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OZET

Bu tezin amaci sizofreni tedavisi i¢in nanokristal olarak hazirlanan ziprasidon hidrokloriir
monohidrat (ZHM) iceren agizda dagilan tablet (ADT) formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve
degerlendirilmesidir. ZHM nin sudaki ¢ozlintirligiinii arttirarak oral biyoyararlanimini arttirmak igin
nanokristal teknolojisi kullanilmigtir. Nanokristaller mikrofluidizasyon yontemi ile deney tasarimi
yapilarak hazirlanmis ve liyofilize edilerek nanokristalleri elde edilmistir. Deney tasarimi ve
istatistiksel analizlere gore Polivinilpirolidon K30 (PVP K30) 1:1 oraninda ve Vitamin E TPGS 2:1
oranindaki nanokristal formiilasyonlar1 partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel ve partikiil biliytkligii
dagilimi agisindan en uygun bulunmustur. Bu formiilasyonlarda karakterizasyon, suda ¢oziiniirliik
ve ¢Oziinme caligmalari yapilmistir. Nanokristallerde ZHM nin partikiil biiytikliigii 100-1000 nm,
partikiil biuyiikligii dagilimi 0,1-0,4 ve zeta potansiyeli 29,33 mV degerinde go6zlenmistir.
Karakterizasyon calismalar1 ile ZHM’nin nanokristal hale gelmesiyle ¢ubuk seklinden kiiresele
dogru gectigi, kristal yapismnin degistigi ve kullanilan stabilizanlar ile gec¢imsiz olmadigl
gosterilmistir. Kaba toza gore sudaki ¢oziniirlik, PVP K30 igeren nanokristalde 2,3 kat ve Vit E
TPGS igeren nanokristalde 1,84 kat artmustir. In vitro ¢6ziinme galismalar1 %0,5 ve %1 oranlarinda
sodyum lauril stilfat (SLS) igeren ve SLS igcermeyen pH 7.4 fosfat tamponunda, FaSSIF (aclik) ve
FeSSIF (tokluk) ortamlarinda yapilmistir. Kaba toz, ticari iiriin ve nanokristaller %1 SLS igeren pH
7.4 fosfat tamponunda >%280 ¢6ziinme gosterirken SLS igermeyen pH 7.4 fosfat ortaminda kaba toz
ve ticari iirlin <%55 ve nanokristaller >%60 oraninda ¢6ziinme gostermistir. Kaba toz, FeSSIF
ortaminda %26,54 c¢ozlinme gosterirken ticari preparat ve nanokristaller >%95 oraninda
¢Oziinmustiir. FaSSIF ortaminda ise kaba toz %12,49 oraninda, ticari preparat %40,5 nanokristaller
ise %80 oraninda ¢oziinme gostermistir. PVK K30 igeren nanokristalinin sudaki ¢oztiniirliigi daha
fazla oldugundan ADT’ler bu formiilasyon esas alinarak gelistirilmigtir. ADT lerin gelistirilmesinde
tasarimla kalite yaklasimm (QbD) ile 32 deney tasarimi yapilmustir. Direkt basim metodu ile basilan
ADT’lerde, ZHM miktar1 >%90, sertlik 26,1N, friabilite %1,05 ve dagilma siiresi yaklagik 6 sn
bulunmustur. Caco-2 hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda da nanokristallerin permeabiliteyi arttirdigi
gorilmistiir. 25°C+2°C, %60 RN = %5 kosullarindaki 9 aylik uzun stireli stabilite ¢alismalarina gore
ADT’lerin stabil kaldigi bulunmustur. Sonug olarak nanokristal ADT’lerin ZHM ¢6ziiniirliigliniin
artmasina bagli olarak in vivo caligmalar ile desteklenirse biyoyararlaniminin artacagi
beklenmektedir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler ~ : Nanokristal, Nanosiispansiyon, Mikrofluidizasyon, Ziprasidon, Agizda
Dagilan Tablet, Tasarimla Kalite, Coziiniirliik, Coziinme, Permeabilite
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ABSTRACT

The aim of the thesis is to develop and evaluate orally dispersible tablets (ODT) containing
ziprasidone hydrochloride monohydrate (ZHM) prepared as nanocrystals for treatment of
schizophrenia. Nanocrystal technology was used to improve orally bioavailability of ZHM enhancing
water solubility. Nanocrystals were prepared through design of experiment (DoE) using
microfluidisation method and then lyophilized. Based of DoE and statistical analyses, nanocrystal
formulations containing PVP K30 1:1 ratio and Vitamin E TPGS 2:1 ratio were found optimum in
terms of particle size (PS), zeta potential (ZP) and polydispersibility index (PDI). Characterisation,
water solubility and dissolution studies of nanocrystals were performed using these two formulations.
In nanocrystals, PS of ZHM were found 100-1000 nm, PDI was found 0.1-0.4 and ZP value was
observed 29.33 mV. Characterisation studies showed that ZHM rod forms crystals turned into round
shaped, change in crystal structure and compatible with used stabilizers. Water solubility was
increased 2.3 times in PVP K30 containing nanocrystals and 1.84 times in Vitamin E TPGS
containing nanocrystals compared with ZHM coarse powder. Dissolutions studies were carried out
in pH 7.4 phosphate buffer, pH 7.4. phosphate buffer +0,5% SLS and pH 7,4 phosphate buffer +1%
SLS, FaSSIF and FeSSIF media. ZHM coarse powder, commercial product and nanocrystals showed
>80% dissolution in pH 7,4 phosphate buffer +1% SLS as well as ZHM coarse powder and
commercial product showed <55% and nanocrystals showed >60% dissolution in pH 7.4 phosphate
buffer. In FeSSIF media, ZHM coarse powder showed 26,54% dissolution however commercial
product and nanocrystals showed >95% dissolution. In FaSSIF media, coarse powder, commercial
product and nanocrystals were dissolved 12,49%, 40,5% and 80%, respectively. Due to having more
water solubility, PVP K30 containing nanocrsytals were used to develop ODTs. For developing of
ODTs, 32 factorial design was performed using QbD. ODTs which were obtained by direct
compression method were resulted >90% ZHM assay, 26,1N hardness, 1,05% friability and 6s
disintegrating time. Morever, Caco-2 cell culture studies demonstrated that nanocrystals enhanced
permeability and ODTs were stable during 9 months stored at 25°C+2°C, %60 RH + %5. In
conclusion, nanocrystal ODTs should be supported with in vivo bioavailability studies cause of
increasing water solubility of nanocrystal ZHM.

Science Code : 1020

Key Words : Nanocrystal, Nanosuspension, Microfluidisation, Ziprasidon, Orally Dispersible
Tablet, Quality by Design, Dissolution, Solubility, Permeability
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TESEKKUR

Doktora ders ve tez ¢aligmast donemimde her zaman yanimda olan, bilgisini, destegini,
ilgisini ve tecriibelerini asla esirgemeyen, hayatim boyunca hem kisilik hem de akademik
hayatindaki basarisi ile 6rnek alacagim degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Nevin
Celebi’ye, doktora tez donemimde bilgi ve tecriibeleri ile bana destek olan tez izleme
degerlendirme komitesindeki degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Levent Oner’e ve Sayin
Prof. Dr. Sevgi Takka’ya, tezin basindan sonuna kadar, benimle bilgi ve tecriibesini
paylasan, yardimini ve ilgisini esirgemeyen, deneylerim sirasinda da benimle her tiirli
malzemesini ve ekipmanini paylasan ve beni higbir zaman yalniz hissettirmeyen Ars. Gor.
Dr. Ecz. Alptug Eren Karakiiciik’e, doktora donemim boyunca her zaman bana yardimci
ve ilgili olan Ars. Gér. Dr. Serdar Tort’a, ‘2211-A Yurt i¢i Doktora Burs Programi
2013/2’ ile burs destegi almami saglayan ve sonrasinda ise 2155920 numarali “Nanokristal
Teknolojisi ile Agizda Dagilan Tabletlerin Tasarimla Kalite (QbD) Uygulamalart ile
Gelistirilmesi ve Degerlendirilmesi” isimli proje kapsaminda destekleyerek doktora tezimin
gerceklesmesini saglayan TUBITAK’a, doktora programim boyunca ders aldigim basta
Sayin Prof. Dr. Fiisun Acartiirk olmak {izere tim degerli hocalarima ve her zaman benimle
ilgilenen tiim asistan arkadaslarima ve boliim sekreterimiz Fatma Celik’e, ziprasidon
hidrokloriir monohidratin temininde Abdi Ibrahim Ila¢ A.S.’ye doktora ¢alisma hayatim
boyunca bana her zaman destek ve yol gosterici olan, ekibinde yer almaktan gurur
duydugum, kendisinden ¢ok sey ogrendigim Genel Miidiir'im Saym Burak Kutal’a ve
Genel Direktoriim Sayin Dr. Ecz. Sitha Mira¢ Kaya’ya, doktora dgrenimime baslamam
konusunda destek olan ve donem boyunca 1lgisini ve yardimlarini hi¢ esirgeyemen verdigim
kararlarda her zaman yanimda olan, tecriibe ve bilgisini her zaman benimle paylasan Sayin
Uzm. Ecz. Sevgi Oksiiz’e doktora dsnemim boyunca her zaman beni motive eden, bilgi ve
tecriibeleri ile bana destek olan Sayin Kim. Didem Giiner’e, ilgi ve destekleri ile yanimda
olan, motivasyonumu yiikselten beni yalniz birakmayan dostlarim El¢in Saatci ve Filiz
Gokee Oztiirk’e, bu uzun ve zorlu ddnemim boyunca her zaman bana destekleri olan en iyi
sekilde yetismemi saglayan yanimda olmalarindan giic aldigim annem, babam ve

kardeslerime tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Sizofreni genel popiilasyonun yaklasik %1’ini etkileyen, ¢ok ciddi morbidite ve mortalitesi
olan, kisinin diistincesini, hareketlerini, duygularini ifade seklini, gercegi algilamasini
carpitan ve kisinin digerleriyle iliskilerini bozan kronik ciddi bir beyinsel rahatsizliktir.
Hastaligin etiyopatalojisi heniiz daha aydinlatilmamis olmasinda ragmen, patojenezinde
mitokondriyal bozukluk, oksidadif ve nitrosatif stresin iliskili oldugu varsayilmaktadir. Her
yastan insanda goriilebilir, erkek ve kadinlar1 esit oranda etkileyebilir ve 6zellikle 20’li
yaglarda ortaya c¢iktigi bildirilmektedir. Sizofreni hastalarinin gergekle iliskilerini
kaybettikleri zaman olusan ani kisilik ve davranis degisikliklerine psikotik epizod ad1 verilir.
Toplumda sizofreni hastalari tehlikeli, beklenmeyen davranislarda bulunabilen kisiler olarak
algilanmakta ve bu durum sizofreni hastalarinin aileleri tarafindan sosyal mesafe

konulmasina ve istenmeyen oldukea iiziicii sorunlara yol agabilmektedir.

Sizofreni i¢in giincel tedavi yaklasimlari antipsikotik ilaglar ile psikotik epizodlarin olugsma
riskini azaltmak, belirtileri hafifletmek ve niiksetme (tekrarlama) riskini azaltma
yoniindedir. Ilaglar, deliizyonlar, haliisinasyonlar ve diisiinme problemleri gibi semptomlart
hafifletmeye yardim eder. Fakat, sizofrenik hastalarin yaklasik %40°inda ilagla tedaviye
uyum saglamama problemi goriilmektedir. Diizenli antipsikotik ila¢ kullanimi psikotik
epizodlarin niiksetmesini Onlerken, ilaca bagli ozellikle beyinde ciddi yan etkilerin
olusmasina sebep olmaktadir. lagla tedavinin birakilmas: ile de epizodlarin daha cabuk
niiksetmesi s6z konusudur. Tedavide ikinci jenerasyon ve birinci jenerasyon antipsikotik
ilaglar kullanilmaktadir. Son on yilda tedavide kullanima sunulan ikinci jenerasyon
antipsikotik ilaglar birinci jenerasyon grubu ilaglara gore daha etkili olup daha az yan etkiler
gostermektedir. Ikinci jenerasyon ilaglarda nérolojik yan etkilerden ekstrapiramidal yan
etkiler ve tardif diskinezi daha az goriilmektedir. Sizofreni tedavisinde ikinci jenerasyon
ilaglar hem yan etkilerin azalmasi hem de depresyon benzeri semptomlar basta olmak iizere
daha genis spektrumdaki semptomlar {iizerine tedavi saglamalari agisindan Onem

kazanmustir.

Tedavide kullanilan dozaj formlar1 agirlikli olarak tabletler ve enjeksiyonluk ¢ozeltilerdir.
Hasta uyuncunu arttirmak ve ilacin yan etkilerini azaltarak etkinligini arttirmak {izere
nanoteknolojiye dayali yeni formiilasyonlarin gelistirilmesi de son zamanlarda onem

kazanmistir. Bu amacgla nanokapsiiller, nanokristaller gelistirilmeye calisilmigtir.



Nanotastyicilarin yapilari, partikiil biiytikliikleri, sekilleri, ylizey o6zellikleri mukozal
bariyerden ilaglarin tasinmasinda etkilidir ve etkin maddenin hiicresel tutulumunu (uptake),

intraseliiler dagilimini, sitotoksisitesini, immunojenitesini ve biyodagilimini etkiler.

Nano ila¢ yapilar1 arasinda nanokristaller (nanosiispansiyonlarin kurutulmus hali/toz hali)
ticarilegsme potansiyelinden dolay1 son yillarda oldukga popiiler hale gelen nanosistemlerdir.
Partikiil biiyiikligii 100-1000 nm arasinda degisen nanokristallerin 6l¢ek biiylitmeye uygun
olmasi, stabilizan madde olarak minimum miktarda yiizey etkin madde ve/veya polimer
icermesi, sistemin baska bir yardimci maddeye gerek olmaksizin ilag etkin maddesinin
kendisinden olusmasi, kolay hazirlanmasi, etkin maddelerin doygun c¢oziinirliklerini
arttirmasi1 ve birgok farkli uygulama yoluna uygun olmasi nedeniyle ilgi gormektedir.
1990’11 yillarin basinda kesfedilen ve ¢alismalara baslanilan nanokristal sistemleri 2000
yilinda ticarilestirilestirilmeye baslanmistir. Nanometre diizeyinde elde edilen ilag
partikiillerinin yiizey alaninda meydana gelen artis Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi
(BCS) Sinif IT ve Sinif IV grubundaki sudaki ¢oziiniirliigii diisiik ila¢ etkin maddelerinin
doygun c¢oziiniirliigiinde artis saglar. Bu sayede c¢oziinme ve biyoyararlaniminda artis

goriilebilir.

Sizofreni ve iliskili psikozlarin tedavisinde yeni ve ekstrapiramidal yan etkisi diger
psikotiklere kiyasla daha az olan, BCS’ye gore Sif Il grubunda yer alan ziprasidon
hidrokloriir monohidrat etkin maddesinin nanoteknolojiye dayali (nanokristal/nanokristal
teknolojisi) agizda dagilan tablet formiilasyonlarmin gelistirilmesi ve degerlendirilmesini

kapsayan bu tezin amaglari;

- Coziinirligii ve ¢ozlinmesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle biyoyararlanimi oldukga
diistik olan ve tokluk durumunda biyoyararlanim1 artan ziprasidon etkin maddesinin
bu sorunlarini gidermek i¢in mikrofluidizasyon teknolojisi ile nanokristallerinin elde
edilmesi ve karaktrerizasyonunu incelemek,

- Deney tasarimi ve istatistiksel analizler ile belirlenen en uygun nanokristal
formiilasyonunun suda ¢6ziiniirliikk ve in vitro aglik/tokluk durumlarim taklit eden
biyouyumlu ortamlarda (FaSSIF ve FeSSIF) ticari iiriin ile karsilastirmali ¢oziiniirliik
ve in vitro ¢oziinme ¢aligmalarini gergeklestirmek,

- Tasarimla kalite (QbD) yaklagimi ile Nanokristal formiilasyonu kullanarak direkt

basim metodu ile agizda dagilan tablet (ADT) formiilasyonlarini gelistirmek,



- Caco-2 hiicreleri kullanarak intestinal permeabilite ¢aligmalarinin yaparak intestinal

permeabilitesinin saptamaktir.

Tez kapsaminda ziprasidon etkin maddesinin mikrofluidizasyon metodu ile
nanokristalleri ilk kez elde edilmistir. Elde edilen nanokristaller ile ziprasidon igeren
agizda dagilan tablet formiilasyonlarinin direkt basim yontemi kullanilarak gelistirilmesi
de piyasada ziprasidon igeren tablet formiilasyonunun olmamasi ve ilk kez
gergeklestirilmis olmasi acisindan Onem tagimaktadir. Tasarimla kalite yaklasimi
agisindan deney tasarimi, hem nanokristallerin gelistirilmesinde hem de agizda dagilan
tabletlerin gelistirilmesinde uygulanmistir. Bu sayede formiilasyona ger¢ek etki eden
faktorler, bu faktdrlerin birbiri ile olan etkilesimleri, deneysel olarak hazirlanmayan ara
formiilasyonlarin sonuglarin1 da ortaya koyabilmektedir. BCS Sinif II bir etkin madde
olan ziprasidonun nanokristallerinin elde edilmesi ¢oziiniirliik, ¢6ziinme ve dolayisiyla
biyoyararlaniminin artirilmasit s6z konusudur. Bu etkin maddenin antipsikotik
olmasindan dolayt ADT seklinin hazirlanarak etki siiresini kisaltmasi, hasta uyuncunu
artirmasi agisindan da onem arz etmektedir. Tasarimla kalite yaklasimi ile de daha
ekonomik ve ticarilesmesi kisa siirebilecek {iriin gelistirilmesine zemin hazirlanmasi,
nanoteknolojiye dayali bir dozaj sekli gelistirilmesi ile tedavide etkinligin artmasinin
beklenmesi, diisiik dozla daha etkili tedavi saglanmasi konularinda tez 6zgiin deger
tasimaktadir ve literatiire birgok yonden katki saglayabilecek nitelikte oldugu

diistiniilmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Sizofreni Tedavi Yaklasimlari

Sizofreni, kiside gergeklerle olan iliskilerin biiylik Ol¢iide azalmasi, diisiince, duygu ve
davraniglarda 6nemli bozulmalarin ortaya ¢ikmasi gibi belirtiler gosteren hayat boyu siiren
¢ok ciddi bir ruh hastaligi olup mortalite ve morbiditesi son zamanlarda artmistir (Durgam
ve digerleri, 2016; Gabilondo, Alonso-Moran, Nuno-Solinis, Orueta ve Iruin, 2017). ilk
olarak Demence Precoce tanimi ile adlandirilan sizofreni 1871°de Hecker’in Hecker'in
"hebefreni", 1874'te Kahlbum'un "katatoni" kavramlari ile zenginleserek, 1896'da
Kraepelin'in paranoid ve basit tip eklemeleri ile Dementia praccox adi altinda biiyiik bir
hastalik grubu olarak anilmaya baglanmistir. 1911'de ise Eugen Bleuler'in zihin boliinmesi
veya yarilmast tanimlamasi giinimiizde kullandigimiz bi¢imi ile sizofreni haline
doniismiistiir (Oztiirk, 1994). Diinya popiilasyonunun yaklasik %1’ini etkileyen sizofreni
hastalig1 her yasta goriilebilmektedir (Bobes, Canas, Rejas ve Mackell, 2004; Brinholi ve
digerleri, 2016). Kadinlarda ve erkeklerde goriilme sikligi agisindan belirgin fark
saptanmamustir. Ancak dstrojen hormonundan dolay kadinlarda erkeklere gore ortaya ¢cikma
yas1 daha gectir yani 60 yas sonrasi kadinlarda erkeklere gore daha fazla goriilmektedir.
(Jablensky, 1997; Hafner ve Heiden, 1997; Jones ve Cannon, 1998). Sizofrenide en yaygin
goriilen risk faktorleri ise hamilelik, dogum, cinsiyet, yas, enfeksiyon, genetik faktorler,
immiin sistem, otoimmiin hastaliklar ve stimiilan maddelerin kullanilmasidir (Alagam ve

digerleri, 2016).

Sizofreni ancak dogru tedavi ile kontrol altina alinabilir (Arithan 1998). Sizofreni tedavisinde
psikolojik terapi ile birlikte medikal tedavi yapilmaktadir ve oldukc¢a maliyetlidir (Poluri,
Mulpur, Puttugunta ve Govada; 2013). Medikal tedavide birinci jenerasyon ve ikinci
jenerasyon olarak adlandirilan antipsikotik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar sizofreni ile
iliskili psikozlarin pozitif sendromlarint (6rnegin; haliisinasyon, deliizyon, diisiince
bozuklugu) diizeltme konusunda kabul gormiistiir. Sizofreni tedavisinde kullanilan
antipsikotik ilaglarin, yartlanma omiirleri ve dnerilen giinliik kullanim dozlar1 Cizelge 2.1°de

verilmektedir (McIntyre ve digerleri, 2004).



Cizelge 2.1. Sizofreni tedavisinde kullanilan antipsikotik ilaglar

Antipsikotik ila¢ Onerilen doz arah@  Yarilanma 6mrii Ticari isim Kullanim
(mg/giin) (saat) kosulu
Birinci jenerasyon etkin maddeler
Fenotiyazinler

Klorpromazin 300-1000 6 Largactil Tablet Ac¢/Tok
Flufenazin 5-20 33 Dapotum Ac¢/Tok
Mezoridazin 150-400 36 Lidanil Draje Tok
Perfenazin 16-64 10 Decentan Ac¢/Tok
Tioridazin 300-800 24 Melleril Ac¢/Tok
Trifloperazin 15-50 24 Telazin Ag¢/Tok
Biitirofenon

Haloperidol 5-20 21 Norodol Tablet A¢/Tok
Digerleri

Loksapin 30-100 4 Loksitan Tok
Molindon 30-100 24 Moban Ag/Tok
Tiyotiksen 15-50 34 Navan A¢/Tok
ikinci jenerasyon etkin maddeler

Avripiprazol 10-30 75 Abilify Ag/Tok
Klozapin 150-600 12 Leponex Ag/Tok
Olanzapin 10-30 33 Zyprexa Ag/Tok
Ketiapin 300-800 6 Seroquel Ag/Tok
Risperidon 2-8 24 Risperdal Tablet Ac¢/Tok
Ziprasidon 120-200 7 Zeldox Kapsiil Tok

Antipsikotik ilaglar kimyasal yapilar1 ve reseptor duyarliligr ile simiflandirilabilir. Birinci
jenerasyon antipsikotikler ozellikle dopaminerjik reseptorlere antagonist etki gosterirken
ikinci jenerasyon antipsikotikler dopamin reseptorlerine daha az ilgi gostererek serotonerjik
reseptorlerden 5-HT2A’ya daha yiiksek ilgi gosterirler (Brinholi ve digerleri, 2016). Tiim
antipsikotik ilaglar dopamin antagonistidir ve ¢ogu alfa adrenerjik, muskarinik ve histaminik
reseptorleri de etkileyebilmekte ve bunlara bagli yan etkiler gostermektedir. (Dear ve
Bateman, 2015) Fenotiyazin gruplarinin bir¢ogu ise ayrica antikolinerjik ve antihistaminik
etkilere sahiptir. Ikinci jenerasyon ilaglar dopamin antagonisti olmalarinin yanisira serotonin
ve diger santral sinir sistemi iizerine etkileri oldugundan ekstrapiramidal etkilerin olusma
riski bu ilaglarda daha azdir (Burns, 2001; Coplan, Gugger ve Tasleem, 2013). Antipsikotik
ilaclarin  kullaniminda geri doniisiimsiiz ekstrapiramidal yan etkiler, tardif diskinezi,
prolaktin yiikselmesi, agirlik artisi, glukoz ve lipit abnormaliteleri, QTc uzamasi, sedasyon,
hipotansiyon ve antikolinerjik yan etkiler (agiz kurulugu, konstipasyon, tasikardi, gérme
bozukluklari, istah artisi, libido azalmasi ve sik idrara ¢ikma) goriilmektedir. Cizelge 2.2 *de
siklikla kullanilan antipsikotik ilaglara gore yan etkilerin goriilme siklig1 verilmektedir
(Tandon R, 1998, Mclntyre ve digerleri, 2004; Chou ve digerleri, 2016; Dang ve digerleri,
2015). Bu yan etkiler terapotik dozlarda ortaya ¢ikmaktadir.



Cizelge 2.2. Sizofreni tedavisinde siklikla kullanilan antipiskotik ilaglarda goriilen yan

etkiler
ilag adi Ekstrapiramidal | Prolaktin | Agirhik Glukoz Lipit QTc**** | Sedasyon | Hipotansiyon | Antikolinerjik
yan etkiler/ yiikselmesi [ artist | abnormalitesi | abnormalitesi | ..o yan etkiler
Tardif diskinezi
Tiyoridazin 1 2 1 1 1 3 2 2 2
Perfenazin 2 2 1 1 1 0 1 1 0
Haloperidol 3 3 1 0 0 0 2 0 0
Klozapin* 0 0 3 3 3 0 3 3 3
Risperidon 1 3 2 2 2 1 1 1 0
Olanzapin 0 0 3 3 3 0 1 1 2
Ketiapin** 0 0 2 2 2 0 2 2 0
Ziprasidon 0 1 0 0 0 2 0 0 0
Avripiprazol*** 0 0 0 0 0 0 1 1 0

Cizelge 2.2’ye gore rakamlarin anlami1 asagidaki gibidir:

0= terapotik dozda risk yoktur veya ¢ok nadir goriilebilir. 1= Terapotik dozda goriilen orta
veya nadir goriilebilir. 2= Terapotik dozda bazen yan etki goriilebilir. 3= terapdtik dozda

siklikla yan etki goriilebilir.

*Klozapin ayrica agraniilositozis olugsmasina, ndbetlerin goriilmesine ve miyokarditise neden olur.
**K etiapin kullaniminda katarakt gelismesi ile ilgili uyar1 vardir.

*#* Aripiprazol mide bulantisi ve bag agrisina da neden olur.

**** (Q dalga baslangicindan T dalga sonuna kadar gegen siiredir. Ventrikiiler depolarizasyon ve

repolarizasyon igin gegen siireyi belirtir. QT araligi ile kalp atim hiz1 yavasladikg¢a uzar.

Cizelge 2.2°de belirtilen yan etkilere ek olarak yapilan bir ¢aligma sonucu ikinci jenerasyon
ilaglardan 6zellikle risperidon, ketiapin ve olanzapinde karaciger enzimlerinde ve serum
bilirubin diizeylerinde yiikselme goriilebilmektedir. Ikinci jenerasyon antipsikotikler ile
tedavi edilen hastalarin %50’sinde karaciger enzimlerinde asemptomatik bir yiikselme
goriilmiistliir. Buna ragmen ziprasidon ve aripiprazol kullanimi ile iligkili herhagi ciddi
karaciger bozuklugu simdiye kadar rapor edilmemistir (Atasoy ve digerleri, 2007).
Olanzapin, aripiprazol ve risperidonun model antipsikotik ilaclar olarak alindigi bir
caligmada ise, hastalarda kardiyometabolik riskin arttig1, lipit ve glukoz metabolizmasinin

bozuldugu goriilmiistiir (Zhai ve digerleri, 2017).

Sizofreni kronik bir hastalik oldugundan, tedavi istege bagli 3 faza ayrilabilir. Bunlar akut

faz, stabil olma fazi ve hastaligin stabil fazidir. Akut fazda hastalarin acil tedavi almalari



gerekir, enjeksiyonluk formdaki ilaglar hastanede uygulanir. Kullanilan ikinci jenerasyon
antipsikotikler de intravendz formlar kadar etkilidir ve akut fazda endikedir. Stabilizasyon
fazinda hastalarin semptomatik izlenmesi ve akut epizod sonrast durumunun takip edilmesi
gerekir. Stabil fazda semptomlar ve organizasyon bozuklugu daha azalmistir, bu durumda
uzun siireli psikososyal ve rehabilitasyon stratejileri uygulanabilir. Hastalar her 3 ayda bir
takip edilmektedir (Addington ve digerleri, 2005). Tedavide uzun etkili enjekte edilebilir
antipsikotik ilaglarin kullanimi giinlik dozu karsilayabildiginden sizofreni tedavi
kilavuzlarina gore oral uygulamanin hasta uyuncunu azaltabilmesinden dolay1 klinisyenler
tarafindan bu dozaj formlarn tercih edilmektedir (Wu, Cheng, Feng ve Chen, 2016).
Risperidonun uzun etkili enjeksiyonluk formu ilk kullanilan ikinci jenerasyon enjeksiyonluk
ilaglardandir. Daha sonra birinci jenerasyon ilaglarin ekstrapiramidal yan etkilerinden dolayi
enjeksiyonluk ikinci jenerasyon ilaglar gelistirilmistir (Wu, Lin ve Feng, 2012; Fell ve

digerleri, 2005).

Antipsikotik ilaglarin oral yolla kullaniminda biyoyararlanimini iyilestirmek igin tok iken
veya yiyeceklerle birlikte alinmasi onerilmektedir (Jeffrey, Glue, Alderman ve Wilner,
2007). Sizofreni hastalar1 ilaglarin yan etkilerinden dolayi tedavilerine devam etmemekte ve
uyung problemi gostermektedirler (Kozlowski 2016; Harvey ve Rosenthal, 2016). Bu agidan
oral yolla ila¢ kullanimini ve hasta uyuncunu saglamak ve ilacin yararli etkisini arttirmak
amaciyla c¢esitli nanoteknolojik yaklasimlari iceren calismalar yapilmistir. Lipit bazli ilag
verilis sistemleri, kendi kendine nanoemiilsifiye olan ilag verilis sistemleri, nanokristal
iceren kati dozaj formlar1 bunlar arasindadir (Thombre, Shah, Sagawa ve Caldwell, 2012;
Dening, Rao, Thomas ve Prestige, 2016). Nanoteknoloji uygulamasi sizofreni tedavisinde
ilacin oral biyoyararlanimini arttirmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Merisko-Liversidge ve

Liversidge, 2008; Thombre ve digerleri, 2012).

Partikiil biiytikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen ve terapdtik ajan iceren nanopartikiiler
sistemler, sudaki ¢oziiniirliigi diisiik olan ilaglarin doygun ¢ozliniirligiinii ve stabilitesini
artirirlar ve partikiillerin nanoboyuta indirgenmesi ile ila¢ etkin maddelerinin aglik ve tokluk

ortamlarinda biyoyararlanim farkini azaltirlar (Merisko-Liversidge ve Liversidge, 2008).

Sizofreni tedavisi i¢in tez kapsaminda etkin madde olarak suda diisiik ¢oziiniirliige sahip
ikinci jenerasyon antipsikotikler grubuna dahil ziprasidon etkin maddesinin ticari olarak sert

jelatin kapsiil dozaj formunda bulunan ziprasidon hidrokloriir monohidrat tuzu se¢ilmistir.



Ziprasidon, sizofreni tedavisinde yiiksek terapotik etkinlik ve tolerabilite profili gosteren
benzizothiazol piperazin tiirevi yeni bir antipsikotiktir (Vogel ve digerleri, 2009; Deveci ve
Danaci, 2001). 2001 yilinda Amerika Gida ve ilag¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan
ziprasidon, Zeldox® ticari ismiyle ilk defa Pfizer firmasi tarafindan sert jelatin kapsiil
formunda ilag pazarina sunulmustur. Tez kapsaminda ziprasidon hidrokloriir monohidratin
partikiil boyutunun nano boyuta disiirilmesiyle (nanokristalizasyon), c¢oziiniirliik,
¢Ozlinmesinin artmasi, yiyecek ve igeceklerden emiliminin etkilenmemesi ve buna bagl
aclik ortamdaki biyoyararlaninminin artmasinin beklenmesi ile birlikte nanokristal i¢eren
agizda dagilan tablet formiilasyonunun gelistirilerek sizofreni tedavisinde yeni bir dozaj

formu olarak iistiinliik saglayacagi diisiiniilmektedir.

2.2. Ziprasidonun Sizofreni Tedavisinde Kullanimi

Ziprasidon ikinci jenerasyon anipsikotik ila¢ grubuna dahil olarak sizofreni tedavisinde 40-
160 mg doz araliginda kullanilmaktadir (Mullins ve digerleri, 2006). Etki mekanizmasi

asagida verilmektedir:

Ziprasidon dopamin tip 2 (D2) reseptorlerine karsi yiiksek, ve serotonin tip 2A (5-HT2A)
reseptorlerine karsi ise daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. Ziprasidon ayrica serotonin 5-
HT2C, 5-HT1D ve 5-HT1A reseptorleri ile de etkilesir. Bu reseptorlere afinitesi D2
reseptorlerine olan afinitesine esit veya daha fazladir (Harvey ve digerleri, 2004).
Ziprasidonun ndronal serotonin ve noradrenalin tasiyicilari i¢in orta dereceli bir afinitesi
vardir. Ziprasidon histamin H(1)ve alfal reseptorlerine orta dereceli bir afinite gdsterir.
Ziprasidonun muskarinik M(1) reseptorleri i¢in afinitesi ihmal edilebilir derecededir.
Ziprasidonun hem serotonin tip 2A (5-HT2A) hem de dopamin tip 2 (D2) reseptorler i¢in
antagonist oldugu gosterilmistir. Antipsikotik etkinin kismen bu antagonist aktivitelerin
kombinasyonu yolu ile oldugu ileri siiriilmektedir. Ziprasidon ayrica 5-HT2C ve 5-HT1D
reseptorlerinde giiclii bir antagonist, 5-HT1A reseptorlerinde giiglii bir agonisttir ve
norepinefrin ve serotoninin néronal geri alinmmini inhibe etmektedir (Fell ve digerleri, 2005;
Yoon, Noh, Choi ve Baik S, 2010; Prakash, Kamel, Anderson ve Howard, 1997).
Ziprasidonun bu etki mekanizmasindan dolayr diger oOzellikle birinci jenerasyon
antipsikotiklere gore yan etki profili daha azdir. Ekstrapiramidal yan etkiler ¢ok az
olmasindan dolay1 tercih edilmektedir, ziprasidon sizofreni hastaliginin pozitif

semptomlarinda haloperidol kadar etkili oldugu yapilan klinik caligmalarda gozlenmistir.
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Ayrica iyi tolere edilebilir ve hizli antipsikotik etkiye sahiptir. (Coplan ve digerleri, 2013;
Kudla, Lambert, Domin, Kasper ve Naber, 2007; Stip, Zhornitsky, Potwin ve Tourjman;
2010).

Yapilan ¢aligmalar sonucu birinci jenerasyon antipsikotiklere gore ziprasidonun sizofreni
hastaligindaki kognitif (bilissel) bozukluklara yani hafiza ile ilgili islevlere daha iyi geldigi
goriilmiistiir (Harvey ve digerleri, 2004;Harvey, Pappadopulos,Lombardo ve Kremer, 2009).

Ziprasidon ve klozapin ile tedavi géren hastalarda yapilan bir klinik ¢aligmada ziprasidonun
daha iyi metabolik profil gosterdigi ve benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur. Prolaktin,
bobrek ve karaciger fonksiyonu, hematoloji ve kardiyovaskiiler parametreler lizerinde zararli
etkisi bulunmamustir. Ziprasidonun agirlik, glukoz metabolizmasi, toplam kolesterol, LDL
klosterol ve trigliserit gibi metabolik profile olumlu etkisi klozapine kiyasla tedavide
degerini arttirmistir (Sacchetti ve digerleri, 2009). Baska bir ¢aligsma ise ketiapin, aripiprazol
ve ziprasidonun metabolik etkilerinin karsilagtirilmasi iizerine yapilmig ve agirlik artisi ve
lipit metabolizmasina olan olumsuz etkilerin ziprasidonda daha az goriildigi tespit

edilmistir (Iglesias ve digerleri, 2014).

Sonug olarak ziprasidonun tedavideki Klinik etkinliginin yiiksek ve yan etki profilinin
ozellikle geri donlistimsiiz olan ekstrapiramidal yan etkisinin ¢ok diisiik olmasi ve hastalar
tarafindan 1y1 tolere edilebilmesi ve kisa siirede etki gostermesi tedavide olumlu tercih sebebi
olmakla birlikte diisiik c¢oOziiniirliigline ve yiyeceklerden etkilenmesine bagli distlik
biyoyararlaniminin olmasindan dolay1 da tedavi etkinligini arttirmak ic¢in konvansiyonel
dozaj sekilleri yerine yeni teknolojilerin kullaniminin sizofreni tedavisindeki yararini
arttiracak alternatif bir yol olarak diistiniilmektedir (Patil ve digerleri, 2012 ve Thombre ve
digerleri, 2012).

2.3. Ziprasidon Hidrokloriir Monohidratin (ZHM) Fizikokimyasal Ozellikleri
Ziprasidon hidrokloriir monohidratin kimyasal ismi ‘5-[2-[4-(1,2-benzisothiazol-3-

yl)piperazin-1-yl)ethyl[-6-chloro-1,3-dihydro-2H-indol-2-one-hydrochloride monohydrate’
olup molekiil agirligi 467.4 g/mol’dur. Beyaz veya hafif pembemsi bir tozdur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Ziprasidon hidrokloriir monohidratin kimyasal formiili

Ziprasidon ve ZHM tuzu pratik olarak suda ¢dziinmezler, metanolde ve metilen kloriirde ¢ok
az ¢Oziiniirler (Avr. Farm.). Coziintirliik ve permeabilite 6zelligi incelendiginde BCS’ye
gore Sinif II olarak smiflandirildigr goriilmektedir (Zakowiecki ve digerleri, 2015; Patil,
Korachagaon, Shiralashetti ve Marapur, 2012). Yani ZHM suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige ve
yiiksek permeabiliteye sahiptir (Abrahamsson ve Lennernds, 2009). Ziprasidonun ve
tuzunun suda ¢oziintirliiglintin ¢cok diisiik olmasi1 dolayistyla oral biyoyararlanimi da oldukga
diisiiktiir yani oral emilimde sudaki ¢oziiniirlik hiz kisitlayict bir basamaktir (Kul,
Gumustas, Uslu ve Ozkan, 2010). Ziprasidonun suda ¢oziniirligi 0,5 pg/mL olup
ziprasidon hidrokloriir tuzunun suda ¢oziiniirliigii 210 pg/mL ve monohidrat tuzunun suda
¢ozinirlugi ise 0,075 mg/mL’dir (Zakowiecki ve digerleri, 2015; Al-Habet, 1998). Bazik
(pKa ~6) ve oldukga lipofilik (clogP= 3.6) yapidadir (Thombre, Herbig ve Alderman, 2011,
Thombre ve digerleri, 2015). LopP degeri 2,9 ile 5,2 arasinda olan ilaglarin insanda
permeabilite degerlerinin 10> — 10 arasinda olmas1 beklenmektedir (Paixao, Gouveia ve
Morais, 2010). Yapilan bir ¢alismada ziprasidonun goriiniir permeabilitesi 12,3 cm/sn, LogP
degeri ise 3.71 olarak bulunmustur (Yee, 1997).

2.4. Ziprasidonun Hidrokloriir Monohidratin (ZHM) Biyoyararlanim ve
Farmakokinetik Ozellikleri

Ziprasidon oral ve intramuskiiler yoldan kullanilmaktadir. Ziprasidonun intramuskiiler
uygulamadan oral uygulamaya geciste etkili ve iyi tolere edildigi bulunmustur (Brook, Swift
ve Harrigan, 1997). Ziprasidonun ¢6ziinmesi, etkin madde partikiilleri safra tuzlarinin
miselleri arasinda dagildiginda artmaktadir. Sonug¢ olarak ziprasidonun oral yoldan
kullanilmast ile ag¢hik durumundaki emilimi, safra konsantrasyonu bagil olarak diisiik

oldugundan ¢ok zayiftir ve degiskendir (Jeffrey ve digerleri, 2007). Dolayisiyla
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biyoyararlanimi yiyecekler ile birlikte alindiginda iki katina ¢ikmaktadir (Stimmel,

Gutierrez ve Lee, 2002; ve Thombre ve digerleri, 2012).

Ziprasidonun tedavi dozu giinde iki kez 20 mg dozda baslayip giinliik doz 160-200 mg’a
kadar c¢ikabilmektedir (Thombre ve digerleri, 2015). Oral biyoyararlanimi yiyeceklerle
birlikte alinliginda 20 mg dozda %60°dir ve yarilanma 6mrii 6-8 saattir (Miceli ve digerleri,
2000). Aglik ve tokluk durumlarinda egri altinda kalan alan (AUC) degerleri oldukga
farklilik gostermektedir. Tokluk durumunda AUC degeri yiiksek iken yarilanma omrii aglik
durumuna gore daha kisa rapor edilmistir. Yemeklerden 2 saat sonra ziprasidon verildikten

sonra da benzer bulgular gézlenmistir (Stip ve digerleri, 2011).

Miceli ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada tokluk durumunda 20 mg, 40 mg ve
80 mg dozlarda ziprasidon verilmesi ile AUC degerleri aclik durumundan oldukga yiiksek
bulunmustur ve ayni arastirmacilar baska bir ¢alismada tek doz 40 mg ziprasidonu ise aglik
ve tokluk (yliksek yagli yemek ve orta yagli yemek olarak) durumlarinda yani {i¢ farkli
doygunluk durumunda vermislerdir. Sonug olarak iki farkli tokluk durumunda serum
konsantrasyonlar1 benzer ¢ikarken aclik durumu arasinda oldukga farkliliklar gozlenmis ve

aglik durumundaki serum konsantrasyonu diisiik bulunmustur (Miceli ve digerleri, 2007).

Ziprasidon baglica mikrozomal enzim sitokrom P450 (CYP) 3A ve sitolozik enzim aldehit
oksidaz ile metabolize olur. %5’den daha az1 metabolize olmamis halde idrar ile atilir (Vogel
ve digerleri, 2009; Kul ve digerleri, 2010). Metabolitlerinin klinik olarak etkisi yoktur ve
karaciger ve bobrek yetmezliginde klirensi ¢ok az etkilenmektedir (Caley ve Cooper, 2002).
Ziprasidonun %99’u plazma proteinlerinden baslica albumin ve alfal-asit glikoproteinine
baglanir. Intravenéz uygulanmasi ile 1.1 L/kg dagilim hacmine sahiptir. 40-80 mg doz
araliginda giinde iki kez tokluk durumunda uygulandiginda lineer farmakokinetik profil
gostermektedir. Intravendz uygulandiginda ortalama sistemik klirensi 5 mLdk/kg’dir.
Yetigkin ve yaslilar arasindaki farmakokinetigi agisindan klinik olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (NDA 20-825 Approval Letter and Labeling; 4-28).

[lag pazarinda ziprasidon hidrokloriir monohidrat iceren Pfizer firmasina ait Tiirkiye’de,
Amerika’da ve Avrupa’da ruhsatl {iriin olan Zeldox sert jelatin kapsiil ve enjeksiyonluk

¢Ozelti formunda bulunmaktadir.
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2.5. Ziprasidonun Biyofarmasotik Ozellikleri ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar

Ziprasidonun ¢oziiniirliglinii ve ¢Ozlinmesini arttirmaya, aglik tokluk varyasyonunu
azaltmaya yonelik bir takim ¢alismalar yapilmistir. Dening ve arkadaslari ziprasidon igeren
lipit bazli ilag tasiyici sistemler gelistirerek aclik ve tokluk durumundaki absorpsiyon farkini
azaltmay1 hedeflemislerdir. Bu amacgla kendi kendine nanoemiilsifiye olan ilag tasiyict
sistemler, kat1 kendi kendine nanoemiilsifiye olan ilag tastyici sistemler ve silika-lipit hibrid
mikropartikiiller gelistirilmis ve incelenmistir (Dening, Rao, Thomas ve Prestige, 2016). Bu
ii¢c sistemin performasi in vitro lipoliz modeli kullanan simiile bagirsak kosullarinda ham
ziprasidon ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ziprasidon tokluk kosullarinda ilag
¢Oziiniirligl aglik durumuna gore 2,4 kat artig gosterirken tiim lipit bazli gelistirilen ilag
tasiyict sistemler aglik kosullarinda kaba toz etkin maddeye kiyasla 18 ile 43 kat artis
gostermistir ve bu {i¢ lipit bazli sistem tokluk ve aclik kosulunda ila¢ ¢éziinmesi agisindan

anlamli farklilik gostermemistir (Dening ve digerleri, 2016).

Ziprasidonun ¢ozlinmesini arttirmaya yonelik serbest bazinin yiiksek enerjili top bilyalar
veya kriyojenik bilyalar ile 6giitiilmesi ile amorf ziprasidon elde edilmis ve gelistirilen farkli
formiilasyonlardaki kat1 oral dozaj formlar: sert jelatin kapsiiller halinde hazirlanmistir.
Ticari iiriinii olan Zeldox® ile birlikte karsilastirmali ¢dziinme ¢alismalar1 USP palet yontemi
kullanilarak yapilmistir. Zeldox®’a gore kriyobilya ve top bilyalar ile dgiitiilen ziprasidonun
coziinmesi 30’ncu dakikadan sonra oldukca artmistir. Kriyomil ile dgiitiilerek hazirlanan
formiilasyonlar digerlerine kiyasla daha yiiksek ¢oziinme gostermistir (Zakowiecki ve

digerleri, 2015).

Ziprasidonun  ¢oziinmesini  arttirmak i¢in  ylksek hidrofilik  tasiyicilar ile
(hidroksipropilmetilseliiloz, siklodekstrinler gibi) birlikte 6giitme teknigi ile kati
dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Kati dispersiyonlari etkin madde yiikleme oran1 %34 ile %
97 arasinda degigmekte iken dgiitiilmemis etkin madde ile hazirlanan kat1 dispersiyonun ilag
yiikleme miktar1 %28 bulunmustur. Ogiitme etkin maddenin kristal yapisinin azalarak amorf
yapiya gee¢mesini ve partikiillerinin kii¢clilmesini saglayarak ¢oziinmesini arttirmistir.
Hidroksipropilmetil seliiloz ile hazirlanan kati1 dispersiyonlar digerlerine gore daha fazla

coziinme gostermistir (Patil ve digerleri, 2012).
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Ziprasidonun oral ve parenteral yol disinda transdermal ve nazal uygulama seklinde
yapildig1 ¢aligmalar da mevcuttur. Ziprasidonun oral biyoyararlaniminin diisiik olmasindan
dolay1 deriden emilimini arttirmak i¢in fiziksel penetrasyon arttirici ajanlar ile transdermal
ilag tasiyict sistemleri gelistirilmistir. Ziprasidon igeren jeller distile su, etanol, Carbopol®,
trietanolamin ve tulsi yag ile farkli oranlarda gelistirilmis ve deriden emilim sonrasi plazma
konsantrasyonlarina bakilmistir, tulsi yagini en fazla oranda iceren formiilasyon en yiiksek

kan plazma konsantrasyonu gostermistir (Rani, Saroha ve Nanda, 2012).

Ziprasidonun lipofilik yapisindan dolay1r nazal yoldan beyine hedeflemeyi amaglayan
mikroemiilsiyonlar1 da Rajput ve arkadaslari, 2013 tarafindan calisilmis ve seliilaz asetat
membran kullanarak in vitro difiizyon calismalari gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak
mikroemiilsiyon sisteminin nazal yolla uygulanmasi ile presistemik absorpsiyonu azaltacagi
ve uygulama bdlgesindeki absorpsiyonu arttirarak hizli etki gosterecegi diisliniilmiistiir

(Rajput, Prakash, Motilal ve Prakash C., 2013).

Ziprasidonun sudaki ¢Oziiniirligiinii arttirmak igin osmotik pompa kapsiil sistemi
gelistirilmistir. Selilloz asetat membranlarin osmotik pompa kapsiilleri zayif ¢oziinen ilag
olan ziprasidon hidrokloriiriin salimi i¢in faz inversiyon teknigi ile hazirlanmistir. PEG-
400’tn en yiiksek oranda kullanildig1 formiilasyonda ise kiimiilatif ilag salimi en yiiksek

gbzlenmistir (Chauhan, Naruka ve Kamble, 2011).

Stiper dagiticilarin  (sodyum nisasta glikolat, krospovidon, prejelatinize nisasta vb.)
kullanildig1 ve direkt basim, yas graniilasyon yontemleriyle ziprasidon igeren konvansiyonel
agizda dagilan tabletlerinin ve sakiz formiilasyonlarinin gelistirildigi ¢aligmalar mevcuttur
(Prasanthi, Manikiran ve Rao, 2010, 2011; Prasanthi ve Rama, 2010). Ayrica agizda
¢cOziinebilir film halinde formiilasyonlar1 da suda ¢oziinebilir polimerler kullanilarak
gelistirilmistir. Oral filmler 50 saniyenin altinda agizda dagilabilmektedir (Poluri ve

digerleri, 2013).

Bir bagka ¢aligsma da ziprasidonun mide-bagirsak ilag salim performansini gelistirmek igin
penetre olan polimer bagli boncuklarinin tasarlanmasi {izerinde yapilmistir. Boncuklarin

midede uzun siireli salim yaptig1 goriilmiistiir (Bera, Boddupalli ve Nayak, 2015).



15

Ziprasidon hidrokloriir monohidrat ile kat1 nanokristal dispersiyonlar piiskiirterek kurutma
teknigi ile hazirlanmig ve aglik durumundaki oral biyoyararlanimi képeklerde ve insanlarda
incelenmistir. Iki farkli mide ortaminda membran permeasyon c¢alismalari yapilmistir.
Nanokristallerin aglik durumunda piyasa preparatia (Zeldox®) gére absorpsiyonunun arttig
Ve in vitro membran permeasyon ¢alismasinda, aclik ve tokluk ortamlarinda nanokristal kati
dispersiyonlarin kristal ilaca gore daha fazla gegis yaptig1 ve ilag geri kazanimlarmin daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (Thombre ve digerleri, 2012). Ayni arastirmacilar ayrica
ziprasidonun ii¢ farkli teknik kullanarak ¢6ziinebilir formiilasyonlarin1 hazirlamislar ve in
vitro ve in vivo karakterizasyonunu incelemislerdir. Bu formiilasyonlar; ziprasidon ve
siklodekstrin igeren amorf inkliizyon kompleksleri, kristal ziprasidon serbest bazinin
nanokristalleri ve hipromelloz asetat siiksinat ile piiskiirtillerek kurutma yontemiyle
kaplanan yiiksek hizda ogiitilmis (jet-milled) ziprasidondur. Membran permeasyon
caligmasinda 6giitiilmiis ziprasidon iceren kapli kristaller, kristal ziprasidon HCl’e gore 1.5
kat yiiksek gecis gostermistir. Ug formiilasyon beagle cinsi kopeklere uygulanmis ve
farmakokinetik parametreleri Zeldox® kapsiiller ile aclik ve tokluk ortamlarinda
kiyaslanmistir. Amorf kompleks ve nanokristal formiilasyonu aglik durumunda
absorpsiyonda artis gostermistir. Bu durum ziprasidonun ¢oziiniirliigiiniin artisina bagl
yiyeceklerden etkilenmesinin azalmasi seklinde yorumlanmistir (Thombre ve digerleri,

2012).

Ziprasidonun suda diisiik ¢Oziiniirliigiiniin zayif biyoyararlanima neden olmasindan dolay1
sudaki ¢oziiniirliiglinii arttirmay1 amaglayan bir ¢alismada, arastirmacilar hidroksipropil beta
siklodektrin ve siilfobutileter beta siklodekstrin ile inkliizyon kompleksi olusturarak ADT
hazirlamislardir. Oncelikle bu siklodekstrin inkliizyon kompleksleri FTIR, DSC ve doygun
¢oziiniirlik agisindan karakterize edilmistir, daha sonra ise sentetik siiper dagiticilardan
sodyum nisasta glikolat ve krospovidonun kullanildig1 20 mg ziprasidon i¢eren direkt basim
metodu ile basilan ADT’lerin sertlik, friabilite, kalinlik, agirlik, ilag salim1 ve dagilma
stireleri degerlendirilmistir. Ziprasidon ile siilfobutil eter beta siklodektrin oraninin 1:3
oldugu komplekste sudaki ¢oziiniirliik en fazla arttigindan ADT’ler i¢in bu formiilasyon
secilmistir. ADT’ler de etkin madde ¢6zlinmesi 20 dakika sonra %98,25 olarak gézlenmistir,
bu sonucun in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi geregi Onerisi getirilmistir (Jadhav ve

Erande, 2016).



16

2.6. Agi1zda Dagilan Tabletler

2.6.1. Agizda dagilan tabletlerin tanim

Hizli ¢6ziinen tabletler ve hizli dagilan tabletler olarak isimlendirilen agizda dagilan tabletler
(ADT) suya veya ¢ignemeye ihtiya¢ duyulmaksizin agiz boslugunda dagilan veya ¢oziinen
kat1 ilag sekilleridir.

Amerikan Ilag ve Gida idaresi (FDA) Ilag Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (CDER)’in
tanimina gore agizda dagilan tabletler, etkin madde igeren ve dil {izerine yerlestirildiginde
saniyeler i¢inde dagilan kat1 dozaj sekilleridir. Avrupa Farmakopesi’nde ise ‘Orodisperse’
olarak tanimlanan agizda dagilan tabletler, agiz bosluguna yerlestirildiginde yutmadan 6nce

3 dakikadan daha kisa bir siirede hizlica dagilabilen tabletler olarak tanimlanmaktadir.

Standart tabletlere, ¢igneme tabletlerine ve sivi ilag sekillerine gore kullanim kolaylig
saglayan, 6zellikle yatalak hastalar, mide bulantis1 ve yutma giicliigii ceken hastalar, yaslilar,
zihinsel engelliler ve ¢ocuklar icin gelistirilmis; parkinson hastaligi, alzheimer hastaligi,
psikozis, sizofreni, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve agri, ates, alerji gibi rahatsizliklarda
kullanin tercih edilen dozaj sekilleridir (Jain ve Naruka, 2009; Slavkova ve Breitkreutz,
2015).

Agizda dagilan/¢oziinen tablet teknolojisinin son yillarda ila¢ endiistrisinde gostermis
oldugu basaridan dolayi giinlimiizde bu konuda yapilan ¢alismalar olduk¢a artmistir. Agizda
dagilan/¢6ziinen tabletler klasik tabletlerin ve sivi dozaj sekillerinin istiinliiklerini
icermesinin yaninda su gerekmeksizin kullanilabilmesiyle yatalak, yasli, sizofren ve ¢ocuk
hastalarda ilk tercih sebebi olmaktadir (Slavkova ve Breitkreutz 2015; Siddiqui, Garg ve
Sharma, 2010).

2.6.2. Agizda dagilan tabletlerin 6zellikleri

e Agizda birkag saniye i¢inde dagilmali veya ¢oziinmeli ve yutma igin Suya gereksinim

duyulmamalidir (Fu, Yang, Jeong, Kimura ve Park, 2004)
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Oral kullanim sonrast1 agizda c¢ok az kalintt birakmali veya hi¢ kalinti
birakmamalidir. Tablet agizda dagilirken miimkiin oldugunca kiigiik partikiiller
haline gelmesi istenir.

Tadi1 kabul edilebilir olmal1 ve agizda hos bir his birakmalidir (Garud, Derlei Valavi,
Shaikh ve Derle N, 2014).

Uretim, ambalajlama, tasima ve kullanim esnasinda kirilmamas: i¢in yeterli sertlikte
olmalidir. Sertligin arttirilmast dagilma siiresinde gecikmeye neden olabileceginden
bu iki parametre arasinda denge saglanmalidir (Tuncay, 2010).

Nem, sicaklik gibi ¢evresel kosullara dayanikli olmalidir (Kumar, Gupta ve Sharma,
2012).

Klasik iiretim ve ambalajlama teknikleri ile iiretilmeli ve maliyeti uygun olmalidir

(Fu ve digerleri, 2004).

2.6.3. Agizda dagilan tabletlerin iistiinliikleri

Agizda dagilan tabletlerin diger kati1 oral dozaj sekillerine kiyasla bir¢ok istlinliikleri

bulunmaktadir.

Agizda dagilan tabletler kullanic1 dostu olarak tasarlanmistir, 6zellikle yash ve
cocuklardan olusan veya oral ilag aliminda giigliik ¢ceken hasta popiilasyonunda
kolay ilag alimina olanak saglarlar. (Olmez ve Vural, 2009). Bdylelikle yutma veya
cigneme zorluklar1 ortadan kalkmistir.

Hasta uyuncunu arttirmak i¢in gelistirilen dozaj sekillerinden efervesan tabletlerin
ve kuru toz siispansiyonlarin uygulamadan dnce hazirlanma gerekliligi vardir, sakiz
veya cigneme tabletleri ise yasli hastalarin genellikle biiyiilk parcalar
cigneyememeleri nedeniyle sakincalidir ve agizda uzun siire kaldiklarindan ac1 tat
birakan ilaglar icin bazen hos olmayabilir (Olmez, Vural, Sahin, Ertugrul ve Capan,
2010). Agizda dagilan tabletler tiikiiriikle temas ettiginde hemen dagilacak ya da
cOziinecek sekilde tasarlandigi igin tabletin ¢ignenmesi ya da biitiin tabletin
yutulmasi i¢in su i¢ilmesi gerekmez.

Birc¢ok etkin maddenin kotii/ ac1 tadini en 1yi maskeleme yontemlerinden biri agizda
dagilan tablet formunda hazirlanmasidir (Nishiyama, Ogata ve Ozeki, 2016). Ciinkii
agizda dagilan tabletler hazirlanirken tat maskeleme ajanlar1 ve tatlandiricilar

kullanilmakta ve agizda hos bir tat birakmaktadirlar.
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Cogu hasta tablet ve sert jelatin kapsiilleri yutma da zorlanmakta ve bunun sonucu
olarak ilaglarint tarif edildigi sekilde almamaktadir. Timor, noéromiiskiiler
hastaliklar, metabolik hastaliklar, enfeksiyoz hastaliklar, iatrojenik nedenler,
anatomik bozukluklar, otoimmiin hastaliklar, stres, anksiyete gibi nedenlerle
goriilebilen yutma zorlugunun (disfaji) biitiin yas gruplarinda yaygin olarak
goriildiigii, genel popiilasyonun %35’inin etkilendigi bildirilmistir (Koch 1993).
Tabletlerin hizla dagilmasi, hizli ¢oziinme ve cabuk absorpsiyona bagli olarak
konvansiyonel tabletlere bagli olarak asil amacin biyoyararlanimi artirmak oldugu
belirtilmektedir (Clarke ve digerleri, 2003; Ventura, Giannone, Musumeci,
Pignatello, ve Puglisi, 2007). Tabletlerin agizda dagilmasi ile hizli ¢6ziinen etkin
maddelerin mide 6ncesi (agiz, yutak, yemek borusu) absorpsiyona ugrayabilecegi
bildirilmistir (Golden ve Honigfeld, 2008).

Oral mukozal absorpsiyon karaciger ilk gegis etkisini Onler ve hepatik
metabolizmaya ugrayan ilaglar i¢in 6énemli bir iistlinliik saglar (Clarke ve digerleri,
2003; Lew 2005).

Psikiyatride tedaviye uyun¢ gostermeme ve Ozellikle sizofreni hastalarinin
konvansiyonel tableti dil altinda gizleyerek ilact yutmamalari siklikla karsilasilan bir
durumdur. Agizda hizla dagilan tablet teknolojisi ile psikiyatride hastanin rahati ve
yasam kalitesi artirilabilir (Sivannarayana, Prameela ve Saikishore, 2013). Tedaviye
uyun¢ gostermeme ve etkin olmayan tedavi ile sonuglanan bu problemden
popiilasyonun % 50’sinin etkilendiginin tahmin edildigi bildirilmistir (Rahman,
Siddiqui ve Khan, 2013).

Agizda dagilan/¢oziinen tabletler kat1 ila¢ sekillerinin stabilite, dogru dozlama ve
Kolay tiretim gibi ustiinliikleri saglamaktadir (Habib, Khankari ve Hontz, 2000).
Agizda dagilan tablet formiilasyonlar1 endiistriyel alanda ayni zamanda diiriin

farklilig1, patent siiresini uzatma gibi iistiinliikler de sunar (Olmez ve Vural, 2009).

2.6.4. Agizda dagilan tabletlerin sakincalar

Sicaklik ve neme kars1 hassastirlar (Thakur ve Narwal, 2012).
Tercihen 50 mg’dan daha diisiikk dozlamalar i¢in uygundur (Kumaresan, 2008).
Kisa yarilanma omrii ve sik dozlama gerektiren etkin maddeler i¢in uygun bir sekil

degildir (Reddy ve Gosh, 2002).
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- Agizda dagilan tabletler porozitesi fazla olan ve ¢ok diisiik basingta basilan tabletler
olduklar1 i¢in kirillgandirlar, bu nedenle 6zel ambalaja gereksinim duyarlar (Makino,
Yamada ve Kikuta, 1993).

- Agizda dagilan tabletlerin iiretiminde kullanilan liyofilizasyon ve vakum yoluyla
kurutma islemlerinde 06zel aletler gerekebildiginden veya patentli teknolojiler

kullanildigindan yiiksek maliyete neden olabilir (Thakur ve Narwal, 2012).

2.6.5. Agizda dagilan tablet formiilasyonlari i¢in uygun etkin madde secim kriterleri

Agizda dagilan tablet formiilasyonlarinda yer alacak etkin maddelerin tasimasi gereken
ozellikler asagida verilmektedir (Siddiqui ve digerleri, 2010; Velmurugan ve Vinushitha,
2010):

- Yiiksek basilabilirlige sahip olmasi

- Oral mukozaya permeasyon yeteneginin olmamasi

- Oral kavite pH’sinda kismi olarak iyonize olmamis halde bulunmast
- Ust gastrointestinal epitelyuma difiize ve dagilmasi

- Kiigiik veya orta molekiiler agirliga sahip olmasi

- Tercihen 50 mg ve altindaki dozlarda uygulanabilir olmasi

- Kisa yarilanma omrii ve sik dozlamasinin olmamasi

- Aci veya kabul edilmeyen bir tat ve kokuda olmamasi

Agizda dagilan ilag sekillerinin kullanimmin en uygun oldugu ilag gruplart ise
antipsikotikler, antidepresanlar, kardiyovaskiiler ajanlar, analjezikler, antiastmatikler,
antidiyabetikler, antialerjikler, antiinflamatuar ilaglar, erektil disfonksiyon ilaglari,
antiepileptikler, anksiyolitikler, sedatifler hipnotikler, ditliretikler, antiparkinson ve
antibakteriyel ilaglardir (Yapar 2014; Kusumi ve digerleri, 2012; Tuncay, 2010, Comoglu,
Dogan , Comoglu ve, Basci, 2011).

