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GIRIS VE AMAC

Hastaliklar tedavi etmek amaciyla ggtilen yeni alternatif formtlasyonlar
icin bircok aratirma yapilmaktadir. Kullanilan allmis dozaj sekillerinde ilacin
plazmada etkili dozda kalabilmesi icin dozun teleiamasi gerekmektedir. Kontrolll
salim sglayan sistemler bu sorunu ortadan kaldirilaiildgin, calsmalarda bu
anlamda biyuk yer almaktadir.

Etkin maddenin kontrollii salimi gamak icin alternatif olarak gstirilen
nanopartikiler sistemler, kic¢uk boyutlu olmalaigyélojik ortamda parcalanma
drdnlerinin - toksik olmamasi gibi avantajlari neddai tercih sebebidir.
Nanopartikiler sistemler diuk dozlarda tedavi ghyarak etkin maddenin yan
etkilerini ortadan kaldirmakta, ilaclarin termingri émrini uzatmakta ve tedavisi
istenilen  bdlgeye hedeflendiriime imkani gkamaktadir.  Nanopartikiler
sistemlerdeki sivi yan kati lipitle dgistirilmesi sonucu kati lipit nanopartikiller
(KLN) olusmaktadir. KLN’ ler kontrollii salim sistemlerin axtajlarini bir arada
barindirirken birgcok dezavantajini da ortadan kaidtir. Oda ve viicut sicaldinda
kat halde bulunan lipitler ile hazirlanabilmekie stabilize sorunlari olmamaktadir.

Tezimizin calgma konusu olan Sefpodoksim Proksetil (SP) bakteeskili
bir antibiyotiktir. Sefalosporin grubunda 3. dakta yer almaktadir. Sefalosporin
grubu antibiyotikler yada ¢ozunurliklerinin djilk olmasi sebebi ile mide gasak
kanalindan absorpsiyonlari yetersizdir. Bu nedekilmyasal yapisinda bulunan
sefem halkasinin 4 numarali konumuna hidrofilikbidsil grubu eklenerek 6n ilag
olarak olygturularak, kullaniimaktadir. SP’ de kekilde gelgtirilen bir on ilactir.

SP’ nin tablet ve slispansiyon gibi sadece oralakuhh icin dozajsekilleri
mevcuttur. Nanopartikillerin avantaji olarak yukstkin madde yiklenmesi imkant,

parcalanma urtnlerinin toksik olmamasi ve buyilkeKliciretim imkanlari nedeniyle

XVil



SP’ nin alternatif bir dozagekli olaca& disunilen nanopartikil formuilasyonu
calisilacaktir. SP’ nin kati lipit nanopartikil formundgeni bir formilasyonunu
gelistirerek ¢6zlndrlik sorununu ortadan kaldirmak aaragistir. Bu dgrultuda
tezimizde SP KLN’ leri geftirmek Uzerine cagmalar yapilmgtir. Elde edilen
formulasyon seklinin fizikokimyasal 6zelliklerine bakilarak stdardizasyonu

yapilmaya cakimistir.
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BOLUM |
1 GENELBILGILER

1.1 Nanopartiktler Sistemler
1.11 Nanopartikiillerin Tanimi ve Ozellikleri

Etkin maddeyi kontrollt olarak salan, boyutlari-1000 nm arasinda geen
kati kolloidal partiktllere ‘nanopartikil’ denir. ahopartikillerde etkin madde
¢bzinmi, hapsedilmi veya adsorbe edilgihalde bulunabilmektedir. Nanokire ve
nanokapsul olarak da adlandirilan nanopartiktiter gillarda giderek artan bir ilgi
gormektedir. Genellikle polimer matriks yapi icente da&ilmis yapilara nanokure,
ila¢c partikilinin dgtan kapsudl ile cevrilmi formuna nanokapsul denmektedir.
Nanopartikillerde; ilact kontrolli olarak salmastki etmesi istenen bdlgede
toplanmasi, stabilite sorunlarinin olmamasi,siytainin  fizyolojik ortamda
parcalanmasi ve parcalanma urdnlerinin toksik olassterilize edilebilmesi gibi
Ozellikler aranmaktadir (22, 32, 88). Resim 1' d&kgon mikroskobunda

nanopartiktliin genel gorunttsiu yer almaktadir.

Resim 1 : Nanopartikl genel gbruntisu

Kolloidal taslyici sistemler arasinda nanopartikillerin pek gsktnlukleri

bulunmaktadir. Bunlar:



» Kucuk partikil boyutuna sahip olmalari kapillerlenéfus etmesini
sglayarak, hucreler tarafinda tutulmasini ve etkin ddemin

hedeflenen bdlgede salimini gercgktenektedir (19).

» Birden ¢ok etkin maddenin (Resim 2) ayni molekiddendiriimasina

olanak sglamaktadir (90).

Etlcin Madde
Q —

Nanopartikiil flag Yiikli Nanopartikiil

Birden Fazla Etkin Madde

© it

Nanopartikiil Coklu Tlag Yiikli Nanopartikiil

Resim 2 :Tekli ve ¢oklu ila¢ yukli nanopartikil

« dlacin hedef bolgede salinimini gtayarak dger dokularda

olusabilecek toksisiteyi azaltmolmaktadir (90) (Resim 3).

Hedef Moleloal

Nanopartikal ~ £tcn Madde Hedef Balge

Resim 3 :Hedef molekile b#i nanopartikil



* Biyolojik ortamda dger kolloidal sistemlere goére daha ylksek

stabiliteye sahiptirler.

* Yuzey oOzelliklerinde ve parcacik boyutundagdiler yapilabildgi
icin parenteral uygulama sonrasinda pasif ve akiif¢
hedeflendiriimesine olanak @&amaktadir. Bunun sonucunda
nanopartikillerin retikilloendotelyal (mononukleexgébsitel) sistem

makrofajlari tarafindan taninmasi da engellenmekted
» Farkli yontemlerle kolaylikla sterilize edilebile.

 Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydiD(¥7, 80).

Bunun dginda nanopartikillerin bazi sakincalari da bulunsacik. Kucuk
partikil boyutu ve gegiylzey alanina sahip olmalari, agregasyona selmegktd ve
bunun sonucunda nanopartikillerin  stabilite  sorieuykasilasiimaktadir.
Nanopartikillerin sahip oldiw bu o6zellikler d@rultusunda sinirli etkin madde
yuklemesi sorunu ve etkin madde salim sirecinagmiiseyen burst effect (patlama

etkisi) adli ani patlama ortaya ¢ikmakta@®, 68).

1.1.2 Nanopartiktl Hazirlama Yoéntemleri

Nanopartiktller genel olarak polimer ve etkin maddienak Utzere iki
kisimdan olgmaktadir. Polimer olarak ¢al proteinlerden albumin, jelatin,
polisakkaritlerden aljinat, kitozan.vb. ve serkgiolimerler polianhidrit, polilaktik-
koglikolik asit.vb. kullantlir.

Nanopartikillerin hazirlanmasinda kullanilacak p@r ve etkin maddenin
fizikokimyasal Ozellikleri hazirlama yontemini beémektedir. Kisaca hazirlama

yontemleri:



* Misel Polimerizasyonu

* Sulu Ortamda Polimerizasyon

* Ylzeylerarasi Polimerizasyon

» Koaservasyon Yontemi

» Etkin Maddenin Nanopartikillere Adsorpsiyonu

e Co6zlcu Buharlgtirma Yontemi (6, 13, 32).

1.1.3 Nanopartikillerin Karakterizasyonu

1.1.3.1 Partikal Buyuklugu

Nanopartikiler sistemlerde partikillerin ortalamaiyikiigli ve boyut
dagihmi, stabilite ve molekil kompleksinin fonksiyonolarak ilacin etkiniini
etkiler (62). Dolayisi ile partiktl buyukgii nanopartiktllerde énemli bir unsugké
etmektedir. Partikil buyuUkfii Coulter Nanosizer ve Malvern cihazlari ile
saptanmaktadir. Bunlar foton korelasyon spektroskope lazer difraksiyon

metodlarina dayanarak partikil buyukliklerini 6l¢asalirler (33, 58).

1.1.3.2 Etkin Madde Salimi

Nanopartikiullerde yapilan camalarda, etkin madde saliminin birinci derece
kinetige uygun olarak gercekiegi belirtilmistir. Nanopartikillerin ytzeyinde
adsorbe olan kismin fangicta hizla salinan etkin madde d@duy ardindan ise
nanopartikile hapsolrguetkin maddenin salinmasi ile gercekilg belirtiimistir.
(32, 50).

Etkin maddenin nanopartikiilden salimi siznmgaraa, kopma, parcalanma ve
difizyon mekanizmalariyla olmaktadir. Diflizyon mekanasi haric tim

mekanizmalar kontrollii salim @amaktadir (32). Burada difizyon mekanizmasinin



etkili olmamasinin nedeni partikil boyutunun ki@lkasi ve dolayisi ile difiizyon
mesafesinin kisa olmasinagtenmaktadir (35, 37).
Nanopartikiullerden etkin madde saliminda hazirlamneanasinda kullanilan
polimerin miktarinin ve 6zelliklerinin de etkili digu bilinmektedir (8, 43)
Etkin madde salimini etkileyengdir faktorler:
* Matriks yapisinin erozyon/degredasyonu
» Matriksten etkin maddenin diftizyonu
* Ylzeye adsorbe olngietkin maddenin salimi

» Etkin maddenin ¢ozunurdii seklinde sayilabilir (50).

1.1.3.3 Sterilizasyonu ve Stabilitesi

Nanopartikiller parenteral kullanim icin hazirlaonga sterilize edilmelidir.
Nanopartikillerde sterilizasyon, steril filtrasydle otoklavda 121°C’ de 15 - 20
dakikada veya-radyasyon ile yapiimaktadir (32).

Nanopartikil sistemlerini okturan partikillerin, dispersiyon ortamlarindaki
hareketleri sistemin stabilitesini etkiler. Partletin bu hareketleri Brown hareketi
olarak tanimlanir ve ortamin sicakha, y@unluguna, partikilleri olgturan

molekdllerin bayuklgiune bghdir (78).

1.1.3.4 Zeta Potansiyeli

Kolloidal sistemleri olgturan parcaciklarin agregat giurmadan stabil
olmasi icin belirli bir yike sahip olmalari gerekktedir. Nanopartikil sistemlerini
olusturan partikillerin sahip oldw yidklerin toplami zeta potansiyeli olarak
aclklanmakta ve sistemlerin dayaniigi belirlemektedir. Zeta potansiyeli
partiktller arasindaki itme veya cekmegdenin olcimudir ve nanopartikillerin

sistemlerdeki dalma mekanizmalari ile ilgili bilgi verir. Zeta parsiyeli (+/-) 30



mV ve Uzeri olan yukli partiktller yikseksitgiici gostermeleri nedeni ile stabil

sistemler olgtururlar (15, 16, 47).

1.1.4 Nanopatrtiktllerin Kullanim Alanlari

Gunumizde kuguk partikil  boyutuna sahip olmalar deme ile
nanopartikullerin, bga s&lik alaninda olmak Uzere bircok alanda kullanim amk
bulunmaktadir (42).

Tipta; antikanserojen ilaglar, antienflamatuar ldacantiparaziter ilaglarda,
beyine ila¢c hedeflemede,silarda, transdermal ve okiler uygulamada, tani
maddelerinin uygulamasi vb. amagclarla kullanilakitedirler (21, 47, 91).

Tipta kullanimi Resim 4’de kisaca belirtiktr.

Tibbi Uygulamalar

Nanopartikiiller

Ilac Hedeflemede flacla Tedavide

Gen Tedavisinde Teshis / Tamda

Asilarda Tibbi Goriintiilemede

Resim 4 : Nanopatrtikullerin tipta kullanim amaclari

1.2 Kati Lipit Nanopartikiil (KLN)'lerin Tanimi ve Ozell ikleri

Nanometre boyutundaki ilagstgici sistemlerin oral kullanim sonrasi yiksek
degiskenlik gostermesi (diik absorsiyon, hizli metabolizasyon ve eliminasyon)

disuk cozunurluk gosteren ilaclarin farkl dokularagdrak yiksek toksisiteye



neden olmasi nedeniyle lipozomlara, nanoemiulsiyanla nanokapsillere alternatif
olarak kati lipit nanopartikiler (KLN) sistemler lggirilmi stir (82). Resim 5’'de kati
lipit nanopartikdl yapisinin genel géruntisimatize olarak verilngtir (89).
Nanometre boyutundaki KLN oda ve vicut sicakida kati halde bulunan
lipitler ile hazirlanmaktadir.
KLN’ ler kolloidal sistemlerin Ustunltklerini icelken bilinen sakincalarini

Onlemektedir (82, 86).

Cekirdek

Hedeflenen
Molekiil

Yardimci Ajan
Yardimci Ajan

Resim 5 : Kati Lipit Nanopartikil (KLN) yapisi

1.2.1 KLN’ lerin Avantajlari

» Kontrolli salimin gergekigirimesine ve ila¢ hedeflendiriimesine olanak
sglamasi,

 llag kararhlgini arttirmasi,

* Yiksek oranda etkin madde yiklenmesine olanglaszasi,

» Lipofilik ve hidrofilik etkin maddelerin bir aradaerilebilmesini sglamasi,



* Taslyicilarin biyotoksik olmamasi,
» Organik ¢dzucu icermemesi,
» Bulyuk dlcekli tretim ve sterilizasyonda problem almasi KLN’lerin balica

avantajlandir (47, 55).

1.2.2 KLN Hazirlamada Kullanilan Maddeler

KLN’ ler genel olarak kati lipitten, emulgatérdere \sudan olgmaktadir.
Burada kullanilan lipit terimi gegibir anlam icermektedir. Bu kapsamda lipit;
trigliseridleri (tristearin vb.), kismi gliseridlie(imwitor vb.), ya asitlerini (stearik
asit vb.), steroidleri (kolesterol vb.) ve mumlésetil palmitat vb.) belirtmektedir.
Yuklerine ve molekiler @rliklarina baglh olarak emulgatorler lipit datimini
stabilize etmek icin kullanilmaktadir. Emulgatonmekompleks olarak kullaniimalari
parcacik aglomerizasyonunu daha etkin olarak oriteede (47). Tablo 1 * de KLN

hazirlanmasinda kullanilan lipit ve emuilgatorleriveektedir.



Tablo 1 : KLN’ lerde kullanilan lipitler ve emdlgatorler

Lipitler

Trigliseritler
e Trikaprin
e Trilaurin

e Trimiristin

Tripalmitin
» Tristearin
Kismi gliseridler
. WitepsoPW 35/H35/H42/E85
« Gliserin monostearat (Imwit8r900)
« Gliserin palmitostearat (PrecifohTO 5)
Yag asitleri
» Stearik asit
* Palmitik asit
* Behenik asit
» Dekanoik asit
Emdulgatorler/ Yardimci emulgatorler
* Poloxamer 188 /182 / 407
« Yumurta Lesitini ( Lipoid E 80)
« Soya Lesitini ( Lipoid S 75)

+ Bitanol




1.2.3 KLN’ lerin Hazirlama Yontemleri

KLN’ ler hazirlanma ydntemlerine gore 5 anglbdaaltinda toplanirlar.

