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OZET

Polimerik Tasiyic1 Sistem Gelistirilmesi ve In vitro Karakterizasyonu
Amag. Bu ¢alismanin amaci, oral uygulama i¢in metformin HCI igeren pozitif yiiklii
PLGA-CS tasiyici sistemleri gelistirmek ve onlarin in vitro 6zelliklerini incelemektir.
Materyal ve Metot. UV-Spektrofotometrik yontem ile etkin madde miktar tayini
gerceklestirilmistir. FT-IR, DSC ve SEM, bu sistemleri karakterize etmek igin
kullanilmistir. Polimerik tasiyici sistemlerin karakteristikleri 6rnegin, yiizey morfolojisi,
partikiil biiytikliigii ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi ve PB pH 6.8 ve HCI 0.2 M,
pH 1.2 ortamlarindaki in vitro ilag salimi incelenmistir.
Bulgular. Hazirlanan polimerik tasiyict sistemlerin ortalama partikiil boyutlari
506.67+13.61-516.33+16.85 nm arasinda degistigi ve pozitif yiizey yiikiine sahip
olduklar1 saptanmustir (22.57+1.21-32.37+0.57 mV). ilag/polimer oran1 0.27’den
0.42’ye ¢ikarildiginda ilag¢ yiikleme kapasitesi hafif bir artis géstermistir (p=0.041).
Hazirlanan sistemler i¢in PB pH 6.8 ve HCI 0.2 M, pH 1.2 ortamlarinda 144. saatte elde
edilen % kiimiilatif salim degerleri sirastyla, ~% 98 ve ~% 92’dir.
Sonu¢. Etkili plazma konsantrasyonlarint devam ettirmek i¢in yiiksek dozlarda
tekrarlayan uygulamalar azaltmak ve bdylece hasta uyuncunu artirmak, yan etkileri
azaltmak iizere PLGA-CS tasiyict sistemleri metformin HCI’iin oral uygulanmasi i¢in

kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: In vitro calismalar, Kitosan, Metformin HCI, PLGA, Polimerik

tasiyici sistem.



ABSTRACT

Development and In vitro Characterization of Polymeric Delivery System
Aim. The aim of the present study was to develop the positively charged PLGA-CS
delivery systems containing metformin HCI for oral application and to investigate their
in vitro characteristics.

Material and Method. The amount assay of active substance was performed using
UV-spectrophotometric method. FT-IR, DSC and SEM were used to characterize these
systems. The polymeric delivery systems’ characteristics such as the surface
morphology, particle size and size distribution, percentage drug entrapment, and in vitro
drug release in PB pH 6.8 and HCI 0.2 M, pH 1.2 mediums were investigated.

Results. The mean particle sizes of prepared polymeric delivery systems ranged from
506.67+13.61 to 516.33+16.85 nm and their surface was positively charged (22.57 +
1.21 to 32.37 = 0.57 mV). When the ratio of drug/polymer increased from 0.27 to 0.42,
the drug loading capacity was slightly increased (p=0.041). The extent of drug release
from these systems in PB pH 6.8 and HCI 0.2 M, pH 1.2 mediums was up to about 98%
and 92% at 144 h, respectively.

Conclusion. PLGA-CS delivery systems might be used for oral administration of
metformin HCI, reducing the necessity of repeated administrations of high doses to
maintain effective plasma concentrations, and thus, increasing patient compliance and

reducing the incidence of side-effects.

Keywords: Chitosan, In vitro studies, Metformin HCI, PLGA, Polymeric delivery

system.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CS : Kitosan

DM : Diabetes Mellitus

DPP-4 : Dipeptidilpeptidaz-4

DSC : Diferansiyel Taramali Kalorimetre
EMA : Avrupa Ilag Ajansi

FDA : Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi
FT-IR : Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
GLP-1 : Glukagon Benzeri Polipeptit-1
HbAlc : Hemoglobin Alc Proteini
HDL : Yiiksek Dansiteli Lipoprotein
IFG : Bozulmus A¢lik Glukozu

IGT : Bozulmus Glukoz Toleransi
LDL : Diisiik Dansiteli Lipoprotein
mV : Milivolt

OGTT : Oral Glukoz Tolerans Testi

PB : Fosfat Tamponu

PGA : Poli(glikolik asit)

PKOS : Polikistik Over Sendromu
PLA : Poli(laktik asit)

PLGA : Poli(laktik-ko-glikolik asit)
PVA : Polivinil Alkol

r? : Belirlilik Katsay1s1

rpm : Dakikadaki Devir Sayis1

SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu
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SS
VK
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Amax

: Sodyum Glukoz Tasiyicisi-2
: Standart Sapma
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1. GIRIS

Etkin maddenin istenen doku veya organa tasinmasi, salim hizinin kontrol
edilmesi, hedef bolgede uzun siireli sabit ilag konsantrasyonunun saglanmasi, klasik
dozaj formlar1 ile karsilastirildiginda; diizeltilmis etkinlik, azaltilmis toksisite,
diizeltilmis hasta uyuncu ve hasta rahathiginin saglanmasi ila¢ tastyict sistemlerle
miimkiin olmaktadir. “Diabetes Mellitus” (DM), insiilin salgilanmasinda, insiilin
duyarliliginda veya her ikisinde birden gozlenen eksikliklerden kaynaklanan metabolik
bir hastaliktir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde kronik mikrovaskiiler, makrovaskiiler
ve noropatik komplikasyonlar gelisebilir. Diyabet hastalarinin sayisi, niifusun
yaslanmasi, kentlesme, diyet ve yasam tarzinda meydana gelen kokli degisikliklerden
dolay1 diinya ¢apinda artmaktadir. 2030 yilina kadar diinya ¢apinda yaklasik 439 milyon
kisinin diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Ozellikle, Tip 2 diyabet yaygmlig
diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan metformin
calismamizda model ilag olarak segilmistir. Metformin, hem aglik hem de postprandial
plazma glukoz diizeylerini diisiiriir. Metformin kullanimi sirasinda birtakim yan etkiler
(bulant1, kusma, karin agrisi, gaz, diyare vb.) olusturmaktadir. Metformin, nispeten
diisiik bir oral biyoyararlanima (% 50-60), kisa ve degisken bir biyolojik yarilanma
omriine (0.9-2.6 saat) sahiptir. Bu nedenle, etkili plazma konsantrasyonunun elde
edilmesi icin yiiksek dozlarda metformin tekrarlayan uygulamalarla kullanilmalidir.
Ancak, bu durum, hasta uyuncunda azalmaya, istenmeyen yan etkilerde de artisa neden
olmaktadir. Metforminin biyoyararlaniminin artirilmasi, dozlama sikliginin azaltilmasi
ve gastrointestinal yan etkilerinin azaltilmasi i¢in yeni formiilasyonlar gelistirilmelidir.
Mide-bagirsak hareketliligi yavasladiginda metformin emilimi diizelmektedir.

Bu ¢alismada, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve kitosan (CS) kullanilarak

polimerik ila¢ tasiyici sistem hazirlanmasi amaglanmistir. PLGA, farkl ilag tasiyici



sistemlerin  (mikropartikiil, nanopartikiill vb.) hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmistir. Ancak, bu sistemler negatif yiizey yiikiine sahiptirler. Bundan dolayi,
katyonik olarak modifiye edilmis PLGA tasiyici sistemleri, oral ila¢ uygulamasi i¢in
hazirlanmistir. CS, katyonik dogasindan dolay1r mukoadezif ve membran gecirgenligini
artirict ozelliklere sahiptir.

Bu ¢alismanin amaci, oral uygulama i¢in metformin hidrokloriir (HCI) igeren
pozitif yiiklii PLGA-CS tasiyici sistemleri gelistirmek ve onlarin in vitro 6zelliklerini
(ylizey morfolojisi, partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi, PB pH 6.8
ve HCI 0.2 Molar (M), pH 1.2 ortamlarindaki in vitro ila¢ salim1) incelemektir. Ayrica,
Fourier Donistimli  Kizilotesi  Spektroskopisi  (FT-IR), Diferansiyel Taramali

Kalorimetre (DSC) de bu sistemlerin karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

DM, insiilin salgilanmasinda, insiilin duyarliliginda veya her ikisinde birden
gozlenen eksikliklerden kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Bu eksiklikler, kronik
hipergliseminin yani sira karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda anomalilere
yol acar. Hastaligin ilerleyen donemlerinde kronik mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve
noropatik komplikasyonlar gelisebilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar; retinopati,
noropati ve nefropatiyi; makrovaskiiler komplikasyonlar ise koroner arter hastaligi,
inme ve periferik damar hastalig1 gibi ¢ok cesitli hastaliklar kapsalr.1

2.1.1. DM’nin Smiflandirilmasi

Diyabet farkl: kriterlere gore siniflandirilabilir (insiilin gereksinimi, baglama yas1
vb.). Amerikan Diyabet Birligi’nin 1997 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan Onerilen Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)’ ne alternatif olarak ortaya atti3
yeni tan1 ve smiflandirma sistemi en son kabul goren siniflandirmadir. Buna gore,
diyabet tanisi i¢in plazma aclik glukoz seviyesine bakilarak normal, bozulmus aglik
glukozu (IFG) ve diyabet seklinde bir siniflandirma yapilmasi tavsiye edilmektedir.?

Amerikan Diyabet Birligi, 2003 yilinda revizyona gitmis ve DM tanis1 i¢in tan

kriterlerinde diizeltmeler yapmistir (Tablo 2.1). %°



Tablo 2.1. DM igin tani kriterleri®°

Achk plazma 2. saat plazma
glukozu glukozu
(OGTT’de)
Normal <100 mg/dL <140 mg/dL
Bozulmus Achk 100-125 mg/dL -

glukozu (IFG)

Bozulmus Glukoz

Tolerans1 (IGT)

DM

>126 mg/dL

140-199 mg/dL

>200 mg/dL veya DM bulgulari ile

beraber herhangi bir zamanda
alinan kan sekerinin >200

mg/dL olmasi

Smmiflandirma? *°

v' Tip 1 diyabet: Gegmiste “insiiline bagimli diyabet”, “juvenil diyabet”,
“cocukluk c¢aginda baglayan diyabet” olarak da adlandirilmistir. Pankreas -
hiicrelerinin ¢ogunlukla otoimmiin kaynakli harabiyeti ile olusur ve mutlak insiilin
yetmezligi soz konusudur. Diyabet hastalarmin % 5-10’u Tip 1 diyabetlidir. Insiilin
eksikliginin giderilmesi icin gilinliik enjeksiyonlar yapilir. Cok su i¢cme, agiz
kurulugu, sik idrara ¢ikma, siirekli aclik hissi, bulanik gérme, yorgunluk vb.
sikayetler s6z konusudur.

v' Tip 2 diyabet: Gegmiste “insiiline bagimli olmayan diyabet”, “erigkin
diyabet” olarak da adlandirilmistir. Gerek gelismis gerckse gelismekte olan
ilkelerde sik¢a goriilmekte; genellikle obeziteye ve fiziksel aktivitelerdeki azalmaya

bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Toplumda goriilen diyabetli hastalarin ~% 90-95’i

Tip 2 diyabete sahiptir. Insiilin direnci ve zamanla azalan insiilin salgilanmasi sdz
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konusudur. Genellikle, 40 yasindan sonra goriilen ve yaslanma ile siklig1 artan bu
hastalik ne yazik ki son yillarda diyet, yasam tarzi degisimlerine bagli olarak
Ozellikle obezitenin ¢ocukluk caginda artmasi ile birlikte ¢ocuk ve genclerde de
goriilmeye baglamistir.

v' Diger ozel tipler: Diger nedenlere bagli olarak nadir goriilen Ozel
diyabet tipleridir (B-hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina bagli genetik defektler,
insiilin etkilerinde bozulmaya yol acan genetik defektler, bazi enfeksiyonlar,
ekzokrin pankreas hastaliklari, ilag ve kimyasal maddeler (nikotinik asit,
glukokortikoidler, tiroid hormonu, tiyazidler) vb. nedenlere bagli olarak ortaya
cikabilirler).

v' Gestasyonel diyabet: Gebelik sirasinda tani konur ve gebelerin % 2-
4’tinde goruliir. Belirtileri genelde tip 2 diyabete benzer, dogumdan sonra genellikle
diizelir; ancak tekrarlama riski yiiksektir. Bu kisilerin kontrol altinda olmasi gerekir.

2.1.2. Diyabet Epidemiyolojisi

Diyabet hastalarinin sayisi, diinya ¢apinda niifusun yaslanmasi, kentlesme, diyet
ve yasam tarzinda meydana gelen kokli degisikliklerden dolay1 artmaktadir.” ®

2010 yilinda, diinya genelinde yaklasik 285.000.000 kisi diyabet hastasiydi ve bu
hastalarin % 90’1 Tip 2 diyabete sahipti. 2030 yilina kadar diinya ¢apinda yaklasik 439
milyon kisinin diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir. Bu rakam, 20-79 yaslari
arasindaki toplam diinya yetiskin niifusun % 7.7’sini temsil etmektedir. Ozellikle, Tip 2
diyabet yaygimnligi diinyada son otuz yildir hizla artmaktadir. Geng eriskin ve ¢ocuklarda
Tip 2 diyabetin goriilme sikliginda da bir artis egilimi goriilmektedir. Tiirkiye’de 2000
yilinda 2.920.000 olan diyabet hasta sayisinin 2030 yilinda % 220 artis orani ile
6.422.000’e ulasacagi DSO tarafindan tahmin edilmektedir. Bu artis oran1, Avrupa ve

diinyadaki artis oraninin 1.5-2 kat1 kadardur.®®



Ulkemizde, Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi (TURDEP-I) grubu tarafindan, 1997-1998 yillar
arasinda, Saghk Bakanligi'nin, Tiirk Istatistik Entitiisi'niin ve Diinya Saglik
Orgiitii’niin katilimlariyla bir calisma gergeklestirilmistir.g Bu calisma sonucunda,
diyabet goriilme sikliginin % 7.2 oldugu, kadinlarda erkeklere oranla ve sehirlerde ise
kirsal kesime oranla goriilme sikliginin daha fazla oldugu saptanmls‘ur.9

Ocak 2010-Haziran 2010 tarihleri arasinda ise TURDEP-II c¢alismasi
gerceklestirilmig, 15 ildeki 540 merkezde tamamlanmis ve calismaya rastgele segilen
26499 kisi (220 yaslardaki) katilmistir. Bu calisma, TURDEP-I ¢alismasinin tekrari
niteliginde  planlanmig, aym1 yontem kullanilmis ve aym1  merkezlerde
gergeklestirilmistir. TURDEP-II ¢alismasia gore, Tiirk eriskin toplumunda diyabet
sikliginin % 13.7’ye ulastigi, kentsel ve kirsal diyabet siklig1 arasinda ¢ok anlamli bir
fark kalmadigi, kadin ve erkekler arasinda diyabet siklig1 agisindan ¢ok anlamli bir fark
goriilmedigi, diyabet farkindaliginin Bat1 Anadolu’da en yiiksek, Dogu Anadolu’da ise
en diisiik oldugu, Tirkiye’de diyabetin 1998 yilina gore yaklasik olarak 5 yas daha
erken basladig saptanmlstlr.ﬁ’ 10
2.1.3. Diyabet Risk Faktorleri

* Fiziksel hareketsizlik,

* Birinci derece akrabada diyabet oykiisii,

* Yiiksek riskli irksal ozellik,

» Agirligi >4.5 kg olan bebek dogurmus veya gestasyonel diyabet tanisi
konmus olmak,

* HDL <35 mg/dL ve/veya trigliserid >250 mg/dL,

* Hipertansiyon (>140/90 mmHg),

* Polikistik over sendromu (PKOS),



* Daha onceden pre-diyabet tanis1 konmus olmak,

« Insiilin direnciyle iliskili diger klinik durumlarin varligi (Akantozis
nigrikans, PKQOS),

* Damar hastalig1 oykiisii.

