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ONSOz

Bu calismada rivastigmin tartarat iceren PLGA mikrokire formilasyonlari
hazirlanmis ve formilasyon parametrelerinin, enkapsulasyon etkinligi, partikdl
blyuklaga ve in vitro etkin madde salimi Uzerine etkisi incelenmigtir.

Calismam suresince bilgi ve tecribesiyle yolumu aydinlatan, ayni zamanda
manevi olarak da benden desteklerini hichbir zaman esirgemeyen danisman
hocam Prof Dr. Nurten OZDEMIR’e sonsuz tesekkir ederim.
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Bana desteklerini her zaman hissettiren Prof. Dr. Niliifer YUKSEL, Yrd. Dog. Dr.
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ederim. Uzm. Ecz. Giinseli TILKAN, Uzm. Ecz. Berrin KUCUKTURKMEN, Uzm.
Ecz. Gulin AMASYA, Uzm. Ecz. Murat ORAL, Uzm. Ecz. Umut Can OZ ve Ecz.
Selin COBAN’a destekleri, dostluklari ve varliklari icin ¢ok tesekkir ederim.

Calismada kullandi§imiz Rivastigmin tartarati gonderen Novartis ilag Firmasi'na
tesekkur ederim.

Erime noktasi ve IR analizlerinde bana yardimci olan Uzm. Ecz. Serap YILMAZ
ve Ecz. Dilan KONYAR’a, partikll buyukligu analizlerimin yapiimasinda bana
yardimci olan Ecz. Sevgi GOKCEK’e ¢ok tesekkir ederim.
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ve Ozveriyle beni bugune getirdikleri ve asla yalniz birakmadiklari i¢in sonsuz
tesekkur ederim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AOKT Artik ortalama kareler toplami
DSC Diferansiyel taramali kalorimetri
HPLC Yuksek basingli sivi kromatografisi
IR Infrared

LOD Teshis siniri

LOQ Tayin siniri

MA Molekul agirhgi

Mrad Megarad

PLGA Poli(laktik-ko-glikolik asit)

PVA Polivinil alkol

PVP Polivinil pirolidon

SEM Taramali elektron mikroskopu
SH Standart hata

uv Ultraviyole
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1. GIRIS

ilac teknolojileri gelistikge, ilaclarin etki bakimindan daha spesifik ve bélgesel
secici olmalari, minimum dozlama ile maksimum etkiyi mimktn olan en uzun
sure boyunca gostermeleri istenmektedir. Klasik ilag sekilleri, sik ve
tekrarlanan doz gerektirmeleri, etkin madde konsantrasyonunun etkili diizeyin
altina dusmesi veya toksik dizeyin Ustine c¢ikmasi gibi istenmeyen
durumlara yol acabilmeleri gibi nedenlerle bu beklentilere cevap
verememektedir (Sekil 1.1). Bu beklentileri karsilayabilmek, etkin madde
dozunu azaltmak, dozlama araligini uzatmak, yan ve toksik etkilerden
arindirmak, etkin maddeyi hedef boélgeye ulastirmak amaciyla gelistirilen

kontrollti salim sistemleri ile mimkin olmustur.

Ag Advers yan etkiler

Toksik seviye

Terapotik aralik

Minimum etkin

konsantrasyon

ilag konsantrasyonu

Terap6tik etki
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Sekil 1.1. Cok dozlu klasik ila¢ sekli aliminin ardindan etkin madde konsantrasyon profili (A;,
A,, As, Ay) ve ideal ilag konsantrasyon profili (B) (Chien ve Lin, 2007).
ilaclarin etkin kullaniminda, kandaki etkin madde konsantrasyonunun
istenilen terap6tik dizeyde uzun sire sabit tutulmasi ve vicuda verilen etkin
maddenin eliminasyonu azaltilarak ilagtan elde edilecek faydanin artiriimasi
gerekmektedir; ancak en yaygin uygulama sekillerinin basinda gelen ilaglarin
oral kullanimi ile bunu saglamak olduk¢ca zordur. Bu durumda, etkin
maddenin verilen dozunun, gastrointestinal sistemden gecisi sirasindaki
eliminasyonunun azaltilabilmesi ve sabit kan konsantrasyonunda uzun sireli

bir etki olusturulabilmesi i¢in 6nerilen en ideal yol ilacin implantasyonudur.



implante sistemlerin hazirlanmasinda, etkin maddenin ¢ikisini kontrol edecek
polimerik materyalin secimi ¢cok dnemlidir. Polimerik sistem igine yerlestirilen
etkin maddeler, implante edilerek spesifik organ ya da dokulara
hedeflendirilebilmektedir. Boylece yan etkiler ve etkin terapétik doz
azaltilabilmekte ve etki bdlgesine ulasmadan 6nceki metabolik déntsim de
ortadan kaldirlabilmektedir. Bu belirtilen kosullarin saglanabilmesi igin
polimerin 6ncelikle biyolojik sistemle gecimli olmasi gerekmektedir. Ayrica,
enjeksiyon ile yerlestirilen implantlarin etki streleri bittikten sonra dokudan
uzaklastirilabilmesi igin hastanin tekrar bir cerrahi mudahaleye maruz
kalmamasi amaciyla, polimerin zamanla vicutta parcalanabilmesi ve
parcalanma Urdnlerinin toksik olmamasi yani polimerin biyolojik olarak

parcalanabilir olmasi gerekmektedir.

Alzheimer Hastaligi, gunlik yasamsal aktivitelerde azalma ve biligsel
yeteneklerde bozulma ile karakterize, noéropsikiyatrik semptomlarin ve
davranis degisikliklerinin eslik ettigi nérodejeneratif bir hastaliktir. En 6nemli
erken semptomlarindan biri hafiza kaybidir. Bu hafiza kaybi, gecmis
hafizanin korundugu, gunlik yasam icinde kuguk unutkanliklarla baglayan,
hastalik ilerledikge bu unutkanliklarin arttigi bir hafiza kaybidir. Kontrolli
salim yapan enjekte edilebilir partikiler ila¢ tasiyici sistemlerin tedavide yer
almasi ile unutma problemi yasayan hastanin ginde iki defa oral ilagc alimi

yerine uzun etkili enjeksiyonlar ile uyuncunun artiriimasi énemlidir.

Alzheimer Hastaligi tedavisinde, ikinci kusak karbamat yapili psédo-
irreversibl asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitori olan rivastigmin
tartarat etkin maddesi iceren kapsul formu, oral c¢ozelti ve transdermal
terap6tik sistem (TTS) formu piyasada bulunmaktadir. Bu calismada
rivastigmin tartarat etkin maddesi iceren, kontrolli salim yapan, enjekte
edilebilir ve biyolojik olarak parcalanabilir poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
mikroklreler hazirlanarak tedavide kullanilan doz sikligi fazla olan ilac
sekillerinden daha etkin ve daha uzun etkili bir ila¢c seklinin gelistiriimesi

amaclanmistir.



1.1. Kontrolli Salim Sistemleri

Pek cok ilag seklinde, etkin maddenin istenilen dokuda istenilen diizeyde
bulunmasi, organ fizyolojisi ve metabolizma tarafindan sinirlandirilmaktadir.
Ornegin oral olarak uygulanan ilaglar dokulara difiizyon, permeasyon ve akis
prensipleriyle dagilirlar. Doku etkin madde diizeyi tek dozlamayla yetersiz ise
ilacin yeniden verilmesi gerekir. ilacin istenilen yerde konumlandiriimasi
enjeksiyon yoluyla kontrol edilebilir; ancak bu kisitli alanlarda mimkidndir ve
genelde etkinlik kisa émarlidar. Kontrolli salim sistemleri, terapoétik ajanlarin
istenen boélgede konumlandiriimasi ve etki siresinin kontroliinde alternatif bir
yaklagim sunar. Kontrolli salimda etkin madde, bir ila¢ tasima sistemi
meydana getirmek icin bagka bilesenlerle (genellikle polimerik) bir araya

getirilir.

Kontrollii salim sistemleri; salim stresi, salim hizi veya hedefleme gibi gerekli
Ozelliklerin diizenlenmesi amaciyla tasarlanabilen bir bilesen iceren ve
genelde etkinin bir giinden uzun siurdugu sistemlerdir (Saltzman, 2001, s.:
235).

Kontrollii salim sistemlerinin avantajlari su sekilde siralanabilir (Chien ve Lin,
2007, s.: 1082; Kontrolli Sahm Sistemleri, 2002, s.: 4):

i. istenen salm hizinda bir terapétik dozun kontrollii olarak
uygulanabilmesi,
ii. Etkin madde konsantrasyonunun tedavide uzatilmis bir siire boyunca
optimal terapdétik aralikta korunabilmesi,
ii. In vivo yarllanma omri kisa olan etkin maddelerin parcalanmasi
geciktirilerek yarilanma émrinin uzatilabilmesi,
iv.  Istenilen dokulara hedeflendirilebilmeleri,
v. Etkinlik-doz iligkisinin ¢cok iyi olmasi,
vi.  Yan etkilerin azaltilmasi,
vii. Stk doz aliminin azalmasi,

viii.  Hasta uyuncunun artiriimasi.



Kontrolli salim sistemleri beraberinde getirdigi pek c¢ok avantajla, ilag
teknolojisinde suregelen pek ¢ok sorunun ¢ézumu gibi gérinmektedir; ancak
bu sistemlerin de dezavantajlari vardir. Bu dezavantajlar su sekilde

siralanabilir (Kontrollii Salim Sistemleri, 2002, s.:4):

I.  Polimerin veya metabolizma drinunin toksik etki veya biyolojik
gecimsizlik gésterebilmesi,

ii. Sistem uygulandiktan sonra etkin madde saliminin istenildigi an
durdurulamamasi,

lii.  Her etkin maddenin kontrolli salim sistemi haline getirilememesi,

iv.  Polimerin veya sistemin formulasyon maliyetinin yiksek olabilmesi.

Teknik  Ozelliklerine gore kontrolli salim sistemleri  su  sekilde
siniflandinlabilirler (Chien ve Lin, 2007, s.: 1082):

1. Hiz programli ilag tastyici sistemler

I.  Polimer membran gecis kontrolli ilag tagiyici sistemler
ii.  Polimer matris diftizyon kontrolll ila¢ tasiyici sistemler
iii.  Polimer membran-matris hibrid tip ilac taslyici sistemler

iv.  Mikrorezervuar partisyon kontrolli ilag tastyici sistemler
2. Aktivasyon kontrollu ilag taglyici sistemler

i.  Fiziksel etmenlerle aktive olan ilag taglyici sistemler

- Ozmotik basing ile aktive olan ila¢ tasiyici sistemler

- Hidrodinamik basing ile aktive olan ilag taglyici sistemler
- Buhar basinci ile aktive olan ilag tasiyici sistemler

- Mekanik kuvvet ile aktive olan ila¢ tasiyici sistemler

- Manyetizma ile aktive olan ilag taslyici sistemler

- Sonoforez ile aktive olan ilag taslyici sistemler

- lyontoforez ile aktive olan ilag tagiyici sistemler

- Hidrasyon ile aktive olan ilag tasiyici sistemler



ii.  Kimyasal etmenlerle aktive olan ilag taslyici sistemler

- pH degisikligi ile aktive olan ilag tasiyici sistemler
- lyonlar ile aktive olan ilag tastyici sistemler

- Hidroliz ile aktive olan ila¢ tasiyici sistemler
lii.  Biyokimyasal etmenlerle aktive olan ilag tasiyici sistemler

- Enzimler ile aktive olan ilag tastyici sistemler,

- Biyokimyasallar ile aktive olan ilag taglyici sistemler

3. Geri besleme kontrollu ilag tagiyici sistemler

I.  Biyoerozyon kontrolll ilag taslyici sistemler
ii.  Biyoduyarl ilac tasiyici sistemler

iii.  Kendi kendini ayarlayabilen ilac tasiyici sistemler

4. Spesifik dokuya hedefleme yapan ilag tasiyici sistemler

1.2. implante Edilebilen Kontrollii Salim Sistemleri

implante edilebilir kontrollii salim sistemleri kullaniimaksizin, ilag tedavisinde,
etkin maddenin inip c¢ikan plazma konsantrasyonunun 6niine ge¢cmenin tek
yolu, hastaya sabit hizda devamli IV inflzyon uygulamak olup, bu tip tedavi,
kan plazma konsantrasyonunun sirekli gozetim altinda tutulmasini

gerektirmektedir.

Bu sorunu ¢ctzmek igin, kontrollii ilac salimi yapan yeni sistemlere ihtiyac
duyulmaktaydi. 1861 yilinda Lafarge subkutan olarak implante edilebilen
pelletler geligtirmistir. Daha sonra 1930’larin sonunda uzatiimig etkili implante
edilebilir ila¢ tasima sistemleri Uzerine arastirmalar yeniden baslamistir
(Chien, 1991). 1936’da Deanesly ve Parks, ciftlik hayvanlarinda kullaniimak
uzere sikistinlmig saf kristal Ostrojen pelletler formule etmigler, ciftlik
hayvanlarina subkutan olarak implante etmigler ve pek ¢cok hayvanda U¢ ayi
asan bir sure, surekli etkinin olustugunu gézlemislerdir. Hayvanlara hormonal
implantasyon 1950’lerde standart uygulama haline gelmis ve sigirlarin

biyume ve beslenme verimliligini artirdigr géralmuastir. Bu bulgu, implantlar



alanindaki ilgiyi artirmis ve gunumize kadar stren arastirma ve buluglari
tetiklemistir (Dash ve Cudworth, 1998).

implante sistemler, etki yerine en yakin bolgeye implante edilerek etkin
maddenin gastrointestinal kanal membrani, kan-beyin bariyeri karaciger ilk
gecis etkisi gibi biyolojik bariyerleri agsmasini saglamak, daha az doz ile toksik
etkileri azaltmak ve uzun sure etki saglamak amaciyla tasarlanmaktadirlar
(Danckwerts ve Fassihi, 1991). Klasik oral tedaviler dozaj formunun ginde
bir, iki veya daha fazla alinmasini gerektirebilirken, bazi implante edilebilir

sistemler, 5 yila kadar etkisini sirdirmek tzere gelistirilmiglerdir.

implante edilebilen kontrollii salim sistemlerinin avantajlari su sekilde

siralanabilir:

« Sabit hizla etkin madde salimi gerceklestirerek plazma
konsantrasyonundaki dalgalanmalarin 6ntine gecilir ve plazma
konsantrasyonu terapotik aralikta tutulur.

o« ilac biyolojik bariyerlerden gecip elimine olmadigi icin daha az
miktarda etkin madde gereksinimi olur.

« Etki bolgesine yakin etkin madde salimi oldugu i¢in diger organlarda
minimum yan etki goruldr.

« Acil durumda hizla vicuttan uzaklastirilabilirler.

« Hizla metabolize olan veya baska yolla verilemeyen etkin maddeler
implantasyon yoluyla kolayca verilebilirler.

» Sik tekrarlanan dozlama olmadigi i¢in hasta uyuncu yuksektir.

implante edilebilen kontrollii salim sistemlerinin dezavantajlari su sekilde

siralanabilir:

« Biyouyumlulugu olmayan ve/veya toksik materyal kullaniimig olabilir.
« Biyoparcalanabilir olanlar bazi zararli yan Grtnler verebilir.
« Biyoparcalanabilir olmayanlarin yerlestiriimesi ve geri alinmasi igin

cerrahi iglem gereklidir.



o Uretim ve uygulama sirasindaki hatalar sonucunda etkin madde
sizmasi veya kontrolsiiz etkin madde salimi gerceklesebilir.
« implantasyon bélgesinde agri veya rahatsizlik sikayetleri olabilir.

« Kilasik ila¢ sekillerine gére maliyeti yuksek sistemlerdir.

1.2.1. implante Edilebilen Kontrollii Salim Sistemlerinin Ti pleri

Bir ilag tasiyici sistemin kontrolli salim sistemi seklinde adlandiriimasini
saglayan her teknik 6zellik implante edilebilen ila¢ tasiyici sistemlerde de
kullanilabilir ve temelde bu 6zelliklerin bir kismi da implante edilebilir ilag
taslyicl sistemler icin gelistirilmistir. Dolayisiyla Bolum 1.1'de yer alan
siniflandirma implante edilebilen ilag tasiyici sistemlerin siniflandiriimasinda
da kullanilir. implante edilebilen kontrollii salim sistemleri, teknik 6zelliklerine
gore 4 ana grup altinda incelenebilir. Bunlar; hiz programli ila¢ tasiyici
sistemler, aktivasyon kontrolll ilag tasiyici sistemler, geri besleme kontrolli
ilac taslyici sistemler ve spesifik dokuya hedefleme yapan ilag tasiyici
sistemlerdir (Chien ve Lin, 2007, s.. 1082). Bunlardan spesifik dokuya
hedefleme yapan ilac tasiyici sistemler gelistirme asamasindadir; ancak
diger tc¢ sinifin teknik 6zelliklerini tasiyan pek cok ticari implante edilebilir

preparat bulunmaktadir.

1.2.1.1. Hiz Programli ila¢ Taslyici Sistemler

Bu grupta yer alan sistemlerde etkin madde molekdllerinin ilag tastyici
sistemden salimi spesifik bir salim profiline gére 6nceden programlanmistir.
Bu, etkin madde molekillerinin ila¢ tasiyici sistem icindeki (matris) veya
sistemi cevreleyen (depo-rezervuar) bir bariyer ortamdan difizyonunun
kontrol edildigi sistem tasarimi ile saglanir. Polimer membran gegcis kontrolli
ilac taslyici sistemler (depo sistemler), polimer matris diftizyon kontrolli
sistemler (matris sistemler), polimer membran-matris hibrid tip ila¢ tastyici
sistemler ve mikrorezervuar partisyon kontrolli ilag tasiyici sistemler bu
grupta yer alir (Chien ve Lin, 2007, s.: 1082).



Biyolojik olarak parcalanmayan matris ve depo sistemler ¢ok yaygin olarak
kullaniimaktadir. Polimerik matris sistemlerinde  (monolitik sistemler de
denmektedir), etkin madde hidrofilik veya lipofilik polimer matris materyalinde
homojen olarak disperse edilmigtir. Etkin maddenin polimerik matris
materyalinden yavas diflzyonu, etkin maddenin sistemden geciktirilmis
salimini saglar (Sekil 1.2). Diger yandan, depo tipi sistem, etkin maddenin
viicuda diftizyonunu kontrol edebilen kalinlik ve gecirgenlik 6zelliklerine sahip
gecirgen biyolojik olarak parcalanmayan bir zar tarafindan cevrelenmis,

kompakt bir etkin madde cekirdedini icerir (Sekil 1.3).

ZAMAN
—

POLIMER ICINDE
DISPERSE OLMUS
ETKIN MADDE e

Sekil 1.2. Diflzyon kontrollii matris sistem (Fung ve Saltzman, 1997).
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Sekil 1.3. Membran gecis kontrollii depo sistem (Fung ve Saltzman, 1997).




Depo sistemlerde, depo igindeki etkin madde konsantrasyonu, kapal
membranin i¢ ylUzeyiyle sabit dengede olursa, etkin maddenin difizyon
yoluyla salimi icin itici gl¢ sabit olur ve tasima sistemlerinden sifir derece
salim kinetikleri saglanabilir. Ancak bu tip bir sistemin bazi dezavantajlar
vardir. Bu sistemlerin cogunun dig membrani biyolojik olarak parcalanamaz
Ozelliktedir. Bu nedenle etkin madde salindiktan sonra salim sisteminin
vicuttan cikarilmasi icin kicuk bir operasyon gerekmektedir. Ayrica ilag
tedavisi sirasinda, membrandaki bir yirtilma veya bozulma sonucu etkin
maddenin bir anda bosalmasi ihtimali bulunmaktadir. Depoda bulunan etkin
maddenin tipine bagli olarak, etkin maddenin bir anda bogsalmasi, istenmeyen
toksik etkilere sebep olabilir (Dash ve Cudworth, 1998).

Depo sistemlerin birka¢ yaygin uygulamasi vardir. En yaygin kullanilan depo
sistemi, Norplant® olarak da bilinen levonorgesterol (LNG) iceren uzatiimis
etkili dogum kontrol sistemidir. Norplant® sisteminde LNG hormonu silikon
membran icine enkapsule edilmistir ve 5 yila kadar etkili bir sekilde LNG
geciktiriimis salimi sagladigi kanitlanmistir (Munro ve ark., 1996). Bunun
disinda, dista parcalanmayan bir kisim ve icte sikistiriimis bir doksorubisin

rezervuari iceren mikrokapstuller incelenmistir (Juni ve ark., 1985).

Matris sistemler de yaygin olarak kullanilan biyolojik olarak parcalanmayan
implantlardir. Bu sistemler etkin maddeyi kati bir biyolojik olarak
parcalanmayan polimer icinde homojen dagilmig olarak icerir. Depo sistemler
gibi, matris sistemler de etkin maddenin biyolojik olarak parcalanmayan fibréz
bir polimer agindan difizyonuna dayanir. Ancak, etkin maddenin salimi
matris igindeki konsantrasyonuna baglidir. Matriste ¢bzunmus etkin madde
konsantrasyonu ne kadar ¢oksa sistemden salim da o kadar ¢ok olur. Ayrica,
bu matris tipi formulasyonlar, depo sistemlere benzer sorunlar icerirler. Bu
matrisleri implante etmek ve cikarmak icin birer operasyon gerekmektedir.
Biyolojik olarak parcalanmayan matris sistemlerin ginimuzdeki en dnemli
kullanimi hayvanlara uzatilmis etkili hormon verilmesidir. Sigirlarda biyime
hizi ve beslenmeyi artirmak icin uzatiimig estradiol salimi yapan polimerik

kontrollii salim implanti gelistirilmistir (Compudose®). Bu sistem silikon
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kaucuk matris icinde disperse edilmig kristal estradiol igerir (Ferguson ve
ark., 1988).

Polimer membran-matris hibrid tip ilac tasiyici sistemlerde rezervuar
sistemlerdeki sabit etkin madde salim kinetikleri ile matris sistemlerin
mekanik Ustinliguni bir araya getirmek amaclanmistir. Bu sistemlerde etkin
maddeyi iceren polimer matris etkin madde icermeyen polimerik bir zarla
kaplanmigtir. Burada salim matris icinde difizyonla degil, membrandan
gecigsle kontrol edilmektedir. Bu tip sistemlere ornek olarak levonorgestrel

salimi yapan subdermal implant Norplant® Il verilebilir.

Mikrorezervuar partisyon kontrollu ilag tasiyici sistemlerde, ytksek enerijili
dispersiyon teknigiyle etkin madde iceren sulu polimer c¢ozeltisi, silikon
elastomerleri gibi biyolojik olarak uyumlu, inert bir polimer icinde homojen
olarak disperse edilmis haldedir. Bu sistemlere drnek olarak norgestomet
salimi yapan subdermal implant Syncro-Mate-C verilebilir (Chien ve Lin,
2007).

1.2.1.2. Aktivasyon Kontrollti  ila¢c Tastyici Sistemler

Bu grupta yer alan sistemlerde etkin madde salimi bazi fiziksel, kimyasal
veya biyokimyasal etmenlerle aktive edilir ve disaridan enerji verilmesiyle
hizlandirihr. Bu durumda salim hizi, uygulanan islem veya enerji girdisinin
dizenlenmesi ile kontrol edilir. Aktivasyon kontrolli ila¢ tagiyici sistemler,
uygulanan iglemin veya enerjinin cesidine gore siniflandirilir (Chien ve Lin,
2007).
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1.2.1.2.1. Fiziksel Etmenlerle Aktive Olan ilac Tasiyici Sistemler

Bu grupta, ozmotik basing, hidrodinamik basing, buhar basinci, mekanik
kuvvet, manyetik kuvvet, sonoforez, hidrasyon gibi fiziksel etmenlerle etkin

madde salimi aktive olan sistemler yer almaktadir.

Ozmotik basincla aktive olan ilag tasiyici sistemlerde, etkin madde su
gecisinin kontrolli oldugu yari-gecirgen bir bdlmede bulunur. Bdlmede
bulunan etkin madde, kontrolli ozmotik basing gradyani ile lazerle acilimig
salim deliginden sabit hizda c¢ikar. Bu sistemlere 6rnek olarak Alzet ozmotik
pompa verilebilir (Chien ve Lin, 2007). Buhar basinciyla aktive olan
sistemlere ornek olarak, vicut isisiyla buharlasan florokarbonlarin buhar
basinciyla ilag uygulamasi saglayan implante edilebilir inflzyon pompasi

Infusaid® verilebilir (Blackshear ve ark, 1979).

Mekanik kuvvetle aktive olan ila¢ taslyici sistemlerde, etkin madde salimi
genelde mekanik pompalarin sagladigi itici gug ile gerceklesir. Pil gibi bir dis
guc kaynagiyla calisan peristaltik pompalar bu grupta sayilabilir (Dash ve
Cudworth, 1998).

Manyetik kuvvetle aktive olan ila¢ tasiyici sistemlerin formilasyonunda,
kicuk manyetik boncuklar bir polimer icine homojen olarak disperse edilir. Bu
sistem biyolojik bir sisteme kondugunda, konsantrasyon gradyanina dayal
normal bir difiizyon gorulir. Ancak; bir dig salinimli manyetik alana maruz
kaldiginda, daha fazla miktarda etkin madde hizla salinabilir (Sekil 1.4). Bu
tip ilag salim sistemlerinin en blyluk avantaji, bir dis manyetik uyaran
kullanilarak salim kinetiklerinin degistiriimesinin mimkun olmasidir (Dash ve
Cudworth, 1998). Bu tip bir sistemler, polimerik ilag tasiyici sistemlerden
nispeten dusiuk hizda salinan peptidler gibi makromolekullerin salim hizini
artirmak icin kullanilabilir (Chien ve Lin, 2007). Benzer sekilde ultrasonik
enerjinin yarattigi titresimlerle salim gerceklestiren ilag tasiyici sistemler de

bulunmaktadir.
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Degisen manyetik alan

Polimer matris ‘ ‘ J ‘ ‘

Disperse halde etkin o ﬁ 2

Manyetik boncuklar

Titresen manyetik boncuklar

Sekil 1.4. Manyetik alana maruz kaldiktan sonra sistemden artan etkin madde saliminin
gosterildigi manyetik kontrollti polimerik ila¢ salim sisteminin sematik diyagrami (Danckwerts
ve Fassihi, 1991)

Hidrasyonla aktive olan ila¢ tasiyici sistemlerde ise, etkin madde hidrofilik
polimer kullanilarak tretilmis sisebilen bir polimer matris icinde homojen bir
sekilde disperse haldedir. Etkin maddenin salimi, hidrasyonla birlikte polimer
matrisin sismesiyle gerceklesir ($ekil 1.5). Sisme kontrolli olan bu
sistemlerde, suda ¢Ozunen capraz bagh polimerler kullanilir. Bu sistemlere
ornek olarak norgestomet iceren subkutan implant Syncro-Mate-B verilebilir.

