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ONSOZ

Bu calismada pulmoner yol ile uygulanacak nanopartikiiler ilac¢ tasiyici sistemleri
iceren kuru toz inhalasyon formiilasyonlar1 gelistirilmis ve degerlendirilmistir.

Bu tez calismami yoneten, deneysel c¢alismalarimda, biitiin imkanlardan
faydalanmami saglayan ve arastirmalarimda bana yol gostermekten c¢ekinmeyerek
bilgisini, tecriibesini benimle paylasip bana her zaman her konuda destek olan
danismanim Prof. Dr. Sayin Asuman BOZKIR’a,

Calismalarimi aksatmadan devam ettirebilmem icin bana yardimci olan A.U.
Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Teknolojisi Boliimii ve Farmasotik Teknoloji Anabilim
Dal1 Bagkani Prof. Dr. Sayin Niliifer TARIMCTya,

Bu tez calismamda bana yol gosteren, karsilastigim zorluklarin asilmasinda bilgi ve
tecriibeleriyle destegini esirgemeyen, her zaman her konuda destek ve yardimlariyla
bana gii¢ veren Yrd. Dog. Dr. Saym Burcu DEVRIM’e,

Calismamizda kullandigimiz siprofloksasin hidrokloriir’iin temin edilmesini saglayan
ZENTIVA ilag firmasina,

FTIR analizlerinin yapilmasinda yardimci olan NOBEL ilag firmasina,

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilimsel katkilar1 ve desteklerinden dolayi
Anabilim Dalimizin degerli 6gretim gorevlilerine,

DSC analizimlerimde yardime1 olan Sayin Yrd. Dog. Dr. Ozge INAL’a,

Deneylerim sirasinda yardimlarini benden esirgemeyen Saym Yrd. Dog Dr. Ongun
SAKA ve Sayin Dr. Ecz. Zerrin SEZGIN BAYINDIRa,

Antimikrobiyal aktivite testlerinin yapilmasinda yardimci olan Sayin Yrd. Dog¢ Dr.
Miijde ERYILMAZ’a

Calismalarim sirasinda giiler ylizlerini, manevi desteklerini ve yardimlarini
esirgemeyen degerli arkadaslarim Uzm. Ecz. Berrin BASARAN, Uzm. Ecz. Giilin
AMASYA, Uzm. Ecz. Eda AYDIN, Uzm. Ecz. Umut Can OZ ve Ecz. Seda
YUZUKIRMIZI ya,

Tiim hayatim siiresince yanimda olan, yiiksek lisansa baslamam ve bitirmem
konusunda her zaman bana destek olan babam Mustata CAMCA, annem Necla
CAMCA ve agabeyim Ugur CAMCA’ya sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.



AC
AFM
AKO
BSS
DCM
DSC
EA
EP
EPAS
FDA
FTIR
GSS
HPH
ICH

LOD
LOQ
KOAC
KTi
K/Y/S

MBK
MIK

ODI
PDR
PCL
PDLA
PEG
PGA
PLA
PLGA
PLLA
PVA

RES
RESS
SIY
S/Y/S
SDS
SFL
SH
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Aseton

Atomik Kuvvet Mikrokospu (Atomic Force Microscope)
Artik kareler ortalamasi

Bagil Standart Sapma

Diklorometan

Diferansiyel taramal1 kalorimetri

Etil Asetat

European Pharmacopeia

Sulu bir ¢ozelti icerisinde buharlastirici presipitasyon
Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve ilag Dairesi)
Fourier transform infrared spektroskopisi

Geometrik standart sapma

Yiiksek basin¢li homojenizasyon

The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
Teshis sinir1

Tayin sinir1

Kiitlesel ortalama aerodinamik ¢cap

Kuru toz inhaler

Kati/ yag /su

Kalibrasyon dogrusunun egimi

Minimal bakterisid konsantrasyonu

Minimal inhibitor konsantrasyonu

Kesisim

Olciilii doz inhaler

Physicians’ Desk Reference

Poli- € —kaprolakton

Poli-D-laktik-asit

Polietilen glikol

Poliglikolik asit

Polilaktik asit

Poli(laktik-ko-glikolik asit)

Poli-L-laktik-asit

Poli(vinil alkol)

Korelasyon katsayisi

Determinasyon katsayisi

Retikiiloendotel sistem

Stiperkritik ¢ozeltilerin hizli genlesmesi

Su/yag

Su/yag/su

Sodyum dodesil siilfat

S1vi i¢ine piiskiirterek dondurma

Standart Hata



SLN
SS
Sy.x

USP
UV

Kati lipid nanopartikiil

Standart Sapma

Regresyon dogrusundan olan sapmalarin standart sapmasi
Camsi gecis sicakligt

United States Pharmacopeia

Ultraviyole

Sikistirilmis dansite

Referans dansite (1 g/ml)

Dinamik sekil faktorii
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SEKILLER

Weibel tarafindan tanimlanan havayolu morfoloji modeli
Akciger fizyolojisinin hiicre ve hiicre dis1 diizeyde sematik gosterimi
Akcigerlerdeki birikim mekanizmalari

a) Nebiilizator ornegi b) ODI 6rnegi ¢) KTI 6rnegi
Nanopartikiil olusum prosesleri

Siprofloksasin hidrokloriir’iin agik formiilii
Poli(e-kaprolakton)’un kimyasal formiilii

PLGA’nin yapisi

Kitozanin yapisal formiilii

Nanopartikiillerin goriintiilenmesinde kullanilan AFM cihazi
Nanopartikiil imalat akis semasi

a) Siprofloksasin hidrokloriir’iin FTIR spektrumu

b) Siprofloksasin hidrokloriir’iin calismamizda elde edilen FTIR
spektrumu

a) Siprofloksasin hidrokloriir referans DSC termogrami

b) Calismamizda elde edilen Siprofloksasin hidrokloriir’iin DSC
termogrami.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su i¢cindeki UV spektrumu

Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponu ic¢indeki UV spektrumu

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki UV kalibrasyon grafigi.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponu icindeki UV kalibrasyon grafigi.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki dogrusallik grafigi

Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki dogrusallik grafigi

Bos nanopartikiillerin distile sudaki spektrumu.
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X1

Bos nanopartikiillerin  %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki spektrumu.

PCL’a ait FTIR spektrumu.
Nanopartikiile ait FTIR spektrumu.
PCL’a ait DSC termogrami.

F30 kodlu formiile ait DSC termogrami

5x5 pm tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait topografi ve faz
goriintiileri

5x5 um tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait kesit analizi

Ix]1 pm tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait topografi ve faz
goriintiileri

1x1 um tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait kesit analizi

F18 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F21 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F22 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F23 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F26 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F28 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F29 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F30 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

F35 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi

Farkli molekiil agirligina sahip 50:50 PLGA’lar ile PCL (1:1) karisimi
iceren formiillerde PLGA molekiil agirhiklarinin  nanopartikiil

formiilasyonlarindan etkin madde salim profilleri {izerine etkisi

Di1s su fazindaki farkli kitozan konsantrasyonlarinin nanopartikiil
formiilasyonlarindan etkin madde salim profilleri lizerine etkisi

NKMI1 kodlu formiil icin elek iistiinde kalan miktarlar1 gosteren siitun
grafigi
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NKM1 kodlu formiile ait yigilmali dagilim egrisi

NKMI1 kodlu formiil i¢in, % yigilmali miktar olasilik skalasinda,
partikiil caplar1 logaritmik skalada olacak sekilde Origin Lab 9.1
programi kullanilarak ¢izilmis grafik ve geometrik ortalama cap
degeri