2.1.4. Tip 2 Diyabet Tedavisi

Tip 2 diyabet tedavisi, geleneksel olarak asamali bir tedavi seklinde
gerceklestirilir. Yasam tarzinin degistirilmesi (egitim, diyet ve egzersiz) ile baslar ve tek
veya kombine oral antidiyabetik ajanlarin kullanilmasi ile devam eder.*?

Tip 2 diyabet tanist genellikle ge¢ konuldugundan; hastalarin % 20-50’si, tani
aninda  mikrovaskiiler = ve/veya makrovaskiiler komplikasyonlar  gelistirmis
durumdadirlar. Diyabet tedavisinin amaci, plazma glikozunun normale ¢ekilmesi, mikro
ve makrovaskiiler komplikasyonlarin, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin kontrol altina
alimmasidir. Bu nedenle, gilinlimiizde hastalarin glisemik hedeflere miimkiin oldugunca
kisa siirede ulagsmalari amaclanarak, oral antidiyabetiklerle ila¢c tedavisine erken
donemde baslanmaktadir. Ideal bir antidiyabetik ajan, plazma glukoz seviyesini normal
araliga ¢ekmeli ve bunu yaparken de mikrovaskiiler ve/veya makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisimini engellemeli ve istenmeyen yan etkileri en az olmalidir.
Tek bir antidiyabetik ajanin yetersiz oldugu durumlarda bu ilaglarin kombinasyonu
yoluna gidilmekte; antihiperglisemik ajanlarin diizenlenmesi/eklenmesiyle istenen
glikolize hemoglobin diizeyine miimkiin olan en kisa siirede ulasilabilmesi
hedeflenmektedir.****
2.1.4.1. Oral Antidiyabetik ilaclar
Oral antidiyabetikler, insiilin salgilatici ilaglar (siilfoniliireler, meglitinidler),

insiilin’e duyarliligi artiran ilaglar (tiyazolidindionlar, biguanidler), o-glukozidaz

inhibitorleri ve inkretin mimetik ilaglar (dipeptidilpeptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri)



seklinde siiflandirlabilir.” Ayrica, Tip 2 diyabet tedavisi icin, Amerikan Ila¢ ve Gida
Dairesi (FDA)’nin ilacin faydalar1 ve Ozellikle riskleri konusunda ek c¢alismalar
yapilmasin isteyerek onaylamadig1 ancak, Avrupa ilag Ajans1 (EMA), Beseri Kullanim
I¢in Tibbi Uriinler Komitesi’nin ise onaylanmasi i¢in olumlu gériis bildirdigi diger bir
ilag smifi ise bobrekten glukoz atilimini artirici ilaglardir (sodyum glukoz tasiyicisi-2
(SGLT-2) inhibitsrii; FORXIGA® (dapagliflozin)).*®

Oral antidiyabetik ilaglar, onlarin klinik endikasyonlari, dozlari, kullanim
zamanlari, kontrendikasyonlari, ilag kombinasyonlari, HbAlc ve aglik plazma glukoz
diizeyleri tizerine etkileri Tablo 2.2, Tablo 2.3 ve Tablo 2.4’de gosterilmistir.** *> " Tip
2 diyabetin tiim patofizyolojik etkileri ile miicadele edebilecek tek bir ajan mevcut
degildir. Bu nedenle, cogunlukla kombine ila¢ tedavisine bagvurulmaktadir.™

Tablo 2.2. Oral antidiyabetik ajanlar ve klinik kullanimlari™

Insiilin  Insiilin A1 hepatik Intestinal  Bobrekten

eksikligi direnci glukoz glukoz glukoz
iiretimi emilimi atilimi
Siilfoniliireler x
Meglitinidler x
Tiyazolidindionlar x x
Metformin x x x
a-Glukozidaz x
Inhibitorleri
DPP-4 Inhibitorleri x x
SGLT-2 Inhibitérleri x




Tablo 2.3. Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ajanlar™*

fla¢ simfi flac ada Giinliik doz Alinma zamani

Stlfoniliireler Birinci kusak
(Uzamis hipoglisemi riskinden
dolayi artik kullanilmiyorlar), - -
Asetoheksamid, Klorpropamid,

Tolazamid, Tolbutamid

Ikinci kusak
Glipizid 2.5-40 mg Giinde 2 kez (kahvalti
ve aksam yemeginden
15-30 dakika dnce)
Glipizid (kontrollii salim yapan 5-20 mg Giinde 1 kez
dozaj sekli) (kahvaltidan 15-30

dakika Once)

Gliklazid 80-240 mg Giinde 1-2 kez,
(kahvaltidan 15-30
dakika Once;

gerektiginde, aksam

yemeginde)
Gliklazid (kontrollii salim yapan ~ 30-90 mg Giinde 1 kez,
dozaj sekli) (kahvaltidan 15-30

dakika once)

Glimeprid 1-8 mg Giinde 1-2 kez,
(kahvaltidan 15-30
dakika Once;

gerektiginde, aksam

yemeginde)
Meglitinidler Repaglinid 0.5-16 mg Glinde 3 kez,
yemeklerden hemen
once
Nateglinid 60-360 mg Giinde 3 kez,

yemeklerden hemen

once




Tlac¢ siifi Tla¢ ada Giinliik doz Allnma zamam
Biguanidler Metformin 500-2550 mg Giinde 1-3 kez,
yemekte veya tok
karnina
Tiyazolidindionlar Rosiglitazon 2.8 mg Giinde 1-2 kez,
yemekle birlikte veya
yemekten bagimsiz
Pioglitazon 15-45 mg Gilinde 1 kez, yemekten
bagimsiz
o-Glukozidaz Akarboz 25-300 mg Giinde 3 kez, yemegin
Inhibitorleri ilk lokmasiyla birlikte
Miglitol 25-100 mg Gilinde 3 kez, yemegin
ilk lokmasiyla birlikte
DPP-4 Sitagliptin 50-200 mg Giinde 1 kez
Inhibitorleri yemeklerden bagimsiz
Vildagliptin 50-100 mg Giinde 1-2 kez
yemeklerden bagimsiz
Saksagliptin 2.5-5mg Giinde 1 kez

yemeklerden bagimsiz
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Tablo 2.4. Oral antidiyabetiklerin etki bolgesi, etkinlikleri, yan etkileri, kontrendikasyonlar1 ve ilag kombinasyonlari.

14,15

flag simifi Etki Primer etki  Achk plazma HbA1. Yan etkileri Kontrendikasyonlari fla¢ kombinasyonu
mekanizmasi bolgesi glukozunda de
azalma azalma
Siilfoniliireler Insiilin Pankreas 3.34-3.88 1.0-2.0 Hipoglisemi, Hiperglisemik acil durumlar (diyabetik Biguanidler/
salgilanmasi kilo alim1 ketoasidoz), alerji, gebelik, emzirme Tiyazolidindionlar/
donemi, sekonder diyabet (pankreas «-Glukozidaz Inhibitorleri/
hastaliklart vb. nedenler), Kkaraciger ve DPP-4 inhibitorleri/Insiilin
bobrek yetmezligi, travma, stres, cerrahi
miidahale, agir enfeksiyon, agir
hipoglisemiye yatkinlik, Tip 1 diyabet
Meglitinidler Insiilin Pankreas 3.34-3.88 0.07-2.0 Hipoglisemi, Alerji, diyabetik ketoasidoz, gebelik, Biguanidler/
salgilanmasi kilo alimi emzirme dénemi Tiyazolidindionlar/insiilin
Tiyazolidindionlar Periferik Periferik 1.90-2.22 0.7-1.0 Sivi Kalp yetersizligi, diyabetik ketoasidoz, Biguanidler/ Siilfoniliireler/
dokularin dokular retansiyonu,  postmenopozal kadmlarda ve ileri yastaki Tiyazolidindionlar/Insiilin/
insiiline odem, anemi,  erkeklerde (6zellikle el ve ayakta kirik DPP-4 Inhibitorleri
duyarliligini kilo alim, riskini artirr),  karaciger  hastaligt
arttirir, hepatik hepatotoksisite
glukoz tiretimini
baskilar
Biguanidler Karaciger ve Karaciger, 3.34-3.88 1.0-2.0 Bulanti, kusma, Renal fonksiyon bozuklugu (kadinlarda Siilfoniliireler/
periferik Periferik gaz, karin serum kreatinin >1.4 mg/dL, erkeklerde Tiyazolidindionlar/DPP-4
dokularin dokular agrisi, diyare ~ >1.5), hepatik fonksiyon bozuklugu, laktik [nhibitorleri/a-Glukozidaz
insiiline gibi asidoz, kronik alkolizm, kardiyovaskiiler nhibitorleri/insiilin
duyarliligini gastrointestinal  kollaps, akut miyokard enfarktiisii, keto-
arttirir, hepatik sikayetler, nemi ve ketoniiri, konjestif kalp yetersizli-
glukoz tiretimini vitamin B12  gi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, pe-
baskilar eksikligi riferik damar hastalig1, cerrahi girisim, ge-

belik ve emzirme donemi, ileri yas (>80 yas)
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fla¢ siifi Etki Primer etki  Achk plazma HbA1. Yan etkileri Kontrendikasyonlari fla¢ kombinasyonu
mekanizmasi bolgesi glukozunda de
azalma azalma
o-Glukozidaz Karbonhidrat Incebagirsak 1.38-1.66 0.5-1.0  Gagz, siskinlik, Inflamatuvar barsak hastahigi, kronik Biguanidler/ Siilfoniliireler/
inhibitorleri emilimini abdominal bobrek hastaligi, diyabetik ketoasidoz, Tiyazolidindionlar/insiilin/
geciktirir agri ve diyare  kronik iilser, malabsorbsiyon, parsiyel DPP-4 Inhibitdrleri
gibi barsak obstriiksiyonu, siroz, gebelik,
gastrointestinal  emzirme dénemi
sikayetler
DPP-4 Inhibitorleri Endojen B-hiicreleri, 0.5-1.0 0.73-1.2 Bulanti, kusma, Bobrek yetmezligi (doz azaltilmali), Biguanidler/ Siilfoniliireler/
GLP-1’i artirirlar mide, diyare, st Karaciger hastaligi Tiyazolidindionlar/insiilin
karaciger solunum yolu
enfeksiyonu,
idrar yolu
enfeksiyonu,
gastroenterit,
siniizit,
hipoglisemi
SGLT-2 Glukoz Renal tiibiiler 0.6-1.2 0.37-0.7 Idrar yolu Tim oral antidiyabetik
Inhibitorleri reabsorpsiyo- SGLT-2 enfeksiyonu ilaglar
nundan sorumlu
SGLT-2’nin
inhibisyonu ile
bdbrekten glukoz

atilimini artirir
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Siilfoniliireler

Siilfoniliireler 1950’lerin  basindan  beri  diyabet tedavisinin  esasini
olusturmak‘[adlr.18 Stlfoniliireler, ¢ogu hastada glukoz diizeylerini diistirmede oldukca
etkilidirler. Bu siniftaki ilaglar etkinlik ac¢isindan birbirlerine ¢ok benzerler. Ancak, etki
siireleri, metabolik klerensleri ve hipoglisemi yapma sikliklar1 bakimindan farklilik
g('jsterebilirler.19 Birinci kusak stilfoniliirelerin kullaniminda uzamis hipoglisemi riski
oldugundan artik kullanilmamaktadirlar. Daha gii¢lii olan ikinci kusak siilfoniliirelerin
ise hipoglisemi insidanslar1 daha diisiiktiir.™ % Siilfoniliireler, B-hiicreleri lizerindeki
0zel reseptorlerine (ATP-bagimli potasyum kanallari) baglanarak pankreastan insiilin
salgilanmasii artirdiklarindan dolay:r etkilerini gosterebilmek icin insiilin salgilama
kapasitesi olan bir pankreasa ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle, Tip 1 diyabet tedavisinde
kullanilamazlar.**

Tum sulfonilireler, kilo alinmasina neden olabildiklerinden obez hastalarda
oncelikli tercih olmayabilirler.'®

Stilfoniliirelerle tedavi edilen tiim hastalarda yeterli bir yanit gozlenmeyebilir.
Siilfoniliire tedavisinde iki farkli tiirde tedavi basarisizligi gézlenebilir. Birincisi, primer
basarisizliktir: Hasta siilfoniliire tedavisine baslangigtan itibaren (aglik plazma glukoz
diizeyinde 20 mg/dL’den daha diisiik bir azalma ile karakterize) yetersiz yanit verir. Tip
2 diyabet hastalarinin yaklasik % 20-25°1 siilfoniliire tedavisine karst primer tedavi
basarisizhign gosterir. Ikincisi, sekonder basarisizliktir: Hasta siilfoniliire tedavisine
baslangigta (aglik plazma glukoz diizeyinde 30 mg/dL’den daha fazla bir azalma ile
karakterize) 1yi yanit verirken, daha sonra glisemik kontroliin idamesinde yetersiz kalir.
Bu tiir basarisizligin goriilme orani yilda % 5-10°dur.* Bu dezavantajlaria ragmen

siilfoniliireler Tip 2 diyabet tedavisinde etkin ve maliyet-etkili ilaglardir.™
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Siilfoniliireler, proteinlere baglandiklarindan diger ilaglarla etkilesebilirler. Bu
etkin maddeler, genellikle karacigerde metabolize olup, idrarla atilmaktadir, bu nedenle
agir karaciger ve bobrek yetmezliginde kullanilmamalidirlar.**

Meglitinidler

Meglitinidler, etkileri hizli baslayan ve kisa siiren ilaglardir.'® ATP-bagiml
potasyum kanallar1 iizerinden fakat siilfoniliirelerin etkiledigi reseptorlerden farkli
reseptorler araciligiyla pankreas B-hiicreleri iizerinde etkilerini gosterirler ve insiilin
salgilanmasini, siilfoniliirelerin aksine “glukoza-duyarl sekilde” uyarirlar. 1422 Glukoz
yoklugunda insiilin salgilanmasini uyarmadiklari i¢in hipoglisemiye neden olma riskleri
diisiiktiir.?? Ayrica, sadece dgiinlerden dnce alindiklarindan, 6§iin atlanmasiyla iliskili
olarak gozlenen hipoglisemiye neden olmazlar. Yine de, yan etkiler arasinda en sik
gozleneni hipoglisemi olsa da bu etki siilfoniliirelerde oldugu kadar belirgin degildir.
Kilo aldiric1 6zellikleri siilfoniliirelerle benzerdir. Ozellikle, hipoglisemiden korkulan
yasli hastalarda tercih edilmektedirler. 2

Biguanidler

Metformin

1960’11 yillardan beri Tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilir ve iki molekiil gua-

nidin igerir. Dogada, “Galega officinalis” (Fransiz leylagi ya da sedef otu) bitkisinde

bulunur.?*

) . |
H/N\K \“/ ™~ . Ha
n=""~n Nn

Sekil 2.1. Metformin HCI’iin kimyasal yapis1
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Metformin hem ac¢lik hem de postprandial plazma glukoz diizeylerini diisiiriir.
Gerek karaciger gerekse periferik dokularin insiiline karsi duyarliligini artirir. Insiilin
duyarhiligindaki artis, esas olarak bazal hepatik glukoz iiretiminin (temelde
glukoneogenez) azalmasi ve glukozun iskelet kaslar1 ve adipozitler gibi periferik
dokularca alim ve kullanimimn artmasinn bir sonucudur.?® %

Metformin, kan glukoz diizeylerini siilfoniliireler kadar iyi diisiiriir. Bu etkisinin
yani sira, plazma trigliserid ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) kolesteroli
diizeylerinde de azalma saglayabilir.24

Insiilin salgilanmasini etkilemediginden hipoglisemi nadiren gériilmektedir. Kilo
alinmasina neden olmaz, hatta hafif diizeyde kilo kaybina/sabit kalmasina neden olur.**
Diger oral ajanlar ve insiilinle kombinasyonunda da kilo artisi gézlenmez. Bu nedenle
obez hastalarda ilk tercih edilen oral antidiyabetik ilactir. Ancak, sadece obez hastalarda
degil normal kilodaki hastalarda da glisemik kontrolii iyilestirdigi ortaya konmustur.?°

Metformin kullanan hastalarin % 30’dan fazlasinda tedavi baglangicinda bulanti,
kusma, karin agrisi, gaz, diyare veya bu yan etkilerin bir kombinasyonu gé’)zlenir.18
Gastrointestinal sistem {izerindeki yan etkileri azaltmak igin, metformin yemeklerle
birlikte verilir. Bununla birlikte, diisiik dozla baslanip yavas doz artisiyla devam edilirse
genellikle 15 giin sonra bu etkiler kaybolmaktadir.'* 2 Ayrica, agizda metalik tat
hissine ve uzun siireli kullammda da vitamin B12 eksikligine neden olabilmektedir.**
Nadir gozlenen laktik asidoz, yasami tehdit edici olabilir.?> %

Metformin oncelikle ince bagirsaktan absorbe edilir ve nispeten diisiik (% 50-60)
biyoyararlanima sahiptir. Mide-bagirsak hareketliligi yavasladiginda metformin emilimi

diizelmektedir. Metformin, kisa ve degisken bir biyolojik yarilanma 6mriine (0.9-2.6

saat) sahiptir. Bu durum, metforminin etkili plazma konsantrasyonunun devam
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ettirilebilmesi i¢in yiiksek dozlarda tekrarlayan uygulamalarin1 gerektirir ve sonug
olarak da hasta uyuncunda azalma, istenmeyen yan etkilerde ise artig olur.?

