatindan 72 saat dnce baglanarak, her
6 saatte 2’ser damla olmak iizere damlatilmig, hiimor akéz ornekleri belli zaman
araliklar1 ile almmustir. Orneklerdeki CsA miktar1 polarize immiinofloresans
yontemi (Abbott) ile analiz edilmistir (Diaz-Llopis ve Menezo, 1989).

Kornea naklinde doku reddini onlemek amaciyla farelerle yapilan bir baska
calismada, kas icine 400 pL olarak giin i¢cinde farkli sayida uygulanan CsA, farkli
maddeler ile kiyaslanmis ve farelerden alinan kan 6rneklerinin ELISA ile analizi
sonrasinda kandaki CsA miktari belirlenmistir (Zhang E.P. ve ark., 2000).

CsA’nin okiiler penetrasyonunun arastirildig: ¢alismada, zeytin yagi ile hazirlanan
formiilasyon, oral ve topik olarak uygulanmig ve bir hafta uygulamalara devam
edilmistir. Tavsanlar 1 mL.kg" oraninda sodyum Pentobarbital® enjeksiyonu ile
oldiiriilmiis, kan ve gdzyasi sivilar1 alinarak madde miktar1 RIA ile nonapesifik
poliklonal antijenler veya monoklonal antijenler kullanilarak analiz edilmistir
(BenEzra ve Maftzir, 1990).

HPLC yontemi ile, FPIA, ekstraksiyon gerektirmeyen CEDIA yo6ntemi, TDx
monoklonal FPIA yontemi, EMIT ve poliklonal FPIA yontemleri, karaciger doku
nakli ger¢eklesen hastalardan alinan kanlar kullanilarak karsilagtirilmis ve FPIA,
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CEDIA ve EMIT yontemleri ile HPLC’den elde edilen sonuglara ¢ok yakin
degerlere ulasilmistir (Tredger ve ark., 2000).

Calismada elde edilen in vivo analiz sonuglart degerlendirildiginde, SLN
formiilasyonu 2. saatte yliksek EM konsantrasyonu olusturmus ve 48 saat
stiresince hiimdr akdz ve hiimor vitrdz de olusan konsantrasyonu devam
ettirmistir. ME formiilasyonu her iki goz sivisinda da artan oranda EM
konsantrasyonu olustururuken, PN formiilasyonu 2. saatte her iki sistemden de
daha yiiksek EM konsantrasyonuna ulagsmis ve konsantrasyonu belli bir diizeyde
48 saat siiresince korumustur.

PN formiilasyonunun hiimér vitréz’de 2. saatteki en yiksek EM
konsantrasyonunu  olusturmasi  sistemin  okiiler penetrasyonunun diger
sistemlerden daha yiiksek oldugunu ve goziin i¢ tabakalarina kadar EM’nin
kolayca taginabildigini gostermistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiklerinde ise, sistemler arasinda bir fark
goriilmemistir (p>0.05, SPSS-Bagimsiz Orneklerde T Testi).
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SONUC ve ONERILER

Kararlilik  ¢aligmalar1  siiresince  yapilan in  vitro analiz  sonuglari
degerlendirildiginde, SLN, ME ve PN formiilasyonlarinin tiimiiniin pargacik
biiytlikliikleri nanometre araliginda kalmis ve okiiler kullanima engel olacak
agregatlar olusmamistir. Zeta potansiyel degerlerindeki en biiyiik azalma ME
formiilasyonunda goriilmiis, ancak azalan potansiyeller negatif araliga
diismemistir. SLN ve PN formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri yiiksek
degerler alarak sistemlerin kararliligini gosteren bir baska parametre olmustur.
DSC, XRD, IR ve NMR analiz sonuglart SLN formiilasyonlarinin kararliliklarini
gosterseler de, pH degerlerinin 2. aydan itibaren diismesi, SLN
formiilasyonlarinin okiiler kullanimin1 giiclestirmektedir.

In vivo galisma sonuglar1 degerlendirildiginde ise, SLN ve PN formiilasyonlari
akdz hiimor ve vitréz hiimoriin her ikisinde de yiiksek EM konsantrasyonuna 2.
saatte ulasmis ve EM konsantrasyonunu 48 saat siliresince korumuslardir. PN
formiilasyonlar1 2. saatte akdz hiimorde ve vitroz hiimdrde daha yiiksek EM
konsantrasyonu olusturararak goézdeki penetrasyonu en iyi olan formiilasyon
olmustur. ME formiilasyonu analiz zamanlarinda artan oranda EM
konsantrasyonunu okiiler sivilarda olusturmus ve en yiiksek konsantrasyona 48.
saatte ulagabilmistir.

Calismada gerceklestirilen in vitro-in vivo analiz sonuclar1 degerlendirildiginde
hazirlanan sistemler arasinda PN formiilasyonu CsA’nin okiiler formiilasyonunda
umut vaad eden formiilasyon olarak belirlenmistir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, Allergan® firmasmin Restasis® okiiler
emiilsiyonu ile caligmada belirlenen PN formiilasyonu karsilastirilarak, hiimor
akdz, hiimor vitroz, kornea, iris ve retina Ornekleri ile okiiler biyoyararlanim
calismas1 yapilacaktir.
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GELEN GORUS: Proje (PR-06-10-31-3); Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Kozmetoloji Bilim Dali-
Prof.Dr.Yasemin YAZAN (proje yOneticisi) , Ars.Gor.Ebru CENGIZ, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiltesi Gtz Hastahlklari Anabilim Dal-Prof.Dr.Nilgtin YILDIRIM, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiltesi Farmakoloji Anabilim Dah-Yrd.Dog.Dr.Basar SIRMAGUL “Siklosporin A igeren kat lipit nanopartikil ve
mikrosonger hazirlanmasi ve in vitro-in vivo degerlendirilmesi” (Deney Hayvanlan Alt Komi. 20 Kasim 2006 tarihli
giiriisih)

04 Aralik 2006
GORUSLER: 14

Deney Hayvanlari Alt Komi, 20 Kasim 2006 taribli gérisii: Calismada hazirlanan sikiosporin formolasyonlarin gozleri
gikanlacak ve alinan gozier akéz humor, vitreusi sivsi, kornea iris ve retina omekleri alinarak bu dokulardaki siklosporin A
diizeyi saptanacaktir. Caligmanin amac: ve kapsar belirtilmis, gerekli literalurler verilmigtir. Galigmanin yapilmasinda, Alt
Komisyonumuzun olumsuz gordst bulunmamaktadir.

04 Aralik 2006

KARAR: 14

BASVURU BiLGILERI;| PROTOKOL KODU: ESOGGU Enk Kurul, 31 Ekim 2006, No: {PR-06-10-31-3)

PROJENIN ADI: “Siklosporin A igeren kati lipit nanopartikiil ve mikrosonger hazirlanmas ve
in vitro-in vivo degerlendirilmesi”

BASYURULAR: Anabilim/Bilim Dah 107102006, Bolum Bagkanh@i Dali _ / /2006,

Dekanlik: /#2006, Etik Kurul Bagkanhgina Muracaati 17/10/2006, Etik Kurul Uyelerine
17/1042006.