Cizelge 2.3’de ticari olarak bulunan agizda dagilan tabletler, etkin maddeleri ve
farmakolojik gruplari verilmektedir (Fu ve digerleri, 2004; Srivastava, Verma, Chandra ve
Srivastava S, 2014; Habib ve digerleri, 2000).
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Cizelge 2.3. Ticari olarak bulunan agizda dagilan tabletler, etkin maddeler ve farmakolojik

gruplari
Etkin Madde Kullamim Alani Ticari Ad Firma adx Ele_:?fﬁlt
Rizatriptan Migren Maxalt-MLT® Merck Co., Inc. 2007
benzoat
I . Zomig-ZMT-
Zolmitriptan Migren Rapimelt® AstraZeneca 2012
. . Claritin Bayer Healthcare
Loratadin Allerji RediTabs® LLC 2002
. . Children’s Wyeth Consumer
Loratadin Allerji Dimetapp® ND Healthcare 2002
Ondansetron Antiemetik Z?:g#@ GlaxoSmithKline 1999
Osteoartrit,
Piroksikam rometoartrit, ankilozan Feldene Melt® Pfizer Limited 2015
spondilit
. . Reckitt Benckiser
Ibuprofen Antienflamatuvar Nurofen® Flastab Healthcare Int. Ltd. 2009
. - Zyprexa Eli Lilly and
Olanzapin Psikotik hastaliklar Velotab® Company 2000
. Janssen
Risperidon Sizofreni Bieperdal® Pharmaceuticals, 1993
M-Tab
Inc.
.- . Valeant
S ™
Selejilin Parkinson hastaligi Zelapar Pharmaceutical Int. 2006
. . Remeron®
Mirtazapin Depresyon SolTab® Organon USA Inc. 2001
Fluoksetin Depresyon Fluoxetine ADT APIL 2006
- Ralivia Hendricks Regional
Tramadol HCI Agrn FlashDose® Health 2004
Asetaminofen N Excedrin® Bristol-Mayers
Kafein Agn QuickTabs Squibb Company 2003
Zolpidem . .
tartarat Uyku hastaliklart Zolpidem ADT | PAR Pharmaceutical 2016
Famotidin Ulser Pepcid® ADT Merck Co., Inc. 1998
Hiyosiyamin - Alaven
stilfat Ulser NuLev® Pharmaceutical LLC 2008
Klonopin®
Klonazepam Sedasyon Wafers Roche 2013
. . Imodium Instant McNeil Products
Loperamid HCI Diyare Melts Limited 2008
Donepezil HCI Alzheimer hastaligi Aricept® ADT Eisai Inc. 2004

2.6.6.Ag1zda dagilan tablet formiilasyonlarinda kullamlan yardimci maddeler ve

fonksiyonlar:

Agizda dagilan tabletlerde kullanilan yardimc1 maddeler siiper dagiticilar, dolgu maddeleri,

graniilasyon ajanlar1 ve lubrikanlar olabilir (Sharma, Philip ve Pathak, 2008; Zhao ve
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Augsburger, 2005). Tablet bilesiminde 6zellikle siiper dagitici 6zelligindeki maddelerin rolii

dagilma siiresi agisindan ¢ok 6nemlidir (Cizelge 2.4) (Pahwa, Piplani, Sharma, Kaushik ve

Nanda, 2010).

Cizelge 2.4. ADT lerde tercih edilen siiper dagiticilar ve bilesimleri

Ticari Isim

Bilesim

Kollidon CL®
Crosspovidon M®
Polyplasdone®

Krospovidon (Polivinilpolipirolidon)

Ac-Di-Sol®
Crosscarmellose®
Nymce ZSX®
Primellose Solutab®
Vivasol L-HPC®

Kroskarmelloz sodyum
(Capraz bagli sodyum karboksimetilseliiloz)

Explotab® Sodyum nisasta glikolat

Primojel®

Explotab V17®

Explotab CLV®

L-HPC Hidroksipropilmetil seliiloz

Satialgine® Capraz bagl aljinik asit

Ludiflash® %90 mannitol, %5 krospovidon, %5 kollikoat SR 30 D’nin
(povinil asetat) birlikte islenmis karigimi1

F-MELT Karbonhidratlar, dagiticilar ve inorganik maddelerin birlikte

1slenmis karigimlari

Modifiye kitozan ile silikon
dioksit

Kitozan ve silikanin birlikte ¢oktiiriilmesi ile elde edilir.

Pharmaburst ®

Mannitol, sorbitol, krospovidon, silikon dioksit karigimi1

Ludipress ®

%93 laktoz monohidrat, %2.5 kollidon CL, %3.5 kollidon 30-SF
(krospovidon)

Stiper dagiticilarin etki mekanizmalar1 agagida agiklanmaktadir:
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Deformasyon mekanizmasi

Basim sirasinda dagiticilar deformasyona ugrayabilir fakat sulu ortamda tekrar kendi
gorlintimlerini kazanirlar. Boylelikle dagitic1 partikiilleri baslangi¢ boyutu siser ve tablet

matriksinin kiritlmasi meydana gelir (Bhowmik, Chiranjib ve Chandira, 2009).

Sisme mekanizmasi

Yiiksek poroziteye sahip tabletler yeterli sisme kuvvetine sahip olmamalart nedeni ile zayif
dagilma ozelligi gosterebilirler. Diisiik poroziteye sahip tabletlerde dagiticinin sismesi

tabletin kirilmasina sebep olabilir (Badgujar ve Mundada, 2011).

Emme mekanizmasi

Tablet sulu ortamla temas halinde oldugunda, suyun penetrasyonundan dolay: etkin madde
partikiilleri arasindaki zayif baglanma kuvveti olabilir. Boylece tablet kiiciik partikiiller
halinde kirilir (Sammour, Hammad, Megrab ve Zidan, 2006).

Porozite ve kapiler etki (wicking) mekanizmasi

Sulu ortam igerisinde, su tabletin i¢ine penetre olurken elektriksel bir kuvvet meydana
gelebilir. Birbirine yapisabilen ilag partikiillerinin birbirini itmesinden dolay1 da tablet kiigiik

partikiillere pargalanir (Sammour ve digerleri, 2006).

2.6.7. Agizda dagilan tabletlerin iiretim yontemleri

Agizda dagilan/¢oziinen tabletler farkli liretim teknolojileri kullanilarak hazirlanmaktadir.
Her bir teknoloji farkli iistiinliikk ve sakincalara sahiptir. Konvansiyonel aletler kullanarak
dogrudan basim yontemi ile agizda dagilan/¢éziinen tablet hazirlama teknolojisi diisiik

maliyetinden dolay1 en ¢ok tercih edilen ve kullanilan yontemdir.

Agizda dagilan/ ¢oziinen tabletlerin iiretim teknolojileri farklidir ve bu teknolojiler sonug
iriinde mekanik dayaniklilik, stabilite, agizdaki his, tat, dagilma hizi, yutulabilme, tiikriik

¢ozeltisinden absorbsiyon hizi ve biyoyararlanim agisindan farklilik gosterebilir.
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Agizda dagilan tabletlerin hazirlanma yontemleri konvansiyonel teknolojiler ve markali

teknolojiler olarak iki sinifa ayrilmaktadir.

Konvansiyonel teknolojiler

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon)

Dondurarak kurutma yontemi etkin maddeyi ve yardimci maddeyi iceren g¢ozeltiden/
stispansiyondan ¢dziiciiniin ugurulmasiyla elde edilen bir yontemdir. Dondurarak kurutma
yonteminde iiriin stabilitesini etkileyen termal reaksiyonlar1 engellemek icin diisiik sicaklik
kullanilmaktadir (Tashan ve digerleri, 2017; Velmurugan ve Vinushitha 2010). Yani 1siya
duyarl etkin maddeler i¢inde olduk¢a uygundur.

Liyofilizasyon teknigi ile hizli ¢oziinen ve ¢ok hafif poréz yapida tabletler
hazirlanabilmektedir (Lai ve digerleri, 2014). Dondurularak kurutulmus tablet dil {izerine
yerlestirildiginde neredeyse aninda ¢oziiliir. Diger yontemlere gore en 6nemli iistiinliigli bu
yontemle hazirlanan tabletlerin dagilma siiresinin ¢ok kisa olmasidir (<5 sn) ve agizda hos
bir his birakmasidir (Tashan ve digerleri, 2017; Velmurugan ve Vinushitha 2010). Uretimi
maliyetli olmakla birlikte bu yontemle iiretilen tabletler yiiksek nem ve sicaklikta diisiik
fiziksel dirence sahiptir. Liyofilizasyon teknigi ile etkin madde i¢eren ¢ozelti, slispansiyon
veya emiilsiyonlarin kullanilmasi miimkiindiir (Stange, Fihrling, Gieseler, 2013).
Ustiinliiklerinin yaninda dondurarak kurutma yontemi pahali ve zaman alic1 bir yontem
olmakla birlikte elde edilen tabletler ¢cok kirillgan yapiya sahiptir ve bu tabletlerin ¢evresel
kosullara kars: stabiliteleri ¢ok diistiktiir (Dobetti, 2001).

Kalipla sekil verme yontemi

Kalipla sekillendirilen tabletlerin hazirlanmasinda suda ¢6zlinen maddeler kullanilir.
Coziinirliigii diisiik olan bir maddenin ¢6ziinmesini arttirmak i¢in toz karigimi ¢ok ince bir
elekten gecirilir ve bir ¢oziicii ile (genellikle etanol veya distile su) islatilir. Daha sonra
karigim klasik tabletlere uygulanan basingtan daha diisiik basing altinda tabletler halinde
sekillendirilir. Bu isleme sikistirilarak kalipla sekil verme ad1 verilir. Daha sonra ise havan
ile kurutularak ¢oziicii uzaklastirilir. Klasik tabletlerden daha diisiik basing altinda

basildiklarindan daha pordz yapidadir. Kalipla sekillendirilmis ilag sekilleri dogrudan etkin
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madde ¢oOzeltisinden veya siispansiyonundan ¢evre basinci altinda ¢oziiciiniin

buharlastirilmasi yolu ile de hazirlanabilir (Dobetti, 2001).

Is1 ile kalipla sekil verme yontemi i¢in ise, disperse olmus etkin maddeyi iceren erimis
haldeki bir karigim hazirlanir. Bu islemde baglayici olarak agar ¢ozeltisi ve kaliplama igin
ise blisterler kullanilir. Etkin madde agar ve seker igeren siispansiyon blisterlere dokiiliir,
oda sicakliginda agar ¢ozeltisi katilasarak jele doniistiikten sonra yaklasik 30°C’de vakum
altinda kurutulur. Dondurarak kurutma olmaksizin vakumla buharlastirma yontemi ile
yapilan kaliplama isleminde ise etkin madde ile yardimci maddelerin karisimi kaliplara
dokiiliir. Matriks katilagana kadar dondurulur ve ¢okmenin gergeklestigi sicaklik ile donma
sicakligr arasindaki bir sicaklikta vakumla kurutulur. Sonu¢ olarak kismen ¢okmiis bir
matriks elde edilir. Dondurarak kurutma islemine gore bu yontem, daha saglam bir matriks
olusumunu ve daha dayanikli tabletler elde edilmesini saglar. Yine de bu sertlik yeterli
degildir, iiretim, tasima ve kullanim esnasinda tablet aginabilir veya kirilabilir. Dondurarak
kurutma yontemi ile karsilastirildiginda kalipla sekillendirilmis tabletlerin iiretimi daha
kolay olmasina ragmen dagilma siireleri dondurarak kurutma ile elde edilen tabletlere gore

daha uzundur (Dobetti, 2001; Badgujar ve Mundada, 2011).

Basim yontemi

Agizda dagilan tabletlerin tiretiminde klasik tablet makinelerinin kullanilabilmesi iiretim
kolaylig1 ve maliyeti agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle uygun yardimer maddelerin
secimi, diisiik basing uygulamasi, graniilasyon (yas ve kuru) yapilmasi ile agizda dagilan
tabletlerin basilmasi miimkiindiir. Bu yontemler yas graniilasyon, kuru graniilasyon,
plskiirterek kurutma ve erime graniilasyonu gibi farkli graniilasyon yontemleri, 6zel
yardime1 maddelerin se¢imi ve diislik basing altinda tabletlerin basilmas1 ve yumusak tablete
basim sonrasinda ¢esitli uygulamalar yapilarak tablet sertliginin arttirilmasi seklindedir

(Jeong, Takaish, Fu ve Park, 2008; Fu ve digerleri, 2004).

Graniilasyon yontemi

Yas graniilasyon ve kuru graniilasyon olmak {izere agizda dagilan tabletler iki yontemle

hazirlanabilir.
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Yas graniilasyon

Yapilan bir ¢alismada mannitol, ksilitol, sorbitol, maltilol, eritriol, laktitol gibi polialkoller
ile birlikte %1-30 sitrik asit ve etkin maddenin kuru karisimi hazirlanmis ve bu karigim
polimerlerin (polietilenglikoller, etilseliiloz) sulu ¢ozeltisi ile yas graniilasyon islemine tabi
tutulmustur. Boylece yiiksek derecede pordz ve dagilma siiresi 3-30 saniye olan agizda
dagilan tabletler elde edilmistir (Bonadeo, Ciccarello ve Pagano, 2000, U.S. Patent No.
6,149,938). Bir baska calismada ise yas graniilasyon metodu ile kontrollii salim saglayan
ila¢ etkin maddesi ile iyon degistirici re¢inelerin kompleks olusturmasina dayanan agizda
dagilan tabletler elde edilmistir. Aci tadi ve ilacin yan etkilerini maskelemek icin yas
graniilasyon ile etkin madde oncelikle hidroksipropil beta siklodektrin gibi siklodektrin ve
tatlandiricilar ile kompleks olusturularak agizda dagilan yardimci maddeler ile formiile

edilerek basilmasi s6z konusudur (Fini, Bergamente, Ceschel, Ronchi ve Moraes, 2008).

Kuru granitilasyon

Yapilan bir ¢aligmada kuru graniilasyon metodu ile diisiik dansiteli alkali metal tuzlan
(kalsiyum karbonat, kalsiyum hidroksit, magnezyum karbonat vb.) ve suda ¢6ziinebilir
karbonhidratlar (maltoz, maltilol, sorbitol, mannitol, glukoz, siikroz, ksilitol) kullanarak

agizda hos bir tat birakan ve hizli dagilan tabletler gelistirilmistir (Eoga ve Valia, 1999).

Piiskiirterek kurutma

Piiskiirterek kurutma yontemi ¢6ziicliniin uzaklastirilmasi islemi i¢in hizli ve ekonomik bir
yontem olup, yiiksek derecede pordz ve ince graniiller elde edilmektedir. Etkin madde,
baglama ajanlari, efervesan ve dagitici ajanlarini igeren karigimin piiskiirtiilerek kurutulmasi
ile basilmasi esasina dayanir. Calismalarda piiskiirtiilerek kurutulmus kompozit partikiillerin

dogrudan basim ile hazirlandig1 goriilmektedir (Tanimura, Tahara ve Takeuchi, 2015).

Erime Graniilasyonu

Yas graniilasyon metodu ile hidrofilik baglayicilar kullanarak (PEG-6-stearat,
Superpolystate®) mekanik dayanikliligi daha fazla olan ve yaklasik 40 saniyede dagilabilen
agizda dagilan tabletler elde edilebilmektedir (Abdelbary G. vd, 2004). Superpolystate®

erime noktast 33-37°C olan mumsu hidrofilik bir maddedir, tabletin fiziksel dayanikliligini
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artirmasina ragmen hizla dagilmasini saglamaktadir. Erime graniilasyonu metodunda
graniiller 40-44°C’de ve yiiksek hizdaki bir karistirict igerisinde hazirlanmistir. Toz
karisimina eklenen Superpolystate® yiiksek sicaklikta eritilerek graniilasyonun meydana
gelmesi saglanmistir. Bu yontemle yaklasik 40 saniyede dagilan agizda dagilan tabletler elde
edilmistir (Abdelbary ve digerleri, 2004).

Dogrudan Basim Metodu

Ozel iiretim ekipmanlar1 gerektirmeyen ve yaygin olarak kullanilan yardimci maddeler
kullanilabildiginden basit ve az maliyet gerektiren bir metottur. Bu yontem ile hizli
dagilmayi ve yeterli fiziksel direnci saglayabilecek uygun yardimci maddelerin se¢ilmesi ile
agizda dagilan tabletler gelistirmek miimkiindiir. Formiilasyondaki suda ¢6ziinmeyen
yardimc1 madde miktarinin azaltilmasi ile dagilma siiresi artar. Eger etkin madde tiim
formiilasyonun kiiciik bir kismini olusturuyorsa suda ¢oziinen maddelerin kullanilmasi ve
dagiticilarin miktarlar1 ile dagilma siiresi ayarlanabilir. Graniilasyon metotlarina gére daha
kisa siire ve enerji gerektirmektedir. Istya ve neme duyarl etkin maddeler i¢in de uygun bir
metottur. En 6nemli sakincasi ise etkin maddenin segregasyona ugramasidir (Prajapati ve

Ratnakar, 2009).

Markali teknolojiler

Agizda dagilan tabletlerin iiretiminde markal1 teknolojiler bulunmaktadir (Cizelge 2.5). Bu

teknolojiler kisaca asagida aciklanmustir.

Durasolv teknolojisi

CIMA Lab. tarafindan patentlenen bir teknolojidir. Bu teknoloji ile gelistirilen ADT nin
mekanik dayanikliligi oldukca yiiksek ve sertlik degerleri 15-100 N arasindadir. Blisterler
icerisinde ambalajlamaya olanak saglayan bir agizda dagilan tablet formiilasyonudur.
Formiilasyon basim sirasinda ¢ok yiiksek basinca tabi oldugundan ¢ok yiiksek etkin madde

dozlari i¢in uygun degildir (Badgujar ve Mundada, 2011).
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Cotton Candy teknolojisi

Bu teknoloji ile pamuk sekerine benzer kristal yapida flos yapida iirlinler elde edilir.
Polisakkarit veya sakkaritlerden olusan bir matriksin eritilerek dondiiriilmesi ile olusan seker
flosununun etkin madde ve yardimci maddeler ile karistirilip agizda dagilan tablet olarak
basilmasi esasina dayanir. Yiiksek dozdaki etkin maddelere uygulanabilir olmakla birlikte
islem sirasinda yiiksek sicaklik olmasi islemin uygulanabilirligini kisitlayabilir (Allen,

Wang ve Devis, 1998; Acosta, Tabare ve Ouali, 1998).

Zydis teknolojisi

Patentli ilk ticari triindiir. Liyofilizasyon tekniginin kullanildigi bir ADT hazirlama
teknolojisidir. Hazirlanan tablet dil lizerine yerlestirildiginde tiikiiriikte ¢Oziinlir veya
disperse olur. Genellikle jelatin igeren bir matriksteki ilacin liyofilizasyonu ile hazirlanir.
Elde edilen ADT oldukea kirilgan ve diisiik agirliktadir ve 6zel ambalajlama gerektirir. Etkin
madde partikiil biyiikliigii 50-200 pm arasinda olmalidir. Suda ¢oziinen etkin maddelerin
dozu 60 mg ile sinirlidir. Zydis teknolojisi ile iiretilen ADT’ler neme hassas olup % 65’in

tizerindeki nemde bozulabilir (Seager, 1998; Tuncay, 2010).

Orasolv teknolojisi

OraSolv teknolojisinde efervesan ozellikteki maddeler Kullanilmaktadir ve ADT agiza
yerlestirildiginde c¢ignemeye ihtiya¢ olmadan hizla dagilir. Tablet dagildiginda ilag
mikropartikiilleri salinir ve yutulur. Tam ¢6ziinme ve sistemik absorpsiyon gastrointestinal
kanalda gergeklesir. Formiilasyon agizda tiikiiriikle temas ettiginde karbondioksit ¢ikararak
hasta i¢in agizda hos tat birakir, daha fazla tiikiiriik salgilanmasini uyarir ve bu da dagilmaya

yardimci olur (Wehling, Scheuhle ve Madamala, 1993).

Bu teknolojide etkin madde uygun polimer (etil seliiloz, metil seliiloz, akrilat, metakrilik

asit rezinleri gibi) dispersiyonuna mannitol ve magnezyum oksit gibi diger yardimci
maddeler ile birlikte eklenerek mikropartikiiller hazirlanir. Mannitol ve magnezyum oksit
polimerik kaplamada etkin madde salimma yardim icin formiilasyona eklenir. Kurutma
islemlerinin ardindan olusan mikropartikiiller, efervesan maddeler ve diger yardimci

maddeler (tatlandirict, renk maddeleri, kaydiricilar) ile karistirilir ve 1-2 kp sertlikte tabletler
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basilir. Efervesan maddeler tablet agirliginin % 20-25’ini olusturur. 1000 mg ve tizeri etkin
maddeler i¢in uygundur (Tuncay, 2010). Elde edilen tabletler kirilgan olup in vivo dagilma
zamanlar1 1 dakikanin altindadir. Tabletler ¢ok yumusak oldugundan o6zel tasarlanmis

blisterler kullanilir (Sastry, Nyshadham ve Fix, 200).

Wowtab teknolojisi

Bu teknolojide seker ve seker benzeri yardime1r maddeler kullanilir. Wowtab susuz verilecek
tablet anlamina gelir. Burada iki farkl: tipte sakkarit yeterli sertlik ve ¢oziinmesinde tablet
elde etmek i¢in birlestirilir. Maltoz, mannitol, sorbitol ve oligosakkaritler gibi yiiksek
kaliplanabilirlige sahip iyi baglanma 6zelliginde sakkaritler ile laktoz, glukoz, ksilitol gibi
diistik kaliplanabilirlik ve hizl1 ¢6ziinme 6zelligine sahip sakkaritler kullanilir. Bu sayede
cok iyi sertlige sahip ve suya ihtiya¢ duymaksizin agizda hizla dagilabilen tabletler elde
edilir. Zydis ve Orasolv teknolojilerine kiyasla daha stabil tabletler elde edilir (Cirri, Valleri,
Mura, Maestrelli ve Ballerini, 2005).

Oraquick teknolojisi

Patentli tat maskelemeye yonelik bir teknolojidir. Herhangi bir solvan kullanilmaksizin daha
hizli ve etkili iretime olanak saglayan bir tat maskeleme islemidir. islem sirasinda diisiik 1s1

kullanildigindan 1siya duyarli etkin maddeler i¢in uygundur (Seager, 1998).

Nanokristal teknolojisi

Cesitli nanokristal elde etmeye yonelik teknolojiler kullanarak partikiil biytikligi <1
mikronun altindaki etkin maddenin agizda dagilan tablet formiilasyonu gelistirilmesi esasina
dayanir. Etkin maddenin nanokristal kolloidal dispersiyonlariin (nanokristal) suda ¢dziinen
bilesenler ile blisterlere doldurulup liyofilize edilmesi veya nanokristalinin liyofilize
edildikten sonra dogrudan basim 6zelliklerine sahip yardimci maddeler ile formiile edilerek

tablet basilmasi ile agizda dagilan tabletler elde edilir (Lai ve digerleri, 2011).

Shearform teknolojisi

Burada bir Shearform matriks yani flos hazirlanir. Bir seker tastyici ile hazirlanan besleme

stogu 1s1 islemi altinda gergeklesir. Bu islemde, seker es zamanli olarak merkezi kuvvete ve
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kiitlenin artan sicaklia maruz kalmasina neden olan sicaklik degisimine tabi olur. Bu
nedenle ilgili kiitlenin hareketine olanak saglayan bir i¢ akis kosulu olusturulur. Bunu, flosu
merkezi kuvvetin altina firlatan donme basligindan ¢ikmasi izler. Boyle tiretilen flos, tek
diize bir akis saglamak i¢in kesilmis ve yeniden kristalize olmustur, bu sekilde karigimi
kolaylasir. Daha sonra, yeniden kristalize olan matriks etkin madde ve diger yardimci
maddeler karistirilir ve son olarak tablet haline basilarak getirilir. Etkin madde ve diger
yardimc1 maddeler yeniden kristalizasyondan once flos ile karistirilabilir. Bu islem ile
iiretilen tabletler oldukc¢a pordz yapida olup agizda ¢ok hos bir iz birakarak tiikiiriikte hizlica
¢oziiniirler (Kaushik, Duraje ve Saini, 2004).

Frosta teknolojisi

Bu teknolojinin ana konsepti yliksek porozitede dayanikli tabletlerin diisiik basing altinda
olduke¢a plastik graniillerin basilmasidir. Oldukga plastik graniiller ii¢ bilesen sinifindan
olusur. Bunlar; poréz ve plastik bir materyal, su penetrasyon artirict ve bir baglayicidir.
Islem, su penetrasyon arttiricisi ile pordz plastik materyalin karistirtlmasi ve bunu takiben
baglayict ile graniilasyondan olusur. Teknoloji hemen hemen tiim etkin maddeler i¢in
uygulanabilir. Olduk¢a yliksek plastik graniil yaklagimi miikemmel sertlikte ve hizli dagilma
stiresine sahip (tabletlerin biiylikliigline bagl olarak birkag¢ saniye ile 30 saniye arasinda)

hizla dagilan tabletler tiretilir (Fu ve digerleri, 2004).

Cizelge 2.5. ADT ler i¢in markali formiilasyon teknolojileri

Markal teknoloji | Firma Ticari Uriin

AdvaTab™ Eurand AdvaTab Cetrizine, AdvatAB
paracetamol

Durasolv Clima Labs inc. Nulev, Zomig ZMT

Flashtab Prographarm Nurofen®, Flashtab®

Lyoc™ Cephalon-France, Inc. Sermion®, Paralyoc®, Seglor®

Orasolv Cima Labs Inc. Remeron Soltab, Tempra First Tabs

Quicksolv Janssen Pharmaceutica Risperdal Quicklet ™ Propulsid®

Oraquick KV Pharmaceutical Co. Inc. | Hyoscyamine Sulfate ADT

Wowtab Pfizer/Yamanouchi Pharma | Benadryl Allergy, Sinus Fastmelt

Zydis Catalent Ativan®,  Claritin,  Imodium,
Feldene melt, Zyprexa®
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2.6.8. Agizda dagilan tabletlerin kalite kontrolii

Agizda dagilan tabletlerde friabilite, pordzite, sertlik, 1slanma ve absorpsiyon kapasitesi ve

in vitro dagilma zaman testleri yapilir.

Friabilite

Dogru tartilmig tabletler friabilitore yerlestirilerek 25 rpm/dk hizinda 4 dakika dondiiriiliir
ve ufalanma ve asinmayi belirlemek igin tekrar tartilir. Tabletlerdeki friabilitenin %1’in

altinda olmasi beklenir (Avr. Farm).

Sertlik

Sertlik veya kirilma kuvveti, diametrik bir basin¢ uygulandiginda tabletin kirilmasi igin
gerekli olan kuvveti ifade eder. ADT’ler tasima kosullarina dayanikli olmali ve kisa siirede
dagilmasi istenildiginden uygun bir sertlik degerinde olmalidir. Sertligin 3-5 kg (>30 N)
olmasi istenir (Koseki, Watanebe, Utoguchi, Atsumoto, 1999).

Porozite tayini

ADT’lerin hizli dagilma ve ¢6ziinmeye sahip olmasi istendiginden tablet i¢ine suyun
absorbe olabilmesi i¢in uygun porozitede olmasi istenir. Civa porozimetresi kullanilarak
tablete suyun penetrasyon derecesi Ol¢iilerek porozite dl¢limii yapilabilir. Diger yontem ise
gaz piknometresi ile tablet basim kiitlesinin ger¢ek yogunlugunun (p gercek ) bulunup,
olglilen agirlik (m) ve hacminden (V) yararlanarak asagidaki esitlik ile porozitenin

Olciilmesine dayanir (Schiermeier ve Schmidt, 2002).

€ = 1- (M/(pgersek *V))

Islanma stiresi ve absorpsiyon kapasitesi

Tabletlerin dagilma siirelerini tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir. Petri kabina
dairesel kesilmis kagit yerlestirilerek tablet kagidin iizerine konulur. Oda sicakliginda 6 mL

distile su tiizerine konularak suyun tabletin lizerinde kapladigi siire 1slanma siiresidir.
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Absorpsiyon kapasitesi i¢in ise ADT kuru olarak tartilir (Wii) ve tamamen 1slandiktan sonra

tekrar tartilir (Wson) ve asagidaki esitlige gore hesaplanir (Bi ve digerleri, 1996).

Su absorpsiyon kapasitesi: 100 (Wson-Wiik)/Wiik

Coziunme testleri

(Coziinme testleri konvasiyonel tabletlerde oldugu gibi ADT’ler de benzer sekilde
gerceklestirilmektedir. Farmakope monograflarinda veya FDA tarafindan listelenen
coziinme kosullarinda testler gerceklestirilir. Genel olarak USP 2 (palet) aparat1 ve 50 rpm
karistirma hizi ADT’ler i¢in uygun apparat olarak oOnerilmektedir. Coziinme profilleri

cikarilarak yiizde ¢oziinen ilag miktar1 hesaplanir (Hirani, Rathod ve Vadalia, 2009).

Etkin madde miktar tayini

Tiim farmasotik sekillerin kalite kontrol parametresidir. ADT lerde etkin maddenin tayinine

yonelik olarak gelistirilmis analitik yontem ile miktar tayini gergeklestirilir.

Dagilma testleri

ADT’lerin dagilma testleri ¢cesitli yontemler ile yapilmaktadir. Bu yontemler asagida kisaca

aciklanmaktadir.

Farmakopelerde yer alan dagilma testi

Avrupa ve Amerikan farmakopesinde tanimlanan dagilma testidir. 37£2°C’de 1000 mL
distile su veya ortam igerisinde yapilir. Aletin her bir bdlmesine bir tablet atilir ve distile

suyun bulundugu beher icine alet daldirilir. Tabletin tamaminin dagildig: stire tespit edilir.

Modifiye dagilma testi

Amerikan Farmakopesi aparat 2 ile ¢oziinme test aleti ile aynidir. Dagilma ortami
37+2°C’de 1000 mL distile sudur. Tablet bir daldirict i¢ine konularak kap tabanindan 6-8.5
cm yukariya ve kabin ortasina gelecek sekilde asilir. Tabletin tamamen dagildig: ve daldirici

eleginden gectigi siire hesaplanir.
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Texture analiz yontemi

Dagilmanin baglangi¢ ve bitis zamanini belirlemek i¢in Texture aleti (Stable Micro Systems,
UK) kullanilir. Bir milin (probe) altina yapistirilan tablet 0.4 mL su igceren beher veya petri
kutusuna daldirilir. Sabit bir basing uygulayarak tablet beherin tabanina dogru sikistirilir ve
penetrasyon araligr Olgiiliir. Tablet dagildigi zaman sikisma araligi artmaktadir. Alet
tarafindan olusturulan zaman — aralik grafiginden dagilmanin baslangic ve bitis zamani

belirlenir (Fu ve digerleri, 2004).

Kamera yontemi

Bilgisayara bagli bir kamera yardimiyla 6lgiiliir. Kameranin ¢ektigi resimler bilgisayarda
depolanir. Dagilma aleti, ¢elikten yapilmig dagilma kab1 ve bunun hemen disinda termostath
su igeren dis kap olmak tizere iki pargadan olugmaktadir. Dagilma siiresi boyunca arka
arkaya c¢ekilen fotograflar bilgisayarda degerlendirilerek sistem tarafindan farkli
zamanlardaki yiizey alani hesaplanir. Zamanin fonksiyonu olarak tabletin yiizey alanindaki
asinmaya bagli olarak grafikler ¢izilir. Bu grafikler kullanilarak dagilma zamani hesaplanir

(Fu ve digerleri, 2004).

Donen mil yontemi

Donen mil, dilin tablet iizerinde olusturdugu mekanik stresi taklit eder. Tablet paslanmaz
celik tel kafes iizerine yerlestirilir ve hafif¢e test ortamina daldirilir. Tablete mekanik stres
olusturmak i¢in donen bir mil kullanilir. Kritik parametre donme hiz1 ve mekanik strestir.

Tabletin dagildig: siire tespit edilir (Narazaki, Harada, Takami, Kato ve Ohwaki, 2004)

Elek yontemi

10 mesh’lik elek ve cam silindir kullanilir. Elek altta 2 mL dagilma ortami kalacak sekilde
cam silindir igine yerlestirilir. Alet icine 1 mL ortamdan ilave edilir. Alet i¢inde 37°C’de
sabit sicaklikta su bulunan ¢alkalayici su banyosuna yerlestirilir. Alet 150 rpm’de donmeye
baslayimnca dagilma ortami i¢ine daldirilmis elek listiine tablet yerlestirilir. Tiim tablet
parcalarinin elekten gectigi siire hesaplanarak dagilma siiresi tespit edilir (Late, Yu ve

Banga, 2009).
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2.7. Nanokristal Teknolojisi

Tez ¢alismasinda agizda dagilan tabletlerin nanokristal teknolojisine dayali olarak iiretilmesi

amaglandig1 i¢in nanokristal teknolojisinden bu boliimde bahsedilecektir.

Nanokristal teknolojisi sudaki ¢oziiniirliigli disik olan etkin maddelerin diisiik oral
biyoyararlanim problemlerinin {istesinden gelmek icin gelistirilen bir teknolojidir (Miiller,

Moschwitzer ve Bushrab, 2006a).

[lag nanokristalleri 1990’11 yillarin baslarinda simdiki ad1 Elan firma tarafindan kesfedilmis,
ilk nanosistem patent basvurusu 0 yillarda yapilmistir (Miller ve Keck, 2012).
Nanokristaller etkin maddelerin ¢6ziiniirlik sorunlarimi ortadan kaldirilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. RTP Kanada (su an SkyPharma Kanada) ve DDS Drug Delivery
Services GmbH firmalar1 nanokristal teknolojisinin gelistirilmesine Onciililk etmislerdir
(Miiller ve Keck, 2012). Nanokritallerin ticarilesen ilk {iriinii Rapimune®, Wyeth firmasinin
sirolimus etkin maddesi igeren oral yoldan kullanilan bir iiriiniidiir. 2000 yilinda bulus
yayimlanmustir. 2003 yilinda Emend® Merck firmasi ve 2004 yilinda Tricor®, Abbott firmast
tarafindan nanokristal teknolojilerinden 1slak 6giitme teknigi ile tiretilip ticarilesen tirlinler
olmustur. Emend® nanokristal halde aprepinant igeren bir kapsiil olup antiemetik olarak
kullanilmakta ve Tricor® ise nanokristal halde fenofibrat iceren tablet olup hiperkolestrolemi
tedavisinde kullanilmaktadir.

Doygun ¢oziintirligii ifade eden esitliklerden olan Ostwald-Freundlich esitligi partikiil
biiyiikliigiiniin kii¢iilmesinin ¢ozlinilirliigli arttirmasi1 esasina dayanir. Bu esitlige gore
maddenin doygun ¢oziiniirligii partikiiliin yar1 ¢apina baglidir. (Maulidin, Miiller ve Keck,
2009a). Biiyiik kristallerin aksine nanokristaller daha yiiksek kivrikliga (curvature) sahiptir
ve bu Ostwald- Freundlich esitligine gore daha yiiksek ¢oziinme baskisi ve daha yiiksek
doygun ¢oziiniirlik saglar (Dolenc, Kristl, Baumgartner ve Planinsek, 2009; Miiller ve
Bo6hm, 2000; Scholz ve Keck, 2015). Kaba toz partikiillerinin nano boyutlara getirilmesi,
Noyes-Whitney ve Kelvin esitliklerine gore doygunluk ¢oziiniirliigiinii (Cs) ve buna bagh
olarak ¢oziinmeyi (dc/dt) artirir (Junghans ve Miiller, 2008). Bu durum biyoyararlanimin
artmasina neden olur (Jacobs, Kayser ve Miiller, 2000; Zhai, Lademann, Keck ve Miiller,
2014).
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Ilag nanokristalleri nanometre boyutunda kristallerdir. Amorf ila¢ nanopartikiilleri ise
nanokristal olarak adlandirilamaz, buna ragmen nanokristaller kristalin amorf fazini ifade
etmektedir. Farmasotik alanda nanopartikiiller 1-1000 nm arasindaki boyutlara sahiptir.
Ingiliz Standartlar1 Enstitiisii nanopartikiil/nanopartikiiler, “bir veya daha ¢ok c¢ap1 nano
Olcekte bulunan partikiil” olarak ve nano dlgegi “sahip olunan bir veya daha ¢ok ¢apt 100
nm veya daha alt1” olarak ve mikrokristalleri ise ortalama yar1 ¢cap1 yaklasik 2-5 mikrometre
araliginda olan ve yaklasik 0.1-20 mikrometre partikiil biiyiikliigiine sahip olan ilag
partikiilleri olarak tanimlamistir (Jungshanns ve Miiller, 2008; Miiller ve digerleri, 2006a).
Nanokristallere iliskin ilk patentte siirfaktan veya polimer ile stabilize edilen 10-1000 nm
arasi saf ila¢ etkin maddeleri olarak tanimlanmis olup 1000 nm’den daha kiigiik kolloidal
pargaciklar olarak da tanimlanmislardir (Miiller ve vd., 1999; Junyaprasert ve Morakul,
2015).

Ilag nanokristalleri %100 etkin maddeden olusan ve genellikle siirfaktan veya polimerik
stabilizanlar ile stabilize edilmis yapilardir (Miiller, Gohla ve Keck, 2011). Ayrica, ilk
patentte yer alan nanokristal tanimi1 2000 nm ve altindaki ilag kristalleri olarak ifade

edilmistir (Hoey, Puriit ve Rayde, 2006; Liversidge ve Jenksins, 2006).

Ila¢ nanokristalleri sulu ¢ozeltiler veya susuz ortamlarda disperse halde bulunurlar, disperse
edilmis hali nanosiispansiyon olarak da tanimlanir (Junghanns ve Miiller, 2008). Ilag
stabilizan orani 1:20’den 20:1’e kadar degisebilmekte ve minimum miktarda stabilizan %1-
2 a/a oraninda olabilmektedir (Scholz ve Keck, 2015; Dolenc ve digerleri, 2009).

Nanokristaller i¢in temel etkin madde 6zellikleri; partikiil biiyiikliigti ve partikiil biiyiikligii
dagilimi, zeta potansiyel, kristal hal, ¢6ziinme ve doygun ¢6ziiniirliik olarak sayilabilir

(Miiller vd., 2001).

2.7.1. NanokKristallerin iistinliikleri

Nanokristallerin formiilasyon gelistirilmesi agisindan bir takim istiinliikleri bulunmaktadir.
Nanokristaller 6zellikle BCS’de diisiik ¢oziintirliige sahip olan Smif II ve Simf IV
kategorisindeki ilaglarda absorpsiyonunda hiz kisitlayic1 basamak olan ¢éziinme hizlarini
arttirarak Ustlinliik saglarlar. Ayrica yeni gelistirilen ila¢ molekiillerinin %40°’1 diisiik suda

¢oOziiniirliige sahiptir. Nanokristallerin bu 6zellikleri iiriin gelistirme g¢aligmalarinin kisa
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slirede patent alinmasini Ve ticarilesmesi siirecinin kolaylagmasini saglar (Gau ve digerleri,
2012; Shegokar ve Miiller, 2010; Rabinow, 2005; Patravale, Date ve Kulkarni, 2004 ve vd.,
2004; Rabinow ve digerleri 2007; Merisko Liversidge ve Liversidge 2008; Dolenc ve
digerleri, 2009; Jacobs ve Miiller, 2002).

Nanokristallerin tstiinliikleri asagida maddeler halinde verilmektedir (Shegokar ve Miiller,
2010; Ahuja ve digerleri, 2015; Rabinow, 2005; Patravale, Date ve Kulkarni, 2004 ve vd.,
2004; Rabinow ve digerleri 2007; Merisko Liversidge ve Liversidge 2008; Dolenc ve
digerleri, 2009; Jacobs ve Miiller, 2002; Gau ve digerleri, 2012; George ve Gosh, 2013;
Rege, Yu, Huseyin ve Poli, 2001; Eerdenbrugh ve vd., 2008a; Malakar ve vd., 2012; Cooper,
2010; Giilsiin ve vd., 2011):

e Etkin maddelerin doygunluk ¢oziiniirliigiinde ve ¢6ziinmesinde artis saglarlar.

e Etkin maddenin absorpsiyonunu ve yiizey membranlarina tutunmasini arttirir.

e Kullanilan stabilizanlar sayesinde permeabilitede artis saglayabilir.

¢ Diisiik dozda biyoyararlanim ve doz orantisallig1 saglar.

e Dozlama sikliginin azalmasma ve diisiik dozlarda etki gdstermesine bagli hasta
uyuncunu arttirir.

e (esitli uygulama yollarinda (oral, dermal, okiiler, pulmoner, intrevendz) ve dozaj
sekilerinde kullanilabilir.

e Ilacin aglik/tokluk degiskenligini azaltir.

e Uretimi tekrarlanabilir, hizl1 ve formiilasyon gelistirilmesi kolaydir.

e Yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesine sahiplerdir.

e Lipozomlar, polimer nanopartikiiller ve lipit nanopartikiiller tiretiminde kullanilan
organik ¢oziicillerin  ve yardimc1 ¢oziiciilerin - nanokristal teknolojisinde
kullanilmamasi daha az toksik olmalarini ve stabilitelerinin artmasini saglar

e Denekler arasi biyoyararlanim degiskenliklerini azaltir.

e Dozaj seklinin kimyasal ve fiziksel stabilitesini arttirir.

e Lipozom, polimer nanopartikiiller, yagli nanopartikiiller ve yardimci ¢oziicii igeren

formiilasyonlara kiyasla daha az toksiktir.

Nanokristallerin eldesinde olasi problemler ise asagidaki gibi sayilabilir (Chan ve Kwok,
2011; Shegokar ve Miiller, 2010; Patravale, Date ve Kulkarni, 2004 ve vd., 2004; Rabinow
ve digerleri 2007; Merisko Liversidge ve Liversidge 2008; George ve Gosh, 2013; Rege,
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Yu, Huseyin ve Poli, 2001; Eerdenbrugh ve vd., 2008a; Malakar ve vd., 2012; Cooper, 2010;
Giilsiin ve vd., 2011):

- Tim etkin maddelere uygun degildir (yalniz BCS II ve IV).

- Swvi formda stabilitesinin saglanmasi zor olabilmektedir.

- Kati hale getirilmesi sirasinda partikiil bityiimesi olabilmektedir.

- Nanokristal elde edilmesinde kullanilan yiiksek basing veya 1s1 polimorfik

donisiimlere neden olabilir.

2.7.2. Nanokristal formiilasyonlariin hazirlanmasi

[lag nanokristal formiilasyonlarmin {iretimi genel olarak top-down ve bottom-up
teknolojileri olarak smiflandirilabilir (Sekil 2.2) (Eerdenbrugh, 2008; Krause ve Miiller,
2001; Miiller, Gohla ve Keck, 2011). Top-down yonteminde 6giitme ve yiiksek basing
homojenizasyon teknikleri ve bottom-up yonteminde ¢oktiirme teknigi kullanilmaktadir
(Moeschwitzer, 2010; Katteboinaa, Chandrasekhar ve Balaji, 2009).

Sekil 2.2. Nanokristal hazirlama yontemleri

Bottom-up Teknolojisi

Bottom up teknolojisi klasik ¢oktiirme iskemine dayanir. Temel prensibi, etkin madde su ile

karisabilen bir ¢o6ziicli icerisinde ¢oOziiniir, sonrasinda bu c¢ozeltinin etkin maddenin
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¢coziinmedigi bir ortama dokiilmesi ile etkin madde partikiilleri stabilizan varliginda
¢oktiigiinde nanokristalleri elde edilir. (Junghanns ve Miiller, 2008). Bottom-up yonteminin
tek dstiinliigii basit ve diisiik maliyetli olmasidir. Buna ragmen 6l¢ek biiyiitmeye uygun
olmamasi, etkin maddeyi ¢ozebilen bir ¢bziiciiye ihtiya¢ duyulmasi, ¢oken partikiillerin
mikrometre boyutlarina tekrar biiylime riskinden dolay1 stabilizasyonunun zor olmasi ve
tekrarlanabilir olmamasi bu yontemin sakincalar1 olabilir. (Katteboinaa ve digerleri, 2009;
Moschwitzer, 2013). Endiistriyel alanda bu teknoloji kullanilarak gelistirilmis herhangi bir

urun bulunmamaktadir.

Top-down Teknolojisi

Bottom-up teknolojisinden sonra gelistirilen yontem top-down teknolojisidir. Mikrometre
boyutlarindaki biiytik kristallerden boyutlarinin kiigiiltiilmesi ile nano hale getirme islemidir.
Mikrometre boyutundan nanometre boyutuna gelen ila¢ kristallerinin yilizey alani/hacim
orani artacagindan ¢Ozilinlirlik ve ¢Oziinmedeki artis biyoyararlaniminda da artis
saglayacaktir. (Elaine, Meriko-Liversidge ve Liversidge,2008; Thombre ve digerleri., 2012).
Top-down teknolojisi, 1slak 6giitme ve yiiksek basing homojenizasyon teknikleri olarak

siniflandirilmaktadir.

Islak ogiitme teknigi

Islak 6gilitme yontemi farmasotik endiistride yiiksek basing homojenizasyon teknigi ile
birlikte en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde genellikle su olan dispersiyon
ortami, etkin madde ve stabilizan bir 6glitme kazanina yiiklendikten sonra 6giitme toplarinin
hareketi ve yiiksek kayma ve 6glitme enerjisiyle ilag partikiilleri kiigtiltiiliir (Katteboinaa ve
digerleri, 2009). Bu yodntemin patentlenen ismi NanoCrystals® olarak bilinmektedir.
Sirolumus igeren Rapamune®, Wyeth firmas: tarafindan gelistirilen ilk NanoCrystals ile
{iretilen ticari iiriin iken aprepinant igeren Emend®, Merck firmas: tarafindan gelistirilen
ikinci nanokristal formunda ticarilesmis {riindiir. Elde edilen nanokristallerin
fizikokimyasal o6zellikleri, 6glitme toplarinin tipine, sayisinina, biyiikligiine, 6giitme
makinesnin tipine, hizina, 6gilitme siiresine ve sicakligina baghdir. Bu amagla seramik,
paslanmaz celik, porselen, cam, akik, zirkonyum oksit veya recine kapli polisitiren

boncuklar kullanilabilir. Ogiitme zaman1 olarak 30-120 dakika iyi kalitede bir nanokristal
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icin uygun bir araliktir. (Moschwitzer, 2013; Giilsiin, Giirsoy ve Oner, 2009; Keck ve
Miiller, 2006).

Ogiitme yonteminin en Onemli o6zellikleri asagidaki kisaca belirtilmistir (Merisko-

Liversidge ve Liversidge, 2008):

e Sudaki ¢oziinirligii <10 mg/mL olan biitiin etkin maddeler i¢in uygundur.

e Yiiksek ilag¢ ylikleme kapasitesine sahiptir.

e llag : stabilizan orani agirlik bazinda 10:1 veya %30 ilag ile <% 3 stabilizan
konsantrasyonu seklinde olabilir.

e Oral, pulmoner, intravendz, subkiitan, intramuskiiler ve oftalmik uygulama yollar1
icin uygundur.

e Tablet, kapsiil ve steril iiriinler gibi yaygin kullanilan dozaj sekillerine kolaylikla

getirilebilir.

Yiiksek basing homojenizasyon teknigi

Yiiksek basing homojenizasyon teknigi, homojenizasyon prensibi/homojenizator tipine gore
iki farkli sinifta agiklanabilir (Keck ve Miiller, 2006).

Mikrofluidizasyon teknolojisi ile nanokristal iiretimi

Mikrofluidizasyon teknolojisi ile yiikksek basing homojenizasyon yonteminde Z veya Y tipi
kazanlar kullanilarak jet akis homojenizatorler ile gerceklestirilir. SkyePharma Canada Inc.
Insoluble Drug Delivery-Particles (IDD-P™ Technology) firmasi bu teknolojiyi
kullanmaktadir. 1700 bara varan basing altinda sivi akisinin cidarda ¢arpigmasi ile kiigiik
partikiiller elde edilir. Partikiil carpigsmasi, kayma kuvvetleri ve kavitasyon kuvvetleri
partikiillerin kiigtilmesine neden olur. Carpisma kazan1 Z ve Y tipi olmak tizere iKi gesittir.
Z-tipi kazanda, siispansiyonun, partikiil ¢arpismasina ve kayma gerilimine yol agacak
sekilde birkac kez akis yonii degistirilir. Y-tipi kazanda, siispansiyon akisi, iki akis yoniine
ayrilarak cidardan carpisma saglanir (Keck ve Miiller, 2006). Mikrofluidizasyon
teknolojisinde istenilen partikiil biiyiikliiglinde nanokristal elde etmek icin yliksek sayida
(50-100 kez gibi) gegis gereklidir (Junghanns ve Miiller, 2008; Keck ve Miiller, 2006).
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Piston boslugu (Piston Gap) homojenizasyon yontemi ile nanokristal zgiretimi

Diger bir yiiksek basing homojenizasyon teknigi ise piston boslugu homojenizasyondur.
Sulu dispersiyonlarda (Dissocubes®, SkyePharma) veya suyu azaltilmis/susuz ortamlarda

(Nanopure®, Pharmasol) gerceklestirilebilir.

Dissocubes® yontemi Miiller ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda gelistirilmistir. Sulu
stirfaktan ¢ozeltisi igerisinde disperse olmus etkin madde genis delikli silindir i¢inden
gecerken 4000 bara kadar yiiksek basing uygulanir. Siispansiyon ¢ok yiiksek hizda (500 m/sn
gibi) uygulanan basinca gére homojenizasyon boslugundan igeri dogru gegirilir (Junghanns
ve Miiller, 2008; Shegokar ve Miiller, 2010). Yiiksek kayma kuvvetleri, turbulans akis1 ve
Bernoulli esitligine gore dar araliktan gegen siispansiyonun dinamik basincinin artip ve
statik basincinin azalmasina bagli meydana gelen gaz kabarciklarinin patlamasiyla olusan
sok dalgalarinin kuvveti, homojenizasyon dongii sayist partikiil biiytlikliigiinii etkiler

(Miiller, Jacobs ve Kayser, 2001).

Nanopure® teknolojisi ise PharmaSol GmbH firmasi1 tarafindan gelistirilmistir. Bu
teknolojide ¢ok diisiik buhar basinci olan dispersiyon ortami ve tercihen diisiik sicakliklarda
homojenizasyon vardir. Homojenizasyon boslugundaki kavitasyon ¢ok az veya yoktur. Buna
ragmen partikiil boyutunda kiigiilme saglar. Sulu olmayan dispersiyon ortamlarinda da

caligmak miimkiindiir (Miiller ve digerleri, 2011; Katteboinaa ve digerleri, 2009).
2.7.3. Nanokristallerin kurutulmasi ve stabilitesi

Nanokristallerden kati ilag sekilleri hazirlamak ve nanokristallerin stabilitesini artirmak igin,
nanokristaller piiskiirterek kurutma veya liyofilizasyon yontemleri ile kurutulur. Boylelikle
tablet veya kapsiil dozaj sekillerinde hazirlanirlar. (Chan ve Kwok, 2011; Wu, Zhang ve
Watanabe, 2011). Nanokristallerin kurutulmas: igin, piiskiirterek kurutma ve liyofilizasyon
teknikleri kullanilmaktadir. Katilastirma agamasinda kriyoprotektan ajan olarak kullanilan
cat1 olusturucularina (matris sekillendiricilere) 6rnek olarak mannitol, siikroz, seliiloz ve
trehaloz verilebilir (Attari, Bhandari, Jagadish ve Lewis, 2016; Katteboinaa ve digerleri,
2009; Chan ve Kwok, 2011; Wu ve digerleri, 2011)
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Nanokristallerin stabilitesi iiriiniin partikiil biiyiikliigiinii ve buna bagli olarak ilacin etkisini
etkileyeceginden hem kimyasal hem de biyolojik agidan olduk¢a Snem tasimaktadir.
Nanokristallerlerde kullanilan stabilizan tipi ve miktar1 partikiillerin agrege olmalarini,
cokmelerini ve kristal biiyiimesi (Ostwald olgunlagsmasi) gozlenmesinin Oniine

gegebildiginden ¢ok onemlidir.

Nanokristallerin stabilitesi fiziksel ve kimyasal stabilite olarak siniflandirilir. Partikiil
bliyiikligi, partikiil biiylikligi dagilimi ve zeta potensiyel ile ilgili olan fiziksel stabilite
parametreleri, sedimentasyon/kremalasma, aglomerasyon, kristal biiytimesi ve kristal faz
degisikligine neden olmaktadir. Bu stabilite problemleri polimerler ve/veya yiizey etkin
maddeler kullanilarak, elektrostatik stabilizasyon veya nanokristaller tizerinde sterik bariyer
olusturmalar1 ile ortadan kalkar (Wu ve digerleri, 2011). Stabilizanlar sadece uzun ve kisa
stireli stabiliteyi saglamak disinda partikiil {iretiminde nanokristallerin olusmasi ve
stabilizasyonu i¢in gereklidir (Lee, Choi, Yooa ve Ahn, 2005). Nanokristal
formiilasyonlarinda, ilag/stabilizan oranlar1 (a/a) 1:3’ten 50:1 kadar veya 1:20’den 20:1°¢
kadar genis ol¢iide degisebilmektedir (Van Eedenbrugh, Mooter ve Augustijns ve vd., 2008;
Dolenc ve digerleri., 2009)

Stabilizan olarak en ¢ok kullanilan polimerler; hidroksi propil seliiloz (HPC), polivinil
pirolidon (PVP), hidroksimetilseliiloz, hidroksipropilmetilseliiloz (HPMC), povidon,
polivinil alkol (PVA) olarak sayilabilir. En ¢ok kullanilan yiizey etkin maddeler ise, sodyum
lauril siilfat, Poloksamer 188, vitamin E TPGS, Poloksamer, tween 80, benzetonyum kloriir
ve lesitin seklindedir (Karakucuk, Celebi ve Teksin, 2016; Wu ve digerleri, 2011; Hong ve
digerleri, 2014).

2.8. Tasarimla Kalite (Quality by Design = QbD)

Tez ¢aligmast kapsaminda tasarimla kalite uygulamalar1 degerlendirildigi i¢in bu boliimde

tasarimla kalite kisaca agiklanmaktadir.

QbD, ICH Q8 kilavuzunda belirtildigi sekilde tasarimla kalite yaklasimi 6nceden
tanimlanmis amaglarla baslayip, liriin ve silirecin saglam bilim ve kalite risk yonetimine
dayali olarak anlasilmasini vurgulayan sistematik bir ilag gelistirme yaklagimidir (Aksu,

Yegen, Purisa, Cevher ve Ozsoy, 2014). FDA 2003 yilinda tasarimla kalite yaklagimini
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baslatmis ve giiniimiizde de bu yaklasim ruhsatlandirma prosediirlerini azaltmak ve iiriiniin
gelistirilmesinden ruhsatlandirma sonrasindaki onay siirecine kadar tiim islemlerde kalitenin
saglanmasini hedeflemektedir (Charoo, Shamster, Zidan ve Rahman, 2012; Amasya, Badilli,
Aksu ve Tarimci, 2016). QbD veya daha spesifik olarak Deney Tasarimi (Design of
Experiment — DoE), islem kosullarin1 optimize etmek ve kritik islem parametrelerinin
etkilerini anlamak i¢in ¢ok yonlii bir yaklasimdir (Kumar ve digerleri, 2014). QbD ile
yapilan ticari liretim islemine dayanan bilgiler, spesifikasyonlarin ayarlanmasinda ve onay
sonras1 degisikliklerde esnekligi saglamada yeterli olur. Onceden belirlenen kalite
gerekliliklerini karsilamak igin risk bazli teknikler kullanarak iiriin ve islem tasarlanir
boylelikle ruhsatlandirma iglemleri maliyeti, varyasyonlarinda Oniine gecildiginden azalir
(Charoo ve digerleri, 2012). QbD’nin iki temel bileseni, kalite risk yonetimi ve bilgi
yonetimi kavramlaridir (Aksu ve digerleri, 2014). QbD yaklasimmin mevcut {iretim

teknolojilerine gore farklari bulunmaktadir (Cizelge 2.6).

QbD’nin stratejileri asagida verilmektedir (ICH Q8; Aksu ve digerleri, 2014; Khatri, Saini,
Gangawat ve Gurubalaji, 2014; Yu ve digerleri 2007; EI-Nabarawi ve digerleri, 2013):

- Uriin hasta ihtiyaglarrm ve performans gereksinimlerini karsilamak {izere
tasarlanmistir. Hasta giivenligi ve {iriin etkililigine odaklanir.

- Etkin maddenin, yardimci maddelerin ve islem parametrelerinin {iriiniin kalitesine
olan etkisi incelenir. Etkin madde, yardimci maddeler ve islem hakkinda var olan
bilgiler toplanir ve risk degerlendirmesi yapilir.

- Hedef iiriin kalite profilini karsilamak i¢in kontrol edilmesi gereken bitmis iiriiniin
kritik kalite 6zellikleri belirlenir, bu kritik 6zelliklere sahip bitmis tiriinii iretmek
icin iiretim islemi tasarlanir. Kritik islem ve formiilasyon degiskenlerinin kaynagi
belirlenir ve kontrol edilir.

- Tasarim alani i¢in 6nceden elde edilen bilgiler deneylerle birlestirilir.

- Ayni kaliteyi saglamak i¢in islem stirekli izlenir ve giincellenir.

- Farmasoétik islem ve metotlarin bilimsel kavrayisi uygulanir yani dayanikli ve saglam
metot ve iglem saglar.

- Uriin tasarim1 ve islem gelisimini kapsar (Sekil 2.3).

- Bilimsel bazli risk degerlendirme gergeklestirilir.

- QbD prensipleri inovasyonu ve devamli iiriin gelisimini tesvik eder.
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- QbD siirece iliskin bilgileri artirmasiin yani sira iiriiniin daha iyi anlagilmasina

yardimci olur.

Cizelge 2.6. Mevcut durum ile istenilen QbD durumu arasindaki karsilastirma (Rathore,
2016; Aksu, 2015; Jayagopal ve Shivashankar, 2017 Basalious ve digerleri,

2013)

Parametreler

Mevcut durum

Istenilen QbD durumu

Farmasotik
Gelisim

Ampirik; tipik olarak tek
degiskenli

Sistematik; ¢cok degiskenli deneyler

Uretim Islemi

Ug serinin validasyonu; tekrar
tiretilebilirlige odaklilik

Tasarim alani igerisinde
ayarlanabilir; tasarim alani
icerisinde devamli dogrulama;
kontrol stratejisine odaklilik.

Islem Kontrol

Islem i¢i test

Geri besleme i¢in islem analitik
teknolojiyi kullanir.

Uriin
Spesifikasyonu

Baslica kalite kontroliin
gecmis seri bulgularina
dayanir. Uriin testi ve
validasyonu ile garanti edilir.

Genel kalite kontrol stratejisinin bir
pargasi liriin performansina
dayanir. Metot gelistirme
asamasinda insa edilen metodun
saglamlig1 ve tekrarlanabilirligi ile
kalite olusturulur.

Kontrol Strateji

Baglica ara ve son iriin testi ile

Risk-bazli; tiretime doniik
kontroller; gerek¢e zamanli serbest
birakma

Yasam Dongu
Y onetimi

Problemlere agik ve onay
sonras1 degisiklikler
gerekebilir

Tasarim alani igerisinde olabilen
devaml gelistirme
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_ Urtn Kritik Kalite
Istenilen Grun

~ Ozellikleri
performansi \
. Proses Tasarimi

Uriin Tasanmi

Uriin spesifikasyonlan
Proses Performansi

Proses Parametreleri
Proses Kontrolleri

Tasarimla Kalite
Devamli Gelistirme

Sekil 2.3. Tasarimla kalite konsepti

Esasinda QbD ilag gelistirmenin tiim asamalarini hedefleyen kapsamli bir yaklasim olup,
tiiketiciler igin kaliteyi gelistirip maliyetleri azaltmayr amaglar. Uriin bilgisi ve islem

anlayisi, devamli gelistirme i¢in iglem ve iiriin bilgilerinin gerekliliklerini karsilar.

QbD kavrami kapsaminda 6nemli terimler ve kavramlar asagida verilmektedir:

e Bitmis iiriin hedef profili (Target Product Profile, TPP)

TPP, ilacin verilis yolu, dozu, dozaj sekli, terapotik doz araligi, farmasotik goriiniim ve hedef
hasta popiilasyonunu dikkate alir. Farmasoétik iiriiniin etiketinde yer alan ana bdliimlere gore

organize edilir (Khatri ve digerleri; Yu ve digerleri, 2007).

o Kalite hedefli bitmis {irlin profili (Quality Target Product Profile, QTPP)

lacin etiketinde belirtilen yarar1 gosterebilmesi icin sahip olmasi gereken Kalite
ozellikleridir. QTPP iirlin gelistirilmeden o©nce iiriin spesifikasyonlarmi belirlemek,
formiilasyonu ve iiretim iglemini tasarlamak ve optimize etmek igin kullanilir (Yu ve
digerleri, 2007). QTPP, bitmis iiriin hedef profilini saglamak i¢in iiretim islemini ve
formiilasyonunun optimizasyonunda kullanilan verilerdir. Uriiniin etkili ve giivenli

olmasinin garanti edilmesini amaglar. QTPP kapsaminda bitmis iiriiniin safsizlig, stabilitesi,
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salim profilleri, partikiil biiytikliigii, ¢6ziinme, sertligi, tanima ve miktar tayini gibi iirlin
spesifikasyon parametreleri vardir. Bunun disinda uygulama yolu, ambalaji da QTPP
kantitatif hedefleri arasindadir. Jenerik iriinler i¢in biyoesdegerlik de QTPP’nin bir
pargasidir (Charoo ve digerleri, 2012; Khatri ve digerleri, 2014).

e Kiritik kalite 6zelligi (Critical Quality Attribute, CQA)

CQA ilk defa 2007 yilinda ISPE (International Society of Pharmaceutical Engineering)
tarafindan tanimlanmistir. Bu tanima gore CQA, iirliniin kalitesini giivence altina almak i¢in
dogrudan veya dolayli olarak kontrol edilmesi gereken fiziksel, kimyasal, biyolojik ve
mikrobiyolojik 6zelliklerdir. CQA iirlinlin dogrudan performansini veya performansini
belirleyen parametreleri tanimlar. ICH Q8 (R2)’ye gore CQA ise, istenen iiriin kalitesi i¢in
belirlenen araliklarda veya degerde olmasi gereken fiziksel, kimyasal, biyolojik veya

mikrobiyolojik 6zelliklerdir (Khatri ve digerleri, 2014).

e Kiritik madde 6zelligi (Critical Material Attribute, CMA)

Istenilen kalitede iiriin saglamak igin uygun limit, aralik veya dagilim igerisinde olmasi
gereken isleme giren materyalin fiziksel, kimyasal, biyolojik veya mikrobiyolojik 6zelligidir

(Sammour, Hammad, Zidan ve Mowafy ve digerleri, 2011).
e Kritik islem 6zelligi (Critical Process Attribute, CPA)
Degiskenliginin kritik kalite 6zelligine (CQA) etkisi olan bir islem parametresidir. Bu

nedenle islemin istenilen kalitede iiriin {iretmesini saglamak igin izlenmeli veya kontrol

edilmelidir.

e Tasarim alanini belirlemek

Uriin  kalitesini  garantileyen girdi  degiskenlerinin  (madde  &zellikleri) ve
islemparametrelerinin ¢ok boyutlu kombinasyonu ve etkilesimi tasarim alani olarak

tanimlanuir.

CMA verileri dikkate alinarak QTPP cercevesinde iiretim iglemi saglandiginda CQA’ya

uygun lirlin elde edilmesi ve islem tasarim alaninin CQA’ya uygun olarak optimize edilmesi
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QbD yaklagimi uygulayarak miimkiindiir (Sekil 2.4). Yani {iriin kalitesini etkileyen kritik
kalite ozellikleri ile kritik islem parametreleri QTPP saglamada birbirleri ile dogrudan iliski

igerisindedir.

QTPP

Sekil 2.4. CMA, QTPP ve CQA arasindaki iligki

QbD yaklagiminin temelini deney tasarimlari olugturmaktadir. Farmasotik {irtin geligimi,
genis alandaki materyal ve islem 6zellikleri boyunca maksimum iiriin performansi saglamak
icin tasarlanir. Bu amagla yaygin olarak kullanilacak deney tasarimlari faktoriyel tasarimdir.
Faktoriyel tasarim kullaniminin en biiylik yarari tiim tahmin edilen etki ve etkilesimlerin
diger faktorlerin etkisi ile bagimli oldugunu gostermesidir (Basalious, Sebaie ve El-

Gazayerly, 2013).

