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OZET

Etkin Madde Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve in vitro
Degerlendirilmesi.

Amag: Bu c¢alismanin amaci, nifedipin etkin maddesinin (NF) siirekli salimin1
gerceklestirmek ve istenmeyen yan etkilerini azaltmak iizere NF yiikli-PLGA
nanopartikiillerini hazirlamak ve bu nanopartikiillerin in vitro 6zelliklerini incelemektir.

Materyal ve Metot: iki farkli hazirlama yéntemi (nanopresipitasyon ve
emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma) kullanilarak PLGA nanopartikiilleri
hazirlanmistir. UV-Spektrofotometrik yontemle NF miktar tayini gergeklestirilmistir.
Ayrica, FT-IR, DSC ve SEM bu sistemleri karakterize etmek i¢in kullanilmistir.
Nanopartikiiler sistemlerin yiizey morfolojisi, partikiil biiyiikligii ve dagilim,
enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salim oOzellikleri (PB pH 7.4 ortaminda)
incelenmistir.

Bulgular: Nanopartikiiler sistemlerin SEM goriintiilerinden yaklasik olarak
kiiresel olduklar1 saptanmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutlari
294.2747.93-424.9244.96 nm arahigindadir. Notral PLGA nanopartikiilleri elde
edilmistir (yaklasik 0 mV). Nanopresipitasyon (N-2) ve emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlagtirma yontemleri (N-4) kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin ylikleme
etkinligi degerleri sirasiyla, % 13.03£1.82 ve % 18.96£1.95 (p=0.05)’dir. PB pH 7.4
ortaminda N-2 ve N-4 formiilasyonlar1 i¢in % 100 kiimiilatif salim sirastyla 38. ve 22.
giinde elde edilmistir.

Sonu¢: PLGA nanopartikiilleri, NF’nin siirekli saliminin saglanmasi ve boylece
NF’nin yan etkilerinin, tekrarlayan uygulamalarinin azaltilmasi ve hasta uyuncunun
artirilmasi i¢in faydali sistemlerdir.

Anahtar Kelimeler: DSC, FT-IR, in vitro ¢alismalar, nanopartikiil, nifedipin, PLGA



ABSTRACT

Preparation and in vitro Evaluation of Active Substance-Loaded PLGA
Nanoparticles

Aim: The main purpose of this study was to prepare Nifedipine (NF) loaded-
PLGA nanoparticles to achieve sustained release of NF and reduce its side effects and
also to investigate their in vitro characteristics.

Material and Method: The PLGA nanoparticles were prepared by using two
different preparation methods (nanoprecipitation method and emulsion-solvent
evaporation method). The amount assay of NF was carried out using UV-
spectrophotometric method. Furthermore, FT-IR, DSC and SEM were used to
characterize these systems. The surface morphology, particle size and size distribution,
encapsulation efficiency and in vitro release characteristics (in PB pH 7.4) of
nanoparticles were investigated.

Results: SEM images of nanoparticles revealed their approximately spherical
shape. The mean particle sizes of prepared nanoparticles ranged from 294.27+7.93 to
424.92+4.96 nm. PLGA nanoparticles were almost neutral (close to 0 mV). The percent
encapsulation efficiency values of nanoparticles prepared by using nanoprecipitation
method (N-2) and emulsion-solvent evaporation method (N-4) 13.03+£1.82 % and
18.96£1.95 % (p=0.05), respectively. The extents of cumulative drug release from N-2
and N-4 in PB pH 7.4 medium were up to about 100 % at 38 days and 22 days,
respectively.

Conclusion: PLGA nanoparticles are useful systems for sustained release of NF,
and hence for reducing its side-effects and the necessity of repeated administrations of
NF and increasing patient compliance.

Key words: DSC, FT-IR, in vitro studies, nanoparticle, nifedipine, PLGA.

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

a/a
a/h
AV
DCM
DSO
DMSO
DSC
EMA
ESC
ESH
FDA
FT-IR
h/h
KKB
KVH
LOD
LOQ
NF
PB
PGA
PLA
PLGA
PVA
RZ
rpm
SEM
SS
USP/NF35
X

VK
Amax

: Agirlik/Agirlik orani
: Agirlik/Hacim orani
: Atriyoventrikiiler
: Diklorometan
: Diinya Saglik Orgiitii
: Dimetilsiilfoksit
: Diferansiyel Taramal1 Kalorimetre
: Avrupa Ilag Ajansi
: Avrupa Kardiyoloji Dernegi
: Avrupa Hipertansiyon Dernegi
: Amerikan Ila¢ ve Gida Kurumu
: Fourier Dontistimlii Kizi1l6tesi Spektroskopisi
: Hacim/Hacim orani
: Kalsiyum Kanal Blokerleri
: Kardiyovaskiiler hastaliklar
: Saptama sinir1
: Miktar tayin sinir1
: Nifedipin
: Fosfat tamponu
: Poli(glikolik asit)
: Poli(laktik asit)
: Poli(laktik-ko-glikolik asit)
: Polivinil alkol
: Belirlilik katsayis1
: Dakikadaki devir sayisi
: Taramal1 Elektron Mikroskobu
: Standart sapma
: Amerikan Farmakopesi
: Ortalama
: Varyasyon katsayisi
: Maksimum dalga boyu
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1. GIRIS

Degistirilmis salim sistemleri, terapotik etkinligin artirilmasi, etkin madde salim
hizi/yerinin kontrol edilmesine imkan saglamasi [geciktirilmis salim ve uzatilmis salim
(kontrollii salim, siirekli salim)], yan ve istenmeyen etkilerin azaltilmasi, hasta
uyuncunun artirilmasit ve dozlama sikliginin disiiriilmesi gibi pek c¢ok iistiinliige
sahiptir. Ekonomik gelismeler, kentlesme, sanayilesme ve kiiresellesme insanlarin
yasam tarzlarimi degistirmektedir. Ozellikle, fiziksel aktivitenin azalmasi, sagliksiz
beslenme sonucu olusan obezite ve sigara kullanimi1 gibi faktorler kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH)’in olusma riskini artirmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan 2008 yilinda tahminen 17.3 milyon kisinin KVH nedeniyle 61diigi, yillik 23
milyondan fazla insanin 2030 yilina kadar kalp krizi ve felg basta olmak iizere KVH
nedeniyle hayatin1 kaybedecegi ve bu 6liimlerin % 80 veya daha fazlasinin orta ve az
gelismig tilkelerde olacagi bildirilmistir. KVH ig¢inde hipertansiyon, toplumda sik
gortilmesi, kalp krizi, felg ve bobrek yetmezligi riskini artirmasi nedeniyle énemlidir.
Kontrolsiiz hipertansiyon, kalp ritminde diizensizliklere, kalp yetmezligine ve korliige
de neden olabilmektedir. Hipertansiyon tedavisinde etkili yontemler olmasina ragmen
kontrollii bir kan basinci diisiisiinii saglamak, kan basinci kontrol oranlarini artirmak,
kardiyovaskiiler riskleri azaltmak, direngli hipertansiyonu etkin bir sekilde tedavi
etmek, istenmeyen ilag yan etkilerini ve Ozellikle hipotansiyon riskini azaltmak
amaciyla yeni yaklagimlara ihtiyag duyulmaktadir. Antianjinal ve antihipertansif
etkilerinden dolay1 Nifedipin (NF) basta Prinzmetal Anjina Pektoris ve hipertansiyon
tedavisinde olmak {izere Raynaud Sendromu, o6zefagusun agrili spazmi, pulmoner
hipertansiyon, kronik anal fissiir, hemoroid, erken (preterm) dogumun engellenmesi ve
cilt yaralanmalarinda da kullanilan bir etkin maddedir. Ayrica, topikal olarak goze

uygulandiginda doza bagimli olarak 4 saat veya daha uzun siireli olarak go6z igi



basincini diisiirmektedir. NF, voltaja bagimli L-tipi (yavas) kalsiyum kanallarini1 bloke
ederek kalp ve damar diiz kaslarinda kalsiyum iyonunun hiicre icine girisini inhibe eder
ve boylece koroner ve periferik arterlerde vazodilatasyon gergeklesir ve kalp kasi
fonksiyonlar1 i¢in de gerekli enerji tiikketimi/oksijen gereksinimi azaltilmig olur.

NF’nin hemen salim yapan dozaj sekillerinin kullanilmasi sonucu kontrolsiiz bir
hipotansiyon, senkop, kalp blogu, inme, siniis aresti, serebral iskemi, ventrikiiler
fibrilasyon, bas donmesi, halsizlik ve tasikardi gibi yan etkiler goriilmektedir. S6z
konusu bu yan etkileri azaltmak ve terapotik etkinligi uzatmak amaciyla NF’nin

degistirilmis salim yapan dozaj sekilleri gogunlukla tercih edilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, NF’nin uzun siireli salimini gerceklestirmek, istenmeyen
yan etkilerini azaltmak ve farkli endikasyonlarinda da kullanimini saglamak tlizere NF-
yiiklii PLGA nanopartikiillerini hazirlamak ve bu nanopartikiillerin in vitro 6zelliklerini
(ylizey morfolojisi, partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, enkapsiilasyon etkinligi, PB pH 7.4
ortamindaki in vitro ilag salimi) incelemektir. Ayrica, Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi
Spektroskopisi (FT-IR), Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) de bu sistemlerin

karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Ekonomik gelismeler, kentlesme, sanayilesme ve kiiresellesme insanlarin yasam
tarzlarin1 degistirmektedir. Ozellikle, fiziksel aktivitenin azalmasi, sagliksiz beslenme
sonucu olusan obezite ve sigara kullanimi gibi faktorler kardiyovaskiiler hastaliklarin
olusma riskini artirmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde insanlarin yasam siireleri ve bu
risk faktorlerine maruz kalma olasiliklari da artmaktadir. Diisiik sosyoekonomik
gruplarda bu hastaliklarin goriilme sikligi ve bu hastaliklara bagli 6liim riski daha
yiiksektir.!

Kalp ve kan damarlarinin hastaliklar1 olan kardiyovaskiiler hastaliklar koroner
kalp hastaligi, periferik damar hastaligi, serebrovaskiiler hastaliklar (inme), romatizmal
kalp hastaligi, konjenital kalp hastaligi, pulmoner embolizm, derin ven trombozu ve
hipertansiyon olarak simiflandirilabilir. KVH i¢inde hipertansiyon toplumda sik
gortilmesi, kalp krizi, felg ve bobrek yetmezligi riskini artirmasi nedeniyle énemlidir.
Kontrolsiiz hipertansiyon kalp ritminde diizensizliklere, kalp yetmezligine ve korliige de
neden olabilmektedir.! Hipertansiyon tedavisinde etkili ydntemler olmasma ragmen
kontrollii bir kan basinci diisiisiinii saglamak, kan basinci kontrol oranlarini artirmak,
kardiyovaskiiler riskleri azaltmak, direngli hipertansiyonu etkin bir sekilde tedavi
etmek, istenmeyen ilag yan etkilerini ve Ozellikle hipotansiyon riskini azaltmak
amaciyla yeni yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir.?

2.1.1. Hipertansiyon

Hipertansiyon, arteriyel kan basincinin kabul edilen normal degerin {izerine
cikmast olarak tanimlanmaktadir. Yiksek kan basinci diinya capinda milyonlarca
insanda inme, miyokart enfarktiisii, kalp yetersizligi gibi kardiyovaskiiler hastalik

riskini artirmaktadir. Dolayisiyla, hipertansiyon ile KVH, bobrek yetersizligi ve 6liim


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kan_damar%C4%B1

oranlari arasinda giiclii pozitif bir korelasyon oldugu ifade edilmektedir.>>

Kan basincinin diizenlenmesi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, renal sistem
ve endokrin sistem arasindaki etkilesimle saglanmaktadir.’ Yetiskinlerde olciilen kan
basinci degerlerinin nasil tanimlanarak siniflandirildigi Amerikan Kardiyoloji Koleji ve
Amerikan Kalp Cemiyeti tarafindan yaymlanan yedinci Birlesik Ulusal Komite (Joint

National Committee; JNC) raporunda yayinlanmistir (Tablo 2.1).’

Tablo 2.1. Yetiskinler icin ofis dl¢iimlerinde elde edilen kan basinci degerlerinin tanimi

ve smiflandiriimast.’

Kan Basinci Degerleri

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Normal <120 ve <80
Prehipertansiyon 120-139 veya 80-89
(6ncii hipertansiyon)
Evre 1, Hipertansiyon 140-159 veya 90-99
Evre 2, Hipertansiyon >160 veya >100

Avrupa Hipertansiyon Dernegi (ESH) ve Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC)
tarafindan hazirlanan 2013 tarihli kilavuzda ofis (muayenehane/klinik) dl¢timlerine gore
yapilan kan basinci tanimlanmasi ve smiflandirilmasi Tablo 2.2°de verilmistir. Bu
kilavuzda, hipertansiyon tani ve tedavisinde ofis oOl¢iimlerinin yani sira ofis disi
(ayaktan ve evde) Olgiimlerinde Onemli katkilar saglayacagi vurgulanmis ve
hipertansiyonun tanimlanmasinda kullanilan ofis ve ofis dis1 6l¢iim degerleri verilmistir

(Tablo 2.3).3°



Tablo 2.2. ESH/ESC tarafindan yayinlanan kilavuza gore kan basinci degerlerinin

tanimlanmasi ve siniflandirilmasi.’°

Kan Basinci1 Degerleri

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)

Optimum (ideal) <120 ve <80

Normal 120-129 ve/veya 80-84

Yiiksek normal 130-139 ve/veya 85-89

Evre 1, Hipertansiyon 140-159 ve/veya 90-99

Evre 2, Hipertansiyon 160-179 ve/veya 100-109

Evre 3, Hipertansiyon >180 ve/veya >110
Izole sistolik hipertansiyon >140 ve <90

Yukarida verilen kilavuza goére tim yas ve risk gruplart i¢in hipertansiyon
sistolik kan basincinin 140 mmHg’e esit veya daha yiiksek ve/veya diyastolik kan
basincinin ise 90 mmHg’e esit veya daha yiiksek olmas1 durumudur.'? ideal kan basinci

degerlerinin ise 120 (sistolik)/80 (diyastolik) mmHg degerlerinin altinda olmas istenir.’

Tablo 2.3. Hipertansiyon tanimlanmasinda ofis ve ofis dis1 dlgiimlerle elde edilen esik

kan basinc1 degerleri.®?

Kan Basinci1 Degerleri

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Ofis (Muayenehane/klinik) >140 ve/veya >90
Ambulatuvar
Giindiiz (veya uyanik) >135 ve/veya >85
Gece (veya uykuda) >120 ve/veya >70
24 saat >130 ve/veya >80
Evde >135 ve/veya >85




Yine, ESH/ESC tarafindan yaymlanan 2013 kilavuzunda yasli hastalar ile ilgili
degisiklikler yapilmis ve yasli hastalarin sistolik kan basinci degeri 160 mmHg {izerinde
ise antihipertansif ilaclara baslanmasi gerektigi bildirilmistir. Bununla birlikte, 6zellikle
80 yasin altinda, evre 1 hipertansiyon hastalarinda ise verilen ilaglara yasgh hasta
dayanabiliyorsa ilag verilebilecegi belirtilmistir. Ayn1 kilavuzda, diyabet, kronik bébrek
yetmezligi, KVH nedeniyle yiiksek risk grubuna dahil olan hipertansiyon hastalarinda
onceki kilavuzlarda kan basinci degerleri yiiksek normal kategorisinde oldugunda ilag
tedavisine baslanmustir. 2013 kilavuzunda ise bu hastalar icin ila¢g baslama smiri
>140/90 mmHg olarak belirlenmis ve yiiksek normal kan basinci degerlerinde ilag
verilmesi énerilmemistir.’

2000 yilinda, diinya genelinde 970 milyondan fazla insanin yiiksek kan
basincina sahip oldugu saptanmis ve bu saymin 2025 yilina kadar % 60 oraninda
artacag1 tahmininde bulunulmustur. DSO’ye gore her yil 7.1 milyon insan arteriyel
hipertansiyon nedeniyle 8lmektedir ve bu saymin gelecekte artacagi ifade edilmistir.!!