SORUMLU ARASTIRICI UNVANI/ADI: Anadolu Universitesi Eczaciik  Fakitltesi,
Kozmetoloji Bilim Dah-Prof.Dr.Yasemin YAZAN (proje ySneticisi)

SORUMLL KOORDINATOR/Proje Yiritlcisi UNVANI/ADI: Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakoltesi, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiltesi, Kozmetoloji Bilim Dal:-
Prof.Dr.Yasemin YAZAN {proje ytneticisi}, Ars.Gor.Ebru CENGIZ, Eskigehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiltesi Géz Hastaliklan Anabilim Dali-Prof.Dr.Nilgla YILDIRIM,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalb-
Yré¢.Do¢.Dr.Basar SIRMAGUL

ARASTIRMA MERKEZT: Anadolu Universitesi Eczacitk Faktiliesi, Kozmetoloji Bilim Dals

ESOGU ARASTIRMA MERKEZI: Eskigchir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi, Goz
Hastaliklary Anabilim Dal

ESOGU ARASTIRMA MERKEZI: Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakilltesi,
Farmakoloji Anabilim Dah

DESTEKLEYICi FIRMA: Belinilmemigtir.

ARASTIRMA = AMACLARI ACISINDAN: o) Tanusal fDescriptive): Ornckie dagilim, frekans
NITELIGIE: dagilimlan, b) Analitik (Inferential); fliskilerin bulunmas
- = YAPILIS AMACINA GORE:, b} Uygulamalt .

v UYGULAMA BICIMLERE: o) Kaynak tarama (review), b} ileriye yonelik
{prospective), c) Kesitsel (cross sectional), d) izleme dayal, wzamsal (foliow up-
longitudinal), e} olgu kontral (case control), f} Grup izleme fcokort, randomize
controfled trials), 1) Bivalajik denemeler (bloassay)

= ARASTIRMA DUZENLERS (tanimiarmalidir): 1) Tek trnek dizeni (one sample
design), 2} Bagimsiz iki grup duzeni {independent randomized two group
design), 3} Bagiml, eslestirilmis iki drnek dUzeni (paring design, change over,
pre-post dependent two group design), 4) Bagimli K grup duzeni (randomized K
group design), 5) Bagimsiz birimlerde tekrarli denemeler duzeni {randomized
block design), 6) Eksik blok dozeni (incomplete block design), 7) Latin kare
duzeni (Latin square design}, 8) Greko-Latin kare diizeni, 9} Faklariyel ddzenler,
10) Youden kare dozeni, 11} Bolinmig parselter/bloklar duzeni {split plovblock
design), 12} Rasgele kontrolla diszenlemeler, grup izleme, kohort dézeni, 13)
Olgy kontrol dizeni, !4) Capraz tekrarli dizenler (cross over design), 135} Paralel
deneme dizenleri, 16) Ardisik deneme duzenleri (sequential design): agik,
kapal, ¢arpik ardigik dizenler.

= JLAC ARASTIRMALARL: (A) 1) Bakanlikga Ruhsatlandiriing ilaglarla calisma, (B)
O7ZEL: 3) Biyoyararlanim /biyoesdegerlilik, 6) Farmakokinetik ¢aligma-belirtin,
9) Tacin klinik etkmlik, 10) Diger

Deney Hayvan galigmasidir.

DESERLENDIRILEN ;

" INCELENEN DOSYA TANIMLAMASI

GEREKLI DIGER BELGE ADI/PROTOKOL: “Siklosparin A igeren kati lipit mancpartikil ve
ILGILI BELGELER: mikrostinger hazirlanmast ve [n vitro-in vivo deSerlenditilmesi”, ESOGU Etik Kurul

tarihi 31 Ekim 2006, Tirkge.
5ORUSE 6ONDERILEN YERLER ve GORUSLER

BELGE ADFPROTOKOL: Deney Havvanlan Alt Komi. 20 Kasim 2006 tarihli
griigh; Cahsmada haziflanan siklosporin formilusyonlarin gozleri gikanlacak ve
alinan gozler akoz humor, vitreusi sivsi, kornea iris ve retina ¢rnekleri ahinarak bu
dokulardaki siklosporin A duzeyi saptanacaktiy. Caliymanin amaci ve kapsami
belirtilmis, gerek!i literatirler  verilmigtir,  Cahsmamn  yapiimasinda, Al
Komisyonumuzun olumsuz gdrilsl bulunmamaktadsr,




DOSYADA BULUNAN EVRAKLAR
BELGE ADU/PROTOKOQL: Gerekli literatiirler mevcuttur.

BELGE ADI/PROTOKOL: Deney Hayvanlar Yonergesi galigmacilar tarafindan
17.10.2006 tarithinde imzalanrigtir. Proje yoneticisi Deney Hayvanlan Yonergesini
1. 10.2006 tarihinde imzalamagtir.

BELGE ABI/PROTOKOL: Calismacilarin dzgegmisleri mevcuttur.

ALTNAN KARARLAR
BELGE ADI/PROTOKOL.: 31 Ekim 2006: Deney Hayvanlan Alt Komisyonu'na
goriige gonderilmigtir,
BELGE ADI/PROTOKOL: 04 Aralik 2006: Deney Hayvanlan Alt Komisyonu’nun
20 Kasim 2006 tarihli gorigt: QOlumludur.

CALISMA
ESASLARI:

HELSINKi DEKLERASYONL (2000 Edinburg versiyonuy ve 2002 yth Washington'da
29, maddeye ve 2004 Tokyo'da 30 Madde eklemeleri ile birlikte} aragtrmacilar
tarafindan uyulacafi kabul edilmelidir,

TCK 90 MADDESINE UYULMASI YASA GEREGIDIR.
ivi KLINIK UYGULAMALAR KILAVUZUNA UYULMALIDIR.

Caligmaciiar tarafindan Helsinki deklarasyonunun son revizyonu {(Ekim 2000, Edinburg, 52.
Dinys Tip Kurultayi ve 2002 y(h Washington ve 2004 Tokyo Genel Kurul eklemesi) okunup,
bu metni kabul ettiklerini ve uygulayacaklarin belirtic imzalan. Aynca lyi Klinik Uygulamalar
(GCPY metoduna (Saphik Bakenliginm 29.12.1995 goin ve 51748 sayih kilavuzu) sadik kalmalan
gerekmektedir, (Etik Kurulumuzun istedigi 10. Madde)

Psikiyatrilepidemivolofik/tophumsal konulardaki arastirmalarda Madrid (1996) Bildirgesi géz
ontine almnir.