NKM?2 kodlu formiil icin elek iistiinde kalan miktarlar1 gosteren siitun
grafigi

NKM2 kodlu formiile ait yigilmali dagilim egrisi

NKM2 kodlu formiil i¢in, % yigilmali miktar olasilik skalasinda,
partikiil caplar1 logaritmik skalada olacak sekilde Origin Lab 9.1

programi kullanilarak ¢izilmis grafik ve geometrik ortalama cap
degeri

F30 kodlu formiilasyonun mikropartikiil haline gelmesinde kullanilan
Pearlitol 50 C’ye ait x40 ile ¢cekilmis mikroskop goriintiisii

F30 kodlu formiilasyonun Pearlitol 50 C ile 1:10 a/a oraninda
hazirlanan karisimina ait x40 ile ¢ekilmis mikroskop goriintiisii

F30 kodlu formiilasyonun Pearlitol 50 C ile 1:5 a/a oraninda
hazirlanan karisimina ait x40 ile ¢ekilmis mikroskop goriintiisii
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CiZELGELER

Aerosol birikim mekanizmalari

Ilag otoriteleri tarafindan ruhsatlandirilan bazi nanopartikiiler
iriinlere 6rnekler

Piyasada bu etkin maddeyi iceren farmasotik formlar ve
dozlan

Farkli i¢ faz ve organik faz oranlar1 ile hazirlanan formiiller
Farkli cihazlar ile hazirlanan formiilasyonlar

Ic fazda farkli yardimci maddeler kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlar

PEG 4000 iceren ve icermeyen formiiller
Cesitli PVA konsantrasyonlari ile ¢aligilan formiiller
Farkli molekiil agirligina sahip PV A ile hazirlanan formiiller

Cesitli kriyoprotektan maddeler kullanilarak liyofilize edilen
formiiller

Siprofloksasin hidrokloriir igeren nanopartikiil formiilasyonlari
ezAFM goriintii parametreleri

Nanokompozit mikropartikiil formiilasyonu bilesimi

Siprofloksasin hidrokloriir’iin UV kalibrasyon dogrularina ait
parametreler.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su ve %0,05 Tween 80
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1. GIRIS

Nanopartikiillerin ila¢ tasiyici sistemler olarak potansiyel kullanimi son yillarda
oldukca dikkat ¢cekmistir. Nanopartikiiller biiyiikliikleri 10-100 nm arasinda degisen
kat1 kolloidal partikiillerdir. Nanopartikiillerin en onemli avantaji kiiciik boyutlu
olmalar1 ve bu sayede cesitli bariyerleri gecebilmeleri, doku ile temas yiizeyini
arttirmalart  ve tasidiklart etkin maddeyi dis etkenlere karsi korumalaridir.
Nanopartikiiller bir ¢ok yolla viicuda uygulanabilirler. Uygulama yolunun secimi
hastaliga ve amaclanan sonuca gore degismektedir. Akcigerlerin genis yiizey alani,
ince epitel tabakasi, yiiksek damarlanma ag1 ve ilk gecis etkisinin elimine edilmesi
gibi avantajlart goz 6niinde bulunduruldugunda intra ve ekstra pulmoner hastaliklarin

tedavisinde ilacin pulmoner yol ile uygulanmasi1 6nem kazanmaktadir.

Siprofloksasin hidrokloriir ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarin ve ozellikle de akciger
enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili olan genis spektrumlu florokinolon grubu bir
antibiyotiktir. Akciger enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kullanilan ilaclarda en 6nemli
engellerden biri, tedavi edici dozlarin yiiksek olmasidir. Cogunlukla oral olarak
kullanilan ilaglar yiiksek doz ve sik uygulamay1 gerektirmektedir. Yiiksek dozlu ilag
uygulamanin en Onemli dezavantaji ise istenmeyen sistemik yan etki goriilme
potansiyelinin artmasidir. Lokal olarak uygulanan etkin maddelerin akcigerlerde etki
gostererek etkinliklerinin diizeltilmesi ve istenmeyen sistemik yan etkilerin
azaltilmasinin saglanmast nedeniyle sistemik ve lokal hastaliklarin tedavisi igin
pulmoner yolla ila¢ verilisi diger uygulama yollar ile karsilastirildiginda bir¢ok
avantaja sahiptir. Cesitli akciger hastaliklarinin tedavisinde inhalasyon yolu ile direkt
olarak akcigerlere uygulanan terapotiklerin yararini destekleyen bulgular giinden

giine artmaktadir.

Nanopartikiillerin genis yiizey alanlar1 nedeniyle yiiksek kohezif 0zellik
gostermeleri, inhalasyon formiilasyonlarinin hazirlanmasinda karsilasilan 6nemli bir

sorundur. Nanopartikiillerin kohezif 6zellik gostermesi kontrolsiiz aglomerasyon ile



sonuc¢lanabilmekte ve bu da formiilasyon degiskenligine ve dozlama etkinliginin
azalmasina neden olabilmektedir. Nanopartikiillerin kontrollii bir sekilde bir araya
getirilmesiyle diisiik dansiteli mikropartikiillerin hazirlanmasi, nanopartikiillerin
biiytikliiklerinin ve yiizey yiiklerinin kontrol altinda tutulmasini saglarken olusan
mikron biiyiikliigiindeki aglomeratlar kolaylikla aerosolize edilebilmektedir.
Nanokompozit mikropartikiil olarak da adlandirilan bu sistemler inhale
edildiklerinde akcigerlerdeki sulu ortamda kolaylikla nanopartikiillere ayrilacak

sekilde tasarlanmaktadirlar.

Bu calismada, pulmoner yolun sistemik yolla uygulamaya gore avantajlar goz
ontinde bulundurularak Siprofloksasin hidrokloriir’iin, pulmoner yolla uygulanan
nanopartikiiler sistemlerini iceren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin gelistirilmesi
amaclanmistir. Arastirmamizda biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilen polimerler kullanilarak Siprofloksasin hidrokloriir’iin nano-boyuttaki
formiilasyonlarin1 iceren mikropartikiiler sistemleri hazirlanarak, akcigerde alveolar
bolgeye kadar partikiillerin gecisinin saglanmasi ve kanda yeterli tedavi

konsantrasyonlarina ulasilmasi diigtiniilmiistiir.

1.1. Akcigerlerin Yapisi ve Anatomisi

Lokal tedaviler ve sistemik tedavilerin uygulanmasi acisindan akcigerler ilac
dagilimi i¢in oldukca ilgi ¢ekicidir. Akcigerler solunumla ilgili hastaliklarda (astim,
kistik fibrozis, akciger kanseri ve tiiberkiiloz), sistemik tedavideki verimsizlikler ve
istenmeyen etkiler olmadan, hastalik bolgesine direk ulagimi saglarlar (Labiris ve

ark., 2000).