Hipertansiyon riski yasla birlikte artmakta, dislipidemi, diyabet, obezite, fiziksel
aktivitenin az olmasi/olmamas1 gibi risk faktorleri ile goriilme sikligi artmaktadir.®
Hipertansiyon goriilme siklig1 lizerinde 1rk ve cografik faktorlerde etkilidir. Amerika ve
Avrupa llkelerinin ¢cogunda yetiskinlerin % 25-30’unda hipertansiyon goriilmektedir.
Kanada, Amerika ve Ingiltere’de hipertansiyon goriilme siklig1 sirasiyla % 19.5, % 29
ve % 30°dur.® !? Tiirkiye'de eriskinlerde kalp hastalig1 ve risk faktérleri sikligi taramasi
(TEKHARF) calismasinda iilkemizdeki hipertansiyon goriilme sikliginin ise % 33.7
oldugu ve yasla birlikte arttig1 bulunmustur.® '3

Hipertansiyon siniflandirilmasinda kan basinci diizeyleri diginda etiyolojilerine
ve hedef organ hasarma gére de siniflandirma yapilmaktadir. '

Etiyolojilerine gore:



a. “Primer” (esansiyel, idiopatik veya birincil) hipertansiyon: Bilinmeyen
nedenlere bagl olarak gelisen sistemik hipertansiyondur.'* !* Hipertansiyon vakalarinin
% 95’inden fazlasii primer hipertansiyon hastalar1 olusturur.!® Yas (yas ilerledikce
hipertansiyon olusma riski artar), irk, aile ve genetik faktorler (hipertansiflerin birinci
derecedeki akrabalarinda hipertansiyon gelisme riski fazladir), beslenme tarzi, diyetteki
yiiksek tuz miktar, fiziksel aktivitede bulunmama, yiiksek miktarda alkol tiiketimi,
sigara kullanim1 (hipertansiyon, koroner arter hastaligt ve inme riski sigara
kullanmayanlara gore daha yiiksektir), obezite (hipertansiyon gelisiminde, beslenme ve
metabolizmayla iliskili olarak en sik karsilasilan risk faktoriidiir) primer hipertansiyon
gelisme riskini artiran faktorlerdir.!% 14 16

b. “Sekonder” (ikincil) hipertansiyon: Bir hastaligin cesitli bulgularindan biri
olarak karsimiza c¢ikan hipertansiyondur. Hipertansiyon vakalarinin % 5’inden azim
kapsamaktadir.'”

Sekonder hipertansiyona neden olan faktorler:'® 17
> Renal Hipertansiyon:

- Parankimatoz Renal Hastahiklara  Bagh  (Akut/kronik
glomeriilonefrit, polikistik bobrek hastaligi, diyabetik nefropati,
hidronefroz, amiloidoz, iireter tikanikliklar)

- Bobrek Tiimoérlerine Bagh (Wilms tiimorii, renin salgilayan tiimor)

- Renovaskiiler Hipertansiyon (renal arter fibréz displazisi,
aterosklerotik renal arter hastalifi, renal arter embolisi, perinefritik
kese)

»> Endokrin hipertansiyon:

- Siirrenal hastaliklar (Feokromasitoma, Cushing Sendromu, adrenal

enzim eksiklikleri, Conn Sendromu)



- Akromegali

- Troid Hastaliklar1 (Hipertroidi, Hipotroidi)
- Karsinoid Sendrom

- Eksojen Hormon Etkisi

» Norolojik hastahklar (psikojenik, poliomyelit, polinevrit, artmis kafa igi

basinci, Guillian-Barre Sendromu)

» Akut Stresler (psikolojik, metabolik, cerrahi, travmatik, yoksunluk krizleri)

> lyatrojenik (steroid tedavisi, soguk alginligi ilaglari, antidepresan ilaglar,

asirt D vitamini alimi, kontraseptifler, siklosporin, sempatomimetik tedavi,
eritropoetin, kokain)

» Gebelige Bagh Hipertansiyon

2.1.1.1. Hipertansiyon Tams1 ve Tedavi Yaklasimlar:

Hipertansiyonun tedavi edilebilmesi dncelikle taninin dogru olarak konmasi ile
miimkiindiir. Bu amagla, kan basincimi saptamak i¢in gerekli donanimsal cevre
kosullarinin saglanmasi ve dogru bir teknik ile 6l¢iim yapilmasi gerekmektedir. Kan
basincinin dogru Ol¢iilmesi hipertansiyonun onlenmesi, tespiti, degerlendirilmesi ve
tedavisi agisindan en 6nemli noktay1 olusturur. JNC-7'de kan basincinin ofis sartlarinda,
hasta oturur pozisyonda iken 5 dakikalik dinlenme sonrasinda ayaklari yere basar
sekilde ve kolu kalp hizasinda desteklenmis durumda iken uygun olarak 6lgiilebilecegi
bildirilmistir.'"® Hipertansiyon tanis1 genellikle, en az son iki muayenehane/klinik
ziyaretinde Ol¢iilen 2 veya daha fazla kan basinci 6l¢limiiniin ortalamasi esas alinarak
konmaktadir. Bununla birlikte siddetli vakalarda ise tek bir ziyarette elde edilen dl¢iim
sonrast tani konabilir. Ayrica son kilavuzlara gore, tan1 konmasinda ofis dist 6l¢iimler
de 6nemlidir ve degerlendirilmelidir.* ¢ Hipertansiyonun klinik degerlendirilmesinde

gdz 6niinde bulundurulmas: gereken 4 temel amag:'*- 2



1- Kan basincinin kronik olarak yiiksek oldugunun dogrulanip diizeyinin tespit edilmesi,
2- Sekonder hipertansiyon varliginin arastirilmast,

3- Organ hasar1 varliginin degerlendirilmesi,

4- Prognozu ve tedaviyi etkileyebilecek kardiyovaskiiler risklerin ve klinik 6zelliklerin
arastirilmasidir.

Klinik degerlendirmede kan basinci 6l¢iilmesinin yani sira hasta dykiisiiniin tam
alinmast ve tam bir fizik muayene yapilmasi hipertansiyon tipinin belirlenmesi
acisindan Onemlidir. Olas1 organ hasari ve ikincil nedenleri tespit etmek iizere
laboratuvar testleri ve radyolojik incelemeler (tam idrar tetkiki, hematokrit, plazma
glukozu, potasyum, kreatinin, serum kolesterol ve trigliseridleri, kalsiyum, iirik asit,
gogiis grafisi ve EKG) yapilmali ve ilgili parametreler degerlendirilmelidir.* '

ESH/ESC tarafindan yayimlanan 2013 kilavuzunda yashlar diginda tiim
hipertansiyon hastalar1 i¢in sistolik kan basincinin 140 mmHg nin ve diyastolik kan
basinicinin ise 90 mmHg’ nin altinda tutulmasi gerektigi belirtilmistir. Diyabet ve bobrek
yetmezligi olanlardaki diyastolik kan basinci hedefi ise 85 mmHg nin altinda olmalidir.
Sistolik kan basinci degerleri >160 mmHg olan 80 yasin altindaki yasli hastalar i¢in
hedefin 140-150 mmHg olmas1 gerektigi, ancak hasta fiziksel olarak iyi ve aktif bir
durumda ise sistolik kan basincinin 140 mmHg’nin altina indirilebilecegi ifade
edilmistir. 80 yas tizeri ve sistolik kan basinci degerleri >160 mmHg olan hastalar i¢inse
hedef 140-150 mmHg araligidir.’

ESH/ESC tarafindan yaymlanan 2003, 2007 ve 2013 tim kilavuzlarda
hipertansiyon tedavisinde sadece kan basinci degeri yerine “toplam kardiyovaskiiler
riskin”  belirlenmesi  gerekliligi vurgulanmustir.” Bundan dolayi, hipertansiyon
tedavisindeki temel amag, kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite riskinin en aza

indirilmesidir. Hipertansiyonun tedavisinde, ila¢ kullanilarak veya ila¢ kullanilmadan ve



yasam tarzi degisikligiyle (tuz kisitlamasi, alkol kisitlamasi, diyet, kilo kaybi, egzersiz,
sigaranin birakilmasi, sodyum aliminin azaltilmasi gibi) kan basincinin diisiiriilmesi
hedeflenmektedir.'”

ESH/ESC tarafindan yaymlanan 2013 kilavuzunda diisiik riskli evre 1
hipertansiyon hastalarinin birka¢ ay ila¢ verilmeden sadece yasam sekli degisikligi
yapilarak hastanin kan basinci takibinin yapilmasi onerilmis, sayet kan basinci bu
degisiklikler ile kontrol altina alinamazsa bu durumda degisikliklerin yani1 sira ilach
tedaviye gecilmesi gerektigi ifade edilmistir.”> ' Yiiksek risk faktorleri tasiyan
hastalarda ise yasam tarz1 degisiklikleri ile ilag tedavisi birlikte baslanabilmektedir.®
Yasam tarzi degisiklikleri ile sistolik ve diyastolik kan basinci degerlerinde diisme
saglandigl, kardiyovaskiiler risklerin azaldigi ve antihipertansif ilaglarin etkinliginde
artis saglandig1 ifade edilmistir.'”

Kan basinct diizeyinin yanmi sira organ hasari, kardiyovaskiiler hastalik/risk
faktorlerinin varlig1 hipertansiyonda ila¢ tedavisine baslanilmasinda etkili olan temel
faktorlerdir.! ESH/ESC tarafindan yayinlanan 2013 kilavuzunda da belirtilen ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilan bes ila¢ grubu; diiiretikler, kalsiyum kanal
blokerleri (KKB, kalsiyum antagonistleri), beta blokerler, anjiyotensin doniistiiriicii
enzim inhibitdrleri ve anjiyotensin reseptor blokerleridir. Ancak, JNC 8 kilavuzunda ise
bazi olumsuzluklar (yasl hastalar basta olmak {izere bazi hastalarda inme gibi
kardiyovaskiiler riskler agisindan sonucglarin daha olumsuz olmasi, kan basincinin
yeterince diisiiriilememesi ve diliretiklerle birlikte yeni diyabet sikliginin artmasti)
nedeniyle ilk secilecek ilaglar grubuna beta blokerler dahil edilmemistir. Ayrica,
yayinlanan son kilavuzlarda bobrek yetersizligi olan ve proteiniirili hastalarda
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrleri-anjiyotensin reseptdr blokerlerinin birlikte

kullaniminin kesinlikle Onerilmemesi gerektigi ifade edilmistir.’
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Tablo 2.4 Oral Antihipertansif ilaglar'® 2! 22

Sinif Etkin madde Doz arahgi, Kullammmi hipertansiyona eslik eden Kullanimi hipertansiyona eslik eden
mg/d asagidaki durumlarda faydahdir asagidaki durumlarda zararhdir
Tiyazid ditiretikler Klorotiyazid 125-500 Izole sistolik hipertansiyon Gut (kontrendike)
Klortalidon 12.5-25 (yasli hastalarda) Bobrek yetersizligi (Potasyum tutucu
Hidroklorotiyazid 12.5-50 Kalp yetmezligi diiiretikler) (kontrendike)
Politiyazid 2-4 Yasli hastalar Siyah 1rk Hiperkalemi (Potasyum tutucu
Indapamid 1.25-2.5 Tip 2 diyabet (diisiik dozda) ditiretikler) (kontrendike)
Metolazon 0.5-5 Osteoporoz (tiyazid grubu ditiretikler) Dislipidemi (yiiksek dozda)
Diyabet (yiiksek dozda)
Loop diiiretikleri Bumetanid 0.5-2
Furosemid 20-80
Torsemid 2.5-10
Potasyum-tutucu Amilorid 5-10
ditiretikler Triamteren 50-100
Aldosteron reseptor Eplerenon 50-100
antagonistleri

Spironolakton 25-50
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Sinif Etkin madde Doz arahgi, Kullammmi hipertansiyona eslik eden Kullanimi hipertansiyona eslik eden
mg/d asagidaki durumlarda faydahdir asagidaki durumlarda zararhdir
Beta Blokerler Atenolol 25-100 Tasiaritmiler Bronkospastik hastalik (kontrendike)
Betaksolol 5-20 Anjina 2.-3. derece AV blok (kontrendike)
Bisoprolol 2.5-10 Tip 2 diyabet Depresyon
Metoprolol 50-100 Esansiyel tremor (kardiyoselektif Periferik damar hastaligi
Nadolol 40-120 olmayan beta blokerler) Diyabet
Propranolol 40-180 Kalp yetmezligi Atletler ve fiziksel olarak aktif hastalar
Timolol 20-40 Hipertiroidi Kalp yetmezligi (Beta blokerler
Migren (kardiyoselektif olmayan beta (metoprolol, bisoprolol diginda)
blokerler) Dislipidemi
Miyokard infarktiisii
Preoperatif hipertansiyon
Intrinsik sempatomimetik ~ Asebutolol 200-800 Miyokard infarktiisii sonrasi Sok, Konjestif kalp yetmezligi,
etkili Beta blokerler Tagiaritmiler 2.-3. derece AV blok,
Penbutolol 10-40 Anjina Ilerlemis periferik damar hastalig,
Pindolol 10-40 Obstriiktif solunum yolu hastaliklari
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Sinif Etkin madde Doz arahg, Kullammmi hipertansiyona eslik eden Kullanimi hipertansiyona eslik eden
mg/d asagidaki durumlarda faydahdir asagidaki durumlarda zararhdir
Alfa ve Beta blokerlerin ~ Karvedilol 12.5-50 Kalp Yetmezligi Agr bradikardi
kombinasyonu Anjina Agir hipotansiyon

Kardiyojenik sok
Bronkospazm

Labetalol 200-800 Karaciger hastalig1

ACE inhibitérleri Benazepril 10-40 Miyokard infarktiisii sonrasi Gebelik (kontrendike)

Kaptopril 25-100 (sistolik disfoksiyonda) Hiperkalemi (kontrendike)

Ena‘laprll' 2.5-40 Proteiniirili diyabet Cift tarafli  renal arter darlig

Fosinopril 10-40 o _

Lisinopril 10-40 Kalp yetmezligi (kontrendike)

Moeksipril 7.5-30 Diyabetik nefropati Anjiyondrotik 6dem (kontrendike)

Perindopril 4-8 Sol ventrikiil disfonksiyonu

Quinapril 10-40 ) )

Ramipril 2.5-20 Tip 2 diyabet

Trandolapril 1-4 Bobrek yetersizligi

Anjiyotensin II Kandesartan 8-32 Kalp yetmezligi Gebelik (kontrendike)
antagonistleri Eprosartan 400-800 ACE inhibitriine bagli dksiiriik Hiperkalemi (kontrendike)

Irbesartan 150-300 . g
Cift tarafli  renal arter darlig

Losartan 25-100 _

Olmesartan 20-40 (kontrendike)

Telmisartan 20-80

Valsartan 80-320
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Sinif Etkin madde Doz arahgi, Kullammmi hipertansiyona eslik eden Kullanimi hipertansiyona eslik eden
mg/d asagidaki durumlarda faydahdir asagidaki durumlarda zararhdir
Dihidropiridin grubu Diltiazem 180-420 Yasli hastalar 2-3. derece AV blok (kontrendike)
disindaki KKB (ER) Tasiaritmiler
120-540 Anjina
(ER) Proteiniirili diyabet
Verapamil 80-320 (IR) Migren
120-360 Miyokard infarktiisii
(SR) Periferik damar hastaligi
Siklosporin’e bagli hipertansiyon
KKB-Dihidropiridin Amlodipin 2.5-10 izole sistolik hipertansiyon
Felodipin 2.5-20 (yash hastalarda)
Isradipin 2.5-10 Yasl hastalar
Nikardipin 60-120 (SR) Siyah itk
Nifedipin 30-60 (XL) Anjina
Nisoldipin 10-40 Proteiniirili diyabet
Periferik damar hastaligi
Siklosporin’e bagli hipertansiyon
Alfa;-Blokerler Doksazosin 1-16 Prostat hipertrofisi Ortostatik hipotansiyon
Prazosin 2-20 Glukoz intoleransi
Terazosin 1-20 Dislipidemi
Bazi diger Klonidin 0.1-0.8 Mentaldepresyon riski varsa
Antihipertansifler (kontrendike)
Metildopa 250-1000 Karaciger hastalig1 (kontrendike)
Hidralazin 25-100
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Calismamizda antihipertansif etkin madde olarak Nifedipin kullanildig1 i¢in bu
kisimda Nifedipin hakkinda bilgi verilecektir.