Deney Hayvan Caligmalar icin " Deney Hayvanlarinin aragtirma ve egitiminde kullaniimasinda
wyulmast istenen etik kuratiar ve ilkeler (Deney Hayvanlarmda QGU Deney Hayvanlart
Yonergesy * cahgmactiar tarafindan imzalanmalt ve ekienmelidir. 5199 Hayvanlan Koruma
Kanunu (ozeliikle 9. Maddesi) benimseme zorunfudur.

NOT: Hukukumuzda Avrupa Komseyi ve diger ifkelerle Avrupa Birliginin imzaladigdonayladid
diger konu ife ilgili etiksel deklerasyon/bildirgelere wyulmasi gevelimektedir,

SORUMLULUK KABUL(: Cahgmacilar dosyaya ekledikleri imza ile sorumlulugu kabul
ettiklerini beyan etmektedirler. Imzanin hukuksal olmast igin; el ile yazilmis ad ve soyad
olmalidir. Paraflar/simge niteliginde cizimler veya mithtrler imza yerine gegmemektedir.

ETIK
KURULUMUZUN
ALDIGI
KARARLARIN
CERCEVESI

Etik Kurul kararlan hukuksal agidan 8nemli birer uzman gdrligh karar niteligindedir.
Gerektijinde mahkemelerde de kullanilacad! dikkate ahinarak, 5237 Sayih TCK ve
5271 Saylh CMK kanunlarn g¢er¢evelerine uyum saglanmasi, insan Uzerinde
deneylerin TCK kapsamina almmas) ile de yasal zorunluluk olmugtur. Etik
Kurulumuzun aldign  kararlann  hukuksal gergevesinin  agiklamas)  asadida
yapimaktadr.

ETIK KURUL KURULUS GEREKCES!: Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
birimlerinde yapilacak olan: Bilimsel arastirma, yayin, saghk hizmetleri uygulamasi, egitim-
ogretim, insan uzerinde yapilacak biyomedikal aragtirmalarn ve deney hayvam kullanilarak
yapilacak bilimsel aragtirma ve efitim-¢gretim etkinliklerinde, hasta ve denck haklarini {ttm
canluiar igin) ve benzeri diger etkinliklerde deontolajik standartlar ve etik kurallara uyulup
uyufmadiging belirlemek, gorug bildirmek, izlemek amaciyla Etik Kurul olugturulmugtur,

ETIK KURUL GOREV KAPSAMI: Hastalar fizerinde uvgulanacak tam ve tedavi amagh
“klinik arastirmalar” yaminda, hasta veya saphkh kigiler dzerinde yapilacak olan ve temel
hedefi tan1 ve tedavi olmayan tamamen bilimsel nitelikteki "klinik clmayan biyomedikal
aragtirmalar” da bu kapsam igerisindedir. Insanlar Uzerinde aragtirma, klinik deney ve yeni
uygulamalarin yapilabilmesi ve deney hayvan: kullamilarak yapilacak bilimse! aragtirma ve
egitim-ogretim etkinlikleri igin ¢nceden etik kuruldan onay ahinmasi gerekir. Kurul bu
uygulamalann protokoltno inceler, onaylanan galismalarin gidigini izler. Bagvuru durumunda
baska kuruluslata da gtrig bildirilebihr.

ETIK KURUL {SLEVLERI: Etik Kurullar temel olarak danisma niteligindeki kurultardir.
Etik; dogru nedir ve ne yapmaliyim konusunda felsefe gelistirmedir. Etik kurullar zarar
olusmadan Snee uyar: ve yol gosterici iglevlerini vitklenen kurullardir. Etik kurullar amir
mercii olamaz, ancak aldiklan kararlar hukuksal olarak degerlendirilmesi gerekir.

ETIK KURUL INCELEME S{STEMATIG!: Her bagveru igin ayn bit dosya agilir,
Dosyalarin renkleri taz ¢alismasina gdre farkl renklerdedir. FAZ Ligin kirmizi dosya, FAZ [
igin San dosya, FAZ [l igin mavi, FAZ [V igin siyah, BY/BE dosyalan igin turuncu, diger
caligmalar igin beyaz dosya rengi tnerilmektedir. Darugilan ve karani istenen kont Etik
Kurilumuz tarafindan 2577 [dari Yargilama Usultt Kanonu | ve 2. maddeleri ve TCK'nin 61,
Maddesine gore irdelenmektedir, BASVURU BILGILER}: Proje ile ilgili bilgiler; Istem
sahibinin ady, sevk yazisinin tarih ve numarasi, Etik Kuru] incelemeye baglama tarihi,
aragtiricifar ve aragtirma merkezleri ile calismay: destekleyenler sunulmaktadir.
ARASTIRMANIN NITELIGH: A) Bakanlikga Ruhsatlandimlmus ilaglatla galisma, B)
Bakanhkga Ruhsatlandinlmamis ilaglarla palisma olup olmadifi ve aynca dzel galigma
patametreleri: 1) Faz galismasi {1, IL, I1I), 2) Yeni endikasyon galismasi, 3) Caligilmamis yeni
bir hasta grubunda cahisma, 4) Yiksek doz calismasi, 5) Biyoyararlamm /biyoesdegerlilik, 6)
Farmakokinetik gaisma-belirtin, 7) Tan testi gelistirmeye ydnelik galisma, 8) profilaksiye
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vinelik galisma,8) Faz IV, 9) llacin klmnik etkinlik, 10} Diger (klinik, Prospektif, retrospektif,
tek merkezli, gok merkezli, rasgele srnekleme, kontroll, Plasebo kontralli, gift kor, anket,
epidemiyolojik, prevelans ve insidans ¢alismasi gibi) Diger ¢aligmalar belirtilmekiedir.
INCELEME SAFHALARI: Degerlendirilen veya ilgili belgeler sunvimaktadir. CALISMA
ESASLARVETIKSEL YONLER/HUKUKSAL DAYANAKLAR: Helsinki Deklarasyonu,
TCK 90. Maddesi, tyi Klinik Uygulamalar kabul etmeleri ve lag Arastirmalar Alt
Komisyonun olumlu goriigh gereklidir. Psikivatri/toplumsal/epidemiyolojik konulanndaki
aragtirmalarda Madrid (1996) Bildirgesi (eski Hawaii, 1977) gtz tning almir. Deney
Hayvanlarinda QGU Deney Hayvarlan Yonergesi,519% Hayvanlar Koruma Kanunu
(ozellikle 9. Maddesi) benimseme zorunludur ve Dency Hayvanlan Alt Komisyon olumly
karan gerekir, Sorunun etiksel yonleri 6ncelikle ¢le alinarak agikliga kavusturulacakur. Yasal
uygunluk ve aykirihiklar belirtilecek, mevzuatia ilgili hukmler zikredilecektir. Etik Kurul
onay igin bagvurusu yapilan protokollerin yalnizea Etik kurallara (Yurarlukte bulunan Saghk
Yasalan, Ttzokleri, Ydnetmelikleri, Tibbi Deontoloji Kurallan, Konvansiyon veya
Deklarasyonlar, Bildirgeler, Dunya Saghk Orgiitn Kurallari, Avrupa Toplulugu Kararlar)
uygunlugunu aragtiir, bilimsel degerlendirme yapmaz. Bilimsel degerlendirme igin bilim
dallanindan gérig alabilic, AYDINLATMA ve RIZA FORM KURALLARIL YAN
TESIR/ETK] BILDIRIM FORMU ile SONUC KARAR ¢ ONERILER ¢aligmactlara sonug
gerekgeli ve yazili olarak iletilmektedir. Etik Kurulun aldgi kararlarin gergevesi yurtdisi
yayinlarda ozellikle istendigi dikkate alinarak, ayrica kararlarda eklenerek caligmacilara
iletilerek bilgilendirilmektedir. Etik Kurul goriigune dayanarak olusturulan konvansiyon veya
deklarasyonda yeri olan hokamlere varsa ver verilecektir,

