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OZET

indometazin Yiiklii-Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi ve In Vitro,
In Vivo Degerlendirilmesi

Amag¢: Indometazin iceren ilag tasiyict nanopartikiiler sistemleri gelistirmek,
fiziksel ozelliklerini tespit etmek ve sicanlarda mide ilseri olusturma potansiyelleri
acisindan piyasa preparatlar ile istatistiksel olarak karsilagtirmaktir.

Materyal ve Metot: Nanopresipitasyon yontemi kullanilarak biyouyumlu PLGA
polimeri ile indometazin yiiklii nanopartikiiler sistemler hazirlanmis ve Kollicoat® MAE
100P ile enterik kaplanmistir. Ayni yontem kullanilarak tasiyict bir polimer
kullanilmaksizin indometazin nanosiispansiyonlar1 ve bunlarmn Kollicoat® MAE 100P ile
enterik kaplanmasi yapilmis, HPLC ile miktar tayini gergeklestirilmistir. Hazirlanan
nanopartikiiler sistemlerin morfolojileri, partikiil boyutlar1 ve dagilimlari, yiizey yiikleri,
enkapsiilasyon etkinlikleri ve ylikleme kapasitesileri, verimleri ve dissoliisyon profilleri
incelenmistir. Fiziksel 6zelliklerini pekistirmek amaciyla ayrica DSC ve FT-IR dl¢timleri
yapilmisgtir. Hazirlanan tiim nanopartikiiler sistemler in vivo ¢alismalarda kullanilmis ve
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica indometazine ait serbestlesme
profilleri kinetik ac¢idan incelenmistir.

Bulgular: Hazirlanan tiim nanopartikiiler sistemlerin boyutlar1 ortalama
500 nm’den kiigiik, zeta potansiyelleri ise en az ortalama -20 mV olarak bulunmustur.
Morfolojileri incelendiginde PLGA ile nanopartikiillerin kiiresel, nanosiispansiyonlarin
ise cubuk seklinde olduklar1 belirlenmistir. Hazirlanan sistemlerin en dislk
enkapsiilasyon degerleri ortalama % 72 olarak bulunmustur. Dissoliisyon profilleri
acisindan piyasa preparatlar ile benzer sonuglar tespit edilmistir. /n vivo calismalar
neticesinde hazirlanan tiim nanopartikiiler sistemlerin hem saf indometazinden hem de
piyasa preparatlarindan daha az iilserojenik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Sonug¢: Indometazin ile hazirlanan yeni ilag tasiyici sistemleri ve bunlarm enterik
kaplanmig formiilasyonlarinin, mevcut piyasa preparatlarindan daha az yan etkiyle

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Indometazin, Kollicoat® MAE 100P, Nanopartikiil,

Nanopresipitasyon, Nanosiispansiyon, PLGA, Ulser.
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ABSTRACT

Preparation and In Vitro, In Vivo Evaluation of Indomethacin Loaded-
Nanoparticular Systems

Aims: To develop and physicochemically characterize new nanoparticular drug
delivery systems of indomethacin and to investigate their gastric ulcer potentials in
comparison to the marketed products.

Materials and Methods: Indomethacin loaded-PLGA nanoparticles were
prepared using nanoprecipitation method and their enteric coated forms with Kollicoat®
MAE 100P were also developed. In addition nanosuspensions were prepared without
using polymeric carrier and their enteric coated forms were also prepared as mentioned
above. HPLC method was used for the assay of indomethacin.

Morphological characteristics, particle size and distribution, surface charge,
encapsulation efficiency, loading capacity, yield and dissolution profiles of the
nanoparticular systems prepared were investigated. DSC and FT-IR measurements were
performed as well. These drug delivery systems were subjected to in vivo studies to
evaluate in terms of gastric ulcer potential in rats and the results were evaluated
statistically.

Results: The particular size of the nanparticular systems were found less then 500
nm and the mean zeta potential value was at least -20 mV. In terms of morphological
aspects indomethacin-PLGA nanoparticles were in spherical shape while
nanosuspensions obtained were rod shaped. The lowest mean value for encapsulation
efficiency was found as 72 %.

In vivo studies carried out with all of the nanoparticular systems prepared in this
study showed less ulcerogenic effect compared to parent drug and its marketed products.

Conclusion: It was found that the new drug delivery system prepared with
indomethacin and its enteric coated nanoparticulate formulations can be used with less

gastric side effects then those currently marketed products.

Keywords:  Indomethacin,  Kollicoat® MAE  100P,  Nanoparticle,

Nanoprecipitation, Nanosuspension, PLGA, Ulcer.
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1. GIRIS
Ilag tastyic sistemler, insanlar ve hayvanlar iizerinde terapotik etki olusturmak
amaciyla bir farmasotik bilesigin kontrollii olarak uygulandig: sistemlerdir. Gliniimiizde
nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte nano-boyutlu ilag tasiyici sistemler (lipozom,
nanopartikiil, dendrimer, misel vb.) hizla gelistirilmekte ve diinya ila¢ pazarinda da
kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve hormonal hastaliklar gibi pek c¢ok farkli hastaligin

tedavisinde kullanima sunulmaktadir.

Nanotasiyicilar nanoboyut, genis ylizey alan ve uygun fizikokimyasal 6zelliklere
sahip olmalar1 nedeniyle arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir. Nanotasiyicilar,
etkin maddelerin hem farmakokinetik hem de farmakodinamik profillerini iyilestirirken,
aynt zamanda terapotik indekslerini de gelistirmektedirler. Boyutlar1 1-1000 nm
(genellikle 200-300 nm) arasinda degisen, dogal ya da sentetik polimerlerden veya
yaglardan olusturulan, kati, kiiresel yapida kolloidal partikiillerdir. Etkin madde
nanopartikiill matriksi ic¢inde ¢Oziinebilir, enkapsiile olabilir veya nanopartikiile

tutunabilir.

Indometazin, indol asetik asit yapisinda, son derece aktif, analjezik, antipiretik ve
non-steroidal antiinflamatuvar (NSAII) etkili bir ilagtir. Akut gut, bursit, tendinit ve
travmatik sinovit gibi ciddi durumlarda ve ankilozan spondilit, osteoartrit, romatoid artirit
gibi agir romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Aspirinden yaklasik 20
kat daha etkin olan indometazinin, tolere edilmesinde aspirinden ¢ok daha etkili bir ilag
oldugu belirtilmistir. indometazin, hem siklooksijenaz-1 (COX-1) hem de siklooksijenaz-
2 (COX-2) enzimini inhibe etmek suretiyle prostaglandinlerin (PG) sentezini durdurarak
antiinflamatuvar etkinlik gosterir. PG sentezinin azalmasi (6zellikle de PGE2’nin), gastrik
mukozanin korunmasiz kalmasina ve sonunda da gastrointestinal (GI) yolagin hasarina

neden olmaktadir. Azalan PG neticesinde mide asidi mukozal membranlarda hasar

1



olusturmaya baslar. Mukozal kanamalar (hemoraji), iilser olusumlari ve hatta mide
mukozasinin delinmesi ile sonuglanan ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Terapotik
etkiyi saglayabilmek i¢in doz araliklarinin sik olmasi gerekmekte ve sonugta pek ¢cok yan
etkinin (kardiyovaskiiler, renal vb.) yani sira 6zellikle Gl sistem hasarlar1 olusmaktadir.
Oldukga aktif bir antiinflamatuvar etkili terapotik ajan olan indometazinin kullanima,

ozellikle Gl sistemde olusturdugu yan etkileri nedeniyle kisitlanmaktadir.

Indometazinin kesfinden bu yana goriilen yan etkilerine karsin, diinyada ve
tilkemizde hali hazirda supozituvar, goz damlasi, geleneksel kapsiil ve uzatilmig saliml
kapsiil gibi dozaj formlar1 olsa da, GI sistemde olusturacaklari yan etkileri ortadan
kaldirmaya yonelik bir ilag¢ sekli bulunmamaktadir. Bu sebeple, indometazin igeren pek
cok yeni ilag tasiyict sistem formiilasyonlarinin gelistirilmesine yonelik calismalar
yapilmis ve ¢alisilmaya da devam edilmektedir. Literatiir ve patent incelemesi sonucunda
biyouyumlu PLGA polimeri ile hazirlanacak indometazin igeren nanopartikiillerin ve
polimer kullanilmaksizin hazirlanacak indometazin igeren nanosiispansiyonlarin
Kollicoat® MAE 100P ile enterik kaplama yapilmis formiilasyonlarmin calisiimamus
oldugu goriilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda, indometazinin inflamasyona neden olan hastaliklarda
gastrik yan etkileri minimize edilip terapotik acgidan etkin bir sekilde kullanimim
saglayabilmek i¢in yeni ilag tasiyict formiilasyonlari gelistirilmistir. Bu amagcla
hazirlanmis olan nanopartikiiler sistemlerin; morfolojik &zellikleri, yilizey yiikleri,
partikiil boyutlar1 ve dagilimlari, yiikleme kapasiteleri (YK), enkapsiilasyon etkinlikleri
(EE), verimleri (V) ve in vitro dissoliisyon profilleri incelenmistir. Biyouyumlu PLGA
polimeri ile hazirlanmig olan indometazin igeren nanopartikiiler sistemler ve bunlarin
Kollicoat® MAE 100P kullanilarak enterik kaplanmis nanopartikiilleri ile polimer

kullanilmaksizin hazirlanmis olan indometazin nanosiispansiyonlart ve bunlarin



Kollicoat® MAE 100P kullamlarak enterik kaplanmis nanosiispansiyonlari
gelistirilmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin sigan mide mukozasinda iilser olusturma
potansiyelleri ve dissoliisyon profilleri, piyasada mevcut indometazin igeren oral dozaj
formlar1 [geleneksel kapsiil ve uzatilmis salim (ER) kapsiil] ile karsilastirmali olarak

incelenmistir.

Bu ¢alismadaki amacimiz indometazin igeren yeni nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemler gelistirmek, hazirlanan bu sistemleri karakterize etmek ve in vivo ¢alismalar ile
indometazin kaynakli iilser olusumunu azaltmaya ve/veya Onlemeye yonelik etkinin
incelenmesidir. Elde edilen negatif yiiklii nanopartikiiler Sistemlerin, endiistriyel diizeyde
tiretilmesi durumunda bu tezin basvurulacak énemli birkaynak olarak kullanilabilecegi

kanisindayi1z.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yeni ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Bilinen gelencksel tedavi yontemleri oral, inokiilasyon veya deriden emilim
seklindedir. Oral yolla alindiginda, ilaglarin ¢cogu, hedeflenen bdlgeye ulasmadan 6nce
metabolize olmaktadir.!

Genel olarak, etkin bir terapétik sistem olustururken, goz oniinde bulundurulmasi
gereken iki ana husus vardir: (1) istenenilen terap6tik etki ve minimum yan etkilere sahip
olan bir kimyasal yapi, (2) bu kimyasal yapiy1 istenilen veya hedeflenen bolgeye ulagtiran
yiiksek verimde bir ilag tastyici sistem.!

Ilag tastyic1 sistemler, insan ve hayvanlar iizerinde terapotik etki olusturmak
amaciyla kontrollii olarak uygulanan sistemlerdir. Giiniimiizde nanoteknolojinin
gelismesiyle birlikte nanometre boyutundaki ilag tasiyict sistemlere (lipozom,
nanopartikiil, dendrimer, misel vb.) ilgi artmakta ve diinya ilag pazarinda da kanser,
enfeksiyon ve hormonal bozukluklar gibi pek ¢ok farkli hastaligin tedavisinde kullanima
sunulmaktadir. ila¢ firmalari, yeni bir ilag kesfetmek yerine piyasada var olan ilaglari
nano metre boyutuna indirgeyerek yeni ilag tasiyici sistemler haline doniistiirmeyi tercih
etmektedirler. Yeni bir ilacin kesfedilmesi i¢in yaklasik 10 yillik bir siire ve yaklasik
500 milyon dolar biitge gerektirirken ayrica Klinik denemelerde olumsuzluklarla
karsilasilabilecekken, var olan ilacin yeni bir tastyici sistem haline doniistiiriilmesi, hem
zaman1 azaltacak (3-4 yil) hem de ekonomik agidan Onemli katki saglayacaktir
(20-50 milyon dolar).?

2.1.1. Polimerik Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Son yillarda tip ve biyomedikal alanlarda kullanilan nanomateryaller arasinda

dikkat ¢eken kuantum noktalari, grafen, karbon nanotiipler, metalik ve metal oksit



nanopartikiiller ve polimerik nanopartikiiller tibbi uygulamalar i¢in umut verici
gelismeler olarak bildirilmistir.®

Nanopartikiiller, boyutlar1 1-1000 nm (genellikle 200-300 nm) arasinda degisen,
dogal ya da sentetik polimerlerden olusan, kati, kiiresel kolloidal partikiillerdir. Etkin
madde nanopartikiil matriksi i¢inde ¢6ziinebilir, enkapsiile olabilir veya nanopartikiile
tutunabilir. Hidrofilik/hidrofobik etkin maddeler, asilar ve biyolojik makromolekiillerin
nanopartikiiller aracilifiyla organizmaya tasinmasi miimkiindiir. Nanopartikiiller hiicre
veya organlara hedeflendirilebilirler, kontrollii ila¢ tasinmasimi saglayabilirler.
Nanopartikiillerin ila¢ tastyici sistem olarak tasarlanmalarindaki asil hedef, partikiil
boyutunu, yiizey Ozelliklerini ve etkin madde/maddelerin salimini kontrol ederek
hedeflenen bélgede optimal doz ve hizda terapétik etkinligi saglamaktir.® °

Son on yilda aragtirmacilar, ilaglarin partikiiler formiilasyonu ve nanometre
diizeyine indirilmesine odaklanmis ve polimer bazli nanopartikiilleri ilag tasariminda
kullanmaya baslamislardir. Tlag endiistrisi, biiyiik dlciide ilaglarm salimimi geciktirme,
biyoyararlanimlarini artirma, bozunmalarini ve toksisitelerini azaltmanin yani sira
biyolojik olarak pargalanabilen polimer kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin etkili
bir ilag tastyicist olarak kullanilmasia odaklanmistir.

Polimerik nanopartikiil terimi, herhangi bir polimerik nanopartikiil formu igin,
Ozellikle de nanokiire ve nanokapsiiller i¢in kullanilan bir terimdir. Nanokiireler matriks
tipi kat1 partikiiler sistemlerdir. Molekiiller, kiire yiizeyinde adsorbe olmus veya partikiil
iginde hapsolmus halde olabilir. Genel olarak, kiireseldirler, ancak kiiresel olmayanlara
da literatiirde nanokiire denilmektedir.”*® Nanokiireler, oligomer veya polimer
tinitelerinin birlesmesi ile olugsmus matriks iken, nanokapsiiller polimer duvarla
cevrelenmis bir ¢ekirdekten olusan rezervuar tipi sistemlerdir. Suda ¢oziiniirliigii az olan

etkin maddelerin organizmaya tasinmasinin yani sira nanopartikiiller, ilag salimin



kontrol altina almak, ilacin yan etkilerini azaltmak, etkin maddelerin stabilitelerini
korumak, hiicre i¢i penetrasyonu ve farmakolojik aktiviteyi artirmak gibi 6zelliklere
sahiptirler.!* Nanokapsiiller ise rezervuar tipte vezikiiler sistemlerdir. Kat1 bir kabuk ile
cevrelenmis bir s1v1 ¢ekirdekten (yag veya su) meydana gelirler.” % 1°

Poli laktik ko-glikolik asit (PLGA) gibi biyolojik olarak pargalanabilen
polimerlerden olusturulan nanopartikiiller, benzeri geleneksel ilaglardan biiyiik 6l¢iide
farkli fizikokimyasal Ozellikler sergiler. Bu nanopartikiillerin yiizey alani ile birlikte
hiicre membranina translokasyon kabiliyetleri artmistir. Polimerik nanopartikiillerin yan
etkileri, boyutlar1 ve endositoz olabilme yetenekleri kapsamli olarak arastirilmamaistir.
Nanopartikiillerin biyolojik dagilimi hakkinda elde edilecek bilgiler ¢ok daha fistiin ve
giivenli nanopartikiillerin tasarlanmasina yardimei olacaktir.*? Yiiksek enkapsiilasyon
etkinligi ve maksimum ilag yiikleme kapasitesine sahip nanopartikiiler sistemler ile ilag
israfi Onlenebilecek ve hedef bolgeye uygulanan etkin madde miktar1 da
azaltilabilecektir.'3

Nano boyutlu partikiiler sistemler daha genis yilizey alan / hacim oranina sahip
olduklarindan, cilt ve bagirsaklar ile mukozal zarlar gibi fizyolojik bariyerlere kolay
niifuz ederler.** Nanopartikiiler sistemlerin diger farmasotik dozaj sekillerine gére dnemli
listiinliikleri vardir.® Bunlar arasinda:
e Biyoyararlanimin arttirilmasi,
e Alinan doz miktarinin azaltilmasi,
e Sistemin ilag dozunun azaltilmasi nedeniyle daha diisiik toksisite riski tagimasi,
e Yiizey alaninin artmasi nedeniyle etkin maddenin insan viicudu gibi su orani yiiksek
bir ortamda daha hizli ¢dziinmesinin saglanmasi sayilabilir.

Ilaglarin, proteinlerin, monoklonal antikorlarin, niikleik asitlerin, biyolojik

ekstrelerin ve benzeri cesitli biyolojik olarak aktif molekdillerin tastyicisi olarak polimerik



nanopartikiiller kullanilabilmektedir.® Bu sistemlerin suda ¢oziiniirliigii zayif maddelerin
uygulanmast zorlugunun giderilmesi igin kullanilmasi da miimkiindiir.!! Ayrica bu
tasiyici sistemler ile:
- laclarin viicutta kalis siiresinin uzatilmast,
- Tlaclarin stabilitelerinin artirilmast,
- ilaglarin hedeflerndirilmesi Ve Yyiiksek konsantrasyonda terapdtik maddenin hedef
bolgeye iletilmesi,
- Hedeflenen bolgede tekdiize dagilimin gergeklesmesi,
- Termodinamik stabilitenin artirilmasi,
- flaglarin biyolojik bariyerlerden gegislerinin kolaylastiriimasi,® 8
- Ucucu maddelerin stabilitelerinin artirilmasi,
- Etki ve verimlilik agisindan geleneksel (oral ve intraven6z) uygulamaya kiyasla hasta
uyuncunun artirilmasi,
- Doku miihendisliginde de kolaylikla kullanilabilmesi miimkiindiir.°
2.1.1.1. Biyoparcalanabilen Nanopartikiiler ila¢ Tastyic1 Sistemler
Nanoteknolojideki son gelismeler, nanopartikiilerlere yiiklenebilen etkin
maddeler i¢in genis bir polimer yelpazesi saglamaktadir. Biyolojik olarak
parcalanabilen/pargalanamayan, biyouyumlu polimerler de dahil olmak tizere ¢ok sayida
sentetik ve dogal polimerik materyal, nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Sentetik ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerik
yapilar arasinda, PLGA ve poli laktik asit (PLA) en yaygin olanlardir.®
Biyopargalanabilir nanopartikiiller, suda ¢6ziinebilen/¢6ziinemeyen birgok etkin
maddenin ve biyoaktif molekiiliin biyoyararlanimini, etkinligini, spesifikligini, tolere
edilebilirligini ve ¢oziiniirliigiinii artirir. Ilacin yan etkileri ve toksisitesinin ortaya ¢ikma

riski en aza indirilirken sistemin retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan hizla



parcalanmaya karsi korunmasi da saglanir. Béylece ilacin hedeflenen bolgeye ulasarak
hiicre i¢ine alimi saglanir. Tedavinin maliyeti diisiiriiliir.’

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler ilag tasiyict sistemlerin tasariminda
onemli yer tutar. Ciinkii sistemik dolagima gegen parcalanma tiriinlerinin toksik olmamast
gerekir. Pargcalanma ve asinma, siklikla birbirinin yerine kullanilan iki terim olmasina
ragmen, parcalanma kimyasal reaksiyonlar sonucunda kovalent baglarin kopmasi
olayidir. Asinmada ise molekiiler yapida kimyasal degisiklikler olmaksizin capraz-
baglanmamis sistemlerde zincir yapilart kopar. Bu ¢oziinmenin gerceklesmesi igin
polimerin, etrafindaki ¢oziiciiyi absorbe etmesi, ¢ekme ya da itme kuvvetleri ve/veya
hidrojen baglar1 araciligiyla suyla etkilesmesi gerekir. Parcalanmada polimer, ylizeyden
kademeli olarak uzaklasir. Kiitlesel parcalanmada, asinma bitene kadar polimer
tastyicinin fiziksel boyutunda 6nemli bir degisiklik olmaz, ancak kalan polimer orani
zamanla azalir. Siireg, polimere ¢oziicliniin penetrasyonu, par¢alanma iriiniiniin
difiizyonu ve makromolekiiler yapmin yikimi veya ¢dziinmesi ile sonuglanir.'8

Biyolojik olarak parcalanabilir materyaller dogal veya sentetik kaynakli olup.
metabolik yollarla (enzimatik/enzimatik olmayan veya her ikisi ile birden)
parcalanabilmektedir.

Ilag tasiyici sistemlerde kullanilan baslica parcalanabilir polimerler:

(1) hidroksi asitler (PLGA), polianhidritler vb. gibi nispeten hidrofobik yapilar igeren
sentetik biyopargalanir polimerler,

(2) kompleks sekerler (hiyaliironan, kitosan) ve inorganik maddeler (hidroksiapatit) gibi
dogal polimerlerdir.®

Biyouyumluluk oldukc¢a onemlidir ama materyal agisindan temel bir 6zellik
degildir. Esas olan biyolojik ortam ve spesifik ilag-polimer-doku etkilesimleri agisindan

tolere edilebilirligidir.*®



2.1.1.2. Poli Laktik Ko-Glikolik Asit (PLGA)

[lag  tasiyic1  sistemlerin  hazirlanmasinda  dogal/sentetik  ve/veya
biyoparg¢alanabilen/biyopar¢alanamayan polimerler siklikla kullanilmaktadir.

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) ve Avrupa
[lag Ajansi (European Medicines Agency-EMA) PLGA’nin c¢esitli ilag tastyict
sistemlerin hazirlanmasinda kullanimina onay vermistir.?% 2

Konvansiyonel ilaglarin yan1 sira kontraseptif steroidler, antikanserojen ilaglar ve
NSAIll'ler, kisa biyolojik yar1 omre sahip makromolekiiller ve biyolojik terapdtik
maddeler de dahil olmak iizere genis bir araliktaki aktif farmasotik bilesen (Active
Pharmaceutical Ingredient, AP1), PLGA kullanilarak organizmaya tasinmaktadir.??

PLGA, viicutta hidrolize ugrayarak biyolojik olarak parcalanabilen ve
biyouyumlu metabolit monomerlerine (laktik asit ve glikolik asit) doniisen, sitrik asit
dongiisti ile viicuttan uzaklastirilan polimerlerden biridir (Sekil 2.1). PLGA’nin
biyopragalanma {irlinleri ¢ok yavas olusur ve dolayisiyla normal hiicre fonksiyonunu
etkilemezler. Ilag tasiyici sistemler veya biyomateryal uygulamalari icin PLGA’nin
kullanilmasiyla bazi ¢alismalara gore ¢ok az, bazi ¢alismalara gore de higbir sistemik

toksisite saptanmamistir. PLGA matriks sistemi igindeki ilag, difiizyon ve polimer

matriksin par¢alanmasi ile siirekli ve sabit bir hizda salmmus olur.?
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Sekil 2.1. PLGA ve monomerleri (m ve n tekrar sayis1)?

Poli laktik asit (PLA), laktik asitten elde edilen bir siklik dimer olan laktidin
polimerizasyonuyla {iretilen lineer alifatik bir termoplastik poliesterdir. Kiral bir
molekiildiir ve poli (L-laktit), poli (D-laktit) ve rasemik poli (D, L-laktit) olarak
tiretilebilir. PLA, yaygin olarak organik ¢oziiciiler iginde ¢oziiniir. Poli glikolik asit
(PGA) ise en basit lineer, alifatik poliesterdir. PGA kristal yapida oldugundan, yiiksek
erime noktasina ve organik ¢oziiclilerde diisiik ¢Oziiniirlige sahiptir. PGA’nin
kristalinitesi, PLA’nin aksine metil grubundan yoksun olan kimyasal yapisindan
kaynaklidir. PGA rastgele bir sekilde PLA ile kopolimerize edildiginde (% 30-50), olusan
kopolimer (PLGA) daha kolay islenebilir fiziksel ozelliklere sahiptir. PLGA’nin
parcalanma hizi, yapidaki glikolik asit oranina baglidir. Dolayisiyla glikolik asit ve laktik
asit miktarlar1 degistirilerek parcalanma hizi ayarlanabilmektedir.?®

PLGA, su varliginda hidrolize ugrayarak metabolitleri olan laktik asit ve glikolik

asit monomerlerine parcalanir (Sekil 2.2). Bu iki monomer viicut iginde Sitrik Asit
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Dongiisii (Krebs Dongiisii) araciligiyla kolayca metabolize olur, su ve karbondioksite
dontiserek atilir. PLGA nin, farkli molekiil agirliklarina ve igerdigi PLA:PGA oranlarina
gore ticari gesitleri bulunmaktadir. Bu 6zelliklerine bagli olarak pargalanma/salim siiresi
farkliligi (birkag aydan birka¢ yila kadar) gostermektedir. PLGA, yapisindaki
momomerlerin oranlarina gére tanimlanir. Ornegin, PLGA 50:50, % 50 laktik asit ve
% 50 glikolik asitten olusmaktadir.?> 26 PLGA igindeki glikolik asit miktar1 ne kadar
fazlaysa, par¢alanma siiresi de o kadar kisadir. Ancak bir istisna olarak en hizli

parcalanma diger PLGA tiirlerine kiyasla PLGA 50:50’de goriilmektedir.?’

0 H+ O O
- O _—— %OH +
OH
CH3 0 HO
OH

PLGA Laktik Asit Glikolik Asit

N/

Metabolik Yolaklar

Sekil 2.2. PLGA nin hidroliz semasi®’ 28

PLGA kopolimerinin hidroliz veya biyopar¢alanma sonucu yapisindaki ester
baglar1 kopar, oligomerlere ve son olarak da monomerlere ayrilir. Bu polimer igin
pargalanma islemi esas olarak matriksin su penetrasyonunu takiben Once yigin
degradasyonu ile baslayip polimer pargalanmasi ile devam eder. Biyoparcalanmada
otokatalizin bir sonucu olarak karboksilik u¢ gruplarinin artist baslar. PLGA
kopolimerinin parcalanmasi sirasiyla, once difiizyon sonra asinma ile devam eder.
Parcalanma siirecini etkileyen bircok degisken oldugundan, salim olgusu genellikle
tahmin edilemez.'® PLGA kopolimerlerinin biyodegradasyon hizi, polimer zincirindeki
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laktik ve glikolik asitlerin molar oranina, polimerin molekiil agirligina, kristalinite
derecesine ve polimerin Camsi Gegis Sicakligi’na (Tg) baghidir.

PLGA’nin biyodegradasyonu iki asamada gergeklesir:
(1) Ilag salimindaki baslangi¢ patlamasi (burst effect) etkin maddenin yapisina,
konsantrasyonuna ve polimerin hidrofobik 6zelligine baglidir. Ortamla temas eden
yiizeydeki ilag, ¢Oziiniirligiiniin bir fonksiyonu olarak ve ayrica suyun polimer matrikse
niifuz etmesi oraninda serbestlesir. Bu esnada PLGA zincirlerinin rastgele kopmasi
gerceklesir.
(2) ilag daha kalin bir tabakadan kademeli olarak salinir. Matriks igine giren su, polimeri
¢ozlindlirmeye baglar, hidroliz sonucu oligomerik ve monomerik triinler meydana gelir.
Bu durum, polimerin tamamen ¢oziinmesine kadar ilacin diflizyon ve asinma yoluyla
salinmast igin bir gegis olusturur. {lacin yapisi da sulu fazin matrikse cekilmesinde dnemli
bir rol oynar. Herhangi bir PLGA biyodegradasyonunda enzimlerin roli belirsizdir.
Literatiirdeki kayitlarin cogu PLGA biyodegradasyonunun herhangi bir enzim aktivitesi
yerine sadece hidroliz yoluyla oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bazi
arastirmacilar, enzimlerin de rolii oldugunu ileri siirmiislerdir. ikinci asama sonunda
PLGA polimeri laktik ve glikolik asitlere doniisiir. Laktik asit Krebs dongiisiine girer,
metabolize olur ve viicuttan karbondioksit ile birlikte su olarak, glikolik asit ise
bobreklerden degismeden veya trikarboksilik asit dongiisiine girerek karbondioksit ve su
olarak atilir.1®

PLGA degradasyon siiresine etki eden ¢esitli faktorler vardir. PLGA nin igerdigi
PLA:PGA oranlari, polimerin hidrofilik 6zelligini dolayisiyla da par¢alanma hizini etkiler
ve PGA orani arttik¢a bu 6zelligi artar. PGA oranina bagh olarak degradasyon siiresi
ayarlanabilmektedir. Tg ve kristal yapinin varlig1 degradasyon siiresini etkiler. PLGA’nin

kristal yapis1 arttikca degradasyon siiresinin uzadigr goriisii hakimdir. Bu sav, PLA
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oranindaki artis ile agiklanmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina ve uzun polimer
zincirlerine sahip PLGA, daha diisiik molekiil agirlig1 ve kisa polimer zincirlerine sahip
olanlardan daha uzun siirede degradasyona ugrar. Yiizey alani / hacim oran1t PLGA’nin
degradasyon siiresini etkileyen faktdrlerdendir. Yiizey alani arttik¢a pargalanma hizlanir.
Polimerin in vitro biyodegradasyonu / hidrolizinin, hem alkali hem de kuvvetli asitli
ortamda daha hizli oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte hafif asitli ve n6tr ortamda
PLGA’nin par¢alanmasi, karboksilik u¢ gruplarinin otokatalizlenmesiyle daha yavastir.
PLGA’nin parcalanmasmin hidroliz ile gergeklestigi One siiriilse de enzimatik
par¢alanmanin varligi da dnemsenmektedir. Farmasdtik preparat hazirlarken polimere
yiiklenen ila¢ miktari, salim orani1 ve hizi iizerinde etkindir. Yiiksek ila¢ yilikleme
kapasitesine sahip polimerler az olanlara nazaran baslangicta daha yiiksek bir patlama
etkisine sahiptir.'®

Tim bu 6zellikler PLGA’ nin, kan dolasiminda terapétik ilag konsantrasyonunu
artirabilir ve boylece ¢ok dozlu ilag kullanimlarini azaltabilir. Bununla birlikte PLGA nin
yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin eksikliginden dolay: ilag tasiyici sistemlerde aktif
hedeflendirme gibi islevselliklerin gerceklestirilmesi zordur. PLGA yiizeyindeki negatif
yiik, hiicre afinitesini ve hiicreye immobilizasyonunu azaltir. Bu nedenle, PLGA bazli
ilag tastyici sistemlerin ylizey modifikasyonu, sistemin en iyi sekilde kullanilabilmesi igin
gereklidir.?8

2.1.2. Nanosiispansiyonlar

Suda ¢oziintirliikk problemi olan etkin maddelerin formiilasyonunu hazirlamak,
ilag endiistrisinde asilmasi gereken bir problemdir. Bu problemi asmak ve
biyoyararlanimi artirmak i¢in ylizey aktif maddeden yararlanma, inkliizyon kompleksi
hazirlama, ko-solvan kullanma, mikronize etme ve kati dispersiyon hazirlama gibi bircok

yol denenmistir. Partikiil boyutunu nanometrik seviyeye getirmek de bu problemi ¢6zmek
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igin gelistirilen yollardan birisidir. Noyes-Whitney teorisine gore, partikiiller kiigtildiik¢e
ylizey alanlari, ¢oziinme hizlari, doygunluk konsantrasyonlar1 ve biyoyararlanimlari
artmaktadir.?® *° Son yillarda, arastirmacilar tarafindan umut vadeden bir yéntem olarak
suda ve yagda ¢Oziiniirliigii az olan etkin maddelerin nanosiispansiyon halindeki
tasarimlari gelistirilmeye baslanmugtir.3!

Nanosiispansiyonlar, tasiyici/matriks yap1 igermeyen, boyutu 1000 nm’nin
altinda olan, stabiliteyi saglamak i¢cin minimum seviyede yiizey aktif madde kullanilarak
saf etkin madde ile hazirlanan kolloidal ilag¢ tastyict sistemlerdir. Dispersiyon ortami
olarak sulu ve susuz ortamlar (organik ¢ozeltiler) kullanilabilir. Bu sistemleri stabil hale
getirmek amaciyla da ylizey aktif madde ve polimerik stabilizanlar kullanilabilir.
Uretimleri kolaydir ve 6lgek biiyiitmeye uygundurlar.3? 32

Boyutlarin kiigiilmesi ve yiizey alaninin genislemesiyle ¢6ziinme, permeasyon ve
biyoyararlanim orani artarken uygulanan doz, yan etkiler, toksisite ve dolayisiyla ilag
tiketimi ve maliyeti azalmaktadir. Ek olarak, nanosiispansiyonlar, toksikolojik
calismalarda da ¢ok kullanilmaktadir. Boyle ¢calismalarda, ¢oziiniirliigli artirmak i¢in ko-
solvan kullanimi, ¢alismalar1 karmasiklastirmakta ve toksisitenin ko-solvandan m1 yoksa
formiildeki diger bilesenlerden mi kaynaklandigini belirlemede giicliik ¢ikarmaktadir.
Nanosiispansiyonlarda ko-solvan kullanma gereginin olmamas: bilyiikk bir avantajdir.
Nanosiispansiyonlarda yilizey alan ile birlikte ylizeyler arasi geriliminin ve sistemin
serbest yiizey enerjisinin de artmasi s6z konusudur. Bundan dolay1 nanosiispansiyonlar
termodinamik olarak stabil olmayan sistemlerdir. Nanosiispansiyonlar, yiizey enerjilerini
azaltmak icin flokiilasyon, agregasyon ya da kristal biliylimesi gibi durumlari
gerceklestirebilmektedir. Ancak bu durum nanosiispansiyonlarin 6zelliklerini olumsuz
r34

yonde etkiler. Bu sistemlerin ylizey enerjilerini azaltmak i¢in stabilizanlar ilave edili

Polivinil pirolidonlar (PVP), seliiloz tiirevleri, pluronikler, polisorbatlar, polietilen
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glikoller (PEG), polivinil alkoller (PVA) ve lesitin siklikla kullanilan ve toksik olmayan
stabilizanlardir.®> % Nanosiispansiyonlar, oral, parenteral, dermal, okiiler ve pulmoner
yollarla uygulanabilmekte ve istenilen dokuya hedeflendirilebilmektedirler.®® Etkin
maddeler ile nanosiispansiyonlar hazirlandiginda maksimum plazma konsantrasyonuna
daha hizli ulasilir. Zay1if ¢oziintirliik ve permeabilite ya da her ikisini gosteren molekiiller
i¢in nanosiispansiyon preparat sekli tercih edilir.®’

Nanosiispansiyonlarin hazirlanmasinda genellikle iki teknolojiden bahsedilmek-
tedir: “Asagidan Yukariya (Bottom-Up)” ve “Yukaridan Asagiya (Top-Down)”.
Asagidan yukariya teknolojisinde presipitasyon, nanopresipitasyon, mikroemiilsiyon ve
eritme yoluyla emiilsiyon olusturma yontemleri bulunmaktadir. Nanopresipitasyon
yontemi, mikro ve nano boyutlu partikiilleri hazirlamak i¢in etkin bir yoldur.?® ® Yiiksek
enerji, sicaklik ve pahali ekipman gerektirmeyen, kolay ve hizli bir ydontem olmasi dnemli
avantajlaridir. Bu yontemde etkin madde, su ile karigabilen aseton, alkol gibi bir ¢oziicii
icinde ¢6ziindiiriilmekte ve nano boyutta ¢oktiirmek amaciyla stabilizan igeren su gibi bir
polar ¢oziicli igerisine hizla aktarilmaktadir. Organik ¢oziicii, vakumda buharlastirma ya
da oda sicakliginda ugurma gibi uygun bir yontemle uzaklastirilmaktadir. Yukaridan
asaglya dogru yontemlerde ise genellikle bulk materyalden litografi gibi teknikler
kullamilarak nano boyutlara inilmesi gerceklestirilmektedir.? 3% 333

Partikiil boyutunun kiigiiltiilmesinin bir sonucu olarak, suda ¢oziiniirliigii olmayan
ilaglarm intravendz uygulanma olasilig1 meydana gelmektedir.3®
Ayrica nanosiispansiyonlar ile:®
» Tlaglarin ¢oziiniirliigii ve biyoyararlanimimin artirilmas,

* Hidrofilik ilaclara da uygulanabilmesi,
* Daha yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesi elde edilmesi,

* Doz araliklarinin azaltilmasi,
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» Tlaglarin fiziksel ve kimyasal stabilitesinin artirilmasi,
* Pasif hedeflendirme yapilmasi miimkiindiir.