Metformin dozu, hastaya gore giinlik maksimum doz asilmayacak sekilde
ayarlanmalidir. Maksimum giinliik doz erigkin i¢in 2550 mg, ¢cocuklar i¢in 2000 mg’dur.
Metforminin genellikle baslangi¢ dozu giinde 2 defa 500 mg veya giinde tek doz 850
mg'dir (yemeklerle). Doz artisi, giinliik doz 2000 mg, maksimum giinliik doz ise 2550
mg'a kadar ¢ikmaktadir. Glinliik 1500 mg’in altinda klinik cevap genellikle beklenmez.
Yiiksek doz, boliinerek verildiginde daha iyi tolere edilir.?®

Metformin metabolize edilemez ve biyilk oranda bdbreklerden atilir.
Metforminin renal Klirensi, kreatin klirensinin yaklasik ti¢ buguk katidir. Bu da
metforminin asil atilim yolunun tiibiiler sekresyon oldugunu gosterir. Metformin, FDA
tarafindan gebelikte kullanim agisindan B kategorisinde siniflandirilan bir ilactir. Bazi
klinisyenler, gebelerdeki diyabetin tedavisinde rutin olarak metformin kullanmaktadir.
Ancak, birgok klinik deneyim, gebelikte kan sekerinin diizenlenmesinde en uygun
secenegin insiilin oldugunu géstermistir.30’ 3

Metforminin biyoyararlanimimnin artirtlmasi, dozlama sikliginin azaltilmasi ve
gastrointestinal yan etkilerinin azaltilmas1 agisindan  metformin  ig¢in  yeni
formiilasyonlarin gelistirilmesi 6nemlidir.*?

a-Glukozidaz inhibitorleri

Bu gruptaki ilaglar (akarboz, miglitol), ince bagirsakta bulunan ve kompleks
karbonhidratlar1 basit sekerlere pargalayan «-glukozidaz enzimini inhibe ederek
karbonhidrat emilimini geciktirirler ve bdylece postprandial pik glukoz diizeylerini
azaltirlar. Tokluk hiperglisemi tedavisinde etkilidirler. En rahatsiz edici yan etkileri
diyare, siskinlik ve gaz benzeri gastrointestinal sorunlardir. Bu sikayetler, tedaviye

diisiik dozla baslanip dozun yavasca artirilmasiyla azaltilabilir. Inflamatuvar bagirsak
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hastalig1 veya bagirsak tikanikliklarinda, kronik tlserde, sirozda, gebelik ve emzirme
dénemlerinde kullanilmamalidirlar.**

Tiyazolidindionlar (Glitazonlar)

Tiyazolidindionlar, peroksizom proliferator aktive edici reseptor-y agonistleridir.
Bu reseptoriin aktivasyonuyla insiiline cevap veren genlerin transkripsiyonu diizenlenir.
Bu gruptaki ilaglar, ozellikle iskelet kasinda olmak {iizere periferik dokularin insiilin
duyarliligimn1 arttirarak etkili olurlar. Sonucta, bu dokularda, insiilin-aracili glukoz
alinmasv/kullanilmasini artirirlar. Ayrica, hepatik glukoz tiretimini az da olsa inhibe
edici etkileri vardir.** %% %

Bu ilaglar, ¢ogunlukla, trigliseridlerde azalma ve tiim kolesterol (total, LDL,
HDL) diizeylerinde ise artisa neden olacak sekilde degisken etkilere sahiptirler. Ayrica,
bu ilaglarin, postmenopozal kadinlarda ve ileri yastaki erkeklerde ozellikle el ve ayak
kirik riskini artirdig, belirgin kilo artigina neden oldugu bildirilmistir.** %’

Bu ajanlar, insiilin salgilanmasini artirmadiklarindan tek kullanildiklarinda
hipoglisemi riskleri yoktur. Tiyazolidindionlar, bobrek yetmezligi olan hastalarda
cogunlukla karacigerde metabolize edilip fegesle atildiklarindan dolay1 nispeten
giivenlidirler.  Ancak, karaciger yetmezliginde dikkatle kullanilmalidirlar.
Tiyazolidindion kullanan hastalarin % 5-7’sinde hafif-orta diizeyde 6dem bildirilmistir
ve kalp yetmezligi olan hastalarda bu ilaglar kullamlmamalidir.** 3" %

Inkretin Mimetik flaclar

Glukagon benzeri polipeptid-1 (GLP-1) ve glukoz bagimli insiilinotropik
polipeptid (GIP), gida alimina cevap olarak gastrointestinal sistemdeki 6zel hiicrelerden
(sirastyla L ve K hiicrelerinden) salgilanir ve insiilin salgilanmasini uyarirlar. Tip 2

diyabetin patofizyolojisindeki unsurlardan biri de inkretin hormonlarin diizeyi ve/veya

etkisinin azalmasidir. Bu ilaglar, inkretin hormonlar1 taklit ederek inkretinlerin
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degredasyonunu inhibe ederek etki gosterirler. GLP-1 analoglar1 ve DPP-4 inhibitorleri
bu grupta yer alirlar. GLP-1 molekiiliiniin postprandial dénemde hizli yikilmasini
saglayan DPP-4 enziminin inhibe edilmesi GLP-1 ve GIP diizeylerinin artmasina neden
olur. DPP-4 enzimi viicutta karaciger, akciger, bobrek, bagirsak ve lenf dokularinda,
ayrica ¢oziinmis olarak kanda bulunmaktadir. GLP-1’in yarilanma Omrii, DPP-4
enziminin etkisiyle oldukea kisadir (1-2 dk).* %

2005 yilinda FDA tarafindan kullanimi onaylanmis eksenatid, insan GLP-1
dizilimi ile homoloji gosterir; ancak, Eksenatid DPP-4 enziminin etkisine direngli ve
daha uzun Oomiirliidiir. Giinde iki kez deri altina enjekte edilerek kullanilir (kullanima
hazir dolu enjeksiyon kalemi seklinde hazirlanmistir). Insiilin salgilanmasini artirir,
glukagon artisini baskilar, midenin bosalmasini yavaglatir. En sik goriilen yan etkisi
hafif siddetteki bulantidir. Metformin veya siilfoniliire gibi diger seker hastalig
tedavisinde kullanilan ilaglardan biri veya her ikisi ile birlikte kullanilabilir. Insiilinler
ile birlikte kullanimi Onerilmez. Eksenatid kullaniminda pankreas iltihab1 belirtileri
yoniinden dikkatli olunmali ve pankreatit durumunda kullanilmamalidir. Ayrica, Tip 1
diyabet ve diyabetik ketoz/ketoasidoz durumlarinda kontrendikedir. Gebelerde ve
emziren kadinlarda kullanimi1 hakkinda bilgi yoktur. Gebelikte C kategorisindedir.39'41

Sitagliptin ve vildagliptin, DPP-4 enzim inhibitorleri i¢in 6rnek verilebilir. Her
iki molekiil de oral olarak aktif ve hizl1 absorbe edilir. Oral biyoyararlanimi, alimindan
sonra 1-2 saat icinde % 80 diizeyine ulasir. Enzim inhibisyonu sonrasi antidiyabetik
etkiler GLP-1 iizerinden goriilmektedir.*

2.1.5. ilac Tasiyic1 Yeni Sistemler

Bir bilesenin bir bagka kimyasalla, bir ila¢ uygulama aygitiyla ya da ilag
uygulama siireciyle salim hizini, dokulara salinmasi ya da her ikisini de kontrol eden

sistemler ilag tasiyict yeni sistemler olarak tanimlanirlar. ideal olarak ilag tasiyici
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sistem, etkin maddeyi istenen doku veya organa istenen hizda tagimalidir. Etkin
maddeyi istenen doku veya organa tasiyan sistemlere hedeflendirilmis ilag¢ tasiyici
sistemler denir. Etkin maddenin salim hizin1 kontrol eden sistemlere ise kontrollii salim
saglayan ilag¢ tasiyict sistemler denir. Bu amagla ilaglarin taginmasi i¢in yeni teknikler
gelistirilmistir. Bu teknikler, ilacin dokulara hedeflendirilerek tasinmasini, terapdtik
aktivite devamliliginin saglanmasini ve hiz kontrollii ilag¢ taginmasini saglalmak‘[adlr.42‘44

[lacin, hedef bélgeye etkin bir dozda tasinabilmesi, uygun ilag¢ tasiyici
sistemlerin kullanilmasi ile miimkiindiir. Kontrollii salim saglayan sistemler, hedef
bélgede uzun siire sabit ilag konsantrasyonu saglarlar.* Hedeflendirilmis kontrollii ilag
salimi saglayan sistemler klasik dozaj formlari ile karsilastirildiginda; diizeltilmis
etkinlik, azaltilmis toksisite, hasta uyuncu ve hasta rahathigi acisindan ¢ok sayida
ustlinliiklere sahiptir. Ancak, bu sistemlerle ilgili birtakim sakincalar da mevcuttur
(sistemin hazirlanmasinda kullanilan polimer veya pargalanma iirlinlerin toksik etki
veya biyolojik uyusmazlik gosterebilme olasiligi, sistem viicut igerisinde iken ilag
salinmasinin istenilen silirede durdurulamamasi, formiilasyon gelistirme maliyetinin
yiiksek olmasi vb.). **“°

Farmasoétik teknolojinin bu alani giderek artan bir 6neme sahip olmakta ve buna
bagl olarak da yeni iiretim tekniklerinin ve dozaj sekillerinin gelistirilmesiyle ilgili
caligmalar hiz kazanmaktadir. Bu kisimda, sadece polimerik mikropartikiiler ve
nanopartikiiler sistemler ile bu tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilabilen bazi
polimerler hakkinda kisaca bilgi verilecektir.

2.1.5.1. Mikropartikiiler Sistemler

Caplart birka¢ mikrometreden birka¢ yiiz mikrometreye kadar degisebilen,

gozenekli ya da gozeneksiz, dogal veya sentetik, viicutta parcalanabilen veya

parcalanamayan polimerler kullanilarak hazirlanan mikro tasiyici sistemlerdir. Farkli
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ylizey ve yi8in yapilarinda hazirlanabilirler. Pasif veya aktif hedeflendirme yapilarak
istenen bolgede, etkin maddenin toplanmasini ve orada etkin maddenin kontrol

47-49

edilebilen bir hizla salinmasini saglamak amaciyla kullanilabilirler. Ideal bir tastyici

sistem asagidaki 6zelliklere sahip olmali: 42,47
v Etkin maddeyi yap1 ve aktivitesinde degisiklik yapmadan hedef organ,
doku veya hiicreye tagimali,
v’ Hedefe ulasincaya kadar etkin madde sizintis1 olmamals,
v' In vitro-in vivo kosullarda dayanikli olmals,
v Diisiik dozda ilag tasimali ve buna bagli olarak da toksisitede azalma
saglamali,
v Biyolojik sistemle uyumlu olmali, biyolojik olarak pargalanabilmeli ve
parcalanma iiriinleri toksik olmamalidir.
Mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan ¢esitli yontemler vardir.*> °%4 Bu
yontemler Tablo 2.5’de oOzetlenmistir. Uygun yontemin segilmesinde etkili olan
faktorler:
v' Hapsedilecek ilacin yapisi

v Kullanilacak polimerin yapisi

v' Tastyict sistemin kullanim amaci ve tedavi siiresidir.
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Tablo 2.5. Mikropartikiil hazirlama ydntemleri *?

Yontem Tipleri

Polimerizasyon Emiilsiyon Polimerizasyonu
Stispansiyon Polimerizasyonu

Misel Polimerizasyonu

Koaservasyon Basit Koaservasyon

Kompleks Koaservasyon

Emiilsiyon olusturma/Coziicii buharlastirma Y/S Emiilsiyonu

Y/Y Emiilsiyonu

S/Y/S Emiilsiyonu
Polikondenzasyon Siispansiyon Polikondenzasyon

Emiilsiyon Polikondenzasyon

In-situ yontem

Piskiirterek dondurma

Piskiirterek kurutma

Delik (orifice) yontemi

Dispers fazda jellesme ve Capraz baglanma

2.1.5.2. Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiller, biiyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, hapsedilmis veya
adsorbe edilmis olan etkin maddeyi kontrollii bir sekilde salan kati kolloidal
pa1rtikﬁllerdir.42 Nanoteknoloji terimi ilk olarak 1974 yilinda Tokyo Universitesi’nde
calisgan Norio Taniguchi isimli bir bilim adami tarafindan nanoboyutlu materyalleri
ifade etmek i¢in kullanilmistir. Bu nanoboyutlu materyallerin daha biiyiik boyutlu
durumlarina gore farkli ve gelismis Ozelliklere sahip olduklar1 tespit edilmistir.”
Eczacilik alaninda, nanopartikiillerle ilgili ilk ¢alismalar antikanserojen ilaglar ve

45, 56

asilarin tasinmasiyla ilgili calismalardir. Bu sistemler, etkin maddenin etkinliginin

artirilmasi ve toksitesinin azaltilmasinda faydal bulunmustur.®

Nanopartikiillerin agagida sayilan 6zelliklere sahip olmalar1 istenmektedir: 42,58
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v

Fizyolojik ortamda parcalanmali ve parcalanma {iriinleri
olmamali,

[lac1 hedef bolgeye tasimali,

flac1 cevresel etkilere karsi korumali,

flac1 kontrollii bir sekilde salmali,

Stabilite sorunu olmamaly,

Gerektiginde sterilize edilebilmelidir.

toksik

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda, albiimin, jelatin, aljinat, kitosan, dekstran

gibi dogal ve poli (laktik asit) (PLA), PLGA, poli (e-kaprolakton) (PCL), poli

(siyanoakrilat)’in 6rnek verilebilecegi sentetik polimerler kullanilmaktadir.

42,57, 59, 60

Nanopartikiil hazirlama yontemleri, polimer tipleri ve sisteme hapsedilebilecek

etkin madde 6zellikleri Tablo 2.6’da 6zetlenmistir.

42,57,59
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Tablo 2.6. Nanopartikiil hazirlama yontemleri ve hazirlamada kullanilan polimer
ornekleri.”’