2.2. Nifedipin

Hiicresel fonksiyonlarin gereksinimi i¢in iyon kanallar1 son derece onemlidir.
Hiicrelerin membranlar1 boyunca bu iyonik kanallar faaliyet halindedir. Birtakim
kimyasal ve fiziksel uyarilar sonucunda Na",Ca™, K" ve CI" iyonlar1 6zgiin iyon
kanallar araciligiyla hiicre i¢ine ve/veya hiicre disina hareket etmektedirler. Bu sayede
hiicreler igin hayati oneme sahip tiim islevler yerine getirilmis olur. Iste bu hayati
islevlerden biri olan hipertansiyonun onlenmesi agisindan Ca™? kanallar1 énemli bir
tedavi yolunu olusturmaktadir. Memelilerde, 6 tip (T, L, N, P/Q ve R) voltaj-bagiml
kalsiyum kanali tanimlanmistir. Bu kanallar heterojen yapidadir ve birbirlerinden
yerlesim bdlgeleri ve elektrofizyolojik karakterleri agisindan farklilik gosterirler. L-tipi
(uzun siireli) kalsiyum kanallar1 kalp ve diiz kaslar basta olmak iizere dokularda yaygin
bir sekilde dagilim gosterirler ve bundan dolayi, kalp kasi ve vaskiiler diiz kaslarin
kasilmasinda énemlidirler. KKB bu kanallarin alfa-1 alt {initiesine baglanir. Ayrica, T-
tipi (kisa siireli, gecici veya diisiik voltaj) kalsiyum kanallar1 baglica sinoatriyal (siniis
nodu, SA) ve atriyoventrikiiler (AV) nodlarinda, kardiyak purkinje hiicrelerinde ve
merkezi sinir sisteminde, N-tipi (sinirsel) kalsiyum kanallar1 yaygin bir sekilde sinir
dokularinda, P-tipi kalsiyum kanallar1 ise beyincik Purkinje hiicrelerinde
bulunmaktadir. Q ve R tipleri ise néronlarda yer alir.2*26

Kalsiyum, kalp kasi ve damar diiz kaslarmin kasilmasi/gevsemesi, hiicre
boliinmesi, hiicresel hareketlilik, sinir sisteminin isleyisi, hormon sekresyonu,
metabolizma, gen ekspresyonu, protein dongiisii ve apoptozis gibi siireclerde islevsel
oneme sahiptir.?’

KKB damar diiz kas1 ve kalp kas1 hiicrelerine kalsiyum girigini inhibe ederler.
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Inhibisyon sonucu olusan arteriyel dilatasyon ve periferik direncin azalmas1 sonucunda
antihipertansif etkiler goriiliir. KKB, dihidropiridinler (nifedipin, amlodipin vb.) ve
dihidropiridin yapisinda olmayanlar (verapamil, diltiazem) seklinde iki ana grupta

toplanmaktadir (Tablo 2.5).2%%°

Tablo 2.5. Kalsiyum kanal blokerleri (antagonistleri).?’

Birinci Kusak Ikinci Kusak Uciincii Kusak
Verapamil Felodipin Amlodipin
Diltiazem Isradipin
Nifedipin Nikardipin

Nimodipin
Nisoldipin
Nitrendipin

Not: Birinci kusak kalsiyum antagonistleri i¢in yavas salim formiilasyonlar: tercih edilir. Aksi
takdirde istenmeyen farmakokinetik parametreler elde edilmektedir. Birinci kusak etkin maddelere karsi
artmig doku segiciligine sahip olan ikinci kusak kalsiyum antagonistlerinin de plazma seviyelerindeki
biiyiik dalgalanmalarin énlenmesi i¢in yavas salim formiilasyonlar tercih edilmektedir. Doku seciciligini
koruyan {igiincii kugsak antagonistler ise sahip olduklari kimyasal 0Ozelliklerinden dolayr uygun

farmakokinetik parametrelere sahiptirler.?’

Nifedipin, dimetil 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-piridin-3,5-
dikarboksilat kimyasal yapisina sahiptir (Sekil 2.1). Erime derecesi 172 °C-174 °C
araliginda olan NF molekiil agirligi 346.3 olan sar1 renkli, kokusuz, pKa’s1 3.93 olan

kristal yapil1 lipofilik 6zellikte bir etkin maddedir.?%-3?
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Sekil 2.1 NF’nin kimyasal yapis1*°

NF {izerinde yapilan kimyasal degisikliklerle yeni kusak dihidropiridin grubu
KKB hazirlanmigtir. Vaskiiler segicilik ve voltaj-bagimli baglanma i¢in 1,4-
dihidropiridin yapist temeldir. Kimyasal yapida degisiklikler cogunlukla 3 ve 5 nolu
konumlarda bulunan ester gruplari iizerinden (agil, amit, siilfonil, nitril gibi ¢esitli
karbonil fonksiyonel gruplari) olmaktadir. Bu konumlarda yapilan degisikliklerin etki
ve segicilik tizerindeki etkileri 6nemlidir. Yapilan ¢aligsmalarda, C-6 pozisyonuna fenil
benzeri gruplar baglandiginda etkinlik ve seciciligin arttig1 belirtilmigtir.34>
Isiga maruz kalan NF kimyasal degredasyona ugrar. Giin 15181 altinda nitrozo

tiirevlerine, UV 15181 altinda da nitro tiirevlerine doniismektedir (Sekil 2.2). Olusan bu

iiriinler olduk¢a polar yapilardir. Nitrozo tiirevleri Ca™ kanal inhibisyonunu tersine

38-40

cevirir, nitro tiirevleri ise ciltteki 1s18a duyarlilig: tetikler.

Sekil 2.2. NF’nin fotodegradasyon iiriinleri (nitrozo ve nitro-piridin)*°

Sudaki ¢oziiniirliigii (<10 mg/L) olduk¢a diisiik olan NF’nin ¢oziiniirliigiini,

¢Oziinme hizin1 artirmak iizere sodyum lauril siilfat gibi yiizey aktif maddelerle
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calisilmis, cesitli siklodekstrin tiirevleriyle inkliizyon kompleksleri, kat1 dispersiyonlar,
nanokristaller ve s1vi-kat1 kompakt yapilar1 hazirlanmustir. -4

NF, gastrointestinal sistemden hizli ve neredeyse tamamen emilmektedir. Ancak,
yogun bir hepatik ilk gecis etkisine ugradigindan yumusak jelatin kapsiilleri halinde oral
uygulanan NF’nin biyoyararlanimi % 45-75 oraninda olmakta ve maksimum plazma
konsantrasyonuna 30 dakikada ulasilmaktadir. NF, 30-180 mg’lik doz araliginda
kullanildiginda sifirinct derece kinetik sergilemektedir. NF, yaklasitk % 92-98
oranlarinda plazma protenlerine baglanmaktadir. Eliminasyon yar1 6mrii dozaj formuna
bagli olarak i.v. uygulama sonrasi 1.3-1.8 saat, oral kapsiil i¢in 2-3.4 saat ve oral
uzatilmig salim tabletleri i¢inse 6-11 saat olarak saptanmistir. Karaciger fonksiyon
yetersizliginde eliminasyon yari-omrii belirgin bir sekilde uzar, ciddi vakalarda doz
azaltilmas1 gerekebilir,3% 41- 474

NF, emilim sonrast oksidatif mekanizmalarla (CYP 3A izoenzimini igeren)
farmakolojik olarak etkili olmayan, polar nitropiridin analoglarina metabolize edilir.
Baslica, karaciger olmak iizere bagirsak duvarinda da metabolizasyona ugrar.’® NF,
metabolitleri halinde cogunlukla bobrekler (% 60-80) yoluyla, geri kalani ise fecesle
atilir. Cok az miktar1 (<% 0.1) ise degismemis olarak idrar yoluyla atilir. NF,
Biyofarmasotik Simiflandirma  Sistemi (Biopharmaceutics Classification System-
BCS)’ne gore Sif II (diisiik ¢oziiniirliik/yliksek permeabilite) ve diisiik ¢oziiniirlik ve
yiiksek metabolizasyon &zelliklerinden dolay1 ise Biyofarmasotik ilag Dispozisyon
Siniflandirma Sistemi (Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System-
BDDCS)’ne gore Smif II’de yer almaktadir.*% 3132

Kalsiyum antagonisti olan NF, 6zellikle miyokard hiicreleri, koroner arterler ve

periferik ~ diren¢  damarlarmin = diiz = kas  hiicreleri  iizerinde  etkilidir.

NF, voltaja bagimli L-tipi kalsiyum kanallarina baglanarak kalp ve damar diiz
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kaslarinda kalsiyum iyonunun hiicre igine girisini diisiik dozlarda dahi inhibe eder.*’> >3-

53 Hiicre i¢i kalsiyum iyonu derisimindeki degisiklikler c¢ok cesitli hiicresel
fonksiyonlarin (damar diiz kasmin kasilmasi/gevsemesi, hiicre bdliinmesi vb)
gerceklesmesini  saglar. Kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin engellenmesi sonucu
kalsiyum-bagimli ATPaz enzimi aktivasyonu gerceklesemez, buna baglh olarak ATP
tilketimi azalir. Sonug¢ olarak, NF arteriyel tonusu diisiirerek koroner ve periferik
arterlerde vazodilatasyona neden olur, koroner arter spazmi Onlenir/ortadan kaldirilir,
kalp kasi1 kasilmasi1 onlenir ve kalp kas1 fonksiyonlari i¢in gerekli enerji tiiketimi/oksijen
gereksinimi azaltilmis olur.>® 3¢ Bu nedenle, NF antianjinal ve antihipertansif etkilere
sahiptir ve Oncelikle Prinzmetal anjina pektoris ve hipertansiyon tedavisinde kullanilir.
Ayrica, pulmoner hipertansiyon, Raynaud Sendromu, 6zefagusun agrili spazmi, kronik
anal fissiir, hemoroid ve cilt yaralanmalarinda da kullanilmaktadir. Bunun yani sira,
goze topikal uygulandiginda gbz i¢i basincim1 uygulanan doza gore 4 saat veya daha
uzun siireli olarak diistirmektedir. NF etkili bir tokolitik ajan olarak erken (preterm)
dogumun engellenmesinde kullanilmak iizere DSO’niin esansiyel ilaglar listesinde yer
almaktadir.>%3% 37 58 Ishizawa ve ark.”” tarafindan yapilan bir ¢alismada ise nifedipinin
kismi bozunma iirlinlerinden olan nitrozonifedipinin endotel hiicre hasarlarinda
tyilestirici etkisi oldugu ve kronik bobrek rahatsizligi tedavisinde faydali olabilecegi
bildirilmistir.

Bununla birlikte, NF kardiyojenik sok, gelismis aort darligi, kararsiz anjina
pektoris durumlarinda, miyokard infaktiisiin ikincil olarak 6nlenmesinde, karaciger
bozuklugu olan kisilerde, gebeligin 20. haftasindan 6nce ve emzirme donemlerinde
kullanilmamalidir. Ayrica, rifampin, rifabutin, fenobarbital, fenitoin, karbamazepin gibi
giicli CYP3A izoenzim uyaricilari NF’nin biyoyaarlanimin1 ve etkinligini onemli

derecede azaltirlar, bundan dolayr NF ile birlikte kullanilmamalidirlar. Ketokonazol,
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flukonazol, itrakonazol, klaritromisin, eritromisin, nefazodon, fluoksetin, saquinavir,
indinavir, nelfinavir, ritonavir gibi CYP3A izoenzim inhibitorleri ise NF etkinligini
artirirlar. Bu nedenle, bu ilaglarla birlikte kullanim durumunda doz ayarlanmasi ve
hastanin dikkatli sekilde takip edilmesi gerekmektedir.’® 2 Ayrica, NF, CYP3A
izoenzim inhibitorii olan greyfurt suyuyla ayni anda alindiginda plazma konsantrasyonu
onemli derecede yiikseldiginden, nifedipin kullanan hastalarin greyfurt suyundan
kagmmalar1 gerekmektedir.®>

NF’nin hemen salan (immediate-release; IR) dozaj sekillerinin kullanilmasi
sonucu kontrolsiiz bir hipotansiyon, senkop, kalp blogu, inme, siniis aresti, serebral
iskemi, ventrikiiler fibrilasyon, bas donmesi, halsizlik ve tasikardi gibi yan etkiler
olusmaktadir.*> % ® NF’nin kronik yan etkileri arasinda ise dis eti biiyiimesi dikkat
cekmektedir.®” NF’nin akut yan etkilerinin azaltilmasina yonelik degistirilmis salim
yapan dozaj sekillerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve ticari {iriin olarak

piyasaya sunulmustur.*!

NF’nin uzun siireli salim yapan formiilasyonlari, refleks
sempatik sinir sistemi aktivasyonunu onlemek ve terapdtik etkinligi uzatmak amaciyla
yogun bir sekilde tercih edilmektedir.*’

NF’nin yan etkilerini azaltmak, hasta uyuncunu ve stabilitesini artirmak iizere
farkli ilag tasiyict sistemler (mikroboncuk, mikrokapsiil, mikropartikiil, nanopartikiil,
kat1 lipid nanopartikiilii vb.) gelistirilmistir.> 6%

2.3. Tla¢ Tasiyic1 Yeni Sistemler

Yeni bir ila¢ molekiiliiniin gelistirilmesi yliksek maliyetli ve zaman alic1 bir
stirectir. Bu nedenle, var olan etkin maddelerin etkinligini ve gilivenilirligini artirmak
tizere etkin madde/maddelerin salim hizini/salim yerini kontrol etmek, dozunu/dozlama

sayisini azaltmak, dayanikliligini artirmak (fotodegredasyon, pH degisiklileri gibi ¢evre

kosullaria karst korur) vb. farkli yaklasimlar1 gerceklestirmek iizere ilag tastyici yeni
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sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler, hasta uyuncunun ve yasam kalitesinin
artirilmasinda ¢ok dnemli faydalar saglamaktadirlar.”®

Uygun bir ilag tasiyict sistem, etkin maddeyi istenen doku ve/veya organa
istenen hizda ve silirede tasimalidir. Etkin maddeyi istenen doku ve/veya organa tagiyan
sistemlere hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler, etkin maddenin salim hizin1 kontrol
eden sistemlere ise kontrollii salim sistemleri denir.”®

Salim hizinin degistirilmesi amaciyla gelistirilmis modifiye salim sistemlerini
Amerikan Farmakopesi (USP/NF35) iki ana bashik altinda toplamaktadir. Bunlar,
geciktirilmis ve uzatilmis salim sistemleridir.!%

Geciktirilmis salim sistemleri, genellikle, iritasyon gibi yan etkileri dnlemek
veya asit pH'ya duyarli etkin maddelerin korunmasini saglamak amaciyla enterik
kaplama halinde hazirlanirlar.!%

Uzatilmis salim sistemleri (“prolonged-release systems”, “extended-release
systems”), etkin maddelerin uzun bir siire salinmasini saglamak amaciyla hazirlanirlar.
Bu salim sistemleri, “repeat-action”, “controlled-release”, “sustained-release” olarak da
ifade edilmektedir.'®

Siirekli Salim Sistemleri (Sustained-Release Systems)

Etkin madde plazma veya doku diizeylerini konvansiyonel ilag sekillerine gore
daha uzun siire devam ettirebilen sistemlerdir. Genellikle salim birinci derece kinetikle
gerceklesir,100-102
Tekrarlanan Etkili Sistemler (“Repeat-Action Systems”)

Birden fazla etkin madde dozu iceren sistemlerdir. Belli zaman araliklari ile bu

dozlarin salimi gergeklesir.!%0-12

Kontrollii Salim Sistemleri (“Controlled-Release Systems”)

Kontrollii salim sistemleri, etkin maddeyi uygun olarak tasir ve tasidiklar1 etkin
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maddenin istenen siire ve hizda salimini saglarlar. Bu sistemlerin, salim hizlarinin
onceden planlanarak  sifirinct  derece  kinetikle etkin  madde  salimini
gerceklestirebilmeleri dnemli iistiinliikleridir.'”!