Nanosiispansiyonlar, bu avantajlarinin yani sira azaltilmis toksisite ve yan etkiler
nedeniyle de hasta uyuncu agisindan énemlidir. Bu durum aslinda kullanilan yardimci
maddelerin az miktarda ilave edilmesinin bir neticesidir. Boylece yardimc1 maddelerden
kaynakli toksisite riski de azaltilmis olur. Ozellikle daha fazla ilacin dogrudan hedeflenen
alana tasinmasi da 6nemli bir avantajidir.®

Stabilizanlar, agregasyon ve aglomerasyonu oOnlemek i¢in nanosiispansiyon
formiilasyonlarinda vazgecilmez maddeler arasinda yer alir. Nanosiispansiyonlari
stabilize etmek i¢in yaygin olarak kullanilan stabilizanlar arasinda polimerler (6rnegin,
polivinil pirolidon, hidroksipropil metil selilloz ve hidroksipropil seliiloz, D-alfa-
tokoferol, polietilen glikol 1000 siiksinat, polietilen glikoller, PVA, amfifilik amino asit
kopolimerleri, kristalize seliiloz), iyonik yiizey aktif maddeler (6rnegin, sodyum dodesil
stilfat, sodyum lauril siilfat, poli etilen imin, Kitosan) ve noniyonik yiizey aktif maddeler
[6rnegin, Tweenler, Pluronic® olarak da bilinen poli (etilen oksit)-poli (propilen oksit)
blok kopolimerleri] vardir. Nanosiispansiyonlarin hazirlanmasinda kullanilan bu
stabilizanlar, ilag nanopartikiillerinin yiizeylerine adsorbe olur ve yapilarindaki
hidrofobik kisimlardan kaynaklanan sterik bir engel veya elektrostatik bir ¢ekim
olustururlar. Boylece, nanopartikiillerin yiizeyleri bu stabilizanlar tarafindan kaplanir.
Nanopartikiillerin sahip oldugu termal hareketliligin bir sonucu olarak stabilizanlar
aglomerasyonu engellerler.%

2.2. Polivinil Alkol (PVA)

Yiizey aktif maddeler; anyonik (negatif yiikli), katyonik (pozitif yiiklii),
zwitteriyonik veya amfoterik (yiikleri ortamin pH'sina bagli) ve non-iyonik (yiiksiiz)

olmak tizere simiflandirilirlar. Ozellikle non-iyonik olanlar, suda ¢éziinmeyen maddelerin
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biyoyararlanimin1 artirmak i¢in oral farmasotik formiilasyonlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.'*

(i)
(iii)
(iv)

Non-iyonik yiizey aktif maddeler gesitli avantajlar sunar.'* Bunlar:

Iyonik yiizey aktif maddelerden daha hidrofobiktitler,

Suda ¢6ziinmeyen ilaglar1 ¢oziindiirmek i¢in en iyi kapasiteye sahiptirler,
Genellikle biyolojik membranlar i¢in daha az toksiktirler,

Bazilar1  P-glikoprotein  gibi akis pompalarini  modiile ederek ilag
farmakokinetigini etkilerler.

Esasen polivinil asetattan hidroliz yoluyla elde edilen PVA, biyolojik

organizmalar tarafindan kolayca parcalanabilen ve kristal yapida suda ¢oziinen bir

polimeridir. PVA, yapisindaki karbon atomlar1 {izerinde var olan hidroksil gruplari

nedeniyle hidroliz yoluyla pargalanabilirligi artmistir. Ayrica hidrofilik bir dogaya da

sahiptir.4

[

Sekil 2.3. PVA nin yapisal formiilii*! (n, tekrar say1si)

Il
IREE

H OH

PVA’nm hidroliz oran1,% 80'den % 99'a kadar degisir. Hemen hemen tamamen

hidrolize olmus PVA formlari, polimer zincirleri iizerinde c¢apraz baglanmis PVA

hidrojellerinin olusmasina sebep olur.*°

PVA'nin suda tamamen ¢oziinmesi i¢in su sicakliginin ~ 100 °C'de olmasi ve

stirenin de 30 dakika tutulmasi gereklidir. PVA'nin sudaki ¢oziiniirliigii ve fiziksel
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Ozellikleri, hidroliz derecesi, molekiil agirligi ve kristal yapisindan biiylik olciide
etkilenmektedir. PVA’nin benzer fiziksel 6zellikleri onu insan dokulariyla uyumlu hale
getirir.*°

PVA aym1 zamanda, ¢esitli biyomedikal alanlarda ilag tasiyici sistemlerden tibbi
gorlintiillemeye, vaskiiler hastaliklarin ve bozukluklarin diizeltilmesine kadar farkl
uygulamalara sahip bir non-iyonik yiizey aktif maddedir.?* PVA, nanopartikiillerin
yiizeyine kimyasal veya fiziksel olarak baglanabilir.*°

PVA, nanopartikiill ve nanosiispansiyon hazirlamada siklikla agregasyonu
onlemek ve biyolojik olarak uyumu saglamak amaciyla kullanilan hidrofilik yapida
biyouyumlu bir polimerdir.3® 42 Agregasyonu, nanopartikiillerin/nanosiispansiyonlarin
yiizeyinde sterik bir bariyer olusturarak &nlemektedir.®® PLGA nanopartikiillerin
formiilasyonunda PVA yaygin olarak kullanilan bir ylizey aktif madde olarak
belirtilmistir. Ayrica PVA'nin, tekdiize partikil boyutu dagilimi ile PLGA
nanopartikiilleri olusturdugu bilinmektedir. Yapilan calismalarda PVA’nin sitotoksik
olmadig1 da kanitlanmistir.*3

2.3. Kollicoat® MAE 100P

Kaplamalar, koti tatlar1 maskelemek, ilaglari neme karsi korumak ve kat1 oral
dozaj formlarindan ilag salimimi kontrol etmek ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kaplama maddeleri arasinda hidroksipropil metilseliiloz, poliakrilat/polimetakrilat
kopolimerleri, polivinilasetat / polivinilpirrolidon veya etil seliilloz gibi polimerler
bulunmaktadir. 4

Arzulanan ila¢g salim profilini elde etmek igin farkli formiilasyon ve proses
parametreleri (kaplama kalinligi, polimer tipi ve ilave edilen plastiklestiricinin tiirii ve

miktar1) tliretilmistir. Bununla birlikte, bu parametrelerin degisimi genellikle sinirhidir.
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Ornegin, film kaplamanin kirilmas1 ve/veya yirtilmasi, doz kaybi ve cok uzun islem
siirelerini 6nlemek igin ¢ok kalin kaplamalardan kaginilmalidir.**

Gl sistemde ¢oziinmeyen polimerler kullanilarak yapilan film kaplamalar
sayesinde pH’ya bagimli ilaglarin ¢oziniirliik problemlerinin tistesinden gelinebilecegi

belirtilmistir.**

CH,
I

+ CH,-C — ==== - CH, - CH -
COOH COOC,H.

n m

Sekil 2.4 Kollicoat® MAE 100P yapisal formiilii*® (m ve n tekrar say1si)

Kollicoat® MAE 100P; giivenilir, yiiksek performansl enterik kaplamada
kullanilan USP (Amerikan Farmakopesi) ve Ph. Eur.’da (Avrupa Farmakopesi) kayith
olan metakrilik asit:etil akrilat (1:1) kopolimeridir. Hizla redisperse olabilmesi igin
kismen notralize edilmistir ve sulu ortamda da kolayca dagilabilir. pH 5.5’in {izerinde
c¢oziinerek etkin madde salimi baslar.*® 47

Tg degeri 110 °C’dir.*’ Literatiirde pek ¢ok ilag icin nano ve mikro partikiil
hazirlamada enterik kaplama materyali olarak kullanilmaktadir.*”*° Ozellikle NSAil'lerle
iliskili yan etkileri tamamen Onleyebilecek hi¢bir formiilasyon yoktur. Bu baglamda
enterik nanopartikiiller, NSAIl'lerin neden oldugu GI irritasyonlari azaltmak igin
potansiyel tasiyicilar olarak kabul edilmektedir. Enterik nanopartikiiller, degismeden
mide iceriginden gecip Ve daha sonra bagirsakta ¢oziinmeye baslamasi iizere tasarlanmis

kat1 kolloidal partikiillerdir. Bu partikiiller sayesinde yan etkiler azalirken, geleneksel

NSAIil'lerin etkinligi ve giivenilirligi devam ettirilmektedir.>
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Enterik kaplama, oral uygulamadan sonra ilacin spesifik bagirsakta salimi i¢in
etkili bir teknolojidir. Enterik kaplama, midenin asidik ortaminda kararsiz etkin
maddelerin bozulmasini 6nlemek, mideyi tahris edici bilesiklerden korumak veya
bagirsakta ilacin salinimini saglamak i¢in kullanilir. pH'ya duyarli polimerler genellikle
enterik dozaj formlarini hazirlamak i¢in kullanilirlar, asit ortamda bozulmadan kalir ve
artan pH kosullarinda ise ¢oziiniirler. Son yillarda aragtirmalar, nanopartikiiller {izerine
odaklanmustir. Enterik kapli nanopartikiiller, sadece hiicre i¢i penetrasyonu, hiicrede kalis
siiresinin 1iyilestirilmesi veya ilacin saliminin kontrol edilmesini iceren birtakim
avantajlara sahip olmakla kalmaz, ayni1 zamanda ilac1 asit ortamdaki bozulmaya kars1 da
korur. Enterik kapli nanopartikiiller yapilarina gore iki kategoriye ayrilabilirler; biri
cekirdek-kabuk yapisi ve pH'ya duyarli bir polimer ile, digeri ise iskelet materyali olarak
pH'ya duyarli polimer ile kapli nanopartikiillerdir.>

2.4. Nanopartikiiler Sistemleri Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in farkli yontemler mevcuttur. Genel olarak bu
yontemler iiretim prensiplerine dayali olarak asagidan yukariya (Bottom Up) ve
yukaridan asagir (Top Down) seklinde iki kategoride siniflandirilabilirler. Yukaridan
asagiya yontemler biiyiik kat1 parcaciklar ile baglar ve onlar1 mekanik olarak nano veya
mikropartikiillere ayirir. Oysa asagidan yukariya yontemlerde ise daha kiigiik partikiiller
birlestirilerek kiiclik partikiiller elde edilir. Bu son yontem ile elde edilen partikiillerin
boyutu, morfolojisi ve kristal yapisi yukaridan asagiya yontemlerle karsilastirildiginda
daha iyi kontrol saglar.>

Nanopartikiiller, o6nceden olusturulmus polimerlerden uygun sekilde
hazirlanabilmektedirler. Bu yontemler arasinda tuzla ¢oktiirme, ¢oziicii buharlastirma,
diyaliz ve siiperkritik akiskan teknolojisi kullanilarak 6nceden hazirlanmis polimerler

araciligiyla nanopartikiiller olusturulabilir. Hazirlama yonteminin sec¢imi, polimerik
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sistemin tipi, uygulama alani, boyut gereksinimi, vb. gibi bir takim faktorler g6z oniine
alinarak yapilir.” Ayrica, nanopartikiillerin hazirlanmasi igin uygun yontem segimi,
polimerin ve kullanilacak olan ilacin 6zelliklerine de baghdir. Bu nedenle, istenilen
niteliklerin saglanmasi gerekir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi yontemlere asagida kisaca
deginilmistir’ 5

Nanopartikiillerin  hazirlanmas1 i¢in  gelistirilen ilk yontem “Coziici
Buharlagtirma” yontemidir. Suda ¢éziinmeyen organik ¢oziiciiler ile sulu faz arasinda bir
emiilsiyon olusturulur. Organik fazda ¢6zlinmiis halde polimer ve ila¢ bulunur.
Sonrasinda organik fazin uzaklastirilmasi ile sulu fazda nanopartikiiler elde edilmis olur.
Nanopartikiilleri hazirlama sirasinda ¢oziicliniin buharlastirilmasi ile var olan emiilsiyon,
bir nanopartikiil siispansiyonu haline doniisiir. Bu asamada hizli bir homojenizasyon veya
ultrasonikasyon kullanir. Bu islemi, oda sicakliginda siirekli manyetik karistirma ya da
vakum altinda ¢dOziiciiniin buharlagtirilmasi, ultrasantrifiij, nanopartikiillerin elde
edilmesi, ardindan yiizey aktif maddelerin uzaklagtirilmasi i¢in yikama ve son olarak da
liyofilizasyon islemi takip eder.

“Emiilsifikasyon ya da Coziicli Diflizyonu” denilen bir diger yontem ise ¢oziicii
buharlagtirma yonteminin modifikasyonuyla elde edilmistir. Nanopartikiiller, suyla
karisabilen bir ¢oziiciiniin suyla karismayan bir organik ¢oziicii ile karistirilmasi
sonucunda bu iki faz arasinda kendiliginden yayilir ve buna bagli olarak meydana gelen
tiirbiilans ile olusurlar.

Emiilsifikasyon difiizyon yonteminin modifikasyonu olan “Tuzla Coktiirme”,
suyla karigabilen organik bir ¢6ziiclinlin, tuzla ¢oktiiriilme islemi ile sulu ¢ozeltiden
ayrilmasi esasina dayanir. Baslangicta polimer ve ilag, aseton gibi bir ¢dziicili i¢inde

¢ozlindiriiliir, daha sonra magnezyum Kkloriir, kalsiyum kloriir, magnezyum asetat gibi
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elektrolitlerin ilavesiyle emiilsiyon meydana getirecek jel elde edilir. Tuz ilavesine bagl
olarak polimerin ¢cokmesi ve nanopartikiillerin olusumu gercgeklesir.

“Diyaliz” yonteminde ise polimerin organik bir ¢oziicii i¢inde ¢oziindiiriildiigi ve
uygun bir diyaliz tiipliniin i¢ine yerlestirildigi, ¢6ziiciiniin yer degistirmesiyle olduk¢a
kiiglik ve dar bir partikiil boyutu dagilimina sahip nanopartikiillerin elde edildigi basit ve
etkili bir yontemdir.

“Stiperkritik Akiskan Teknolojisi”nde, siiper kritik akiskanlar yardimiyla
nanopartikiiller hazirlanmaktadir. Siiper kritik akigkan ise basingtan bagimsiz olarak
kritik  sicakligin  istiinde bir sicakliktaki ¢oziicli olarak tanimlanmaktadir.
Biyoparcalanabilen mikro ve nanopartikiilleri hazirlamak igin alternatif olarak
gelistirilmistir. Siiper kritik akiskanlar ¢evre agisindan da giivenlidir.

“Nanopresipitasyon”, polimerik nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in kolay, basit
ve diislik enerji gerektiren bir islemdir.

Yukarida bahsi gecen teknikler, dnceden hazirlanmis polimerler kullanilarak
nanopartikiil hazirlamay1 gerektirirken herhangi bir polimerizasyon islemini i¢ermez.
Diger yandan nanopartikiiller, ¢esitli polimerizasyon (emiilsiyon, mikroemiilsiyon,
miniemiilsiyon, ylizey aktif madde igermeyen emdiilsiyon ve araylizey polimerizasyonu
gibi) yontemleri kullanilarak da monomerlerin polimerizasyonu ile dogrudan da

hazirlanabilmektedir (Sekil 2.5).
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nanokapsiil

Cozicl Buharlastirma

Sekil 2.5. Polimerik nanopartikiillerin (PNP) hazirlanmasi i¢in kullanilan ¢esitli
yontemler’

2.4.1. Nanopresipitasyon (Coziicii Yer Degistirme veya Ara Yiizeyde
Coktiirme)

Nanopresipitasyon, ¢oziicli yer degistirme veya arayiizeyde ¢oktiirme yontemi
olarak da adlandirilir.1® >

Biyoparcalanabilen mikro ve nanopartikiillerin hazirlanmas: i¢in mevcut
yontemler lipofilik ilaglara uygulanabilir. Bu yontem Fessi ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmigstir. Lipofilik ilaglarin matriks (nanokiire) veya vezikiiler (nanokapsiil)
seklinde kolloidal tasiyicilarini olusturmak igin siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem organik bir ¢ozelti icindeki polimerin nanopresipitasyonudur. Organik ¢oziiciliniin
sulu ortam i¢inde bir yiizey aktif madde varliginda difiizyonu gergeklesir. Bu yontem,
organik c¢oziiclinlin sulu fazla karisabilmesine bagli olarak lipofilik ilaglara da
uygulanabilmektedir.>* %

Cok sayida polimer iiretilmis olmasina ragmen ilag tasiyici sistemlerde, arastirma

ve endiistriyel uygulamalarda baslica biyopargalanir poliesterlerden PLA, PLGA ve PCL
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nanopresipitasyon yonteminde kullanilmaktadir. Salim Kinetikleri, ilacin karakterine ve
islem parametrelerine baglidir. Bu sekilde, Klonazepam, Paklitaksel, Siklosporin A,
indometazin, Valproik asit, Ketoprofen, Dijitoksin, Siklosporin, Risperidon, Tamoksifen
gibi hidrofobik ila¢lar, insiilin, Vankomisin, Fenobarbital, peptitler veya proteinler gibi
hidrofilik maddeler poliester matriksi i¢in uygundur.®®

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan nanopresipitasyon yonteminde
secilen polimer, etkin madde ve lipofilik bir stabilizan (6rnegin, fosfolipidler) su ile
karisabilen aseton ve alkol gibi bir organik ¢oziicii iginde ¢oztindiiriiliir. Bu karigim, ikinci
bir stabilizan (6rnegin PVA veya poloksamer) iceren sulu faza karistirma agsamasinda
ilave edilir ya da enjekte edilir, bu esnada organik ¢oziiciiniin hizl difiizyonu nedeniyle
nanopartikiiller aninda olusur. Organik ¢ozlicli daha sonra buharlastirma yoluyla

uzaklastirilir (Sekil 2.6).10-57:%8

Etkin Madde

Polimer

Organik Céziicii Coziicii Buharlastirma

Nanopratikiillere
Hapsolan Etkin Madde

Sulu Faz

Manyetik
Kanistiriel

Polimerin Arayiizeyde Birikmesi Nanopartikiillerin Olusumu

4

Sekil 2.6. Nanopresipitasyon ydnteminin sematik gosterimi®

Nanopresipitasyon, dar bir partikiill boyutu dagilimi gosteren basit ve
tekrarlanabilir bir tekniktir. Birbiri ile karigabilen iki faz gerektirir: biri organik digeri ise

sulu fazdir. Partikiil olusum siireci ii¢ asamada gerceklesir: ¢ekirdek olusumu,
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tabakalanma ve agregasyon. Siiperdoygunluk, tiim bu olgularin itici giicii olarak
tamimlanir. Asir1 doygunluk, organik ¢oziiciideki polimer konsantrasyonunun polimerin
¢Oziinlirliigline orani ile tanimlanir. Asirt doygunluk ¢ok onemlidir, ¢iinkii ¢ekirdek
olusumu oranimi belirler. Burada akis dinamikleri ve fazlarin karistirilmasi énemli rol
oynar. Bunlar, asir1 doygunlugu etkiler dolayisiyla partikiil olusum siirecinin hizim1 ve
cekirdek olusum oranini da belirlerler. Sonug olarak, daha yavas karigtirma islemi birkag
biiyiik nanopartikiil ile sonuglanirken, uygun hizda karistirma saglandiginda yiiksek
¢ekirdek olusum orani ile daha kiigiik nanopartikiiller elde edilir. Bununla birlikte fazlar
arasindaki ylizey gerilimi farkliligi sonucunda da nanopartikiiller meydana gelir. Bu
bulgu Gibbs — Marangoni etkisi denilen, iki siv1 arasindaki kiitle aktarimi tizerine yapilan
arastirmaya dayanmaktadir. Aslinda, yiiksek yiizey gerilimine sahip sulu faz, onu
cevreleyen diisiik yilizey gerilimine sahip organik faza dogru ¢ekilir. Su ve organik fazinin
yiizey gerilimleri arasindaki fark, ara yiizeyinde tiirbiilansa ve sistemdeki termal
farkliliklara neden olur. Bu, her iki sivimin arayiiziinde siirekli ¢oziicii girdaplariin
olusumuna ve organik fazin diisiik yiizey gerilimine sahip bolgelerden diffiize olmasina
yol agar. Bu durumun bir sonucu olarak da polimer kademeli olarak ¢okmeye baglar ve
nanopartikiiler olusur.>*

Nanopresipitasyonda kolloidal diizeye ulasildiginda agregasyon durur. Sonugta
elde edilen nanopartikiil boyutu, polimer konsantrasyonu ve ¢ozeltinin viskozitesi ile
yakindan iligkilidir. Sistemde viskozite diisiik olmalidir. Yiiksek viskozite nanopartikiil
olusum oranini azaltir. Burada polimer, Ostwald-rippening yoluyla nanopartikiillerin
biiylimesini onler, aksi halde stabilize edici maddelerin ilave edilmesi gerekir.
Nanopresipitasyon sirasinda toplam polimer miktar1 homojen olarak dagildigi igin,

partikiiller kiiresel sekil alirlar.>®
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Bu yontemde dikkate alinmasi gereken 6nemli parametreler: polimer/yiizey aktif
madde orani, polimer konsantrasyonu, yiizey aktif maddenin yapisi ve konsantrasyonu,
¢oziiciiniin yapist, viskozite, etkin maddenin yapisi ve organik fazin miktari ve enjeksiyon
hizidir.%®

Nanopresipitasyon teknigi esas olarak hidrofobik molekiilleri hapsetmek ig¢in
kullanilir. Ancak, hidrofilik molekiiller ile de yapilan ¢alismalar mevcuttur.>* Genel bir
kural olarak, hidrofobik etkin maddelerin tutulmasi, hidrofiliklere oranla daha kiigiik
nanokiire olusumuna sebep olur. ila¢ yiikleme ve enkapsiilasyon etkinligini artirmak i¢in
¢oziicii, polimer ve etkin madde arasindaki etkilesim dikkate alinmalidir.>®

Organik faz, etanol veya aseton gibi suyla karisabilen organik ¢oziiciilerden
olusur. Organik faz ayrica polimeri ve hidrofobik ilact da igerir. Trigliseritler, mineral
veya bitkisel yaglar veya hidrofobik yiizey aktif maddeler gibi baska bilesenler de
gerektiginde coziicliye ilave edilebilir. Mineral veya bitkisel yaglar, nanokiirelerden
ziyade nanokapsiil elde edilmesine olanak tanir. Yiizey aktif maddelerin, partikiillerin
agregasyonunu 6nledigi bilinmektedir.>*

Sulu faz genellikle distile sudur, ancak partikiillerin agregasyonunu 6nlemek igin
hidrofilik ylizey aktif maddeler gibi yardimci maddeler ilave edilebilir. Bu yiizey aktif
maddeler dogal veya sentetik olabilir. Bazi polimerler, kaplama materyali olarak sulu faza
ilave edilebilir. Hidrofilik ilaglar sulu fazda ¢oziindiiriiliir.>*

Nanopresipitasyon ile nanopartikiilleri hazirlamak i¢in ¢ok sayida polimer
kullanilmaktadir. /n vivo uygulamalar igin, polimerlerin biyoparcalanabilir ve
biyouyumlu olmas1 gerekir. En ¢cok kullanilan poliesterler arasinda PLGA, PCL, PLA ve
Eudragit® yer almaktadir. Kaplama materyalleri ayrica, mukoadezyon, retikiiloendotelyal
sistemden koruma veya hidrofilik 6zelligi ayarlamak gibi yeni yiizey oOzellikleri

kazandirmak icin baslangig polimeriyle birlikte kullanilabilir.>
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Nanopresipitasyon diger yontemlere kiyasla asagidaki avantaj ve dezavantajlara
sahiptir:
« Hidrofobik etkin maddelerin enkapsiilasyonu igin kullanish basit bir yéntemdir.**
» Cok toksik olmayan ¢oziiciiler (6rnegin aseton) kullanilir.®® %8
* Sadece diizenli olarak karistirma islemi gerektirir. Yiiksek enerji (yani sonikasyon veya
mikrofluidizasyon) gerektirmez.% 58
» Cesitli katki maddeleri nanopartikiil boyutunun kiiciiltiilmesi i¢in kullanilabilir.>®
+ Nanopresipitasyon, fazla ekipman gerektirmeyen, diisiik enerji maliyetleri ile yiiriitiilen
hassas bir islem olarak kabul edilebilir. Emiilsiifikasyon difiizyon tekniginin aksine,
nanopartikiil olusumu i¢in yiizey 6zellikleri etkileyebilecek bir yiizey aktif madde gerekli
degildir.>®
* Hazir polimerler ile emiilsiyon polimerizasyon teknikleri kullanilarak polimerik
sistemlerin aksine herhangi bir monomer kalintis1 olmadan nanopartikiil olusumunu
garanti eder.>®
» Diklorometan veya hekzan gibi yiiksek uguculuga sahip organik ¢oziiciilerin
kullanilmasii gerektiren emiilsiifikasyon difiizyon tekniginin aksine ugucu olmayan
organik solvanlar da kullanilabilmektedir.%®
» Temel dezavantaji, ¢oziiciiniin difiizyonu sirasinda ilag kaybini en aza indirmek igin
ilaglarin aseton, etil asetat gibi ¢oziiciilerde ¢ok ¢6ziiniir, daha polar suda ise az ¢oziinmesi
kosuludur.®
» Organik ¢oziicii buharlastirma ile uzaklastirilir (zaman alici bir islem).%
» flag yiikleme kapasitesi, hidrofobik ilaglar ile karsilastirildiginda hidrofilik ilaclar igin
daha diisiiktiir.%% %8
* Nanopartikiillerin boyutu, polimer konsantrasyonundan g¢ok fazla etkilenir. Yiiksek

polimer konsantrasyonlarinda biiyiik nanopartikiiller elde edilir.%®
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Bu basit yontemin kisitlayicit parametreleri ise sadece suyla kismen karisabilen
¢oziiciiler kullanilmasidir. 0%

2.5. Nanopartikiiler Sistemlerin Fiziksel Ozellikleri

Nanopartikiiller, Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope,
SEM), Gegirimli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscope, TEM) ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microscope, AFM) gibi gelismis optik
teknikler kullanilarak genellikle boyutlarina, morfolojilerine ve yiizey yiiklerine gore
karakterize edilirler. Ortalama partikiil ¢ap1 ile partikiil boyutu dagilimi ve yiikii,
nanopartikiillerin fiziksel stabilitesini ve in vivo dagilimini etkiler. Elektron mikroskobu
teknikleri, polimerik nanopartikiillerin genel seklinin belirlenmesinde ¢ok kullanighdir ve
bu yoniiyle toksisitelerinin belirlenebilmesine de olanak tanir. Nanopartikiillerin yiizey
yikii, fiziksel stabilitelerini, yeniden dagilabilirliklerini ve in vivo performanslarini da
etkiler.°

2.5.1. Partikiil Boyutu

Nanopartikiillerin fiziksel Ozellikleri Oncelikle partikiil boyutu dagilimi ve
morfolojisi ile degerlendirilir. Nanopartikiil kullanilarak ilaglarin  salimi  ve
hedeflendirilmesi, ¢esitli gerecler ve tekniklerle belirlenebilmektedir. Nanopartikiillerin
partikiil boyutu, ila¢ salimi ilizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Kii¢lik partikiiller genis
yiizey alanlarindan dolayr hizli bir ilag salim1 gerceklestirirler. Ancak bu partikiiller
depolanma ve tasinma esnasinda agregasyona egilimlidirler. Bu sebeple boyut ve stabilite
arasinda bir iliski mevcuttur. Partikiill boyutu Olgiimiinde degisik teknikler
kullanilmaktadir. Bunlar asagida kisaca agiklanmustir. ™ %
25.1.1. Foton Korelasyon Spektroskopisi (PCS) veya Dinamik Isik

Sac¢ilim (DLS)

Mikron alt1 ve nano boyutlardaki kolloidal siispansiyonlarda partikiil boyutunu
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belirleme konusunda en hizli ve en popiiler yontemler PCS veya DLS’dir. Bu teknikler
partikiillerin Brown hareketleri esas alinarak gelistirilmistir. Monokromatik bir lazer 1s1n1
kiiresel partikiiller lizerine gonderildiginde yansiyan 1518in dalga boyunda bir kayma
meydana gelir. Partikiiliin hareketinden kaynaklanan dalga boyundaki bu degisim
otokorelasyona tabi tutularak partikiilin boyutu belirlenir. DLS, partikiil boyutu ve
dagiliminin dogru tahmin edilmesinde en sik kullanilan yéntemdir.* °°

2.5.1.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM ile nanopartikiillerin dogrudan boyut, sekil ve yiizey morfolojisi
belirlenebilir. Ancak, partikiil boyutu dagilimi ve ortalamasi hakkinda sinirli bilgi sunar.
Numuneye odaklanmis bir elektron 1511 gonderilir ve taranarak analize tabi tutulur.
Numuneden yayilan ikincil elektronlar, numunenin yiizey ozelliklerini belirler. Bu
elektron 151n demeti, genellikle nanopartikiil polimerine zarar verebilir. Bu teknikle 6l¢iim
yapildiginda polimer, olusturulan vakum ortamina dayanikli olmalidir. SEM ile elde
edilen partikiil boyutu verilerinin DLS yontemi kullanilarak elde edilen boyut verileri ile
karsilastirilmast miimkiindiir.*> %°

2.5.1.3. Gec¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM ile numunenin es zamanl olarak, goriintiilenmesi, difraksiyonu ve
spektroskopik bilgileri alinabilir. TEM, SEM'den farkli prensipte ¢alisir, ancak genellikle
ayni tiirde veriler sunar. TEM tekniginde, elektron gecirgenligi agisindan hazirlanan
numunenin oldukga ince bir film halinde olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle karmasik ve
zaman alicidir.®® *° Biyolojik numunelerin incelenebilir olmas1 énemli avantajidir.>®

2.5.1.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Bu teknik, numuneyi tarayan bir prob kullanilarak yiizeylerin ¢ok yiiksek

¢cozlinirliklii goriintillenmesini  saglar. AFM teknigi, Orneklerin fiziksel olarak

taranmasina dayanir ve partikiil boyutu 6l¢timiinde ¢ok fazla ¢oziiniirliik sunar. Temash
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veya temassiz modda tarama gergeklestirilebilir. Temasli modda probun numune boyunca
yiizeye vurulmasi ve temassiz modda ise iletken yiizey tizerinde hareket ettirilmesi
esastir. AFM'nin en Onemli avantajlarindan biri iletken olmayan numunelerin
goriintiilenmesidir. Bu 6zellik hassas biyolojik ve polimerik nano ve mikro yapilarin ek
bir isleve gerek duyulmadan gériintiilenmesini saglar.'® >

2.5.2. Yiizey Yiikii

Yiizey yiikii ve yogunlugu, nanopartikiillerin biyolojik ortamla ve biyoaktif
bilesiklerle elektrostatik olarak etkilesimlerini belirler. Kolloidal materyalin stabilitesi
genellikle nanopartikiillerin zeta potansiyeli ile degerlendirilir. Zeta potansiyel, yiizey
yikiiniin dolayli bir Olgiisiidiir. Helmholtz tabakasi ve kayma yiizeyi arasindaki
potansiyel farki degerlendirilerek elde edilir. Dolayisiyla kolloidal dispersiyonlarin zeta
potansiyeli, depolama esnasinda stabilitelerini degerlendirmek agisindan yardimeci olur.
Stabiliteyi saglamak ve partikiillerin agregasyonunu 6nlemek i¢in yiiksek zeta potansiyel
degerleri (pozitif veya negatif) dl¢iilmelidir.'> >

2.5.3. ila¢c Salhmm

[lacin salim oranmi belirlemek ¢ok onemlidir. Nanopartikiillerin ilag yiikleme
kapasitesi, herbir polimer kiitlesine bagl ilacin miktari olarak tanimlanir ve polimere gore
yiizde olarak verilebilir. Bu parametreyi belirlemek i¢in ultra-santrifiij, ultra-filtrasyon,
jel filtrasyonu, UV spektroskopisi veya yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir.*> °

2.6. Indometazin

Indometazin, indol asetik asit yapisina sahip, son derece aktif, analjezik,
antipiretik ve antiinflamatuvar etkili bir ilactir.%° Molekiil agirligi 357.8 g/mol, pKa’s1 4.5

olan indometazin, suda hemen hemen hi¢ ¢dziinmez.%! Bu yiizden zayif ¢oziiniirliige ve

yiiksek gecirgenlige sahip Smif 11 ilag olarak siniflandirilir.%?
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Sekil 2.7. Indometazinin molekiiler yapisi1®®

Oral uygulanmasini takiben GI sistemden tamamina yakin kismi1 absorbe edilir ve
yaklasik 2 saat iginde plazmada maksimum pik konsantrasyonuna (Cmax) erisir.®
Viicuttaki dagilimi yiiksek olan (% 99 oraninda proteinlere baglanir) indometazin,
karacigerde glukuronik asit konjugasyonu ile metabolize olup enterohepatik siklusa girer.
Viicutta antiinflamatuvar aktiviteye sahip olmayan O-desmetilindometazin, N-
desklorobenzoilindometazin ve O-desmetil-N-desklorobenzoilindometazine metabolize
edilir.®® Eliminasyonunun ana yolag idrar ile (% 60) olmakla birlikte fegesle de (% 40)
atilim gerceklesmektedir.%> % Plazmadaki yarilanma 6mrii ise yaklasik 2.5 saattir. Basit
bir analjezik olmadigi gibi akut gut, bursit, tendinit ve travmatik sinovit gibi ciddi
durumlarda ve ankilozan spondilit, osteoartrit, romatoid artirit gibi agir romatizmal
hastaliklarm tedavisinde kullanilmaktadir.5’

Indometazin, 15132 hassas, ndtr veya hafif asitli ortamlarda stabil, kuvvetli alkali
ortamlarda ise stabil degildir.®® Kalitatif tayin ydntemlerinden biri olan Ince Tabaka

Kromatografisi (ITK) kullanilarak teshis edilebilmektedir.%°
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Aspirinden yaklasik 20 kat daha aktif bir ilag olan indometazin, tolere edildiginde
aspirinden ¢ok daha etkili oldugu belirtilmistir.” Indometazin, hem siklooksijenaz-1
(COX-1) hem de siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini inhibe etmek suretiyle
prostaglandinlerin (PG) sentezini durdurarak antiinflamatuvar etki gosterir.’> 7
Indometazin kaynakli mide-bagirsak toksisitesinin, COX-1’in inhibisyonunun bir sonucu
olduguna, analjezik ve antiinflamatuvar etkilerinin ise COX-2 inhibisyonundan
kaynaklandigina inanilmaktadir.”

PG’ler, aragidonik asit yolaginin son {iriinii olarak hiicre membranindan COX ve
lipoksijenaz enzimleri araciligiyla salinan mediatorlerdir. COX-2’nin daha ¢ok hastalik
durumlarinda aktif oldugu, COX-1"in ise yasamsal olaylarda rol aldigi bilinmektedir.
Ozellikle prostaglandin Ez (PGE2), COX-1 aracilityla sentezi yapilan ve viicutta en gok
bulunan prostaglandinlerdendir. immiin cevabin olusturulmasi, kan basinci ve Gl
mukozal biitiinliigiin korunmasi dahil pek ¢ok yasamsal faaliyetin diizenlenmesinde
gorevlidirler. PG sentezinin azalmasi (6zellikle de PGE?), gastrik mukozanin korunmasiz
kalmasina ve sonucunda da Gl yolagin hasarma yol agmaktadir.”* Azalan PG neticesinde
mide asidi mukozal membranlarda hasar olusturmaya baslar; mukozal kanamalar
(hemoraji), iilser olusumlari ve hatta mide mukozasinin delinmesi ile sonuglanan ciddi
yan etkilere neden olmaktadir.”® Ozellikle indometazini terapétik dozlarda kullanan
hastalarin % 30 - 50’sinde bu ciddi yan etkilerin goriildiigii bildirilmistir.”®

Indometazinin sudaki ¢dziiniirliigiiniin az olmas1 onun non-iyonize halde absorbe
edilmesini saglar. Kisa yar1 Omiirlii olmasi sebebiyle de terapotik etkiyi saglayarak
plazmada kararli hal (steady state) elde edebilmek icin sik ilag alimi yapilmasi
gerekmektedir. indometazin terapétik dozu yaklasik 0.5-3.0 pg/mL’dir.%° Sik ilag almanin
bir sonucu olarak pek ¢ok yan etkinin yani sira (kardiyovaskiiler, renal vb.) 6zellikle Gl

sistem hasarlar1 olusmaktadir.”* Ozellikle kullanan hastalarin belirli bir yiizdesinde ciddi
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mide {ilserasyonuna neden olur.”? Oldukca aktif bir antiinflamatuvar ilag olan
indometazinin kullanimi, Ozellikle Gl sistemde olusturdugu yan etkileri nedeniyle
kisithidir.