Polimer Tipi Nanopartikiil Hazirlama Yontemi
Hidrofilik S/Y Emiilsiyonunda 1s1 denatiirasyonu ve ¢apraz baglanma
Albiimin, Jelatin Sulu ortamda desolvasyon ve ¢apraz baglanma
Aljinat, Kitosan Sulu ortamda ¢apraz baglanma
Dekstran Organik ¢oziicliden polimer ¢oktiirmesi
Hidrofobik Emiilsiyon polimerizasyonu
Poli (alkilsiyanoakrilatlar) Yiizeylerarasi polimerizasyon
Poliesterler (PLA, PLGA, Emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirilmasi
PCL) Coziicii yer degisimi

Tuzla ¢oktiirme

In vivo olarak nanopartikiillerin davramslarinin anlasilmas: ile birlikte
fizikokimyasal ozelliklerini (biyiikliik, hidrofilisitesi vb.) optimize etmek igin yeni
stratejiler gelistirilmistir.59 Bu tasiyict sistemlerin sirkiilasyonunda uzun omiirliligiini
ve stabilitesini artirmak i¢in gesitli polimerler (Polietilen glikol (PEG), Polietilen oksit
(PEO) vb.) kullanilarak sistemin yiizey modifikasyonu saglanir. Bu polimerler tasiyict
sistemi biyolojik ortam bilesenleri ile olusabilecek istenmeyen etkilesimlere karsi korur
ve boylece makrofajlar tarafindan alinmasinin azaltilmasi ve sirkiilasyonda daha uzun
stireli kalmasi saglanlr.m'64 PEG, toksik olmamasi ve insanda kullanim i¢in FDA
tarafindan onaylanmis olmasindan dolay1 yogun bir sekilde kullanilmaktadir.”*

Bu boliimde, laboratuvarimizda ¢ogunlukla kullandigimiz  polimerik
nanopartikiil hazirlama yontemlerinden olan emiilsiyon olusturma/coziicii buharlastirma
yontemi, emiilsifikasyon-difiizyon yontemi ve nanopresipitasyon yontemleri hakkinda

kisaca bilgi verilecektir.

23



Emiilsiyon Olusturma-Coziicii Buharlastirma Y o6ntemi 65,66

Bu yontem, polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda siklikla kullanilir ve iki
basamaktan olusur: (1). Polimer ¢6zeltisinin sulu faz i¢erisinde homojenize edilmesiyle
tekli emiilsiyon hazirlanmasi, (2). Emiilsifikasyon sonrasi organik ¢oziiciiniin ortamdan
uzaklastirilmasiyla nanopartikiillerin elde edilmesi. Bu yontemle, nanoboyutlu tasiyici
sistem hazirlanabilmesi i¢in stabilize edici ajan ve yiiksek enerjili homojenizasyon
gerekmektedir. Polimer (genellikle, PLA, PLGA, PCL, Eudragit® vb. polimerler),
diklorometan veya kloroform gibi suyla karismayan ugucu ¢oziiclilerde ¢oziindiirtiliir ve
daha sonra stabilize edici ajan (polivinil alkol (PVA), sodyum dodesil siilfat, Pluronic
F68, Tween 80, sodyum taurodeoksikolat gibi yiizey aktif maddeler) igeren sulu faz ile
karistirilarak homojenize edilir. Emiilsiyon olusumu sonrasi organik faz al¢ak basing
altinda uzaklastirilir ve bdylece nanopartikiiler yapilar elde edilir. Bu sistemlere,
albiimin, testosteron, loperamid, siklosporin A, niikleik asit, indometazin vb. ¢ok sayida
ve farkli 6zelliklere sahip etkin maddeler yiiklenebilmektedir. Bu yontemle hazirlanan
polimerik tasiyicilarin boyutu; karistirma hizi, stabilize edici ajanin tipi, ajanin miktari,
organik ve sulu fazin viskozitesi, sicaklik ayar1 gibi parametreler degistirilerek kontrol
altinda tutulabilir. Farkli tipte emiilsiyon hazirlanabilir ancak aglomerat olusumunun az
olmasi, ekonomik olmasi ve yikama asamasinin kolay olmasi gibi nedenlerden dolay1
suyun kullanildig1 yag/su emiilsiyonu ¢cogunlukla tercih edilmektedir.

Emiilsifikasyon-Coziicii Difiizyon Yontemi 65,66

Bu yontemde, su ile kismen karigabilen ¢oziiciilerde (benzil alkol, propilen
karbonat, etil asetat, isopropil asetat, metil asetat vb.) polimer (genellikle, PLA, PLGA,
PCL, Eudragit® vb. polimerler) ¢oziindiiriiliir ve stabilize edici ajan (polivinil alkol
(PVA), sodyum dodesil siilfat, Pluronic F68, Tween 80, sodyum taurodeoksikolat gibi

yiizey aktif maddeler) iceren sulu faza ilave edilir. Daha sonra, iizerine gereken
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miktarda saf su eklenerek organik c¢oziiciiniin difiizyonu saglanir ve bdylece
nanopartikiiller elde edilir. Bu yontem, yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin (genellikle
>% 70) gorilmesi, yiiksek enerjili homojenizasyon gerektirmemesi, 1s1 artisi
gerektirmediginden 1siya hassas etkin maddelerin formiilasyonunda kullanilabilmesi,
seriler arasi tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, 6l¢ek biiyiitmeye izin vermesi, basit
bir yontem olmasi, dar bir partikiil boyut araliginda nanopartikiillerin tiretilmesine
imkan vermesi gibi birtakim istiinliiklere sahiptir. Bu yontemle genellikle yaklagik 150
nm civarinda nanopartikiiller hazirlanabilmektedir. Bu yontemde, su ile organik
¢Oziiclinlin karigabilirligi, karistirma hizi ve stabilize edici ajanin konsantrasyonu
artirlldiginda hazirlanan polimerik tasiyicilarin boyutu kiiciiltiilebilmektedir. Ancak,
polimer konsantrasyonu artirildi§inda organik fazin viskozitesi artmakta ve sonug
olarak tastyici sistem boyutu artmaktadir.
Nanopresipitasyon Yontemi 66,67

Polimerik nanopartikiiler sistem hazirlanmasinda basit, diisiik enerji gerektiren
ve hazirlanma kosullar1 etkin madde agisindan uygun olan bir yontemdir. Bu yontemin
esasi, polimerin (genellikle PLA, PLGA, PCL, Eudragit® vb. polimerler) suyla
tamamen karigabilir bir organik c¢oziiciide c¢oziindiirilmesi ve sonra iki fazin
karistirilmasi sonucu ¢oziilmiis materyalin nanoboyutta presipitasyonuna (¢cokelmesine)
dayanmaktadir. Kullanilan organik ¢o6ziiciinlin suyla tamamen karisabilir olmasi ve
alcak  basing altinda, sicaklik ve karistirma uygulanmasiyla  ortamdan
uzaklastirilabilmesi  6nemlidir. Bu yontem, en kolay nanopartikiil hazirlama
yontemlerinden biridir. Basit, hizli, ekonomik ve tekrarlanabilir olmasi bu yontemin
istlinliikleridir. Genellikle, ¢oziicii olarak aseton kullanilmaktadir. Ayrica, aseton-kiiciik
miktarda su karisimi veya etanol-aseton karigimi gibi ¢oziicii karigimlart da

kullanilabilmektedir. Partikiil boyutu, polimer konsantrasyonu ve kullanilan ¢oziiciilerin
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oranlar1 degistirilerek ayarlanabilir. Bu yontemde, siirfaktan kullanilmasina da gerek
yoktur.

2.1.5.3. fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu

Farkli prensiplerle ¢alisan partikiil biyiikliigii o6l¢iim cihazlar1 (Coulter
Nanosizer, Malvern Zetasizer, Malvern Mastersizer vb.) kullanilarak partikiil biiyiikliigii
tayini gergeklestirilir. Yiizey ozellikleri, ileri mikroskoplar (SEM, TEM, AFM vb.)
kullanilarak incelenir. Yiiklenen etkin madde miktari, in vitro salim 6zellikleri tespit
edilir. Etkin madde ve tastyici sistem igin stabilite ¢alismalari yatplhr.42

Ayrica, toksisite c¢aligmalarimin yapilmasi, zeta potansiyel OSl¢limiiniin
gerceklestirilmesi, hazirlanan sistemin termal Ozelliklerinin incelenmesi (DSC vb.
cihazlarla), etkin madde-polimer etkilesimlerinin arastirtlmasi1 (FT-IR, DSC vb.
kullanilarak), hiicre kiiltiirii ¢alismalart ve in vivo caligmalarin gergeklestirilmesi,
biyoadezif sistemler i¢in biyoadezyon calismalarinin yapilmasi, parenteral bir iriin
olarak hazirlanacaksa sterilizasyon yontemine karar verilmesi ve bu durumda
stabilitenin korunup korunmadiginin tespit edilmesi vb. farkli amaglarla gergeklestirilen
cok farkl karakterizasyon caligmalar1 s6z konusudur.

2.1.5.4. Tla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Bu amagla, sentetik ve dogal polimerler kullanilir. Kullanilan polimerlerin
seciminde, kullanilis yolu, etkin maddenin cinsi, dozu ve salim siiresi dikkate
alinmalidir.%®

Polimerler genel olarak baglica iki grup altinda incelenebilir:

v' Biyopargalanabilen polimerler

v' Biyopargalanmayan polimerler
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2.1.5.4.1. Biyoparcalanabilen Polimerler

Biyoparcalanabilen dogal ve sentetik polimerlerdir. Toksisitelerinin olmamasi,
biyolojik sistemle ge¢imli olmalart ve biyolojik sistemden parcalanarak
uzaklagtirilabilmeleri nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Tablo 2.7).69

Tablo 2.7. Tasiyici sistemlerin  hazirlanmasinda kullanilan biyopargalanabilen
polimerler.%® 707

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Polisakkaritler Poliesterler
Kitosan, kitin, agaroz, dekstran, aljinat, Poli(hidroksi biitirat), poli(laktik asit),
hiyaluronik asit. poli(glikolik asit), poli(laktik-ko-glikolik
Protein yapida polimerler asit), poli(e-kaprolakton), poli(B-malik
Albiimin, jelatin, kollajen. asit)
Poliamidler

Poli(amino asitler), poli(imino
karbonatlar)
Polianhidritler
Poli[bis(p-karboksifenoksi propan-ko-
sebasik asit)], poli(yag asidi dimer-

kosebasik asit)

Protein yapisindaki polimerlerin kullanilmasinda en 6nemli dezavantaj antijenik
yamt olusturmalaridir.*?

Polifosfatazlar, poli(orto-esterler), poli(siyano akrilatlar), poli(iiretanlar) gibi
polimerler de biyopargalanabilen polimerler arasinda yer almaktadir.®®

Polimerlerin par¢alanmasi, hidrolitik veya enzimatik mekanizmalarla veya her
ikisinin kombinasyonu ile gergeklesmektedir.sg’ %
Polimerlerin biyolojik olarak pargalanmasini etkileyen faktorler:

v Kimyasal yap1 ve igerik,

v Fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, iyonik gii¢, pH),
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v’ Fiziksel faktorler (sekil, biiytikliik),

v" Morfoloji (amorf, yar1 kristal, kristal, mikroyapi),

v’ Pargalanma mekanizmasi (enzimatik, hidroliz ile, mikrobiyolojik),
v' Molekiiler agirlik dagilimi,

v' Uretim sartlan ve sterilizasyon islemi,

v’ Sertlestirme ve saklama sartlari,

v" Uygulama yolu ve etki bolgesidir.

Calismamizda kullandigimiz polimerler PLGA ve kitosan oldugu i¢in bu kisimda
bu polimerler hakkinda bilgi verilecektir.

PLA, PGA ve PLGA

Poliesterler ve 6zellikle de glikolik ve laktik asit kopolimeri (PLGA) ¢ok yogun
ilgi odagi olan ve yogun bir sekilde ¢alistlan polimerlerdir.”> ”® Bu polimerler; halka
acilma polimerizasyonu veya polikondenzasyon metodlari ile sentez edilirler.”

Laktik asit, optik olarak aktiftir. Yapisindaki asimetrik B karbon atomundan
dolayi, D ve L stereoizomerleri vardir. Bundan dolayi, poli(L-laktid), poli(D-laktid) ve
poli (D,L-laktid) rasemik sekli halinde iiretilmektedir.”> " ™® L-PLA diizenli yapisindan
dolayr kristal yapidadir (% 37 oraninda) ve bundan dolayr daha uzun siirede
parcalanmaktadir. D,L-PLA ise yapisindaki diizensizliklerden dolayr amorf yapidadir.
D,L-PLA, benzen, aseton, tetrahidrofuran ve Kklorlu hidrokarbonlar gibi organik
¢oziiciilerde ¢oziiniir.” ® D,L-PLA daha homojen ilag dagilimina izin verdigi i¢in daha
cok tercih edilmektedir. Ayrica, laktik asit polimeri igerdigi metilen grubu nedeniyle
glikolid polimerlerden daha cok hidrofobiktir.”> ™ PGA, vyiiksek oranda kristalin
yapidadir (% 50 oraninda).”®

PLA, PGA ve PLGA yapisal formiilleri Sekil 2.2°de gosterilmektedir.”” PLGA %

25-75 arasinda degisen oranlarda glikolid yapisi tasimaktadir.”® PLGA polimerlerinin
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biyolojik olarak parcalanma hizi, polimer zincirindeki laktik ve glikolik asitlerin molar
oranina, polimerin molekiil agirlifina, kristalinite derecesine ve polimerin camsi gegis
sicakligina baglldlr.72‘ 76. 78 D,L-PLA’y1 icerme kopolimere amorf yapi kazandirir.”®
PLGA 50:50 stabilitesi en az olan ve homopolimerlerden daha hizli pargalanan
kopolimerdir.”

Alifatik poliesterlerin biyolojik olarak pargalanmasi kiitlesel (homojen) asinma
ile meydana gelir.” " Kiitlesel parcalanmada iki asama vardir; birinci asamada
molekiiler baglarin rastgele kopmasi sonucu polimerin molekiil agirligi, mekanik
ozellikleri ve morfolojisinde degisimler meydana gelirken, kayda deger bir kiitle kayb1
meydana gelmez. Ikinci asamada, zincir kopmasi yani sira énemli bir agirlik kaybi
meydana gelir ve yapidan koparak ¢oziinen en kiigiik birim olan oligomerler olusur.®®
Laktik/glikolik kopolimer zincirleri, hidroliz yolu ile monomerik asitlere pargalanir ve
krebs déngiisii araciligi ile CO, ve su halinde idrarla atilirlar.”® Sicaklik, pH degisimleri
ve katalizor varlig1 polimer zincirlerinin hidroliz olma hizini etkilemektedir.”

Bu polimerler; tiretimlerinin kolayligi, karakteristiklerindeki ¢ok yonliiliik ve

FDA tarafindan insanlar {izerinde kullanimlar1 onaylandigindan dolayr polimerik

tastyici sistemlerin hazirlanmasinda ¢ogunlukla tercih edilmektedirler.”®
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Kitin ve Kitosan

Kitin, poli-[B-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi--D-glukopiranoz], seliilozdan sonra
diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimerdir ve seliillozdan farkli olarak C2
karbonunda hidroksil grubu yerine asetamido grubunu tasir (Sekil 2.3). Yengeg, karides
gibi kabuklu su friinlerinin ana bileseni olup, bdceklerin iskeletinde ve mantarlarin
hiicre duvarlarinin yapisinda bulunmaktadir.®" %

Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot tarafindan kesfedilmistir. 1894
yilinda ise Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksitle 180 °C’de isleme sokmus ve
deasetilasyon sonucu kitosani elde etmistir.®!