Kontrollii salim saglayan sistemler, hedef bolgede uzun siire sabit ilag
konsantrasyonu saglarlar.!®® Hedeflendirilmis kontrollii etkin madde salimi1 saglayan
sistemler, klasik dozaj formlar1 ile karsilastirildiginda; diizeltilmis etkinlik, azaltilmig
toksisite, hasta uyuncu ve hasta rahatligi acgisindan c¢ok sayida istiinliiklere

sahiptirler.!0% 104

Bu sistemlerin iistiinliikleri asagidaki sekilde ozetlenebilir:'°" 1%

e Ila¢c alindiktan sonra istenilen siire boyunca etkin madde plazma
konsantrasyonu sabit kalir. Hasta daha az siklikla ilag¢ alir ve kiiciik
dozlarda tedavi saglanir.

e Tedavi diisiik dozlarla saglandig1 i¢in etkin madde/maddelerinin yan ve
toksik etkileri azaltilir/goriilmez.

e Etkin madde/maddelerinin  pargalanmasin1  Onleyerek yarilanma
Omiirlerini uzatir.

e Kontrollii salim sistemlerinde hedeflendirme olanagi sayesinde etkin
madde istenen doku ve organlara yonlendirilebilir.

e ila¢ kullanimi sirasinda yasanan sorunlar (gece ilag kullanma, unutma
riski, kisa zaman araliklarinda ila¢ kullanma durumlari) ortadan kalkar.

e Terapotik indeksi dar olan etkin maddeler i¢in uygundur.

e Upygulanan hastalarda yasam kalitesi artar ve hasta bakimi kolaylasir.

Ancak, bu sistemlerle ilgili bir takim sakincalarda mevcuttur. Bunlar; sistemin

hazirlanmasinda kullanilan polimer veya parcalanma f{iriinlerinin toksik etki veya

22



biyolojik uyusmazlik gosterebilme olasilii, sistem viicut igerisinde iken ilag
salinmasinin istenilen siirede durdurulamamasi, formiilasyon gelistirme maliyetinin
yiiksek olmasi, birden fazla hazirlama yonteminin bulunmasi ve her etkin maddenin
kontrollii salim sisteminin hazirlanamamas1 vb. seklinde &zetlenebilir.'% 1%4
Nanopartikiiller, mikropartikiiler ve lipozomlar basta olmak iizere Farmasdotik
Teknoloji acisindan 6nemli olan ilag tastyict sistemlerin gelistirilmesi ile ilgili ¢ok
sayida ¢alisma yapilmistir ve yapilmaya da devam edilmektedir. Polimerik partikiiller,
cok yonlii ve ¢ok farkli yollarla (intravaskiiler, oral, pulmoner, subkiitan vb.) kullanima
imkan saglayan, her uygulama yolu icin farkli tasarim gereksinimlerine ihtiya¢ duyan

sistemlerdir.!??

Bu kisimda, polimerler ve bu tezin konusu olan polimerik
nanopartikiiler sistemler hakkinda kisaca bilgi verilecektir.
2.3.1 Polimerik Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasinda Kullanilan
Polimerler
Polimerik ilag tagiyici sistemlerin hazirlanmasinda sentetik ve dogal polimerler
kullanilmaktadir. Kullanilan polimerlerin se¢iminde, kullanilis yolu, etkin maddenin
cinsi, dozu ve salim siiresi dikkate alinmalidir.1%®
Polimerler genel olarak baslica iki grup altinda incelenebilir:
* Biyopargalanabilen polimerler
* Biyopar¢alanmayan polimerler
Biyoparg¢alanabilen — Polimerler- Biyopargalanabilen dogal ve sentetik
polimerlerdir. Toksisitelerinin olmamasi/diisiik olmasi, biyolojik sistemle gec¢imli
olmalar1 ve biyolojik sistemden parcalanarak uzaklastirilabilmeleri nedeniyle yaygin bir
sekilde kullamlmaktadirlar.!”” Sentetik ve dogal polimerlere asagidaki Ornekler

verilebilir:® 106, 108
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Sentetik Polimerler:

v’ Poliesterler: Poli(hidroksi biitirat), poli(laktik asit), poli(glikolik asit),
poli(laktik-ko-glikolik asit), poli(e-kaprolakton), poli(f-malik asit)

v Poliamidler: Poli(amino asitler), poli(imino karbonatlar)

v Polianhidritler: Poli[bis(p-karboksifenoksi propan-ko-sebasik asit)], poli(yag
asidi dimer-kosebasik asit)

Dogal Polimerler:

v’ Polisakkaritler: Kitosan, kitin, agaroz, dekstran, aljinat, hiyaluronik asit.
v’ Protein yapisinda olan polimerler: Albiimin, jelatin, kollajen (antijenik yanit
olusturabilirler).

Polimerlerin parcalanmasi, hidrolitik veya enzimatik mekanizmalarla veya her
iki mekanizmanin da etkisiyle gerceklesmektedir.!% %7 Polimerin amorf, kristal ya da
yar1 kristal yapida olmasi, molekiil agirligi, parcalanma mekanizmasi, hangi kosullarda
uretildigi, sertlestirme ve saklama sartlari, sterilizasyon islemi (gerektiginde), tasiyici
sistemin uygulama yolu ve etki bdlgesi parcalanmayi etkileyen faktorlerdir.!%

Biyopar¢alanmayan  Polimerler- Bu polimerler biyolojik ortamda
parcalanmazlar. Hidrofil veya hidrofob yapidadirlar.!® Bu polimerlerin en onemli
dezavantaji kronik toksisite riskidir.”® Tastyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan

biyoparcalanamayan polimerler:!'% 198

Seliiloz Tiirevleri: Selilloz asetat, seliilloz asetat biitirat, etil seliiloz.

Akrilik  Polimerler:  Poli(hidroksi-etil-metakrilat), poli(hidroksietoksi-etil-
metakrilat), poli(metoksi-etil-metakrilat), poli(metakrilik asit) v.b.

Silikonlar, polivinil prolidon, poli(etilen-vinil asetat) kopolimeri bu grupta yer

alan diger polimerlerdir.
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2.3.1.1. PLGA

Biyoparcgalanabilir bir polimer olan PLGA ilag tasiyict sistemlerin
hazirlanmasinda ve doku miihendisligi alaninda ¢ok 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (Food and Drug Administration; FDA) ve Avrupa ilag
Ajansi (European Medicine Agency (EMA)) tarafindan onayli olmasi, DNA, RNA,
peptid ve proteinler dahil ¢ok farkli yapidaki maddelerin tasiyic1 sistemlerinin
hazirlanmasinda kullanilmasi, uzun siireli klinik deneyimin kazanilmis olmasi,
biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmast PLGA’nin 6nemli {istiinliikleridir.!%% '°
Bununla birlikte, yapilan ¢alismalar PLGA nin degradasyon 6zelliklerinin siirekli salim
sistemlerinin hazirlanmast i¢in uygun oldugunu ortaya koymaktadir.'%

PLA ve PGA polimerlerinden olusan poliester yapidaki PLGA kopolimeri
Ozellikleri en 1yi tanimlanmis biyomateryaldir. Laktid yapis1 asimetrik bir karbon igerir,
D ve L olmak iizere iki optik izomeri bulunmaktadir. Sonug olarak, optik¢e aktif olan L-
laktid ve D-laktid, ayrica optikg¢e aktif olmayan DL-laktid olmak iizere {i¢ fakli laktid
olusmaktadir.'% 11!

PLA yapisindaki metil yan grubundan dolay1 hidrofobik bir polimerdir ve metil
grubunun sterik engel olusturmasindan dolay1 PGA’ye gore hidrolize daha dayaniklidir.
Poli(L-laktid) yari-kristal (yaklasik % 37 oraninda kristalinite) yapida iken poli(DL-
laktid) ise yapisindaki diizensizliklerden dolay1r amorf yapidadir. PLA, kirilganlik ve
diisiik termal stabilite sakincalarina sahiptir. PGA ise metil yan grubu icermez ve % 45-
55 oraninda kristalin yap1 gostermektedir. Bu yapisindan dolayi, bir¢ok organik
coziiciide ¢oziinmez. PLGA nin elde edilmesinde glikolid ile kopolimerizasyon yapmak
tizere L-laktid veya DL-laktid kullanilmaktadir. Glikolid:laktid oranlar1 farklilagtirilarak

PLGA’nin kristalinite derecesi kontrol edilebilmektedir.'® "2 Farkli molekiil

agirliklarina ve kopolimer bilesimlerine sahip PLGA ornekleri piyasada mevcuttur.
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PLGA 50:50, 25:75 gibi genellikle, monomer oranlar1 ile PLGA’nin tipleri
tanimlanmaktadir. PLGA 50:50, yapisinda % 50 oraninda laktid % 50 oraninda glikolid
iceren kopolimerdir. Ayrica, PLGA 25:75 (laktid:glikolid) amorf bir yapida iken PLGA
(80:20) (laktid:glikolid) ise yari-kristalin yapidadir.!'® > PLGA su varliginda ester
baglar1 iizerinden hidrolize ugrar (Sekil 2.3). Hidroliz yolu ile monomerik asitlere
parcalanir ve krebs dongiisii araciligi ile CO, ve su halinde idrarla atilirlar.'?” 10
PLGA’nin biyopargalanmasi tizerinde molekiil agirligi, laktid:glikolid oranlari,
kritalinite derecesi ve camsi gegis sicakligl (Tg) etkilidir. Laktid icerigi yiiksek olan
PLGA, daha az hidrofiliktir, daha az su absorplar ve daha yavas bir sekilde hidrolize
olur. PLGA’ ’nin 6zellikleri (molekiil agirligi, laktid:glikolid oranlar (tasiyict sistemden
etkin madde salim hizi: 50:50>65:35>75:25>80:20) vb.), hazirlanan tasiyici sistemlerin
partikiil biiyiikliikleri, yiizey 6zellikleri gibi faktorler etkin madde salimi {izerinde etkili
olan degiskenlerdir.'*’

PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikiiller hiicre icerisine kismen pinositoz

ve ayrica klatrin aracili endositoz ile alinmaktadir.''°

0 O @
OH
CH, 0 HO
x ¥ OH

PLGA Laktik asit Glilmlik asit
Metabolik yolak

Sekil 2.3. PLGA hidrolizi.''?

Sonug olarak, FDA onayi, iiretim kolayligi, karakteristiklerindeki ¢ok yonliiliik,

biyouyumlu, biyopargalanabilir olmalari, toksik ve immiinojenik 6zellik gostermemeleri
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bu polimerlerin yogun bir sekilde tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilmasina
imkan saglamaktadur. '3 114

2.3.2. Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiler sistemler, biiyiiklikleri 10-1000 nm arasinda degisen,
hapsedilmis veya adsorbe edilmis sekilde igerdigi etkin maddeyi kontrollii bir sekilde
salmak iizere gelistirilen kat1 kolloidal partikiillerdir.”® Ik defa 1974 yilinda, Tokyo
Universitesi’nden Norio Taniguchi tarafindan nanoboyutlu materyalleri ifade etmek
lizere nanoteknoloji terimi kullanilmistir. Materyallerin boyutlar1 nano diizeyine indikge
onceki durumlarina goére nanomateryallerin farkli ve gelismis oOzellikler gosterdikleri
saptanmugtir.!!> ¢ Eczacilik alaninda, nanopartikiiler sistemlerle ilgili ilk ¢alismalar
antikanserojen ilaglar ve asilar kullanilarak gerceklestirilmistir. Nanopartikiiler
sistemlerle, etkin madde/maddelerin etkinliginin artirilmasi, yan etki/toksisitenin
azaltilmasi, stabilitenin saglanmasi/artirilmasi, hasta uyuncunun artirilmasi konularinda
olumlu sonuglar elde edilmistir.'®> 7> '8 Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerden
fizyolojik ortamda parcalanmasi, parcalanma Triinlerinin toksik olmamasi, etkin
madde/maddeleri ¢evresel etkilere karsi korumasi, etkin maddeyi hedef bolgeye
tagimasi ve kontrollii bir sekilde salmasi1 beklenmektedir. Ayrica, bu sistemler dayanikl
olmali ve gerektiginde sterilize edilebilmelidirler.”® '

Partikiil boyutu, ila¢ tasiyict sistemlerin uygulanmasi ve Ozellikle pasif
hedeflendirilmesi agisindan 6nemli bir faktordiir. Hazirlanan sistemlerin stabilitesi,
salim ozellikleri, biyodagilimi, etkinligi ve toksisitesi agisindan partikiil biiyiikliigi,
dagilimi ve yiizey 6zellikleri uygun olmalidir.'?°

Nanopartikiiler sistemlerin faydali teknolojik dstiinliikleri asagidaki sekilde

smiflandirilabilir:'?!

v Etkin maddenin stabilitesinin saglanmasi
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Oral biyoyararlanimin iyilestirilmesi/artirilmasi

[lag etkinliginin artirilmasi, istenmeyen yan etkilerinin/toksisitesinin azaltilmasi
Yiiksek tasima kapasitesine sahip olmast ve alan spesifik hedeflendirme
yapilabilmesi

Hem hidrofobik ve hem de hidrofilik etkin maddelerin nanopartikiillere
hapsedilebilmesi

Kan beyin bariyerinin asilabilmesi i¢in uygun nanopartikiiler sistemlerin
hazirlanabilmesi

Oral, pulmoner, parenteral ve nazal yol gibi farkli yollarla uygulanabilmesi

Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmas1 i¢in farkli hazirlama yontemleri

kullanilmaktadir (Tablo 2.6).!2
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Tablo 2.6. Nanopartikiil hazirlama yontemleri, baz1 6zellikleri ve ¢ogunlukla kullanilan polimer 6rnekleri'??

Yontem

Cogunlukla Ortamda Olusturulan/Hazir
Kullanilan Polimerler

Yontemin
Kolayhg

Saflastirma Gereksinimi

Monomerden hareketle ortamda elde edilen
polimerler

Emiilsiyon polimerizasyonu

- Devamli sulu faz

- Devaml organik faz

Poli(metilmetakrilat)
Poli(metilmetakrilat) kopolimeri
Poli(metilsiyanoakrilat)
Poli(etilsiyanoakrilat)
Poli(biitilsiyanoakrilat)
Poli(izobiitilsiyanoakrilat)
Poli(hekzilsiyanoakrilat)
Poli(izohekzilsiyanoakrilat)
Poli(dialkilmetiliden malonat)

Poliakrilamid
Poli(metilsiyanoakrilat)

Diger polimerler

Poli(stiren)
Poli(vinilpiridin)
Poli(akrolein)

Yiksek

Diistik

Yiksek

Yiksek

Yiizeyler arasi polimerizasyon

Poli(etilsiyanoakrilat)
Poli(izobiitilsiyanoakrilat)
Poli(izohekzilsiyanoakrilat

Poliamid
Poli(fenilester) Poli(iiretan)

Diisiik

Yiksek

Yiizeyler arasi Polikondenzasyon

Poli(iiretan)
Poli(eteriiretan)

Dogrudan polimer halinde kullanilanlar
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Emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma PLA Yiiksek Diistik
PLGA
PCL
Poli(B-hidroksibiitirat) (PHB)
Coziicii yer degisimi PLGA Yiiksek -
PLA
PCL
[-siklodekstrin inkliizyon kompleksleri
Poli(metil vinil eter-ko-maleik anhidrit) (PVM/MA )
Poli(alkilmetakrilat)
Yiizeyler arasi depozisyon PLA -
Yiiksek
Tuzla ¢oktiirme PLA Yiiksek Yiiksek
Poli(alkilmetakrilat)
Etilseliiloz
Emiilsifikasyon-Coziicii Difiizyon Yontemi PLGA Orta Orta
PLA
PCL
Dogal Polimerler Genel olarak Yiiksek-Orta
* S/Y Emiilsiyonunda 1s1 denatiirasyonu ve capraz Albiimin Yiiksek
baglanma Jelatin
*  Sulu ortamda desolvasyon ve ¢apraz baglanma Aljinat
Sulu ortamda capraz baglanma Kitosan
*  Organik coziiciiden polimer ¢oktiirmesi Dekstran
Nebiilizasyon Teknikleri PLA
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Bu béliimde, tez c¢alismamizda kullandigimiz nanopartikiill hazirlama
yontemlerinden olan emiilsiyon olusturma/coziicii buharlastirma yontemi ve
nanopresipitasyon yontemi hakkinda kisaca bilgi verilecektir.