HASTA BILGILENIDIRME ve ONAM: Tibbi miidahaleye hukuk diizenince izin
verilebilmesi igin, hekimin davramgim hakli gdsterecek bir hukuka uygunluk nedeninin
varlii gerekir. Genel olarak hukuka uygunluk nedeni, hastanin miidahaleye
aydintat:imasindan sonra riza gdstermesidir. Bu konudaki Anayasa, Kanun ve Yonemelikler
calismacilara iletilmektedir. Caligmamn amac, cahigmadan beklenen sonug ve potansiyel
tehlike, aragtirmaya katilan kimsenin arastirma tncesinde bo uygulamay istegi ile kabul
ettigtine ait imzali belge, arastirmaya katilmakta dzgnr oldugu ve istedigi zaman ¢alismadan
¢tkabilecegi, bu durumda kendisi ile hekini arasindaki itiskilerde bir deBisiklik olmayacags
hususlarint igermelidit. Arastirmaya konu olan sahsin "imzali Riza Formu” ve bu formu
oncelikle sahis kendisi, gerektiginde birinci derecede yakini, sorumiu bir kisi veya veli-vasisi
imzalar. Bu formda sahsin acik kimligi, protokcl numaras:, bilgilendirme formunda belirtilen
hususlardan haberdar oldugunu gosteren ifadesi yarunda kendisine bu belgeleri veren ve
imzalatan sahsin ismi ve imzasi bulunur. Aragtrrmanin bitiminde sonuglar mispet veya
menfi, dogru olarak verilmelidir.

ETiK KURUL KARARLAR] ve HUKUKSAL YAPI: Karsilikh iletigim ve isbirliginin
sdzlesme seklinde olmasi, onun hukuk denetimine alinmas: anlamindadir. Hasta, hekim ve
hastane iliskileri de bu kapsamdadur. 5237 Sayii TCK amaglan; “kigi hak ve GzgOnikierin,
kamu dizen ve givenlidini, hukuk devietini, kamu sadhgin: ve gavreyi, toplum
bangint korumak, sug isfenmesini dnfemektir” seklindedir. Ortada zarar olugmadan énce
etik kurullar karsilikh haklan, kisaca dengeyi koruyarak, hukuksal dengeyi korumalidirlar,
Zerar olustugunda ise hukuk sistemi kaginiimaz devreye girer. Hukuk kelime anlamu olarak
zaten haklar demektir. Hukukun tstinliigil prensibi de haklaon dstonloginl temel almayi
gerektirir,

Hukukumuzda  Avrupa  Konseyi ve difer ilkelerle  Avrupe  Birliginin
imzaladigi/onayladigi diger konu ile ilgili etiksel deklerasyon/bildirgelere uyulmast
gerekmektedir, Bilimsel ahgmalarda uyutmas| gereken baglicalart sunlardir.
o 10 Aralik 1948 WHO Insan Haklari Genel Deklerasyonu
o 4 ¥aesim 1950 Insan Haklari ve Ozgirlikierin Esaslarinia Korunmasi
Iikeleri
o 18 Ekim 1961 Avrupa Sosyal Sozlegmesi
o 16 Aralik 1566 Uluslar arasi Sivil ve Politik Haklar Stzlegmesi ve Uluslar
aras| Ekcnomik, Sosyal ve Kiiltire! Haklar Stzlesmesi
o 29/5/1979 tarih, 2238 Sayil Crgan Ve Doku Alinmasi, Saklanmast,
Agilanmasi Ve Nakli Hakkinda Kanun
o 28 Ocak 1981 Kigise! Verilerin Otomatik Iglenmesine dayanarak Bireylerin
Kerunmasi Stzlegmesi
o 20 Kasim 1989 Gocuk Haklam Sdzlesmesine atifta bulunulmaktadir.
Burade hedef insan haklari ve bireysel temel hirrivetlerin daha genig
gergeklestiritmesidir.

o Biyalji ve Tip konusunds gelismenin hizlandiriimas! bilincinde
olundugy,

o Irnsana kendi tirinde bireysel haklari, insan olmanin gerefi
hatirlanarak vurgulanmakctadir.

o Biyeloji ve Tip Biliminin yanhs kullsmminin insanm serefi ile
bajdagmadiyi, geligmelerin simdiki ve gelecek nesillere fayda
igin kullanmasinin sart oldugu belirtilmektedir.

o Uluslar arasi iliskilerin gerekli elduju ve tiim insanhigin by
faydadan yararlanmasinin gerektigi,

o Teplumsal goriiglere dikkat edilmesinin gerektidi,

o Toplumdaki tUm bireylerin  haklari  ve  sorumluluklarinin
hatirlanmasinin arzulondigi,




o 1160 (1991) Parlemante Onerilerinin dohil olmak lizere biyoetik
tanimlamalarimin hazirlanmasini, Biyoloji ve Tip Uygulamalarinda bireylerin
irsan gerefi, temel hak ve hiirrivetlerini- emnivete almayr gerektiren
Gnlemleri kapsadigi vurgusu ile

o 25.I1.2005, Strasbourg, Additicnal Protocol to the Convention an Human
Rights and Biomedicine, concerning Biomedical Research

o 4. IV. 1997, Oviede, Additional Protocel to the Convention on Human

Rights and Biomedicine, concerning Biomedical Research
TEZLERIN SON ASAMADAKI DEGERLENDIRILMES{
Bir ¢cehsma sontandiginda, itk planlanandan farkh olabilmektedir. Bu agidan dzellikle ilag
aragtirmalarmda 6 aylik ve yillik raporlarla protokola eklemeler vefveya bilgilendirme veya
prospektus verilerinde degisiklikler gtindeme gelmektedir. Bu agidan galismalarin ilk bagvuru ile
sonlanmast farkh olabilmektedir. Etik Kurolumuz bu agidan aradaki farklihigin onem durumunu
irdeleyebilmesi igin son tezin gozden gegirilmesini gerekli kilmaktadir. Bagilaca dikkat edilmesi
gerckenler
o Temel kural olarak &zeliikle sorun olmas) durumunda, & veya 12 avhk dénemler
seklinde ara raporlanin Erik Kurula iletilmesi
o Tez olugtuktan sonra Etik Kurula bagvuruldugunda izleneeek ytntemler;
o ik basvurudaki yapi temelde ayn olmahdir
o Galigmacilar aym olmalidur. Ekleme veya gikma not edilmelidir.
o Sonlanan gekil, itk vapuun iginde olmalidiz. Bazi ¢ikarilmalarin galigmayi
bozmayacak boyutta olmasi gerekir.
o Tezin ayrica iletilerek incelenmesi yapilmahdir.