1.2.3.1 Yuksek Devirli Homojenizasyon ve Ultrason §htemi

Nanopartikiler sistemlerin Uretiminde yuksek deviibmojenizasyon ve
ultrason yontemi ilk kullanilan gama tekngidir. iki yontem de yaygin ve kolay
olmasina rgmen d&itmada mikropartikiller ogkmakta, ultrasonda ise metallerle
kontaminasyon stz konusu olabilmektedir (82). Batgin etkin madde ile lipidin,
once lipidin erime sicakiinin dstiinde bir sicaklikta eritilip, sonra ayroakliktaki
sulu yluzey etkin madde ile yiuksek devir altindaigkarimasina dayanmaktadir.
Sagsutma  sirasinda  partikillerin - bigip daha buyudk partikiller ofmasini
engellemek icin de ultrasonikasyon yontemi kullaraktadir. Bu yontemler genelde

birlikte uygulanmaktadir (36).

1.2.3.2 Yuksek Basin¢li Homojenizasyon

Guvenilir ve etkili bir yontem olmasi, ol¢ek yuksak durumlarinda problem
olusturmamasi nedeni ile KLN dretiminde tercih edilein y@ntemdir. Bu yontem
KLN’ lerin genis ¢apta uretimine imkan glar. Yuksek basin¢li homojenizasyon lipit
icinde etkin maddenin c¢oziinmesi ya dagittaasi esasina dayaniriki

homojenizasyon yontemi vardir (70).

1.2.3.2.1 Sicak homojenizasyon

Emdilsiyonun homojenizasyonu olarakgddendirilen sicak homojenizasyon
yontemi lipitin erime derecesinin Uzerinde gerceklé47). Bu yontem lipofilik,

suda ¢cozinmeyen ve yiksek sicaklikta kalma siursaidmasi nedeniyle sicakd
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hassas maddeler icin uygundur. Homojenizasyonisdassicakigin 10 °C kadar
artmasli nedeni ile etkin maddeler de bozulma g@&bigmektedir (74).

Yontemde kullanilacak olan etkin madde, erime &k 5-10 °C Usttndeki
sicaklga getirilmg lipit icerisinde ¢6zunduraltr veya giaulir. Bir sonraki adimda bu
karisim ayni sicaklikta bulunan yilzey etkin madde cdsplle Kargtiric
kullanilarak d&itihr ve 6n emulsiyon elde edilir. Son olarak alasturulan bu 6n
emdulsiyon yuksek basincli homojenizatérde erimetamkin 5-10 °C Ustindeki
sicaklikta homojenize edilir (58).

Bu yontemde basing ayari ile arzu edilen sayidadjemzasyon yapilarak
Uretim gerceklgtirilebilinir. Yapilan calgmalarda 3-5 homojenizasyon ile 500 - 1500
bar arasindaki basing ile KLN hazirlagidg6zlenmgtir. Homojenizasyon sirasinda
artan sicaklik nedeni ile etkin maddenigiyeci icindeki parcalanma oraninin da

artacg! g6z onunde bulundurulmahdir (47, 70).

1.2.3.2.2 Sguk homojenizasyon

Etkin madde iceren erigii lipidin 6nce s@utulmasina daha sonrada
ogutilmesi esasina dayanan bir yontemdir (45). Buegrarhidrofilik maddeler igin
uygun olmamasina gaen sicakfia giri duyarlh maddelerde tercih edilmektedir
(58). Ayrica sicak homojenizasyon yonteminde bafuntekrar kristallenme
basamal, etkin maddede dgimlere neden olabilmekte ve dolayisiylagsk
homojenizasyon yontemi tercih edilmektedir (47).

Sasuk homojenizasyonun tercih edilme nedenleri;

» Etkin maddenin sicalda ba&li degragasyonu,
* Etkin maddenin homojenizasyon sirasinda sulu fazitgklimi,
* Nanoemililsiyonlarin kristalizasyon adiminda g&hga sebep olan

¢ssitli modifikasyonlar ve fazla sgutulmus eriyiklerdir (82).
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Bu yontemin ilk hazirlama basafaolan etkin maddenin lipit icerisinde
cbzinmesi ya da @dilmasi, sicak homojenizasyon yontemiyle ayni@iger bir
basamakta sivi azot ya da kuru buz kullanilaraketladde iceren ¢ozelti gotulur.
Bu asamadaki yiksek gotma dereceleri etkin maddenin lipitte homojegiblaasini
sgilar. Etkin madde iceren kati lipit havanda ya dgdbi desirmende 50-10Qum
aralginda @utulir. DUk sicaklik nedeniyle lipidin kirilgargh artar, dolayisiyla

partikuller ezilerek ufalanir (69, 82).

1.2.3.3 Cozucu Emaulsifikasyonu / Evaporasyonu

Sjostrom ve Bergenstahl tarafindan nanopartikinledispersiyonlarini
hazirlamak amaciyla gésu emulsiyonunun c¢oktirilmesine dayanarakstelimi s
bir yontemdir. Emulsiyon okiurmak icin lipofilik madde su ile kaymayan sulu
fazda emdulsifiye edilerek organik ¢ozlclyle ¢ozimitir. C6zucunin ucurulmasi
ile lipit coker ve 25-100 nm arginda partikillere sahip nanopartikil dispersiyonu
olusturulur (47). Hazirlama sirasinda 1sI uygulanmamg@ntemin en onemli
avantajidir ve Istya hassas etkin maddeler de hteeciilir (75). Emudlsiyonun
Parcacik buydklgl, organik fazda bulunan lipidin dgimiyle baslantihdir. Organik
cozlcuyle ilgili olarak (%5) diiik yag yuklenmesi ile ufak partikiller ofturulur.
Disperse edilen fazin yuksek viskozitesi nedeni ligit miktarinin artmasi

homojenizasyonun etkirgini dustrur (82).

1.2.3.4 Mikroemuilsiyon Yontemi

Mikroemulsiyonlar ginimuizde gergcek cozeltiler odkardesil de kiritik
cOzeltiler olarak nitelendirilen saydam veya azabulk ¢ozeltilerdir (57). Bir grup

arggtirmaci tarafindan mikroemulsiyonun seyreltiimesitagyanarak da ¢allmis bir
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yontemdir. Bu arglirmacilar yaptiklari cagmalarda mikroemdulsiyonlarin i¢ vesdi
faz olarak iki kisimdan oktugunu bulmglardir. DsUk erime derecesine sahipgjia
asitler (6rngin stearik asit vb.), emulgatorler (6gme polisorbat 20 vb.), yardimci
emdulgatorler (6rngn bidtanol vb.) ve suyun saydam olarak 65 - 70 e
karistirilmasi ile hazirlanir (28). O)an mikroemdilsiyonun termodinamik olarak
dayanikli olmasi bikenlerinin d@ru oranda kullanilmasina gedir ve bunun

sonucu olarak dgigl geciren bir sistem ogmaktadir (29).

1.2.3.5 Lipit Nanopelletler ve Lipokureler

Eritilmis lipitin ylzey etkin madde cb6zeltisinde gialmasi sonucu lipit
nanopelletler elde edilir. Lipit katirici ile ya da sonikasyon ile gialr ve
karistiricinin hizi partikillerin nano ya da mikro boynta olmasini ggar.

Muler ve arkadglari (58) tarafindan gedirilen lipokireler, eritiimg etkin
maddeye fosfolipit eklenmesi ve bunun ylksek sik&klkarstiriimasi ardindan
sogutulmasi ile elde edilir. Elde edilen lipokirelei30 250um arasinda partikil
boyutuna sahip hidrofobik ve odartlarinda kati olan yizeyi fosfolipit tabakasiyla

cevrili yapilardir. Fosfolipit tabakasi nedenigkabilizasyonlar kisithdir.

1.2.4 KLN’ lerin Karakterizasyonu

KLN’ ler lipit ve emiulgatorlerin homojen bigekilde sulu dispersiyonlariyla
olusmaktadir. Kaliteli bir formilasyon ofturmanin 6n keulu da bu
dispersiyonlarda karakterizasyonulsgabilmektir. Kicuk partikil boyutuna sahip
olmalari ve kompleks sistemler olduklari icin KLY de karakterizasyon énemlidir.
KLN’ lerin karakterizasyonun da stabilite ve salikinetigini etkiyen bircok

parametre bulunmaktadir (58, 59).
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Kisaca bunlar:

o Partiktl buytkligh ve zeta potansiyeli

Partiktl bayukliginin olctimleri icin foton korelasyon spektrofotorest
(FKS) ve lazer difraksiyon metodlari kullanilir (82 oulter counter yontemi de
KLN’ lerin partikil buytkligt 6lcimiunde, kuguk nanopartikillerin saptanmasindak
zorluklar ve kolloidal dispersiyonlar da destal@byonu sglamak icin elektrolitlere
ihtiyagc duymasi nedeni ile nadiren tercih edili0(5%8). Alan aks ayritirma
yontemi (AAA) de son yillarda hizlh bir geihe gostererek partikial buyaldi
Olcimunde kullaniimaya Bnmstir. Bu yontem ile partikiller laminal akaltinda
kitlelerine, buyukluklerine ve elektriksel iletkédérine gore ayrilirlar (7).

Zeta potansiyelinin dl¢cilmesi kolloidal sistemlestabilitesi hakkinda bilgi
verir. Genellikle yuksek zeta potansiyeline sahiglyi partikiller de elektriksel itme
nedeniyle daha az agregasyon gorulir (56).

» Lipit modifikasyonu ve kristallenme derecesi

KLN’ lerin karakterizasyonunda partiktl buyuaiintn analizi gerekli fakat
tek baina yeterli dgildir. Bu nedenle kristallenme derecesi ve lipit difikasyonu
da 6nemlidir. Lipidin yapisini agarmak icin Raman ve IR spektrofotometresini,
modifikasyon durumunu agarmak icin ise differansiyel tarama kalorimetresi X
Isint kirmnim yontemi kullanilir (58).

» Farkli kolloidal yapilarin var@n (miseller, lipozomlar vb.) ve dinamik

gelismeler KLN’ lerin salim kinegiini etkilemektedir.

1.2.5 KLN'’ lere Etkin Madde Yiklenmesi ve Salimi

KLN’ lere ila¢ (etkin madde) dahil edilmesi veyadin serbestigirilerek

verimliligin arttirlimasi sistemi okturan maddelere gadir (38).
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Bircok farkli etkin madde (timolol, doksurabimtinol, asiklovir vb.) yiksek
basincl homojenizasyon yontemiyle hazirlanan Klé&te yuklenmgtir. Burada en
onemli nokta ila¢ t@yici sistemlerin yikleme kapasitesinin uyguyiuna karar
vermektir. Etkin madde yukleme kapasitesinin geklelllipit fazin (lipit ve etkin
madde) yizdesine pl oldugu ifade edilmgtir (58). KLN’ lerde lipitin %1-10" u
oraninda etkin madde yuklenir. Hidrofilik yapiliken maddelerde bu oran %1’in
altinada dgebilmekte fakat etkingi yeterli olan maddeler icin bu sorun
olusturmamaktadir (20).

Westesen ve arkagarinin (83) yapfii calsmalarda ubidekaron icgin
yukleme kapasitesini % 1 - 5 agahdan % 50’ ye arttirdini rapor etmlerdir.
Diger calsmalarda da tetrakain ve etomidat i¢in % 10 - 2@iada, retinol i¢in % 5,
koenzim Q10 icin % 20 ve siklosporin icin % 20 - 2garttinldg belirtilmistir.

Etkin maddenin lipitte yikleme kapasitesine etlerdéaktorler;

» Etkin maddenin eringilipitteki ¢cozuntrligl ve kargabilirli gi,
« Kati lipit matrisin kimyasal ve fiziksel yapisi,
e Lipidin polimorfik (multikristalizasyon) durumunutirler.

Yuksek oranda etkin madde yuklenmesisighillen durumlarda etkin
maddenin erimi lipitte maksimum ¢ozundrlik gostermesi isteniren@llikle erimg
lipit sogutulurken c¢ozunurlgiin azalaca da etkin madde secgiminde g0z 6ninde
bulundurulmalidir (38, 58).

Kati lipit nanopartikuller de lipitin kristal yaprsa ve ¢Ozunurlgiine bl
olarak kullanilan miktarindaki azalma bu sistemderkiontrolli salim 6zelin
kaybolmasina neden olabilmektedir. Ayni zamandagdiizsiral lipitler kiimelerle

birlesen etkin maddeyi hapsedemeyecektir (61).
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Kati lipit nanopartikille etkin madde yuklengekilleri ayni zamanda etkin
madde salimini da ifade etmektedir. Resim 6 ‘* #&&ehaddenin yiklenmesine ait

modeller verilmektedir.

etkin madde

lipit cekirdek

etkin maddenin
lipit matris icinde
dispersiyonu

etkin madde
yiiklii kabuk

lipit kabuk

Resim 6 :KLN'’ lere etkin madde yikleme modelleri
a. Kati ¢ozelti modeli
b. Cekirdek kabuk modeli (etkin madde ile zenggniés cekirdek)
c. Cekirdek kabuk modeli (etkin madde ile zenggné kabuk)

Kati ¢Ozelti modelinde etkin maddenin partiktlirr lyerinde dispersiyonu
kontrolli salimi olgturmaktadir. Bu modelde homojen gdanis bir nanopartikil
olusturmak icin lipofilik etkin maddelerle sicak homnojeasyon yontemi ya da
soguk homojenizasyon yontemi kullanihir (20).

Cekirdek kabuk modelinde etkin madde yuklengekirdek elde etmek icin,
sicak homojenizasyon yontemi ile hazirlanan nartiqiddeki etkin maddenin
soggutma sirasinda kristallenmesi gerekmektedir. Etkiadde lipitten daha 6nce
cokmeye bsglar, kabuktaki etkin madde miktari azalir ve soaugiembran kontrollu
salim gerceklgr.

Cekirdek kabuk modelindeki gier bir lokalizasyon ise etkin maddenin
kabukta yuklenmesidir. Etkin maddenin nanopartikikabuk kisminda birikmesi
lipitin sogumasi sirasinda faz ayrimingramasi sonucu meydana gelmektedir. Bu

durumda lipit 6nceden coker ve etkin madde yuklanmdipit cekirdek olgur.
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Sonug olarak dikabukta birikmg etkin madde patlama etkisi ile hizlh bir salima
neden olmaktadir (8, 60, 61, 64, 65).