Emiilsiyon Olusturma-Céziicii Buharlastirma Yontemi'>*'**

Bu yontem, polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda siklikla kullanilir ve iki
basamaktan olusur: (1). Polimer ¢ozeltisinin sulu faz i¢erisinde homojenize edilmesiyle
tekli emiilsiyon hazirlanmasi, (2). Emiilsifikasyon sonrasi organik ¢oziiciiniin ortamdan
uzaklastirilmasiyla nanopartikiillerin elde edilmesidir. Bu yontemle, nanoboyutlu
tasiyict sistem hazirlanabilmesi i¢in stabilize edici ajan ve yiiksek enerjili
homojenizasyon gerekmektedir. Polimer (genellikle, PLA, PLGA, PCL, Eudragit® vb.
polimerler), diklorometan veya kloroform gibi suyla karismayan ugucu ¢dziiciilerde
¢Oziindiiriiliir ve daha sonra stabilize edici ajan (polivinil alkol (PVA), sodyum dodesil
stilfat, Pluronic F68, Tween 80, sodyum taurodeoksikolat gibi yiizey aktif maddeler)
iceren sulu faz ile karigtirilarak homojenize edilir. Emiilsiyon olusumu sonrasi organik
faz alcak basing altinda uzaklastirilir ve bdylece nanopartikiiler sistemler elde edilir. Bu
yontemle hazirlanan polimerik tastyicilarin boyutu; karistirma hizi, stabilize edici ajanin
tipi, ajanin miktari, organik ve sulu fazin viskozitesi, sicaklik ayar1 gibi parametreler
degistirilerek kontrol altinda tutulabilir.

Nanopresipitasyon Yontemi'*>"'%

Basit, diisiik enerji gerektiren ve hazirlama kosullar1 etkin madde acisindan
uygun olan bir yontemdir. Hizli, ekonomik ve tekrarlanabilir olmasi bu ydntemin
iistiinliikleridir. Bu yontemin esasi, polimerin (genellikle PLA, PLGA, PCL, Eudragit®
vb. polimerler) suyla tamamen karisabilir bir organik ¢oziiciide ¢oziindiiriilmesi ve

sonra iki fazin karistirilmasi sonucu ¢oziilmiis materyalin nanoboyutta presipitasyonuna

(¢Okelmesine) dayanmaktadir. Kullanilan organik ¢oziicilinlin suyla tamamen karisabilir
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olmast ve alcak basing altinda, sicaklik ve karistirma uygulanmasiyla ortamdan
uzaklastirilabilmesi 6nemlidir. Genellikle, ¢6ziicii olarak aseton, aseton-kii¢iik miktarda
su karisimi veya etanol-aseton karisimi kullanilabilmektedir. Partikiil boyutu, polimer
konsantrasyonu ve kullanilan c¢oziiciilerin oranlar1 degistirilerek ayarlanabilir. Bu

yontemde, stlirfaktan kullanilmasina da gerek yoktur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Kimyasal Maddeler Firma
Nifedipin Sigma-Aldrich Co., ABD
Poli  (D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA)
(Resomer® RG 756 S, ort. Mw 76000- Sigma-Aldrich Co., ABD
115000)

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

Monobazik Potasyum Fosfat Merck, Almanya

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya
Hidroklorik Asit Riedel-de Haén., Almanya
Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich Co., ABD
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck, Almanya

Aseton Sigma-Aldrich Co., ABD
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar
Ultrasonik Prob
Liyofilizator

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Zetasizer 3000HS
Diferansiyel Taramali
Kalorimetre

FT-IR Spektrofotometresi
Sogutmali1 Santrifiij (Kubota
3780)

Coklu Manyetik Karistirict
(WisestirR MS-MR4)
Vorteks (MS 3) ve ilave
Aksesuarlari

Calkalamali Su Banyosu
Hassas Terazi

Rotavapor (Heidolph 4001)
Ultra Saf Su Cihazi
(Easypure®RF)

UV- Spektrofotometre
Etiiv

pH Metre

Ultrasonik Banyo

Azot Evaporatori
Mikrosantrifiij

Coklu Manyetik Karistirict

Firma

Sonoplus, HD 2070; Bandelin Electronics, Almanya

Alpha 1-2 LD plus LT, Martin Christ, Almanya
NOVA NanoSEM 430, FEI, Cek Cumhuriyeti
Malvern Instruments, Ingiltere

Setaram Labsys Evo®, Fransa

Bruker® Marka, Almanya

Kubota Co., Japonya

Wisd Lab. Instruments, Almanya

IKA®-Werke GmbH & Co., Almanya

Memmert GmbH & Co., Almanya

Shimadzu AUW220D, Japonya

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

Beckman Coulter-DU® 730., ABD
Memmert GmbH & Co., Almanya
Orion 3 Star, ABD

Bandelin Electronics, Almanya
AVP-K12, Tiirkiye

Mikro 200, Hettich, Almanya

Mix. 15 eco, 2 Mag, Almanya
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3.2. Metodlar

3.2.1. NF’nin UV-Spektrofotometrik Yontemle Miktar Tayini

NF’nin fosfat tamponu (PB pH 7.4; USP30/NF25):DMSO (85:15, h/h) karisimi1
icinde stok ¢ozeltisi (100 pg/mL) hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden hareketle 1, 5 ve 10
ug/mL konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik ¢ozeltilerin UV spektrumlart 200-400
nm dalga boyu araliginda alinmistir. Maksimum absorbansin elde edildigi dalga boyu
(Amax) tespit edilmistir.'®® NF’nin 1s1iktan korunmasi amaciyla tez kapsamindaki tiim
deneysel caligmalar karanlik ortamda gerceklestirilmis ve ayrica azot gazi altinda
calisilarak oksijen etkisine karsi koruma saglanmustir.% 126

3.2.1.1. NF’ye ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

NF’nin kalibrasyon dogrusunu hazirlamak tizere PB pH 7.4:DMSO (85:15, h:h)
karistminda 100 pg/mL konsantrasyona sahip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
cOzeltiden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak 1-6 pg/mL konsantrasyon araliginda
altt farkli konsantrasyonda ve her bir konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde
standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve Amax’da absorbanslar1 okunmustur. Deney siiresince,
karanlik ortamda ve azot gazi1 altinda galisiimistir.

Her bir konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri
grafige gecirilerek regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ve yapilan tiim
analizlerde kullanilmak iizere dogru denklemi elde edilmistir.

3.2.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Etkin madde miktar tayini i¢in kullanilacak yontem Oncelikle giivenilir
olmalidir. Analitik yontem validasyonu bunun saglanmasi igin gerceklestirilmesi
gereken en temel islemdir. Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak etkin
maddenin tayininde kullanilacak olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru,

ozgiin ve tekrarlanabilir oldugunu garanti altina alir.'?’
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Analitik yontem validasyonu i¢in incelenmesi gereken kriterler Ozgiinliik,
duyarhlik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik (tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik),
stabilite ve tutarliliktir.!?

Dogrusallik: Bu calisma, elde edilen deney sonugclari ile analizi yapilan, etkin
madde konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iligkinin oldugu aralig1 saptamak igin
gergeklestirilir.'?” Bu amacla, NF’nin PB pH 7.4:DMSO (85:15, h/h) karisiminda stok
cozeltisi (100 pg/mL) hazirlanmis, bu cozeltiden hareketle ilgili ¢oziicii karigimi
kullanilarak  seyreltmeler yapilarak 6 farkli konsantrasyonda ve her bir
konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltilerin absorbanslar Slciilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri ilgili ¢ozelti
konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilerek dogru denklemi elde edilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk

Analitik yontem ile elde edilen test sonuglarinin gercek degerlere yakinlik
derecesini ortaya koyan énemli bir parametredir.'?’ Yontemin giin ici (intra-assay) ve
giinler arasi (inter-assay) dogrulugunu degerlendirmek iizere asagida verilen esitlik

kullanilmistir (Sekil 3.1).'%

Dogruluk = [(a-b)/b]x100
a= Ortalama tayin edilen konsantrasyon (pg/mL)

b= Hazirlanan konsantrasyon (png/mL)

Sekil 3.1. Dogruluk hesabinda kullanilan esitlik.'*
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Kesinlik

Analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin veya bireysel test sonuglarinin
birbirine yakinlhiginin bir gostergesidir.!?”> 13

Giin i¢i kesinlik ve dogrulugunun tespiti i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda yer
alan 3 farkli konsantrasyon (2.5, 4.5, 5.5 pg/mL PB pH 7.4:DMSO (85:15, h/h)
karisiminda hazirlanmis) segilerek her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde
standart c¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni1 giin i¢inde arka arkaya Olgiimleri
gerceklestirilmistir.

Giinler aras1 kesinlik ve dogrulugun tespiti iginde ayni konsantrasyonlar
secilerek her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart c¢ozeltiler
hazirlanmis ve birbirini takip eden 3 giin boyunca absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Yontemin kesinliginin tespiti i¢in ayn1 konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler i¢in
ortalama (X), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmistir.'3!

Saptama ve Miktar Tayini Sinir1

Saptama Simirt (Limit of Detection, LOD)

Deneysel kosullar altinda analizi yapilan maddenin saptanabilecek en kiiciik
konsantrasyonunu ifade eder. Bilinen en diisiik konsantrasyonda analit iceren 6rnek
sonuglarmin  kor sonuglar1 ile karsilastirilmasiyla (sinyal/giirilti orani; 3:1)
belirlenebilmektedir.!** Bu sir, diisiik konsantrasyona sahip bir seri érnegin analiz
edilmesiyle belirlenmektedir. Elde edilen cevaplarin standart sapmasinin kalibrasyon
dogrusu  egimine oranlanmast ve bu oranin 3.3’le carpilmasiyla da
hesaplanabilmektedir.'*

Miktar Tayini Sinirt (Limit of Quantification, LOQ)

Deneysel kosullar altinda o6rnekteki maddenin kabul edilebilir kesinlik ve

dogrulukla tayin edilebildigi en diisiik miktaridir.!*% 133 Bu sinir, diisiik konsantrasyona
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sahip bir seri 6rnegin analiz edilmesiyle belirlenmistir. Sinyal/giiriiltii oran1 (10:1) veya
elde edilen cevaplarin standart sapmasinin kalibrasyon dogrusu egimine oranlanmasi ve
bu oranin 10’la ¢arpilmasiyla hesaplanabilmektedir.!3?> Bu ¢alismada, miktar tayini sinir1
olarak kalibrasyon dogrusunun en alt noktasinda bulunan konsantrasyon secilmistir.

Ozgiinliik

Ozgiinliik, bir analitik yontemin sadece amaclanan maddeyi tayin edebilme
yetenegini gosterir.!>°

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan maddelerin (PLGA ve
PVA gibi), kullanilan ortamlarin icerdigi bilesenlerin ilgili dalga boyunda NF’nin
absorbansini etkileyip etkilemedigini ve analitik yontemin etkin maddeye 6zgiin olup
olmadigin1 gostermek iizere bos (etkin madde igcermeyen) nanopartikiiler sistemler
uygun ortamda coOziindiiriilerek siipernatantlar1 elde edilmistir. Siipernatantlarin ve

ortamlarin UV spektrumlar1 alinarak incelenmistir.

3.2.2. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Bos PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

100 mg PLGA’nin 9 mL aseton (kismen modifiye edilmis nanopresipitasyon
yontemi icin)'** veya DCM (emiilsiyon olusturma-¢dziicii buharlastirma) icerisinde
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu organik faz, 18 mL % 3’liikk (a/h) PVA’nin sulu ¢dzeltisine
(PB pH 7.4 kullanilarak hazirlanmis) bir enjektor yardimiyla damla damla damlatilirken
ultrasonik prob (% 50 gii¢, 10 dakika) kullanilarak homojenizasyonu saglanmistir. Bu
islemin ardindan aseton veya DCM rotavapor (45°C ve 15 dakika) kullanilarak
uzaklagtinnlmigtir. Elde edilen siispansiyon i¢in 5000 rpm’de, 5 dakika 15°C de 6n
santrifiij yapilmis ve silipernatant alinarak 12000 rpm’de 50 dakika (15°C) santrifiij

edilmistir. Elde edilen ¢okelek saf su i¢inde siispande edilmis, dondurulduktan sonra

0.021 mbar ve -55°C’de 24 saat siireyle liyofilize edilmistir. Aseton kullanilarak
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hazirlanan bos nanopartikiill formiilasyonu N;, DCM kullanilarak hazirlanan bos
nanopartikiil formiilasyonu ise N3 olarak kodlanmistir. Her bir formiilasyon en az iiger
kez hazirlanmustir.

3.2.2.2. NF yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

100 mg PLGA’nin 9 mL aseton veya DCM’deki ¢ozeltisi tizerine 12.5 mg NF
ilave edilerek karistirilmig (700 rpm, 15 dakika) ve organik faz hazirlanmistir. Organik
fazin hazirlanmasi disinda NF-yiiklii PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi Bolim
3.2.2.1°de agiklanan yontemin aynen tekrarlanmasiyla gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).
Aseton kullanilarak hazirlanan NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonu N,, DCM
kullanilarak hazirlanan NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonu ise N4 olarak kodlanmistir.

Her bir formiilasyon en az tiger kez hazirlanmistir.

Organik Faz |
FLGA (75:25+NF |
Asetonveya DEM Ultrasenik prab
% 50 giig, 10 Ak =|
L. ‘ o Pt Lo
2 [°% oo it
ool O n——mm— 0 g0 —— TSR
: [ acue®) 3 n e e
o Q Lo o) oty
0 0 .|. -._"' J "‘.""."‘- » o
J e D8/ RS
Suln Faz Organik Fazia Ugarulmasn Nanopartikilllerin pekillenmesi
4 3 (b)) FVA coaelisi Rotavapor, 45 <C

Emiilsivon Oluyumu

Sekil 3.2. NF-yiiklii nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan yontemlerin
sematik gdsterimi.

3.2.3. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

3.2.3.1. Yiizey Ozellikleri

Hazirlanan nanopartikiillerin sekilleri ve yiizey ozellikleri SEM (NOVA

NanoSEM 430) kullanilarak incelenmistir. Formiilasyonlar, iki tarafi yapiskan bant
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aracilig1 ile metal levhalar iizerine sabitlenmis, 100 A kalinlikta altin ile kaplanarak
incelenmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.

3.2.3.2. Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Tayini

Taze hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiylikliigli ve zeta potansiyel
degerleri Zetasizer 3000 HS cihazt kullanilarak  saptanmistir.  Olgiimler,
formiilasyonlarin saf su ile seyreltilmeleri (% 25 oraninda) sonrast 25°C’de
gergeklestirilmistir (n=3).

3.2.3.3. Hazirlama Verimi

Hazirlama verimi hesabi, nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan yontemlerin
etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilmaktadir. Hazirlama verimi hesaplanmasinda

kullanilan esitlik Sekil 3.3’te verilmistir.

Verim = (A/B)x100
A: Elde edilen toplam nanopartikiil agirligi (mg)

B: Etkin madde + Polimer agirligi (mg)

Sekil 3.3. Hazirlama veriminin hesaplanmasinda kullanilan esitlik.

3.2.3.4. Nanopartikiillere Yiiklenen NF Miktarinin Saptanmasi

Liyofilize haldeki bos ve NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarindan 10’ar mg
tartilmistir (her bir formiilasyon i¢in n=3). Her bir 6rnege 1,5 mL DMSO ilave edilerek
¢ok noktali manyetik karistiricidda (600 rpm, 30 dakika) karigtirilmigtir. Daha sonra,
ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilmis (25°C) olan bu karisimlara 8,5 mL PB (pH
7.4) ilave edilerek c¢ok noktali karistiricida (600 rpm, 10 dakika) karistirilmastir.
Ornekler, 12000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve valide edilmis UV-

spektrofotometrik yontem kullanilarak 238 nm dalga boyunda elde edilen
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siipernatantlardaki etkin madde miktar1 tayin edilmistir. Bos PLGA nanopartikiil
siipernatantlar1 UV Ol¢limlerinde kor olarak kullanilmistir. NF igeren formiilasyonlar
icin % ylikleme etkinligi ve % ylikleme kapasitesi degerleri hesaplanmistir.