Hukuksal Dayanaklar: Etik kurul kararlan farkl hukuksal dayanaklan vardir. Bunlar, a)
Emredici Kurallar (Mecburi, amir kaideler), b) Tamamlayici Kurallar (ihtiyari, vedek
kaideler), ¢} Yorumlayici Kurallar (Tefsir edici kaideler), d} Tamimlayici Kurallari (Tarif
edici kaideter) kapsamaktadir. Zorunlu olanlarn yapilma geregi vardur.

Insan Uzerinde Deney TCK 90. Maddesi kapsamina alinmasi, olayin ve konu ile ilgili tum
diger kanun, ysnetmelik ve tebliglerin Ceza Kanunlar: agisindan (clirim/kasit, ihmal, taksir-
dikkat v tzen eksikligi, bilingli taksir ve hata tanymlamalan altinda) ele alinmasim TCK 5.
Maddesi geregi zorunlu kilmaktadir. Buna gére insan higbir gekilde meta olarak ele
aimmayacaktir ve aynica; gerekli izin alinmali, daha tnce hayvan deneyinin yapilmug olmals,
insan Ozerinde yapilmasini gerekli kilmasi, zararh ve kalici etki birakmamasy, act verici
yontemlerin uygulanmamas, kilfet ve sagligimi tehlikeye atitmasinn uzerinde galigmanin
amaglan olmali, bilgilendirmeye dayali yazili nizastnm clmasi, menfaat teminine bagh
bulunmamalidir. Cecuklarda ayrica galismanin bu yag grubunda yapimasim gerekli kialmasi,
vasisinin rizasi alinmali, yetkili gocuk hekimi bulunmasi belirtilmekledir. Komplikasyen:
Tibbi girigimin kabul edilebilir sapma ve risklerini, 11p bilimi agisindan gngdriilen
ve istenmeyen etki kapsamda nitelendirilen durumlar: veya tibbin kabul ettigi
normal risk ve sapmalar gergevesinde hareketleri dolayisiyla, kétli sonuglar

meydana gelse bile hekime sorumluluk yilkletilmeyen clumsuziuklar! kapsar.
Goritlmesi istenmemesine kargm, onlenebilir bir durum var ve nlenemiyorsa bu bilingli
taksir, dikkat ve zen eksikliginden olusuyorsa taksir olusur. Komplikasyonlarn gelismesi
durumunda bilingli taksir olugmamasi igin, komplikasyon geligiminde gerekli yaklagimu
vapacak olan bitim dallaninin daha dnceden sorumlulugu paylagmasi gerekir,

GENEL ETIK KURUL iLKELERI: Etik Kurulumuz bir galigmay 25.5.2004 tarihli ve 5176
sayilt Kanun uyannca olusturulan Kamu Gorevlileri Etik Kurulunu ve Kamu Gorevlilerinin
Etik Davranig llkeleri Yonergesi/taslagi gergevesi dikkate almaktadir, Bir
calisma/stzlesmenin gegerli olmas igin BK 19. Maddesine gore tammlanan, galismalarin;
“Kanunun gosterdigi sintr dairesinde, serbesive taytn olunabiliv, Kanunun kati sureite
emveyledigi hukuki kaidelere veya kanuna mihalefet, ahlaka (adaba} veya wmumi imizama
yahut sahst ktikimiere misteallik haklara mugayir bulunmadrkea iki tarafin yaptiklan
mukaveleler mueberdir”.

Kamu Gdrevlileri Etik Davrams [lkeleri ile Basvuru Usul ve Esaslan Hakkinda Yonetmelik
(13.4.2005 tarih ve 25785 Sayil Resmi Gazete) Amag: Madde | — Bu Yonetmelifin amacy;
kamuda etik kiiltirinii yerlegtivmek, kamu goreviilerinin girevlerini yiiritirken uymalar:
gereken etik davrang ithelerini belirlemek, bu ilkelere uygun davrang gostermeleri
agisindan onlara yardimey oimak ve govevierin yerine getirilmesinde aclalet, divisilik,
savdamitk ve tarafuzlik itkelerine zarar verew ve toplumda giivensizlik yaratan durumlare
ortadan kaldirmak suretivle kamu yonetimine hallun givenini artirmak, tophimu kamu
gdreviilerinden beklemeye hakki oldugu davramglar konusunda bilgtlendirmek ve Kurula
bagvury uswl ve esaslarin diszenlemektir” yaklayimi esas alinmakiadir. Kamu Glrevlileri
Etik Kurulu Kurulmas: Ve Baz: Kanunlarda Degisiklik Yapilmasi Hakkinda 5176 Sayih
Kanunda etk kurolun gérevi olarak “Madde 3- Kuru!, kamu géreviilerinin gSrevierini
yiirUturken uymalan gereken etik davranig ilkeferini hazirlayacad yonetmeliklerle
belirlernek, etik davranis ilkelerinin ihlél edildigi iddiasiyla re’sen veya yapilacak
bagvurular Uzerine gerekli inceleme ve aragtirmayi yaparak sonucu ilgili makamlara
bildirmek, kamuda etik k{ltiriini yerlegtirmek (zere galigmalar yapmak veya
yaptirmak ve bu konuda yapilacak galismalara destek oimakla gdrevi ve yetkilidir'
seklinde ifadesini bulmaktadir. Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakultesi Etik
Kurul Yonergesinde de “Kurali mevcut olmayan, agik uglu sorunlar kargisinda “igtihat
koyma® durumu ile kargitagilirsa; hazirianacak raporda ayrintih geregler tartigilacak
ve kiyas metoduna bagvurulacaktir. Kurulca igtihat olarak belirtilen etik yargifar,
gegerli olduklan sre iginde, ancak kurul igin baglayicidir. Etik kurul, gerektiginde,
bunlar yenigen gdzden gegirmek ve dedigtimmek yetkisine sahiptir® demektedir.