Kati lipit nanopartikillerde etkin  madde salimi itlip yapinin
modifikasyonuna, kullanilan yardimci maddelerin nbaana ve hazirlama
yontemlerine gore dgsmektedir (64) Geciktirilmis bir salim elde etmek amaci ile
teknolojik parametreler de kullanilabilir. Ogie siirfaktan desimi veya sicaklik
degistirilebilir. Sicakhkta yapilan dasiklikler lipidin tekrar kristallenmesine ve
dolayisiyla KLN’ lerde etkin madde salimindgzgékliklere neden olur (38).

KLN’ lerden bata hizli salim ardindan uzatilgnetkili salim olmak Utzere
etkin madde saliminin iki kademede gercgklesi istenir (20).Bu sistemlerde
yapilan ¢cakmalarda etkin maddenin saliminagbhanajor problemin patlama etkisi
oldugu bulunmy ve yardimci maddelerin dgimlerinde, hazirlama ydntemlerinde
yapilan modifikasyonlarla bu patlama etkisinin dea kaldirilabilecgi

gozlemlenmgtir (53, 54).

1.2.6 KLN'’ lerin Sterilizasyonu ve Stabilitesi

KLN’ ler aseptik hazirlanabilmelerinin yani sirdfrisyon, gamasinlari ve
otoklav ile sterilizasyon yapilabilmektedir . Pwner ve parenteral uygulamalar icin
hazirlanan kati lipit nanopartikillerde sterilizasygereklidir (47 , 58).

KLN’ lere uygulanan sterilizasyon yonteminin forra@ionun 6zelliklerini
degsistirmemesi, fiziksel kararli ve etkin maddeye ait salim profillerini
etkilememesi beklenir (47).

Otoklav ile sterilizasyonda fiziksel stabilite KLidrmulasyonun bilgmine
baghdir. Ornein poloksamer gibi stabilite myan polimer kullanildiinda
sterilizasyon 12PC ‘' de otoklavda yapilamamaktadir. Bunun nedeai asoklav

sicaklginin polimerin kritik flokllasyon sicallina yakin olmasi ve polimerin
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adsorbsiyon tabakasinin goce (kollapsadramasidir. Sonu¢ olarak yetersiz
stabilizasyon sdanmakta ve partikill agregasyonu whaktadir. Bu gibi durumlarda
otoklav sicakigl 121 °C’ den 110 °C¥ye diurulerek otoklav suresinin uzatilmasi ile
sterilizasyon sglanabilinmektedir.

Filtrasyon ile yapilan kati lipit nanopartikil stemasyonunda yuksek basing
kullaniimakta ve 0.2um’ den buylk parcacik boyutuna sahip nanopartikiien
uygun olmamaktadir. Sonuc¢ olarak formilasyon snaldéyken filtrasyon
uygulamasi daha @ou olmakta ve filtrenin mikro ¢capindan biyik pan&srin
sterilizasyonu da gtanabilmektedir (58).

Gama ginlanyla sterilizasyon 1siya duyarli etkin maddelgin tercih
edilmektedir. Gama sterilizasyonu esnasingalarin yuksek enerjileri sebebiyle
formulasyonlar da serbest radikaller ghaktadir. Olgan bu radikaller bazen tekrar
bir araya gelerek formilasyonda hasar smitmazken bazen de kimyasal
degisikliklere neden olarak farkl reaksiyonlara nedémaktadir (47).

Kisacasl, KLN’ ler endustride kullanilan tim stedkyon yontemleri ile
sterilize edilebilmektedir (58).

Sterilizasyonu gdanan KLN’ lerin kimyasal ve fiziksel olarak da bia
olmasi beklenir. Sulu formdaki KLN dispersiyonlatan partikil buydklikleri kisa
bir stre stabil kalmy sonrasinda agregatlar gturarak buyUkluklerinde agti
gOzlenmgtir. Bu nedenle sulu formdaki KLN’ leri kuru toz fma donitirilerek
stabilitesinin arttinimasi diinulmistar. Liyofilizasyon ve puskurterek kurutma
teknikleri kullanilarak yapilan kurutmalarda tozrrfalaki KLN’ lerin kimyasal ve
fiziksel olarak daha uzun sire stabil olduklarilgémistir.

Partiktl buytkligl ve hidrolizi dnleyerek uzun sureli kimyasal veilksel

stabilite sglayan liyofilizasyon yontemi KLN' ler igin ideal bi yontemdir.
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Liyofilizasyonda nanopartikillerin icinde bulunamviskurutma gleminin bginda
dondurulur ve suiblimasyon ile dondurulan sivi odamuzaklgtirilir. Bu yontemde
agregasyonu azaltarak partikil boyutunun blyumesitemek amaciyla dondurma
islemi koruyuculari denilen kriyoptektanlar eklen@h 7).

Plskirterek kurutma yontemi liyofilizasyona altdiindoir yontem olarak
disunulmdstdr. Liyofilizasyona kiyasla daha ucuz bir yonterfmasina rgmen
KLN’ ler icin kullanimi pek tercih edilmemektedif-reitas ve arkag#ari (27)
yaptiklari calgmalarda tekrar dalabilen KLN’ nin i.v kullanimina uygun
dispersiyonlarini hazirlaglardir. Fakat yuksek sicakhk, kayma gerilimi ve
erimeden dolay parcacik boyutunda sartsebep olmyiur. Freitas ¢cajmasi sonucu
puskirterek kurutmanin 70 °Chin Gzerindeki lipitler icin uygun oldiunu

belirtmistir.

1.2.7 KLN’ lerin Uygulama Yollari

Kati lipit nanopartikiller oral, topikal, parentéraokiler ve pulmoner
uygulama gibi birgok farkli yoldan uygulama imkaaglamaktadir.

Oral uygulamalarda KLN’ ler ilacin absorpsiyonundgtiar ve absorpsiyon
kinetiginde modifikasyonlara imkan gamaktadirAslinda KLN’lerin ¢ggunda etkin
maddeye bg olarak secilen lipidin y& asidi ve monogliserit olmasinin lenfatik
tutulum, biyoadhesyon ve lipoliz sonucu gduoak drtnlerin tahmin olagani
sgilamaktadir (82). Oral uygulama olarak KLN’lerin & dagilabilen tablet, grandl
ve kapsul formlari ¢cadilmistir. Midenin ytksek asiti ve iyonik kuvvetleri nedeni
ile nanopartikillerin toplanmasina sebep olmaktddeneysel verilerle kanitlanmasa
da alinan besinlerinde buna neden olabgedeelirtiimistir. In vivo calsmalarda
KLN’lerin bozulmasi lzerine mide ve pankreas daubah lipaz enzimlerinin de

etkisi oldigu dasrulanmstir (67, 85).
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Parenteral uyuglamalarda, KLN' lerde sicanlar (mbxi yapilan
farmakokinetik cakmalarda i.v olarak verilen KLN ile ticari preparat
karsilastirildiginda kanda daha ytiksek dizeyler gbzlemlgimKLN’ lerin akciger,
dalak, bobrek ve beyinde daha fazlgitlen gosterdgi belirtilmistir (47).

Etkin maddenin kontrolli salimi ve bozunmayaskdaorunmasi amaciyla
topik uygulamalar icin KLN’ler geftirilmistir. KLN’lerin sulu dispersiyonlari jel,
krem gibi sistemler, topik kullanim icin tercih &dektedir. Fakat bu sistemlerde
gecimsizlik ve diiik etkin madde yikleme kapasitesi gibi sorunlarsmlaktadir.
Saklama sirasinda lipit yapida meydana gelen fekllaln nedeniyle etkin madde lipit
matriksten ag@a cikabilmektedir (55).

Okduler uygulama icin pilokarpin ve tobramisin KLNeri gelistiriimis ve
gozde dger talyici sistemlere gbre daha uzun sire skabzlamasi umut verici
olmustur. Tawanlarda yapilan c¢aimada tobramisin KLN’ leri ile g6z damlasi

kiyaslandginda daha iyi biyoyararlanim gézlemlertiri (11).

1.2.8 KLN’ lerin Toksisitesi

Kontrollii salim sistemlerinde toksisiteye nedennoéma etkeni kullanilan
yardimci maddeler ofturur. KLN sistemlerde secilen yardimci maddelstesnin
uygulama yolunu okturmaktadir. Oral ve topikal uygulanan sistemleydedimci
maddeler genellikle problemstel etmemektedir (58).

KLN’ lerin fizyolojik bilesenlerden olgmasi ve bu bilgenlerin viicuttan
atilma yolaklarinin bulunmasn vivo olarak iyi tolere edilmesini gaar. Yine de
yapilarinda bulunan emilgatérlerin toksik etkiléei g6z éninde bulundurulmalidir.
Oral ve transdermal (deri Gzerine) uygulamada bobjgm gézlemlenmemesine
ragmen, intramuskuler (kas icine) ve subkutan (cittnal) uygulamada da secilen

surfaktana bgll olarak problemle karlasiimamaktadir. Bu uygulama yollarinda,
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mikrometre boyutundan buyldk partikillerin bulunmasti lipit nanopartikiller
sistemlerin performansini giiriirken toksik olaylara sebebiyet vermemektedir.
Parenteral uygulamalarda pirojen yaklukontrol edilmelidir. Pirojenli bir madde ile
enfekte olmg kati lipit nanopartikiller sistemler de, jelatimgap! olymasi

uygulama icin problem ofturmaktadir (47).

1.3 Antibiyotikler

Cssiti  mikroorganizmalar tarafindan biyosentez edilene diger
mikroorganizmalarin gaimesini 6nleyen ya da onlari 6ldiren kimyasal masigel
antibiyotik denmektedir.

Antibiyotik kelimesi ‘yagam kasiti’ anlamina gelmektedir ve 19. yizyilda
Fleming tarafindan penisilinin ki ile giinimize kadar birgok mikroorganizmanin
hayatta kalmasini 6nleyereksitg hastaliklarin tedavisinde yeni bir alternadiimus
ve hayat kurtarmgtir. Birgcok hastalgin tedavisinde kullanilan antibiyotikler, hayat
kurtarmasina @nen ayni zamanda beklenmedik yan etkilere de netteaktadir.
En sik rastlanilan yan etkisi alerjik reaksiyonkmk vicutta buyik oranda karger
ve bobrekten atilmasi nedeniyle kagacive bobrek toksisitesine yol acabilmektedir
(4, 25).

Antibiyotikler etki mekanizmalarina ve etki glcleei gore 2 sekilde
siniflandinlirlar. Etki mekanizmalarina gore 5 grup altinda siralaniste bunlar
Tablo 2 ‘de verilmgtir. Bakterileri yok edenler ve tremesini onleyentdarak etki

glclerine gore sinflandirmada Tablo 3’ de belirigtin.
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Tablo 2 : Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler

Bakteri hiicre duvar sentezini

bozan ve litik enzimleri aktive

edenler:

Beta-Laktamlar (Penisilinler, Sefalosporinler,
Monobaktamlar, Karbapenemler) , Sikloserin,

Ristosetin, Basitrasin, Teikoplanin,Vankomisir

Sitoplazma membran
permeabilitesini bozanlar

(Deterjan etkisi yapanlar):

Polimiksinler, Gramisidin, Nistatin, Amfoterisir]
B, Kandisein, Ketokonazol veghr antifungal
imidazoller, Flukonazol ve ger antifungal

trizoller, Hekzaklorofen, Katyonik deterjanlar

Ribozomlarda protein sentezini

bozanlar:

Tetrasiklinler, Aminoglikozidler, Makrolitler,

Amfenikoller, Linkozamidler, Fusidik asid

Bakteri genetik materyali Gizerine

etki yapanlar:

Florokinolonlar, Rifamisinler, Nalidiksik asid,
Metronidazol, Aktinomisinler, Mitomisinler,
Bleomisin, Asiklovir, Doksorubisin,

Daunorubisin, Metotreksat

Bakteriyel antimetabolitler:

Sulfonamidler, Sulfonlar, PASzoniazid (INH),

Etambutol, Trimetoprim

Tablo 3 : Etki glclerine gore antibiyotikler

Bakteriyostatikler

(Bakteri hiicrelerinin ge§mesini ve

uremesini 6nleyenler)

Tetrasiklinler, Makrolitler, Stlfonamidler,

Amfenikoller, Metronidazoller, Mikonazol

Bakterisidler

(Bakteri hiicresini yok edenler)

Beta-Laktamlar ( Penisilinler, Sefalosporinler;.

Polipeptidler, Vankomisin, Rifamisin
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Antibiyotik denince akla ilk gelen beta laktam gamdan penisilinlerdir. Beta
laktam grubunun d@er bir Uyesi olan sefalosporinler de penisilinléem yapisal
olarak hem de fonksiyonel olarak ¢cok benzemektedigram pozitif, gram negatif
mikroorganizmalara kar kullaniimaktadir (30, 84).

Sefalosporinlerin  ggunlugu yari sentetik olarak 7-aminosefalosporanik
asitten elde edilmektedir. Beta laktam antibiyaiklicinde penisilinlere goére
mikroorganizmalara daha direncli olmalari,sdk toksisite gostermeleri ve uygun
farmakokinetik profile sahip olmalari nedeniyle aesporinlerin kullanim oranlari
artmstir (5, 87).

Sefalosporinler aralarinda birinci, ikinci, Uc¢tineé@ dordinci kgak olmak
Uzere dort gruba ayrilirlar. Bu siniflandirma balkeee kagl duyarlilik ve beta-
laktamaz enzimine kgirdirence goére yapilmaktadir (5, 26, 71, 76).

Birinci kusak Sefalosporinler:

» Sefalotin, Sefaleksin, Sefaloglisin, Sefadrokdil..v
ikinci kusak Sefalosporinler :
» Sefaklor, Sefamandol, Sefanisid, Sefuroksim Pralkst

Uctlincii kgak Sefalosporinler :

» Sefpodoksim Proksetil, Sefotaksim, Sefiksim.. vb.

Dorduncu kgak Sefalosporinler :

» Sefpirom, Sefozopran, Sefepim..vb.

1.4 Sefpodoksim Proksetil (SP)

1.4.1 Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri
Kimyasal adi () -1-Hidroksi (+) - (6R,7R) - 7 - {4 2 — amino — 4 - thiazolil)

glioksilamido] — 3 - metoksimetil) — 8 — okso — Siya - 1- azabisiklo [4.2.0] okt-2-

23



en-2-karboksilat#(zZ) - (O-metiloksim), izopropil karbonat (ester) lan
Sefpodoksim Proksetil £H27Ns00S, formullt ile ifade edilip, molekdl @arhg

557.61 g/mol’ dur (92)Sekil 1'de Sefpodoksim Proksetil (SP)’ in kimyasatrhili

verilmistir.
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Sekil 1 : Sefpodoksim Proksetil (SP)’ in kimyasal formalu

SP beyazdan kahverengimsi beyazagm renkte, kokusuz veya hafif kokulu
bir tozdur. Asetonitril ve metil alkolde c¢6zinlUrkesusuz alkolde serbestce ve
eterde hafifce ¢ozunmektedir (92). Hava gecirmelaplarda 25°C’ nin altindaki
oda sicakiinda saklanmalidir.