3.2.3.5. In Vitro Sahhm Calismasi

Hassas terazide, renkli cam siselere tam olarak 10 mg olarak tartilan NF-yiiklii
nanopartikiil formiilasyonlar1 tizerine 20 mL PB (pH 7.4) ortami ilave edilmis ve salim
calismasi yatay calkalayicili su banyosunda (37+0.5°C, 50 rpm) gergeklestirilmistir.
Ayni islemler, bos nanopartikiil formiilasyonlarma da uygulanmistir. Her bir
formiilasyon i¢in n=3 olacak sekilde calisilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0.5., 1.,
3., 6., 12, 24., 48., 72., 96., 120., 144., 168. ve devam eden saatlerde olmak iizere)
salim ortamlarindan ticer mL 6rnek alinmis ve alinan 6rnek yerine ayn1 hacimde taze
ortam konmustur. Alinan ornekler, 12500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde
edilen siipernatantlardaki etkin madde miktar tayini UV-spektrofotometrik yontem
kullanilarak (238 nm) gergeklestirilmistir. % Kiimiilatif salim degerleri hesaplanmis ve
veriler grafikler halinde sunulmustur.

3.2.3.6. NF, PLGA, Bos ve NF-yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait
FT-IR Analizi

NF, PLGA, bos ve etkin madde yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin KBr
diskleri hazirlanmis ve FT-IR kullanilarak infrared spektrumlari alinmistir.

3.2.3.7. NF, PLGA, Bos ve NF-yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait
DSC Analizi

NF, PLGA, bos ve etkin madde yiikli nanopartikiil formiilasyonlarina ait DSC
diyagramlari diferansiyel taramali kalorimetre kullanilarak alinmigtir. DSC deneylerinin

tiimii azot atmosferinde 60 mL/dakika gaz akis hizinda ve 20-400°C sicaklik araliginda
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(10 °C/dakika 1sitma hiz1) gergeklestirilmistir. Biitiin analizlerde bir dizi standart (In,
Sn, Pb, Al, Pd, Ni, Au, Zn) ve referans olarak da alumina kullanilmistir.

3.2.3.8. istatistiksel Yontem
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS Statistics 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois, USA) programi ile yapilmistir. Mann-Whitney U testi kullanilarak
formiilasyonlar arasinda partikiil biiyiikliigi, ylikleme etkinligi ve in vitro salim verileri
acisindan farkliligin anlamli olup olmadigi saptanmis ve p<0.05 oldugunda fark anlaml

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. NF’nin UV-Spektrofotometrik Yontemle Tayini

Bolim 3.2.1°de anlatildig1r sekilde PB (pH 7.4):DMSO (85:15, h/h) iginde
hazirlanan NF c¢ozeltilerinin UV spektrumlart (200-400 nm dalga boyu araliginda)
alinmis ve Amax 238 nm olarak tespit edilmistir.

4.1.1. NF’ye ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Boliim 3.2.1.1.°de belirtildigi gibi NF’nin stok ¢ozeltisinden (100 ug/mL; PB pH
7.4:.DMSO (85:15, h/h)) uygun seyreltmeler yapilarak 1-6 pg/mL konsantrasyon
araliklarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve absorbanslari Olgiilmiistiir. Alt1 seri
iizerinden calismalar  gerceklestirilmistir.  Olgiilen absorbans degerleri ilgili
konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmis, kalibrasyon dogrulari ve lineer
regresyon ile dogru denklemleri elde edilmistir. Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon
dogrusuna ait egimler karsilastirilmis, VK degeri <% 1 olarak bulunmustur. NF’nin

kalibrasyon dogru ve denklemi Sekil 4.1°de verilmistir.

0,8 -

= 0,6 A

g

=1

5

= y=10,0808x+0,1751
0,4 -

= R*=10,9993
0,2 T T T T T 1

1 2 3 4 5 & 7
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. NF’ye ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (X+SS; n=6, X=ortalama,

SS=standart sapma).
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4.2. Analitik Yontemin Validasyon Bulgulari

Analitik yontem i¢in giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerlerini
tespit etmek tizere Boliim 3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde calismalar gergeklestirilmistir.
Bu amagla, kalibrasyon dogrusu araliginda yer alan 2.5, 4.5, 5.5 pg/mL
konsantrasyonlar1 segilerek standart ¢ozeltileri hazirlanmis (her bir konsantrasyon igin
n=6) ve ayni giin i¢inde arka arkaya Ol¢iimleri gergeklestirilerek giin i¢i degerler
saptanmigtir. Glinler arasi dogruluk ve kesinliginin tespiti i¢cin de ayni
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak (her bir konsantrasyon i¢in n=6) birbirini
takip eden 3 giin i¢inde absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Giin ici ve glinler arasi1 dogruluk ve

kesinlik degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. NF miktar tayini yontemi i¢in giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik

degerleri.
Hesaplanan
Konsantrasyon Konsantrasyon [*Dogruluk [P Kesinlik

(ng/mL) (ng/mL)

(X£SS)
[FIGiin ici 2.5 2.532+£0.036 1.292 1.431
4.5 4.542 £ 0.051 0.940 1.118
5.5 5.413 £0.052 -1.586 0.969
ldIGiinler arasi 2.5 2.506 +0.043 0.228 1.720
4.5 4.515+0.060 0.335 1.336
5.5 5.559 +£0.058 1.080 1.046

[al Bagil Hata (%); ! Varyasyon katsayis1 (%); [ Her bir konsantrasyon igin n=6; [“lHer bir konsantrasyon
icin n=6/giin

Analitik yontemin duyarliligi ise Bolim 3.2.1.2°de belirtildigi sekilde standart
sapma ve egime gore degerlendirilerek teshis sinir1 0.079 pg/mL ve miktar tayini siniri

ise 0.240 pg/mL olarak tespit edilmistir.
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Miktar tayini yonteminin Ozginligii Bolim 3.2.1.2°de agiklandigir sekilde
hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelerin etkin madde ile ayni
sartlarda absorbans verip vermediginin belirlenmesi amaciyla UV spektrumlar1 alinarak
tespit edilmistir. Ayni1 sekilde, ilag yiikkleme ve in vitro salim c¢aligmalarinda etkin
madde yiiklii formiilasyonlara uygulanan islemler bos formiilasyonlara da uygulanarak
karsilastirilmalart yapilmistir. NF’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
ortam bilesenleri ve formiilasyona giren yardimci maddelerin absorbans vermedikleri
gozlenmistir.

4.3. Nanopartikiiler Sistemlerin Ozelliklerine Ait Bulgular

4.3.1. Yiizey Ozellikleri

Nanopartikiiler sistemlerin yiizey 06zelliklerinin incelenmesi amaciyla SEM
gorlntiiler1 alinmis ve hazirlanan sistemlerin nano-boyutlu yaklasik kiiresel yapilar

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2).

N2 N4
Sekil 4.2. NF yiiklii formiilasyonlara ait SEM fotograflari. N2: Aseton kullanilarak

hazirlanan NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonu; N4: DCM kullanilarak hazirlanan NF-

yiiklii nanopartikiil formiilasyonu.
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4.3.2. Nanopartikiiler Sistemlerin Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta
Potansiyellerine Ait Bulgular

Hazirlanan bos ve etkin madde yiiklii nanopartikiiler formiilasyonlarin partikiil
bliytiikliigli ve zeta potansiyel tayinleri Boliim 3.2.3.2°de belirtildigi gibi Zetasizer 3000

HS cihazi kullanilarak saptanmis ve sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Hazirlanan formiilasyonlara ait ortalama partikiil biiyiikligi ve zeta

potansiyel degerleri (X£SS).

Formiilasyon Kodu Zeta Potansiyel Ortalama Partikiil
(mV; n=6) Biiyiikliigii (nm; n=6)
N-1 -0.5414+0.34 (n=3) 352.11£7.75
N-2 0.417+0.19 (n=6) 424.92+4.96
N-3 0.292+0.21 (n=6) 294.27+7.93
N-4 0.289+0.05 (n=6) 304.88+6.03

Ni: Aseton kullanilarak hazirlanan bos nanopartikiil formiilasyonu; N2: Aseton kullanilarak hazirlanan NF-yiikli
nanopartikiil formiilasyonu; N3: DCM kullanilarak hazirlanan bos nanopartikiil formiilasyonu; N4: DCM kullanilarak

hazirlanan NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonu.

4.3.3. Nanopartikiiler Sistemlere Ait Hazirlama Verimi ve NF Yiikleme
Etkinligi Bulgulari

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait hazirlama verimi bulgular1 Tablo
4.6’da gosterilmistir. Ayrica, nanopartikiiler sistemlere yiliklenen NF miktar1 Bolim
3.2.3.4°de agiklandig1 sekilde tespit edilmis, hesaplanan yiikleme etkinligi ve yiikleme

kapasitesi degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.3. Formiilasyonlara ait hazirlama verimi bulgular1 (n=3; X+£SS).

Formiilasyon Verim Yiikleme Etkinligi Yiikleme Kapasitesi
Kodu (%) (%) (%)
N-1 79.18+5.66 - -
N-2 65.87+1.41 13.03+1.82 2.20+0.30
N-3 71.93+£3.73 - -
N-4 74.87+4.38 18.96+1.95 2.63+£0.36

4.3.5. In Vitro Sahm Calismalarina Ait Bulgular

In vitro salim ¢alismalar1 PB pH 7.4 icerisinde gergeklestirilmis ve elde edilen

salim grafikleri Sekil 4.3’te verilmistir. N-2 formiilasyonundan 24 saatte ~% 25 NF

salim1 gerceklesirken ~% 80’1 ise 22 giinde salimmis ve NF salimi yaklasik 38 giinde

tamamlanmistir (Sekil 4.3). Bunun yani sira N-4 formiilasyonundan 6 saat igerisinde

yaklasik % 25 ve 14 giinde ise ~% 90 NF salimmis ve salim 22. giine kadar devam

etmis ve yaklasik % 100 NF salim1 gerceklesmistir (Sekil 4.3).

100

~
(6]

% Kiimiilatif Salim
N (03]
(€] o

—eo—N-2
—a—N-4

10 12 14 16 18 20 22

Zaman (giin)

Sekil 4.3. N-2 ve N-4 formiilasyonlarinin PB pH 7.4 i¢indeki salim profilleri (n=3;

X£SS).
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4.3.6. NF, PLGA, Bos Nanopartikill ve FEtkin Madde Yiiklii
Formiilasyonlara Ait DSC Termogramlari

DSC cihaz1 kullanilarak hazirlanan etkin madde yiikli formiilasyonlarin, bu
formiilasyonlarin hazirlanmasi1 sirasinda kullanilan etkin madde ve polimerlerin
termogramlar1 alinmis ve bunlar Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8,

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.

1 Exo

T: 58.46 (°C)

HeatFlow (mw)

T:371.37 Q)

20 40 60 80 100 120 1210 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.4. PLGA (75:25)’ya ait DSC diyagramu.

N Exo

]
N

T:284.8 (°C)

HeatFlow (mvW)

A

T:173.25 (°C)

20 40 80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.5. NF’ye ait DSC diyagrami.
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HeatFlow (mW)

HeatFlow (M)

N Exo

T: 57.83 (C)

T: 275.71 (°C)

50 100 150 200 250 300 350 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.6. N-1 Formiilasyonuna ait DSC diyagramu.

04" Exo

T: 59.03 (C)

T: 281.61 (°C)

200 40 B0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.7. N-3 Formiilasyonuna ait DSC diyagramu.
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HeatFlow (mih)

A Exo

T: 56,51 {°C)
T: 183.36 Q)

HeatFlow (miy)

T: 216.34 °C)

T: 276.65 °Ch

20 40 B0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 30 340 380 380 400
Sample Temperature [°C)

Sekil 4.8. N-2 Formiilasyonuna ait DSC diyagramau.

A Exo

2.8-

2

i{l]

1

T: 187.55 °C)

os
|

T T T T
a0 100 150 200 250 300 350 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.9. N-4 Formiilasyonuna ait DSC diyagramu.

50



2.5-

N
o

3]

o

2
2

HeatFlow [2 - 6 sil 06/02/2014 12:25:53 PM] (mW)

o

-0.5

50 100 150 200 250 300 350 400
Sample Temperature (°C)

Sekil 4.10. NF, PLGA ve hazirlanan formiilasyonlarin DSC diyagramlari [1]: PLGA
(75:25), [2]: NF, [3]: N-1 formiilasyonu, [4]: N-3 formiilasyonu, [5]: N-2 formiilasyonu
[6]: N-4 formiilasyonu.

4.3.7. NF, PLGA, Bos Nanopartikill ve FEtkin Madde Yiiklii
Formiilasyonlara Ait FT-IR Diyagramlar

Polimer-etkin madde etkilesimlerinin  belirlenebilmesi ve  hazirlanan
formiilasyonlar i¢inde yer alan etkin madde varliginin tespit edilmesi amaciyla NF,
PLGA, bos nanopartikiil ve etkin madde yiiklii formiilasyonlarin FT-IR kullanilarak
infrared spektrumlar1 alinmistir. Spektrumlar, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil

4.14, Sekil 4.15, ve Sekil 4.16’te gosterilmistir.
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Sekil 4.12. NF’ye ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.14. N-3 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.15. N-2 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.16. N-4 Formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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5.TARTISMA

Gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerde sosyoekonomik gruplara,
yasam tarzlarma, beslenme sekillerine bagli olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin
goriilme sikligr ve bu hastaliklara baglh 6liim riski artmaktadir. Bundan dolayi, KVH,
onlenmesi/tedavi edilmesi gereken bir hastalik grubu olarak &nemini korumaktadir.!
KVH’in teshis ve tedavisinde kullanilmak tiizere PLGA nanopartikiilleri
gelistirilmigtir,!1% 133

Konvansiyonel (alisilmig) dozaj sekillerinin kullanildig1 geleneksel tibbi
tedavide etkin madde plazma diizeyini terapotik pencere araliginda tutmak igin giin
icinde birka¢ kez etkin madde dozunu tekrarlamak gerekmekte ve bu durum plazma
konsantrasyon-zaman grafiginde dalgalanmalara neden olmaktadir. Degistirilmis salim
sistemleri, hemen salan dozaj sekillerinin bu sakincalarini ortadan kaldirmak/azaltmak
amaciyla gelistirilmistir. Degistirilmis salim sistemleri, terapotik etkinligin artirilmasi,
etkin madde salim hizi/yerinin kontrol edilmesine imkan saglamasi, yan/istenmeyen
etkilerin azaltilmasi, hasta uyuncunun artirilmast ve dozlama sikligimin diisiiriilmesi
gibi pek ¢ok iistiinliige sahiptir.® 10!