UYULMASI GEREKEN KURAL ve ILKELER: Ayrica diper Etik Kurallara uyulacagy,
grnegin, Edinburg Deklarasyoru, lyi Klinik Uygalamalar gibi, caligmacilar tarafindan yazil
olarak belirtilmekte ve yapilmasi TCK kapsaminda olup, zorunluluk kapsamimndadir. Bilimsel
kenularda oldupu gibi, uygulamalarda da Hukuksal sorumluiugun ¢ahsmacilara ait oidufu
unutulmamahdir. Bilimsel goriy istenen bilim dallan da calisma konusunda en azindan
bilimsel agidan serumlulufu paylasmus olmaktaditlar, Bilimsel ofmayan bir arastirma, etiksel
nitetik tasiyamaz. Etik Kurullanin calismay: onaylamasi, gahsma hakkinda Etik Kurul tyeleri
ve gbrit istenen Alt Komisyon ve bilim dallanimin olumsuz gordsiin olmadigy ve dolayisiyla
olumlu nitelikte bulundugunu, ¢ahgmayi onayladiklanm gostermektedir. Bu agwdan, Alt
Komisyon ve Bilim Dallanndan gelecek katkilardan sonra qahisma hakkinda Etik Kurul
gorish tamamianmis olacaktir. Gorigler gelmese bile, ANAYASANIN 137, TCK 24-30.
Maddesinde ve 657 Sayili Devlet Memurlugu Kanununda (Madde 11} agikea belirtildigi gibi
konusu sug teskil eden bir durumda susma bile bireyl sorumluluktan kurtaramaz. Cinki
hukuk ditzeninin izin vermedigi ve hos karsilanmayan, zarar vetici eylemin hichir sekilde
izin verilmesi kabul edilemez ve bilgisinin de olundufu bir durumda Yasal ve Anayasal
agidan sessiz kalmamaz ve gecikme stz konuso olamaz. Goriglerin gelmemesi, iletilen kony
hakkimda ek gorts iletilmeyecegi anlarm tagimaktadir. Gorislerin bilim dallan veya
komisyonlardan gelmemesi durumunda, en geg bir ay iginde Etik Kurulun oluru kesinlegmig
olacaktir. Aynca, projenin geligimi ve sonlanmasindan sonra da Etik Kurulun son gériigtt
gerekmektedir.

Bilimsel yayinlann hazirlanmasmda dartstlige ve ahlak kurallarina uyelmasi gereklidir
Buna uyulmamas1 halinde yaymi yapanlanin uyarilmas: vazili olarak Dekan tarafindan
yapibr, Baskan Dekan degilse geregi i¢in aynca durum Dekana yazili olarak bildirilir. Etik
Kurul'un olumlu veya olumsuz gorisline ragmen yasal sorumluluk arastirma yapan
aragtirmacilara aittir. Kursl onay vermedigi durumlarda gerekgesini yazih olarak a¢iklar,
Kurul kararlar: damgma niteliindedic ({stisaredir). Higbir zaman yasal baglaywc:lik gict
yoktur. Kurul vermis oldugu kararlardan dolayr hethangi bir cezai, hukuki ve tibbi
sorumluluk altma girmez. Ancak aragtirma ve makalelerin yaytnlanmasmda ve gorevlerin
yiritdlmesinde Etik Kurulun onay ilgili konuda Faktltenin "resmi garlsd” nil yansitir,

Eskisehir Osmangazi Universitesi Etik Kurulu yukandaki tammlamalarda belirlenen gorevi
geregi, gerekeeli karar olugturma yaninda, tim vlusal ve uluslar arasi gorisgleri dikkate alarak
ilkeler geligtirmeye calisiimakta, goriglerin etkinligini saglamak icin raporlar ddzenlenmektedir.

DENEY HAYVAN CALISMALARINDA
UYULMASI GEREKEN PRENSIPLER

Hayvanlar Koruma Kanunu: 24.06.2004 giin ve 5199 Sayii), tzellikle 9. Madde gercevesinde yaklagim yapidmahdur.
31 Ekim 2006 giin ve 04 sayih kararla bildirilmistir.

ISTATISTIKSEL
{ivolsTaTISTIK)
ANALIZ

PROJE HAZTRLANIRKEN DIKKAT EDILMESI GEREKEN
BIVOISTATISTIKSEL PRENSIPLER
(Prof. Dr. K. 0ZDAMAR)

31 Ekim 2006 glin ve 04 sayuh kararla bildirilmigtir. ]

YAZIM ILKELERI

MAKALE YAZIM OLGUSUNDA ETIK KURUL KARARLARI

Etk Kurulumuz yayinlarda temsl olarak ele alcii ilkeler: Etk Kurul Yonergesinin 32,
Maddesi temelinde ele alinan itkeler gelecek 8neri, tenkit ve itirazlara gore yeniden
yapilandirlacag: vurgulanarak asafida sunulmaktadir.

Yazarlar tiim bu ilkeleri benimseyerek yayin yapmak zorundadirlar.

31 Ekim 2006 QL‘In ve 04 sayili karala bildirilmigtir.

CALISMANIN
ONAY '
GEREKGES! ve
SURECI

DEMNEY HAYVANLART CALISMALARL
Yurtdi! Yayinlannda gahismanin Yerel Etik Kurulunca kabul gerekgesi istenmektedir.
CMK 34. Maddesi de dikkate alinarak, asagidaki Balim eklenmigtir.
A} Cahgmanin yapiima gerekgesi
B) Etik Kurulun onay gerekgasi
C) Hastayi/denegin bilgilendirimesinde ve onamindaki temel noktalar

A} Deneysel Hayvan Modelinin Gerekcesi (Calismanin amaci/hipotezi)
Siklosporin A maddeinin, kati lipit nanopartikiil mikresiinger ve mikroemiilsiyen
tagyici sistemler ile okiler kullerima yinelik formilasyonlarin hazirlanmasi ve bu
formiilasyanlarin etkinliklerinin ve penetrasyon yeteneklerinin in vitro-in vivo
dereylerle aragtirimasi.

B} Klinik Calisma igin Etik Kurul Onay1 Gerekgesi:

1. Yaso ve Etik Kurallara/Galisma esaslaring uyma taahhiidii: Cahsmacilar tarafindan
Deney Hayvan {ahsmalan igin “Deney Hayvanlarimin arashrma ve eitiminde
kullamimasinda uyulmas istenen etik kurallar ve ilkeler (Deney Hayvanlarinda OGU
Deney Hayvanlan Yonergesi)” galiymaciar tarafindan imzalanmah ve eklenmelidir.
5199 Hayvanlart Koruma Kanunu (dzellikle 9. Maddesi) benimseme zorunludur. (Etik
Kurulumuzun istedigi 1¢. Madde)

2. CMK 34. Maddesinde belirtilen kararlarin gerekgeli elmas hitkmii uyarinca Etik
Kurulumuz projeleri Etik Kurulumuz projelerin gerel irdelenmesini ve
kararlarin; A) 2577 [dari Yargilama Usulé Kanunu 1 ve 2. maddesine gore iglemler; yedki,

5



sekil sebep, kom ve maksat yénleri, eylem ve islemler, sézlesmelere iligkin olarak,
bagvurulan karsilikh haklar temelinde incelemekte, dneriler sunmakta, B) TCK nun 61
Maddesi geredi; “somut olay olmal ve uyguluma bicin, kullandan araglar, zaman ve yer,
konunun onem ve deferi, zavar olugma durumy ve lehfikenin agriigs, kusur olasihigr, amag
ve saiki, g6z dniinde” bulundurarak almaksadir, C) Deney Hayvanian Alt Komisyon
goriigleri ile ilgili bilim dallanmin olumlu gérissleri perekir.