SP yapisinda bulunan asimetrik karbon nedeniyle B wzomerlerine sahiptir.
CoOzunurligt bulundgu ortamin pH' sina [gdir ve asidik pH' da yiksek
¢cozunurluk gosterirken pH arttikga ¢ozungilidismektedir (39). SP lgarsak pH’
sinda @irliklh olarak iyonik formda bulunur. Bu nedenle délsik emilim
gostermektedir. Kimyasal yapisinda bulunan fonksg&ydkarboksilik asit grubunun

esterlemesi ile molekdlin lipofilitesinin artmasi ve orgbldan alindginda pasif
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difizyonla emilmesini sdamaktadir. Bu da molekllin bir 6n ilac olarak

kullaniminin nedenini aciklamaktadir (92).

1.4.2 Farmakolojik Ozellikleri

Sefpodoksim Proksetil Gglnciigak sefalosporin grubu gemspektrumliu bir
on ilactir. Oral kullanildii zaman bgarsak sistemindeki esteraz enzimleriyle
sefpodoksime hidrolize olup emilir. Oral yolla tablveya siispansiyon formunda
uygulanan SP, sefpodoksime parcalanmasigaea biyoyararlanimi maksimum
%50’dir. Suspansiyon formulasyonu da tablet alsstdlardakine benzer absorpsiyon
gOstermektedir. Bakteriyel hicre duvari sentezinurddrarak bakterileri
oldurmektedir. Sefpodoksim bakterideki hiicre duv@da bulunan penisilin &yici
proteinlere bglanarak hicre duvarl stabilitesinden sorumlu olaangpeptidaz
enzimini inhibe etmektedir (39).

Sefpodoksim hizlica absorbe olur ve kanda maksirdarsime ergme suresi
1.5 ile 4.0 saatleri arasindadir. Sefpodoksim sdeuf22 - %33 arasinda, plazmada
%21 - %29 arasinda proteinlereglzir. SP yiyeceklerle alinmasi etkingini
degistirmezken sadece absorsiyon siresinin uzamasinannebinaktadir. Serum
derisimi uygulanan 100 - 200 mg’lik dozlar ile glw orantili olarak artmakta, 200
mg’'dan daha yuksek dozlardasdiektedir. Oral uygulama sonrasigdan hacmi 0.7
— 1.2 litre/kg’dir. Eliminasyon yari 6mrl 2.2 sadan Sefpodoksim blyik oranda
renal atihm ile vicuttan uzakdarilmaktadir (12, 18). Sefpodoksim’in eliminasyonu
renal yetmezfii olan hastalarda azalmaktadir. Siroz hastalrindasdspansiyon
formu kullanildginda absorpsiyonun azasdigozlenmgtir. Siroz hastalarinda ve
sailikl bireylerde renal eliminasyon benzerlik gostektedir. Plazma yari 6mrinin
uzamasli bobrek fonksiyonlarinin zayiflamasi ilealaitmektedir. Anne sitiine de

disUk dersimlerde gecii gozlenmgtir.
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Oral kullanilan ilk 3.kgak sefalosporin grubu antibiyotik olan SP gram pbzi
ve gram negatif bakterilere kakullanimda vicut tarafindan iyi tolere edilmekted
Bu nedenle idrar yollari, orta kulak, bademcik weak iltihabi ile solunum sistemi
hastaliklarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (6Bjirkiye’ de kullanilan SP dozaj
sekilleri Tablo 4’ de verilmjtir.

Tablo 4 : SP’ nin Turkiye’'de kullanilan dozagkilleri

Adi Dozaj Sekli Dozu
100 mg
Infex Film Tablet
200 mg
Sefpotec Film Tablet 200 mg
Oral Suspansiyon 100 mL
Orelox
(Pediatrik) (40 mg/5 mL)

SP insanda [@arsak icinde kolinesteraz enzimleri tarafindan oiide
edilmektedir. Yapilanin vitro c¢alsmalarda SP’ nin lumenel ve mukozal
esterifikasyona grayarak dudenumda da emidbildirilmi stir. Tawanlarda yapilan
calismalarda da bu bulgu desteklegtimi Bu da kismen SP’ nin eksik emilimini
aciklamaktadir. Sonu¢ olarak SP 6n ilag olmasi maizk hidrolize az da olsa
dayaniklilgini saglayabilmektedir. SP’ in tablet olarak yuksek dodkikullaniimasi
ile enzimatik hidrolize gramayacgl disunultp etkin bir emilim beklenrgtir. Fakat
artan dozla yapilan tgan calsmalarinda etkili sonu¢ alinamagnr. Yiyecekler ile
alindginda da emilimde go6zle gorulir bir @lgme elde edilemergtir. SP’ nin
biyoyararlanimi artirmak igin, gerekli koruyucu biformilasyon ile hem
¢Ozunarligind arttirmak hem de pasak icinde kolinesteraz enzimleri tarafindan

enzimatik saldiriya kar koruma sglanmalidir (46).
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Kopeklerde deri enfeksiyonuna dha yapilan argtirmalarda sefpodoksim
sodyum damar ici ve SP oral tablet, sUspansiyomitasyonlari uygulanarak
plasmadan farmakokinetik analizi yapitm. 12 kopekle yapilan catmada damar
icine uygulama sonrasi kateter aragilile 48 saat boyunca kan aligtm. Oral
olarak SP uygulanma sonrasinda da 48 saat kan gérgeklstirilmistir. Calisma
sonras! bulgularda iki oral formilasyonun biyoykmaminin hemen hemen bir
oldugu, damar ici formu icin biyoyararlanimin daha iydagu gozlenmgtir. Deri
enfeksiyonlarinda tek doz SP uygulamasinin kopé&leyeterli oldgu kanisina
variimistir (10).

Kakumanu ve ark. (40) fareler tUzerinde SP’nin gasitestinal yolda farkl
segmentlerde bdlgesel @gkenlik gdsteren cozunlurlik ve metabolizasyonuna ait
calisma gerceklgtirmistir. 6 fare Uzerinde yapilan cginada SP’nin sirasi ile
inceba&irsagin Ust kisminda, inceasazin alt kisminda, onikiparmak pasazinda
ve midede metabolizasyongradigi sonucuna ukalmistir.

SP’nin hidroksipropil metil selilozla ginde tek l&bkullanimina imkan
sgilayan surekli salim gtayan formilasyonu Uzerinen vitro salim cakmalari
yapilmstir. Hidrofilik polimer matriks sistemler ile ordontrollu salim sglayan
sistemler olgturma imkanindan vyararlanilarak hidroksipropil rhesielllozla
(HPMC) SP’nin Cefpo SR isimli formu ojturulmustur. Surekli salim ggayan
Cefpo SR ile 24 saatliln vitro salim hizi cakmalari yapilmg ve elde edilen veriler
sifirinci dereceden, birinci dereceden, HiguchiHmeson-Crowell kinetik modelleri
ile degerlendirilmistir. GUnde tek doz SP kullanimi ile hasta uyuncuattiriimasi
planlanan bu ¢caimada HPMC ile SP’nin gunlik sirekli salimgkgyan tablet ve
teorik Urain profili ile kagilastirilarak Higuchi denklemi ve sifirinci derecedenekik

ile uyum gosterdii beliritilmi stir (49).
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1.4.3 Taninmasi

4 mL distile su uzerine 1 mg SP eklenerek ¢ozurdiriUzerine buz
banyosu icerisinde 1 N’ lik 1 mL’e sulfurik asit lekir ve 1:100 oraninda yeni
hazirlanmg 1 mL sodyum nitrit ¢ozeltisi eklenerek 2 dakikaklemir. Bu sire
sonrasinda 1:100 oraninda hazirlapmmonyum sulfat ¢ézeltisinden 1 mL ilave
edilip, 1 dakika daha beklenir. Son olarak 1 mL INag@ftil) etilen diamin

dihidroklortr eklenir ve kirmizi pembe renkgigmi gozlenir (92).

1.5Cozundrluk Testi

COozunarluk testin vitro calsmalarda bir maddenin birim zamanda ¢6ztinen
miktarini tespit ederek formilasyonun terapotikistk ve kalitesini dgerlendirmek
icin kullanilir. C6zinme testi olarak da adlandumldissoliisyon testi 6ncelikle
partiktllerin ¢6zinmesi ve ardindan c¢o6zinen paltgkiin difizyonu prensibine
dayanmaktadir. Yeni formulasyon gélime sirecinde gerceklégrilen in vitro
dissoliisyon testi formilasyonun vivo performansi hakkinda bilgi vermekte ve
biyofarmasotik kalitesini yansitmaktadir (17).

Cozunurluk testleri kisa zamanda, kicuk bir but¢e laboratuvarda
gerceklgtirebilme imkani  sglamasi  nedeniyle tercih  edilmektedirler.
Formilasyonun farmakopelerde belirtiien madde yaiazelliklere uygunlgunu
belirlemek amaci ilen vivo ¢oziinme ortamina en uygun dery@ytlari hazirlanir.
Hazirlanan deney ortamindan belirli zaman aralklarornekler alinir ve ¢éztinme
miktari belirlenir.  Elde edilen sonuclarin analigpektrofotometre ile veya
kromatografi cihazlariyla dlgilerek gerlendirilir (79).

Agiz yolu ile alinan kati dozagekillerinin sistemik etki gostermesi,
absorbsiyona grayarak dolgma gecmesi beklenir. Kati dozggkillerinin (KDS)

absorbsiyonu icin ise c¢oOzunmesarttir. Cozunmeyen formilasyon biyolojik
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membranlardan gecememekte ve sistemik etki gosesmnerktedir. Absorbe olduktan
sonra dolama gecen ilac plazmada gilarak seyrelir ve ardindan interstisyel sivi
basta olmak Uzere @er vicut sivilarina ve dokularaglr. Dagilim absorbsiyona
gore cok daha hizli gercekieektedir. Vicutta gerceklen bu absorbsiyon ve
dagimdan once kati dozagkilleri disintegrasyona ve deagregasyogeau Ilacin
vilcutta absorbsiyongitadgl yerde meydana gelen bu olagvitro dezerlendirmek

amacil ile yapay mide- Basak ortami sganarak cakilmistir (34 , 41).

Disintegrasyon Deagregasyon
Kati Dozaj Sekli =~ —mmmemem- _, Graniiller&Agregatlar ________ — Kiigiik Partikiiller
Dissoliisyon < Dissoliisyon < DiSSO|U8y0n

Resim 7 :Katl dozajseklinin ¢6zinmesi
In vitro ¢bziinme hizi,
+ Imalatta seriler arasi kalite kontrol amaci ile,
* Biyoyararlanim Biyogdegerlik calsmalarindain vitro - in vivo
korelasyon amaci ile,
* Formilasyon gejtirmede optimum formuilasyon elde etmek ve
¢6zinme hizi gisini elde etmek amaci ile dnemlidir.
Cozundrluk testi ilk olarak Levy ve Hayes tarafinda0 - 60 rpm’'de 300
mL’de calsiimistir. Uygulanan bu yénteme ‘Beher Yontemi’ dengtiti Yontemde

¢6ziinme ortaminin hacminin gaalve dguk karstirma hizi sorun okiurmustur.
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Farmakopeye gore bu yontemin 7 adet aparati vgrdir 52). Bunlar Resim

8’ de belirtilmistir.

Aparat I Palet

Aparat IT Sepet Kat1 Dozaj Sekl

Aparat III Pistonlu Silindir

| . Muhtelif Dozaj Sekli
Aparat IV Stirekli Akigh Hiicre uhtehf Dozay $eklh

Aparat V Disk Ustii Palet \

Aparat VI Silindir ,  Topikal Dozaj Sekli

Aparat VII Donen Silindir

Resim 8 :Cozunurlik Testi Aparatlari
Cozunarlik testleri tozlar gibi basit sistemlerde &onusudur. Oysaki farkl
dozaj sekillerinde sadece c¢6zinme gle salimdan da bahsedilmelidir. Dozaj

sekillerinde etkin maddenin salimini incelemek teritmha dgru olacaktir (1).

15.1 Sepet Yontemi

KDS’ lerinin c¢alisiimasi i¢cin uygun bir yontem olan sepet yontemird¥e
0.5 °C’ de ve 4 sapmali dogtiizinda cakiimalidir. Donen mil merkezden 2 cnmy’
den fazla sapma gostermemelidir. Ornek alinan cubelkdissoliisyon kabinin (st
kismi ile sepetin orta kismina yettieimelidir. Sepet kabin ortasina gelecgdkilde
mil ayarlanmalidir ve calirken yalpalama yapmamalidir. Kullanilan dissolisyo

kab plastik veya cam olabilir (2, 44).
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Resim 9 : Sepet Yonteminirgematik Gosterimi ve Kullanilan Sepet

Bu yontemde tablet icin callacaksa tablet sepetin dibinde bulunmalidir.
Eger kapsul gibi hafif dozagekli ile calsiyorsa sepetin Ustliine yakinda bulunur.
Caligilacak dissoliisyon ortamlari monograftan bulunadisoliisyon cihazi ile

istenilensartlar sglanarak cakma sglanir (79).

Lo

Resim 10 :Sotax Dissolisyon Cihazi

1.5.2 Cozunarluk Testini Etkileyen Faktorler

Cozunarlik cakmalarinda birgok parametre test sonucunu etkileeukt

Genel bir balik altinda bunlari incelersek;
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« Tlacin fizikokimyasal 6zellikleri ile ilgili faktorbr,

[laca ait fizikokimyasal &zellikler dissolisyon Mgl belirler ve
biyoyaralanimina ait olasi problemleri tahmin etolangs sunar.ilacin partikiil
blayukligi, ilacin ¢cbzunurlgl, komplex olgturma ve ¢okelme 6ze#li, polimorfizm
gOstermesi bdica faktorlerdir.

« llag formilasyonu ait faktorler,

Dozaj seklinde kullanilan yardimci maddeler, kaydiricildyaglayicilar,
dagiticilar, granidlasyon ajanlarn ve vyizey aktif mdddeilacin dissollisyon
Ozelliklerini belirleyebilir.

* Secilen dozagekline bali faktorler,

Dozajseklinde tretime bz olarak drngin baski kuvveti, saklanma kallari
dissoltisyonda etkili olabilmektedir.