1.1.1. Fizyoloji

Pulmoner yol ile yapilacak olan tedavilerin 6zellikle solunum sirasinda, akcigerlerin
mekanik Ozellikleriyle iliskili olmasindan dolayi, akcigerlerin fonksiyonlar ile ilgili

bilgi sahibi olunmalidir. Akcigerin fonksiyonu hava yollarinin yapisal 6zellikleri ve



akciger dokusu ile yakindan baglantilidir. Yapisal 6zelliklerinin iyi bilinmesi, normal
ve anormal fizyolojik kosullarda akciger fonksiyonlarinin anlasilmasina ve ilaglarin
aerosol inhalasyonla dagilimi ile ilgili firsatlar ve zorluklar1 anlamak i¢in bir temel
saglar. Akcigerlerin hava yollari, normalde direnci diisiik olan yi1ginin (bulk) hava
akis1 icine girisi ve gaz degisiminin temel islevinin yerine getirildigi alveollerinde
bulundugu akciger periferinden cikisina bir yol saglar. Buna baglh olarak akcigerler
genel olarak iki kompartmana boliinmiistiir. Iletken bolge ve respiratuar bolge Sekil-
1’de gosterilmektedir. Iletken bolge, trakeyi de kapsayan, havayolunun ilk 16
dallanmasi icermektedir. Trake iki ana bronsa ayrilmaktadir. Bu iki ana brons da
dallanarak solda iki ve sagda iic akciger lobuna giren bronglari olusturmaktadir.
Intrapulmoner bronslar giderek dallanarak daha kiiciik capta bronslar ve bronsiyolleri
olusturmaktadir. Tletken bolge alveollerden yoksun olan terminal bronsiyoller ile son
bulmaktadir. Iletken bolgenin islevi, her nefes sirasinda bulk akisi ile havanin iceri
ve akcigerlerin disina taginmasim saglamaktir. Respiratuar bolge gaz degisimi ile
ilgili biitiin yapilar icermektedir ve alveol iceren respiratuar bronsiyoller ile
baslamaktadir. Bu bronsiyoller alt kollara ayrilarak ek respiratuar bronsiyolleri
olusturur ve neticede alveoler kanalin olugsmasini saglar ve sonunda alveol kesesini
olusturur. Asindz birincil respiratuar bronsiyol, alveoler kanal ve alveol keselerini
iceren bir birim olarak tamimlanmaktadir (Sung ve ark., 2007). Respiratuar
bronsiyoller, alveoler kanallar ve alveol keseleri hava boslugu ile kan kapilleri
arasindaki gaz degisimini saglayan respiratuar bolgeyi (17-23 dallanma) olusturur
(Weibel, 1963). Respiratuar bolgenin uzunlugu sadece birka¢ milimetredir; ancak

akcigerlerin total hacminin 2,5-3 litresini olusturmaktadir (West, 2007).

Akcigerin farkli bolgelerinde farkli epitelyum hatlar1 bulunmaktadir (Sekil 1.2). Bir
insan bronsunda epitel siitun bazal, siliali, firca ve goblet hiicrelerden meydana gelir
(Patton and Byron, 2007). Hiicrelerin yiizeyinde sulu-jel bir tabaka hatti
bulunmaktadir. Bu tabaka luminal mukus tabakasindan ve bu tabakanin altinda,
disiik viskoziteli, silialarin ¢arpismasini kolaylastiran perisiliar katmandan olusur
(Yang ve ark., 2008). Mukus tabakas1 %95 su, %2 miisin, ¢esitli tuzlar, proteinler ve
yaglar icerir. Silialarin carpigsmasi ve disartya cikan hava akimi ile agiza dogru

mukusun transportunun  koordinasyonu tozlarin, mikroorganizmalarin = ve



coziinmeyen partikiillerin akcigerden temizlenmesini saglar ve bu durum mukosilier
klirens olarak adlandirilir (Todoroff ve Vanbever, 2011). Mukus hareket hizi hava
yollarinin farkli bolgelerinde farklilik gosterir. Mukus trakede 20 mm/dk
ilerleyebilirken, kiiciik periferal hava yollarinda 1 mm/dk kadar yavas olabilir
(Olsson ve ark., 2011). Bronsiyollere ve terminal bronsiyollere ulasildiginda, epitelde
ayni tip hiicreler bulunmaktadir; ancak bunlar olduk¢a kiiciiktiir (yaklasik 10 pm
yiiksekligindedir). Kompleks sulu-jel tabaka biitiin iletken bodlgede bulunur ve
trakeden (100 um'ye kadar) bronsa (8 um civari) ve sonra terminal bronsiyollere (3
um civart) dogru giderek incelir (Patton and Byron, 2007; Ungaro ve ark., 2012).
Alveoler bolgede pulmoner siirfaktan film ve sulu alt fazdan olusan ince s1vi1 tabaka
(< 0,1 pm) sulu-jel tabakanin yerini almaktadir. Pulmoner siirfaktan %80
fosfolipidleri, %5-10 proteinleri ve %5-10 diger lipitleri icermektedir (Ungaro ve
ark., 2012). Uzun siitunlu epitel hiicrelerinin yerini ince ve genis alveoler tip-I hiicre
ve alveoler tip-II hiicreler (< 0,1 pm) alir. Alveoler tip-I hiicreleri alveol yiizeyinin
%95'inden fazlasini olugturmaktadir ve alveollerin icerisine sivi girmesini engeller ve
gaz degisimini saglarlar. Alveoler tip-II hiicreleri tip-I hiicrelerin ve siirfaktan
tiretimini; ayrica solunum isini ve yiizey gerilimini azaltarak alveoliin diisiik basincta
siskin kalmasinm saglar. Alveoler bolgede bulunan bagka bir hiicre tipi de alveoler
makrofajlardir. Alveoler bolgede mukus bulunmamaktadir ki bu durum mukosilier
klirensin aktif olmadigimi isaret etmektedir; bu nedenle alveollerde ana klirens
mekanizmas1 makrofaj fagositozudur. Alveoler makrofajlar akciger sivi siirfaktan
tabakasinin altinda bulunmaktadir (Todoroff ve Vanbever, 2011). Bunlar amoeboid
hareketleri nedeniyle alveoliin yiizeyindeki tiim sindirilemez parcaciklari temizleme

yetenegine sahiptir (Geiser, 2010).

Soluk alma siirecinde, akcigerler siirekli olarak cesitli kaynaklardan ve cesitli
biiytikliikte 6rnegin polen (20-90 um), bakteri (0,2-200 um) ve tiitiin (0,01-1 um)
gibi maddelere maruz kalmaktadir (Hinds, 1999). Bu ucan partikiiller, respiratuar
yolakta iletken bolgeden (orofarinks, trake, ana brons, terminal bronsiyoller) daha
asagidaki respiratuar bolgeye (respiratuar bronsiyoller ve alveol keseleri) dogru

birikmektedir (Weibel ve Gomez, 1962). Ust solunum yolunda partikiiller hizli bir



sekilde, yutulduklar1 ve metabolize edildikleri epitelden bogaza kadar olan hatta

mukus tabakali silialar tarafindan temizlenmektedirler.

Trake
Brons

=
—

Bromnsivoller

Terminal Bronsivoller
= Respiratuar Bronsivoller
z
’r
= Alveoler Kanallar
[am]

Alveol Keseleri
Sekil 1.1. Weibel tarafindan tanimlanan havayolu morfoloji modeli (Wang ve ark., 2014)

Trakedeki pulmoner epitelyum kalindir (50-60 um) ve absorpsiyon icin bir bariyer
olusturmaktadir. Hava yolunun alt taraflarina dogru, akciger epitelyumunun kalinlig
alveollerde 0,2 pm’ye kadar inmektedir (Weibel, 1973). Bu bolgede gaz degisimi
meydana gelmektedir ve alveollerin genis ylizey alani (eriskin bir insanda 43-102
m?), tim sistemik dolasima erisimi saglayan yiiksek damarlanmis bir ag saglar
(Stone ve ark., 1992). Alveoller, partikiiller cok biiyilk ya da fagositozdan
kacabilecek kadar kiiciikk olsa bile, akciger yiizeyindeki yabanci materyalleri
temizleyen immiin sistem hiicreleri olan alveoler makrofajlar tarafindan
korunmaktadir. Dendritik hiicreler gibi diger immiin hiicreleri de basit patojenlerin
ve yabanci maddelerin temizlenmesi icin havayolunda goriilebilmektedir (Sung ve

ark., 2007).
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Sekil 1.2. Akciger fizyolojisinin hiicre ve hiicre dis1 diizeyde sematik gosterimi (Ungaro ve

ark., 2012)

1.1.2. Partikiillerin Akcigerlerde Birikimine Etki Eden Faktorler

Akcigerlerde ilaclarin bolgesel olarak birikmesi degisik fizyolojik parametrelere
baghdir:
a) Aerodinamik partikiil davranis1 (boyut, yogunluk, higroskopisite, sekil,
elektrostatik ozellikler)
b) Hastanin nefes alma modeli (akis hizi, soluk alma hacmi, soluk tutma)
¢) Hastanin havayolu anatomisi ve morfolojisi

d) Nefes alma siklusu i¢cinde aerosol uygulama siiresi.