Polimer iginde
disperse halde
etkin madde

sismis polimer fazi

Sekil 1.5. Hidrasyonla aktive olan ila¢ tasiyici sistemler (Fung ve Saltzman, 1997).
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1.2.1.2.2. Kimyasal Etmenlerle Aktive Olan ila¢ Tasiyici Sistemler

Bu tip sistemlerde etkin madde salimi kimyasal reaksiyon ile
gerceklesmektedir. Hidrolizle aktive olan ilag tasiyici sistemler bu grupta yer
almaktadir. Hidrolizle aktive olan ila¢ tasiyici sistemlerde, etkin madde salimi
hidroliz iglemine baghdir. Bu sistemlerde etkin madde genelde
mikrokapstullerde, mikrokirelerde veya nanopartikillerde enkapsule haldedir.
Bu sistemler poli(laktik-ko-glikolik asit) gibi biyolojik olarak parcgalanabilen
veya biyolojik olarak erozyona ugrayabilen polimerlerden hazirlanmiglardir.
Polimer matristen etkin madde salimi, hidrolizin tetikledigi polimer zincirinin
degradasyonu ile gerceklesir ve etkin madde cikis hizi, polimer degradasyon
hizi tarafindan kontrol edilir (Heller, 1984). Bu sistemlere o6rnek olarak
I6prolid iceren subkutan olarak enjekte edilebilen mikroktre formilasyonu
olan Lupron Depot® verilebilir. Bu sistemlerin en bilyiik avantaji, sistem viicut
tarafindan uzaklastirildigi icin c¢ikarilmasi igin ikinci bir cerrahi iglem
gerektirmemesidir. Etkin madde salim hizi; biyodegradasyon hizi, polimer
bilesimi, polimerin molekil agirhgi, yuklenen etkin madde miktari ve polimer-

etkin madde etkilesimi ile belirlenir (Controlled Drug Delivery, 1987, s.:485).

1.2.1.2.3. Biyokimyasal Etmenlerle Aktive Olan ila¢ Taslyici Sistemler

Bu tip sistemlerde, etkin madde ya mikroklrelere yiklenmistir ya da
albuminler, polipeptidler gibi biyopolimerlerden uretilen polimer zincirlerine
bagll halde bulunur. Bu sistemlerde etkin madde salimi, dokudaki spesifik bir

enzimin biyopolimeri hidrolizi ile gerceklesir (Chien ve Lin, 2007).

1.2.1.3. Geri Besleme Kontrollii  ila¢ Tastyici Sistemler

Bu tip sistemlerde etkin madde salimi, geri besleme mekanizmalari
araciligiyla viucutta bir biyokimyasal madde gibi tetikleyici bir ajan ile aktive
edilir. Etkin madde salim hizi, sisteme yerlestirilen bir sensor tarafindan
belirlenen tetikleyici ajan konsantrasyonu ile belirlenir. Tetikleyici ajan
sayesinde ila¢ taslyici sistem siser veya degradasyona ugrar ve etkin madde

salimi gerceklesir (Chien ve Lin, 2007).
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1.2.2. implante Edilebilen ila¢c Tasiyici Sistemlerden Partikiller ila¢

Tasglyici Sistemler

Polimerik partikiler sistemler cerrahi islem gerekmeden enjeksiyonla kolayca
implante edilebilmeleri sebebiyle biylk avantaj saglarlar. Kiguk boyutlari
sebebiyle polimerik partikiler sistemler istenen dokuya veya kan dolagimina
enjekte edilebilirler. Mikrokapsuller, mikrokureler, nanopartikiller (Sekil 1.6),
partikuler ila¢ tasiyici sistemler sinifinda yer alirlar (Saltzman, 2001, s.:271-
272). Bu calismada formule edilmek Uzere partikiler ilag tasiyici

sistemlerden mikroklre secilmistir.

// \\ ? i . N

2 . Cozinmis = B Y
‘g cozeltsi . ‘ / to. .\ veyadisperse ~— " AKau polnTe; ,
/d‘SDEFSfYOHU LPohmer | - o o -haide lac /l\ /<Y N GERIrdex
: kabugu ! | iceren kati SN P
. / ; I '// p:;o!imer - 1 g
— 2 SO 4 ) modifikasyonu
= —
100-1000 pm 1-100 ym 1-100 nm
(a) (b) ©

Sekil 1.6. Partikller ilag tasiyici sistemler. (a) Mikrokapsul. (b) Mikrokire. (c) Nanopartikl.

1.2.2.1. Partikiller ila¢c Tasiyici Sistemlerden Mikrokiireler

Mikrokureler, kati polimer faz igcinde etkin maddenin c¢Ozundiugu veya
disperse oldugu homojen partikillerdir (Saltzman, 2001). Mikrokurelerin
caplari genelde 1-100 um arasindadir. Mikrokurelerin etkin maddeyi kontrolli
bir sekilde salmasi, etkin maddeyi hedef dokuya tasimasi, etkin maddenin
Ozelliklerini deg@istirmemesi, dusuk dozda ilag kullanimi saglamasi, dayanikl

olmasi, biyolojik olarak uyumlu olmasi istenir (Kas, 2002).
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1.2.2.2. Mikrokurelerin Hazirlama Yo6ntemleri

Mikroklire hazirlarken secilecek hazirlama yontemi, etkin maddenin
Ozellikleri, kullanilacak polimerin 0©zellikleri, etkin madde ve polimerin
etkilesimi, mikrokirenin uygulama bélgesi, mikrokireden beklenen 6zelliklere
gore degisiklik gostermektedir. Genel olarak mikrokire hazirlama yontemleri

su sekilde siralanabilir (Kas, 2002):

i.  Polimerizasyon

* Emilsiyon polimerizasyonu
» Sispansiyon polimerizasyonu
* Misel polimerizasyonu

» Sedimentasyon polimerizasyonu
ii. Koaservasyon

» Basit koaservasyon

» Kompleks koaservasyon
lii.  Emulsiyon olusturma/cdzici buharlastirma

» Tek emilsiyon olusturma/¢ozici buharlagtirma
» Cift emulsiyon olusturma/céziict buharlastirma

* Coklu emulsiyon olusturma/¢ézicu buharlastirma

iv. in sitli ydntem

v. Polikondenzasyon

» Sispansiyon polikondenzasyonu

» Emulsiyon polikondenzasyonu

vi. Puskurterek dondurma
vii.  Puskdrterek kurutma
viii.  Delik yontemi

ix. Dispers fazda jellesme ve ¢capraz baglanma



16

PLGA ile mikrokire hazirlamaya uygunlugundan dolayl tercih edilen
emulsiyon olusturma/¢éziciu buharlastirma yonteminin siniflandirmasi su

sekilde detaylandirilabilir:

i. Tek emdulsiyon olusturma/cézici buharlastirma (Soppimath ve ark.,
2001; Jeong ve ark., 2009)

* Yag icinde su tipi emulsiyon (S/Y)
* Suicginde yag tipi emulsiyon (Y/S)
* Yag icinde yag tipi emulsiyon (Y/Y)

ii.  Cift emulsiyon olusturma/¢ozicu buharlagtirma (Genta ve ark., 1997,
Lee ve ark., 2000)

* Suicinde yag icinde su tipi emulsiyon (S/Y/S)
* Yag icinde su icinde su tipi emulsiyon (Y/S/Y)
* Yag icinde yag icinde su tipi emulsiyon (S/Y/Y)
iii.  Coklu emulsiyon olugturma/¢coziuct buharlagtirma (O’Donnell ve
McGinity, 1998; Zheng, 2009)

* Yag icinde yag icinde yag icinde su tipi emulsiyon (S/Y/Y/Y)
* Suiginde yag icinde yag icinde su tipi emulsiyon (S/Y/Y/S)

iv. Katl dispersiyon iceren emiulsiyon olusturma/¢ozici buharlastirma
(Morita ve ark., 2000; Leach ve ark., 2005; Lee ve ark., 2007, Yuan ve
ark., 2009)

* Suicinde yag icinde kati tipi emulsiyon (K/Y/S)
* Yag icinde yag icinde kati tipi emulsiyon (K/Y/Y)

» Suicinde yag icinde su iginde kat tipi emulsiyon (K/S/Y/S)
* Suicinde yag icinde yag iginde kat tipi emulsiyon (K/Y/Y/S)

Bu siniflandirma icinde hidrofilik etkin  maddenin lipofilik PLGA ile
mikrokurelerinin, istenen 6zelliklerde hazirlanmasina olanak taniyan su icinde
yag icinde su tipi (S/YIS) cift emulsiyon olusturma/cozici buharlastirma

yontemi ile mikrokireler hazirlanmistir.
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1.2.3. implante Edilebilen Kontrollii Salim Sistemlerind e Kullanilan

Materyallerin Ta simasi Gereken Ozellikler

Yasayan sisteme implante edilmek ve organ ve dokularin, islevlerini kismen
veya tamamen Ustlenmek Uzere tasarlanmis vicudun gecici ya da kalici
olarak parcas! haline gelen cansiz materyallere biyomateryaller denmektedir
(Ozalp ve Ozdemir, 1996; Park ve Park, 1996). Biyomateryaller sinifina genel
olarak; metaller, seramikler, dogal maddeler, polimerler ve kompozitler dahil
edilebilir. Metaller, seramikler, dodal maddeler ve kompozitler, daha ¢ok
biyomedikal muhendisliginde doku substitisyonunda veya doku iskeleti
olarak  kullaniirken, implante edilebilir ila¢ tastyict  sistemlerin
hazirlanmasinda daha cok polimerik biyomateryaller kullanilir (Ozalp ve
Ozdemir, 1996).

implante  edilebilir ila¢ tasima sistemleri gelistirilirken g6z ©6niinde
bulundurulmasi gereken birkag temel faktér bulunmaktadir. Sistem implante
edileceg@i icin insan vicuduyla biyolojik olarak gecimli olmasi sarttir. Bir

maddenin biyolojik olarak gecimli olabilmesi icin bazi sartlara uymasi gerekir.

implante edilebilen kontrollii salim sistemlerinde kullanilan biyomateryallerin
tasimasi gereken Ozellikler su sekilde siralanabilir (Ozalp ve Ozdemir, 1996;
Park ve Park, 1996):

Kimyasal olarak inert olmahdir.

» Bolgedeki doku tarafindan kimyasal veya fiziksel modifikasyona

ugratilmamaldir.
» Formilasyonda yer alan maddelerle reaksiyona girmemelidir.
» Biyolojik olarak uyumlu olmalidir.

« Implantasyon boélgesinde hichbir enflamasyon cevabina yol

acmamalidir.
» Hipoalerjenik olmalidir.

« Karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve toksik olmamalidir.
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« Seklini ve yerini salim slresi boyunca korumalidir.

» Biyoparcalanabilir polimerler kontrolli asinmali, etkin maddenin doz

bosalmasina neden olmamalhdir.
« Farkl sekil ve kivamda uretilebilmelidir.
« Ozellikleri etkilenmeden sterilize edilebilmelidir.
» Tedavi bittiginde vicuttan tamamen uzaklastirilabilmelidir.

» Cok sayida etkin madde ile gecimli olmalidir.

Bu ajanlarin geligtiriimesi ¢cok sayida farkli stabilite ve biyolojik uyumluluk
testlerini kapsayan hem c¢ok zaman alan hem de c¢ok karmasik bir
islemdir. Eger uygun biyolojik uyumluluk saglanamazsa, kapsuler
kontraktir, etkin maddenin beklenmeyen bir sekilde salimi, platelet
adezyonu, doku hasari veya implant cevresindeki alanda enfeksiyon
olusmasi gibi istenmeyen etkiler meydana gelebilir. Bu da implante
edilmis olan ila¢ tasiyici sistemden gerektigi gibi fayda alinamamasinin

yani sira kigiye cesitli zararlari da dokunabilir.

1.3. Kontrolli Salim Sistemlerinde Kullanilan Polim erler

Cok sayida ayni veya farkli molekuliin kimyasal baglarla az veya ¢ok duzenli
bicimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli ve yiksek molekul agirlikli

bilesiklere polimer denir (Peppas ve Peppas, 2002).

Polimer bilimindeki gelismeler, kontrolli salim teknolojilerini  mumkun
kilmistir. Bu gelismeler sayesinde kontrolli salimda aranan 6zellikleri
destekleyebilecek yeni polimerler sentezlenmis ve yeni sentez metodlariyla

da sentezlenen polimerlerin kalitesi artmistir (Kim ve ark., 2009).



19

Polimerik biyomateryallerin diger biyomateryallere gore avantajlar (Park ve
Lakes, 1979; Hasircl, 1994):

« Degisik formlarda kolaylikla hazirlanabilirler.

« Vicut icinde paslanmazlar.

« Dogal dokulara c¢ok buyidk benzerlik gdsterdikleriicin, heparin
gibi maddelerle baglanabilmeleri mumkudnddr.

o Adezif 0zellikte polimerlerin kullanimi organlara dikis atilmadan
uygulanabilmelerini saglar.

« Dansiteleri dogal dokularin dansitesine ¢ok yakindir.

Polimerik biyomateryallerin diger biyomateryallere gére dezavantajlari (Park
ve Lakes, 1979; Hasirci, 1994):

« Elastik ve viskoelastik 06zellikleri polimerlerin yaygin kullanimini
zorlastirir.
« Vicutta kontrol digi parcalanabilmeleri s6z konusudur.

« Katki maddesi icermeyen saf, medikal amacli polimer bulmak zordur.

1.3.1. Kontroll Salim Sistemlerinde Kulla nilan Polimerlerin

Siniflandiriimasi

Kontrollii salim sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan polimerler dogal ve
sentetik kaynakli olmak Uzere baslica 2 gruba ayrlir (Wood, 1980;
Bogdansky, 1990). Sentetik polimerler ise biyolojik ortamdaki davranigina
gore biyolojik olarak parcalanabilir polimerler ve biyolojik olarak
parcalanmayan polimerler olarak 2 gruba ayrilir. Kontrolli salim
sistemlerinde kullanilan polimerlerin siniflandiriimasi ve her grupta yer alan

polimer 6rnekleri Cizelge 1.1'de yer almaktadir.



Cizelge 1.1. Kontrolll salim sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin
siniflandiriimasi (Fung ve Saltzman, 1997)
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Polimerler

Polimer Sinifi

Ornek

Dogal, biyolojik

olarak parcalanabilir

Proteinler

Polisakkaritler

Albumin, Kolajen, Jelatin,
Sigir ve insan Serum
Albuminleri (BSA ve HSA)
Seliloz, dekstran, kitozan,

Kondroitin silfat, aljinat

Nisasta, hiyaluronik asit

Sentetik, biyolojik

olarak parcalanabilir

Poliamidler

Poliesterler

Polianhidridler
Poliortoesterler

Polifosfoesterler

Poliamino asit, polipeptid

Poli(laktik asit)
Poli(glikolik asit)
Poli(laktik-ko-glikolik asit)*
Poli(kaprolakton)
Poli(dioksanon)

Poli(hidroksibutirat)

Polifosfat, polifosfonat,

polifosfit

Sentetik, biyolojik
olarak pargalanabilir

olmayan

Silikon elastomerler
Poli(etilen-ko-vinil asetat)

Poliakrilatlar

Poli(metil metakrilat)

Fizyolojik kosullarda biyolojik olarak uyumlu bilesenlere ayrilabilen biyolojik

olarak parcalanabilir polimerler ilac tasima sistemlerinin hazirlanmasinda

biyolojik olarak parcalanabilir olmayan polimerlere gore daha cok tercih edilir
(Markland ve Yang, 2007).
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Biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin avantajlar su sekilde siralanabilir
(Markland ve Yang, 2007):

« Komplikasyon ve enfeksiyon riski tasiyan ve ek maliyet getiren bir
cerrahi iglemle ¢ikarilmalari gerekmez.

« Inert ve biyolojik olarak uyumlu molekullere parcalanirlar.

» Hasta icin daha uygun ve basit sistemlerdir.

Bu calismada ilac taslyici sistemlerin hazirlanmasinda sentetik biyolojik
olarak parcalanabilir polimerlerden poliester yapidaki poli(laktik-ko-glikolik

asit) kullaniimistir.

1.3.2. Polimer Degradasyon Mekanizmalari

Polimer degradasyonu, polimer zincirlerini oligomer ve monomerlere
parcalayan zincir kirilmasidir.  Biyolojik olarak parcalanabilir  terimi
degradayonun biyolojik sistem icinde gerceklestigini ifade etmektedir (Park
ve ark., 1993). Farmasotik alandaki avantajlari sebebiyle biyolojik olarak

parcalanabilen polimerler, kontrollii salim sistemlerinde tercih edilirler.

Parcalanabilir diye adlandirilsin veya adlandiriimasin tim polimerler
degradasyona ugrarlar. ila¢ saliminin polimer degradasyonundan ¢ok daha
hizli  gerceklestigi  polimerlere  pargalanmayan  polimer,  polimer
degradasyonunun sistemin uygulanma sdresi icinde ilacin salimiyla birlikte

gerceklestigi polimerlere ise parcalanabilen polimerler denebilir.

Radyasyon kaynakli degradasyon, termal degradasyon, mekanik
degradasyon ve kimyasal degradasyon gibi farkli degradasyon cesitleri

bulunur.

UV isinlara ve y-radyasyona maruziyet polimerlerin cogunda dnemli élctde
degradasyona sebep olurlar. y-sterilizasyon yapiimiyorsa bu etki 6nemsizdir;
ancak vy 1sinlariyla sterilizasyonda molekil agirliginda azalma gozlenebilir
(Spenlehauser ve ark., 1989).
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Mekanik degradasyon daha cok mekanik gerilim uygulanan, cerrahi iplik
materyali olarak kullanilan polimerlerde gorilmektedir. Termal degradasyon

ise daha ¢cok parcalanmayan polimerlerde etkilidir.

Parcalanabilen polimerlerin cogunda hidrolize olabilen baglar bulunmaktadir.
Bu sebeple en 6nemli degradasyon mekanizmasi hidroliz veya enzimlerin
katalizledigi hidroliz seklinde gerceklesen kimyasal hidrolizdir. Enzimatik
degradasyona, biyodegradasyon da denir ve degradasyonun kismen de olsa
biyolojik sistem tarafindan gerceklestirildigini gdstermektedir (Go6pferich,
1996).

Hidroliz ile degradasyonda oncelikle polimerin hidrasyonu gerceklesir.
Polimerin ylizeyine ve varsa porlarina su nifuz eder. Suyla temastan sonra
polimerin gerilme direncinde kayip olur. Gerilme direncinin yitiriimesiyle
polimer batunlugunia kaybeder ve son olarak kopan bilesenlerin difizyon
veya mekanik etkilerle taginmasiyla kitle kaybi gerceklesir (Park ve Lakes,
2007).

Dogal polimerlerin biylik bolumi, sentetik polimerlerin ise bir bélimu
hidrofilik 6zelliktedir. Su ile temas eden polimer su tutup siser ve yapiya giren
su polimer molekdllerinin kopmasina sebep olur. Sentetik polimerlerin gogu
suda ¢Ozunmez; ancak yapilarinda hidrolize olabilen fonksiyonel gruplar

vardir. Bu polimerlerde pasif hidroliz gerceklesir (St. Piere ve Chiellini, 1986).

Degradasyon hizi, kimyasal bag tipi, pH, kopolimer kompozisyonu ve su
tutma oOzelliginden buyuk Olgude etkilenmektedir (Helder ve ark., 1990;
Gopferich, 1996).

Polimer degradasyonu sonucunda, polimer kristal yapisinda, camsi gecis
sicakliginda (Tg), molekul agirliginda ve su tutma kapasitesinde degigiklikler
g0Ozlenir (Gopferich, 1996).
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1.3.3. Polimer Erozyon Mekanizmalari

TUm parcalanabilen polimerler degradasyonun ardindan erozyona ugrarlar.
Erozyon, degradasyon sonucu acida cikan oligomer ve monomerlerin
polimerden uzaklagsmasi sonucu olusan kitle kaybi olarak tanimlanabilir.
Polimerlerde iki tlr erozyon gerceklesir: Yizey erozyonu (homojen) ve kitle
erozyonu (heterojen). Ylzey erozyonu olan polimerlerde, erozyon sadece
ylzeyden gerceklesir. Boyutlari kiculur ancak orijinal geometrik sekil
korunur. Bu sistemlerde salim hizi polimer erozyon hiziyla dogru orantilidir
(Sekil 1.7). Kitle erozyonu olan polimerlerde degradasyon ve erozyon
sadece ylzeyde gerceklesmez. Uygulamadan sonra bir sire boyutlarini
korurlar (Sekil 1.8). Bu iki durum ideal durumlardir, polimerlerin ¢cogunda

kesin bir ayrim yapilamaz.

Polimer erozyonu degradasyondan daha karmasik bir sdrectir; cunki
degradasyon, sisme, c¢co6zinme, oligomer ve monomerlerin difizyonu ve
morfolojik dedisiklikler gibi pek c¢ok baska surecten etkilenmektedir.
Erozyonda en etkili slire¢ degradasyondur. Erozyon, molekul agirhginda
azalma, toplam kutle kaybi ve sekil degisikligi ile anlagilabilir (Gopferich,
1996).

ZAMAN
—

Polimer iginde
aisparse olmug
stin maade

2§INmMeg polmer ve
enkaps0ie etiin maade

Sekil 1.7. Yilizey erozyonu (Fung ve Saltzman, 1997).
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Polimer iginde ®
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enkapsule etkin o
madde

Sekil 1.8. Kitle erozyonu (Fung ve Saltzman, 1997).

1.4. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), kanitlanmis guvenilirligi, toksisitesinin
olmamasi, genis bir araliktaki fizikokimyasal 6zellikleri, esnekligi sebebiyle
islenenbilirligi, biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir olmasi
sebebiyle cesitli dozaj formlarinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan
bir polimerdir (Markland ve Yang, 2007).

1.4.1. PLGA'nin Yapisi ve Elde Edilmesi

Poliester yapidaki PLGA kopolimeri, degisik oranlarda, glikolik asit ve laktik
asitin siklik dimerleri olan glikolid ve rasemik karisim halindeki D,L-laktid
monomerlerinin anyonik halka acgilmasi reaksiyonu ile hazirlanir (Sekil 1.9).
iki farkli monomer yapidan elde edilmesi polimerizasyonun homojen bir
sekilde gerceklesmemesine sebep olabilir ve sentezlenen polimer serileri

arasinda ozelliklerin degiskenligine sebep olabilir (Markland ve Yang, 2007).

O
O

OH o OH
OH

(a) (b)
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HO O

(©)

Sekil 1.9. PLGA kopolimerinin yapisindaki monomerlerden (a) laktik asit (x), (b) glikolik asit
(y) ve (c) PLGA kopolimeri

1.4.2. PLGAnin Fizikokimyasal Ozellikleri

PLGA kopolimeri farkli oranlarda laktik asit ve glikolik asit monomerlerinden
olusabilir. Kopolimerizasyon orani degistirilerek fizikokimyasal 6zellikleri
degistirilebilir. Laktik asit-glikolik asit orani 85:15, 75:25, 65:35, 50:50 gibi
farkli oranlarda olabilir ve farkli ihtiyacglara gére yiksek veya distuk molekdl

agirhikh olanlar vardir.

PLGA icindeki glikolik asit oraninin artirilmasi polimerin hidrofilikligini artirir.
Bu hidrofiliklikten 6tarti PLGA icindeki glikolik asit orani arttikgca polimerin
degradasyon hizi artar. PLGA 50:50’nin degradasyon hizi 2 aydir. Kopolimer
PLA ve PGA homopolimerlerine goére daha hizli degrade olur, bu da
kopolimerin  homopolimerlere gbére daha amorf yapida olmasindan
kaynaklanir. Esas degradasyon zamani ¢evre kosullarina, polimerin molekul
agirhgina, sistemin geometrisine, morfolojisine ve Uretim kosullarina gore
degisiklik gosterir. Sulu ortamda PLGA hidroliz ile parcalanir ve Kkitle
erozyonu gosterir (Markland ve Yang, 2007).

Kopolimerin amorf yapida olmasi, polimerin islenebilmesini kolaylastirir. ilag

yuklemek ve ilacin polimer icinde difiizyonu daha kolaydir (Saltzman, 2001).

PLGA 50:50'nin camsi gecis sicakligi 40-47<C’dir ve kopolimerizasyon orani
degistikce camsi gecis sicakhgr da degisiklik gosterir (Saltzman, 2001).
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1.4.3. PLGA'nin Farmasotik Alanda Kullanili g1

PLGA biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu olmasi
sebebiyle farmasotik alanda yaygin olarak kullaniimaktadir. ilk defa cerrahi
iplik ve protez yapiminda kullanilan PLGA, daha sonra ila¢ salimi yapan
polimerik film ve mikrokireler gibi partikiler ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda kullaniimaya baglanmistir. Ayrica ¢evreye zararsiz olmasi
sebebiyle pestisitlerin kontrolli saliminda da kullaniimasi dustnulmektedir
(Saltzman, 2001).

1.4.4. PLGA Mikrokureler

Yuksek biyolojik uyumlulugu sebebiyle, biyolojik olarak parcalanabilir
poliester yapidaki PLGA, terapotik ajanlarin mikroenkapsulasyonunda en ¢ok

tercih edilen biyomateryallerdendir (Lu ve ark., 2003).

1.4.4.1. Cift Emulsiyon Olu sturma/C6ziuci Buharla stirma Yontemi ile
PLGA Mikrokurelerin Hazirlanmasi

Cozucu buharlastirma yontemi, diger mikrokire hazirlama yontemlerinde
oldugu gibi yuksek sicaklhk veya faz ayrismasini tetikleyici ajanlarin
eklenmesini gerektirmez. Nano ve mikro boyut araliginda kontrollti partikdl
bayuklikleri elde edilebilir. Bu sebeplerle tercih edilen bir yontemdir; ancak
yuksek enkapstlasyon etkinligi ve dusuk artik ¢ozicu icerigi elde edebilmek
icin enkapsulasyon kosullari ve materyaller buna uygun olarak secilmelidir
(Freitas ve ark., 2005).