Kitosan, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz], kitinin  alkali
ortamda deasetilasyonu sonucu elde edilen (1-4) bagli D-glukozamin {initelerinden
olusan lineer bir polisakkarittir (Sekil 2.3). Kitosanin fizikokimyasal Ozellikleri
deasetilasyon derecesine, molekiil agirligina, ¢oziiniirliik ve viskozitesine baglidir. Bu
ozelliklerin degigmesi kitosanin ve dolayisiyla hazirlanan dozaj sekillerinin 6zelliklerini
degistirmektedir. Deasetilasyon derecesi, kitinin yapisinda bulunan aminoasetil
gruplarindan asetil grubunun uzaklastirilma derecesidir. Kitinin belli derecede
deasetillenmesiyle (% 60 ve iizeri) kitosan hazirlanir. Deasetilasyon derecesi, deniz
kabuklularinin cinsine, izolasyon yontemine, sodyum hidroksit ile islem gorme
siiresine, konsantrasyonuna ve islem sicaklifina gore % 56-99 arasinda
degisebilmektedir.®" 2

Katyonik bir dogaya sahip olan kitosan, biyoparg¢alanabilir, biyoadezif dogal bir
polimerdir. Toksik, irritan ve alerjik 6zellikler gdstermez. Bu nedenle, eczacilik ve tip
alaninda yaygin kullanima sahiptir. Ayrica, kozmetik, gida, tekstil, tarim, dis hekimligi,

besin endiistrisi, fotograf¢ilik gibi cesitli alanlarda da kullanilmaktadir. Kitosan, ilag

tastyici sistemlerin hazirlanmasinda, tablet formiilasyonlarinda yardimer madde olarak,
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discilikte dolgu maddesi olarak, cerrahi iplik, antikoagiilan olarak vb. cok cesitli

alanlarda farkli amaglarla kullanilmaktadir.®" &

‘H20H

Sekil 2.3. Kitin (a) ve kitosanin (b) kimyasal yapilar®

Kitosan  ozellikle mukoadezif  formiilasyonlarin  hazirlanmasinda,®*®

¢Oziiniirligli zayif olan etkin maddelerin ¢6ziinme hizinin artirilmasinda 88. 89 otkin
maddelerin hedeflendirilmesinde > *! kullaniimaktadur.

2.1.5.4.2. Biyoparcalanamayan Polimerler

Bu polimerler biyolojik ortamda parcalanmazlar. Hidrofil veya hidrofob
yapidadirlar.®® Bu polimerlerin en énemli dezavantaji kronik toksisite riskidir.*?

Tasiyict  sistemlerin =~ hazirlanmasinda  kullanilan  biyoparcalanamayan

polimerler:®®
Seliiloz Tiirevleri : Karboksi metil seliiloz, seliiloz asetat, etil seliiloz
Akrilik Polimerler  : Poli(hidroksi-etil-metakrilat), poli(hidroksietoksi-etil-

metakrilat), poli(metoksi-etil-metakrilat), poli(metakrilik asit) v.b.
Silikonlar, polivinil prolidon, ko-poli(etilen-vinil asetat) bu grupta yer alan diger

polimerlerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Firma

Metformin HCI Sandoz Ila¢ Sanayi ve Ticaret AS, Tiirkiye
Kitosan (Protosan UP CL 113) FMC Biopolymer AS, Novamatrix Co., Norveg
Poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) Sigma-Aldrich Co., ABD

(Resomer® RG 502, ort. Mw 7000-17000)

Polivinil Alkol (PVA, MW 30000-70000) Sigma-Aldrich Co., ABD

Aseton Sigma-Aldrich Co., ABD
Monobazik Potasyum Fosfat Merck, Almanya

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya
Potasyum Kloriir Riedel-de Haén., Almanya
Hidroklorik Asit Riedel-de Haén., Almanya
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Ultrasonik Prob

Liyofilizator

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Zetasizer 3000HS

FT-IR Spektrofotometresi
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre
Sogutmal1 Santrifiij (Kubota 3780)
Coklu Manyetik Karistirict (WisestirR
MS-MR4)

Vorteks (MS 3) ve ilave Aksesuarlari
Calkalamali Su Banyosu

Hassas Terazi

Rotavapor (Heidolph 4001)

Ultra Saf Su Cihaz1 (Easypure“RF)
UV- Spektrofotometre

Etuv

pH Metre

Ultrasonik Banyo

Firma

Sonoplus, HD 2070; Bandelin Electronics, Almanya
Alpha 1-2 LD plus LT, Martin Christ, AlImanya
NOVA NanoSEM 430, FEI, Cek Cumhuriyeti
Malvern Instruments, Ingiltere

Perkin-Elmer Spectrum One, Amerika

Netzsch STA 409 PC Luxx®, Netzsch, Almanya
Kubota Co., Japonya

Wisd Lab. Instruments, Almanya

IKA®-Werke GmbH & Co., Almanya
Memmert GmbH & Co., Almanya

AND, A&D Company, Japonya

Heidolph Instruments GmbH & Co., Almanya
Barnstead/Thermolyne Co., ABD

Beckman Coulter-DU ® 730., ABD
Memmert GmbH & Co., Almanya

Orion 3 Star., ABD

Bandelin Electronics, Almanya
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3.2. Metotlar

3.2.1. Etkin Maddenin UV-Spektrofotometrik Yontemle Miktar Tayini

Metformin HCI’iin fosfat tamponu (PB, pH 6.8; USP32/NF27) ve HCI tamponu
(0.2 M; pH 1.2; USP32/NF27) iginde hazirlanan sirasiyla 10 pg/mL ve 8 pg/mL
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerinin  200-400 nm dalga boyu araliginda UV
spektrumlar1 alinmis ve gozlenen maksimum absorbans dalga boylart (Amax) tespit
edilmistir. %

3.2.1.1. Etkin Maddenin Kalibrasyon Dogrularinin Elde Edilmesi

Metformin HCI’lin kalibrasyon dogrusunu hazirlamak i¢in PB pH 6.8 ve HCI pH
1.2 tamponlarinda 100 pg/mL konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Her
bir stok ¢6zeltiden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak sirasiyla, 4-10 pg/mL ve 3-8
pug/mL konsantrasyon araliklarinda (alt1 farkli konsantrasyonda) her bir konsantrasyon
i¢in 6’sar standart ¢ozelti hazirlanmstir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bu ¢ozeltiler vortekslenip Onceden
belirlenmis olan Amax degerlerinde okunmustur. Her bir konsantrasyon ve bu
konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri grafige geg¢irilerek regresyon analizi
yardimuiyla kalibrasyon dogrular1 ve denklemleri elde edilmistir.

3.2.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak
olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, 6zgiin ve tekrarlanabilir oldugunu
garanti etmek icin uygulanan iglemdir. Yontem validasyonu, kullanilan analitik
yontemin giivenilirliginin teminatidir.®® Bir analitik yontemin degerlendirilmesinde

asagidaki kriterler incelenir:**

v Dogrusallik
v Dogruluk
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v Kesinlik (tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik)

v Duyarlilik

v Ozgiinliik

v Tutarlilik

v Stabilite
Dogrusalhk

Dogrusallik c¢alismasi, analizi yapilan maddenin konsantrasyonu ile deney
sonuglarmin dogru orantili oldugu konsantrasyon araliginin bulunmasi amaciyla
yaplhr.93 Analitik validasyon icin gerekli dogrusallik kriterini gostermek {izere,
metformin HCI’in 100 pg/mL konsantrasyonlarinda PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2
tamponlarinda stok ¢ozeltileri hazirlanmig, bu ¢ozeltilerden hareketle ilgili tamponlarla
seyreltmeler yapilarak 6 farkli konsantrasyonda her bir konsantrasyon igin 6’sar adet
¢ozelti hazirlanmis ve absorbanslart Slgiilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri
cozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik grafige gegirilerek dogru denklemleri elde
edilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinligini ifade eder.®® Metformin HCI’iin miktar tayini i¢in kullanilan
yontemin deney i¢i (intra-assay) ve deneyler arasi (inter-assay) dogrulugunun

degerlendirilmesinde asagida verilen esitlik kullanilmugtir.®®
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4 a—>b N

Dogruluk =

b

a= Ortalama tayin edilen konsantrasyon (pg/mL)

b= Hazirlanan konsantrasyon (pg/mL)

N J

Sekil 3.1. Analitik yontem validasyonu dogruluk hesaplamasi

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin ol¢iimii veya
bireysel test sonuglarinin birbirine yakiliginin bir derecesidir.”® %

Deney i¢i kesinlik ve dogrulugun tespiti igin kalibrasyon dogrusu araliginda yer
alan 3 farkli konsantrasyonda (PB pH 6.8 i¢in 4.5, 6.5, 9 ug/mL ve HCI pH 1.2 i¢in 3.5,
5.5, 7.5 pg/mL), her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve ayn1 giin i¢inde arka arkaya ol¢limleri gerceklestirilmistir.

Deneyler arasi kesinlik ve dogrulugun tespiti i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda
yer alan 3 farkli konsantrasyonda (PB pH 6.8 i¢in 4.5, 6.5, 9 ug/mL ve HCI pH 1.2 igin
3.5, 5.5, 7.5 pg/mL), her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart
¢oOzeltiler hazirlanmis ve birbirini takip eden 3 giinde absorbanslar 6l¢iilmiistiir.

Sistemin kesinliginin tespiti i¢cin ayni konsantrasyondaki standart c¢ozeltilerin
ortalamasi (X), standart sapmas1 (SS) ve varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmls‘ur.97

Saptama ve Miktar Tayini Sinir1

Saptama sinir1, analizi yapilan maddenin analitik yontemle tayin edilebilecek en
diisiik konsantrasyonudur. Bilinen en diisiik konsantrasyonda analit igceren Ornek
sonuclarinin kor sonuglariyla karsilastirilmasiyla (sinyal/giiriiltii orant; 3:1) belirlenir.®
Bu sinir, diisiik konsantrasyona sahip bir seri 6rnegin analiz edilmesiyle belirlenmistir.

Miktar tayini siiri, yontemin belirlenen sartlarinda analizi yapilan maddenin

kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyon
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olarak tanimlanir.”® Miktar tayini sinir1 olarak kalibrasyon dogrusunun en alt noktasinda
bulunan konsantrasyon segilmistir.
Ozgiinliik

Ozgiinliik, bir analitik ydntemin sadece amaglanan maddeyi tayin edebilme
yetenegini gés‘terir.96

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan maddelerin (PLGA,
polivinil alkol (PVA), kitosan), kullanilan ortamlarin igerdigi bilesenlerin tayin yapilan
dalga boylarinda metformin HCI’iin absorbansini etkileyip etkilemedigini ve analitik
yontemin etkin maddeye 6zgiin olup olmadigint gostermek iizere ¢oziindiiriilen bos
(etkin madde igermeyen) tasiyict Sistemlerin ve ortamlarin UV spektrumlari alinarak
incelenmistir.

Stabilite

Metformin HCI’iin deney siiresince dayanikli oldugunun gosterilmesi amaciyla
PB pH 6.8 icin 4.5, 6.5, 9 pg/mL ve HCl pH 1.2 igin 3.5, 5.5, 7.5 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir (n=3). Hazirlanan bu ¢ozeltiler -20 °C,
+4 °C ve oda sicakliklarinda saklanmis ve 0., 24., 48. ve 72. saatlerde analizleri
yapilmustir.

3.2.2. Polimerik Tastyic1 Sistemlerin Hazirlanmasi

Bu calismada, model etkin madde olarak metformin HCI segilmistir. Dogal
kaynakli biyoparcalanabilen polimerlerden kitosan ve sentetik biyoparcalanabilen
polimerlerden PLGA kullanilarak metformin HCI igeren polimerik tasiyici sistem
formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.2.1. Bos PLGA-CS Polimerik Tastyici Sisteminin Hazirlanmasi

PLGA-CS polimerik tastyict sistem, bazi ¢alisma gruplar tarafindan verilen

yontemler modifiye edilerek hazirlanmustir.®® 150 mg PLGA’nin 10 mL aseton
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igerisinde ¢oziindiiriilmesiyle organik faz hazirlanmistir. Bu igslemin paralelinde, sulu
faz, 30 mg kitosanin 20 mL, % 3’liikk PVA ¢d6zeltisinde (a/h) ¢oziindiiriilmesiyle (700
rpm’de 60 dakika karistirilarak) hazirlanmistir. Daha sonra, sulu faz, organik faz
icerisine enjektdr yardimiyla damlatilirken ultrasonik prob (% 60 gii¢, 7 dakika)
kullanilarak homojenizasyon saglanmistir. Bu islemin ardindan aseton rotavaporda 45
°C’de, 15 dakika stireyle ugurulmustur. Elde edilen siispansiyon i¢in 5000 rpm’de, 5 dk
On santriflij yapilmig ve ardindan siipernatant kismi alinarak 8 °C, 13500 rpm’de 50
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen ¢okelek, saf su igerisinde tekrar
siispande edilmis ve -20 °C’de dondurulmustur. Dondurulan formiilasyonlar, 24 saat
stireyle 0.021 mbar ve -55 °C’de liyofilize edilmislerdir.

3.2.2.2. Metformin HCI yiiklii-PLGA-CS Polimerik Tasiyic1 Sistemlerinin
Hazirlanmasi

Metformin HCI yiiklii-PLGA-CS polimerik tasiyici sistemlerin hazirlanmasi igin
Bolim 3.2.2.1°de agiklanan hazirlama yontemi sulu fazin hazirlanmasi diginda aynen
tekrar edilmistir. Etkin madde yiiklii formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in 30 mg kitosan
20 mL, % 3’lik PVA ¢ozeltisine (a/h) ilave edilerek karistirilmis (700 rpm’de 30
dakika) ve daha sonra bu ¢ozeltiye 50 mg metformin HCI’de eklenerek 700 rpm’de 30
dakika daha karistirilarak sulu faz hazirlanmistir (C-2 kodlu formiilasyon). C-3 kodlu
formiilasyonun hazirlanmasi amaciyla ise 50 mg metformin HCI yerine 75 mg
metformin HCI kullanilmustir.

Her bir formiilasyon en az iicer kez hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlara

ait baz1 parametreler ve formiilasyon kodlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Hazirlanan formiilasyonlara ait baz1 parametreler ve formiilasyon kodlari.

Formiilasyon Metformin HCI PLGA Kitosan
Kodu (mg) (mg) (mg)
C-1 - 150 30
C-2 50 150 30
C-3 75 150 30

3.2.3. Hazirlanan Polimerik Tasiyici1 Sistemlerin Karakterizasyonu

3.2.3.1. Yiizey Ozellikleri

Hazirlanan tasiyict sistemlerin sekilleri ve ylizey 6zellikleri SEM kullanilarak
incelenmistir. Bu formiilasyonlar, iKi tarafi yapigkan bant araciligi ile metal levhalar
lizerine tespit edilmistir. Bu islemi takiben, ornekler marka kaplama cihazinda
(BIORAD) 100 A kalinlikta altin ile kaplanmustir. Daha sonra ornekler SEM ile
incelenmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.3.2. Partikiil Biiyiikliiklerinin Tayini

Tasiyict sistemlerin partikiil biiyiikligii tayini icin Zetasizer 3000HS cihaz1
kullamilmistir. Liyofilizasyon Oncesi tasiyict sistemlerin partikiil bliylikligii dl¢timleri
yapilmistir. Olgiimler, sistemlerin % 25 oraninda saf su ile diliisyonlari sonrasi 25 °C’de
gerceklestirilmistir.

3.2.3.3. Hazirlama Verimi

Tasiyict  sistemleri  hazirlamada  kullanilan  yontemlerin  etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in verim hesabi yapilmistir. Uretim sonunda elde edilen tastyici
sistemlerin agirlig, iiretim sirasinda kullanilan etkin madde ve polimer agirliginin

toplamina oranlanmis, elde edilen bu oran yiizde cinsinden ifade edilmistir (Sekil 3.2.).
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r A
Verim = (A/B)x100

A: Elde edilen toplam tasiyici sistem agirligi (mg)

B: Etkin madde + Polimer agirligi (mg)
N J

Sekil 3.2. Hazirlama verimi hesaplamasi.

3.23.4. Tasiyia Sistemlere Yiiklenen Metformin HClI Miktarinin
Belirlenmesi

Hazirlanan tastyict sistemlerden (C-1, C-2 ve C-3 formiilasyonlar1) 10’ar mg
tartilmustir. Uzerlerine 5’er mL aseton ilave edilmis ve 2 dakika vortekslenmistir. Cok
noktal1 karistiricida 750 rpm’de 30 dakika karistirilmistir. Daha sonra, 10’ar mL PB pH
6.8 ilave edilerek cok noktali karistiricida 30 dakika daha karistirilmistir. Karigtirma
sonrasi, organik ¢oziicli rotavaporda 10 dakika siireyle (45 °C’de) ugurulmustur. Kalan
kisim, 10000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve UV-spektrofotometrik yontem (232
nm) kullanilarak elde edilen siipernatantlarda etkin madde miktar tayini yapilmistir.