Aerodinamik partikiil ¢api, partikiil ile aym aerodinamik davramisa sahip 1g/cm’
yogunlugundaki kiiresel partikiiliin ¢ap1 olarak karakterize edilmektedir. Farkli
yogunluktaki ve sekildeki partikiiller boylece aerodinamik ozelliklerine gore

karakterize edilebilirler (Scheuch ve ark., 2006).



a) Aerodinamik Partikiil Ozellikleri

Partikiillerin sekli ve boyutu akcigerdeki birikimi etkileyen ilk faktorlerden biridir.
Boyut, kiitlesel ortalama aerodinamik cap (KOAC) veya popiilasyonun ortalama
partikiil capina esit olan partikiil kiitlesinin ¢ap1 olarak tanimlanir (Tena ve Clara,
2012). Bu degere gore aerosol kiitlesinin %350'sinin kiitlesi daha kiigiik, %50'sinin
kiitlesi daha biiyiiktiir. KOAC aerosoliin aerodinamik cap dagilim ile ilgili fikir
vermektedir (Banerjee, 2007). Partikiil boyutu ve sekline gore partikiiller dort

mekanizma araciligiyla birikebilmektedir:

1) Duragan carpma: Aerosol partikiilleri hava yolunda ilerlerken respiratuar
bolgedeki uygun kivrimlarim izlemek yerine sahip olduklari yoriingede yollarina
devam eder. Yeterli ivmesi olan partikiiller hava akisinin hava yolu duvarina
carparak aniden yon degistirdigi noktalarda merkezka¢ kuvvetleri tarafindan
etkilenirler. Bu genellikle hava hizinin yiiksek ve akisin tiirbiilansli oldugu ilk 10
dallanmada meydana gelir. Bu olay cogunlukla orofarengeal bdolgede kalan,
genellikle de ila¢ kuru toz inhaler (KTI) veya ol¢iilii doz inhaler (ODI) ile
uygulandiginda, 10um ve daha biiyiik parcaciklari etkilemektedir (Tena ve Clara,
2012). Duragan carpma ile partikiil birikimi; partikiiliin hareketsizliginin artmasi,
hava yolundaki hava akis hizinin artmasi, hava yolu dallanma acisi, hava yolu
capimin kiiclilmesi ve partikiilin ge¢cmek zorunda oldugu hava yolu dallanmasi

sayisinin artmasi ile artmaktadir (Scheuch ve ark., 2006).

2) Sedimentasyon: Sedimentasyon ile birikim diinyanin yer cekimi kuvveti
nedeniyle olmaktadir (Scheuch ve ark., 2006). Bu fiziksel olgu, yeterli kiitleye sahip
partikiillerin hava yolunda yeterli siire kaldig1 zaman yer cekimi kuvveti nedeniyle
cokmesidir. Bu durum genellikle hava hizinin yavas oldugu ve kalis siiresinin daha
uzun oldugu, bronslarin son 5 dallanmasinda gercgeklesir (Lourenco ve Cotromanes,
1982). Baska bir deyisle sedimantasyon olasilii partikiill boyutu ve partikiiliin
akcigerdeki kalis siiresi artik¢a; hava bosluklarinin boyutu azaldik¢a artmaktadir.
Cap1 <1 um olan partikiiller i¢in sedimentasyon hizi ihmal edilebilir diizeydedir

(Scheuch ve ark., 2006).



3) Brown hareketi ile difiizyon: Bu fiziksel olay aerosoldeki bir partikiiliin hava
yolunda diizensizce bir yerden bagka bir yere tasinmasidir. 0,5 um’den kiiciik
partikiiller i¢in, partikiiller hava hiz1 pratik olarak sifir olan alveoler bosluklara
ulastiginda Brown hareketinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Bu
partikiiller genellikle birikmezler ve soluk verme ile tekrar atilirlar (Tena ve Clara,
2012). Partikiillerin difiizyon ile birikim olasilig1 partikiil biiyiikliigiiniin azalmasiyla
artar. Bu durum gaz molekiilii ve aerosol pargaciginin ¢arpismasinin artmis partikiil
biiyiikliiglindeki partikiile sadece kiiciik bir hareket saglamasi ile agiklanabilir.
Ayrica yine kalis zamanin uzamasi difiizyon olasiligini artirmaktadir. Daha uzun

kalis siiresinde gaz molekiilleri arasindaki ¢carpisma daha fazla olacaktir.

Difiizyon ile birikim <0,5 um captaki partikiillerde uygun oldugundan, yaygin
kullanilan ilaglarin birikimi i¢in ¢ok uygun degildir. Ciinkii bu ilaclar genellikle 1-
10 um boyutu araligindaki partikiilleri icermektedir (Scheuch ve ark., 2006).

4) Tutma (interception): Bu durum genellikle lifli partikiillerde olmaktadir.

Uzun sekillerinden dolay1 hava yolu duvarina temas eder etmez birikirler.

Aerolize 1ilaclarin partikiilleri genellikle diizgiin bir sekle sahiptir ve ¢esitli
diizlemlerde simetriktir. Bu partikiiller ¢ok nadir 1 pm'den daha kiiciik olurlar;
bundan dolay1r sedimentasyon ve duragan carpma mekanizmalar1 birikimde daha
etkilidir (Tena ve Clara, 2012). Bu iki mekanizma solunum sisteminde ayrica
partikiil birikimi hesaplanmasinda kullanilir ve buna genellikle bolgesel tutulum
denir. (Banerjee, 2007). Aerosol birikim mekanizmalarn Cizelge 1.1°de

verilmektedir.



hava akis1

hava akis:
hava akis1

Sekil 1.3. Akcigerlerdeki birikim mekanizmalar1 (Taylor ve Kelleway, 2001)

Genellikle KOAC 10 um'den yiiksek olan partikiiller orofarinkste, 5-10 pm arasinda
olanlar merkezi solunum yollarinda ve 0,5-5 pm arasinda olanlar kii¢iik hava
yollarinda ve alveollerde birikirler. Bu nedenle topikal solunum tedavisi i¢in en 1yisi
0,5-5 um arasinda KOAC degeri olanlar1 kullanmaktir. Bu aerosoliin solunabilirlik

fraksiyonu olarak bilinir (Tena ve Clara, 2012).