NSAIT'ler osteoartrit, romatoid artrit, inflamasyon ve cesitli agrilarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilir. En giiclii NSAIl'lerden biri olan indometazin etkin olarak oral
tedavide kullanilir. Ancak kullanimi genellikle Gl mukozanin irritasyonu ve tilserasyonu
ile sinirhidir. Plazmadaki yarilanma omriiniin kisa olmasi nedeniyle sik sik alinmasi
gerekir. Bu problemlerden dolayi, indometazin kullanimi igin etkili bir farmasotik
tasarimin gelistirilmesine yonelik ¢esitli caligmalar yapilmaktadir. Indometazini uzun
stirede serbestlestiren bir tasiyici sistemi gelistirilmesi ile geleneksel antiinflamatuvar
bilesiklere kiyasla énemli 6lciide yan etki azalacaktir. Indometazinin mevcut geleneksel
ticari formiilasyonlar1 kontrollii salim saglamadigindan, kronik agrinin tedavisi igin
indometazinin klinik kullanimi sinirlidir.”™

Ilging bir sekilde literatiirdeki caligmalar ¢esitli ilaglarm, polimer bazl
nanopartikiiler halde enkapsiile edilerek ve oral yoldan verildiklerinde, ilaglarla iliskili
olan GI ve renal yan etkilerde bir azalma kaydettigini géstermistir. Bu sonuglar, oral
yoldan verilen toksik ilaglarla iligkili potansiyel yan etkilerin azaltilmasi ve/veya ortadan
kaldirilmasinda nanopartikiil formiilasyonlarmin etkinligini gdstermektedir.®

2.7. Ulser

Ulser, cesitli agresif faktorlerin (Helicobacter pylori (H.pylori), NSAII, gastrik
asit) ve koruyucu faktorlerin (miisin, bikarbonat, prostaglandinler) arasindaki dengesizlik
sonucu mide sivisina maruz kalan mukozal membranlarda asir1 agri ve rahatsizlik hissi
olusturan mukozal asinmalarla karakterize bir hastaliktir.”® Abdominal rahatsizlik ile
beliren siddetli mide agrilari, kanli ya da siyah diski, kanli kusmuk gibi semptomlar ile

seyreder. Endojen (asetilkolin, gastrin, histamin, somatostatin, genetik faktorler) ve
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eksojen (H.pylori, NSAII, alkol, sigara, beslenme aliskanliklar1) sebepler hastaligin
kaynagint olusturmaktadir. Mide iilseri hastalarinin yaklasik % 25’1 hemoraji ve
perforasyon gibi ciddi komplikasyonlar gec¢irmektedir. Mide iilserlerinde major
komplikasyonlar, NSAII kullanimu ile iliskilendirilmektedir.”” Son zamanlarda yapilan
caligmalar ile NSAII kullanan hastalarm % 50'sinden fazlasinda, iist GI yol ile ilgili baz1
hasarlarin oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda, en yaygin NSAII kaynakli yan etkiler

arasinda midede rahatsizlik, iilser ve kanama vardir.*°

Sekil 2.8. Saglikli ve indometazin kullanmis midelerin g('.jriintiileri72

NSAIll'ler diinyada en sik regeteye yazilan ilaglar arasindadir. NSAil'ler,
enzimlerin siklooksijenaz ailesinin inhibisyonu yoluyla analjezik ve antiinflamatuvar
etkiler sergileyen farmasotik ajanlardir.® ° NSAil'ler ve gastroduodenal hasarlar
arasmdaki iliski giiniimiizde iyice bilinmektedir. Onceden, sadece COX-1
inhibisyonunun, bagirsak mukozasinda kan akisinin azalmasina ve mukozal hasarin
artmasina ve mukozal yaralanmalara neden oldugu diisiiniilmekteydi. Son zamanlarda
yapilan bir hayvan modeli caligmasinda, ince bagirsak mukozal yaralanmalarinin, hem
COX-1 hem de COX-2'nin inhibe edilmesinden sonra meydana geldigi gosterilmistir.>
NSAII kullanan romatoid artrit (RA) ve osteoartrit (OA) hastalar1 yaklasik % 15-20
oraninda iilser insidansina sahiptir. Hastalarda hemoraji ve perforasyon gibi iilser

hastaligimin komplikasyonlari, kontrol hasta gruplarna kiyasla ¢ok daha sik ortaya
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cikmaktadir. NSAII alan hastalarda ciddi Gl yan etki olusma riski, kontrol gruplarina
kiyasla yaklasik ii¢ kat daha fazladir.”®

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2014 yilinda yaymlamis oldugu
“Istatistiklerle Tiirkiye” kilavuzunda, Tiirkiye’de hekimlerin 2012 yil1 itibariyle 15 yas
ve lizeri hastalarda teshis ettigi ilk bes hastalik/saglik sorunu i¢inde mide tilserlerinin
dordiincti sirada yer aldigi belirtilmistir. Mide tlserlerinin goriilme sikligi tiim hastaliklar
icinde % 7.2 olarak tespit edilmistir.”® Yine Saglik Bakanligi’nin 2008 yilinda yapmus
oldugu bir ¢calismada, Tiirkiye’de ulusal diizeyde 6liime neden olan ilk 20 hastalik i¢cinde
tiim Sliimlerin % 0.9’unun mide iilseri Kaynakli oldugu belirtilmistir.®° Diinyada her yil
yaklasik 4 milyon insanin bu hastaliktan etkilendigi goriilmektedir.8* Sadece Amerika
Birlesik Devletleri’'nde her yil mide {ilseri vakalarina ait saglik harcamalarmin (ilag
maliyetleri hari¢) 5.65 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir.? 33 milyondan daha
fazla sayida insanmn giinlik NSAII aldigi ve bu ilaglarin diinya ¢apinda en yaygin
kullanilan ila¢ grubu oldugu diisiiniildiiglinde, yan etkilerinin en onemlisi olan Gl

sistemde olusturduklar iilserler kaginilmaz bir son olarak karsimiza ¢ikmaktadir.®®
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Absolii Etanol

Asetik Asit

Aseton

Asetonitril
Diklorometan
Dimetilsiilfoksit

Etil Asetat

FD&C Red No:3
Hidroklorik Asit
Indometazin
Kollicoat® MAE 100P
PLGA (50:50)
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Kloriir
PVA

Sodyum Hidroksit

(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Alfa Aesor®, Almanya)
(Merck®, Almanya)
(Dolder Ltd., Isvigre)
(Isolab®, Almanya)
(Acros Organics, Belgika)
(Sigma-Aldrich®, ABD)
(Acros Organics, Belgika)
(Merck®, Almanya)
(Riedel-de Haén, Almanya)
(Merck®, Almanya)

(Merck®, Almanya)
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3.2. Kullanilan Cihazlar
Buzdolabi
Cok Noktali Manyetik Karistirici
Coziinme Hizi/Dissoliisyon Cihazi
Diferansiyel Taramali Kalorimetri Cihazi
Etiv
FT-IR Spektroskopi Cihazi
Homojenizator
Hassas Terazi
Kiitle Spektroskopi Cihazi
Liyofilizator
Manyetik Karistiric
Optik Mikroskop
pH Metre
Rotavapor
Sogutmal1 Santrifii
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ultra Saf Su Cihazi
UV-VIS-NIR Spektrometre Cihazi
UV-VIS Spektrofotometre Cihazi
Vorteks

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi Cihazi

(Argelik, Tirkiye)

(2mag, MIX 15 eco, Almanya)

(Pharma Test PTWS HIIE/CE, Almanya)
(Netzsch, STA 409 PC, Luxx®, Almanya)
(Memmert GmbH & Co., Almanya)
(Bruker, VERTEX 70v, Almanya)

(IKA®, T-18 Digital Ultra-Turrax, Almanya)
(Denver Instruments, TP 214, Almanya)
(Agilent 6530 Accurate-Mass)

(Martin Christ, Alpha 1-4 LD plus, Almanya)
(IKA®, RH Basic 2, Almanya)

(Carl Zeiss, Primo Star, Almanya)

(Inolab, WTW 1F10-220 Level 1, Almanya)
(Heidolph, Laborata 4000, Almanya)
(Beckman Coulter®, Allegra X-30R, ABD)
(Zeiss, Sigma 300, Almanya)

(Barnstead ™, Thermo Scientific™, ABD)
(Shimadzu, UV-3600 Plus, Japonya)
(Beckman Coulter®, DU 730, ABD)

(IKA®, MS 1 Shaker, Almanya)

(Shimadzu, Prominence LC-20A, Japonya)

Zeta Potansiyel ve Partikiil Boyutu Olgiim Cihaz1  (Malvern, Zetasizer Nano ZSP, Ingiltere)
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3.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu tez kapsaminda, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden (ATADEM) temin edilen 100 adet Wistar albino cinsi, 180-200 g
agirh@indaki disi siganlar kullanmilmistir. Deney Oncesi hayvanlar, gruplara ayrilmis,
laboratuvarda normal oda sicakliginda (22-25 °C), 12 saat giindiiz/12 saat gece dongiisii
uygulanmis ve beslenmistir. Calismanin tim asamalar1 etik kurallara uygun olarak
yapilmistir. Bu ¢alisma i¢in 31 Mart 2017 tarihli ve 75296309-050.01.04-E.1700100755
sayill yazis1 ile “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(AUHADYEK)” ve 07 Haziran 2017 tarihli ve 93722986.12/33 sayili yazisi ile de

“Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekanlig1 Etik Alt Kurulu” onay vermistir.
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3.4. Indometazinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

3.4.1. indometazinin Erime Derecesinin Tayini

Indometazinin erime derecesinin &lciimii, Ingiliz Farmakopesi 2013’e gore
yapilmustir. Yaklasik 10 mg indometazin® 6rnegi tartilmis ve amber renkli cam sise
iginde (1s1ktan ve nemden korunarak) DSC cihazi kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.
Analiz, 30 mL/dakika azot gazi akis hizinda ve 20-1000 °C sicaklik araliginda
10 °C/dakika 1sitma hiz1 ile gergeklestirilmistir. Referans olarak da aliiminyum disk
kullanilmustir.

3.4.2. Indometazinin Ultraviyole (UV) Spektroskopisi ile Analizi

Bu o6lgiim, Amerikan Farmakopesi’ne (USP30-NF25) gore yapilmistir. Tam
olarak tartilmis 25 mg indometazin 1 mL 1M HCI ve 9 mL metanol iginde
¢ozlindiriilmistiir. Bu ¢6zelti 100 mL lik bir balon joje igerisine aktarilmis ve t{izerine
9 mL IM HCI ve 81 mL metanol ilave edilerek stok ¢ozelti 25 mg/100 mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmuistir. Stok ¢ozeltiden 10 mL alinarak, 9 mL
IM HCI ve 81 mL metanol ilavesiyle seyreltilerek konsantrasyon 25 pg/mL’ye
getirilmistir. UV-VIS-NIR spektrofotometresi ile 190-400 nm arasinda dalga boyu
taramasina tabi tutulan bu ¢Ozeltinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
saptanmistir.

3.4.3. Indometazinin Fourier Transform-Infrared (FT-IR) Spektroskopisi
ile Analizi

Indometazinin karakteristik spektrumunu almak igin 10 mg tartilmis (1s1ktan ve
nemden korunarak) ve FT-IR spektrofotometre cihazi kullanilarak 400 cm™ - 4000 cm

dalga sayis1 aralifinda analize tabi tutulmustur.
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3.4.4. indometazinin Kiitle Spektrumu

USP30-NF25’e gore yapilan bu 6l¢tim igin 10 mg indometazinin 100 mL metanol
iginde 100 pg/mL konsantrasyonda stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Stvi kromatografi-triple
quadrapol kiitle spektrofotometresi ile indometazinin kiitle spektrumu alinmistir.

3.4.5. indometazinin Farkh Ortamlarda Céziiniirliigiiniin Tayini

Distile su, pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.2 tampon c¢ozeltisinde indometazinin
¢ozinlrligi tayin edilmistir. Bu amagla 5 mL ortama 50 mg indometazin ilave edilmis
ve yatay ¢alkalayicili su banyosunda 25 + 2 °C’de, 100 rpm hizda 48 saat siireyle deney
stirdliriilmiistiir. Deney sonunda 0.45 um membran filtreden siiziilen 6rneklerde HPLC
yontemi ile indometazinin miktari tayin edilmistir. Bu galisma her ¢6ziinme ortami igin 3
kez tekrar edilmistir.

3.5. Indometazinin HPLC ile Miktar Tayin Yénteminin Gelistirilmesi

USP30-NF25°te yer alan safsizlik analizi tayini yontemi® ve Keishiro Tomoda ve
ark.8nin gelistirdigi yontem kullanilarak indometazinin miktar tayini yontemi
belirlenmistir. Indometazinin 0.1 M asetik asit:asetonitril (9:11, h:h) karigiminda 1
mg/mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden hareketle 10, 50,
250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlardaki seyreltik ¢ozeltileri 200-800 nm dalga boyu
araliginda HPLC’de 6l¢lilmiistiir. Maksimum absorbansin alindig1 dalga boyu se¢ilmistir.

Alinan kromatogramlarin pik alanina gére verileri degerlendirilmistir.

Tablo 3.1. indometazinin miktar tayininde kullanilan HPLC yontemine ait parametreler

Kolon Develosil® ODS-HG-5, 150 x 4.6 mm

Dedektor ve Dalga Boyu PDA, 254 nm

Akis Miktar1 ve Stiresi 1.5 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Hareketli Faz Izokratik, 0,1 M asetik asit/asetonitril (9/11, h:h)

40



3.6. Indometazine Ait Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

indometazinin 0.1 M asetik asit:asetonitril (9:11, h:h) karisiminda 1 mg/mL stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden hareketle 6 farkli konsantrasyonda standart
¢ozeltiler hazirlanmis ve 254 nm’de kromatogramlari alinmistir. Regresyon analizi
yardimiyla kalibrasyon egrisi ve yapilan tiim analizlerde kullanilmak {izere dogru
denklemi elde edilmistir. Bu ¢alisma her nokta i¢in 6 kez tekrar edilmistir.

3.7. Miktar Tayin Yonteminin Validasyonu

Indometazinin miktar tayin yontemin validasyonunda ydntemin dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, secicilik (6zgiinliik), duyarlilig: ve stabilitesi tayin edilmistir.%’

Duyarlhlik (Sensitivity)

Miktar tayini yonteminin duyarliligini1 kanitlamak tizere indometazinin belirli bir
dogruluk ve kesinlikle tayin edilebildigi en diisik konsantrasyonu (Limit of
Quantification, LOQ) ve analitik yontemin saptayabildigi en diisiik konsantrasyonu
(Limit of Detection, LOD) tespit edilmistir.

Miktar Tayini Limiti (Limit of Quantification, LOQ)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddeyi belirli bir kesinlik
ve dogruluk ile nicel olarak tayin edebildigi en diisiikk konsantrasyon olarak tanimlanir.
Bu deger, sinyal/giiriiltii oraninin 10/1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir.%®
Kalibrasyon egrisi olusturulurken deneysel veriler iizerinden miktar tayin siniri
belirlenmistir.

Teshis Alt Limiti (Lower Limit of Detection, LOD)

Analizi yapilan maddenin nicel olarak saptanabildigi en diisiik konsantrasyondur.
Bu deger, sinyal/giiriiltii oranmin 3/1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir.®®

Kalibrasyon egrisi olusturulurken deneysel veriler tizerinden saptama sinir1 belirlenmisir.
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Dogrusallik (Linearity)

Gelistirilen analitik yontemin 6nceden belirlenmis bir konsantrasyon araliginda,
saptanan etkin maddenin her bir konsantrasyonuna karsilik alinan matematiksel
cevaplarin dogru orantili olmasini saglama yetenegidir.8”- 8 Bu amagla indometazinin 0.1
M asetik asit/asetonitril (9/11, h:h) karisimi igindeki stok ¢ozeltisi (1 mg/mL) hazirlanmis
ve bu c¢ozeltiden hareketle 0.3, 3, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin kromatogramlar1 254 nm dalga boyunda
HPLC’de ¢izilmistir. Etkin madde konsantrasyonuna karsi elde edilen analitiksel
cevaplarin dogrusallig1 karsilastirilmistir. Egim (m) ve determinasyon katsayis1 (R?)
hesaplanmustir.

Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, gelistirilen analitik yontem ile elde edilen sonuglarin olmasi gereken

gercek degerlere yakmligmin  dlgiitiidiir.®

Gilin i¢i (intra-assay) dogrulugun
saptanabilmesi amaciyla kalibrasyon egrisinde yer alan {i¢ farkli konsantrasyon 0.5, 75
ve 225 ng/mL (diisiik, orta, yiiksek) sec¢ilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in alt1 adet
standart ¢ozelti hazirlanmig ve ayni giin i¢inde art arda Ol¢timleri gergeklestirilmistir.
Deneyler ile ilgili giinler arasi (inter-assay) dogrulugun tespit edilebilmesi igin yine
kalibrasyon egrisinde yer alan bu {i¢ farkli konsantrasyon 0.5, 75 ve 225 pg/mL (diistk,
orta, yiiksek) kullanilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in alti adet standart c¢ozelti
hazirlanmis ve birbirini takip eden li¢ giin siireyle tayinler yapilmistir. Dogruluk, % Bagil
Hata (% BH) ile ifade edilmektedir. Sonuglar aritmetik ortalama (X) ve standart sapma
(SS) olarak verilmistir.

Kesinlik (Precision)

Bir yontemin Onceden belirlenmis kosullarda birbirini takip eden Olglimleri

arasindaki benzerligin derecesi olup, tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar elde
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edilebilirlik (reproducibility) bakimindan saptanmasidir. Kesinlik, bagil standart sapma
(BSS), standart hata veya % Varyasyon Katsayis1 (% VK) ile ifade edilmektedir.®’
Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
Kisa bir siire i¢inde ayni islem kosullarindaki kesinligi ifade eder ve giin/deney

ici kesinlik olarak da ifade edilir.®®

Gelistirilen analitik yontemin farkli deney
zamanlarinda giivenilirliginin kanitlanmasi i¢in yapilmaktadir. Bu amagla kalibrasyon
egrisinde yer alan ti¢ farkli konsantrasyon 0.5, 75 ve 225 pg/mL (diisiik, orta, yiiksek)
secilmigstir. Her bir konsantrasyon i¢in alt1 adet standart ¢ézelti hazirlanmis ve ayni giin
iginde art arda oOl¢iimleri gerceklestirilmistir. % BSS hesaplanarak sonuglar X ve SS
seklinde verilmistir. Ayrica % VK’da hesaplanmistir.

Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Deneyler aras1 kesinligin bir 6lciisiidiir.®® Aym konsantrasyondaki ¢ozeltiden
hareketle, ayni kisi ile ayni laboratuvar ve ayni cihazin kullanimi sonucundaki elde edilen
deney sonuglariin uyum ve uygunlugu incelenmistir. Deneyler/Giinler arasi (inter-assay)
tekrar elde edilebilirligin tespit edilebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan {i¢ farkl
konsantrasyon 0.5, 75 ve 225 pug/mL (diistik, orta, yiiksek) secilmistir. Her bir
konsantrasyon igin alt1 adet standart ¢6zelti hazirlanmis ve ayni giin iginde art arda
Olgtimleri gergeklestirilmistir. % BSS hesaplanarak sonuglar X ve SS seklinde verilmistir.
Ayrica % VK’da hesaplanmistir.

% VK hesaplanirken kalibrasyon egrisindeki her bir konsantrasyona ait egimler,
bu egimlerin standart sapmalar1 ve aritmetik ortalamalar1 hesaplanmistir. % VK hesaplari

icin agagidaki Sekil 3.1°de verilen esitlik kullanilmistir.

% Varyasyon Katsayisi= (Egimlerin SS / Egimlerin X) x 100

Sekil 3.1. Varyasyon katsayis1 hesaplamasinda kullanilan esitlik
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Ozgiinliik/Secicilik (Specificity/Selectivity)

Gelistirilen analitik yontemin 6zgiinliigii; etkin madde disinda ortamda bulunan
tiim yardimci maddelerin, safsizliklarin veya parcalanma {iriinlerinin varliginda dahi
analiz edebilme yetenegidir.8” Bu parametrenin degerlendirilmesinde; indometazin
disinda nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan tiim yardimci1 maddeler
(PLGA, PVA, Kollicoat® MAE 100P gibi) ayn1 formiilasyon ve analiz ortaminda HPLC
sistemine enjekte edilmis ve herhangi bir pik verip vermedigi; indometazin piki ile girisim
yapip yapmadigi incelenmistir.

Stabilite (Stability)

Tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde edebilmek, indometazinin analiz
boyunca stabilitesini gostermek {izere ti¢ farkli konsantrasyonda 1.5, 70 ve 215 pg/mL
(diistik, orta, yiiksek) mobil faz i¢inde hazirlanmis olan ¢ozeltileri 24. saatte oda sicakligi
ve + 37 °C’de (ilerisinde yapilacak olan dissoliisyon ¢aligsmalar1 agisindan), 15.giinde
(oda sicakliginda) ve 30.giinde (oda sicakliginda) Olgiilmiistiir. Sonuglar olmasi
gerekenler ile karsilastirilmistir. Sonuglar arasindaki farkin anlamli olup olmadigi
istatistiksel olarak belirlenmistir.

3.8. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Indometazin igeren nanopartikiilleri ve indometazin nanosiispansiyonlarin
hazirlayabilmek igin parametreler optimize edilmistir. Bu amagla etkin madde
kullanilmaksizin ve etkin madde varliginda kullanilmas1 gereken parametreler denenerek
tek tek belirlenmistir. Cihaz, ekipman ve yardimci maddelerin yani sira hazirlama
yonteminin de optimum hale getirilmesi amaglanarak formiilasyon gelistirme ¢alismalari

yapilmistir.
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Bu amacgla asagidaki parametreler deney protokolii  ¢ercevesinde
degerlendirilmistir:
a) PLGA miktar1 ve organik faz:sulu faz oraninin belirlenmesi
b) Etkin madde miktarinin belirlenmesi
¢) Organik ¢oziiciiniin se¢imi
d) Kullanilan stabilizan (PVA) miktarinin belirlenmesi
e) Organik fazin damlatilma siiresinin belirlenmesi
f) Homojenizasyon saglayici cihazin ve hizinin belirlenmesi
g) Organik ¢oziicliniin uzaklastirilmasi igin rotovapor sartlarinin belirlenmesi
h) Nanopartikiilleri biriktirmek i¢in santrifiij siiresi ve hizinin belirlenmesi
i) Enterik kaplama materyali miktarinin belirlenmesi.

Indometazin igeren nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilmas: 6ngériilen
nanopresipitasyon yontemi; suda ¢oziiniirliigli olmayan etkin maddeler i¢in oldukca
kullanisli, basit, tekrarlanabilir, yiikksek verimli ve kolay bir yontemdir. Bu yontem ile
nano metre boyutunda partikiiller elde edilebilmektedir.

Formiilasyonlar gelistirilirken yukaridaki parametrelerin tiimii g6z oniine alinarak
cok sayida formiilasyon gelistirme ¢aligmasi yapilmistir. Elde edilen formiilasyonlarin
seciminde ilk olarak optik mikroskop ile inceleme yapilmistir. Nano metre boyutuna
sahip olan formiilasyonlar elde edildikten sonra bir sonraki asamaya ge¢ilmistir. Bu
asamada formiilasyonlarin yiikleme kapasitesi, hazirlama verimi ve partikiillerin
elektriksel yiikii degerlendirilmistir. Son olarak formiilasyonlarin igerdigi indometazin
bakimindan miktar tayinleri ve stabiliteleri de degerlendirilerek en uygun formiilasyonlar
secilmistir. Bu c¢alismada etkin madde, polimer ve kullanilan stabilizan miktariin
belirlenmesi, organik faz:sulu faz oraninin belirlenmesi islemleri ile paralel

yiritilmistir.
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3.8.1. Formiilasyon Bilesenlerinin Secimi

e Organik Coziiciniin Secimi

Minimum miktarda hem polimeri hem de etkin maddeyi tamamen ¢6ziindiiren, su
ile kismen ya da tamamen karisabilen, nanopresipitasyon yontemine uygun ¢oziiciiler ile
calistimistir.8 Bu amacgla aseton, asetonitril, etanol, etil asetat gibi ¢dziiciiler ve bunlarin
belirli oranlarda karisimlart yliksek miktardan baslanarak (15, 10, 5 ve 2,5 mL)
denenmistir.

e Kullanilan Stabilizan (PVA) Miktarinin Belirlenmesi

Stabilizan olarak nanopresipitasyon yonteminde sik¢a kullanilan PVA se¢ilmistir.
PVA’nin formiilasyonlarda % 3, % 2, % 1, % 0.9, % 0.7, % 0.5, % 0.3, % 0.1 (a/h)®0-%2
oranlarinda kullanilmasina karar verilmistir.

e PLGA Miktari ve Organik/Sulu Faz Oraninin Belirlenmesi

Konuyla ilgili yapilan literatiir incelemelerinde, organik faz:sulu faz oranlar ile
polimer miktarlar1 incelenmis ve daha sonra yiiksek miktar polimerden (100, 75, 50,
25 mg gibi) baglanarak 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 ve 1:10 organik faz:sulu faz oranlar1 denenerek
89, 92

caligmalar yapilmistir.

o Etkin Madde Miktarinin Belirlenmesi

Polimer miktar1 (25 mg) ve organik faz:sulu faz oranlar1 (1:1) belirlendikten sonra
literatiir taramalar1 1s18inda ve indometazinin geleneksel preparatlardaki dozlari da
dikkate alinarak yiliksek miktarlardan baslanip (50, 25, 10, 5 ve 2.5 mg) etkin madde
miktar1 se¢imi lizerinde ¢alismalar devam ettirilmistir. Bu ¢alismalar i¢inde literatiirlerde
nanopresipitasyon yontemlerinde denenmis olan etkin madde:polimer oranlari da dikkate
alinmistir.®® 9 Ayrica nanosiispansiyon formiilasyonlar1 gelistirilirken indometazin

miktart literatiir taramalar 1s18inda ve piyasada mevcut preparatlar dikkate alinarak
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yiiksek miktarlardan (50, 25, 10, 5 ve 2.5 mg) baslanarak nanopresipitasyon yontemiyle
denemeler yapilmustir.

e Organik Fazin Damlatilma Siiresinin Belirlenmesi

Formiilasyon bilesenlerinin belirlenmesi asamasinda arttirilan veya eksiltilen
organik faz:sulu faz miktarlari i¢in farkli damlatma siireleri denenmistir. Bu asamada
89,95

kullanilan organik faz miktari, damlatma siiresinin belirlenmesinde etkili olmustur.

e Karstiricinin Tipi ve Hizinin Belirlenmesi

Hazirlama esnasinda literatiirdeki kayitl bilgiler 1s181nda, formiilasyonlardaki nano
yapilar1 homojenize etmek igin cesitli mekanik karistiricilara ihtiyag vardir.8® % Bu
amagla ultraturrax ve diger mekanik karistiricilar denenmistir. Ultraturrax i¢in 3000,
5000, 10000 ve 15000 rpm hizlarda denemeler yapilmistir. Ancak istenilen verimde,
biiyiikliik ve karalilikta nanopartikiiler sistemler elde edilememistir. Bunun {izerine ¢ok
noktali manyetik karistirict kullanilmigtir. 500 ve 1000 rpm hizlarinda calismalar
denenmistir.

e Organik Coziiciniin Uzaklastirilmasi icin Rotovapor Sartlarinin Belirlenmesi

Indometazinin stabilitesini géz 6niinde bulundurarak, organik ¢oziiciiyii en kisa
siirede uzaklastirmak ve kullanilan polimerin camsi gegis sicakligini asmamak amaciyla
literatiirlerde yapilan ¢aligsmalar taranmis, ¢esitli siire, hiz ve sicakliklarda rotovaporda
89, 95-97

caligilmistir.

e Nano Yapilan Biriktirmek icin Santrifiij Siiresi ve Hizinin Belirlenmesi

Nano yapilar1 ¢oktlirerek elde etmek i¢in degisik hiz ve siirelerde santrifiij asamasi
denenmistir.® Oncelikle PLGA ile elde edilen nanopartikiillerdeki yiiklenmemis etkin
maddeyi ve bliylik kalintilar1 bertaraf etmek i¢in 6n santrifiij caligmalar1 yapilmstir.
Sonrasinda elde edilen iist kistmdaki homojen ve partikiil boyutu dagilimi birbirine ¢ok

yakin (yaklasik 200-300 nm civarinda) nanopartikiilleri ¢oktlirmek, ortamdaki fazla
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PVA’dan uzaklastirmak i¢in c¢esitli rpm ve siirelerde santrifiij islemleri
gergeklestirilmistir.

Nanosiispansiyon formiilasyonlar1 gelistirilirken organik ¢oziicliniin sulu faza
damlatilip kanistirlmast  sonucunda homojenizasyonun tam saglanabilmesi ig¢in
sonikasyon uygulanmistir.%® %

Nanosiispansiyon formiilasyonlar1 gelistirilirken degisik hiz ve siirelerde santrifiij
asamasi tekrar denenmistir. Elde edilen nanosiispansiyonlardaki homojen ve partikiil
boyutu dagilimi birbirine ¢ok yakin (yaklasik 450-500 nm civarinda) indometazin
nanosiispansiyonlarin1 ¢oktiirmek, fazla PVA’dan uzaklastirmak i¢in ¢esitli hiz ve

stirelerde santrifiij islemleri denenmistir.

e Enterik Kaplama Materyali Miktarinin Belirlenmesi

Secilen yonteme uygunlugu agisindan hazirlanan nanopartikiiler sistemleri
kaplamak icin enterik kaplama materyali olarak Kollicoat® MAE 100P polimeri
secilmistir.1?1% Bu amacla Kollicoat® MAE 100P’nin etanol iginde hazirlanan gesitli
konsantrasyonlardaki (10, 20, 30 mg/mL) ¢ozeltileri kullanilmistir. Burada indometazin
ve PLGA miktan1 (5 + 25 mg) dikkate alinarak daha konsantre kaplama ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan siispande haldeki nanopartikiiler sistemler manyetik
kanistiricida karismakta olan bu ¢ozeltiler i¢ine damlatilarak denemeler yapilmistir.
Ayrica tist {iste 2 ve 3 defa kaplama calismalar1 da denenmistir.

Nanosiispansiyon formiilasyonlari calisilirken tasiyict bir polimer kullanilmadig:
icin kaplama materyali olan Kollicoat® MAE 100P’nin etanol iginde gesitli
konsantrasyonlardaki (2, 4 ve 6 mg/mL) ¢ozeltileri denenmistir. Burada indometazin
miktar1 (5 mg) dikkate alinarak daha seyreltik kaplama ¢o6zeltileri hazirlanmistir.
Hazirlanan nanosiisopansiyonlar manyetik karistiricida karigsmakta olan bu ¢ozeltiler

igerisine damlatilarak denemeler yapilmistir. 5 mg indometazin iizerine yaklasik 5, 10 ve
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15 mg Kollicoat® MAE 100P iceren kaplamalar denenmistir. Ayrica iist iiste 2 ve 3 defa
kaplama ¢alismalar1 da denenmistir.

3.9. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi

Biyouyumlu PLGA (50:50, MA~19.000 Da) polimeri kullanilarak indometazin
iceren ve icermeyen nanopartikiiler sistemler ve bunlarm Kollicoat® MAE 100P
kullanilarak enterik kaplanmasi ile indometazin igeren nanosiispansiyonlar ve yine
bunlarin Kollicoat® MAE 100P kullanilarak enterik kaplanmasi seklinde yeni ilag tastyici
nanopartikiiler sistem formiilasyonlar1 gelistirilmistir.

3.9.1. indometazin yiikli-PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda “Nanopresipitasyon” yontemi kullanilmistir.>®
25 mg PLGA ve 5 mg indometazin, 2.5 mL asetonitril i¢inde 30 dk siireyle 750 rpm’de
¢ok noktali manyetik karistiricida karigtirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan bu organik
faz ¢ok noktali manyetik karistiricida 1000 rpm hizda karigmakta olan 2.5 mL sulu PVA
(% 0.1, a/h) ¢ozeltisine 5 dk siireyle Scc enjektor (22G) yardimiyla sabit bir hizla damla
damla damlatilmistir. Damlatma isleminden sonra 10 dk karistirmaya devam edilmistir.
Ardindan organik ¢6ziiciiyli vakum yoluyla ortamdan uzaklastirmak i¢in 5 dk siireyle
60 rpm hiza ve 40 °C sicakliga ayarlanmis rotovapor kullanilmigtir. Yiiklenmemis etkin
maddeyi ve kaba partikiilleri uzaklastirmak i¢in 4000 rpm’de 5 dk siireyle 6n santrifiij
yapilmistir. Elde edilen st kisim alinarak 30 dk sitireyle 10000 rpm (10.304xg)’de
santrifiij edilmistir. Bu sayede nanopartikiiller c¢oktiiriilmiis ve kalinti PVA
uzaklastirilmistir. Coken nanopartikiiller ultra saf su ilavesi ile siispande edilerek -20
°C’de dondurulmustur. Bu formiilasyonlar 24 saat siireyle liyofilize edilmistir.1% 1% Elde
edilen nanopartikiiller g¢alismada kullanilmak {tizere desikatérde oda sicakliginda

saklanmustir.
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3.9.2. Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Indometazin igermeyen bos nanopartikiiller hazirlanirken 25 mg PLGA organik
faz igerisinde ¢Oziindiiriilmistiir. Devamindaki islemler Bolim 3.9.1°de anlatildigi
sekilde indometazin eklenmeksizin yapilmistir. Elde edilen nanopartikiiller ¢calismada
kullanilmak tizere desikatdrde oda sicakliginda saklanmaistir.

3.9.3. Enterik Kaph Indometazin yiiklii-PLGA Nanopartikiillerinin
Hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 neticesinde en iyi enterik kaplama orani tespit
edilmistir. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri hazirlandiktan sonra Kollicoat®
MAE 100P enterik kaplama polimeri kullanilarak nanopartikiiler sistemler
kaplanmistir.19-1% Oncelikle indometazin iceren nanopartikiillerin hazirlanmasi islemleri
yukarida Boliim 3.9.2°de anlatildigi gibi son santrifiij asamasina kadar ayni sekilde
yapilmistir. Elde edilen nanopartikiil siispansiyonu; 1000 rpm hizda, ¢ok noktali manyetik
karistirict ile, 2.5 mL absolii etanol i¢inde hazirlanmis % 2 (a/h) Kollicoat® MAE
100P’nin ¢ozeltisi ilizerine damla damla ilave edilmistir (kaplamanin farkedilmesi
acisindan igerisine % 0.01 FD&C Red No:3 ilave edilmistir). Damlatma islemi 5 dk
stireyle ve 5cc enjektor (22G) yardimiyla gergeklestirilmistir. Ardindan organik ¢oziiciiyii
ortamdan uzaklastirmak i¢in 5 dk siireyle 60 rpm hiza ve 40 °C sicaklifa ayarlanmis
rotovapor kullanilmistir. Elde edilen kirmizi renkli slispansiyon, kaplamanin homojen
olmast agisindan 2 dk ultasonik banyoda bekletilmistir. Sonrasinda 30 dk siireyle
10000 rpm (10.304xg)’de santrifiij edilmis, nanopartikiiller ¢oktiiriilmiis, fazla PVA ve
kaplanmamis Kollicoat® MAE 100P kalintilar1 uzaklastirilmistir. Coken nanopartikiiller
ultra saf su ilavesi ile siispande edilmistir. -20 °C’de dondurulmus ve devaminda 24 saat
siireyle liyofilize edilmislerdir.®® 1 Elde edilen enterik kapli nanopartikiiller,

deneylerde kullanilmak iizere desikatorde oda sicakliginda saklanmistir.
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3.9.4. Enterik Kaph Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kollicoat® MAE 100P ile bos PLGA nanopartikiilleri kaplanmadan &nce Boliim
3.9.3’te anlatildig1 yonteme gore Indometazin ilave edilmeden santrifiij islemine kadar
ayni sekilde yapilmistir. Ayni oranlarda kaplama materyali ile kaplanmistir. Elde edilen
enterik kapli bos PLGA nanopartikiilleri, deneylerde kullanilmak tizere desikatorde oda
sicakliginda saklanmistir.