Hidrofilik etkin  maddelerin PLGA ile hazirlanan  mikrokirelere
yuklenebilmeleri icin, su icinde yag icinde su tipi c¢ift emdulsiyon
olusturma/cézict buharlastirma yontemi tercih edilir. Bu ydntemde, etkin
madde polimer ¢o6zeltisi icinde dogrudan disperse edilmeden en icgte bir su
fazi olusturularak, etkin maddenin polimerin bulundugu yag fazindan daha
yuksek afinite gosterdigi dis su fazina gocu engellenmeye calisilir (Ito ve
ark., 2007; Ng ve ark., 2010).
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Cift emdlsiyon olusturmal/cézict buharlastirma yontemiyle mikrokire
hazirlanmasinda 4 ana basamak bulunmaktadir (Ozalp, 1997; Freitas ve
ark., 2005):

I.  Sulu etkin madde ¢o6zeltisinin polimer iceren organik ¢cOzeltiye katilarak
primer emulsiyonun olusturulmasi
ii.  Primer emulsiyonun organik faz ile karismayan sulu dis faza eklenerek
ikinci emulsiyonun olugturulmasi
iii. Organik fazdaki c¢6zicunun  buharlasmasi ve  emiilsiyon
damlaciklarinin kati mikrokdrelere dénismesi

iv.  Mikrokirelerin toplanmasi ve kurutulmasi (Sekil 1.10).

Mikronize veya Cozunmus matris
cozunmus halde materyali (polimer
etkin madde cozeltisi) 50 \‘D
J Sarekli faz
v (Dis faz)
—_— go —-
‘;"j 0°° etkin madde- O
°o | o matris
X ! ; @ 00
°, 2% dispersiyonu
@ Etkin maddenin eklenmesi 33?&::‘:'(
Buharlasmayi kontrol
icin basing ve
Kalan dis fazin sicaklik ayarlanabilir
eklenmesi
P44 1 4444
[ e —_—
. O,
CO ;
@ *é"
Goziclinin Mikrokire eldesi
ucuruimasi ve kurutma

Sekil 1.10. Cift emilsiyon olusturma/céziici buharlastirma yontemiyle mikrokirelerin
hazirlanmasi (Freitas ve ark., 2005)
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Primer ve sekonder emdulsiyonun hazirlanmasinda damlacik buydklagian
kuciltmek ve es damlacik buyuklugu elde etmek icin yiksek hizda karistirma
yapan homojenizatorler kullanilir. Elde edilen emiulsiyonun stabilitesinin
saglanmasi ve olusan damlaciklarin koalesansinin engellenmesi igin dis faza
polivinil alkol veya yluzey aktif maddeler gibi stabilizator ajanlar eklenebilir.
Organik co6zicu ucurulduktan sonra elde edilen mikrokireler yikanarak
organik solvan ve diger yardimci madde kalintilarindan temizlenir. Dig fazdan
filtrasyonla ayrlip oda sicakliginda veya etlvde kurutulabilir. Dig fazdan
mikrokurelerin ayrilip kurutulmasi icin liyofilizasyon teknigi de uygulanabilir
(Ozalp, 1997, Freitas ve ark., 2005; Ito ve ark., 2007; Ng ve ark., 2010).

1.5. Polimer Matrislerden Etkin Madde Salim Mekanizmalari ve

Salim Kinetikleri

Salim mekanizmasi, etkin madde molekdllerinin tasinma veya salinma sekli
(Kranz ve ark., 2000; Sansdrap ve Moes, 1997) olarak tanimlanabilecegi gibi

salim hizini belirleyen olay veya iglem olarak da tanimlanabilir.

Polimer matrislerden etkin madde su mekanizmalarla ¢ikabilir (Fredenberg
ve ark., 2011):
i.  Su dolu porlardan diftizyon
ii.  Polimerden difiizyon
iii.  Ozmotik pompalama
iv.  Erozyon (Sekil 1.11)

% F/ 1
(%— /°\. ’.\'/\/

Q k'-/\/</o/\/ Y

/1/ et

Sekil 1.11. Sahm mekanizmalari: (A) Su dolu porlardan difiizyon, (B) Polimerden diftizyon,
(C) Ozmotik pompalama, (D) Erozyon (Fredenberg ve ark., 2011)



29

Polimer matristen etkin madde salimi esnasinda salim hizini etkileyen

faktorler Sekil 1.12’de gorilmektedir.

Por veya catlak
olusumu

Por kapanmasi

Su
absorpsiyonu/
pHda sigme
degisiklik
| Kristalizasyon L 2
Hidroliz
Matris icinde
PLGA oligomerlerin
coziinmesi
Erozyon
Polimer zincir

hareketliligi ve
dansitesinde
degisiklik

Polimer-etkin
madde etkilegimleri

EM-EM
etkilegimleri

Polimer
coziinmesi

Salim
mekanizmalari

Ozmotik
pompalama

Su dolu
porlardan
difiizyon

Polimerden
difiizyon

Erozyon (etkin
madde tasinmasi
yoktur,)

Sekil 1.12. PLGA matrisler icinde meydana gelen ve etkin madde salimini saglayan
fizikokimyasal surecler. Bu sireclerin etkin madde salimi ve diger sirecler tzerindeki etkileri
oklarla gosterilmistir ve bazi oklar ¢ift yonludur (Fredenberg ve ark., 2011).

Polimer matrislerde salim daha c¢ok difizyon ile gerceklesir. Diflizyon,

partikullerin gok yogun oldugu ortamdan az yogun ortama gegisi ile yani etkin

maddenin matris icinden matris disina dogru gocu seklinde olur. Diflizyon iki

taraf konsantrasyonu esitlenene kadar devam eder. Difizyon mekanizmasi

Fick'in 1. kanunu ile aciklanir. Fick’'e gore maddenin diflizyon hizi Denklem

1.1'de gosterilmigtir (Controlled Drug Delivery, 1987; Lee ve Jasti, 2006,

s.:109).
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= =_pA= (Denklem 1.1)

Z—‘f: Etkin maddenin diftizyon hizi (mg/s)

D : Etkin maddenin difiizyon katsayisi (cm?/s)

A : Etkin maddenin difiize oldugu yiizeyin kesit alani (cm?)

%: Etkin maddenin difiize oldugu mesafeye gore konsantrasyon degisimi

(Etkin maddenin konsantrasyon gradyani) (mg/cm?)

Denklemdeki eksi isareti zamanla konsantrasyonun azaldigini ifade eder. D
ile gosterilen difizyon katsayisi Denklem 1.2’de verilen Stokes-Einstein

esitligi ile belirlenmektedir.

__RT
- 6mnrN

(Denklem 1.2)

: Diftizyon katsayisi (cm?/s)

N : Avogadro sayisi (6,02 x 10%)

r . Difiize olan partiktlin yaricapi (cm)

T : Mutlak sicakhk (K9

n : Ortamin viskozlugu (cP)

R : Molar gaz sabiti (1,987 cal.mol™*.derece™)

Denkleme go6re difiizyon katsayisi ortam sicakhgl ile dogru, maddenin

partiktl buyuklugu ve ortamin viskozlugu ile ters orantilidir.

Bir t aninda difiize olan madde miktarini bulmak i¢in Fick’in birinci esitliginin

integrali alindigi zaman elde edilen denklem, Denklem 1.3’te gosterilmistir.

Q= Dx_A(c'1 —Cyt (Denklem 1.3)
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Q : Birim yuizeyden difiize olan yigiimali etkin madde miktari (mg/cm?)
C, : Etkin maddenin difizyona basladigi yerdeki konsantrasyonu (mg/mL)
C, : Etkin maddenin ¢6zinme ortamindaki konsantrasyonu (mg/mL)

x : Etkin maddenin katettigi mesafe (cm)

D : Etkin maddenin difiizyon katsayisi (cm?/s)

A : Diftizyonun olustugu kesitin yiizey alani (cm?)

Hazirlanan ilag sekillerinin kalite kontroli ve ilaglarin karakterizasyonu igin
¢bziinme hizi testleri yapilir (Dyas ve Shah, 2007). Cozinme hizi bir
maddenin bir sivi icinde birim zamanda ¢6zinen miktaridir. Bazi kaynaklarda
bu terim hizli salim yapan oral kati dozaj seklinden birim zamanda ¢6ziinme
ortamina gecen etkin madde miktari olarak tanimlanmaktadir (Capan, 2004).
Hizlh salim yapan oral kati dozaj seklinden, etkin maddenin salim hizini
belirleyen faktor cbziinme hizidir, ancak kontrolli sahim yapan, etkin madde
salim hizinin ¢6zinme hizi yerine etkin maddenin ilac taslyici icindeki
difizyonuna, tasiyicinin degradasyonuna veya erozyonuna bagli oldugu
sistemlerde “in vitro salim veya in vitro c¢ikis calismalarn” terimi

kullaniimaktadir.

Her iki durumda da zamana bagl olarak aciga cikan etkin madde miktari
uygun yontemlerle belirlenmekte ve elde edilen verilerin cesitli kinetik
modellere uygunluklari degerlendiriimektedir. Partikil sekli ve buyuklugud,
kullanilan polimer ve yardimci maddelerin 6zellikleri, hazirlama yéntemi, etkin
maddenin 6zellikleri etkin madde salimini etkilemektedir ve bu 6zellikler g6z

ontinde bulundurularak uygun kinetik modeller belirlenmektedir.

Kontrollii salim sistemlerinin gelistiriimesinin baglamasiyla nihai amag, kan
konsantrasyonunda dalgalanma olmadan sabit tutulabilmesi icin strekli sabit
hizda etkin madde saliminin gerceklestiriimesi olmustur. Bu tip salim sifir
derece kinetik ile degerlendirilir. Sifir derece kinetik Denklem 1.4’te verilmigtir
(Martin ve ark., 1993; Li ve Jasti, 2006, s.:12).
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C=0Cy— krot (Denklem 1.4)

Co : Baslangictaki etkin madde miktari (mg)
C :taninda ¢6zinmeden kalan etkin madde miktari (mg)
kro : Sifir derece salim hiz sabiti (mg/sa)

t :Zaman (sa)

Denklem 1.4'te salim hiz sabiti (kro), ¢cozinmeden kalan etkin maddenin
zamana karsi grafige geciriimesi ile elde edilen dogrunun egimidir. Birim
zamanda acida cikan etkin madde miktari madde konsantrasyonundan

bagimsizdir ve etkin maddenin ¢ikis hizi sabittir.

Genelde hizli salimin gergeklestigi, ¢6zinme hizinin yiksek oldugu
konvansiyonel ila¢ sekillerinde cikis ortamdaki madde konsantrasyonu ile
orantihidir. Bu durumda salim birinci derece salim kinetigine uyum gdosterir (Li
ve Jasti, 2006, s.:13). Birinci derece salim Kkinetigi Denklem 1.5'te
gosterilmistir.

InC=1InCy— k4t (Denklem 1.5)

Co : Baslangictaki etkin madde miktari (mg)
C :taninda ¢bziinmeden kalan etkin madde miktari (mg)
ki, : Birinci derece salim hiz sabiti (sa™)

t :Zaman (sa)

Biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerden yapilmis homojen ve heterojen
matrislerden etkin madde saliminin, Higuchi tarafindan ileri surulmis

kinetiklere uyum gostermesi de s6z konusu olabilir.

Homojen matris sistemlerde etkin madde matris icinden matris yuzeyine
difiize olarak ¢oziinme ortamina gecer. Bu sistemlerde cikisin oldugu ylizey

alani sabit kabul edilir. Homojen matris sistemlerin uyum gdsterdigi Higuchi
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kinetigi Denklem 1.6’da gdsterilmistir (Saltzman, 2001, s.: 249; Lee ve Jasti,
2006, s.:111).

Q =D.t(2A - C,)C; (Denklem 1.6)

: Birim yiizeyden t aninda salinan etkin madde miktari (mg/cm?)

: Etkin maddenin homojen matris ortamindaki difiizyon katsayisi (cm?/s)

> O O

: Matriste birim hacimdeki etkin madde miktari (mg/mL)

Cs : Etkin maddenin matris igindeki ¢ozunurlugi (mg/mL)

Taslyicl sistemin icinde cesitli porlarin, kanallarin ve catlaklarin oldugu, etkin
maddenin matris icindeki bu porlari dolduran ortam sivisi icinde ¢6zinup
matris yuzeyine diflize oldugu heterojen matris sistemler ise Higuchi'nin
heterojen matrisler icin olan kinetik modeline uyum gostermektedir
(Saltzman, 2001, s.. 256; Lee ve Jasti, 2006, s.:111). Biyolojik olarak
parcalanabilir polimerlerden yapiimis partiktler ilag sekilleri bu kinetige uyum
gostermektedir. Bu sistemlerde matrisin porozitesi (¢) ve kapiller sistemin

kivrimlilk katsayisi (t) da salim hizini etkiler.

Q= \/? (24— &.C,)C,. t (Denklem 1.7)

Q : Birim ylizeyden t aninda salinan etkin madde miktari (mg/cm?)
D : Etkin maddenin ortam sivisindaki difiizyon katsayisi (cm?/s)

¢ : Matrisin porozitesi (%)

Cs : Etkin maddenin ortam sivisindaki ¢6zunurligi (mg/mL)

t : Kapiller sistemin kivrimhlik katsayisi (tortuosity)

Higuchi kinetik modellerine gore duzlemsel bir yluzeyden herhangi bir t
aninda salinan etkin madde miktari zamanin karekoku ile dogru orantilidir
(Higuchi, 1963).



34

Hazirlanan ilag tasiyici sistemin sekli de salim hizina etki eder. Bu durumda
Hopfenberg kinetigine de uyum gorilebilmektedir. Bu kinetikte ilag tasiyici
sistemin tabaka seklinde (duzlemsel), silindirik ve kiresel olmasina gore
veriler farkh sekilde degerlendiriimektedir (Park ve ark, 1993). Hopfenberg

kinetigi Denklem 1.8'de gorulmektedir.

[c<]

kot n
Coa

(Denklem 1.8)

M; :taninda cikan etkin madde miktari (mg)
M., : Toplam etkin madde miktari (mg)
Co : Baslangi¢ anindaki etkin madde konsantrasyonu (mg/mL)
a : Duzlemin yari kalinhidi, silindir ve kiirenin yaricapi
: Salim hiz sabiti
n : Sekil faktori

Kullanilan sistem duzlemsel ise n=1 alinir. Bu durumda esitlik Denklem
1.9'da goruldaga gibi olur.
ﬂ kot

= — (Denklem 1.9)
M, Coa

Kullanilan sistem silindirik ise n=2 alinir. Bu durumda esitlik Denklem 1.10’da
goruldugu gibi olur.

1/2
[1 - ﬂ] =1 — Kot (Denklem 1.10)
My Coa

Kullanilan sistem kuresel ise n=3 alinir. Bu durumda esitlik Denklem 1.11'de

goruldugu gibi olur.

kot
Coa

=1-

1/3
] (Denklem 1.11)

15
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Etkin maddenin aciga cikisinin diftizyonla ve/veya polimerde meydana gelen
gevseme ile olusunu agiklamak tzere gelistirilen Korsmeyer-Peppas esitligi
de Denklem 1.12’de verilmistir (Peppas ve ark., 1980; Korsmeyer ve ark.,
1983).

— = kt" (Denklem 1.12)

M :taninda c¢ikan etkin madde miktari (mg)

M. : Toplam etkin madde miktari (mg)

#: t aninda ¢ikan etkin madde fraksiyonu

k : Salim yapan sistemin yapisal ve geometrik 6zelliklerini bilestiren bir
sabit
n : Diftzyonal sabit

Denklem 1.12'de iki tarafin logaritmasi alindiginda esitlik Denklem 1.13’teki

gibi olur.

log# =logk +nlogt (Denklem 1.13)

Elde edilen bu denklem sink kosul saglandiginda, ortamda etkin maddenin

hic birikmedigdi kosullarda, etkin maddenin %60"1 salinana kadar gecerlidir

(ﬂs 0,60).
Moo

Sisebilen sistemlerde bu denklemin kullanilabilmesi igin sistemin sismesinin
orijinal hacminin % 125’ini gegmemesi ya da denge oraninin 1,33'ten yuksek

olmamasi gerekir.

Denklem 1.12 kalin membran seklindeki ve sisme gostermeyen sistemlere

uygulandiginda n degeri 0,5-1 arasinda degisir. n = 0,5'te diflizyonla ¢ikig, n
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= 1'de ise sifir dereceden c¢ikis s6z konusudur. Kinetik uygulanan sistem
kuresel ise n = 0,43 ise difuzyonla, n = 1 ise sifir derece kinetikle salim

olmaktadir.

Sistemde sisebilen polimerik yapilarin bulunmasi etkin madde salimini sifir
derece Kkinetige vyaklastirmaktadir. n degeri belirtlen degerler diginda
bulunuyorsa, burada etkin maddenin difiizyonuyla birlikte polimerik

gevsemenin de oldugu belirtiimektedir (Ritger ve Peppas, 1987a, 1987h).

Etkin madde salimi difizyonun yani sira polimerik yapinin sismesi ve
degradasyonu ile de gerceklesebilir. Bu duruma uygun esitlik Denklem

1.14'te verilmistir.

Mi; =k t%° + kyt (Denklem 1.14)
Bu durumda etkin madde cikigi iki mekanizma ile kontrol edilir. Birincisi
sallmin en basinda, polimer degrade olmaya baslamadan 6nce salimin
diftizyonla gerceklestigi asamada (k;) daha etkindir. Burada salim zamanin
karekoku ile dogru orantihdir. ikinci asama ise polimerin degradasyon
asamasidir (k;) ve degrade olan polimerden difiizyon daha hizlidir ve sifir
dereceden c¢ikis goralur. Denklemde yer alan k; ve k, degerlerine bakilarak

diftizyon-degradasyon mekanizmalarindan hangisinin etkin oldugu saptanir.

Sink kosulunun saglandigi ve partikil boyutunun salim esnasinda zamanla
azaldigi durumda daha c¢ok multipartikiiler kuresel sekilli sistemlerde
(partiktler ila¢ tasima sistemleri gibi) Hixson-Crowell esitligi (Denklem 1.15)
de incelenir (Dyas ve Shah, 2007).

W(l)/3 — W:/S =kt (Denklem 1.15)

W, : Etkin maddenin en bastaki miktari/doz (mg)
W; :taninda kalan etkin madde miktari (mg)

k :Salim hizi sabiti (mg“?/sa)
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Salim hizi verilerinin dogrusallastiriimasinda Rosin-Rammler-Sperling-
Bennet-Weibull (RRSBW) kinetigi de sik¢a kullanilir (Denklem 1.16).

o(t) =1-exp{—(t—147)B} (Denklem 1.16)

¢ : COzunen etkin madde yuzdesi

r . Zaman (dk)

p : Sekil faktori

7q : Etkin maddenin %63,2’sinin salinmasi i¢in gegen sure (dk)

Denklem 1.16'nin logaritmasi alinarak salim hizi verileri dogrusallastirilir.

Yeni esitlik Denklem 1.17'de gorulmektedir.

log[In{1/(1 — ¢)}] = Blogt — Blogt, (Denklem 1.17)

y = mx + nDenklem aslinda; seklinde bir dogru denklemidir.

Burada;

y = log[Iln{1/(1 — ¢)}]

x=logt
Dogrunun egimi (m) ve y-kesisim degeri (n) su sekildedir:

m=p
n=pBlogt,

Burada kiyaslama faktori temelde 7y yani etkin maddenin %63,2’sinin

¢6zUndugu suredir (Langenbucher, 1976).

1.6. Polimerik Mikrokirelerin Sterilizasyonu

Sterilizasyon, bir 0Orindeki tim mikroorganizmalarin vejetatif ve spor
sekillerinin ve virlslerin oldurtlmesi veya uzaklastirilmasidir. Bu amacla

farmakopelerde sterilite giivence siniri (SAL), 10°® olarak belirlenmistir. Bu 1
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milyon trinde en fazla 1 mikroorganizma bulunmasi anlamina gelir (Dortunc,
2004).

Hazirlanan farmasotik preparatlarin bitmis Grin olarak sterilize edilmesi
(terminal sterilizasyon), ekonomik olarak uygunlugu, uygulama kolaylhgi ve
sonug drunuan sterilliginden emin olunabilmesi sebebiyle tercih edilir. Ancak
terminal sterilizasyon yontemlerinin uygulanmasinin uygun olmadigi etkin
maddenin zarar gérdugu, farmasaotik Grinin yapisinin bozuldugu durumlarda

preparat aseptik olarak hazirlanarak sterilligi temin edilir.

Sterilizasyon, 1si ile, filtrasyonla, gazlarla ve radyasyonla yapilabilir. Bu
terminal sterilizasyon yontemlerinden hangisinin uygulanacagi, preparatin ve

preparatta kullanilan materyallerin 6zelliklerine gére secilir.

implante edilmek {izere hazirlanan partikiiler ilag sekillerinin uygulanmadan
once steril olmasi sarttir. Bu drtnlerin sterilizasyonunda, polimerik materyalin
yuksek 1s1 ve buharla degrade olmasindan dolay! yas 1sI veya kuru isiyla
sterilizasyonu tercih edilmez. Cozelti formundaki ilac sekillerinin
sterilizasyonunda tercih edilen filtrasyonla sterilizasyon partikiler ilag

sekillerine uygulanamaz.

Partikuler ilag sekillerinin etilen oksit gaziyla sterilizasyonu bazi ¢aligmalarda
gOsterilmistir (Friess ve Schlapp, 2006); ancak etilen oksit gazi toksik kalinti
birakabilir ve polimerin camsi gecis sicakligi ve molekdl agirhgindaki
degisiklikler takip edilmelidir. Etilen oksit ile sterilizasyon farmasoétik trinlerde
gerekmedikce kullaniimamalidir ve etilen oksit kalintisi 1 ppm’i gegmemelidir
(EMEA, 1996).

Partikuler ilagc sekillerinin sterilizasyonunda yaygin olarak kullanilan yontem
radyasyonla sterilizasyondur. Bu yontemde y-radyasyon uygulanir. Ancak y-
radyasyon, polimerin molekul agirhgr ve camsi gecis sicakligini etkileyerek
degradasyon hizini artirabilir (Friess ve Schlapp, 2006). Bu da tedavide

istenmeyen durumlara yol acabilir.
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Polimerik partikiler ila¢ sekillerinde y-radyasyon dozu 2,5 Mrad (25 kGy)
olarak kabul edilmis ve yapilan mikrobiyolojik incelemelerde bu dozun
sterilizasyon igin yeterli olan ve polimer yapisini etkilemeyen minimum doz

oldugu gorulmuistir (Hoxey ve ark., 1995; Ozalp, 1997).

1.7. Rivastigmin Tartarat

Bu calismada mikropartikillere yiklenmek Uzere baslangic ve orta seviyede
Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilan rivastigmin tartarat
secilmistir. Rivastigmin tartarat, 0zellikle merkezi sinir sisteminde
asetilkolinesteraz ve ve butirilkolinesteraz metabolizmasini reversibl olarak
inhibe eden karbamat turevi bir bilesiktir (Williams ve ark., 2003). IUPAC
isimlendirmesi  (-)-m-[(S)-1-(Dimetilamino)etillfenil  etilmetilkarbamat olan
rivastigminin, tartarik asit tuzunun acik ve kapall formuli Sekil 1.13'te
gorulmektedir (Clarke’s, 2005; Martindale, 2009, s.: 369).

0
H3C/\lTl)kO

CHa

C14H22N202.C4HeOs

(b)

Sekil 1.13. Rivastigmin tartaratin: a) acik formld, b) kapali formala

1.7.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Molekul agirhdr 400,43 g olan rivastigmin tartarat, beyaz ya da beyaza yakin
kristal toz seklindedir. Suda c¢ok ¢Ozunur, etanol ve asetonitrilde ¢Ozunur,
oktanolde az c¢Ozunur ve etil asetatta ¢ok az ¢ozunur. Erime noktasi 123-
125C’dir. Partisyon katsayisi (log P(oktanol/pH 7,0 tampon)) 3,0'dir
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(Clarke’s, 2005). Rivastigmin tartaratin teshis ve miktar tayini UV
spektrofotometrisi, yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve Gaz
kromatografisi-kutle kromatografisi (GC-MS) ile yapilabilir (Clarke’s, 2005,
Arumugam ve ark., 2008).

1.7.2. Farmakolojik Ozellikleri

Rivastigmin tartarat oral uygulamadan sonra gastrointestinal kanaldan hizlica
absorbe olur. Pik plazma konsantrasyonuna 1 saat icinde ulagir. Yemeklerle
birlikte alinmasi absorpsiyonunu 1,5 saat geciktirir ve maksimum plazma
konsantrasyonunu dusiiriir. ilac kolinesteraz enziminin katalizledigi hidrolizle
hizla dekarbamile metabolitine metabolize olur. Rivastigmin tartarat ilk gegis
etkisine maruz kalir ve tim viicuda dagilir. ilacin %90" ilk 24 saat icinde
idrarla atilir ve %21’den azi fecesle atilir. Rivastigmin tartarat metabolizmasi
bobrek bozuklugu olanlarda degisiklik goésterebilir. Doz asimi oldugunda
bulanti, kusma ve diyare gortlebilir (Clarke’s, 2005). Rivastigmin tartaratin
en yaygin yan etkileri istah azhgi ve kilo kaybi, karin agrisi, bulanti, ajitasyon,
sersemlik, depresyon, bas agrisi, uykusuzluk, halsizlik, titreme, terleme ve
dispepsidir. Daha az olarak; konvilziyon, anjina pektoris, senkop,
gastrointestinal hemoraji ve Uriner retansiyon gorulebilir (Williams ve ark.,
2003).

Rivastigmin tartaratin biyoyararlanimi 3 mg’lik dozun ardindan %36’dir ve
yemeklerle artabilir (AUC degerinde artis gordlar). Yari omri 1 saattir.
GoOrundr dagiima hacmi 1,8-2,7 L/kg’dir. %40 oraninda plazma proteinlerine
baglanir (Clarke’s, 2005). Rivastigmin tartaratin baslangic dozu ginde iki
kere 1,5 mg'dir. Doz, gunde iki kez 3 mg, gunde iki kez 4,5 mg ve gunde iki
kez 6 mg olacak sekilde artirlabilir (Martindale, 2009, s.: 369).