Cizelge 1.1. Aerosol birikim mekanizmalari (Courrier ve ark., 2002)

Genis havayollar 5-9 (yavas inhalasyon), 3-6 Duragan carpma
(hizl1 inhalasyon)
Kiiciik havayollar1 1-5 Sedimentasyon
Respiratuar bronsiyoller 1-3 Sedimentasyon
Alveoller <0,5 Brown hareketi ile difiizyon
b) Hastanin Nefes Alma Modeli (akis hizi, soluk alma hacmi, soluk tutma)

Partikiillerin hava akimi
ozelliklerinden etkilenmektedir. Akcigerlerdeki akis hizi tidal hacim ve solunum

hizindan etkilenmektedir (Tena ve Clara, 2012). Hizli nefes alma partikiillerin larinks

ile tasinmasit sirasinda yoriingeleri,

partikiillerin
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ve buruna carparak tutulmasini saglamakta ve boylece partikiillerin akcigerlere
penetrasyonu Onlenmis olmaktadir. Hizli bir inhalasyon ortalama 3 pum partikiil
biiyiikliigline sahip partikiillerin akcigerlerde tutulmasini azaltirken, diger taraftan
yavas bir inhalasyon 10 um’e kadar biiyiik partikiillerin akcigerlere girmesine izin
vermektedir. Bu ekstratorasik tutulma etkinligi, agiz ve bogazin biyolojik ve
anatomik farkliliklar1 nedeniyle bireyler arasinda biiyiik degiskenlige sahiptir. Ayni
partikiil biiyiikliigiine sahip partikiilleri inhale eden hasta gruplarindan birinde
bogazda tutulma olmazken, diger hasta grubunda bu bolgede % 75 tutulum
goriilmiistiir. Bireyler arasindaki bu degiskenlik olduk¢a yavas inhale ederek ve
kiiciik partikiiller (1-3 pm) kullanarak azaltilabilmektedir. Yavas respiratuar akis ve
kiiciik partikiillerin kombinasyonu partikiil carpmasinin azalmasina ve minimal
ekstratorasik tutuluma neden olur. Buna karsin partikiiller cok kii¢iik olmamalidir

clinkii kiiciik partikiiller nefes verme sirasinda atilirlar ve akcigerde tutulmazlar

(Scheuch ve ark., 2006).

c) Higroskopisite Derecesi:

Aerolize partikiiller daha biiyiik ya da daha kiiciik olciide higroskopik olabilirler.
Higroskopik ozellige sahip maddeler bulunduklari ortamdaki nemi cekerler. Bu
durum, partikiillerde biiylime ya da kiiciilme olabilecegi ve bu modifikasyondan
otiiri baslangicta beklenen tutulum modelinden farkli bir birikim olabilecegi
anlamina gelmektedir. Partikiiliin higroskopik biiyiimeden sonra ulagsacagi partikiil
cap1, baslangic capina, partikiiliin i¢sel ©Ozelliklerine ve hava yolunun cevresel
kosullarina baghdir. Hava yolunun igerdigi su buhar1 mol fraksiyonunun partikiiliin
KOAC degerinin artmasinda onemli bir faktor oldugu gosterilmistir. Genel olarak
higroskopik biiyiimenin 0,1 um altinda KOAC degeri olan partikiillerde cok etkili
olmadig1 goriilmiistiir, 0,5 um'den daha biiyiik KOAC degeri olan partikiiller bu

duruma daha hassastirlar (Tena ve Clara, 2012).
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1.2. Pulmoner Yolla ila¢ Uygulamasimin Avantaj ve Dezavantajlari

Pulmoner yolun, oral ve pulmoner yollara gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
Akcigerler yiiksek soliit gecirgenligine sahiptir, absorbsiyon icin genis bir yiizey
alani vardir (Zhang ve ark., 2011). Akcigerlerin yiizey alan1 80 m” ile 140 m?
arasindadir ki bu alan bir tenis kortunun yarisina denk gelmektedir (Scheuch ve ark.,
2000). Ayrica proteolitik aktivitesi smrhidir.  Diisiik  enzimatik — aktivite
biyoyararlanimin yiiksek olmasini saglamaktadir (Patton ve Byron., 2007). Bunun
yaninda pulmoner yol non-invazivdir. Pulmoner yolun non-invaziv olmasi hasta
uyumunu artirmaktadir. (Mansour ve ark., 2009) Pulmoner yol ile astim, kistik
fibrozis gibi solunum yolu hastaliklarinda, etkin madde akcigerlerde lokal olarak
tasinarak etki saglanabilmektedir. Bu hedeflendirme, yiiksek diizeyde sistemik ilaca
maruz kalma sonucu, potansiyel olarak olusabilecek yan etkilerin azalmasina neden
olabilir. Alternatif olarak, sistemik ila¢ wuygulamasinda alveoler bdlgeye
hedeflendirme yapilarak, ilacin ince epitel hiicrelerden absorbe olup, sistemik
dolasima ge¢cmesi saglanabilir (Park ve ark., 2007). Pulmoner bolgelerin bircogunda
alveoler epitel kalinligr 0,1 um-0,2 um arasindadir. Alveoler bolgede epitel alani ile
kan arasindaki toplam mesafe 0,5 um -1 um arasindadir. Bu 6zellik ilaglarin
akcigerlerin periferal bolgesinden hizlica absorbe olabilmesini saglamaktadir
(Scheuch ve ark., 2006). Bu durum hizli bir etki saglamak icin, ilk gecis etkisinden
kacinmak i¢in ve oral olarak verilemeyen bu nedenle parenteral uygulama gerektiren
biyoterapotikler icin arzu edilen bir durumdur. Ince epitel tabakasi ve buradaki
zengin kan akimi ilacin hizli absorbsiyonuna ve ilacin etkisinin hizli baslangicina
olanak verir. (Park ve ark., 2007) Ayrica, akcigerlerde Ornegin tiiberkiiloz gibi
hastaliklarin tedavisi i¢in alveoler makrofajlar gibi belirli akciger hiicrelerine,

hedeflendirme yapilabilir (Sung ve ark., 2007) .

Pulmoner yolla ila¢ verilisinin yukarida sayilan avantajlarinin yaninda dezavantajlari
da bulunmaktadir. Lokal etkili ilaglarda orofaringeal depozisyon lokal yan etkiler
dogurabilir. Hasta aparatlar1 dogru sekilde kullanmakta zorlanabilir. Sistemik etkili
ilaglarda ise karsilasilabilecek sorunlar su sekildedir: akcigerler ila¢ dagilimi icin

ulasilmas: kolay bir alan degildir. Hava yoluna ilacin verilmesi i¢in kompleks
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aparatlarin  kullanimini  gerektirir ve aparatlar yeterli olmayabilir. Aerosol
aparatlarinin kullanimi zordur. Dikkatli bir egitimin ardindan bile yetigkin hastalarin
%50°si ya da daha fazlasimin geleneksel Ol¢iilii doz inhalerleri kullanmakta
zorlandig1 goriilmiistiir. Kullanim, ayrica cok geng ve ¢cok yaslh hastalarda olmayan
beceri gerektirmektedir. Cesitli fizyolojik (solunum manevras1 gibi) ve farmasotik
(aparata ve formiilasyona ait) faktorler ilacin akcigerdeki dagilim tekrarlanabilirligini
etkileyebilmektedir. Dar bir terapotik indeksi olan sistemik ilaclar icin bu degiskenlik
kabul edilebilir degildir. Fizyolojik bir bariyer olan mukus tabakas1 ve ilacin mukus
ile etkilesimi ila¢ absorbsiyonunu smirlayabilir. Mukosilier klirens ilacin
akcigerlerdeki tutulum zamanini azaltmaktadir. Yavas absorbe olan ilaglarin etkili bir
sekilde dagilimi icin akcigerlerin mukosilier transport yetenegini yenmesi

gerekmektedir (Taylor ve Kelleway, 2001)

1.3. Pulmoner Yolla Uygulanan Ilac¢ Sekilleri

Pulmoner yol uygulamasinda antibiyotikler, akciger surfaktanlari, kemoterapi
ilaglar1, peptit/proteinler, bronkodilatorler, asilar, antiproteazlar ve gen tedavisinde
kullanilan etkin maddeleri iceren ila¢ tasiyici sistemler gibi genis bir aralikta
uygulama yapilabilmektedir. Bu ilaglar cesitli cihazlar ile uygulanmaktadir (Labiris

ve ark., 2006).

Piyasada ticari olarak 3 tip pulmoner uygulama cihazi mevcuttur: Basin¢h 6l¢iilii doz

inhalerler, nebulizatorler ve kuru toz inhalerler (Labiris ve Dolovich, 2003) .