» Dissolusyon aletine ve dissoliisyon test parameinelait faktorler,

Dissolisyonun gercelderildigi cihazda kagtirma milinin yalpalamasi,
ornek alma cubuklarinin pozisyonu, karma milinin pozisyonu ya da
dissolisyonun yapil@ ortamin sicakfii, dissolisyon ortami gibi parametrelerde

dissoliisyon sonuclarini etkilemektedir (17, 41, 79)

15.3 Benzerlik Testi

Cozunarluk cahmalarinda elde edilen absorbangetterinin ylzde salimina
bagli cozinme profilini kagilastirmada kullanilan benzerlik testidir. Benzerliktie>
faktori ile ifade edilmektedir. Formulasyonlar arag6zinme profilini
karsilastirmada, performanslarinda benzerlik gdstermede bgorarlanim
calismalarinin kiyaslanmasinda tercih edilen bir yonten8lUPAC rehberinde yer

alan benzerlik testi son yillarda FDA tarafindarkdbul gormigtir.
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Cozunme profili kayilastirmada cgitli yontemler arasinda;ffaktorii en kolayidir.
Moore ve Flanner isimli asirmacilar ¢d6zinme profili icin matematiksel bir
yaklasim ile baimsiz iki faktort kagilastirmak icin dnermitir (14).

Esitlik 1 : Benzerlik Testi kitli gi

Ilz( > R-T [/ L R,] o 200

2= 5o.|og{ [ 1+1m) Y _n R, -T, )2]_0'5- 100}

Log = 10 tabaninda logaritma
n = ‘t" anina kadar alinmgiérnek sayisi
R: = ‘t" aninda referans ilacin % ¢6zinen miktari
T¢= 't aninda test ilacin % ¢6zinen miktari

f1 esitli gi iki ortalama farki ile d@ru orantili sonug¢ verirken, en cok tercih
edilen aitlik f, ortalamalarin karesinin farki ile @ orantili olarak sonug
vermektedir. § benzerlik faktori kanlastirma icin monogramlarda odak olgtur
(51).

f, benzerlik faktort 50 - 100 arasinda bulunmasi dwmoha ¢Oézinme
profillerinin benzerlginden bahsedilmektedir. Bazi ilaclar i¢in 15 daki&#685'den

fazlasini ¢6zinmesi durumunddadktorini hesaplamaya gerek yoktur (72).

1.6 Salim Profillerinin Kinetik Olarak De gerlendiriimesi

Kinetik, yunanca zamana @a olarak harekete gecirmek anlamina
gelmektedir. Farmakokinetik, etkin maddelerin camgjanizmalara verildikten sonra
biyolojik sivilardaki profilini incelemektedirln vitro ¢alsmalarda ilacin ¢éziinme
hizi  deneylerinin  kinetik olarak derlendiriimesi  gerekmektedir. Bu
deserlendirmeyi yapmak icin birtakim salimsitiklerinden yararlanilir (3). Bu

esitlikler:
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Esitlik 2 : Hixson- Crowell Eitli gi
X =1
y =W O% - W 3
WO% - W . k xt

2
K = k x 0.618 XWA

t = zaman (dakika)
W =t zamanda aga ¢cikan madde miktari
K = Coziinme hizi sabiti ( dakiky
Partiktler dozaj formlari icin uygun olan kipk&sitkgi Hixson ve Crowell
adli argtirmacilar tarafindan gatirilmi stir.
Esitlik 3 : Higuchi Esitli gi
100 - C =k q X Jt

t = zaman

C = % ¢Ozunmeden kalan madde miktari

kq = Higuchi salim hiz sabitesi ( zamah

Karekok kanunu olarak da bilinen Higuchsititgi etkin maddenin salimi
degistirilmis dozaj formlarindaki salim hizlarini belirlemek nickullaniimaktadir.

Salinan etkin madde miktarinin zamanin karakokuae lgrafige gecirilmesiyle

ifade edilir.
Esitlik 4 : Sifirinci Derece Kinetik tli gi
C=Kgyxt
C = herhangi bir t anindagisabitine bal gerceklgen dergim
Ko = sifirinci dereceden eliminasyon hiz sabiti

t = zaman (dakika)
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Sifirinci derece kinetikte dozaj formlarinda her bamanda salinan etkin
madde miktarinin sabit olmasi beklenmektedir. Zaanmkagi dersim deserlerinin
grafige gecirilmesi ile bir dgru elde edilir.

Esitlik 5 : Birinci Derece Kinetik Kitli gi

-k .t
C=Cyxe e

C = herhangi bir t anainda &abitine bgl gerceklgen dergim

C = 0 anindaki madde duzeyi

ke = birinci dereceden eliminasyon hiz sabiti

t = zaman (dakika)

Zamana bgli olarak salinan etkin maddenin dgmlerinin Ussel olarak
azalmasi beklenen modele Birinci dereceden saliofilipdenmektedir. Dozaj

formlari genelde bu salim profiline uymaktadir 8).
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BOLUM II

2 GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Gerecler

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sidco, Hindistan

Sefpodoksim Proksetil
(Baselila¢ Sanayi tarafindan temin edikftii.)

Aseton Sigma-Aldrich / Polonya
Etanol J.T. Baker / Hollanda
Polivinilalkol Electron Microscopy Sciences
Stearik asit Galenik Kimya / Turkiye
Glisin Sigma-Aldrich / Almanya
Metanol Sigma-Aldrich /isvicre

HCI Sigma-Aldrich / Almanya
Tween 20 Merck / Almanya
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2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi

Hassas Terazi

Isitict ( Magnetik Kastiricr)
Magnetik Karstirici
Ultrasonik Su Banyosu

Su Banyosu

Dissolusyon Cihazi
Spektrofotometre

Kuartz Kiuvet

Polistrol Kivet

pH Metre

Liyofilizator

Santrifij

Partikil Boyutu Olguim Cihazi
Refraktometre
Viskozitometre

4 °C Buzdolabi

Vortex

Sartorious GM3101/ Kanada

Sartorious BP121S / Almanya

Yellow Line TC1 / Almanya
Yellow Line OS Basic / Almanya
Singen LC 30 /Almanya
Nuve BS 402/ Turkiye
Sotax AT7 R-26126
HP DAD 8453 UV Spektrofotometre
Hellma QS / Almanya
Sarstedt /Almanya
Metler Toledo Seven Multi / ABD
Christ Alpha 1-2 LD Plus / ABD
Nuve NF 1200R / Turkiye
Malvern V2.Qrigiltere
Atago RX7000 / Japonya
Brokfield DV-II+Pro Ingiltere
Kleo / Turkiye

Yellow Line TTS 2 / Almanya
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2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 SP Spektrofotometrik Miktar Tayini Call smalari

2.2.1.1 SP UV Spektrumu

Glisin tampon ¢ozeltisi icin 3.002 g glisin tartilarak behere aktarildir B
miktar distile su eklenerek ultrasonik su banyosugdzinmesi gandi. 1 N’ lik
HCI ile ¢Ozelti pH’s1 3 e ayarlandi ve distile & 1000 mL’ ye tamamlandi. Tekrar

pH kontrolt yapildi.

2.2.1.2 SP Kalibrasyon grisinin Cizimi

Etkin madde olan SP’den %125’ lik dgmde 3 adet stok ¢ozelti hazirlandi.
Bunun icin 4.075 mg SP (mL’ sinde 6518 SP iceren %125’lik defimde olacak
sekilde) tartilarak 50 mL’ lik kalibre balon jojeyaktarildi. Balon jojeye 0.67 mL
metanol ilave edildi ve etkin maddenin c¢dzinmesilasall. Hazirlanan glisin
tampon ¢ozeltisi ile 50 mL’ ye tamamlanarak kalgy@an erisi icin gerekli olan stok
cOzelti hazirlanmy oldu. %125’ lik hazirlan stok c¢ozeltiden harekeBefarkli
derisimde olacaksekilde (%100, %75, %50, %25 ve %12.5) siras8ilalL, 6 mL,

4 mL, 2 mL ve 1 mL pipetle ¢cekilerek 10 mL’lik baljelere aktarildi ve glisin
tamponu ile seyreltme yapildi. Yapilan bu 5 faddyreltme ve %125’'lik ana stok
cOzelti ile birlikte toplam 6 farkli degimde ¢6zelti hazirlanmioldu ve bu Tablo 5’

de belirtildi.
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Tablo 5 : SP’ nin kalibrasyonu icin hazirlanan stok ¢cozedrigmleri

Cozelti Tartilan 1.Dilisyon | Seyreltme | 2.Dilisyon Final Teorik
No Sefpodoksim Hacmi Miktari Hacmi Derisim miktara
Proksetil (mg) (mL) (mL) (mL) (ng/mL) karsihk
gelen
6 4.075 50 1 10 8.15 %12.5
5 4.075 50 2 10 16.3 %25
4 4.075 50 4 10 32.6 %50
3 4.075 50 6 10 48.9 %75
2 4.075 50 8 10 65.2 %100
1 4.075 50 - 10 81.5 %125

Elde edilen bu 6 deaim UV Spektrofotometrede 259 nm’de okutularak

derisim - absorbans gerlerine bl olarak kalibrasyon gisi ¢izimi gerceklstirildi.

2.2.1.3 SP’ nin Spektrofotometri ile Validasyonu

SP’ nin miktar tayini icin spektrofotmetrik yonteralide edildi. Bu amag

dogrultusunda glisin tampon ile pH 3’de ve 259 nm’gadssi|d1.

2.2.1.3.1. Dgrusallik

SP’ nin %12.5 ile %125 darmleri arasinda 3 paralel olacakkilde 6 ayri

(%125, %100, %75, %50, %25 ve %12.5) derde ¢ozelti hazirlanip absorbanslari

Olguldl. Artan degimler igin ulgilan absorbans gerlerinden dgrusallik test

edilerek, kalibrasyongisine ait denklem elde ajturuldu.

2.2.1.3.2 Kesinlik

Calismanin kesinlik parametresi kriterlerine uyup uyngaai kontrol etmek

amaci

ile sagidaki

tekrarlanabilirlik 6lgutlerine bakildr.

sekilde ve degimlerde

tekrar

elde edilebilirlik ve
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2.2.1.3.2.1 Tekrar Elde Edilebilirlik

Calismanin miktar tayininde kesigni tayin edebilmek icin ¢cajilan %100
derisime edeger dergsimde 6 adet birbirinden gamsiz paralel érnek hazirlanip
absorbans derleri oOlculdi. Sonuclar dpultusunda % geri kazanim ve geri

kazanimlarin istatistiksel sapmalari hesaplandi.

2.2.1.3.2.2 Tekrarlanabilirlik

Calisma artlarinda tekrarlanan analizlerde elde edilen glamun uyumu da
kesinlik kriterleri dahilindedir. Tekrarlanabiliki analizi icin %100 degime denk
hazirlanan bir 6rnek ardi ardina 10 defa okutulaedle edilen absorbans
degerlerinin ortalama ve (g standart sapmasinin istatistiksel geldendirmesi

yapildi.

2.2.1.3.3 Secicilik ve Dgruluk

Calismanin secicilii icin etkin maddenin ¢6zingu formilasyonda bulunan
diger maddelerle hazirlanan plasebo coOzelti analizdiedie SP ile ayni dalga
boyunda bir absorbans goézlenmedi. Uygulanan metoskegiciligi elde edilen
sonuglar ile gosterildi.

Calsmada  spektrofotometrik  validasyonun gdalugu  acisindan
deserlendirmek i¢in yani ¢cajma siresince elde edilen absorbangederinin gercek
degere ne kadar yakin olgunu tespit etmek amaci ile teorik madde miktar#g0,
%100 ve % 120’ sine denk gelecgikilde hazirlanan test ¢ozeltileri analiz edildi.

Her bir dergim degerleri icin absorbanslarin ortalama %gdduklari hesaplandi.

40



2.2.2 KLN Formulasyonunun Gelistiriimesine Ait Cali smalar

SP iceren KLN hazirlanmasinda Cozucu EmilsifikagyprEvaporasyonu
yontemi kullaniimgtir (63).
Formulasyonda kullanilan maddeler ve parametreddtol6’ da belirtildi.

Tablo 6 : Optimum formulasyonda kullanilan maddeler ve patasher

Etkin Madde : Sefpodoksim Proksetil

Kati Lipit X Stearik asit

Yuzey Etkin Madde : Polivinilalkol (%2’lik sulgbzeltisi)
Yardimci Cozgen : Etanol : Aseton (1:1)

COzunme Sicakh : 50-60 °C

Karistirma Hizi : 500-700 rpm

Karistirma Siresi : 10 dakika

Santrif(j X 30 dakika 3000 rpm 4 °C
Liyofilizasyon : -51°C’ de

Formilasyon da etkin madde olarak SP ve kati Ightrak stearik asit
kullanildi. YUksek etkin madde yikleyebilmesdacesiyle 2:1 oraninda cgldi. 2
kisim (0.0522 g x 2) SP 1 kisim (0.0522 g) steasikle homojenize edildi ve ¢bzgen
olarak 35 mL etanol : aseton (1:1) kullanildi. Bargam 35 mL polivinil alkolin
%1’ lik ¢cozeltisi Gzerine 700 rpm katirma hizinda ilave edildi. 10 dakika boyunca
karsmasi sglandi. Fakat slire sonunda agregasyon go6zlendi de eldilen
nanopartikil sispansiyonunda ¢okme goézlendi. Ayanlarda ve ayni sicaklikta
fakat 500 rpm kastirma hizinda ¢cayma tekrarlandi ve yine topaklanma gozlendi.

Optimum formulasyon icin SP ve stearik asit 1:2nonda cakildi. 1 kisim
SP ile 2 kisim stearik asit tartildi. Bu kamin tGzerine 35 mL etanol : aseton (1:1)

ilave edilerek ¢ozinmesi @andi. Su banyosunda bulunan 35 mL polivinil alkolu
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%1’ lik cozeltisi Gzerine ilave edilerek 700 rpnzimda 10 dakika boyunca kgmasi
sglandl. Slire sonunda kstircidan alinan  nanopartikil  slispansiyonunda
agregasyon ve ¢okme gozlendi. @ala madde oranlari ve sicakliklar ayni tutularak

500 rpm’ de tekrarlandi. Elde edilen sonug¢ acisirmlamlu bir fark gézlenmedi.

2.2.2.1 Optimum KLN Formulasyonunun Hazirlanmasi

0.0522 g Sefpodoksim Proksetil ve 0.0522 g steasik 1:1 oraninda olacak
sekilde tartildi. Tartilan maddeler bir behere eklierDaha 6énceden 1:1 oraninda
hazirlanan aseton : etanol ctzeltisinden 35 mLefwkdki maddelerin Uzerine ilave
edildi. Parafilm ile gz1 kapatilan kagim isiticida 50 - 60 °C arasindaki sicgél
Isitildi. Kargim, su banyosunda 4 °C’ ye@dulmus 35 mL %21’ lik polivinilalkol
cOzeltisi Gizerine 500 rpm katirma hizinda ilave edildi ve 10 dakika kamimaya
birakildi. Sire sonunda elde edilen &an cam ttplere aktarilip 3000 rpm’de 4 °C’

de 30 dakika santriftjlendi.
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Sekil 2 ‘de, Resim 11, Resim 12 ve Resim 13'derfdlasyonun hazirlag

sematik olarak ve resimlerle ifade edildi.