3.9.5. indometazin Nanosiispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Nanosiispansiyonlarin ~ hazirlanmasinda ~ “Nanopresipitasyon”  yontemi
kullanilmistir. %% 7 5 mg indometazin, 2.5 mL aseton iginde 30 dk siireyle 750 rpm’de
cok noktali manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan organik
faz ¢ok noktali manyetik karistiricida 1000 rpm hizda karismakta olan 2.5 mL sulu PVA
(% 0.1, a/h) ¢ozeltisi igerisine 5 dk stireyle Scc enjektor (22G) yardimiyla damla damla
damlatilmistir. Damlatma sonrasinda ilave 5 dk siire ile daha kendi halinde karigmaya
birakilmistir. Elde edilen nanosiispansiyonlarin homojen olmasi agisindan 2 dk siireyle
ultasonik banyoda bekletilmis ve daha sonra organik ¢oziiciiyli ortamdan uzaklastirmak
i¢in 2 dk siireyle 60 rpm hiza ve 40 °C sicakliga ayarlanmis rotovapor kullanilmigtir. Elde
edilen nanosiispansiyonlar tekrardan 10 dk siireyle ultrasonik banyoda sonikasyona tabi
tutulmus, homojen haldeki nanosiispansiyon 30 dk siireyle 10000 rpm (10.304xg)’de
santrifiije edilmis, nanosilispansiyonlar ¢oktiiriilmiis ve kalinti PVA uzaklastirilmistir.
Ustteki sivi uzaklastirildiktan sonra ¢dken nanosiispansiyon partikiilleri ultra saf su
ilavesiyle yeniden siispande edilmistir. -20 °C’de dondurulmus ve devaminda 24 saat
siireyle liyofilize edilmistir.?® 1% Elde edilen liyofilize nanosiispansiyonlar deneylerde

kullanilmak tizere desikatdrde oda sicakliginda saklanmustir.
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3.9.6. Enterik Kaph Indometazin Nanosiispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalari neticesinde en iyi enterik kaplama orani tespit
edilmis ve deney tasarimi asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

Indometazin nanosiispansiyonlar1 hazirlandiktan sonra Kollicoat® MAE 100P ile
polimeri kullamlarak enterik kaplama yapilmistir.}®®1%  Oncelikle indometazin
nanosiispansiyonlarin1 hazirlama islemleri yukarida Boliim 3.9.5°te santrifiij etme
asamasina kadar ayn1 sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen nanosiispansiyon; 1000 rpm
hizda, cok noktali manyetik karigtirici kullanilarak, 2.5 mL absolii etanol icinde
hazirlanmis % 0.2 (a/h) Kollicoat® MAE 100P nin ¢dzeltisi iizerine damla damla ilave
edilmistir. Damlatma islemi 5 dk siireyle ve 5 cc enjektér (22G) yardimiyla
gerceklestirilmistir. Elde edilen kirmizi renkli nanosiispansiyon, kaplamanin homojen
olmasi agisindan 1 dK siireyle ultasonik banyoda bekletilmistir. Organik ¢6ziicii igin 2 dk
siireyle 60 rpm hiza ve 40 °C sicakliga ayarlanmis rotovapor kullanilarak ortamdan
uzaklagtirllmistir.  Konsantre haldeki nanosiispansiyonlar tekrardan 5 dk siireyle
ultrasonik banyoda sonikasyona tabi tutulmuslardir. Homojen kaplanmis bu
nanosiispansiyonlar 30 dk siireyle 10000 rpm (10.304xg)’de santrifiije edilmistir.
Nanosiispansiyonlar ¢oktiiriilmiis ve kalinti PVA uzaklastirilmustir. Ustteki s1vi
uzaklastirildiktan sonra ¢oken nanosiispansiyon partikiilleri ultra saf su ilavesiyle yeniden
siispande edilmis, -20 °C’de dondurulmus ve devaminda 24 saat siireyle liyofilize
edilmistir.

3.10. Islem Validasyonu

3.10.1. Nanopartikiiler Sistemler

Bu amagla 3 asama tespit edilmis ve her asama sonunda elde edilen iiriin valide

edilmis, HPLC y6ntemiyle tayin edilmistir. indometazin miktarindaki azalma ve/veya
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kromatogram iizerindeki farkli piklerin varligi incelenmistir. Sonuglar baglangic
miktarina kiyasla istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

1.Asama: Asetonitril i¢inde ¢oziinmis haldeki indometazin+PLGA’da
indometazin stabilitesinin degerlendirilmesi,

2.Asama: Birinci asamanin sonunda elde edilen ¢6zeltinin hazirlanmis olan % 0.1
PVA igerisine damlatilip kanstirildiktan sonra  indometazin  stabilitesinin
degerlendirilmesi,

3.Asama: Ikinci asamanin sonunda organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi amaciyla
tirliniin 40 °C sicakliga ve vakuma maruz birakilmasi sonucu indometazin stabilitesinin
degerlendirilmesidir.

3.10.2. indometazin Nanosiispansiyonlari

Bu amagla 4 asama tespit edilmis ve her asama sonunda elde edilen iiriin
Boliim 3.10.1°deki gibi ¢alisilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

1.Asama: Indometazinin asetondaki ¢ozeltisinin stabilitesinin degerlendirilmesi,

2.Asama: Birinci asamadaki indometzin ¢ozeltisinin % 0.1 PVA ¢ozeltisine ilave
edildikten sonraki indometazin stabilitesinin degerlendirilmesi,

3.Asama: Organik ¢oziicliniin uzaklastirilmasi isleminde indometazinin 40 °C
sicaklik ve vakum altinda stabilitesinin degerlendirilmesi,

4 Asama: Ugiincii asamada elde edilen {iriiniin enterik kaplanmasi sonucu
indometazin stabilitesinin degerlendirilmesidir.

3.11. Gelistirilen Formiilasyonlarin Fiziksel Ozellikleri

3.11.1. Formiilasyonlardaki Etkin Madde Miktarimin Tayini

Elde edilen indometazin igeren liyofilize nanopartikiiler sistemlerin ve
nanosiispansiyon formiilasyonlarin tamami % 44 asetonitril + % 36 0.1 M asetik asit + %

20 etanol (h/h) organik faz karigimi igeren c¢ozelti icinde 30 mL’lik renkli vialler
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kullanilarak 4 saat boyunca ¢ok noktali manyetik karistirict yardimiyla 750 rpm’de
kanigtirilmis ve 0.45 pm membran filtreden siizilmiistiir. Siizlintiiler, HPLC yontemi
kullanilarak indometazin miktar tayini yapilmistir. Tayinler indometazin iceren her bir
formiilasyon grubu i¢in 6 kez tekrarlanmistir. Elde edilen miktar tayin sonuglari
tizerinden asagidaki esitlikler kullanilarak indometazinin yiizde enkapsiilasyon etkinligi
(% EE) ve yiizde ilag yiikleme kapasitesi (% YK) hesaplanmistir. Sonuglar X ve SS
seklinde degerlendirilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi hesab1 asagida Sekil 3.2°de, ilag

yiikleme kapasitesi hesabi ise Sekil 3.3’te verilmistir.

_ Pratik Olarak Yiiklenen Etkin Madde Miktar1 (mg)
~ Teorik Olarak Konulan Etkin Madde Miktar1 (mg)

% EE x 100

Sekil 3.2. Enkapsiilasyon etkinligi hesaplamasinda kullanilan esitlik'%

Pratik Olarak Yiiklenen Etkin Madde Miktar1 (mg)

% YK = 1
% Elde Edilen Toplam Madde Miktar1 (mg) x 100

Sekil 3.3. flag yiikleme kapasitesi hesaplamasinda kullanilan esitlik®

3.11.2. Formiilasyonlarin Veriminin Tayini

Indometazin igeren ve igermeyen nanopartikiiler sistemlerin verimlerinin
hesaplanmas1 asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

Liyofilize edildikten sonra elde edilen nanopartikiiler tasiyici sistem Ve
nanosiispansiyon miktarinin, tasiyici sistemleri hazirlarken kullanilan toplam madde
(etkin madde, polimerler gibi) miktarina boliinmesi ve sonucunda ¢ikan degerin % olarak
ifade edilmesi seklinde degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar iizerinden asagidaki

esitlik kullanilarak formiilasyonlarin yilizde verimleri hesaplanmistir. Deney, her bir
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formiilasyon grubu i¢in n=6 kez tekrarlanmistir. Sonuglar X ve SS seklinde verilmistir.
Yiizde verim (% V) hesabinda kullanilan esitlik ise asagida Sekil 3.4’te verilmistir.
Pratik Olarak Elde Edilen Toplam Formiilasyon Miktari (mg)

%V =
oV Teorik Olarak Konulan Toplam Madde Miktar1 (mg) x 100

Sekil 3.4. Verim hesaplamasinda kullanilan esitlik™®

3.11.3. Partikiil Boyutu ve Dagilim Tayini

Bu 6l¢iim formiilasyonlar hazirlandiktan hemen sonra gergeklestirilmistir.
Formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimina ait veriler Zetasizer cihazi kullanilarak
tayin edilmistir. Her formiilasyon grubu 6 kez hazirlanmis ve pes pese cihazda dl¢timleri
gerceklestirilmistir. 100 uL stispande haldeki formiilasyon ve tizeri 900 uL saf su ile
seyreltilerek zetacell hiicrelerinde oda sicakliginda tayin edilmistir. Sonuglar X ve SS
olarak verilmistir.

3.11.4. Zeta Potansiyel Tayini

Formiilasyonlardaki nanopartikiillerin yiizeylerini etkileyen net yiike (Zeta
Potansiyel) ait degerleri saptayabilmek i¢in Zetasizer cihazi kullanilmistir. Her
formiilasyon grubu 6 kez tekrarlanmistir. 100 uL siispande haldeki formiilasyon, 900 pL
saf su ile seyreltilerek zetacell hiicrelerinde oda sicakliginda tayin edilmistir. Sonuglar X
ve SS olarak verilmistir.

3.11.5. indometazinin Piyasada Mevcut Preparatlarinin ve indometazin
Iceren/icermeyen Formiilasyonlarin Yiizey Ozelliklerinin Tayini

Indometazinin, piyasada mevcut indometazin preparatlarinin ve gelistirdigimiz
nanopartikiiler formiilasyonlarin liyofilize 6rnekleri morfolojik yapilarinin incelenmesi
amactyla SEM cihazi kullanilarak tayin edilmistir. Formiilasyonlar yalitkan oldugu i¢in

yaklasik 100 A kalinliginda altin ile kaplanmustir.
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3.11.6. Bilesenlerin ve Formiilasyonlarin DSC Termogramlari

Indometazin ve formiilasyon bilesenlerinin sicaklik artisina bagli olarak
etkilesimlerini incelemek ve formiilasyonlardaki maddeler arasinda herhangi bir
gecimsizlik olup olmadigini degerlendirmek tizere 6lgtimler gergeklestirilmistir. Saf etkin
maddenin, polimerlerin, bunlarin fiziksel karisimlarinin ve hazirlanan liyofilize
nanopartikiiler sistemlerin ayr1 ayri1 Ornekleri hazirlanmis, DSC cihaz1 kullanilarak
termogramlar1 alinmistir. Olgiimler 30 mL/dakika azot gazi akis hizinda ve 20-1000 °C
sicaklik araliginda dakikada 10 °C sicaklik artisi ile gergeklestirilmistir.

3.11.7. Bilesenlerin ve Formiilasyonlarin FT-IR Spektrumlar:

Saf indometazinin, polimerlerin, formiilasyonlarin ve formiilasyonlara giren diger
bilesenlerin toz 6rnekleri hazirlanmustir. 4000 — 400 cm™ dalga sayisi araliginda,
dogrudan toz numune {izerinden FT-IR (ATR) spektrofotometresi ile infrared
spektrumlar1 alinmaistir.

3.12. indometazinin Formiilasyonlardan Saliminin Tayini

Hazirlamis oldugumuz liyofilize nanopartikiiler sistemler ile mevcut diinya ilag
piyasasinda mevcut indometazinin kati oral dozaj sekilleri, dissoliisyon cihazi
kullanilarak ¢o6ziinme hizlar1 agisindan karsilastirilmistir. Bu amagla USP30-NF25’¢
kayith olan “Indometazin Kapsiil” ve “Indometazin Extended-Release Kapsiil”
sekillerine ait monograf bilgileri dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Deney i¢in, saf
indometazin, indometazin geleneksel 25 mg kapsiil, indometazin ER 75 mg kapsiil ve
gelistirdigimiz indometazin igeren nanopartikiiler sistemler kullanilmistir. Tutarlilik
olmasi ve karsilastirilabilmesi agisindan gelistirdigimiz nanopartikiiler sistemler de dahil
olmak tizere in vitro calismaya 25 mg indometazin igerecek sekilde Ornekler

kullanilmistir. Olgiimler valide edilmis HPLC ydntemi ile 3 tekrar seklinde yapilmistir.
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USP30-NF25’e kayith geleneksel indometazin kapsiillerine ait monografta yer

alan dissoliisyon sartlar1 asagida siralanmistir:

Ortam hacmi 750 mL, 37 £ 0.5 °C

Ortam: 4 kisim saf su + 1 kistm pH 7.2 Fosfat Tamponu (USP’ye gore hazirlanmais)
Aparat 1 (Sepet, Basket)

100 rpm

Siire: 20 dk

Tolerans Limiti: % 80

USP30-NF25’e kayitli indometazin extended-release kapsiillerine ait monografta

yer alan dissoliisyon sartlar1 (Test 3) asagida siralanmustir:

Ortam hacmi 750 mL, 37 £ 0.5 °C

Ortam: pH 6.8 Fosfat Tamponu (USP’ye gore hazirlanmis)
Aparat 1 (Sepet, Basket)

75 rpm

Siire: 1, 2, 4, 6, 12 ve 24 saat

Tolerans Limitleri:

Zaman (Saat) Coziinen Miktar
1 % 15 1la % 40 arasinda
2 % 35 ila % 55 arasinda
4 % 55 ila % 75 arasinda
6 % 65 ila % 85 arasinda
12 % 75’ten az olmamali
24 % 85’ten az olmamali

pH 1.2 HCI tamponu (USP’ye gore hazirlanmis) i¢inde saf indometazin,

geleneksel preparatlarin ve hazirlanan formiilasyonlarin ilag salimi gergeklestirip

gerceklestirmedigini tespit etmek amaciyla 2 saat siireyle dissoliisyon ¢alismasi da ayrica
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yapilmistir. Deney igin, saf indometazinden, indometazin igeren jelatin kapsiilden,
indometazin ER kapsiilden ve her bir formiilasyon grubundan 25 mg indometazin
icerecek sekilde liyofilize sistemler tartilarak kullanilmistir. Olgiimler valide edilmis
HPLC yontemi ile 3 tekrar seklinde yapilmustir.

Tiim dissoliisyon ¢alismalarinda verilen zaman araliklarinda 10°ar mL 6rnekler
alinmis ve 0,45 um membran filtreden siiziilerek onceden valide edilmis olan HPLC
yontemi ile 6l¢iimler gergeklestirilmistir. Orneklerden alinan hacim kadar ayn1 hacimde
taze dissoliisyon ortami Ornekler iizerine ilave edilmis ve sink kosullarin siirdiiriilmesi
saglanmistir.

3.12.1. indometazinin Sahim Kinetiklerinin Tayini

Cozinme hiz profilleri, etkin maddenin viicuda alinmasini takiben emilim,
dagilim, metabolizma ve atiliminin anlasilmasi agisindan 6nemlidir.

Birinci derece kinetik model, etkin maddenin polimer i¢inde homojen olarak
dagildigr ve ilacin saliminin polimer matriks igindeki konsantrasyonu ile baglantili
oldugu, matriks tipi sistemlerden etkin maddenin salimin1 ifade etmek i¢in gelistirilmistir.
Birinci derece kinetik modelde reaksiyon hizi, birim zamanda ¢ézliinmeden kalan etkin
maddenin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degismektedir. Reaksiyon hizi
konsantrasyona bagli olarak baglangigta hizli, sonrasinda daha yavag olmaktadir. Sifirinci
derece kinetik modelde ise etkin maddenin ¢oziinmesinin konsantrasyondan bagimsiz
oldugu durumlarda goriiliir. Sabit bir hizda siirekli etkin madde ¢ikis1 gergeklesir. Birim
zamanda agiga ¢ikan etkin madde miktar1, ortamdaki etkin madde konsantrasyonundan
etkilenmez ve sabit bir hizda siirekli etkin madde ¢ikis1 gergeklestirmektedir. 1

Korsmeyer-Peppas modeli, ila¢ saliminin hem difiizyon hem de asinma kontrolli
mekanizmalar ile birlikte yiiriidiigiinii agiklayan bir modeldir. Ilag salim1 ayn1 anda hem

difiizyon hem de aginma ile polimerik matriksten olmaktadir.!*
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Higuchi model ise karekok kanunu olarak bilinmektedir. Agiga ¢ikan etkin madde
miktari, zamanin karekokiine kars1 grafige gecirilir. Eger etkin maddenin salimi difiizyon
kontrolliiyse, egimi k sabitine esit olan bir dogru elde edilir. Bu modelde, etkin maddenin
Once matriksin ylizey tabakasindan ¢oziindiigii, bu tabakanin bitmesini takiben bir sonraki
tabakadan etkin maddenin ¢6ziinme ve difiizyon vasitasiyla digtaki ortama dogru ¢ikmaya
basladig1 varsayilmaktadir.*!

Uygun kinetik modeli belirlemek adina indometazin igeren tiim formiilasyonlarin
ve piyasa preparatlarinin pH 6.8 ve pH 7.2 fosfat tamponlarindaki salim profili sonuglari
bilgisayar programina uygulanmis ve sifirinci derece, birinci derece, Korsmeyer-Peppas
ve Higuchi modellerinden hangisine uyum gosterdigi incelenmistir.

3.13. Formiilasyonlarin Stabilitesinin Tayini

Hazirlanan formiilasyonlarin bir ay siireyle +4 °C (buzdolabi) ve 18-25 °C’deki
(oda sicakligi) stabiliteleri, 24. saat, 15.giin ve 30.glin sonunda partikiil boyutu ve
dagilimi, zeta potansiyeli ve miktar tayini sonuglari bakimindan yeni hazirlanmig
formiilasyon verileri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Olgiimler her bir
formiilasyon grubu ve parametre acisindan 3 tekrar seklinde gergeklestirilmistir. Sonuglar
arasindaki farkin anlamli olup olmadig istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.14. In Vivo Calismalar

Hazirlanmis indometazin igeren nanopartikiiler sistemler, midede tilser olusturma
potansiyelleri agisindan saf indometazin, ticari indometazin geleneksel kapsiil ve
indometazin extended-release (ER) kapsiil formlari ile karsilastirilmistir. Mevcut ilaglar
icinde geleneksel kapsiil 25 mg indometazin, ER kapsiil ise 75 mg indometazin
icermektedir. Standart olmasi ve karsilastirilabilmesi acgisindan gelistirdigimiz
nanopartikiiler sistemler de dahil olmak iizere in vivo ¢alismaya 25 mg indometazin

icerecek sekilde oOrnekler hazirlanmigtir. Deneyde, Wistar albino cinsi, 180-220g
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agirhginda, 6-8 haftalik 100 adet sican kullanilmustir. Iki farkli zaman diliminde (6. ve
12. saatlerde) formiilasyonlarin ve piyasa preparatlarinin sigan midelerinde iilser
olusturma potansiyelleri istatistiksel olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan indometazin i¢eren nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemlerin sigan mide dokularinda tlser olusturma potansiyelleri, saf indometazin ve
ticari preparatlar ile karsilastirmak tizere bir 6n ¢alisma ardindan da asil deney tasarimi
olusturulmustur. Deney igin literatiirde bilindigi sekliyle; 25 mg/kg dozda indometazinin,
yaklagik 180-200 g agirligindaki, bir gece dnceden a¢ birakilan sicanlara verildiginde
yaklagik 6 saat icinde mide dokularinda {ilser olusturmas: dikkate alinarak
gerceklestirilmistir.}1% 113

In vivo Deneyler icin On Calismalar

Bu ¢alisma ile yapilacak asil deneyin tasarimi belirlenmistir. Bu amagla asagida
stiralanan islemler gergeklestirilmistir:

e 10 Adet Wistar albino cinsi, 180-200 g agirliginda, 6-8 haftalik disi siganlar
kullanilmistir.

e Deney hayvanlari 2 gruba ayrilmis, 1.grup ilk 6 saat sonundaki ilag uygulanmasi
sonucunu, 2.grup ise 12 saat sonundaki ilag uygulanmasi sonucunu gérmek amaciyla
olusturulmustur.

e Kilogram basina 25 mg indometazin igerecek sekilde liyofilize halde
nanopartikiiler formiilasyonlar kullanilmistir.

e Formiilasyonlar ile karsilastirma amaciyla her grupta 1 hayvana ticari indometazin
geleneksel kapsiil 25 mg/kg kullanilmistir.

e On denemede kullanilan dért indometazin igeren formiilasyon:

1-Indometazin nanosiispansiyonu,

2-Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu,
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3-indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri,

4- Enterik kapli indometazin yiikli-PLGA nanopartikiilleri.

e Deneyden bir giin 6nce si¢anlarin 6nlerinden yemler alinmis ve sadece su ile
beslenecek sekilde 24 saat ag¢ birakilmiglardir.

e Deneyin saglikl bir sekilde yiiriitiilmesi agisindan alt1 delikli (torlu) kafesler
kullanilmistir (diskilarini yemelerine engel olunmustur).

e Ertesi giin formiilasyonlar ve ticari indometazin geleneksel kapsiil, 25 mg/kg
indometazin igerecek sekilde gesme suyunda ultrasonik banyo kullanilarak siispande
edilmis ve her sigana 1'er mL olarak oral yoldan gavaj ile verilmistir.

e Dort formiilasyon grubunun uygulandigi 4 si¢an ve geleneksel kapsiil verilen bir sigan
6. saatte, diger 4 formiilasyon grubunun uygulandigi 4 sigan ve geleneksel kapsiil verilen
diger bir sigan ise 12. saatte “Servikal Dislokasyon” ile sakrifiye edilmistir.

e Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve asil deney kismina gegilmistir.

e Asil deney i¢in 90 Adet Wistar albino cinsi, 180-200 g agirliginda, 6-8 haftalik disi
siganlar kullanilmistir. 2 gruba ayrilmistir. 1.grup ilk 6 saat sonundaki ila¢ uygulamasi
sonucunu, 2.grup ise 12 saat sonundaki ila¢ uygulamasi sonucunu goérmek amaciyla
olusturulmustur. 25 mg/kg indometazin igerecek sekilde formiilasyonlar ve preparatlar
tartilmigtir.

e QGelistirdigimiz alt1 ayr1 formiilasyon:

1-Indometazin nanosiispansiyonu,

2- Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu,

3-Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri,

4- Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri,

5- Bos nanopartikiiller,

6- Enterik kapli bos nanopartikiiller, liyofilize halde deneylerde kullanilmustir.
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Deney gruplari:

1. Grup: 25 mg/kg saf indometazin
2. Grup: 25 mg/kg ticari indometazin geleneksel kapsiil
3. Grup: 25 mg/kg ticari indometazin ER kapsiil (yalniz 12. saat igin)
4. Grup: 25 mg/kg indometazin igeren PLGA nanopartikiil formiilasyonu
5. Grup: 25 mg/kg indometazin igeren enterik kapli PLGA nanopartikiil formiilasyonu
6. Grup: 25 mg/kg indometazin igeren nanosiispansiyon formiilasyonu
7. Grup: 25 mg/kg indometazin igeren enterik kapli nanosiispansiyon formiilasyonu
8. Grup: Bos nanopartikiil formiilasyonu
9. Grup: Enterik kapli bos nanopartikiil formiilasyonu
10. Grup: Saglikli Kontrol (3 sican, oral olarak sadece su verilmistir.)

Gruplarin (1-7) her birinde 12 si¢can bulunurken, 6 sigan 6., diger 6 sican
12. saatlerde sakrifiye edilmistir. 8 ve 9. gruplarda 2’ser sigan, 4. grupta ise sadece 6 sigan
bulunmaktadir (ER kapsiil formunun prospektiis bilgisine gore giinde 12 saatte bir doz
uygulamas1 baz almmisti. O nedenle yalmiz 12. saat sonunda sakrifiye edilerek
midelerine bakilmistir).

3.15. Istatistiksel Degerlendirmeler

Gelistirilen formiilasyonlar arasinda enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme kapasitesi,
partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, verimi, stabilite ve dissoliisyon verileri
acisindan farkliligin anlamli olup olmadigi, IBM SPSS Statistics 20 programi igerisinde
yer alan Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirilmistir. /n vivo ¢alismalarda ise
analizler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel yonden degerlendirilmesi yine IBM
SPSS Statistics 20 programi igerisinde yer alan “One-Way Analyzes of Variance
(ANOVA)” testi kullanilarak degerlendirilmis ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar anlaml

kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. indometazinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

4.1.1. indometazinin Erime Derecesinin Tayini

Boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekliyle yapilan termal analiz sonucu saf indometazine

ait termogram Sekil 4.1°de verilmistir.

DSC /(uV/mg)
1 T €xXo
Area: -90.77 pVs/img
0]
Onset 15591 °C
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) Temperature /°C
Main 2019-06-14 1312 User: ASUS
Instrument; METZSCH STA409PC/IPG File: CINETZSCH\Proteust1\dataljalel\emrahi2018-07-09-1000C-10K-ila¢-1 nolu.ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments : 1H
Identity ilag Correction file : elb-10K-1000 C-10-07-2018-kimirhavangb-bsv Crucible : DSCMG panAl203
Dateitime : 7.09.2018 12:33.57 Temp.Cal/Sens.Files : TCALZERO.TCX/SENSZERQ.EXX Atmosphere : AIR(80/20¥60 /AIR(B20)¥30/=no gas =/-—
Laboratory: x Range : 35°CH0.0(Kminy1000°C TGcorrim. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car./TC: DSC(TG)HIGHRG 2/8 DSC com/m.range : 820/5000uV
Sample : cimento katkisiz, 5.0 mg Modeitype of meas. : DSC-TG / sample with comection

Created with NETZSCH Proteus software

Sekil 4.1. iIndometazinin DSC termogrami1
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4.1.2. indometazinin Ultraviyole (UV) SpektrosKkopisi ile Analizi
Boliim 3.4.2°de anlatildig: sekilde indometazinin stok ¢6zeltisi hazirlanmis ve UV

spektrumu elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. indometazinin UV spektrumu

64



4.1.3. indometazinin Fourier Transform-Infrared (FT-IR) Spektroskopisi
ile Analizi
Boliim 3.4.3’te anlatildig: sekliyle yapilan analiz sonucu saf indometazinin FT-IR

spektrumu elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Indometazinin FT-IR spektrumu

65



4.1.4. indometazinin Kiitle Spektrumu
Boliim 3.4.4’te anlatildigr sekliyle yapilan kiitle analizi sonucu saf indometazine
ait spektrum elde edilmistir (Sekil 4.4). Indometazinin molekiiler agirliginin 357.0766

g/mol oldugu tayin edilmistir.

Qualitative Analysis Report

Data Filename EmrahOzakar.d Sample Name Emrahidzakar
Sample Type Sample Position PLAL

Instrument Mame Instrument 1 Uzer Mame QTOF-HP admin

Acq Method M5 _APCT_POS.m Acquired Time  2/6/2017 5:27:12 PM

TRM Calibration Status EE= o4 Method Default.m

Commant

Stream Name Lc1 Acquisition 5W B200 seres TOF G50 series
Version {-TOF B.06.01 {BE1ST)

Uszer Chromatograms
Fragmsentos Voltage 60 Collision Energy 0 Tonization Mode  APCT

¥in 2 +APC TIC Scan Frag=60.0v EmrahOzakar.d
14 1

0B 1
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0.4 |

0.2 y ..‘\_

ol

1 1.2 1.4 B k 2 2.2 2.4 28 2.8
Counts (%) ve, Acquisition Tima (min)

User Spectra
Fragmentor Voltage Collision Energy Tonization Mode
& a ARCT
%10 5 |[C19H16 CIN O4: +APCI Scan (rt: 0-0 min, 17 scans) Frag=60.0v EmrahOzakar.d
358 pa35

B {S19 H16 Ol N O4]+HH

&

FR

2

220,087
o4 | Li 4521369 8634518 -
00 B0 300 400 s00 600 M0 &00 800 1000 1700
Counts vs. Mass-to-Charge {m/'z)
Peak List
e Z [Abund Formula Ton
220.0576 1 |31860.18
580835 1 92128713 019 H16 O N 04 [M+H]+
55,0877 1 J193110.47 019 H16 O N 04 [M+H)+
3600821 1 [30E9495.91 19 H16 O N 04 [M-H
Formula Calculator Results
[Farmula [Eest_ [Hass [Tat Mass ___[OWft (ppm) [Ton Species [Score |
[ci9 wic W oa | True | zs7.oes]  357.0768] 0.58]c19 HI7 O K 04 S
— End OF Report —
iii Agilent Technologies Page 1 of 1 Printed at: 6:13 PM on: 2/6/2017

Sekil 4.4. Indometazinin kiitle spektrumu
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4.1.5. indometazinin Farkh Ortamlarda Céziiniirliigiiniin Tayini
Bolim 3.4.5’te anlatildig1 gibi saf indometazine ait ¢Oziiniirlik calismalari

yapilmigtir. Elde edilen sonuglar agagida Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Indometazin ¢oziiniirliik ¢alismasi sonuglart (ug/mL, X£SS, n=3)

o pH 1.2 HCI pH 6.8 Fosfat pH 7.2 Fosfat
Distile su
Tamponu Tamponu Tamponu
4.10+1.58 0.37£0.07 70.76 £ 1.62 184.78 + 0.90

4.2. indometazinin HPLC ile Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi
Bolim 3.5’te anlatildign sekilde indometazinin stok ¢ozeltisi (1 mg/mL)
hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden hareketle gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik
¢ozeltilerin spektrumlart HPLC’de alinmistir. Dalga boyu taramasi sonucu maksimum
absorbansin alindigi dalga boyu 254 nm olarak tespit edilmistir. 10 pg/mL
konsantrasyonda indometazin igeren ¢ozeltiye ait kromatogram Ornegi asagida

Sekil 4.5°te verilmistir.
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Sekil 4.5. Indometazinin hareketli faz icinde hazirlanan ¢dzeltisinin HPLC ye enjekte

edilmesiyle elde edilen kromatogram piki.
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4.3. Indometazine Ait Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi
Bolim 3.6°da anlatildigi gibi 6 farkli konsantrasyon ve her bir seriden 6 adet
olacak sekilde 6rnekler hazirlanmis, HPLC’de 254 nm’de Sl¢iimii yapilmustir. Her bir
konsantrasyon ve karsilik gelen pik alan degerleri grafige gegirilmis, regresyon analizi
yardimiyla kalibrasyon egrisi ve yapilan tiim analizlerde kullanilmak {izere denklemi elde
edilmistir. Kalibrasyon egrisi ve denklemi Sekil 4.6’da, piklerin kromatogramlari ise

Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Indometazin kalibrasyon egrisi ve denklemi

uV | Datal:06202017-validasyonson-0,3ug-n=6_012.lcd PDA Ch1l 254nm,4nm
Data2:06202017-validasyonson-3ug-n=6_018.lcd PDA Ch1 254nm,4nm
Data3:06202017-validasyonson-25ug-n=6_024.lcd PDA Ch1 254nm,4nm
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Data5:06202017-validasyonson-100ug-n=6_036.lcd PDA Ch1l 254nm,4nm
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Sekil 4.7. Kalibrasyon egrisini olusturan konsantrasyonlar
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4.4, Miktar Tayin Yonteminin Validasyonu

Kromatogramlar incelenerek deneysel olarak sinyal/giiriiltii oraninin 3/1 oldugu
ve indometazinin nicel olarak saptanabildigi en diisiik konsantrasyon degerinin
0.1 pg/mL olarak tespit edilmistir (LOD).

Yo6ntemin belirli bir dogruluk ve kesinlikle saptayabildigi minimum indometazin
miktari i¢in yapilan denemeler neticesinde kromatogramlar incelenerek deneysel olarak
sinyal/giiriiltiic oraninin 10/1 oldugu konsantrasyon degeri 0.3 pg/mL olarak tespit
edilmistir (LOQ). Bu deger ayn1 zamanda kalibrasyon egrisinin de en diisiik noktasi
olarak sec¢ilmistir.

Bolim 3.7°de anlatildigi sekilde indometazinin stok c¢ozeltisinden hareketle
seyreltik orneklerinin 6l¢iimleri yapilmig ve indometazin konsantrasyonuna karsi elde
edilen analitiksel cevaplarin dogrusallig1 karsilastirilmistir. 250 pg/mL konsantrasyon
Oorneginden sonraki konsantrasyonlarin dogrusalliktan saptigi tespit edilmistir.
Denklemin egimi (M) ve determinasyon katsayisi (R?) hesaplanmistir. R?nin 1’e yakin
olmasi dogrusallig1 pekistirmistir.

Yontem dogrulugunu ve kesinligini saptayabilmek i¢in Boliim 3.7°de anlatildig:
sekilde hesaplamalar yapilmistir. % BSS ve % BH degerleri % 2’nin altinda, % VK degeri

ise % 0,22 olarak bulunmustur. Sonuglar asagida Tablolar 4.2 - 4.6 arasinda verilmistir.