1.3.1. Nebulizatorler

Nebulizatorler ilacin sulu ¢ozeltisini veya mikronize siispansiyonunu inhalasyon i¢in
aerosole ceviren aparatlardir (Taylor ve Kelleway, 2001). Nebulizatorler, ol¢iilii doz
inhalerler ve kuru toz inhalerler gibi sistemlerle verilemeyen biiyiik hacimdeki

stvilarin  ve siispansiyonlarin verilisi i¢in uygun sistemlerdir. Nebulizatorlerde
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kullanilacak formiilasyonlar, su, yardimec1 ¢oziicii (etanol, gliserin, propilen glikol
gibi) ve yiizey etkin madde icermektedir. Ozellikle yiiksek terapétik dozda kullanmilan
proteinler i¢in uygun verilis sistemleridir (Shoyele ve Slowey, 2006). En eski aerosol
sistemi olan nebiilizatorler jet nebiilizatorlerden ultrasonik nebiilizatorlere dogru
gelisme gostermistir. Genel olarak nebiilizatorler sikistirilmis hava ya da ultrasonik
giicten faydalanarak, formiilasyonda bulunan etkin maddeyi pargalayarak inhale
aerosol damlaciklar1 haline getirmektedir. Nebiilizatorler daha kiiciik cap ve daha
etkin aerosol perfomansi1 sunmaktadirlar. Ancak 6lciilii doz inhalerler (ODI) ve kuru
toz inhalerler (KTI) ile karsilastirildiginda nebiilizatorler genellikle daha hacimlidir,
daha uzun uygulama zamani gerektirmektedir ve daha diisiik verimlidirler (Yeo ve

ark., 2010; Labiris ve Dolovich, 2001) .

1.3.2. Olciilii Doz inhalerler (ODI)

Olciilii doz inhaler (ODI) oral veya nazal kullanim icin tasarlanan farmasotik ilag
tasiyict sistemlerdir. Genellikle bir ODI sistemi, aktive edici kisim (aktiiator), olciilii
valf, siispansiyon veya c¢oOzeltiyi igeren basingli bir tasiyict kap ve itici gaz
icermektedir. Bir ODI sistemi yiizlerce kez piiskiirtme yapabilir ve her piiskiirtmede
25-100 pl c¢oziicii icinde 10-100 pg disperse edilmis etkin madde bulunmaktadir.
(Takka, 2009) Ila¢ bir valfe monte edilmis metal kutuda bulunan itici gaz
formiilasyonu icerisinde siispande veya ¢oziinmiis halde bulunabilir. Olgiilii valfin
aktivasyonu itici gazin hizlica genlesmesine neden olur ve bu durum aerosol
damlaciklarinin olusumunu saglar. Olciilii doz inhalerler genellikle kiigiik ve
portatiftir; coklu dozludur ve verilen dozlar esit ve tekrarlanabilirdir; ancak ODi
teknolojisinin kullanimi nefes koordinasyonu gerekliligi, agizda yiiksek birikim ve

her bir aerosol damlaciginda sinirli doz olmasi gibi nedenlerden dolay: sinirlidir (Yeo

ve ark., 2010).
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1.3.3. Kuru Toz inhalerler (KTT)

Kuru toz inhalerler (KTI) ODI’lerin uygulamasi sirasindaki koordinasyon
zorluklarimi gidermek amaci ile dizayn edilmistir (Labiris ve Dolovich, 2001). Bu
sistemler Ozellikle de kloroflorokarbon gazlarinin ozon tabakasina vermis oldugu
zarardan dolayr bu gazi iceren ODI sistemlere alternatif olarak ortaya cikmistir
(Smith ve Billings, 2003). ODi’lerde %90 hatali kullanima neden olan nefes
koordinasyonu gerekliligi KTi’lerde bulunmamaktadir. KTI'lerde ise giiglii
partikiilleraras1 ¢cekim nedeniyle ila¢ dagilimi biiyiik 6l¢iide solunumsal akis hizina
baghdir. (Daniher ve Zhu, 2008). Ayrica nem girisi stabilite problemlerine neden
olabilmektedir (Labiris ve Dolovich, 2003). KT1 sistemler yalnizca toz etkin madde
veya etkin madde ile yardimct maddenin karistirilmasiyla hazirlanir. Yardimci
madde olarak genelde laktoz kullanilir. KTI sistemlerinin hazirlanmasinda, etkin
maddenin 6zellikleri, tozun formiilasyonu, tozun iiretim islemi ve ambalajlama gibi
pekcok faktor etkilidir. KTI sistemlerde partikiil boyutunun 1-5 um arasinda olmasi
istenir (Newman ve Busse, 2002). Cok kii¢iik partikiil boyutuna sahip tozlarda akis
ve igerik tek diizeligi problemi goriilmektedir. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda
yardimc1 madde kullanilmasi bu problemleri ortadan kaldirmaktadir (Campen ve

Venthoye, 2002).

a) b)

e

Sekil 1.4. a) Nebiilizator 6rnegi b) ODI 6rnegi ¢) KT1 ornegi
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1.4. Nanopartikiiler Sistemler

Nanoteknoloji son yillarda ¢ok farkli uygulama alanlarinda hizli bir sekilde
gelismektedir.  Eczacilik alaninda nanoteknolojinin  uygulama alan1 ise,

nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerdir (Giilsiin ve ark., 2009).

Eczacilik alaninda en sik karsilagilan problemlerden birisi, 6zelliklede igeriklerinin
coziiniirlikleri hem suda, hem de organik coziiciilerde zayif olan ilaclardir.
Calismalar siiren ilaglarin yaklasik %40°1 ¢oziiniirliik problemi ve buna bagli olarak
da diisiik biyoyararlanim gostermektedirler. Bu problemi geleneksel formiilasyon
yaklagimlari ile ¢ozmek oldukg¢a zordur. (Gao ve ark., 2008) Yillar boyunca bu

problemi agmak i¢in pek ¢ok yontem denenmistir. Bunlara 6rnek olarak;

. Siirfaktanlar

. Kompleks olusturma ( siklodekstrinler, makromolekiiller)

. Self-emulsifiye ilag tastyict sistemler

. Mikroemiilsiyonlar

. Ozellikle oral uygulama icin mikronize edilmis tozlarin kullanimi verilebilir

(Keck ve ark., 2008).

Bu yontemler genellikle diisiik dozlarda yiiksek etkiye sahip ilaglar i¢in kullanilan
metotlardir. Yani biitiin etkin maddeler icin uygun yoOntemler degildir.
Uygulanabilmesi icin yeterli iyonize olabilme yetenegi, yaglarda veya diger hidrofob
ortamlarda yeterli ¢coziiniirliik, siklodekstrin halkasina baglanmasi i¢in uygun partikiil
biiyiikliigii ve sekline sahip olmasinin gerekmesi gibi 6zel gereklilikler sarttir (Gao
ve ark., 2008).

Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin gelisimi 1960’larda baslamistir (Kreuter,
2007). Nanopartikiiller boyutlar1 1-1000 nm (daha genis bir tanimla mikron alti
boyutlarda) arasinda degisen, dogal veya sentetik polimerlerden, seramik veya
inorganik elementlerden hazirlanan kati kolloidal ila¢ tasiyici sistemlerdir. Bu

sistemlerle tasinilmasi1 amaclanan ila¢ nanopartikiil i¢inde ¢oziinmiis ya da tutulmus
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olabilecegi gibi ylizeyine adsorbe edilmis ya da kovalan olarak baglanmis olabilir

(Soppimath ve ark., 2001; Mansour ve ark., 2009).