2.8.1. Agizda dagilan tabletlerde QbD yaklasimi

Agizda dagilan tablet formiilasyonu gelistirmede, tasarimla kalite yaklasimin uygulanmasi
formiilasyon gelistirme agamasinda zaman ve maliyet avantaji1 saglayabilir. Stabil ve saglam
olarak Onceden tasarlanmig agizda dagilan tablet gelistirmek igin tasarim alanina, QbD
elementlerini ve risk yonetimi kullanarak olusturmak esastir. Islemin ve formiilasyon
parametrelerinin iiriin 6zelliklerini nasil etkiledigini anlamak ve sonrasinda ise {riiniin final
spesifikasyon parametreleri ile ilgili olarak bu parametreleri optimize etmek QbD

gostergesidir (Sammour ve digerleri, 2011).

ADT’lerde kisa dagilma zamani (<3 dk), diisiik sertlik ve ambalajlama ve tagima kosullarina
dayanikli formiilasyon gelistirmek ve islem parametrelerini optimize etmek gereklidir. QbD
uygularken iiriin i¢in 6ncelikle hedef {iriin profili (TPP) ve kalite hedefli bitmis iiriin profili
(QTPP) belirlenir. TPP bilesenleri iiriiniin farmakolojik yonleri ele alirken QTPP ilacin
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etiketinde yer alan yararini gosterebilmesi igin sahip olmasi gereken kalite 6zelliklerini ele

alir.

QTPP formiilasyon ve islem tasarimi, miktar tayini, igerik tek diizeligi, ¢cdziinme ve stabilite
gibi kalite 6zellikleri ile ilgilidir. ADT formiilasyon gelisiminde tasarimla kalite yaklasimi
ele alindiginda Kkritik materyal ve islem parametreleri iriiniin kalite risk yoOnetimini
saglamada rol oynayan kritik kalite 6zellikleri (CQAs) ve kritik materyal 6zellikleri (CMAs)
ile baglantilidir. CQA’lar QTPP ve Onceki bilgilere dayanarak olusturulur (Charoo ve
digerleri, 2012). Risk tanimlama kalitatif olarak, Failure Mode Effects Analysis ve Fault
Tree Analysis gibi ¢esitli risk yonetimi araglari ile degerlendirilir. Risk yonetimi QbD’de
yer alan avantajlari ile farmasotik endiistride oncelikli bir islem haline gelmistir. Kalite risk
yonetimi degerlendirme, kontrol, iletisim, {iriin yasam dongiisii boyunca tibbi {iriiniin kalite
risklerinin gézden gegirilmesi i¢in sistematik bir islemdir (ICH Q9, Charoo ve digerleri,

2012).

ADT’lerde CQA olan dagilma zamani, sertlik, friabilite ve ¢oziinme gibi ozelliklere
formiilasyon bilesenlerinin tipi ve miktarin ve/veya tablet basim isleminin etkisi QbD
acisindan deney tasarimi yapilarak incelenebilir. Cizelge 2.7°de ADT gelistirilmesinde olasi
CQA’ lar verilmektedir. (Sammour ve digerleri, 201; EI-Nabarawi, el-Milligi, Khalil ve EI-
Nabarawy, 2013). Deney tasarimi yapilarak elde edilen veriler ile en uygun formulasyon igin
optimizasyon yapilabilmekte ve tasarim alani belirlenebilmektedir (Rahman ve digerleri,
2013).

Cizelge 2.7. ADT gelistirilmesinde formiilasyon bilesenleri ile kritik kalite 6zellikleri (El-
nabarawi ve digerleri, 2013)

Formiilasyon bilesenleri Kritik Kalite Ozellikleri (CQAs)
Dagitict miktari Friabilite
Dagiticr tipi Sertlik
Lubrikan miktar1 Dagilma siiresi
Lubrikan tipi Cozlinme

Tablet basim kuvveti
Graniilasyon s1v1 tipi
Toz karistirma hizi
Graniil kaplama tipi

Gilinimiizde ADT iiretiminde AstraZeneca, Glaxo SmithKline, Merck, Schering-Plough,

Eisai, Eli Lilly, Johnson & Johnson ve Organon gibi global ila¢ firmalar1 tasarimla kalite
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yaklagimini uygulamaktadirlar. Jenerik ilag gelistirilmesinde ADT’lerde TPP ve QTPP
belirlenmektedir (Cizelge 2.8).

Cizelge 2.8. Bir jenerik agizda dagilan tablet dozaj formu i¢in TPP ve QTPP (Charoo,
Shamsher, Zidan ve Rahman, 2012)

Ozellik QTPP Kritiklik
TPP CQA
Dozaj form Agizda Dagilma stiresi (<3 dk), Tam dispersiyon, ila¢ salimu,
dagilan tablet ¢Oziinme (en az %85) etkililik ve uygulamada
kolaylik saglar.
Goriiniim Kaplanmamis Hizli salim gosteren Hasta kabul edilebilirligi ve
tablet yuvarlak tabletler uygulama agisindan 6nemlidir.
Yitilik (dozu) Taninma (pozitif), miktar Etkililik
tayini (£%Y5), icerik
tekdiizeligi (uygun)
Uygulama yolu Oral Lezzetli Tedavide hastanin uyuncu
Onerilen (endikasyonu) Coziinme ve Terap6tik etkililik saglama
endikasyon biyoesdegerlik
Safsizliklar - Olmamal Giivenlik safsizligin
toksikolojik ¢aligmalar gore
limitinin kontrol edilmesi ile
saglanir.

2.8.2. Tasarimla kalite yaklasim uygulanarak agizda dagilan tabletlerin gelistirilmesi

ile ilgili calismalar

ADT’lerin gelistirilmesinde son zamanlarda artik deney tasarimi uygulanmakta ve
formiilasyon degiskenleri istenen QTPP igin optimize edilebilmektedir. Basalious ve
arkadagslarinin yaptig1 bir calismada BCS Sinif I bir etkin madde olan felodipin ile agizda
dagilan tabletlerin gelistirilmesi ve optimizasyonu yapilmistir (Basalious ve digerleri, 2013).
Tabletlerin gelistirilmesinde tasarimla kalite yaklasimi ele alinarak 2 tam faktériyel tasarim
uygulanmigtir. Dort formiilasyon degiskeni olarak baglayici tipi, ilag konsantrasyonu,
kaplama tipi ve yardimc1 madde orani ele alinmistir. Yani dort formiilasyon parametresinin
iki farkli nicel degerinin kritik kalite 6zellikleri (CQA) olan ¢6ziinme ve akis ozellikleri
lizerine etkisi incelenmistir. QTPP’yi saglayan sonugclar ile formiilasyon optimize edilmistir.
Faktoriyel tasarim ile dort degiskenin etkilesimleri ve CQA {izerine etkileri
degerlendirilmistir. Kontur grafikleri olusturularak ¢alisma araligi belirlenmistir (Basalious

ve digerleri, 2013).

Kritik materyal ve islem parametreleri iiriiniin kritik kalite 6zellikleri ile baglantilidir. Uriin

ve igslem anlayisinin olmasi iirlinii etkileyen veya iirlin ile ilgili degiskenligi azaltir, riski en
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aza indirir ve iiretimin verimliligini arttirir. Uriin kalitesine etkin maddenin, yardimci
maddenin ve islem parametrelerinin etkileri bulunmaktadir. QbD ile iiriin kalitesini etkileyen
tiim parametrelerin etkisi, etkilesimleri ve hedef iiriin profili i¢in tasarimlar yaparak ¢alisma

araligini belirlemek miimkiindiir (Charoo ve digerleri, 2012).

Yapilan bir bagka ¢aligmada ise indometazin kati dispersiyonu ile ADT’lerin QbD yaklagimi
yapilmustir. 32 faktoriyel tasarim uygulanarak siiper dagitict miktar1 ve tablet sertliginin,
tablet dagilma siiresine, ikinci ve onuncu dakika sonrasi dagilan ilag yiizdesine etkisi
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve optimize edilmistir. Kritik kalite 6zelliklerinin
bagimli degiskenlere (islem degiskenlerine) olan etkisinin {i¢ boyutlu grafikleri elde edilerek
istenen QTPP’e uygun ¢alisma araligi belirlenmistir. Ornegin tablet sertligi 3 civarinda ve
stiper dagitict orant %1,5 civarinda iken tabletlerin dagilma siiresi 30 saniye civarinda
bulunmusgtur. Dagilma siiresi ve ¢oziinme O6zelliklerinde tablet sertligi ile degerlendirilen
basim kuvvetlerinin ¢gok 6nemli etkisi oldugu goriilmiistiir. Minimum sertlik ve maksimum
stiper dagitici konsantrasyonunda maksimum ilag salimi ve minimum dagilma siiresi oldugu
tespit edilmistir. Bu ¢alisma agizda dagilan tablet gelistirilmesinde QbD’nin potansiyelini

gostermistir (Sammour ve digerleri, 2011).

El-Nabarawi ve arkadaslari dogrudan basim yontemi ile aseklofenak ve ranitidin igeren
agizda dagilan tabletleri QbD yaklasimi uygulayarak gelistirmisler. Polimer, siirfaktan ve
pH modifiye edici bir madde ile aseklofenak kat1 dispersiyonu hazirlayarak hizli dagilan bir
matriks olusturmuslardir. Aseklofenak etkin maddesinin gastrointestinal yan etkilerini
minimize etmek icin ise ranitidin HCl formiilasyona eklenmigstir. Seyreltici tipi, kati
dispersiyonun tipi ve siiper dagitict miktarinin seg¢iminde istatistiksel bir yaklasim olarak
deney tasarimi uygulanmis ve CQA olarak sertlik, friabilite ve dagilma siiresine etkileri
incelenmistir. Dagilma siiresi ve ¢dziinme profilinde en anlamli faktoriin sertlik ve friabilite
oldugu gozlenmis olup QbD yaklasiminin agizda dagilan tabletin kalitesi ve
optimizasyonunu belirlemede etkili oldugu sonucuna varilmistir (EI-Nabarawi ve digerleri,

2013).

Prasanthi ve arkadaslar1 ziprasidon hidrokloriir iceren agizda dagilan tabletlerin tasarimi ve
degerlendirilmesini ¢aligmislardir. Yas graniilasyon metodu ile siiper dagiticilarin
kombinasyonu (sodyum nisasta glikolat, polivinilpirolidon ve prejelatinize nisasta) ile

agizda dagilan tablet formiilasyonunun gelistirmesi amaclanmustir. Iki diizeyli {i¢ faktorlii
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(3?) bir faktériyel tasarim ilag salim profilini optimize etmek i¢in uygulanmstir. Tabletler,
sertlik, friabilite, agirlik varyasyonu, igerik tek diizeligi, 1slanma siiresi, su absorpsiyon oran,
dagilma siiresi ve ¢oziinme caligsmalar1 ile degerlendirilmistir. Siiper dagiticilarin farkl
oranlarda kombinasyonu ile sekiz formiilasyon ¢alisilmistir. Tablet sertlik sonuglar1 42-49
N arasinda degisirken, friabilite %0.53-0.79, dagilma siiresi ise 30-76 saniye arasinda
bulunmustur. Faktoriyel tasarim ile siiper dagiticilarin konsantrasyonu optimize edilmistir.
Sodyum nisasta glikolatin %4, krospovidonun %2 ve prejelatinize nisasta oraninin %2

oldugu formiilasyon en uygun sonuglari (CQA) vermistir (Prasanthi ve digerleri, 2010).

QbD yaklagimi ile formiilasyon gelistirilmesi ve optimizasyonunda agizda dagilan
tabletlerde QTPP icin degiskenler arasinda kritik islem parametreleri de (basim kuvveti,
karigtirma hiz1 vb) ele alinarak {iiretim islemini etkileyen faktérlerinde degerlendirilmesi

miimkiindiir. (Aksu ve digerleri, 2014).

2.8.3. Nanokristallerin gelistirilmesinde QbD yaklasim

Nanokristaller tez kapsaminda oncelikli olarak gelistirilmis ve elde edilen nanokristale gore
ADT formiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu agidan nanokristal eldesinde QbD agisindan
deney tasarimi (DoE) yapilmistir. DOE, Kaliteli tirlin elde etmek igin yapilacak deneylerin
planlanmasini ve elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak yorumlanmasini ve en uygun

parametre ve/veya bilesenlere dayali sonuca varilmasini igerir.

DoE, kisaca sonug iiriiniin kalitesine etki eden bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenlere
olan etkilerini inceler. DoE yaklagimi bir matematiksel yontemdir, faktorler arasi
etkilesimleri inceleyerek bilgi sunar, etkilesimlerin kaynagini arastirir ve islem verimini
tyilestirir (Montgomery, 2012). Tiim farmasoétik formiilasyonlara uygulanabilir. Bu sayede
tirtin geligsim siirecindeki deney sayisini, siiresini ve maliyeti azaltir (Salazar, Heinzerling ve
Miiller, 2011). Nanokristallerin eldesinde kullanilan stabilizan tipi ve oraninin ve/veya
homojenizasyon gecis sayisinin nanokristallerin CQA’lar1 olan partikiil biiyikligi, zeta
potansiyeli ve partikiil biiytikliigii dagilimina etkisi deney tasarimu ile incelenir (Karakucuk
ve digerleri, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan sarf malzemeler

Ziprasidon Hidrokloriir Monohidrat — Abdi Ibrahim Ilag

Zeldox 20 mg sert kapsiil — Pfizer, Parti no: 001 Uretim tarihi: 10.2013 Son kullanim tarihi:
10.2017

Polivinil Pirolidon K-30 (PVP K30) — Sigma
Hidroksipropil metil seliilloz (HPMC) 5 cps — Colorcon Inc.
Poloksamer 188 — Sigma

Tween 80 (Polisorbat 80) — Sigma

D-alfa-tokoferol polietilen glikol 1000 siiksinat (Vitamin E TPGS) — Sigma
D-Mannitol - Sigma

Metanol (HPLC Grade) — Sigma

Asetonitril (HPLC Grade) — Sigma

Glasiyel asetik asit— Sigma

Sodyum Kloriir— Sigma

Sodyum lauril siilfat— Sigma

Sodyum hidroksit — Sigma

Potasyum fosfat monobazik— Sigma

SIF Powder — Biorelevant

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) — Sigma
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DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) - Sigma

Caco-2 — American Type Culture Collection (ATCC)

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Microfluidics LV1 — Microfluidics® Inc.

HPLC — Agilent 1200

UV Spektroskopi - Shimadzu

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) — Shimadzu DSC 60
Calkalayici1 — Friabo V3000F

Bidistile su cihazi — SEM Basic Series

Coziinme hiz test cihaz1 — Varian VK-7000

Iklimlendirme dolab: — Niive

Ultrasonik homojenizator — Heidolph

Partikiil biyiikligt 6l¢iimi — Sympatec Gmbh System

Partikiil biiyiikligi ve zeta potansiyel 6l¢iimii — Malvern ZetaSizer Nano ZS
Liyofilizator — Christ Alpha

Ultrasonik Banyo - Bandelin

Hassas Terazi — Shimadzu AW-320

Taramali Elektron Mikroskobu — Quanta 400F

Invert Mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

Otomatik pipet 10-100 uL, 100-1000 pL, 1000-5000 puL — Eppendorf

Enjektor 50 pL, 100 pL — Hamilton
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HPLC ODS C18 (RP) Kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 um) — TSKgel
Membran filtre 0,22 um, 0,45 um — Millipore

Tablet makinesi- Erweka

Friyabilitor-Pharma Test

Dagilma test cihazi- Pharma Test

Sertlik cihazi- CGS High Speed Hardnesstester HDT 1.V.3

3.1.3. Kullamlan yazilimlar

Design-expert ® Software Version 9
IBM ® SPSS Statistics ® V20.0

DD Solver (Zhang ve digerleri, 2010)

3.2. Yontem

3.2.1. Ziprasidon hidrokloriir monohidratin (ZHM) fizikokimyasal ozelliklerinin

belirlenmesi

Partikiil biiyiikliigii 6lctimii

Partikiil biiytikligi ol¢iimiinde Laser-X Diffraction Particle Sizer cihazi (Sympatec
HELOS) kullanildi. Sympatec HELOS, lazer difraksiyon yontemi partikiillerin 1s1k sagilim
davraniglarin1 6ngérerek 6lglim yapar. Emiilsiyon, siispansiyon, spray ve aerosol sistemlerin
partikiil biiyiikliigii dagilimlarmi 6lgmek i¢in kullanilir. Cihazin 6lgme kismina etkin
maddenin ¢6ziinmedigi ortam olarak distile su konulmustur ve ardindan toz halindeki madde
distile su igerisine eklenmistir. Islem en az ii¢ kez tekrar edildikten sonra ortalama ve standart

sapma degerleri hesaplanmaistir.
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ZHM’nin stabilizan nitelikteki maddelerle gecimlilik calismasi

ZHM’nin nanokristal formiilasyonunda kullanilan Poloksamer 188, Vitamin E TPGS, PVP
K30 ve HPMC olan stabilizanlarla ge¢imliligini tespit etmek amaciyla Diferansiyel Taramali
Kalorimetri (DSC)’den yararlanildi. Bu yontemde ZHM ve yardimci maddeler 2 mg
seklinde tartilarak 1:1 oranda hazirlandi. Karigimlarin her biri aliiminyum panlara konularak
kapatildi ve10 °C/dakika hizinda 25 °C ile 300 °C arasinda 1sitilarak DSC termogramlari elde
edildi.

3.2.2. Miktar tayini yontemi ve validasyonu

UV Spektroskopisi ve Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) yontemleri ile ZHM

miktar tayini ¢esitli ortamlarda yapildi.

UV spektroskopisi ile miktar tayini validasyonu

ZHM’nin ¢6ziindiigii ortam olan metanolde (314 nm), pH 7.4 fosfat tampon ortaminda (317
nm), aglik (318 nm) ve tokluk (318 nm) ortamlarinda ve distile su ortaminda (314 nm) UV
spektroskopisi ile miktar tayini yapildi. Miktar tayini yontemlerinde ziprasidonun o ortamda
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda galisilmistir. Yontemin tekrarlanabilir ve
giivenilir oldugunun kanitlanmasi i¢in miktar tayini yontemlerinin validasyon calismalari

her bir ortam igin gergeklestirilmistir.

pH 7.4 fosfat tamponundaki miktar tayin yontemi i¢in 50 pg/mL konsantrasyonda stok
¢ozelti hazirlanmis olup bu stok ¢ozetiden hareketle 5, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 25, 30 ve 40

pug/mL konsantrasyonlarda ZHM ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Metanol ortamindaki miktar tayini yontemi i¢in 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 pg/mL ZHM
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlarin absorbans degerleri iizerinden

validasyon iglemleri tamamlanmistir.

Distile su ile yapilan validasyon da 10 mg ZHM 10 ml metanolde ¢6ziilerek bu ¢ozeltiden
2,5 mL alinarak ve 50 mL’ye distile su ile tamamlanarak stok ¢ozeltisi hazirlanmis, 5, 7.5,

10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg/mL konsantrasyonlar kullanilmistir.
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Acglik (FaSSIF) ve tokluk (FeSSIF) ortaminin miktar tayini yonteminde ise 50 pg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu amagla 31.25 mg ZHM 25 ml DMSO
igerisinde ¢oziilmiis ve bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak ilgili ortam ile (aclik ve/veya tokluk
ortami) ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Bu stok ¢6zelti ile 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25 ve 30

pug/mL konsantrasyonlarini hazirlanmistir.

pH 7.4 fosfat tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinin hazirlanmast

pH 7.4 fosfat tamponunun hazirlanmasi: Amerikan Farmakopesi’ne gore hazirlanmistir.
27,22 g monobazik potasyum fosfat tartilarak 1 L’ye distile su ile tamamlanmistir. Basgka bir
beher igerisine ise 2 g sodyum hidroksit tartilarak 250 mL’ye distile su ile tamamlanmuistir.
Daha sonra monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisinden 250 mL ve sodium hidroksit
¢ozeltisinden ise 195.5 mL alinarak birlestirilmis ve bu ¢ozelti 1 L’ye distile su ile

tamamlandi. 0.1 M hidroklorik asit ile pH 7.4’¢ ayarlanmustir.

FaSSIF ortamin hazirlanmasi: 1 L FaSSIF hazirlamak i¢in 6,186 g NaCl, 0,420 g NaOH
pellet, 3,438 g NaH2PO4 anhidrat, 900 mL distile suda ¢ozildiikten sonra pH 6,5’e 1N
NaOH veya 1N HCI ile ayarlanarak 1 L’ye distile su ile tamamlanmistir. 2,240 g SIF toz,
hazirlanan 500 M1 tampon igerisinde ¢oziilmiistiir ve 1000 mL’ye tamamlandiktan 2 saat

sonra ¢ozelti kullanilabilir duruma gelmistir.

FeSSIF ortamin hazirlanmasi: 1L FeSSIF hazirlamak i¢in 4,040 g NaOH pellet, 8,650 g
glasiyel asetik asit ve 11,874 g NaCl, 900 ml distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra 1N NaOH
veya 1N HCl ile pH 5,0’a ayarlanmigtir ve 1L’ye distile su ile tamamlanmigtir. 11,200 g
SIF tozu, 500 MI tampon igerisinde ¢oziilmistiir ve 1000 mL’ye tamamlandiktan 2 saat

sonra ¢ozelti kullanilabilir duruma gelmistir.

Dogruluk ve geri elde etme

Dogruluk parametresi miktar tayini yonteminin dogrulugunu gdsterir yani bulunan degerin
gercege olan yakinligidir. Yontemin dogrulugu geri alma yiizdesine baglidir. Bu amagla
etkin madde miktarinin %80’ini, %100’ini ve %120’sini igeren miktarlarda 3 ayr1
konsantrasyonda geri elde ¢alismasi yapilmistir. Metanol ortaminda 20 ug/mL, pH 7.4 fosfat
tamponunda 25 pg/mL distile su ortaminda 25 pg/mL, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda ise
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12,5 pg/mL %100 kabul edilmistir. Bu degere gore hesaplanan ZHM c¢ozeltilerin de
¢oziinme ortami ile hazirlanmistir ve spektrofotometrede belirtilen dalga boylarinda
absorbanslart okunmustur. Calismalar 3 paralel olacak sekilde tekrarlandi ve degerlerin
ortalamalar1 hesaplanmigtir. Her bir ortam i¢in bulunan standart dogru denklemlerinde
bulunan absorbans degerleri yerine konularak konsantrasyonlar saptanmistir. Geri elde

yiizdesi (%Geri Elde) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

%Geri Elde = C pratik/ C teorik x100

Kesinlik

Ayni konsantrasyondaki orneklerin ardisik dl¢iim sonuglarinin birbirlerine olan yakinligini

ifade eder. Kesinlik tekrar edilebilirligin bir gostergesidir.

Deney ici kesinlik

ZHM’nin standart dogru denklemlerini olusturmak igin metanol, pH 7.4 fosfat tampon,
distile su ve aglik tokluk ortamlarinda sirasiyla 20, 25, 20 ve 10 pg/mL alinan &rneklerden
her birinin spektrofotometrede ard arda 10 kez olgiilmesi ile absorbanslar elde edildi.

Ortalama standart sapma degerleri hesaplandi.

Denevler arasi kesinlik

ZHM’nin metanol, distile su, pH 7.4 fosfat tampon ve aglik ve tokluk ortamlarinda ¢alisilan
tiim konsantrasyonlarinin ¢ozeltilerinin ardisik 3 giin i¢inde 3’er kez UV’de absorbanslari
olgiildii. Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlarin ortalama (Xort)

ve standart sapma (SS)’lar1 hesaplandi.

Ozgiinliik ve secicilik

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece ZHM’ye 6zgii analizi saptayabilmesi
amaciyla etkin madde igermeyen ¢ozeltilerin (koér) metanol, distile su ve pH 7.4 fosfat
tampon ve aclik tokluk ortamlarinin 200-900 nm arasindaki dalga boylarinin spektrumlari

alindi.
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Dogrusallik

Ornekteki maddenin konsantrasyonu ile absorbanslarin belirli bir aralikta orantili oldugunun
gostergesidir. Dogrusallik absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlara dogrusal
regresyon yontemi (En Kiiclik Kareler Yontemi, EKKAR) uygulanarak regresyon
dogrusunun saptanmasiyla gosterildi. ZHM’nin distile su, metanol, pH 7.4 fosfat tampon ve
aclik (FaSSIF) ve tokluk (FeSSIF) ortamlarinda stok ¢ozeltisinden hareketle seyreltme
yapilarak metanol 10-50 pg/mL ve diger ortamlar 5-50 pg/mL arasinda ¢ozeltiler hazirlandi.
Her konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri EKKAR (en
kiigiik kareler yontemi) yontemine gore degerlendirilerek her ¢dziinme ortami igin standart

dogru denklemleri bulundu.

Duyarlilik ve saptama sinir

ZHM’nin uygun hassasiyetle saptanabilen en alt diizeydeki konsantrasyonu duyarliliktir.

Tespit edilebildigi en diisiik miktar ise saptama sinir1 olup asagidaki formiiller ile hesaplanir.

Duyarlilik sinir1 (LOD): 3,3 x SS/S

Saptama sinir1 (LOQ): 10 x SS/S

SS, kalibrasyon araligindaki en diigiik konsantrasyonun standart sapmasi

S, kalibrasyon egrisinin egimi.

HPLC voOntemi ile miktar tayini validasyonu

ZHM’nin HPLC yo6ntemi ile miktar tayini Caco-2 gegis ¢alismalarinda kullanilan Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) ortaminda yapilmistir. Yontemde mobil faz olarak metanol:
potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (6.8 g/L ve pH 3.0 fosforik asit ile) 10:90 oraninda
kullanilmistir. Yontemin akis hizi 1 mL/dakika, enjeksiyon hacmi 20 pl, kolon sicakligi 25°,
dalga boyu 229 nm, yiiriitme siiresi 15 dakikadir. 0.1-20 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilmis olup ZHM pikinin alikonma siiresi 2.4 dakika olarak tespit edilmistir. Stok ¢ozelti
10 mg ZHM’nin 10 ml DMSO igerisinde ¢dzlinmesini takiben bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak
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HBSS ortami ile 50 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir (20 ug/mL). 0.1, 0.5, 1, 5, 8, 10,
12 ve 20 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢aligma gergeklestirilmistir.

Dogruluk ve geri elde etme

Miktar tayini yonteminin dogrulugunu goésterir yani bulunan degerin gergege olan
yakinligidir. Yontemin dogrulugu geri alma yiizdesine baglidir. Bu amacla etkin madde
miktarmin %80’ini, %100°ini ve %120’sini igeren miktarlarda 3 ayr1 konsantrasyonda geri
elde c¢alismasi yapildi. Sirasiyla 8 (%80), 10 (%100) ve 12 (%120) pg/mL

konsantrasyonlarda galismalar 3 paralel olacak sekilde tekrarlanda.

Kesinlik

Ayni konsantrasyondaki numunelerin ardigik o6lglim sonuglarinin  birbirlerine olan

yakinhigini ifade eder. Kesinlik tekrar edilebilirligin bir gostergesidir.

Deney ici kesinlik

ZHM’nin HBSS igerisindeki 10 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerin ard arda 10

kez 6lgiilmesi ile elde edilen konsantrasyonlarin Xort ve SS hesaplandi.

Denevler arasi kesinlik

ZHM’nin HBSS igerisindeki 8, 10 ve 12 pg/mL konsantrasyonlarinin takip eden 3 giin
icerisinde 3’er kez HPLC’de analizi gercgeklestirildi. Elde edilen pik alanlarina gore

konsantrasyonlarin Xort ve SS’leri hesaplandi.

Ozgiinliik ve secicilik

HPLC miktar tayini yonteminin sadece analiz edilmesi istenen ZHM’yi saptayabilmesi

amaciyla etkin madde igermeyen HBSS ortamda koér numunesinin analizi gerceklestirildi.
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Dogrusallik

Numunedeki madennin konsantrasyonu ile elde edilen pik alanlarinin belirlenen limit
icerisinde orantili oldugunun gostergesidir. Dogrusallik pik alan1 degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlara dogrusal regresyon yontemi (En Kii¢iik Kareler Yontemi, EKKAR)
uygulanarak regresyon dogrusunun saptanmasiyla gosterilmistir. ZHM’nin HBSS
icerisindeki 0.1, 0.5, 1,5, 8,10,12 ve 20 ug/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Her konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen pik alanlart EKKAR
(en kiigiik kareler yontemi) yontemine gore degerlendirilerek her ¢oziinme ortami igin

standart dogru denklemleri bulunmustur.

Duyarlilik ve saptama sinirt

ZHM’nin uygun hassasiyetle saptanabilen en alt diizeydeki konsantrasyonu duyarliliktir.

Tespit edilebildigi en diisiik miktar ise saptama sinir1 olup asagidaki formdiller ile hesaplanir.

Duyarlilik sinir1 (LOD): 3,3 x SS/S

Saptama smir1 (LOQ): 10 x SS/S

SS, kalibrasyon aralifindaki en diisiik konsantrasyonun standart sapmasi

S, kalibrasyon egrisinin egimi.

Stabilite

ZHM’nin HBSS ortamindaki stabilitesi 72 saat boyunca 8, 10 ve 12 pg/mL konsantrasyonun
HPLC’de 6lgiilerek kimyasal stabilite testi, miktarinda kayip olup olmadigini saptamak igin
yapildu.

3.2.3. Nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi

ZHM’nin farkli stabilizan tipi ve oranlarinda fiziksel karigimlari ile nanosiispansiyonlari
hazirlandi. Polimerik ve yilizey etkin madde o6zelligindeki stabilizanlar segilerek

formiilasyonda kullanildi. Polimerik stabilizanlar olarak PVP K30 ve HPMC ve yiizey etkin
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madde stabilizanlar1 olarak ise Tween 80, Poloksamer 188 ve Vitamin E TPGS kullanildi.
Formiilasyondaki ZHM miktar1 %0.5 a/a ve ZHM stabilizan oran1 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 ve 8:1
a/a olacak sekilde secildi. Formiilasyondaki ZHM miktari, Microluidics cihazinin
performansini dikkate alarak ve nanokristalin liyofilizasyonu sonrasinda elde edilecek tozun
icerigindeki ZHM miktarinin bir tablette olmas1 gereken 20 mg ziprasidona karsilik 22,63

mg ZHM igerigini karsilamasina engel olmadig1 diigiiniilerek belirlenmistir.

Fiziksel karisimlarin hazirlanmasi

ZHM kaba tozunun, nanokristal formiilasyonlarinda kullanilan stabilizanlar ile aym

oranlarda havanda homojen karistirilmasi ile fiziksel karigimlari elde edildi.

ZHM’nin partikiil buyikligiiniin ultraturaks ile kiictiltilmesi

ZHM% 0.5 a/a konsantrasyonunda olacak sekilde distile su igerisinde disperse edildikten
sonra ultraturraks ile farkli hizlarda (rpm) ve farkli zamanlarda ZHM nin partikiil boyutunun
On kiiciiltme islemi olarak kiigtiltiilmesi saglandi. Bu islem Microfluidics LV 1 kazaninda yer

alan mikrometre boyutundaki kilcal borularin tikanmamasi igin yapildu.

Nanokristallerin hazirlanmasi

Nanokristaller top-down yontemlerinden yiiksek basing homojenizasyon teknigi ile

hazirlandi. Bu teknikte mikrofluidizasyon teknolojisi kullanildi.

Mikrofluidizasyon teknolojisi i¢in kullanilan cihaz Ar-Ge o6lgeginde yiiksek basingli
homojenizasyon saglayan Microfluidics LV1’dir (Resim 3.1).

Nanokristallerin hazirlanmasi agsagidaki verilen asamalarda gergeklesti:

- Tween 80, Poloksamer 188, Vitamin E TPGS (yiizey etkin madde stabilizanlari), HPMC
ve PVP K30 (polimer stabilizanlari), 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 ve 8:1 (ZHM: stabilizan) oranlarinda

distile su igerisinde ¢oziildii.
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* %0.5 a/a oraninda ZHM kaba tozu, stabilizan igeren ¢ozelti igerisinde dagitilarak 20dakika
mekanik karistiricida karistiritlmasinin ardindan dispersiyonun partikil biyiikligi 6l¢iilerek

baslangi¢ partikiil biiyiikligii saptandi.

» Hazirlanan bu dispersiyon ultraturraks ile 15.000 rpm’de 10 dakikakaristirilarakpartikiil
boyutu kiigiiltiilmesi yapildi. Boylelikle Microfluidics LV1’in kazaninin tikanma ihtimali
ortadan kaldirildu.

* Siispansiyon ultraturrakstan gegirildikten sonra Microfludicis LV1 ile yiiksek basing

homojenizasyon islemi yapildi. Cihazin islem parametreleri:

- 30.000 psi basing
- Her bir dispersiyon icin 5, 10, 20 ve 30 gecis sayis1 (Mikrofluidizasyonda islem

sayisi yani homojenizasyon dongiisii)

* 84 um Z-tipi 6glitme kazani kullanildi. Sicaklik islem sirasinda cihazin sogutulmasi ile
kontrol altina alindi. Her bir gecis sayisindan sonra nanosiispansiyonlar toplanarak partikiil
buytkligt, partikill biyikligi dagilimi ve zeta potansiyel degerleri agisindan

degerlendirildi.

Siirfaktan veya polimer nitelikteki stabilizan distile su
i¢erisinde ¢oziiliir.

%0.5 a/a orninda ZHM stabilizan igeren ¢ozelti igerisine
dagilitarak 20 dakika mekanik karistiricida karistirilir.

15.000 rpm'de 10 dakika ultraturrakstan gegirilir.

Elde edilen slispansiyon Microfluidics LV1
homojenizatoriinde 30.000 psi basingta 5 farkli gegis
sayisinda uygulanarak nanokristaller elde edilir.

Sekil 3. 1 Nanokristallerin hazirlanmasi
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Resim 3.1 Microfluidics LV1

3.2.4. Nanokristallerin formiilasyonlarinin hazirlanmasinda deney tasarim (DoE)

Deney Tasarimi ile en uygun formiilasyona ulasilmasinda bagimli ve bagimsiz degiskenler
tanimlanarak deneyler yapildi. Bagimsiz degiskenler olarak yiizey etkin madde tipi, polimer
tipi (stabilizan tipi), ZHM stabilizan oran1 (ZHM: stabilizan) ve Microfluidics LV1’de
uygulanan gecis sayisi, bagimli degiskenler olarak partikiil biyikligi (PB), partikiil
biyikligi dagilimi (PDI) ve zeta potansiyel (ZP) incelenmistir.

Rastgele yapilan deneylerde bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler tizerine olan etkisi
incelendi. Bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesim ¢ok etkenli ANOVA sayesinde

belirlendi. Rastgele deney tasarimi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Yiizey etkin maddelerden Tween 80, Poloksamer 188, Vitamin E TPGS ve polimerlerden
HPMC ve PVP K30 kullanilarak ZHM: stabilizanin 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 ve 8:1 oranlarinda 5,
10, 20 ve 30 gecis sayisi ile mikrofluidizasyon islemi yapilarak en uygun
nanosiispansiyonlar elde edildi. Hazirlanan bu nanosiispansiyonlar partikiil biiytikligii, zeta
potansiyel ve partikiil bliylikligli dagilimi agisindan karakterize edilip bu parametreler ele
alinarak kisa siireli stabilite ¢alismalari ile degerlendirildi. QbD temeli ve gerekliligi olan
Deney tasarimi yaklasimi ile sonug¢ nanokristallere ulasildi. Design Expert. 9.0 yazilim
programi deney tasarimi ve SPSS Statistics 20.0 programi da istatistiksel analizler ve

etkilesimlerin saptanmasi i¢in kullanildi. Tiim istatistiksel analizler 0,05 anlamlilik diizeyi
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ile gergeklestirildi. p<0,05 gruplar arasi fark oldugunu, p>0,05 ise gruplar arasi fark

olmadigini ifade eder.

Yiizey etkin maddeler (YEM) ve polimerler ile hazirlanan nanosiispansiyonlarda tim
bagimsiz degiskenlerin birbiriyle etkilesiminin incelenmesinin ¢ok karmasik olmasi
nedeniyle gegis sayilar1 arasindaki farklilik tek yonliic ANOVA ile analiz edildi. Gegis
sayisinin farkli gruplar arasinda partikil biytiklagii, partikiil biyikligi dagilimi ve zeta
potansiyeli bakimindan farkliligi gbéz oniine alinarak kiyaslanmasindan sonra post-hoc
testleri ile ulasilan en uygun gecis sayist tizerinden diger bagimsiz degiskenlerin yani

stabilizan tipi ve oran1 arasindaki etkilesimler incelendi.

En uygun bagimli degisken verilerini saglayabilen yiizey etkin maddenin se¢imi igin iig
farkli stabilizan igin bes farkli stabilizan orani kullanildigindan 5x3 deney diizeninde 15
deney yapild1 ve her bir deney 3 kere tekrarlandi (n=3). Tekrarli deney sonunda partikiil
buytkligi, partikiil biyiikligi dagilimi ve zeta potansiyeli degerleri olgtildi. Ayni sekilde
polimer ile hazirlanan nanokristaller icinde iki farkli polimer ve 5 farkli stabilizan orani

kullanildi. Formiilasyonun se¢ilmesinde etkilesim grafikleri incelendi.
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Cizelge 3.1. Nanokristallerin eldesinde deney tasarimi- rastgele deney diizeni

Deney No Yiizey etkin madde tipi Etkin madde-stabilizan oram
1 Tween 80 8:1
2 Vit E TPGS 4:1
3 Tween 80 4:1
4 Tween 80 8:1
5 Poloksamer 188 8:1
6 Vit E TPGS 8:1
7 Tween 80 2.1
8 Vit E TPGS 4:1
9 Vit E TPGS 4:1
10 Tween 80 2.1
11 Tween 80 1:2
12 Poloksamer 188 8:1
13 Tween 80 8:1
14 Tween 80 4:1
15 Poloksamer 188 2.1
16 Vit E TPGS 8:1
17 Tween 80 4:1
18 Tween 80 2.1
19 Vit E TPGS 1:1
20 Vit E TPGS 8:1
21 Tween 80 1:1
22 Tween 80 1:2
23 Poloksamer 188 8:1
24 Vit E TPGS 2:1
25 Poloksamer 188 2:1
26 Poloksamer 188 2:1
27 Vit E TPGS 2:1
28 Tween 80 1:2
29 Poloksamer 188 1:1
30 Poloksamer 188 4:1
31 Vit E TPGS 2:1
32 Tween 80 11
33 Poloksamer 188 1:1
34 Tween 80 1:1
35 Poloksamer 188 4:1
36 Vit E TPGS 1:1
37 Poloksamer 188 1:1
38 Poloksamer 188 1:2
39 Vit E TPGS 1:1
40 Vit E TPGS 1:2
41 Poloksamer 188 1:2
42 Poloksamer 188 1:2
43 Vit E TPGS 1:2
44 Vit E TPGS 1:2
45 Poloksamer 188 4:1




65

Cizelge 3.1. (devam) Nanokristallerin eldesinde deney tasarimi- rastgele deney diizeni

Deney No Polimer tipi Etkin madde-stabilizan oram
46 PVP K30 8:1
47 HPMC 8:1
48 PVP K30 4:1
49 HPMC 4:1
50 PVP K30 8:1
51 PVP K30 4:1
52 HPMC 8:1
53 HPMC 4:1
54 HPMC 8:1
55 PVP K30 8:1
56 HPMC 2:1
57 HPMC 1:1
58 PVP K30 2:1
59 PVP K30 4:1
60 HPMC 4:1
61 PVP K30 1:1
62 PVP K30 2:1
63 HPMC 1:1
64 HPMC 2:1
65 PVP K30 2:1
66 HPMC 2:1
67 HPMC 1:1
68 HPMC 1:2
69 PVP K30 1:1
70 PVP K30 1:1
71 HPMC 1:2
72 PVP K30 1:2
73 HPMC 1:2
74 PVP K30 1:2
75 PVP K30 1:2

3.2.5. Nanokristallerin optimizasyonu ve kurutulmasi

Nanosiispansiyonlarin optimizasyonu

Nanosiispansiyonlarin deney tasarimina gore hazirlanmasi sonucu istatistiksel analize tabi

tutulmasi ile polimer ve yiizey etkin madde igeren formiilasyon gruplarindan belirlenen gecis

sayilarindaki polidispersite indeksi, partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerlerine ve

etkilesimlerine gore formiilasyon optimizasyon islemi yapildi.
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Nanokristallerin kurutulmasi

Nanosiispansiyonlarin kurutulmasi, uzun siireli stabilite saglanmasi ve kat1 ilag sekillerinin
gelistirilmesi agisindan 6nem tasir. Bunun igin liyofilizasyon (dondurarak kurutma) islemi
yapildi. Liyofilizasyon igin yaklastk 2 mL nanokristaller 6rnekleri -80°C’de 2 saat
dondurulduktan sonra -50°C’de 0,021 mbar basing altinda 40 saat kurutuldu. Liyofilizasyon
isleminde nanokristalleri partikiil biiyiimesinden korumak i¢in ortama kriyoprotektan olarak
mannitol ilave edildi. Nanokristallerde mannitol oran1 ZHM’ye gore %2.5, 5 7,5 ve 10
secildi. En uygun mannitol orani liyofilizasyondan once ve sonra partikiil biiytikligii,

partikiil biytikliigii dagilim1 ve zeta potansiyelde degisikliklerine gore belirlendi.

Liyofilizasyon isleminden sonra elde edilen toz halindeki ZHM nanokristallerinin metanol

icerisinde miktar tayini yapilarak ve miktar tayini hesabina gére verim hesaplandi.

3.2.6. Nanosiispansiyonlarin kisa siireli stabilite testleri

Nanokristallerdeki partikiil buyikligt, partikil buyikligi dagilimi ve zeta potansiyel
degerlerindeki degisimlerini tespit etmek amaciyla, hazirlanmalari sonrasi 1 giin, 1 hafta ve
1 ay araliklarinda bu degerlerin Slgiimii yapildi. Saklama sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla ise 30 ge¢is sonunda elde edilen nanosiispansiyonlar stabilitesi 4°C ve 25°C olmak

uzere iki farkli ortamda incelendi.

3.2.7. Nanosiispansiyonlarin karakterizasyon ¢alismalar:

Optimum nanosiispansiyonlar partikil buyikligi, partikil biytikligi dagilimi ve zeta
potansiyel olgiimleri, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Diferansiyel Taramali
Kalorimetri (DSC), Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spektroskopisi (FTIR), X-1s1n1 Kirnimi

(XRD) analizleri ile karakterize edilmistir.

Partikiil biiyiikliigii (PB) dlciimii

Malvern Zeta Sizer kullanilarak nanosiispansiyonlarin  PB’si  foton korelasyon
spektroskopisi yontemi (PCS) ile olgiildii. Sympatec Helos cihazi kullanilarak lazer 1s1k
sacilimi1 yontemi ile kaba siispansiyonlarin ve fiziksel karigimlarin partikiil biytikligi tayin

edildi. Partikiil biytkligii 6lgiimiinde 10 pL numune kiivete damlatildi ve distile su ile 5
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mL’ye tamamlandi. Nanokristallerde partikiil biiyiikliklerinin 1000 nm’nin altinda olmasi
hedeflendi.

Partikiil biyukligii dagilimi (PDI) dlcumi

Nanosiispansiyonlarda partikiil biyikligi dagilimi da Malvern ZetaSizer ile tayin edildi. En
uygun nanosiispansiyon formiilasyonlarinin 0.1-0.4 araliginda partikiill biyikligi
dagilimina sahip olmasi beklenmektedir. Bu aralik, nanosiispansiyonlarmn dar partikiil

biyikligi dagiliminda oldugunu gosterir.

Zeta potansivel (ZP) olcimi

Zeta potansiyel (ZP), kolloidal sistemde fiziksel stabiliteyi gosteren partikiiller yiizeyindeki
elektriksel yiikiin 6lgtimudiir. Zeta potansiyel degeri, partikiil elektroforetik hareketliligini
degerlendirmek iizere Malvern Zeta Sizer ile olgiildii. Zeta potansiyel degerinin 60 mV
tizerinde olursa nanokristallerde stabilite ¢ok iyi, ZP degeri 30 mV civarinda olan
nanosiispansiyonlarda stabilite iyi, 20 mV civarinda olanlarda ise stabilite kabul edilebilirdir.
5 mV altinda olanlarda ise hizli partikiil agregasyonu séz konusu olabileceginden diisiik

stabilite olarak degerlendirilir.

Diferansivel taramali kalorimetri (DSC)

Stabilizanlarin, fiziksel karigimlarin ve nanosiispansiyonlar: sistemin i¢ yapisina olan
etkisini incelemek amaciyla DSC analizi yapildi. Kristal yapidaki ZHM, stabilizanlar,
fiziksel karisimlar ve dondurarak kurutulmus ZHM nanokristallerinin termal 6zellikleri DSC
ile incelendi. DSC analizi i¢in ZHM ve yardimct maddeler 2 mg tartilarak 1:1 oraninda
karigimlar1 hazirlandi. Karisimlar aliiminyum panlara konuldu ve kapatildi. 10 °C/dakika

1isitma hizi ile 25 °C ile 300 °C arasinda sicaklikta 6lgiimler yapilarak termogramlar elde
edildi.

Fourier dontisimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Nanosiispansiyon formiilasyonlari, formiilasyon bilesenleri ve fiziksel karisimlar i¢in FT-IR
spektrumlar: elde edildi. KBr disk basim teknigi, kiziltesi 6lglim yapmak i¢in kullanildi.

750-4000 cm™* tarama araliginda ve 1 cm™ ayrim giiciinde analiz yapildi.
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X-1s1n1 kKirmmimi (XRD)

ZHM nanokristallerinin i¢ yapisindaki olas1 degisikleri belirlemek i¢cin XRD kullanildi.
ODTU Merkez Laboratuvarinda yapilan XRD analizi ile yiiksek basing homojenizasyon
sirasinda uygulanan yiiksek enerji girisinin partikiiller tizerinde ki etkisi ile nanopartikiillerin
ic yapisindaki degisiklikler incelendi. XRD, nanopartikiillerin amorf ve kristal yap1
durumlart ile partikiillerin farkli polimorfik fazlarim1 ayirt etmede kullanilir.
Nanosiispansiyon hazirlama sirasinda ZHM’nin Kkristal 6zelligini korumasi veya kismi amorf
yap1 olusumu stabiliteyi artirir. XRD analizinda tarama hizi1 dakikada 1° ve tarama araligi 20
acida 5-60° araligindadir. XRD analizi, ZHM kaba tozu, fiziksel karisimlar her gecis
sayisinda elde edilen liyofilize nanokristallerde yapildi.

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Nanosiispansiyonlarin morfolojik 6zelliklerini degerlendirmek, fiziksel karisim ve kaba toz
ile de nanokristallerin morfolojik 6zellklerini karsilastirmak iizere ODTU Merkez
Laboratuvarinda taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintillenmesi saglandi.
Goriintiilemelerde 5-20 kV akselerasyon voltaji kullanildi. Olgiimden énce altin- paladyum
ile numuneler kaplandi. SEM goriintiilleme iglemi partikiillerin bityiiklikleri ve goriiniimleri
acisindan degerlendirme yapmaktadir. Nanosiispansiyonlardaki etkin madde partikiillerinin

homojen, kiigtik ve diizgiin sekilli olmas1 beklenmektedir.

3.2.8. Coziiniirliik ¢alismalar:

ZHM’nin distile sudaki doygunluk ¢éziiniirliigiiniin saptanmasi amaciyla ¢alkalama yontemi
ile ¢oziiniirliik deneyi yapildi. 5 mL distile su cam flakona alinarak ZHM’nin asirt miktari
(5 mg ZHM ve 5 mg ZHM’ye esdeger nanosiiSpansiyonlar ve fiziksel karigimlar) flakonlara
konuldu. 5 dakika vorteks ile karistirildi. 37 °C’de 72 saat galkalayici iizerinde Karistirilan
ornekler 315 nm absorbansta valide edilmis UV spektrofotometre analiz yontemi ile tayin
edildi. Ornekler analiz edilmeden 6nce 5.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant ayrilarak 0,45 pum membran filtreden siiziildii. Calisma ti¢ paralel olarak yapildi.

Coziinirlik galigsmasi yapilan deney gruplari asagidaki sekilde belirlenmistir:
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1- ZHM Kaba Tozu

2- ZHM: PVP K30 (1:1) Fiziksel Karigim

3- ZHM: PVP K30 (1:1) Liyofilize Nanokristal
4- ZHM: Vit E TPGS (2:1) Fiziksel Karisim

5- ZHM: Vit E TPGS (2:1) Liyofilize Nanokristal

3.2.9. In vitro ¢oziinme ¢alismalar:

In vitro ¢dziinme tayini, ticari ziprasidon iiriinii Zeldox® 20 mg kapsiilleri, ziprasidon
hidrokloriir monohidrat kaba tozu, ZHM fiziksel karisimlart ve ZHM nanokristal
formiilasyonlari ile bes farkli ortamda (FaSSIF, FeSSIF, pH 7.4 fosfat tampon, pH 7.4 fosfat

tamponu +%0.5 SLS ve pH 7.4 fosfat tamponu +%1 SLS) ger¢eklestirildi. FaSSIF ortami1

aclik durumunda intestinal ortam1; FeSSIF ortami tokluk durumunda gastroinstestinal ortami1
taklit etmesi nedeniyle kullanildi. Ziprasidonun ¢oziinmesinin diisiik olmasi dolayisiyla
FDA monografinda onerilen ¢oziinme ortaminin pH 7.4 fosfat tampon igerisinde SLS
icermesinden dolay1 iki farkli oranda SLS pH 7.4 fosfat tamponuna eklenerek c¢aligma
yapilmistir. ZHM nanokristalleri liyofilize edildikten sonra, ZHM kaba tozu ve fiziksel
karisimlar ”0” numara seffaf kapsiillere dolduruldu ve kapsiiller ¢6ziinme ortamina sinker
kullanilarak konuldu (Resim 3.2). PVP K30 ve Vit E TPGS ile hazirlanan mannitol igeren
nanokristallerde 10 mg ZHM’ye esdeger nanokristal tozu kapsiillere konuldu. ZHM kaba
tozu ve fiziksel karigimlar 10 mg ZHM’ye esdeger toz ile kapsiillere konuldu. Zeldox kapsiil
ticari {irtinti, 20 mg ZHM igermektedir. Ticari iriin ve hazirladigimiz nanokristal
formiilasyonlar1 hizli salim olarak tasarlandigindan ¢6ziinme test siiresi 120 dakika olarak
secildi. In vitro ¢éziinme deneyi tamamlandiktan sonra sonuglar1 UV spektrofotometrisinde
analiz edildi. % kiimiilatif ¢oziinen ZHM miktarina kars1 Zaman (dakika) grafige gecirildi

ve %SS degerleri her bir nokta i¢in tayin edildi. Gruplar aras1 ¢éziinme benzerlikleri f2 testi

ile yorumlands. in vitro ¢coziinme test kosullar1 Cizelge 3.2°de verilmektedir.
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Cizelge 3.2. In vitro ¢dziinme ¢alisma kosullar

Coziinme Ortamlar

pH7.4 | pH 7.4 fosfat ‘?c('jsf;'f
fosfat tamponu tamponu FaSSIF FeSSIF
(0]
tamponu | +%00.5 SLS +961 SLS
, Palet Palet
Yontem Palet (USP II) (USP I1) (USP 1)
Ortam Hacmi 900 mL 500 mL 500 mL
(o] [e] 37 OC i 37 OC i
Sicaklik 37°C+0.5°C 0.5°C 0.5 °C
: : 75 devir/ 75 devir/
0
Palet Hiz1 75 devir/dakika + %4 dakika + %4 dakika + %4
Numune alma
zamanlar1 10,20,30,45,60,75,90,120
(dakika)
Kalibrasyon y=0.0132x-0.0003 %zo%g?% 367)%(5%21"*
denklemi , ;
Paralel sayisi 6 3 3
Analiz yontemi UV Spektrofotometre

Numune gruplari

Ticari Uriin (Zeldox®)

Vit E TPGS Nanokristali

PVP Nanokristali

Fiziksel Karigim PVP

Fiziksel Karigim Vit E TPGS

ZHM Kaba Toz
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Resim 3.2. Kapsiil igerisindeki formiilasyonlarin ¢oziinme ¢aligsmalari

3.2.10. Agizda dagilan tabletlerin dogrudan basim yontemi ile hazirlanmasi ve deney

tasarim (DoE) yapilmasi

Agizda dagilan tabletlerin gelistirilmesinde Oncelikle fiziksel karisim halinde hazirlanan
nanokristal formiilasyonunu taklit eden toz karisimi ile agizda dagilan tablet
formiilasyonlarinin deney tasarimi yapildi. Siiper dagitict (%5 ve %15) ve kaydirict (%0,5-
1,5) orani degistirilerek tabletlerin sertlik, dagilma siiresi ve friabilitesine bakildi. Bu
nedenle 3? deney diizenegi olusturuldu. Her bir deney 2 kez tekrarlandi. Deney diizeni
Cizelge 3.3’de gosterilmektedir. Toplamda 18 adet deney yapilarak deney sonunda bagimli
parametreler olarak sertlik, dagilma siiresi ve friabilite tespit edildi. Nanokristal igeren en
uygun formiilasyonun secilmesinde cevap ylizey grafiklerinden ve sadece etkin madde

iceren tabletlerin sertlik, dagilma siiresi ve friabilite degerlerinden faydalanildi.
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Cizelge 3.3.Fiziksel karisim iceren ADT lerin hazirlanmasinda deney tasarimi

Deney No %Dagitici orani % Kaydirici orani
1 5 0,5
2 10 1,5
3 5 1,5
4 5 1
5 15 1
6 10 1,5
7 5 1,5
8 15 1,5
9 15 0,5
10 15 0,5
11 10 1
12 10 0,5
13 10 1
14 15 1,5
15 5 0,5
16 10 0,5
17 15 1
18 5 1

3.2.11. ZHM ile ADT formiilasyonundaki yardimci maddelerin gecimlilik ¢calismasi

ADT’lerde kullanilan yardimci maddelerin ZHM ile gecimliligini tespit etmek amaciyla
DSC analizi yapilmistir. Bu amagla ZHM ve Ac-Di-Sol, mannitol, PVP K30, Mg-stearat ve
Avicel pH 102 2 mg tartilarak ZHM ile her bir madde 1:1 oraninda hazirlandi. Karigimlar
ve her bir madde 10°C/dakika hizinda 25°C ile 300 °C arasinda 1sitilarak DSC termogramlari
elde edildi.

3.2.12. Fiziksel karisim iceren ADT hazirlanmasi

Agizda dagilan tabletler 750 mg agirlikta ve 15 mm c¢apta olacak sekilde tasarlandi.
Mikrofluidizasyon teknigi ile hazirlanan nanokristallerin %0.5 a/a oraninda etkin madde
icermektedir. Liyofilizasyon islemi sonrasinda ise 20 mg ziprasidon etkin maddesine karsilik
gelen toz miktar1 %89.77 verimle 554.657 mg’a karsilik gelmektedir. Bu nedenle ADT’ler
750 mg olacak sekilde hazirlanmistir. Fiziksel karisim bilesimi liyofilize nanokristal
igerisinde bulunan etkin madde, mannitol ve PVP’den olusmaktadir. ADT bilesiminde ise
fiziksel karigim ile birlikte magnezyum stearat, Avicel pH 102 ve Ac-Di-Sol (kroskarmelloz
sodyum) yer almaktadir. Deney tasariminda belirtildigi gibi Ac-Di-Sol ve magnezyum

stearatin iki farkli ylizde oraninda fiziksel karigim tozunu igeren ADT’ler hazirlanmistir.
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Formiilasyon bilesiminde Ac-Di-Sol super dagitici, Avicel pH 102 seyreltici ve doldurucu
ve magnezyum stearat ise kaydirici olarak se¢ilmistir. Cizelge 3.4’de 9 farkli formiilasyon

verilmektedir.

Tabletlerin hazirlanmasinda oncelikle yardimci maddeler ve fiziksel karisim tozu
tartilmistir. Magnezyum stearate disindaki tiim bilesenler ile havan iginde geometrik
seyreltme yontemine gore on karistirma igslemi yapildi. Daha sonra bu karigim bir sisenin
icerisine alinarak 20 dakika karistirildi. Karigtirma isleminin ardindan magnezyum stearat
ilave edilerek 5 dakika daha karistirildi ve 15 mm’lik zzimba kullanilarak tablet makinesinde

tabletler basildi. Tablet iiretimi akis semas1 Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

TARTIM

Fiziksel karisim tozu ve/veya yardimci maddeler
gerekli miktarlarda tartilir

ON KARISTIRMA

Geometrik seyreltme oranina gore bir havan
igerisinde karistirihir

KARISTIRMA

Tum bilesimdeki maddeler 20 dakika karnistirilirve
sonrasinda karisima magnezyum stearat eklenir

Magnezyum stearat ile 5 dakika kanstiriir

Tablet basim

Sekil 3.2 ADT'lerin tiretim akis semasi
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Cizelge 3.4. Fiziksel karisim toz ile hazirlanan ADT formiilasyonlari

Bilesen F1 F2 F3 Fa F5 F6 F7 F8 F9
ismi mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb | mg/tb
ZHM 22,63 | 22,63 |2263 |2263 |2263 22,63 |22,63 |2263 |2263
Ac-Di- 37,5 75 37,5 37,5 112,5 1125 1125 75 75
Sol

PVP K30 | 22,63 22,63 22,63 22,63 22,63 22,63 22,63 22,63 22,63
Mannitol | 452,6 452,6 452,6 452,6 452,6 452,6 452,6 452,6 452,6
Avicel 210,37 | 165,89 | 203,39 | 207,14 | 132,14 | 128,39 | 135,89 | 169,64 | 173,39
pH 102
Mg 3,75 11,25 11,25 7,5 75 11,25 3,75 7,5 3,75
Stearat

3.2.13. Sadece etkin madde iceren ADT hazirlanmasi

Fiziksel karigim toz bilesenlerini igermeyen sadece etkin madde, Avicel pH 102 ve Mg
stearate bilesenleri ile ADT’ler basildi. Bolim 3.2.12.°de anlatildig1 sekilde tabletler
hazirlanmistir. Bu tabletlerin formiilasyonunun belirlenmesinde fiziksel karisim tozu iceren
tabletlerin sertlik, dagilma siiresi ve ufalanma asinma sonuglarmin istatistiksel analizi
sonucu optimum ¢ikan iki adet formiilasyon dikkate alindi. Bu iki formiilasyon oranlari
kullanilarak sadece etkin madde igeren ADT’ler hazirlanmustir. Cizelge 3.5’de sadece etkin

madde iceren ADT’ler verilmektedir.

Cizelge 3.5. Sadece etkin madde iceren ADT formiilasyonlari

Bilesen ismi F1B F2B
mg/tb mg/tb
ZHM 22,63 22,63
Ac-Di-Sol 37,5 112,5
Avicel pH 102 682,37 607,37
Mg Stearat 7,5 7,5

3.2.14. ADT’lerde yapilan fizikofarmasdotik kontroller

Cap ve kalinlik kontroli

Amerikan farmakopesi’nde belirtilen yonteme gore duyarliligi 0,01 mm olan mikrometre ile

10 tabletin ¢ap ve kalinlig: 6l¢iildii. Elde edilen degerlerin ortalamasi ve SS’s1 hesaplandi.
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Agirlik sapmasi kontrolii

Rastgele alinan 10 tablet tartilarak ortalama agirlik hesaplandi. Daha sonar tabletler taker
taker tartilarak elde edilen degerlerin giiven sinirlar1 ve ortalama agirliktan sapma olup

olmadig1 degerlendirildi.

Sertlik kontrolii

Sertlik tayini ile rastgele alinan 10 tabletin sertlikleri Newton degeri olarak belirlendi. Elde

edilen degerlerin ortalamalar1 ve SS’lar1 hesaplandi.

Ufalanma-asinma kontrolii

Hazirlanan tabletlerden 10 tablet tartilarak friabilitore konuldu. Alet 25 devir/dakika hizda
4 dakika calistirildi. Siire sonunda tabletler friabilitorden alinarak istlerindeki tozlar
temizlendi ve tekrar tartilarak agirlik farkindan % ufalanma asinma miktar1 hesaplandi.

Bulunan % ufalanma aginma miktar1 %1’den biiyiik olmamalidir.

Dagilma siiresi kontrolii

Amerikan Farmakopesi’nde belirtilen dagilma aleti kullanildi. 37°C’deki distile suyun
bulundugu erlen igerisindeki aletin hiicrelerine tabletler teker taker atilarak dagilma siireleri

tespit edildi. Ortalama dagilma siiresi ve SS degerleri hesaplandi.

3.2.15. QbD uygulamas: Ve fiziksel karisim ADT formiilasyonunun optimizasyonu

QbD optimizasyonu i¢in ADT’in Oncelikle QTPP’si belirlendi. Cizelge 3.6’da

verilmektedir.
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Cizelge 3.6. 20 mg ziprasidon igeren ADT'nin QTPP'si

Kalite Ozelligi Hedef Dogrulama

Dozaj formu Agizda dagilan tablet Farmasotik  esdegerlik  igin
Dozaj 20 mg esdeger doz olmal

Uygulama Yolu Oral

Stabilite 25°C’de 24 ay raf omrii Hedef raf 6mrii saglanmali

Kap kapak sistemi | Bitmis {iriiniin kalitesini koruyan | Hedef raf dmriinii saglamali
kap kapak sistemi

Gortinlim Beyazimsi-uguk pembe yuvarlak | Uluslararast kabul edilebilir
tabletler kalite standartlarini karsilamali

Icerik tek diizeligi | 20 mg +%5

Dagilma testi Dagilma siiresi (<3 dk)

Sertlik tayini >30N

Ufalanma ve | <%1

asinma

Fiziksel karisim tozu iceren ADT formiilasyonlarinin optimizasyonu sirasinda bagimli
degiskenler olan sertlik, dagilma siiresi ve ufalanma ve asinma degerlerinin ANOVA ile
istatistiksel analizi yapilmigtir. ~ Tanimlayict istatistiksel veriler elde edilmis ve
formiilasyondaki dagitici ve kaydiricinin her bir bagimli degisken iizerine etkisine
bakilmigtir. Cevap Yiizey grafikleri ve bagimli degiskenlerin limit degerleri yani sertlik,
dagilma siiresi ve ufalanma asinma degerleri dikkate alinarak optimizasyon islemi DoE

programi lizerinden yapilarak ¢alisma alani belirlenmistir.

3.2.16. Nanokristal iceren ADT hazirlanmasi

Fiziksel karisim iceren ve optimize edilen ADT formulasyonundaki dagitici ve kaydirici
orani1 dikkate alinarak 20 mg ziprasidona esdeger liyofilize nanokristal tozu, bolim
3.2.12.’de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Cizelge 3.7°de formiilasyon ve Sekil 3.3’de

hazirlanmasi akis1 verilmektedir.



Cizelge 3.7. Liyofilize nanokristal iceren ADT formiilasyonu

Bilesen ismi Miktar1 (mg/tb)

Liyofilize toz (20 mg ziprasidone karsilik gelen) | 554,657*

Ac-Di-Sol (%15) 112,5
Avicel pH 102 75,343
Mg Stearat (%1) 7,5

Toplam tablet agirligi: 750 mg
*Miktar tayini hesabina gore %89,77 verimle hesaplanmustir.