Tablo 4.2. Analitik yontem validasyonu giin i¢i dogruluk ve kesinlik (n=6)

0.5 pg/mL 75 pg/mL 225 ng/mL
0.502 £ 0.008 75.305+0.417 221.291 + 1.485
[0)
Y0 BSS 1.516 0.554 0.671
[0)
Yo BH 0.354 0.407 -1.649
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Tablo 4.3. Analitik yontem validasyonu giinler aras1 dogruluk ve kesinlik -1.giin (n=6)

0.5 pg/mL 75 pg/mL 225 png/mL
0.505 £0.007 75.294 £ 0.506 224.098 +3.157
% BSS 1.330 0.672 1.409
% BH 0.958 0.392 -0.401

Tablo 4.4. Analitik yontem validasyonu giinler arasi1 dogruluk ve kesinlik -2.giin (n=6)

0.5 pg/mL 75 ng/mL 225 pg/mL
0.496 + 0.008 73.839 + 1.260 223.654 +2.056
% BSS 1.515 1.707 0.919
% BH -0.705 -1.548 -0.598

Tablo 4.5. Analitik yontem validasyonu giinler arasi1 dogruluk ve kesinlik -3.giin (n=6)

0.5 pg/mL 75 pg/mL 225 pg/mL
0.494 + 0.007 74.355+£0.932 224,931 +3.971
% BSS 1.447 1.253 1.765
% BH -1.131 -0.860 -0.031

Tablo 4.6. Varyasyon katsayis1 hesaplamasinda kullanilan konsantrasyonlar ve egimleri

Konsantrasyon (ug/mlL)
n 0.3 3 25 50 100 250
1 0.295 3.093 25.072 48.554 97.672 251.352
2 0.302 3.113 24.939 49.477 97.115 250.474
3 0.303 2.797 24.947 48.921 97.013 251.299
4 0.299 3.101 25.203 48.459 97.701 251.901
5 0.297 3.123 25.031 49.605 97.727 250.887
6 0.304 2.773 24.774 49,238 97.076 251.430
Ort. 0.300 3.000 24.994 49.042 97.384 251.224
SS. 0.003 0.152 0.132 0.435 0.318 0.447
Her bir serinin 1 2 3 4 5 6 ort. SS
egimi (m) 38859 38697 38849 38940 38769 38873  38831.167 85.502
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Indometazinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda indometazin
icermeyen nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan tiim yardimci maddeler (PLGA,
PVA, Kollicoat® MAE 100P gibi) ayn1 formiilasyon ve analiz ortaminda HPLC cihazina
enjekte edildiginde kromatogramda indometazin piki ile ayni siirede gelen herhangi bir
pik veya herhangi bir farkli pik olmadigi tespit edilmistir. Formiilasyon bilesenlerine ait

kromatogram Sekil 4.8’de, stabilite sonuglar1 ise Tablo 4.7’de verilmistir.

mAU(x1,000)

4254nm.4nm
1,04

0,5

0,0

e A s s ey By ey e S ey B S S S ey B EA —
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 min

Sekil 4.8. Formiilasyon bilesenlerine ait kromatogram
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Tablo 4.7. Indometazin stok ¢ozeltisinin stabilitesi (n=3)

1.Giin / +25+£ 2 °C 15.Giin/ +25+ 2 °C 30.Giin / +25 £ 2 °C 1.Giin/+37+2°C
Ornek  Miktar % Miktar % Miktar % Miktar %
% BH % BH % BH % BH
(ng/mL)  (ng/mL) BSS (ng/mL) BSS (ng/mL) BSS (ng/mL) BSS
1.734 +
15 022 15,58 1.729 + 1.745 + 1.854 +
0.004 0.006 0.35 15.29 0.01 0.58 16.33 0.209 11.28 23.58
71.410 +
70 0.08 201 71.741 + 73.671 + 71.891 +
0.06 0.5 0.07 2.49 3939 4.39 5.24 0.06 0.08 2.70
215.458 +
215 0.14 0.21 216.321 + 0.05 0.61 216.231 0.03 057 216.199 + 0.14 0.56

0.297 0.109 +0.066 0.297




4.5. Formiilasyon Gelistirme Calismalarina Ait Bulgular
4.5.1. Formiilasyon Bilesenlerinin Se¢cimi

e Organik Coziiciniin Secimi

Liyofilizasyon islemine kadar yapilan denemeler sonucunda PLGA polimeri ile
hazirlanacak olan nanopartikiiller igin asetonitril, nanosiispansiyonlar i¢in ise aseton
organik faz olarak belirlenmistir. Belirlenen hem polimer hem de indometazin miktarini
tam olarak ¢oziindiiren, yontemin verimliligi ve buharlastirma siiresinin kisa tutulmasi
acisindan minimum miktar organik ¢6ziici hacmi 2.5 mL olarak saptanmustir.

e Kullanilan Stabilizan (PVA) Miktarinin Belirlenmesi

Nanopartikiiller, hazirlama asamasinda organoleptik yonden kontrol edilmis ve
optik mikroskop goriintiileri incelenmistir. En yiiksek verimde, en stabil nanopartikiilleri
elde ettigimiz, minimum miktar kullanarak kalint1 PVA miktarini en aza indirdigimiz %
0,1 (a/h) konsantrasyonu se¢ilmistir.

e PLGA Miktarinin ve Organik /Sulu Faz Oraninin Belirlenmesi

Farkli miktar PLGA ile olusturulan nanopartikiillerin optik mikroskop goriintiileri
incelenmistir. Gorlintiiler sonucunda homojen dagilmig, agregat olusmamuis, kiiciik
boyutlarda (200-300 nm) ve partikiil boyutu dagilimi oldukga iyi olan, kalint1 birakmayan
polimer miktari ile organik faz:sulu faz orani belirlenmistir. PLGA ile siirdiiriilecek olan
deneylerimizin tim agsamalari i¢in 25 mg polimer ve 1:1 organik faz:sulu faz oranimn
se¢ilmesine karar verilmistir.

e Etkin Madde Miktarinin Belirlenmesi

Neticede olusturulan PLGA nanopartikiillerin optik mikroskop goriintiileri 1s1ginda
kalint1 olugturmayan, partikiil boyutu ve dagilimi1 uygun, 25 mg PLGA nanopartikiillerine
en yiiksek yiiklemenin goriildiigii indometazin miktart 5 mg olarak secilmistir. Ayrica

belirlenen organik faz:sulu faz oranlar1 (1:1) ve stabilizan (% 0.1 a/h) konsantrasyonu
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1s1¢inda en iyl nanosiispansiyonun elde edildigi (etkin madde yiikli-PLGA
nanopartikiillerine kiyaslama agisindan da) indometazin miktar1 5 mg olarak
belirlenmistir.

e Organik Fazin Damlatilma Siiresinin Belirlenmesi

Organik faz:sulu faz oraninin 1:1 ve miktarlarinin da 2.5 mL olarak belirlenmesi
sonucu damlatma siiresinin de optimum 5 dakika oldugu belirlenmistir.

e Karstiricinin Tipi ve Hizinin Belirlenmesi

Optik mikroskop goriintiileri 1s1ginda stabil, yiiksek verimde ve en 6nemlisi de
uygun nano boyutlarda hazirlandig: goriilen nanopartikiiler sistemleri homojenize etmek
icin ¢ok noktali manyetik karistiric1 ve hiz olarak ise 1000 rpm se¢ilmistir.

e Organik Coziicuniin Uzaklastirilmasi icin Rotovapor Sartlarinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda yapilan denemeler sonucunda organik c¢oziiclleri
uzaklagtirmak i¢in 40 °C sicaklik, 60 rpm doniis hizi ve 5 dakika ugurma siiresinin
optimum yeterli oldugu goriilmiistiir. Daha yiiksek sicakliklarda nanopartikiiler yapinin
hasar gordiigii, daha diisiik sicakliklarda ise organik ¢6ziiciliniin tamamen uzaklastirilmasi
isleminin yetersiz kaldig1 ve bu siirede olusan nanopartikiiler yapilarin bozuldugu tespit
edilmistir.

e Nanopartikiilleri Biriktirmek icin Santrifiij Stiresi ve Hizinin Belirlenmesi

PLGA ile hazirlanacak olan nanopartikiiler sistemlerdeki yiliklenmemis etkin
maddeyi ve nanopartikiile doniismemis polimer kalintilarini bertaraf etmek i¢in 4000 rpm
hizda 5 dakika siireyle 6n santrifiij yapilmas1 dngoriilmiistiir.

Elde edilen siipernatandaki nanopartikiiler yapilar1 toplayabilmek, Sulu ortam
icinde kalan fazla PVA’y1 uzaklastirabilmek i¢in optimum hiz 10000 rpm (10.304xg) ve

siire olarak da 30 dakika belirlenmistir.
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Ayrica elde edilen nanosiispansiyonlar ic¢indeki indometazin partikiillerini
coktiirmek, fazla PVA’dan uzaklagtirmak i¢in yine optimum hiz ve silire olarak
10000 rpm (10.304xg) ve 30 dakika belirlenmistir.

Daha diisiik rpm hizlarda ve/veya daha kisa siirelerde yapilan denemelerde nano
yapilarin tamamen ¢okmedigi tespit edilmistir.

e Enterik Kaplama Materyalinin Miktarinin Belirlenmesi

Enterik kaplama materyali olarak Kollicoat® MAE 100P’nin etanol iginde
hazirlanan 10, 20, 30 mg/mL gibi farkli konsantrasyonlarindaki ¢6zeltileri kullanilmas,
cok sayida deneme yapilmistir. PLGA polimeri ile hazirlanan nanopartikiillerin
(indometazin igeren ve igermeyen) enterik kaplanmasi sonrasi elde edilen veriler; partikiil
boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, verimi, enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme kapasitesi
acisindan degerlendirilmistir. Sonugta daha kiigiik boyutlu, daha yiiksek zeta potansiyele
sahip nanopartikiillerin elde edildiginden dolay1 Kollicoat® MAE 100P’nin etanol i¢inde
hazirlanmis 20 mg/mL’lik ¢6zeltisinden 2.5 mL kullanilmasina karar verilmistir (organik
faz:sulu faz oranlarindaki 1:1 uyumu saglamak iizere). Burada mL’nin belirlenmesinde
elde edilen nanopartikiiler sistemlerin 6n santrifiij sonras1 hacminin yaklasik 2.5 mL
olmasidir. Ust iiste yapilan enterik kaplamalar neticesinde de verimi en yiiksek olan bir
defa kaplamaya karar verilmistir.

Nanosiispansiyon formiilasyonlar: calisilirken Kollicoat® MAE 100P’nin etanol
icinde hazirlanan ¢ozeltileri daha seyreltik konsantrasyonlarda denenmistir
(2, 4, 6 mg/mL). Nanosiispansiyonlarin ¢ok sayida yapilan enterik kaplanmasi sonrasi
elde edilen veriler; partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli, verimi, enkapsiilasyon
etkinligi, yiikleme kapasitesi acisindan degerlendirilmistir. Sonugta daha kii¢iik boyutlu,
daha yiiksek zeta potansiyele sahip, enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme kapasitesi ve

verimi daha yiiksek formiilasyonun Kollicoat® MAE 100P’nin etanol icindeki
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2 mg/mL’lik ¢ozeltisinden 2.5 mL kullanilmasi ile elde edildigi saptanmis (organik
faz:sulu faz oranlarindaki 1:1 uyumu saglamak iizere) ve bu oranlara karar verilmistir.
Burada mL’nin belirlenmesinde elde edilen nanosiispansiyonlarin hacminin yaklasik 2.5
mL olmasidir. Ust {iste yapilan enterik kaplamalar neticesinde de verimi en yiiksek olan
bir defa kaplamaya karar verilmistir.

Ust iiste 2 ve 3 defa enterik kaplama yapilan formiilasyonlarmn liyofilizasyon

sonrast goriintiileri asagida Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.9. indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri (Liyofilizasyon sonrasi)
A) 1 defa kaplama B) Ust iiste 2 defa kaplama C) Ust iiste 3 defa kaplama
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Sekil 4.10. Indometazin nanosiispansiyonlari (Liyofilizasyon sonrasi). A) Kaplanmamis

nanosiispansiyon B) 2 mg/mL Kollicoat® ile 1 defa kaplama C) 2 mg/mL Kollicoat® ile
2 defa kaplama D) 2 mg/mL Kollicoat® ile 3 defa kaplama E) 4 mg/mL Kollicoat® ile 1
defa kaplama F) 4 mg/mL Kollicoat® ile 2 defa kaplama G) 4 mg/mL Kollicoat® ile 3
defa kaplama H) 6 mg/mL Kollicoat® ile 1 defa kaplama I) 6 mg/mL Kollicoat® ile 2 defa
kaplama J) 6 mg/mL Kollicoat® ile 3 defa kaplama

4.6. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi
Bolim 3.9°da anlatildign sekliyle PLGA (50:50, MA~19.000 Da) polimeri
kullanilarak nanopartikiiler sistemler ve bunlarin Kollicoat® MAE 100P ile enterik
kaplanmas1 gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda indometazin igeren nanosiispansiyonlar
ve yine bu nanosiispansiyonlarin Kollicoat® MAE 100P ile enterik kaplanmasi basarili

bir sekilde gergeklestirilmistir.
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4.6.1. Indometazin yiiklii-PLGA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Boliim 3.9.1°de anlatildig: gibi nanopartikiiller hazirlanmustir. Sekillerinin kiiresel
oldugu saptanmigtir. Bu formiilasyona ait 100x biiyiitme giiciinde ¢ekilen optik

mikroskop goriintiisii asagida Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait optik mikroskop goriintiisii
(100x)

78



4.6.2. Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Boliim 3.9.2°de anlatildig1 gibi nanopartikiiller hazirlanmistir. Sekillerinin kiiresel
oldugu saptanmistir. Bu formiilasyona ait 100x biiyiitme giiciinde c¢ekilen optik

mikroskop goriintiisii asagida Sekil 4.12°de verilmistir.

Sekil 4.12. Bos nanopartikiillere ait optik mikroskop goriintiisii (100x)

Hazirlik safhasinda indometazin yiikli-PLGA ve bos nanopartikiillere ait

gorlntiiler Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Liyofilizasyon 6ncesi goriintiiler

A) Bos nanopartikiiller B) Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri

4.6.3. Enterik Kaph indometazin yiiklii-PLGA Nanopartikiillerinin
Hazirlanmasi

Elde edilen kirmiz1 kiire seklindeki enterik kaplanmis nanopartikiillere ait optik
mikroskop goriintlisii Sekil 4.14°te verilmigtir. Gorlintii optik mikroskop kullanilarak
200x biiyiitme giicii ile ¢ekilmistir. Damlatma siiresi bittikten sonra organik ¢dziiciiniin
buharlagtirilmasindan sonra elde edilen enterik kaplanmis ve kaplanmamis nanopartikiil

formiilasyonlarina ait goriintii ise asagida Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.14. Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait optik
mikroskop goriintiisii (200x)

Sekil 4.15. Liyofilizasyon 6ncesi kaplanmis ve kaplanmamis indometazin yiikli-PLGA
nanopartikiilleri
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4.6.4. Enterik Kaph Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Bolim 3.9.4’te anlatildigr gibi yalniz PLGA polimeri kullanilarak hazirlanmis
olan bos nanopartikiiller, devamli karistirilan Kollicoat® MAE 100P ¢ozeltisine
damlatilarak enterik kaplama gerceklestirilmis ve sonugta nanopartikiiler sistemler
kaplanmistir. Oldukg¢a kiiciik boyutlu kirmizi kiire seklindeki kaplanmis bos
nanopartikiillere ait optik mikroskop goriintiisii Sekil 4.16°da verilmigstir. Goriintii optik

mikroskopta 200x biiyiitme giicii ile ¢ekilmistir.

Sekil 4.16. Enterik kapli bos nanopartikiillere ait optik mikroskop goriintiisii (200x)
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4.6.5. indometazin Nanosiispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Boliim 3.9.5’te bahsedildigi gibi tasiyici bir polimer kullanilmaksizin hazirlanan
indometazin nanostispansiyonlari hazirlanmistir. Cubuk seklindeki nanosiispansiyonlarin
optik mikroskop ile 100x biiyiitme giicinde ¢ekilen goriintiisii asagida Sekil 4.17’de

verilmistir.

Sekil 4.17. Indometazin nanosiispansiyonlarina ait optik mikroskop goriintiisii (100x)
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4.6.6. Enterik Kaph indometazin Nanosiispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 sonunda optimum verimin elde edildigi en iyi
kaplama orani olarak 2 mg/mL secilmis ve Kollicoat® MAE 100P ile enterik kapl
nanosiispansiyonlar olusturulmustur. Kaplanmamis nanosiispansiyonlara gore daha
kiiciik boyutlu yine cubuk seklinde nanosiispansiyonlar elde edilmistir. Hazirlanan
enterik kapli nanosiispansiyonlara ait optik mikroskop ile 200x biiyiitme giiciinde gekilen

gorintii asagida Sekil 4.18de verilmistir.

Sekil 4.18. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonlarina ait optik mikroskop
gorilintiisii (200x)

In vitro ve in vivo deneylerde kullanilmak {izere gelistirilen tiim formiilasyonlar
ve bu formiilasyonlar1 olusturan bilesen ve oranlari asagida Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Gelistirilen formiilasyonlar ve formiilasyon bilesenleri (mg)

Formiilasyonlar Indometazin PVA PLGA Kollicoat® MAE 100P
Bos nanopartikiiller - 2.5 25 -
Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 5 2.5 25 -
Kapli bos nanopartikiiller - 2.5 25 50
Kapli indometazin ytlikli-PLGA
5 2.5 25 50
nanopartikiilleri
Indometazin nanosiispansiyonu 5 2.5 - -
Kapli indometazin nanosiispansiyonu 5 2.5 - 5
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4.7. Islem Validasyonu
Formiilasyon gelistirme asamasinda:
1. Indometazinin organik ¢dzelti icindeki stabilitesi,
2. Indometazinin organik faz:sulu faz birlesmesi sonucu stabilitesi,
3. Indometazinin organik ¢oziiciiniin ugurulmasi sonrasi stabilitesi,
4. Indometazinin enterik kaplama ¢dzeltisi i¢indeki stabilitesi incelenmistir.
4.7.1. Nanopartikiiler Sistemler
PLGA polimeri kullanilarak hazirlanmis olan indometazin yiikli-PLGA
nanopartikiillerine ait islem asamalar1 stabilite yoniinden ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Sonuglar asagida Sekil 4.19 - 4.21°de verilmistir.

1,003

indometazgn|

0.75]
0.50]
0.25]

D'DU_ T "I T T
00

Peak# Ret. Time Area Height Mark Conc. Unit ID# Name Area%
0,995 3020 287 0 0,026
2,986 3462 474 0 0,03
4,57 11412153 1308136 295,147 wL 1 indometazin 99,569
5,256 39256 1629 0 0,342
6,667 3621 325 0 0,032
11461513 1310852 295,147 100

HPLC
) Toplam - Sonug
Analiz ] Seyreltme Olgiim . ]
Hacim Indometazin
Sonucu Faktorii  Hacmi (ml) )
) Miktari (mg)
(ug/ml)

295,147 3 1.5 4,919

Sekil 4.19. Nanopartikiil hazirlamada 1.asama sonrasi indometazinin stabilitesi
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AL 000

=
l'.r'l

[=]
i

[=] L=
-h] o
T M T

[=]
[=]
[=

P Eanm. 4ni

indometazin

©
[=]

Peak# Ret.Time  Area

0,992
2,206
2,991
4,576
6,677

1456
1033
3165

Height
183

164
430

Mark Conc. Unit ID# MName Area%
0 0,014
0 0,01
0 0,03

10415976 1155650 265,596 ug/L 1  indometazin 99,914

3321

287

0 0,032

10428950 1196715 269,596 100

Toplam . Sonug
] Seyreltme Ol¢iim . .
H ndometazin
M Faktori  Hacmi(mL)
(ml) Miktar: (mg)

4,493

Sekil 4.20. Nanopartikiil hazirlamada 2.asama sonrasi indometazinin stabilitesi
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Akl 000)

-
T

-
=]

C3|I||r|1||||$llllrr|ll|I?Illlr

indometazin

=
-

=
[

=
=

[=1
[=1

Peak# Ret.Time  Area Height Mark Conc, Area%
0,985 1325 168 0 0,013

1,343 2231 158 0 0,021
2,986 3128 431 0 0,03

4,373 10489421 1205415 271,384 indometazin 99,633

3,568 28630 1204 0 0,272

6,674 3326 289 0 0,032
10528060 1207705 271,384 100

Toplam HPLC

. . i Toplam Sevrel ol Sonug
Indometazin Analiz Seyreltme clum . .
) Hacim ) Indometazm
Miktar Sonucu Faktori  Haco (m[)

(mg) (ug/mL) () Miktari (mg)

271,384 . 4,523

Sekil 4.21. Nanopartikiil hazirlamada 3.asama sonrasi indometazinin stabilitesi
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4.7.2. indometazin Nanosiispansiyonlari

Indometazin nanosiispansiyonlarina ait islam asamalar1 stabilite yoniinden ayri

ayr1 degerlendirilmistir. Sonuclar asagida Sekil 4.22 - 4.25’te verilmistir.

indometazin

Channel
Chl 254nm

Ret. Time Conc. Unit
4,633 150,777 ug/L

Peak# Area

& 5806076

Height
661004

Areath
99,271

Seyreltme

Faktoriy

Olgiim
Hacmi (ml)

Sonug

Miktars (mg)

1.5

5,025

Sekil 4.22. Nanosiispansiyon hazirlamada 1.asama sonrasi indometazinin stabilitesi

indometazin)

Channel
Chl 254nm

Ret. Time Conc. Unit
4,634 146,957 ug/L

Peak# Area

2 5659286

Height
544593

Areats

55,93

Toplam HPLC
Indometazin  Analiz
Miktar

(mg)

Toplam
Seyreltme

Faktorii

Hacim

(mL)

Sonucu

(ug'ml.)

Olgiam
Hacmi (ml.)

Sonug
Miktan (mg)

3 146,997 5

1.5

4,899

Sekil 4.23. Nanosiispansiyon hazirlamada 2.asama sonrasi1 indometazinin stabilitesi
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Ret. Time Conc. Unit Channel Pealk# Area Height  Area%
4,635 148,05 ug/L Chl 254nm 2 5700173 649692 99,931

Sonug
Miktar: (mg)

Seyreltme Olgiim
Faktori ~ Hacrm (ml)

1.5 4935

Sekil 4.24. Nanosiispansiyon hazirlamada 3.asama sonrasi indometazinin stabilitesi

All100%

ion
indometazin|

. L L
P S AT

[=]

10.0 12,5

[=]
(=]

Ret. Time Conc. Unit Channel Peak# Area Height  Area%
4,632 144791 ug/L Chl 254nm 2 5573637 636633 99,927

Toplam . Son
P Seyreltme Olgiim e

Hacim Indometazin

Fakiirii H 1
orii acm (ml) Miktar: (mg)

4.826

Sekil 4.25. Nanosiispansiyon hazirlamada 4.asama sonrasi indometazinin stabilitesi



4.8. Gelistirilen Formiilasyonlarin Fiziksel Ozellikleri

4.8.1. Formiilasyonlardaki Etkin Madde Miktarinin Tayini

Nanopartikiiler sistemlerin ve nanosiispansiyon formiilasyonlarin icerdikleri
indometazine ait miktar tayini HPLC yontemi ile belirlenmis, Boliim 3.11.1°de anlatildigt
sekilde valide edilmistir. Formiilasyonlara ait miktar tayini sonuglar1 asagida Tablo 4.8’de
verilmigtir.

Miktar tayini sonucu sistemlerin % EE degerleri ve % YK degerleri Boliim
3.11.1°de verilen esitlikler ile hesaplanmistir. Sonuglar1 ise asagida Tablo 4.9’da
verilmigtir.

4.8.2. Formiilasyonlarin Veriminin Tayini

Liyofilizasyon sonrasi elde edilen nanopartikiiler sistemlerin % V degerleri
Boliim 3.11.2°de anlatildigr sekilde hesaplanmistir. Sonuglar asagida Tablo 4.9°da

verilmigtir.

Tablo 4.9. Hazirlanan formiilasyonlara ait indometazin miktar tayini sonuglari (mg)

Enterik kaph

Indometazin ] ) . ] Enterik kaph

indometazin Indometazin ) )

n yiiklii-PLGA indometazin
yiiklii-PLGA nanosiispansiyonu

nanopartikiilleri nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri

1 3.510 4.416 3.224 4.334

2 3.348 4.028 3.872 4.424

3 4.010 4.358 3.655 4.388

4 3.563 4.355 3.297 4.490

5 3.862 4.419 3.893 4.690

6 4.145 4.324 3.957 4.436

X 3.740 £ 0.313 4.317 £0.146 3.650 £ 0.319 4.460+0.124
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Tablo 4.10. indometazin igeren ve igermeyen formiilasyonlar % EE, % YK ve % V sonuglari (n=6)

Formiilasyonlar % EE % YK % V
Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 72.45 +6.26 17.49 + 0.91 65.7 +3.23
Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 86.33 +£2.92 6.16 +0.33 85.2+4.53
Indometazin nanosiispansiyonu 72.99 £ 6.38 - 84.2+4.42
Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu 89.21+2.48 - 91.2+3.58
Bos nanopartikiiller - - 69.3 +5.46
Enterik kapli bos nanopartikiiller - - 71.5+4.38
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4

.8.3. Partikiil Boyutu ve Dagilim Tayini

Boliim 3.11.3’te anlatildig1 gibi formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilim

analizi yapilmustir (Sekil 4.26 - 4.31, Tablo 4.10).

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

DB e PP e :
20F e ST T £ O
B DS T S E R REREY 1 SR E TP RPN
P B B N P P TP PP
sl RO P UUDREPPRN POY AUUPL PO PO RP P
0 E ‘
0.1 1 10 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.26. Bos nanopartikiillere ait partikiil boyutu dagilimi grafigi (n=6)

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.27. Enterik kapli bos nanopartikiillere ait partikiil boyutu dagilimi grafigi (n=6)

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

T

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.28. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait partikiil boyutu dagilimi

grafigi (n=6)
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Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.29. Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait partikiil boyutu

Intensity (Percent)

20
15

10

dagilimi grafigi (n=6)

Size Distribution by Intensity

5

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.30. indometazin nanosiispansiyonlarina ait partikiil boyutu dagilim grafigi

Intensity (Percent)

(n=6)

Size Distribution by Intensity

1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.31. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonlarina ait partikiil boyutu

dagilimi grafigi (n=6)
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4.8.4. Zeta Potansiyel Tayini

Formiilasyonlar hazirlandiktan sonra Zeta Potansiyel dlgiimleri Bolim 3.11.4’te

anlatildig1 sekilde yapilmustir. Zeta Potansiyel Ol¢timlerine ait grafikler Sekil 4.32 -

4.37°de, sonuglar ise Tablo 4.10°da verilmistir.

Total Counts

Total Counts

200000
100000
0

250000
200000

150000

Zeta Potential Distribution

100 200
Apparent Zeta Potential (mV)
Sekil 4.32. Bos nanopartikiillere ait zeta potansiyel grafigi (n=6)
Zeta Potential Distribution
100000 -+ e AT
50000k e
0

0 100 200

Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.33. Enterik kapli bos nanopartikiillere ait zeta potansiyel grafigi (n=6)

Total Counts

500000
400000 I
300000
200000 I

100000

Zeta Potential Distribution

0 ! t 1
100 200

Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.34. indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait zeta potansiyel grafigi (n=6)
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400000T1"
300000T"

200000

Total Counts

100000

Zeta Potential Distribution

0

100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.35. Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait zeta potansiyel

600000

500000 I
400000 i
300000 i
200000 I

Total Counts

100000

grafigi (n=6)

Zeta Potential Distribution

0

Sekil 4.3

800000

400000

Total Counts

600000

200000

Apparent Zeta Potential (mV)

6. Indometazin nanosiispansiyonlarina ait zeta potansiyel grafigi (n=6)

Zeta Potential Distribution

0

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.37. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonlarina ait zeta potansiyel grafigi

(n=6)
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Tablo 4.11. Indometazin igeren ve icermeyen formiilasyonlarin partikiil boyutu, PdI ve zeta potansiyel sonuglari (n=6)

Formiilasyonlar Partikiil Boyutu (nm) Pdl Zeta Potansiyel (mV)

Indometazin yiiklii-PLGA

245.73 £3.92 0.15+0.03 -45.47 £ 1.46
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin ytikli-

192.55+1.95 0.14£0.02 -5437+1.14
PLGA nanopartikiilleri
Indometazin nanosiispansiyonu 504.12+23.84 0.27 +0.06 -20.15+0.80
Enterik kapli indometazin

) 429.98 £28.17 0.53£0.06 -26.80 + 1.50

nanostispansiyonu
Bos nanopartikdiller 234.17+3.76 0.11+0.03 -39.45+3.97
Enterik kapli bos nanopartikiiller 139.27 + 0.88 0.10 £0.02 -60.48 +2.50
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4.8.5. indometazinin, Piyasada Mevcut Preparatlarinin ve Indometazin
I¢ceren/icermeyen Formiilasyonlarin Yiizey Ozelliklerinin Tayini

Liyofilize formiilasyonlarin, indometazinin, ticari geleneksel kapsiil ve ticari ER
kapsiilin morfolojik 6zelliklerini tayin etmek i¢in Bolim 3.11.5°te anlatildigi gibi SEM

goriintiileri alinmistir. Formiilasyonlara ait SEM goriintiileri asagida Sekil 4.38 — 4.46°da

verilmistir.

28 : ! o)
EHT= 5.00kV Signal A = InLens
wb= 69mm Mag= 469KX

Sekil 4.38. indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri

DAYTAM
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EHT= 5.00kV
WD= 6.9 mm

Sekil 4.39. Bos nanopartikiiller

DAYTAM

Sekil 4.40. Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri
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EHT= 5.00 kV Signal A = InLens 100 nm*

WwD= 5.1mm Mag= 3530KX H

Sekil 4.41. Enterik kapli bos nanopartikiiller

DAYTAM

EHT= 3.00kV Signal A= InLens
WD= 7.2 mm Mag= 484KX

DAYTAM

Sekil 4.42. indometazin nanosiispansiyonu
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EHT= 300 kV Signal A = InLens Tpum
WD = 6.9 mm Mag= 59TKX |_|

DAYTAM

Sekil 4.43. Enterik kapli indometazin nanostispansiyonunu

EHT= 500 kV Signal A= InLens ZEISS
WD= 51mm Mag= 137X

Sekil 4.44. Indometazin

DAYTAM

i e
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EHT= 500 kV Signal A= InLens
WD= 53 mm Mag= 535KX

DAYTAM

Sekil 4.45. Ticari geleneksel kapsiil i¢inde yer alan toz karisim

EHT= 5.00kV Signal A= SE2
WD= 5.7 mm Mag= 70X

DAYTAM

Sekil 4.46. Ticari ER kapsiil icinde yer alan pellet
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4.8.6. Bilesenlerin ve Formiilasyonlarin DSC Termogramlari

Formiilasyonlarda kullanilan bilesenlerin ve gelistirilen nanopartikiiler
formiilasyonlarin liyofilize 6rneklerinin, Boliim 3.11.6°da anlatildig1 sekilde DSC cihazi
kullanilarak termogramlar1 alinmistir. Olgiimler sonucu bilesenlerin, formiilasyonlarin ve

fiziksel karisimlarin elde edilen termogramlar: asagida Sekil 4.47 - 4.61°de verilmistir.

DSC /(uV/mg)
T exo
. ]
Area: -36.84 pVs/mg _—____,)
Onset 210.35°C
T T T T T T
Temperature /°C
Main  2019-08-1413:40  User: ASUS
Instrument: METZSCH STA409PCIPG File : C\NETZ3CH!Proteust 1\dataljale\emraht2019-02-07-1000C-10K-PVA-HAVA ngb-dsv
Erujecl: X Sample : ILAG, 7.064mg Sample car/TC: DSC(TG)HIGHRG 2/5 TG corr.m.range: 820/30000 mg
Identity : ILAG Material : Fosfat Mode/type of meas.: DSC-TG/sample with correction DSC cort/m. range :  820/5000 pV
Dateitime : 7.02.2019 12:38:46  Correction file: 2018-11-15-1000 C-10K-yeni.ngb-bsv  Segments: mn
Laboratory: x Temp.Cal/Sens. Files : TCALZEROTCX/ SENSZERO.EXX Crucible : DSCITG panAl203
Operator : Range : 30°C/10.0(K/min)1000°C Atmosphere : AIR(80/20M/60 [ AIR(80/20)30 / =no gas=/—

Created with NETZSCH Profeus software

Sekil 4.47. Saf PVA’ya ait termogram
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DSC /(uV/mg)
0.2 4T &xo 1
Area:-318.2 uVs/mg P
.
t L .
— ORSEE 242201 =
0.0 /
. 7
{
N\ I
A% ]
Y I}
% 1
X, 1
-0.2 K {
) Ay {
\ ]
\ kv ]
0.4 Tg: 44.01 °C Area: -117.2 pVsimg
T T T T T T T
Temperature /°C
Main  2019-06-14 13.45 User ASUS
Instument: NETZSCH STA409PC/IPG File: C:\NETZSCH'Proteusé 1\dataljale\emrah\2018-05-10-1000C-10K-2 nolu-ilag-hava ng b-dsv
Project : x Material Fosfat Segments : n
Identity : emrah Correction file : elb-10K- 1000 C-10-07-201 8-kdmur-havangb-bsv Crucible : DSCITG panAl203
Dateitime : 5.10.2018 10:59.22 Temp.Cal./Sens. Files : TCALZERQOTCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AIR(80/20)/860 /AIR(80/20)/30 / <no gas=/—
Laboratory: x Range : 35°CH0.0(Kiminy1000°C TG corr./m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car./TC : DSC(TG)HIGHRG 2/8 DSC corrm. range : 8203000 pV
Sample : ilag, 12.8 mg Modeitype of meas. : DSC-TG / sample with comection
Creatsd with NETZSCH Frotess software
. Py .
Sekil 4.48. Saf PLGA’ya ait termogram
DSC /(uVimg)
T exo i
Area -102.9 uVsimg
0.0 - ¥ —_—
\ ~
-0.5 1 Onset: 17263 °C
T T T T T T
Temperature /°C
Main 20190814 13:18 User: ASUS
: NETZSCH STA409PCIPG File: CANETZSCH\Proteusé 1\data\jale\emrah'2018-09-28-1000C-10K-3 nolu-hava.ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments: 1M
Identity : EMRAH Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-komir-h ava.ngb-bsv Crucible : DSC/TG pan A203
Dateftime :  28.09.2018 08:32:44 Temp.CaliSens.Files : TCALZERO.TCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AIR(B0/20)60/AIRBI/20)30 / <n0 gas =—
Laboratory: x Range : 35°C/M10.0(Kiminy1000°C TG corr./m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car/TC: DSCOTG)HIGHRG 215 DSC corr./m. range :  820/5000 pV
Sample : ILAG, 10.5 mg Modeitype of meas.:  DSC-TG/ sample with correction
Craated with NETZSGH Profeus software

Sekil 4.49. Saf Kollicoat® MAE 100P’ye ait termogram
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DSC /(uV/mg)

T exo
Area: -10.15 pVsimg
Onset: 146.94 °C
T T T T T T
Temperature /°C
Main 2019-08-14 1321 User. ASUS
Instrument: NETZSCH STA409PCIPG File : CANETZSCH\Proteus6 1\data\jale\emrah\2018-09-28-1000C-10K-4 nolu ilag-hava.ng b-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments: 1"
Identity : emrah Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-kémir-hava.ngb-bsv Crucible : DSCITG pan A203
Dateitime : 28092018 150549 Temp.Cal/Sens. Files : TCALZERO TCX/SENSZERO EXX Atmosphere : AIR(B0/20Y60 AIR(BOV20 Y30 / <no gas =-—
Laboratory: x Range : 35°CA0.0(Kimin)y1000°C TG corr./m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car./TC: DSC{TG)HIGHRG 2/8 DSC corr.m. range :  8§20/5000 pV
Sample : ILAG, 10.1mg Modeitype of meas.:  DSC-TG/ sample with correction

Created with NETZSCH Profeus software

Sekil 4.50. Saf indometazin, saf PLGA ve saf Kollicoat® MAE 100P’nin fiziksel
karisimlarina ait termogram

DSC /(uV/mg)

T exo

Area -106.8 pVs/mg 4l
-0.5 1 Onset 257 20°C
T T T T T T T
Temperature /°C
Main  2019-06-1413:24 User ASUS

Instrument: NETZSCH STA409PCIPG File : C\NETZSCH\Proteus6 1\datajale\emrahi20 18-07-09-1000C-10K-lag-5 nolu ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments: m
Identity: ilag Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-kémiir-h ava.ngb-bsv Crucible : DSCTG panAl203
Dateitime :  7.09.2018 15:14:08 Temp.Cal./Sens. Files : TCALZERO.TCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AIR(80/20)/60 /AIR(80/20)/30 / =no gas=/—
Laboratory: x Range : 35°C/10.0(K/min)1000°C TG corrm. range: 820/30000 mg
Operator : Sample carmc: DSC(TG) HIGHRG 2/38 DsC corr/m.range: 820/5000 uv
Sample : cimento katlasiz, 11.7 mg Modeitype of meas. : DSC-TG / sample with correction

Created with NETZSCH Proteus software

Sekil 4.51. Bos nanopartikiillere ait termogram
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DSC /(uVimg)

3_

1 exo

Area: -109.9 yVsimg

_/\ﬂ

e
Onset: 178.79°C

50

Main 2019-05-14 13:26 User: ASUS

150
Temperature /°C

200

250

Instrument: NETZSCH STA409PCIPG File: CI\NETZSCHProteus6 1\data\jale\emrah\2018-09-20-1000C-10K-6 nolu-hava.ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments: 117
Identity : ilag Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-kdmir-hava.ngb-bsv Crucible : DSC/TG pan A203
Dateftime :  20.00.2018 11:14:24 Temp.Cal./Sens. Files : TCALZERO.TCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AR(20/20¥60 /AIR(BW/20¥30 / <no gas =-—
Laboratory: x Range : 35°C/10.0(Kimin)1000°C TG corr./m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car/TC: DSC(TG)HIGHRG 2/S DSC corr./m. range : 820/5000 pV
Sample : ilag, 4.7 mg Modeitype of meas.:  DSC-TG/ sample with correction
Created with NETZSCH Profeus software
. H 1 e H
Sekil 4.52. Enterik kapli bos nanopartikiillere ait termogram
DSC /(uV/mg)
T exo
)|
0.5 Area: -196.8 uVs/mg/
0.0 4 — =
05 1 Onset: 245.97 °C
T T T T T T T
Temperature /°C
Main 20190814 1333 User: ASUS
1 NETZSCH STA409PCIPG File: CONETZSCH\Proteust1\datajale\emran2018-09-28-1000C-10K-7 nolu-ilac.ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments : 1A
Identity : emrah Correction file : elo-10 K- 1000 C-10-07-2018-komir-hava.ngb-bsv Crucible : DSCITG pan A203
Dateftime :  28.09.2018 11.22:39 Temp.Cal./Sens. Files : TCALZERO.TCX/SENSZERQ.EXX Atmosphere : AIR(20/20¥60 /AIR(BV 2030 / <no gas =-—
Laboratory: x Range : 35°CH 0.0(K/miny1000°C TG corr.m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car./TC: DSCUTG)HIGHRG 2/5 DSC corr./m. range : 820/5000 pV
Sample : ILAC, 11.2 mg Modeitype of meas. : DSC-TG / sample with correction
Created with NETZSCH Proteus software

Sekil 4.53. indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait termogram
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DSC /(uV/mg)
1 €x0

25
2.0
15
1.0

0.5

Onset: 174.37°C

Area -50.73 pVsimg

)|

0.0

-0.5

-1.0

-1.5

T T T T T T
50 100 150 200 250 300
Temperature /°C
Main  2019-06-14 1329 User ASUS

Instrument: NETZSCH STA409PCIPG File: CINETZSCH\Proteus6 1\dataljale\emrah\2018-09-20-1000C-10K-8 nolu.ngb-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments : 1n
Identity : ilag Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-kdmir-hava.ngb-bsv Crucible : DSCAG pan A203
Dateftime: 20092018 134614 Temp.Cal./Sens.Files : TCALZERO TCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AIR(B0/20¥60 /AIR(B0/20 ¥30 / =no gas =-—
Laboratory: x Range : 35°CM0.0(Kimin}1000°C TG corr./m. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car./TC : DSC(TG)HIGHRG 2/8 DSC corrdm. range :  820/5000 pVv
Sample : ilag, 4.1 mg Mode/type of meas. : DSC-TG/ sample with correction