Terapotik olarak kullanilan polimerik nanopartikiiller, viicutta biyolojik olarak
uyumlu polimerlere doniisebilen ve dogal yollardan reabsorbe olabilen sentetik
biyobozunabilir materyaller icermektedir (Anderson ve Shive, 1997). Bu

polimerlerin parcalanmalarinin manipiilasyonu ile ilag salim hiz1 etkilenebilmektedir.

Nanopartikiiller kanserden tiiberkiiloza kadar bir ¢ok hastalik i¢in ilac¢ tasiyici
sistemler olarak gelistirilmistir (Pandey ve Khuller, 2005; Gelperina ve ark., 2005).
Partikiillerin yiizeyinde ve boyutunda yapilacak olan degisiklikler partikiillerin
dolagimdaki kalig siiresini artirir.  Partikiil yiizeyinde ve boyutunda yapilan
degisiklikler partikiillerin klirensten korunarak dolasimda kalis siiresini artirmak,
fiziksel bariyerler (0r. kan-beyin yada mukozal) iizerinden taginmasinmi saglamak ya
da absorbsiyon yerinde kalma siiresini uzatmak ic¢in kullanilmistir. Nanopartikiiller
ayrica kanser tedavisinde tiimor hiicrelerine ve enflamasyonda merkezi rol oynayan
ve bulasicit hastaliklara neden olan mikroorganizmalari barindiran makrofajlara

hedeflendirme amaciyla modifiye edilebilir (Sung ve ark., 2007).

Giinlimiizde ila¢ otoriteleri tarafindan ruhsatlandirilan bazi nanopartikiil iiriinlerin

listesi Cizelge 1.2°de verilmektedir.

Cizelge 1.2. flac otoriteleri tarafindan ruhsatlandirilan bazi nanopartikiiler iiriinlere Srnekler
(Kesisoglou ve ark., 2007; Chen ve ark., 2011)

Rapamune | Elan/Merck&Co, King of | Sirolimus Immiinosupresan 2000
Prussia, PA

Emend Elan/Merck&Co, King of | Aprepitant Antiemetik 2003
Prussia, PA

Tricor Elan/Abbot Fenofibrat Kolestrol diisiiriicii 2004

Triglide SkyPharma/First Horizon | Fenofibrat Kolestrol diisiiriicii 2005
Pharmaceuticals
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Cizelge 1.2. Devamu.

Megace Elan/Par Pharm Megestrol Yeme Bozukluklarinda | 2005
ES asetat
Abraxane | American Bioscience, | Paklitaksel Kanser tedavisi 2005

Santa Monica, CA

Invega Elan/Johnson & Johnson Paliperidon Sizofreni tedavisi 2009

palmitat

1.4.1. Nanopartikiillerin Avantajlari

Nanopartikiillerin ~ boyutlarinin  kiiciik olmasi  ve istenilen  biiyiikliikte
sentezlenebilmeleri ilag¢ tasiyici sistem olarak kullanilmalarinin temel nedenidir.
Bununla birlikte yiizey yiiklerinin degistirilebilmesi ve yiizeylerinin modifiye

edilebilmeleri nanopartikiillerin dolasimda daha uzun siire kalmalarina olanak saglar.

Nanopartikiiller kiiciik boyutlarindan dolayr ince kapiler membranlar1 asarak
hiicrelere ulasip hedef bolgede birikme yapabilirler. Bu sebeple, istenmeyen yan etki
ve terapotik maddenin toksisitesi azaltilmis; terapotik etki de artirilmig olur.
Ozellikle 200 nm altinda partikiil bityiikliigiine sahip nanopartikiiller, retikiiloendotel
sistem (RES) etkisinden yararlanarak tiimorlii bolgede birikmektedir. Pasif
hedeflendirme yaninda nanopartikiillerin yiizeylerinin ligant, monoklonal antikor
gibi molekiillerle modifiye edilmesi sonucu istenilen bolgeye hiicresel boyutta aktif
hedeflendirme saglanabilir. Nanopartikiillerin hedeflendirimesi sonucu ilacin neden
oldugu sistemik toksisitenin Oniine gecilerek, diisiik ila¢ konsantrasyonu ile terapotik
doz saglanmis olur. Bununla birlikte terapotik ajanlar i¢in  konvansiyonel
yontemlerin sunamadig ilag stabilitesi ve yiiksek biyoyararlanim gibi yeni terapotik

firsatlar sunmaktadir (Bilensoy, 2014).

Cok genis ylizey alanina sahip nanopartikiiller doygunluk coziiniirliigiinii artirir;
ayrica ¢oziinme kinetiklerini de hizlandirmaktadir. Genis yiizey alan1 daha hizl ilag
salimina izin verir ve bundan dolay1 absorbsiyon bdolgesinde daha kisa zamanda,
daha yiiksek etkin madde konsantrasyonuna ulasilir. Bu etki ozellikle diisiik

cOziinlirliigii olan ilaclarda 6ne ¢ikmaktadir (Miiller ve ark., 2001).
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1.4.2. Nanopartikiillerin Dezavantajlari

Nanopartikiillerin toksisitesi ile 1ilgili calismalar, son zamanlarda ortaya c¢ikan
literatiirlere ragmen hala nadirdir (SCENIHR/002/05; 2006). Biyolojik olarak
parcalanamayan bir¢cok nanopartikiil toksiktir ve viicut hiicrelerini etkilemektedir.
Biyolojik olarak uyumlu olan polimerler ile nanopartikiillerin kaplanmasi veya
liretimi, nanopartikiillerin performanslarin1 gelistirir, toksisitelerini diisliriir ve
uygulamalar hiicreler iizerine negatif etki ile sonu¢lanmaz. Biyolojik olarak uyumlu
ve biyolojik olarak parcalanabilen PLGA, PCL gibi sentetik materyaller ya da
kollojen, kitozan gibi dogal materyaller nanopartikiillerin medikal uygulamalarinda

kullanilabilir (Ai ve ark., 2011).

1.4.3. Pulmoner Yolla Uygulanan Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

Sekil 1.5°’de degisik inhaler terapotik nanopartikiillerinin {iretimi i¢in kullanilan
tiretim yontemleri 6zetlenmistir. Genel olarak proses, baslangi¢c materyaline gore
bottom-up (boyut biiyiiltme esashi sistemler) ve top-down (boyut kiiciiltme esasl
sistemler) olmak iizere 2 gruba ayrilabilir (Bailey ve Berkland, 2009). Top-down
metotlar hedeflenen nanopartikiilden daha biiyilkk olan bir kati partikil ile
baslamaktadir. Bu biiyiik partikiil mekanik olarak kirilarak daha kiiciik boyuta
getirilmektedir. Yas ve jet 0giitme gibi 0glitme metotlar1 ve rotor stator ya da yiiksek
basin¢gli  homojenizasyon gibi homojenizasyon metotlar1 top-down proseslere
ornektir. Yas 0giitme ve yiiksek basin¢li homojenizasyon (HPH) ila¢ nanopartikiilii
iiretiminde kullanilan en gelismis proseslerdir (Keck ve Miiller, 2006). ikisi de
Olceklenebilir, giivenilir ve dar bir nanopartikiil ¢cap dagilimi saglayan metotlardir;
ancak bu metotlarda uygulanan mekanik prosediirden dolayr genellikle c¢ok fazla
zaman harcanmaktadir ve ¢ok fazla enerji girdisi gerekmektedir. Ayrica potansiyel
olarak amorf kismi artirabilir ve ortamdaki o6giitiiciiden ya da homojenizasyon

odasindan dolay1 kontaminasyona yol acabilir (Zhang ve ark., 2011).