3.2.3.5. In Vitro Sahm Deneyleri

In vitro salim deneyleri iki farkli ortamda (PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2 tamponu)
gerceklestirilmistir. Hassas terazide, renkli cam siselere tam olarak 20 mg tartilan etkin
madde yiikli tasiyict sistemler iizerine 4’er mL uygun ortam konmus ve salim
calismasi, sicakligit 37+£0.5 °C’de sabit tutulan, calkalama hizi 50 rpm olan yatay
calkalayicili su banyosunda gerceklestirilmistir. Ayni iglemler, metformin HCI
icermeyen/bos polimerik tasiyict sistemlere de uygulanmistir. Belirli zaman
araliklarinda (0.5., 1., 3., 6., 12., 24., 48., 72., 96., 120., 144., 168. ve 192. saatlerde
olmak {izere) salim siselerinden 1’er mL 6rnek alinmis ve alinan Ornek yerine ayni
hacimde taze ortam konmustur. Alinan ornekler, 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilmis ve elde edilen siipernatantlarda etkin madde miktar tayini UV spektrofotometrik
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yontem (PB pH 6.8 ortami i¢in 232 nm; HCI pH 1.2 ortam1 i¢in 209 nm) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Her bir zaman noktasi i¢in metformin HCI’iin % kiimiilatif salim
degeri hesaplanmis ve veriler grafikler halinde sunulmustur.

3.2.3.6. Metformin HCI, PLGA, CS, PLGA-CS-Metformin HCI Fiziksel
Karisimi, Bos Kiire ve Etkin Madde Yiiklii-PLGA-CS Formiilasyonlarimin FT-IR
Spektrumlarimin Alinmasi

Metformin HCI, PLGA, CS, PLGA-CS-Metformin HCI fiziksel karisimi, bos
kiire ve etkin madde yiiklii-PLGA-CS formiilasyonlarinin KBr diskleri hazirlanmis ve
FT-IR kullanilarak infrared spektrumlar1 alinmistir.

3.2.3.7. Metformin HCI, PLGA, CS, PLGA-CS-Metformin HCI Fiziksel
Karisimi, Bos Kiire ve Etkin Madde Yiiklii-PLGA-CS Formiilasyonlarimmn DSC
Diyagramlarinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan etkin madde, polimerler, bos kiire ve etkin madde ytiklii
formiilasyonlara ait DSC diyagramlar1 Netzsch STA 409 PC Luxx" marka diferansiyel
taramali kalorimetre kullanilarak elde edilmistir. DSC deneylerinin tiimii azot
atmosferinde gerceklestirilmistir. Gaz akis hiz1 60 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Tim
DSC olgtimleri i¢in 20-350 °C sicaklik araliginda 5 veya 10 °C/dakika 1sitma hizinda
calisilmistir. Biitiin analizlerde bir dizi standart (In, Sn, Bi, Zn, Al, Ag, Au, Ni) ve
referans olarak da alumina kullanilmstir.

3.2.2.8. Istatistiksel Yontem

Tez calismas1 kapsaminda, formiilasyonlar arasinda partikiil biiyiikligi,
enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salim verileri agisindan farkliligin anlamli olup
olmadigimin belirlenmesi amaciyla Mann-Whitney U testi kullanilmis ve p degerinin

0.05’den kiiclik olmas1 aradaki farkin anlamli olmas1 seklinde tanimlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Maddenin UV-Spektrofotometrik Yontemle Miktar Tayini

Metformin HCI’iin PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2 tamponu iginde hazirlanan
cozeltilerinin 200-400 nm dalga boyu araliinda UV spektrumlar1 Boliim 3.2.1°de
anlatildig1 sekilde alinmigtir. Metformin HCI’iin PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2 tamponlari
icindeki ¢ozeltileri i¢in maksimum absorbans dalga boylar1 sirasiyla 232 nm ve 209 nm
olarak tespit edilmistir.

4.1.1. Kalibrasyon Dogrusu

Metformin HCI’iin kalibrasyon dogrusu, Bolim 3.2.1.1.°de belirtildigi gibi PB
pH 6.8 ve HCI pH 1.2 tamponlarindaki stok ¢o6zeltilerinden hareketle uygun
seyreltmeler yapilarak sirasiyla 4-10 ug/mL ve 3-8 ug/mL konsantrasyon araliklarinda
hazirlanan standart ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir. Calismalar 6 seri iizerinden
gerceklestirilmistir. Hazirlanan ¢dzeltilerin - absorbanslar1  Ol¢iilmiistiir. Her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilerek dogru denklemleri elde edilmistir. Kalibrasyon dogrularina ait denklemler
lineer regresyon ile bulunmugtur. Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait
egimler karsilagtirllmistir; karsilastirma sonucunda PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2
tamponlar1 i¢in VK degerleri sirasiyla 1.458 ve 2.268 olarak bulunmustur. Metformin

HCI’iin kalibrasyon dogru ve denklemleri Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Metformin HCI’iin PB pH 6.8 ortami igindeki ¢dzeltilerinin kalibrasyon

dogrusu ve denklemi (X+SS; n=6).
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Sekil 4.2. Metformin HCI’tin HCI pH 1.2 ortami igindeki ¢ozeltilerinin kalibrasyon

dogrusu ve denklemi (X+SS; n=6).
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4.1.2. Analitik Yontem Validasyonu Bulgular:

4.1.2.1. Dogruluk ve Kesinlik

Metformin HCI’iin miktar tayini i¢in kullanilan yontemin giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ve dogrulugunun degerlendirilmesi i¢in yapilan deneyler Bolim 3.2.1.2.°de
aciklandigr gibi gerceklestirilmistir. Deney i¢i kesinlik ve dogrulugun tespiti icin
kalibrasyon dogrusu araliginda yer alan 3 farkli konsantrasyonda (PB pH 6.8 i¢in 4.5,
6.5, 9 ug/mL ve HCI pH 1.2 i¢in 3.5, 5.5, 7.5 pg/mL), her bir konsantrasyondan 6’sar
adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve aymi giin icinde arka arkaya
Olctimleri gergeklestirilmistir. Deneyler arasi kesinlik ve dogrulugun tespiti iginse yine
yukarida belirtilen 3 farkli konsantrasyonda (farkli ortamlardaki), her bir
konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerin birbirini
takip eden 3 giin i¢inde absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Boliim 3.2.1.2."de belirtildigi sekilde
varyasyon katsayilar1 hesaplanarak kesinlik bulgulari ve s6z konusu béliimde verilen
esitlik kullanilarak dogruluk degerleri hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.1, Tablo 4.2,

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. PB pH 6.8 ortamindaki metformin HCI’iin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk
ve kesinlik degerleri.

Hesaplanan
Konsantrasyon Konsantrasyon Mpegruluk  @Kesinlik

(ng/mL) (ng/mL)

(X£SS)
FlGiin ici 45 4.424 +0.070 -1.680 1.585
6.5 6.431 + 0.080 -1.062 1.246
9 8.936 £ 0.126 -0.710 1.413
“IGiinler aras: 4.5 4.436 + 0.066 -1.422 1.490
6.5 6.387 + 0.080 -1.738 1.254
9 8.912 £0.116 -0.978 1.299

(11 Bagil Hata (%); [2 Varyasyon katsayisi (%); [31 Her bir konsantrasyon i¢in n=6; [*Her bir
konsantrasyon i¢in n=6/giin

Tablo 4.2. HCI pH 1.2 ortamindaki metformin HCI’iin giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk
ve kesinlik degerleri

Hesaplanan
Konsantrasyon Konsantrasyon M“Dogruluk  @Kesinlik

(ng/mL) (ng/mL)

(X£SS)
FlGiin ici 35 3.537 +0.081 1.061 2.302
5.5 5.469 + 0.076 -0.572 1.384
7.5 7.421 +0.099 -1.054 1.334
“Giinler aras: 35 3.503 + 0.097 0.097 2.770
5.5 5.471 +0.081 -0.527 1.485
7.5 7.446 +0.091 -0.718 1.219

[11 Bagil Hata (%); [Z'Varyasyon katsayisi1 (%); 3] Her bir konsantrasyon i¢in n=6; [IHer bir konsantrasyon
i¢in n=6/giin
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4.1.2.2. Duyarhhk

Analitik yontemin duyarliligi, Boliim 3.2.1.2°de belirtildigi sekilde tespit edilmis
olup miktar tayini sinirlart PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2 ortamlari igin sirasiyla 4 pg/mL ve
3 ng/mL olarak tespit edilmistir.

4.1.2.3. Ozgiinliik

Bolim 3.2.1.2°de agiklandig1 sekilde, hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan
yardimc1 maddelerin etkin madde ile ayni sartlarda absorbans verip vermediginin
belirlenmesi amaciyla UV spektrumlart alinmistir. Ayni sekilde, ilag yiikleme ve in
vitro salim ¢alismalarinda etkin madde yiiklii formiilasyonlara uygulanan islemler bos
formiilasyonda uygulanarak karsilagtirilmalart  yapilmistir.  Metformin  HCl’ilin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda ortam bilesenleri ve formiilasyona giren
yardimc1 maddelerin absorbans vermedikleri gdzlenmistir.

4.1.2.4. Stabilite

Metformin HCI’iin deney siiresince stabil kaldiginin gosterilmesi amaci ile PB
pH 6.8 ortaminda 4.5, 6.5, 9 ug/mL ve HCI pH 1.2 ortaminda ise 3.5, 5.5, 7.5 ug/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir. -20 °C, +4 °C ve oda sicakliginda
saklanan Orneklerin 0., 24., 48. ve 72. saatlerde analizleri ger¢eklestirilmis ve sonuglar

Tablo 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Metformin HCI’tin PB pH 6.8 ortamindaki stabilite sonuglari

Sicakhk  Konsantrasyon Olciim Hesaplanan % Kalan
(°C) (ng/mL) Zamani konsantrasyon  Metformin HCI
(saat) (X£SS)
0 4.424 + 0.856 100.00
24 4.345 + 0.583 98.22
4.5 48 4,911 +0.010 111.01
72 4.481 +0.183 101.29
0 6.555 + 0.010 100.00
24 6.599 + 0.364 100.67
+4 6.5 48 7.713+0.010 117.66
72 6.419 + 0.248 97.93
0 9.604 + 0.934 100.00
24 9.147 £ 0.819 95.25
9 48 9.928 + 0.353 103.38
72 9.297 £ 0.568 96.80
0 5.038 £ 0.743 100.00
24 4,538 +0.198 90.07
4.5 48 5.060 + 0.222 100.44
72 4.358 £0.010 86.51
0 6.463 + 0.575 100.00
24 6.007 + 0.236 92.94
Oda sicakligi 6.5 48 7.362 £ 0.430 113.91
72 6.472 + 0.239 100.14
0 9.428 + 0.505 100.00
24 9.134 +0.139 96.88
9 48 10.011 + 0.357 106.19
72 9.042 +0.139 95.91
0 4,086 +0.179 100.00
24 4.424 +0.426 108.27
4.5 48 5.064 + 0.099 123.94
72 5.630 + 0.302 137.78
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Sicakhk Konsantrasyon Ol¢iim Hesaplanan % Kalan
(°C) (ng/mL) Zamani konsantrasyon  Metformin HCI
(saat) (X£SS)

0 6.231 £ 0.209 100.00

24 6.761 + 0.434 108.52

-20 6.5 48 6.981 + 0.239 112.04
72 7.108 = 0.091 114.08

0 8.875+0.209 100.00

24 9.134 £ 0.597 102.92

9 48 9.489 + 0.209 106.92

72 9.680 £+ 0.084 109.07
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Tablo 4.4. Metformin HCI’tin HCI pH 1.2 ortamindaki stabilite sonuglari

Sicakhk  Konsantrasyon  Ol¢iim Hesaplanan % Kalan
(°C) (ng/mL) Zamam  Konsantrasyon  Metformin HCI
(saat) (X+£SS)
0 4.788 £0.033 100.00
24 4.321 £ 0.337 90.25
3.5 48 4.185 + 0.233 87.40
72 4.529 £+ 0.481 94.59
0 6.039 = 0.054 100.00
24 6.243 +0.167 103.39
+4 5.5 48 6.008 + 0.283 95.13
72 6.424 +0.719 96.84
0 8.125 +0.293 100.00
24 7.729 £0.271 95.13
7.5 48 7.668 + 0.192 94.38
72 7.903 +0.340 97.27
0 4,560 + 0.429 100.00
24 4.382 + 0.196 96.11
3.5 48 4.181+0.213 91.70
72 4.665 + 0.557 102.32
0 5.964 + 0.538 100.00
24 5.957 + 0.062 99.89
Oda sicakligt 5.5 48 5.545+0.348 92.97
72 5.521 £ 0.058 92.57
0 7.470+0.170 100.00
24 7.368 + 0.667 98.63
7.5 48 7.160 £ 0.139 95.85
72 8.043 + 0.405 107.66
0 3.602+0.171 100.00
24 4.045+0.194 112.30
3.5 48 3.585+0.161 99.53
72 4.362 + 0.505 121.10
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Sicakhk  Konsantrasyon  Ol¢iim Hesaplanan % Kalan
(°C) (ng/mL) Zamam  Konsantrasyon  Metformin HCI
(saat) (X£SS)

0 5.626 = 0.068 100.00

24 4975+ 0.277 88.43

55 48 5.279 +0.354 93.82

-20 72 5.828 £ 0.593 103.57
0 7.351+0.159 100.00

24 7.556 £ 0.257 102.78

1.5 48 7.109+0.102 96.71

72 7.763 £0.503 105.61
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4.1.3. Polimerik Tasiyic1 Sistem Ozelliklerinin Tayinine Ait Bulgular

4.1.3.1. Yiizey Ozelliklerine Ait Bulgular

Hazirlanan polimerik tasiyici sistemlerin yiizey ozellikleri SEM kullanilarak
incelenmistir. Hazirlanan sistemlerin yaklasik olarak kiiresel oldugu gézlenmistir (Sekil

4.3).

Cc-2 C-3
Sekil.4.3. Metformin HCI yiiklii formiilasyonlara ait SEM fotograflari.

4.1.3.2. Partikiil Biiyiikliiklerine Ait Bulgular

Hazirlanan bos ve etkin madde yiikli formiilasyonlarin partikiil biytiklik
tayinleri Bolim 3.2.3.2°de belirtildigi gibi Zetasizer 3000HS cihaz1 kullanilarak
yapilmis ve sonuglar Tablo 4.5°de verilmistir.

Tablo 4.5. Hazirlanan formiilasyonlarin ortalama partikiil biiytikliikleri (n=3, X
+ SS).

Formiilasyon Zeta Potansiyeli Ortalama Partikiil
Kodu (mV) Biiyiikliigii (nm)
C-1 32.37+0.57 514.63 +5.73
C-2 23.70 £ 0.80 506.67 + 13.61
C-3 2257 +1.21 516.33 £ 16.85
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4.1.3.3. Formiilasyonlarin Hazirlama Verimine Ait Bulgular

Hazirlanan formiilasyonlara ait hazirlama verimi bulgular1 Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.6. Formiilasyonlara ait hazirlama verimi bulgular1 (X£SS).