3. Hukuksal olarak tanimlanan yaklagimlarin yerine getirilmesi gereklidir. Bunlar; a)
Emredici Kurallar (Mecburi, amir kaideler), b) Tamamlayici Kurallar (thtiyari, vedek
kaideler), ¢ Yorumlayic: Kurallar {Tefsir edici kaideler), d) Tamimlayic1 Kuratlan (Tarif
gdici kaideler) kapsamaktadir,

4. Deney Hayvan {aligma &ruplarinda denek olargk cahgmaya alinma ve gikariima
gerekgelerinin net tanimlanmas: gereklidir. Hayvanlar igin herhangi bir eziyet
niteliginde bir sey uygulanmayacaktir.

5. Caligmanin zelligi: Bir ilacin penetrasyonunu konu eden/deneysel galisma
niteligindedir. llacin etkisinin aragtinldig bir galismadir.

) BILGILENDIRME ve RIZA
Deney hayvanlari Alt Komisyonu Hayvan Haklarim da dikkate alarak, ¢aligma
hakkinda bilgilendirilmesi ve onamlarinin alinmas) gerekmektedir.

ETIK KURUL ONAYI: Etk Kurulumuz CMK ilgili Maddelerine (33 ve 34) gbre tiim

dyeler, alt komisyonlar ve bilim dallannin bilimsel goruglerinden olugan gerekgeler

geldikten sonra verdidi onay tarihi ayrica belirtilecektir.

« 31 Ekim 2006: Projenin ilk kabull: Olumludur. Deney Hayvanlar Alt Kom,
gdriige gonderilmistir.

s D4 Aralk 2006: Deney Hayvanlar Alt Kemisyonu'nun 20 Kasim 2006 tarihli
gérigii: Olumludur,

YAN TESIR BILDIRIMI-28.04.2005: (Saghk Bakanh® Tlag ve Eczaclk Genel
YAN TESIR MitdiirlGEn 45085 Sayvth Yazisi uyarinea yeniden dilzenlenmistir)

BiCoiRinl; 31 Ekim 2006 gin ve 04 sayili kararla kildirilmigtir.

Gelen goriigin gahsmaciya iletilmesine karar verilmigtir.

Prof. Dr. M. A. AKSIT
Pediatri Lzmani

Dog. Dr. 5. ISIKSQY
Patoloji Uzman:

Prof. Dr. B. YASAR Prof. Dr. 0. GOLAK Prof. Dr. D. $ZBABALIK
Cenel Cerrahi Uzmani Biyokimya Uzmani Néroloji. Uzmani

Dog. Dr. F. 8. KILIG
Farmakoloji Uzmam

Dog. Dr. O.ELGIOGLY

Deontoloji Uzman Ecz. 0. ALTUGER
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Cyclosporine A-loaded Solid Lipid Nanoparticles (SLN) for Ocular Drug Delivery

E. Cengiz, M. Demirel and Y. Yazan

Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Anadotu University, 26470 Eskisehir, Turkey

e-mail address of presenting author: ebcengizi@anadolu.edtr

ABSTRACT SUMMARY

Cyclosporine A has become an important
agent in treating the severe ocular disorders and
corneal allograft rejections. The aim of our study is
to incorporate the Cyclosporine A with the cationic
solid lipid nanoparticle carrier systems for creating
safer formulations with reduced side effects while
having prolonged therapeutic effect by conrolled
release of the active drug,

Keywords: Cyclosporine A, Solid Lipid
Nanoparticles (SLN})

INTRODUCTION

Cyclosporine A is a  powerful
immunosuppressive active agent mainly used for the
treatment of organ transplant rejections and severe
autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis
active Chrohn disease, endogen uveitis, plaque
psoriasis, systemic lupus erythematosus,
scleroderma, and Behget’s disease [1]. Cyclosporing
A also has been found to be effective in treating the
ocular diseases such as dry eve syndrome, comeal
graft rejections, Sjogren’s syndrome and intraccular
inflammatory  diseases [2-5]. However, its
administration systemically may result severe side
effects, and for some diseases local application is an
alternative [6].

Solid lipid nanoparticles (SLN) have been
introduced as alternative carrier systems for the
controlled release of pharmaceutical and cosmetic
active compounds to the colloidal systems. Particles
of the system remain in the solid state at room
temperature and therefore the mobility of
incorporated drug is reduced which is a prerequisite
for controlled drug release [7]. Possibility of
controlled drug release and drug targeting; increased
drug stability; high drug payload; incorporation of
both lipophilic and hydrophilic drugs; avoidance of
organic solvents and no problem with respect to
large scale production and sterilization were the
proposed advantages of SLNs [8]

EXPERIMENTAL METHODS

Production and physicochemical characterization
of the formulations

Dynasan 116 and Compritol 888 ATO were
used as solid lipids at the concentration of 6 %. As
cationic agent, 1.5 % stearylamine was used for both
formulations. The Cyclosporine A concentration in
the formulations was 0,1 %. All formulations are
stabilized with 4 % Tween 80 as a surfactant.
Benzalconium chloride was used as an antimicrobial
agent with 0,01 % constant rate. Distilled water was
used as the water phase.

The production of SLN formulations was
carried out according to the hot homogenization
technique [7] but instead of the homogenization step
formulations were stirred with Ultraturrax (T25,
TKA) at 13500 rpm for 5 minutes.

As the sterility of the ocular formulations is
necessary, the formulations were sterilized by
autoclaving at 121 °C for 20 minutes.

Particle size and zeta  potential
measurements were carried out by Malvern Nano ZS
and the structure of the solid lipid was analyzed
using the differential scanning calorimetry (DSC-60,
Shimadzu).

RESULTS AND DISCUSSION

According to the particle size and zeta
potential analyzes, formulations prepared were
found to be stable during the storage time. DSC
analyzes showed no change in the lipid structure,
indicating the stability of the formulations.