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril

Diklorometan

Fosforik asit

PLGA 50:50 (MA 40 000-75 000)
PLGA 65:35 (MA 40 000-75 000)
PLGA 75:25 (MA 90 000-126 000)
PLGA 85:15 (MA 50 000-75 000)
Poli(DL-laktid) (MA 75 000-120 000)
Polivinil alkol (MA 30 000-70 000)
Polivinil pirolidon (MA 10 000)
Polivinil pirolidon (MA 40 000)
Potasyum bromur

Potasyum dihidrojen fosfat
Resomer® RG 502 (50:50, MA 7000-17 000)
Rivastigmin tartarat

Sodyum hidroksit

Sodyum klordr

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Carlo Erba
Aldrich
Novartis
Carlo Erba
Carlo Erba
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2.1.2. Kullanilan Aletler

Calkalayici su banyosu
Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Diyaliz membran (12 000-14 000 Da MWCO)

Hassas terazi

IR spektrofotometre

Kapiller Erime Noktasi Tayin Cihazi
Kolon

Liyofilizator

Manyetik karistirici

Membran filtre (seltloz asetat, 0,22 pum)
Optik mikroskop

Otomatik pipet (2-20 mL)

Otomatik pipet (20-200 mL)

Otomatik pipet (100-1000 mL)

Partiktl bayutklugu tayin cihazi

pH metre

Santriflij cihazi

Spektrofotometre (UV/VIS)

Taramali elektron mikroskobu (SEM)
Ultrasonik karistirici

Vorteks karistirici

Yuksek hizli homojenizator

Yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
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GFL 1083

Shimadzu DSC-60
Spectrum Labs Spectra/Por
Sartorius BL 210 S

Jasco FT-IR 420
Electrothermal 9100
Waters Symmetry

Christ Gamma 2-16 LSC
IKA Werke RT 10
Sartorius

Leica DM 4000B

Isotherm

Isotherm

Kartell pluripet

Malvern Mastersizer 2000
Inolab 720

Sigma 2-16P

Spekol UV VIS

Jeol JSM 6400

Ultrasonic LC 30
Heidolph Reax Top

IKA Labortechnik T25
Agilent 1100 Series HPLC
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2.2. YOntemler
2.2.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin infrared (IR) Spektrumunun incelenmesi

Rivastigmin tartaratin agat havanda potasyum bromur ile 1:10 oraninda
homojen karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan karisim hidrolik preste 10 000
kg/cm? basincla bes dakika sikistirilarak disk haline getirilmistir. Elde edilen
disk IR spektrofotometresine yerlestirilmis ve 4 000-400 cm™ dalga sayilari

arasinda IR spektrumu alinmigtir.

2.2.1.2. Etkin Maddenin Erime Noktasinin Tayini

Toz haldeki rivastigmin tartarat bir ucu kapah kilcal cam boruya doldurulup
Electrothermal 9100 erime noktasi tayin cihazinin analiz bdélmesine
yerlestirilmigtir. Sicaklik yukseltilerek maddenin eridigi sicaklik termometre

yardimiyla saptanmistir.

2.2.1.3. Etkin Maddenin DSC Analizi

DSC cihazi uygun sekilde acildiktan sonra igine toz halde bir miktar
rivastigmin tartarat konmus olan aluminyum numune kabi analiz bdlmesine
yerlestirilmigtir. Rivastigmin tartarat numunesi 25C’den 280C'’y e dakikada
20T sicakhk artisi ile isitilarak bu sicaklik araligindaki termogrami elde

edilmistir.

2.2.1.4. Etkin Maddenin Ultraviyole (UV) Spektrumun  un incelenmesi

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu (USP 30, 2007) ve ultra saf su
icindeki konsantrasyonlari bilinen berrak ¢cézeltilerinin UV spektrofotometrede
200-400 nm araliginda UV spektrumlari alinmis ve maksimum absorbans
goOsterdikleri dalga boylari (Amax) Saptanmistir. Ayrica HPLC’de de ayni

cOzeltilerin UV spektrumlari alinmis, uygunlugu incelenmistir.
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2.2.1.5. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayini

2.2.1.5.1. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayininde  Kullanilan Tampon

Cozeltisi

Rivastigmin tartaratin HPLC ile miktar tayininde mobil faz olarak pH 3 fosfat

tamponu:asetonitril (75:25 h/h) kullaniimistir (Arumugam ve ark., 2008).

pH 3 Fosfat Tamponu:

Potasyum dihidrojen fosfat 3,40¢g
Aritiimis su y.m. 1000,00 mL

900 mL aritilmis suda 3,40 g potasyum dihidrojen fosfat ¢ozulir. Fosforik asit
yardimiyla pH 3’e ayarlanir. Ardindan aritilmis su ile 1000 mL'ye tamamlanir
(EP 6, 2008, s.: 509).

2.2.1.5.2. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayininin  Kalibrasyonu

Rivastigmin tartaratin ultra saf su ve pH 7,4 fosfat tamponu icinde 0,1 mg/mL
konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Ultra saf su kullanilarak
hazirlanan stoktan 0,5 pg/mL - 20 pg/mL konsantrasyon araliginda 9, pH 7,4
fosfat tamponu kullanilarak hazirlanan stoktan 0,25 pg/mL - 20 pg/mL
konsantrasyon araliginda 10 farkh ¢ozelti hazirlanmistir. HPLC’de 210 nm’de
cOzeltilerin analizi yapiimistir. Ayni deneyler ¢ kere tekrarlanarak elde edilen
alan sonugclarinin ortalamasi alinmigtir. Konsantrasyona karsi elde edilen
rivastigmin tartarata ait piklerin alan verileri kullanilarak en kuguk kareler

yontemi ile dogru denklemleri hesaplanmistir.

2.2.1.6. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayininin A nalitik Validasyonu

Rivastigmin tartaratin miktar tayininde kullanilan HPLC yodnteminin ve
yontemde kullaniimak tzere belirlenen kosullarin uygunlugunun belirlenmesi

amaciyla yontemin analitik validasyonu yapilmistir.
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Rivastigmin tartaratin ultra saf su ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarindaki
miktar tayinlerinde 210 nm dalga boyu kullaniimistir. Mobil faz oranlari ve
allkonma zamani yapilan 6n calismalarla belirlenmistir. HPLC y6nteminin

kosullari Cizelge 2.1’de verilmigtir.

Cizelge 2.1. Rivastigmin tartaratin HPLC ile miktar tayini kosullari

Kolon Waters Symmetry® Cyg, 5 pm, 4,6x250 mm

Mobil faz pH 3 fosfat tamponu (EP 6, 2008):Asetonitril (75:25 h/h)
Kolon sicakli g 30C

Akis hizi 1mL/dakika

Enjeksiyon hacmi 50 pL

Dalga boyu 210 nm

Alikonma zamani 3,9 dakika

Miktar tayininin analitik validasyonu icin secicilik, dogrusallik ve arahgi,
dogruluk ve geri elde, kesinlik, teshis ve tayin sinirlari incelenmigtir (USP 30,
2007, s.:680; ICH Q2(R1), 2005).

2.2.1.6.1. Secicilik

Rivastigmin tartaratin HPLC ile miktar tayini esnasinda, rivastigmin tartaratin
calismada kullanilan ve ortamda bulunmasi muhtemel diger maddelerden
ayrilarak net bir sekilde tayin edilip edilemedigini belirlemek amaciyla secicilik

calismalari yapiimistir.

Bu amacla formulasyonlarda yer alan, ultra saf su ve pH 7,4 fosfat tamponu
ortamlarinda ¢6ziinebilen maddelerin tek basina ve bilinen konsantrasyonda
rivastigmin tartarat iceren cozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltilerin 210 nm’de
analizleri yapiimigtir. Bu dalga boyunda pik verip vermedikleri ve alikonma
zamaninin yakin olmasi sebebiyle etkin madde ile girisim yapan bir madde

olup olmadigi belirlenmisgtir.
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2.2.1.6.2. Dogrusallik ve Arali gi

Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta, o6rnekteki madde
konsantrasyonu ile dogru orantili test sonuglari alinabilmesidir. HPLC
analizinde dogrusallik bulunurken en kicik kareler yoéntemi ile
konsantrasyona karsi elde edilen pik alani degerlerinden regresyon dogru
denklemi hesaplanmaktadir. Bu dogrunun egimi, madde konsantrasyonu ile
bulunan deney sonuglari arasindaki matematiksel iligkiyi gostermektedir.
Regresyon dogrusunun egimi, y kesisim degeri, korelasyon katsayisi ve artik

kareler toplami bulunmahdir.

Analitik yontemin araligi ise; analitik yontemin uygun seviyede kesinlik,
dogruluk ve dogrusalliga sahip oldugunun gdsterilmis oldugu en Ust ve en alt

madde konsantrasyonu arasindaki araliktir.

Rivastigmin tartaratin ultra saf su ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarindaki
HPLC ile miktar tayin yonteminin dogrusalliginin belirlenmesi icin bu ortamlar
icinde 0,25-20 pg/mL konsantrasyon araliginda 10 farkli konsantrasyonda
cOzeltileri hazirlanmis, bu co6zeltlere HPLC analizi yapilarak bu
konsantrasyonlara karsilik gelen pik alani degerleri belirlenmigtir. InStat
istatistik programi (2000) yardimiyla konsantrasyona karsilik pik alani
dogrusu cizilmis ve elde edilen bu dogrunun % 95 gtven sinirlari

gosterilmistir.

2.2.1.6.3. Dogruluk ve Geri Elde

Bir analitik yontemin dogrulugu, gercekligi genel kabul gérmis deger veya

referans deger ile bulunan deger arasindaki yakinhgi ifade eder.

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu iginde 0,25 pg/mL, 4 ug/mL ve
10 pg/mL ve ultra saf su icinde 0,5 pg/mL, 4 pg/mL ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarinda ulcer coézeltisi hazirlanmis ve bu coézeltiler HPLC ile
6'sar kez analiz edilmistir. Rivastigmin tartarata ait pik alani verileri

yardimiyla pratik konsantrasyon ve % geri elde degerleri hesaplandi.
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Ortalama % geri elde, standart sapma ve bagil standart sapma (varyasyon
katsayisi) degerleri hesaplanarak yontemin dogrulugu gosterildi.

2.2.1.6.4. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirtilen kosullar altinda ayni homojen
ornekten coklu érnekleme ile elde edilen 6lgtimler dizisi arasindaki yakinhgi
(dagihmin derecesini) ifade eder. Kesinlik ¢ seviyede ele alinabilir:
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik.

Tekrarlanabilirlik, ayni islem kosullarn altinda kisa bir zaman araligi
sonundaki kesinligi ifade eder. Ara kesinlik, farkli gunler, farkli analistler ve
farklh malzeme gibi laboratuvar ici degiskenleri ifade eder. Tekrar elde
edilebilirlik ise laboratuvarlar arasi kesinligi ifade eder.

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu icinde 0,25 pg/mL, 4 ug/mL ve
10 pg/mL ve ultra saf su icinde 0,5 pg/mL, 4 pg/mL ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarinda Ucer ¢ozeltisi hazirlanmig ve bu c¢ozeltiler HPLC ile
6'sar kez analiz edilmigtir. Elde edilen pik alani verileri yardimiyla pratik
konsantrasyonlari hesaplandi. Ortalama konsantrasyon, standart sapma ve
bagil standart sapma verileri kullanilarak yoéntemin tekrarlanabilirligi

kanitlandi.

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamlarindaki
miktar tayin yonteminin ara kesinliginin belirlenebilmesi icin pH 7,4 fosfat
tamponu icinde 0,25 pug/mL, 4 ug/mL ve 10 pg/mL ve ultra saf su icinde 0,5
png/mL, 4 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda tcer ¢ozeltisi hazirlanmig
ve bu c¢ozeltiler HPLC ile birbirini takip eden 3 giin 6’sar kez analiz edilmistir.
Elde edilen pratik konsantrasyon degerlerinden hareketle t¢ gunluk veriler
kargilastiriimistir. Elde edilen sonuclar acisindan ginler arasinda fark olup
olmadigina karar vermek icin SPSS istatistiksel analiz programi ile t-testi

uygulanmig ve p degerleri degerlendirilmigtir. % 95 olasilikli ¢ift yonlu testte
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serbestlik derecesi 10 oldugu zaman elde edilen t-tablo deg@eri olan 2,23 ile
bulunan t degerleri kiyaslanmistir.

2.2.1.6.5. Teghis ve Tayin Sinirlari

Bir analitik yontemdeki teshis siniri (LOD), kesin olarak miktari belirlenemese
de ornek icinde varhgi tespit edilebilen en disik madde miktaridir. Teshis

sinirt Denklem 2.1'de verilmis olan esgitlikle hesaplanmigtir.

3,3 X0

Teshis Sinirt =
(Denklem 2.1)

o : Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

S : Kalibrasyon dogrusunun egimi

Bir analitik yontemdeki tayin sinirt (LOQ), bir érnekten uygun kesinlik ve
dogrulukla miktar tayini yapilabilen madde miktaridir. Tayin siniri disik
miktarda madde iceren drneklerin madde miktar tayinlerinde dnemli olan bir
parametredir. Tayin sinir Denklem 2.2'de verilmis olan esitlikle

hesaplanmigtir.

10 X o
S

Tayin sturt =
(Denklem 2.2)

o : Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi
S : Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.2.1.7. Etkin Maddenin Stabilitesinin  incelenmesi

Etkin maddenin in vitro salim ¢alismalarinin yapilacagi pH 7,4 fosfat tamponu
icindeki 37C’deki stabilitesi, bir ay sudrdirilen ¢alismadan dogru sonug
alinabilmesi igcin 6nemlidir. Bu amacla pH 7,4 fosfat tamponu iginde
hazirlanan konsantrasyonlari belli rivastigmin tartarat ¢ozeltileri 37C’de, su
banyosunda bir ay bekletilmistir. Bu stire boyunca belirli zaman araliklarinda

alinan numunelerde HPLC ile rivastigmin tartarat miktar tayini yapimistir.
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2.2.2. Polimerin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.2.1. Polimerin IR Spektrumunun  incelenmesi

Toz hale getirilmis polimerin agat havanda potasyum bromir ile 1:10
oraninda homojen karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan karigim hidrolik preste
10 000 kg/cm? basincla bes dakika sikistirilarak disk haline getirilmistir. Elde
edilen disk IR spektrofotometresine yerlestirimis ve 4 000-400 cm™ dalga

sayllarl arasinda IR spektrumu alinmistir.

2.2.2.2. Polimerin DSC Analizi

DSC cihazi uygun sekilde acildiktan sonra icine bir miktar PLGA (50:50)
konmus olan aluminyum numune kabi analiz bdlmesine yerlegtirilmigtir.
Polimer numunesi 25C’den 280C'ye dakikada 20T si caklik artigi ile

Isitilarak bu sicaklik araligindaki termogrami elde edilmisgtir.

2.2.3. On Formiilasyon ve Formilasyon Cali  gmalari

2.2.3.1. On Formulasyon Cali smalari

On formulasyon calismalarinda, hidrofilik etkin maddelerin  PLGA
mikrokurelere yUklenmesini mamkun kilan bir yontem olan su icinde yag
icinde su tipi cift emdilsiyon olusturma/cézicti buharlastirma yodntemi
secilmistir (Ito ve ark., 2007; Ng ve ark., 2010).

Bu yontem ile 6nce bos mikrokureler hazirlanmigtir (FO). Optik mikroskopta
kiresel partikillerin olustugu teyit edilmistir. Bos mikrokurelerin eldesi

gerceklestikten sonra etkin madde eklenerek mikrokire hazirlanmistir (F1).

10 mg rivastigmin tartarat iceren 0,2 mL i¢ su fazi, 200 mL PLGA 50:50’nin
icinde ¢o6zulmius oldugu 1,5 mL diklorometan (organik faz) icine eklenip
yuksek hizli homojenizatdrle 10000 rpm’de 30 saniye homojenize edilmis ve

bdylece primer emdilsiyon elde edilmistir. Sonra tzerine 1 mL % 1 a/h PVA
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iceren sulu cozelti eklenmis ve tekrar yuksek hizli homojenizatérle 10000
rom’de 30 saniye homojenize edilmistir. Daha sonra bu karisim % 0,3 a/h
PVA iceren 200 mL sulu faza (dis faz) eklenerek ikinci emulsiyon elde
edilmigtir. Daha sonra diklorometan ugurularak mikrokurelerin sertlestiriimesi
icin formilasyon oda sicakhiginda 350 rpm’de manyetik karistiricida 4 saat
boyunca karistiriimistir. 4 saatin sonunda elde edilen mikrokireler 3 kere
ultra saf su ile yikanarak santrifijlenmis ve elde edilen mikrokureler
liyofilizasyonla kurutulmustur. Cift emulsiyon olusturma/¢6ziict buharlagtirma
yontemiyle rivastigmin tartarat iceren PLGA mikrokirelerin dretim semasi
Sekil 2.1'de gorulmektedir.

Olusturulan primer

Sulu rivastigmin . emulsiyonun dis sulu
tartarat cozeltisi Ic faza eklenen sulu faza eklenmesi
(ic faz) stabilizator ¢ozeltisi
o 0999 \D
VO o/
/ Manyetik
kanstincida
. & % kanstirma
Homojenizasyon Homojenizasyon ; >
—_—
:
°d ©° PLGA- A0S PLGA-
b/ o | pi ® o | pi @
% | o Diklorometan o5 | o Diklorometan [ o)
° 0,| cozeltisi ° 0, cozeltisi
e 9 9 J (Organik faz) 9 99 | (Organik faz)
. : s Damlacik
@ Etkin maddenin eklenmesi
olusumu
Elde edilen mikrokarelerin
; liyofilizasyon islemiyle kurutulmasi ve
Organik fazin buharlastinimast kuru toz mikrokdrelerin elde edilmesi
ile polimerin sertlesmesi ve Elde edilen partikillerin
>  mikrokurelerin olusumu santrifdjlenip yikanmasi l
1444 1 4444 \
N R = - |
& > B y Sy —>
t %
,-‘ (- ) ;
® «é* = - ’ *
Cozuclnin Mikrokiire eldesi
ucuruimasi ve kurutma

Sekil 2.1. Cift emilsiyon olusturma/¢dziict buharlastirma yontemiyle rivastigmin tartarat
iceren PLGA mikrokdrelerin Gretim semasi
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Cok hidrofilik olmasi sebebiyle dig faza kagan etkin maddenin enkapsulasyon
etkinligini artirmak amaciyla c¢esitli formulasyon parametreleri 6n formulasyon

calismalarinda incelenmisgtir.

On formulasyon ¢alismalarinin yapildi§i F1-F34 arasindaki formdillerde;

» Farkli hidrofilik 6zelliklere ve molekil agirliklarina sahip PLGA tipleri,
» Farkli etkin madde ve polimer miktarlari (oranlari),

e Farkh dis faz miktari,

» Farkli karistirma sureleri,

» Farkli dis faz igerikleri,

o farkh pH'larda tampon kullanimi,

o farkli iyon doygunluklari,

» Farkli miktarda etkin madde ilavesi parametreleri incelenerek suda gok
¢ozinlr olmasi sebebiyle PLGA mikrokurelere enkapsilasyon
gucliglt olan rivastigmin tartaratin enkapstlasyon etkinliginin

arttirlmasina calisiimistir.

On formilasyon calismalarinda enkapsilasyon etkinligini arttirmak amaciyla

hazirlanan F1-F34 kodlu formdller Cizelge 2.2'de gdsterilmistir.
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2.2.3.2. Formulasyon Cali gsmalari

On formilasyon calismalarinda suda c¢ok c¢ozinir 6zellikte olan rivastigmin
tartaratin enkapsilasyonu saglandiktan sonra elde edilen partikillerin in vitro
etkin madde salim 0&zelliklerini iyilestirmek ve partikdl iriliklerini azaltmak

amaciyla;

» Dis fazda farkli bir stabilizatér kullaniminin,

» Dis fazda farkli miktarlarda stabilizator kullaniminin,

« ¢ fazda farkh miktarlarda stabilizatér kullaniminin,

» Farkli homojenizasyon hizlarinin,

» Farkli molekul agirliginda PLGA kullaniminin,

» Formuilasyona farkh miktarda etkin madde ilavesinin etkilerinin

incelenebilmesi F34-F51 kodlu formdller hazirlanmistir.

Formuilasyon calismalarinda hazirlanan  formdaller Cizelge 2.3'te

gosterilmistir.
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2.2.3.3. Formilasyonun Hazirlani § Asamasinda Kullanilan Tampon

Cozeltileri

Cift emdulsiyon / ¢Ozucl buharlastirma yontemiyle PLGA mikrokurelerin
hazirlanmasi esnasinda, dis sulu fazin pH'Inin enkapsulasyon etkinligine
etkisi incelenmigtir. Bu amacla pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltisi (Bolim
2.2.4.6.12’de yer almaktadir), pH 9 fosfat tampon c¢ozeltisi, pH 10 amonyum
klorir tampon c¢ozeltisi ve pH 10,9 amonyum Kklorir tampon c¢dzeltisi

mikrokure Uretiminde kullaniimak tzere hazirlanmistir.

pH 9 Fosfat Tamponu:

Potasyum dihidrojen fosfat 1,74 g
Aritilmis su y.m. 100,00 mL

80 mL aritilmisg suda 1,74 g potasyum dihidrojen fosfat ¢ozilmustir. 1 M
potasyum hidroksit yardimiyla pH 9'a ayarlanmistir. Ardindan aritiimis su ile
100 mL’'ye tamamlanmigtir (EP 6, 2008, s.: 513).

pH 10 Amonyum Klortr Tamponu:

Amonyum Klortr 5449
Amonyak 35,0 mL
Aritiimis su y.m. 100,0 mL

5,4 g amonyum klortir 20 mL antiimis suda ¢ozulmustiar. 35 mL amonyak
eklenmis ve aritilmis suyla 100 mL'ye tamamlanmigtir (EP 6, 2008, s.: 513).

pH 10,9 Amonyum Klortr Tamponu:

Amonyum Klortr 6,759
Amonyak y.m. 100,00 mL

6,75 g amonyum klorur bir miktar amonyak i¢cinde ¢dzilmis ve amonyakla
100 mL’ye tamamlanmigtir (EP 6, 2008, s.: 513).
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2.2.4. Hazirlanan Formiillerde Yapilan Kontroller

2.2.4.1. Hazirlanan Formillerde Etkin Madde Miktar Tayini ve
Enkapsulasyon Etkinli  gi

Hazirlanan mikrokirelerde rivastigmin tartarat miktar tayini yapmak icin 10
mg mikrokire tartilmig, 1 mL diklorometan iginde vorteks Kkaristiric
yardimiyla 30 dakika boyunca karistiriimigtir. Daha sonra lzerine 20 mL
aritilmis  su eklenmis ve manyetik karnistiricida 50C’de kari stirarak
diklorometanin u¢masi ve polimerin ¢cokmesi saglanmistir. Isitma sirasinda
buharlagan ¢o6zicu miktarini yerine koymak ve hacmi sabitlemek igin
25'mL'lik balon jojede hacim tamamlanmistir ve 6 dakika 4500 rpm’de
santrifij yapilarak ¢oken polimerin ayrilmasi saglanmis, Ustte kalan etkin
madde c¢ozeltisinden alinarak HPLC analizi yapiimistir. Miktar tayin islemi 3
paralel halinde yapilarak sonuclarin ortalamasi alinmis ve rivastigmin tartarat

miktari belirlenmistir.

Belirlenen etkin madde miktari yardimiyla formulasyonlardaki enkapstlasyon
etkinligi ve islem verimi belirlenmis ve bu veriler in vitro salim ¢alismalarinda
kullanilacak  mikrokire  miktarinin  belirlenmesinde  ve  sonuclarin
degerlendiriimesinde kullaniimigtir. Enkapsulasyon etkinligi Denklem 2.3’e
gore hesaplanmigtir.

Pratik etkin madde miktart
= x 100

" Teorik etkin madde miktari
(Denklem 2.3)

Denklemde;

EE: Enkapstlasyon etkinligi
Pratik etkin madde miktari: 10 mg mikrokurede olgtlen etkin madde miktari
Teorik ekin madde miktari: Formulasyonda 10 mg mikrokirede bulunmasi

gereken teorik etkin madde miktari

Formdullerin hazirlanmasinda olusan madde kaybi ve ulagilan kuatlenin

degerlendiriimesi icin iglem verimi Denklem 2.4’e g6re hesaplanmistir.
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Islem Verimi Pratik madde miktart 100
= X
Frem vertmt Teorik madde miktar

(Denklem 2.4)

Pratik madde miktari: Hazirlanan formulasyonun 6él¢ilen toplam miktari

Teorik madde miktari: Hazirlanan formulasyonun teorik madde miktari

2.2.4.2. Hazirlanan Formullerin  Sekil ve Yuzey Morfolojilerinin

incelenmesi

Formulasyon calismalari sirasinda mikropartikillerin olusup olugsmadiginin,
sekillerinin kiresel olup olmadiginin belirlenmesi ve yaklasik partikdl

blyukligunun gdzlemlenebilmesi icin optik mikroskoptan yararlaniimistir.

Mikrokurelerin yuzey Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullaniimistir. Hazirlanan formdller icinde belirlenen bir
formile SEM analizi uygulanmigtir. Hazirlanan mikroktrelerin in vitro etkin
madde salim calismalari sonrasindaki degisikliklerin tespiti amaciyla, ayni
formalin bir aylik in vitro etkin madde salim calismasinin ardindan SEM

analizi ile ylzey 0Ozellikleri incelenmistir.

SEM analizi icin 6ncelikle mikrokUreler bir 6rnek tutucuya iletken cift tarafl bir
bant Gzerine yayilarak sabitlenmis ve soguk sacilimh kaplayici kullanilarak
altinla kaplanmistir. Kaplanan numuneler SEM cihazina yerlestirilerek
elektron mikrograflari ¢ekilmigtir.