NF’nin uzun siireli salim yapan formiilasyonlari, refleks sempatik sinir sistemi
aktivasyonunun onlenmesi ve terapotik etkinligin uzatilmasi amaciyla yogun bir sekilde
tercih edilmektedir.*’NF’nin yan etkilerini azaltmak ve hasta uyuncunu artirmak
amaciyla  degistirilmis  salim  sistemleri  (mikropartikiil, nanopartikiil vb.)
hazirlanmistir.”> °° Biyopargalanabilir nanopartikiiller yiiksek biyoyararlanim, daha iyi
enkapsiilasyon etkinligi, etkin madde saliminin kontroliine imkan saglamasi, etkin

madde yan etkilerinin/toksik etkilerinin azaltilmasi gibi iistlinliiklerinden dolay: ilag

tasiyici sistemler olarak siklikla kullanilmaktadirlar. Etkin maddelerin nanotasiyicilara
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hapsedilmesi, etkin maddenin etkinligini, 6zgiinliiglinii, tolere edilebilirligini, istenen
dokular igine absorpsiyonunu ve hiicre i¢ine penetrasyonunu iyilestirebilmektedir.'*
PLGA, nanosistemlerin hazirlanmasinda ¢ok basarili bir sekilde kullanilan
sentetik  bir polimerdir. PLGA’nmin FDA onayli (insanda kullanim igin)
biyoparcalanabilir ve biyouyumlu bir polimer olmasi, diisik toksisite/diisiik
immiinojenite gostermesi, uygun mekanik 6zelliklere ve ongiirtilebilir biyopargalanma
kinetigine sahip olmas1 &nemli iistiinliikleridir.'**1*® PLGA nanopartikiilleri 6zellikle
peptid/protein yapidaki ilaglarin, asilarin, genlerin, bliylime faktorlerinin, antikanser ve
antihipertansif etkili etkin maddelerin taginmasi amaciyla, ayrica farkli uygulama
yollarina (pulmoner, nazal, oral, oftalmik vb.) yonelik olarak yogun bir sekilde
calistlmistir. Etkin maddeler, nanopartikiillere hapsedilmis ve/veya yiizeyine adsorbe

139, 140 PLGA nanopartikiilleri ¢ogunlukla, emiilsiyon

olmus halde bulunur."?®
olusturma-¢Oziicii ~ buharlagtirma  yontemi, emiilsiyon-difiizyon yOntemi ve
nanopresipitasyon ydntemleri kullanilarak hazirlanmaktadir.'*

Yapilan literatiir arastirmasinda, PLGA polimeri kullanilarak NF-yiiklii
polimerik partikiiler sistemlerle ilgili yapilmis az sayida g¢alisma oldugu tespit
edilmistir. Genellikle, bu c¢alismalar NF’nin salim hizinin degistirilmesi amaciyla
gergeklestirilmistir.*® 7® 77 Bu ¢alismalarin birinde, NF igeren PLGA mikrokiirelerini
hazirlamak tiizere ¢oziicii buharlastirma yontemini kullanmiglar ve NF’nin salimini
degistirmek tizere farkli plastifiyan maddelerden [dietilftalat, triasetin, izopropil miristat
ve asetillenmis monogliserit (Myvacet®)] faydalanmislardir. Dietilftalat ve Myvacet®
kullanildiginda NF saliminin daha hizli gergeklestigi, ortalama partikiil boyutlar1 18 ve
80 wm olan mikrokiireler hazirlandigi ve mikrokiirelere yiliklenen NF yiizdesinin

stirastyla % 6 ve % 14 oldugu ve partikiil boyutu artikca hapsedilen NF yiizdesinin

arttigi raporlanmistir. PLGA mikrokiirelerinden NF salimimin baglica diflizyonla
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gerceklestigi belirtilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise organik ¢oziicii olarak etil
asetat secilerek mikrokiireler emiilsiyon-difiizyon yontemi ile hazirlanmistir. Etil
asetatin hizli bir sekilde su fazina diflizyonu sonucu gozenekli yapida mikrokiirelerin
elde edildigi, hazirlanan tiim mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi (>% 81) elde edildigi ve NF’nin mikrokiirelerden saliminin iki fazli bir salim
egrisine uydugu bildirilmistir.”” PCL, PLGA ve FEudragit RL/RS polimerleri
kullanilarak NF-ytiklii nanopartikiillerin hazirlandig1 diger bir ¢calismada ise hazirlanan
nanopartikiillerin antihipertansif etkileri hipertansif sicanlarda incelenmistir. Sadece NF
etkin maddesinin oral uygulanmasini takiben sistolik arteriyel kan basincinin hizla
diistligii ancak uygulamanin yaklasik birinci saatini takiben ylikselmeye basladigi ve 10.
saate kadar eski haline dondiigii ifade edilmistir. NF-yiiklii nanopartikiiller i¢inse daha
dengeli bir kan basinci diisiisii saglanmis ve uygulamanin 10. saatine kadar anlamli bir
sekilde diisiis siirdliriilmiustiir. NF ile karsilastirildiginda bagil biyoyararlaninmda en
anlaml artis negatif yiiklii olan mukus nedeniyle NF-yiiklii Eudragit nanopartikiilleri
kullanildiginda elde edilmistir.*®

Bu ¢alismanin amaci, NF’nin uzun siireli salimimni gerceklestirmek, istenmeyen
yan etkilerini azaltmak ve NF’nin farkli endikasyonlarinda da kullanimini saglamak
lizere nanopartikiiler sistemler hazirlamak ve bu nanopartikiillerin in vitro 6zelliklerini
incelemektir. Bu c¢aligmada, nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in PLGA polimeri ve
stabilizan olarak da PVA se¢ilmistir. PVA molekiillerinin damlacik ylizeyine adsorbe
olarak damlaciklarin birbirine yapismasini engelledigi, hatta tekrarlayan yikamalar
sonras1 bile ara ylizeyde kaldigi ve yilizeyde polimer ile baglantili bir ag yapisi
olusturdugu bu nedenle partikiil stabilitesini artirdigi raporlanmig ve bundan dolay1

calismamizda stabilizan olarak se¢ilmistir,!2% 14!
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PLGA nanopartikiillerinin  hazirlanmasi amaciyla nanopresipitasyon ve
emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma yontemleri seg¢ilmistir. Nanopresipitasyon
yonteminde, ylizey aktif madde varliginda veya yoklugunda organik ¢dziicliniin sulu
faza difiizyonu ve bunun sonucunda polimerin ¢6kmesi s6z konusudur. Bu yontem sulu
faz ile c¢oziicliniin karigabilirliginden dolay1 temelde lipofilik etkin maddeler igin
kullanighdir. Ancak, ¢esitli degisiklikler yapilarak suda ¢oziiniir etkin maddeler igin de
kullanilabilir duruma getirilmistir. Emdiilsiyon olusturma-¢6ziicii  buharlastirma
yonteminde ise polimer ¢o6zeltisi ugucu c¢oziiciide hazirlanir, sonra emiilsiyon
olusturulur ve organik ¢dziiciiniin uzaklastirilmastyla nanopartikiiller sekillenir.'*> Her
iki yontemde de organik faz ve sulu faz hazirlanmistir. Organik faz hazirlanmasinda
nanopresipitasyon yontemi i¢in renksiz, ugucu, kaynama noktas1 56.2°C ve yogunlugu
0.791 g/mL (25°C’de) olan su ile karisabilen aseton (dimetilformaldehid; dimetil keton;
b-ketopropan) ¢oziicli olarak secilirken emiilsiyon olusturma-c¢oziicii buharlastirma
yontemi i¢inse su ile karigsmayan, kaynama noktast 39.8-40°C ve yogunlugu
1.325 g/mL (25°C’de) DCM (metilen kloriir) se¢ilmistir.'4> 144

Daha sonra hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin in vitro karakterizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla, hazirlanan NF-yiiklii nanopartikiillerin (N-2
ve N-4) SEM goriintiileri alinmis ve bu goriintiilerden yaklasik kiiresel goriiniime sahip
partikiillerin elde edildigi goriilmistiir (Sekil 4.2). Nanopresipitasyon yontemi ile elde
edilen N-1 ve N-2 formiilasyonlarinin partikiil biliylkligli degerleri sirasiyla
352.11£7.75 nm ve 424.92+496 nm (p<0.05) ve emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemi ile elde edilen N-3 ve N-4 formiilasyonlar1 i¢inse 294.27+7.93
nm ve 304.88+6.03 nm olarak 6l¢iilmiistiir (p=0.037). Bu sonuglara gore, her iki yontem
icin de yiiklenen etkin maddenin partikiil biiyiikliigli iizerinde etkisi oldugu

saptanmistir. Bunun yan1 sira, NF-yiikli nanopartikiiler sistemlerin partikiil
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bliytikliikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ve emiilsiyon
olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemiyle daha kii¢iik partikiillerin elde edildigi
belirlenmistir.

Partikiil biiytikliigtl, tasiyict sistemin dolasimda kalig siiresini, hiicresel alimini,
biyodagilimini, bunlarin yan sira etkin madde salim kinetigini ve dolayisiyla tasiyici
sistemin performansini etkileyen ¢ok 6nemli bir faktordiir. Nano-boyutlu sistemlerin
(6zellikle 100 nm civarinda) hiicre tarafindan alinmasi agisindan énemli bir {iistlinliige
sahip oldugu ve mikron boyutundaki sistemlere gore hiicreler tarafindan aliminin 15-
250 kat daha fazla oldugu ifade edilmistir.'*

Nanopresipitasyon yontemi kullanilarak PLGA nanopartikiillerinin hazirlandigi
bir ¢alismada PLGA:stabilizan orani, organik faz:sulu faz orani, organik ¢6ziicii tipinin
degistirilmesiyle partikiil boyutunun kontrol edilebilecegi ifade edilmistir. Polimer
konsantrasyonununda artisin (% 1), polimer ¢ozeltisinin viskozitesini artirdigr ve bu
nedenle organik fazin sulu faz icerisinde zayif bir dagilim 6zelligi gosterdigi ve partikiil
bliyiikliiglinde de artisa neden oldugu raporlanmistir. Ayrica, sulu faz hacmi
artirlldiginda (organik faz:sulu faz, 1:3—1:5) daha kiiciik boyutlarda partikiil elde
edildigi, stabilizan miktarinda artisin (Pluronik) yiizeyler arasi gerilimi diisiirerek
partikiil boyutunda kiigiilmeye neden oldugu bildirilmistir. '

Xie ve ark.!® tarafindan yapilan bir ¢alismada, nanopresipitasyon ydnteminde
baz1 degisiklikler (akis-temelli bir sistem-6zel bir akis diizenegi vardir) yapilarak PLGA
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Hazirlama sirasinda dispersiyon ortaminin akis hizi
artirlldiginda (35 mL/dakika—80 mL/dakika) partikiil boyutunda énemli bir diisiis (393
nm—193 nm) saglanmistir. Ayrica, polimer konsantrasyonu azaltildiginda (40
mg/mL—>10 mg/mL) partikiil boyutunda kiigiilme (393 nm—231 nm) oldugu tespit

edilmistir.
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Yapilan diger bir calismada, nanopresipitasyon yontemi ile ramipril igeren
PLGA nanopartikiilleri hazirlanmis ve bu nanopartikiillerin boyutlarinin hazirlama
kosullarina bagh olarak 20-340 nm aralifinda degisim gdosterdigi saptanmistir. PLGA
konsantrasyon artisi ile partikiil boyutunun 6nemli derecede yiikseldigi ancak, stabilizan
(Pluronic F-68) miktar artis1 sonrasi ise diistiigii raporlanmgtir.'*

Kalimouttou ve ark.'*® tarafindan yapilan ¢alismada ise PLGA miktar1 75
mg’dan 450 mg’a ¢ikarildiginda partikiil boyutunun énemli derecede degistigi (200 nm
civarindan 490 nm’ye ¢ikti81) tespit edilmis ve presipitasyon sirasinda yiiksek miktarda
polimer varligindan dolay1 daha biiyiik polimer agregatlarinin sekillenmesi bu durumun
nedeni olarak One siiriilmiistiir. Bu yontemde yigin halinde herhangi bir ¢dkme
olmaksizin nanopartikiilleri elde etmek i¢in saglanmasi gereken c¢ok oOnemli kritik
kosullardan birisi diisiik polimer konsantrasyonunun saglanmasidir.

Bizim c¢alismamizda, nanoprecipitasyon yontemiyle elde edilen partikiillerin
boyutlar1 (yaklasik 352 ve 425 nm) lizerinde 6zellikle PLGA/organik fazdaki madde
konsantrasyonuna bagli olarak organik faz viskozitesinin yiikselmesi ve sulu faz
igerisindeki organik faz dagiliminin zayiflamasi etkili olmustur.

Emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yonteminde ise partikiil biiytikligi
stabilizanin tipi-konsantrasyonu, homojenizasyon hizi-siiresi ve polimer konsantrasyonu
tarafindan 6nemli derecede etkilenmektedir. Daha kiigiik partikiiller elde etmek igin
daha yiiksek homojenizasyon hizi veya ultrasonifikasyon uygulanabilmektedir.'*> Bu
yontemin kullanilmasiyla PLGA nanopartikiillerinin hazirlandig1 bir ¢alismada elde
edilen partikiillerin 399 nm boyutuna sahip oldugu goriilmiistiir.'*’

Emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak karvedilol
yikli-PLGA nanopartikiillerinin  hazirlandigi  bir ¢aligmada polimer miktari,

sonifikasyon siiresi, stabilizan miktar1 (PVA), organik ¢oziicliniin (DCM) uzaklastirilma
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hiz1 ve sulu faz/organik faz hacim orami gibi degiskenlerin partikiil boyutu iizerindeki
etkileri incelenmistir. Sonifikasyon siireleri 1, 5, 10 ve 15 dakika olarak
gerceklestirildiginde partikiil boyutlar1 sirasiyla 370, 321, 292, 257 nm Olgiilmiistiir.
PLGA miktari, 25 mg’dan 50 mg’a yikseltildiginde partikiil boyutu 253 nm’den 340
nm’ye ¢ikmistir. Polimer ¢6zeltisinin viskozitesinin artmasi ve sulu fazda zayif dagilim
gostermesi sonucu kaba emiilsiyon damlaciklariin olustugu ve bu durumunda ¢éziici
uzaklastirilmas1 sonras1 daha biiyiik partikiil olusumuna neden oldugu yazarlar
tarafindan ifade edilmistir. Stabilizan miktar1 artis1 (% 0.25—% 0.75) sonucu kiiclik
partikiiller (320—260 nm) elde edilmistir. Yetersiz stabilizan miktarinda koruyucu etki
diiseceginden olusan partikiillerin agregat olusturacagi ve dolayisiyla partikiil
bliyiikliigliniin artacagi bildirilmistir. Daha yiiksek organik faz varliginda olusan
emiilsiyon damlaciklarinin olasi koalesensinin dnlenmesi sonucu organik faz/sulu faz
hacim oraninda yiikselme sonucu partikiil boyutunda hafif bir azalma saptanmistir
(organik faz hacmi 2.5 ve 5 mL, partikiil boyutlar1 sirasiyla 277 ve 242 nm). Organik
¢Oziicii rotavapor kullanilarak 30 dakikada veya manyetik karistiricida bes saat
karistirilarak uzaklastirilmis ve kisa siirede hizli uzaklastirmayla (310 nm) daha kiiciik
partikiillerin elde edildigi tespit edilmistir. Bes saat karistirma sonucunda elde edilen

partikiil boyutu ise 440 nm olarak &l¢iilmiistiir.'>°

Bizim calismamizda da tiim bu
faktorlerin etkisi sonucu emiilsiyon olusturma-¢oziicli buharlastirma yontemi ile
hazirlanan nanopartikiiller i¢in benzer araliklarda partikiill boyutu degerleri
(294.27£7.93 nm ve 304.88+6.03 nm, Tablo 4.2) saptanmustir.

Hazirlanan tiim nanopartikiiler sistemlerin hazirlama verimi degerleri % 65’in
tizerinde bulunmus ve her iki yontemle hazirlanan tiim formiilasyonlar arasinda

hazirlama verimleri agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig1 saptanmigtir

(p=0.05). Her iki yontem igin de elde edilen yiiksek verim sonugclari literatiirle uyum
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gostermektedir.'>!"!°>* Emiilsiyon olusturma ¢6ziicii buharlastirma yontemi kullanilarak
suda ¢ok az ¢ozilinen siklosporin i¢in PLGA nanopartikiilleri hazirlanmis ve % 52.29-

85.30 hazirlama verimi degerleri elde edilmistir.'>

Nanopresipitasyon yontemi
kullanilarak PLA nanopartikiillerinin hazirlandig1 bir caligmada ise organik ¢oziicii
tipinin (tetrahidrofuran ve aseton), polimer molekiil agirliginin ve konsantrasyonunun
nanopartikiil hazirlama verimi {izerine etkileri incelenmis ve aseton kullanildiginda daha
yiiksek hazirlama verimiyle nanopartikiillerin elde edildigi raporlanmistir. Molekiil
agirhigi 54400 ve 124800 olan PLA polimerlerinin 5-20 mg/mL konsantrasyonlarda
asetonda  ¢oziindiiriilmesiyle  nanopartikiiler — sistemler  hazirlanmistir.  PLA
konsantrasyonunun 5 mg/mL oldugunda her iki molekiil agirligi i¢in de % 70’in
tizerinde hazirlama verimi elde edilmistir. Ancak, 10 mg/mL i¢in diisiik molekiil
agirligina sahip polimer varliginda % 70 civarinda verim elde edilirken, yiiksek molekiil
agirligina sahip polimer kullanildiginda ise yaklasik % 40 verimle partikiiller
hazirlanmigtir. 20 mg/mL durumunda ise her iki molekiil agirligi i¢in de verim onemli
Olclide azalmis ve hazirlama verimi degerleri diisiik molekiil agirhigi icin % 30 civarinda
kalirken, yliksek molekiil agirlikli polimer kullanildiginda ise % 10’lara kadar
diismiistiir. Genellikle, daha yiiksek polariteli organik ¢d6ziiclilerin kullanilmasi ve
polimer konsantrasyonunun diisiik tutulmasi (<% 2) sonucu nanopresipitasyon yontemi
ile nanopartikiiller yiiksek hazirlama verimiyle elde edilebilmektedir.!>!