TARTIM
Liyofilize toz ve yardimc1 maddeler gerekli miktarda tartilir.

ON KARISTIRMA :

Geometrik seyreltme oranina gore bir havan eli yardimiyla

karistirtlir. @
KARISTIRMA

Tiim bilesimindeki maddeler 20 dakika karistirilir ve daha

sonra karigima magnezyum stearat eklenir. @
Magnezyum stearat ile 5 dakika karistirilir.

Tablet basimui gerceklestirilir.

Sekil 3.3. Nanokristal iceren ADT'lerin Hazirlanmasi

3.2.17. Nanokristal iceren ADT’lerde yapilan diger fizikofarmasotik kontroller
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Bolim 3.2.14’de anlatilan ADT’lerde yapilan fizikofarmasotik kontrollere ek olarak

asagidaki kontroller nanokristal iceren ADT’lerde gergeklestirilmistir.
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Porozite tayini

Nanokristal iceren ADT’lerin porozitelerine ODTU Merkez Laboratuvari’nda bakilmistir.
Diisiik basingta civali porozimetre kullanilarak civa ile 6rnek arasindaki degme agisi, civa
basinci ve yilizey geriliminden hesaplanir tabletlerin % gozeneklilik ve gozenek hacmi

hesaplanmuistir.

Islanma stiresi ve su absorpsiyon orani kontrolii

Islanma siiresi tayini i¢cin 6 mL distile su igeren 6 cm capindaki petri kabi icerisine kagit
mendil iki kez katlanarak yerlestirildi. Daha sonra tablet tartildi ve kagit mendil iizerine
yerlestirilerek distile suyun tablet yiizeyinde gozlendigi siire yani tablet yiizeyinin 1slanmasi
icin gegen siire tespit edildi. Su absorpsiyon orani ise 1slanma siiresi tayininden 6nce ve sonra
tabletin tartilmasi ve tabletin absorbe ettigi % su miktarinin hesaplanmasi ile belirlenmigtir.

6 adet tabletin ortalamas1 alinmistir.

Etkin madde miktar tayini

Alt1 adet tabletin etkin madde miktarlart metanol ortaminda UV spektrofotometrik yontem
ile hesaplanarak, ortalama ve SS degerleri hesaplandi. Bu amagla her bir tablet ayr1 ayri 50
ml metanol igerisinde ¢oziindiiriildii. Bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 10 m1’ye metanol ile balon
joje igerisinde tamamland1 ve siiziilerek UV spektrofotometrik ol¢timleri 314 nm dalga

boyunda gergeklestirildi.
3.2.18. ADT’lerde in vitro ¢céziinme ¢alismalari

ADT’lerin ¢dziinme profillerini incelemek amaciyla Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin
yayinladigi ziprasidon ¢oziinme metoduna gore %1 SLS iceren pH 7.4 fosfat tamponunda
ve pH 7.4 fosfat tamponunda in vitro ¢oziinme ¢alismalar1 yapilmistir. Nanokristal iceren
ADT, sadece ZHM igeren ADT, fiziksel karisim ile hazirlanan ADT’ler ve ticari iirlin Zeldox
20 mg sert jelatin kapsiil, ¢oziinme ¢aligsmalarina tabi tutulmustur. Céziinme deney kosullar
Cizelge 3.8’de verilmektedir. Profillerin benzerlikleri (f2 benzerlik faktorii) hesaplari

DDSolver programu ile gergeklestirilmistir.



Cizelge 3.8. ADT ler yapilan in vitro ¢oziinme ¢alisma kosullar
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Yontem

Ortam Hacmi

Sicakhik
Palet Hizx

Numune alma
zamanlari

(dakika)

Kalibrasyon
denklemi

Paralel sayis1

Analiz yontemi

Numune
gruplan

pH 7.4 fosfat tamponu

Coziinme Ortamlari

pH 7.4 fosfat tamponu+%o1 SLS

Palet (USP 1)
(USP 11)
900 mL
500 mL
37°C+0.5°C
75 devir/dakika + %4

1,3,5,10,20,30,45,60,75,90,120

y=0.0132x-0.0003
6
UV Spektrofotometre
Ticari Uriin
Nanokristal igeren ADT

Fiziksel Karisim igeren ADT
Sadece ZHM iceren ADT

3.2.19. Caco-2 hiicre kiiltiirii calismalar:!

Caco-2 hiicre kiiltiirii ¢aligsmalari, 79onfluent79e hidrokloriir monohidrat kaba tozu,

nanokristalin formiilasyonu, nanokristal iceren agizda dagilan tablet ve fiziksel karigim tozu
iceren ADT ler ile yapildi. insan kolon adenokarsinom hiicresi olan Caco-2 (ATCC) hiicre
hatt1 hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanildi. Permeabilite deneyleri icin Caco-2 hiicreleri

insertler iizerine aktarilarak elde edildi. Calisilan gruplarin Caco-2 hiicre canlilig1 {izerine

etkisini incelemek i¢in MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromit) testi

yapildu.

! Caco-2 hiicre kiiltiirii calismalar1 Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim
Dalr’'nda Prof. Dr. Imran VURAL kontroliinde yapildi. Katkilarindan dolay1 Prof.Dr. Imran VURAL’a ve

asistam Ars. Gor. Ecz. Naile Oztiirk’e tesekkiir ediyoruz.
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Hiicre kiiltiir calismalari icin hiicrelerin hazirlanmasi

Caco-2 hiicreleri i¢in % 10 (h/h) fetal sigir serumu (fetal bovin serum, FBS), 2 mM L-
glutamin ve 50 tnite/mL penisilin, 50 ug/mL streptomisin igerecek sekilde hazirlanan
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ortami (complete medium, tam kiiltiir
ortam1) kullanildi ve Caco-2 hiicreleri 37 °C’de % 5 karbondioksit iceren atmosferde inkiibe

edildi.

37°C su banyosunda, dondurulmus Caco-2 hiicreleri -180 °C azot tankindan alinarak
¢oOziildii. 15 mL’lik tiipteki kiiltiir ortamina Caco-2 igeren vial laminar akis altinda aktarildi.
2000 rpm’de 3 dakika santriflij edilerek iistte kalan kisim atildi. Coken hiicreler taze kiiltiir
ortaminda tekrar siispande edilip 25 cm? hiicre kiiltiir kaplarina (flask) aktarildi. Hiicreler 37
°C’de % 5 karbondioksit i¢eren atmosferde inkiibe edildi ve ortamlar1 giin asir1 degistirildi.
6-7 giin sonunda flasklardaki hiicre sikligi yaklagik %80-90 (80onfluent) olunca, hiicreler
tripsinize edilerek baska flasklara aktarildi (pasajlanlandi). Pasajlama isleminde tripsin-
EDTA (% 0,25) ¢ozeltisi kullanildi. Sirasiyla flasklardaki hiicrelerin ortami atild1 ve pH 7.4
fosfat tamponu (Phosphate buffered saline-PBS) ile iki kez yikandi. Tripsin-EDTA
konularak inkiibatorde bekletildi. Hiicreler flask yiizeyinden ayrilinca bir santrifiij tiipline
ortam konuldu {izerine tripsin-hiicre karisimi aktarildi. Santrifiijleme isleminden sonra
coken hiicreler ortam ile tekrar siispande edildi ve yeni flasklara alinarak inkiibatdrde

cogalmaya birakildi. Hiicreler 24 pasaj sayisina ulasildiginda gecis calismalari i¢in kullanildi

Gecis calismalari icin Caco-2 hiicrelerinin insertlere aktarilmasi

24 pasaj sayisina ulasan hiicreler tripan mavisi kullanilarak sayildi ve polikarbonat insertlere
aktarmak {lizere hiicre sayilarmin yeterli oldugu dogrulandi. Sayma isleminde hiicre
stispansiyonu steril ependorfa alinip tripan mavisi ile 2 kat seyreltildi. Hemasitometreye
alinarak mikroskopla sayim yapildi ve mL’deki hiicre sayis1 hesaplandi. Bu hiicre
slispansiyonu, kiiltiir ortami ile seyreltilerek ekim i¢in hazirlanan ve 6 kuyucuklu plakalarda
yer alan insertlere (Snapswell™, 6 well, 0.4 um por ¢ap1) 70.000 hiicre/insert olacak sekilde
aktarildi. Bazolaterale 1.5 mL ve apikale 0.5 mL ortam konuldu. 37°C’de %35 karbondioksit
iceren nemli havada plakalar inkiibe edildi. Ortam giin asir1 degistiridi. 21 giin sonra hiicre
tek tabakasi 80onfluent olunca gecis calismalar1 yapildi. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin

fotografi inverted mikroskop kullanilarak ¢ekildi (Resim 3.3-3.4).
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Resim 3.3. Bos insert goriintiisii

Resim 3.4. Caco-2 hiicrelerini igeren insert goriintiisii

3.2.20. In vitro hiicre canhligmin (sitotoksisite) incelenmesi

MTT hiicre canlilig1 testi, gecis calismalarinda galisilacak formiilasyonlarin Caco-2 hiicre
canliligma etkisini arastirmak ve gecis c¢aligmalarinda kullanilacak konsantrasyonlari
belirlemek amaciyla yapildi. Caco-2 hiicreleri kuyucuk basia 5000 hiicre diisecek sekilde
tripan mavisi ile sayilarak kuyucuklara eklendi. Tutunmalari i¢in bir gece bekledikten sonra
ortam atildi. Hazirlanan formiilasyonlarin DMSO ve kiiltiir ortami (DMEM) i¢indeki
dilisyonlar1 96 kuyucuklu plakalara eklendi. Kontrol grubu olarak kiiltiir ortami1 i¢indeki
DMSO % 0,4 oraninda kullanildi. Plakalar ge¢is ¢alismalarinda belirlenen siire olan 4 saat
siiresince, 37°C de % 5’lik CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
25 uL MTT (5 mg/mL) ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi ve 4 saat inkiibatorde bekletildi.
Siire sonunda kuyucuklardaki ortam atildi1 ve her bir kuyucuga 200 uL DMSO ilave edilerek
570 nm’de absorbanslar mikroplaka okuyucu ile okundu. Resim 3.5’de 96 kuyucuklu MTT

deneyi gosterilmektedir.
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Resim 3.5. 96 kuyucuklu plakada MTT deneyi

3.2.21. Caco-2 tek tabaka hiicre biitiinliigiiniin degerlendirilmesi

Caco-2 hiicre tek tabakalarnin transepitel elektrik rezistans1 (TEER) Millicell-ERS epitel
voltometre ile dl¢iildii.

TEER degerleri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi:

TEERniicre tabakast = (Rémek = Rbos) X A

Rsmek= hiicre iceren insertlerin rezistansi

Rbos = hiicre igermeyen kontrol insertlerin rezistansi

A = hiicre kiiltiirii insertinin yiizey alan1 (cm?)

3.2.22. Caco-2 hiicrelerinden gecis ¢alismalar:

Gegis calismalart i¢in 10 mM Hepes igeren HBSS tampon (pH 7.4) kullanildi. Caligmada
uygulanacak ornekler % 0,4 DMSO iceren HBSS kullanilarak hazirlandi. Etkin madde

iceren formiilasyonlarda ZHM konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ornekler
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seyreltildi. Ayn1 zamanda ilacin oral yol ile bir bardak su ile birlikte uygulandiginda
konsantrasyonu da 100 pg/mL olmaktadir.

Uygulanan formiilasyonlar:

Ziprasidon hidrokloriir monohidrat ¢6zeltisi

Sonug nanokristal formiilasyonu

- Nanokristal iceren ADT

Fiziksel karigim tozu igeren ADT

Calismaya baslamadan 6 kuyucuklu plakada 6nce apikal ve bazolateral kisimlardaki kiiltiir
ortami atild1 ve bu bolgeler HBSS ile muamele edildi. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
ortamin tamami atildi. Hazirlanan orneklerden (n=6) 0.5 mL apikale, 1.5 mL HBSS
bazolateral kisma konuldu. Plakalar 37°C’de 60 rpm’de 4 saat inkiibe edildi. Belirli zaman
araliklarinda (30-60-90-120-240. dakikalar) bazolateralden 0.5 mL 6rnek alindi ve yerine
taze ortam (HBSS) eklendi (Resim 3.6). Ornekler HPLC’de analiz edildi.

Goriiniir permeabilite katsayisi (Papp, cm/s) asagidaki formiille hesaplandi:

Papp = dC/dt.1/(A x Co)

dC/dt = ila¢ permeasyon oran1 (ng/s)

A = insertlerin yiizey alani (cell monolayer) (cm?)

Co = apikal bolgedeki baslangi¢ konsantrasyonu (pg/mL)

Resim 3.6. Kuyucuklu Plakada Gegis Calismalari
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Caco-2 hicre kiiltiirii verilerinin degerlendirilmesi

Caco-2 tek tabakalarindan tamamen emilen ilaglar yiiksek permeabilite katsayisina sahip
(Papp> 1x107), emilimi tam olarak gerceklesmeyen ilaglar ise diisiik permeabilite katsayisina

sahip (Papp< 1x107) olarak yorumlandi.
3.2.23. Stabilite calismalari

Nanokristal iceren ADT’ler ICH kilavuzunda belirtildigi sekilde hizlandirilmis (40+2°C,
%75+%S5 bagil nem) test kosullarinda 6 ay ve uzun siireli (25£2°C, %601%5 bagil nem) test
kosullarinda 9 ay siireyle stabilite dolaplarina alindi. 0, 3, 6, 9 aylik zaman noktalarinda etkin
madde miktar tayini hesplanarak raf émrii hesaplandi. Stabilite ¢alismalarinda nanokristal
iceren ADT’lerde sadece goriiniim ve etkin madde miktar tayini parametreleri incelenmistir.
Microfluidics LV1 cihazi laboratvar dlgeginde oldugu icin bir giinde cihaza enjekte edilen
stispansiyon miktari maksimum 30 mL/giin (3 enjektor = 10 g siispansiyon) olabilmektedir.
Formiilasyonda % 0.5 g/g ZHM yer aldigindan %89,77 verimle ¢alisildigini diistintirsek
ortalama giinde maksimum 4-6 ADT basilabilecek nanokristal formiilasyonu elde
edilebilmektedir. Aleti ¢ok sik kullanmak 1s1 artisina ve kazan tikanmasina bagh olarak
tedarik¢i tarafindan Onerilmedigi igin stabilite ¢alismasi yapilirken sadece etkin madde

miktar tayini yapilmustir, diger parametreler incelenmemistir.
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4. BULGULAR

4.1. ZHM’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular
4.1.1. Partikiil biiyiikliigii 6l¢iimii

ZHM’nin nanokristaln formiilasyonlarindan 6nce baslangi¢ partikiil biiyiiklikleri 6l¢iim
sonuglart ZHM nin fiziksel karisim, nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi ile ilgili

Bulgular baglig: altinda verilmektedir.

4.1.2. ZHM’nin stabilizan maddelerle (yardimc1 maddelerle) gecimlilik ¢calismalari

Bolim 3.2.7°de agiklandigi gibi DSC termogramlart elde edildi (Sekil 4.1-4.5) ZHM nin
stabilizan maddeler (Poloksamer 188, Tween 80, Vitamin E TPGS, HPMC ve PVP K30 ile
gecimliligini degerlendirmek iizere, ZHM’nin literatiirden elde edilen erime derecesi
>276°C’dir. DSC sonuglarina gére ZHM’nin bu aralikta erime derecesi saptanmustir.
Buradan elde edilen sonucar ZHM’nin erime noktasinin literatiirle uyumlu oldugunu
gostermektedir. Fiziksel karisimlarda ZHM’nin erime derecesinde bir kayma olmadig
goriildii. Buradan kullanilan yardimc1 maddeler ile ZHM etkilesim gostermedigi sonucuna

varildi.

bsc Thermal Analysis Result
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Sekil 4.1. ZHM, Vit E TPGS ve fiziksel karigimlarimi gosteren DSC termogrami



86

DsC

Thermal Analysis Result
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Sekil 4.2. ZHM ve Poloksamer 188 ve fiziksel karisimlarini gosteren DSC termogrami
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Sekil 4.3. ZHM ve Mannitol ve fiziksel karigimlarini gésteren DSC termogrami
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psc Thermal Analysis Result
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Sekil 4.4. ZHM ve HPMC ve fiziksel karigimlarini gosteren DSC termogramlari

e Thermal Analysis Result
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Sekil 4.5. ZHM ve PVP K30 ve fiziksel karisimlarini gosteren DSC termogrami

4.2. Miktar Tayini Yontemi ve Validasyon Bulgulari

4.2.1. UV spektruma ait sonuglar

ZHM’nin distile su, metanol, pH 7.4 fosfat tampon, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda miktar
tayini Boliim 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde yapildi. 200-900 nm arasinda 1 cm’lik kuvartz
kiivetler kullanilarak kore karsi spektrumlart alindi ve A maks degerleri su, metanol, pH 7.4
fosfat tamponu, FaSSIF ve FeSSIF ortamlarinda sirasiyla 314, 314, 317, 318 ve 318 nm
olarak bulundu. (Sekil 4.6 ve 4.7)
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Sekil 4.6. ZHM’nin (a) Distile su, (b) Metanol ortamlarinda tespit edilen maksimum
absorbans degerleri
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Sekil 4.7. ZHM’nin FaSSIF (a), FeSSIF (b) ve pH 7.4 fosfat tamponu (c) ortamlarinda tespit

edilen maksimum absorbans degerleri
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4.2.2. ZHM nin distile su 1cerisindeki miktar tayini validasyon bulgulari

Dogruluk ve geri elde

Boliim 3.2.2.°de anlatilan ZHM nin distile su igerisindeki dogruluk ve geri elde sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1. ZHM nin distile su igerisindeki dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki | Cozeltideki ZHM | Hesapla Bulunan % Geri
ZHM Konsantrasyonu ZHM Miktann = | %BS Elde
Yiizdesi (ng/mL) SS
%80 20 20,7 £ 0,0 2,03 103,5
%100 25 25,66 + 0,01 2,05 102,64
%120 30 29,63+ 0,003 0,921 98,76
Kesinlik
Deney I¢i Kesinlik

Bolim 3.2.2°de anlatilan ZHM’nin distile su igerisindeki deney i¢i kesinlik sonuglari

Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. ZHM'nin distile su igerisindeki deney i¢i kesinlik sonuglari

Ornek No ﬁf:;n trasyonu (ug/)rznell_t)l S Bulunan ZHM konsantrasyonu(pg/mL)
1 20 20

2 20 19,41
3 20 20,83
4 20 20,75
5 20 20,81
6 20 20,66
7 20 20,66
8 20 20,25
9 20 20,75
10 20 20,16
Ortalama | 20,55

SS 0,46
BS 2,25




Deneyler arast kesinlik

Bolim 3.2.2.°de anlatildig1 gibi yapilan ZHM’nin distile su igerisindeki deneyler arasi

kesinlik sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmektedir.

Cizelge 4.3. ZHM nin distile su igerisinde deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyon (ug/mL) | 1. giin | 2. giin | 3. giin | Ortalama | SS BS

5 475 |5,008 |491 4,89 0,13 2,67
7,5 8,33 8,16 8,08 8,19 0,12 1,55
10 10,41 |10,33 |105 10,41 0,08 0,80
15 1466 | 14,08 | 145 14,41 0,30 2,08
20 20,75 | 20,66 | 20,83 20,75 0,08 0,40
25 25,75 |25 26 25,58 0,52 2,03
30 31,33 29,83 30,33 30,5 0,8 2,5

40 41,66 | 40,66 41 41,11 0,50 1,23
50 50,25 |50,08 |50,83 50,38 0,39 0,78

Ozgiinliik ve secicilik

Boliim 3.2.2°de anlatilan yontemin ZHM’ye 6zgii oldugunu ve segici 6zellik gosterdigi Sekil

4.8’de gortilmektedir.

Absorbans (nm)
5

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.8. Distile su ortaminin UV spektrumu

i
800.00
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Dogrusallik

Boliim 3.2.2°de anlatilan ZHM’nin kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon denklemi Sekil

4.9’de goriilmektedir.
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Sekil 4.9. ZHM'nin distile su ortaminda kalibrasyon dogrusu

Duvarlilik ve saptama siniri

Boliim 3.2.2°de anlatilan ZHM nin distile su igerisinde UV spektrofotometrik yontem ile
hesaplanan miktar tayini ¢alismasinda duyarlilik sinirt (Limit of Detection — LOD) ve
saptama sinirt (Limit of Quantification — LOQ) hesaplama sonuglari sirasiyla 0,26 pg/mL

ve 0,78 ug/mL olarak tespit edildi.

4.2.3. ZHM’nin metanol i¢erisinde miktar tayini validasyon bulgular

Dogruluk ve Geri Elde

Boliim 3.2.2.°de anlatilan ZHM nin metanol igerisinde ki dogruluk ve geri elde sonuglari

Cizelge 4.4’de gosterilmektedir.



Cizelge 4.4. ZHM’nin metanol icerisinde dogruluk ve geri elde sonuglari
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Cozeltideki ZHM % Geri
Cozeltideki konsantrasyonu Hesapla bulunan elde
ZHM vyiizdesi | (ug/mL) ZHM miktar1 =SS | %BS
%80 20 20,7 +0,0 1,79 102,0
%100 25 25,2+ 0,0 1,71 100,8
%120 30 29,46 £ 0,01 0,92 98,2
Kesinlik
Deney I¢i Kesinlik

Boliim 3.2.2°de agiklandig1 gibi yapilan ZHM nin metanol icerisindeki deney i¢i kesinlik

sonuclar1 Cizelge 4.5’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. ZHM nin metanol icerisinde deney i¢i kesinlik sonuglari

Ornek No fg}:ﬁn trasyonﬁ(gxfg}/trﬁllil)m Bulunan ZHM konsantrasyonu
1 20 20,07
2 20 20,35
3 20 19,51
4 20 20,26
5 20 20,16
6 20 20,63
7 20 19,98
8 20 19,23
9 20 20,26
10 20 19,32
Ortalama 19,98

SS 0,47

%BS 2,34

Deneyler Arasi Kesinlik

Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 gibiyapilan ZHM’nin metanol igerisindeki deneyler arasi

kesinlik sonuglar1 Cizelge 4.6’ da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. ZHM’nin metanol ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyon (ug/mL) | 1. giin 2.gin | 3.glin | Ortalama | SS BS

10 9,70 9,51 9,88 9,70 0,19 1,93
12 11,10 11,28 11,19 | 11,19 0,09 0,83
15 15,02 14,65 15,58 | 15,09 0,47 3,12
20 19,79 20,16 20,63 | 20,19 0,42 2,09
25 24,84 24 24,74 | 24,52 0,46 1,88
30 29,04 28,67 29,79 | 29,17 0,57 1,96
40 37,55 38,76 38,39 | 38,23 0,62 1,63
50 49,60 48,39 47,73 | 73,0 51 7,0

Ozgiinliik ve Secicilik

Boliim 3.2.2.°de anlatilan yontemin ZHM’ye 6zgii oldugunu ve segici 6zellik gosterdigi

Sekil 4.10°da goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Metanol ortaminin UV spektrumu
Dogrusallik

Boliim 3.2.2.”deagiklandigi tizere ZHM nin kalibrasyon egrisi ve kalibrasyon parametreleri

Sekil 4.11°da goriilmektedir.
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Sekil 4.11. ZHM’nin metanol ortaminda kalibrasyon dogrusu

Duvarlilik ve saptama siniri
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Bolim 3.2.2°de anlatilan ZHM’ nin metanol igerisinde miktar tayini yonteminde duyarlilik

sinir1 (Limit of Detection — LOD) ve saptama simir1 (Limit of Quantification — LOQ)

hesaplama sonuglari sirasiyla 2,775 ug/mL ve 8,41 ug/mL olarak tespit edildi.

4.2.4. ZHM’nin pH 7.4 fosfat tamponu i¢erisinde miktar tayini validasyon bulgulari

Dogruluk ve geri elde etme

Boliim 3.2.2.”de anlatilan ZHM nin pH 7.4 fosfat tamponu icerisindeki dogruluk ve geri elde

sonuglar1 Cizelge 4.7’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7. ZHM nin pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki

ZHM

Cozeltideki konsantrasyonu Hesapla  bulunan | %BS Z/Io de Geri
ZHM vyiizdesi (ng/mL) ZHM miktar1 £ SS

%80 20 19,64 + 0,00 1,68 98,22
%100 25 24,6 £ 0,1 1,3 98,4
%120 30 29,44 + 0,00 0,54 98,14
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Kesinlik

Deney I¢i Kesinlik

Boliim 3.2.2°de anlatilan ZHM’nin pH 7.4 fosfat tamponu igerisindeki deney i¢i kesinlik

sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. ZHM’nin pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde deney i¢i kesinlik sonuglari

- ZHM cozeltisinin konsantrasyonu | Hesapla bulunan ZHM
Ornek No (ng/mL) konsantrasyonu
1 25 24,7

2 25 24,9

3 25 25,1

4 25 25,2

5 25 24,6

6 25 24,2

7 25 25,3

8 25 25,6

9 25 24,7

10 25 25,2

Ortalama |24,95

SS 0,41

%BS 1,64

Deneyler Arasi Kesinlik

Boliim 3.2.2°de anlatilan ZHM nin pH 7.4 fosfat tamponu i¢erisinde deneyler aras1 kesinlik

sonuglari Cizelge 4.9°da verilmektedir.
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Cizelge 4.9. ZHM’nin pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyon

(ng/mL) 1. giin 2. giin |3. giin Ortalama |SS BS
5 491 482 4,78 4,83 0,07 1,4
8 8,01 789 |7,75 7,88 0,13 1,65
10 9,63 9,76 9,82 9,74 0,10 0,10
12 12,2 119 |11,84 11,98 019 |161
16 15,94 15,85 |15,72 15,83 0,11 0,70
18 17,6 17,82 |17,81 17,74 0,12 0,70
20 19,53 19,95 |19,71 19,73 0,21 1,07
25 24,4 25,23 |25,6 25,07 0,61 2,45
30 29,7 30,84 [29,64 30,06 0,68 2,25
- 39,24 39,11 (38,9 39,08 017 |044
50 49,82 49,79 49,23 49,61 0,33 0,67

Ozgiinliik ve secicilik

Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 ilizere yontemin ZHM’ye 6zgi oldugunu ve

gosterdigi Sekil 4.12°de sunulmaktadir.
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Dogrusallik

Bolim 3.2.2.°de aciklandigr gibi ZHM’nin kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon

parametreleri Sekil 4.13’de sunulmaktadir.

y =0,0132x - 0,0003

2 _
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Sekil 4.13. ZHM’nin pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda kalibrasyon dogrusu

Duyvarlik ve saptama siniri

Boliim 3.2.2.°de aciklandig1 gibi ZHM nin pH 7.4 fosfatm tamponu icerisinde miktar tayini
yonteminde duyarlilik siirt (Limit of Detection — LOD) ve saptama sirt (Limit of
Quantification — LOQ) hesaplama sonuglari sirastyla 0,5 pg/mL ve 1,515 pg/mL  olarak
tespit edilmistir.

4.2.5. ZHM’nin FaSSIF icerisinde miktar tayini validasyon bulgular:

Dogruluk ve geri elde etme etme

Boliim 3.2.2.°de anlatilan ZHM’nin FaSSIF icerisindeki dogruluk ve geri elde sonuglari
Cizelge 4.10°da verilmektedir.



Cizelge 4.10. ZHM’nin FaSSIF ortaminda dogruluk ve geri elde sonuglari
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Cozeltideki ZHM % Geri
Cozeltideki Konsantrasyonu Bulunan ZHM Elde
ZHM Yiizdesi | (ug/mL) Miktar1 = SS %BS
%80 10 9,94 + 0,00 2,41 99,38
%100 12,5 12,71+ 0,00 1,25 101,73
%120 15 14,93 + 0,00 1,63 99,59
Kesinlik
Deney I¢i Kesinlik

Boliim 3.2.2.°de agiklandig1 gibi ZHM nin FaSSIF icerisindeki deney i¢i kesinlik sonuglar

Cizelge 4.11°deverilmektedir.

Cizelge 4.11. ZHM’nin FaSSIF ortaminda deney i¢i kesinlik sonugclari

Ornek No ﬁ:ﬂ:ﬁm trasyuil (u;7zme|lf;51nln Bulunan ZHM konsantrasyonu(pg/mL)
1 10 9,71
2 10 10,21
3 10 9,88
4 10 10,05
5 10 9,71
6 10 10,38
7 10 10,05
8 10 10,21
9 10 9,88
10 10 9,71
Ortalama [9,98

SS 0,24

%BS 2,39

Deneyler arast kesinlik

Bolim 3.2.2°’de agiklandigi gibi ZHM’nin FaSSIF ortaminda deneyler arasi kesinlik

sonuglari Cizelge 4.12’deverilmektedir.
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Cizelge 4.12. ZHM’nin FaSSIF ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyin

(ng/mL) 1. giin 2. giin |3. giin Ortalama |SS BS
5 5,05 4,88 4,88 4,93 0,08 1,59
7,5 7,05 7,05 7,21 7,10 0,08 1,11
10 10,05 9,88 10,21 10,05 0,14 1,35
12,5 13,05 12,88 |13,05 12,99 0,08 0,60
15 16,05 16,38 |15,71 16,05 0,27 1,70
20 20,21 19,21 ]19,88 19,77 0,42 2,10
25 23,71 23,21 |23,55 23,49 0,21 0,88
30 28,05 27,55 28,21 27,93 0,28 1,01
50 47,71 49,55 49,71 48,99 0,90 1,85

Ozgiinliik ve secicilik

Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 {izere yontemin ZHM’ye 6zgili oldugunu ve segici 6zellik

gosterdigi Sekil 4.14’desunulmustur.
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Sekil 4.14. ZHM’nin FaSSIF ortaminda deneyler arasi kesinlik sonuglari

Dogrusallik

Boliim 3.2.2°de agiklandigi gibi ZHM nin kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon parametreleri

Sekil 4.15°de sunulmustur.
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Sekil 4.15. ZHM'nin FaSSIF ortaminda kalibrasyon dogrusu

Duyvarlik ve saptama sinir1

Boliim 3.2.2°de aciklandig1 gibi ZHM nin FaSSIF ortamindaki miktar tayini yonteminde
duyarlilik sinir1 (Limit of Detection — LOD) ve saptama sinir1 (Limit of Quantification —

LOQ) hesaplama sonuglari sirasiyla 0,55 pg/mL ve 1,66 ug/mL olarak tespit edilmistir.

4.2.6. ZHM’nin FeSSIF ortaminda miktar tayini validasyon bulgulari

Dogruluk ve geri elde etme

Bolim 3.2.2°de agiklandigi gibi ZHM’nin FeSSIF ortamindaki dogruluk ve geri elde

sonuglari Cizelge 4.13’deverilmektedir.

Cizelge 4.13. ZHM nin FeSSIF ortamindaki dogruluk ve geri elde sonuglari

Cozeltideki ZHM % Geri
Cozeltideki konsantrasyonu Bulunan  ZHM elde
ZHM vyiizdesi | (ng/mL) miktar1 + SS %BS
%80 10 9,83+0.,0 1,5 98,3
%100 12,5 12,28 + 0,01 0,95 98,24
%120 15 14,65 + 0,01 0,53 97,66
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Kesinlik

Deney I¢i Kesinlik

Boliim 3.2.2.°de agiklandig gibi ZHM nin FeSSIF ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglari
Cizelge 4.14°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.14. ZHM’nin FeSSIF ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglari

- ZHM cozeltisinin konsantrasyonu | Bulunan ZHM konsantrasyonu
Ornek No
(ng/mL) (pg/mL)
1 10 9,48
2 10 9,31
3 10 9,48
4 10 9,72
5 10 9,72
6 10 9,30
7 10 9,97
8 10 9,56
9 10 9,39
10 10 9,56
Ortalama |9,603
SS 0,203
%BS 2,117

Deneyler Arasi Kesinlik

Boliim 3.2.2.°de agiklandigi gibi ZHM’nin FeSSIF ortamindaki deneyler arasi kesinlik
sonuglari Cizelge 4.15°de verilmektedir.



Cizelge 4.15. ZHM’nin FeSSIF ortamindaki deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyon

(ng/mL) 1. giin 2. giin |3. giin Ortalama |SS BS
5 5,05 4,88 4,88 4,93 0,08 1,59
75 7,05 705 |7,21 7,10 0,08 1,11
10 10,05 9,88 10,21 10,05 0,14 1,35
12,5 13,05 12,88 |13,05 12,99 0,08 10,60
15 16,05 16,38 |15,71 16,05 0,27 1,69
20 20,21 19,21 19,88 19,77 0,42 2,10
25 23,71 23,21 |23,55 23,49 0,21 0,88
30 28,05 27,55 |28,21 27,93 0,28 1,01
50 49,82 49,55 49,71 49,69 0,90 1,85

Ozgiinliik ve secicilik

Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 gibi yontemin ZHM’ye 6zgl

gosterdigi Sekil 4.16’de gortilmektedir.

oldugunu ve
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Sekil 4.16. Kor FeSSIF ortaminin UV spektrumu

Dogrusallik

Boliim 3.2.2°de agiklandigi gibi ZHM nin kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon parametreleri
Sekil 4.17°dasunulmaktadir.
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Sekil 4.17. ZHM nin FeSSIF ortaminda kalibrasyon dogrusu

Duyvarlik ve saptama sinir1

Boliim 3.2.2°de acgiklandigr gibi ZHM’ nin FeSSIF ortaminda miktar tayini yonteminde
duyarlilik sinir1 (Limit of Detection — LOD) ve saptama sinir1 (Limit of Quantification —

LOQ) hesaplama sonuglari sirasiyla 0,545 ug/mL ve 1,65 pg/mL olarak tespit edilmistir.

4.2.7. ZHM’nin HBSS icerisinde miktar tayini validasyon bulgulari

Dogruluk ve geri elde

Boliim 3.2.2.°de agiklandigi tizere ZHM nin HBSS ortam ortamindaki dogruluk ve geri elde

sonuglari Cizelge 4.16’da verilmektedir.



Cizelge 4.16. ZHM’nin HBSS ortamindaki dogruluk ve geri elde sonuglari
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Ef;?;af)trasyon 22}(‘5‘};’eger &lg*’/“rr‘I“L)sonucu % Olgiim | Ortalama |SS BS
7,811 97,64

8 80 7,897 98,72 98,29 057 |058
7,880 98,50
10,159 101,59

10 100 10,22 102,2 10233 [082 0,80
10,322 103,22
12,182 101,51

12 120 11,952 99,6
12,218 101,81 100,98 1,20 |1,19

Kesinlik

Deney I¢i Kesinlik

Boliim 3.2.2°de agiklandig1 gibi ZHM nin HBSS ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglar

Cizelge 4.17°de verilmektedir.

Cizelge 4.17. ZHM’ nin HBSS ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglari

Ornek No ZHM c¢ozeltisinin konsantrasyonu | Bulunan ZHM konsantrasyonu
(pg/mL) (pg/mL)

1 10 10,381
2 10 10,398
3 10 10,398
4 10 10,402
> 10 10,406
6 10 10,404
’ 10 10,410
8 10 10,361
9 10 10,360
10 10 10,374
Ortalama 10,390

SS 0,018

%BS 0,180
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Deneyler arasi kesinlik

Bolim 3.2.2.°de agiklandigr gibi ZHM’nin HBSS ortamindaki deneyler arasi kesinlik

sonuglar1 Cizelge 4.18°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.18. ZHM nin HBSS ortamindaki deneyler arasi kesinlik sonuglari

Konsantrasyon (ug/mL) | Ol¢iim No 1. Giin 2. Giin 3. Giin
1 7,793 7,811 8,545
2 8,002 7,880 8,439
8 3 8,01 7,659 7,247
Ortalama 7,935 7,783 8,077
SS 0,123 0,113 0,720
BS 1,550 1,454 8,925
1 10,181 10,543 9,040
2 10,154 10,159 8,974
10 3 10,543 10,220 9,186
Ortalama 10,293 10,308 9,067
SS 0,217 0,206 0,108
BS 2,107 2,002 1,198
1 12,253 12,182 12,464
2 11,955 11,952 11,798
12 3 12,464 12,218 11,894
Ortalama 12,224 12,117 12,052
SS 0,255 0,144 0,360
BS 2,090 1,192 2,986

Ozgiinliik ve secicilik

Boliim 3.2.2°de agklandigi gibi yontemin ZHM’ye 6zgii ve secici 0zellik gosterdigi Sekil
4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. a- HBSS ortaminin kromatogrami, b- 1 pg/mL konsantrasyonda ZHM igeren
HBSS ortamindaki HPLC kromatogrami

Dogrusallik

Boliim 3.2.2°de agiklandigi gibi ZHM’ nin HBSS ortam igerisindeki kalibrasyon dogrusu ve

kalibrasyon parametreleri Sekil 4.19°da sunulmaktadir.
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Sekil 4.19. ZHM nin HBSS ortamindaki kalibrasyon dogrusu

Stabilite

Boliim 3.2.2.°de anlatildigi gibi ZHM’nin HBSS ortam igerisinde kimyasal stabilitesi
Cizelge 4.19°da verilmektedir.

Cizelge 4.19. ZHM nin HBSS ortamindaki 72 saatlik stabilite test sonuglari

Zaman (saat) |0 6 12 24 36 72
Konsantrasyon | 8,49 8,48 8,45 8,43 8,30 8,27
(8 pg/mL)

Konsantrasyon | 10,54 10,34 10,25 10,14 10,13 10,06
(10 pg/mL)

Konsantrasyon | 12,13 12,11 11,95 11,73 11,59 11,55
(12 pg/mL)

Duyarlik ve saptama sinir1

Bolim 3.2.2°de anlatildign gibi ZHM’nin HBSS ortaminda miktar tayini yonteminde
duyarlilik sinir1 (Limit of Detection — LOD) ve saptama sinir1 (Limit of Quantification —

LOQ) hesaplama sonuglari sirasiyla 0,0076 pg/mL ve 0,023 pg/mL olarak tespit edildi.
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4.3. Nanokristallerin Hazirlanmasi

4.3.1. ZHM partikiil biiyiikliigiiniin ultraturaks ile kiigiiltiilmesi

ZHM kaba siispansiyonlar1 %0.5 a/a konsantrasyonunda distile su igerisinde disperse edildi
ve ultraturraks ile farkli hizlarda (rpm) ve farkli siirelerde ZHM nin partikiil boyutunun
kiigiiltiilmesi hedeflendi. Elde edilen bulgularda ZHM partikiillerinin ortalama 12um’ye
kadar indigi gorildii. Cizelge 4.20°de farkli karistirma hizlarinda ve farkli karistirma
stirelerindeki partikiil biiyiikliikleri goriilmektedir. Karistirma siiresinin artirilmasi belirli bir
degere kadar partikiillerin kiiglilmesini saglamasmna ragmen daha sonra yeniden

topaklasmaya yol actig1 tespit edildi.

Elde edilen sonuglarda yiiksek basing homojenizasyon oncesinde homojenizatoriin kiigiik
capli deliginin tikanmamast i¢in 6n karistirma ve partikiil biiyiikliigiiniin kii¢iiltme isleminin

ultraturraks ile yapilabilecegi ve 15.000 rpm de 10 dakikanin yeterli oldugu saptandi.

Cizelge 4.20. ZHM partikiillerinin ultraturraks ile farkli hiz ve zamanlarda kiigiiltiilmesi

Devir hiz1 Baslangic partikiil | Ortalama partikiil
(rpm) Zaman (dk) | piiikligii (um) (n=6) biiyiikliigii (n>5) + SS
5 22,6 +1,9
10 18,9+1,8
+
5000 15 26,95+ 1,95 18.1+02
20 14,0 £0,7
5 21,1+ 1,7
10 11,9+0.1
+
10000 15 28,95+ 1,47 13.6 023
20 12,7+0,2
5 17,4 +£0,8
10 12,23 £ 0,47
15000 2,34+1,2 : :
15 32,3 23 12,52 £ 0,52
20 11,65+0,76

4.3.2. Stabilizan kullamlmadan ZHM nanosiispansiyonlarinin hazirlanmasi

Ik olarak kaba ZHM partikiilleri distile suda disperse edildi ve ardindan ultraturraks ile &n
karistirma islemi yapildi. Stabilizan icermeyen bu ZHM siispansiyonlar1 Microfluidics
LV1’¢ konuldu. Farkli gegis sayilarinda elde edilen sonuglar Cizelge 4.21°de verilmektedir.
ZHM partikiillerinin distile suda topaklasmasindan dolay1 baslangi¢ partikiil blyiikligi
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yiiksek bulundu. Microfluidics LV1 ile 1 ge¢is sonrasinda dahi partikiill boyutunun
kiigiildiigii gozlendi.

ZHM partikiilleri stabilizan icermeyen ortamda 10 gegis sonrasinda 1000 nm’nin altinda
elde edildi. 5 gecis ise, istenilen boyutlarda nanosiispansiyon elde edilmesinde yetersiz kaldi.
Elde edilen nanosiispansiyonlarin partikiil biiytikligi dagilimi 0,4-0,9 arasinda vezeta
potansiyeli 20 mV’un {izerinde bulundu. Tim gegis sayilarinda elde edilen
nanosiispansiyonlarda 1 hafta icerisinde partikill bliyiimesi goriildii. Sicakligin da

partikiillerin stabilitesini saglamasinda etkili bir parametre olmadigi goriildii.

Formiilasyonlarda bir ¢ok topagin olusmasi ve partikiil bliyikligiinin artmasi nedeniyle

Ol¢iim sonuglar1 1 haftadan sonra alinamadi.
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Cizelge 4.21. Stabilizan icermeyen ortamda ZHM nin partikiil bliylikliigliniin kii¢tltiilmesi
ve kisa siireli fiziksel stabilitesi

Baslangic PB Devir hiza Zaman Ort. PB 1 gecis* sonrasi
(pum)(n=6) £SS (rpm) (dk) (nm)(n=6) £SS Ort.PB
(um)(n=6) +SS
26,93+1,96 15000 10 13,44+1,47 5,818 £ 0,291
30000 PSI Basing (Ortalama Partikiil Biiyiikligii (nm), Partikil Biyiikligi Dagilimi ve Zeta
Potansiyel) (n>3) + SS
5 Gegis 10 Gegis 20 Gegis 30 Gecis
Partikiil 1289,666 1125,133 969,833 824,01
biyiikligii (nm) +90,423 +73,228 +25,731 +9,48
P. B dagilimi 0,923 0,432 0,542 0,481
(PDI) +0,085 +0,125 +0,102 + 0,076
Zeta potansiyel 16,09 19,8 15,87 12,95
(mV) +1,10 +0,8 +1,04 +0,52
1 giin sonra 1 giin sonra 1 giin sonra 1 giin sonra 4°C
25°C 25°C 25°C
Partikiil 1701 1323 1082,666 918,633
biiyiikliigii (nm) +134,0 + 67 +19,139 +23,613
P. B dagilimi - 0,735 0,945 0,764
(PDI) +0,025 +0,086 +0,032
Zeta potansiyel - 3,59 0,327 0,428
(mV) +1,87 +9,940 +14,920
1 haftasonra 1 haftasonra 1 hafta sonra 1 hafta sonra
25°C 25°C 25°C 4°C
Partikiil - 5486 7371 6198,33
biiyiikliigii (nm) +86 + 128,0 +16,50
P. B dagilimi - - - -
(PDI)
Zeta potansiyel - - - -
(mV)
1 ay sonra 1 ay sonra 1 ay sonra 1 ay sonra 4°C
25°C 25°C 25°C
Partikiil - - - -
biyiikligi (nm)
P. B dagilim1 - - - -
(PDI)
Zeta potansiyel - - - -
(mV)

*Gegis sayisi, Microfluidics LV1°de siispansiyonun islem gérme sayisidir yani homojenizasyon

dongiisidiir.




112

4.3.3. Yiizey etkin maddelerin stabilizan olarak kullanildig1 nanokristaller

Yiizey etkin maddeler hidrofobik maddelerin yiizey alanlarini genisleterek ve yiizey
gerilimini diisiirerek 1slanabilirligini artirirlar. Partikiillerin etrafindaki elektriksel ¢ifte
tabakanin giicinii artirarak elektriksel stabilizasyonu saglamaktadirlar. Bu sayede ZHM
nanokristallerinin eldesinde partikiillerin 1slanmasini arttirarak topaklanmalarini azalmak ve
elektriksel stabilizasyonunu saglamak i¢in ylizey etkin maddeler kullanildi. Bu amagla

secilen yiizey etkin maddeler Tween 80, Poloksamer 188 ve Vitamin E TPGS’dir.

Tween 80 iceren ZHM nanokristallerin karakterizasyonu ve kisa siireli stabilite sonuclar

Cizelge 4.22-26’da, ZHM nanokristallerinin Tween 80 ile hazirlandiginda elde edilen
partikiil biytikliigi, partikiil biiytikligi dagilimi, zeta potansiyel ve kisa siireli stabilite

sonuclarini gostermektedir.
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Cizelge 4.22. ZHM: Tween 80 1:2 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa fiziksel stireli

stabilite sonuglari

Baslangic
PB Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) + (rpm) (dKk) (n=6) + SS (nm) (n=6) = SS
SS
22,37 +4,25 15000 10 9,24 + 1,37 3,193 +£2,890
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 853,03 + 6,90 0,5+0,1 34,53 +0,35
10 532,6 £ 22,1 0,443 £0,038 35,26 + 0,99
20 486,733+16,016 0,205 +0,025 35,86 +£0,35
30 461,66 +8,91 0,32 +£0,01 33,16 £0,38
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 855,166 + 69,024 0,389 = 1,290 -8,266 + 0,526
10 715,6 + 56,1 0,342+ 0,021 - 7,886 + 0,342
20 640,83+38,27 0,404+0,019 -9,05+0,137
30 424.76+14,36 0,193+0,062 -8,46+0,241
1 giin sonra (4 °C)
30 | 440,1£224 | 0,273£0,029 -11,8+0,7
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1244,667 £51,694 0,293+ 0,031 -12,43 £ 1,56
10 859,66 + 0,06 0,267 + 0,059 -49,56 + 66,19
20 659,66+41,54 0,210+0,026 -11,133+0,503
30 588,3+27,04 0,252+0,027 -12,86+0,67
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 4495493 | 0,23+0,03 -12,433 £0,451
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 2011,33+84,10 0,332 +0,013 11,33 + 1,55
10 691,133 £ 9,763 0,374 + 0,068 16,36 + 0,68
20 749,9+60,0 0,471+0,066 16,033+0,0557
30 657,7+13,9 0,386+0,042 17,033+0,862
1 ay sonra (4 °C)
30 | 734,4+26.6 | 0,48+0,03 25,633+0,750
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Cizelge 4.23. ZHM: Tween 80 1:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

Baslangic¢
PB Devir iz Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(um) (n=6) (rpm) (dk) | (m=6)+SS (um) (n=6) + SS
+ SS
2%'12895? 15000 10 | 11,02+3,11 3,370 = 0,458
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1057,67 + 8,08 0,344 £ 0,010 31,066 + 1,159
10 753,83 £ 40,68 0,423 +£0,038 32,1+0,5
20 587,1+ 69,1 0,357 +0,031 31,93 1,36
30 525,76 £26,53 0,342 £0,045 31,23 +1,23
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 720,1 £29,1 0,392 + 0,038 34,433 + 1,345
10 830,2 + 68,8 0,431 £ 0,002 33,73+ 1,32
20 564,06 £15,69 0,364 +0,094 31,2+ 0,6
30 506,166+130,184 0,367+0,051 31,9+1,1
1 giin sonra (4 °C)
30 | 5751475 | 0,526+0,021 | 31,23+0,49
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 997,033 + 30,730 0,532+ 0,032 14,5+ 1,34
10 1004,56 + 0,05 0,602 £ 0,651 24,26 + 0,602
20 812,86 43,11 0,364 + 0,094 22,1 +1,1
30 492,133+10,010 0,421+0,030 18,4+0,9
1 hafta sonra (4 °C)
30 887,43+6,1 |  0,361+0,036 | 25,33+0,472
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1038,3 42,7 0,591 + 0,010 9.57 + 0,63
10 959,033 + 225,170 0,653 £ 0,050 13,2+0,5
20 943,63 +77,52 0,629 +0,060 4,22 +0,26
30 866,166+96,644 0,570+0,058 4,73+0,51
1 ay sonra (4 °C)
30 | 995,06£26,70 |  0,61120,034 | 20,7+0,916
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Cizelge 4.24. ZHM: Tween 80 2:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

RaslAN e Ort. PB
PB Devir iz Zaman (um) (n=6) = 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) (rpm) (dk) s (nm) (n=6) =SS
+SS
2%?;; 15000 10 | 11,02+3,11 3,370 + 0,458
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1143 £ 90 0,303 £0,072 30,1 +£0,7
10 908,23 +£25,90 0,406 + 0,048 37,86 £ 0,50
20 678,1+ 18,1 0,256 £0,010 40,43 £1,01
30 570,56 +7,67 0,266 £0,040 37,9 £0,6
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1181,33 £ 52,27 0,429 + 0,075 27,43 £ 2,66
10 1156 + 100 0,361 £0,106 32,96 +£2,41
20 965,1 £103,8 0,212 £0,104 27,43 £ 1,50
30 823,2+71,5 0,195 £0,057 41,76 £ 0,05
1 giin sonra (4 °C)
30 | 699,33+58,80 |  0,353£0,049 | 40,104
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2033,33 +£2223,19 0,647+ 0,060 13,88 +£ 0,25
10 1382,6 + 136,1 0,34+ 0,04 21,33 £ 1,01
20 1029,07 + 105,43 0,332 + 0,033 21,1 £0,3
30 821,6+15,3 0,345+0,054 19,933+0,152
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 687,73£5545 |  0,360+0,062 | 25,37+0,37
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2013 + 308 0,59 £ 0,01 11,53+ 1,16
10 1268 £ 78 0,406 = 0,027 9,32+ 1,03
20 1456,3 £58,6 0,428 £0,072 12,133 +£0,750
30 1198,33+10,01 0,570+0,058 17,1£1,1
1 ay sonra (4 °C)
30 818,7:14,0 0,304+0,046 | 20,1+0,8
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Cizelge 4.25. ZHM: Tween 80 4:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuglari

Baslangie Ort. PB
PB Devir iz Zaman (um) (n=6) = 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) (rpm) (dk) s (nm) (n=6) =SS
+ SS
25,386 + 11,753 =
3585 15000 10 1.280 3,763 £ 0,577
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 881,03 £ 122,12 0,42+ 0,03 32,56 £ 1,95
10 758,96 + 23,28 0,44+ 0,01 33,33 +0,71
20 704,4+ 8,3 0,601 0,020 33,26 +0,87
30 540,2 £26,8 0,369 +0,065 35,43 +1,66
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5} 869,3 £ 1384 0,56 £ 0,08 27,46 £1,22
10 831,63 + 42,58 0,524 £ 0,027 30,33 £0,21
20 794,26 +£58,32 0,596 £0,060 29,66 + 0,46
30 618,9+43,5 0,377 £0,020 28,53 £0,15
1 giin sonra (4 °C)
30 458,133+20,130 0,418+0,037 28,66+0,55
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 895 £ 228 0,401+ 0,163 8,98 £ 0,58
10 1013,3+21,4 0,445 + 0,003 17,66 + 0,35
20 862,26 + 52,94 0,639+ 0,068 11,96 +0,31
30 627,26+69,06 0,293+0,038 19,46+0,67
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 609,9+26,0 |  0,496+0,049 | 18,9+0,257
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1874 + 163 0,715+ 0,096 -7,18+ 1,14
10 1127 + 83 0,806 + 0,058 3,74+ 1,51
20 1240,83 +£140,06 0,559+0,305 6,98 +0,46
30 1531,6£224,9 1+0 15,73+1,69
1 ay sonra (4 °C)
30 818,7+14,1 0,6230,048 | 16,53+2,38
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Cizelge 4.26. ZHM: Tween 80 8:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuclari

Baslangi¢ Ort. PB
PB Devir hiz1 Zaman —6) + 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(pm) (=6) | (pm) | (@) |®™& (m) (n=6) S
+SS
2486+932 | 15000 10 11,925 % 3,750 0,624
0,613
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 813,63 + 34,61 0,631 +0,109 26,86 + 0,95
10 738,53 £ 72,63 0,286 + 0,061 29,1 +£0,92
20 536,1+ 25,4 0,434 £0,018 38,96 £2,20
30 614,3 £29,3 0,386 £0,062 35,73 £2,83
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 922,76 +£29,92 0,887 £ 0,086 22,06 £1,25
10 910,7 + 55,3 0,487 + 0,082 29,1 +£0,9
20 949,43 +£57,53 0,497 £0,021 26,66 £ 1,36
30 78324285 0,664 +0,082 323+0.8
1 giin sonra (4 °C)
30 789,26+72,03 0,302+0,143 25,86+0,76
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1829 + 106 0,897+ 0,056 17,16 £ 0,65
10 1139,66 + 66,03 0,761 £ 0,064 23,6 +2,7
20 862,26 + 52,94 0,669+ 0,035 24,633 +1,069
30 790,9+78,5 0,562+0,033 32,73+3,04
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 1012,7+455 |  0,582+0,105 | 34,83+2,62
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1760,66 + 62,78 0,464+ 0,278 -4,17£0,72
10 1226,33+ 133,09 0,678 £ 0,037 6,54 + 0,31
20 1192 £18 0,656+0,020 -2,52 +0,49
30 941,43+82,82 0,453+0,118 -4,33+0,35
1 ay sonra (4 °C)
30 1119,3+56,4 0,479+0,055 ‘ 25,933+0,763
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Poloksamer 188 iceren nanokristallerin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel stabilite sonuclari

Cizelge 4.27-31°de, ZHM nanokristallerinin Poloksamer 188 ile hazirlandiginda elde edilen
partikiil biyiikligi, partikiil blyiikligi dagilimi, zeta potansiyel ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuglarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.27. ZHM: Poloksamer 188 1:2 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli

fiziksel stabilite sonuglari

Baslangi¢
PB Devir hiz1 Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(wm) (n=6) £ (rpm) (dk) (n=6) +SS (nm) (n=6) £ SS
SS
22,480 + 11,553 +
2826 15000 10 1,189 4,156 + 0,429
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 765,87 + 31,08 0,513 = 0,060 3436+ 0,67
10 730,5 +£55,6 0,508 0,103 388+ 1,6
20 645,934+46,88 0,254 +0,090 389+0,8
30 570,4 +42.0 0,432 +0,002 40,1 +0,6
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayis1 Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 596,53 +£47,40 0,434+ 0,020 37,26+ 1,70
10 837,26 + 79,01 0,518+0,010 38,38 +1,56
20 652,433 £33,980 0,472 +0,090 39,46+ 0,81
30 688,3+93,0 0,266+0,108 37,66+0,31
1 giin sonra (4 °C)
30 | 609,233+74,750 |  0,223+0,050 | 25,86+0,76
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1607,67+ 48,33 0,674+ 0,140 36,23+ 1,95
10 840,66 + 39,57 0,533 +0,028 35,06 £ 0,66
20 691,66 + 60,70 0,428+ 0,038 37,96 £1,55
30 760,033+57,946 0,423+0,096 37,1+ 0,6
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 621,63£3825 |  0,305+0,227 | 37,66+0,31
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2493,67 + 51,59 0,608+ 0,551 27+1
10 1651,67 + 52,20 0,397+ 0,040 28,56 2,21
20 1115426 0,672+0,090 30,26 £2,49
30 883,167+6,320 0,54+0,08 28,66+2,37
1 ay sonra (4°C)
30 | 746,1+4366 | 0483006 | 33,23+1,12
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Cizelge 4.28. ZHM: Poloksamer 188 1:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli
fiziksel stabilite sonuglari

Baslangic
PB Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) + (rpm) (dk) (n=6) + SS (nm) (n=6) = SS
SS
222”0196? 15000 10 | 10,393 + 0,670 3,193 £ 0,838
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gecgis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1882 + 162 0,896 = 0,220 34,53+ 0,90
10 1472 £ 100 0,546 £ 0,047 33,36+ 2,05
20 2093,6+292.8 0,877 £0,056 32,133 +0,583
30 1647419 0,807 £0,078 31,6 +0,3
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1656+ 466 0,934 £ 0,090 38,13+ 1,91
10 2510,33 + 536,23 1+0 292+1,4
20 2648 £284 0,413 £0,139 292+1,4
30 3863 £924 1+0 28,7+0,6
1 giin sonra (4 °C)
30 3033+615 1£0 32,4+0,8
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 7856+ 584 - -
10 6146+ 384 - -
20 8634+ 835 } :
30 7754+ 249 - -
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 7135+ 325 | - -
1 ay sonra (25 °C)
Gegcis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 10683+ 373 - -
10 9834+ 634 - -
20 9967+ 648 - -
30 9456+ 232 - -
1 ay sonra (4 °C)
30 9196+ 216 - -
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Cizelge 4.29. ZHM: Poloksamer 188 2:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli
fiziksel stabilite sonuglari

Baslangic
PB Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) + (rpm) (dk) (n=6) £ SS (nm) (n=6) = SS
SS
252”72013; 15000 10 | 12,400 + 1,153 5,683 + 0,80
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gecgis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1189,3+9,5 0,850 + 0,243 45,06 £ 0,85
10 867,4+ 129 0,413 +0,044 46,36 = 0,81
20 812,7 £20,1 0,373 +0,020 447 +0,8
30 696,6+25,1 0,278 £0,011 34,06 + 0,61
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1271,6+ 89,9 0,55 + 0,08 41,9+0,9
10 862,6 +£ 103,78 0,532 £ 0,099 41,33 £1,42
20 712,06 +8,18 0,324 + 0,086 42,56 £0,21
30 727,83+60,40 0,457 £ 0,240 35,23 £0,35
1 giin sonra (4 °C)
30 644,96+70,06 0,286 £ 0,086 35,17+0,19
1 hafta sonra (25 °C)
Gegcis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1733+ 146 0,378+ 0,271 42,4+ 0,9
10 1258,67+ 141,62 0,418+ 0,070 37,73+ 1,28
20 1977+ 121 0,43+£0,10 43,16+ 1,19
30 1365,33+ 34,01 0,438+ 0,070 25+ 1
1 hafta sonra (4 °C)
30 105533+ 52,27 [ 0,407+0,007 | 31,37+ 1,45
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2569,3+ 428,8 0,653+ 0,08 33,96+ 3,00
10 2262+ 149 0,47+ 0,12 28,46+ 0,51
20 2645,67+ 584,40 0,487+ 0,060 35,23+ 0,35
30 1439,67+ 65,01 0,534+ 0,058 21,46+ 1,15
1 ay sonra (4 °C)
30 1231+ 73 0,511+0,093 | 20,84+ 1,65




121

Cizelge 4.30. ZHM: Poloksamer 188 4:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli

fiziksel stabilitesi

Baslangic
PB Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(nm) (n=6) + (rpm) (dk) (n=6) + SS (nm) (n=6) = SS
SS
252”72013; 15000 10 | 12,400+ 1,153 5,683 = 0,80
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gecgis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1320 + 152 0,908 = 0,030 23,03+ 1,34
10 1068,66 + 91,22 0,386 =0,130 30,53 £1,36
20 769,03+71,87 0,534 +0,022 32,4+22
30 698,233+0,056 0,472 £0,042 35,76 £ 0,47
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1159,63+ 350,22 0,869 £ 0,109 37,03 £0,35
10 1057,33 + 26,50 0,91+ 0,05 32,16 £1,09
20 9445 £95,2 0,838 £ 0,045 30,96 + 0,84
30 745,33+11,75 0,411 +£0,011 36,33 +£ 0,83
1 giin sonra (4 °C)
30 656,16x12,17 0,508+0,083 31,53+0,90
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2716+ 377 1£0 32,46+ 1,30
10 1004,13+ 75,28 0,820+ 0,095 34,96+ 0,47
20 1114 +87 0,811 + 0,041 28,83 £ 1,17
30 792,23+ 115,37 0,524+ 0,088 33+ 0
1 hafta sonra (4 °C)
30 682,63£33,48 |  0.418+0,025 29,2+ 0,6
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 2606,6+ 337,4 1+0 29,43+ 237
10 2427,6+ 268,4 0,961+ 0,056 35,66+ 2,38
20 1684,3+ 298,0 0,929+ 0,046 14,6+ 2,5
30 1238+ 151 0,91+ 0,05 273+ 1,4
1 ay sonra (4 °C)
30 1219+ 78 0,947+ 0,051 24,2+ 5,0
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Cizelge 4.31. ZHM: Poloksamer 8:1 nanosuspansiyonunun karakterizasyonu ve kisa sureli

fiziksel stabilite sonuglari

](3;51:;1 1(11%56?5 Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
sS (rpm) (dk) (n=6) + SS (pum) (n=6) = SS
21,836 + 1,175 15000 10 10,173 £ 0,542 3,856 £1,55
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 906,53 + 58,81 0,847 £0,031 40,43+ 1,30
10 1401,66=+ 55,19 0,832+ 0,023 36,26+ 1,50
20 1305,66+57,29 0,512 +0,046 41,7+0,9
30 805,4+65,6 0,214+0,029 42,03 £2,85
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 888,3+39,8 0,936 + 0,058 38,66 = 0,36
10 1344,66+222,39 0,832+ 0,023 38,03 + 0,06
20 1481,33+160,25 0,421 +£0,198 37,66 + 1,60
30 1521,33+1,154 0,492 £ 0,026 39,16 £ 1,25
1 giin sonra (4 °C)
30 803,1+68,2 0,305+0,169 35,99+3,50
1 hafta sonra (25 °C)
Gecis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1358+ 107 0,924+ 0,270 35,03 £ 0,66
10 1382,66+ 26,50 0,912+ 0,006 38,93+ 0,90
20 1405,33 £199,90 0,528 £ 0,131 39,96 £ 1,20
30 1541,33+ 92,08 0,551+ 0,167 40,3+ 2,21
1 hafta sonra (4 °C)
30 1776:185 |  0,627+0,085 31,53+ 1,46
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2618,66+ 217,20 1+0 36,23+ 0,81
10 1817,66=+ 62,06 0,944+ 0,037 36,46+ 1,46
20 2003,66+ 77,39 0,825+ 0,196 413+ 14
30 1402+ 232 0,477+ 0,221 39,9+ 0,9
1 ay sonra (4 °C)
30 1681+ 187 | 0,879+ 0,062 33,46+ 1,17
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Vitamin E TPGS iceren ZHM nanokristallerinin karakterizasyonu ve kisa sureli fiziksel

stabilite sonuclari

Farkl1 yiizey etkin maddelerin, farkli oranlarinin ZHM nanokristallerinin partikiil biiytkligi
kugultilmesine ve kisa siireli fiziksel stabilitesine olan etkisinin incelenebilmesi icin segilen
diger yiizey etkin madde olan Vitamin E TPGS kullanilarak hazirlanan nanokristaller ile
ilgili bulgular Cizelge 4.32-36’de verilmektedir.