2.2.4.3. Hazirlanan Formiullerin IR Analizi

Once formuldeki maddeleri ayni oranda iceren toz haldeki fiziksel
karigimlarin, sonra da hazirlanan formillerin agat havanda potasyum bromdr
ile 1:10 oraninda homojen karisimlari hazirlanmistir. Hazirlanan karigimlar
hidrolik preste 10 000 kg/cm? basingla bes dakika sikistirilarak disk haline
getirilmistir. Elde edilen diskler IR spektrofotometresine yerlestiriimis ve

4000-400 cm™ dalga sayilari arasinda IR spektrumlari alinmistir.
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2.2.4.4. Hazirlanan Formiullerin DSC Analizi

DSC cihazi ile formuldeki maddeleri ayni oranda igeren toz haldeki fiziksel
karigsim ve analizi yapilacak formdlin konmus oldugu aluminyum numune
kaplari  analiz  bdlmesine vyerlestirimis  ve  sirasiyla  analizleri
gerceklestiriimigtir. Fiziksel karigsim ve formil, 25C’den 280T’'ye dakikada
20T sicaklik arti g1 ile 1sitilarak bu sicakhk arahgindaki termogramlar elde
edilmistir.

2.2.4.5. Hazirlanan Formullerin  Partikil Buyld kligu ve Buyukluk

Dagiliminin Tayini

Geometrik ortalama partiktl ¢capi (dos) ve partiktllerin buyuklik dagilimininin
genisligini ifade eden degerler (span), Malvern Mastersizer 2000 cihazi
kullanilarak lazer 1sini kirnimi  yontemiyle tayin edilmigtir. Olcumler,
hazirlanan mikrokdrelerin icinde c¢6zinmedigi su ortaminda yapilmistir.

Analiz her mikrokire formilasyonu icin ¢ kez tekrarlanarak yapilmistir.

2.2.4.6. Hazirlanan Formullerde In Vitro Etkin Madd e Salim Cali smalari

2.2.4.6.1. In Vitro Etkin Madde Salim Cali smalarinda Kullanilan Ortam

Hastaya subkutan veya intramiskiler yolla verilmesi planlanan dozaj
formunun in vitro etkin madde salim ¢aligmalari esnasinda fizyolojik ortama
benzer bir ortam yaratmak icin uygun oldugu dusunidlen pH 7,4 fosfat

tamponu segilmigtir.

pH 7,4 Fosfat Tamponu:

Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (0,2 M) 50,0 mL
Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (0,2 M) 39,1 mL
Aritilmis su y.m. 200,0 mL

Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (0,2 M):
Potasyum dihidrojen fosfat 27,22 g
Aritilmis su y.m. 1000 mL
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pH 7,4 fosfat tamponunu hazirlamak igin 6ncelikle 0,2 M potasyum dihidrojen
fosfat ¢cozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin 27,22 g tartilan potasyum dihidrojen
fosfat bir miktar artilmis suda ¢oztulmustir. Daha sonra aritiimis su ile 1000
mL'ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 50 mL, 200 mL'lik bir balon
jojeye alinmistir. Uzerine 39,1 mL 0,2 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenmis
ve 200 mL'ye aritilmig su ile tamamlanmistir (USP 30, 2007).

2.2.4.6.2. In Vitro Etkin Madde Salim Cali smalarinin Yapih si

Hazirlanan dozaj formundan etkin madde saliminin fizyolojik kosullarda nasil
olabilecegini gostermek amaciyla ydrutilen in vitro etkin madde salim

calismalarinda statik yontem kullaniimistir.

0,4 mg rivastigmin tartarat icerecek miktarda tartilan mikrokireler, 1 saat
boyunca calismanin yapilacagi ¢c6ziinme ortami olan pH 7,4 fosfat tamponu
icinde hidratasyon igleminden gecirilmis, es boyutta kesilmis, bir ucu bagli
diyaliz membranlara yerlestiriimistir. Uzerlerine 1l’er mL pH 7,4 fosfat
tamponu eklenip diger uglari da baglanmistir. Mikrokire formulasyonu iceren
membranlar 37C’de 50 rpm’de calkalayici su banyosu nda bulunan 20 mL
pH 7,4 fosfat tamponu iceren kapakli cam numune kaplarina yerlestirilmigtir.
Belirlenen zaman araliklarinda 0,5 mL numune alinarak yerine ayni miktarda

taze ortam sivisi ilave edilmistir.

Alinan numuneler HPLC'de analiz edilmigtir ve kalibrasyon denklemi
yardimiyla numunelerin etkin madde konsantrasyonlari belirlenmigtir. 3
paralel halinde vydritilen deneylerin sonucunda elde edilen verilerle
rivastigmin tartaratin % cikan etkin madde miktarlarina gore salim profilleri

cizilmistir. Ayica elde edilen bu verilerle salim kinetikleri incelenmistir.

Ayni kosullarda 0,4 mg saf etkin maddenin de 3 paralel halinde in vitro salim

calismasi yapilmigtir.
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2.2.4.6.3. Hazirlanan Formillerin Sterilizasyonu

implante edilmek Uzere tasarlanip hazirlanan formiillerin sterilize edilmesi
gerekmektedir. Sterilizasyon sonucunda polimerik yapida meydana
gelebilecek degisiklerin minimumda tutulmasi ve in vitro etkin madde
saliminin etkilenmemesi amaciyla polimerik yapidaki ila¢ tasiyici sistemler
icin en uygun sterilizasyon yontemi olan gama isinlari ile sterilizasyon tercih

edilmistir.

Sterilizasyon islemi, ®°Co gama kaynag ile kenar doz hizi 0.51 Mrad/sa,
merkez doz hizi 0,47 Mrad/sa olan PX-y-30 Issolodovatejl sisteminde
gerceklestiriimigtir. Sterilize edilecek mikrokureler amber renkli flakonlar
icinde 1sinlama alanina konulmus ve 1sinlama dozu olarak polimerik

materyaller icin uygun gorilen 2,5 Mrad secilmigtir.

2.2.4.6.4. Kinetik Hesaplamalar ve Sonugclarinin De  gerlendirilmesi

Hazirlanan formullerden etkin madde aciga cikisinin uyum sagladigi kinetik
model, Bolim 1.5'te yer alan kinetik modellerden hareketle SPSS istatiksel
analiz programi  kullanilarak bulunmus ve elde edilen verilerin
degerlendiriimesi ile formilasyon degiskenlerinin etkin madde salimini nasil

etkiledigi bulunmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesine A it Bulgular

3.1.1. Etkin Maddenin IR Spektrumu

Bolum 2.2.1.1’de anlatildigi sekilde elde edilen rivastigmin tartaratin IR

spektrumunda, fonksiyonel gruplarina ait bantlar Sekil 3.1.’de gosterilmigtir.
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Sekil 3.1. Rivastigmin tartaratin IR spektrumu

3.1.2. Etkin Maddenin Erime Noktasinin Tayini

Rivastigmin tartaratin erime noktasi tayini 3 paralel 6lcimin sonucu alinarak
Bolum 2.2.1.2’de anlatildigi bicimde yapilmigtir. Deney sonucunda maddenin
125C’de eridi gi gortlmustdr.

3.1.3. Etkin Maddenin DSC Analizi

Rivastigmin tartaratin DSC termogrami Boélim 2.2.1.3’te anlatildigi sekilde

elde edilmigstir. Elde edilen termogram Sekil 3.2’de verilmistir.
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Rivastigmin tartarat

DSC
mwW
3.000
Rivastigmin DSC-60.tad DSC
2.00- T T\,
|
1.00r
I
Peak 130.79C Peak 230.72C
0.00- Onset 127.87C |1 Onset 227.56C
Endset 135.01C | Endset 237.03C
Heat 0.07J i Heat 0.15J
-1.00- <0.02cal -0.04cal
Height -4.94mwW { Height 5.03mwW
-2.00-
-3.00r
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.2. Rivastigmin tartaratin DSC termogrami

3.1.4. Etkin Maddenin UV Spektrumu

Rivastigmin tartaratin UV spektrumu, UV spektrofotometresi ve HPLC ile
Bolum 2.2.1.4'te anlatildigi sekilde alinmigtir. Referans spektrum ve HPLC ile
elde edilen UV spektrum Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6'da

gorulmektedir.
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Sekil 3.3. Rivastigmin tartaratin referans UV spektrumu (Clarke’s, 2005)
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Sekil 3.4. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda HPLC ile elde edilen UV
spektrumu
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Sekil 3.5. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortaminda HPLC ile elde edilen UV spektrumu
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Sekil 3.6. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortaminda HPLC ile elde edilen 3 boyutlu UV
spektrumu

3.1.5. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayininin Kal

ibrasyonu

Bolum 2.2.1.5.2'de anlatildigi bicimde pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su

yapilan oOlgcimler sonucunda elde edilen kalibrasyon parametreleri ve

kalibrasyon dogrulari sirasiyla Cizelge 3.1, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8'de

gorulmektedir.

Cizelge 3.1. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su icindeki miktar
tayininin kalibrasyonuna ait parametreler

Ortam

E gim+SH

Kesi sim+SH

pH 7,4 Fosfat
Tamponu

88,7650+0,4595

4,3955+1,0901

1,0000

Ultra Saf Su

90,9090+1,5236

1,8864+1,4442

0,9999
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Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki kalibrasyon dogrusu
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Sekil 3.8. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortamindaki kalibrasyon dogrusu
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3.1.6. Etkin Maddenin HPLC ile Miktar Tayininin Ana  litik Validasyonuna
iliskin Bulgular

3.1.6.1. Segcicilik

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su icindeki miktar
tayininin secicilik calismasi Bolim 2.2.1.6.1'de aciklandigi sekilde yapiimigtir.
Formulasyonda kullanilan polimer ve organik ¢ozicu (PLGA ve diklorometan)
suda ¢ozunmedigi icin rivastigmin tartarat ile pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra
saf su icinde cozeltisi hazirlanamamigtir. Formilasyon asamasinda stizme
ve ucurma iglemi yapildigi icin numumelere ¢6ziinmemis halde diklorometan
ve PLGA artig1 gegmeyecegi dustnulmustiur. Formulasyonda yer alan suda
¢ozinen polivinil alkoliin rivastigmin iceren pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf
su icinde ¢ozeltileri hazirlanmis, HPLC analizinde rivastigmin tartarat ile ayni

dalga boyunda ve yakin alikkonma zamaninda pik vermedigi gozlenmistir.

Ayrica rivastigmin tartarat icermeyen mikrokire formilasyonu hazirlanmis,
etkin madde miktar tayin islemi uygulanmig ve alinan 6érnege HPLC analizi
uygulanmigtir. Analizde rivastigmin tartarat ile ayni dalga boyunda ve yakin
allkonma zamaninda pik gozlenmemistir. Bos mikrokureler ile in vitro etkin
madde salim calismasi da yapilmig, belirli zaman araliklarinda alinan
ornekler HPLC ile analiz edilmistir. Analizde rivastigmin tartarat ile ayni dalga

boyunda ve yakin alikkonma zamaninda pik gézlenmemistir.

3.1.6.2. Dogrusallik ve Arali @i

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su icindeki miktar
tayininin dogrusallik ve araligi calismasi Bolim 2.2.1.6.2’de aciklandigi
sekilde yapilmistir. Elde edilen dogrular Sekil 3.9 ve $ekil 3.10'da, bu

dogruya iliskin parametreler ise Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3'te verilmigtir.
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Sekil 3.9. Rivastigmin Tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki dogrusallik ve araligi

calismasina iliskin dogru

Cizelge 3.2. Rivastigmin Tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki dogrusallik ve araligi

calismasina iligkin parametreler

Egim (m) 88,765
Standart hata 0,1928
%95 Olasilikl Guven Sinirlar 88,320 - 89,209

Kesisim (n) 4,395
Standart hata 1,520
%95 Olasiliklh Guven Sinirlari 0,8895 - 7,901

Korelasyon katsayisi (r) 1,0000

Determinasyon katsayisi (%) 1,0000

Regresyon dogrusundan olan sapmalarin

sapmalarin standart sapmasi (Sy.x) 3,587

Lineer regresyon kareler toplami 2,728x10°

Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 102,96

Ortalamanin artik kareler toplami 12,870
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Sekil 3.10. Rivastigmin Tartaratin distile su ortamindaki dogrusallik ve araligi calismasina
iliskin dogru

Cizelge 3.3. Rivastigmin Tartaratin distile su ortamindaki dogrusallik ve araligi calismasina
iliskin parametreler

Egim (m) 90,909
Standart hata 0,3058
2095 Olasilikl Glven Sinirlari 90,186 - 91,632

Kesigim (n) -1,886
Standart hata 2,542
2095 Olasilikl Glven Sinirlari -7,898 - 4,125

Korelasyon katsayisi (r) 1,0000

Determinasyon katsayisi (r°) 0,9999

Regresyon dogrusundan olan sapmalarin

standart sapmasi (Sy.x) 5,457
Lineer regresyon kareler toplami 2,632x10°
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 208,47

Ortalamanin artik kareler toplami 29,782




3.1.6.3. Dogruluk ve Geri Elde

12

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su icindeki miktar

tayininin dogruluk ve geri elde c¢aligmasi Bolum 2.2.1.6.3'te agiklandigi

sekilde yapilmistir. Elde edilen veriler ve bu verilere iligkin parametreler

Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5'te verilmistir.

Cizelge 3.4. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki miktar tayin
yénteminin dogruluk ve geri elde calismasina iliskin sonuglar

C6zunme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:

0,25 pg/mL 4 ug/mL 10 pg/mL

Pratik % Geri | Pratik % Geri | Pratik % Geri

Konsantrasyon | Elde Konsantrasyon | Elde Konsantrasyon | Elde
0,246 98,257 4,104 102,604 10,315 103,149
0,251 100,510 4,121 103,026 10,383 103,825
0,256 102,313 4,128 103,195 10,292 102,924
0,257 102,763 4,131 103,280 10,337 103,375
0,255 101,862 4,153 103,815 10,360 103,600
0,256 102,313 4,110 102,744 10,315 103,149

Ortalama %

Geri Elde 101,336 103,111 103,337

Standart

Sapma 1,696 0,431 0,303

Bagil Standart

< agm a@ss) | 1674 0,418 0,293

Cizelge 3.5. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortamindaki miktar tayin yénteminin dogruluk
ve geri elde ¢alismasina iligskin sonuclar

Cozunme Ortami: Ultra Saf Su

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:

0,5 pg/mL 4 pg/mL 10 pg/mL

Pratik % Geri | Pratik % Geri | Pratik % Geri

Konsantrasyon | Elde Konsantrasyon | Elde Konsantrasyon | Elde
0,506 101,170 4,079 101,966 10,008 100,077
0,509 101,830 4,018 100,454 10,011 100,110
0,506 101,170 4,041 101,031 9,992 99,923
0,509 101,830 4,041 101,031 10,005 100,055
0,507 101,390 4,058 101,444 10,012 100,121
0,506 101,170 4,047 101,169 10,016 100,165

Ortalama %

Geri Elde 101,427 101,183 100,075

Standart

Sapma 0,324 0,502 0,084

Bagil Standart

< ag e (@SS | 0319 0,496 0,084
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Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamlarindaki

miktar

tayin yonteminin

tekrarlanabilirlik calismasi

Bolim 2.2.1.6.4'te

aciklandigi bicimde yapiimistir. Elde edilen veriler ve bu verilere iligskin

parametreler Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki miktar tayin
yonteminin tekrarlanabilirlik calismasina iliskin sonuclar

Co6zunme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:

0,25 pg/mL 4 pg/mL 10 pg/mL
Alan Konsantrasyon | Alan | Konsantrasyon | Alan | Konsantrasyon
26,8 0,252 360,1 4,007 901,1 10,102
26,0 0,243 360,8 4,015 902,8 10,121
26,1 0,245 358,5 3,989 899,6 10,085
27,0 0,255 360,2 4,008 897,7 10,064
26,8 0,252 361,2 4,020 899,2 10,081
26,5 0,249 363,9 4,050 902,8 10,121

Ortalama 0,249 4,015 10,096

Standart

Sapma 0,005 0,020 0,023

BSS 1,844 0,501 0,230

Cizelge 3.7. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortamindaki miktar tayin yonteminin
tekrarlanabilirlik ¢calismasina iligkin sonuclar

C6zunme Ortami: Ultra Saf Su

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

0,5 pg/mL 4 pg/mL 10 pg/mL
Alan Konsantrasyon | Alan Konsantrasyon Alan Konsantrasyon
44,7 0,512 359,8 3,979 910,8 10,040
43,4 0,498 360,3 3,984 905,5 9,981
44,2 0,507 359,0 3,970 902,2 9,945
43,3 0,497 359,5 3,975 907,4 10,002
44,3 0,508 359,5 3,975 907,8 10,007
44,9 0,515 359,1 3,971 909,2 10,022

Ortalama 0,506 3,976 9,999

Standart 0,007 0,005 0,033

Sapma

BSS 1,433 0,132 0,331
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Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamlarindaki

miktar tayin yonteminin ara kesinlik ¢alismasi Bolim 2.2.1.6.4'te aciklandigi

bicimde yapiimistir. Elde edilen veriler ve bu verilere iligkin parametreler

Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Cizelge 3.10 ve Cizelge 3.11'de verilmistir.

Cizelge 3.8. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki miktar tayin
yonteminin ara kesinlik ¢alismasina iligkin sonuclar

C6zunme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Kon santrasyon:

0,25 pg/mL 4 ug/mL 10 pg/mL
Alan | Konsantrasyon | Alan [ Konsantrasyon | Alan | Konsantrasyon
1. gln
27,0 0,255 362,1 4,030 903,3 10,127
27,2 0,257 361,1 4,019 902,6 10,119
26,9 0,254 361,6 4,024 904,0 10,135
27,5 0,260 362,0 4,029 901,8 10,110
26,7 0,251 363,9 4,050 901,8 10,110
26,8 0,252 363,7 4,048 901,9 10,111
2. gun
27,8 0,264 361,1 4,019 899,5 10,084
26,6 0,250 362,3 4,032 901,8 10,110
26,5 0,249 362,7 4,037 904,0 10,135
26,9 0,254 360,9 4,016 900,8 10,099
26,7 0,251 363,2 4,042 901,4 10,105
27,3 0,258 360,4 4,011 902,1 10,113
3. gun
27,4 0,259 359,9 4,005 902,3 10,116
26,7 0,251 361,2 4,020 904,0 10,135
27,0 0,255 359,8 4,004 901,2 10,103
26,4 0,248 362,2 4,031 903,7 10,131
26,1 0,245 362,2 4,031 903,6 10,130
26,6 0,250 361,7 4,025 902,7 10,120
Ortalama 0,253 4,026 10,116
Standart 0,005 0,013 0,014
Sapma
Bagil
Standart 1,882451 0,327 0,139
Sapma
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Cizelge 3.9. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki miktar tayin
yonteminin ara kesinlik ¢calismasinda gunler arasindaki farki incelemek icin yapilan t-testi ile
incelenen parametreler

C6zunme Ortami: pH 7,4 Fosfat Tamponu

Teorik Teorik Teorik
Kiyaslanan | Konsantrasyon: Konsantrasyon: Konsantrasyon:
giinler 0,25 pg/mL 4 pug/mL 10 pg/mL
p* t p* t p* t
1-2 0,213 0,185 0,894 0,981 0,516 1,358
1-3 0,376 1,428 0,868 1,941 0,720 0,592
2-3 0,703 0,964 0,746 0,956 0,680 1,758

*p<0,05 olmasi farkin énemli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.10. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortamindaki miktar tayin yénteminin ara
kesinlik calismasina iliskin sonuglar

C6zunme Ortami: Ultra Saf Su

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:
0,5 pg/mL 4 ug/mL 10 pg/mL
Alan [ Konsantrasyon | Alan | Konsantrasyon | Alan | Konsantrasyon
1. gin
44,1 0,506 363,6 4,020 908,9 10,019
44,4 0,509 364,5 4,030 908,3 10,012
44,2 0,507 363,8 4,023 907,2 10,000
441 0,506 363,5 4,019 908,8 10,018
43,7 0,501 364,0 4,025 907,5 10,003
43,5 0,499 364,3 4,028 907,6 10,004
2. gun
44,8 0,514 365,7 4,043 906,3 9,990
44,6 0,511 362,5 4,008 906,9 9,997
44,2 0,507 362,9 4,013 907,8 10,007
441 0,506 363,8 4,023 908,9 10,019
43,9 0,504 363,6 4,020 910,6 10,037
43,8 0,503 362,6 4,009 908,7 10,016
3. gun
44,5 0,510 364,6 4,031 906,9 9,997
44,1 0,506 364,7 4,032 907,5 10,003
45,1 0,517 361,9 4,002 906,6 9,993
440 0,505 363,1 4,015 908,9 10,019
44,5 0,510 363,7 4,021 909,7 10,027
43,9 0,504 364,1 4,026 908,4 10,013
Ortalama 0,507 4,022 10,010
Standart 0,004 0,010 0,012
Sapma
Bagil
Standart 0,866 0,248 0,125
Sapma
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Cizelge 3.11. Rivastigmin tartaratin ultra saf su ortamindaki miktar tayin yénteminin ara
kesinlik calismasinda gunler arasindaki farki incelemek icin yapilan t-testi ile incelenen
parametreler

C6zunme Ortami: Ultra Saf Su

Teorik Teorik Teorik
Kiyaslanan | Konsantrasyon: Konsantrasyon: Konsantrasyon:
glnler 0,5 pg/mL 4 pg/mL 10 pg/mL
p t p t p t
1-2 0,848 1,216 0,118 0,862 0,149 0,218
1-3 0,676 1,595 0,102 0,605 0,140 0,105
2-3 0,815 0,446 0,848 0,260 0,651 0,267

*p<0,05 olmasi farkin énemli oldugunu gostermektedir.

3.1.6.5. Teshis ve Tayin Sinirlar

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamindaki
miktar tayin yonteminde, B6lum 2.2.1.6.5’te belirtildigi sekilde hesaplanan

teshis ve tayin sinirlari Cizelge 3.12'de go6sterilmigtir.

Cizelge 3.12. Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamindaki miktar
tayin yonteminin teghis ve tayin sinirlari

Ortam Te ghis Sinin Tayin Siniri
pH 7,4 Fosfat Tamponu 0,0702 pg/mL 0,2127 pg/mL
Ultra Saf Su 0,0908 pg/mL 0,2751 pg/mL

3.1.7. Etkin Maddenin Stabilitesinin  Incelenmesi

Rivastigmin tartaratin bilinen konsantrasyondaki c¢o6zeltisinden Bolim
2.2.1.7de anlatildigi sekilde 1 ay boyunca alinan numunelerin

konsantrasyonlarinda herhangi bir degisim gézlenmemistir.
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3.2. Polimere Ait Bulgular

3.2.1. Polimerin IR Spektrumu

PLGA 50:50'nin Bolum 2.2.2.1’de anlatildigi sekilde elde edilen IR
spektrumunda, maddenin fonksiyonel gruplarina ait bantlar Sekil 3.11'de

gorulmektedir.
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Sekil 3.11. PLGA 50:50'nin IR spektrumu

3.2.2. Polimerin DSC Analizi

PLGA 50:50’'nin DSC termogrami Bolim 2.2.1.3'te anlatildigi sekilde elde

edilmistir. Elde edilen termogram Sekil 3.12'de gorulmektedir.
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DSC PLGA 50:50
mwW
3.00-
— PLGA 50,50 DSC-B0tad DSC
2.00-
1.00F /\
0.00- \ _\////_//—
I ‘/'"
\ /. peak 49.61C
-1.00- Onset 43.43C
Endset  56.44C
Heat 0.02J
-2.00r -0.00cal
Height  -0.68mW
-3.00r
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.12. PLGA 50:50'nin DSC termogrami

3.3. Formilasyon Cali gsmalarina Ait Bulgular

3.3.1. Hazirlanan Formullerde Etkin Madde Miktar Tayini ve
Enkapsulasyon Etkinli @i

Hazirlanan formullerin islem verimleri, etkin madde miktar tayini verileri ve

enkapsulasyon etkinlikleri Cizelge 3.13'te verilmistir.
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Cizelge 3.13. Hazirlanan formallerin islem verimleri ve enkapsulasyon etkinlikleri

) Teo_rik Miktar Tayini
| Ve | ade | PR | g | S| Eopenn
(mg) Miktari (mg) (%95)
F1 68,71 0,4762 0,0099 0,0001 | #0,0002 2,08
F2 77,33 0,4762 0,0302 0,0002 | #0,0004 6,33
F3 81,76 0,4762 0,1310 0,0006 | #0,0015 27,49
F4 75,29 0,4762 0,0263 0,0001 | +0,0003 5,51
F5 63,71 0,4762 0,0464 0,0002 | #0,0004 9,72
F6 72,33 0,4762 0,0316 0,0042 | £0,0105 6,62
F7 55,64 1,1111 0,0289 0,0001 | #0,0002 2,59
F8 66,24 2,0000 0,1136 0,0001 | %0,0003 5,68
F9 61,60 2,7273 0,1250 0,0012 | #0,0001 4,58
F10 57,10 3,3333 0,4945 0,0000 | #0,0030 14,84
F11 71,24 0,4762 0,1286 0,0006 | #0,0001 26,99
F12 62,04 1,1111 0,2383 0,0002 | #0,0015 21,45
F13 71,45 0,9091 0,0644 0,0000 | =%0,0005 7,08
F14 72,37 0,6667 0,0337 0,0000 | #0,0001 5,05
F15 68,71 0,4762 0,0110 0,0000 | %0,0000 2,30
F16 76,81 0,4762 0,0358 0,0001 | #0,0001 7,51
F17 56,19 0,4762 0,0223 0,0002 | #0,0002 4,66
F18 71,00 0,4762 0,0907 0,0000 | %0,0005 19,03
F19 73,19 0,4762 0,0110 0,0000 | #0,0001 2,28
F20 81,76 0,4762 0,0117 0,0011 | #0,0001 2,43
F21 43,70 5,0000 0,0272 0,0012 | +0,0028 0,54
F22 57,15 5,0000 0,8412 0,0008 | #0,0029 16,83
F23 53,80 5,0000 0,5382 0,0001 | #0,0020 10,77
F24 24,48 0,4762 0,0068 0,0042 | #0,0001 1,42
F25 11,33 0,4762 0,0058 0,0000 | #0,0001 1,19
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Cizelge 3.13. (Devam) Hazirlanan formdllerin igslem verimleri ve enkapsulasyon etkinlikleri

] Teorik Miktar Tayini
Formil \',selﬁm, ,\f ;';‘Qe Pratik Etkin Guven | Enkapsiilasyon
kodu (%) Miktar: ‘Madde Sstzg(i?;t Sinir Etkinli gi (%)
(mg) Miktarr (mg) (%95)
F26 96,33 3,3333 0,1469 0,0001 | +0,0005 4,41
F27 59,73 3,3333 0,1637 0,0000 | +0,0002 4,91
F28 56,37 3,3333 0,5436 0,0006 | +0,0014 16,31
F29 56,80 3,3333 0,2028 0,0001 | +0,0004 6,08
F30 55,45 5,0000 0,6177 0,0014 | +0,0035 12,59
F31 89,86 0,4762 0,0938 0,0003 | +0,0007 19,69
F32 104,05 0,4762 0,1717 0,0002 | =+0,0005 36,06
F33 102,24 0,4762 0,1874 0,0001 | =+0,0003 39,35
F34 97,71 0,4762 0,3576 0,0007 | +0,0016 75,09
F35 83,67 0,4762 0,2110 0,0014 | +0,0034 44,30
F36 85,00 0,4762 0,1681 0,0000 | +0,0001 35,28
F37 105,14 0,4762 0,1473 0,0001 | +0,0001 30,92
F38 106,19 0,4762 0,1262 0,0000 | =+0,0001 26,48
F39 69,14 0,4762 0,0644 0,0003 | =+0,0007 13,50
F40 101,00 0,4762 0,1717 0,0008 | +0,0019 36,05
F41 94,86 0,9091 0,4357 0,0012 | +0,0030 47.93
F42 105,17 3,3333 0,1996 0,0007 | +0,0016 5,96
F43 80,05 0,4762 0,0300 0,0000 | +0,0001 6.35
F44 84,48 0,4762 0,2595 0,0004 | +0,0010 54,02
F45 102,90 0,4762 0,0959 0,0011 | +0,0027 20,14
F46 103,52 0,4762 0,0868 0,0007 | +0,0017 18,23
F47 105,48 0,4762 0,0594 0,0004 | +0,0009 12,47
F48 104,05 0,4762 0,1064 0,0001 | +0,0003 22,35
F49 100,52 0,4762 0,1869 0,0006 | +0,0016 39,26
F50 70,14 0,4762 0,2308 0,0007 | =#0,0017 48,46
F51 91,24 0,4762 0,1969 0,0002 | +0,0004 41,35
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3.3.2. Hazirlanan  Formudillerin Sekil ve Yiuzey Morfolojilerinin

Incelenmesi

Formulasyon asamasinda partikillerin olusumu ve seklinin optik mikroskop
ile incelenmesi sonucunda elde edilen F23, F34, F35, F37, F40, F41, F43,
F45, F46, F47 ve F51 kodlu formulasyonlara ait optik mikroskop gdruntuleri
Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil
3.19'da gosterilmistir.