CONCLUSION

In our study, cationic SLN formulations for
ocular delivery remained stable during the storage
time. The formulations that will used in animal
studies have been chosen and the study protochol
has planned and hopefully will be presented as soon
as possible.
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IN VITRO CHARACTERIZATION OF EUDRAGIT RS 100 NANOSUSPENSIONS
FOR OCULAR DRUG DELIVERY OF CYCLOSPORIN A

E. Cengiz, M. Demire] and Y. Yazan

Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Anadolu University. 26470 Eskisehir, Turkey

INTRODUCTION

" Cyclosporin A is a neutral, lipophilic, cyclic
undecapeptide used as a first line
immunosuppressive drug to prevent allograft
rejection in organ transplaniation and severe
autoimmune diseases such as rheumatoid
arthritis, active Chrohn disease, endogen
uveitis, plaque psoriasis, systemic lupus
erythematosus, scleroderma  and Behget’s
disease [1]. Cyclosporin A has also been found
to be effective in treating the ocular diseases
such as dry eye syndrome, corneal graft
rejections, Sjdgren’s syndrome and intraocular
inflammatory diseases [2]. However, its
administration systemically may result in
severe side effects, and for some diseases local
application is an alternative [3].

The conventional drug delivery systems for
ophthalmic administration are affected by
heavy drawbacks: the precorneal drug loss due
to the lachrymal flow and the palpebral
blinking. The standard treatments consist of
frequent installation of the formulation, which
can create toxicity due to the nasclachrymal
drainage, problems correlated to the poor
patient compliance and sometimes incorrect
therapy management [4].

Since the ocular efficacy of topically applied
drugs is influenced by corneal contact time, the
most comimon method to improve ocular
availability is to increase the precorneal
residence time [5].

The aim of our study was to increase the
corneal contact time of Cyclosporin A by
formulating positively charged Eudragit RS
100 polymeric suspensions with enhanced
penetration by benzalkonium chloride.

MATERIALS AND METHODS

Materials
CyclosporinA was a kind gift from Novartis
(Novartis, Switzerland). Eudragit® RS 100

{Rohm Pharma  Polymers,  Germany)
benzalkonium chloride (Fluka, Denmark),
Tween® 80 (Merck, Germany), ethanol {Carlo
Erba Rodano, Italy) were used as received.

Production and physicochenical
characterization of the formulations

Eudragit RS 100 was used as the polymer at
the concentrations of 0.025 (PS1), 0.05 (PS3).
0.075 (PS2) and 0.15 (PS4) %. As a
penetration enhancer, 0.025 % Benzalkonium
chloride was used in both formulations.
Cyclosporin A concentration  in  the
formulations was 0.025 % and 0.05 %. All
formulations contained 0.005 % Tween® 80 as
the surfactant. Benzalkonium chloride was also
used as the antimicrobial agent at €.025 %
constant concentration. Distilled water was
used as the polar phase.

The polymeric nanosuspensions were prepared
according to the adopted quasi-emulsion
solvent evaporation technique [6]. Briefly, the
polymer and the active agent were dissolved in
ethanol (2 mL) at room temperature. The
solution was injected slowly (0.5 mL min™)
into water containing Tween” 80 (0.02 % w/v)
and benzalkonium chloride (0.1 % w/v) in an
ice-water bath. The mixture was agitated at
20500 rpm by Ultra-Turrax T25 (IKA
Labortechnik, Staufen, Germany) for 5
minutes during the injection. For the
evaporation of ethanol, the solution was stirred
for 18 hours with a magnetic stirrer at room
temperature.

As the sterility of the ocular formulations is
required, the formulations were sterilized by
autoctaving at 121°C for 20 minutes,

Particle size and zeta potential measurements
were carried out by Malvern Nano ZS
(Malvern, UK) and pH measuremenis were
performed by Profi-Lab pH 597 (WTW,
Germany).
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RESULTS AND DISCUSSEON

According to the particle size (Table 1), zeta
potential analyses (Table 2) and pH values
(Table 3), formulations prepared were found to
be stable during the stotage time of 3 months.

Table 1. Results of particle size analyses of the
formulations during the storage time of 3 months

{MeantSE)

Table 3. pH values of the formulations during the
storage time of 3 smonths

Code Day 0 Day 30 Day 50
[nm} [um] [am]
;’SSIC 332.04290 | 2770803 | 298.0+12.4
PS1.2°C | 332.0:29.0 | 282.0:29.4 | 4350212,
PSi-
PO | 33208299 | 32008471 | 4800264
;’SSZC 42404447 | 466.0£9.8 | 413.0+28.0
PS2.4°C | 43402447 | 3440472 | 351.0+6.0
Ps2-
box | 424047 | 47005306 | 26102162
§SS3C 343.04659 | 214.0561.4 | 125.044.5
PS3.4°C | 343.0:50 | 288.0245.9 | 279.0456.7
PS3- .
Py |ssoesy | 32708208 | 22205156
PSt- A
Tor |asaows |4720820 | 5330862
PS4-4°C | 484.0:45 | 555.0217.7 | 498.0£50
PSa- -
PNl asaome3 | 52408102 | 35604139

Table 2. Results of zeta potential analyses of the
formulations during the storage time of 3 months
{MeanzSE)

Code Day 0 [mV] [ Day 30 |[mV]| | Day 20 [mV|
PS1-25°C | 543203 57.6£0.1 |  69.5x1.3
PS1-4°C 54.310.3 58.5:0.6 70.2£0.1
PS1-40°C | 543403 48,4402 50.920.1
PS2-25°C| 57.5+1.0 57.0+0.8 C67.7x4.5
P52-4°C 57.941.0 39.6x1.8 62,6205
P52-40°C | 57.91.0 49.520.6 64,0x3.0
PS3-25°C | 65.620.6 60.1x=1.6 74.740.6
P53-4°C 65.620.6 57.7=2.7 70.241.9
PS3-40°C| 65.620.6 64.8=0.7 65.3+0.5
PS4-25°C| 67.1x1.5 63.1&1.6 68.0£0.5
PS4-4°C 67.1x1.5 60.5£0.3 73.7£0.7
PS4-40°C| 67.121.5 62.9+0.3 73.4x3.0

IDTC RER

Code Day 0 Day 30 Day %0
P51-25°C 7.39 6.77 7.60
P§1-40"C 7.39 6.19 7.36
P81-4*C 7.39 6.30 6.83
Ps2-25°C 7.31 6.54 7.80
P52-40°C 7.31 6.22 6.79
PS2-4°C 731 6.54 6.76
P53-25°C 7.28 6.61 7.25
PS3-40°C 7.28 6.24 6.96
P53-4°C 7.28 6.46 6.80
PS84-25°C 7.09 6.31 6.89
P54-40°C 7.28 6.12 6.90
P54-4°C 7.28 6.09 6.53
CONCLUSION

In our study, stable polymeric suspension
formulations for ocular delivery were prepared.
The formulations that will be used in animal
studies were setected and the study protochol
was planned.In vivo results will be presented
as soon as possible.
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