Crested with NETZSCH Proteus software

Sekil 4.54. Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait termogram

DSC /(uV/mg)
2 T €X0
Onset 14352 °C M1
Area: -20.48 pVsimg
T T T T T T
Temperature /°C
Main  2019-06-14 13:35 User: ASUS
Instrument: NETZSCH STA409PC/IPG File: CANETZSCH\Proteus6 1\dataljale\emrah\2018-07-09-1000C-10K-ilag-hava-9 nolu.ng b-dsv
Project : X Material : Fosfat Segments : 1
Identity : ilag Correction file : elb-10K-1000 C-10-07-2018-kdmir-havangb-bsv Crucible : DSCITG panAi203
Date/time : 7.09.2018 09:48:27 Temp.Cal./Sens. Files : TCALZEROTCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AR(B0/20Y60 JAIR(BI/20Y30/ <no gas =-—
Laboratory: x Range : 35°CHO.0(K/miny1000°C TG corrJm. range : 820/30000 mg
Operator : Sample car/TC : DSC{TG)HIGHRG 2/ & DSC com/m. range : 820/5000pV
Sample : cimento katkisiz, 2.5 mg Mode/type of meas. : DSC-TG / sample with comection

Created with NETZSCH Proteus software

Sekil 4.55. Indometazin nanosiispansiyonlarina ait termogram
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DSC /(uV/img)
61 1e€xo

)|

Area: -10.51 pvVsimg

Onset: 201.62°C

50

Main  2019-08-14 13:37 User. ASUS

100

150 200 250 300
Temperature /°C

Instrument: NETZSCH STA400PC/PG File: CANETZSCHProteusé 1\datajale\emrahi2018-09-20-1000C-10K-ilag-10nolu-hava.ngb-dsv

Project : X Material : Fosfat Segments: 1"

Identity: ilag Correction file : elb-10 K- 1000 C-10-07-2018-kémiir-h ava.ngb-bsv Crucible : DSC/TG pan AI203

Dateitime :  20.09.2018 08:37:07 Temp.Cal/Sens. Files : TCALZERO.TCX/SENSZERO.EXX Atmosphere : AIR(20/20Y60 /AIR(S0/20 Y30/ <n0 gas =-—
Laboratory: x Range : 35°C/10.0(K/min}1000°C TG corr/m. range : 020/30000 mg

Operator : Sample car/TC: DSC(TG)HIGHRG 2/8 DSC corrim. range :  020/5000 pV

Sample : ilag, 3.3 mg Mode/type of meas. : DSC-TG/ sample with correction

Created with NETZSCH Profeus software

Sekil 4.56. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonlarina ait termogram

DSC /(uV/mg)

1 exo

200 250 300 350 400
Temperature /°C

Sekil 4.57. Saf indometazin, saf PLGA ve saf Kollicoat® MAE 100P’ye ait

termogramlar

(11 Saf PLGA polimeri
(21 Saf indometazin
[3] Saf Kollicoat® MAE 100P polimeri
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DSC AuV/mg)

1 exo
2.51

2.0 1

1.5 1

1.0 4

0.5 4

0.0 4

-0.5 1

50 100 150 200 250 300 350 400
Temperature /°C

Sekil 4.58. Bos nanopartikiiller, enterik kapli bos nanopartikiiller, enterik kapl
indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri ve indometazin yiikli-PLGA
nanopartikiillerine ait termogram

(11 Bog nanopartikiiller

[2 Enterik kapl1 bos nanopartikiiller

[31 Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri
[l indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri

DSC /(uV/mg)

T exo
3.51

3.0
251
2.04
1.5 1
1.0 1
0.5

0.0 1

50 100 150 200 250 300 350 400
Temperature /°C

Sekil 4.59. Formiilasyonlara ait termogramlar

[11 Bos nanopartikiiller

21 indometazin nanosiispansiyonu

[ Enterik kapli bos nanopartikiiller

14l Enterik kapl indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri

51 Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu

(6] Saf indometazin, saf PLGA ve saf Kollicoat® MAE 100P fiziksel karisimlart
[l indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri
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DSC /(pVimg)
1 exo

3 |
2 |
1]
o]
-1
-2 |

50 100 150 200 250 300 350 400

Temperature /°C

Sekil 4.60. Saf indometazin, saf Kollicoat® MAE 100P ve nanosiispansiyonlara ait
termogramlar

(11 Saf indometazin

2] indometazin nanosiispansiyonu

[31 Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu
141 Saf Kollicoat® MAE 100P polimeri
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DSC /(uV/mg)
7 €xo

50 100 150 200 250 300 350 400
Temperature /°C

Sekil 4.61. Formiilasyonlara ve formiilasyon bilesenlerine ait termogramlar

(11 Saf PLGA polimeri

21 Saf indometazin

[l Bos nanopartikiiller

[l indometazin nanosiispansiyonu

51 Enterik kapli bos nanopartikiiller

(61 Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri

[71 Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu

81 Saf Kollicoat® MAE 100P polimeri

191 Saf indometazin, saf PLGA ve saf Kollicoat® MAE 100P nin fiziksel karisimlar
[10] indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri
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4.8.7. Bilesenlerin ve Formiilasyonlarin FT-IR Spektrumlari

Boliim 3.11.7°de anlatildigi gibi bilesenlerin, gelistirilen formiilasyonlarin ve

fiziksel karisimlarin FT-IR spektrumlar alinmustir (Sekil 4.62 — 4.71).
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Sekil 4.62. Saf PLGA’ya ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.63. Saf PVA’ya ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.64. Saf Kollicoat® MAE 100P’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.66. Bos nanopartikiillere ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.67. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.68. Enterik kapli bos nanopartikiillere ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.71. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonuna ait FT-IR spektrumu
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4.9. indometazinin Formiilasyonlardan Sahminin Tayini

Boliim 3.12°de belirtildigi gibi formiilasyonlar ile ti¢ farkli ortamda (pH 6.8, pH
7.2 ve pH 1.2) dissoliisyon ¢alismalar1 yapilmistir Deneylerin sonuna kadar sink kosul
stirdiiriilmiistiir.

Farmakopelere kayitli olmayan pH 1.2 HCl tamponu ortaminda yapilan
dissoliisyon ¢alismasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.12°de, salim grafigi ise Sekil
4.72’de verilmistir.

USP30-NF25’e kayith olan “Indometazin Kapsiil” formuna ait mongraf bilgileri
dikkate alinarak pH 7.2 fosfat tamponu ile yapilan dissoliisyon ¢aligmasi, tolerans limiti
20 dk (0.33 saat) olmasina ragmen hazirlanan formiilasyonlarin salim profillerini izlemek
acisindan 24 saat siireyle devam ettirilmistir. Elde edilen dissoliisyon calismasina ait
veriler agagida Tablo 4.13’te, salim grafigi ise Sekil 4.73’te verilmistir.

Ayrica USP30-NF25’e kayith olan “Indometazin ER Kapsiil” formuna ait
mongraf bilgileri dikkate alinarak gergeklestirilen pH 6.8 fosfat tamponu ile yapilan
dissoliisyon ¢aligmasina ait veriler ise Tablo 4.14’te, salim grafigi ise Sekil 4.74’te

verilmistir.

Tablo 4.12. pH 1.2°de ve 2 saat sonunda % ¢6ziinen indometazin (n=3)

% Coziinen ilag

Saf indometazin 0.45 + 0.02
Indometazin geleneksel kapsiil 0.58 +0.09
Indometazin ER kapsiil 0.53 £0.05
Indometazin yiikli-PLGA nanopartikiilleri 0.40+0.00
Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 1.37+0.22

1.03+£0.10

Indometazin nanosiispansiyonu

Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu 0.74 +0.06
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% Kiimiilatif Coziinen

1,6

1,2

0,8

0,4

—@— Konvansiyonel Kapsil

—— ER Kapsl

—+— Indometazin yiikli-PLGA Nanopartikilleri

Kollicoat kapl indometazin yiikli-PLGA

Nanopartikilleri

—e— indometazin Nanosiispansiyonu

—>— Kollicoat kapl indometazin Nanosiispansiyonu

—@— Saf indometazin

t (saat)

Sekil 4.72. pH 1.2°deki tiim 6rneklere ait % ¢oziinen ilacin salim profilleri
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Tablo 4.13. pH 7.2 ortaminda % kiimiilatif ¢6zlinen indometazin (n=3)

% Kiimiilatif Coziinen flac

N Saat
Ornek

0.33 1 2 4 6 12
Saf indometazin 1571+1.74 3717+252 61.33+4.74 80.24+4.09 95.89+292 -
Indometazin geleneksel kapsiil 92.98+0.71 9458+1.67 9522+195 96.46+1.98 - -
Indometazin yiiklii-PLGA Nanopartikiilii 74.58+250 8032+2.63 8540+170 90.73+158 9445+1.07 100,95+0.74
Enterik kapl indometazin yikli-PLGA 595, 087 98232059  98.7920.16 : . .
Nanopartikiilii
Indometazin nanosiispansiyonu 110.29+2.14 - - - - -
Enterik kapli indometazin 97.09+3.68 97.19 + 3.49 i i i i

nanosiispansiyonu

119



% Kiimiilatif C6ziinen
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20

2 4 6 8 10 12

t (saat)

Sekil 4.73. pH 7.2°deki tiim 6rneklere ait % kiimiilatif ¢éziinen ilacin salim profilleri

—@— Konvansiyonel Kapsiil

—+—Indometazin yikli-PLGA
nanopartiklleri

Kollicoat kapl
indometazin yiikli-PLGA
Nanopartikilleri

—&— indometazin

nanoslspansiyonu

== Kollicoat kapli
indometazin
Nanosispansiyonu

—@— Saf indometazin
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Tablo 4.14. pH 6.8 ortaminda % kiimiilatif ¢ézlinen indometazin (n=3)

% Kiimiilatif Coziinen ila¢

. Saat
Ornek

1 2 4 6 12 24
Saf indometazin 16.97 + 1.58 33.95+202 53.20+0.23 69.06+0.35 86.82+1.72  101.11+0.77
Indometazin ER Kkapsiil 19.73 £ 6.05 37.88+1.04 5462+385 7253+1.89 78.58 +4.17 92.82+6.31
Indometazin yiikli-PLGA nanopartikiilii 11.70+0.13 18.90+£243 29.59+242  42.99+1.26 80.70 + 7.88 82.15+4.75
Enterik kaph indometazin yiikli-PLGA 8384274 24994506 2473+087 40004307  7251+522  90.35+136
nanopartikiili
Indometazin nanosiispansiyonu 14.14+£0.10 26.66+1.02 27.23+291 54.87+1.65 85.84 £6.29 98.40 £ 2.09
Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu 21.81+1.40 2405+1.18 2539+0.65 62.21+3.09 92.89+10.88 -
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% Kiimiilatif Coziinen

100
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—— ER Kapsdl

—@— indometazin yiikli-PLGA
Nanopartikilleri

—&— Kollicoat kapli indometazin
yikli-PLGA
Nanopartikilleri

indometazin
Nanosispansiyonu

—— Kollicoat kapl indometazin
Nanostspansiyonu

—@— Saf indometazin

Sekil 4.74. pH 6.8’deki tiim 6rneklere ait % kiimiilatif ¢6ziinen ilacin salim profilleri

122



4.9.1. indometazinin Salim Kinetiklerinin Tayini

Gelistirdigimiz formiilasyonlarin ve indometazinin piyasa preparatlarinin Béliim
3.12.1°de anlatildig1 iizere salim kinetiklerini belirleyebilmek amaciyla bilgisayar
programi aracilifiyla ¢dziinme hiz profillerinin egimleri ve R? degerleri grafik yontemi
ile hesaplanmistir. pH 6.8 fosfat tamponunda yapilan dissoliisyon galismasi i¢in elde
edilen veriler asagida Tablo 15°te, pH 7.2 fosfat tamponunda yapilan dissoliisyon

calismasi i¢in veriler ise Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 4.15. pH 6.8 ortamindaki indometazine ait salim kinetigi sonuglar1 (n=6)

RZ

0. Derece 1. Derece Higuchi Korsmeyer-Peppas
Indometazin ER kapsiil 0.8837 0.8041 0.9322 0.9737
Indometazin yukli-PLGA 0.9252 0.8917 0.9598 0.9740
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin
yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 0.9428 0.8542 0.9656 0.9344
Indometazin nanosiispansiyonu 0.9475 0.9032 0.9724 0.9606
Enterik kapl indometazin 0.9322 0.9064 0.9538 0.8411
nanosuspansiyonu

Tablo 4.16. pH 7.2 ortamindaki indometazine ait salim kinetigi sonuglari (n=6)

R2
0. Derece 1. Derece Higuchi Korsmeyer-Peppas

Indometazin geleneksel kapsiil 0.9015 0.8992 0.9118 -
Indometazin yilkdii-PLGA 0.8661 0.8344 0.9744 .
nanopartikiilleri

Enterik kapli indometazin

yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 0.7957 0.7940 0.8817 i
Indometazin nanosiispansiyonu 0.8240 0.8232 0.8899 -

Enterik kapli indometazin 0.5170 05177 0.4256 i

nanosiispansiyonu
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4.10. Formiilasyonlarin Stabilitesinin Tayini

Bolim 3.13’te anlatildigi gibi hazirlanan 6 ayri1 formiilasyonun bir ay siireyle
yapilan stabilite caligmalar1 sonucunda zeta potansiyel degerleri, partikiil biiyiikliikleri,
polidispersite indeksleri ve igerdigi indometazin miktarlari agisindan incelenmis, her bir
formiilasyon grubu i¢in hem oda sicakligi hem de +4 °C sicaklikta 24. saat, 15. giin ve
30. giin olmak tizere her bir parametre ayr1 ayr1 ele alinmistir. Miktar tayinlerine iliskin
sonuglar asagida Tablo 4.17’de; zeta potansiyel, partikiil boyutu ve polidispersite indeksi

sonuclari ise Tablo 4.18 — 4.20°de verilmistir.

124



Tablo 4.17. 30 giin boyunca sivi halde bekletilen formiilasyonlarda indometazin miktarindaki degismeler (n=3)

% Kalan Etkin Madde Miktari

1.Giin 30.Giin

Formiilasyonlar

+4 +2°C +25+2°C +4+2°C +25+2°C +4+2°C +25+2°C
Indometazin yukli-PLGA 89.0 +0.38 92.6 + 0.38 94.3 + 7.69 92.0 + 2.09 79.34 + 7.85 80.7 +12.01
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin

+ T +22. 1+3. 22+13. 1+£16.

yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 90.5+2.23 89.1 £5.25 70.7 £ 22.38 87.1+3.42 81.22+13.23 90.1+16.94
Indometazin nanosiispansiyonu 77.6+4.98 77.4+5.73 87.3+3.25 85.0+12.92 84.23 £6.30 76.4 +16.58
Enterik kapl: indometazin 75.1 +3.69 78.1+3.83 855+ 11.78 61.7+1576  91.13+10.86  79.9=18.94

nanosiispansiyonu
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Tablo 4.18. Sivi halde bekletilen formiilasyonlarin 1.giin sonunda farkli bekletme kosullarindaki zeta potansiyel, partikiil boyutu ve PdI

degerleri (n=6)

+4+2°C +25+2°C
Formiilasyonlar -~ - - -
Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel  Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
Pdl Pdl
(nm) (mV) (nm) (mV)
Indometazin yikla-PLGA 243134339  0.087+0.035 37904099 247624288 01020019  -33.83+2.12
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin
+ - + + + - +
Jikl-PLOA nanoparticilleri 206.12 + 2.94 0.128 + 0.021 51.97+2.82 208.52+223  0.135+0.016 45.42 +3.25
Indometazin nanosiispansiyonu  626.67 + 10.83 0.274 + 0.036 -15.78 £ 0.37 705.43 £20.29 0.248 + 0.041 -13.35+0.50
Enterik kapli indometazin 386.93+93.08  0.641+0.108 32.85+2.01 33062+ 8028  0.704+0.190  -31.85+2.03
nanosuspanmyonu
Bos nanopartikiiller 238.53 +2.91 0.136 + 0.009 35204122 231.80+2.81  0.065+0032  -27.62+1.25
Enterik kapl bog 138.88 + 1.42 0.146 + 0.007 64.52 + 2.46 13245+2.03  0.167+0.009  -74.12+1.78

nanopartikiiller
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Tablo 4.19. Siv1 halde bekletilen formiilasyonlarin 15.giin sonunda farkli bekletme kosullarindaki zeta potansiyel, partikiil boyutu ve PdI

degerleri (n=6)

+4+2°C 42542 °C
Formiilasyonlar - - - -
Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel  Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
Pdl Pdl
(nm) (mV) (nm) (mV)
Indometazin yiklu-FLGA 282174770 022440020  -4043+0.63  252.67+557  0.126+0.026  -41.58 +1.45
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin
+ - + + + - n
Jikl-PLOA nanoparticilleri 207.18 + 2.77 0.079 + 0.020 49.48 + 0.66 198.02+0.72  0.078+0.011 56.35 + 2.10
Indometazin nanosiispansiyonu ~ 737.70 + 19.32 0.350 = 0.030 -17.38 £ 0.73 776.10 £ 15.69 0.366 £ 0.027 -16.75 £ 0.37
Enterik kaph indometazin 45848 +55.12  0.589+0.205 56.15+ 098  544.65+ 11037 0.562+0.084  -46.10+ 1.89
nanosuspan81yonu
Bos nanopartikiiller 241.02+11.32 0241 +0.011 -18.40 + 2.85 23847+471  0.123+0016  -35.62+ 0.72
Enterik kapli bog 128.53 + 0.84 0.159 + 0.028 -56.33 +2.86 137804238  0.181+0.026  -65.78+2.67

nanopartikiiller
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Tablo 4.20. Sivi halde bekletilen formiilasyonlarin 30.giin sonunda farkli bekletme kosullarindaki zeta potansiyel, partikiil boyutu ve PdI
degerleri (n=6)

+4+2°C 25 +£2°C
Formiilasyonlar - -
Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel  Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
Pdl Pdl
(nm) (mV) (nm) (mV)
Indometazinglu-PLEE 255.1243.54  0.181+0.020  -47.77+196 30038+ 642  0.169+0.030  -47.20+0.69
nanopartikiilleri
Enterik kapli indometazin
+ - + + + - +
Jik-PLOA nanoparticillri 203.00 + 1.51 0.062 + 0.013 52.58 + 121 217.06+£335  0.095+0.057 45.58 + 0.62
Indometazin nanosiispansiyonu  763.00 + 31.93 0.342 +0.034 -13.28 £ 0.86 820.77 £35.95 0.386 + 0.025 -13.32£0.38
Enterik kaph indometazin 539.18472.56  0.604 £ 0.042 35754170  501.07+£95.59  0.635+0.120  -30.52+ 1.43
nanosiispansiyonu
Bos nanopartikiiller 241.62 +2.69 0.104 = 0.014 3770 +£0.78 28553+ 186  0.138+0017  -35.17+0.65
Enterik kaplt bog 131.78 + 1.10 0.158 + 0.016 6022 £ 1.95 347.65+832  0.128+0.034  -48.88+ 1.06

nanopartikiiller
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4.11. In Vivo Calismalar

Hazirlamis oldugumuz indometazin igeren/icermeyen yeni ilag tasiyict
formiilasyonlarin, 25 mg/kg dozdaki saf indometazine, geleneksel ve uzatilmis salimli
(ER) kapsiil formlarina karsilastirmali olarak midede iilser olusturup olusturmadigi
ve/veya olusan iilser indeksinin karsilastirmali olarak oranlar1 incelenmistir. Elde edilen
On ¢alisma sonuglarina ait veriler asagida aciklanmustir:
e Once 5 sigan 6 saat sonra sakrifiye edilmis ve mide-bagirsaklari incelenmistir.
Daha sonra 12. saatte diger 5 sigan i¢in ayni islem uygulanmistir.
e 6. saat sonunda ayni doz indometazin igerenen formiilasyonlarimizin indometazin
geleneksel kapsiil verilen gruba kiyasla iilser olusturma potansiyelini en az % 45.24
oranda azalttig1 tespit edilmistir. Mide liimeni i¢inde olusan iilserli bolgeler milimetrik

olarak sayilmustir. Elde edilen sayilar “mm?”

(milimetrekare) cinsinden verilmistir. Bu
veriler kontrol grubuna kiyasla karsilastirilmistir.
e Enterik kapli formiilasyonlar ise % 35 ve % 40 iilser olusturma potansiyelleri ile
deneydeki en az tilserli alan olusturan formiilasyonlar olmuslardir.
Kontrol Grubu (indometazin geleneksel kapsiil verilen hayvanlarda): 42 mm?
tilserli alan tespit edilmistir. Bu deger % 100 kabul edilirse;
e Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerinin olusturdugu iilserli alan: 20 mm?
(% 47.62)
e Enterik kapli indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri: 17 mm? (% 40.48)
e indometazin Nanosiispansiyonu: 23 mm? (% 54.76)
e Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu: 15 mm? (% 35.71).

12. saat sonundaki sonuglarda ise kontrol grubu olan siganin midesi harap halde

bulunmustur.
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Ayrica 6. ve 12, saatin sonunda indometazin geleneksel kapsiil verilen siganlarin mide
mukozasinin oldukg¢a kirmizi ve kabarmis oldugu ve hiperemi olustugu gézlenmistir.
Kanama hatlarinin etrafinda da mindr kanamalar oldugu gozlenmistir. Siganlara ait elde
edilen mide goriintiileri asagida Sekil 4.75’te verilmistir. Burada alinan olumlu 6n

deneme sonuglar1 neticesinde asil deneylere gegilmistir.

Enterik kapli nanosisp.

Enterik kapli indo.-PLGA Np.

- Ticari Kapsdull
Nanosuspansiyon v

Sekil 4.75. On deneme ¢alismast, 6. saat sonunda sigan mide mukozalarmin goriintiisii

Calismalar sonunda saf indometazin, indometazin geleneksel kapsiil ve
indometazin ER kapsiil uygulanan her iki gruptaki sicanlarin mide mukozalarinin
oldukca kirmizi, liimenlerinin kabarmis ve belirgin hiperemiler gorilmiistiir.
Kanama hatlarinin etrafinda da minér kanamalar gozlenmistir. Bu durum,
uyguladigimiz hi¢cbir formiilasyon grubunda goézlenmemistir. Saf indometazin,
indometazin geleneksel kapsiil veya indometazin ER kapsiilii iilser olusturma
potansiyeli agisindan % 100 kabul edersek, gelistirdigimiz indometazin i¢eren yeni

ilag tagiyic1 formiilasyonlarin anlamli sekilde bu 3 kontrol grubuna oranla daha az

130



tilser olusturdugu, sigcan midelerine daha az zarar verdigi goriilmiistiir. Sonuglar
asagida Tablo 4.21 - 4.27°de verilmistir. Ulser Skorlarma ait 6.saat verileri Sekil
4.76’da, 12.saat verileri ise Sekil 4.77°de grafiksel olarak istatistiksel sonuglar1 da
igerecek sekilde verilmistir. Sigan midelerine ait goriintiiler ise her bir zaman grubu

ve formiilasyon igin ayr1 ayr1 asagida Sekil 4.78 - 4.95’te verilmistir.
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Tablo 4.21. 6. saat sonunda sigan midelerindeki iilserli alanlar (mm?)

Sican ] indometazin  Enterik kaph . Enterik kaph Bos Enterik
Saf Konvansiyonel ) ) Indometazin ] ) Saghkh
Sayis1 | y yiiklii-PLGA indometazin indometazin PLGA  Kkaph bos
indometazin kapsiil Nanosiispansiyonu kontrol
(n) Np. yiikli-PLGA Np. Nanosiispansiyonu Np. PLGA Np.
1 56 38 12 15 10 1 0 0 0
2 36 16 28 7 20 6 0 0 0
3 25 26 7 3 12 12 - - 0
4 43 45 10 20 12 11 - - -
5 30 9 10 2 21 12 - - -
6 34 25 2 7 10 12 - - -
_ 37.33+ 26.50 £ 11.50 + 9.00 + 14.17 + 9.00 £
10.95 13.37 8.80 7.07 5.00 4.56
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Tablo 4.22. 12. saat sonunda sigan midelerindeki iilserli alanlar (mm?)

Sican ] indometazin  Enterik kaph . Enterik kaph Bos Enterik
Saf Konvansiyonel ER ) ) Indometazin ) )
Sayis1 | . yiiklii-PLGA indometazin indometazin PLGA  Kkaph bos
indometazin Kapsiil Kapsiil Nanosiispansiyonu
(n) Np. yiikli-PLGA Np. Nanosiispansiyonu Np. PLGA Np.
1 42 58 24 16 24 24 8 0 0
2 40 58 40 29 11 17 29 0 0
3 o4 54 16 22 10 34 19 - 0
4 60 48 18 10 11 7 22 - -
5 38 21 36 22 9 18 20 - -
6 27 40 28 25 12 28 16 - -
< 43.50 + 46.50 + 27.00 £ 20.67 £ 1283+ 2133+ 19.00 £
11.83 14.25 9.61 6.74 5.56 9.46 6.93
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Tablo 4.23. Saf indometazine kiyasla formiilasyonlarin 6. saat sonunda sigan midelerinde
tilser olugturma potansiyeli (%)

Enterik kaph

Indometazin ) . Enterik kaph
indometazin yiiklii- Indometazin ] )
yiiklii-PLGA indometazin
PLGA Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri
% 30.81 2411 37.96 24.11

Tablo 4.24. Indometazin geleneksel kapsiile kiyasla formiilasyonlarm 6. saat sonunda
sican midelerinde iilser olusturma potansiyeli (%)

Enterik kaph

Indometazin ] ) f Enterik kaph
indometazin yiiklii- Indometazin ] )
yiiklii-PLGA indometazin
PLGA Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri
% 43.40 33.96 53.47 33.96

Tablo 4.25. Saf indometazine kiyasla formiilasyonlarm 12. saat sonunda sigan
midelerinde tlser olusturma potansiyeli (%)

Enterik kaph

Indometazin ] . Enterik kaph
indometazin yiiklii- Indometazin ) )
yiiklii-PLGA indometazin
PLGA Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri
% 47.52 29.49 49.03 43.68
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Tablo 4.26. Indometazin geleneksel kapsiile kiyasla formiilasyonlarin 12. saat sonunda
sican midelerinde iilser olusturma potansiyeli (%)

Enterik kaph

Indometazin ) ) . Enterik kaph
indometazin yiiklii- Indometazin ) )
yiiklii-PLGA indometazin
PLGA Nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri
% 44.45 27.59 45.87 40.86

Tablo 4.27. ER kapsiile kiyasla formiilasyonlarin 12. saat sonunda si¢an midelerinde
tilser olugturma potansiyeli (%)

Enterik kaph

Indometazin ) ) . Enterik kaph
indometazin yiiklii- Indometazin ] )
yiiklii-PLGA indometazin
PLGA nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri nanosiispansiyonu
nanopartikiilleri
% 76.56 47.52 79.00 70.37
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Sekil 4.76. 6. saat sonucunda elde edilen iilser skorlarinin grafiksel olarak gosterimi

* p<0.05 Saf indometazin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
# p<0.05 Konvansiyonel kapsiil grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gdstermektedir.
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Sekil 4.77. 12. saat sonucunda elde edilen iilser skorlariin grafiksel olarak gosterimi

* p<0.05 Saf indometazin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihigi gostermektedir.
# p<0.05 Konvansiyonel kapsiil grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir.
+ p<0.05 ER Kkapsiil grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Sekil 4.78. Indometazin verilen sicanlarin mide mukozasinin 6. saat sonundaki
goruntiisu
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Sekil 4.79. indometazin geleneksel kapsiil verilen siganlarin mide mukozasinin 6. saat
sonundaki goriintiisii

Sekil 4.80. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiil formiilasyonu verilen sicanlarin
mide mukozasinin 6. saat sonundaki goriintiisii
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Sekil 4.81. Enterik kapli indometazin yiikli-PLGA nanopartikiil formiilasyonu verilen
siganlarin mide mukozasinin 6. saat sonundaki goriintiisii

Sekil 4.82. indometazin nanosiispansiyon formiilasyonu verilen siganlarin mide
mukozasinin 6. saat sonundaki goriintiisii
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Sekil 4.83. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyon formiilasyonu verilen siganlarin
mide mukozasinin 6. saat sonundaki goriintiisii

Sekil 4.84. Bos nanopartikiil formiilasyonu verilen siganlarin mide mukozasinin 6. saat
sonundaki goriintiisii
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Sekil 4.85. Enterik kaplt bos nanopartikiil formiilasyonu verilen siganlarin mide
mukozasinin 6. saat sonundaki goriintiisii

Sekil 4.86. Saglikl1 kontrol grubundaki si¢anlarin mide mukozasinin 6. saat sonundaki
goruntusu
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Sekil 4.87. Indometazin verilen siganlarin mide mukozalarinin 12. saat sonundaki
goriintiileri

Sekil 4.88. Indometazin geleneksel kapsiil verilen siganlarm mide mukozalarinin 12.
saat sonundaki gortintiileri
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Sekil 4.89. indometazin ER kapsiil verilen sicanlarm mide mukozalarmin 12. saat
sonundaki goriintiileri

Sekil 4.90. Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiil formiilasyonu verilen sicanlarin
mide mukozalarinin 12. saat sonundaki goriintiileri
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Sekil 4.91. Enterik kapli indometazin yiikli-PLGA nanopartikiil formiilasyonu verilen
siganlarin mide mukozalarinin 12. saat sonundaki goriintiileri

Sekil 4.92. indometazin nanosiispansiyon formiilasyonu verilen siganlarin mide
mukozalarinin 12. saat sonundaki goriintiileri
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Sekil 4.93. Enterik kapli indometazin nanosiispansiyon formiilasyonu verilen siganlarin
mide mukozalarinin 12. saat sonundaki goriintiileri

.

Sekil 4.94. Bos nanopartikiil formiilasyonu verilen si¢anlarin mide mukozalarinin 12.
saat sonundaki goriintiileri

» -

Sekil 4.95. Enterik kapli bos nanopartikiil formiilasyonu verilen siganlarin mide
mukozalariin 12. saat sonundaki goriintiileri
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5. TARTISMA

Calismamiz kapsaminda indometazin igeren ve diinya ilag piyasasinda
bulunmayan yeni ilag tasiyici sistem formiilasyonlar1 basariyla gelistirilmistir. Ayrica bu
formiilasyonlarin enterik kaplama c¢alismalar1 da yapilmistir. Elde edilen tiim
formiilasyonlar karakterize edilerek, dissoliisyon profilleri piyasa preparatlar1 ile
karsilagtirmali olarak yapilmistir. Bu formiilasyonlar ve piyasada var olan indometazin
preparatlari, saf indometazinin yan etkisi olan iilser olusturma potansiyelleri agisindan
irdelenmistir.

Giintimiizde NSAil'ler, analjezik, antienflamatuar ve antipiretik 6zellikleri ile
diinya ¢apinda en yaygin kullanilan ilaglar arasindadir. Her giin 30 milyondan fazla insan
NSAII kullanmakta ve ABD’de recetesiz satilan analjezikler ilag¢ pazarinm % 6011
olusturmaktadir.*** indometazin, kuvvetli bir NSAII ajan olup bu grup ilaglar arasinda Gl
toksiste acisindan yiiksek risk faktorlii olarak anilir.}'% 115 Gastrik iilserasyon, midenin
asir1 aside ve agresif pepsin aktivitesine maruz kalmasi lizerine mukozal epitelde
meydana gelen iyi huylu bir lezyondur. Ancak diinyada her 15.000 iilser komplikasyonun
tahminen 15’inin dliimle neticelendigi de bilinmektedir.*®

Ulser, iist mide ve bagirsak mukozasinda, muskiileris mukozasindan bagirsak
duvarinin daha derin katmanlaria kadar uzanan bir hastaliktir. Peptik iilser i¢in iki ana
risk faktorii vardir. Bunlardan ilki Helicobacter pylori digeri ise NSAII’dir. Bunlar, giiclii
etkinlikleri ve uzun klinik kullanim ge¢mislerinin yanisira 6liimciil komplikasyonlar ile
peptik iilserlere sebep olabilmektedirler. Peptik iilser, NSAII kullaniminin bilinen bir
komplikasyonudur. Gl sistemde COX-1'in inhibisyonu, prostaglandin sekresyonunun ve
gastrik mukozadaki sitoprotektif etkilerinin azalmasina yol agar. Bu nedenle mukozal
zarara yatkinligi arttirir. COX-2'nin inhibisyonu da mukozal yaralanmalarda rol

oynayabilir.}*® Diisiik dozda aspirin dahil NSAIil'lerle olusan GI toksisite, risk faktorii
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olan hastalarda en yiiksektir. Ulser olusumunu hizlandiran risk foktorleri ise; ileri yas
(> 65 yil), gecmisteki peptik tilser dykiisii, kalp hastaligi ve antiplatelet, kortikosteroid ve
antikoagiilanlarin kullanimidir. Ek olarak, daha yiiksek NSAII dozlarinm kullanilmast,
iist Gl komplikasyon riskinin artmasina neden olur. Uzun siireli NSAII kullanim1 ve H.
pylori enfeksiyonu, Gl toksisite riskinin artmasiyla da iliskilidir.}** 1

Oral yoldan ilaglarin kullanimi1 giiniimiizde hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih
edilen uygulama yoludur. Ancak giinlimiiz geleneksel ilaglar1 ile yapilan tedavilerde doz
sikligi, yan ve toksik etkilerin bu nedenle artmasi, biyoyararlanimin diisiik olmasi hasta
memnuniyeti agsindan kabul edilebilir bir durum degildir. Geleneksel ilaglar ile oral
uygulamayi takiben goriilen bir takim sorunlardan (zayif biyoyararlanim, Gl sistemde
meydana gelen istenmeyen yan etkiler veya bu maddelerin diisiik ¢oziiniirliige sahip
olmalar1 ) otiirii alternatif ilag tasiyict sistemlerin arastirilmasini zorunlu hale getirmistir.

21.yiizy1l baslar1 itibariyle popiiler hale gelen nanopartikiiler ilag tastyici
sistemler, bugiin hemen hemen her tedavi grubunda ¢alisilan 6nemli bir dozaj sekli haline
gelmistir. Nanopartikiiler ila¢ tasiyan sistemler, biyofarmasotik endiistrisi igin
uygulanabilir ve gelecek vaad eden bir strateji gibi goriinmektedir. Geleneksel ilag tagiyan
sistemlere gore avantajlari vardir. Oral yolla verilmesi zor olan bir¢ok aktif ilacin
biyoyararlanimini, ¢6ziiniirliigiinii ve gecirgenligini artirabilirler. Nanopartikiiler ilag
tasiyici sistemler, ilag dozaj sikligin1 azaltarak hastanin uyuncunu da artirmaktadir. Yakin
gelecekte nanopartikiiler ilag tasiyan sistemler, suda diisiik ¢oziliniirliige, zayif gegirgenlik
ve biyoyararlanima sahip bir¢ok biyolojik ilacin kullanilmasini saglayabilecektir.
Nanopartikiiller, stabilite ve yapilarin1 koruyarak bu ilaglara 6zgii problemleri en aza
indirebilirler. Bunlarin yaninda nanopartikiiller ile hedeflenen sistemler veya kontrollii

salimlar gerceklestirilebilmektedir.’
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Oral yol, daha iyi hasta uyuncu ve uygulama kolayligi nedeniyle ilag kullanim1
igin en ¢ok tercih edilen yolu olusturur. Gl kanaldaki biyoyararlanimi ¢ok diisiik olan ve
bagirsak epiteli yoluyla diistik gegirgenligi yliziinden zayif ¢oziintirliige ve emilime sahip
ilaglarin oral emilimini artiran dozaj formunun gelistirilmesi farmasotik alandaki en
bliyiik zorluklardan biridir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak veya sorunlar1 en aza
indirmek i¢in, ¢cok sayida ¢alisma polimerik nanopartikiillerin zayif emilen ilaglarin oral
yoldan verilmesi i¢in tastyici sistemler olarak uygulanabilme olasiligini gostermistir.1%

Oral ve rektal geleneksel dozaj sekilleri ile diinya ilag piyasasinda mevcut olan ve
varhigim siirdiiren indometazin igin literatiirde ¢ok olmamakla birlikte farkli alanlarda
yapilmis yeni ilag tasiyci sistemleri kapsayan calismalar bulunmaktadir.