Enkapsulasyon etkinligi dikkate alinarak ideal formul olarak segilen F34 kodlu
form0liin in vitro etkin madde salim deneyleri 6ncesi ve 21 gunlik in vitro
salim calismasi sonrasindaki SEM gorintileri Sekil 3.20 ve Sekil 3.21'te

gorulmektedir.

Sekil 3.13. Etkin madde-polimer orani 1:1 olan F23 kodlu formuliin optik mikroskop
goruntuleri (Olgek 200 pum’dir.)
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Sekil 3.14. Enkapsulasyon etkinligi bakimindan ideal forml olarak belirlenen F34 kodlu
formiiliin optik mikroskop goriintiileri [Olgek 20 pm (a) ve 25 um’dir (b).]

(b)

Sekil 3.16. F40 kodlu formiliin beyaz i1sik ve floresan lamba altinda alinan optik mikroskop
goruntuleri (Olgek 25 pm'dir.)

@) (b)
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Sekil 3.17. F41 ve F43 kodlu formiilasyonlarin optik mikroskop gorintiileri [Olgek 10 um (a)
ve 13 um’dir (b).]

@) (b)

(©)

Sekil 3.18. Primer emulsiyon olusturulmasi sirasinda farkli homojenizasyon hizlariyla
hazirlanan F45, F46 ve F47 kodlu formullerin optik mikroskop gorinttleri [Olgek sirasiyla;
12 um (a), 6 um (b) ve 3,5 pm’dir (c).]
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Sekil 3.19. Dis faza stabilizator olarak % 1,5 a/h oraninda PVP iceren F50 kodlu formaliin
optik mikroskop goriintisi (Olgek 35 um’dir.)

R
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Sekil 3.20. F34 kodlu formulin SEM goruntileri
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@

Sekil 3.21. F34 kodlu formildn in vitro salim deneyi ardindan SEM gérintileri

3.3.3. Hazirlanan Formillerin IR Analizi

Formulasyon ¢alismalari sonucunda polimer ve etkin maddenin yapisinda bir
degisiklik olup olmadigini gérmek amaciyla F34 kodlu formdlin Bolim
2.2.4.3'te anlatildigi sekilde elde edilen IR spektrumu Sekil 3.22'te

gosterilmigtir.
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Sekil 3.22. F34 kodlu formilin IR spektrumu

3.3.4. Hazirlanan Formullerin DSC Analizi

Formulasyon calismalari sonucunda polimerin yapisinda bir degisiklik olup
olmadigini ve etkin maddenin polimer icinde enkapsile olup olmadigini
gormek amaciyla F34 kodlu formualdeki maddeleri iceren fiziksel karigim ve
F34 kodlu formalin Boélium 2.2.4.4’te anlatildigi sekilde elde edilen DSC
termogramlari Sekil 3.23 ve Sekil 3.24'de gosterilmigtir.



DSC

mwW
3.00- — Fiziksel kanisim DSC-B0.tad DSC
2.00-
Peak 50.06C Peak 118.77¢
1.00- Onset 4553¢C Onset 113.77¢
Endset 55.14C Endset 124.47C
Heat 0.02J Heat 0.01J
0.00 0.01cal <0.00cal
L Height -1.02mwW Height -0.40mw
-1.00- AN e
\'. /1\ Vol
I U \/
-2.00-
-3.00-
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.23. F34 kodlu formildeki maddeleri iceren fiziksel karisimin DSC termogrami

Mikrokiire F34

DsC
mwW
3.00-
—— Mikrokire F34 DSC-60.tad DSC
2.00-
1.00- 3 ’
I [\ i / Peak 50.84C
v Onset 47.88C
0.00- Endset 57.37C
Heat 0.01J
-0.00cal
-1.00r Height  -0.76mW
-2.00-
-3.00-
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.24. F34 kodlu formulin DSC termogrami
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3.3.5. Hazirlanan Formiillerin Partikil Bayukla — gu ve Buyuklik Da gilimi
Tayinine iligkin Bulgular

Bolum 2.2.4.5'te belirtildigi sekilde, hazirlanan mikroktrelerin partikdl
bayuklugu dagilimlari lazer 1gini kirnimi yontemi kullanilarak bulunmustur.
Elde edilen veriler Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15'te verilmistir. ideal formiil
olarak belirlenen F34 kodlu formultun partiktl bayuklugu dagilimi Sekil 3.25'te

gorulmektedir.

Cizelge 3.14. Mikrokiire formulasyonlarinin geometrik ortalama caplari ve dagilimin
genisligini ifade eden span degerleri

Formiiller Geometrik Ortalama Span
Cap (um)
F34 23,789 1,205
F40 19,290 1,156
F41 13,116 1,344
F42 58,409 1,713
F43 52,125 1,856
F45 8,839 25,368
F46 5,644 7,434
Fa7 5,843 28,293

Cizelge 3.15. Formilasyon degiskenlerinin partiktl buyikluga ve dagihmi Gzerine etkisi

N Formiiller Geometrik
Formulasyon : |
Degiskenleri Kiyaslanan | Partikil Buyiikla gi | Ortalama Span
Formdl Saptanan Formdil Cap (um)
F34 23,789 1,205
Stabilizatér tipi F34 (PVA) F40 (PVP) 19,290 1,156
Etkin Madde F34 (10 F41 (20 mg) 13,116 1,344
Miktar (10 mg)
F42 (100 mg) 58,409 1,713
Polimer Molekal F34 (MA F43 (MA 7000-
AGITG! 40000-75000) 17000) 52,125 | 1,856
F45 (13500 rpm) 8,839 25,368
Homojenizasyon F34
o (9500 rpm) F46 (20500 rpm) 5,644 7,434
F47 (24000 rpm) 5,843 28,293
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Partikil Bayuklaga Dagilimi

14
12
10

sikik (%)

oo N~ O @

.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Partikal Buyuklagu (um)

Sekil 3.25. ideal formiil olarak belirlenen F34 kodlu formilun partikiil biytkligu dagihimi

3.3.6. Hazirlanan Formullerde In Vitro Etkin Madde  Salim Cali gmalari

Yuksek enkapsilasyon etkinlikleri gz 6ntne alinarak secilen F34, F35, F40,
F41, F44, F49, F50, F51 kodlu formdllerin ve y-radyasyonla sterilizasyonu
yapildiktan sonra F34 kodlu formalin Bolim 2.2.4.5.2°de belirtildigi sekilde in
vitro etkin madde salim calismasi yapilarak salim profilleri olusturulmustur. In
vitro etkin madde salim hizi Uzerine; mikroenkapsulasyonun, primer
emulsiyon veya disg faza eklenen stabilizatoér tipi ve miktari, etkin madde

miktari ve sterilizasyonun etkileri incelenmigtir.

3.3.6.1. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine  Mikroenkapsilasyon

isleminin Etkisi

Yuksek enkapsulasyon etkinligi sebebiyle ideal formul olarak secilen F34
kodlu formul ve saf etkin maddenin 12 saatlik in vitro etkin madde salim
profilleri Sekil 3.26’da gdsterilmistir. F34 kodlu formulin 17 gunlik in vitro
etkin madde salim profili Sekil 3.27'de gosterilmigtir.
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120 -

% ACEM

0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

—&— Rivastigmin tartarat —#=—F34

Sekil 3.26. Saf rivastigmin tartarat ve F34 kodlu formulin ilk 12 saatte elde edilen salim
profili

O T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman (saat)

Sekil 3.27. F34 kodlu formilin 17. giin sonunda elde edilen salim profili
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3.3.6.2. In Vitro Etkin Madde Salhmi Uzerine Dig Faza Ayni Oranda
Eklenen Farkli Stabilizatorlerin Etkisi

Dis faza % 0,3 a/h PVA eklenerek hazirlanan F34 kodlu formdl ile % 0,3 a/h
PVP eklenerek hazirlanan F40 kodlu formdlun ilk 12 saatte ve 21. gin
sonunda elde edilen in vitro etkin madde salim profilleri sirasiyla Sekil 3.28

ve Sekil 3.29'de gosterilmigtir.

70 ~
_’
=
¥}
o
<
xR
—l
0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
——F40 -—l—F34

Sekil 3.28. F34 ve F40 kodlu formullerin ilk 12 saatte elde edilen salim profilleri

120

100

80

60

% ACEM

40

20

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Zaman (saat)

——F40 —E—F34

Sekil 3.29. F34 ve F40 kodlu formullerin 21. giin sonunda elde edilen salim profilleri
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3.3.6.3.In Vitro Etkin Madde Salimi Uzer ine Dis Faza Eklenen
Stabilizator Miktarinin Etkisi

Dis faza % 0,3 a/h PVA eklenerek hazirlanan F34 kodlu formul ile % 0,1 a/h
PVA eklenerek hazirlanan F35 kodlu formdlin ilk 12 saatte ve 30. gin
sonunda elde edilen in vitro etkin madde salim profilleri sirasiyla Sekil 3.30
ve Sekil 3.31'te, dis faza % 0,3 a/h PVP eklenerek hazirlanan F40 kodlu
formal, % 0,9 a/h PVP eklenerek hazirlanan F49 kodlu formil ve % 1,5 a/h
PVP eklenerek hazirlanan F50 kodlu formdlin ilk 12 saatte ve 21. gin
sonunda elde edilen in vitro etkin madde salim profilleri sirasiyla Sekil 3.32

ve Sekil 3.33'da gosterilmigtir.

—>
—
0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
——F35 —l—F34

Sekil 3.30. F35 kodlu formalin ilk 12 saatteki salim profili

% ACEM

0 100 200 300 400 500 600
Zaman (saat)

—e—F35 —m—F34

Sekil 3.31. F35 kodlu formilin 21. giin sonundaki salim profili
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b

0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)

——F40 —W—=F49 —h—F50

Sekil 3.32. F40, F49 ve F50 kodlu formdllerin ilk 12 saatte elde edilen salim profilleri
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Sekil 3.33. F40 ve F50 kodlu formullerin 21. giin sonunda elde edilen salim profilleri
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3.3.6.4. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Primer  Emililsiyona Eklenen
Stabilizatér Miktarinin Etkisi

Primer emilsiyona % 1 a/h PVA eklenerek hazirlanan F34 kodlu formul ile
%5 a/h PVA eklenerek hazirlanan F44 kodlu formulin ilk 12 saatte elde
edilen in vitro etkin madde salim profilleri Sekil 3.34’de, primer emulsiyona
%1 a/h PVP eklenerek hazirlanan F40 kodlu formdl ile %2 a/h PVP eklenerek
hazirlanan F51 kodlu formulin ilk 12 saatte elde edilen in vitro etkin madde

salim profilleri Sekil 3.35’de gosterilmigtir.

<>
=
(Y%}
(=
<
R

—il

10 12 14
Zaman (saat)
—o—F44 —m—F34

Sekil 3.34. F34 ve F44 kodlu formllerin ilk 12 saatte elde edilen salim profilleri

O T T T T T T 1
(0] 2 4 6 8 10 12 14

Zaman (saat)

——F40 —E—F51

Sekil 3.35. F40 ve F51 kodlu formiillerin ilk 12 saatte elde edilen salim profili
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3.3.6.5. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Farkli  Miktarda Etkin Madde
Kullanilmasinin Etkisi

10 mg rivastigmin tartarat iceren F34 kodlu formdl ile 20 mg rivastigmin
tartarat iceren F41 kodlu formulin ilk 12 saatte ve 21. gun sonunda elde
edilen in vitro etkin madde salim profilleri sirasiyla Sekil 3.36 ve Sekil 3.37’da
gosterilmigtir.

80
—
—il
T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
—o—F41 —m—F34

Sekil 3.36. F34 ve F41 kodlu formullerin ilk 12 saatte elde edilen salim profilleri
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——F41 —E—F34

Sekil 3.37. F34 ve F41 kodlu formdillerin 21. giin sonunda elde edilen salim profilleri
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3.3.6.6. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Steril izasyonun Etkisi

F34 kodlu formilin y-radyasyonla sterilize edilmeden 6nce ve edildikten
sonra sonra ilk 12 saatte ve 10. giin sonunda elde edilen in vitro etkin madde

salim profilleri sirasiyla Sekil 3.38 ve Sekil 3.39'de gosterilmigtir.

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Zaman (saat)

—4— Sterilize F34 ——F34

Sekil 3.38. y-radyasyonla sterilizasyon éncesinde ve sonrasinda F34 kodlu formalin ilk 12
saatte elde edilen salim profilleri

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Zaman (saat)
—&—Sterilize F34 —#—F34

Sekil 3.39. y-radyasyonla sterilizasyon 6ncesinde ve sonrasinda F34 kodlu formilin 17. giin
sonunda elde edilen salim profilleri
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3.3.7.In Vitro Etkin Madde Salim Cali smalari Verilerinin Kinetik

Degerlendirmesi

Bolim 2.2.4.6.4'te belirtildigi sekilde elde edilen in vitro etkin madde salim
calismalari verileri, mikrokire formilasyonlarindan etkin madde saliminin
uyum sagladigi mekanizmalari belirlemek amaciyla Bolum 1.6'da verilen
egitliklere gore degerlendiriimis ve bulunan degerler Cizelge 3,16'da

verilmistir. Cizelgede yer alan kisaltmalarin aciklamalari su sekildedir:

k. : Sifir derece salim hiz sabiti (Lg/sa)

k! : Birinci derece salim hiz sabiti (sa™)

k : Higuchi kinetigi salim hizi sabiti (pg/sa*?)

r* : Determinasyon katsayisi

B : Sekil faktori (RRSBW kinetigi)

Tq : Etkin maddenin % 63,2’sinin salinmasi i¢in gereken sire (sa)

n : Diftizyonal sabit

kp : Salim yapan sistemin yapisal ve geometrik 6zelliklerini birlestiren bir sabit
kn : Hixson-Crowell kinetigi salim hizi sabiti (ng'*/sa)

SH : Kinetik mekanizmalara ait salim hizi sabitlerinin standart hatasi

AOKT : Artik ortalama kareler toplami
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4. TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin De  gerlendirilmesi

Hafif ve orta seviyedeki Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde
kullanilan bir asetilkolinesteraz inhibitéri olan rivastigmin tartarat bu

calismada model etkin madde olarak secilmigtir.

Calismada etkin maddenin piyasadaki preparatlarinin giinde iki kere alinmasi
gerekliligi unutma problemi olan hastanin tedaviye uyuncunu dustrmektedir.
Genelde geriatrik bir rahatsizlik olmasi sebebiyle, hastanin ilacglarini takip
eden hasta yakinlarinin veya bakicilarin takibini guclestirmektedir ve
hastaligin sebep oldugu ajitasyon sebebiyle hasta ilaci reddetmektedir. Bu
sebeple daha uzun etki saglamak ve hastanin uyuncunu artirmak amaciyla
subkutan veya intramuskiler enjeksiyonla implante edilebilir rivastigmin
iceren partikiler ilag formu hazirlanmasi dusunulmastir. Uygulama
sonrasinda polimer kalintisinin  vicuttan uzaklagtirma sorununun da
olmamasi icin formulasyonda biyolojik olarak parcalanabilen bir polimer olan
PLGA secilmistir. Yapilan 6n incelemede rivastigmin tartaratin implant

formulasyonu icin uygun farmakokinetik 6zelliklere sahip oldugu gorilmustar.

Rivastigmin tartaratin alinan IR spektrumu (Sekil 3.1) ile etkin maddenin agik
kimyasal formulla karsilastirildiginda (Sekil 1.13), etkin maddenin acik
formalinde gorulen belirleyici kimyasal gruplarini ifade eden absorpsiyon
bantlarinin elde edilen IR spektrumunda yer aldigi saptanmistir. 3320 cm™
dalga sayisinda hidroksil grubuna, 2974 cm™¥de C-H baglarina, 1720 cm™de
ester yapisindaki karbonil grubuna, 1619 cm™de aromatik halka C=C cifte
bagina, 789 cmde ise meta disiibstitie benzene ait gerilme bantlari
gozlenmistir. Elde edilen verilerin literatir verileriyle uyumlu oldugu

bulunmustur (Prasad ve ark, 2010).
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Erime noktasi tayini sonucunda rivastigmin tartaratin 125C’de eridi Qi
gordlmastar. Literatirde rivastigmin tartaratin erime noktasi 123-125T
olarak verilmigtir ve bulunan deger literatir verileriyle uyumludur (Clarke’s,
2005).

Rivastigmin tartaratin DSC analizi sonucunda elde edilen termogramda
rivastigmin tartaratin erimesi sonucu ortaya c¢ikan pik 130,79C'de
gorulmektedir (Sekil 3.2). Elde edilen termogramin literatir verileriyle uyumlu

oldugu gorulmustiar (Joshi ve ark., 2010).

Calismada hazirlanan formilasyonlarin implante edilmesi dusundldigunden
in vitro etkin madde salim calismalan pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda
yapilmistir. Hazirlanan mikroktrelerde etkin madde miktar tayini mikrokureler
parcalandiktan sonra etkin madde su icine cekilerek yapiimis ve analiz
edilmistir. Bu sebeple kalibrasyon ve validasyon calismalari pH 7,4 fosfat

tamponu ve ultra saf su ortamlarinda yapilmistir.

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamlarinda UV
spektrumu, UV spektrometresiyle ve HPLC ile alinmis ve sonugclar literatir
verileriyle karsilastirimigtir  (Clarke’s, 2005). Rivastigminin  maksimum
absorbans verdigi nokta 200 nm’nin altinda bulunmustur. Bu dalga boyunda,
¢Ozucuculer ve safsizliklar da yuksek absorbans verdigi igin daha guvenilir
tayin yapabilmek icin referans veriler esas alinarak bundan sonraki
analizlerin 210 nm’de yapilmasina karar verilmistir (Arumugam ve ark., 2008;
Wilson ve ark., 2008).

Rivastigmin tartaratin HPLC miktar tayininin analitik validasyonunda, BolUm
3.1.6.1.1’deki bulgular dogrultusunda secilen miktar tayin yonteminin

rivastigmin tartarat icin secici bir yontem oldugu bulunmustur.
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Dogrusallik ve araliginin tespiti igin Bolum 2.2.1.6.2’de belirtilen sekilde elde
edilen bulgular Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3'te verilmistir. Her iki ortam icin elde
edilen tayin dogrularina ait r* degerlerinin yiiksek, regresyon dogrusundan
sapmalarin standart hatasini (Sy.x) gosteren degerlerin ise distk olmasi

elde edilen verilerin guvenilirligini gostermektedir.

Dogrulugun tayini igcin elde edilen veriler Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5'te
verilmistir. Her iki ortam icin de secilen 3 farkli konsantrasyonda elde edilen
% geri elde sonuclarinin ortalamasinin bagil standart sapma degerleri %

2'den azdir.

Kesinlik tayini icin tekrarlanabilirik ve ara kesinlik c¢aligmasi Bolum
2.2.1.6.4'te anlatildidi gibi yapiimistir ve bu calismalardan elde edilen veriler
Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.10'da gorumektedir.
Tekrarlanabilirligin  tayininde 3 farkli konsantrasyon igin yapilan 6’sar
okumadan elde edilen konsantrsyon verilerinin ortalamasinin bagil standart
sapmasininin % 2’'den az oldugu bulunmustur. Bu da secilen yontemin
tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Ara kesinligin tayininde ise 3 farkh
gunde 3 farkli konsantrasyon icin yapilan okumalardan hesaplanan
konsantrasyon degerlerinin ortalamasinin bagil standart sapmasi % 2'den
kicuk bulunmustur. Ayrica ara kesinligin tayininde, gunler arasinda anlamli
bir fark olup olmadiginin tespiti icin t-testi uygulanmistir. T-testi sonucunda
elde edilen sonuclar Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.11'de go6rulmektedir.
Hesaplanan p degerlerinin 0.05’ten buyidk olmasi ve hesaplanan t
degerlerinin t-tablo degerinden (twno= 2,23) kiguk olmasi sebebiyle gtnler
arasinda anlamh bir fark olmadigi belirlenmigtir. Yapilan bu calimalar

yontemin kesinligini gostermisgtir.

Rivastigmin tartaratin pH 7,4 fosfat tamponu ve ultra saf su ortamlarindaki
teshis ve tayin sinirlari belirlenmis (Cizelge 3.12), bu degerlerin analitik
validasyon calismalarinda kullanilan konsantrasyon degerlerinin altinda
oldugu ve calismada miktar tayini gerekebilecek en kicuk miktarlarin bile

guvenle tayin edilebilecegi goralmustir.
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Etkin maddenin in vitro salim calismalarinin yapilacagi ortamdaki
stabilitesinin incelenmesi ¢alismasinda, Bolim 3.1.7'de elde edilen sonuglar
dogrultusunda, in vitro etkin madde salim calismasi boyunca rivastigmin

tartaratin stabil oldugu belirlenmistir.

Etkin madde salim calismalarinda statik yontem kullaniimis olup pH 7,4
fosfat tamponunda ¢ok c¢ozunurdir ve ¢ozuandrlik calismasinda ¢ok yuksek
miktarda etkin madde gerekecegi disunulerek cozianurlik calismasi
yapilmamistir. In vitro etkin madde salim calismalari i¢in belirlenen hacimde
sink kosulu saglanabilecek miktardan daha fazla etkin madde c¢dzundugu

bulunmustur.

4.2. Polimerin Ozelliklerinin De  gerlendiriimesi

Polimerin 6zelliklerinin belirlenmesi, etkin madde ile polimer arasinda bir
etkilesim olup olmadigini anlamak amaciyla IR spektrumlari alinmisg ve DSC

analizleri yapilmigtir.

PLGA 50:50'nin cekilen IR spektrumunda (Sekil 3.11), 3445 cm™ dalga
sayisinda hidroksil grubuna, 2955 cm™'de C-H bagina, 1761 cm™de ester
yapisindaki karbonil grubuna ait gerilme bantlari gézlenmistir. Bu bulgular
literattr verileriyle paralellik gostermektedir (Fernandez-Carballido ve ark.,
2008).

DSC analizinden elde edilen termogramda, PLGA 50:50’nin referans camsi
gecis sicakhgr arahginda, 49,61C’de pik verdigi goérulmistir. Bu bulgunun
literattr verileriyle uyumlu oldugu ve camsi gecis sicakhginin referans
degerde oldugu gorulmagstur (Sekil 3.12) (Clarke’s, 2005; Fernandez-
Carballido ve ark., 2008).
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4.3. Formiilasyon Cali smalarinin ve Hazirlanan Formiiller Uzerinde

Yapilan Kontrollere Ait Verilerin De  gerlendiriimesi

Calismada implante edilebilir rivastigmin tartarat iceren mikrokire
formulasyonlarinin hazirlanmasi amaclanmaktadir ve bu amagcla biyolojik
olarak parcalanabilir polimer olarak PLGA kullaniimasinin uygun olacagi
dusunulmustir. PLGA vucutta biyolojik olarak parcalanarak elimine olur. Bu
sebeple PLGA kullanilarak, implante edilen mikrokirelerin sistemden

uzaklastiriimasi sorunu giderilmektedir.