Sefpodoksim
Proksetil
0.0522 ¢

Stearik Asit
0.0522 g

Sefpodoksim Proksetil
+
Stearik Asit
+
Etanol : Aseton
(50-60 °© C 1sit1ldr)

% 1'lik Polivinil Alkol
Cozeltisi 35 mL
“4°C)

Nanopartikiil
Siispansiyonu
“4°C)

ﬁ

Sekil 2: Optimum formulasyonuhazirlanginin sematik gosterimi

Etanol : Aseton
35 mL

4 °C’de 3000
devirde 30 dk
santrifiij edildi.
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Resim 11 :KLN hazirlanmasi esnasinda kancida polivinilalkol ¢ozeltisi

. . !
F |

=~

Resim 12 : SP igeren ¢ozeltinin % 1’ lik PVA ¢0Ozeltisine ilaedilmesi -1
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Resim 13 :SP igceren ¢Ozeltinin % 1’ lik PVA ¢0Ozeltisine ilaedilmesi -2

2.2.2.2 SP KLN Formulasyonuna Ait Camalar

2.2.2.2.1 Liyofilizasyonu

Hazirlanan SP KLN’lerinin santrifij sonrasi Usttdderrak sivi atilip dibe
¢coken kati kismsilifle balona alinarak -20 °C ‘de bir gece bekletdk donmasi
saglandi. Ardindan -51 °C’ d@.035 mbar vakum altinda kurutulduyofilizasyon

islemi sonrasi elde edilen toz glisin tampon ile giiirtlerek absorbansi élguldi.

2.2.2.2.2 Pargacik Boyutu Analizi

Hazirlanan KLN’ler santrifllj edildikten sonra Gdtesivinin ve sispansiyon
halinin refraktif indeksleri oOl¢ildu. %0.2’lik Twee 20 ¢ozeltisi hazirlandl ve
bununda refraktif indeksi 6lgtldl. Standart i1siqurale dlcim sicak@inida gosteren
Rheometreli viskozitemetre ile de vizkoziteleri@tfii. Bu veriler dgrultusunda SP

KLN’ lerinin pargacik boyutlari ve polidisperslikdeksleri (PDI) 25 + 0.5 °C’de saf
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su ile gerekli seyreltmeler yapilarak Malvern Zetes ile partikil boyutlari analiz
edildi.

%0.2 lik Tween 20 c¢ozeltisi hazirlamak icin 0.02Tgieen 20 tartildi ve
distile su ile 100 mL'ye tamamlandi. Malvern Zerasi cihazinda o6lgmek icin

hazirlanan ¢ozeltilerdeki partiktllerin cokmesi dionunda kullanilacaktir.

2.2.2.2.3 Miktar Tayini

SP ile hazirlanan KLN’ lerdeki miktar tayini, UV asktrofotometrede 259
nm’ de absorbanslar 6élcimlerek yapildi. Hazirlaf@mulasyonun 3000 rpm’de 4
°C’de 30 dakika santriflij sonrasi elde edilen &stmvida ve dibe coken kati
nanopartikullere ayrisiemler uygulandi. Santriflij sonrasi elde edilen sisima
glisin tampon ¢ozeltisi ilave edilerek kuartz kueet alindi ve absorbansi okutuldu.
Alta kalan kati lipit nanopartikil siispansiyonukgdandiktan sonra glisin tampon ile

¢6zunduraldu ve kuartz kuvete aktarilip spektrurhmda

2.2.3 Salim Hizi Cakmalari
SP baz maddesi, ticari formulasyon (TF) ve optimkat lipit nanopartikil

formulasyonuna (OF) ain vitro salim hizi cabmalari gagidaki sekilde anlatildg

Uzere dissolusyon cihazi ile gercesieldi.

2.2.3.1 SP’ ye Ait Cozunurluk Calsmalari

Etkin madde SP, TF olan suspansiyondakiueger olarak mL’sinde 0.0652
mg (65.2ug) SP icerecekekilde 52.18 mg tartildi. Hazirlanan glisin tamplenher
bir haznede 900 mL olacakkilde 37° C’ de 50 rpm hizda doner sepet yontéani i
calisildi. 15, 30, 45, 60, 75 ve 90.dakikalarda orneldiendi. Yontemin dgrulugu

icin 6 defa ikger drnek olacakekilde dissoliisyon tekrarlandi.
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2.2.3.2 TF ye Ait Salim Hizi Calsmalari

Ticari formulasyon olarak tercih edilen suspansiyformilasyonunun
dissoliisyonu icinde déner palet yontemi tercih dddill5, 30, 45, 60, 75 ve 90.
dakikalarda 6rnek almak kolu ile 5 mL’sinde 52.18 mg SP olanskidarla 900 mL
glisin tampon iceren kuvetlerde 50 rpm’ de ve 37U€ 6 defa ikjer 6rnek olmak

Uzere calma gerceklgtirildi.

2.2.3.3 Hazirlanan SP KLN’lerine ait Salim Hizi Calmalari

Etkin madde ve TF uygun olarak icerisinde 52,18 3Ryicerdii 6ngorilen
KLN’ler hazirlandiktan sonra 37°C’de 900 mL gligi@mpon iceren kivetlerde 50
rpm donme hizinda doéner sepet yontemi ile dissoligalsmasi yapildi. 15, 30, 45,
60, 75 ve 90.dakikalarda drnekler alindi. Sonuglggivenilirligi icin ¢calisma 6 defa

tekrarlandi.
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BOLUM IlI

3 BULGULAR

3.1SP UV Spektrumuna Ait Bulgular

3.1.1 SP Kalibrasyon Erisinin Cizim Bulgularn

Bolim 2.2.1'de anlatilgn gibi hazirlanan SP ¢ozeltilerinin analizleri i¢ih/

Spektrofotometresi kullanildi. Spektrofotometre ¥apilan SP’ nin kalibrasyon

egrisine ait bulgular Tablo 7$ekil 3 veSekil 4'de verildi.

Tablo 7 : SP’ ye ait stok ¢ozeltilerin absorbanslari

Derisim (%)
12.5 25 50 75 100 125
Stok Al 0.237 0.462 0.900 1.315 1.785 2.373
Stok A2 0.227 0.495 0.909 1.323 1.730 2.184
Stok A3 0.202 0.410 0.844 1.248 1.692 2.122
SS 0.007 0.023 0.007 0.006 0.039 0.134
X 0.222 0.456 0.884 1.295 1.736 2.227
Sefpodoksim Proksetil Stok Cozeltileri
3
7)) 2 u
o
3 1] —e— Stok Al
< —m— Stok A2
Stok A3
O T T T T
0 25 50 100 125 150
Derigim (%)

Sekil 3 : SP’ ye ait kromatografik verilere dayali stok ¢due

48



Sefpodoksim Proksetil Kalibrasyon Erisi y= 0'2176)( +0,0018
R =0,9993
2,5
2 i
c
S 15
2
3 1
Qo
<
0,5 —e— Ortalama
0 ——Dogrusal (Ortalama)
0 20 40 60 80 100 120 140
Derigim (%)

Sekil 4 : SP’ ye ait kromatografik verilere dayall kalibrasyggrisi

3.2 SP’ in Spektrofotometri ile Miktar Tayini Yontemin e Ait Bulgular

3.2.1 D@rusallik

SP’ ye ait spektrofotometrik yontemin gtasallgini géstermek amaci ile
2.2.1.3.1 de anlatilgh dzere hazirlanan cozeltilerin  d@mlerr UV
spektrofotometresinde olculdi. Elde edilen veniegercek dgerlere yakinkl %
olarak hesaplandi ve Tablo 8’ de $ekil 5’ de gosterildi.

Tablo 8 : SPicin hesaplanan % gousallik degerleri

Ornek Derisim Derisim Ortalama

(%) (ng/mL) Absorbans

1 12.5 8.15 0.221

2 25 16.3 0.455

3 50 32.6 0.884

4 75 48.9 1.295

5 100 65.2 1.735

6 125 81.5 2.226

r? 0.9993
Egim 0.0269
Kesisim 0.0018
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Dogrusallik y = 0,0269x + 0,0018

R? = 0,9993

2,5
0w 20 /
% /
2
g 15
2 /
g nO /
8 05
O /

0,0 T T T T T T T

0,0 12,5 25,0 37,5 50,0 62,5 75,0 87,5

Derisim (ug/mL)

Sekil 5 : SPigin hesaplanan % gousallik degerleri grafgi

3.2.2 Kesinlik

3.2.2.1 Tekrar Elde Edilebilirlik

Spektrofotometrik miktar tayininin kesigini tayin etmek amaci ile yukari
da 2.2.1.3.2.1 Bag altinda anlatildy Gzere hazirlanan SP ¢ozeltileri absorbanslari
Olculdu, bulgularin % geri kazanim ve geri kazamamnl istatistiksel sapmalari Tablo

9’ de verildi.

Tablo 9 : SP icin 6lgulen absorbans ve hesaplanan % geginkaw

Ornek Derisim Derisim Absorbans | Geri Kazanim

(%) (ng/ml) (%)

1 100 65.2 1.777 101.21

2 100 65.2 1.784 101.15

3 100 65.2 1.744 99.33

4 100 65.2 1.754 99.90

5 100 65.2 1.675 95.39

6 100 65.2 1.676 95.46

Ortalama Geri Kazanim: 98.74
% BSS: 2.70
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3.2.2.2 Tekrarlanabilirlik

Spektrofotometre de 65.2 pg/mL SP iceren standadgimn ardarda 10 defa
okutulmasi sonucunda absorbangetteri elde edildi. Bulunan sonuglar Tablo 10'de

gosterildi.

Tablo 10 : SP’ nin spektrofotometrik analizinde tekrarlanabKidegerleri

Ornek Absorbans

1 1.787

1.780

1.782

1.779

1.780

1.777

1.789

1.787

© | 0o N o o~ WN

1.775

1.789

[
o

X 1.783

% BSS: 0.287

3.2.3 Secicilik ve D@ruluk

Secilen analitik yontemin d@oulugunu gostermek amaci ile 2.2.1.3.3 'de
anlatildg! Uzere hazirlanan c¢ozeltilerin spektrofotometradsorbanslar ol¢uldi ve

elde edilen sonuglarin % galuklari Tablo 11'da hesaplandi.
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Tablo 11 : SP’ nin Spektrofotometrik % gouluk deserleri

%80 %100 %120
ol Dogruluk Dogruluk Dogruluk ort
Absorbans %) Absorbans (%) Absorbans (%)
1 1.504 107.06 1.783 101.56 2.169 102.9
2 1.504 107.06 1.792 102.07 2.169 102.9
&) 1.357 96.58 1.733 98.70 2.105 99.93
4 1.358 96.65 1.738 98.99 2.088 99.17
5 1.300 92.52 1.668 95.01 2.044 97.03
6 1.297 92.30 1.667 94.94 2.038 96.74
N 98.70 98.55 99.79 199.01
%BSS: 6.84 3.11 2.74 4.23
Calsmanin secicigi SP’ nin ¢dzundgl formulasyonda bulunan ghr
maddelerle hazirlanan plasebo c¢ozeltilerle anabBnnucunda ayni alikonma

zamaninda ve dalga boyunda bir absorbans gozlegngedkil 6°'da belirtildi.

0.4 . - \_
0.2 | 2
—_
!E‘- L ]
= 4] '
3 f .
.E - & gk
= -0.2
:Q i
-0.4
-0.6
[ T []
200 400 600 800
Wavelenght (rum)
Sekil 6 : Formilasyonda SP icermeyen plasebo ¢ozeltisindvige3en ¢ozeltiye ait
absorbans
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3.3KLN Formulasyonunun Gelistiriimesine Ait Bulgular

3.3.1 SP KLN Formilasyonuna Ait Cagmalar

3.3.1.1 Parcacik Boyutu Analizi

Olcum icin gerekli olan refraktif indeksler ve viskteler

Tablo 12’ de

verildi. Bu sonuclar cihaza girilerek Malvern Zetasizer4l@.2.2.2’ de anlatilgi

Uzere gerceklgirilen %10 luk ve %100’ lik hazirlanan c¢ozeltier25°C’ deki

ortalama pargcacik boyutu ve PDI

bulundu.

Nanopaltekin  6lcim 6ncesi

cobkmemesi nedeniyle %0.2’ lik Tween 20 ¢ozeltisiflglime gerek duyulmadi.

Tablo 12 : Refraktif indeksler ve viskoziteler

%0.2 Tween 20

Santrifiij Ust Sivi

Suspansiyon Hali

Refraktif indeks

1.3330

1.3354

1.3594

Viskozite

5.04

3.66

5.05

Nanopartikillerin 6lcimu yapilirken %10’luk stispgoslarinin daha dgru

sonu¢ vermesi nedeniyle seyreltmeye gerek duyWdumcacik boyutuna ait veriler

Tablo 13'de belirtildi. Olgiim sonrasi elde edileargacik biyiklgine ait dgilimlar

Sekil 7 veSekil 8 de verildi.