Cizelge 4.32. ZHM: Vitamin E TPGS 1:2 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli

fiziksel stabilite sonuglari

lzali;u(nfl:c;f Devirhizi | Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
M s (rpm) (dk) | (@=6)+SS (pm) (n=6) = SS
27,040 £2,246 | 15000 10 11,523 £0,933 | 3,726 + 0,66
30000 PSI basing¢ altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1215 + 67 0,499 £ 0,066 34,06+ 1,10
10 911,93+ 39,35 0,410+ 0,091 36,96+ 0,40
20 583,16+11,84 0,360 £0,013 31,56 £ 0,29
30 505,46+12,29 0,323+0,014 32,93 +£0,87
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1052,6+ 26,0 0,59 +£ 0,04 31,66 £ 0,72
10 927,73+43,27 0,473+ 0,058 21,43+ 0,42
20 638,6+£28,8 0,260+ 0,113 29,33+ 0,68
30 607,6+38,1 0,411 +£0,015 31,6 1,2
1 giin sonra (4 °C)
30 | 803,12682 |  0,443+0,010 32,240,8
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 954,43+ 147,70 0,465+ 0,154 25,56 + 2,54
10 861,933+ 45,150 0,399+ 0,050 21,43+ 0,42
20 960,33 +6,85 0,505 £ 0,031 26,76 £ 0,568
30 680,76+ 31,90 0,114 +0,042 25,4+ 0,5
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 664,9+63,9 | 0,524+ 0,069 28,73+ 1,11
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1546,3+ 96,3 0,551+ 0,069 8,51+ 0,26
10 958,76+ 44,18 0,569+ 0,051 9,16+ 0,69
20 858,4+ 69,4 0,526+ 0,016 14,96+ 0,95
30 927,5+ 69,3 0,447+ 0,047 17,66+ 0,77
1 ay sonra (4 °C)
30 [ 10093+342 | 0,608+ 0,064 22,33+ 0,45
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Cizelge 4.33. ZHM: Vitamin E TPGS 1:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli
fiziksel stabilite sonuglari

Baslangl_g: #E Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(um) é‘S“Q * (rpm) @dk) | (n=6)£SS (um) (n=6) £ SS
23,446+ 2,262 | 15000 10 7,803 £0,164 | 3,62+0,73
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1128 + 68 0,614 = 0,048 18,03 £0,80
10 897,93+ 72,46 0,441+ 0,054 28,56+ 0,97
20 662,8+29,9 0,316 £0,047 28,56+ 0,55
30 612,1+16,5 0,311+0,040 31+1
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1062+ 59 0,496+ 0,156 22,26 + 3,06
10 964,7+80,6 0,446+ 0,043 31,7+ 1,41
20 659,6+28.8 0,426 + 0,029 28,93+ 1,38
30 618,36+25,67 0,311 £ 0,040 31+1
1 giin sonra (4 °C)
30 612,33+£9,48 0,401 0,010 30,3£1,5
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1183,6+ 30,7 0,657+ 0,003 20,6 £4.9
10 1025,6+ 71,5 0,580+ 0,197 32,26+ 1,50
20 765,13+49,25 0,621 +0,027 27,1+£0,5
30 582,74+ 37,1 0,523 £ 0,015 30,23+ 0,45
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 628,16+72,61 | 0,49+ 0,02 | 26,16+ 1,04
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1181,6+85,0 0,814+ 0,053 18,03 £2,33
10 1135+ 18 0,663+ 0,043 33,8+ 0,8
20 714,73+£157,40 0,541 £ 0,068 30,2+0,3
30 631,3+ 45,8 0,465+ 0,010 30,66+ 0,40
1 ay sonra (4 °C)

30 | 610,06:4587 |  0465£0,177 | 28,63+ 1,65
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Cizelge 4.34. ZHM: Vitamin E TPGS 2:1 nanokristalininkarakterizasyonu ve kisa siireli
fiziksel stabilite sonuglari

](safr:;l I(lfl:%ff Devir iz Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
s (rpm) | (@) | (=6)SS (1m) (n=6) + S
25,883+ 1,287 | 15000 10 14,506 + 0,899 | 4,916+ 0,257

30000 PSI basing altinda 0. giin

Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1326,33 + 13,31 0,384 £ 0,145 43,16 + 1,26
10 974,5+ 28,1 0,227+ 0,029 44,3+ 0,5
20 716,1£27,5 0,269 +0,044 41,5+ 0,8
30 602,16+22,96 0,205+0,020 41,23+ 1,24
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1479+ 26 0,425+ 0,075 43,23 +0,23
10 853,56+69,02 0,390+ 0,080 48,96 +£ 0,75
20 842,16+42,97 0,37 + 0,01 41,1 +0,4
30 626,9+46,3 0,282 + 0,020 51,03+ 0,64
1 giin sonra (4 °C)
30 628,91+25,60 0,373 £ 0,021 31,03£1,26
1 hafta sonra (25 °C)
Gecis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1388,3+ 109,4 0,365+ 0,06 35,66+ 0,66
10 863,86+ 44,67 0,263+ 0,040 29,2 +0,5
20 868,23+21,07 0,36 £0,12 37,8+0,9
30 631,3+ 26,6 0,359+ 0,015 39+ 1
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 61573£18,17 |  0,34+0,062 32,93+ 1,5
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1369,6£119,2 0,568+ 0,042 7,26 £2,33
10 909,8+ 109,7 0,405+ 0,11 9,31+ 0,22
20 853,1+£26,9 0,312+ 0,05 37,2+0,4
30 653,03+ 45,62 0,41+ 0,02 32,43+ 0,51
1 ay sonra (4 °C)
30 | 62426£21,04 | 0,384+ 0,034 31,92+ 1,07
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Cizelge 4.35. ZHM: Vitamin E TPGS 4:1 nanokristalininkarakterizasyonu ve kisa siireli

fiziksel stabilite sonuglari

](safr:;l I(lfl:%ff Devir iz Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
" sSS (rpm) (dk) (n=6) £ SS (nm) (n=6) + SS
28,766+ 3,392 | 15000 10 11,320+ 0,383 | 3,866+ 0,135

30000 PSI basing altinda 0. giin

Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1089,5 £ 251,5 0,67 0,07 28,8+ 1,6
10 775,36+51,51 0,29+ 0,05 34,56+ 0,32
20 653,9+5,6 0,29 +0,07 36,93+ 3,95
30 601,66+75,38 0,411 £0,071 32+ 2
1 giin sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1653,33+ 25,53 0,551+ 0,067 26,7+£2,6
10 1034,2+69,3 0,661+ 0,029 28,53 +£ 2,05
20 536 £ 77 0,534+ 0,070 30,7+1,0
30 669,46+34,10 0,285 £ 0,168 26,53+ 1,70
1 giin sonra (4 °C)
30 611,33+38,10 0,536 + 0,021 26,4+1,2
1 hafta sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1705,6+ 199,0 0,664+ 0,015 31,43+2,73
10 1046,88+ 90,75 0,495+ 0,040 28,36 £ 1,16
20 839,7+75,3 0,639 +0,035 26,6 £2,0
30 706,06+68,81 0,59 +0,01 264+ 1,2
1 hafta sonra (4 °C)
30 | 73236+5583 | 0,77+ 0,05 25,3+ 0,6
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1870,6=£77,1 0,671+ 0,072 -7,57 £ 0,88
10 1162,33+ 51,36 0,821+ 0,030 6,153+ 0,680
20 1031,867+£65,610 0,559 + 0,056 11,96 £ 0,31
30 1028,867+37,630 0,853 £ 0,030 15,73 £ 1,69
1 ay sonra (4 °C)
30 | 1137+ 58 | 0,623+ 0,050 23,36+ 1,36
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Cizelge 4.36. ZHM: Vitamin E TPGS 8:1 nanokristalininkarakterizasyonu ve kisa siireli
fiziksel stabilite sonuglari

](sai:;l 1(11%56?5 Devir hizi Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
H e (rpm) (dk. (n=6) £ SS (nm) (n=6) £ SS
27,376+ 2,754 15000 10 10,843 + 0,379 3,93+ 0,70
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1147 £ 81 0,686 + 0,095 28,86 + 3,10
10 1000,8+ 57,7 0,618+ 0,035 31,23+ 0,80
20 754,46+11,03 0,844 +0,108 30,43+ 0,35
30 675,7+76,0 0,518 +£0,086 13,63+ 0,71
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 943,33+ 65,54 0,753+ 0,055 20,03 £0,51
10 1046,63+119,22 0,864+ 0,121 31,66+ 1,25
20 903,06 + 54,92 0,824 + 0,052 28,43+ 1,12
30 718,46+45,29 0,86 = 0,06 13,16 £ 1,07
1 giin sonra (4°C)
30 728,45+68,28 0,81 £0,06 14,73+0,42
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 955.03+ 30.75 0,842+ 0,095 16,7+2,6
10 10724+ 47 0,67+ 0,03 31,66 £ 1,16
20 722,4426.6 0,733 +£0,058 23,16 £ 0,32
30 752,1£ 22,5 0,46 £0,05 11,73,63 + 0,97
1 hafta sonra (4°C)
30 | 732,36+5583 |  0,774+0,032 7,046+ 0,532
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1870,6+77,1 0,774+ 0,024 19,36 £ 0,91
10 1024,37+ 108,90 0,709+ 0,037 27,63+ 1,21
20 954,4+56,5 0,703 £ 0,022 232+1,7
30 724,36+22,03 0,881 +0,156 9,63 +1,79
1 ay sonra (4 °C)
30 | 87436+8538 | 0,866+ 0,090 7,12+ 1,43
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4.3.4. Polimerlerin stabilizan olarak kullamildig1 nanokristaller

Polimerlerin  nanokristallerin  stabilitesini sterik stabilizasyon ile saglayabilecegi
bilinmektedir. Bu amagla nanokristal hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan stabilizanlardan

olan PVP K30 ile HPMC segilerek formiilasyonlar hazirlandu.

HPMC iceren ZHM nanokristallerinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel stabilite

sonuglari

Stabilizan olarak HPMC kullanilarak hazirlanan nanokristallerin karakterizasyonu ve kisa

stireli fiziksel stabilite sonuglar1 Cizelge 4.37-41°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.37. ZHM: HPMC 1: 2 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

](sai:;l 1(11%56?5 Vit e i) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
H e P (dk) (n=6) = SS (um) (n=6) = SS
24,806+ 2,746 15000 10 9,666 £ 0,126 3,63+ 0,86
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1056 + 128 0,556 = 0,083 12,4+0,9
10 764,63+ 61,90 0,531+ 0,026 13,23+ 0,74
20 650,33+50,01 0,451 £0,067 14,4+ 1,1
30 627,8+27,7 0,320 £0,177 13,0+ 0,6
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 819+ 39 0,489+ 0,020 13,1+0
10 903,23 + 60,16 0,663+ 0,108 13,93 £0,45
20 699,03 + 60,18 0,169 £+ 0,046 14,16 £ 1,49
30 714,166+35,660 0,328 + 0,210 4,43+0,31
1 giin sonra (4°C)
30 537,8+11,5 0,361 £0,126 12,93+0,74
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 8552+ 42.5 0,443+ 0,030 5,630 £ 0,933
10 875,3+ 56,6 0,423+ 0,050 1,136 £ 0,284
20 719,53 + 17,76 0,403+0,045 7,950 £ 0,533
30 715,36+87,22 0,591 £0,060 1,006 = 0,081
1 hafta sonra (4°C)
30 675,16£32,71 | 0,204+ 0,037 | 12,44+ 0,28
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 917,4+78,3 0,582+ 0,010 2,47 £0,74
10 901,46+ 50,97 0,673+ 0,110 -0,863+ 0,056
20 770,73+47,95 0,429+ 0,005 7,41 +£0,36
30 727,8 £27,7 0,545 £ 0,023 -1,33+0,16
1 ay sonra (4 °C)
30 826,26+ 130,81 0,202+ 0,035 ] 11,133+ 0,208
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Cizelge 4.38. ZHM: HPMC 1:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuglari

](3:1511;1 1(11%56?5 Rt Lo (i) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
sS (dk) (n=6) + SS (num) (n=6) + SS
21,06+ 0,99 15000 10 11,650 + 0,797 3,56+ 0,25
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 757,3 £ 108,5 0,291 + 0,150 6,33 +0,18
10 1165,66+ 8,73 0,36+ 0,33 5,26+ 0,87
20 812,26+33,69 0,214 +0,028 8,85+ 0,28
30 539,9+76,0 0,300 +0,109 8,28+ 0,20
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 744,36+ 40,46 0,304+ 0,076 5,42 + 0,06
10 816,93 + 74,34 0,332+ 0,057 59+0,5
20 717,83 £49,01 0,370 + 0,106 6,08 + 0,45
30 604,13+39,52 0,201 + 0,095 8,12+0,13
1 giin sonra (4°C)
30 528,56+21,33 0,17+0,10 12,23+1,15
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1103,33+ 85,59 0,554+ 0,110 5,86 +0,38
10 829,9+ 18,6 0,533+ 0,036 5,56 +1,27
20 855,56 = 13,97 0,389+0,085 2,393 £ 0,331
30 683,6+32,5 0,296 + 0,040 8,02 +0,30
1 hafta sonra (4°C)
30 | 655,17£3291 | 0,212+ 0,156 8,90+ 0,32
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1063,33+ 190,71 0,514+ 0,217 -1,94 £ 0,27
10 911,1+ 110,0 0,326+ 0,14 4,17+ 0,71
20 1007,5+£93,2 0,415+ 0,204 1,91 +£0,33
30 749,13 £28,16 0,371 + 0,009 5,16 £0,27
1 ay sonra (4 °C)
30 | 685,16£30,35 | 0,296+ 0,035 6,35+ 0,15
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Cizelge 4.39. ZHM: HPMC 2:1 formiilasyonunun karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuglari

](sai:;l 1(11%56?5 Vit e i) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
H e P (dk) (n=6) = SS (um) (n=6) = SS
21,653+ 0,30 15000 10 9,413 + 0,607 3,55+ 0,602
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 883,26 + 75,41 0,57 +0,04 1,553 £ 0,305
10 1228,66+ 90,12 0,495+ 0,085 0,827+ 0,170
20 723,0+52,4 0,106 =0,050 1,043+ 0,100
30 959,13+38,05 0,300 0,138 1,53+ 0,27
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1055,67+ 169,26 0,26+ 0,103 1,06 + 0,05
10 1666,67 + 84,58 0,595+ 0,080 1,13+ 0,11
20 907,1 +£85,3 0,282+ 0,141 1,76 £ 0,33
30 941,96+72,51 0,307 £ 0,138 0,987 £ 0,242
1 giin sonra (4°C)
30 879,26+9,84 0,259+ 0,140 0,697+ 0,260
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1068.66+ 63.73 0,315+ 0,120 1,41 £0,24
10 2135,3+219.,8 0,683+ 0,097 1,38+0,44
20 1112,33 + 34,23 0,682+0,060 0,94 £ 0,06
30 1572+19 0,406 + 0,181 0,889 + 0,150
1 hafta sonra (4°C)
30 | 1308,33+44,45 | 0,776+ 0,061 | 0,356+ 0,070
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1160,66+ 177,96 0,979+ 0,028 -2,04 £0,263
10 2803,33+ 294,50 0,558+ 0,262 4,87+ 0,398
20 1288+56 0,622+ 0,040 0,615+0,217
30 2803,33 £294,47 0,356 + 0,230 2,223 £ 0,568
1 ay sonra (4 °C)
30 | 117033+ 128,60 | 0,776+ 0,061 | -1,84+ 0,64
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Cizelge 4.40. ZHM: HPMC 4:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

](S:ISI:;I 1(11%56?5 Devir hiza (rpm) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
sS (dk) (n=6) + SS (um) (n=6) + SS
22,43+ 1,28 15000 10 11,763 +£ 0,213 3,92+ 0,08
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 926,26 + 79,48 0,395+ 0,135 10,5+ 0,4
10 732,06+ 89,94 0,363+ 0,130 12,5+ 1,4
20 592,03£33,45 0,400 +0,008 14,66+ 0,49
30 687,7+ 11,94 0,442 + 0,084 15,1£0,7
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 997,5+ 49,9 0,34+ 0,05 10,5+ 0,1
10 971,0 + 19,6 0,388+ 0,024 11,63 £ 1,27
20 590,23 + 44,47 0,395 £ 0,090 14,46 £ 0,84
30 917,86+58,38 0,531+ 0,009 15,1+£0,7
1 giin sonra (4°C)
30 578,7+£38,4 0,151+0,090 15,32+0,46
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1000,166+ 88,060 0,372+ 0,240 3,02+0,12
10 979,0+ 22,3 0,456+ 0,088 8,69 + 1,85
20 786,4 + 169,6 0,419+0,150 5,32 +1,07
30 1101,334+44,37 0,517 £ 0,070 5,41 £1,02
1 hafta sonra (4°C)
30 | 634,86+ 14,55 | 0,187+ 0,028 | 5104
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1172,66+ 299,52 0,897+ 0,169 3,89 £ 0,41
10 1208+ 201 0,916+ 0,109 7,42+ 0,95
20 819,73 £ 5,31 0,60+0,06 6,37+0,14
30 1331,33 £25,78 0,597 + 0,262 2,17 £0,65
1 ay sonra (4 °C)
30 | 1034,3+ 22,0 | 0,193+ 0,230 | 1,85+ 0,16
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Cizelge 4.41. ZHM: HPMC 8:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel

stabilite sonuglari

](3:1511;1 1(11%56?5 Rt Lo (i) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
sS (dk) (n=6) + SS (num) (n=6) + SS
21,98+ 1,80 15000 10 10,66 + 0,12 3,93+ 0,04
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 752,63 + 48,88 0,696 + 0,071 6,18 £0,98
10 705,7+ 86,5 0,284+ 0,086 9,26 = 1,06
20 648,86+37,04 0,454 +0,075 9,47+ 0,19
30 555,43 £ 21,04 0,186 = 0,044 131
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 725,66+ 15,23 0,310+ 0,171 4,073 + 0,050
10 612,26 + 62,35 0,173+ 0,027 11,16 + 0,45
20 529,13 £ 19,61 0,225+ 0,054 11,5+0,5
30 426,73+21,60 0,189+ 0,055 6,46 £0,21
1 giin sonra (4°C)
30 379,4+62,0 0,127+0,090 1,69+0,78
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 867,73+ 69,14 0,348+ 0,217 7,49 £ 0,36
10 833,56+ 71,71 0,483+ 0,104 7,23 +£0,46
20 713,93 + 39,29 0,214+0,078 3,52+0,52
30 669,33£10,65 0,177 + 0,032 10,9 +0,6
1 hafta sonra (4°C)
30 | 610,46£20,46 | 0,114+ 0,103 3,866+ 0,447
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1884,33+ 32,83 0,89+ 0,03 0,913 £0,577
10 970,46+ 41,15 0,614+ 0,181 7,003+ 0,235
20 962,96 + 72,94 0,683+0,057 4,13 +0,69
30 910,03 £10,82 0,690 + 0,050 4,8 £0,49
1 ay sonra (4 °C)
30 | 859,13+33,00 | 0,881+ 0,011 -8,38+ 1,62
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PVP K30 iceren

ZHM nanokristallerinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel stabilite

sonuglari

ZHM nanokristallerini hazirlamak i¢in kullanilan PVP K30 ile ilgili sonuglar Cizelge 4.42-

46°de verilmektedir.

Cizelge 4.42. ZHM: PVP K30 1:2 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

Baslangi¢ PB . Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(pm) ég—6) = | Devir hizi (rpm) (dk) (n=6) % SS (pm) (0=6) = SS
20,84+ 0,45 15000 10 10,446 + 0,607 3,706+ 0,251
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 924 + 166 0,582 + 0,095 21,03 +1,94
10 817,1+ 39,3 0,282+ 0,135 20,76 +£ 0,76
20 815,3+152,2 0,708 £0,035 13,7+ 0,35
30 451,93 + 30,08 0,436 = 0,067 22,03+ 0,78
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 922,06+ 35,85 0,76+ 0,02 28,33+ 1,01
10 1305,36 + 314,80 0,963+ 0,027 22,2+0,7
20 1014,56 + 81,50 0,547 £ 0,162 22,06 + 1,00
30 484,76+£34,89 0,413+0,112 12,26 £ 0,91
1 giin sonra (4°C)
30 | 536,03+8,51 | 0,324 + 0,024 | 24,33+1,50
1 hafta sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1866,3+ 385,6 0,968+ 0,055 21,56 +£0,93
10 1777,3+ 205,1 1,00+ 0,00 18,8 £ 0,1
20 1011,4+49,6 0,862+0,234 19,16 £ 0,72
30 857,1+ 333,8 0,627 + 0,360 19,8 +0,8
1 hafta sonra (4°C)
30 | 585,16:36,89 | 0,419+ 0,167 | 22,36+ 0,929
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 2438,33+ 200,06 1,00+ 0,00 -0,833 £ 0,115
10 2673,54+ 194,37 1,00+ 0,00 -0,513+ 0,067
20 2596 + 184 1,00+ 0,00 -1,02+ 0,05
30 1513 £215 0,959 + 0,070 -1,19£0,13
1 ay sonra (4 °C)
30 | 821,4+32,9 | 0,710+ 0,163 | 3,38+ 0,22
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Cizelge 4.43. ZHM: PVP K30 1:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuglari

Baslangic
PB Devir iz Zaman | Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
(um) (n=6) = (rpm) dk) | (m=6)+SS (um) (n=6) = SS
SS
21,84+ 1,74 15000 10 12,193 +£ 2,242 3,853+ 0,550
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 649,8 +31,4 0,394 + 0,035 234+03
10 495,56+ 21,08 0,257+ 0,020 25,46 0,40
20 417,96+26,33 0,301 £0,012 29,33+ 1,16
30 3643+17,9 0,232+ 0,048 26,8 £ 0,5
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 757,8+ 58,0 0,190+ 0,029 27,8 +1,1
10 611,93 +40,23 0,201+ 0,136 279+0,4
20 484,33 + 5,50 0,331+ 0,146 20,33 + 0,50
30 588,16+25,21 0,385+ 0,167 18,0+ 0,4
1 giin sonra (4°C)
30 457,7+10,6 0,239 + 0,023 15,06+0,12
1 hafta sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 997,1+ 25,0 0,536+ 0,078 18,5+0,2
10 767,1+ 88,9 0,585+ 0,066 21,1 £0,8
20 595,133+ 20,200 0,438+0,017 21,53+ 1,00
30 720,23+ 25,70 0,528 £0,013 21,83 £2,27
1 hafta sonra (4°C)
30 534267844 | 0,553£0,126 | 25,3+ 0,9
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1105+ 110 0,794+ 0,084 13,96 + 0,20
10 780,84+ 83,6 0,576+ 0,141 10,99+ 0,19
20 666,16 + 55,92 0,483+ 0,122 17,6+ 2,9
30 753,6 £48,5 0,543 +£ 0,050 15,98+ 0,47
1 ay sonra (4 °C)
30 677,86x 13,03 |  0326£0,057 | 14,53+ 0,26
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Cizelge 4.44. ZHM: PVP K30 2:1 naosilispansiyonunun karakterizasyonu ve kisa siireli

fiziksel stabilite sonuglari

](S:ISI:;I 1(11%56?5 Devir hiza (rpm) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
sS (dk) (n=6) £ SS (um) (n=6) + SS
20,063 + 1,778 15000 10 10,79+ 1,13 3,70 £0,70
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1040,33 + 36,07 0,975 + 0,043 27,933 £ 0,378
10 1173,7+ 20,7 0,711+ 0,067 26,4+0,9
20 811,4+86,4 0,632 +0,045 28,23+ 1,04
30 680,83 + 265,60 0,630+ 0,029 29,43+ 1,26
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1460+ 67 1+ 0 29,1 +£3,0
10 1080 + 153 0,790+ 0,042 26,03 + 0,85
20 890,46+145,97 0,517+ 0,061 25,96 + 0,45
30 711,23+45.95 0,277+ 0,060 32,46 £2,56
1 giin sonra (4°C)
30 858,16£105,38 0,766 + 0,136 27,740,556
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 972,36+ 106,69 0,863+ 0,147 28,96 + 0,59
10 1292,66+ 36,22 0,786+ 0,100 22,9+0,9
20 849,6+ 80,4 0,674+0,092 25,066+0,472
30 757,73+ 21,01 0,439+ 0,049 25,63 + 0,68
1 hafta sonra (4°C)
30 | 878,76:43,98 | 0,640+ 0,085 | 27,4+ 0,9
1 ay sonra (25 °C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1357,66+ 135,00 1+£0 18,16 0,45
10 1323,66+ 211,85 1+0 9,53 £1,180
20 908,7 + 50,1 0,435+ 0,094 7,633+ 0,693
30 853,53 +87,47 0,611+ 0,190 8,413+ 0,335
1 ay sonra (4 °C)
30 | 978,5+ 24,9 | 0,675+ 0,086 | 9,76+ 1,62
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Cizelge 4.45. ZHM: PVP K30 4:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuclari

](S:ISI:;I 1(11%56?5 Devir hiza (rpm) Zaman Ort._PB (pm) 1 Gegis Sonias1 Ort. PB
S5 (dk) (n=6) = SS (pm) (n=6) = SS
21,876 £ 1,465 15000 10 9,923 + 1,006 3,703 £ 0,305
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 852,1+£274 0,605 £ 0,164 20,36 £ 2,31
10 744,56 + 13,54 0,239+ 0,119 29,1£ 0,5
20 623,23 + 8,54 0,579 +0,085 28,03+ 1,27
30 575,9+29,9 0,413+ 0,068 27,53+0,71
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 953,7+118,7 0,613+ 0,052 25,13 £4,12
10 839,06 + 34,36 0,538+ 0,025 26,03 £0,85
20 773,4495,1 0,496+ 0,047 25,96 + 0,45
30 607,76+66,76 0,477+ 0,056 25,46 + 2,58
1 giin sonra (4°C)
30 523,13+27,10 0,615+0,094 29,9+0,9
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1081,16+ 137.13 0,47+ 0,22 27,26 + 0,84
10 1327+ 107 0,968+ 0,048 26,8+1,3
20 724,73+ 104,98 0,508+0,135 22,0+0,6
30 614,83+ 62,48 0,405+ 0,191 23,96 +£ 0,31
1 hafta sonra (4°C)
30 610,46+ 39,09 | 0,854+ 0,061 | 27,7+ 0,6
1 ay sonra (25 °C)
Gegcis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1182,6+ 64,1 0,673+ 0,111 13,83+ 0,15
10 1492,33+ 264,22 0,941+ 0,092 13,36 + 0,25
20 782,46+ 48,46 0,407+ 0,072 11,33+ 0,89
30 718,9 £45,3 0,391 £ 0,059 15,83+ 0,35
1 ay sonra (4 °C)
30 749,13+ 9,92 | 0,538+ 0,096 | 22,86+ 0,71
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Cizelge 4.46. ZHM: PVP K30 8:1 nanokristalinin karakterizasyonu ve kisa siireli fiziksel
stabilite sonuclari

](S:ISI:;I 1(11%56?5 Devir hiza (rpm) Zaman Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB
= (dk) (n=6) = SS (pm) (n=6) + SS
22,833 +£1,950 15000 10 9,902 + 0,105 3,606 £ 0,667
30000 PSI basing altinda 0. giin
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1021,8 £ 72,6 0,861 +£0,240 31,83+ 1,49
10 866,56 + 136,42 0,529+ 0,372 29,03+ 1,12
20 640,33+ 62,62 0,616 +0,030 27,66+ 1,20
30 731,16 + 38,60 0,646+ 0,062 298+1,3
1 giin sonra (25°C)
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1074,1+ 76,4 0,937+ 0,076 31,03+ 1,55
10 904,33 + 88,50 0,975+ 0,004 32,7+0,6
20 923,16+17,73 0,749+ 0,082 22,7+0,6
30 752,93+7,66 0,433+ 0,041 27,7+0,8
1 giin sonra (4°C)
30 745,7+28,4 0,496+0,290 29,1+1,6
1 hafta sonra (25°C)
Gecis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 13184 249 0,963+ 0,141 9,41 % 0,56
10 914,66 +£119,90 0,942+ 0,193 3,096 + 0,546
20 1049,33+ 35,36 0,721+0,161 13,68+1,94
30 760,2+ 48,8 0,646+ 0,062 9,30 + 0,89
1 hafta sonra (4°C)
30 | 731,76+ 7,23 | 0,301 0,071 | 12,09+ 1,36
1 ay sonra (25 °C)
Gegcis sayisi Ort. PB (hm) PDI ZP (mV)
5 1708,3+ 98,7 0,673+ 0,111 3,95+0,54
10 1073,03 £ 119,90 0,935+ 0,355 3,29+ 0,55
20 1200,33+ 46,82 0,685+ 0,112 7,176+ 0,241
30 850,2 £34,7 0,609 £0,019 7,41+ 0,35
1 ay sonra (4 °C)
30 | 927,9+ 38,9 | 0,361+ 0,051 | 22,86+ 0,71
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4.3.5. Nanokristal formiilasyonlariin genel degerlendirilmesi

Tween 80, Poloksamer 188, Vitamin E TPGS, PVP K30 ve HPMC stabilizanlar1 ile 1:2, 2:1,
1:1, 4:1 8:1 oranlarinda etkin madde stabilizan oranlarinda ve 5,10,20 ve 30 ge¢is sayilarinda
nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanip karakterize edilerek kisa siireli fiziksel stabilite

caligmalar1 yapilmistir.

Formiilasyonlarin karakterizasyonu PB, PDI ve ZP degerleri agisindan degerlendirilmis olup
bu degerler bir giin, bir hafta ve bir ay araliklariyla takip edilmistir. Nanokristaller 6ncelikle
ultraturraks ile on partikiil kii¢liltme islemine tabi olmus ve sonrasinda mikrofluidizasyon
islemi gerceklestirilmistir. Mikrofluidizsyon iglemi ile yapilan bir gecis sonrasinda <1000
nm boyutu elde edilemez iken 5 gecis sonrasi1 nanokristal elde edilmistir. Genel olarak 5 ve
10 gecis arasinda partikiil biiyiikliiklerinde ¢ok fark olmaz iken en fazla partikiil boyutu
kiigiilmesi 30 geg¢is sonrasinda gergeklesmistir. Yiizey etkin madde iceren formiilasyonlarda
20 ve 30 gecis arasinda PB agisindan anlamli fark bulunurken polimer igeren
formiilasyonlarin 20 ve 30 gecis sonrasi PB agisindan sonuglari anlamli goriilmemistir

(p>0,05).

4.3.6. Nanosiispansiyon formiilasyonlarinda deney tasarimi (DoE) uygulamasi

Nanokristal formiilasyonlarinda yiizey etkin maddeve polimer igerenler ile hazirlananlar
degerlendirilmistir. Deney tasarimi ile olusturulan deney diizenine gore deneyler
tamamlandiktan sonra istatistiksel calismalar yapilmistir. Deney tasarimi yaklasiminda
yiizey etkin madde/polimer tipi ve oram1 bagimli degisken olurken, partikiil biiylikligi,
partikiil biytkligii dagimi ve zeta potansiyel degerleri bagimsiz degiskenler olarak
se¢ilmistir. Bolim 3.2.3.’de verilen deney tasarimi yaklasimina gére yapilan deneylerin

sonuglari Cizelge 4.47°de verilmektedir.
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Cizelge 4.47. Deney tasarimi ile yapilan deneylerin bagimli degisken sonuglari

Deney YEM Tipi ZHM:YEM PB (nm) PDI ZP (mV)

No orani

1 Tween 80 8:1 598,2 0,427 34
2 Vit E TPGS 4:1 559,6 0,478 33,2
3 Tween 80 4:1 568,4 0,307 33,9
4 Tween 80 8:1 648,1 0,417 39
5 Poloksamer 188 8:1 815,8 0,221 43,1
6 Vit E TPGS 8:1 618,6 0,435 13
7 Tween 80 2:1 579 0,238 37,6
8 Vit E TPGS 4:1 556,7 0,42 32,9
9 Vit E TPGS 4:1 688,7 0,335 29,9
10 Tween 80 2:1 568,7 0,316 38,6
11 Tween 80 1:2 455,6 0,316 33,6
12 Poloksamer 188 8:1 735,2 0,24 44,2
13 Tween 80 8:1 596,6 0,314 34,2
14 Tween 80 4:1 537,1 0,365 37,2
15 Poloksamer 188 2.1 676,5 0,278 334
16 Vit E TPGS 8:1 646,5 0,607 13,5
17 Tween 80 4:1 515,1 0,437 35,2
18 Tween 80 2:1 564 0,246 37,5
19 Vit E TPGS 1:1 688,3 0,414 32,3
20 Vit E TPGS 8:1 762 0,513 14,4
21 Tween 80 1:1 510,7 0,357 30,2
22 Tween 80 1:2 4575 0,389 32,9
23 Poloksamer 188 8:1 865,2 0,183 38,8
24 Vit E TPGS 2:1 688,3 0,414 32,3
25 Poloksamer 188 2:1 712,6 0,351 34,6
26 Poloksamer 188 2:1 794.,4 0,727 34,2
27 Vit E TPGS 2:1 669,3 0,438 33
28 Tween 80 1:2 4719 0,351 33
29 Poloksamer 188 1:1 1564 0,851 31,9
30 Poloksamer 188 4:1 704,6 0,46 35,4
31 Vit E TPGS 2:1 601,5 0,379 32
32 Tween 80 1:1 510,2 0,379 32,6
33 Poloksamer 188 1:1 2101 0,855 31,5
34 Tween 80 1:1 540 0,397 30,7
35 Poloksamer 188 4:1 691,4 0,36 36,3
36 Vit E TPGS 1:1 669,3 0,438 33
37 Poloksamer 188 1:1 1276 0,717 31,4
38 Poloksamer 188 1:2 613,4 0,426 40,7
39 Vit E TPGS 1:1 601,5 0,379 32
40 Vit E TPGS 1:2 517,1 0,308 32,7
41 Poloksamer 188 1:2 568,3 0,422 39,6
42 Poloksamer 188 1:2 529,5 0,423 40
43 Vit E TPGS 1:2 506,7 0,326 33,9
44 Vit E TPGS 1:2 492.6 0,336 32,2
45 Poloksamer 188 4:1 698,7 0,457 35,6




141

Cizelge 4.47. (devam) Deney tasarimi ile yapilan deneylerin bagimli degisken sonuglari

Deney Polimer Tipi ZHM:Polimer PB (nm) PDI ZP (mV)

No orani

46 PVP K30 8:1 589,5 0,646 26,5
47 HPMC 8:1 623,7 0,408 9,58
48 PVP K30 4:1 627,4 0,49 27,3
49 HPMC 4:1 629,8 0,399 15
50 PVP K30 8:1 610,1 0,58 26,5
51 PVP K30 4:1 628,9 0,66 27,3
52 HPMC 8:1 691,4 0,541 9,26
53 HPMC 4:1 566,1 0,393 14,9
54 HPMC 8:1 631,5 0,414 9,59
55 PVP K30 8:1 620,5 0,623 28,9
56 HPMC 2:1 668,4 0,137 1,14
57 HPMC 1:1 814,3 0,19 8,76
58 PVP K30 2:1 723,7 0,469 27,9
59 PVP K30 4:1 613,4 0,589 29,5
60 HPMC 4:1 580,2 0,41 14,1
61 PVP K30 1:1 4472 0,313 28
62 PVP K30 2:1 814 0,678 27,4
63 HPMC 1:1 777,6 0,246 9,16
64 HPMC 2:1 727,7 0,132 1,04
65 PVP K30 2:1 896,5 0,749 29,4
66 HPMC 2:1 772,9 0,049 0,939
67 HPMC 1:1 8449 0,207 8,63
68 HPMC 1:2 707,9 0,411 13,9
69 PVP K30 1:1 410,6 0,302 29,9
70 PVP K30 1:1 396,1 0,289 30,1
71 HPMC 1.2 625,6 0,53 15,7
72 PVP K30 1:2 829,7 0,739 13,3
73 HPMC 1:2 617,5 0,414 13,6
74 PVP K30 1.2 959,8 0,826 13,9
75 PVP K30 1.2 656,4 0,56 13,9

4.3.7. Yiizey etkin madde iceren nanosiispansiyon formiilasyonunun istatistiksel acidan

degerlendirilmesi

Gecis sayilan acisindan karsilastirilma

Yiizey etkin madde i¢eren formiilasyonlarda elde edilen bagimli degiskenler olan PB, PDI
ve ZP degerleri goz Oniine alinarak gegis sayilari arasinda farklarin degerlendirilmesinde tek
yonlii ANOVA testi yapilmistir. Farkli gecis sayilarinda tespit edilen PB, PDI ve zeta

degerleri i¢in tanimlayici istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.48°de verilmektedir.
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Cizelge 4.48. Yiizey etkin madde ile hazirlanan nanokristaller i¢in tanimlayicr istatistikler

degerlendirmeler
%95 G.A En

N Ort. SS SH S/lﬁ;:r Ust S Diisiik En Yiiksek

5Gecis 45 11204 2846 42,9 1033,88 1206,951  736,6 2067,0

PB 10 Gecis 45 936,7 2457 36,6 862,957 1010,611  507,9 1574,0
(nm) 20 Gecis 45 799,3 4009 59,7 678,876 919,772  468,7 2378,0
30 Gecis 45 677,2 2923 435 589,411 765050 4556 2101,0
5Gecis 45 0,515 0,222 0,033 0,448 0,583 0,104 0,939

pp) 10 Gegis 45 0469 0,157 0,023 0,422 0,517 0,158 0,858
20 Gecis 45 0,439 0,200 0,029 0,379 0,500 0,182 0,962

30 Gegis 45 0,387 0,156 0,023 0,340 0,434 0,183 0,855
5Gecis 45 324 7,1 1070 30,324 34,643 17,20 45,90

ZP  10Gecis 45 352 49 0724 33805 36,723 27,50 47,30
(MV) 20Gecis 45 359 49 0,734 34,4734 37,433 28,20 45,40
30 Gegis 45 338 6,6 0984 31,871 35,839 13,00 44,20

Yiizey etkin maddelerin farkli tip ve oranlarinda hazirlanan nanosiispansiyonlarin tamami

ele alindiginda tiim gegis sayilarinda 1000 nm civarinda ve altinda partikiiller elde edildigi

Cizelge 4.48°de goriilmektedir. PDI degerleri 5 geciste diger gecislere kiyasla daha yiiksek

goriilmistlir. Zeta potansiyel degerleri de 32-36 mV arasinda degismektedir. 20 ve 30

gecigleri en diigiik partikiil biiytikligiinin elde edildigi gegislerdir. Ayrica PDI degeri bu

gecislerde 0,1-0,4 arasinda ¢ikmistir. Gegis sayilar1 agisindan gruplar arasinda farkin olup

olmadigi tespit etmek igin tek yonlii ANOVA testi yapilmistir (Cizelge 4.49)

Cizelge 4.49. Yiizey etkin madde ile hazirlanan nanokristallerde gecis sayilar1 arasindaki
fark analizi - Tek Yonlii ANOVA sonuglari

Kareler Ortalama

F Anlamhhk
Toplanm Kare
Gruplar arasi 4830561,672 1610187,224 16,602 0,000
PB Grup ici 16972362,798 96984,930
Toplam 21802924,469
Gruplar arasi 0,389 0,130 3,740 0,012
PDI Grup ici 6,062 0,035
Toplam 6,451
Gruplar arasi 317,055 105,685 2,986 0,033
ZP Grup ici 6193,525 35,392
Toplam 6510,580

ANOVA Analiz sonuglarina gore partikiil biiylikliigiiniin, partikiil biiytikliigii dagiliminin ve

zeta potansiyel degerlerinin gecis sayisina gore gruplar arasinda anlamli olarak degistigi

PR
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goriildii. Bu nedenle Levene Testi yapilarak gruplar arasindaki varyanslarin homojen olarak

dagilip dagilmadigi kontrol edilmistir (Cizelge 4.50).

Cizelge 4.50. Yiizey etkin madde iceren nanokristallerin gecis sayilari agisindan
varyanslarin homojenligi test sonuglar1 — Levene testi

Bagimh Degiskenler Levene Istatistigi Anlamhhk
PB (nm) 1,057 0,367
PDI 4,116 0,008
ZP (mV) 1,492 0,218

Levene testine gore PB ve ZP varyanslarinin homojen, PDI degerlerinin heterojen dagildigi
gortildii (p<0,05). Homojen dagilan varyanslarda hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu
tespit etmek i¢in post hoc olarak Tukey ve heterojen dagilan varyanslarda hangi gruplar
arasinda farklilik oldugunu tespit etmek igin post hoc olarak Tamhane testi yapildi (Cizelge
4.51).

Cizelge 4.51. Yiizey etkin madde ile hazirlanan nanokristallerde gegis sayilar1 ¢oklu
karsilagtirmalar1 — Tamhane testi

Bagimh Ortalama

Degisken Fark +SH Anlamhhik

10 Gegis 183,6 66,026 0,030

5 Gegis 20 Gegis 321,0 66,026 0,000

Tukey HSD 30 Gegis 4432 66,026 0,000

5 Gegis -183,6 66,026 0,030

10 Gegis 20 Gegis 137,46 65,653 0,159

30 Gegis 259,5 65,653 0,001

PB 5 Gegis -321,0 66,026 0,000

20 Gegis 10 Gegis -137,4 65,653 0,159

30 Gegis 122,0 65,653 0,249

5 Gegis -443,2 66,026 0,000

30 Gegis 10 Gegis -259,5 65,653 0,001

20 Gegis -122,0 65,653 0,249

10 Gegis 0,046 ,039460 0,647

5 Gegis 20 Gegis 0,076 ,039460 0,221

Tamhane 30 Gegis 0,128 ;039460 0,007

5 Gegis -0,046 ,039460 0,647

10 Gegis 20 Gegis 0,029 ,039238 0,872

PDI 30 Gegis 0,082 ,039238 0,157

5 Gegis -0,0759 ,039460 0,221

20 Gegis 10 Gegis -0,029 ,039238 0,872

30 Gegis 0,052 ,039238 0,538

5 Gegis -0,128 ,039460 0,007

30 Gegis 10 Gegis -0,082 ,039238 0,157

20 Gegis -0,052 ,039238 0,538
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Cizelge 4.51. (devam) Yiizey etkin madde ile hazirlanan nanokristallerde gecis sayilari
¢oklu karsilastirmalar1 — Tamhane testi

10 Gegis -2,780 1,29264 0,191

5 Gegis 20 Gegis -3,469 1,29843 0,054

Tukey HSD 30 Gegis -1,371 1,45450 0,923
5 Gegis 2,780 1,29264 0,191

10 Gegis 20 Gegis -0,688 1,03123 0,985

7p 30 Gegis 1,408 1,22192 0,825
5 Gegis 3,469 1,29843 0,054

20 Gegis 10 Gegis 0,688 1,03123 0,985

30 Gegis 2,097 1,22804 0,437

5 Gegis 1,371 1,45450 0,923

30 Gegis 10 Gegis -1,408 1,22192 0,825

20 Gegis -2,097 1,22804 0,437

Partikiil biiytikliikleri bakimindan farkli gegis sayilar karsilastirildiginda 20 ve 30 gegis
sayisinin birbiriyle istatistiksel agidan anlamli farka sahip oldugu goriilmektedir. 10 gecis
sayisinda da 5 gecis sayisina gore anlamli olarak daha kiigiik partikiil biyikligi elde
edildi.10 gegis ve 20 gegis arasinda partikiil biiytikliigii agisindan anlamli fark olmamasina
ragmen 20 ve 30 gecis arasinda anlamli fark olmasi en ¢ok 30 geciste daha kiiciik partikiil
biiytikliigii elde edilmesi nedeniyle partikiil biiyiikliigii agisindan optimum gegis olarak 30
gecis diistintildi. Partikiil biyiikligi dagiliminda ise, 5 ve 30 gegis arasinda anlamli fark
olurken diger geg¢isler arasinda anlamli farkin olmamasi ayni sekilde 30 gecisin uygun
oldugunu gosterdi. Zeta potansiyel degeri ise tiim gegisler arasinda anlamli fark gostermedi

yani gecis sayisindan zeta potansiyel degeri etkilenmedi.

Stabilizan tipi ve oraninin secilmesi

En uygun partikiil biiyikligii ve partikiil biliytkligii dagilimini saglayan 30 gecis
degerlerinden stabilizan tip ve oraninin seg¢ilmesi i¢in faktdriyel analiz yapilmistir. Bu

amagla bagimli ve bagimsiz degiskenler ele alinmistir.

Bagimsiz degiskenler; stabilizan tipi (Tween 80, Poloksamer 188 ve Vitamin E TPGS)
ve stabilizan oran1 (1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 8:1) dur.

Bagimli degiskenler; partikiil biiylikligi, partikiil biyiikligii dagilimi ve zeta

potansiyel degerleridir.
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5x3 deney diizeninde (stabilizan oranix stabilizan tipi) hazirlanan 15 formiilasyon ile

deneyler 3 defa tekrarlandi.

Cizelge 4.52. Yiizey etkin madde ve farkli oranlart kullanilarak 30 gecis sayisinda
hazirlanan nanokristallerde tanimlayici istatistiksel degerlendirmeleri

Stabilizan Tipi ZHM : Stabilizan O”a('r?rr:)a PB o iss N
1:2 461,6 8,9 3
Tween 80 2:1 570,5 1,7 3
1:1 525,7 26,5 3
4:1 540,2 26,8 3
8:1 614,3 29,3 3
1:2 570,4 41,9 3
2:1 727,8 60,4 3
Poloksamer 188 11 1647.0 418.7 3
4:1 698,2 6,6 3
8:1 805,4 65,6 3
1:2 505,4 12,3 3
Vitamin E TPGS 21 SN 22,9 3
1:1 612,1 16,5 3
4:1 601,6 75,4 3
8:1 675,7 76,0 3
Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan Orltja[l)a:ma SS N
1:2 0,352 0,036 3
2:1 0,266 0,043 3
Tween 80 11 0,342 0,046 3
4:1 0,369 0,065 3
8:1 0,386 0,062 3
1:2 0,423 0,002 3
2:1 0,452 0,240 3
Poloksamer 188
1:1 0,807 0,078 3
4:1 0,425 0,056 3
8:1 0,214 0,029 3
1:2 0,323 0,014 3
. . 2:1 0,205 0,019 3
Vitamin E TPGS 11 0311 0,040 3
4:1 0,411 0,071 3
8:1 0,518 0,086 3
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Cizelge 4.52. (devam) Yiizey etkin madde ve farkli oranlar1 kullanilarak 30 gecis sayisinda

hazirlanan nanokristallerde tanimlayici istatistiksel degerlendirmeler

Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan Ortezlrﬁc)a zP SS N
1:2 33,16 0,38 3

2:1 37,90 0,61 3

Tween 80 1:1 31,23 1,23 3
4:1 35,43 1,66 3

8:1 35,73 2,83 3

1:2 40,10 0,56 3

2:1 34,06 0,61 3

Poloksamer 188 1:1 31,60 0,26 3
4:1 35,76 0,47 3

8:1 42,03 2,85 3

1:2 32,93 0,87 3

2:1 41,23 1,24 3

Vitamin E TPGS 1:1 31,00 0,90 3
4:1 32,00 1,82 3

8:1 13,63 0,71 3

Cizelge 4.52°de, PB, PDI ve ZP tanimlayici istatistiksel degerleri yer almaktadir. Vitamin E

TPGS ile hazirlanan nanokristallerin partikiil biyiiklikleri degerlerinin Tween 80 ile

hazirlananlar ile yakin oldugu ve Poloksamer 188 ile hazirlananlardan daha kiiciik oldugu

goriilmektedir. Poloksamer 188 ile hazirlanan nanosiipansiyonlarin partikiil biiyiikliikleri

arasindaki standart sapma degerlerinin yiiksek oldugu ve ayrica partikiil biiyiikligi

dagilimlarinin digerlerine gore yiiksek oldugu da tespit edilmektedir. Zeta potansiyel

degerleri tiim yiizey etkin madde igeren nanokristallerde 20 mV’un iizerinde goriilmiistiir.

Tanimlayici istatistiksel verilerin degerlendirilmesine ilave olarak stabilizan tip ve oraninin

PB, PDI ve ZP degerleri ile etkilesimini gosteren etkilesim verilerinin istatistiksel agidan

dogru analiz edilmesini saglayacaktir.

Cizelge 4.53. Partikiil biiytikliigii agisindan stabilizan tip ve orani etkilesimi

Kaynak Kareler Toplami  Ortalama Kare F Anlamhilik
Diizeltilmis Model 20853597,256 353450,801 44,306 0,000
Sabit 139472582506 139472582,596 17483158 0,000
Stabilizan Tipi 20853597 256 353450.801 44,306 0,000
ZHM: Stabilizan 949327213 7977540 44,306 0,000
Stabilizan Tipi * ZHM: 161087661240  353450,801 17483158 0,000
Stabilizan
Hata 21802924469 139472582596
Toplam 20853597,256
Diizeltilmis Toplam 139472582596

R?=10,935
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Stabilizan tipi ve stabilizan oraninin partikiil biiyiikligii agisindan etkilesimi Cizelge 4.53’e
gore anlamlidir. Yani partikiil biiyiikliigliniin degeri stabilizan tipi ve oranina bagli olarak
degismektedir. Etkilesim tablosunda R? degerinin (bagimli degiskeni 6lgme giicii —
aciklayicilik katsayisi) 0,935 olarak tespit edilmesi olusturulan modelin, yani partikiil
biiytikliigiine olan stabilizan tipi, stabilizan orani ve bu bagimsiz degiskenlerin etkilesiminin,

modeli yiiksek oranda agikladigi anlamina gelmektedir.

PB 30 gegis
(nm) 0 . .
1200,00™ Stabilizan tipi
—Tween 80
—Poloxamer 188
Vitamin E TPGE
1000,00
800,00
600,004
400,00
200,00™

T T T T T
1:2 21 11 41 81
Etkin madde stabilizan oram

Sekil 4.20. Partikiil biiylikliigli dagilimi acisinda stabilizan tipi ve orani etkilesim grafigi

Bagimsiz degiskenler arasi etkilesimler etkilesim grafikleri tizerinden yorumlanabilir. Sekil
4.20’de gortldiigi gibi, Vitamin E TPGS orani 1:2 ve 2:1 ve 4:1, Poloksamer 188 1:2 ve 4:1
ve oranlarinda oldugunda en diisiik partikiil biiytlikliigli elde edilmis olup diger stabilizan
tiplerine gore yiiksek bulunmustur. Tween 80 ve Vit E TPGS kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlarin partikiil biiylikliiklerinde paralellik goriilmekle beraber Poloksamer 188
kullanilmasi ile her oranda daha farkli ve biiyiik partikiil boyutu elde edilmistir. Tween 80
iceren formiilasyonlarda PB diisiisiiniin digerlerine gére daha fazla oldugu gortilmektedir.
1:2 oraninda tiim stabilizan tiplerinde en fazla PB’da kiigiilme oldugu ve poloxamer 188 ile

1:1 oraninda en biiylik PB oldugu yani yeterince kiiciilme saglamadig1 goriilmektedir.
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Etkilesim grafigine gore 1:2, 2:1, 4:1, 8:1 oranlarinin yiizey etkin madde stabilizan tipi
acisindan kullanilabilir oldugu goriilmektedir. Poloxamer 188 kullanildiginda tiim oranlarda

digerlerine kiyasla en az partikiil boyutunda kiigiilme gozlendigi de goriilmektedir.

Yiizey etkin madde tipinin nominal kategorik veri olmasindan dolay1 model denklemi yiizey

etkin madde tipleri ele alinarak ortaya ¢ikarilmistir. Model denklemi asagida goriilmektedir:

Y=675,700-61,400t; + 129,7t>-170,233r1 — 73,533r2 — 63,600r3 -74,033r4 +17,600t1.r. +
29,8t1r> — 24,933t1r3 -0,067t1r4— 64,767t2r1 — 4,033tor2 + 905,2 torz — 33,133tors

Burada: Y: PB (nm) rl: 1:2, 12: 2:1, r3: 1:1, r4: 4:1, r5: 8:1 oranlarini

t1: Tween 80 t2: Poloxamer 188 ve t3: Vit E TPGS

t3 ve rb referans degerlerini ifade etmektedir.

Ikili etkilesimler model denklemini %93,5 oraninda agiklamistir. Modelin yiiksek oranda
aciklamasindan dolayr ikili etkilesim kullanilarak devam edilmesi uygun goriilmiistiir.
Etkilesimin modele olan etkisi, ana etkiler ayrn ayr1 ele alindiginda daha net
aciklanabilmektedir. Bu nedenle partikiil biyiikliigii dagilimi tzerinden ana etkiler
incelenmigstir. Cizelge 4.54’e bakildiginda ana etkiler model denklemini %73,5 oraninda
aciklamaktadir. Stabilizan tip ve oranmin ana etkileri, partikiil biiyiikliiglinde anlaml
degisimler meydana getirdigi goriilmektedir. Modelde etkilesim diisliniilmediginde sadece
ana etkilere bakilarak nanokristallerin partikiil biiyiikliigi kiiciiltiilmesine etki eden yaklagik

%26,5’1uk faktoriin (burada etkilesim) g6z oniine alinmadigi1 anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.54. Yiizey etkin madde ve oranlarinin partikiil biiyiikliigii tizerine olan ana etkileri

Kaynak Kareler Toplaimm  Ortalama Kare F Anlamhihik
Diizeltilmis Model 0,877 0,063 9,737 0,000
Sabit 6,750 6,750 1048,995 0,000
Stabilizan Tipi 0,136 0,068 10,544 0,000
ZHM: Stabilizan 0,587 0,039 5,098 0,001
orani
Hata 0,193 0,073 11,404 0,000
Toplam 7,821 0,006
Diizeltilmis Toplam 1,070
R?2=10,735

Ana etkilere gore stabilizan tipi ve oraminin hangi tip ve oranlar arasinda farkliliklar

gosterdigi Tukey post-hoc testi ile analiz edildi.
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Cizelge 4.55. Yiizey etkin maddelerin partikiil biiytkliigii iizerine etkisi — Yiizey etkin
madde tipi ¢oklu karsilagtirmalar (Tukey HSD)

Stabilizan Tipi Stabilizan Tipi Ortalama Fark Anlamhhk
Tween 80 Poloksamer 188 -347,273 ,000
Vitamin E TPGS -56,920 , 761
Tween 80 347,273 ,000
Poloksamer 188 Vitamin E TPGS 290,353 003
. . Tween 80 56,920 , 761
Vitamin E TPGS Poloksamer 188 -290,353 003

Etkilesim grafikleri ile dogru formiilasyona ulagsmak miimkiin olsa da etkilesimin anlamli
bulunmasi ana etkilerin tek yonlii ANOVA ile analiz edilmeside ilave bir fikir elde
edilmesinde yardimc1 olmaktadir. Cizelge 4.55’de yiizey etkin maddelerin kendi arasindaki
partikiil  bliytkligini  kiigiiltme kabileyetlerinin  digerlerine gore farkliligini
gosterilmektedir. Tween 80 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar ile, Poloksamer 188 ve
Vitamin E TPGS kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara gore anlamli sekilde daha kiigiik
partikiil biyiikligi elde edilmistir. Vitamin E TPGS ile Tween 80 arasinda partikiil
biiyiikliigii agisindan bir fark bulunmadi (p>0,05). Etkilesim grafigine paralel olarak en
kiigiik partikiil biiyiikliigii Tween 80’de goriilmektedir. Kullanilan oran hesaba katildiginda
Tween 80 ve Vitamin E TPGS ile de en kiictik partikiil biiyiikliigii elde edilebilecek bagimsiz
degisken kombinasyonu bulunmaktadir. Sadece ana etkilerden Tween 80 formiilasyonunun
secilmesinin uygun goriinliyor olmasina ragmen Vitamin E TPGS’nin diisiikk oranlari
kullanildiginda Tween 80 ile benzer partikiil biiylikliigi sagladig: etkilesim grafiginden
goriilmektedir. Dolayisiyla hem en fazla diigiis gosterdiklerinden hem de farklilik
sergilemediklerinden Tween 80 veya Vit E TPGS iceren formiilasyonlar se¢cimde dikkate

alimastir.
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Cizelge 4.56. Yiizey etkin maddelerin partikiil biiytikliigii tizerine etkisi — ZHM: Stabilizan
coklu karsilastirmalar1 (Tukey HSD)

ZHM: Stabilizan ZHM: Stabilizan Ortalama Fark Anlamhhik

2:1 -121,011 0,772

12 1:1 -415,777 0,002
) 4:1 -100,855 0,867
8:1 -185,955 0,395

1:2 121,011 0,772

21 1:1 -294,767 0,053
' 4:1 20,155 1,000
8:1 -64,944 0,970

1:2 415,777 0,002

11 2:1 294,766 0,053
’ 4:1 314,922 0,034
8:1 229,822 0,198

1:2 100,855 0,867

41 2:1 -20,155 1,000
' 1:1 -314,922 0,034
8:1 -85,100 0,923

1:2 185,955 0,395

8:1 2:1 64,944 0,970
' 1:1 -229,822 0,198
4:1 85,100 0,923

Yiizey etkin madde oran1 agisindan ana etkiler ele alinacak olursa, 1:2 oraninda 1:1 oranina
gore anlaml1 sekilde daha kiigiik partikiil biiytikliigii elde edilirken, 2:1 orani ile diger oranlar
arasinda anlamlt bir farklilik goériilmemektedir (Cizelge 4.56). Bu yorumu yaparken
etkilesim géz Oniine alinmalidir. Tween 80 veya Vit E TPGS kullanildiginda 2:1 oraninda

daha diisiik partikiil bliyilikliigi elde edildigi etkilesim grafiginde goriilmektedir.

Yiizey etkin maddeler ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinin se¢iminde PB disinda
PDI ve ZP degerleri de ele alinmistir. PDI istatistksel degerlendirmeleri ise Cizelge 4.57

itibariyle sunulmaktadir.
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Cizelge 4.57. Partikiil biiyiikliigii dagilimi agisindan stabilizan tip ve orani etkilesimi

Kaynak Kareler Toplami  Ortalama Kareler F Anlamhhk
Diizeltilmis Model 5,671 0,096 14,662 0,000
Sabit 36,810 36,810 5615,194 0,000
Stabilizan Tipi 14,662
ZHM: Stabilizan 5,671 0,096 0,000
Hata 0,780
Toplam 43,165 0,007
Diizeltilmis Toplam 6,451
R?=0,819

Partikiil biiyiikligii dagilimi agisindan bakildiginda stabilizan tipi ve orani arasindaki
etkilesim de anlamli bulunmustur. PDI degerlerinin kullanilan stabilizanin tipiyle birlikte
oranin her bir seviyesinden etkilendigini gostermektedir. Yiizey etkin maddenin tipine gore
PDI degisimlerinin de denklemi ¢ikarilmistir. PDI, stabilizan tipi ve oranindan etkilenmistir.

Etkilesim pozitiftir.

Model denklem asagida goriilmektedir:

Y= 0,518- 0,132t;- 0,304t,- 0,195r:- 0,313r2- 0,207r3 - 0,107r4+ 0,161t1r1+ 0,194t1r2+
0,163ta1rs+ 0,091t1r4+ 0,404t2r1+ 0,551t2r2+ 0,800t2r3+ 0,318trs

Burada: Y: PDIrl: 1:2,r2: 2:1,13: 1:1, r4: 4:1, 15: 8:1 oranlarini

t1: Tween 80 t2: Poloxamer 188 ve t3: Vit E TPGS

t3 ve r5 referans degerlerini ifade etmektedir.

Ikili etkilesimler model denklemini %82 oraninda agiklamistir. Modelin yiiksek oranda
aciklamasindan dolayr ikili etkilesim kullanilarak devam edilmesi uygun goriilmiistiir.
Aciklanamayan kisim ise alet tipi, operatdr, ortam sartlar1 gibi incelenemeyen parametreler

olabilir.
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Partikiil blyiikligii dagimi agisindan etkilesim grafigi Sekil 4.21°de gosterilmektedir.

30 gegis
Stabilizan tipi
— Tween 80
Poloxamer 188
POl Vitamin E TPGS
800 R
[\
600 f.-" \
Con ~ o ) I.\\
400 /"’“’“’46
v .\
™,
¥
,200 -
T T T T T
1:2 21 11 41 81

Etkin madde stabilizan orani

Sekil 4.21. Partikiil bliyiikliigii dagilimi agisindan stabilizan tipi ve orani etkilesim grafigi

Sekil 4.21°de goriildiigii gibi, farkl tipteki stabilizanlar kullanildigi her oraninda degisik
partikiil biiytikliigli dagilimlart elde edilmistir. Poloksamer 188 kullanildigi 1:1 oraninda en
yliksek PDI elde edildi. Tween 80 ve Vit E TPGS kullanilarak hazirlanan nanokristallerde
daha dar partikiil biyiikliigii dagilimi tespit edildi. Partikiil biiytikligi dagilimi 0,1-0,4
arasinda dar olarak kabul edildiginden Tween 80’nin tiim formiilasyonlarinda, Vit E
TPGS’nin 1:2, 2:1, 1:1 ve 4:1 oranlarinda ve Poloksamer 188’in 8:1 oranindaPDI degeri 0,1-
0,4 arasinda goriilmustiir. Partikiil buyiikligii dagilimi agisindan ana etkiler incelendi
(Cizelge 4.58). Cizelge 4.60’a bakildiginda ana etkiler model denklemini %73,5 oraninda
aciklamaktadir. Stabilizan tip ve oraninin ana etkileri, partikiil biiylikliigli dagiliminda

anlamli degisimler meydana getirdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.58. Yiizey etkin madde ve oranlarinin partikiil biiylikliigli dagilimi iizerine olan

ana etkileri
Kaynak Kareler Toplamm Ortalama F Anlamhhk
Kareler
Diizeltilmis Model 0,877 0,063 9,737 0,000
Sabit 6,750 6,750 1048,995 0,000
Stabilizan Tipi 0,136 0,068 10,544 0,000
ZHM: Stabilizan Oram 0,154 0,039 5,998 0,001
Stabilizan Tipi
ZHM: Stabilizan Oram 0,587 0,073 11,404 0,000
Hata 0,193 0,006
Toplam 7,821
Diizeltilmis Toplam 1,070

R?=0,735

Cizelge 4.58 stabilizan tipinin ve stabilizan oranimin partikiil biytlikliigii dagilimina

istatistiksel olarak anlamli sekilde etkiledigini gostermektedir. Bagimsiz degiskenler

arasindaki etkilesimin modelden c¢ikarilmasi model anlamliligint %81,9’den %73,5’ye

diisiirmiistiir. Varyanslar homojen oldugundan Tukey post hoc testi ile gruplar arasi

karsilagtirmalar yapilmstir (Cizelge 4.59).

Cizelge 4.59. Yiizey etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii dagilimi tizerine etkisi —Yiizey
etkin madde tipi ¢coklu karsilastirmalar (Tukey HSD)

Stabilizan Stabilizan Ort. Anlamlihik 95% GA
Tipi Tipi Fark Alt Simir  Ust Simir
P°'°1k§§mer 0,121 0,001 -0,193 -0,049
Tween 80 Vitamin E
TPGS -0,010 0,931 -0,082 0,061
Tween 80 0,121 0,001 0,049 0,193
Poloksamer Vitamin E
188 TPGS 0,110 0,002 0,038 0,183
. . Tween 80 0,010 0,931 -0,061 0,082
Vitamin E Poloksamer
TPGS -0,110 0,002 -0,183 -0,038

188
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PDI degerleri incelendiginde Tween 80 ve poloxamer 188 arasinda anlamli Olgiide fark
goriiliirken Tween 80 ve Vit E TPGS arasinda anlamli farklilik goriillmemistir (p>0,05)
(Cizelge 4.59). Ayrica poloksamer 188 ile Vit E TPGS arasinda da anlamli 6l¢iide farkin
olmasi1 formulasyon sec¢iminde Poloksamer 188’in seg¢ilmesinin uygun olmadigini
gostermektedir. Stabilizan oranlari agisindan degerlendirmeler, ¢oklu karsilastirmalar

Cizelge 4.60°da verilmektedir.