PLGA mikrokurelerin hazirlanmasinda siklikla tercih edilen bir yéntem olan
cift emulsiyon olusturma/¢dzici buharlastirma yonteminin uygulanabilirligi
test edimigtir. Bu amacla laktik asit-glikolik asit orani 50:50 olan PLGA
kullanilarak etkin madde icermeyen mikrokire formulasyonu hazirlanmigtir
(FO). istenen partikiil biyukligunde kiiresel partikiillerin olustugu gézlenmistir
ve iglem verimi hesaplanmistir. Daha sonra ayni formulasyon etkin madde
ilave edilerek hazirlanmigtir (F1) ve optik mikroskop altinda kiresel
partiktllerin  olustugu go6zlenmistir. Bu formilasyonun islem verimi
hesaplandiginda etkin madde icermeyen mikrokire formilasyonuna (FO)
gore islem veriminin arttigi gozlenmigtir. FO kodlu etkin madde icermeyen
formiulasyonda % 43,05 olan iglem verimi, F1 kodlu etkin madde iceren
formilasyonda % 68,71'e yiikselmisti. On denemeler sonucunda cift
emulsiyon olusturma/cézici buharlagtirma yonteminin PLGA mikrokurelerin

hazirlanmasinda uygun oldugu sonucuna variimigtir.

4.3.1. Enkapsulasyon Etkinli gini Artirmaya Yonelik Cali gmalarin

Degerlendiriimesi

Rivastigmin tartarat suda ¢ok ¢ozunur dzellikte bir maddedir (Clarke’s, 2005).
Suda c¢ok c¢oOzundr olmasi, hidrofobik 6zellikte olan ve hidrofobik etkin
maddelerin enkapsulasyonunda basarili sonuclar elde edilen PLGA icine
enkapsule edilmesini guclestirmektedir. Pek ¢cok calismada da rivastigmin
tartaratin enkapsulasyonunun gucliginin Ustesinden gelmeye caligiimigtir.

Wilson ve ark. (2008), hazirladiklari nanopartikillere %9,5-18 (a/a) arasinda
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rivastigmin tartarat enkapsile etmeyi basarmiglardir. Joshi ve ark. (2010) ise
farkh bir yontemle (nanopresipitasyon) hazirladiklari PLGA nanopartiktllere
% 74,46 + 0,7 oraninda rivastigmin tartarat yukleyebilmiglerdir. Ulagilan bu
deger rivastigmin tartarat icin oldukca yutksek bir degerdir. Hazirlanan
formullerde oncelikli hedef enkapsuilasyon etkinliginin mimkuin oldugu kadar
artilmasi olarak belirlenmigtir ve F1-F34 arasinda bir seri formul

incelenmistir.

Cift emulsiyon olusturma c¢o6zict buharlastirma yontemi ile hidrofilik etkin
maddelerin enkapstle edilebilecegi literatur verilerinde yer almaktadir; ancak
bu yontemle dahi, istenilen dizeyde enkapsulasyon etkinligi
saglanamamistir. Enkapstlasyon etkinligini artirmaya yonelik 6n formulasyon
calismalarina kullanilan polimerin etkisi incelenerek baglanmigtir. Farkl
poliester yapidaki polimerlerin (PLGA 50:50 MA 40 000-75 000, PLGA 50:50
MA 7000-17000 (Resomer® RG 502), PLGA 65:35, PLGA 75:25, PLGA
85:15 ve PLA) kullaniminin enkapsulasyon Ulzerine etkisinin incelendigi F1,
F2, F3, F4, F5, F6 kodlu formullerde enkapsulasyon etkinlikleri arasinda
belirgin bir farklihk saptanamamistir (F3 kodlu formul harig). Ancak optik
mikroskop incelemesi sonucunda PLGA 50:50'nin (MA 40 000-75 000)
kullanildigi F1 kodlu formdl disindaki formullerin partikillerinin belirgin bir
sekilde biyik oldugu saptandigindan, en kicuk partikil boyutunun elde
edildigi polimer olarak %50 laktik asit, %50 glikolik asit iceren PLGA 50:50
((MA 40 000-75 000) kullaniminin uygun olacagina karar verilmistir. Hidrofilik
Ozellikteki etkin maddelerin enkapsulasyon etkinliklerini artirmak ve etkin
madde salimini dizenleyebilmek icin icindeki yuksek glikolik asit miktarina
bagll olarak hidrofilik 6zelligi ve hidrolitik degradasyon hizi en yuksek olan
PLGA 50:50 siklikla kullaniimaktadir (LG ve ark., 2009; Makadia ve Siegel,
2011).

Cizelge 3.13'te gorulecegi gibi PLGA 65:35 ile enkapsulasyon etkinligi
yuksek partikiller elde edilmis oldugundan bu polimer ile de formulasyon

calismalari yapilmigtir (F26, F27); ancak bu formdillerde enkapsilasyon
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etkinlikleri ve partikul irilikleri istenilen dizeye getirilemediginden formulasyon
calismalarina PLGA 50:50 ile devam edilmistir.

F1, F7, F8, F9 ve F10 kodlu formulasyonlarda etkin madde miktarinin
enkapsulasyon etkinligi Uzerine etkisini gormek amaciyla sirasiyla polimer
miktari sabit tutularak (200 mg) 10, 25, 50, 75, 100 mg rivastigmin tartarat
iceren mikrokureler hazirlanmis ancak etkin madde miktarindaki artigla dogru

orantili bir enkapsilasyon etkinligi artis1 gézlenmemisgtir.

Etkin maddenin mikrokireden dis sulu faza kacmasini engelleyerek
enkapsulasyon etkinligini artirmak icin, etkin maddenin daha az ¢6zundugu
bazik pH’'da bir dig faz kullanilmasi denenmistir (F11, F12, F24, F25) (Joshi
ve ark, 2010). pH 9 fosfat tamponunun dis faz olarak kullanildigi F11 kodlu
formulasyonda, F1 kodlu formulasyonda % 2,08 olan enkapstilasyon etkinligi
%26,99'a yukselmistir. Bazikligi artirmanin dis faza etkin madde gecisini
daha da azaltacagl disuncesiyle sirasiyla F24 ve F25 kodlu
formulasyonlarda pH 10 ve pH 10,9 amonyum klorlr tamponlarinin dis sulu
faz olarak kullanilmasi denenmis ancak islem verimi c¢ok dismdus,
enkapsulasyon etkinligi %2'nin altinda kalmistir. Bu kadar yuksek pH'da

mikropartikiler yapi olusamamis ve polimer hidrolize ugramistir.

F13 ve F14 kodlu formullerde, dis sulu faz ve etkin madde miktarlari sabit
tutularak polimer miktarlari 200 mg’'dan sirasiyla 100 ve 150 mga
dusuralmastar. Polimer oraninda yapilan bu degisiklik enkapsilasyon

etkinliginde belirgin bir degisiklik meydana getirmemistir.

Sekonder emdulsiyon olugturulduktan sonra partikillerin  sertlestiriimesi
asamasinda yapilan karistirma esnasinda dis sulu fazda ¢ok ¢ozunir olan
etkin maddenin dis faza gecmesini azaltmak amaciyla F15 ve F16 kodlu
formullerde karnigtirma siresi kisaltiimistir; ancak enkapsulasyon etkinliginde
belirgin bir degisiklik gb6zlenmemistir.
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Dis sulu faz hacminin de enkapsilasyon etkinligini etkileyebilecegi
dusunulerek F17, F18, F19 ve F20 kodlu formullerde sirasiyla 100, 300, 400
ve 500 mL sulu dig faz kullanilmistir. Sulu dis faz hacmini artirmanin organik
fazin dis faza ekstraksiyon hizini artirarak partikillerin - sertlesmesini
hizlandirarak, etkin maddenin partikilin disina gecmesini azaltabilecegdi
dusunalurken bu yonde bir etki gorilmemis ve enkapsulasyon etkinliginde
belirgin bir degisiklik olmamistir. Yalniz F18 kodlu 300 mL dis faz kullanilarak
hazirlanan  formilde enkapsilasyon  etkinliginin @~ %19,03'e  ulastig!
gorulmustidr. Ancak, daha sonra ayni miktarda dis faz kullanilarak yapilan
calismalarda yuksek enkapstlasyon etkinligi elde edilememigtir. Bu,
enkapsulasyon etkinligini artirmada dis faz miktarinin degil, dis faz, etkin
madde ve polimerin birbirlerine oranlarinin enkapstlasyon etkinligini

artirmada etkili olabilecegini distundirmektedir (Feczko ve ark., 2008).

Dis fazin pH'inin ve hacminin degistiriimesinin yanisira, dis sulu faz sodyum
klorur ilavesiyle doygun hale getirilerek de etkin maddenin dis faza gecisinin
onlne gecilebilecegdi ve boéylece enkapsilasyon etkinliginin arttirilabilecegi
dusunulmustur (Pistel ve Kissel, 2000). Bu amagla hazirlanan F31 kodlu
formulin dis fazina %5 a/h oraninda sodyum klortr ilave edilmistir. F1 kodlu
formulasyonda %2,08 olan enkapsulasyon etkinligi bu sekilde % 19,69'a

citkariimigtir.

Enkapsilasyon etkinliginin  biraz daha arttirilabilmesi icin F32 kodlu
formilasyonda dig fazda pH 9 fosfat tamponu kullaniimis ve bu faza % 1 a/h
oraninda sodyum Kklorir ilave edilmistir. Bu sekilde enkapsilasyon etkinligi
%36,06’ya cikariimistir. F34 kodlu formilasyonda ise yine dis fazda pH 9
fosfat tamponu kullaniimis ve bu sefer sodyum klorur ilavesi % 2 a/h’e
ctkarilmigtir. Bu sekilde F34 kodlu formulasyonda enkapsulasyon etkinligi
%75,09'a ¢ikariimigtir. Sodyum klorir ilavesinin %3 a/h’e c¢ikarilmasi ile (F37)
enkapsulasyon etkinliginin %30,92’'ye dustigu bulunmustur. Saglanmasi
gereken optimum sodyum klorir konsantrasyonu % 2 a/h olarak

belirlenmistir.
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F1-F34 kodlu formuller arasinda enkapsulasyon etkinligini arttirmak amaciyla
yapilan 6n formulasyon calismalari sayesinde, F1 kodlu formulasyonda %
2,08 olan enkapstlasyon etkinligi F34 kodlu formilasyonda %75.09’a
ulasmigtir. Ulagilan bu deger suda cok c¢dzinen rivastigmin tartarat icin

oldukca yuksek bir degerdir.

F34 kodllu formile kadar olan formilasyonlarda denenen etkin madde
miktari, dig faz hacmi, polimer miktari, polimer tipi, karistirma siresi
degisikliklerin  enkapsulasyon etkinligi Gzerine belirgin  bir etkisi

gOzlenmemigtir.

istenen enkapstulasyon etkinligine ulasildiktan sonra formiilasyon calismalari
salim profilini modifiye etmek ve partikil boyutunu kucultmek Uzerine
yogunlassa da elde edilen partikillerde yapilan degisikliklerin enkapstilasyon

etkinligini nasil etkiledigi takip edilmigtir.

F40 kodlu formilasyonda, F34 kodlu formulasyonda stabilizatér olarak yer
alan PVA yerine ayni oranda PVP kullaniimasiyla enkapsulasyon etkinligi
%75,09'dan % 36,05’'e dusmustir. Bu sonug, Feczko ve ark. (2008)
tarafindan yapilan calismada elde edilen bulgular destekler nitelikteyken,
Coombes ve ark. (1998) tarafindan yapilan calismanin sonuglariyla ayni

dogrultuda bulunmamistir.

Stabilizator olarak dis sulu faza eklenen PVA miktari, F34 kodlu formulde %
0,3 a/h oraninda bulunmaktadir. F35 kodlu formilde bu oran % 0,1'e
indirildiginde, F34 kodlu formuilde %75,09 olan enkapsulasyon etkinligi, F35
kodlu formulde % 44,30’a dusmustur. Stabilizator olarak PVP kullanilan F40,
F49 ve F50 kodlu formillerde ise sirasiyla PVP oranlari % 0,3, % 0,9 ve
%1,5'tir. Enkapsulasyon etkinlikleri ise sirasiyla % 36,05, % 39,26 ve
%48,46’dir. Bu bulgular, tipi ne olursa olsun, dis faza eklenen stabilizatériin
miktarinin artmasinin enkapsulasyon etkinligini artirdigini gostermektedir. Bu
da literatr verileriyle uyumludur (Feczko ve ark., 2008). Bunun, dis fazdaki

stabilizatér miktari arttirlldiginda, partiktl ylizeyine adsorbe olan stabilizator
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miktarinin artmasi sebebiyle, dis fazin partikil icine penetre olmasi ve etkin
maddenin partikil disina c¢ikmasina kargl daha buyidk bir engel teskil

etmesinden kaynaklandigi distunulmektedir.

Farkli molekdl agirhiginda polimer kullaniminin  enkapsilasyon etkinligi
uzerine etkisinin degerlendiriimesi igin molekul agirhgr 40 000-75 000 olan
PLGA 50:50 kullanilarak hazirlanan F34 kodlu formul ile molekul agirligi
7000-17000 olan PLGA 50:50 (Resomer® RG 502) kullanilarak hazirlanan
F43 kodlu formulin enkapsulasyon etkinlikleri kiyaslanmistir. F34 kodlu
formiulde enkapsilasyon etkinligi % 75,09 iken F43 kodlu formulde
enkapsulasyon etkinligi % 6,35 olarak bulunmustur. Bunun da yuksek
molekdl agirlikli polimer ¢ozeltisinin daha viskoz yapida oldugu, bunun da
etkin maddenin bu viskoz yapinin icinden gecerek i¢c fazdan dig faza
kagcmasini engelledigi ve enkapsulasyon etkinliginin bu sebeple daha yiuksek
oldugu duasunulmuastur (Ravi ve ark., 2008).

Dis fazda farkh molekil agirliklarinda stabilizatér kullaniminin mikrokdrelerin
enkapsulasyon etkinliklerine etkisi F38 ve F39 kodlu formillerde
incelenmigtir. F38 kodlu formilde molekul agirligi 40 000 olan PVP, F39
kodlu formulde ise molekul agirhdr 10 000 olan PVP dis faza ilave edilen
stabilizator olarak kullaniimigtir. F38 kodlu formulin enkapsulasyon etkinligi
%26,48; F39 kodlu formulin enkapsulasyon etkinligi ise %13,50 olarak
bulunmustur. Bu da molekil agirhgr yuksek olan stabilizatér kullanilan F38
kodlu formulin enkapsulasyon etkinliginin, molekul agirhgr daha dusuk
stabilizator kullanilan F39 kodlu formilden daha yiksek oldugunu
gostermektedir. Bunun, partikil yizeyine adsorbe olan PVP tabakasinin
yuksek molekdl agirhkli PVP kullanildiginda daha viskoz olmasi sebebiyle,
dig fazin partikdl icine penetre olmasi ve etkin maddenin partiktl digina
ctkmasina karsi daha buyuk bir engel teskil etmesinden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

ic faza eklenen stabilizator miktarinin enkapsilasyon etkinligi izerine etkisi

ise stabilizator olarak PVA'nin kullanildigi F34 ve F44 kodlu formuller ile
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stabilizator olarak PVP’nin kullanildigi F40 ve F51 kodlu formiullerde
gorulmektedir. F34 kodlu formulde i¢ faza %1 oraninda, F44 kodlu
formilasyonda ise %5 oraninda PVA co6zeltisi eklenmigtir. Enkapstlasyon
etkinliklerinin ise sirasiyla % 75,09 ve % 54,02 oldugu goraimustir.
Stabilizator olarak PVP’nin kullanildigi F40 kodlu formuilde i¢ faza %1
oraninda, F51 kodlu formulasyonda ise i¢ faza %2 oraninda PVP c¢ozeltisi
eklenmistir. Bu iki formllasyonda ise enkapstlasyon etkinlikleri sirasiyla %
36,05 ve % 41,35 olarak bulunmustur. i¢c faza ilave edilen stabilizator
miktarinin artirilmasi ile, stabilizasyon daha iyi saglanarak, etkin madde
iceren su damlaciklarinin organik faz iginde daha iyi dagiimasi, koalesansin
ve porlarin daha az olmasi sebebiyle enkapsuilasyon etkinliginin de artacagi
dusunidlmektedir (Yang ve ark, 2001). PVP kullanilarak hazirlanan F40 ve
F51 kodlu formullerin enkapsulasyon etkinligi, i¢ faza eklenen PVP miktari
arttikca artis gostermistir. Ancak PVA kullanilarak hazirlanan F34 ve F44
kodlu formullerin enkapsulasyon etkinliginde ise bir azalis gérulmuastir. Bu,

literattr verileriyle uyumlu degildir.

Farkli homojenizasyon hizlariyla hazirlanan F34, F45, F46 ve F47 kodlu
formullerde  homojenizasyon hizinin  enkapsilasyon hizina  etkisi
incelenmistir. Bu formuller sirasiyla; 9 500, 13 500, 20 500 ve 24 000 rpm
hizinda homojenize edilmistir. Elde edilen partikillerin enkapsilasyon
etkinlikleri de sirasiyla % 75,09; % 20,14; % 18,23 ve % 12,47 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar homojenizasyon hizindaki artigin
enkapsiulasyon etkinligini azalttigini  gostermektedir. Homojenizasyon
hizindaki artigla enkapsulasyon etkinligi ters orantilidir. Bunun sebebi ise
artan homojenizasyon hiziyla kucgulen partikillerdeki etkin yizey alaninin
artisi dolayisiyla etkin maddenin partikil digina daha c¢ok difiize olmasi

olarak diugunulmustar.

Formuilasyona eklenen etkin madde miktarinin elde edilen mikrokirelerin
enkapsulasyon etkinligine etkisi F34, F41 ve F42 kodlu formillerde
gorulmektedir. F34 kodlu formilde 10 mg, F41 kodlu formilasyonda 20 mg
ve F42 kodlu formilde 100 mg rivastigmin tartarat kullaniimigtir.
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Enkapsulasyon etkinlikleri ise F34 kodlu formulde % 75,09; F41 kodlu
formilde %47,93 ve F42 kodlu formilde % 5,96 olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuclar, formilasyonda kullanilan etkin madde miktari arttikca
enkapsulasyon etkinliginin dustiguni gostermektedir. Bu da literatlr

verileriyle paralellik gostermektedir (Lamprecht ve ark., 1999).

4.3.2. Hazirlanan  Formullerin Sekil ve Yizey Morfolojilerinin

Degerlendiriimesi

Hazirlanan tim formuller optik mikroskopta incelenmis, hazirlanan formullerin
tamaminda kuresel partikiller elde edilmisti. Homojenizasyon hizi
artinldiginda daha kuguk partikiller elde edildigi optik mikroskopta
gozlenebilmistir (Sekil 3.18). Daha sonra bunun dogrulugu partiktl bayutklugu
analizi ile de kanitlanmistir. F34 kodlu formilin ylzeyinde yer yer porlarin
oldugu optik mikroskopla Dbelirlenebilmistir (Sekil 3.14). Bu, SEM
goruntileriyle dogrulanmistir. Ayrica optik mikroskop goéruntulerinde etkin
madde miktari ve etkin madde miktarinin polimer miktarina orani arttiginda

partiktl caplarinin 200 um’ye kadar ulastigi goralmustir (Sekil 3.13).

Yuksek enkapsulasyon etkinligi g6z onunde bulundurularak ideal
formiulasyon olarak secilen F34 kodlu formidl SEM ile goéruntilenmistir.
Goruntulemede kuresel partikillerin elde edildigi ve ylzeylerinin ¢ok dizgin
oldugu gorulmustar (Sekil 3.20). Partikillerin  Gzerinde seyrek porlara
rastlanmistir. Bu porlarin mikropartikil tretimi esnasinda organik fazin dig
faza hizla ekstrakte olmasi veya liyofilizasyon esnasinda yapisindaki suyun
hizla digari cikmasi sebebiyle olusmus olabilecegi dusunulmektedir.

Ayrica F34 kodlu formdl, 21 gunlik in vitro salim deneyinin ardindan tekrar
SEM ile goéruntulenmistir (Sekil 3.21). Gorintileme sonucunda partikiler
yapinin korundugu, partikal boydklaginin degismedigi, ancak partikdil
yuzeylerinde kanallarin olustugu ve etkin madde salimi sebebiyle partikil
yuzeylerinin deforme oldugu gérilmustir. Bu kanallarin olusumuna partikdl

yapisina difiize olan ortam sivisinin ve partikil yapisindan ortama etkin
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madde diftizyonunun sebep oldugu dusunulmektedir (Fredenberg ve ark.,
2011). Partikullerin ¢aplarinin biyuk 6lctide korunmusg olmasi, kitle kaybinin
olmamasli ve partikil yuzeylerinde olusan kanallar sebebiyle etkin madde
saliminin polimer degradasyonu ve erozyonundan c¢ok partikil digina etkin

madde difiizyonu ile gerceklestigi dusunulmektedir.

4.3.3. Hazirlanan Formdllerin IR Analizinin De  gerlendirilmesi

ideal formiilasyon olarak secilen F34 kodlu formilasyonun IR spektrumu
cekilmistir ve elde edilen spektrumda, hem rivastigmin tartarat hem de
PLGAnin IR spektrumlarinda goézlenen hidroksik grubu, C-H bagi, ester
yapisi karbonil grubuna ait gerilme bantlarinin konrundugu goérulmagtur.
Ayrica 1617 cm™de rivastigmin tartarata ait aromatik halka C=C cifte bag!
gerime bandi ve 789 cm¥de meta disibstitie benzen geriime bandi
gorulmustdr. Yapilan IR analizleri sonucunda, mikroenkapsulasyon isleminin
rivastigmin tartarat ve PLGA'nin yapisinda kimyasal bir degisiklige yol
acmadigi ve karakteristik gerilme bantlarinin mikroktrenin IR spektrumunda

da yer aldigi goralmustar (Sekil 3.22).

4.3.4. Hazirlanan Formdllerin DSC Analizinin De  gerlendirilmesi

F34 kodlu formilde vyapilan DSC analizi sonucunda elde edilen
termogramda, 50,84C’de PLGA 50:50'ye ait camsi gec is piki gortlmektedir;
ancak rivastigmin tartaratin erimesine ait pik goérilmemektedir (Sekil 3.24).
Bu, etkin maddenin kristal yapidan amorf yapiya gectigini ve PLGA iginde
enkapsile oldugunu go6stermektedir. Ayrica PLGA’nin camsl gegis
sicakhginda bir degisiklik gozlenmemistir. Bu da PLGA’'nin mikrokire tretim

isleminden etkilenmedigini gostermektedir.

4.3.5. Hazirlanan Formullerin Partikil Bayukla — gu ve Buyuklik Da gilimi

Sonuclarinin De gerlendirilmesi

Bolum 2.2.4.5'te anlatildigi sekilde yapilan partiktl biyUkligu analizlerinin

sonuclari Cizelge 3.15te gdosterilmistir. Partikil buyuklugu analizi ile
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mikroklre Uretimi esnasindaki homojenizasyon hizinin, tretimde kullanilan
PLGAnin molekul agirliginin, formilasyona eklenen etkin madde miktarinin
ve kullanilan stabilizatérin partikl buyuklugt Gzerine etkisi geometrik
ortalama c¢ap (dos) ve span degerleriyle degerlendirilmistir. Formuilasyon
parametrelerinin  partikil blyukagu Gzerine etkileri F34 kodlu formdul

mukayese formuli olarak belirlenerek incelenmisgtir.

Geometrik ortalama c¢ap (dos veya Dg) degeri olasilik skalasindaki %50
partiktl bayuklugune esittir. Span degeri ise partiktl bayuklugt dagihminin

yayginhgini gosterir ve Denklem 4.1’de goruldugu sekilde hesaplanir:

Span = 2021 (Denklem 4.1)

do,s

do1: Dagilimin %10’unun altinda oldugu cap
dos: Dagilimin %50’sinin altinda oldugu cap (Medyan)
doo: Dagilimin %90’inin altinda oldugu cap

Span degerinin dustk olmasi partikil dagihm arahdinin dar oldugunu,

partiktl bayuklugt dagiliminin tekdiize oldugunu gostermektedir.

Yapilan calismada dis faza eklenen stabilizator tipinin mikrokire partikil
blyuklugu Uzerine etkisi olacagi dustncesinden hareketle dis fazda
kullanilan PVA yerine ayni oranlarda PVP ilave edilerek F40 kodlu formal
hazirlandiginda, F34 kodlu formilde geometrik ortalama partikil ¢capr 23,8
pm iken, F40 kodlu formilde geometrik ortalama partikil ¢apinin 19,3 pm
oldugu gorulmustir. Bu konuda literatirde farkh bulgulara rastlanmakla
birlikte, elde edilen sonucun Coombes ve ark. (1998) tarafindan yapilan
calismayla paralellik gosterdigi bulunmustur. Bunun, dig faza eklenen
PVP’nin damlaciklarin stabilizasyonunu daha iyi saglayarak koalesansin

daha iyi 6nlenmis olabilecegini gosterdigi dusuntlmektedir.
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Formulasyona eklenen etkin madde miktari arttinldiginda partikl
biayukligunde, etkin madde miktarindaki artigla orantihi bir degisim

saptanamamistir (F34, F41 ve F42 kodlu formuller).

Kullanilan polimerin molekdl agirhdinin partikil biyukligl Gzerine etkisi
incelendiginde, molekual agirhgr daha duasik PLGA ile hazirlanan
mikrokurelerde (F43) geometrik ortalama partikil ¢apinin 52,1 um oldugu,
molekil agirhgr daha yiuksek PLGA ile hazirlanan mikrokurelerde (F34) ise
geometrik ortalama partiktl ¢capinin 23,8 pm oldugu goérulmasttr. Literatlr
verilerinde polimer molekul agirligi arttikgca partikil buydklugunin arttigi
gorulmastir ve bizim bulgularimiz bu verilerle uyugsmamaktadir. Bunun
sebebinin, dastuk molekul agirlikli PLGA ile enkapsilasyon etkinliginin disuk
olmasi sebebiyle, F34 kodlu formilde ayni miktarda PLGA'nin, F43’e gore
daha fazla miktarda etkin maddeyi kaplamak Uzere, etkin madde Uzerinde
daha ince bir polimer tabakas! olusturmus olabilecegi, bu sebeple de partikil

blyukligunun, F43'e gore daha kicuk ¢cikmis olabilece@i dustnulmustar.