Zeta potansiyel, yiikli partikiiller arasindaki elektrostatik itmeden dolay1
nanopartikiil slispansiyonlarinin stabilitesi ac¢isindan son derece énemli bir kavramdir.
Nanopartikiiller i¢cin zeta potansiyel degeri yiiksek oldugunda (genellikle, £30 mV)
kolloidal dagilimlarmin stabilitesi saglanmis olmaktadir. Zeta potansiyel degeri
diistiigiinde yiiklii nanopartikiil stispansiyonu stabil durumunu koruyamaz, bu durumda

stvi  silispansiyon yerine liyofilize sekilde bu formiilasyonlarin saklanmasi ve
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kullanilmadan hemen Once sulandirilmasi stabilite agisindan 6nemli Tstiinliikler
saglar, 54156
Bizim calismamizda, hazirlanan tiim formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri
sifira yakin olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Buna gore, bos ve NF-yiikli
nanopartikiillerin zeta potansiyeli iizerinde hazirlama yonteminin etkili olmadigi
saptanmistir (p=0.05). Zeta potansiyel nanosistemlerin farmakokinetik 6zelliklerini veya
bu sistemlerin fagositoza ugramasini etkileyebilir.'” Sifira yakin zeta potansiyel
degerlerine sahip nanopartikiiller yiikli nanopartikiillerle (6zellikle pozitif zeta
potansiyel degerine sahip) karsilastirildiginda azalmig fagositik alima ugrarlar.
Nanopartikiiller pH’s1 9 olan PVA c¢ozeltisi ile hazirlandiginda, karboksil gruplari
(PLGA’dan) ve hidroksil gruplari (PVA’dan) nanopartikiil yiizeyine yakin yerlesir ve
yiiksek zeta potansiyel degeri (-24.97 mV) dlciiliir. Ancak, PVA ¢ozeltisinin pH degeri
diistiikce (pH 7 civarinda) zeta potansiyel degeri de diiserek sifira yaklasir.'>* Buna
gore, bizim calismamizda elde edilen zeta potansiyel degerleri literatiirle uyumlu
sonuclar gdstermistir, !> 158

Nanopartikiiler sistemlere yiiklenen etkin madde miktarinin saptanmasi amaciyla
UV-spektrofotometre kullanilarak miktar tayini yontemi gelistirilmis ve analitik yontem
validasyonu gerceklestirilmistir. Dogrusallik ¢alismalarinda, PB pH 7.4 ortami igin 1-6
ug/mL araliklarinda calisilmigtir (n=6). Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusuna
ait egimler karsilastirilmistir; karsilastirma sonucunda genel kurala uygun olarak VK
degeri <% 1 olarak saptanmustir.'?” Elde edilen R? degeri 0.9998 olarak hesaplanmigtir
(Sekil 4.1).

Analitik yontemin giin i¢i kesinlik ve dogrulugunu tespit etmek iizere

kalibrasyon dogrusu aralifinda yer alan 3 farkli konsantrasyonda (PB pH 7.4 icin 2.5,

4.5 ve 5.5 pg/mL), her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler
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hazirlanmis ve ayni giin i¢inde arka arkaya Ol¢timleri gerceklestirilmistir. Giinler arasi
kesinlik ve dogrulugun tespiti i¢inde aynmi konsantrasyonlar secilerek her bir
konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde hazirlanmis standart ¢dozeltilerin
absorbanslar1 birbirini takip eden 3 gilin i¢inde Olclilmiistiir. Giin i¢i ve giinler arasi
dogruluk i¢in % bagil hata degerleri hesaplanmis ve sirasiyla, -1.586-1.292 ve 0.228-
1.080 araliginda olduklar1 saptanmistir (Tablo 4.1). Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik
degerleri sirasiyla, 1.431-0.969 ve 1.046-1.720 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1).
Hesaplanan degerler % 2’nin altinda oldugu i¢in sistemin kesinligi ve dogrulugu
kanitlanmistir. Analitik yontem icin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis ve ayrica
analitik yontemin 6zginliigli de degerlendirilerek NF’ nin maksimum absorbans verdigi
dalga boyunda ortam bilesenleri ve formiilasyona giren yardimci maddelerin absorbans
vermedigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, NF miktar tayini i¢in uygun analitk yontem
gelistirilerek validasyonu gerceklestirilmistir.

N-2 ve N-4 nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in elde edilen yiikleme etkinligi
degerleri sirastyla, % 13.03+£1.82 ve % 18.96£1.95 (p=0.05) ve yiikleme kapasitesi
degerleri ise % 2.20£0.30 ve % 2.63+0.36 (p>0.05) olarak saptanmistir. Dolayisiyla,
hazirlama yonteminin, yiikleme etkinligi ve kapasitesi iizerinde bizim c¢aligma
kosullarimiz altinda etkili olmadig1 belirlenmistir. Genellikle, partikiiler sistemlere ilag
yiiklenmesi {lizerinde polimer tipi, polimer molekiil agirligi, organik fazin viskozitesi
gibi gesitli faktorler etkilidir.!>%-162

NF-yiiklii PLGA mikrokiirelerinin hazirlandig1 bir ¢aligmada hapsedilen NF
yiizdeleri % 6 ve % 14 olarak tespit edilmis ve yiiklenen NF yiizdesi lizerinde partikiil
boyutunun etkili oldugu raporlanmustir.”®

Partikiiler sistemden etkin madde salim1 {izerine kullanilan polimer/polimerlerin

molekiil agirligi, PLGA kullanilan durumlarda laktid/glikolid orani, polimer-etkin
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madde matriksinin fiziksel oOzellikleri, sekli ve biiyiikligii, etkin madde tipi ve
konsantrasyonu, ortam pH’s1 vb. pek c¢ok faktor etki etmektedir. PLGA’daki
laktid/glikolid oran1 hazirlanan tagiyici sistemin hidrofilik 6zelligini, degradasyonunu ve
salim hizimi etkilemektedir.!” Buna gore, yapida PGA orani artik¢a yapi daha hidrofilik
bir 6zellik kazanir, daha fazla su absorpsiyonu gergeklesir ve sonug olarak degradasyon
olay1 daha hizli gergeklesir (kopolimerleri degradasyon hizlarina gore siralarsak: PLGA
50:50>PLGA 65:35>PLGA 75:25>PLGA 85:15).!° PLGA’nmn ortalama molekiil
agirhigi da salim iizerinde etkilidir. Molekiil agirliginin artmasiyla, polimer zincir
uzunlugu artmakta ve zincir uzunlugundan dolay1 degradasyon icin daha fazla zamana
gereksinim duyulmakta ve genellikle degradasyon daha yavas gerceklesmektedir.
Tastyict sistemin sekli ve biiylikliigii agisindan bakildiginda ise daha yiiksek yiizey alani
sonucu daha hizli bir degradasyon goriiliir. Salim ortamindaki daha kii¢iik partikiil
boyutuna sahip polimerik sistem igerisine daha yiiksek hizda su girisi olacagindan daha
hizli bir etkin madde difiizyonu sonucu daha hizli bir salim gerceklesmektedir.
Dolayisiyla, yiizey alani/hacim orani yiiksek olan PLGA-tastyict sistemlerinden etkin
madde salim hiz1 daha yiiksektir.!® 16> Ortam pH’s1 da PLGA polimerinin degradasyon
hizini etkiler. Alkali ve giiclii asidik ortamlarda degradasyon hizi artarken hafif asidik
veya ndtral ortamlarda ise daha yavas bir degradasyon gergeklesir.!®

Bizim calismamizda, NF’nin uzun siireli salimini1 saglamak {izere molekiil
agirligr 76,000-115,000 olan PLGA (75:25) kopolimeri kullanilarak nanopartikiiler
sistemler hazirlanmig ve in vitro salim ¢alismasi, PB pH 7.4 ortaminda
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada, hazirlanan N-2 ve N-4 formiilasyonlarina ait salim
grafikleri Sekil 4.3’te verilmistir. N-2 formiilasyonundan NF’nin % 25’1 1 giinde,
yaklagik % 80’1 ise 22 giinde, N-4 formiilasyonu i¢inse 6 saat i¢erisinde yaklasik % 25

ve 22 gilinde ise ~% 100 NF salim1 gergeklesmistir (Sekil 4.3). Her iki formiilasyon
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salim sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Her
iki formilasyon i¢in elde edilen tiim bu sonuglar yukarida verilen bilgiler ve
caligmalarla uyumlu bir sekilde daha uzun siireli bir in vitro etkin madde saliminin
gerceklestigini ortaya koymaktadir.!%% 164 195 Daha kiiciik partikiil boyutlu olan N-4
formiilasyonundan daha hizli bir NF salim1 ger¢eklesmistir (p<<0.05).

PLGA tasiyici sistemlerinden etkin madde salimi iki fazli bir salim profili
olusturmaktadir. Ilk olarak nanopartikiil yiizeyinde tutulan ve ortamla temas eden etkin
maddenin ani bir salim goriilmektedir. Ikinci fazda ise, tasiyici sistem igerisine
hapsedilmis etkin maddenin devamli bir salim1 gériiliir.!® Calismamizda hazirlanan N-2
ve N-4 formiilasyonlarindan ilk 6 saat icerisinde sirasiyla ~% 15 ve ~% 25 civarinda
etkin madde salim1 gergeklesmis ve devaminda ise siirekli artan bir etkin madde salimi
gbzlenmistir (Sekil 4.3).

Infrared spektroskopisi, yapidaki kimyasal bilesimi ve bag diizenlemelerini
aydinlatmak icin gerekli olan 6nemli bir karakterizasyon teknigidir. Bu teknik, yapida
var olan cesitli baglarin titresim frekanslarimi dlger ve yapidaki fonksiyonel gruplar
hakkinda bilgi saglar. PLGA kopolimerlerine ait IR spektrumlarinda LA ve GA
yapilarinda yer alan karbonil gruplarina ait gerilme titresimleri ile ilgili olarak 1770-
1750 cm™! araliginda belirgin bantlar goriilmektedir. Bunun yani sira, 1300-1150 cm’
araliginda ise asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O gerilmeleri ile ilgili orta siddette bantlar
s6z konusudur. Bu araliktaki bantlar ester yapilarinin karakterizasyonu acisindan
onemlidir. 3500-3450 cm™' araliginda ise OH grubuna ait gerilme titresimleri
olusmaktadir. C-H ve C-O gerilme titresimleri sirasiyla, 2885-3010 cm™ ve 1186-1089
cm!  arahginda, C-H egilme titresimleri ise 1450-850 cm™' arahiginda
gozlenmektedir.'**1%® Bizim calismamizda elde ettigimiz PLGA kopolimerine ait IR

spektrumunda da (Sekil 4.11) literatiirlerle benzer sekilde karbonil —C=0O gerilme
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titresimi  1749.82 cm™’de, asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O gerilme titresimleri
1268.08-1181.78 cm™ araliginda, C-H gerilme titresimleri 2881.25-2996.33 cm’!
araliginda, C-O 1181.78-1086.47 cm™ araliginda, C-H egilme titresimleri ise 1452.41-
866.55 cm™! araliginda saptanmustir. Saf NF nin FT-IR spektrumunda, 3321.77 cm™’de
N-H gerilme titresimi, 3100.84 cm!’de aromatik C-H gerilme titresimi, 2952.79 cm™
de C-H gerilme titresimi (-CH; grubu), 1676.40 cm™’de C=0O gerilme titresimi,
1525.39 cm’!, 1308.82-1378.46 cm™ araliginda NO» gerilme titresimi, 1269.80 cm™’de
aromatik C-N gerilme titresimi, 1222.37 cm” ve 1118.05 cm’de C-O gerilme
titresimlerinden kaynaklanan karakteristik bantlar goriilmektedir.'®

Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te verilen sirasiyla N-1 ve N-3 bos nanopartikiil
formiilasyonlarmma ait FT-IR spektrumlari PLGA spektrumuna benzer olarak elde
edilmistir. N-2 formiilasyonuna ait FT-IR spektrumuna (Sekil 4.15) bakildiginda ise saf
PLGA ve N-1 bos nanopartikiillerine ait spektrumlardan farkli olarak NF’ye ait
spektrumda goriilen NO gerilme titresimi ile ilgili olan 1531.66 cm™ ve 1308.84 cm™!
pikleri goriilmektedir. Diger goriilen pikler ise PLGA kopolimerine ait piklerdir. N-4
formiilasyonuna ait spektrumda (Sekil 4.16) ise saf PLGA ve N-3 formiilasyonundan
farkli olarak 3342 cm™’de (N-H gerilme titresimleriyle ilgili olarak), 2994.05 cm™’de
(C-H gerilme titresimiyle (-CH3 grubu) ilgili olarak artig) pikler oldugu saptanmis ve
nanopartikiiler sistemlere (N-2 ve N-4) NF’nin yiiklendigi sonucuna varilmaistir.

DSC polimer analizlerinde ve tasiyici sistemlerin hazirlanmasi sirasinda etkin
madde-polimer etkilesimlerini incelemek iizere yaygim bir sekilde kullanilmaktadir.!”"
172

Etkin madde-polimer etkilesimlerini incelemek tizere saf NF, saf PLGA, bos ve
NF-yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin (N-1-N-4) DSC analizleri yapilarak DSC

diyagramlari elde edilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, ve Sekil
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4.9). PLGA nin DSC diyagraminda ~50°C (T,i:58.46°C) ve ~370°C (Tpik:371.37°C) de
iki pik goriilmektedir (Sekil 4.4). ilk pik polimerin camsi gegis sicakhigm (Tg)
gosterirken ikinci pik polimerin bozunma sicakligi ile ilgilidir. Polimerin amorf
dogasindan dolay1 belirgin bir erime derecesi gdzlenmemistir. PLGA 75:25 icin Tg 49-
55°C araliginda degismektedir.'®”> 17> 17* Yapilan bir ¢alismada, PLGA’nin 371°C’de
termal bozunmasinin gerceklestigi rapor edilmistir.!” NF’ye ait DSC diyagrami (Sekil
4.5) incelendiginde, yaklasik 170°C’de (Tpik:173.25°C) karakteristik bir endotermik pik
goriilmektedir. NF’nin erime derecesi 172°C-174°C araligindadir.** 1% 175 176 NF>nin
termal bozunmas1 ise 210-390°C araliginda gerceklesmektedir.!’”® N-1 ve N-3
formiilasyonlarma ait DSC diyagramlarinda (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7) ise PLGA’nin
camsi gecis sicakligini gosteren ~50°C (sirasiyla, Tpik:57.83 ve 59.03°C) deki pik ve
280°C civarinda ise (swrasiyla, Tpix:275.71 ve 281.61°C) endotermik pikler elde
edilmistir. Saf PLGA bozunma sicaklifina gore bos nanopartikiil formiilasyonlarinin
bozunma sicakliginda diisiis oldugu saptanmistir.'®’” N-2 ve N-4 formiilasyonlarna ait
DSC diyagramlarinda ise N-1 ve N-3 formiilasyonlarindan farkli olarak NF’nin erime
derecesine yakin olarak yaklasik 180°C ve termal bozunma sicakligina yakin olarak da

210°C civarinda daha belirgin piklerin varligi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

S6z konusu ¢alismada; nifedipin-yiliklii polimerik tasiyici sistemler, PLGA
polimeri kullanilarak basariyla hazirlanmis ve in vitro olarak karakterizasyon
caligmalar1 gerceklestirilmistir.

PLGA varliginda, nano boyutta, yaklasik kiiresel sekilli, uygun salim
ozelliklerine sahip polimerik tasiyici sistemler elde edilmistir.

Nifedipin miktar tayini i¢in UV-spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve
analitik yontem validasyonu gergeklestirilmistir.

Nifedipin yilikleme etkinliginin hazirlanan formiilasyonlarda (N-2 ve N-4)
strastyla % 13.03+1.82 ve % 18.96+1.95 oldugu bulunmustur.

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

Bundan sonra gergeklestirilmesi planlanan devam c¢alismalarinda, yiikleme
etkinliginin artirilmas1 ve bu sistemlerin in vivo etkinliginin incelenmesi

planlanmaktadir.
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