Cizelge 4.60. Yiizey etkin maddelerin partikiil biiytikliigii dagilimi iizerine etkisi —-ZHM:
Stabilizan ¢oklu karsilastirmalar1 (Tukey HSD)

ZHM: ZHM: Ortalama %95 GA
Stabilizan Stabilizan Fark Anlamlilik Alt Stmir  Ust Smar
2:1 0,058 0,542 -0,051 0,168
1:2 1:1 -0,120 0,025 -0,230 -0,011
4:1 -0,035 0,876 -0,145 0,073
8:1 -0,006 1,000 -0,116 0,103
;2 -0,058 0,542 -0,168 0,051
2:1 1:1 -0,179 0,000 -0,289 -0,069
4:1 -0,094 0,119 -0,203 0,015
8:1 -0,065 0,436 -0,174 0,044
1:2 0,120 0,025 0,011 0,230
1:1 2:1 0,179 0,000 0,069 0,289
4:1 0,085 0,189 -0,024 0,194
8:1 0,114 0,038 0,004 0,223
1:2 0,035 0,876 -0,073 0,145
4:1 2:1 0,094 0,119 -0,015 0,203
1:1 -0,085 0,189 -0,194 0,024
8:1 0,029 0,937 -0,080 0,138
1:2 0,006 1,000 -0,103 0,116
8:1 2:1 0,065 0,436 -0,044 0,174
1:1 -0,114 0,038 -0,223 -0,004
4:1 -0,029 0,937 -0,138 0,080

Partikiil biiyiikliigi dagilim degerinin 2:1 oraninda 1:1oranindan 0,17933 kadar daha diisiik
oldugu ve diger oranlar arasinda anlamli farklilik olmadigi, 1:1 oraninin diger oranlardan
fazla PDI degerine sahip oldugu gozlendiginden 2:1 oranm1 PDI agisindan uygun olarak
diisiiniildii. Bagimli degiskenlerden biri olan zeta potansiyel {izerinde de formiilasyonlarin

etkisi incelendi (Cizelge 4.61).
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Cizelge 4.61. Yiizey etkin maddeler ile hazirlanan nanokristaller ig¢in tanimlayict
istatistiksel degerlendirmeler - Zeta potansiyel

Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan Ortalama SS N
1:2 33,166 0,378 3

Tween 80 2:1 37,900 0,608 3
1:1 31,233 1,234 3

4:1 35,433 1,662 3

8:1 35,733 2,830 3

1:2 40,100 0,556 3

2:1 34,066 0,611 3

Poloksamer 188 11 31,600 0,264 3
4:1 35,766 0,472 3

8:1 42,033 2,853 3

1:2 32,933 0,873 3

. . 2:1 41,233 1,242 3
“ijamin Ehges 11 31,000 0,900 3
4:1 32,000 1,824 3

8:1 13,633 0,709 3

Tanimlayici istatistiklerden de goriildiigii tizere Tween 80 ve Poloksamer 188 ile hazirlanan

formiilasyonlarin tiim oranlari 30 mV un iizerinde goriilmiistiir. Vit E TPGS ile hazirlanan

formiilasyonlardan sadece 8:1 oran1 20 mV’un altinda sonu¢lanmistir.

Zeta potansiyeli iizerine stabilizan tipi ve oranmin etkilesimi incelenerek oran ve tip

kombinasyonu hakkinda da fikir sahibi olunabildiginden ana etkilesim Cizelde 4.62’de

sunulmaktadir.

Cizelge 4.62. Yiizey etkin madde ve oranlarinin zeta potansiyeli iizerine olan etkilesim

tablosu
Kareler Ortalama
Kaynak Toplam: Kareler F Anlamhhk
Diizeltilmis Model 1860,584 132,899 634,015 0,000
Sabit 51578,939 51578,939 30741,037 0,000
Stabilizan Tipi 337,888 168,944 3419,950 0,000
ZHM: Stabilizan 322,636 80,659 21,490 0,000
Stabilizan Tipi
ZHM-Stabilizan 1200,060 150,008 11,633 0,000
Hata 57,767 1,926
Toplam 53497,290
Diizeltilmis Toplam 1918,351

R?=0,970
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Zeta potansiyel sonuglarini tim bagimsiz degiskenler % 97 orannda etkilemektedir.

Model denklemi asagidaki gibi goriilmektedir:

Y= 13,633+ 22,100t; + 28,400t +19,300r1 + 27,600r2 + 17,367r3 + 18,367r4 — 21,867r1t1
— 25,433t1r, — 21,867t1r3 — 18, 667t1rs — 21,233t2r1 — 35,56 7t2r2 — 27,800t2r3 — 24,633t2r4

Burada: Y: ZP (mV) rl: 1:2, r2: 2:1, r3: 1:1, r4: 4:1, 15: 8:1 oranlarini

t1: Tween 80 t2: Poloxamer 188 ve t3: Vit E TPGS t3 ve r5 referans degerlerini ifade

etmektedir.
Zeta 30 gews
potansiye|
(mV), Stabilizan tipi

50,00

— Tween 80
Paoloxamer 183
Vitamin E TPGS

40,00

30,00

20,00

10,00

T T T T T
1:2 21 11 41 a1

Etkin madde stabilizan orani

Sekil 4.22. Zeta potansiyel degerleri agisindan stabilizan tipi ve orani etkilesim grafigi

Ikili etkilesimler model denklemini %97 oraninda aciklamistir. Modelin yiiksek oranda
aciklamasindan dolayr ikili etkilesim kullanilarak devam edilmesi uygun gorilmiistiir.
Etkilesim grafigi degerlendirildiginde Tween 80 ve poloksamer 188 ile hazirlanan
formiilasyonlarin yiiksek zeta potansiyel degeri gosterdigi gortldi (Sekil 4.22). Tween 80
ve Poloksamer 188 ile nanokristallerin hazirlanmasinda herhangi bir oran kullanilmasi
uygundur. Vitamin E TPGS ile nanokristalda ise 8:1 orani haricinde uygun zeta potansiyel

degerleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.63.Ylizey etkin madde ve oranlarinin zeta potansiyel {izerine olan ana etkileri

Kaynak Kareler Toplamm Ortalama Kareler F Anlamhilik
Diizeltilmis Model 6304,120 106,849 61,586 ,000
Sabit 210917,046 210917,046 121568,965 ,000

Stabilizan tipi*ZHM:

Stabilizan Oran: 6304,120 106,849 61,586 ,000
Hata 206,460 1,735
Toplam 218332,020
Diizeltilmis Toplam 6510,580

R?=0,953

Cizelge 4.63 stabilizan tipinin ve stabilizan oraninin zeta potansiyel {izerine istatistiksel
olarak anlamli sekilde etkiledigi gostermektedir. Bagimsiz degiskenler arasindaki
etkilesimin modelden ¢ikarilmasi model anlamliligini degistirmistir. Bagimsiz degiskenler
arasindaki etkilesimin modelden ¢ikarilmasi model anlamliligmi %97°den %95’e

distirmistiir.

Sonug olarak, deney tasarimi yaklasimi ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda yiizey
etkin maddelerin kullanildig1 formiilasyonlar degerlendirilmistir. 5, 10, 20 ve 30 gegcis
sayilarindan ZP’yi etkilemedigi fakat PDI ve PB etkiledigi goriilmiistiir. PB gecis sayisinin
etkisine bakildiginda ise 5 ve 10 gegis arasinda ve 10 ve 20 gecis arasinda anlamli fark
bulunmaz iken 10 ve 30 gegcis arasindaki farkin anlamli ve 30 ge¢isin daha kiiclik olmas1
nedeniyle ve PDI degerinin ise 5 ile 30 gegis arasinda anlamli farkin olmasindan dolay: 30
gecisin yiizey etkin madde iceren formiilasyonlarinda optimum gegis sayisi olarak
secilmistir. En ideal gecis sayisindan sonra yiizey etkin madde tipi ve oraninin belirlenmesi
icin 30 gecis sayisinda hazirlanan nanokristaller i¢in bagimli degiskenlere (partikiil
biiyiikligii, partikiil biiyiikligi dagilimi ve zeta potansiyel) bagimsiz degiskenlerin
(stabilizan tipi ve stabilizan orani) etkisi incelenmistir. Sonraki analizler 30 gegis {izerinden
degerlendirildiginde en uygun olas1 nanokristal formiilasyonlar1 Vit E TPGS veya Tween

80’in 2:1 oraninda kullanildig1 formiilasyonlar olarak degerlendirilmistir.
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4.3.8. Polimer iceren nanosiispansiyon formiilasyonlarnin istatistiksel degerlendirmesi

Gecis savyilan acisindan karsilastirilmasi

Yiizey etkin madde igeren nanokristallerin degerlendirilmesinde oldugu gibi ayn1 sekilde
polimer igeren nanokristallerde oncelikli olarak PB, PDI ve ZP degerleri agisindan gegis
sayilarilarini kiyaslamak i¢in tek yonlit ANOVA testi uygulanmustir. Farkli gegis sayilarinda
bulunan ortalama PB, PDI ve zeta degerleri i¢in tanimlayic istatistikler Cizelge 4.64’de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.64. Polimerler ile hazirlanan nanokristaller i¢in tammlayici istatistiksel degerlendirme

%95 G.A

N Ort. SS s Alt Stmr  Ust Simir

En Diisiik En Yiiksek

5 Gegis 30 886,3 150,1 27,4 830,35 942,42 628,50 1183,00

(Er?]) 10 Gecis 30 8732 244,77 4477 78181 964,58 478,70 1327,00
20 Gegis 30 6734 1314 239 624,36 722,52 396,10 959,80
30 Gegis 30 666,0 2259 41,2 581,66 750,42 350,20 1366,00
5 Gegis 30 0,592 0,245 0,044 0,501 0,684 0,024 1,000
PDI 10Gegis 30 0,449 0,254 0,046 0,355 0,544 0,113 0,980
20Gegis 30 0446 0,199 0,036 0,372 0,520 0,049 0,826
30 Gegis 30 0,391 0,184 0,033 0,322 0,460 0,148 0,936
5 Gegis 30 16,15 9,88 1,804 12,46 19,84 1,22 33,50
ZP 10 Gecis 30 17,22 993 1814 1351 20,93 0,67 30,00
(mV) 20Gegis 30 1754 9,73 1,777 13,90 21,17 0,94 30,10
30Gegis 30 18,65 953 1,740 15,09 22,21 1,27 30,60

Hazirlanan nanosiispansiyonlarin tamami g6z Oniine alindiginda, polimerin farkli tip ve
oranlarinda tiim gegis sayilarinda ortalama degerlerde 1000 nm’nin altinda partikiiller elde
edilebildigi Cizelge 4.64’de goriilmektedir. Zeta potansiyel degerleri 16-18 mV civarinda ve
PDI degeri ise 5 gecis sayis1 disinda diger gegisler sayilarinda birbirine yakin goriilmistiir.
En disik partikiil biiyiikligine sahip formiilasyonlar 20 ve 30 ge¢is sayisinda elde
edilmistir. Bu gecis sayisinda hazirlanan formiilasyonlarin en yiiksek degerleri dahi 1000
nm’nin altinda bulunmustur. 20 ve 30 gecis sayilar1 da formiilasyonlarin partikiil biyiikligi
dagilimimi yaklagik olarak 0,1- 0,4 arasinda tutmay1 bagarmis olup tek yonliit ANOVA testi
yapilarak gruplar arasinda fark olup olmadigina bakilmistir (Cizelge 4.65).
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Cizelge 4.65. Polimer ile hazirlanan nanokristallerin gecis sayilari arasindaki fark analizi -
Tek Yonlii ANOVA sonuglart

Kareler Toplamn  Ortalama Kare F Anlamhhk
Gruplar arasi 1327038,053 442346,018 11,737 ,000
PB Grup ici 4371986,503 37689,539
Toplam 5699024,556
Gruplar arasi ,667 ,222 4,467 ,005
PDI Grup ici 5,772 ,050
Toplam 6,439
Gruplar arasi 95,162 31,721 ,332 ,802
ZP Grup ici 11081,539 95,531
Toplam 11176,701

ANOVA testine gore PDI ve ZP degerleri bagimsiz degiskenlerden (gecis sayisi ve

stabilizan tipi ve orani) etkilenmez iken PB etkilenmistir. Bu durumda formulasyon

seciminde PB degerleri etkili olacagi yorumuna varilmaktadir.

Levene Testi kullanilarak gruplarda varyanslarin homojen olarak dagilip dagilmadig:

kontrol edilmistir.

Cizelge 4.66. Polimer ile hazirlanan nanosiispansiyonlarda gecis sayilar1 agisindan
varyanslarin homojenligi test sonuglari-Levene testi

Levene istatistigi Anlamhlik
PB (nm) 4,463 0,005
PDI 1,281 0,284
ZP (mV) 0,068 0,977

Levene testine gore PB varyanslarinin heterojen PDI ve ZP varyanlarinin ise homojen

dagildig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.66). Bu nedenle PB degerleri agisindan post hoc testlerden

tam hane testi yapilarak hangi gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edilmistir (Cizelge

4.67)
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Cizelge 4.67. Polimer ile hazirlanan nanokristallerde gegis sayilar1 ¢oklu karsilastirmalar1 —
Tamhane testi

Bagimh Degisken Ortalama Fark +SH Anlamhhk

10 Gegis 13,186 52,413 1,000

5 Gegis 20 Gegis 212,943 36,421 ,000

30 Gegis 220,340 49,525 ,000

5 Gegis -13,186 52,413 1,000

10 Gegis 20 Gegis 199,756 50,719 ,002

30 Gegis 207,153 60,817 ,007

PB 5 Gegis -212,943 36,421 ,000
20 Gegis 10 Gegis -199,756 50,719 ,002

30 Gegis 7,396 47,729 1,000

5 Gegis -220,340 49,525 ,000

30 Gegis 10 Gegis -207,153 60,817 007

20 Gegis -7,396 47,729 1,000

Cizelge 4.67’ye gore partikiil biytiklikleri bakimindan farkli gecis sayilarin
karsilastirilmasinda 20 ile 30 gecis sayis1 arasinda ve 5 ile 10 gecis sayis1 arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir (p>0,05). 5 ile 20 gegis ve 10 ile
20 ve 10 ile 30 gegis arasinda anlamli farklilik oldugu goriildiigiinden 20 gecis sayisi polimer

iceren nanokristallerde en uygun geg¢is sayist olarak bulunmustur.

Stabilizan tipi ve oraninin secilmesi

Tek yonlii ANOVA testi ile belirlenen 20 gecis sayisindan sonra en uygun PB, PDI ve ZP
degerini saglayan formiilasyonun belirlenmesinde rol oynayan stabilizan tip ve oraninin
degerlendirilmesinde faktoriyel analizden faydalanildi. Bagimsiz degiskenler; stabilizan tipi
(PVP K30 ve HPMC) ve stabilizan orani (1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 8:1) olup bagimli degiskenler;
partikiil biuytikligi, partikiil biiytikliigii dagilimi ve zeta potansiyel degeridir.

5x2 (stabilizan orani x stabilizan tipi) deney diizeninde hazirlanan 10 formiilasyonda deney

3 defa tekrarlandi. Tanimlayici istatistikler Cizelge 4.68°de verilmektedir.
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Cizelge 4.68. Farkli polimer ve farkli oranlar1 kullanilarak 20 gecis sayisinda hazirlanan
nanokristallerde tanimlayici istatistikler

Stabilizan Tipi ZHM : Stabilizan Ortezlr?rrnn)a B SS N
1:2 815,300 152,211 3
1:1 417,966 26,334 3
4:1 623,233 8,548 3
8:1 640,033 62,627 3
1:2 650,333 50,018 3
2:1 723,000 52,408 3
HPMC 1:1 812,266 33,696 3
4:1 592,033 33,458 3
8:1 648,866 37,040 3
Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan Ortalama PDI SS N
1.2 0,502 0,191 3
2:1 0,737 0,205 3
PVP K30 1:1 0,296 0,166 3
41 0,459 0,182 3
8:1 0,774 0,189 3
1:2 0,464 0,131 3
21 0,369 0,202 3
HPM

C 1:1 0,291 0,170 3
4:1 0,400 0,092 3
8:1 0,405 0,211 3

- - ) - Ortalama
Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan ZP(mV) SS N
1.2 19,383 3,593 3
2:1 28,00 1,39 3
PVP K30 1.1 26,250 2,323 3
4:1 26,258 3,791 3
8:1 29,583 1,919 3
1.2 13,258 1,035 3
2:1 1,240 0,380 3
HPMC 1.1 7,272 1,450 3
4:1 13,191 2,052 3
8:1 9,481 2,678 3

Cizelge 4.68 incelendiginde PVP K30 ile en diisiik partikiil biiyiikliigii ve partikiil bliyiikligii
dagilimi 1:1 oraninda elde edilmistir. HPMC ile hazirlanan nanokristallerde ise en diisiik
partikiil boyutu 4:1 oraninda elde edilmistir. HPMC ile 1:1 oraninda en diisiik partikiil
biiytikligi dagilimi goriiliirken en biiyiik zeta potansiyel degeri 1:2 oraninda goriilmiistiir.
PVP K 30 ile hazirlanan nanokristallerin tiim oranlarinda HPMC’den daha yiiksek ZP degeri
elde eilmistir. Genel olarak tiim oranlarda zeta potansiyel degerleri HPMC kullanildiginda

daha diisiik ¢ikmis olup bu deger 15 mV’un altindadir.
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Partikiil biiyiikliigiine stabilizan tipinin etkisinin anlamli olmadigini fakat stabilizan oraninin
anlamli etkisi oldugunu ve bu degiskenin PB degerini % 74.4 oraninda agikladigini Cizelge

4.69 gostermektedir (p>0,05).

Cizelge 4.69. Partikiil biiyiikliigii acisindan stabilizan tip ve orani etkilesimi

Kaynak Kareler Toplamm Ortalama Kare F Anlamhhk
Diizeltilmis Model 412663,227 45851,470 10,373 0,000
Sabit 13605777,696  13605777,696  3078,046 0,000
Stabilizan Tipi 283111,362 70777,840 16,012 0,000
ZHM: Stabilizan 4217,416 4217,416 ,954 0,340
Stabilizan Tipi
ZHM- Stabilizan 125334,449 31333,612 7,089 0,001
Hata 88405,287 4420,264
Toplam 14106846,210
Diizeltilmis Toplam 501068,514
R%=0,744
PB Etkin madde

tnm]QUO 0= stahilizan aram

—1:2
1
111
R
800,001 B

700,00

600,00

500,00

400,007

T T
PP K30 HPMC Seps

Stabilizan tipi
Sekil 4.23. Partikiil biiylikligii acisindan stabilizan tipi ve orani etkilesim grafigi

Etkilesim grafikleri bagimsiz degiskenlerin her bir bagimli degisken ile olan etkilesimlerini
gostermektedir. Sekil 4.23’de goriildigi gibi 1:2, 2:1 ve 4:1 oranlarinda HPMC ile PVP
K30’a kiyasla daha diisiik partikiil biiylikliigli elde edilmistir. Tiim oranlar arasinda ve
polimerler arasinda en diisiik partikiil biiylikliigi PVP K30 ile 1:1 oraninda goriilmiistiir.
PVP K30 ile 1:1 oraninda gbzlenen en diisiik PB diistisi HPMC’de en biiyiik PB olarak
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karsimiza ¢ikmaktadir. 4:1 oraninda her iki polimer sonuglart birbirine yakin ¢ikmuistir.
Genel olarak PVP K30 1:1 ve HPMC 4:1 oraninda en dusuk PB goriildiigii ve en fazla
kiiciilmenin ise PVP K30’da gerceklestigi goriilmektedir. Ikili etkilesimler model
denklemini %74,4 oraninda agiklamistir. Modelde ikili etkilesim kullanilarak devam

edilmesi uygun goriilmiistiir.

Model denklemi asagida goriilmektedir:

Y=648,867 + 166,433t4r1 + 162,533 tar> — 230,900tar3 — 25,633tar4 — 8,833tars + 1,46714r1
+ 74,133tsr2 + 163,4 tsro — 56,833tsr4 + Ot4 + Ots +0ry + Orp +0r3 +0r4 +0r5

Burada: Y: PB (nm) rl: 1:2, 12: 2:1, r3: 1:1, r4: 4:1, r5: 8:1 oranlarini

t4: PVP K30 t5: HPMC referans degerlerini ifade etmektedir.

Kullanilan polimer oranlari arasinda farkliligi gérmek i¢in Tukey post-hoc testi ile ¢oklu

karsilagtirma yapilmistir (Cizelge 4.70).

Cizelge 4.70. Polimerlerin partikiil biyiikligi tizerine etkisi —ZHM: Stabilizan g¢oklu
karsilastirmalar1 (Tukey HSD)

ZHM: Stabilizan ZHM: Stabilizan Ortalama Fark Anlamhhk

2:1 -34,38 0,895

1 1:1 117,70 0,043
' 4:1 125,18 0,029
8:1 88,36 0,185

1:2 34,38 0,895

91 1:1 152,08 0,006
' 4:1 159,56 0,004
8:1 122,75" 0,033

1:2 -117,70 0,043

11 2:1 -152,08 0,006
' 4:1 7,48 1,000
8:1 -29,33 0,938

1:2 -125,18 0,029

41 2:1 -159,56 0,004
' 1:1 -7,48 1,000
8:1 -36,81 0,870

1:2 -88,36 0,185

81 2:1 -122,750 0,033
' 1:1 29,33 0,938

4:1 36,81 0,870




164

PB degerlerine bakidiginda 1:2 oraniile 1:1 ve 4:1 oranlar1 arasinda anlamli farklilik oldugu
goriiliirken 2:1 ve 8:1 oranlarinda anlamli farklilik gézlenmemistir. 1:1 ve 4:1 oraninda 1:2
ve 2:1 oranlarma gore daha fazla PB kiiglilmesi tespit edilmistir. 8:1 orani ile diger oranlar
karsilastirildiginda ise sadece 2:1 orani arasinda anlamli farklilik oldugu ve 8:1 oraninin
daha diisiik PB degerine sahip oldugu goriildii. Etkin madde miktarinin artmasi orantili

sekilde PB degerinde kiiclilme saglamamis olup korelasyon bulunmamustir.

Polimerler ile hazirlanan sonug nanokristal se¢iminde ele alinan bir diger bagimsiz degisken

ise partikiil biiytikligi dagilimidir (Cizelge 4.71).

Cizelge 4.71. Partikiil biyiikligii dagilimi agisindan stabilizan tip ve oran1 ana etkileri

Kaynak Kareler Toplalmm Ortalama Kareler F Anlamhhk
Diizeltilmis Model 5,057 0,130 7,504 0,000
Sabit 26,528 26,528 1535,280 0,000
Stabilizan Tipi 0,843 0,843 48,800 0,000
ZHM: Stabilizan 1,300 0,325 18,804 0,000
Stabilizan Tipi 0,815 0,204 11,787 0,000
ZHM: Stabilizan 2,099 0,070 4,050 0,000
Hata 1,382 0,017
Toplam 32,967
Diizeltilmis Toplam 6,439
R?=0,681

Partikiil biiyiikligii dagilimi acisindan bakildiginda stabilizan tipi ve orami arasindaki
etkilesim anlamli bulunmustur. PDI degerleri kullanilan stabilizanin tipiyle birlikte oranin
her bir seviyesinden etkilenmektedir. Polimer tipine gére PDI’de ki degisimler formiile
gecirilmistir. PDI partikiil biiyiikliigii, gec¢is sayis1 ve stabilizan oranindan etkilenmistir.

Etkilesim pozitiftir.
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Model denklemi asagida goriilmektedir:

Y=0,405 + 0,369, + 0,606r1 — 0,35r2 — 0,114r3 — 0,005r4 — 0,332t4r1 — 0,002t4r2 — 0,364t4r3
— 0,310t4r4 + Otars + Otsry +0tsrz + Otsrs + Otsry +0tsrz +0tsrs +0tsrs + Otsrs

Burada: Y: PDIrl: 1:2, r2: 2:1, r3: 1:1, r4: 4:1, r5: 8:1 oranlarimi

t4: PVP K30 t5: HPMC referans degerlerini ifade etmektedir.

Etkilesimin model denkleminde yer aldigi diizende stabilizan tipi, oran1 ve etkilesimleri
%068,1 oraninda denklemi agiklamaktadir. Geri kalan kisim alet tipi, operator, ortam sartlar
vb. bagimsiz degiskenlerde incelenmeyen parametreler olabilir.  Partikiil biiytkligi

dagilimi agisindan etkilesim grafigi Sekil 4.24°de gosterilmektedir.

PDI

Etkin madde

800 stabilizan oram
— 2
21
11
5 —g1
7007 81

600

500 e

400 \\J

,300

,2007

T T
PVP K30 HPMC Scps

Stabilizan tipi

Sekil 4.24. Partikiil bliyiikliigii dagilimi agisindan stabilizan tipi ve oran1 etkilesim grafigi

Sekil 4.24°de goriildigi tizere, farkli tipteki stabilizanlar kullanildig1 her oraninda degisik
partikiil biiyiikliigii dagilimlar1 elde edildi. Her iki polimerin kullanildigi 1:1 oraninda en
diistik PDI elde edildi. Partikiil biiytikligi dagilimi 0,1-0,4 arasinda dar olarak kabul
edildiginden PVP K30’un 1:1 ve HPMC’nin 1:1, 2:1 ve 4:1 oranlarinda PDI a¢isindan uygun

formiilasyon elde edildigi goriildii.
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Stabilizan oranlar1 agisindan bakildiginda ise c¢oklu karsilastirmalar Cizelge 4.72’de

sunulmaktadir.

Cizelge 4.72. Polimerlerin partikiil biyiikliigii dagilimi iizerine etkisi —ZHM: Stabilizan
coklu karsilagtirmalar1 (20 gecis) (Tukey HSD)

ZHM: ZHM: Ortalama .. %95 GA
Stabilizan Stabilizan Fark Alt Simir Ust Sinir

211 20,069 0357 20175 0,036

_ 11 0.189 0,000 0,083 0.295
12 41 0,053 0618 20,052 0,159
811 20,106 0,049 20,212 20,000

12 0,069 0.357 20,036 0.175

_ 11 0.259 0,000 0153 0.365
21 41 0123 0,014 0,017 0,229
811 20,036 0872 20,142 0,069

12 20,189 0,000 20,295 20,083

_ 211 20,259 0,000 20,365 20,153
11 41 20,135 0,005 20,241 20,029
81 20,296 0,000 20,401 20,190

12 20,053 0618 20,159 0,052

41 211 20,123 0,014 20,229 20,017
: 11 0135 0,005 0,029 0241
81 20,160 0,001 20,266 20,054

12 0.106 0,049 0,000 0212

8:1 21 0,036 0872 20,069 0.142
11 0.296 0,000 0.190 0401

41 0.160 0,001 0,054 0.266

PDI degerlerine bakildiginda 1:1 orani diger tiim oranlardan daha diisiik deger gostermekle
birlikte anlamli olarak hepsinden farkli ¢ikmustir. 4:1 orani ile 1:2 ve 8:1 orani ile 2:1 orani,

2:1 ile 1:2 oranlar1 arasinda PDI degerleri anlamli sekilde farkli degildir (p>0,05).

Bagimli degiskenlerden biri olan zeta potansiyel lizerinde de formiilasyonlarin etkisi

incelendi (Cizelge 4.73).
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Cizelge 4.73. Polimerler ile hazirlanan nanokristaller i¢in tanimlayici istatistikler - Zeta

potansiyel

Stabilizan Tipi ZHM: Stabilizan Ortalama SS N
1:2 19,38 3,59 12

1:1 26,25 2,32 12

4:1 26,25 3,79 12

8:1 29,58 1,91 12

1:2 13,25 1,03 12

2:1 1,24 0,38 12

HPMC 1:1 7,27 1,45 12
4:1 13,19 2,05 12

8:1 9,48 2,67 12

Tanimlayic istatistiklerden de goriildiigli tizere HPMC ile diisiik zeta potansiyel degerleri
elde edilmistir, buradan HPMC’nin partikiilleri stabilize etmekte yetersiz kaldig1 yorumu
yapilabilir. PVP K30 ile genel olarak tiim oranlarda sonu¢ uygun (>20 mV) ¢ikmakla birlikte
en yiiksek zeta potansiyel degeri 4:1 ve 1:1 oraninin kullanildig1 formiilasyonlarda elde
edilmistir. Zeta potansiyeli lizerine stabilizan tipi ve oraninin etkilesimi incelenerek de

degerlendirmelere devam edilmistir (Cizelge 4.74)

Cizelge 4.74. Polimer tipi ve oranlarinin zeta potansiyeli lizerine olan etkilesim tablosu

Kareler Ortalama
Kaynak Toplam: Kareler F Anlamhhik
Diizeltilmis Model 10593,534 1177,059 222,023 0,000
Sabit 36297,452 36297,452 6846,606 0,000
Stabilizan Tipi 8676,291 8676,291 1636,565 0,000
ZHM: Stabilizan 462,093 115,523 21,791 0,000
Stabilizan Tipi
ZHM:Stabilizan 1455,150 363,787 68,619 0,000
Hata 583,168 5,302
Toplam 47474,153
Diizeltilmis Toplam 11176,701

R?= 0,944

Ikili etkilesimler model denklemini %94,4 oraninda agiklamistir. Modelin yiiksek oranda
aciklamasindan dolayi ikili etkilesim kullanilarak devam edilmesi uygun goriilmiistiir. Zeta

potansiyel sonug¢larini tiim bagimsiz degiskenler % 94.4 orannda etkilemektedir.
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Model denklemi asagida goriilmektedir:

Y=9,482 + 20, 104t4 + 3,777r1 — 8,242r2 — 2,209r3 + 3,710r4 — 13,977t4r1 + 6,658t4r2
—1,124t4r3 — 7,035t4r4 + 0t4r5 + Ot5rl + 0t5r2 + 0t5r3 + 0t5r4 + 0tdrdS

Burada: Y: ZP (mV) rl: 1:2, r2: 2:1, r3: 1:1, r4: 4:1, r5: 8:1 oranlarim1 t4: PVP K30 t5:

HPMC referans degerlerini ifade etmektedir.

Zeta Potansiyel
(mV) Etkin madde
30,00 stabilizan oran
w—12
21
11

2> - . 41
25,00 81

20,004 Q

~X

15,00

10,00

5,009

,00

T T
PVP K30 HPMC Scps

Stabilizan tipi

Sekil 4.25. Zeta potansiyel degeri agisindan stabilizan tipi ve orani etkilesim grafigi

Zeta potansiyel degerlerinin PVP K30 kullanilan tiim oranlarda yiliksek oldugu ve
HPMC’nin 2:1 oraninda ZP degerinde ¢ok asir1 bir diisiis gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.75. Polimer ve oranlarinin zeta potansiyel {izerine olan ana etkileri

Kaynak Kareler Toplamm Ortalama Kareler F Anlamhilik
Diizeltilmis Model 9138,384 1827,677 102,219 ,000
Sabit 36297,452 36297,452 2030,061 ,000
Stabilizan tipi 8676,291 8676,291 485,252 000
ZHM: Stabilizan Orani 462,093 115,523 6,461 '
Hata 2038,318 17,880
Toplam 47474,153
Diizeltilmis Toplam 11176,701
R?=0,810

Cizelge 4.75 stabilizan tipinin ve stabilizan oraninin zeta potansiyel {izerine istatistiksel
olarak anlamli sekilde -etkiledigi gostermektedir. Bagimsiz degiskenler arasindaki
etkilesimin modelden ¢ikarilmasi model anlamliligin1 degistirmistir. Bagimsiz degiskenler
arasindaki etkilesimin modelden c¢ikarilmast model anlamliligmi %94,4’den %g81°e

distirmistiir.

Sonu¢ olarak yapilan istatistiksel analizler sonucunda polimerlerin kullanildig
formiilasyonlar degerlendirilmistir. 5, 10, 20 ve 30 gecis sayilarindan zeta potansiyelin ve
PDI'nin etkilenmedigi fakat PB’nin etkilendigi goriilmiistiir. PB’nin ge¢is sayisinin etkisi
bakildiginda ise 5 ile 20 arasinda anlamli fark bulunmakla birlikte 10 ile 5 gecis arasinda ve
20 ile 30 gecis arasinda anlamli fark bulunmadigindan en ideal gegis sayist 20 olarak
se¢ilmistir. Daha sonra polimer tipi ve oraninin belirlenmesi igin 20 gegis sayisinda
hazirlanan nanokristaller i¢in bagimli degiskenlere (partikiil biyiikligii, partikiil biyiikligi
dagilimi1 ve zeta potansiyel) bagimsiz degiskenlerin (stabilizan tipi ve stabilizan orani) etkisi
incelenmistir. Tiim analizler 20 gegis tizerinden degerlendirilmis ve en uygun polimer igeren

formulasyon olarak PVP K30 1:1 oranindaki formulasyon segilmistir.

4.3.9. Nanokristal formiilasyonlarimin kurutulmasi

Partikiil biyiikliigii, partikiil bityiikligii dagilimi ve zeta potansiyel degerlerine gore elde
edilen optimum nanokristallerin ¢éziinme calismalarini ve karakterizasyon ¢aligmalarini
yapmak ve ADT’leri gelistirmek i¢in kurutulmasi gerekmektedir. Bu amagla 2:1 oraninda
Tween 80 ve Vit E TPGSile 30 gegiste hazirlanan nanokristaller ve 1:1 oraninda PVP K30
iceren 20 gegciste hazirlanan nanokristallerin kat1 hale getirilmesinde liyofilizasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Liyofilizasyon islemi nanokristallerin PB degerinin biiyiimesine neden

olabileceginden partikiillerin yeniden biiyiimesini engellemek amaciyla kriyoprotektan
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olarak mannitol ilave edilmistir. Liyofilizasyon islemi igin gereken mannitol orani farkli

oranlarda caligilarak optimize edilmistir.

Kurutulma isleminden sonra nanokristallerin i¢erisinde ZHM miktar tayini yapilarak verim
hesaplanmistir. Bu amagla belirli bir miktarda tartilan nanokristal tozlar1 metanol igerisinde
coziilerek 0,45 pum membran filtreden siiziildiikten sonra valide edilmis UV
Spektrofotometrik yontem ile analiz edilmistir. Baglangigta %0.5 a/a konsantrasyonda
hazirlanan siispansiyonlarin, nanokristal elde etme basamaklar1 ve liyofilizasyondan sonra
%0.45 a/a konsantrasyonda elde edildigi goriilmiistiir. Yapilan ¢calismalarda ortalama %89.8
verimlilik ile nanokristal elde edildiginden tiim ¢alismalarda bu orana goére tartim iglemleri

yapilmistir.

Tween 80 iceren nanokristalinin kurutulmasi ile ilgili bulgular

Istatistiksel analizlere gére YEM iceren fomulasyonlar arasinda uygun gériilen
formiilasyonlardan biri olan 2:1 oranmin kullanildigi Tween 80 igeren nanokristallerin
bagimli degisken yanitlar1 ve kurutma isleminde ¢alisilan mannitol oranlar1 Cizelge 4.76 ve

4.77°de verilmektedir.

Cizelge 4.76. Liyofilizasyon oncesi 30 gecis sayisinda hazirlanan ZHM: Tween 80 (2:1)
nanokristali karakterizasyonu

PB (nm) £SS PDI £SS ZP (mV) £SS
666,23 + 12,001 0,501 + 0,044 21,66 + 0,251

Cizelge 4.77. Liyofilizasyonda kullanilan mannitol oranlari

Formiilasyon ZHM Mannitol
(Y0a/a) Tween 80 (Y%a/a) (Y0a/a)
F1 0,5 0,25 0
F2 0,5 0,25 2,5
F3 0,5 0,25 5
F4 0,5 0,25 75
F5 0,5 0,25 10

Cizelge 4.78’de belirtilen formiilasyonlarin liyofilizasyon islemi sonrasi yeniden partikiil
biiyiikliikleri, partikiil biiylikliigi dagilimlar1 ve zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge
4.78).
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Cizelge 4.78.Tween 80 ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinda liyofilizasyon sonrasi
karakterizasyon c¢aligmalari

Formiilasyon PB (nm) £SS PDI £SS ZP (mV) £SS
F1 1203,53 +£230,73 0,779 £ 0,137 9,55 +0,52
F2 2353,66 = 200,44 0,504 + 0,137 3,53 +1,25
F3 2403,67 = 11,59 0,637 £0,016 5,34 £ 0,53
F4 987,86 + 137,58 0,501 £ 0,164 142 +0,2
F5 883,933 + 34,69 0,557 £0,207 -6,22 + 0,09

Liyofilizasyon islemi sirasinda mannitol kullanilmadiginda 2 kata kadar partikiil
biiytikliigiinde bliyiime goézlenmistir. Mannitol miktarinin ZHM miktarinin 15 katina kadar
¢ikarilmasi partikiil biytikligiindeki artisi bir miktar diisirmiistir. Buna ragmen her
mannitol oraninda partikiiller yine de biiyiimiistiir. Tween 80 ile 2:1 oraninda 30 gegis ile
hazirlanmig olan ZHM nanokristali liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiikligi, partikiil
biiytikliigii dagilimi ve zeta potansiyel degerlerini tim mannitol oranlarinda korumamustir.

Bu nedenle uygun bir formulasyon olarak degerlendirilememistir.

Vitamin E TPGS iceren nanokristallerin kurutulmasi ile ilgili bulgular

Istatistiksel analizlere gore YEM igeren fomulasyonlar arasinda uygun goriilen
formiilasyonlardan biri olan 2:1 oranmin kullanildigis Vitamin E TPGS igeren
nanokristallerin bagimli degisken yanitlari ve kurutma isleminde ¢alisilan mannitol oranlari
Cizelge 4.79 ve 4.80°de verilmektedir.

Cizelge 4.79. Liyofilizasyon oncesi 30 gegis sayisinda hazirlanan ZHM: Vit E TPGS 2:1
nanokristalinin karakterizasyonu

PB (nm) £SS PDI £SS ZP (mV) £SS
485,066 £ 17,616 0,302 + 0,009 24,16 £ 0,723

Cizelge 4.80. Liyofilizasyonda kullanilan mannitol oranlari

ZHM Mannitol
Formiilasyon (Y0a/a) Vit E TPGS (%a/a) (Y0a/a)
F1 0,5 0,25 0
F2 0,5 0,25 2,5
F3 0,5 0,25 5
F4 0,5 0,25 75

F5 0,5 0,25 10
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Cizelge 4.81°de verilen formiilasyonlarin liyofilizasyon islemi sonrasi yeniden partikiil

biiyiikliikleri, partikil biiytikliigii dagilimlar1 ve zeta potansiyelleri dl¢tilmiistiir.

Cizelge 4.81. Vit E TPGS ile hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinda liyofilizasyon
sonrasi karakterizasyon ¢alismalari

Formiilasyon PB (nm) +SS PDI +SS ZP (mV) £SS
F1 882,5 + 124,78 0,612 +0,167 11,36 + 0,32
F2 754,13 + 36,62 0,437 + 0,095 12,03 £ 0,665
F3 678,33 + 24.02 0,241 + 0,056 6,37 + 0,05
F4 642,73 + 18,77 0,400+ 0,006 12,63 £ 0,585
F5 532,36 + 16,75 0,304 + 0,017 20,46 + 0,351

Mannitol icermeyen formiilasyonlarin PB ve PDI degerlerinde artis ve ZP degerinde diisiis
goriilmistlir. Manntiol oraninin %10 oldugu formulasyonda elde edilen cevap degiskenleri
¢ok daha az degisim gosterdiginden bu oranin kullanildigr Vit E TPGS nanokristali ideal

formulasyon olarak uygun gorilmistiir.

PVP K30 iceren nanokristalinin kurutulmasi ile ilgili bulgular

Istatistiksel ~ analizlere gore polimer fomulasyonlar arasinda uygun goriilen

formiilasyonlardan biri olan 1:1 oranmin kullanildigi PVP K30 i¢eren nanokristallerin
bagimli degisken yanitlar1 ve kurutma isleminde galisilan mannitol oranlar1 Cizelge 4.82 ve

4.83’de verilmektedir.

Cizelge 4.82. Liyofilizasyon oncesi 20 gecis sayisinda hazirlanan ZHM: PVP K30 1:1
oranindaki nanokristali karakterizasyonu

PB (nm) £SS
545,166 + 13,53

PDI £SS
0,378 £ 0,044

ZP (mV) £SS
24,16 £ 0,590

Cizelge 4.83.Liyofilizasyonda kullanilan mannitol oranlar1

Formiilasyon ZHM (%ala) PVP K30 (%a/a) Mannitol (%0a/a)
F1 0,5 0,5 0

F2 0,5 0,5 2,5

F3 0,5 0,5 5

F4 0,5 0,5 7,5

F5 0,5 0,5 10
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Sonu¢ nanokristal formiilasyonlarina liyofilizasyonun nasil etkiledigini gérmek igin,
mannitol icermeyen formiilasyonlar ile, partikiil biiyiikliigiine karst mannitoliin farkli
oranlar1 kullanilarak formiilasyonlar hazirlandi (Cizelge 4.83). Formiilasyonlarin
liyofilizasyon sonras1 yeniden partikiil biiyiikliikleri, partikiil biiyiikliigii dagilimlar1 ve zeta
potansiyelleri 6l¢iildii (Cizelge 4.84).

Cizelge 4.84. PVP K30 iceren nanokristalinin liyofilizasyon sonrasi karakterizasyonu

Formiilasyon PB (nm) £SS PDI £SS ZP (mV) £SS
F1 1055,66 + 32,29 0,602 + 0,017 1,52 £ 0,01
F2 709,633 + 52,550 0,473 + 0,028 1,41 £0,03
F3 678,33 + 24,02 0,241 + 0,056 6,37 + 0,05
F4 642,73 + 15,32 0,360+ 0,052 12,63 + 0,48
F5 532,36 £13,67 0,304+0,014 20,46+0,29

Mannitol icermeyen formiilasyonlarin PB ve PDI degerlerinde artis ve ZP degerinde diisiis
goriilmiistiir. Manntiol oraninin %10 oldugu formulasyonda elde edilen cevap degiskenleri
¢ok daha az degisim gosterdiginden bu oranin kullanildigit PVP K30 nanokristali ideal

formulasyon olarak uygun goriilmiistiir.

4.4. Vitamin E TPGS iceren nanokristallerin karakterizasyonu

ZHM: Vitamin E TPGS: 1:2 olan ve %10 mannitol igeren 30 ge¢is sayisinda elde edilen

sonug¢ nanokristalinin karakterizasyonu yapilmustir.

4.4.1. Partikiil biiyiikliigii (PB), partikiil biiyiikliigii dagihim (PDI) ve zeta potansiyel
(ZP) bulgulan

Vitamin E TPGS- mannitol kombinasyonu ile stabilize edilerek kurutulmus nanokristallerin
PB, PDI ve ZP degerlerini Cizelge 4.85’de sunulmaktadir.
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Cizelge 4.85. Vit E TPGS- Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun
liyofilizasyondan 6nce ve sonra PB, PDI ve ZP degerleri

Baslangic PB Ort. PB (um) (n=6) | 1 Gegis Sonras1 Ort. PB
(um) (n=6) = SS Devir +SS (um) (n=6) =SS
hiz1 éakTan
!d_ri1)(l:glsi SI,_oiI)::ém (rem) !d_r?ég.si Is_oil)::;m Liyo. 6ncesi | Liyo. sonrasi
2o | 280 = 15000 | 10 a0 | I a3gan 126 | 442145
Liyofilizasyon oncesi
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
5 1028,1 £73,5 0,399 £ 0,199 14,56 £ 0,81
10 580,4 £ 96,5 0,517 +0,156 30,3+0,2
20 545,36 £ 16,72 0,411 +£0,025 24,16 £ 0,72
30 485,066 £ 17,616 | 0,302 = 0,009 24,16 £0,75
Liyofilizasyon sonrasi
Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)
S 1203,33 £179,60 | 0,632+ 0,107 0,52 + 0,34
10 621,5+175,5 0,591 + 0,029 4,61 +£0,79
20 658,9 + 38,3 0,436 + 0,004 145+1,4
30 532,36 + 16,75 0,304 +0,017 20,46 + 0,35

Vit E TPGS ve mannitol kombinasyonu ile 30 gegiste hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarinda PB degeri 1000 nm’nin altinda kalmayi basarmigtir. Nanokristalinin
liyofilizasyonu sonrasinda PB, PDI ve ZP degerleri tekrar edilebilir ¢ikmistir. Vitamin E
TPGS ile hazirlanan formiilasyonlarin baslangi¢ durumundaki 6l¢iim sonucunun bir
gortintiisti Sekil 4.26’da verilmektedir. Sekil 4.27 ve 4.28 ise 30 gegis sonrasi PB, PDI ve

ZP degerlerinin 6l¢iim sonuglarinin bir goriintiisii olarak sunulmaktadir.
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11.00 14,47 45.00 Bl.41 1840.00 100,00 T35.00
13.00 20.15 h2.50 B8.97 215,00 100,00 BT7S.00
15.50 27.15 62,50 65,11 255,00 100,040
®1l0 = 9,37 pm ®50 = 25.2% pm ®20 =
wlf = 11 KA s wBd = A7 ST vwvm w0 =

RO awm

Sekil 4.26. Vit E TPGS hazirlanan formiilasyonun fiziksel karisim baslangic partikiil

biiytikligi
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 578.0 Peak 1: 523,0 98,5 187.0
Pdl: 0,408 Peak 2: 5560 1.5 0,000
Intercept: 0,842 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity

Inden sy (Percant )
@

b

ag

Size {d.nm)

Record 3DG65: zhm—*uib&E:H’.-Epass—lin—m*l 2

Sekil 4.27. ZHM: Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan liyofilizasyon
sonrasi sonu¢ formiilasyon PB ve PDI degerleri
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Results
Mean (mV) Area (%) S5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 275 Peak 1: 275 100,0 6,81
Zeta Deviation (mV): 6,81 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0328 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality

Zeta Potential Distribution

6000007
i |
. i
E 400000 [l
- L
Q I I
© 300000 e
I L .
* 200000t fL
I o\
100000 Frey
L .'I '._' '
u 1 1 \I I ]
-100 o 100 200
Apparent Zeta Potential (m)

[—— Recond 3071 zhm-vite-2-1-30pass-iyo-sonrad: 2

Sekil 4.28. ZHM: Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan liyofilizasyon
sonrasi sonu¢ formiilasyon Zeta potansiyel degeri

4.4.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM) bulgular:

Boliim 3.2.3’de agiklanan ZHM Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan,
ultraturraks ve her gegis sayisinda elde edilen nanokristallerin, ZHM kaba tozun ve fiziksel

karisimin SEM gonriitiileri Resim 4.1-4.7°de gortilmektedir.
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-
/|

det HV mag |[spot| V 50 pm — 8/5/2016 d‘él HV g |spot| WD 10 ym
M|ETD|30.00 kV|2000 x| 4.0 |11.4 mm METU CENTRAL LAB 9:41:46 AM | ETD[30.00 kV|7 000 x| 4.0 |11.4 mm METU CENTRAL LAB

(@)

e g o ! ' S
8/5/2016 det HV mag |spot| WD —— 100 pm | 8/5/2016 det HV mag |spot| WD | 20 ym
10:44:09 AM |ETD |20.00 kV|1 100 x| 3.0 |11.6 mm METU CENTRAL LAB 10:44:56 AM | ETD |20.00 kV|5 000 x| 3.0 [11.5 mm METU CENTRAL LAB

(@)

Resim 4.2. Vit E TPGS—Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun liyofilize
fiziksel karistm SEM goriintiileri: (a) mag.1100x, (b) mag.5000x
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det HV m WD 20 ym
8 AM I ETD2.00kV . 5000x 3.0 111.5mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.3. Vit E TPGS—Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun ultraturraks
sonrasi liyofilize fiziksel karisim SEM g0riintiisii, mag. 5000x

det | HV ag i — 20 ym
ETD | 5.00 kV |5 00 11.5 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.4. Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun 1 gegis
sonrasi liyofilize toz SEM goriintiisii  (a) mag. 10000x (b) mag. 5000x
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W Sum
11.6 mm METU CENTRAL LAB

(a) (b)

Resim4.5. Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan liyofilize toz
formiilasyonunun SEM goriintiisii (a) 5 gecis, mag. 15.000x (b) 10 ge¢is, mag.
10.000x

10 pm
METU CENTRAL LAB

Resim 4.6. Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun 20 gegis
sonrasi liyofilize toz SEM goriintiisii, mag. 10000x
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E S| WD 10 pym | 5 ¢ \ spo! WD Spm
AM |ETD|5.00 kV 9000 x| 3.0 [11.3 mm METU CENTRAL LAB | E 5.00 K 3.0 3 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.7. Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun 30 gegis
sonrast liyofilize toz SEM goriintiileri: (a) mag. 9000x, (b) mag. 15578x

SEM goriintiileri, ZHM partikiillerinin ¢ubuk seklinde oldugunu gostermektedir.
Nanokristali elde edildiginde ¢ubuk seklinin daha yuvarlak sekile doniistigii goriilmektedir.
SEM morfolojik analizinde, nanokristallerin 1000 nm altinda elde edilebildigi
goriilmektedir. Bu sonu¢ Malvern ZetaSizer’da elde edilen sonuglari dogrulamaktadir.
Yiiksek oranda mannitol varligi nanokristallerin igerisinde goriilmektedir. Ultraturraks ile
partikiil boyutunun kiigiiltiilmesinden sonra Vit E TPGS’nin ZHM iizerine fiziksel
adsorpsiyon gosterdigi gortildi. Yiiksek basing homojenizasyon isleminin de partikiillerin

kiictilmesini sagladigi SEM gorintiilerinde de goriilmiistiir.

4.4.3. Diferansiyel taramal kalorimetri (DSC) bulgulari

ZHM kaba tozu, fiziksel karisim ve her gegis sayisinda hazirlanan nanokristallerin

diferansiyel taramal1 kalorimetri (DSC) sonuglar1 Sekil 4.29 ve 4.30°da goriilmektedir.
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Endotermik pik

Sekil 4.29. Vit E TPGS igeren nanokristalininher gegisteki DSC termogrami

-20.00~

Thermal Analysis Result

0.00-

-10.00~

e -

¢ S

= =~==VitE TPGS 30 pass
— == Vit E TPGS 20 pass
— — VitE TPGS 10 pass

| —— VYitE TPGS § pass

100.00 200.00

Temp [C]

300.00

Sekil 4.29’da goriildiigii gibi nanokristal ile erime sicakliginda herhangi bir degisim

olmadig1 ve gecimsizlik olmadigi goriilmektedir.

4.4.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Bulgulari

Sonug formiilasyon olan ZHM Vit E TPGS 2:1 oraninda hazirlanan nanokristallerin FTIR
sonuclart Sekil 4.30-4.32°de goriilmektedir.



183

67,5
%T
60 Af |

52,5 | | i/

o " RN

37,5 A\ Y ) V " ¥
i ‘
22,5

I T T 1 T T ™ T T ]
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Emine 01 zhm .
(a) 7
v),\‘,y(,\/ \/\/\\
60 ‘ *\“

1 1
%T 1\» \,\\

W ‘
52,5 . h\‘ f "

45 \ \ '\ | ,\ ( \
\ ‘ i I

30 : \ I\ |
o l\‘ |

225

b T T o ! .
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600
Emine 02 mannitol

‘ S R p .
1400 12‘00 1000 800 600 400
1/cm

(b)

Sekil 4.30. Vit E TPGS—Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin FTIR
spektrumlari; a- ZHM kaba tozu, b- Mannitol
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(b)

Sekil 4.31. Vit E TPGS-Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin FTIR
spektrumlari; a- Vit E TPGS, b- Fiziksel karisim
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Sekil 4.32. Vit E TPGS—Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin FTIR
spektrumlari; Liyofilize 30 gecis

FTIR sonuglarina gére, ZHM nin karakteristik 3400 cm™’de goriilen genis N-H amin grubu,
3200 cmicivarinda amit bagma ait pik, 3000 cm™absorpsiyon bandinda CH, baglarindan
kaynakli goriilen yiiksek siddetli yayvan yogun pik ve alken baglarindan dolay1 1600-1700
cm civarinda pikler, liyofilizasyon ve 30 gecis yiiksek basing homojenizasyonundan sonra
sonu¢ nanokristalda ve fiziksel karisimda goriilmektedir. Uygulanan liyofilizasyon ve
yiiksek basing homojenizasyon islemleri gecimsizlik olusturmamistir. FTIR sonuglarindan

ZHM’nin polimorfik degisime ugramadig goriilmektedir.
4.4.5. X-151m toz kirmmim (XRD) bulgular

Sonug formiilasyon olan ZHM Vit E TPGS 2:1 oraninda hazirlanan nanokristallerin X-1gini1

kirinimi1 bulgular Sekil 4.33-4.37°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.33. Vit E TPGS — Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarin X-Isini
Kirinimi Deseni; a-ZHM Kaba Tozu, b- Mannitol
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Sekil 4.34. Vit E TPGS - Mannitol kombinasyonu ile 2:1 oraninda hazirlanan
formiilasyonlarin X-1sin1 kirinimi deseni; a- Vit E TPGS, b- Vit E TPGS,

mannitol ve ZHM fiziksel karigimi
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Sekil 4.35. Vit E TPGS - Mannitol kombinasyonu ile 2:1 oraninda hazirlanan
formiilasyonlarin X-1s1n1 kirinimi deseni; a-Ultraturraks sonrasi liyofilize edilen
toz, b- 1 gegis sonrast liyofilize edilen toz
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Sekil 4.36. Vit E TPGS - Mannitol kombinasyonu
formiilasyonlarin X-1g1n1 kirinimi deseni; a- 5 gecis sonrasi liyofilize edilen toz,

b- 10 gegis sonrasi liyofilize edilen toz

ile 2:1 oraninda hazirlanan
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Sekil 4.37. Vit E TPGS - Mannitol kombinasyonu ile 2:1 oraninda hazirlanan

formiilasyonlarin X-1s1n1 kirinimi deseni; a- 20 gegis sonrasi liyofilize edilen toz,
b- 30 gegis sonrasi liyofilize edilen toz

XRD sonuglarindan goriildigii tizere yiiksek basing homojenizasyondan sonra ve
liyofilizasyon islemi sonrasinda meydana gelen nanokristallerde kristal yap1 kismi amorf
yapiya doniismektedir. Nanokristal hale gelmesiyle olusan kristal yapidaki bu hal degisikligi
ile ¢oziniirlik ve ¢oziinmesinde artis beklenmektedir. Tamamen amorf yapi meydana
gelmemis olup bu durum nanokristalin stabilitesinin daha uzun siire saglayabilecegi
distnilmektedir. Gegis

sayisinin  artmast  kristal yapiyr degistirmistir. ZHM’nin

karakteristik kirinim piklerinin bazilar1 nanokristallerde de goriilmektedir. XRD sonuglari
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ZHM’nin liyofilizasyon ve yiiksek basing homojenizasyon islerimlerinden sonra polimorfik
degisime ugradigini géstermektedir.

4.5. PVP K30 iceren Nanokristalinin Karakterizasyonu

Polimer igeren formiilasyonlar arasinda en uygun partikiil biiyiikliigii, partikiil biiyiikligi
dagilimi ve zeta potansiyel degeri gosterdigi i¢in segilen ZHM: PVP K30: 1:1 olan ve %10

mannitol i¢eren 20 gecis sayisinda elde edilen nanokristalinin karakterizasyonu yapilmistir.

4.5.1. Partikiil bityiikliigii (PB), partikiil bityiikliigii dagilim (PDI) ve zeta potansiyel
(ZP) bulgulan

Cizelge 4.86 PVP K30-mannitol kombinasyonu ile stabilize edilerek kurutulmus
nanokristallerin PB, PDI ve ZP degerlerini gostermektedir.

Cizelge 4.86. PVP K30 - Mannitol kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyonun
liyofilizasyondan 6nce ve sonra PB, PDI ve ZP degerleri

Baslangic PB Ort. PB (um) 1 Gegis Sonrasi Ort. PB

(nm) (n=6) = SS (n=6) £ SS (um) (n=6) + SS
Devir hiz1 | Zaman

Liyo. Liyo. (rpm) (dk) Liyo. Liyo. Liyo. Liyo.

Oncesi Sonrasi Oncesi | Sonrasi Oncesi Sonrasi

gggso * éégs > % 15000 10 ;3173 | 8240 + 18 33‘2‘5 *|4019+28

Liyofilizasyon dncesi

Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)

5 1025,1+71,4 0,469 + 0,192 22,03 +2,85

10 647,26 + 91,60 0,428 + 0,003 30,33 +£0,12

20 545,16 + 13,53 0,378 £ 0,044 24,16 £ 0,59

30 485,26 + 14,37 0,302 + 0,078 22,433 + 1,835

Liyofilizasyon sonrasi

Gegis sayisi Ort. PB (nm) PDI ZP (mV)

S 1210,37 £146,64 | 0,638 + 0,078 17,39 +£ 0,24

10 756,16 + 138,58 0,639 + 0,061 14,62 £ 0,64

20 532,36 + 13,67 0,304 £ 0,014 20,46 + 0,29

30 502,66 + 12,89 0,329 + 0,056 10,46 £ 0,73




192

PVP K30 ve mannitol kombinasyonu ile 20 geciste hazirlanan nanokristal
formiilasyonlarinda partikiil biiyiikligii ve dagilimi degisim gdstermedi. Zeta potansiyel
degeri ise ¢ok az diisiis gosterdi. Nanokristallerin elde edilmesi ve liyofilizasyonu sonucunda
partikiil buytikligi, partikiil biiyiikligii dagilimi ve zeta potansiyel degerleri tekrar edilebilir
sonuclar vermistir. PVP K30 ile hazirlanan formiilasyonlarin baslangi¢ durumundaki 6l¢iim
sonucunun bir goriintiisii Sekil 4.37’de verilmektedir. Sekil 4.38 ve 4.39 ise 20 gecis sonrasi

PB, PDI ve ZP degerlerinin 6l¢iim sonuglariin bir goriintiisii olarak sunulmaktadir.

100 TTTTTIT T T T T TTTTTTT T T T TTT IL: “‘H“Wm 1'0
X 90 TN +0.9
= " E / =
& 80F 1o¢ 5
(@) o H 5]
o 70Ff b 0.7 S
s F I }/ " Hoe §
a 60 - N 5
2 r /‘ Hos 2
0 50 =
'g - _/" * +H04 T
> 40 >
= B H03 ‘G
3 - c
> 30 — [0]
E - = ){ Ho0.2 b e}
oy L.
S 20p +0.1
10 Ghbibls ! L 1 Ll 1 1 NN 1 Qilm%wo
0.5 1 5 10 50 100 500 1000
particle size / ym
Volume Size Distribution
x0/pm Q3/% x0/pm Q3/% x0/pm Q3/% x0/pm Q3/%
4.50 10.66 18.50 45.80 75.00 94.40 305.00 100.00
550 13.44 21 .50 51.41 90.00 97.23 365.00 100.00
6.50 16.26 25.00 5T+27 105.00 98.65 435.00 100.00
7.50 19.08 30.00 64.63 125..00 99.42 515.00 100.00
9.00 2327 37.50 73.72 150.00 99.77 615.00 100.00
11.00 28.63 45.00 80.61 180.00 100.00 735.00 100.00
13.00 33.69 52.50 85.64 215.00 100.00 875.00 100.00
15.50 39.52 62.50 90.39 255.00 100.00
x10 = 4.25 pm x50 = 20.74 pm Xx90 = 61.69 pm
v1iA = A 41T 1y vRA4A = EN NA 1vm +vaQ = 174 15 v

Sekil 4.38. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonun fiziksel karisim baslangig
partikiil biiytikliigii
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2547,2 Peak 1: 4016 100,0 1119
Pdi: 0,313 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,832 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
ar v T v
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Sekil 4.39. PVP K30-Mannitol Ile hazirlanan liyofilizasyon sonras1 sonug formiilasyon PB

ve PDI degerleri
Results
Mean (mV) Area (%) S5t Dev (mV)

Zeta Potential (mV): 220 Peak 1: 28,0 100,0 821

Feta Deviation (mV): 5,21 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/cm): 00322 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality
Zeta Potential Distribution
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N A . .
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| . o \
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Sekil 4.40. PVP K30-Mannitol Ile hazirlanan liyofilizasyon sonrasi sonug formiilasyon ZP
degeri
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4.5.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) bulgulari

PVP K30-Mannitol ile hazirlanan ultraturraks ve her gecis sayisinda hazirlanan nanokristal

formiilasyonlarin, ZHM kaba tozu, fiziksel karistmin SEM sonuglar1 Resim 4.8-4.14’de

goriilmektedir.

| ey :.
A= 5
8/5/2016 | det HV mag |spot| WD 50 pm 8/5/2016 | det HV mag ‘ spot| WD 10 pm
P:43:22 AM | ETD|30.00 kV|2 000 x| 4.0 |11.4 mm METU CENTRAL LAB 9:41:46 AM |ETD|30.00 kV|7 000 x| 4.0 {11.4 mm METU CENTRAL LAB

(@) (b)
Resim 4.8. ZHM kaba tozu SEM goriintiileri: (a) mag. 2000x, (b) mag. 7000x

e

8/5/2016 | det | Hv mag |spot| WD | 100 pym
9:48:14 AM|ETD[10.00 kV|1 000 x| 4.0 [11.5 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.9. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan liyofilize fiziksel karisim SEM goriintiileri:
mag. 1000x
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8/5/2016 | det | RV mag |spot| WD 10 ym t v mag
11:00:46 AM | ETD| 5.00 kV | 10000 x| 3.0 1.6 mm METU CENTRAL LAB )| 5.00 kV | 15 000 x

(@) (b)

Resim 4.10. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin 5 gegis sonrast liyofilize
toz SEM goriintiileri: (a) mag. 10000x, (b) mag. 15.000x

spot WD
3.0 [11.5mm

det HV r 0  —1 111
ETD|2.00kV |21 0 |11.5mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.11. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin 10 gegis sonrasi liyofilize
toz SEM goriintiileri: (a) mag. 15.000x, (b) mag. 21.000x



196

/ 'nrwag spot| WD 10 pm 6 |det| HV mag |spot| WD | e—1 111}
AM |ETD|5.00kV /10000 x| 3.0 |11.5 mm METU CENTRAL LAB 9:15 AM |ETD | 5.00 kV [17 000 x| 3.0 [11.3 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.12. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin 20 gegis sonrasi liyofilize
toz SEM goriintiileri: (a) mag. 10.000x, (b) mag. 17.000x

-—_3 3

016 det HV mag |spo
1AM |ETD|5.00 kV |18 000 x| 3.0

Resim 4.13. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin 20 gecis sonrasi liyofilize
toz SEM gorintiileri: (c) mag. 18.000x
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mag |spot| \ -Spm

HV mag spot| WD £ 6
32:02 AMETD  5.00 kV (14 000 x| 3.0 111.3 mm METU CENTRAL LAB

6 p
AM |ETD|5.00kV|9000x| 3.0 [11.3 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.14. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin 30 gecis sonrasi liyofilize
toz SEM goriintiileri: (a) mag. 9000x, (b) mag. 14000x

4.5.3. Diferansiyel kalorimetri (DSC) bulgular:

ZHM kaba tozu ve her gecis sayisinda hazirlanan nanokristallerin DSC sonuglar1 Sekil

4.41°de yer almaktadir.