Tablo 13 : Pargacik boyutlari, Polidisperslik indeksi ve Zptéansiyeli

% Hacim Olguim(nm) PDI Zeta Potansiyeli
%10 169.8 0.631 656.3
%100 165.4 0.502 206.0
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Size Distribution by Volume
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Sekil 7 : SP’ nin %10’luk stispansiyonunun parcacik buygildasilimi

Size Distribution by Volume
m ........................................... ‘ ................................
Cog
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Sekil 8 : SP’ nin parcgacik buyukgu dasilimi
Malvern Zetasizer ile 6lgiimlerdesdiaz olarak su kullanildii¢ faz olarak
hazirlanan nanopartikillerin sispansiyon durumundakozitesiyle ayni dgere

sahip latex (5.05) ve 7.8 viskoziteggeine sahip protein tercih edildi. Analiz sonucu

elde edilen veriler Tablo 14 \8=kil 9 ‘de verildi.
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Tablo 14 : Degisken i¢ ortamda parcacik boyutu

Ic Ortam Olciim(nm) | Polidisperslik indeksi | Zeta Potansiyeli
Lateks
. o 165.4 0.502 206.0
(viskozitesi 5.05)
Protein
. L 760.0 0.415 122.0
(viskozitesi 7.8)
Size Distriz«uti-on by Volume
m[ .............................. : ............................................... .
o~ B s .................... R R,
g : :
4] A H .
. E . | . u
3 : ; :
o f .
T L T PP Beeee ST S
- IR =
10 100 1000 10000
=n:- i [ Slm {d.ﬂm}

Sekil 9 : Degisken i¢c ortamda parcacik buyukiil dgsilimi

3.3.1.2 Miktar Tayini

SP ile hazirlanan KLN’lerdeki miktar tayini 2.2.232 de anlatildg gibi

gerceklatirildi. UV spektrofotometrede okutulan absorbamgetleri ve kalibrasyon

grafigindeki yeri Tablo 15 v&ekil 10’ da belirtildi.
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Tablo 15 : Sivi kisma ve nanopatrtiktllere ait yizde miktarlari

Ust Sivi Kisim icin SP bulunma yiizdesi
Ornek No Al A2 A3
1 17,727 28,068 19,205
2 16,364 25,795 18,750
3 16,932 26,818 17,386
X 17,008 26,894 18,447
Std Sapma 0,685 1,138 0,946
KLN SP’ ye diulunma ylzdesi
Ornek No Bl B2 B3
1 57,386 46,591 52,841
2 58,864 49,432 54,886
3 59,773 48,636 54,205
X 58,674 48,220 53,977
SS 1,204 1,466 1,041
Miktar Tayini

KLN siuspansiyonu

Ust sim

1 2 3

@ Ust sm

Ornek Sayisi m KLN sispansiyonu

Sekil 10 : Santriflj sonrassivi kisma ve nanopartikillere ait SP miktarlari

3.4Salim Hizi Calsmalarina Ait Bulgular

SP’ ye ait etkin maddenin ¢dztinme hizi, ticari folasyon ve hazirlanan
formulasyon icin gercekigirilen salim hizi cabmalari sonucu elde edilen érnekler
kuartz kuvetler ile UV Spektrofotometresinde 259’ e absorbanslari okutularak

degerlendirildi.
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3.4.1 SP’ e Ait Coziinme Hizi Cagma Bulgulari

2.2.3.1’ de anlatildgn Gzere gercekigirilen calsmada elde edilen 6rneklere

ait okunan absorbans gkxlerine kagi kalibrasyon grisi denkleminde hesaplanan

yuzde ¢6zinme gerleri Tablo 16° da verildi.

Tablo 16 : SP’ ye ait ¢coztinme hizi ¢ginasi ylzde deerleri

Zaman Yiuzde Deserleri

(dk) ES1 ES2 ES3 ES4 ES5 ES6 ES7 ES8 ES9 ES10 ES11 ES12
0 0.000| 0.000f 0.000/ 0.000f 0.000/ 0.000/ 0.000f 0.000/ 0.000/ 0.000{ 0.000 0.000
15 55.509| 40.810| 41.688| 53.767| 40.778| 39.997| 40.929| 41.287| 42.168| 41.767| 40.923| 43.903
30 52.551| 34.457| 35.991| 44.165| 48.045] 43.730| 46.233| 48.449| 47.554| 49.295| 50.631| 48.952
45 63.955| 43.702| 41.810| 48.037| 46.230| 47.733| 52.395| 55.804| 51.974| 59.239| 55.952| 54.244
60 64.935| 46.983| 54.142| 52.668| 66.332| 54.750| 56.256| 61.832| 55.886| 66.892| 63.776] 56.205
75 67.330] 51.170] 51.392| 62.528| 53.855| 56.699| 57.901] 64.230| 61.631| 67.378| 62.088] 56.688
90 75.892| 57.386] 59.974| 70.085| 58.222] 74.795| 64.563| 58.233| 67.139] 69.136] 65.063| 61.105

3.4.2 Ticari Formulasyona Ait Salim Hizi Calsmasi Bulgular

Ticari formulasyon olarak tercih edilen sispansgoait 2.2.3.2° de

anlatildgl uzere cakilan salim hizi sonuglarina ait absorbangederine bl

olarak hesaplanan ytzde salim sonuclari Tablo & ¥édildi.

Tablo 17 : SP’ nin ticari formulasyonuna ait salim hizi gadasi ylzde salim

degerleri
b Yizde Salim Dgerleri
(dk) TF1 TF2 TF3 TF4 TF5 TF6 TF7 TF8 TF9 TF10| TF11| TF12
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000f 0.000
15 40.429| 40.605| 40.724| 34.020[ 33.565| 35.631| 38.895| 39.662| 36.384| 34.565| 36.548| 39.369
30 47.543| 47.989| 46.761| 40.460| 40.594| 42.222| 47.420| 49.778| 42.071| 42.250| 46.063| 49.327
45 56.903| 57.028| 50.611| 50.952| 47.494| 50.582| 55.813| 56.457| 50.716] 54.276] 58.091| 55.901
60 62.855| 63.151| 62.608| 59.756| 55.960| 60.111] 62.486| 64.869| 56.781| 61.247| 64.798| 60.474
75 66.963| 66.531| 64.159| 67.489| 62.994| 65.446| 69.145| 67.631| 62.037| 66.474| 65.818| 63.088
90 74.784| 75.665| 64.551| 72.366| 72.815| 72.761| 73.460| 72.537| 67.625| 72.582| 66.139| 66.585

Hazirlanan SP KLN’ lerinin 2.2.3.3’

3.4.3 Hazirlanan SP KLN’lerine

ait Salim Hiz1 Calsmasi Bulgular

de belirtilegartlarda gercekkigirilen

salim hizi caklmasi sonucu elde edilip okutulan 6rneklere ait dizsts dgerlerine

bagll olarak hesaplanan ytizde salim sonuclari Tablad®elirtildi.
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Tablo 18 : SP nanopartikullerine ait salim hizi gatasi ylizde salim derleri

Zaman Yizde Salim Dgerleri

(dk) NF1 NF2 NF3 NF4 NF5 NF6 NF7 NF8 NF9 NF10| NF11| NF12
0 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000] 0.000/ 0.000/ 0.000] 0.000
15 30.235| 27.359| 27.540] 32.281| 25.644| 31.519| 24.278| 20.442| 24.947| 26.640| 19.813] 23.388
30 42.436] 49.509| 44.893| 47.138| 45.385| 41.016| 38.510| 38.173] 43.559| 44.975| 32.031] 45.699
45 50.547| 54.656| 57.889| 54.963| 52.923| 46.549| 57.205| 53.622| 52.463| 66.166| 52.333] 56.315
60 72.443| 60.205| 71.282| 69.838| 63.685| 64.738| 69.853| 62.260| 55.897| 57.394| 56.806| 68.163
75 52.461| 57.308| 63.051| 58.713| 67.589| 56.167| 56.743| 57.656| 66.008| 65.961| 66.281| 52.872
90 49.409| 51.051] 56.243] 53.328| 70.973| 45.072] 54.959| 51.768| 56.335] 51.051| 52.926| 52.039

3.5 Salim Profillerinin Kinetik Olarak De gerlendirilmesi

SP etkin maddesinin, ticari formilasyon slspansgiypoke hazirlanan kati
lipit nanopartikdllerinin vitro salim hizi ¢cabmalari sonucu elde edilen gleri
kiyaslayabilmek icin ortalamalari ve ortalamlarifagli standart sapmalari
hesaplandi. Bunlar Tablo 19 da verildi. Elde edilortalamalara ve standart
sapmalara gore yuzde salim ggagizildi ve Sekil 11’ de ifade edildi.

Tablo 19 : Salim hizi sonuglarina ait ortalama ve Standarnsagonuclari

ES TE OF

(ﬁgzg‘) X ss X e X ss
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
15 43.627 5.046 37.533 2.706 26.174 3.958
30 45.838 5.545 45.206 3.443 42.777 4745
45 51.756 6.535 53.735 3.465 54.636 4759
60 58.388 6.244 61.258 2818 54.380 5.934
75 59.407 5.652 65.648 2.167 53.067 5.438
90 65.133 6.412 70.989 3.709 53.763 6.233
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Yizde Salim Grafi gi
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Sekil 11 : Cozinme hizi sonuglarina ait salim gtafi

Cozunurluk cahmalari sonuclarina ait absorbangeiterinin ylizde salimina

bagll ¢ozinme profilini kagilastirmak icin benzerlik testinden yararlanildi.

Formilasyonlar arasi c¢oziunme profilini f#stirmak ve performanslardaki
benzerlgi gostermek amaciyla tiegerinden yararlanildi. Hazirlanan optimum kati
lipit nanopartikil formiulasyonu sirasi ile etkin do ve ticari formulasyon ile
karsilastirilarak degerlendirildi ve bunlara ait veriler Tablo 20, Talda ve Tablo 22’

de verildi.

Tablo 20 : SP’ nin etkin madde ve optimum nanopartikil fornsyiznuna ait f

tablosu
f, Degerlerinin Hesaplanmasi
Zaman (dakika) 15 30 45 60 75 90
Referans (R) 43.627 45.838 51.756 58.388 59.407| 65.133
Test (T) 26.174 42,777 54.636 54.380 53.067| 53.763
R-T 17.453 3.061 -2.880 4.008 6.340 11.370
(R-T)? 304.607 9.370 8.294 16.064 40.196| 129.277
S (R-TF 491.744
fo 52.029
Referans Etkin Madde
Test Optimum Nanopartikil Formilasyon
SONUC : Etkin Madde ye kar Nanopartikiliin 2 dgeri 52,029 bulunmgiur.
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Tablo 21 : SP’ nin ticari formllasyonuna ve optimum nanopaitilormilasyonuna

ait f, tablosu

f> Degerlerinin Hesaplanmasi
Zaman (dakika) 15 30 45 60 75 90
Referans (R) 37.533 45.206 53.735 61.258 65.648 70.989
Test (T) 26.174 42.777 54.636 54.380 53.067| 53.763
R-T 11.359 2.429 -0.901 6.878 12.581] 17.226
(R-T)? 129.027 5.900 0.812 47.307| 158.282] 296.735
S (R-TY 590.755
P 50.059
Referans Ticari Formulasyo
Test Optimum Nanopartikil Formilasyon
SONUC : Ticari Formilasyon kar Nanopartikilin f2 dgeri 50,059 bulunmgiur.

Tablo 22 : SP’ nin ticari formulasyonuna ve etkin maddeyd aiablosu

f, Degerlerinin Hesaplanmasi
Zaman (dakika) 15 30 45 60 75 90
Referans (R) 37.533 45.206 53.735 61.258 65.648 70.989
Test (T) 43.627 45.838 51.756 58.388 59.407] 65.133
R-T -6.094 -0.632 1.979 2.870 6.241 5.856
(R-T)? 37.137 0.399 3.916 8.237 38.950, 34.293
S (R-TY 114.696
fa 67.412
Referans Ticari Formilasyon
Test Etkin Madde
SONUC : Ticari Formilasyon kar Etkin madde f2 de&eri 67,412 bulunmgiur.

Optimum formulasyon kati lipit nanopartikillerinliga hizi ¢alsmalarindan
sonra elde dilen bulgular Sifirinci derece, Birim@rece, Higuchi ve Hixson —
Crowell salim modellerine gore glerlendirildi. Elde edilen dgerler Tablo 23 de,

grafikler iseSekil 12,Sekil 13, Sekil 14 veSekil 15’ de belirtilmtir.
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Tablo 23 : Sifirinci Dereceden, Birinci Dereceden, HiguchHirson — Crowell’ e

gore elde edilen gerler

Zaman Zamanin Salan  Kalan Sifirinci Birinci Hiquchi Hixson -
(saat) koku Dereceden Dereceden ' 9 Crowell
0 0O 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.25 0.5 26.174 73.826 26.174 4302 26.174 0.447
0.5 0.707 42.777 57.223 42777 4.047 42.777 0.788
0.75 0.866 54.636 45.364 54.636 3.815 54.636 1.075
1 1 54.380 45.620 54.380 3.820 54.380 1.068
Egim 38.591 -0.671 59.742 0.861
Kesisim 20.376 4415 -1.407 0.306
r? 0.860 0.879  0.919 0.875
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0 Salim
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Sekil 12 : Sifirinci Dereceden Salim Grgifi
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Birinci Dereceden Grafik
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Higuchi' ye Gore Grafik

0 Zalm
55 ] Bl Trend Line

56
54
52
50
45
45
44
42
40
36
36
34
32
30
2|4
28-|)-r"'|"'|"'|"'|"'|"|"'|"'|"'|"'

05 055 06 0§ 07 075 0§ 08 03 095 1

Yiizde Salun

Karekilk Zaman

Sekil 14 : Higuchi Modeline Gdre Salim Grfi
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Sekil 15 : Hixson- Crowell’ e gére Salim Grgi
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BOLUM IV

4 TARTI SMA VE SONUC

Bu tez cakmasinda bakterilerin sebep ofiu bircok farkli tirdeki
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan 3.s&ld sefalosporin grubu bir 6n ila¢ olan
Sefpodoksim Proksetil'in  ¢dzunurlik sorununun oaradkaldirmak amaciyla,
alternetif dozapekli gelistiriimesi icin calsmalarda bulunuldu. Bu amacla tezimizde
kati lipit nanopartikillerinin geftiriimesi hedeflendi. Kati lipit nanopartikullerin
kullaniima nedeni; yapisal 6zellikleri nedeniylengaoldysu geng ylzey alanina
bagli olarak yuklenen etkin maddenin hizli salim yapmdolayisiyla daha iyi bir
cozunarluk profili elde edilmesidir (55). Bu glmltuda tezimizde Sefpodoksim
Proxetil (SP) kati lipit nanopartikillerin formUlasunun geltiriimesi Gzerine
calisildi ve olwturulan optimum formulasyonun fizikokimyasal Ozediri ve
standardizasyonunun tzerine gadalar yapildi.

In vitro calsmalar icin geltirilecek olan etkin made miktar tayininde UV
spektrofotometri yontemini belirlemek tzerine guranalar yapildi. Yapilan literattr
taramalari sonucunda SP’ nin UV Spektrofotometiesrpalar icin pH 3’ de 259
nm’de glisin tampon tercih edildi (23).

SP’ nin UV Spektrofotometrede kalibrasyagrisi ¢izildi. Bunun igin SP’ nin
ticari preparat icegini esdeger alarak %125 detime denk gelecekekilde 3 adet
ana stok cozelti hazirlandi. Stok cozelti icin SRtiip bir miktar metanolde
¢bzUndurdaldd ve hazirlanan glisin tampon ile tanzadi. Kalibrasyon gisi icin
gerekli olan 6 farkli degimde (%125, %100, %75, %50, %25 ve %12.5) 3 paralel
seri olmak keulu ile seyreltme yapilarak cozeltiler hazirlanBunlar 2.2.1 konu

basligl altinda ifade edildi.