Kamel ve ark.}” osteoartrit tedavisinde kullanilmak iizere ortalama 173.9 nm
partikiil boyutuna sahip indometazin ve glukozamin igeren PLGA nanopartikiillerini ince
film hidrasyon metodu kullanarak gelistirmiglerdir. Bu nanopartikiiller deney
hayvanlarinin hastalikli diz eklemlerinde denemis ve olumlu sonuglar almiglardir. Castelli
ve ark.!® PLGA ile dipalmitolfosfatidilkolin etkilesimini belirlemek, ilag salimini
kalorimetrik olarak degerlendirmek igin indometazin igeren PLGA mikrokiireleri
hazirlamislardir. Barichello ve ark.®® birgok model ilacin PLGA ile nanopresispitasyon
yonemi kullanarak enkapsiilasyon etkinliklerini kiyaslamiglardir. indometazin ve diger
suda ¢oziinmeyen etkin maddeler i¢in PLGA nanopartikiillerinin ilac1 dis ortamdan
etkilenmeden cevreleyip hapsettigini vurgulamislardir. Puebla ve ark.!'® romatoid artrit
tedavisinde kullanilmak tizere ¢6ziicii buharlastirma yontemi ile indometazin igeren
biyoparcalanir PEG ile konjuge edilmis PLGA mikrokiireleri gelistirmislerdir. 21 giin
in vivo uygulama sonucu antianjiogenik ve antiinflamatuvar etkilerde kontrol gruplarina
gore tedavide olumlu neticeler elde etmislerdir. Fernandez ve ark.'?® radyosterilizasyon

yonteminde gama isinlarinin etkisini degerlendirmek iizere PEG ile tlirevlendirilmis
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indometazin igeren PLGA mikrokiirelerini emiilsiyon olusturma ¢oziicii buharlastirma
yontemi kullanarak hazirlamiglardir. Gama 1sinlan ile sterizasyon sonucunda diisiik
sicakliklarda tatmin edici sonuglar almislardir. Madani ve ark.'?* koaservasyon ve ¢oziicii
buharlastirma/ekstraksiyon  yontemlerini  kullanarak  embolizasyon tedavisinde
indometazinin antiinflamatuvar &zelliklerini arastirmak tizere indometazin-yiikli
dietilaminoetil  trisakril PLGA  mikrokiirelerini  gelistirmislerdir.  Hazirlanan
mikrokiirelerin embolizasyon bolgesinde uzun siire kaldigi, inflamasyonu azalttig1 ve
tedaviye yardimei oldugunu kanitlanuglardir. Kang ve ark.'?? siiperkritik akiskan (CO5)
teknigi kullanarak indometazin-yiiklii poly(L-laktik asit)/poly(laktide-ko-glikolid)
mikropartikiilleri  hazirlamiglar ve in  vitro  karakterizasyon  ¢aligmalarini
gerceklestirmislerdir. Sonug olarak in vitro sitotoksisite ¢aligmalart ile gelistirdikleri
formiilasyonun anti-tiimor 6zelliginden faydalanilabileceginden bahsetmislerdir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda oOncelikle indometazine ait fizikokimyasal
ozelliklerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla ilk olarak erime
derecesinin ol¢iimii Boliim 3.4.1°de anlatildigr sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen
erime egrilerine bakildiginda erime pikinin 155-165 °C arasinda oldugu goriilmektedir.
Sonuglar literatiir ile uyumludur.!? ?* Maddenin 300 °C’nin iizerinde ise bozundugu
gdziikmektedir. indometazinin UV spektrumuna bakildiginda, Boliim 3.4.2’de anlatildig
gibi hazirlanan ¢6zeltisinin maksimum absorbansin 300-350 nm dalga boyu arasinda
oldugu, spesifik absorbansinin ise 200 nm civarinda oldugu goriilmistiir. Literatiir
bilgileri incelendiginde sonuglarn benzerligi goriilmektedir.*?> 1?® Saf indometazine ait
FT-IR spektrumunda 3200 cm™ - 3000 cm™ bant araliginda karakteristik aromatik C-H
geriliminin, 3000 cm™ - 2800 cm™ bant araliginda C-H gerilimme titresimlerinin,
1800 cm ™t - 1600 cm ! bant araliginda C=0 gerilim titresimlerini, 1400 cm *- 1200 cm™

bant araliginda asimetrik aromatik O-C gerilim titresimlerini ve 1200 cm™* — 1000 cm™
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bant araliginda ise simetrik aromatik O-H gerilim titresimleri tespit edilmistir. Sonuglar
literatiirler ile kiyaslandiginda uyumlu oldugu goriilmektedir.>® 125 127: 128 yine Bgliim
3.4.4’te anlatildig1 gibi indometazin i¢in kiitle analizi yapilmis ve sonucunda molekiil
agirhiginin 357.0766 g/mol oldugu bulunmustur. Bulunan molekiil agirligr literatiir ile
uyumlu ¢ikmustir.%8 129

Indometazin miktar tayini i¢in Béliim 3.5’te anlatildig1 {izere, indometazin igin
USP 30-NF25 yer alan safsizlik analizi tayini®® ve Keishiro Tomoda ve ark.2®nm

gelistirdigi bir yontem {izerinde ufak modifikasyonlar yapilarak HPLC ydntemi

secilmistir. Sonugta maksimum absorbansin alindig1 254 nm kaydedilmis ve kalibrasyon

elde edilmistir (R?= 0.9997).

Indometazinin miktar tayini, stabilite ve dissoliisyon dl¢iimlerinde kullanilacak
olan analitik yontemin amaglanan uygulamalar bakimindan giivenilirligini belirlemek
amaciyla yontem validasyon calismalari gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar, ICH
(Internationel Conference on Harmonisation) kilavuzuna (Q2 (R1) (CPMP/ICH/381/95)
uygun olarak gerceklestirilmistir*® Yontemin belirli bir dogruluk ve kesinlikle
saptayabildigi minimum deger i¢in seyreltik numuneler 6l¢iilmiis ve neticesinde deneysel
olarak sinyal/giiriiltii oraninin 10/1, konsantrasyonun 0.3 pg/mL oldugu tespit edilmistir
(LOQ). Yontem belirli bir dogruluk ve kesinlik ile bu en kii¢iik konsantrasyon degerini
saptayabildigi i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilirken en alt nokta olarak se¢ilmistir. Yontemin
kromatogram {iizerinde pik verdigi en diisiikk konsantrasyon (LOD) ise 0.1 pg/mL olarak
tespit edilmistir.

Bir analitik yontemin kesinligi, hem tekrarlanabilirlik hem de tekrar elde
edilebilirlik parametreleri bakimindan 6nemlidir. Validasyon parametrelerinden olan

yontemin dogrulugu ve kesinligini belirleyebilmek i¢cin Boliim 3.7°de anlatildig: {izere

149



caligmalar yapilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerlerinin standart sapmasinin
% 2’nin altinda olmas1 beklenir.®” Hem % BH degerleri hem de % BSS ve % VK degerleri
% 2’nin altinda bulunmustur. Bu sayede yontemin kesinligi ve dogrulugu kanitlanmastir.

Analitik yontemin dogrusalliginin saglanabilmesi igin determinasyon (R?)
katsayisinmn 1’e yakin olmasi beklenir.” Kalibrasyon egrisi olusturuken dogrusalliktan
ayrilan yliksek konsantrasyonlu noktalar ¢ikarilmis ve kalibrasyon egrisi dogrusal sonug
verecek sekilde 6 noktadan ¢izilmistir.

Indometazinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda (254 nm),
indometazin igermeyen nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan tiim
yardime1 maddeler (PLGA, PVA, Kollicoat® MAE 100P gibi) ayn1 formiilasyon ve analiz
ortaminda HPLC sistemine enjekte edilmis ve indometazinin absorbans verdigi siirede
herhangi bir pik olmadig1 ve miktar tayinini etkilemedigi tespit edilmistir. Yontemimizin
bu yoniiyle indometazin icin segici oldugu kanitlanmistir. Indometazin ve formiilasyonda
kullanilan tiim materyallerin varliginda yapilan anlizlerde de yalmiz indometazin
piklerinin varligi tespit edilmis ve yoOntemin indometazin i¢in Ozgiin oldugu
belirlenmistir.

Indometazinin analizler siiresince stabil kaldigmni ispatlamak amaciyla yapilan
caligmalarda indometazinin stok ¢ozelti igindeki stabilitesi, oda sicakligi (25 °C) ve daha
sonra gergeklestirilecek olan dissoliisyon kosullarindaki sicaklikta (37 °C) incelenmis ve
istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Sonuglarin 30 giin boyunca tutarli sonuclar verdigi
ve stabil kaldigi tespit edilmistir (p>0.05).

Analitik yontem validasyon parametrelerinin hesaplanmasi sonucunda elde edilen
veriler 1s18inda yontemin giivenilir, tekrarlanabilir ve tekrar edilebilir oldugu

kanitlanmustir.
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Nanopresipitasyon yontemi, ilk kesfinden bu yana g¢esitli biyomedikal
uygulamalara yonelik polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan basit ve tekrarlanabilir bir tekniktir.>* 3% 132 Temel fikir, organik ¢dziiciiniin
sulu faza difiizyonu sebebiyle polimer molekiillerinin bu fazda hapsolmasidir.®

Etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinden ve analitik
yontem validasyonunun gergeklestirilmesinden sonra uygun ve stabil formiilasyonlarin
gelistirilmesi icin ilk olarak 6n formiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. On formiilasyon
calismalar1 kapsaminda oldukca fazla parametre ve durum degerlendirilmesi yapilmistir.
Farmasatik teknoloji agisindan optimize edilen ve stabil bir formiilasyon elde etmek icin
aynt anda pek cok kritik islem parametresi incelenmistir. Bu amagla polimerik
nanopartikiiler sistemleri gelistirmek i¢in polimer miktari, kullanilan ¢dziicii se¢imi ve
hacmi, kullanilan stabilizan konsantrasyonu, yontem parametrelerinin tasarimi ve sonug
iriiniin degerlendirilmesi siiregleri yiiriitiilmiistir. Bu siiregte yapilan denemeler
neticesinde en stabil partikiil boyutu dagilimi, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligine sahip formiilasyonlar belirlenmistir.

On formiilasyon ¢aligmalari, biyofarmasétik prensiplerin ilag maddesinin
fizikokimyasal parametrelerine uygulanmasini igerir, optimum bir ilag tastyict sistemi
tasarlama amaci ile karakterize edilir. On formiilasyon caligmalari, formiilasyon
problemlerini 6ngérmede ve hem sivi hem de kat1 dozaj formu teknolojisinde mantiksal
yolu belirlemede 6nemli bir rol oynar.*®

On formiilasyon c¢alismalar1 kapsaminda kullanilacak ¢oziiciilerin  secimi,
yontemin gerekliliklerine ve polimerin fizikokimyasal ozelliklerine baghdir.
Kullanilacak organik ¢oziiciiler su ti¢ nitelige sahip olmalidir: (1) polimeri ¢6ziindiirme,
(2) su ile karisabilme (3) kolay buharlagma (diisiik kaynama noktas1).>* 8 Bu yontem igin

"en 1yi ¢oziicliniin" agik bir tanimi yoktur. Bazen tek basina bazen de karisim halinde
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kullanilabilmektedirler.>®

Kullanilacak yonteme uygun ¢0ziicii se¢imi i¢in su ile
karisabilirligi olan etil asetat, etanol, aseton ve asetonitril denenmistir. Daha kii¢iik boyut
ve en az kalinti, asetonitril ile hazirlanan nanopartikiillerde gézlemlenmistir. Dolayisiyla
PLGA polimeri ile hazirlanan sistemler i¢in asetonitril kullanilmasina karar verilmistir.
indometazin iceren nanosiispansiyonlar i¢in de yine farkli ¢oziiciiler ve ¢oziicii
karigimlart kullanilmis ancak en iyi partikiil sekli ve olusumu aseton ile hazirlanan
nanosiispansiyonlarda gozlenmistir. Bu nedenle organik ¢oziicli secimi asetondan yana
olmustur.

Nanopartikiilleri stabilize etmek icin PVA veya diger hidrofilik ylizey aktif
maddeler Tween®, Poloksamer ® ve Pluronik® gibi stabilize edici maddeler su fazina ilave
edilir.  Stabilizan konsantrasyonunun, olusan nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinliklerini ve stabilitesi ile birlikte partikiil boyutlarini1 da etkiledigi bilinmektedir.
Genel olarak, nanopartikiilleri stabilize etmek igin % 0.1°den % 7’ye varan (a/h) oranlarda
stabilizan konsantrasyonu yeterli bulunmustur. Ancak stabilizan ve dispersiyon ortaminin
tiiriine bagli olarak bazen % 7’ye (a/h) varan yiiksek konsantrasyonlar gerektirmektedir.%
On formiilasyon calismalari sirasinda, stabilizan olarak literatiirde PLGA ile cogunlukla
PVA kullanildig1 saptanmis ve bu nedenle PVA’ya karar verilmistir.® 43 105 134-136
Literatlirlerde PVA’nin stabilizan olarak kullanildigi PLGA formiilasyonlarinda,
stabilizan konsantrasyonunun artmasina bagli olarak partikiil boyutunun azaldigini
bildiren makaleler ile birlikte bu savin tam tersini One siliren calismalar da
bulunmaktadir.®* Aslinda stabilizan miktari, hazirlanan sistemin en etkin parametresidir.
Diisiik PV A konsantrasyonunda PLGA nanopartikiillerinin boyutlarinin kii¢iildiigii, artan
PVA konsantrasyonu ile sulu fazin viskozitesinin artisina bagli olarak da

nanopartikiillerin boyutlarin biiyiidiigii bildirilmistir.* Yine PLGA ile yapilan bir

calismada % 0.5 — 2 oraninda stabilizan olarak PVA ile denemeler yapilmis, ortalama
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300 nm boyutuna sahip nanopartikiillerin elde edildigi bildirilmistir.®® Tla¢ tasiyici
sistemlerinin zeta potansiyeli, tasiyicilarin fiziksel stabilitesini ve in vivo sonuglari
etkileyen ¢ok onemli bir parametredir. PVA ile hazirlanan naopartikiillerin yiiklerindeki
azalma, daha uzun hidrofilik zincire sahip pluronikler ile hazirlanan nanopartikiillere
nazaran daha diisiik oldugu bulunmustur.’* Calismamizda % 0.1 — 3 (a/h) oranlarinda
PVA ile denemeler yapilmis, neticede en stabil nanopartikiil olusumunun % 0.1 (a/h) ile
olustugu tespit edilmistir (2.5 mg PVA kullanarak nanopartikiiler sistemler stabilize
edilmistir). Bu oran ile minimum diizeyde stabilizan kullanarak nanopartikiiler sistemler
elde edilmistir.

Polimer miktarinin se¢imi nanopartikiil olusumu tizerine oldukca etkilidir. Artan
polimer miktariyla beraber partikiil boyutunun ve enkapsiilasyon etkinliginin de arttigi
bildirilmistir. Bu durumun sebebi olarak da organik fazdaki viskozitenin artis1 seklinde
yorumlanmistir. °* %8 137 Polimer miktar1 segiminde, organik fazin viskozitesinin
artmasinin da agregat olusumuna sebep olacag bildirilmistir.>* Diisiik miktarlardaki
polimerin genellikle daha kiigiik nanopartikiiller olusturdugu rapor edilirken, yiiksek
polimer konsantrasyonlarinin artan viskoziteye bagl olarak daha biiyiik nanopartikiiller
olusturdugu bildirilmistir.%% Nanopartikiiler bir formiilasyon gelistirirken en 6nemli
parametrelerden biri de kuskusuz etkin madde:polimer oraninin belirlenmesidir. Bu
dogrultuda calismamizda minimum miktarda polimer kullanilarak 6n formiilasyon
caligmalarina baglanmis ve bu miktar 25 mg (PLGA 50:50) olarak belirlenmistir. Bu
miktar1 belirlerken PLGA ile nanopresipitasyon yontemi kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlardaki organik faz/polimer oran1 da goz ardi edilmemistir.1%

Pekgok arastirmaci, ila¢ konsantrasyonunun nanopartikiillerin boyutuna etkisini
bildirmistir. Genel olarak, diislik ila¢ konsantrasyonunda kii¢iik nanopartikiiller elde

edilmektedir. Ornegin bir ¢alismada organik fazdaki sefuroksim aksetil konsantrasyonu
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120 mg/mL'den 60 mg/mL'ye disiirildigiinde, partikiil boyutunun 800 nm'den
~300 nm'ye kadar kiigiildiigii tespit edilerek ilag konsantrasyonunun nanopartikiillerin
boyutu iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Yiiksek ilag
konsantrasyonlarinin, daha biiyiik nanopartikiil olusumuna ve agregat olusumuna sebep
oldugu da belirtilmistir. Ayrica, yliksek ilag konsantrasyonuna baglh olarak viskozitedeki
artts, difiizyonu indirgeyerek nanopartikiillerin verimini diisiirmektedir.2° Bu baglamda
polimer miktar1 belirlendikten sonra literatlirdeki ¢esitli caligmalar incelenmis ve degisen
miktarlarda indometazin kullanilarak denemeler yapilmistir. En iyi ekin madde:polimer
oranin 1:5, indometazin miktarinin 5 mg ve optimum karigtirma siiresinin de 30 dk oldugu
tespit edilmistir. Bu oranlar disindaki etkin madde:polimer oranlarina bakildiginda
yiiksek konsantrasyonlarda boyutun biiytidiigii ve polimere hapsolmayan etkin maddeden
kaynakli kalintilarin varhigi saptanmistir. Benzer sonuglar literatiir ile de uyum
gostermektedir.'*°

Su, nanopresipitasyon tekniginde kullanilan en yaygin ¢oziiciidiir. Nanopartikiil
hazirlanma siirecinde, ilacin organik faza diflizyonunu 6nlemek i¢in, ilag ve polimerin
suda ¢oziinmemesi gerekmektedir. Organik faz:sulu faz oranlarina iliskin ¢alismalar, bazi
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Organik faz:sulu faz oranindaki sulu faz
miktarinin organik faza oranla artirllmasiyla genellikle daha kiigiik nanopartikiillerin
olustugu bildirilmistir.®® Baska bir ¢alismada sulu faz hacminin iki katina ¢ikarilmasinin
PLGA nanopartikiillerinin boyutlarinda 6nemli bir kiiciilmeye neden oldugu
bildirilmistir. Nanopresipitasyon yonteminde nanopartikiiller, sulu faza organik fazin
hizli bir sekilde diflizyonu sonucu olusur. Sulu fazin hacmi arttik¢a organik ¢oziicliniin
sulu fazda difiizyonu artar bu da partikiil boyutunu kiigiiltiir.>* Farkli bir calismada
organik faz:sulu faz oranlar azaltildiginda partikiil boyutunun da kiigtildigii tespit

edilmistir (600, 369 ve 304 nm).1*° Organik faz:sulu faz oran1 nanopresipitasyon da dahil
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olmak iizere tiim nanopartikiil hazirlama yontemleri i¢in 6nemlidir. Bu nedenle faz
oranlarini belirlemek agisindan segilen indometazin ve polimer miktarini minimum
seviyede ¢oziindiirecek ve kolay uzaklastirilabilecek organik faz (aseton, asetonitril)
miktar1 2.5 mL olarak belirlenmistir.®® Bdylece organik faz miktar1 sabit tutularak
caligmalar yapilmistir. Optimum siirede, yliksek verimle elde edilen nanopartikiiller i¢in
organik faz:sulu faz orani 1:1 olarak segilmistir.

Nanopresipitasyon yonteminin esasinda arastirmacilar genellikle, emiilsiyon
olusturma-buharlagtirma yontemleri igin ¢ok yiiksek olan dis enerji gereksiniminin aksini
vurgulamak igin diisiik enerji gerektiren karistiricilar kullanmuslardir.%® Bununla birlikte
nanopresipitasyon yonteminde, elde edilen nanopartikiillerin boyutunun, karistirma
hizindan 6nemli 6lgiide etkilendigi de bildirilmistir. Genel olarak daha yiiksek karistirma
hizlar1 daha kiiciik nanopartikiillerle sonuclanir. Ornegin, 300 rpm’den 1200 rpm’e
c¢ikilarak nanopartikiil hazirlandiginda hiz artisina bagli olarak 800 nm boyutdan 300 nm
boyuta inildigi gézlenmistir. Partikiil boyutundaki azalma, hizli ¢ekirdek olusumuna ve
¢okmeye yol acan kiitle aktarrmma ve diflizyon hizina bagh olabilmektedir.®
Nanopresipitasyonda en yaygin kullanilan karigtirma ydntemi manyetik mekanik
karistirmadir. Karistirma hizindaki artis, genellikle partikiillerin boyutunda kiigiilmeye
neden olur. Bu, tabakalarin daha verimli karismasi ve dolayisiyla organik ¢oziictiniin sulu
faza daha hizl1 yay1lmastyla agiklanmaktadir.>* Calismamizda hem homojenizatér ile hem
de manyetik mekanik karistirici ile denemeler yapilmis ve en iyi partikiill boyutuna
manyetik mekanik karistirict ile 1000 rpm hizda ulasilmastir.

Nanopresipitasyon isleminin genel olarak ortam veya oda sicakliginda yapildigi
rapor edilmistir. Bu sebeple sicakligin nanopresipitasyon iizerindeki etkisini arastiran
sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Ornegin Zhang ve ark., sicakligin (10, 20, 30 ve 40 °C)

nanopresipitasyon ile hazirlanan partikiillerin boyutu {izerindeki etkisini aragtirmig ve
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40 °C ila 10 °C arasinda bir azalmanin partikiil boyutunda yaklasik 800 nm’den
300 nm’ye varan diisiise sebep oldugunu gozlemlemistir. Diisiik sicaklikta daha hizli
cekirdeklenme oramiyla birlikte daha kiiclik partikiillerin  olusabilecegini one
stirmiislerdir. Bununla birlikte, baska bir arastirmada ise tam tersi bir egilim gézlenmistir.
Sicaklik, 0 °C'den 80 °C'ye yiikseltildiginde, her 10 derecelik artisla birlikte yaklasik
10 nm'lik bir diistis, toplamda ise 100 nm'lik bir diistis rapor edilmistir. Arastirmacilar,
yiiksek sicakliklarda polimerin ¢oziiniirliigiinlin artmasinin bir sonucu olarak ¢okmenin
onlendigini 6ne siirmiislerdir.®® Tiim ¢alismalarimiz literatiirler 15131da oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Organik ¢oziiciiniin buharlastirilmasi stirecinde ise farkl sicakliklar
denenmis, PLGA nin cams1 gegis sicakligina yaklasmadan (45-50 °C) organik ¢oziiciiyli
vakum altinda kisa siirede buharlastirmak i¢in uygulanacak sicaklik 40 °C olarak
belirlenmistir.

pH'ya duyarl bir kaplama, ila¢ yiiklii-PLGA nanopartikiillerinden ilag salimini
kisitlayabilecegi diisiiniilmektedir. Bir¢ok ilag tasiyici sistem oral yol ile verildigi i¢in,
ilag tagtyicilarin, GI kanaldaki pH degerlerine duyarli olmasi1 daha umut verici olacaktir.
Eudragit®, karboksilik asit grubu nedeniyle PLGA nanopartikiillerinin kaplanmasinda
yaygm olarak kullanilir.*¥* Eudragit® gibi Kollicoat® MAE 100P’de karboksilik asit
grubu igerir.*® Bu baglamda Kollicoat® MAE 100P pH’ya duyarli bir polimerdir ve
pH 5.5’in altinda ¢dziinmez.*® Ayn1 zamanda bir ¢alismada indometazin, Eudragit® L100
¢ozeltisine ilave edilmis ve bir gecimsizlik s6z konusu olmamistir.>® Ayni igerige sahip
olan Kollicoat® MAE 100P’nin indometazin ile de uyumsuzlugu goriilmediginden
calismamiz kapsaminda PLGA ve indometazin i¢in uyumlu bir kaplama maddesi olarak
kullanilacagini diisiindiigiimiiz Kollicoat® MAE 100P ile enterik kaplama yapilmustir.

Literatiirde kayith benzer c¢alismalar incelenerek nanopartikiiler sistemler

ha21rlanm1$t1r 100, 101, 103, 104, 141

156



Nanosiispansiyonlar, zayif coziinlirlik ve biyoyararlanima sahip hidrofobik
ilaglarin bu konudaki problemlerini ¢6zmek igin 6zgiin ve ticari olarak uygulanabilir
yaklasimlardir. Co6ziinme hizinin iyilestirilmesi, ¢ozlniirligiin artirilmasi, gelismis
biyoadhezif 6zellik, ylizey modifikasyonundaki ¢ok yonliiliik ve {iretim sonrasi islem
kolaylig1 gibi ¢arpici 6zellikleri ile ¢esitli ilag uygulama yollar1 i¢in nanosiispansiyonlarin
kullanim alanlarmi genisletmistir.®® Nanosiispansiyonlar elektrostatik veya sterik
stabilizasyon veya her ikisinin kombinasyonu ile stabilize edilebilmektedirler. Bununla
birlikte sterik stabilizasyon, elektrostatik stabilizasyondan daha avantajlidir Ciinkii Gl
sistem, degisken pH kosullarindan ve elektrolitlerden etkilenebilmektedir. Sterik olarak
stabilize edilmis nanosiispansiyonlarin stabilitesi, stabilizanin hidrofobik 6zelligi yaninda
ilacin entalpi ve logP degerlerine de baghdir.}4® Calismamiz kapsaminda gelistirdigimiz
nanosiispansiyonlar, PVA ile stabilize edilerek sterik bir bariyer olusturulmus ve
stabiliteleri uzun siire muhafaza edilmistir. Literatiirde indometazin ile yapilmis ve tedavi
amaciyla kullanilmis nanosilispansiyon c¢alismasma rastlanilmamistir. Bu nedenle
calismamizdaki nanosiispansiyon formiilasyonlar1 da bu yoniiyle ilk olmaktadir. Ayni
zamanda indometazini tasiyict bir polimer icinde hapsederek gelistirdigimiz
formiilasyonlar ile de karsilastirilmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica literatiirde
indometazine benzer oOzellikler tasiyan baska bir NSAIl icin yapilmis bir
nanosiispansiyon ¢aligmasinda, etkin maddenin enterik kaplama materyali ile ayn1 anda
organik fazda c¢oziindiiriilerek hazirlandigi ve admna enterik nanopartikiil denildigi
goriilmektedir.}*? Oysa calismamizda éncelikli olarak elde edilen nanosiispansiyonlar
enterik kaplama ¢ozeltisine ilave edilmis boylece enterik kaplanmalar1 saglanmistir. Bu
yoniiyle de literatiirde benzer bir nanosiispansiyon ¢alismasina rastlanilmamustir.

Aktif bilesenlerin hapsedilmesi, nanopartikiillerin son boyutu iizerinde 6nemli bir

etkiye sahiptir. Genel bir kural olarak hidrofobik aktif bilesenler ile hidrofilik bilesenlerin
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enkapsiilasyonu karsilagtirildiginda hidrofobik ilaclarin daha kii¢iik nanopartikiiller
olusturdugu bildirilmistir. ilag yiikleme ve ilag¢ enkapsiilasyon etkinligini gelistirmek i¢in
¢oziicii, polimer ve aktif bilesen arasindaki etkilesim dikkate alinmalidir. PLGA ile
yapilan bazi ¢alismalarda bos nanopartikiillere kiyasla ilag¢ yliklenmis nanopartikiillerin
hem boyutlarinda hem de zeta potansiyellerinde bir artis oldugu bildirilmistir.>®
Hazirlanan nanopartikiiler yeni ila¢ tasiyici sistemlere yiliklenen etkin madde
miktarmin belirlenmesinde gelistirilen HPLC yontemi kullanilmis ve valide edilmistir.
PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin % EE degeri ortalama
% 72.45+6.26, Kollicoat® MAE 100P kullanilarak gerceklestirilen enterik kaplanmis
indometazin yiikli-PLGA nanopartikiillerinin % EE degeri ise % 86.33+2.92 olarak tespit
edilmistir. Aradaki farkin Mann-Whitney U testi kullanilarak anlamli oldugu goriilmistiir
(p<0.05). Bu durumda % EE degerindeki degisimin proses asamasindaki bir basamakta
aktarma yapilmadan kaplamanin gerceklestirilmesi sebebiyle arttigini diistinmekteyiz.
Ciunkii PLGA ile  nanopartikiiler sistemlerin prosesine ait her bir basamak igin
gergeklestiridigimiz miktar tayinleri esnasinda islemden kaynakli verimin azaldigi, ancak
indometazinin herhangi bir islem agamasinda degisiklige ya da bozunmaya ugramadigt
da tespit edilmistir. Tastyic1 bir polimer kullanilmaksizin hazirlanan nanosiispansiyonlar
icin elde edilen ortalama % EE degeri ise % 72.99+6.38, Kollicoat® MAE 100P
kullanilarak gerceklestirilen enterik kaplanmig indometazin nanosiispansiyonlarinin
% EE degeri ise % 89.21£2.48 olarak tespit edilmistir. Aradaki farkin Mann-Whitney U
testi kullanilarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu durumda % EE degerindeki
degisimin yine aynmi sebepten yani proses asamasindaki bir basamakta aktarma
yapilmadan kaplamanin  gergeklestirilmesi sebebiyle arttigimi  diisiinmekteyiz.
Nanosiispansiyonlart hazirlarken kullandigimiz prosesin her agamasi igin yapilan miktar

tayinleri esnasinda deney asamalarindaki aktarmalardan kaynakli olarak verimin azaldig,
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ancak indometazinin herhangi bir proses asamasinda degisiklige ya da bozunmaya
ugramadigi tespit edilmistir.

Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri ve bunlarin Kollicoat® MAE 100P
kullanilarak hazirlanan enterik kapli nanopartikiillerin etkin madde yiikleme kapasiteleri
sirastyla % 17.49+0.91 ve % 6.16+0.33 olarak bulunmustur. Aradaki farkin anlamli olusu
(p<0.05) enterik kaplama polimerinin varligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Indometazin nanosiispansiyonlar1 ve bunlarin Kollicoat® MAE 100P kullanilarak elde
edilen enterik kapli nanosiispansiyonlarinin etkin madde yiikleme kapasiteleri ise
strastyla % 72.77£17.09 ve % 39.1641.43 olarak bulunmustur. Aradaki farkin anlamli
olusu (p<0.05) enterik kaplama polimerinin varligindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
PLGA kullanilarak elde edilen nanopartikiiller ile sadece indometazin kullanilarak elde
edilen nanosiispansiyonlar karsilastirildiginda yine anlamli derecede (p<0.05) fark
goriilmektedir. PLGA kullamlarak elde edilen nanopartikiillerin Kollicoat® MAE 100P
ile kaplanmasiyla yiikleme kapasiteleri ile Kollicoat® MAE 100P kullanilarak enterik
kaplanan nanosiispansiyonlarin yiikkleme kapasiteleri karsilastirildiginda da anlamli
derecede (p<0.05) bir fark goriilmiistiir. Ozetle tasiyict bir polimer kullanilmaksizin
hazirlanan nanostispansiyonlarin bu yoniiyle {istlin oldugu saptanmaistir.

Literatiirde PLGA ile ilgili ¢alismalar arasinda Kamel ve ark.!'” intrartikiiler
uygulama i¢in hazirladiklari  nanopartikiill formiilasyonlarinin  enkapsiilasyon
etkinliklerini % 55.3 - % 97.7 arasinda bulduklari, PLGA ile hazirlanan indometazin
nanopartikiilleri i¢in Ghitman ve ark.'**nin ise ilag¢ yiikleme kapasitesini % 4.6,
enkapsiilasyon etkinligini de % 28.7 olarak saptadiklar1 goriilmektedir.

Calismamizda indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri ve bunlarin Kollicoat®
MAE 100P kullanilarak enterik kapli nanopartikiilleri i¢in verim sirasiyla % 65.7+3.23

ve % 85.15+4.53 olarak bulunmustur. Hazirlanan nanosiispansiyonlar ve bunlarin
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Kollicoat® MAE 100P kullamlarak enterik kapli formiilasyonlarinin verimleri ise
sirastyla % 84.2+4.42 ve % 91.24+3.58’dir. Bos-PLGA nanopartikiillerine ait verim
% 69.3+5.46 iken enterik kapli Bos-PLGA nanopartikiillerinde bu deger % 71.5+4.38
olarak hesaplanmistir. Bos nanopartikiiler sistemler arasinda istatistiksel agidan anlaml
bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ancak PLGA kullanilarak hazirlanan sistemler (enterik
kapli ve kaplanmamis) verimleri agisindan kendi aralarinda istatistiksel bir fark
olusturmustur (p<0,05). Nanosiispansiyonlar ise hem kendi aralarinda (kaplanmis ve
kaplanmamis) hem de PLGA ile yapilan formiilasyonlar (kaplanmis ve kaplanmamis) ile
kiyaslandiklarinda, istatistiksel agidan anlamli sekilde farkli oldugu saptanmuistir
(p<0,05).

Polimerik yapilarin ve terapdtik maddelerin birlestirilmesiyle elde edilen
nanopartikiillerin partikiil boyutunun ve dagiliminin kontrol edilmesi, nanopartikiil
olusumunu yoneten molekiiler kuvvetlerin anlasilmasini gerektirir. Bilesenlerin
fizikokimyasal 6zellikleri, faz ge¢is kinetigi, akigkanlarin dinamigi ve liretim siireclerinin
timi nanopartikiil boyutunun kontroliine katkida bulunan faktorlerdir. Partikiil boyutu
dagilimi dar olan nanopartikiiller elde etmek, onlarin biyolojik aktivite ve terapdtik
etkinlikleri tizerinde kritik 6neme sahiptir. Nanopartikiil boyutu ve dagilimi genel olarak
TEM, AFM, PCS ve DLS gibi benzeri yéntemlerin kombinasyonlari ile 8l¢iilmektedir. 44
Nanopresipitasyon yonteminde partikiil boyutunu kontrol eden pekgok faktor
bulunmaktadir. Bunlar; uygulanan homojenizasyon sekli (mekanik manyetik karistirici,
homojenizatdr veya sonikator), karistirma hizi ve siiresi, dispersiyon ajaninin 6zellikleri
(tip ve icerigi), her iki fazin viskozitesi, fazlarin orani, polimer ve ilag oranlari, damlatma
i¢cin kullanilan ignenin boyutu, damlatma yénii ve ortam sicakligidir.1®

Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve yiizey yiikii, absorpsiyonunda énemli rol

oynar. Literatiirde negatif yiiklii nanopartikiillerin, hiicre zar ile kuvvetli ve spesifik
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olmayan etkilesimlerden dolay1 hiicre igine giris oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir.
Wilhelm ve arkadaslar1 negatif yiiklii partikiillerin hiicre zarinin negatif yikli alanlari
tarafindan itildigini, hiicre yiizeyinin pozitif bolgelerine adsorbe oldugunu ve bu sayede
membranin lokal notralizasyonuna yol agarak ve membran lehine bir endositoz
olusumuna neden oldugu bildirmistir. Bir bagka ¢alismada Huang ve Donovan 1996’da
tavsan nazal solunum epiteli boyunca polistiren nanopartikiillerinin (10-500 nm)
tasinmasini incelemis ve 200 nm'ye kadar olan boyutta ilacin modifiye edilmis
nanopartikiillerin hem paraseliiler hem de transseliiler yolla tasindigi sonucuna
Varmlstlr.146

Calismamizda hazirlanan sistemlerin partikiil biiyiklikleri, SEM ve DLS
temeline dayanan Zetasizer cihazi ile karsilastirmali olarak gercgeklestirilmistir.
indometazin yiikli-PLGA nanopartikiillerine ait partikiil boyutu 6l¢iim sonucu ortalama
245.73nm+3.92 ve bos PLGA nanopartikiilleri ise ortalama 234.17nm=3.76 olarak tespit
edilmistir. Bu iki formiilasyon grubu arasinda indometazin yiiklenmesine bagli olarak
boyut iizerinde anlamli bir farkin oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0.05). Bos
ve indometazin yiiklii sistemlerin Kollicoat® MAE 100P kullanilarak gergeklestirilen
enterik  kaplamalar1  sonucundaki boyutlar1 ise swrastyla  139.27nm+0.88 ve
192.55nm=*1.95 olarak bulunmustur. Bu iki formiilasyon grubu arasinda indometazin
yiiklenmesine ve Kollicoat® MAE 100P ile kaplanmaya bagh olarak partikiil boyutu
tizerinde anlamli bir farkin oldugu da istatistiksel olarak belirlenmistir (p<0.05). Bos
nanopartikiiller ile Kollicoat® MAE 100P kapli olan sekillerinin, partikiil biiyiikliiklerinin
istatistiksel yonden anlamli ¢iktig1 (p<0.05), indometazin yiikli-PLGA nanopartikiilleri
ile Kollicoat® MAE 100P ile kapl olan indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerinin
partikiil biiyiikliikleri arasinda ise yine kaplamanin bir sonucu olarak istatistiksel agidan

farkin anlamli ¢iktigi tespit edilmistir (p<0.05). indometazin nanosiispansiyonlarina
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baktigimizda kaplanmamis nanosiispansiyonlarin partikiill boyutu ortalamasinin
504.12nm+23.84 ve Kollicoat® MAE 100P ile kaplanmis olan nanosiispansiyonlarin
partikiil boyutu ortalamasinin 429nm=28.17 oldugu ve kaplama etkisinin partikiil boyutu
tizerinde anlamli bir fark olusturdugu, bunda da proses asamasindaki sonikasyon
islemlerinin varhigi ve siiresinin rolii oldugunu diisiinmekteyiz (p<0.05). Tim
formiilasyonlar i¢in partikiil boyutu dagilimlarinin dar ve homojen olarak elde edildigi
gorilmektedir.