Endotermik pik

e o —=-— 20 pass
o —--- 30 pass
10T, X T J— — e
g ~200.00 5
Temp [C] 300.00

Sekil 4.41. PVP K30 ile hazirlanan ZHM nanokristalinin her gegisteki DSC kromatogramlari

DSC piklerinden ZHM nin liyofilizasyon ve yiiksek basing homojenizasyon islemlerinden

sonra polimorfik doniisiimiiniin olmadig1 goriilmektedir.
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4.5.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-1R) bulgular:

PVP K30 ile hazirlanan ZHM nanokristalleri, fiziksel karigimlar ve yardimct maddelerin
FTIR sonuglar1 Sekil 4.42-4.44°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.42. PVP K30-Mannitol hazirlanan formiilasyonlarin FTIR spektrumlari; ZHM kaba
tozu
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Sekil 4.43. PVP K30-Mannitol hazirlanan formiilasyonlarin FTIR spektrumlart; (a)

Mannitol, (b) PVP K30
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Sekil 4.44. PVP K30-Mannitol hazirlanan formiilasyonlarin FTIR spektrumlari; a- Fiziksel
karisim, b-20 gecis sonrasi liyofilize toz

ZHM’nin karakteristik FTIR spektrumlar1 nanokristal formiilasyonunda da goriilmektedir.
ZHM’nin yiiksek basing homojenizasyondan sonra kimyasal yapisinda bir degisim

gozlenmemistir.
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4.5.5. X-151m1 kirmnima (XRD) bulgulan

PVP K30 ile hazirlanan ZHMnanokristallerinin X-1sin1 kirmnimi bulgulan Sekil 4.45-4.48°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.45. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin X-1sin1 kirinimi desenlert;
a- ZHM kaba tozu, b- Mannitol, c-PVP K30
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Sekil 4.46. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin X-1s11 kirmnimi desenleri;

a-Fiziksel karigimi, b-Ultraturraks sonrasi liyofilize edilen toz, c-1 gegis sonrasi
liyofilize edilen toz
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Sekil 4.47. PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarin X-1gmn1 kirinimi desenleri;
a-5 gecis sonrast liyofilize edilen toz, b-10 gegcis sonrasi liyofilize edilen toz, c-
20 gegis sonrasi liyofilize edilen toz
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Sekil 4.48. PVP K30-Mannitol Ile hazirlanan formiilasyonlarin X-1s1in1 kirmimi desenleri;
30 gecis sonrast liyofilize edilen toz

XRD sonuglart PVP K30-Mannitol ile hazirlanan formiilasyonlarda ZHM’nin kristal
yapisinin ZHM belirli oranda degistigini gostermistir. Gegis sayisinin artmasi Kristal yapida
degisiklik yapmamustir. Kismi amorf yapinin olusmasi ile ZHM nin ¢oziinme 6zelliklerini

artirabilecegini gostermektedir.
4.6. Coziiniirliik Calismalari

Boliim 3.2.8’de anlatildigr gibi suda ¢oziiniirliikk calismalart ZHM kaba tozu, sonug
nanokristaller ve fiziksel karigimlar ile yapilarak sonuglar UV spektrofotometrede analiz

edilmistir.

ZHM’nin sudaki ¢oziiniirliigii ortalama 141,99 pg/mL olarak bulundu. ZHM’nin nanokristal
hale getirilmesi ile ¢oziiniirliik degeri, Vit E TPGS ile stabilize edilen nanokristallerde
262,36 png/mL (1.84 katlik artig); PVP K30 ile stabilize edilen nanokristallerde ise 324,3
ug/mL (2.3 katlik artig) olarak saptandi. (Sekil 4.49, Cizelge 4.87).
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Cizelge 4.87. ZHM ‘nin distile sudaki ¢6ziliniirliik sonuglari
ZHM: PVP | ZHM:PVP ZHM-VitE | ZHM-VitE
K30: K30: TPGS: TPGS:
Mannitol Mannitol Mannitol Mannitol
ZHM Fiziksel Liyofilize Fiziksel Liyofilize
(ug/mL) karisim Nanokristal | karisim Nanokristal
(ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Ortalama | 141,99 143,66 324,3 203,88 262,36
SS 37,37 15,93 26,30 7,07 6,19
Bagil SS | 0,26 0,11 0,08 0,03 0,02
Doygun ¢oziiniirliik
(ng/mL)

ZHM-Vitamin E
TPGS fiziksel
karigim

ZHM-Vitamin E
TPGS nanokristal

ZHM kaba toz ZHM-PVP K30

fiziksel karigim

ZHM-PVP K30
nanokristal

Sekil 4.49. ZHM kaba toz, fiziksel karisim ve nanokristallerin sudaki doygun ¢6ziiniirliik
degerleri

4.7. In Vitro Céziinme Cahsmalar

In vitro ¢ziinme ¢alismalar1 Boliim 3.2.9°da anlatildig sekilde gergeklestirilmistir.

4.7.1. pH 7.4 fosfat tamponu ortami kullanilarak yapilan ¢éziinme calisma sonuclari

ZHM farkli formiilasyonlarinin, fiziksel karigimlarin, ticari liriiniin ve kaba tozun pH 7.4

fosfat tamponu ortamindaki ¢oziinme profilleri Sekil 4.50°de gosterilmektedir.



206

&0

50

f'. B
a0 ”

—
—a
——

====\}it E TPG5 igeren Fiziksel Karisim

30

——
——

—
!

Wit E TPGS iceren Manokristal

==f.aba toz ZHM

% Kiimiilatif goziinen miktar

==#=Ticari Urin {Zeldox kapsll}"

PVP K30 igeren Nanaokristal

PVP K30 igeren Fiziksel Karigim
20 40 &0 80 100 120 140

Zaman (dk)

Sekil 4.50. ZHM kaba tozu, fiziksel karisimlar: ve nanokristal formiilasyonlarinin pH 7.4
fosfat tamponu ortamindaki ¢6ziinme profilleri

FDA’nin ¢6ziinme yontemi olarak onerdigi ve ticari iiriin i¢in kullanilan in vitro ¢éziinme
ortam1 pH 7.4 fosfat tamponu icerisinde %2 SLS igeren ortamdir. Bu ortamda iyi ¢dzlinme
gosterdiginden nanokristallerin ¢éziinmesindeki artis1 tespit etmek, farkliliklar1 gérmek i¢in
pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda ¢ézlinme testi yapilmistir. Bu ortamda ZHM kaba toz 30.
dakikaya kadar ¢6ziinme goOstermemistir ve 2 saatin sonunda %10’lu bir ¢dziinme
sergilemistir. Diger formiilasyonlar kaba toza kiyasla daha yiiksek miktarda ¢6ziinme
gostermistir. En yiiksek ¢oziinme ise PVP K30 igeren nanokristal formulasyonunda

goriilmiistiir. Bu formulasyon 120 dakika sonunda %44,38 oraninda ¢6ziinme gostermistir.

4.7.2. pH 7.4 fosfat tamponu + %0.5 SLS ortamu kullanilarak yapilan ¢6ziinme ¢alisma

sonuclar

ZHM igeren nanokristallerin, fiziksel karigimlarin, ticari triiniin ve kaba tozun
¢oziinmelerindeki farkliligi ve nanokristallerin etkisini daha detayli gérebilmek i¢in pH 7.4
fosfat tamponuna %0.5 ve %1 oranlarinda SLS ilave edilerek c¢oziinme calismalar

yapilmustir.

ZHM nanokristallerinin, fiziksel karisimlarin, ticari triiniin ve kaba tozun pH 7.4 fosfat

tampon +%0.5 SLS ortamindaki ¢oziinme profilleri Sekil 4.51°de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.51. ZHM kaba tozu, fiziksel karigimlar ve nanokristal formiilasyonlarinin pH 7.4
fosfat tamponu + %0.5 SLS ortamindaki ¢oziinme profilleri

% 0.5 SLS igeren pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda ZHM kaba toz 120 dakika sonunda
%40’a varan ¢6ziinme gostermis olup nanokristal formiilasyonlar1 %70’e varan ¢éziinme
gostermistir. pH 7.4 fosfat tamponu ortamindaki ¢éziinmeye kiyasla ortama%0.5 oraninda

SLS ilave edilmesi tiim formiilasyonlarin ¢éziinmelerini arttirmistir.

4.7.3. pH 7.4 fosfat tamponu + % 1 SLS ortanm kullanilarak yapilan ¢6ziinme ¢alisma

sonuclari

ZHM farkli formiilasyonlarinin, fiziksel karigimlarin, ticari {irliniin ve kaba tozunun pH 7.4

fosfat tampon +%1 SLS ortamindaki ¢6ziinme profilleri Sekil 4.52’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.52. ZHM kaba tozu, fiziksel karisimlar ve nanokristal formiilasyonlarinin pH 7.4
fosfat tamponu + %1 SLS ortamindaki ¢éziinme profilleri

% 1 SLS iceren pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda, ZHM kaba toz 120 dakika sonunda %70’a
varan ¢ozlinme gostermis olup nanokristal formiilasyonlart ve ticari iiriin %100’e yakin
¢oziinme gostermislerdir. Ortamda SLS miktarinin artmasi1 formiilasyonlarinin ¢éziinme
profillerindeki egilimi iyilestirmekle birlikte zamanla ¢oziinen ZHM miktarmni da
artirmistir. Vit E TPGS veya PVP igeren nanokristallerin her ikisi de %95’in iizerinde

¢Ozlinme gostermistir.

4.7.4. FaSSIF ortaminda yapilan ¢6ziinme calisma sonuclari

ZHM igeren nanokristallerin, fiziksel karisimlarin, ticari {liriiniin ve kaba tozunun FaSSIF

ortamindaki ¢oziinme profilleri Sekil 4.53’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.53. ZHM kaba tozu, fiziksel karigimlart ve nanokristal formiilasyonlarinin FaSSIF
ortamindaki ¢dziinme profilleri

FaSSIF ortaminda sadece nanokristal igeren formiilasyonlar deney sonunda %80 civarinda
¢oziinme gostererek aglik ortaminda ¢ok diisiik biyoyararlanim gosterdigi bilinen ZHM nin
nanokristal hale geldiginde aglik-tokluk varyasyonunun azalacagi bu c¢aligma ile
goriilmektedir. Kaba tozun ¢oziinmesi sadece pH 7.4 fosfat tamponu iceren ortamdaki
cOziinmesine benzer ¢ikmis fakat nanokristal iceren formiilasyonlarda c¢oziinmede artig
gorilmistiir. Sekil 4.54 ve 4.55’de Vitamin E TPGS ve PVP K30 igeren nanokristal
formiilasyonlar1 ile ticari preparatin benzerlikleri istatistiksel agidan gosterilmektedir.
DDsolver 1.0 yazilim progranmu kullanilarak hesaplanan f2 benzerlik faktorii test tiriin PVP
K30 ile hazirlanan nanokristalde 24, Vitamin E TPGS ile hazirlanan nanokristalde ise 28
bulunmus olup her ikisi de ticari iiriin ile aglik ortaminda benzerlik géstermemistir. Sekil
4.56’da verilen her iki nanokristal formiilasyonun karsilastirilmasinda ise f2 benzerlik

faktorii 56 bulundugundan profiller benzer olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.54. FaSSIF ortaminda ¢6ziinme profillerr; Referans iirlin: Ticari preparat, Test
tirtinii: PVP K30 igeren nanokristal (f2:24)
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Sekil 4.55. FaSSIF ortaminda ¢oziinme profiller;; Referans iiriin: Ticari preparat, Test
rtinti: Vitamin E TPGS i¢eren nanokristal (f2:28)
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Sekil 4.56. FaSSIF ortaminda ¢oziinme profiller;; Referans iiriin: PVP K30 igeren
nanokristal, Test tirtinii: Vitamin E TPGS igeren nanokristal (f2:56)
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4.7.5. FeSSIF ortaminda yapilan ¢éziinme ¢alisma sonuglari

ZHM nanokristal formiilasyonlarinin, fiziksel karigimlarin, ticari liriiniin ve kaba tozunun

FeSSIF ortamindaki ¢oziinme profilleri Sekil 4.57°de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.57. ZHM kaba tozu, fiziksel karigimlar ve nanokristal formiilasyonlarinin FeSSIF
ortamindaki ¢oziinme profilleri

FESSIF ortamindaki ¢6zliinme profilleri nanokristal igeren ortamda ve ticari iiriinde %90
tizerinde ve benzer ¢ikmistir. Aglik ortamina kiyasla daha diisiikk ¢oziinme gosteren ticari
triintin tokluk ortaminda ¢oziinmesine karsilik nanokristal formiilasyonlarinin aglik
ortaminda da ¢éziinmesinin pH 7.4. tampon iceren ortama kiyaslandiginda yiiksek olmasi
ZHM etkin maddesinin nanokristal hale gelerek partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi ile ag¢lik-
tokluk ortamina bagli ¢6ziinme farkliliklarini azaldig1 goriilmektedir. Fiziksel karisim i¢eren
formiilasyonlar kaba tozdan daha yiiksek ¢ozlinme gostermis olup aglik ortaminda daha
diisiik ¢ozlinme gosterirken tokluk ortaminda ¢dziinmeleri %50’ye yakin olmustur. Sekil
4.58-4.60’da tokluk ortamindaki nanokristal i¢ceren formiilasyonlarin kendi aralarinda ve
ticari iirtin ile karsilastirmalart verilmistir. Buna gore tokluk ortaminda ticari {iriin ile
nanokristaller benzer bulunmustur (f2>50). FeSSIF ortaminda ¢aligilan tiim gruplar 15 dk
icerisinde %85 oraninda ¢oziinme gostermemistir. 15. dk icerisinde ZHM kaba toz %09,
Vitamin E TPGS igeren fiziksel karisim %14, PVP K30 igeren fiziksel karisim %18 oraninda
¢oziinme gosteirken ticari {irtin Zeldox %45, PVP K30 igeren nanokristal % 55 ve Vitamin

E TPGS iceren nanokristal %45 oraninda ¢6zlinme gostermislerdir.
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Cozlinme deneylerinden goriildiigli lizere nanokristal hale getirilen ZHM maddesinin
¢oziinme profili tiim ortamlarda daha yiiksek ¢ikmis ve aglik ortaminda da sadece
nanokristal i¢eren formiilasyonlarin digerlerine kiyasla yiliksek ¢ikmasi ile nanokristal
formulasyonunun sizofreni tedavisinde tercih edilmesi ve/veya ticarilestirilmesi ile ilacin

yiyeceklerle birlikte alinma geregini ortadan kaldiracagin1 6ngérmektedir.

Coziinme deney sonuglarin benzer ¢ikmasi, nanokristal parametrelerinin uygun ¢ikmasi
ve suda ¢oziiniirliik degerlerinin PVP K30 igeren nanokristal formiilasyonunda daha yiiksek
olmasi sebebiyle PVP K30 igeren nanokristal fomulasyonu ile agizda dagilan tablet

formulasyon galismalarina devam edilmeye karar verilmistir.
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Sekil 4.58. FeSSIF ortaminda ¢oziinme profilleri; Referans {iriin: Ticari {iriin, Test iirlinii:
Vitamin E TPGS igeren nanokristal (f2:63)
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Sekil 4.59. FeSSIF ortaminda ¢6zlinme profiller1; Referans {irtin: Ticari {iriin, Test iirtinii:
PVP K30 iceren nanokristal (2:58)



213

Mean Dissolution Profiles with SD

120
—eo— Reference
100 —m— Test —® 9

80

60

40

20

% Kiimiilatif ¢6ziinen miktar

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (dk

Sekil 4.60. FeSSIF ortaminda ¢oziinme profiller1; Referans iirtin: PVP K30 igeren
nanokristal, Test {irtinii: Vitamin E TPGS iceren nanokristal (f2: 65)

4.8. ADT’lerin Dogrudan Basim Yontemi ile Hazirlanmasi
4.8.1. ADT’lerde kullanilan yardimci maddeler ile ge¢imlilik Calismasi

ADT lerin basilmasindan 6nce kullanilan yardimer maddelerin ZHM ile ge¢imliligini tespit
etmek amaciyla boliim 3.2.11°de agiklanan DSC analizi yapilmistir. DSC termogramlari
Sekil 4.60-4.64’de goriilmektedir. DSC termogramlarina gore yardimci maddeler ile ZHM

arasinda herhangi bir ge¢imsizlik bulunmamaktadir.

DsC Thermal Analysis Result
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Sekil 4.61. ZHM, PVP K30 ve fiziksel karigimin DSC termogrami
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Sekil 4.62. ZHM, Avicel ve fiziksel karigimim DSC termogrami
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Sekil 4.63. ZHM, Mannitol ve fiziksel karigimin DSC termogrami
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Sekil 4.64. ZHM, Mg Stearat ve fiziksel karigimin DSC termogrami

DSC Thermal Analysis Result
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Sekil 4.65. ZHM, Ac-Di-Sol ve fiziksel karisimm DSC termogrami
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4.8.2. Deney tasarim ile hazirlanan fiziksel karistim ADT formiilasyonlarda yapilan

fizikofarmasotik kontrollerin sonuclari

Boliim 3.2.12° de agiklandig1 gibi 32 faktoriyel deney tasarmmu ile 2 kez tekrar edilerek
fiziksel karisim igeren ADT’ler hazirlanmustir. DOE ile incelenen bagimsiz parametrelerin

yani fizikofarmasotik kontrollerinin sonuglar1 Cizelge 4.88°de verilmektedir.

Cizelge 4.88. DoE uygulamasi ile tasarlanan fiziksel karisim ADT’lerin fizikofarmasotik
kontrollerinin sonuglari

% Dagitict orani| % Kaydirici oram |Sertlik (N) |Friabilite (%) |Dagilma siiresi (sn)|Agirlik (mg) | Cap (mm) |Kalinhik (mm)
5 05

F1 43,93+2,56 2,079 25,83+2,04 751,8+1,0 |15,14+0,02| 3,58+0,04
F2 < & 43,16+1,34 2,045 56,67+5,16 749,4+1,0 |15,15+0,01| 3,65+0,05
F3 ° N 44,74+1,64 2,355 34,16+2,04 751,3+1,0 (15,16+0,04| 3,69+0,05
F4 ° ' 48,34+2,01 0,64 20,16+0,02 751,6+1,1 |15,16+0,05| 3,67+0,03
F5 . ' 44 .51+1,04 0,83 26+0 753,5+1,4 |15,09+0,14 3,3+0,1

F6 10 i 41,84+2,32 2,475 4940 747,9+1,2 (15,10+0,18| 3,51+0,11
F7 ° & 44,22+1,03 1,885 38+0 747+1 15,06+0,12| 3,36+0,06
F8 o o 43,86+1,62 0,9 62,5+0,3 753,9+1,8 |15,07+0,15| 3,36+0,07
F9 . 05 48,48+1,42 0,82 45+1 749,9+0,9 |15,08+0,01| 3,36+0,07
F10 . 05 44,56+0,21 1,04 50+0 749,9+0,7 |15,11+0,52| 3,33+0,07
F11 10 ' 42,39+0,92 1,59 52+1 750,6+0,7 |15,12+0,03| 3,32+0,1
F12 10 00 30,79+1,31 1,595 33,3+0,1 748,8+0,7 |15,14+0,09| 3,21+0,35
F13 10 : 31,95+1,03 1,68 36,66+0,09 751,8+1,7 [15,14+0,32 3,3+0,1

F14 o ho 34,35+1,09 1,06 40,5+0,1 750,4+1,9 [15,12+0,21 3,2+0,1

F15 ° 05 32,32+1,51 1,15 15+0 750,1+2,7 |15,14+0,25 3,4+0,1

F16 10 05 36,41+1,01 1,74 38,33+0,03 750,7+2,7 |15,13+0,01| 3,28+0,07
F17 5 ' 38,82+1,02 1,165 34,66+0,07 751+1 15,1140,02| 3,26+0,07
F18 ° ' 45,49+1,20 1,175 21,66+0,02 750,9+1,9 |15,16+0,01| 3,63+0,07

Cizelge 4.88’e gore sertlik degerleri tiim formiilasyonlarda > 30 N olarak uygun ¢ikmustir.
Agirlik sapmast degerleri ve c¢ap-kalinlik degerleri de ayni sekilde istenilen sinirlar
arasindadir. Friabilite degerleri sadece F4, F5, F8 ve F9 formiilasyonlarinda <% 1 olarak
bulunmustur. Dagilma siiresi ise en diisiik F15 formulasyonunda goriilmiistiir. Bu 18 adet
deneyin sertlik, dagilma ve friabilite verileri DoE 9.0.6 programi kullanilarak istatistiksel

analize tabi tutulmus ve formulasyonun optimizasyonu uygulanmistir.
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4.8.3. Tasarimla kalite uygulamasi (QbD) ve fiziksel karisim ADT formiilasyonunun

optimizasyonu ile ilgili sonuclar

Fiziksel karisim ADT formulasyonun optimizasyonunda tek yonliit ANOVA testi uygulandi.

Friabilite, sertlik ve dagilma siirelerine iliskin tanimlayici istatistikler Cizelge 4.89°da

gosterilmektedir.
Cizelge 4.89. ADT’lerde friabilite, sertlik ve dagilma stiresine iliskin tanimlayici istatistikler
Faktor Isim Unite | Minimum | Maksimum | Ortalama | £SS
A Dagitici oram1 | % 5 15 10 4
B Kaydirici % 0,5 1,5 1 0
orant
R1 Sertlik N 30,79 48,48 41,12 5,61
R2 Dagilma sn 15 62,5 37,74 13,10
Stiresi
R3 Friabilite % 0,64 2,475 1,46 0,56
Cizelge 4.89’a gore ¢alisilan formiilasyonlar arasindaki sertlik, dagilma siiresi ve friabilite

degerleri sirasiyla minimum 30,79 N, 15 sn ve 0,64 ¢ikarken, maksimum degerler sirasiyla

48.48 N 62,5 sn ve 2,475 bulunmustur. Cizelge 4.90’da ise her bir bagimsiz degiskenin

ANOVA analiz sonuglar1 gosterilmektedir.



218

Cizelge 4.90. Bagimsiz degiskenlerin ANOVA analiz sonuglar1

Dagilma siiresi-Yanit Yiizey Kuadratik Model icin ANOVA
Varyans tablosunun analizi [Karelerin kismi toplami-Tip 3]
Kaynak Karelerin Ortalam kare | F degeri p-degeri
toplam Prob>F
Model 2117,17 423,43 6,33 0,0042
A-Dagitici 898,53 898,53 13,44 0,0032
orant %
B-Kaydirici 448.27 448.27 6.70 0,0237
orant %
Sertlik-Yamt Yiizey Kuadratik Model icin ANOVA
Varyans tablosunun analizi [Karelerin kismi toplam-Tip 3]
Kaynak Karelerin Ortalam kare | F degeri p-degeri
toplam Prob>F
Model 224,47 44,89 1,74 0,2008
A-Dagitici 1,66 1,66 0,064 0,8044
orani %
B-Kaydirici 20,49 20,49 0,79 0,3908
orani %
Friabilite-Yamt Yiizey Kuadratik Model icin ANOVA
Varyans tablosunun analizi [Karelerin kismi toplam-Tip 3]
Kaynak Karelerin Ortalam kare | F degeri p-degeri
toplami Prob>F
Model 3,66 0,73 5,36 0,0081
A-Dagitici 1,00 1,00 7,36 0,0189
orant %
B-Kaydirict 0,44 0,44 3,22 0,0978
orant %

Cizelge 4.90’a gore optimum nanokristal iceren ADT hazirlamak i¢in fiziksel karigim igeren
ADT’lerin DoE programi kullanilarak yapilan ANOVA analizine gore sertilk degerlerinin
dagitict oranm1 ve kaydirici oranindan anlamli olarak etkilenmedigi goriiliirken friabilite ve
dagilma siiresi degerleri dagitici orani ve kaydirict oraninin degismesinden anlamli olarak
etkilenmistir. Bu verilerden hareketle ii¢ boyutlu yiizey ve kontur grafikleri her bir bagimsiz
degisken icin ¢ikarilmistir ve formulasyonun optimizasyonu yapilarak bagimsiz degiskenler

icin istenilen limit degerlerine gore belirlenmistir. Sekil 4.66-4.72°de yiizey ve kontur

grafikleri goriilmektedir.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Sertlik (N)

I 48.48
30.79
XL = A: Dagitici_orani
X2 = B: Kaydirici_orani

Sertlik (N)

0.9
B: Kaydirici_orani (%) o.7

Sekil 4.66. Dagitici ve kaydirici oranina gore sertlik degerlerini gosteren cevap yiizey grafigi

Sertlik (N)

1:5

1.3
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09

B: Kaydirici_orani (%)

0.7

05

A: Dagitici_orani (%)
Sekil 4.67. Dagitic1 ve kaydirict oranina gore sertlik degerlerini gosteren kontur grafigi

Cevap yiizey ve kontur grafiklerine gore sertlik degerleri 9%0.5-1.5 araligindaki kaydirici
miktar1 ve %5-15 araligindaki dagitict miktarina gore 30.79 N ile 48.48 N arasinda
degismektedir.
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En yiiksek sertlik degerleri dagitict oraninin %5 civarinda oldugu ve kaydirict oraninin ise

%1-1.5 arasinda oldugu aralikta ¢ikmustir.

Design-Expert® Software

Factor Coding:

Friabilite (%)

I 2.475
0.64

XL = A: Dagitici_orani
X2 = B: Kaydirici_orani 25

Actual

’

Friabilite (%)

B: Kaydirici_orani (%) ;3 5 A Dagtici orani (%)
. | 0

15 15

Sekil 4.68. Dagitic1 ve kaydirict oranina gore friabilite degerlerini gosteren cevap ylizey

grafigi
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Sekil 4.69.

Friabilite (%)

A: Dagitici_orani (%)

Dagitict ve kaydirici oranina gore friabilite degerlerini gosteren kontur grafigi
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Cevap yiizey ve kontur grafiklerine gore tabletlerin taginmaya kars1 dayanikli olmasi i¢in
farmakopeye gore friabilite degeri %1’den biiyiik olmamalidir. Buna bagli olarak kullanilan
kaydirict araliginda dagitict degeri %15 civarinda oldugunda <%]1 friabilite degeri

goriilmektedir.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Dagilma_suresi (sn)

62.5

15

X1 = A: Dagitici_orani
X2 = B: Kaydirici_orani — 70
5) 60 SIXS
CRRITEKS
~ SEREKS
’ B 50 SIS
o
5 40
(%]
| 30
]
S 20
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9
A: Dagitici_orani (%)

0.9
B: Kaydirici_orani (°/

05°5

Sekil 4.70. Dagitic1 ve kaydirict oranina gore dagilma siiresini gosteren cevap ylizey grafigi

B: Kaydirici_orani (%)

A: Dagitici_orani (%)

Sekil 4.71. Dagitic1 ve kaydirict oranina gore dagilma siiresini gosteren kontur grafigi
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Cevap yiizey ve kontur grafiklerine gore tabletlerin dagilma siiresinin en az oldugu aralik
mavi bolgeler olup kaydirict oraninin %0,5-1 ve dagitict oraninin ise %5-7 oldugu aralik en
diisiik dagilma siiresi elde edilebilecegini gostermektedir. Buna karsilik friabilite degerleri

dagitici oraninin %13-15 arasinda oldugunda en diisiik ¢ikmustir.

DoE programu ile tasarimlama yapilarak istenilen friabilite, sertlik ve dagitici oranlarina gore
3 farkli optimizasyon yapilmistir. Resim 4.15 ve 4.16’da optimize edilen formiilasyonlar
verilmektedir. Dagitict oran1 %15 ve kaydirict oran1 %1 iken sertlik degerinin 43.22 N,
dagilma stiresinin 37.21 saniye ve friabilite degerinin 0,6922 olmasi beklenirken, dagitici
orani %5 ve kaydirici orant %1 oldugunda dagilma siiresinin 19.91 saniye, sertlik degerinin

43.97 N ve friabilite degerinin 1,27 olmasi beklenmektedir.

- ) |

5 15 05 1.5
A:Dagitici_orani = 15 B:Kaydirici_orani = 1
&
\_ 0
I
30.79 48.48 15 62.5
Sertlik = 43.2267 Dagilma_suresi = 37.2194

Desirability = 1.000

o

0.64 2.475

Friabilite = 0.692281

Resim 4.15. Optimize edilen ADT formiilasyonlart: %5 dagitici, %1 kaydirici
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1] R

5 15 05 15
A:Dagitici_orani = 5 B:Kaydirici_orani = 1
L
0
I
30.79 48.48 15 62.5
Sertlik = 43.97 Dagilma_suresi = 19.9131

Desirability = 1.000

I
0.64 2475

Friabilite = 1.27044

(@)
_ | T ] ) L
5 15 0.5 15
A:Dagitici_orani = 14.9753 B:Kaydirici_orani = 0.902328
L 3
_ L 7
I
30.79 43.48 15 625
Sertlik = 43.547 Dagilma_suresi = 36.9842
Desirability = 1.000
1
I
0.64 2475
Friabilite = 0.700196

Resim 4.16. Optimize edilen ADT formiilasyonlari: (a) %15 dagitici, %1 kaydirici, (b)
%14,97 dagitict, %0,902 kaydirici

Deney tasarimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin sonuglarina gore nanokristal igeren
tablet basimi i¢in iki formiilasyon belirlenmis olup bu formiilasyonlarin se¢imi konusunda
friabilite degeri dikkate alinmistir. DOE ile karar verilen iki formiilasyon arasindaki se¢im

caligmasi igin sadece ZHM igeren yani mannitol ve PVP K30 icermeyen ADT’ler sz
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konusu bu iki formiilasyonun dagitict ve kaydirict oranlarindahazirlandi. Bu tabletlerin
sertlik, dagilma siiresi ve friabilte degerleri de ADT formulasyonunun belirlenmesinde

dikkate alinmustir.

4.8.4. Sadece etkin madde (ZHM) iceren ADT formiilasyonlarinda yapilan

fizikofarmasotik kontrollerin sonuclari

Cizelge 4.91°de sadece ZHM igeren ADT lerin sertlik, friabilite ve dagilma siiresi sonuglari

verilmektedir.

Cizelge 4.91. Sadece ZHM igeren ADT’lerin sertlik, friabilite ve dagilma siireleri sonuglari

Sertlik (N) Dagilma siiresi (sn) Friabilite (%0)
F1-ZHM (%5-%1) | 41,21+3,25 15+1,56 1,9736
F2-ZHM (%15-%1) | 44,58+1,05 22,5+2.43 0,9157

%35 dagitic1 %1 kaydiricr igeren formiilasyonun dagilma siiresi ¢ok kisa olmasina ragmen
dayaniklilig1 olduke¢a diisiik ¢ikmistir. Dagitict oran1 %15 oraninda kullanildiginda ise
dagilma stiresinin uzadig fakat friabilite degerinin diistiigli goriilmiistiir. Friabilite degeri
ADT’lerin stabilitesi i¢in onemli bir parametre oldugundan ve dagilma siiresinin nanokristal
iceren ADT hazirlandiginda diisecegi ongoriildiigiinden friabilite degeri daha diisiik ¢ikan
formulasyon dikkate alinmis olup %15 dagitici oran1 ve %1 kaydirici orani ile nanokristal

igceren ADT’ler basilmustir.

4.8.5. Nanokristal iceren ADT formiilasyonlarinda yapilan fizikofarmasotik

kontrollerin sonuglari

Boliim 3.2.11°de anlatildig1 gibi %15 dagitict ve %1 kaydirict igerecek sekilde liyofilize
PVP K30 iceren ZHM nanokristalinden ADT’ler basilmistir. Liyofilize toz ile miktar tayini
yapilarak 20 mg ziprasidona esdeger olacak sekilde 22.63 mg ZHM igeren liyofilize
nanokristal tozu (554.657 mg) kullanilmistir. Basilan tabletlerin sertlik, friabilite, agirlik,
cap-kalinlik ve dagilma siiresi sonuglar1 Cizelge 4.92°de verilmektedir. Resim 4.17°de ise

ADT’lerin goriiniimii verilmektedir.
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Cizelge 4.92. Nanokristal iceren ADT lerin sertlik, friabilite, agirlik, ¢ap-kalinlik ve dagilma
siirelerinin sonuglari

Sertlik (N) Agirhk (mg) | Cap (mm) | Kahnhk (mm) Dagilma_siiresi (sn)

1 26,1 750 15,11 5,01 5

2 25 751 15,12 5,02 5

3 24,3 750 14,99 5,06 6

4 25,6 752 15,03 5,01 6

5 32,2 748 15,11 5,01 7

6 30 744 15,12 4,99 8

7 28 749 15,13 5,04 -

8 28,5 752 15,15 5,03 -

9 24,1 751 15,14 5,02 -

10 29,2 752 15,11 5,04 -
Ortalama 31,2 749,9 15,101 5,023 6,166

SS 2,7 2,5 0,050 0,020 1,169

Friabilite (%): 1,05

Cizelge 4.92’ye gore nanokristal ADT lerin sertlik degerleri 31,2 N ve friabilite degerleri

1.05 degerinde olup tabletlerin kirllma ve asinmaya karsi yeterli dayaniklilikta oldugunu

gostermekle birlikte liyofilize nanokristal igermesine bagli olarak ise dagilma siiresi <10 sn

cikmistir. Fiziksel karigim ADT lere kiyasla oldukca diisiik dagilma siiresi gostermislerdir.

Resim 4.17. Nanokristal igeren ADT’lerin goriiniimii

Porozite tayini sonuclari

Bolim 3.2.17°de agiklandig1r gibi porozite calismast ODTU merkez laboratuvarinda

yapilmistir.6 adet tabletin civali porozimetre kullanarak diisiik basingta gozeneklilik analizi
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yapilmistir. Cizelge 4.93’de tabletlerin gdzeneklilik ylizdesi ve hacmi verilmektedir. Buna
gore tabletler olduk¢a por6z bir yapiya sahiptir.

Cizelge 4.93. Nanokristal ADT’lerin gézeneklilik sonuglari

% Gozeneklilik Gozeneklilik hacmi (cc)
56,350+7,569 0,928 + 0,325

Islanma siiresi ve su absorpsiyon orani sonuclari

Bolim 3.2.17°de agiklandigi gibi Nanokristal igeren ADT’lerin 1slanma siliresi ve su
absorpsiyon orani sonuglar1 Cizelge 4.94°de verilmekte ve tabletlerin distile su igerisinde
ortalama 3.9 sn’de %63 oraninda 1slandiklar1 goriilmektedir. ADT lerin kisa siirede 1slanma

ve absorpsiyon orani gostermeleri de pordz yapilarini destekleyici nitelikte olmustur.

Cizelge 4.94. Nanokristal ADT’lerin 1slanma siiresi ve su absorpsiyon orani sonuglari

n=6 Islanma Siiresi (sn) Su Absorpsiyon Orani (%)
4,1 61,290
3,5 59,973
4 66,799
3,8 56,224
4 65,379
4 73,450
Ortalama 3,9 63,852
SS 0,2 5,521

Etkin madde miktar tayini sonuclari

Cizelge 4.95’de 6 adet nanokristal ADT’lerin metanol ortaminda miktar tayini sonuglari

verilmektedir.
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Ortalama
SS

%
ZHM miktar1 (mg/tb)

22,1 97,657

21,6 95,448

22,3 98,541

20,5 90,587

21,7 95,890

21,9 96,774

21,683 95,816

0,633 2,800

ZHM miktar1 %95,8 degerinde bulunmus olup farmakopede yer alan %5 serbest birakma

limitini karsilamaktadir.

4.8.6. ADT’ler yapilan c¢éziinme calismalarinin sonuclari

Boliim 3.2.18’de anlatildig1 gibi ¢6ziinme ¢alismalart ADT ler ile gergeklestirilmis ve ticari

iirlin ile f2 benzerik faktori agisindan karsilastirilmastir.

pH 7.4 fosfat tamponu ortamindaki ADT lerin ¢Oziinme profilleri

Kl miilatif géiziinen miktar

Zaman (dk)

—_—

A

120

s
=

—®— Ticari Grdn [Zeldox kapsdl)
*— Nanokristal ADT
—#— Fiziksel Kangsm ADT

—8— Sadece ZHM igeren ADT

Sekil 4.72. ADT'ler ve ticari liriiniin pH 7.4 fosfat ortamindaki ¢6ziinme profilleri
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pH 7.4 fosfat tamponunda ADT lerin ve ticari iiriiniin ¢oziinme profillerinin karsilagtiriimasi

Sekil 4.72°de fiziksel karisim ADT ile ticari tiriin profilleri verilmektedir. Bu formiilasyonlar
arasindaki f2 benzerlik faktorii 57 olarak bulunmustur (Sekil 4.73). Sekil 4.74°de verilen
sadece ZHM igeren yani konvansiyonel ADT ler ile ticari iiriiniin ¢oziinmelerine gore f2
benzerlik faktorii 68 bulunmustur. Nanokristal igeren ADT ile ticari tiriin karsilastirildiginda
ise f2 benzerlik faktorii <50 (26) bulundugundan s6z konusu iki profil birbirleri ile benzer
bulunmamustir (Sekil 4.75). En yuksek ¢6ziinme profilini nanokristal igeren ADT gostermis

olmakla birlikte 15 dakika icerisinde %30 ¢éziinme gostermistir.

35

—e— Reference
—m—Test

% Kiimiilatif co6ziinen miktar

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (dk)

Sekil 4.73. Fiziksel karisim ADT (test) ile ticari {iriin (referans) ¢oziinme profilleri

w
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—e— Reference
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N
1

N
o

=
o

% Kiimiilatif co6ziinen miktar
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Sekil 4.74. Sadece ZHM igeren ADT (test) ile ticari iiriin (referans) ¢oziinme profilleri
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Sekil 4.75. Nanokristal ZHM igeren ADT (test) ile ticari {irlin (referans) ¢6ziinme profilleri

pH 7.4 fosfat tamponu +%1 SLS ortamindaki ADT’lerin coziinme profilleri
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Sekil 4.76. ADT'ler ve ticari tirlinii igeren pH 7.4 fosfat ortami1 +%1 SLS ortamindaki
cozlinme profilleri
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pH 7.4 fosfat tamponu +%I1 SLS ortaminda ADT’lerin ve ticari iiriiniin ¢oziinme

profillerinin karsilastirilmast

Sekil 4.76°da fiziksel karisim ADT ile ticari iiriin profillerinin %1 SLS i¢eren pH 7.4 fosfat
tamponu ortamindaki ¢éztiinmeleri verilmektedir. Bu formiilasyonlar arasindaki f2 benzerlik
faktorii 47 olarak bulunmustur (Sekil 4.77). Sekil 4.78’de verilen sadece ZHM igeren yani
konvansiyonel ADT’ler ile ticari iirlinlin ¢oziinmelerine gore f2 benzerlik faktorii 56
bulunmustur. Nanokristal iceren ADT ile ticari tiriin karsilastirilda ise f2 benzerlik faktorii
<50 (34) bulundugundan s6z konusu iki profil birbirleri ile benzer bulunmamistir (Sekil
4.79). Higbir formiilasyon 15 dakika igerisinde %85 oraninda ¢oziinme gostermemis olup 2
saatin sonunda nanokristal igeren ADT %97 oraninda, ticari iiriin %91, fiziksel karistm ADT

%87 ve kaba toz ZHM iceren ADT %86 oraninda ¢dziinme gostermistir.
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Sekil 4.77. Fiziksel karistm ZHM igeren ADT (test) ile ticari iiriin (referans) ¢oziinme
profilleri
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Sekil 4.78. Sadece ZHM igeren ADT (test) ile ticari iiriin (referans) ¢oziinme profilleri
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Sekil 4.79. Nanokristal ZHM igeren ADT (test) ile ticari iiriin (referans) ¢6ziinme profilleri
4.9. Hiicre Kiiltiirii Cahismalart ile Ilgili Bulgular

Caco-2 gecis caligmalar1 Bolim 3.2.19.’da anlatildig: gibi gergeklestirilmistir.

4.9.1. Sitotoksisite sonuglar:

ZHM kaba tozu, nanokristal toz, nanokristal igeren ADT ve fiziksel karisim igeren ADT
formiilasyonlarinin Caco-2 hiicreleri lizerine sitotoksisite yani hiicre canlilig1 degerlendirme

bulgular Sekil 4.80°de goriilmektedir.

8

(2]

115 B Nanokristal ADT M Fiziksel Karisim ADT
M Nanokristal Toz Kaba ZHM
110 H %0,4 DMSO-Kontrol
105
100
95
90 |
80

12,5 %0,4 DMSO

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.80. Sitotoksisite sonuglari
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Hiicre canliliginin degerlendirilmesi icin MTT testi yapildi. Formiilasyonlarin ve kaba tozun
farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasindan sonra 4 saatlik inkiibasyon stiresi beklendi. Bu

stire gecis ¢alismalarinin yapilacagi slireye gore belirlendi.

ZHM kaba tozunun uygulanmasi her konsantrasyonda yiiksek hiicre canliligi saglandi.
Nanokristal iceren ADT formulasyonu basta olmak iizere tiim formiilasyonlar tim
konsantrasyonlarda hiicre canliligini etkilememistir. En diigiik hiicre canliligi fiziksel
karisim igeren ADT formiilasyonunda 200 pg/mL konsantrasyonunda goriilmiis olup %93
oranindadir. 100 pg/mL konsantrasyonu tiim formiilasyonlarda %98 iizerinde hiicre canliligi
gosterdiginden ve 20 mg tedavi dozunda bir bardak su (200 mL) ile ilacin alinmas1 sonrasi
yaklasik 100 pg/mL konsantrasyona karsilik gelmesi nedeniyle hiicre kiiltiirii caligmalar bu

konsantrasyon ile yiiriitiildii.
4.9.2. Gegis calismalari sonuclari

Caco-2 tek tabaka biitlinliigiinii degerlendirmek iizere yapilan TEER testi sonuglarinda,
hiicrelerin TEER degerleri 500-1000 ohm/cm? olarak tespit edildi.

ZHM ve formiilasyonlarin permeabilite degerleri ve kiimiilatif gecen miktar1 sirasiyla

Cizelge 4.96, Sekil 4.81 ve 4.82°de verilmektedir.

Cizelge 4.96. Caco-2 hiicrelerinden gecis calisma sonuglari

Zaman Permeabilite Degerleri (x 10 cm/sn)

s, Kaba Toz | Nanokristal Toz | Nanokristal Fiziksel Karisim
ZHM ADT ADT

30 0,6+0,117 | 0,790,044 0,64 0,052 0,58 £0,018

60 1,003+0,175 1,23+ 0,163 0,94+ 0,065 0,78 +0,119

90 2,48+ 0,081 3,39+ 0,005 3,34+ 0,074 3,098+ 0,062

120 3,34+ 0,090 3,72+ 0,133 3,53+ 0,065 3,33+ 0,002

240 8,887+ 0,173 | 11,93+ 0,026 14,36+0,297 9,936+ 0,004
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Sekil 4.81. Caco-2 hiicrelerinden ZHM miktarinin kiimiilatif gecis grafigi
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Sekil 4.82. ZHM kaba toz, nanokristal toz, nanokristal ADT ve fiziksel karisim ADT
formiilasyonlarinin permeabilite degerleri

4.9.3. Caco-2 gecis calismalar: degerlendirilmesi

ZHM kaba tozunun Caco-2 hiicrelerinden gegis degeri 4. saatin sonunda 8,887 x 10 cm/sn
olarak tespit edildi. Nanokristal iceren toz formiilasyonu permeabiliteyi 11,931 x 10" cm/sn
degerine kadar yiikseltti. Nanokristal igeren ADT formulasyonunda da permeabilite degeri
ZHM’nin HPMC ve SDS ile iziksel karisimi permeabilite degeri daha yiiksek ¢ikmis olup
14,366 x 10 cm/sn degerindedir. Kaba tozun permeabilite degerinin nanokristal toz haline
getirilmesi ile yaklasik 1,34 kat artt1g1, nanokristal ADT formulasyonu ile de yaklasik 1.62
kat arttig1 goriilmektedir. Bu artisin ZHM’nin nanokristal formiilasyonuyla mikron altt
boyutuna ulasmasiyla ¢oziiniirliik artisina bagl olarak intestinal permeabiliteyi arttirdig: da
goriilmektedir. Caco-2 tek tabakalarindan tamamen emilen ilaglar yiiksek permeabilite
katsayisina sahip olup Papp> 1x10° olarak degerlendirilmektedir. Yapilan caligmalarda da
nanokristal formiilasyonuyla ZHM permeabilite degerlendirmelerine gore yiiksek

permeabilite katsayisina sahip oldugu bulunmustur.
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4.10. Nanokristal iceren ADT’lerin Stabilite Calismalari ile ilgili Bulgular

Bolim 3.2.23°de bahsedildigi gibi ZHM nanokristalleri iceren ADT’ler etkin madde

miktarinin tayini ve tabletlerin goriiniimii agisindan hizlandirilmis (40 °C + 2 °C, %75 RN +

%5) ve uzun siireli saklama (25 °C + 2 °C, %60 RN + %5) kosulunda degerlendirilmistir.

Cizelge 4.97°de aylara gore stabilite sonuglar verilirken Sekil 4.83-4.84’de uzun siireli ve

hizlandirilmig stabilite ¢alisma kosullarinda ZHM miktariin degisimi gosterilmektedir.

Cizelge 4.97. Stabilite sonuglari

Parametre | 25°C +2 °C, %60 RN + %5 40°C £ 2°C, %75 RN % %5
0.ay 3.ay 6. ay 9.ay 0.ay 3.ay 6. ay
Goriiniim Acik Acik Acik Acik Acik Agik Acik
pembe- | pembe- pembe- pembe- pembe- pembe- pembe-
beyaz beyaz beyaz beyaz beyaz beyaz beyaz
gOriinii | gorliinimli | goériiniimli | goriiniimlil | gorinimli | gorinimli | gériinimli
mlii yuvarlak yuvarlak yuvarlak yuvarlak yuvarlak yuvarlak
yuvarla | tablet tablet tablet tablet tablet tablet
k tablet
Miktar 22,42 22,28 22,14 22,03 22,29 22,15 22,10
tayini +0,41 0,70 0,45 +0,34 0,32 +0,71 0,86
(mgl/tb
ZHM)
50
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Sekil 4.83. Nanokristal ADT'nin kimyasal stabilite ¢alismalari (25 °C + 2 °C, %60 RN + %5)
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Sekil 4.84. Nanokristal ADT'nin kimyasal stabilite ¢calismalari (40 °C + 2 °C, %75 RN + %5)

Uzun siireli stabilite ¢alisma kosullarinda (25 °C £+ 2 °C, %60 RN =+ %5), nanokristal i¢eren

ADT’lerdeki ZHM miktar1 9. ay sonunda %97,34 oraninda ZHM igerdigi bulunmustur.

Bozunma kinetigi ile ilgili hesaplamalar Cizelge 4.98’de verilmektedir. Regresyon hesabi

yapilarak sifirincit derece ve birinci derece kinetiklerine gére bozunma denklemi elde

edilmistir. R? degeri en yiiksek olan kinetige gére bozunmasi ve raf dmrii hesaplanmistir.

ZHM’nin R? degerlendirmesine 1. derece kinetie gore bozundugu saptandi ve

hesaplamalar oda sicakliginda 4,6 yil raf dmrii olabilecegi tespit edildi.

Cizelge 4.98. ADT’lerin bozunma kinetigi ve raf dmrii hesaplamalari

Zaman (ay) 0 3 6 9
Miktar tayini (mg/tb ZHM) 22,42 22,28 22,14 22,03
+0,41 0,70 0,45 0,34

Sifirinc1 bozunma Kinetik denklemi

R?=0,9968 y=22,414-0,0437x

Birinci derece bozunma kinetik denklemi

R?=0,9981 y=3,108-0,0019x

Raf 6mrii hesaplanmasi

tao= (0,105/K) = (0,105/0,0019) = 4,6 y1l
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda sizofreni tedavisinde kullanilan antipsikotik etkin madde olan ZHM’nin
piyasadaki konvansiyonel sert jelatin kapsiil formuna alternatif kullanim kolayligi
istiinliigiine sahip ADT formiilasyonu nanoteknolojiye dayali olarak gelistirilmistir.
ADT’lerin yutma kolaylig1 saglamasi, suya veya c¢ignemeye ihtiya¢ duyulmamasi,
tabletlerin agizda hizla dagilarak daha cabuk etki goOstermeye baslamasi, sizofreni
tedavisinde kullannominin hasta uyuncunu arttirmasmnin olduk¢a yararli olacagi
diisiiniilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirilmis ve tartigilmigtir.
Oncelikle, BCS Simif II etkin madde olan ZHM nin ¢esitli stabilizan maddeler ile nanokristal
formiilasyonlar1 yiiksek basingli homojenizasyon teknigine gore deney tasarimi (DoOE)
yaklagimi ile gelistirilmis ve istatistiksel analizler ile optimum nanokristal formiilasyonlar
belirlenmistir. Optimum nanokristal formiilasyonlar daha sonra liyofilize edilerek ADT
gelistirilmesi igin toz haline getirilmis olup, ¢oziinme, suda ¢oziiniirliikk ve karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. ADT lerin gelistirilmesinde ise formiilasyonda kullanilan dagitici ve
kaydirict oraninin optimizasyonunu saglamak i¢in ZHM’nin optimum nanokristal
formiilasyonunun bilesenlerini igeren fiziksel karisim halinde ADT’ler tasarimla kalite
(QbD) yaklasimi uygulanarak gelistirilmis ve ADT’lerin QTPP agisindan tasarim alani
belirlenmistir. Tasarim alani igerisinde %15 dagitict (Ac-Di-Sol) ve %1 kaydirict (Mg-
stearat) orani kullanilarak nanokristal iceren ADT’ler direkt basim metodu ile basilarak
¢Oziinme caligmalar1 yapilmis ve karakterize edilerek ZHM igerigi agisindan 9 aylik
stabilitesine bakilmistir. Bu tezi kapsaminda ilk defa yiiksek basingli homojenizasyon
teknigi ile ZHM nanokristalleri elde edilerek aclik ve tokluk ortamlarinda ¢oziinmesi
degerlendirilmis ve ADT formunda dozaj sekilleri elde edilmistir. Tasarimla kalite yaklagimi
ile ZHM nanokristalini igeren ADT’lerin gelistirilmesi, ZHM nanokristallerinin ticari tiriin
ve fiziksel karisim formiilasyonlarindan farkli olarak aglik ve tokluk ¢6ziinme ortamlarinda
coziinmelerinin %80 {izerinde bulunmas: ile tez ¢aligmasmin literatiire katki saglayacagi

beklenmektedir.

Asagidaki boliimlerde, yapilan deneysel ¢aligsmalar ile elde edilen sonuglarin tartigmalarina

yer verilmektedir.



238

5.1. ZHM’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

ZHM’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla partikiil bliylikliigii 6l¢timii
oOl¢iilmiis, DSC, FTIR termogramlari elde edilmis ve stabilizanlar ile gegimlilik ¢alismalar1

yapilmastir.
5.1.1. Partikiil biiyiikliigii 6lciimii

Sizofreni tedavisinde ikinci jenerasyon antipsikotik ilag olarak kullanilan ziprasidon etkin
maddesi Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemi’ne (BCS) gore BCS Smuf II’de yer
almaktadir (Poluri ve digerleri, 2013; Thombre ve digerleri, 2012). Bu ac¢idan oldukga
hidrofobik ve suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Suda ¢oziintirliigiinii arttirmaya yonelik
nanokristallerinin hazirlanma isleminde ZHM kaba tozunun baslangic partikiil biiyiikligi
degerleri formiilasyon gelistirme ve mikrofluidizasyon islemi 6ncesi partikiil biiyiikliigiini
kiigiiltmek icin olduk¢a 6nemlidir. ZHM 'nin lazer difraksiyon metodu ile 6lciilen baslangic
partikiil biyiikligi yaklasik 27 um ve ultraturraks ile muamale sonrasinda ise 13 pm
bulunmustur (Cizelge 4.21). BCS Simf II ilaglar1 suda diisiikk ¢oziiniirliik 6zelliklerine
sahiptir. ZHM hidrofobik 0zelliginden dolay:r distile su igerisinde topaklar halinde
bulunmakta ve tam olarak 1slanma saglayamamaktadir. ZHM nin yiizey etkin madde veya
polimer ¢ozeltisi icerisinde dagitilmas: bu topaklarin dagilmasini ve ZHM partikiillerinin
tamaminin 1slanmasini saglamistir. Ayrica mikrofluidizer aletinde kiigiik porlar1 tikamamak
icin dgo partikiil biiytikligii degeri de 6nemlidir ve bu deger de ultraturraks ile muameleden
sonra yaklasik 54 pum bulunmustur (Sekil 4.26). Bu deger Microfluidics LV1°de kullanilan

84 um Z-tipi kazan i¢in uygun olarak degerlendirilmistir.

5.1.2. ZHM’nin Stabilizan Maddeler ile Gecimlilik Calismalari

ZHM’nin DSC termogramina gore >276 °C’de erime gostermistir. Nanokristallerde
kullanilan stabilizanlarla ge¢imliligi gdstermek amaciyla DSC termogramlar: elde
edilmistir. Vit E TPGS yaklasik 160-180°C’de, Poloksamer 188 35-40 °C, PVP K30 13-
15°C, HPMC 20-30 °C’de erime gostermis olup endotermik piklerde herhangi bir kayma
olmadigindan geg¢imsizlik gozlenmemistir (Sekil 4.1-4.5). Calismamizda elde edilen

ZHM’nin DSC termogramu literatiir ile uyumlu goriilmiistir (Jadhav ve Erande, 2016).
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5.2. ZHM Miktar Tayini Yontemi ve Validasyonu

ZHM etkin maddesinin distile su, metanol, pH 7.4 fosfat tampon, FaSSIF, FeSSIF ve HBSS
ortamlarinda miktar tayin yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. ZHM’nin HBSS
haricindeki tiim ortamlardaki miktar tayinleri UV spektrofotometri yontemi ile gelistirilmis
olup Amaks degeri 314-318 nm araliginda bulunmustur (Sekil 4.6-4.7). ZHM’nin UV
spektrofotometri yontemi ile tayini ve maksimum dalga boyu ¢esitli calismalar ile de
dogrulanmistir (Chauhan ve digerleri, 2011; Walash, Belal, EI-Enany, Eid ve El-Shaheny,
2011; Kumar, Anitha, Hemanth ve Srinivas, 2010; Vijayalakshmi, Chandra, Sravya, Jahnavi
ve Dhanaraju, 2009; Chudasama, Channabasavaraj, Modiya ve Mani, 2011). In vitro
¢oziinme calismalarinda ¢oziinme ortami olarak kullanilan FaSSIF ve FeSSIF ortamlar
literatiirde belirtildigi sekilde SIF liyofilize toz kullanilarak hazirlanmistir (Fatima, Gauhar,
Yusuf ve Muhammad, 2013). FaSSIF ve FeSSIF ortamlarin 6zellikle BCS Sinif 1I etkin
maddeler i¢in in vivo ¢Oziinme ortamimi taklit edebilecek ¢Oziinme ortami olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Bunun yani sira biyouyumlu ortamlarin kullanilmasi1 BCS
Smif II ilaglarin formiilasyon ve doz kosullarindan olusan farkliliklar i¢in biyoyararlanim
farkliliklarinin tahmin edilmesini saglar (Galia ve digerleri, 1998; Dressman ve Reppas,
2000). HBSS ortaminda ise miktar tayini yontemi ve validasyonu HPLC yontemi ile
yapilmistir. Caco-2 ¢aligmalarinda kullanilan HBSS’de ZHM’nin yapilmis oldugu HPLC
miktar tayini yonteminde ¢alisma kosullari ise literatiirle ve Avrupa Farmakopesi ile uyumlu
olarak gergeklestirilmistir (Priya ve digerleri, 2011; Bansal ve digerleri, 2012; Avr. Farm.
8.0). Yontemler, dogruluk ve geri elde etme, kesinlik, 6zglinliik ve secicilik, duyarlilik ve

saptama sinir1 parametreleri ile valide edilmistir.

5.3. ZHM Nanokristal Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

5.3.1. ZHM partikiil biiyiikliigiiniin ultraturraks ile kiiciiltiilmesi

Nanokristallerin Microfluidics homojenizator cihazi ile elde edilmesi amactyla ultraturaks
ile 6n karistirma igslemi ve 6n partikiil bliytlikliigii kiiciiltme islemi gerceklestirilmistir. En
uygun ultraturaks parametreleri 15.000 rpm’de 10 dakika bulundugundan formiilasyonlar bu
stireye gore On kanstirma isleminden gecirilmistir (Cizelge 4.20). Ultraturraksin

homojenizasyondan 6nce kullanildigina iligkin ¢aligmalar literatiirde mevcuttur (Karakucuk
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ve digerleri, 2016; Chaubal ve Popescu, 2008; Guo ve digerleri., 2013; Teeranachaideekul
ve digerleri., 2008).

5.3.2. Nanokristallerin hazirlanmasinda stabilizanlarin 6nemi

Nanosiispansiyonlarin hazirlanmasinda fiziksel stabilitelerini saglamak i¢in stabilizanlar
oldukc¢a 6nemlidir. Fiziksel stabilite, nanokristal sisteminin serbest yiizey enerjsini azaltmak
ve elektrostatik veya sterik stabilizasyon ile partikiillerin agregasyonunu onleyerek saglanir
(Wang, Zheng, Zhang, Wang ve Zhang, 2013). Stabilizanlar nanosiispnsiyon sisteminde
etkin maddelerin yiizeyine adsorbe olarak nanosiispansiyonun sterik/elektrostatik engelleme
ile sistemin kararliligini arttirir bu durum da partikiillerin agrege olmasini dnlemektedir.
Nanostlispansiyon sistemine uygun olan stabilizan maddeler kullanilmadiginda yiiksek
serbest enerjiden dolay1r partikiillerin biytikligi artmaktadir (Verma, S., Kumar, S.,
Gokhale, R. ve Burgess, 2011). Nanosiispansiyon sistemine veya etkin maddeye uygun
stabilizanin se¢imi etkin maddenin ylizey alanmna baglh c¢ozlnirligini ve in vivo
performansini dogrudan etkilediginden teorik olarak karar vermek miimkiin degildir. Bu
nedenle gesitli stabilizanlar ile ¢alismalarin yapilmasinda yarar vardir (George ve Gosh,
2013; Verma ve digerleri, 2013).

Tez caligmas1 kapsaminda stabilizan olarak elektrostatik engel saglamasi amaciyla 1yonik
olmayan yiizey etkin madde niteliginde Tween 80, Poloksamer 188 ve Vitamin E TPGS
kullanilirken sterik engel olusturan polimer stabilizanlarda da hidroksipropilseliiloz
(HPMC) ve polivinilpirolidon (PVP K30) kullanilmistir. Bu  maddelerin
nanosiispansiyonlarda stabilizan olarak kullanimu literatiir ile desteklenmektedir (Quan ve

digerleri; Verma ve digerleri, 2011; Verma, Huey ve Burgess, 2009).

5.3.3. Nanosiispansiyonlarin hazirlanmasinda deney tasarimi, formiilasyon

optimizasyonu ve nanosiispansiyonlarin kurutulmasi

Nanokristal igeren ADT’lerin hazirlanmasi i¢in Oncelikle ZHM nanokristalleri tasarimla
kalite yaklasimi ele alinarak deney tasarimi uygulanmistir. ZHM nanokristalleri
mikrofluidizasyon teknolojisi ile elde edilmistir. islem parametreleri mikrofluidizasyon
aletinin basinci ve homojenizasyon dongiisii (gecis sayisi) olarak secilmistir. Bu yontemde

partikiiller iki s1v1 akis yataginin birbirine ¢arptirilmasi ile indiiklenen yiiksek basingli hava
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jetleri icerisinde parcalanarak kiiclilmektedir (Krause ve Miiller, 2000). Homojenizasyon
isleminde yiizey etkin madde veya polimer kullanilarak hazirlanan nanokristaller igin

yapilan 6n ¢alismalarla 30.000 psi basing altinda ¢alisilmasi uygun bulunmustur.

Tween 80, Poloksamer 188 Vit E TPGS, HPMC ve PVP K30 stabilizanlarinin kullaniminda
100-1000 nanometre araligma 5 gecis sonrasi ulasilabilmistir (Cizelge 4.22-4.46).
Nanokristalleri agregasyon ve Ostwald olgunlasmasindan korumak ve stabilitelerini
saglamak amaciyla ZHM partikiilleri, yiizey etkin madde veya polimer igeren ¢ozelti

icerisinde dagitilmistir. Yiizey etkin madde olarak Tween 80, Poloksamer 188 ve Vitamin E

TPGS; polimer olarak HPMC ve PVP K30 se¢ilmistir.

ZHM miktar1 formiilasyonlarda %0,5 a/a ve kullanilan stabilizanlarin oranlar etkin madde
stabilizan orami sirasiyla 2:1, 1:1, 1:2, 4:1 ve 8:1 olacak sekilde kullanilmistir. ZHM
kullanilarak yiliksek basing homojenizasyon teknigi ile hazirlanan herhangi bir calisma
mevcut olmadigi ve microfluidics cihazini yiiksek verimle, kazan kapillerlerinde tikanma
riskini minimize etmek ve ayrica ZHM kullanildiginda nano 6glitme ile hazirlanan bir
caligmaya dayanarak ZHM oran1 %0,5 olarak belirlenmistir (Thombre ve digerleri, 2012).
Stabilizan maddeler nanokristal ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen yiizey etkin madde ve

polimerlerden segilmistir (Ahuja, Jena, Paidi, Bagri ve sureh, 2015).

Uygun nanokristal segilmesi igin 6ncelikli olarak partikiil biiytikliigii, partikiil biyikligi
dagilimi, zeta potansiyeli ve kisa siireli stabilite testleri degerlendirilmistir. Nanokristallerin
100-1000 nm arasinda partikiil biiytikliigi, 0,1-0,4 araliginda partikiil biiyiikligii dagilimi
ve 20 mV’dan yiiksek zeta potansiyel degerine sahip olmasi istenmektedir. Buna ragmen
sadece poloksamer 188’in 1:1 oraninda kullanildigi formulasyonda hig bir gegiste partikiil
biiytikliigii 1000 nm’nin altina diisememistir (Cizelge 4.28). Bu durum poloksamerin ZHM
partikiillerine 1iyi adsorbe olmayip kiiciik parcaciklara ayrilmasimi engellemesi ile
yorumlanabilir. 1000-2000 nm arasinda kiiglilen partikiillerin 1 hafta sonrasinda
topaklanmalarinin artmasindan dolay1 zeta potansiyel ve partikiil biiyiikligii dagilimi

agisindan olgiilememistir.

Sonug nanokristaller yiizey etkin madde veya polimer ile hazirlanan formiilasyonlar olarak
iki farkli sekilde se¢ilmistir. Her iki grup nanokristallerin sec¢ilmesinde de deney tasarimi ve

istatistiksel analizler kullanilmustir. Istatistiksel analizde bagimli degiskenler; partikiil
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bliytikliigii, partikiil biiyiikligli dagilimi1 ve zeta potansiyel olarak secilmistir. Bagimsiz
degiskenler ise stabilizan tipi ve orani olmaktadir. Bagimsiz degiskenler sonug iirlin
kalitesine dogrudan etki eden degiskenlerdir. Bagimli parametrelerde istenilen
karakterizasyona gore en uygun formiilasyonlar secilebilir. Bunun yani sira bagimsiz
degiskenlerin aralarindaki etkilesimler incelenmis ve bagimli degiskenler lizerinde etkilerine

gore nihai formiilasyonlara karar verilmistir.

Yiizey etkin madde ve polimer i¢eren nanokristaller ile sonug nanokristal belirlenmesinde
gecis sayilart (5,10,20 ve 30) arasinda fark olup olmadigi Tek Yonlii ANOVA ile analiz
edilmis en uygun gegcis sayisi tespit edildikten sonra bagimsiz degiskenler olarak stabilizan
tipi ve orani olarak secilmistir. Bagimsiz degiskenlerden yiizey etkin madde tipi, g
seviyeden (Tween 80, Poloksamer 188, Vitamin E TPGS) ve polimer tipi (HPMC, PVP K30)
iki seviyeden olusmakta olup yiizey etkin madde ve polimer madde kullanim orani (2:1, 1:2,
1:1, 4:1 ve 8:1) bes seviyeden olugmaktadir. Bu nedenle 3x5 ve 2x5 deney diizeneginde

caligmalar yapilmistir.