Homojenizasyon hizinin partikal blyukluglu Gzerine etkisi incelendiginde
(F34, F45, F46, FA7), homojenizasyon hizi arttikga partikillerin ters orantili
olarak azaldigi tespit edilmistir. Emilsiyon damlaciklarinin homojenizasyon
ile ¢ok kuculmesi sonucunda partikillerin ¢ok kiculdigu duasunulmustar.
Ancak, karistirma hizi arttikca span degerlerinin arttigi gérdlmustir. Bu,
partiktl boydkliga dagilim arahidinin genis oldugunu goéstermektedir. Buna
ise, yuksek homojenizasyon hizi sebebiyle c¢ok kigulen emiilsiyon
damlaciklarinin stabilitesini stabilizatoriin etkin bicimde saglayamadigi ve
koalesans gozlendigi, bdylece kicik damlaciklarin yani sira koalesansa
ugrayan daha buyik damlaciklardan ¢ézicunin ucurulmasi sonucunda elde
edilen mikropartiktllerdeki partiktl buyakliaga dagilim araliginin genis oldugu

dusundlmustar.

Partikil buydkligu Gzerinde en etkili parametrenin homojenizasyon hizi

oldugu tespit edilmistir.
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4.3.6. In Vitro Etkin Madde Salim Cali smalari  Sonuglarinin
Degerlendiriimesi

F34, F35, F40, F41, F44, F49, F50, F51 kodlu formullerin ve y-radyasyonla
sterilizasyonu yapildiktan sonra F34 kodlu formulin Bolim 2.2.4.5.2'de
belirtildigi sekilde in vitro etkin madde salim calismasi yapilarak salim
profilleri olusturulmustur. In vitro etkin madde salim hizi (zerine;
mikroenkapsulasyonun, primer emulsiyon veya dis faza eklenen stabilizator
tipi ve miktarinin, etkin madde miktari ve sterilizasyonun etkileri
incelenmigtir. In vitro etkin madde salim profilleri Sekil 3.26 ve Sekil 3.39

arasindaki sekillerde gorulmektedir.

4.3.6.1. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine  Mikroenkapsulasyonun

Etkisinin De gerlendirilmesi

Yapilan mikroenkapsulasyon isleminin  etkin  madde salimini nasil
sekillendirdigini gorebilmek icin, enkapsulasyon etkinligi gbz onune alinarak
ideal formul olarak secilen F34 kodlu formil ile saf etkin maddenin salim
profilleri incelenmistir (Sekil 3.26 ve Sekil 3.27). Saf etkin maddenin %90'1, 2
saat icinde diyaliz membrandan salim ortamina gecerken, F34 kodlu
formilde saf etkin maddeye gore oldukca yavas ve kontrolli bir salimin
oldugu gorulmustar. pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda ¢ok ¢ozunur olan etkin
maddenin salimi mikroenkapsilasyon islemiyle, F34 kodlu formtlde 17 gine

kadar uzatilmistir.

4.3.6.2. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Dig Faza Ayni Oranda
Eklenen Farkh Stabilizatorlerin Etkisinin De  gerlendirilmesi

Dis faza ayni oranda eklenen stabilizatorlerin etkin madde salimina etkisi
Uzerine farkh veriler yer almaktadir. Feczko ve ark. (2008), yaptiklari
calismada dis faza ayni oranda PVA ekleyerek hazirladiklari partiktllerin
salim calismalarinda, PVP ilavesiyle hazirlanan partikillere gore daha disuk
bir ilk cikisin ardindan daha yavas bir salim oldugunu gozlemlemislerdir.

Coombes ve ark. (1998) ise Feczko ve ark.’nin (2008) aksine PVP ilavesiyle,
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PVA ilavesine gore daha dusuk ilk cikis ve daha yavas bir salim elde
etmislerdir.

Calismamizda dis fazda % 0,3 a/h oraninda PVA iceren F34 kodlu formdl ile
dis fazda % 0,3 a/h oraninda PVP iceren F40 kodlu formulin salim profilleri
kargilastiriimistir (Sekil 3.28 ve Sekil 3.29). Elde edilen profillerde, PVP ile
hazirlanan F40 kodlu formtilde PVA ile hazirlanan F34 kodlu formule gore
daha yuksek oranda ilk c¢ikisin oldugu ve salimin daha hizli gerceklestigi
gorulmustar. Elde edilen bu bulgu Feczko ve ark. (2008) tarafindan yapilan

calisma ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda dig fazda PVA kullanildiginda, etkin madde molekullerinin
mikrokire icinde daha homojen bir sekilde dagiimasinin saglanabildigi, ayni
oranda PVP kullanildiginda ise stabilizasyonun PVA kadar iyi saglanamadig,
etkin madde molekillerinin partikilin yizeyinde toplandigr ve ilk cikig
etkisinin daha yiksek oldugu dusunulmastur.

Ayrica calismamizda PVP kullanilarak hazirlanan F40 kodlu formulin partikdl
blayuklugunun, PVA kullanilarak hazirlanan F34 kodlu formile gore daha az
oldugu saptanmistir. Partikil bayukliguntn az olmasindan dolayi etkin ytizey
alaninin daha yuksek olmasi ve difiizyon mesafesinin kisaligi sebebiyle bir ilk
cikis etkisinin daha yuksek oldugu dugunulmektedir.

Dis faza eklenen stabilizatér miktarinin salim Uzerine etkisi incelenirken,
partikil buyUkliginin salim Gzerine etkisini elimine edebilmek icin
partiktllerin belli fraksiyonlara ayrilarak ayni partikil bayukliginde olan
partiktllerde salim calismasinin yapilmasi distnulmistir; ancak elde edilen
partiktllerin boyutu elek analizi yapilabilecek partikil blayukliginden daha

kicuk olmasi sebebiyle ayrim iglemi yapilamamistir.
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4.3.6.3.In Vitro Etkin Madde Salimi Uzer ine Dis Faza Eklenen
Stabilizator Miktarinin Etkisinin De  gerlendiriimesi

Literattrlerde dis faza eklenen stabilizatér miktarinin artisinin salimini farkh
sekillerde etkileyebilecegine dair gorusler mevcuttur. Stabilizator olarak PVA
varhginda, PVA'nin yuksek molekul agirhgr sebebiyle cift emulsiyonun
viskozlugunu arttinp, daha kucuk damlaciklarin olusumunu engelleyerek
partiktl boyutunun artmasina sebep olabilecegi gibi, dis fazda PVA varhiginin
emulsiyonu stabilize ederek damlaciklarin koalesansini engelleyerek ve
partiktl buyaklaganin az olmasini saglayabildigi bulunmustur (Yang ve ark,
2001). Partikdl buyukligindeki bu diagsusin azalan difizyon mesafesi ve
artan etkin yuzey alani sebebiyle salimi hizlandiracagi 6ne strulmuasttr (Roy
ve ark., 1992). Ancak dis fazda daha yuksek oranda PVA bulunmasina ve
partikil buyUkliginin daha az olmasina ragmen in vitro etkin madde
saliminin daha yavas olabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir (Yang
ve ark., 2001). Bunun da iki sebebi olabilecedi distnilmektedir. Bunlardan
birincisi, yiksek PVA konsantrasyonunun dis faz viskozitesini arttirarak etkin
maddenin disg faza difizyonunu zorlastirmasi, ikincisi ise daha yuksek PVA
konsantrasyonunun daha stabil bir emdilsiyon olusumu saglayarak etkin
maddenin kitlesel olarak tagsinmasini engellemesi olarak belirtiimistir. ikinci
onermeye goére etkin madde mikroklrelerin icinde daha homojen olarak
dagilir, ylizeyde toplanmaz ve boylece daha yavas etkin madde salimi

gerceklesir.

Calismamizda stabilizator olarak dig faza eklenen PVA ve PVP miktarlarinin
salim profiline etkileri ele alinmistir. Dis faza % 0,3 a/h PVA eklenerek
hazirlanan F34 kodlu formdil ile dis faza % 0,1 a/h PVA ilavesiyle hazirlanan
F35 kodlu formulasyon incelendiginde (Sekil 3.30 ve Sekil 3.31), dis faz
stabilizator miktari daha dusik olan F35 kodlu formulde ilk ¢ikis etkisinin
daha ylUksek oldugu goérulmastir. Bunun, F35 kodlu formulde stabilizatdriin
yetersiz gelmesi sebebiyle, etkin maddenin mikrokire icinde homojen
dagiimamig olmasi ve yizeyde toplanan etkin maddenin ilk etapta hemen
partiktl disina ¢cikmasindan kaynaklandigi dusundlmustir. Dis fazdaki PVA
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miktari daha yuksek olan F34 kodlu fomulde ilk c¢ikis etkisi daha dusuk
bulunmustur. Bu veriler literatir bulgulariyla paralellik géstermektedir (Yang
ve ark., 2001).

Salim calismasinin devaminda dis faz stabilizator miktari dusik olan F35
kodlu formulde etkin madde saliminin, dis faz stabilizatér miktari yiiksek olan
F34 kodlu formule oranla yavasladigi ve 5. ginde F35 kodlu formuldeki etkin
madde saliminin F34 kodlu formalin altinda kaldidi tespit edilmistir. F35
kodlu formilde partiktl bayuklugu analizi yapiimamis olmakla birlikte, literatir
verilerinden yola c¢ikilarak, F34 kodlu formulin ortalama partikdl
blyukligunun, daha fazla miktarda stabilizator icermesi sebebiyle F35 kodlu
formulden daha kiicuk olabilecedi, buna bagli olarak daha yiuksek etkin ylizey
alani ve daha kisa difizyon mesafesi sebebiyle, 5. giinden sonra F35kodlu
formulden daha hizli etkin madde saliminin gergeklestigi dustunulmastur (Roy
ve ark., 1992). Ancak bu konuda daha kesin bir yorum yapilabilmesi igin F35
kodlu formulin ortalama partiktl baydklagianin belirlenip F34 kodlu formalin

ortalama partikl bayuklugu ile kiyaslanmasi gerekmektedir.

Dis faza stabilizator olarak eklenen PVP’nin in vitro etkin madde salim
profilleri Gzerine etkisi ise dis fazda % 0,3 a/h oraninda PVP iceren F40, dis
fazda %0,9 a/h oraninda PVP iceren F49 ve dis fazda % 1,5 oraninda PVP
iceren F50 kodlu formillerde incelenmigtir. Dis fazda % 0,3 a/h oraninda
PVP iceren F40 kodlu formdil ile dis fazda %0,9 a/h oraninda PVP iceren F49
kodlu formuller arasinda belirgin bir fark gorilemezken, dis fazda % 1,5
oraninda PVP iceren F50 kodlu formulde ilk ¢ikis etkisinin F40 ve F49 kodlu
formullere kiyasla oldukca az oldugu goérdlmustir. Bu bulgu da PVA iceren
formullerdeki bulgularla paralellik gostermektedir. Yani, dis faz PVP miktari
arttiginda, emilsiyon stabilitesindeki artisa bagli olarak etkin maddenin
partiktl icindeki dagiliminin homojen oldugu ve ilk cikis etkisinin dusuk
oldugu dusunulmektedir. 5. ginden sonra F50 kodlu formtlden etkin madde
cikisinin hizlandigi, ayni zaman aralhginda F40 ve F49 kodlu fomillerden
daha hizli bir ¢cikigin gergeklestigi gorulmistir. Bu da yine her t¢ formule de
partikil buydkligld analizi uygulanmamis olsa da, daha yuksek oranda
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stabilizator iceren F50 kodlu formulinin ortalama partikil bayukluginidn
daha az olabilecegi ve bu sebeple belli bir noktadan sonra salimin daha hizli
gerceklesmis olabilecedini dusundirmektedir. Bu konuda kesin yarglya
varilabilmesi icin F49 ve F50 kodlu formiillerde partikil blayukluglu analizi

yapilarak, bulunan deg@erlerin kiyaslanmasi gerekmektedir.

Elde edilen veriler 1s1ginda dis faza eklenen stabilizatér miktarinda yapilan
degisikliklerle salimin istenen dogrultuda modifiye edilebilecegi ve ilk cikis
etkisinin digurilebilecegi gortlmustir. Ayrica stabilizator olarak kullaniminin

yanisira PVP kullanimiyla da basarili sonuclar elde edilebildigi gérulmustdr.

4.3.6.4. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Primer  Emiilsiyona Eklenen

Stabilizatér Miktarinin Etkisinin De  gerlendirilmesi

Literatr verilerinde i¢ faza ilave edilen stabilizatér miktarinin disik olmasi
durumunda mikrokire yapisinda buydk porlarn goraldagu, stabilizator
miktarinin arttirllmasi ile daha tekdiize bir mikroktre yapisi elde edilebildigi
yer almaktadir (Yang ve ark, 2001). Bunun da yapida bulunan stabilizatoriin
ic su damlaciklarinin  koalesansini engellemesinden kaynaklandigi
belirtimistir. i¢c faza ilave edilen stabilizatér miktarinin diisiik olmasi
durumunda mikroktire yapisinda olusan birbirine bagl porlardan etkin madde
cikisinin daha hizlli olacag belirtilmigtir.

Calismada primer emdulsiyona eklenen stabilizator miktarinin etkisi,
stabilizator olarak PVA kullanilarak hazirlanan F34 ve F44 kodlu formuller ile
stabilizator olarak PVP kullanilarak hazirlanan F40 ve F51 kodlu formullerde

incelenmisgtir.

Primer emulsiyona %5 a/h oraninda PVA ilave edilerek hazirlanan F44 kodlu
formilde, %1 a/h oraninda PVA ilave edilerek hazirlanan F34 kodlu
formulasyona gore, literatr verilerinin aksine, daha yuksek bir ilk ¢ikig etkisi
ve daha hizl bir etkin madde salimi gérulmastur. Calismada, literatlirde yer



119

alandan cok yiksek oranda PVA kullaniimis olmasi sebebiyle literatir

verisiyle uyumun olmayabilecegi dugunulmustur.

Primer emulsiyona %1 a/h oraninda PVP ilave edilerek hazirlanan F40 kodlu
formdl ile %2 a/h oraninda PVP ilave edilerek hazirlanan F51 kodlu
formulasyonun salim calismalarinda, iki formilde de birbirine yakin seviyede
ilk ¢ikig etkisinin oldugu ve salim profillerinin  benzerlik gosterdigi
gorulmustar. Sahm profili ve ilk cikis etkisini etkileyebilecek kadar farkli

oranda PVP miktarinin sec¢ilmemis oldugu dusunulmastar.

4.3.6.5. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Farkli  Miktarda Etkin Madde

Kullaniimasinin Etkisinin De gerlendirilmesi

Farkli miktarda etkin madde kullaniimasinin in vitro etkin madde salimi
Uzerine etkisinin degerlendiriimesi icin hazirlama esnasinda 10 mg etkin
madde ilave edilen F34 kodlu formul ile 20 mg etkin madde ilave edilen F41
kodlu formallerin salim profilleri karsilastiriimigtir (Sekil 3.36 ve Sekil 3.37).

Etkin madde icerigindeki artisla birlikte F41 kodlu formulasyonda, F34 kodlu
formulasyona gore ilk ¢ikis etkisinde artis oldugu gérulmastir. Bunun lietrattr

verileriyle uyumlu oldugu gérulmastur (Gabor ve ark., 1999).

Formulasyon caligmalarinda etkin  madde/polimer oraninin  artmasi
sonucunda enkapsulasyon etkinliginin azalmasina ragmen etkin madde
aciga cikiginda ilk cikis etkisinin belirgin bir sekilde artisi ortamda bulunan
polimerin olusturdugu kaplamanin daha ince olmasina, bu ince kaplama
nedeniyle mikroenkapsilasyon isleminin hizli olmasi ve bunun dogal bir
sonucu olarak da partikdl iriliginin digmesine, etkin yizey alaninin artmasina

baglanabilmektedir.
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4.3.6.6. In Vitro Etkin Madde Salimi Uzerine Steril izasyonun Etkisi

implante edilmek Uzere hazirlanan partikiller sistemlerin steril olmasi
gerekmektedir. Bu amacgla F34 kodlu formulasyona partikiler ila¢ sekillerinin
sterilizasyonunda en yaygin olarak kullanilan y-rasyasyonla sterilizasyon
uygulanmigs ve y-rasyasyonun salim profiline etkisi incelenmistir. F34 kodlu
formile uygulanan y-radyasyonla sterilizasyon sonrasinda yapilan in vitro
etkin madde salim deneyinden elde edilen salim profilinde etkin madde
saliminin 5. glne kadar paralellik gosterdigi bulunmustur. Ancak 5. giinden
sonra sterilize edilmeden o©nceki salim profiline gore, sterilize edildikten
sonraki profilinde bir miktar daha yavas bir salim oldugu belirlenmistir.
Literattir verilerinde ayni dozda y-radyasyon uygulanarak PLGA partikiler
ilac tasiyici sistemlerin sterilizasyonu yapildiginda ya salim profilinde, camsi
gecis sicakliginda ve molekil agirliginda bir degisiklik olmadigi ya da zincir
kirllmasina bagl olarak camsi gecis sicakliginda ve molekdl agirhginda
disme oldugu ve salimin sterilizasyon oncesine gore hizlandigi gézlenmistir
(Friess ve Schlapp, 2006); ancak literatlirde y-radyasyon uygulandiginda
PLGA partikillerde salimin yavaslandigi bir 6rnede rastlanmamigtir.
istatistiksel veri analizi ile profiller arasindaki farkin éneminin belirlenmesinin
bu konuda aydinlatici olabilecegi dusunitlmektedir. Ayrica, DSC analizi
yapilarak polimerin camsi gegis sicakligi ve molekul agirhgr belirlenerek, bu

degerlerin sterilizasyondan nasil etkilendigi belirlenmelidir.

Farkin anlamh bulunmasi durumunda y-radyasyonla sterilizasyonun
hazirlanan bu partikiller icin uygun olmadigi digtnulebilir. Bu durumda, farkl
siddetlerde radyasyonun etkisi incelenerek, polimer camsi gecis sicakhgl ve
molekidl agirhgini dedistirmeyen, etkin madde salim profilini etkilemeyen ve

etkin sterilizasyonu saglayan minimum radyasyon miktari bulunmalidir.

4.3.7. Kinetik Mekanizmalara Uyumun  incelenmesi

Tdm in vitro salim calismasi yapilan mikrokire formulasyonlarinda elde
edilen ¢6zinme hizi verileri kullanilarak SPSS programi yardimiyla kinetik

modellere ait parametreler ve uyum olcutleri hesaplanmistir (Cizelge 3.16).
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F34 kodlu formulin etkin madde salim kinetikleri degerlendirildiginde etkin
madde cikisinin QVt ve 1. Derece kinetige uyum gosterdigi bulunmustur
(Cizelge 3.16). Bu iki kinetikten gercekte hangisine uyum oldugunu
belirlemek icin salinan etkin madde miktarina kargi (Q) belli bir zaman
araliginda aciga cikan etkin madde miktarlari (dQ/dt) grafige gecirilmigstir.
Cizilen grafikte dQ/dt degerinin Q degeri ile ters orantih bir korelasyon
gosterdigi bulunmustur. Bu da F34 kodlu formilliin etkin madde saliminin Qv
kinetigiyle gerceklestigini gostermektedir. Ayni grafik bifazik salim 6zelligi
gosteren F34'Un salim profilindeki iki faz icin (ilk 36 saat ve 36. saatten
sonrasl) ve profilin tamami icin uygulanmigstir ve Uc¢ grafikte de dQ/dt ve Q
degerlerinin ters orantili korelasyon gosterdigi gorulmustir. Bu da salimin
tamaminda Q©'t kinetigine uyumun oldugunu gostermektedir. 36. saatten

sonraki salim icin cizilen grafik Sekil 4.1'de goérulmektedir.

Hazirlanan mikropartikillerin heterojen matris yapisinda olmasi sebebiyle,
Qi kinetigine uyumun olmasi beklenen bir durumdur. Heterojen matris

yapisindaki dozaj sekillerinin salim kinetikleri Q+t kinetigine uyum gosterirler.

0,4
0,4
0,3
0,3

0.2
0,2
0,1
0,1
0,0

Q
F34

Sekil 4.1. F34 kodlu formilde salimin 36. saatinden sonra salinan etkin madde miktarina
karsi (Q), belli bir zaman araliginda aciga c¢ikan etkin madde miktarlari (dQ/dt) grafigi
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F34 kodlu formulasyonda yapilan in vitro etkin madde salim ¢alismalari ve bu
calismalar sonucunda hesaplanan kinetik verileri degerlendirildiginde, etkin
kan konsantrasyonu saglandiktan sonra (klasik dozaj sekilleriyle tedaviyi
takiben), 15 gin etkili rivastigmin tartarat iceren mikroktre enjeksiyonu ile
tedavi yapilabilecedi dustnilmektedir; ancak o©ncelikle in vivo hayvan
deneyleri yapilarak  mikrokirelerin  biyolojik  kosullardaki  davranigi

incelenmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Rivastigmin tartarat iceren cift emulsiyon olusturma/cozici buharlastirma

yontemiyle PLGA mikrokirelerin hazirlanmasi ¢alismasinda,

Sentetik biyolojik olarak pargalanabilir bir polimer olan PLGA
kullanilarak suda cok c¢o6zinen bir etkin madde olan rivastigmin
tartaratin cift emulsiyon olusturma/céziciu buharlastirma yontemiyle
mikrokire  formulasyonlarinin hazirlanabilecegi bulunmustur.
Hazirlanan partikuler sistemlerdeki enkapsulasyon etkinliginin  ¢ok

yiksek oranda artiriimasi saglanmistir.

Hazirlanan mikrokirelerin enkapsilasyon etkinliginin; dig faza etkin
maddenin daha az c¢6zunir oldugu bazik bir tampon konmasi, dis
fazin iyonlarla doygun hale getiriimesi, dis faza eklenen stabilizator
miktarinin artiriimasi ile dnemli 6lgtude arttigi bulunmustur. Dig faz ve
ic faza eklenen stabilizator cinsi ve miktari ile eklenen etkin madde

miktarinin da enkapsulasyon etkinligini etkiledigi goralmustar.

Hazirlanan partikillerde homojenizasyon hizinin artiriimasinin, etkin
madde miktarinin arttirlmasinin, dis fazda kullanilan stabilizat6r
cinsinin, polimer molekdl agirhiginin partikal buyuklugl tzerine etkili

oldugu bulunmustur.

Hazirlanan mikroktreler SEM ile goruntilendiginde, kiresel yapida
olduklari ve yizeylerinin ¢ok diizgin oldugu tespit edilmigtir, yer yer
porlara da rastlanmistir. In vitro etkin madde salim calismasi
sonrasinda yapilan SEM incelemesinde, partikillerin  boyutunu
korudugu, partikillerde olusan kanallardan etkin maddenin salinmis

oldugu goralmustar.
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Hazirlanan mikrokurelerle yapilan in vitro etkin madde salim
calismalarinda; partikillerden etkin maddenin salim hizini i¢ faz ve dis
faza ilave edilen stabilizator cinsi ve miktarinin, farkh miktarda etkin
madde ilavesinin etkiledigi ve cikiglarda Qvt kinetigine uyum
saglandig! bulunmustur (F34 kodlu formdl).

Calismanin devaminda F34 kodlu formulin ratlarda in vivo ¢alismasi
yapilarak, hazirlanan mikrokurelerin biyolojik ortamdaki etkin madde

salim davranisi incelenecektir.
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OZET

Kontrolli  Salim Yapan Rivastigmin iceren implante Partikiiler
Sistemlerin Formulasyonu Uzerine Cali  smalar

Bu calismada implante edilebilir mikrokire formulasyonlari hazirlamak
amaclyla baglangic ve orta seviyede Alzheimer hastaliginin semptomatik
tedavisinde kullanilan rivastigmin tartarat secilmigtir. Rivastigmin tartarat,
Ozellikle merkezi sinir sisteminde asetilkolinesteraz ve ve biitirilkolinesteraz
metabolizmasini reversibl olarak inhibe eden karbamat tlrevi bir bilesiktir.

Bu amacla, biyolojik olarak parcalanabilir, biyolojik olarak uyumlu, sentetik bir
polimer olarak PLGA kullaniimistir. PLGA, kanitlanmis guvenilirlidi,
toksisitesinin olmamasi, genis bir araliktaki fizikokimyasal 6zellikleri, esnekligi
sebebiyle islenebilirligi, biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilir olmasi sebebiyle cesitli dozaj formlarinin hazirlanmasinda
yaygin olarak kullanilan bir polimerdir.

PLGA mikrokurelerin hazirlanmasinda cift emdulsiyon olusturma/cozicu
buharlastirma teknigi kullanilarak hidrofilik 6zellikteki rivastigmin tartaratin
mikrokure igine hapsedilmesi saglanmigtir.

Calismada hazirlanan mikrokirelerde, dig faz bilesenlerinin, stabilizator
tipinin ve miktarinin, etkin madde-polimer oraninin, PLGA cinsinin, karistirma
hizinin etkin madde enkapsulasyonuna etkisi incelemistir. Enkapsilasyon
etkinligi artan formulasyonlarin, in vitro etkin madde salim calismalari
yapiimis ve yuzey 0Ozellikeri SEM ile incelenmistir. In vitro salim ¢aligmalari
ve SEM gorintilemesi sonucunda implantasyona uygun salim oOzelliklerine
sahip olan mikrokurelerin elde edildigi goralmustar.

Anahtar kelimeler:  Alzheimer, Coziicii buharlastirma, implant, Mikrokiire,
PLGA, Rivastigmin tartarat.
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SUMMARY

Studies on Formulations of Controlled Release Rivas tigmine
Containing Implantable Particulate Delivery Systems

In this study, rivastigmine tartrate which is used in the symptomatic
treatment of mild to moderate Alzheimer's Disease was selected to be
incorporated into implantable microsphere formulations. Rivastigmine tartrate
is a carbamate derivative which inhibits the acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase metabolism reversibly especially in the central nervous
system.

In the preparation of microspheres, PLGA, which is synthetic biodegradable
and biocompatible polimer, is used. PLGA is used in the preparation of
several dosage forms due to its safety, non-toxicity, physicochemical
properties in a wide range, biodegradability, biocompatibily, flexibility which
makes it processable.

Double emulsion/solvent evaporation technique is used to incorporate highly
water soluble rivastigmine tartrate in PLGA.

Effects of external phase components, amount and type of stabilizer, drug-
polymer ratio, PLGA type and stirring rate on the encapsulation of the drug
was studied. In the formulations which had enhanced encapsulation, in vitro
drug release tests were run and surface morphologies are studied by
scanning electron microscopy. In vitro release tests and SEM monitoring
showed that implantable microspheres which has appropriate release
properties were obtained.

Key words: Alzheimer's Disease, Implant, Microsphere, PLGA, Rivastigmine
tartrate, Solvent evaporation.
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