64



SP’ nin UV Spektrofotometrik miktar tayini yontenmn validasyonu
dogrusallik, kesinlik, secicilik ve dguluk parametreleri acisindan géglendirildi.
Hazirlanan cozeltilerin  dgusallik yoninden derlendiriimesi icin UV
Spektrofotometrede 259 nm’ de absorbanslari okutute elde edilen veriler Tablo
8’ de verildi. Daha sonraki analizlerde ggelendirilecek absorbans gkxlerinin %
olarak hesaplanmasinda kullanilacak olan ikgigdeenli denklemi turetildi. Bu
denklemde gim 0.0176, kesim 0.0018 ve iki dgiskenden birinin dierini ne
derece tanimlagini ifade eden korelasyon katsayf)(0.9993 olarak bulundu.
Validasyonun kesinlik parametrelerine uyguidau saptamak amaci ile tekrar elde
edilebilirlik ve tekrarlanabilirlik parametrelerifeakildi. Tekrar elde edilebilirlik icin
%100 degime denk gelecekekilde 6 farkli ¢ozelti hazirlandi ve % geri kazatari
hesaplandi. Geri kazanimlaraghaolarak % bgil standart sapma 2.70 olarak
bulundu. Tekrarlanabilirlik kqulu icin %100 dekimdeki ayni ¢ozelti ardi ardina 10
defa okutuldu. Tablo 10’'da ifade edilen sonuclandalama 1.783 ve d standart
sapma 0.287 olarak bulundu. Elde edilen tim sonugainlik kriterleri agcisindan
validasyonun uyguniunu dgruladi. Yontemin dgrulugunu analiz etmek icin
%2100 derim ve bunun maksimum %20 fark gdsterebif@aistinildigi icin %80
ve %120 desimde olacaksekilde 6 paralel ¢ozelti hazirlanarakgdoluk deserleri
bulundu. Hesaplanan ortalamalar vegibatandart sapmalar Tablo 11'de verildi ve
anlamh bir fark olmady saptandi. Validasyonun secigiliacisindan 259 nm’ de
degerlendirildiginde Sekil 6° da SP’ ye ait dalga boyu gorulmesineggmen SP
icermeyen c¢ozeltilerde herhangi bir bulguya rasihaadi. Analiz edilerek bulunan
tum parametreler acisindan SP’ ye ait UV Spektonhaire FDA’da belirtilen

kriterlere gore validasyonu uygun bulundu (31).
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Calsmamiz da SP kati lipit nanopartiktl (KLN)' leri éldetmek amaci ile
Cozuclu Emulsifikasyonu / Evaporasyonu yontemi kulth (63). Etkin madde olan
SP su ile kasmayan ve ayni zamanda sulu fazda disperse olabilgea yardimci
madde stearik asitle 1:1 oraninda tartildi ve hemag edildi. Etanol : Aseton
cOzeltisi bu kagimin Gzerine ilave edildi ve 50-60 °C’ ye isitil@u sekilde etkin
madde SP’ nin organik ¢ozici ile ¢cozinmeglasadi. Cozundurulen SP sulu faz
olan %21 polivinil alkol ¢ozeltisi Uzerine 4 °C’ &0 rpm kagtirma devri altinda
eklendi. Boylece kat lipit nanopartikil stispansiymlusmasi sglandi. Elde edilen
bu nanopartikil stispansiyonu 3000 rpm devir hizéh@&’ ye ayarlanmgisantrifij
ile 30 dakika santrifiij edildi. Buslemler Sekil 2’ de sematize edilerek belirtildi.
Kurkumin ydkli kati lipit nanopartikil formdlasyonu gelitiriimesi  ve
karakterizasyonuna ait Tiyaboonchai W. ve ark (8aptigi calsmada kati lipit
olarak kullanilan stearik asidin miktarinin artnyési etkin madde yukleme
kapasitesinin arth fakat partiktl boyutlarinin, polidisperslik indgkrinin de artgi
gozlenmigtir. Bizde calgmamizda optimum formulasyon ggirmek icin yaptgimiz
calismalarda Tiyaboonchai W. ve ark.’nin (81) salasina dayandirilarak stearik asit
miktari arttirarak daha fazla etkin madde olan 8Hgmek hedeflendi. Fakat yapilan
bu calgmalar sonucunda koagtlasyon gozlendi ve nanopa#i#é edilemedi.

KLN’ ler homojen birsekilde lipit ve emilgatérlerin sulu dispersiyonlda
olusmaktadir. Optimum ve Kkaliteli bir formulasyon iciKLN dispersiyonlarin
karakterizasyonu geanmalidir. Kiiguk partikil boyutlarina sahip olmalaedeniyle
KLN’ lerde karakterizasyon dikkate alinmalidir (58u amac¢ dgrultusunda elde
edilen SP KLN’ lerinin parcacik bilyukitine ve miktar tayinine ait analiz

calismalar yapildi.
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KLN’ lerin parcacik boyutu analizi icin sulu disggronun santrifilj sonrasi
Ustteki sivi kismin ve stspansiyon halinin refifaktdeksi olcildi. Ayrica partikdl
boyutunun tespiti icin gerekli olan viskoziteler coldi. Viskozite olcimleri
Rheometreli viskozitometre ile dlclilerek Tablo t2 verildigi gibi, santrifij sonrasi
Ustteki sivi kismin viskozitesi 3.66 cp ve suspgosihalinin viskozitesi 5.05 cp
olarak bulundu. Malvern Zetasizer ile hazirlanan\Klerin parcacik boyutlari, zeta
potansiyeli ve polidisperslik indeksi (PDI) 25 +°6’ de distile su ile seyreltme
yaparak ve yapmadan analiz edildi. % 10 seyreltengapilan analizler sonucunda
PDI 0.631, zeta potansiyeli 656,3txx mV ve parcabyutu 169.8+tXX nm
bulundu. Seyreltme yapilmadan olcim yagidda PDI 0.502, zeta potansiyeli
206£XX mV ve parcacik boyutu 165.4+XX nm bulundwl&an bu dgerler Tablo
12’ de belirtildi. Dg ortamin ayni oldgu ve i¢c ortamin protein ve lateks ofilu
kosullarda da yapilan olcimlerin sonucglari Tablo 14 $ekil 9' da verildi.
Hazirlanan KLN sispansiyonunda parcaciklarin ¢okndesumunda kullaniimak
Uzere % 0.2 ‘lik Tween 20 ¢ozeltisi hazirlandi. &agereksinim duyulmadi.

Calismamizda formulasyonlarin ggirilmesinde % 1 polivinil alkol ¢ozeltisi
kullaniimasi partikiil boyutunun homojen olmasinglamaktadir. Shaikh J. ve ark.
(73) kurkumin ile piperidin nanopartikil formilasymu  gelstirerek
biyoyararlaniminin arttiriimasini planlgdicalsmasinda polivinil alkol kullanarak
homojen partikil boyutu gdimi  sglanmstir. Polivinil alkol kullanarak
gelistirdigimiz optimum formilasyonda ki parcacik boyutlare illiteratirdeki
calismanin pargacik boyutu kalastirildiginda, cagmamizda daha kiiguk boyutlarda
homojen nanopatrtiktllerin elde edigdigdzlendi.

SP KLN'’ lerine yUklenen SP miktarini tayini icinrgaftij sonrasi elde edilen

sivi kismin ve stispansiyonun analizi yapildi. Bumgim santrifiij sonrasi elde edilen
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sivi kismin ve stspansiyonun glisin tampon ile odaési sglandi. Cozinen
kisimdan seyreltme yapilarak hazirlanan orneklefisorbanslari alindi. Miktar
tayini sonrasi elde edilen gerlerin Tablo 15'de de ifade edifli Gzere KLN
formilasyonunda kullanilan SP’in biyidk kisminin ogartikil icine hapsoldiu
gozlendi.

SP baz maddesi, ticari formuilasyon olan stispansiym@ hazirlanan KLN’
lere ait in vitro salim cakmalari yapildi. Elde edilen &rnekler UV
Spektrofotmetresinde 259 nm’ de absorbanslari d&atia dggerlendirildi.

SP baz maddesi stuspansiyonun tek kullanimhk déeru ® mL’ sine gdeger
olacaksekilde 52.18 mg tartildi. Hazirlanan glisin tampafssoltsyon cihazini her
haznesinde 900 mL olacakkilde ilave edildi. Dissolisyon cihazi 37 £ 5 ° @&
ayarlandi ve eklenen tamponun bu sigaklgelmesi beklenildi. Ortam sicakl
sgilandiktan sonra tartilarak hazirlanan SP ayni dradanelere ilave edildi. Palet
yontemi ile 50 rpm’ de calildi ve 15, 30, 45, 60, 75 ve 90.dakikalarda 6reekl
alindi. Fakat cajma siresince ortama eklenen SP baz maddesinin rhazist
kisminda ylzmesi ve cana sonunda elde edilen absorbansgederinin
okunamamasi neticesinde glo yontem secilmegdine karar verildi. Bunun
sonucunda yine SP baz maddesi ile ayamtlarda sepet yontemi ile salim hizi
calismalar gercekligirildi. Bu calisma neticesinde de doner palet yontemi ile ayni
sonuglar alindi. D6ner sepete konan etkin maddespetten cikén ve haznenin ust
kisminda ylzdgil gozlendi. Sonug¢ olarak etkin madde kapsullerelwoldu ve
doner sepet yonetim ile aygartlarda cakma tekrarlandi. Caimalar sonucunda elde
edilen drnekler aktarilarak 259 nm’ de UV spekttofoetre absorbans gerleri

okutuldu.
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SP ticari formulasyon olan stspansiyonun FDA'’ dértildi gi Gzere doéner
palet yonetimiyle etkin maddeyle ayni tampon ile ayni sartlarda ¢6zunurlik
calismasi yapildi. Elde edilen drneklerin spektrofotamme absorbanslari bulundu.

SP ile hazirlanan optimum kati lipit nanopartikdrrhilasyonunun déner
sepet yontemi ile ticari formtlasyonun ve etkin whewin calgildigli ayni sartlarda
¢c6zunurlik cakmasi gerceklgirildi.

Cozunurlik calmalari sonucunda ylUzde salim gdderi bulundu. Bu
degerlerin ortalama ve standart sapmalari hesaplangekid 11’ de de ifade edildi
gibi grafigi cizildi. Gelistirdigimiz yeni formulasyonun ticari formilasyona ve atki
maddeyein vitro olarak ne derece benzerlik gostgndi tespit etmek amaci ile f
degerleri hesaplandi. Benzerlik testi sonuclari Taklp Tablo 21 ve Tablo 22’ de
verildi.

In vitro salim ¢algmalarinda elde edinilen bulgular neticesinde optimkati
lipit nanopartiktll formilasyonun ticari formilasyomenzeif, degeri Tablo 21’ de
verildigi gibi 50.059 olarak bulundu.

Optimum kati lipit nanopartikil formudlasyonunun 1gal kinetigini
deserlendirmek icin sifirinci derece, birinci dereddiguchi ve Hixson-Crowell
kinetik modellerinden yararlanildi. Salim yizdelem modellere gére Tablo 23’ de
verilerek dgerlendirildi ve grafikleri cizildi. Her model iciegim, kesiim ve 7 ler
hesaplandi. Kullanilan modeller arasinda en iyimnydiguchi salim kinegii ile elde
edildi (= 0.919). Merchant ve ark (49) SP ile yaptalsma sonrasi elde edilen
veriler salim kinetikleri agisindan gerlendirildiginde (sifirinci derece, birinci
derece, Higuchi ve Hixson-Crowell modeli ile) uyumkoti oldgu gozlendi.

Tez calgmamiz sirasinda elde edilen verilergddtusunda SP’ nin iyi bir

¢cozunurluk profili gosteren ve biyuk ¢capta Uretimkani sunan farkli bir dozagkli
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gelistirildi gi goruldu. Calgmamiz bir 6n formilasyon camnasi olup ileri camalara

bir zemin olgturaca& distnulmektedir.
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OZET

SEFPODOKSIM PROKSETIL NANOPART IKULLER INiN HAZIRLANMASI,
FiZIKOKIMYASAL OZELL iKLER I VE STANDARDiZASYONU

Bir 6n ilag olan ve Uclincu kak sefalosporin grubu bir antibiyotik olan
Sefpodoksim Proksetil (SP)’ in ¢ozundrlik ve biygrdanim sorunu bulunmaktadir.
Kati lipit nanopartikillerin yapisal 0zelii nedeniyle sahip oldiu gens yilizey
alanina bgh olarak SP’ nin hizli salim gmasi, dolayisiyla ¢ozlndrlik sorununu
ortadan kaldirmak ve daha iyi bir ¢dzunurlik picfide etmek amaglandi.

Bu amacla SP’ ye ait KLN formilasyonu ve formulasgoait in vitro
calismalar yapildi. C6zucu emdulsifikasyon / evaporasyamtemi ile SP iceren KLN
formilasyonu getirildi. Gelistirilen optimum formulasyonun fizikokimyasal
Ozellikleri ve standardizasyonunuggamak igin partikil bayuklgi ve miktar tayini
calismalar yapildi.

Geligtirilen optimum formdilasyonurin vitro salim galgmalari igin ticari
formulasyona gleger miktarda SP iceren KLN’lerin glisin tampon ilel 3'de salim
hizi calsmalari gerceklgirildi. Ticari formtlasyon, SP etkin maddesi vezirtanan
optimum formulasyon icgin gercekkirilen salim hizi caymalari dgrultusunda elde
edilen veriler benzerlik testi ile faktorleri deggerlendirildi.

Bu tez camasi neticesinde SP’ nin ila¢ sanayine uygulanadiiernatif bir
formUlasyonu getirildi. Bu alternatif formilasyona ait ¢oziunurligarametreleri

piyasadaki ticari formulasyona gore kiyaslanardkryaeserler gosterdii bulundu.
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SUMMARY

PREPARATION OF CEFPODOXIME PROXETIL NANOPARTICLES,

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND STANDARDIZATION

A pro and third-generation cephalosporin drug, anibaotic that the
Cefpodoxime Proxetil (CP) of exists the solubilayd bioavailability problems.
Structural features of solid lipid nanoparticled$ due to its large surface area,
depending on the CP to provide quick release soetb@ution to eliminate problems
and achieve a beter solubility and bioavailabititgfile, we aimed to.

For this aim, SLN formulation and the formulatioh@P have beem vitro
studied. Solvent emulsification / evaporation mdtheas developed with SLN
formulation containing CP. Optimum formulation wateveloped to ensure
standardization of physicochemical properties fantiple size and determination of
amount .

Optimum formulation was developed for the study iof vitro release
commercial formulation containing an equivalent amtoof CP SLN’s dissolution
studies were performed glycine buffer pH 3. Comma¢réormulation, active
ingredient of the CP and the optimum formulationswmepared according to the
study was performed for the dissolution rate ofdaéa obtained in similar tests, f
factors were evaluated.

As obtained of this study CP, an alternative fomtioh was developed can be
applied to pharmaceutical industry. This alterratiformulation of solubility
parameters based on the market by comparing theneocral formulaiton was found

to show similar scores.
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