Formiilasyon Kodu Verim (%)
C-1(n=3) 58.31+9.94
C-2 (n=5) 52.11+ 4.98
C-3 (n=5) 45.62 + 8.24

4.1.3.4. Formiilasyonlara Yiiklenen Metformin HCl Miktarina Ait Bulgular

Hazirlanan tasiyici sistemlere yiiklenen metformin HCI miktar1 Boliim 3.2.3.4°de
aciklandigr sekilde saptanmis ve sonuglar toplam yiiklenen metformin HCI miktar1 (%)

ve yiikleme etkinligi (%) olarak Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Tastyict sistemlere yiiklenen metformin HCI miktarlari ve yiikleme
etkinligi degerleri (n=4, X £ SS)

Formiilasyon kodu  Toplam yiiklenen Yiikleme etkinligi

Metformin HCI (%)
miktari (%)
C-2 0.799 + 0.444 4.311+1.101
C-3 1.318 £0.165 4.480 + 0.559

4.1.3.5. In Vitro Salim Cahsmalaria Ait Bulgular

PLGA ve CS polimerleri ile hazirlanan metformin HCI yiiklii formiilasyonlarin

in vitro salim ¢aligmalarindan elde edilen verilere ait salim profilleri Sekil 4.4, Sekil 4.5,

Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.4. C-2 Formiilasyonunun PB i¢indeki salim profili (n=3; X£SS).
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Sekil 4.5. C-3 Formiilasyonunun PB i¢indeki salim profili (n=3; X£SS).
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Sekil 4.6. C-2 Formiilasyonunun HCI ortamindaki salim profili (n=3; X+£SS).
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Sekil 4.7. C-3 Formiilasyonunun HCI ortamindaki salim profili (n=3; X+£SS).
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Sekil 4.8. C2 ve C-3 Formiilasyonlarinin PB igindeki salim profili (n=3; X+£SS).
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4.9. C-2 ve C3 Formiilasyonunun HCl ortamindaki salim profili (n=3;
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4.1.3.6. Etkin Madde, PLGA, CS, Etkin Madde-Polimerlerin Fiziksel
Karisimi, Etkin Madde Yiiklii Formiilasyonlarin DSC Termogramlari

DSC cihaz1 kullanilarak hazirlanan etkin madde yiiklii formiilasyonlarin, bu
formiilasyonlarin hazirlanmasi sirasinda kullanilan etkin madde ve polimerlerin
termogramlar: alinmis ve bunlar Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil

4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da gosterilmistir.

D3C futidng)
o Texo

Peak: 1475 °C Peal: 2083 °C

oo 4

Peak: 232.6 °C
Peak: 76.1 °C

T T T T
200 20 300 0
Temperature 2

Sekil 4.10. CS’ye ait DSC diyagrama.
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Sekil 4.11. PLGAya ait DSC diyagramu.
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Sekil 4.12. Metformin HCI’e ait DSC diyagrami.
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Sekil 4. 13. PLGA-CS-Metformin HCI fiziksel karigimina ait DSC diyagramu.
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Sekil 4.14. C-2 Formiilasyonuna ait DSC diyagramu.
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Sekil 4.15. C-3 Formiilasyonuna ait DSC diyagramu.
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Sekil 4.16. Hazirlanan formiilasyonlarin, etkin madde ve polimerlerin toplu DSC
diyagramlari [1]: C2 formiilasyonu, [2]: C3 formiilasyonu, [3]: CS, [4]: Metformin HCI,
[5]: PLGA, [6]: PLGA-CS-Metformin HCI fiziksel karisim.
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4.1.3.7. Etkin Madde, PLGA, CS, Etkin Madde-Polimerlerin Fiziksel
Karisimi, Bos ve Etkin Madde Yiiklii Formiilasyonlarin FT-IR Spektrumlar:

Polimer-etkin  madde etkilesimlerinin  belirlenebilmesi ve  hazirlanan
formiilasyonlar iginde yer alan etkin madde varligmin tespit edilmesi amaciyla
metformin HCI, PLGA, CS, PLGA-CS-Metformin HCI fiziksel karisimi, bos kiire ve
etkin madde yiikli-PLGA-CS formiilasyonlarmin FT-IR kullanilarak infrared
spektrumlar1 alimmistir. Spektrumlar, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil

4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23°de gosterilmistir.

94,0 _

7/
N
92 | \
90 |
88 |
86 | 131748
84 | 137997
82 | 163492
151825
80 J
%T 7 | 115244
2888,80
76 |
74 ]
33453
72 |
70 |
I
68 | 108392
66 J
63'9 E T T T T T T T T T T T T 1
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400,0

cm-1

Sekil 4.17. CS’ye ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.18. PLGAya ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.19. Metformin HCI’e ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.20. C-1 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.21. C-2 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.22. C-3 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.23. Hazirlanan formiilasyonlarin, etkin madde ve polimerlerin toplu FT-IR
spektrumlari [a]: CS, [b]: PLGA, [c]: Metformin HCI, [d]: C-1 Formiilasyonu, [e]: C2
formiilasyonu, [f]: C3 Formiilasyonu.
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5. TARTISMA

Ozellikle kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaclar basta olmak iizere
oral ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesi biiyiik oneme sahiptir. Ilaglarm oral yolla
uygulanmasi kolay kullanima uygun olmasi, hasta uyuncunda artis saglamasi vb. bir¢cok
avantaja sahiptir. Ozellikle oral nanoboyutlu ilag tasiyici sistemlerin, ilag
absorpsiyonunun iyilestirilmesinde ve oral biyoyararlanimin artisinda etkili olduklar
gosterilmistir. Oral ilag tasiyict sistemlerin diger bir iistiinliigii de ilacin gastrointestinal
sistem kosullarinda gergeklesebilecek pargcalanma olaylarindan (midedeki asit katalizli
par¢alanma, enzimatik parcalanma vb.) korunmasidir. PLGA, biyoparcalanabilir,
biyouyumlu, sentetik ve FDA onayli (insanda kullanim i¢in) bir polimer olmasi, diisiik
toksisite/diisiik immiinojenite gostermesi, uygun mekanik 6zelliklere ve ongiiriilebilir
biyoparcalanma kinetigine sahip olmasindan dolay1 nanopartikiiler veya mikropartikiiler
ilag tasiyict sistemlerin hazirlanmasinda ¢ok yogun olarak kullanilmaktadir. Ancak,
PLGA-ila¢ tasiyici sistemleri, hafif negatif yiizey yiikiine sahiptirler ve bu durum bu
sistemlerin oral uygulanmasi sonrast mukus (% 95 oraninda su igeren ve % 5’lik kismi1
ise esas olarak negatif yiiklii glikoproteinlerden olusan mukoza {izerindeki viskoelastik
koruyucu jel yapisidir.) yapisinda bulunan negatif yiiklii gruplarla etkilesimini
sinirlandirmakta ve sonug olarak da pozitif yiikli tasiyict sistemlerle elde edilenden
daha diisiik bir biyoyararlanim elde edilmesine neden olmaktadir.***°* Bu nedenle, bu
sistemlerin ylizey yiiklerinin degistirilmesi amaciyla birtakim ¢aligmalar yaplll’nl$tlr.99'
192 By ¢alismalarda en ¢ok kitosan polimeri, partikiillerin yiizey yiikiiniin pozitif olmasi
amaciyla kullanilmistir. Kitosan, polikatyonik, biyouyumlu ve biyopargalanabilir dogal
bir polimerdir ve mukoadezif 6zelliklere sahiptir. Mukoadezif o6zellikleri oral ilag
tagiyict sistemler i¢in 6nemli bir rol oynar; c¢iinkii ilag tasiyict sistemin absorpsiyon

bolgesinde daha uzun siire kalmasini ve burada ila¢ ve mukozal membranin daha yakin
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temasini saglar sonug olarak artmis permeabilite ve diizelmis bir oral biyoyararlanim
elde edilir.® Biyoadezif nanopartikiiler tasiyici sistemler kullanildiginda, biyoadezif
polimerler, mukoza yiizeyiyle etkilesir ve yiizey 6zelliklerinde degisime neden olurlar.
Bunun yani sira, tasiyici sistemin absorpsiyon boélgesindeki kalis ve mukoza yiizeyi ile
temas sliresinin artirilmasina bagli olarak bu bdlgede yiiksek ilag konsantrasyonu ve
sonug olarak da ila¢ absorpsiyonunda artis saglanabilmektedir.!®® Bu nedenle, intestinal
epitel boyunca absorpsiyon artirici potansiyelinden dolay1 kitosan polimeri tizerinde
yogun calismalar yapllmaktadlr.gg‘ 104107 By caligmada, pozitif yiikli polimerik tagiyici
sistemlerin hazirlanmasi i¢in kitosan ve PLGA polimerleri se¢ilmistir. Calismamizda,
farkli gruplar tarafindan rapor edilen polimerik tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda
kullanilan benzer yontemlerde bazi degisiklikler yapilarak polimerik tasiyici sistemler

102, 108 [fretim sirasinda, organik faz olarak PLGA’nin asetondaki

hazirlanmuistir.
¢oOzeltisi, sulu faz olarak da kitosan iceren PVA’nin % 3’lik sulu c¢ozeltisi
kullanilmistir. Organik faz, su ile karistinnldiginda PLGA’nin ¢6kmesi sonucu
partikiiller sekillenmistir.loz’ 108

Bu c¢alismada, PVA stabilizan olarak se¢ilmistir. PVA molekiilleri damlacik
yiizeyine adsorbe olarak damlaciklarin birbirine yapigmasini engellemekte ve bu sekilde
partikiil stabilitesini artirmaktadir.'® Son ¢alismalar, PVA’min tekrarlayan yikamalar
sonrasi bile ara yiizeyde kaldigi, burada polimer ile baglantili bir ag yapisi olusturdugu
ve bu durumun partikiillerin stabilitesinin saglanmasinda onemli oldugu rapor
edilmistir.% 110

Hazirlanan metformin HCI yiiklii formiilasyonlarin (C-2 ve C-3) yaklasik kiiresel
yapilarda oldugu SEM goriintiilerinden tespit edilmistir (Sekil 4.3). Hazirlanan bu

tasiyic1 sistemlerin ortalama partikiil biliyiikliigli ve zeta potansiyel deger araliklari

sirastyla, 506.67+13.61-516.33+16.85 nm, +22.57£1.21-+32.37+0.57 mV olarak
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bulunmustur (Tablo 4.5). Polimerik ilag¢ tasiyici sistemlerin partikiil biiytiklikleri
tizerinde bir¢ok faktor etkilidir. Bunlar, kullanilan stabilizan ajanin tipi, konsantrasyonu,
organik coziiciiniin tipi, organik faz/su fazi1 orani, polimer konsantrasyonu, ortamlarin
viskozitesi, ilag polimer orani vb. faktorlerdir."*" 2 Khemani ve arkadaslarinin yaptigi
calismada,** stabilizan olarak farkli molekiil agirligina sahip PVA kullanilmis ve PVA
molekiil agirhigr arttik¢a ortalama partikiil boyutunun arttig1 rapor edilmistir (molekiil
agirh@ 9000 Da ve % 1 konsantrasyon igin 250 nm; 115000 Da ve % 1 PVA
konsantrasyonu i¢inse 312 nm), yine ayni ¢alismada aseton kullanildiginda 337 nm,
etilasetat kullanildiginda 250 nm ve diklorometan kullanildigi durumda ise 211 nm
boyutlarinda partikiiller elde edilmistir.

Bizim calismamizda, istatistiksel olarak partikiil biiyiikliigli acisindan bos
formiilasyon (C-1) ile metformin HCI yiiklii formiilasyonlar arasinda (C-2, C-3) ve
etkin madde yiiklii formiilasyonlar (C-2, C-3) arasinda anlamli bir fark olmadig
saptanmustir (p>0.05).

Kitosan varliginda olusan partikiillerin pozitif yiizey yiikiine sahip olduklar
saptanmigtir (Tablo 4.5). Kitosan ve PLGA polimerleri kullanilarak partikiiler
sistemlerin hazirlandig1 ¢aligmalarda, kitosan konsantrasyonuna bagli olarak
partikiillerin pozitif ylizey ylikiinilin arttig1 rapor edilmistir.'%* 1% Wang ve arkadaslari
tarafindan yapilan caligmada,'®® kaplama icin kitosan ve bunun yani sira aljinat
polimerleri  kullanilmigtir.  Kitosan  kullanildiginda,  hazirlanan ~ PLGA-CS
nanopartikiillerinin pozitif ylizey yiikiine sahip oldugu (18.8+3.2 mV, % 0.2 a/h kitosan
konsantrasyonunda), PLGA-aljinat nanopartikiillerinin ise negatif yiik (-23.4+1.2 mV,
% 0.2 a/h aljinat konsantrasyonunda) tasidigi rapor edilmistir. Kitosan konsantrasyonu

% 1’e ¢ikarildiginda zeta potansiyel degerinin +30 mV civarina yiikseldigi ve ilave
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edilen kitosan konsantrasyonunun sulu ortamda artirilmasiyla kazanilan pozitif yiik
degerinin arttig1 rapor edilmistir.

Polimerik tastyict sistemlere yliklenen etkin madde miktarinin saptanmasi
calismasinda, 6ncelikle, etkin madde i¢in miktar tayini yontemi gelistirilmis ve analitik
yontem validasyonu gergeklestirilmistir. Miktar tayini i¢in UV-spektrofotometrik
yontem kullanilmistir. Dogrusallik ¢alismalarinda, PB pH 6.8 ortami igin 4-10 pg/mL
ve HCI pH 1.2 ortam1 i¢in 3-8 pg/mL konsantrasyon araliklarinda ¢alisilmistir (n=6).
Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait egimler karsilastirilmistir;
karsilastirma sonucunda PB pH 6.8 ve HCI pH 1.2 tamponlar i¢in sirastyla % VK
degerleri 1.458 ve 2.268 olarak bulunmustur. Validasyon calismalarinda, % VK
degerinin <% 2 olmasi istenir.”® Deney sonuglarimiz, bu deger ile uyumludur. Elde
edilen kalibrasyon dogrularina ait r* degerleri 0.9999 (PB ortamu i¢in) ve 0.9997 (HCI
ortami i¢in) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Tablo 4.1).

Analitik yontemin giin i¢i kesinlik ve dogrulugunun tespiti i¢in kalibrasyon
dogrusu araliginda yer alan 3 farkli konsantrasyonda (PB pH 6.8 i¢in 4.5, 6.5, 9 ng/mL
ve HCI pH 1.2 igin 3.5, 5.5, 7.5 ug/mL), her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak
sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin iginde arka arkaya Olglimleri
gerceklestirilmistir. Deneyler arasi kesinlik ve dogrulugun tespiti igin ise yine yukarida
belirtilen 3 farkli konsantrasyonda (farkli ortamlardaki), her bir konsantrasyondan 6’sar
adet olacak sekilde hazirlanan standart c¢ozeltilerin birbirini takip eden 3 giin iginde
absorbanslar1 ol¢lilmiistiir. Giin i¢i dogruluk icin % bagil hata degerleri PB pH 6.8 ve
HCl pH 1.2 ortamlan igin sirasiyla, -0.710—1.680 ve -0.572—+1.061 araliginda
hesaplanmistir (Tablo 4.1, Tablo 4.2). Giinler arasi dogruluk iginse % bagil hata
degerleri ayni ortamda sirasiyla, -0.978—1.738 ve -0.718-+0.097 araliginda

bulunmustur (Tablo 4.1, Tablo 4.2). Giin igi kesinlik i¢in % VK degerleri, PB pH 6.8 ve

68



HCI pH 1.2 ortamlar1 igin sirasiyla, 1.246-1.585 ve 1.334-2.302 araliginda
hesaplanmistir (Tablo 4.1, Tablo 4.2). Giinler aras1 kesinlik iginse % VK degerleri ayni
ortamda sirasiyla, 1.254-1.490 ve 1.219-2.770 araliginda bulunmustur (Tablo 4.1,
Tablo 4.2). Bulunan degerler, <% 2.77 oldugundan sistemin kesinligi ve dogrulugu
kanitlanmustir.*® Stabilite calismasinda, metformin HCI’iin deney siiresince stabil olup
olmadiginin gosterilmesi i¢in PB pH 6.8 ortaminda 4.5, 6.5, 9 ng/mL ve HCI pH 1.2
ortaminda ise 3.5, 5.5, 7.5 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis, farkli
sicakliklarda tutulan Orneklerin 0., 24., 48. wve 72. saatlerde analizleri
gerceklestirilmistir. % Kalan etkin madde miktar1 hesaplanmis ve miktar tayini
calismalarinin gergeklestirildigi oda sicakliginda PB pH 6.8 ortaminda 4.5 ug/mL
konsantrasyonun 72. ve 6.5 pg/mL konsantrasyonun 48. saatinde hesaplanan % kalan
etkin madde miktarlar1 (sirasiyla, % 87 ve % 114) disinda diger konsantrasyon ve
saatler i¢in hesaplanan degerler % 90-110 araligindadir. HCI pH 1.2 ortami ig¢inde oda
sicakliginda hesaplanan degerler % 90-110 araliginda bulunmustur (Tablo 4.3, Tablo
4.4). Validasyon ¢aligmasi sirasinda her seferinde taze stokla ¢alisilmis ve dlgiimler oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Bu sonuclar, validasyon calismasi siiresince etkin
maddenin s6z konusu ortamlarda dayanikli oldugunu gostermistir.**®

[lave olarak, iki farkli sicaklikta (+4 °C ve -20 °C) daha etkin madde stabilitesi
degerlendirilmistir. Bu stabilite c¢alismalar1 sonucu hesaplanan % kalan etkin madde
miktarlar1 PB pH 6.8 ortaminda diisiik konsantrasyonlarda (4.5 ve 6.5 pg/mL) 48. ve 72.
saatlerde % 90-110 araligindan sapmis ve stabilite problemi oldugu saptanmistir. HCI
pH 1.2 ortaminda ise ¢aligilan tiim konsantrasyonlar (3.5, 5.5, 7.5 ug/mL) i¢in % kalan
etkin madde miktarlar1 +4 °C’de % 87-103, -20 °C’de ise % 88-121 araligindadir. +4 °C

ve -20 °C’deki s6z konusu stabilite problemlerinin ve % 90-110 araligindan sapmanin
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her iki ortamda da diisiik konsantrasyonlarda gergeklestigi saptanmistir (Tablo 4.3,
Tablo 4.4).