Zeta potansiyel, partikiil yiikiiniin bir Olgiistidiir. Partikiil stabilitesi i¢in bir
olgiittiir. Partikiiller yiiklendiginde, zeta potansiyel arttiginda, itme Kuvvetleri sayesinde
daha tekdiize partikiil boyutu dagilimina sahip, daha stabil partikiiler formiilasyonlar
olugmaktadir. Hans ve Lowman, yiiksek zeta potansiyel degerinin partikiiller arasinda
elektrostatik itmeye sebep oldugunu, + 30 mV arasindaki zeta potansiyel degerinin iyi bir
fiziksel stabilite gosterdigini vurgulamistir.’4” Partikiil yiizeyinin negatif yiiklii olmasi
inflamasyonlu ve hastalikli bolgede daha fazla birikime yol agar. Ayrica boyutun 200 nm
den az olmasi Retikiilo Endotelyal Sistemden (RES) kagislarini da kolaylastirmaktadir. 4

Nanopartikiillerin partikiil biiyliklerinin hesaplanmasinda basit bir teknikten,
Brownian hareketlerinden yararlanilir. Ancak, burada nanopartikiillerin yiiksek yiizey
enerjisi goz ardi edilmektedir. Yikli iki partikiil arasindaki bir c¢arpigma olayi,
agregasyonla ve nanopartikiillerin ¢okmesi ile sonuglanacaktir. Bu sebepledir ki, iki
partikiiliin yaklagmasini engelleyen bir bariyer saglayarak nanopartikiil dispersiyonunu
stabilize etmek gerekir. Bu bariyerler ya yiike ya da kolloidin sterik stabilizasyonuna
dayandirilir. Yiklenmis bir yiizey, ters yiiklii iyonlar ile partikiil yiizeyine sikica
baglanmis bazi ¢dziicii molekiillerinden ibarettir. Iste bu katmana Stern tabakasi
denilmektedir. Coulombs kanununa gore benzer yiikk benzerinin itilmesine neden olur

boylece agregasyona engel teskil eder. Sterik stabilizasyonda ise nispeten uzun zincirli
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bir molekiil partikiil yiizeyine baglanir. Molekiiliin uzun zinciri, ¢6ziicii i¢in yliksek bir
afiniteye sahiptir. Bu nedenle agregasyonun oniindeki engel, polimer zincirinin partikiil
ve ¢oziicli ile goreceli etkilesimleri ile ilgilidir. Partikiillerin agregasyonu i¢in ¢oziiciiniin
iki parcacik arasindan ve zincirlerin etrafindan elimine edilmesi ile ancak gerceklesir. Bu,
enerji agisindan elverissiz bir durumdur ve bu nedenle agregasyona karsi bir engel
olusturur.'#°

Calismamizda bos PLGA nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerlerinin
ortalama -39.45mV+3.97 oldugu tespit edilmistir. Bu durum PLGA nanopartikiillerinin
yiizeyindeki karboksilik u¢ gruplarindan kaynaklanmaktadir.'®® Indometazin yiiklii-
PLGA nanopartikiillerine baktigimizda ise zeta potansiyel degeri olarak negatif yiikiin
ortalama -45.47mV+1.46 oldugu goriilmektedir. Negatif yiikiin artmig olmasi
indometazin varligimi da ayrica kanitlamaktadir. Istatistiksel olarak da bu fark anlamlidir
(p<0.05). indometazinin zayif asit karakterdeki yapis1, nanopartikiil iizerindeki net yiikiin
negatif yonde artmasina sebep olabilir. Benzer nanopartikiiler calismalarda da bu durum
gdzlenmistir.!® Ayrica PVA konsantrasyonu arttikga zeta potansiyel degerlerinin negatif
yonde azaldigt ve notr skalaya yakinlastigi bildirilmektedir. Bu da PVA’nmn
nanopartikiiliin {izerine bir defada adsorplandigini ve partikiillerin birleserek biiylimesini
engelledigini gostermektedir.’? Calismamizda hazirlanan nanopartikiiler sistemler igin
kullanilan minimum miktar PVA (% 0.1 a/h) ile oldukca yiiksek negatif zeta potansiyel
degerleri elde edilmistir. Enterik kapli bos PLGA ve enterik kapli indometazin yiiklii-
PLGA nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin sirasiyla -60.68mV+2.50 ve -
54.37mV=1.14 olarak saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05) ve
Kollicoat® MAE 100P’nin yapisindaki karboksilik u¢ gruplari nedeniyle negatif yiikiin
her iki formiilasyon grubunda da arttig1 goriilmektedir.*® Yine indometazin

nanosiispansiyonlar1 inceledigimizde kullandigimiz stabilizanin dogas1 geregi negatif
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yiilke sahip kaplanmamis ve enterik kaplanmis nanosiispansiyonlarin olustugunu
gormekteyiz (-20.15mV+0.80 ve -26.80mV=*1.50). Sonugta kullandigimiz kaplama
materyali sayesinde zeta potansiyel lizerinde anlamli bir fark olustugu tespit edilmistir
(p<0.05).

Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin zeta potansiyel dagilim grafikleri
incelendiginde her formiilasyon grubunun kendi i¢inde tutarli bir dagilim verdigi
goriilmiistiir. /» vivo uygulamadan sonra katyonik ozellikteki polimerik nanopartikiiller,
kan kompartmanindaki proteinler ile elektrostatik baglanmalar nedeniyle non-spesifik
sitotoksik etkilesimler olusturabilirler. Bu spesifik olmayan yiizey reaktivitesini veya
etkilesimini azaltmak i¢in istenen durum, kiigiik boyutlu negatif yiiklii anyonik polimerik
nanopartikiillerdir. Bu sayede katyonik yiiklii nanopartikiillerden daha genis bir spektrum
ile biyolojik uygulamalarda kullamilabilirler.'*® Bizim calismamizda da negatif yiiklii
polimerik sistemler gelistirildiginden biyolojik olarak daha uyumlu olacag
kanaatindeyiz.

PdI’nin 0.5’ten kiigiik olmasi her formiilasyon i¢in istenilen bir durumdur. Pdl,
polimer konsantrasyonunun artmast ve boyut dagilimimin genislemesi iizerine
yiikselmeye baglar. Bu durum artan viskozitenin bir sonucu olarak enerjinin diizensiz
dagilimindan kaynaklantyor olabilir.**” Bizim gelistirdigimiz tiim formiilasyonlarda da
PdI degerleri 0.53 ten kiigiik bulunmustur.

Hazirlanan nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin ve nanosiispansiyonlarin
morfolojik olarak goriintiileri SEM ile incelenmistir. Bos PLGA, indometazin yiiklii-
PLGA ve bunlarin Kollicoat® MAE 100P ile kaplanmis nanopartikiillerinin
gorlntiilerinin ~ kiiresel oldugu, boyutlarin Zetasizer Ol¢iimlerini  dogruladigi

goriilmektedir. Nanosiispansiyonlarin ve bunlarm Kollicoat® MAE 100P ile kaplanmis
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formiilasyonlarina ait goriintiiler incelendiginde ¢ubuk seklinde nanopartikiillerin oldugu
ve boyutlarinin da yine Zetasizer sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

DSC, erime endotermleri ve Tg sicakliklar1 hakkinda bilgi veren, sik¢a kullanilan
bir termo-analitik tekniktir.!?” Tg sicakligi, ilag ve polimer molekiillerinin fiziksel
Ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilan 6nemli bir aragtir. PLGA kopolimerinin bilesimi,
bozunma hiz1 iizerinde dolayl etkisi olan camsi gegis sicakligini ve kristallenmeyi etkiler.
PLGA’nin Tg sicakligi, molekiil agirhiginin ve poli laktik asit iceriginin azalmasiyla
diisiis kaydeder.’® Hapsolan ilacin enkapsiilasyon sekline gore DSC termogramlarinin
yorumlanmasi degisir. SOyle ki: enkapsiile olan ilag, ya kat1 halde disperse olmustur ya
da polimer matriks i¢inde ¢oziinmiistiir. Disperse olmus ise polimer matriks iginde
siispande haldedir. Eger ¢oziinmiis ise li¢ farklt durumda olabilir. Birinci durumda, ilag
polimer icinde tamamen ¢dziinmiis haldedir. Ila¢c molekiilleri ve polimer arasinda giiclii
etkilesim mevcuttur. Bu durumda DSC termograminda polimere ait Tg’de disiis
gdzlenirken etkin maddenin erime piki ise gozlenemez. Ikinci durumda ilag polimer
matriks i¢cinde molekiiler olarak dagilmistir, ancak ila¢ molekiilleri ile polimer zincirleri
arasidaki etkilesimler stabil bir duruma gelemeyecek kadar zayif kalir. Ilag molekiilleri
arasindaki etkilesimler kuvvetlidir ve molekiiller polimer ag1 boyunca dagilir.
Molekiillerin difiizyon hizit matriks viskozitesine baglidir. Ilag sadece molekiiler diizeyde
kalir ¢linkii ortamin viskozitesi ilacin diflizyonunu ve dolayisiyla kristallesmesini
engeller. Tlag molekiilleri ve polimer zincirleri birbirleriyle etkilesime girmez, polimerin
ve ilacin erime sicakliklar1 korunmus ve termogramda gdzlenmis olur. Ugiincii durumda
ise ilag, mikropartikiil hazirlama siireci boyunca kristallesebilmekte, daha sonra fiziksel
olarak kristal bir dispersiyon seklinde polimer matrikste dagilabilmektedir.’>! Buradan
hareketle ¢alismamizdaki indometazin igcermeyen PLGA ve bunlarin enterikkaplanmis

formiilasyonlarin DSC termogramlari ile indometazin yiikli-PLGA ve bunlarin enterik
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kaplanmig formiilasyonlarin DSC termogramlar1 karsilastirildiginda PLGA’ya ait Tg
sicakliginin  azaldigi, indometazin erime piklerinin ise gozlemlenemedigi tespit
edilmistir. Ilacin kristal halinin olmadig, ilacin nanopartikiillere hapsedilirken kristal
yapsisinin azaldigi sdylenebilir. Bu sayede indometazinin polimer i¢inde amorf halde
homojen olarak ¢oziindiigli sonucuna varilabilir. Benzer durum PLGA ile caligiimis
literatiir &rneklerinde de mevcuttur.'® 3° Tasiyicr bir polimer kullanilmaksizin
hazirlanan indometazin nanosiispansiyonlarinin ve bunlarin enterik kaplanmis
formiilasyonlarinin DSC termogramlari incelendiginde saf indometazin erime pikine
yakin sicakliklarda olduklar1 saptanmistir. Buradan hareketle Boliim 4.11.6°da verilen saf
maddelere ve formiilasyonlara ait DSC termogramlar1 incelendiginde, formiilasyonlarin
hi¢ birinde etkin madde-yardimec1 madde etkilesimine rastlanilmamistir. Bu sonuglarin
1s1g¢1nda, hazirlanan formiilasyonlarin uygun, etkin ve giivenilir oldugu kanitlamistir.
Indometazine ait erime derecesi pikinin ~156 °C civarinda oldugu gériilmektedir.
Literatiirde de benzer sonuglar goriilmiistiir.5% 12" Saf PLGA’ya ait erime diyagramina
bakildiginda ~50 °C’de Tg sicakligina bagl olarak endotermik bir pik ve ~300 °C’de
degradasyon piki verdigi goriilmektedir. Bu bulgu literatiir bilgileri ile paraleldir.>? 1°3
[lag-polimer uyumu farmasétik formiilasyonlarin tasariminda biiyiik bir dnem
tasir. Ciinkli formiilasyon etkinligi (terapotik aktivite ve/veya biyoyararlanim), ilag-
polimer bilesiminin temelinde gelistirilebilir. Bu acidan bakildiginda, FT-IR
spektroskopisi  ilag-polimer  etkilesimlerini  incelemek igin  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii her molekiil kendi yapisinin 6zelligi olan spesifik frekanslar
absorplar. Bu baglamda, bir spektrum icin iki Onemli bdlge tanimlanir. Bunlar
4.000-1.300 cm™ ila 900-650 cm™ arasidir. Spektrumun yiiksek frekansli boliimii
“fonksiyonel grup bolgesi” olarak adlandirilir. Spektrumun orta bolgesi olan

1300-900 cm? ise genellikle “parmak izi bolgesi” olarak adlandirilir.>®® FT-IR
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spektrumlari, temel fonksiyonel gruplarin titresimsel veya gerilim bantlarindaki degisimi
takip ederek ilag yardimc1 madde etkilesimlerini tespit edebilmektedir.*?’

Boliim 3.11.7°de anlatildig1 sekilde, etkin madde, yardime1 madde ve polimerlere
ait FT-IR spektrumlari alinmistir. Saf indometazine ait FT-IR spektrumlari literatiir
kayitlari ile uyumlu bulunmustur. Saf PLGA’ya ait spektrum incelendiginde 1745 cm™
gerilme bandinda karbonil gruplarini, 1400-1050 cm™ gerilme bantlar1 arasinda simetrik
ve asimetrik C-C(=0)-O ester gruplarin1 gostermektedir. Bu bolgelerdeki bantlar,
esterlerin karakterizasyonunda onemlidir. Laktid ve glikolid i¢in FT-IR spektrumunda
3500 cm! civarindaki bantlar -OH grubunun gerilim titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
Bu sonuglar literatiir ile de uyumludur.®® Iindometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri ve
bunlarin enterik kaplanmis formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlari incelendiginde, bos
nanopartikiiler formiilasyonlar ile benzer gerilim bantlar1 sergiledigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla indometazin ile polimerler arasinda anlamli bir iyonik etkilesim
gdriilmemistir. Indometazinin nanopartikiiller i¢inde hapsoldugu anlagilmaktadir.
Literatiirde yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.>® 154

Nanosiispansiyonlarin ve bunlarin enterik kaplanmis formiilasyonlarinin FT-IR
spektrumlari incelendiginde, herhangi bir tasiyic1 polimer igerisine hapsedilme durumu
olmadigindan saf indometazin ile hazirlanmig nanosiispansiyonlarin spektrumu saf
indometazin spektrum pikine benzemektedir. Enterik kaplanmig indometazin
nanosiispansiyonlariin spektrumlarinda ise bant gerilim frekanslarinin daha diisiik
ciktigt  goriilmiistir.  Buna  Kollicoat® MAE  100P’nin  indometazin
nanostispansiyonlarinin yiizeyini kaplamasi sebep gosterilebilir. Bununla birlikte yine saf
indometazin spektrumuyla tamamen uyumlu oldugu gériilmektedir.

Oral yoldan verilmesi amaclanan bir formiilasyonun terapédtik etkinligi,

biyoyaralanimina baglidir. Dissoliisyonun, kati dozaj formundan diisiik ¢oziiniirliige
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sahip bir ilacin Gl sistemde emiliminde hiz sinirlayici adim oldugu iyi bilinmektedir.
Indometazin gibi suda ¢dziinmeyen ilaglarm saliminin énceden tahmin edilemez oldugu
gosterilmistir. Bu durum ilag endiistrisi i¢in bir sorun olmus ve olmaya da devam
etmektedir. Bununla birlikte yakin tarihli ¢alismalar, yiizey aktif maddeler gibi az
miktarda hidrofilik eksipiyanlarin hidrofobik ilaglar ile birlikte kullanilmasinin
dissoliisyonu 6nemli dl¢iide artirabildigini kanitlamistir.® ilacin nanopartikiiler sistem
formiilasyonlarindan salinmasi; pH’ya, sicakliga, ilacin ¢Oziniirliigiine, yiizeye
baglanmis veya adsorplanmis ilacin desorpsiyonuna, nanopartikiil matriksi boyunca
ilacin difiizyonuna, nanopartikiil matriksinin sismesine ve asinmasina Ve ayrica tim
asinma ve difiizyon proseslerinin kombinasyonunu igeren faktdrlere baglidir.!>®

Indometazin igeren naopartikiiler sistem formulasyonlarimizin in vitro
dissoliisyon caligmalar1 {i¢ farkli tampon ortaminda (pH 1.2, 6.8 ve 7.2) piyasa
preparatlarindan indometazin geleneksel kapsiil (25 mg) ve uzatilmis salim 6rnegi igin
indometazin ER kapsiile (75 mg) kars1 kiyaslamali olarak gergeklestirilmistir.

Saf halde indometazinin sudaki ¢oziiniirliigii cok diisiiktiir.*®® pKa’s1 4.5 olan
zayif bir organik asittir ve ¢dziiniirliigii pH ile artar.®? indometazin iin asit ortamda
(pH 1.2 HCL tamponu) farmakopelerde herhangi bir dissoliisyon testi bulunmamaktadir.
Bu durum aslinda indometazinin dogas1 geregi asitli ortamda (pH 1.2) non-iyonize halde
kalmasindandir. Enterik kaplamanin etkisini anlamak icin literatiirlerde pH 1.2 salim
calismalar1 yapilmaktadir. Indometazinin pH 1.2’de ¢dziiniirliigii olmadigindan kaplama
etkinligi bu yontemle tespit edilememistir. Ancak yine de 2 saat siireyle yapilan
dissoliisyon ¢alismasi neticesinde 25 mg indometazin igerecek sekilde deneye alinan tiim
formiilasyonlar ve ticari preparatlar degerlendirilmistir. Cikan sonuglar ise sirasiyla
soyledir: Indometazin geleneksel kapsiil 0.195 pg/mL, indometazin ER Kapsiil

0.178 ng/mL, indometazin yikli-PLGA nanopartikiilleri 0.132 pg/mL, enterik kaplh
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indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri 0.456 pg/mL, indometazin nanosiispansiyonu
0.344 upg/mL, enterik kapli indometazin nanosiispansiyonu 0.245 ug/mL olarak
bulunmustur. Literatiir bilgileri incelendiginde pH 1.2°de indometazin saliminin
gergeklesmedigi goriilmektedir.'?3 157 158 Sonuglar bize hem ticari preparatlardaki hem de
bu calisma igin hazirlanan nanopartikiiler formiilasyonlardaki indometazinin ortamda
¢oziinmedigini  gostermistir.  Ancak  burada  indometazin  yikli-PLGA
nanopartikiillerinden daha yavas bir salim goriilmektedir. indometazinin nanopartikiil
icinde hapsoldugu ve PLGA’nin yapisinin mide ortaminda hizli bozulmadigi
anlasilmaktadir. Diger tiim formiilasyon ve ticari preparatlara kiyasla enterik kapli
indometazin yiikli-PLGA nanopartikiil formiilasyonundan ise daha hizli bir salim
gostermesi, partikiil boyutunun indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiillerine oranla iki
kat kiiciilmesi ve bu sayede artan yiizey alam ile birlikte Kollicoat® MAE 100P nin
formiiliinde yer alan stabilizanlarin*® (% 0.7 sodyum lauril siilfat ve % 2.3 polisorbat 80)
¢Oziinilirligi artirmis olmasindan kaynaklandigini diigiinmekteyiz. Boyutun kiigiilmesine
bagl olarak indometazinin ¢dziiniirliigiiniin arttig1 yapilan literatiir incelemelerinde de
goriilmiistiir.>°

USP 30-NF 25°¢ kaytli olan “Indometazin Kapsiil” formuna ait mongraf bilgileri
dikkate almarak gelistirdigimiz indometazin iceren nanopartikiiler sistem
formiilasyonlar1 ve ticari indometazin geleneksel kapsiil formuna ait dissoliisyon
calismast pH 7.2°de gerceklestirilmistir. Farmakope monagrafinda 20 dakika iginde
indometazin miktarmin % 80°den daha az ¢dziinmemesi gerektigi belirtilmigtir.%
Hazirladigimiz formiilasyonlar (indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri haricinde) ve
ticari preparat 20 dakikanin sonunda % 80’in {izerinde bir ¢dziinme orani gostermistir.
Indometazin yiiklii-PLGA nanopartikiilleri ise bu sonuca 2 saat sonunda ulasmistir

(% 85.40+ 1.70). Bu durum kullanilan PLGA’nin kendi dogasindan kaynaklanmaktadir.
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PLGA’nin degradasyon hizi iizerinde ortamin pH’s1 etkilidir. Hafif asit veya nétral
ortamda daha yavas bir degradasyon hiz1 goriiliirken alkali ve kuvvetli asit ortamlarda
degradasyon hiz1 artmaktadir.*®

USP 30-NF 25’e kayitli olan “Indometazin Uzatilmis Salim Kapsiil” formuna ait
mongraf bilgileri dikkate alinarak gelistirdigimiz indometazin igeren nanopartikiiler
formiilasyonlari ve ticari indometazin ER 75 mg kapsiil formuna ait dissoliisyon ¢alismasi
pH 6.8’de gergeklestirilmistir. Monografta bu test i¢in 24 saat siireyle calisma
yapilmistir.®! Tolerans limitleri gdz oniine alindiginda ilk olarak referans ilacin
belirlenen siirelerde indometazini serbestlestirdigi goriilmektedir. Referans ilaca kiyasla
indometazin yiikli-PLGA nanopartikiillerinin daha yavas bir salim profili ¢izdigi,
indometazin nanosiispansiyonlarinin ise 12 ve 24. saatin sonunda hizli bir dissoliisyon
sergiledigi goriilmektedir. Hazirlanan indometazin yiikli-PLGA formiilasyonlarinin
kullanilan PLGA polimerinin katkisiyla indometazinin uzatilmis etkisini gdstermesi
bakimindan referans ilagtan daha etkili oldugunu goriilmiistiir.

pH 6.8 ve 7.2 dissoliisyon ortamlarinda yapilan indometazin ¢6ziinme hizi
caligmalar1 kapsaminda enterik kaplama materyali olarak kullandigimiz Kollicoat® MAE
100P’nin, alkali ortamda hizla ¢6ziindiigiinii ve indometazin iceren formiilasyonlarin
salimlarinin daha hizli gerceklestirdigini gérmekteyiz. Bununla birlikte kaplama kalinligi
ve boyutunu nanopartikiiler sistemlerde kanitlamak geleneksel (tablet, kapsiil) dozaj
sekillerine kiyasla ¢ok miimkiin olmamaktadir. Olmas1 gereken pH 1.2 deki salim
calismalaridir. Ancak yukarida da bahsedildigi gibi indometazin mide ortaminda
coziinmeden kalmaktadir. Bu nendenledir ki kaplama etkinliginin yeterli olup olmadig:
dissoliisyon ¢alismalari yaninda baska ¢alismalar ile desteklenerek kanitlanmistir (in vivo
calismalar). Aslinda enterik kaplama materyali (Kollicoat® MAE 100P) alkali ortamda

hemen ¢oziindiigiinden*® kaplamanin ince veya kalin olmasi1 pH 6.8 ve 7.2 icin smirlayici
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bir faktdr olmamustir.’® Aksine Kollicoat® MAE 100P ile kaplanan formiilasyonlardan
alkali ortamlardaki indometazin ¢6ziinme hizi sonuglarina bakildiginda daha hizli bir
salim gergeklestigi goriilmektedir. Bu sonuglar kullanilan anyonik kopolimerin pH'ya
bagl bir ¢oziiniirliige sahip oldugunu ve notr ile zayif alkali ¢ozeltilerde kolayca ¢oziiniir
oldugunu gostermektedir.’® Bu durum da bize indometazinin terapétik etkinliginin
goriilmesi agisindan bir an once biyoyararlanima katilmasi i¢in 6nemlidir.

Nanopartikiillerin boyutu ve yiizey 6zellikleri, biyoyararlanimi optimize etmek,
klirensi azaltmak ve stabiliteyi artirmak amaciyla arastirilmaktadir.?>® Yiiklii kolloidlerin
yiizeyini karakterize etmenin en basit ve en kolay yolu zeta potansiyelinin dl¢tilmesidir.
Bu sayede konsantrasyon, dagilim, adsorpsiyon, vb konularda verilerden sonuglar
cikarilabilir. Zeta potansiyel, nanopartikiiller ile tedavinin etkinliginde 6nemli bir rol
oynayabilecek 6zelliklerden biridir. Dozaj formlarinin stabiliteleri nanomateryallerin zeta
potansiyelinden etkilenebilir.?

Nanopartikiil yiizeyi, ilaglarin taginmasinda ¢ok 6nemli bir husustur. Uygun zeta
potansiyel degeri, ilag salim profillerini ve ayrica dozaj formlarindaki stabilitelerini
iyilestirebilir. Biyolojik ortamlardaki kolloidal stabilite, nano 6lgekli maddelerin genis
yiizey alani / hacim oranlar1 nedeniyle herhangi bir nanopartikiil bazli yapinin klinik
uygulamasini  zorlastirabilir. Ozellikle pozitif yiiklii nanopartikiiller, proteinleri
elektrostatik etkilesim yoluyla biyolojik ortamdan adsorbe etme, Kirlenme ya da ¢okmeye
egilimli olduklarindan genellikle hiicre kiiltiirii kosullarinda zay1f stabilite sergilerler.!5®
Zeta potansiyel, nanosiispansiyonlarin stabilitesini etkileyen 6nemli bir fizikokimyasal
parametredir. Asir1 derecede pozitif veya negatif zeta potansiyel degerleri daha biiyiik
itici kuvvetlere neden olurken, benzer elektrik yiikiine sahip partikiiller arasindaki itme,
partikiillerin agregasyonunu onler ve boylece yeniden siispande edilebilirligi kolay hale

gelir. Elektrostatik ve sterik stabilite birlikte diistiniildiigiinde, + 20 mV'lik minimum zeta
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potansiyeli arzu edilir.*®® Bu baglamda ¢alismamiz kapsaminda hazirlanan indometazin
igeren nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin stabilitelerini degerlendirmek iizere, oda
sicakligi (18-25 °C) ve +4 °C’de 24. saat, 15. ve 30. giin sonunda zeta potansiyel, partikiil
boyutu ve indometazin miktar tayin sonuglari agisindan incelenmistir. Literatiir
caligmalarinda  benzer  parametrelerin ~ benzer  siirelerde  degerlendirildigi
goriilmiistiir. 4% Miktar tayinleri acisindan bakildiginda, tiim indometazin iceren
formiilasyonlarin hem oda sicakligi hem de +4 °C’de 30 gilin boyunca nanopartikiiler
sistemler igindeki indometazin miktarlarinda anlamli derecede bir farkin (azalma veya
artma) olusmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). Partikiil boyutlar1 acisindan bakildiginda
PLGA ile hazirlanan bos ve indometazin yiiklii nanopartikiiler sistem formiilasyonlart ile
bunlarin enterik kaplanmig sekillerinin partikiil boyutlarinda 30 giin boyunca (hem oda
sicakligi hem de +4 °C) 6nemli bir degisiklik olmamis ve nanopartikiiler sistemler yiiksek
zeta potansiyelleri sayesinde agregat olusturmadan stabil kalabilmislerdir. indometazin
nanosiispansiyonlarinda boyutun 30 giin boyunca (1., 15. ve 30.glin) her iki sicaklik
grubunda da giderek arttig1 (~ 300 nm) ve buna karsin PdI’lerinde de artis goriilmiistiir.
indometazin nanosiispansiyonlarinda ise boyut ilk giiniin sonunda azalmigken, 30 giiniin
sonundaki 6l¢limlerde baslangigtaki boyutuna goére yaklasik 100-200 nm (oda sicakligi,
+4 °C) artt1g1 tespit edilmistir.

Formiilasyonlarin stabiliteleri agsindan zeta potansiyelleri degerlendirildiginde
PLGA ile hazirlanan tim formiilasyonlarin (30 giin boyunca), kolloidlerin stabiliteleri
i¢in kritik sinir olarak bildirilen + 30 mV degerinden asag diismedigi goriilmiistiir.14’
Yeni hazirlanan formiilasyonlarla kiyaslandiklarinda ise oda sicakliginda bekletilen
formiilasyonlarin +4 °C’ye kiyasla zeta potansiyelleri agisindan anlamli bir degisiklik
tespit edilmemistir. Nanostlispansiyonlara baktigimizda 30 giin boyunca her iki sicaklik

ortaminda da zeta potansiyel degerleri agisindan yeni hazirlanan 6rneklere gore daha
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disiik kalmustir. Kolloidlerin stabilitesi i¢in minimum sinir olan + 20 mV'lik zeta
potansiyel esiginden diisiik oldugu i¢in yeterli bir stabilizasyon saglanamamis ve
partikiiller agregat olusturmaya baslayarak partikiil boyutunu yiikseltmislerdir.'®® Enterik
kapli nanosiispansiyonlarin ise 30 giin boyunca, yeni hazirlanip 6lgiilen 6rnekler ile
kiyaslandiklarinda oda sicakligi sartlarinda hemen hemen benzer zeta potansiyel
sergiledikleri goriilmistiir. Enterik kaplanan tiim formiilasyonlarin, bilesimlerindeki
stabilizanlar sayesinde giiclii bir elektrostatik etkiyle sterik bir bariyer olusturdugu ve
kaplanmamis formiilasyonlara kiyasla (partikiil boyutu ve zeta potansiyel acisindan)
sistemlerin stabilitelerini korumalarinda 6nemli bir etkisi oldugu goriilmistiir. Rodriguez
ve ark.*® yaptiklari calismada sicakligin zeta potansiyel, PdI ve partikiil boyutu iizerindeki
stabilitesini incelemis ve benzer degiskenlikler tespit etmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda yaptigimiz in vivo deneylerde olusan iilserli
bolgeler/alanlar milimetrik olarak 6l¢iilmiis ve milimetrekare (mm?) cinsinden ifade
edilmistir. Yapilan 6n ¢aligma ile deney tasarimi ve formiilasyonlarin etkinligi incelenmis
ve asil deney dizayn1 i¢in bir basamak olusturulmustur. On ¢alisma ile 6. saat sonunda
ayn1 doz indometazin igerenen formiilasyonlardan en az etkili olaninin dahi (indometazin
nanosiispansiyonu), indometazin geleneksel kapsiil verilen gruba kiyasla % 45.24 daha
az iilser olusturma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. En iyi sonug ise (indometazin
geleneksel kapsiil verilen grubuna kiyasla) daha az iilser yapma potansiyeli gosteren
(% 64.29) Enterik kapli indometazin nanosiispansiyonunda elde edilmistir. Benzer bir
sonugla da hemen ardindan % 59.52 ile enterik kapli indometazin yiikli-PLGA
nanopartikiilleri olmustur. 6. ve 12. saatin sonunda indometazin geleneksel kapsiil verilen
siganlarin mide mukozasinin olduk¢a kirmizi oldugu ve hiperemi olustugu gézlenmistir.

Kanama hatlarinin etrafinda da minér kanamalar oldugu gézlenmistir. 12. saat sonundaki
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kontrol grubu olan siganin midesi daha harap halde bulunmustur. Burada alinan basarili
on deneme sonuglari neticesinde asil deneye gegilmistir.

Calismamizda temel olarak alinan in vivo deney sonuglari incelendiginde, 6. saatin
sonunda tiim formiilasyonlarin saf indometazine kiyasla en az ~ % 38 oraninda daha az
tilser olusturdugu, enterik kapli formiilasyonlarin ise sasirtict bir sekilde ~ % 24 gibi saf
indometazin ile olusan iilsere kiyasla dortte birinden daha az bir oranla iilser olusturdugu
ve istatistiksel olarak bunun anlamli oldugu goriilmistiir (p<0.05). Yine 6. saatin sonunda
tim formiilasyonlarin en az ~ % 53 oranda indometazin geleneksel kapsiile kiyasla daha
az llser olusturdugu, enterik kapl formiilasyonlarin ise indometazin geleneksel kapsiil
ile olusan iilserlere kiyasla ~ % 66 oraninda daha az iilser olusturdugu ve istatistiksel
olarak bunun anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Bu ¢alismada gelistirdigimiz tim
formiilasyonlarin si¢anlarin mide liimenlerini daha az kabarttigi ve kirmizi yaptigi
gozlenmistir. Ayrica bos nanopartikiiller ve bunlarin enterik kapli formiilasyonlarinin ise
sican midelerinde herhangi bir iilser olusumuna sebep olmadiklar tespit edilmistir.

12. saat sonundaki sonuglar, indometazinin uzatilmis salim preparati olan ER
kapsiil formu ile karsilastirilmast amaciyla yapilmistir. Cilinkii bu preparatin kullanma
talimatinda 12 saatte bir alindigindan bahsedilmektedir.’®” 12. saat sonundaki sonuglar
almak amaciyla calisma 2 ayr1 zaman dilimi olarak tasarlanmistir. 12. saatin sonunda tiim
formiilasyonlarin saf indometazine karsilik iilser olusturma potansiyelinin en ¢ok ~ % 49
oldugu, enterik kapli indometazin yiikli-PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin ise
sagirtict bir sekilde saf indometazine karsilik {ilser olusturma potansiyelinin ~ % 29
oldugu ve istatistiksel olarak bunun anlamli oldugu gériilmiistiir (p<0.05). Yine 12. saatin
sonunda tiim formiilasyonlarin saf indometazine karsilik iilser olusturma potansiyelinin
en ¢ok ~ % 46 oldugu, enterik kapli indometazin yiikli-PLGA nanopartikiil

formiilasyonlarinin ise saf indometazine karsilik {ilser olusturma potansiyelinin ~ % 28
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oldugu ve istatistiksel olarak bunun anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Uzatilmis
salim kapsiilii (ER 75 mg) ile karsilastirildiklarinda gelistirdigimiz tiim formiilasyonlarin
bu ticari preparattan daha az iilser olusturdugu ancak enterik kapli indometazin yiiklii-
PLGA nanopartikiillerinin istatistiksel olarak hem saf indometazin hem ticari
indometazin 25 mg geleneksel kapsiile hem de ticari ER 75 mg kapsiile karsilik anlamli
derecede bir fark olusturdugu tespit edilmistir (p<0.05). Hazirlanan tiim formiilasyonlarin
siganlarin mide limenlerini daha az kabarttigi ve kirmiziliklar olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica bos nanopartikiiler formiilasyonlarin ve bunlarin enterik kapl
formiilasyonlarinin ise midelerde herhangi bir iilser olusumuna sebep olmadiklar1 12. saat
sonunda da tespit edilmistir.

Gelistirdigimiz formiilasyonlarin ve piyasa preparatlarinin salim kinetiklerini
inceledigimizde pH 7.2 tampon ortamindaki salim yiizdelerinin ilk 6rnek alim siiresi ile
birlikte % 60’ {izerinde gergeklestigi goriilmiis ve Korsmeyer-Peppas modeli
uygulanamanustir.*1® Bu ortamda tiim preparatlar i¢in Higuchi salim kinetigine uyum
tespit edilmistir. pH 6.8 tampon ortamima baktigimizda, polimerik bir sistemle
hazirlanmis  olan ER  kapsiil ile gelistirdigimiz Indometazin yiikli-PLGA
nanopartikiillerinin ~ Korsmeyer-Peppas salim  kinetigine, diger gelistirdigimiz
formiilasyonlarin ise Higuchi salim kinetigine uyum gosterdigi tespit edilmistir. Model
seciminde R? (determinasyon katsayisi) dikkate alinmis ve 1’e yaklasan sonuglar
degerlendirilmistir.!®® Indometazin yiikli-PLGA nanopartikiillerinden etkin madde
saliminin 6nce diflizyon ardindan asinma Ve difiizyonla birlikte seyretmesinin literatiir ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir.*
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada PLGA ve tasiyici bir polimer kullanilmaksizin
hazirlanan indometazin iceren yeni ilag¢ tasici sistemleri gelistirilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlara yiiksek oranda indometazin yiiklendigi saptanmistir. Boylece oral
uygulama yoluyla kullanilmak iizere ila¢ tasiyan yeni nanopartikiiler sistemler elde
edilmistir. Gelistirilen ve valide edilen HPLC yontemi ile miktar tayinleri
gerceklestirilmig, in vitro dissoliisyon c¢alismalari ile piyasada mevcut indometazin
preparatlari ile aralarindaki tstiinliikler ve farkliliklar tespit edilmistir. Ayrica yapilan in
vivo calismalar ile gelistirdigimiz sistemler, piyasa preparatlari ile karsilastirilarak
incelenmis ve degerlendirilmistir.

Sonugta tim formiilasyonlarin 6zellikle de enterik kapli indometazin yiikli-
PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin Gl sistemdeki iilser olusturma potansiyelini en
aza indirgeyerek giivenli bir sekilde kullanilabilirligi gosterilmistir.

Bu bilgilerden hareketle ileride yapilmasi planlanan ¢alismalar ile patent alimi

asamasina gecilmesi diisiiniilmektedir.
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