Tiim deneyler rastgele diizende yapilmis ve deneyler ii¢ kere tekrar edilmistir.

Yiizey etkin madde ve polimer iceren nanokristal formiilasyonlarinin ZP, PB ve PDI
degerleri ile yapilan istatistiksel analizlerde sonu¢ formiilasyon segimi igin tek yonli
ANOVA testi yapilarak gruplar arasinda gecis sayist agisindan farkin olup olmadig tespit
edilmistir. Gruplar arasinda yani partikiil biiylikliigli, zeta potansiyel ve polidispersite
indeksinin gecis sayilar1 agisindan anlamli farkin olmasi nedeniyle gruplar arasindaki

varyansin normal dagilim dagilmadigina iliskin Levene testi yapilmistir.

Yiizey etkin madde igeren nanokristal formiilasyonlarinin Levene testine gore PB ve ZP
varyanslarinin homojen, PDI degerlerinin ise heterojen dagildigi goriilmiistiir (Cizelge
4.50). PB ve ZP degerlerinin gecis sayilarindan hangi gruplar arasinda farkliligin oldugunu
tespit etmek i¢in Post-hoc Tukey testi PDI agisindan ise Tamhane testi yapilmistir (Cizelge
4.51 ve 4.52). Partikiil biyiikliigli agisindan 20 ve 30 gecis arasinda istatistiksel agidan
anlaml1 bir farkin olmamasi ve 10 ve 20 gecis arasinda anlamli fark olmasi, 5 ile 10 gegis
arasinda anlamli farkin olmasi nedeniyle gegis sayist olarak en kiigiik partikiil biiytikliigiiniin
elde edildigi 30 gecis secilmistir (p<0,05). Gegis sayist belirlenirken PDI degeri dikkate

alindiginda ise 5 ve 30 gegis arasinda anlamli fark tespit edilmis olup diger gegisler arasinda
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anlamli bir fark bulunamamasi nedeniyle PDI acisindan da 30 ge¢is uygun goriilmiistiir. ZP
degeri ise tiim gecislerde anlamli bir fark gostermemistir (p>0,05). 30 ge¢is sayisi iizerinden
PB, ZP ve PDI degerleri iizerine stabilizan tip ve oraninin etkilesimlerine bakilmistir. (Sekil
4.20-22).

Polimer igeren nanokristal formiilasyonlarinda gegis sayisini tespit etmek igin 6ncelikle tek
yonliit ANOVA testi yapilmistir. Tesk yonliit ANOV A sonuglarina gore PB agisindan gruplar
arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir (Cizelge 4.65). Hangi gruplar arasinda farklilik
oldugunu tespit etmek i¢in ise Levene testi yapilmistir. Levene testine gore gore PDI ve ZP
varyanslarinin homojen, PB varyanslarinin ise heterojen dagildigi goriilmistiir (Cizelge
4.66). Bu nedenle pos hoc test olarak tamhane testi yapilarak PB degerlerinin hangi gruplar
arasinda fark olup olmadigina bakilmistir. (Cizelge 4.67). ANOVA testine gore PDI ve ZP
degerleri bagimsiz degiskenlerden (gegis sayisi ve stabilizan tipi ve orani) etkilenmezken
PB etkilenmistir. Bu durumda formulasyon se¢iminde PB degerleri etkili olmustur. Partikiil
biiytikliikleri bakimindan farkli gegis sayilarinin karsilagtirilmasinda 20 ile 30 gegis sayisi
arasinda ve 5 ile 10 gegis sayisi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigi
goriilmektedir (p>0,05). 5 ile 20 gecis, 10 ile 20 ve 10 ile 30 gecis arasinda anlamli farklilik
oldugu goriildiigiinden 20 gegis sayis1 polimer i¢ceren nanokristallerde en uygun gegis sayisi
olarak bulunmustur. 20 gecis sayisi iizerinden PB, ZP ve PDI degerleri iizerine stabilizan tip

ve oraninin etkilesimlerine bakilmistir. (Sekil 4.23-25).

Nanokristallerin istatistiksel analizine tiim formiilasyonlar dahil edilmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda yiizey etkin madde igerenlerden Tween 80 ve Vit E TPGS’yi 2:1 oraninda
ve polimer icerenlerden PVP K30 1:1 oranindaki formiilasyonlar ¢esitli mannitol orani
kullanilarak liyofilize edilmesi sonrast Tween 80 igeren formulasyonda lyofilizasyon sonrasi
partikiil biiytikliigii, zeta potansiyel de polidispersite indeksi degerlerinin olduk¢a degismesi
nedeniyle calismalara Vit E TPGS ve PVP K30 formulasyonu ile devam edilmistir.

5.3.4. Nanokristallerin karakterizasyon ¢alismalari

Partikiil buviiklugii, partikiil biiviikliigii dagilim: ve zeta potansivel

Tween 80 ‘in farkli oranlarinda (1:2, 1:1, 2:1, 4:1,8:1) hazirlanan tiim formiilasyonlarinda
(5, 10, 20 ve 30 gegis sayilarinda) zeta potansiyelleri baslangigta 20 mV’un iizerinde

bulunmasina ragmen nanokristalari elektriksel olarak stabilize edememistir. Tween 80
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iceren formiilasyonlarda istenilen partikiill biyikligi dagilmi (0,1-0,7) genellikle
formiilasyonlarda 30 gegiste tespit edildi. Formiilasyonlarda, 20 ile 30 ge¢is arasinda anlamli
kiiglilme oldugu gorildi (p>0,05). Baslangi¢ partikiil biyiikliklerinin 20-25 um civarinda
¢ikmast ZHM’nin stabilizan kullanilmadan tespit edilen baslangi¢ partikiil biiytikliigline
benzer ciktigini gostermektedir. Ultraturraks’m 15.000 rpm’de 10 dakika kullanilmasi
partikiill boyutunda anlamli bir kiiciiltme sagladi. Bu sayede Microfluidics LV1’in
tikanmasinin da oniine gecilebildi. Microfluidics LV 1 kullanilarak 100-1000 nm araliginda
partikiil biiyiikligiine sahip nanosiispansiyon elde edebilmek igin en az 5 ge¢is islem
uygulanmasi gerektigi anlasilmaktadir. Tek bir gegis sonrasinda partikiiller 3 um’ye kadar
diistirilebildi (Cizelge 4.22-26). Tim Tween 80 kullanilan nanokristallerde baslangig¢ zeta
potansiyel degeri 20 mV’ un iizerinde elde edildi ve partikiil biliylikliigii degerleri 5 gegis
sonrasinda 2:1 ve 1:1 oranlari haricinde 1000 nm’nin altina diistii. Partikiil biiytikligii
dagilimlar ise 0,1-0,5 arasinda bulundu. Tween 80’nin 8:1 ve 1:1 oranlarinin 20 ve 30 gegis
sonuglar1 haricinde tim formiilasyonlar1 bir ay sonrasinda partikiil biyiikligii ve partikiil
biiytikliigii dagilimi agisindan stabil kalmadig tespit edilmis olup partikiiller 1000 nm’nin
iizerine ¢ikmistir. Diger tiim oranlarda ise zeta potansiyel degerleri korunmamais olup diisiis

gorilmiistiir.

Poloksamer 188 iceren formiilasyonlarda, baslangi¢ partikiil biiyiikliigii Tween 80 ile
hazirlanan formiilasyonlara gore biraz daha biiyiik olarak tespit edildi. Burada Tween 80’in
ZHM partikiillerini daha iyi kii¢iilttiigii ve stabil tuttugu sonucuna varildi. Buna ragmen
Microfluidics LV1 ile 1 gecis sonrasinda elde edilen partikiil biiyiikliikleri benzer sonug
gosterdi. Poloksamer 188 kullanilarak her gegis sayisinda 1000 nm’nin altinda nanokristaller
elde edilemedi. En diisiik partikiil biiyiikliigii 1:2 oraninda 30 gegis sonrasi 570 nm olarak
tespit edilmigtir. 1:1 oraninda ise partikiil bliyiikliigii degerleri tiim gecislerde 1000 nm’nin
tizerinde bulunmus olup partikiil biiyiikligli dagilim degerleri de 0,5-0,8 arasinda ¢ikmistir
(Cizelge 4.27-31). Poloksamer 188 iceren tiim nanokristal oranlarinda 1:1 orani haricinde
zeta potansiyel degerleri baglangicta ve bir ay sonrasinda 20 mV’un {izerinde bulunmustur.
1:1 oraninda partikiil biiyiikliigi 1000 nm’nin altina diisiiriilememistir. Bir hafta sonrasinda
tim gecislerdeki partikiil biiyiikliigii degerlerinin oldukg¢a biiyiimesi sonrasinda zeta

potansiyel ve partikiil bliylikligli dagilimi ise dl¢iilememistir

Vitamin E TPGS i¢eren formiilasyonlarda tiim oranlarda 30 ge¢is sonrasinda 500-650 nm

arasinda partikiil biiyiikliigii sonucu elde edilmistir. Partikiil biiylikliigii dagilim degeri ise
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tim oranlarda 0,2-0,5 arasinda olup zeta potansiyel degerleri >25 mV oldugundan Vitamin
E TPGS’nin ZHM nanokristalleri i¢in uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir (Cizelge 4.32-36).
Vitamin E TPGS igeren formiilasyonlarda da 10 gegis sonrasi partikiiller 1000 nm’nin altina
diigmiistiir. Zeta potansiyel degerleri 1:2, 4:1 ve 8:1 oranlarinda bir ay sonrasinda oldukca
diismiistiir. Vitamin E TPGS igeren nanokristallerden 2:1 orani, partikiil bityiikligii dagilima,
zeta potansiyel ve partikiil biiytikliikleri bir ay sonrasinda degismeden kaldigindan bu

formiilasyonlarin yiizey etkin madde igerenler uygun olarak degerlendirilmistir.

HPMC ile hazirlanan formiilasyonlarin baslangi¢c partikiil biiytikliikleri yilizey etkin
maddeler ile hazirlanan formiilasyonlara benzerlik gosterdi. Bir polimer olarak HPMC’nin
ZHM partikiillerini 1slatmasinin oldukea iyi oldugu gozlendi. Microfluidics LV1 ile yapilan
1 geciste partikiiller yiizey etkin maddelerde oldugu gibi 4 pm’ye kadar indigi goriildii.
HPMC’nin ZHM nanokristalleri iizerine elektriksel stabilizasyonunun zeta potansiyelinin
tim formiilasyonlarda 20 mV’un olduk¢a altinda oldugundan yetersiz oldugu goriildii.
Partikiil biiyiikliigiindeki en fazla kiigiilme 8:1 oraninin kullanildigir formulasyondaki 30
geciste olmustur (Cizelge 4.37-41). HPMC igeren nanokristallerde zeta potansiyel degerleri
digerlerine gore diisiik ¢ikmistir ve bir ay sonrasinda da diisme egilimi gosterdiginden
partikiilleri sterik olarak HPMC’nin stabilize etmedigi kanisina varilmistir. PVP K30 ise
nanokristallerin HPMC’ye gore daha stabil kalmasini saglamstir.

PVP K30 igeren formiilasyonlarda ZHM partikiilleri PVP K30 un ¢6ziinmiis oldugu distile
sulu ortamda kolaylikla 1slandi. Microfluidics LV1 ile bir gegis sonrasinda 3500-4000 nm
arasinda kiiclik partikiiller elde edilebilmistir. 1:1 oraninda ve 5 geciste partikiil
biiytikliigiinde kii¢iilme diger oranlara gore daha fazla goriilmiistiir. 20 gecis tiim oranlarda
partikiil biiyiikliigii degerleri 400-800 nm arasinda degismekte olup 1:1 oraninda 20 gegiste
417 nm elde edilmistir. Partikiil biiyiikliigli dagilim degerleri ise 1:1 oraninda 0,2-0,4
arasinda olup diger oranlara kiyasla daha dar aralikta kalmay1 basarmigtir. PVP K30 1:1
oraninda kullanildiginda tiim geg¢isler sayilarinda incelenen parametreler daha az degisime
ugramistir. 1:1 ve 4:1 oranlarinda 20 ve 30 gecisteki partikiil biiyiikliigii ve partikiil
biiyiikliigii dagilimi baslangic degerlerine yakin olup istenilen aralikta kalmigtir. PVK
K30’un 1:2, 2:1 ve 8:1 oranlarinda ise partiikiil bliyiikliigiinde istinilen kii¢iilme saglanirken

bir aylik stabilizasyon saglanamamastir.
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Genel olarak stabilizan tiplerine bakildiginda Tween 80, Vitamin E TPGS ve PVP K30’un

stabilizasyonu daha iyi sagladigi gorilmistiir.

Sonug olarak nanokristallerin optimizasyonu ve kurutulmasindan sonra her iki sonug
nanokristal formiilasyonunda (ZHM: PVP K30: Mannitol 1:1:20 ve ZHM: Vit E TPGS:
Mannitol 2:1:20) zeta potansiyel degerleri 20 mV iizeri ve PDI degerleri 0,1-0,4 araliginda
bulunmustur. PVP K30 ve Vit E TPGS ile hazirlanan nanokristallerde partikiil biyiikliigii
400-600 nm bulunmustur. ZHM’nin Nanomill cihazi kullanilarak 6glitme metodu ile
nanokristalinin elde edildigi bir baska g¢alismada 200-300 nm’nin arasinda partikiil
biytikliigii elde edilmistir (Thombre ve digerleri, 2012).

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

ZHM partikiillerinin morfolojik incelemesinde kristal seklinde olan ZHM partikiillerinin
yiilksek basing homojenizasyon ve liyofilizasyon sonrasinda c¢arpisma ve kayma
kuvvetlerinden dolay1 kristal kenarli seklinden daha kiiresel sekillere doniistiigii goriilmiistiir
(Resim 4.1-47 ve Resim 4.8-4.14). ZHM’nin SEM goriintileri literatiir ile
desteklenmektedir (Dewalkar, Hariprasana ve Kulkami, 2012). Tez kapsaminda hazirlanmig
olan sonug¢ nanokristal formiilasyonlarinda SEM morfolojik analizinde elde edilen
goriintiiler nanokristallerin 400-600 nm araliginda oldugunu dogrulamaktadir. SEM
gorlintiilerinde nanokristallerin  yiiksek oranda mannitol igerisinde yer aldigim
gostermektedir. Mikrofluidizasyon islemi sirasinda bir gecis sonrasinda partikiillerin 4-6 pm
arasinda kiiciildiigii ve ultraturaks islemi ve sonrasindaki homojenizasyon dongiilerinde
ZHM partikiillerinin stabilizan maddeye adsorbe oldugu da SEM goriintiileri ile

desteklenmektedir.

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)

ZHM’nin erime noktas1 DSC analizi ile >276°C bulunmustur. ZHM kaba tozunun erimesi
endotermiktir (Bera ve digerleri, 2015). DSC termogramlari meydana gelebilecek potansiyel
polimorfik degisimleri gostermektedir. ZHM nin sonug nanokristal formulasyonu ile DSC
kromatogramlarinda erime noktasinda bir degisim gozlenmemistir. Erime derecesi oldukga
yiiksek oldugundan yardimci maddeler ile de gecimsizlik bulunmamistir. DSC

termogramlari liyofilize nanokristallerin kristal halini korudugunu gostermektedir.
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Fourier dontusumlii kizil otesi spektroskopisi (FT-IR)

FTIR sonuglarma gore, ZHM Karakteristik 3400 cm™’de gériilen genis N-H amin grubu,
3200 cm™ civarinda amit bagma ait pik, 3000 cm™ absorpsiyon bandinda CHz baglarindan
kaynakli goriilen yiiksek siddetli yayvan yogun pik ve alken baglarindan dolay1 1600-1700
cm? civarinda pikler, liyofilizasyon ve yiiksek basing homojenizasyonundan sonra
nanokristallerde ve fiziksel karisimda goriilmektedir. FTIR sonuglart XRD sonuglarini
dogrulamaktadir ve uygulanan liyofilizasyon ve yliksek basing homojenizasyon iglemleri
gecimsizlik olusturmamistir. ZHM nin polimorfik degisime ugramadigi FTIR sonuglarindan
da c¢ikarilabilir. ZHM’nin FT-IR spektrumlari literatiirler ile uyumlu goriinmektedir. (Bera
ve digerleri, 2015; Prasanthi ve digerleri., 2011; Prasanthi ve Rao, 2010; Patil ve digerleri.,
2012). PVP veya Vit E TPGS ile hazirlanan nanokristallerde ayni spektrumlar gézlenmistir
(Sekil 4.30-4.32 ve Sekil 4.42-4.44).

X-1s1n1 Kirinimi (XRD)

Kaba toz ZHM partikiillerinin kristal durumda oldugu XRD c¢alismalarinda gézlenmistir.
ZHM kristalinin X-1s1m1 davranigi literatiir ile uyumlu bulunmustur (Poluri ve digerleri.,
2013). Mikrofluidizasyon igleminin ardindan liyofilizasyon uygulanmast PVP K30 ve
Vitamin E TPGS ile hazirlanan nanokristallerde kristal yapiin degismesine yol agmistir
(Sekil 4.33-4.37 ve Sekil 4.45-4.48). Buradaki kristal degisim kismi amorf yapinin olmasi
seklinde gbzlenmistir. Nanokristallerinin elde edilmesi ile kism1 amorf yap1 haline doniisen
ZHM’nin suda c¢oziiniirlik ve c¢oziinme Ozelliklerini arttirmistir. Kristal yapidaki etkin
maddelerin amorf hale gelmesiyle ¢oziiniirlikklerinde artis oldugu bilinmektedir
(Zakowiecki ve digerleri, 2015). Thombre ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ise
ZHM’nin piiskiirterek kurutma metodu ile elde edilen kati nanokristal dispersiyonlarinin X-
1511 toz kirimimlar elde edilmis ve nanokristal formun kaba toza gore kristal yapinin

degiserek amorf yap1 kazandig1 goriilmiistiir (Thombre ve digerleri, 2012).

5.4. Nanokristallerin Kisa Siireli Stabilite Testleri

Hazirlanan nanokristallerde mikrofluidizasyon isleminde herhangi bir gegis sayisinda tiim
stabilizanlar ile 100-1000 nm partikiil boyutlar1 elde edilebilmis fakat hepsi kisa siireli
stabilite gostermemistir (Cizelge 4.22-4.46).
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Tween 80 iceren ZHM nanokristallerinin zeta potansiyel, partikiil biyiikliigii ve partikiil
bliytikliigii dagilim degerleri 1. giin, 7. giin ve 30. giin sonra Slgiilmiistiir. Uzun donem
stabilite i¢in zeta potansiyel degerleri diisiik bulunmustur. Sicakligin nanosiispansiyonlar
tizerine etkisini anlayabilmek i¢in 30 gecis formiilasyonlarinin 25°C ve 4 °C’deki ZP, PB ve
PDI degerlerine bakilmistir. Tim formiilasyonlar birlikte ele alindiginda sicakligin
nanosiispansiyonlarin stabilitesi iizerine etkisinin olmadig1 sadece 8:1 oranin kullanildigi
formiilasyonda zeta potansiyel degerleri agisindan anlamhi fark oldugu saptanmistir
(p<0,05). Tiim oranlarinda ZHM nanokristallerinin partikiil bliyiikligii, zeta potansiyel ve
partikiil biiyiikliigii dagilim parametreleri agisindan incelenen stabilite periyodu boyunca
stabil kalmadigi goriilmistiir (Cizelge 4.22-4.26). Sonug olarak Tween 80 tiim oranlarda
nanokristallerin elektrostatik stabilizasyonunu saglayamamistir. Tween 80 ve PVP K30’un
ayrt ayrt kullanildigir bir nanosiispansiyon calismasinda Tween 80’in daha diisiik
nanoboyutlarda nanokristal elde ettigi fakat liyofilizasyon islemi sonrasinda nanokristallerin
birbirine yapigmis yani agregasyona ugramis oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle stabilizan
olarak PVP K30’un Tween 80’e gore iistiinliik gosterdigi tespit edilmistir (Dolenc ve
digerleri, 2009).

Poloksamer 188 kullanilarak elde edilen nanokristallerin zeta potansiyelleri 30 mV’un
iizerinde bulunmasina ragmen zaman igerisinde 6zellikle partikiil biiyiikligli degerlerinde
¢ok biiylime goézlendi. Sicakligin nanokristallerin stabilitesi {izerine etkisi ise bulunmadi.
Nanokristallerin hazirlanmasinda 20 gegis ile 30 gecis arasinda partikiil biiyiikliiklerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmistir (p>0.05). Buna ragmen Poloksamer 188
ile hazirlanan nanokristaller stabil kalmamustir. Ozellikle 1:1 orani ile hazirlanan
nanokristalda 1 haftadan itibaren partikiil boyutundaki asiri biiylimeye bagl olarak

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri dl¢iilememistir (Cizelge 4.27-4.31).

Vitamin E TPGS ile hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyelleri 20 mV’un tiizerinde
tespit edilirken 1 ay sonunda 2:1 orami haricinde diislis gostermistir. Partikiiller besinci
gecisten sonra 1000 nm’nin altina diigmiistiir. Genel olarak tiim oranlarda poloksamer 188
ve Tween 80 ile hazirlanan nanokristallere gore daha stabil kalmasima ragmen partikiil
biiyiikliikleri, zeta potansiyelleri ve partikiil biiylikliigii dagilimi 2:1 oranimin kullanildig:
nanokristal disinda artmustir. 2:1 oraninda kullanilan formulasyon diger yiizey etkin madde
iceren formiilasyonlar ve Vit E TPGS iceren diger nanokristaller ile karsilastirildigindan her

lic incelenen parametre acgisindan en stabil formulasyon olarak goriilmektedir. 20 ve 30
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gecislerdeki partikiil biiyiikliigli agisindan anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Baslangic ve
bir gecisin partikiil biiytikliigli agisindan bakildiginda Vitamin E TPGS’nin diger ylizey etkin

madde i¢eren nanokristaller ile benzer sonug verdigi goriilmistiir (Cizelge 4.32-36).

HPMC ile hazirlanan nanokristallerin 1, 7 ve 30 giin sonunda incelenen partikiil biiytikligii,
partikiil bliylikliigii dagilimi ve zeta potansiyel degerleri tiim oranlarda stabil kalmamustir.
2:1 oraninda zaman igerisindeki partikiil biiyiikliigiindeki degisim diger oranlara gore daha
fazla olmustur. Sadece 1:2 oraninin kullanildigi formulasyonda 5 gegis sonrasi 1000 nm
altina diisiilememistir fakat 20 gecis sonrasinda 30 giin sonunda PB < 1000 nm kalmay1
basarmis olmakla birlikte ZP degeri oldukga diismiistiir (Cizelge 4.37-41). Ibuprofen i¢eren
HPMC ile hazirlanan nanosiispansiyonlarda polimerin hidrofobik yapisindan dolay etkin
madde ylizeyine yogun ve giiclii adsorbe oldugu goériildiigline dair ¢alismalar mevcut

olmasina ragmen ZHM ile ayni sonucu gostermemistir (Verna ve digerleri, 2009).

PVP K30 ile hazirlanan nanokristallerde 1:1 oraninda kisa siireli stabilite sonuglari partikiil
biiylikliigii acisindan <1000 nm altinda bulunmus ve fazla degisim gézlenmemistir. PVP
K30 sterik stabilizasyon ile ZHM nanopartikiillerini stabilize etmeyi basarmistir. Zeta
potansiyel degerleri 1:1 oran1 disinda baslangica gbre zaman igerisinde oldukg¢a fazla diisiis
saglamistir. Partikiil biiytkliigii dagilimlar ise 1:1 oraninda 20 ve 30 gegislerde 0,1-0,5
arasinda kalirken diger oranlarda daha yiiksek ¢ikmis olup biiyiime gostermistir. PVP
K30’un 1:1 oraninin kullanildig:1 formulasyon sonuglari ile uygun nanokristal sonuglari elde

edilebilegi sonucuna varilmistir (Cizelge 4.42-46).

Kisa siireli stabilite testleri tim nanokristal formiilasyonlar: hazirlandiktan hemen sonra
Olciilen partikiil biiytikliigi, partikiil bliytikligli dagilimi ve zeta potansiyeli degerlerinin 1.,
7. ve 30. giinlerden sonra yeniden Ol¢iilmesiyle degerlendirilmistir (Cizelge 4.22-4.46).
Kullanilan tiim stabilizanlarin farkli oranlar1 veya farkli gecislerinde ZHM partikiillerinin
yiiksek basing homojenizasyon yontemiyle istenilen partikiil boyutuna kiigiilmesini saglamis
fakat bir aylik kisa stireli stabilitelerini biitiin formiilasyonlar koruyamamistir. Vit E TPGS
2:1 oraninin kullanmildigr ve PVP K30 1:1 oraninin kullanildigi formiilasyonlarin zeta
potansiyel, partikiil biiyiikliigii ve partikiil biiylikliigli dagilimi degerleri bir ay sonunda
baslangi¢ degerlerini korumustur. PVP K30 formulasyonu sterik olarak stabil kalmasini

saglarken Vit E TPGS ise partikiil etrafinda elektriksel cifte tabakanin giiciinii arttirarak
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stabilizasyonu saglamaktadir (Wang ve digerleri, 2013; Hong ve digerleri, 2014; Karakucuk
ve digerleri, 2016).

5.5. Coziiniirliik Calismalari

Nanokristallerde beklenen ¢oziiniirliik artis1 partikiil boyutu kiigiiltiilmesi bagli olmakla
birlikte kullanilan stabilizanin da sinerjik etkisinin oldugu bilinmektedir (Hong ve ark.,
2014). Ostwald- Freundlich esitligine gore nanometre boyutlar ham materyalin yiizeyindeki
egrilikte artig saglar ve bu artis doygun ¢oziiniirliigii ve ¢oziinme hizini artirir Islak 6giitme
teknigi ile HPMC ve PVP K30’un stabilizan olarak kullani1ldig1 febuxostat nanokristallerinin
hazirlandig1 bir calismada pratik olarak suda ¢oziinmeyen etkin maddenin doygunluk
¢Oziiniirliiglintin ve pH 1.2, pH.4.5 ve pH 6.8 tampon ortamlarinda ¢éziinmesinin oldukga
artti@1 tespit edilmistir (Ahuja vd., 2015; Romero vd., 2015). Vit E TPGS ve PVP K30 ile
hazirlanan liyofilize nanokristaller kaba toz ve fiziksel karisimlara gore suda ¢oziiniirliigi
artirmigtir. Vit E TPGS ile hazirlanan nanokristaller ZHM kaba toza gore ¢ozlintirligi 1,84
kat artirmistir. PVP K30 ile hazirlanan nanokristaller ise fiziksel karisima gore ¢ozliniirliigi
sirastyla 2,3 kat artirmustir (Cizelge 4.87). Nanokristallerdeki ¢oziintirliik artigini literatiirde
desteklemektedir (Usha, Angel ve Udupa, 2010; Junghanns ve Mueller, 2008; Tang ve
digerleri, 2013; Niaz, Traini, Young, Ghadiri ve Rohanizadeh, 2014).

5.6. In Vitro Coziinme Cahsmalari

In vitro ¢dziinme calismalar1 SLS icermeyen, %0.5 SLS igeren ve %1 SLS iceren pH 7.4
fosfat tampon ortamlarinda ve FaSSIF (aglik), FeSSIF (tokluk) ortamlarinda yapilmstir.
FaSSIF ortam proksimal bagirsagin aglik durumunu taklit etmektedir. FeSSIF tokluk
durumunu taklit eden ortam olup daha diisiik pH ve daha yiliksek tamponlama kapasitesine
sahiptir. FeSSIF ortam ayni zamanda ilag ile yiyecek etkilesimlerini anlamak i¢in de
kullanilmaktadir. Nanokristal ZHM’nin aglik ve tokluk durumundaki ¢oziinmesini
kiyaslamak i¢in FaSSIF ve FeSSIF ortamlari kullanilmigtir (Sinha, Miiller ve Moschwitzer,
2013; Karakucuk ve digerleri, 2016; Klein, 2010). FDA’nin ¢éziinme olarak 6nerdigi ve
ticari iiriin i¢in kullanilan in vitro ¢dziinme ortami pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde %2 SLS
iceren ortamdir. Bu ortamda iyi ¢oziinme gosterdiginden nanokristallerin ¢oziinmesindeki
artis1 tespit etmek, farkliliklar1 gérmek i¢in pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda ve %0,5 ve %1
SLS igeren pH 7.4 fosfat tamponu ortamlarinda ¢6ziinme testleri yapilmistir. pH 7.4 fosfat
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tamponu ortamda ZHM kaba toz 30. dakikaya kadar ¢oziinme gostermemistir ve 2 saatin
sonunda %10’lu bir ¢éziinme gosterdigi gozlenmistir. En yiiksek ¢oziinme PVP K30 igeren
nanokristal formulasyonunda %44,38 oraninda goriilmiistiir. Bu formiilasyon 2 saatin
sonunda %50 ¢oziinme gostermistir. Vit E TPGS igeren nanokristal formiilasyonu ise 2
saatin sonunda %34,7 ¢oziinme gostermistir. ZHM kaba tozu pH 7.4 fosfat tamponunda
%11,26 ¢ozliinme ile en diisiik ¢oziinme gosterdigi bu ortamda nanokristal hale gelmesiyle

¢oziinmesi artmistir (Miiller ve digerleri, 2011) (Sekil 4.50).

% 0.5 SLS iceren pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda, ZHM kaba toz 120 dakika sonunda
%A40’a varan ¢ozlinme gostermis olup nanokristal formiilasyonlar1 %70’e varan ¢ozlinme
gostermistir. pH 7.4 fosfat tamponu ortamindaki ¢oziinmeye kiyasla ortalama SLS ilave
edilmesi kaba toz ZHM ile birlikte diger formiilasyonlarinda ¢éziinmelerini belirli miktarda
arttirmis olup fiziksel karisim formiilasyonlari ile ticari iiriin 2 saat sonunda %50 oraninda

¢oziinme gostermistir (Sekil 4.50).

% 1 SLS igeren pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda, ZHM kaba toz 2 saat sonunda %79,77
coziinme gostermis olup PVP K30 ve Vit E TPGS nanokristal formiilasyonu %97 ticari
preparat %91,44 ¢oziinme gostermistir.Nanokristal formiilasyonarinin ¢dziinmesi 2 saat
sonunda %97 oraninda bulunmus iken ticari preparat %91 oraninda bulunmustur. Ortamdaki
SLS miktarinin artmasi1 formiilasyonlarinin ¢oziinme profillerini iyilestirmekle birlikte

zamanla ¢oziinen ZHM miktarini da arttirmistir (Sekil 4.51)

ZHM kaba tozunun FaSSIF ortaminda ¢oziinen miktar1 iki saat sonunda %12,49, FeSSIF
ortamindaki miktart ise iki saat sonunda % 26,54 olarak bulunmustur. ZHM’nin biyouyumlu
ortamlarda ¢oziinme hizinin yapildigi ¢alismalar ile aglik ve tokluk ortamlarinda in vivo
biyoyaralanima bakildig1 ¢alismalar mevcuttur. Simiile edilmis aclik ve tokluk ortamlarinda
ise ZHM kaba tozunun tokluk ortaminda ¢dziinmesinin 2.4 kat artt1g1 literatiirde yer alan bir
calismada bulunmustur (Dening ve digerleri, 2016). In vivo ¢alismalarda ise ZHM nin aglik
ortamindaki kan plazma konsantrasyonu tokluk ortamdaki plazma konsantrasyonunun
yaklagik yarisi olarak tespit edilmistir (Thombre ve digerleri, 2012a; Thombre vd, 2012b;
Miceli ve digerleri, 2007; Thombre ve digerleri, 2015). FaSSIF ortaminda ticari iiriin 2 saat
sonunda %40,49, PVP K30 iceren fiziksel karisim %23,13, Vit E TPGS igeren fiziksel
karisim %22,22 ve kaba toz ZHM %12,49 kiimiilatif ¢6ziinme miktar1 gosterirken PVP K30
nanokristal formiilasyonu %80,27, Vit E TPGS iceren nanokristal formiilasyonu %78,78
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oraninda ¢6ziinme gostermistir. FeSSIF ortaminda ise ticari {irlin iki saat sonunda %100,71,
PVP K30 igeren fiziksel karisim %48,81, Vit E TPGS igeren fiziksel karisim %47,78 ve
kaba toz ZHM 9%26,54 kiimiilatif ¢6ziinme gosterirken nanokristal iceren formiilasyonlar
ticari iiriin ile yaklasik ayni degerde olup >%99 oraninda ¢6ziinme gostermislerdir (Sekil
4.53-4.60). Acglik ve tokluk ortamlarindaki ¢6ziinme profillerindeki en belirgin fark
nanokristal iceren formiilasyonlarin her iki ortamda da benzer ¢oziinme gostermeleridir.
Ticari iirlin, kaba toz ve fiziksel karisim formiilasyonlar1 aglik ortaminda daha diisiik oranda
¢Oziinme gostermelerine ragmen oOzellikle kapsiill formunda olan ticari {riinlin aghk
ortamindaki diisiik ¢oziinmesi gelistirilen formiilasyonun yiyecek igecek etkisine bagl
biyoyararlaniom  degiskenligini azaltmasi  beklenmektedir. Bu durum partikiil
biiytikliigiindeki kiiclilmenin bir fonksiyonu olarak aciklanmaktadir (Mdschwitzer, 2013;
Karakucuk ve digerleri, 2016) Nanokristallerdeki, nanometre 6lgiisiindeki boyutlar ¢éziinme
hizin artiracak sekilde, yiiksek miktarda yiizey alaninda artisa neden olmustur (Lai vd, 2014;
Quan vd, 2012). Nanokristallerin partikiil biiyiikligii ayn1 zamanda difiizyon uzakligini
¢oziinme hiz1 profilini degistirecek sekilde etkilemistir (Sharma ve digerleri., 2015).

Yiiksek basingli homojenizasyon teknigi kullanilarak hazirlanan bir ¢alismada kurkumin
nanokristalleri elde edilmis ve ¢ozlnirlik ve oral biyoyararlanim agisindan
degerlendirilmistir. Calismada nanokristallerin ¢oziintirliikteki artisa bagli olarak oral

absorpsiyonu arttirdigi bulunmustur (Gao ve digerleri, 2012).

PVP K30 ve Vitamin E TPGS igeren her iki nanokristal formiilasyonlarin ¢oziinme
profillerinin {2 benzerlik katsayilari tiim ortamlarda >50 bulunmustur yani benzer ¢ikmistir.
Ticari iriin ise sadece tokluk ortaminda nanokristal iceren formiilasyonlar ile benzer
coziinme gostermistir. Tiim ortamlarda en yliksek ¢6zlinmeyi sayisal deger olarak PVP K30
iceren nanokristal formulasyonu gdstermis olup ayni sekilde sudaki ¢oziiniirliigii arttirma
oran1 PVP K30 iceren nanokristalde 2,3 kat, Vit E TPGS iceren nanokristal ise 1,84 kat
olarak bulunmustur. FaSSIF ortaminda nanokristal iceren formiilasyonlar ile ticari {iriiniin
¢cOziinme profili benzer ¢ikmaz iken FeSSIF ortaminda ticari iirlinle benzer ¢éziinme profili
gostermeleri de nanokristal yapinin aglik ortaminda da yeterli ¢oziinmeyi sagladigini fakat

ticari lirlinlin aclik ortaminda ¢6ziinmesinin %40 oraninda kaldigini1 gostermektedir.
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5.7. ADT’lerin Dogrudan Basim Yontemi ile Hazirlanmasi

5.7.1. ZHM ile ADT yardimci maddelerinin gecimlilik ¢alismasi

ZHM etkin maddesinden ADT hazirlanmasi i¢in kullanian yardimci maddeler ile DSC
kullanilarak gegimlilik ¢alismasi yapilmistir. DSC etkin madde ve yardimci maddelerin
etkilesimlerinde kullanilan termal analiz yontemidir. Bir madde orneginin fiziksel ve
kimyasal degisimi sonucunda sicakligin fonksiyonu olarak yapinin kaybettigi veya
kazandigi 1s1y1 gosterir. Ozellikle 6n formiilasyon calismalarinda saflik, polimorfizm,
bozulma ve yardimci maddelerle yapilan gegimlilik ¢alismalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Tez kapsaminda Mannitol, PVP K30, Avicel, Ac-Di-Sol ve Mg stearate
ile ZHM nin 1:1 oraninda karisimlarinin DSC termogramlari elde edilmistir. ZHM nin >
276°C’de yayvan bir pik gosterdigi, Avicel, Ac-Di-Sol hig bir keskin pik gostermedigi tespit
edilmistir. Mannitol 160-180°C’de keskin bir endotermik pik gdstermistir. Mg-stearat ise
yaklasik 80°C” endotermik pik gdstermistir. Sonug olarak fiziksel karisim halinde ve ayri
ayr1 olarak elde edilen endotermik DSC termogramlari arasinda herhangi bir gegimsizlik

olmadig tespit edilmistir.

5.7.2. Deney tasarimi ile hazirlanan fiziksel karisim ADT formiilasyonlarda yapilan

fizikofarmasotik kontrol calismalar:

Nanokristal iceren ADT’lerin formiilasyonun belirlenmesinde oOncelikle fiziksel karigim
halinde formiile edilen ADT’ler tasarimla kalite yaklasimi (QbD) uygulanarak
gelistirilmistir. Fiziksel karisim igeren ADT lerin formulasyonun belirlenmesinde optimum
nanokristal bilesenleri ile birlikte dagitici, seyreltici ve kaydirict iceren ADT’ler direkt basim
metoduna gore 15 mm boyutunda zimba kullanilarak hazirlanmislardir. Deney tasarimina
gore tablet formiilasyonlarii iki tekrarli olmak {izere toplamda 18 adet formiilasyon ile
calistlmistir. Dagitic1 ve kaydirict bagimsiz degiskenler olarak sertlik friabilite ve dagilma
stiresi ise bagimli degiskenler olarak ele alinmistir. %15, %10 ve %5 olmak iizere ii¢ farkl
dagitici oraninda ve %1,5, %1 ve %0,5 olmak iizere ii¢ farkli kaydirici oraninda olmak iizere
hazirlanan tabletlerin sertlik, dagilma stiresi ve friabilite degerleri a¢isindan fizikofarmasotik
kontrolleri yapilmistir. Ayrica ADT’lerde ¢ap kalinlik ve agirlik dl¢timleri de yapilmustir.
ADT’lerde yapilan fizikofarmasdtik kontroller literatiir ¢aligmalar: ile desteklenmektedir

(Sammour ve digerleri, 2011; Basalious ve digerleri, 2013).



254

Sertlik, friabilite ve dagilma siiresi deney tasariminda ele alinan literatiir ¢aligmalar ile
desteklenen fizikofarmasotik kontrollerdir (Prasanthi ve digerleri, 2010). Sertlik degerleri
tim formiilasyonlarda 30-50 N arasinda ¢ikmistir. Bu deger ADT’lerin dayanikli olmasi igin
kabul edilen deger araligidir (Abdelbary ve digerleri, 2009). Friabilite degeri ise 0,6-2,4
%arasinda ¢ikmigtir, tasinma sartlarinda dayanikli olmasi igin friabilite degerinin <%1
olmasi gerekmektedir (EIkhodairy, Hassan ve Afifi, 2014). Dagilma siiresi ise tiim fiziksel
karisim igeren formiilasyonlarda 20-62,5 sn arasinda ¢ikmistir. ZHM iceren ADT’lerin
gelistirildigi bir ¢alismada da benzer sonuglar goriilmiistiir (Sivannarayana ve digerleri,
2013). Bu caligma nanokristal igeren ADT i¢in dagitict ve kaydirict oranint belirlemek
acisindan oldugundan ve yiiksek dagilma siiresinin nanokristal igeren ADT’lerde diismesi
beklenildiginden dagilma siiresinin genis aralikta ve nispeten uzun olmasi kabul edilebilir
olarak degerlendirilmistir ve nitekim nanokristal iceren ADT’ler dagilma siiresi 6 sn

bulunmustur.

5.7.3. Tasarimla Kkalite uygulamasi (QbD) ve sonu¢ fiziksel karisim ADT

formiilasyonunun optimizasyon ¢calismalari

Agizda dagilan tabletlerin formulasyon gelisiminde 6ncelikle nanokristal formiilasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan fiziksel karisim bilesenleri kullanilarak tasarimla kalite
yaklagimi acisindan deney tasarimi yapilmis ve tabletler sertlik friabilite ve dagilma stiresi
acisindan incelenmistir. Tasarimla kalite yaklasgimiin temelini deney tasarimlari
olusturmaktadir. Farmasotik {iriin gelisimi, genis alandaki materyal ve islem 6zellikleri
boyunca maksimum iriin performansi saglamak i¢in tasarlanir. Bu amagla yaygin olarak
kullanilacak deney tasarimlar: faktoriyel tasarimdir. Faktoriyel tasarim kullaniminin major
yarar1 tiim tahmin edilen etki ve etkilesimlerin diger faktorlerin etkisi ile bagimli oldugunu

gostermesidir (Basalious ve digerleri, 2013).

Tabletlerdeki dagitic1 ve kaydirici oranlarinin degismesine bagl sertlik, friabilite ve dagilma
siiresi DoE 9.0.6 yazilim programi kullanilarak deney tasarimi, 32 faktoriyel tasarim olarak
yapilmustir. 9 deney 2 kez tekrar edilmis ve sonuglar degerlendrilmis, yiizey ve kontur
grafikleri ¢ikarilarak formulasyon optimizasyonu yapilmis tasarim alanlari tespit edilmistir.
Agizda dagilan tablet formiilasyonu gelistirmede tasarimla kalite yaklagimin uygulanmasi
formiilasyon gelistirme asamasinda zaman ve maliyet avantaji saglayabilir. Islemin ve

formiilasyon parametrelerinin iiriin 6zelliklerini nasil etkiledigini anlamak ve sonrasinda ise
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iriiniin final spesifikasyon parametreleri ile ilgili olarak bu parametreleri optimize etmek
QbD gostergesidir (Sammour ve digerleri, 2011). ADT’lerde kisa dagilma zamani (<3 dk),
diisiik sertlik ve ambalajlama ve tasima kosullarina dayanikli formiilasyon gelistirmek ve
islem parametrelerini optimize etmek gereklidir. Bu agidan sertlik, dagilma siiresi ve
friabilite degerleri bagimsiz degiskenler olarak formulasyon optimizasyonunda incelenen

parametrelerdir (Charoo ve digerleri, 2012; EI-Nabarawi ve digerleri, 2013).

ANOVA testi ile bagimsiz degiskenlerin tanimlayici istatistik degerleri sertlik, dagilma
stiresi ve friabilite agisindan sirasiyla 30.79-48.48 N, 15-62,5 sn ve 0,64-2.475 olarak
bulunmustur. ANOVA analizine gore sertlik degerleri dagitict ve kaydirict oranindan
etkilenmemis fakat friabilite ve dagilma siiresi dagitici ve kaydirict oranindan anlamli
oranda etkilenmistir (p<<0,05). Bu verilerden hareketle ¢ikarilan yiizey ve kontur grafikleri
ile istenilen limit degerlerinde calisabilmek igin tasarim alani elde edilmistir. Fiziksel
karisim halinde hazirlanan ADT’lerin sertlik, dagilma siiresi ve friabilite acisindan tasarim
alanlarinin belirlenmesi i¢in ylizey ve kontur grafikleri ile bakildiginda en yiiksek sertlik
degerleri dagitict oraninin yaklasik %5 ve kaydirict oraninin ise %1-1.5 arasinda oldugu
aralik olarak belirlenmistir. Buna ragmen >30 N sertlik degeri i¢in %0.5-1.5 aralifinda
kaydiric1 ve %5-15 dagiticimin kullanimi miimkiindiir yani c¢alisilan araliklarin tamam
igerisinde istenilen sertlik degeri elde edilebilirdir. Friabilite degerinin <%1 oldugu ¢alisma
alani ise kaydiricinin %0,5-1 ve dagiticinin yaklasik %15 oldugu bolge olmaktadir. Dagilma
stiresi acisindan bakildiginda kaydirict oraninin %0,5-1 ve dagitict oraninin %5-7 araligi
daha kisa dagilma siiresi elde edilebilir araliktir ve buna karsilik friabilite degeri dagitic
oraninin %13-15 arasinda oldugunda en diisiik ¢ikmistir (Sekil 4.65-70). Fiziksel karisim
bilesenleri ile hazirlanan ADT’lerin formulasyonu nanokristal iceren ADT hazirlanmasinda
kullanilacagindan optimum dagitic1 ve kaydirict orani belirlenmesinde dagilma siiresinden

ziyade sertlik ve friabilite degerleri daha etkili olmustur.

DoE 9.0.6 yazilim programi ile istenilen deger araliklari girilerek yapilan optimizasyon
isleminde ise dagitict oran1 %15 ve kaydirict orant %1 iken sertlik degerinin 43.22 N,
dagilma siiresinin 37.21 N ve friabilite degerinin 0,69 olmas1 beklenirken, dagitici oran1 %5
ve kaydirict orant %1 oldugunda dagilma siiresinin 19.91 saniye, sertlik degerinin 43.97 N
ve friabilite degerinin 1,27 olmas1 beklenmektedir. Bu sonuglara bagli olarak ilave mannitol
ve PVP K 30 igermeyen sadece ZHM, Ac-Di-Sol, Mg-stearat ve Avicel pH 102 igeren yani

mannitol ve PVP K30 igermeyen ADT’ler optimize edilen iki formiilasyon oranlarinda
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dagitict ve kaydirict kullanilarak hazirlandi. Bu tabletlerin sertlik, dagilma siiresi ve friabilte
degerleri de ADT formulasyonunun belirlenmesinde dikkate alinmistir. Bu tabletlerde %15
oraninda dagitict ve %1 oraninda kaydirici kullanildiginda friabilite degeri %0,916

ciktigindan nanokristal igeren tabletler i¢in bu oranlar dikkate alinmistir.

ZHM igeren ADT’lerin gelistirildigi faktoriyel tasarimlama ile formulasyonun optimize
edildigi bir calismada 2° faktdriyel tasarim yapilarak 3 farkli siiperdagiticinin etkisi
incelenmis ve degerlendirilmistir (Prasanthi vd, 2010). Rizatriptan iceren ADT’lerin
gelistirildigi bir bagka calismada da faktoriyel tasarim yapilarak ii¢ farkli formulasyon
degiskeni ile dagilma siirelerine bakilmis ve yiizey grafigi elde edilmis ve dagilma siiresine

iliskin formulasyon optimizasyonu yapilmistir (Que, Wu, Cheng ve Hu,2006).

5.7.4. Nanokristal iceren ADT formiilasyonlarinda yapilan fizikofarmasotik kontrol

calismalan

Fiziksel karistm ADT’lerin ve nanokristal formiilasyonunda yer almayan bilesenler ile
hazirlanan ADT’lerden hareketle %15 dagitict (Ac-Di-Sol) ve % 1 kaydiric1 (Mg-sterat)
icerecek sekilde PVP K30 igeren liyofilize nanokristalerden ADT ler hazirlanmistir. Basilan
ADT lerin sertlik degerleri ortalama 31,2 N, friabilite degerleri %1,05 ve dagilma siireleri
6,16 sn ¢ikmistir. Tabletleri ortalama agirliklart 749,9 mg olup ortalama ¢ap degerleri 15,1
mm ve ortalama kalinliklart 5,0 mm ¢ikmustir. Tabletler kirilma ve asinmaya kars1 direnci
uygun ve nanokristal icermesinden dolayr <10 sn dagilma siiresi gostermesi nanokristal
iceren ADTlerin ticari agidan gelistirilebilirliginin uygun oldugunu gdstermektedir. (Aksu
ve digerleri, 2013; Prasanthi ve digerleri, 2010). Ayrica kisa dagilma siiresi tabletlerin agizda
cok kisa slirede dagilarak hizli salim yapmasina, etkin madde maksimum plazma
konsantrasyonuna daha kisa siirede ulasabilecegini ifade etmektedir. Basalious ve
arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢aligma sinuif II etkin madde olan felodipinin
QbD yaklasimi ile ADT’leri gelistirilerek in vitro ve in vivo ¢aligmalar1 yapilmistir. Calisma
sonuclarina gore en uygun formiilasyonun in vivo ve in vitro dagilma stirelerinin sirasiyla 6
ve 7 saniye olduklari ve yumusak jelatin kapsiile gore ADT’nin plazma maksimum
konsantrasyonuna ulagsma siiresinin daha kisa oldugu tespit edilmistir (Basalious ve

digerleri, 2013).
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UV metoduna gore metanol igerisinde tabletlerdeki ZHM miktar1 20 mg+%5 olarak
bulunmustur. Nanokristal igeren ADT’ler oldukca pordz yapida olup %56 gézeneklilik orani
tespit edilmistir. Tabletlerin ortalama g6zeneklilik hacmi ise 0,928 cc olarak olctilmiistiir.
Tabletlerin 1slanma siiresi ise ortalama 3,9 saniye olup su absorpsiyon kapasiteleri %63,85
olarak gozlenmistir. Literatiirde ADT’ler {lizerinde yapilan 1slanma ve su absorpsiyon
kapasite ¢alismalar1 ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. (Yu ve digerleri, 2009; Brniak,
Jachowicz ve Pelka, 2015; Elkhodairy ve digerleri, 2014). Porozite ve 1slanabilirlik
sonuclarinin yiiksek ¢ikmasi liyofilize nanokristal toz igermesine baglidir. Bu sonuglar
literatiir verileri ile desteklenmektedir (Lai ve digerleri, 2011;Dolenc ve digerleri, 2009;
Shoukri, Ahmen ve Shamma, 2009; Segale ve digerleri, 2007).

5.7.5. ADT’ler ile yapilan ¢oziinme ¢alismalari

ADT’lerin ¢oziinme ¢alismalari pH 7.4 fosfat tamponu ve %1 SLS igeren pH 7.4 fosfat
tamponunda gerceklestirilerek ticari liriin olan Zeldox kapsiil ile ¢oziinme profilleri
karsilagtirilmigtir. Nanokristal igeren ADT, nanokristal formiilasyonunun fiziksel karisim
halinde hazirlanarak basilan fiziksel karisim ADT ve sadece kaba toz ZHM igeren ADT’lerin

120 dakikaya kadar ¢6ziinmelerine bakilmistir.

pH 7.4 fosfat tamponunda nanokristal ADT 120 dakikanin sonunda %58,98 oraninda
¢oziinme gostermis olup 10 dakika igerisinde %25, 20 dakika sonra ise % 35 ¢6ziinme
gostermistir. Ticari {irlin ise 120 dakika sonunda %16 oraninda ¢ézlinmiistiir ve ayni ortamda
fiziksel karisim ADT ve sadece ZHM igeren ADT’ler 10 dakika <%5 oraninda ¢6ziiniirken
ticari Uirlin % 8 oraninda ¢oziinmiistiir. DDsolver programi kullanilarak {2 benzerlik faktorii
acisindan profil karsilastirmasi yapildiginda ticari {iirlin, fiziksel kariggm ADT ve sadece
ZHM iceren ADT pH 7.4 ortaminda benzer ¢dziinme profiline sahip oldugu goriilmiistiir

(f2> 50). Nanokristal iceren ADT ile ticari iiriin ise benzer bulunmamaistir (f2<50).

pH 7.4 fosfat tamponu %1 SLS icerdiginde ise benzerlik degerlendirmeleri pH 7.4 fosfat
tamponundaki sonu¢ ile ayni ¢ikmis olup ¢oziinen miktarlar tiim calisma gruplarinda
artmigtir. Nanokristal igeren ADT 10 dakika sonras1 %48,78 20 dakika sonrasinda ise %65
oraninda ¢Oziinmstiir. Buna karsin fiziksel karisim ADT, sadece ZHM igeren ADT’ler ve
ticari tirtin 10 dakika sonrasi ¢oziinmeleri sirastyla %32, %26 ve %17 olarak ve 20 dakika

sonrasinda ise ¢oziinmeleri %55, %48 ve %39 oraninda bulunmustur. %1 SLS iceren pH 7.4
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fosfat tamponunda 120 dakika sonunda tiim formiilasyonlar %85 iizerinde ¢oziinme
gostermekle birlikte higbiri 15 dk’da %85 oraninda ¢oziinmemistir (Sekil 4.67-4.74).

Tabletlerdeki ¢ozlinme profilleri degerlendirildiginde nanokristal ADT’nin partikiil
boyutunun kiigiilmesine bagli olarak her iki ortamda da ticari {iriine kiyasla hizla ¢oziinme
gosterdigi ve ¢oziinen ZHM miktarinin daha yiiksek oldugu goriilmekle beraber ticari tiriin
ile ¢6ziinme profili benzer bulunmamustir (f2<50). Partikiil boyutunun kii¢iilmesi ile ylizey
alanina bagli olarak ¢oziiniirliik ve ¢6ziinmede artis goriilmiistiir (Dolenc ve digerleri, 2009).
ZHM iceren ADT lerin gelistirildigi ¢alismalar literatiirde mevcuttur. pH 7.4 fosfat tamponu
ve %1 SLS igeren ortam kullanilarak yapilan bir ¢alismada ZHM igeren ADT’ler yas
graniilasyon metodu ile hazirlanmis ve siiper dagitict ajanlar bir arada ¢esitli oranlarda
kullanilmis ve en hizli ¢6ziinen tablet olarak %4 sodyum nisasta glikolat, %2 krospovidon
ve % 2 prejelatinize nisasta igeren tablet olarak degerlendirilmistir. Tabletler 10 dakika
icerisinde %89 oraninda ¢oziinmiislerdir (Prasanthi ve digerleri, 2010). Direkt basim metodu
ile stiper dagitic1 ajanlar kullanilarak hazirlanan ZHM iceren ADT’lerde sodyum nisasta
glikolat ve kroskarmeloz sodyumun kullanilmasinin ¢éziinmeyi arttirdigi gézlenmistir
(Sivannarayana ve digerleri, 2013). ZHM nanokristalleri ile ADT gelistirilmesi ise bu tez
kapsaminda diger ZHM ADT calismalarina katki saglamasi agisindan ve nanoboyutlara
ulagilmast 1ile ilacin oral biyoyararlanimindaki aglik tokluk varyasyonun azaltmasi

beklenildiginden 6nem tagimaktadir.

5.7.6. Nanokristal iceren ADT’lerde stabilite calismalar:

Nanokristal iceren ADT’ler ICH kilavuzunda belirtildigi sekilde hizlandirilmis (40+£2°C,
%75+%5 bagil nem) kosullarda 6 ay ve uzun siireli (25+2°C, %60+%5 bagil nem) test
kosullarinda 9 ay siireyle stabilite ¢aligmasina tabi olmustur. Boliim 3.2.23’de anlatildig
tizere Microfluidics LV1 cihazinin laboratuvar 6l¢eginde olmasi ve giinlilk maksimum 10
mL’lik 3 enjektor ile ¢alisma imkan1 saglamasi ve buna bagli olarak giinde sadece 4-6 ADT
hazirlanabilmesi nedeniyle nanokristal igeren ADT’lerin stabilite ¢alismalarinda sadece
goriiniim ve etkin madde miktar tayini parametreleri incelenmistir. Uzun siireli saklama
kosullarinda saklandiginda 9 ay boyunca tabletlerin goriiniimiinde herhangi bir degisiklik
olmamis olup pembemsi beyaz goriiniimlii yuvarlak tabletler halinde kalmistir (Cizelge
4.97). ZHM miktar1 ise %97,34 oraninda kalmistir. Hizlandirilmis ¢alisma kosullarindaki

stabilite ¢aligmalari tamamlanarak ZHM miktarimin 6 ay sonunda %97,7 oraninda kaldig1
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hesaplanmistir. ZHM nin bozunma kinetigi R? degerine gére birinci derece kinetik ve etkin
maddenin %90’min kalmasi i¢in gereken siire ise 4,6 yil olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.98). Gergek zamanli stabilite ¢alismalari ile 6nerilen raf 6mriiniin belirlenmesi i¢in uzun
stireli ¢alisma kosullarinda minimum 24 ay siire ile tayin edilmesi sonraki ¢alismalar igin
onerilmektedir. Ziprasidonun agizda ¢oziinen filmlerinin gelistirildigi ve stabilitesine
bakildig1 bir ¢aligmada ise etkin madde miktarinin 90 giin sonunda, 40+2°C, %75 bagil nem
ve 30+2°C, %60 bagil nem kosullarinda %98 oraninda stabil kaldig: tespit edilmistir (Poluri
ve digerleri, 2013).

5.8. Caco-2 Permeabilite ve Hiicre Kiiltiirii Calismalari

ZHM BCS Sinif II bir etkin madde oldugu bilinmektedir. ZHM 'nin belirtildigi tizere diisiik
coziiniirlik o6zelliginin yan1 sira yliksek permeabilite gostermesi s6z konusudur. Bu
kapsamda degerlendirildiginde Papp <1 x 10® cm/sn olan etkin maddeler diisiik permeabilite
ozellikli, 1-10 x 10°® cm/sn araliginda olanlar orta diizey ve > 10 x 10 olan etkin maddeler
yiikksek permeabilite Ozellikli etkin maddeler olarak simiflandirilabilir (Yee, 1997). Bu
amagcla oncelikle hiicre canlilif1 (sitotoksisite) ve sonra da permeabilite degerini saptamak
amaciyla Caco-2 hiicrelerinden gecis calismalar1 yapilmistir. Caco-2 hiicreleri {izerine farkl
konsantrasyonlarda uygulanan formiilasyonlardan elde edilen bulgularda 200 pg/mL
uygulama dozunda dahi toksisiteye neden olmamistir (Sekil 4.80). Hiicrelere toksik olmayan
yapilan deneylerde ZHM nin permeabilite degeri 4. saatin sonunda 8,887 x 10°°cm/sn olarak
bulunmugtur. Nanokristallerin permeabilite de artis saglayabilecegi bilinmektedir. PVP K30
ile hazirlanan sonug nanokristal formiilasyonun permeabilite degeri 11,93 x 10 °cm/sn olarak
bulunmustur (Cizelge 4.95). Bulunan kaba toz ZHM permeabilitesi literatiir ile uyumludur
(Yee, 1997). Fiziksel karisim iceren ADT lerin permeabilite degeri 9,936 x 10-%cm/sn iken
nanokristal igeren ADT’lerin permeabilite degeri 14,36 x 10°cm/sn olarak bulunmustur.
Liyofilize nanokristal ve nanokristal igeren ADT’ler kiimiilatif gecis kaba toza ve fiziksel
karisimlara gore artis gostermistir (Sekil 4.81 ve 4.82). Nanokristal haline gelmesi
permeabilitede artis1 saglamistir ayrica yapilan diger calismalarda da tabletlerde kullanilan
yardimc1 maddelerinde permeabiliteye katkisi oldugu nanokristal liyofilize toz ve tabletin
permeabilite degerleri ile goriilmektedir. (Attari ve digerleri, 2016; Langguth ve digerleri,
2005; Gao ve digerleri. 2012).
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6. SONUC

Sizofreni tedavisinde ikinci jenerasyon antipsikotik olarak kullanilan BCS Simif II etkin
maddesi olan ziprasidonun (hidrokloriir monohidrat tuzu olarak) tasarimla kalite yaklasimi
ile nanokristal formiilasyonlariin gelistirilmesi ve nanokristal formiilasyonundan agizda
dagilan tabletlerinin gelistirilmesini amaglayan bu doktora tezi kapsaminda yiiriitiilen

caligmalardan asagidaki sonuglar elde edilmistir:

- ZHM nanokristalleri, yiikksek basing homojenizasyon (mikrofluidizasyon) islemi ile
basarili bir sekilde elde edilmistir. Vitamin E TPGS ve PVP K30 kullanilarak en
uygun nanokristal formiilasyonlarina ulasilmustir.

- Nanokristallerin partikiil biyiikliigi <1000 nm, polidispersite indeksi 0,1-0,4
araliginda ve zeta potansiyel degerleri >20 mV olarak tespit edilmistir.

- Nanokristallerin aglik (FaSSIF) ve tokluk (FeSSIF) ortamlarinda kaba toza gore daha
yiikksek oranda ¢6ziindiigi goriilmiistiir. Kaba toz FeSSIF ortaminda iki saatte
%26,54 ¢oziinme gosterirken nanokristaller %97 oraninda ¢6ziinmiistiir. FaSSIF
ortaminda da iki saatte kaba toz %12,49 oraninda, ticari preparat (Zeldox®) %40,5
nanokristaller ise %80 oraninda ¢oziinme gostermistir. Nanokristaller FeSSIF
ortaminda ticari preparat ile benzer ¢oziinme profili gostermistir. FaSSIF ve FeSSIF
ortamlarinda yapilan in vitro ¢oziinme ¢alisma sonuglarina gére, nanokristaller aglik
durumda ticari riin ile benzer ¢oziinme profile gosterirken tokluk durumunda,
nanokristaller ticari iriine gore daha yiiksek c¢oziinme profili gostermistir.
Nanokristal igeren formiilasyonlarin aglik ve tokluk ortamlarindaki ¢oziinmeleri
arasindaki fark azalmistir.

- PVP K30 i¢eren nanokristalinin kaba toza gére sudaki ¢oziiniirliigii 2,3 kat ve Vit E
TPGS igeren nanokristalinin kaba toza gore sudaki ¢oziiniirligii 1,84 kat artmistir.

- Nanokristal igeren ADT’lerin gelistirilmesinde tasarimla kalite yaklagimi ile
formiilasyon bilesenlerinden dagitict ve kaydirict oran1 optimize edilerek belirlenen
oranlar nanokristal igeren ADT’lerde kullanilmistir. Nanokristal igeren ADT’ler 6
saniyede dagilma gostermis olup ve sertlik degeri 26,1 N ve friabilite degeri 1,05
olarak bulunmustur. Tabletler pordz ve kolay 1slanabilir yapida elde edilmistir.

- Nanokristal iceren ADT ler, fiziksel karisim ADT’ler, sadece ZHM iceren ADT’ler
ve ticari Uriin ile yapilan in vitro ¢dziinme ¢alismalarinda nanokristal igeren ADT ler

ile ticari tiriin benzer bir ¢éziinme profili sergilememis olup nanokristal i¢eren



262

ADT’ler iki saat sonunda daha fazla oranda ¢éziinmiistiir ve hi¢bir formiilasyon 15
dakikada %85 oraninda ¢ézlinme gostermemistir.

- Caco-2 ge¢is calismalarinda nanokristal igeren tabletlerin ve nanokristal igeren
liyofilize tozun permeabilite degerinde ve kiimiilatif ila¢ gecisinde artis tespit

edilmisgtir.

Sonug olarak, tez kapsaminda planlanan hedeflere ulasilmistir. ZHM ’nin yeni, ekonomik
aclik ve tokluk ortaminda ¢6ziinme varyasyonu azalmis nanokristal i¢eren agizda dagilan
tableti basariyla gelistirilmis ve in vitro degerlendirmeleri tamamlanmistir. ZHM
nanokristallerinin hizli ¢oziinmesine bagli artan biyoyararlaniminin beklenildigi ve
beraberinde aglik ve tokluk ortamindan etkilenmeyen agizda dagilan tabletlerinin
hazirlanmasi sizofreni tedavi etkinligini arttirmasi acisindan timit vadetmektedir. In vivo

caligmalar ile desteklenmesi onerilmektedir.
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