C-2 ve C-3 Formiilasyonlari i¢in yiikleme etkinligi degerleri sirasiyla, % 4.311 +
1.101 ve % 4.480 = 0.559 (p>0.05) ve % yiikleme kapasitesi degerleri ise 0.799 + 0.444
ve 1.318 £ 0.165 olarak bulunmustur. Ilag/polimer orani 0.27°den 0.42’ye ¢ikarildiginda
etkin madde yiikleme kapasitesinde hafif bir artis oldugu saptanmustir (p=0.041).
Yiikleme etkinligi her iki formiilasyon i¢in de diisiiktiir. Yaynladigimiz diger bir
calismada, metformin HCI vyiikli-Eudragit®RSPO  ve Eudragit®*RSPO-PLGA
nanopartikiilleri hazirlanmistir.™* S6z konusu calismada, PLGA varliginda yiikleme
etkinliginin  ~% 42’den ~% 17’ye distigi rapor edilmistir. Bu azalmada,
Eudragit®RSPO (150,000 Da) ve PLGA (34,000 Da) polimerlerinin ortalama molekiil
agirliklar1 arasindaki farkin etkili oldugu rapor edilmistir.™* Partikiiler sistemlere ilag
yiiklenmesi tizerinde polimer tipi, molekiil agirligi, organik fazin viskozitesi gibi gesitli
faktorler etkilidir. Genellikle, yiiksek molekiil agirliklt polimerler kullanildiginda daha
yiiksek % yiikleme etkinligi degerleri elde edilmektedir.">**®

Salim c¢aligsmalari, HCI pH 1.2 (Asidik mide ortamini taklit etmek amac ile
kullanilmistir.) ve PB pH 6.8 ortamlarinda ger¢eklestirilmistir. Bu ¢alismada, hazirlanan
C-2 ve C-3 Formiilasyonlarindan HCI pH 1.2 ortaminda 192. saatte sirasiyla, % 97.62 +
1.209 ve % 96.17 = 0.724, PB pH 6.8 ortaminda ise 144. saatte sirastyla, % 98.15 +
0.430 ve % 97.61 + 0.803 kiimiilatif salim degerleri elde edilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). C-2 ve C-3 formiilasyonlarinin gerek HCI
pH 1.2 gerekse PB pH 6.8 ortamlarindaki kiimiilatif salim degerleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p>0.05). Hazirlanan
sistemlerdeki, polimer-etkin madde matriksinin fiziksel 6zellikleri, PLGA polimerinin

molekiil agirligi, laktid/glikolid orani, etkin madde konsantrasyonu, etkin madde tipi,
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matriksin sekli ve biiylikligi, ortam pH’s1 vb. 6zellikler etkin maddenin tasiyici
sistemden salinmasi iizerinde etkilidir. PLGA kompozisyonu, tasiyici sistemin hidrofilik
Ozelligi, degradasyonu ve salim hiz1 iizerinde etkilidir.™* Kopolimerde, PGA orani
arttikca olusan oligomer yiizdesi ve polimerdeki agirlik kaybi artar. Takip eden
kopolimerlerin degradasyon hizlar1 su sekilde siralanabilir: PLGA (50:50)>PLGA
(65:35)>PLGA (75:25)>PLGA(85:15).1* Salim hiz1 iizerinde etkili diger bir faktdr ise
PLGA’nin ortalama molekiill agirligidir. Yiiksek molekiill agirligina sahip PLGA
genellikle daha yavas degradasyon hizina sahiptir. Molekiil agirligi dogrudan polimer
zincir uzunluguyla alakalidir. Daha kisa zincirli PLGA polimerine gore uzun zincirli
PLGA polimerinin degradasyon i¢in daha fazla zamana gereksinimi vardir. Polimer-
etkin madde matriks degradasyon mekanizmasi ve salim hizi etkin madde tipine baglh
olarak da degiskenlik gosterebilmektedir. Etkin maddenin tasidigi gruplar (6rnegin: -
OH grubu yogunlugu gibi), sudaki ¢oziiniirligiini belirleyen hidrofilik 6zelligi salim

iizerinde etkili olabilmektedir.!*®

Matriks sistemin sekli ve biiyiikliigli acisindan daha
yiiksek ylizey alant daha hizli bir degradasyona neden olur. Partikiil biiyiikligii kontrolii
ile daha dogru tahmin edilebilir ve tekrarlanabilir salim 6zelliklerinin elde edilecegi,
partikiil biiyiikliiglinde azalmayla salim ortamindaki polimerik sistem igerisine daha
yiiksek hizda bir su girisi olacagi ve bundan dolay1 da daha hizli bir ilag¢ difiizyonunun
gerceklesecegi ifade edilmistir.llg’ 120 Yiizey alani/hacim orani yiiksek olan PLGA-
tastyict sistemlerinden etkin madde salim hizi daha yiiksektir. PLGA polimerinin
degradasyon hizi, hem alkali hem de giiglii asidik ortamlarda artmaktadir. Hafif asidik
veya nétral ortamlarda ise daha yavas bir degradasyon ger(;eklesir.119

PLGA tasiyici sistemlerinden etkin madde salimi iki fazli bir salim profili

vermektedir. Ilk olarak ani bir salim goriilmektedir. Tastyici sistem yiizeyinde tutulan

ve ortamla temas eden etkin madde bu fazda salinmaktadir. ikinci fazda ise, tasiyici
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sistem igerisine hapsedilmis etkin maddenin devamli bir salimi1 goriiliir. Burada, sulu
ortam sistem igerisine hareket eder ve polimer ester baglarinin hidrolizi gerceklesir ve
¢Oziinlir oligomer ve monomer yapilari olusur.119 Bizim c¢alismamizda, her iki ortam
igerisinde de ilk yarim saat i¢cinde, C-2 ve C3 formiilasyonlarindan ~% 20 civarinda
etkin madde salim1 gerceklesmis, daha sonra ise devamli artan bir etkin madde salim1
gozlenmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
Termoanalizler (DSC, DTA gibi) polimer analizlerinde ¢ok faydalidirlar. Ayni
zamanda, bu analizler, mikropartikiiler ve nanopartikiiler tasiyict sistemlerin
hazirlanmasi sirasinda etkin madde-polimer arasinda bir etkilesimin olup olmadigini
incelemek amaciyla da yaygm bir sekilde kullanilmaktadirlar.***** Etkin madde-
polimer etkilesimlerini gormek veya bunlarin termal 6zelliklerinde bir degisim olup
olmadigini anlamak amaciyla saf metformin HCI’iin, PLGA nin, kitosanin, metformin
HCI-PLGA-kitosan fiziksel karigiminin, C-2 ve C-3 formiilasyonlarinin DSC analizleri
yapilmis ve bunlara ait DSC diyagramlar elde edilmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil
412, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Metformin HCI’iin DSC
diyagraminda (Sekil 4.12), 237.5 °C’de Kkarakteristik, keskin bir endotermik pik
goriilmektedir. Metformin HCI ile ilgili yapilan galigmalardaki DSC diyagramlarinda
aymi sekilde 226-231 °C araliginda belirgin keskin bir pik saptandig: ifade edilmistir.?
124126 p| GA ve kitosan polimerlerine ait DSC diyagramlari, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de
gosterilmistir. PLGA’nin DSC diyagraminda ise ~50 °C ve ~300 °C (Ti:285.4 °C) de
iki pik goriilmektedir (Sekil 4.11). Ik pik polimerin camsi gecis sicakligim (Tg)
gosterirken ikinci pik polimerin dekompozisyon sicakligr ile ilgilidir. Polimerin amorf
dogasindan dolay1 belirgin bir erime derecesi gézlenmemistir. Bu durum, yapilan diger
caligmalarla da uyumludur ve PLGA 50:50 i¢in Tg 42-50 °C araliginda

degismektedir.127'129 PLGA ile ilgili yapilan bir ¢alismada, DSC analizi gerceklestirilmis
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ve PLGA’nin 250 °C’ye kadar termal stabilitesini korudugu, yaklasik 355 °C’de ise

30 Mukerjee ve arkadaslar™!

termal dekompozisyonunun gergeklestigi rapor edilmistir.
ise PLGA’nin termal dekompoziyonu ile alakali olarak 303 °C ve 360 °C’de olmak
tizere iki pik elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Kitosan polimerinin DSC diyagrami incelendiginde (Sekil 4.10), 6nemli olan ve
literatiirlerde karakteristik olarak gosterilen piklerden birisi 80-100 °C civarinda (Tpik:
76.1 °C, Sekil 4.10) olan ve polimerin hidrofilik gruplariyla iliskili olan suyun
kaybedilmesi sonucu olusan endotermik piktir. Diger pik ise, biiyiik bir olasilikla
polielektrolitlerin oksidasyon reaksiyonlar1 ve protonlanmis karboksilik asit gruplarin
kismi dekarboksilasyonu ile iliskili dehidratasyon ve depolimerizasyon reaksiyonlarinin
neden oldugu polielektrolit degradasyonunun sonucu olusan ekzotermik piktir (280-300
°C).B#1%  Metformin  HCI-PLGA-CS fiziksel karigimimin = DSC  diyagrami
incelendiginde etkin maddeye ait karakteristik pik 222 °C’de goriilmektedir. Ayrica,
diyagram tizerinde, 50 °C civarinda PLGA’nin cams1 gegis sicakligr ile ilgili pik ve 300
°C civarinda ise CS’nin dekompozisyonunu gosteren ekzotermik pik saptanmistir (Sekil
4.13). C-2 ve C-3 formiilasyonlarina ait DSC diyagramlarina (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15)
bakildiginda ise PLGA’nin camsi gegis sicakligint gosteren ~50 °C deki pik ve 305.3 °C
(C-2 formiilasyonu) ve 310.2 °C’de (C-3 formiilasyonu) belirgin endotermik pikler elde
edilmigtir. Metformin HCI’in polimerik matriks igerisinde molekiiler diizeyde
dagilmasinin ve yiikleme etkinliginin diisiik olmasinin bir sonucu olarak metformin
HCI'liin  karakteristik piki ise her iki formiilasyona ait DSC diyagramlarinda
goriilmemektedir.'?*

Sekil 17°de verilen CS’e ait FT-IR spektrumu incelendiginde, 3345.03 cm™’de
goriilen pikin NHp, O-H gerilimi ve hidrojen baglarindan kaynaklandigi sdylenebilir;
¢iinki, 3200-3550 cm™*de hidroksil ve molekiil i¢i hidrojen baglari ve 3300-3500 cm”
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Lde ise primer aminler pik vermektedir. 2888.80 cm™’de C-H, 1634.92 cm™de CO,
1152.44 cm™ de O-képriisii, 1083.92 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimlerine ait
pikler ve sekonder amidler i¢in karakteristik frekanslarda NHCO’nun kompleks
titresimlerinden dolay1 1379.97 cm™de pik g('jzlenmistir.l%'138 Saf PLGA’ya ait FT-IR
spektrumunda (Sekil 4.18), -OH gerilimi 3528.65 cm™*de, -CH, -CH,, -CHs gerilimleri
2999.80 cm™ ve 2958.93 cm™de, karbonil —C=0 gerilimi 1760.13 cm™>de, CO gerilimi
1091.95 cm™-1275.22 cm™araliginda pikler goriilmektedir. 1425.93 cm™*deki pik ise,
PLGA’ nin glikolik asit yapisindaki —OCH, deki —C-H egilmesine karsilik gelmektedir.
870-710 cm™de ise -C-H diizlem dis1 egilmelerden kaynaklanan pikler
goriilmektedir.?* 139 10 Metformin HCI’in FT-IR spektrumu, 3371.41 cm™de N-H
asimetrik gerilme, 3297.96 cm™ ve -3172.41 cm™ de N-H simetrik gerilme, 1626.15 cm’
! ve 1580.41 cm™de C=N gerilme, 1567.84 cm™’de -N-H egilme (diizlem igi), 1475.63
cm?, 144881 cm™, 1418.27 cm™de C-H asimetrik egilme (-CHs), 1167.26 cm™,
1064.18 cm™’de, C-N gerilme (alkil), 937.58 cm™, 737.01 cm™ N-H sallanma, 584.15,
543,21, 421.02 cm™de C-N-C egilme ve 636.27 cm ™ de NH, biikiilmelerinden ileri
gelen pikler gérﬁlmektedir.m’ 12 Sekil 4.23°de verilen FT-IR spektrumu C-1
formiilasyonuna ait pikleri gostermektedir. Bu spektrumda baskin olan PLGA’ya ait
piklerdir. Ancak, PLGA’ya ait 3528.65 cm™’deki ve 794-566 cm™ arahigindaki pikler
C-1 formiilasyonunda goriilmemektedir. CS Spektrumundaki pike benzer sekilde
3350.56 cm™de bir pik goriilmektedir. C-2 ve C-3 formiilasyonlarmin FT-IR
spektrumlarinda (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22) ise C-1 Formiilasyonunun (bos polimerik
tasiyici sistem) FT-IR spektrumunda goriinmeyen ve metformin HCI spektrumunda
goriilen piklere benzer pikler (C-2 pektrumunda: 3288 cm™, 1655 cm™, 1563 cm™*de

goriilen pikler, C-3 spektrumunda: 3417 cm™, 1639 cm™, 1569 cm™deki pikler)
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goriilmekte ve polimerik tasiyici sisteme metformin HCI’iin yiiklendigi sonucuna

varilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

S6z konusu ¢alismada; metformin HCI-yiikli polimerik tasiyici sistemler, PLGA
ve kitosan polimerleri kullanilarak basariyla hazirlanmis ve in vitro olarak
karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Kitosan varhi@inda, pozitif zeta potansiyel degerlerine sahip, nanoboyutta,
yaklagik kiiresel sekilli, uygun salim Ozelliklerine sahip polimerik tasiyici
sistemler elde edilmistir.

Metformin HCI miktar tayini i¢in UV-spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve
analitik yontem validasyonu gerceklestirilmistir.

Metformin HCI yiikleme etkinliginin her iki formiilasyonda da ~% 4 civarinda
oldugu bulunmustur.

FT-IR, DSC analizleri kullanilarak etkin maddenin polimerik tasiyici sisteme
yiiklendigi saptanmastir.

Bundan sonra gerceklestirilmesi planlanan devam ¢aligmalarinda, yiikleme
etkinliginin artirilmasi ve bu sistemlerin in vivo etkinliginin incelenmesi

planlanmaktadir.
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