Buna karsilik bottom-up metotlarda partikiiller molekiiler seviyeden itibaren

olusturulmaktadir. Bu nedenle partikiillerin boyut, morfoloji ve kristalite gibi
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ozelliklerinin kontrolii top-down prosese gore daha iyidir (Chow ve ark., 2007).
Bottom-up proses ile nanopartikiil tiretimi kristalizasyon ve ¢oziicii buharlagtirma ile
olmaktadir. Genel olarak bottom-up prosesler top-down metotlara gore daha sofistike
ve daha komplekslerdir. Bunlar kristallesme ve ¢oziicii uzaklastirma i¢in kullanilan
yontemlere bagli olarak ¢oziicii buharlastirma ve anti¢odziicli metotlar olarak da
kategorize edilebilir. Coziicii buharlagtirma metotunda, partikiiller ¢oziiciiden 1si1tma,
dondurma ya da vakumlu kurutma sirasinda kurtulurken olugmaktadirlar. Anti¢oziicii
metotta ise partikiil iretimi anti¢oziicii olan bir ¢ozelti ile karistirarak olmaktadir. Bu
durum ¢oziinme enerjisini diisiiriir. Genellikle ¢oziicii buharlastirma metotu ODI ve
KTI’de direk olarak kullanilabilecek kuru toz iiretiminde ya da nebulizatorler igin
nanosiispansiyon iiretiminde kullanilmaktadir. Anticoziicli metotlar ise ¢oziicii ve
anticoziicii  karistmini  igeren bir likit nanosiispansiyon eldesini saglar.
Nanosiispansiyonlar hem ¢6ziiciide hem anti¢oziiciide olast bir Ostwald olgunlagmasi
olayidan dolay1 nebiilizatorlerde direkt kullamim igin uygun degildir. Ayrica ODI ve
KTi’de de kurutma ve liyofilizasyon gibi ek bir proses olmadan da direkt olarak

kullanimlar1 uygun degildir.

Piiskiirterek kurutma metotu, en ¢ok kullanilan ve c¢alisilan ¢oziicii buharlastirma
metotudur. Bu metotta, atomize bir damlacik icindeki ¢oziicli termal olarak
pliskiirtme kurutma odasinda uzaklastirilmaktadir. Kuru toz iiretiminde tek adimda
yiirliyen bir prosesdir ve morfoloji, yogunluk ve alan kompozisyonu gibi partikiil
ozelliklerinin kontroliine olanak saglar (Weers ve ark., 2007). Ancak bu teknigin
sicaga hassas maddelerin degredasyon olasiligi ve verim yetersizligi gibi birkag

dezavantaji mevcuttur (Chow ve ark., 2007).
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Sekil 1.5. Nanopartikiil olusum prosesleri (Zhang ve ark., 2011)

Bir s1v1 icine piiskiirterek dondurma ile bu dezavantajlarin iistesinden gelinebilir.
Kuru partikiiller ¢oziicii buharlagtirmanin yerine, dondurucu bir sivi icine atomize
damlaciklar seklinde piiskiirtiiliip ardindan liyofilizasyon yapilarak donmus damlalar
elde edilerek de iiretilebilir. Buna bagli olarak, dondurucu operasyon kosullari
sayesinde dekompozisyondan sakinilmis olunur ve proses verimi %95’e kadar
yiikselir. Ultra hizli dondurma gibi bir seri dondurma metotu bu nedenle
gelistirilmistir. Siiperkritik ¢ozeltilerin hizli genlesmesi partikiillerin bir piiskiirtiicti
yardimiyla genlesen bir siiperkritik s1vi i¢inde iiretilmesi i¢in essiz bir prosestir. Bu
proses dar bir cap dagiliminda kiiciik partikiillerin iiretilmesini saglar ve hicbir atik
coziicii kalmamaktadir. Sulu bir ¢o6zelti icinde buharlagtirarak ¢oktiirme ve
mikroemiilsiyon gibi diger c¢oziici buharlastirma metotlar1 da inhaler ilag

nanopartikiilleri i¢in gelistirilmistir (Dickinson ve ark., 2001).
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Anticoziicli prosesi anti¢oziicii ¢esidine (siiperkritik sivilar gibi) ve kristalizasyon
icin kullanilan aparata bagh olarak cesitlilik gostermektedir. Siiperkritik c¢ozeltiler,
cogunlukla da siiperkiritk CO,, anti¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni
bircok organik c¢oziiciide kabul edilebilir oranda c¢oziinmesi ve cogu ila¢ etkin
maddesinin de bu ¢oziiciilerde ihmal edilebilir bir ¢oziiniirliige sahip olmasidir. ilag
gelisiminde siiperkritik sivi uygulamalari kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
S1v1 anti¢oziicli prosesi yogunlastirma prosesinin farkli sekli olarak kullanilmistir ve
kiiciik partikiil c¢ap1 eldesinde basarili olunmustur. Yiiksek hizli carpan
kristalizasyon ise yogunlastirma prosesinde yeni bir yaklasimdir ve nanopartikiil
yapiminda kullamlmistir ancak inhale nanopartikiil yapimi i¢in heniiz

kullanilmamustir (Kawashima ve York, 2008).

Nanopartikiil olusturma metotlarinin ¢ogunda iiretim verimi %80-%100 olarak rapor
edilmistir. Prosesin spesifik verimi sadece nanopartikiili meydana getirmede
kullanilan metota bagli degildir ayn1 zamanda operasyon kosullarina da baglhdir.
Biitiin bunlarin sonucunda; proses ol¢cekleme yetenegine, sonug verime, etkin madde
ve proses arasindaki uyuma, yatirima operasyonel tutara bagl olarak secilmelidir

(Zhang ve ark., 2011).

1.4.3.1. Top-Down Metotlar
Bu teknoloji homojenizasyon ve ogiitme kullanilarak uygulanir. Top — down

teknolojileri esasinda bir disintegrasyon metotudur (Giilsiin ve ark., 2009).

1.4.3.1.1. Yas Ogiitme

Bu metotta etkin madde, ve stabilizer bir dispersiyon ortaminda (genellikle su)
disperse edilir ve bu karistm daha sonra ogiitme odacigina konulur (Gao ve ark.,
2008). Ortam oOgiitiiciisii genellikle cam, zirkonyum oksit ya da yiiksek capraz bagh
polistiren resinden yapilmaktadir (Zhang ve ark., 2011). Ogiitme ortami1 ¢ok hizl1 bir
sekilde donmeye baslar ve bu islem partikiil biiyiikliigii nano boyuta gelinceye kadar
devam eder (Gao ve ark., 2008). Ogiitme ortaminin hareketiyle partikiil boyutu
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kiiciiliir. Yiiksek enerji olusturan parcalama giicii ve carpisma siiresince olusan giic
nanometre boyutunda partikiillerin meydana gelmesi icin gereken enerjiyi saglar
(Shegokar ve Miiller, 2010). Presipitasyon teknigine (bottom-up) kiyasla daha fazla
enerji girdisine ihtiya¢ vardir (Gao ve ark., 2008).

Yas Ogilitme iiretim metotu, FDA tarafindan onayli birka¢ ilacta basariyla
uygulanmistir (Van Eerdenbrugh ve ark., 2008). Genellikle 100-400 nm boyut
araligindaki NanoCrystal® yas 6giitme prosesine bir drnektir. Yas 6giitme prosesinde
100 mg’lik laboratuvar dl¢eginden, 500 kg’lik ticari 6lgege kadar, seriler arasinda
partikiil boyut araligi dagiliminda 6nemli bir varyasyon olmadan 6lgek biiylitmesi

yapilabilmektedir (Date ve Patravale, 2004).

1.4.3.1.2. Yiiksek Basin¢ Homojenizasyonu

Yas Ogiitme prosesine benzer olarak, yiiksek basing homojenizasyonu da (HPH)
Olceklendirilebilir ve Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmis
birka¢ ticari ©Orne8i mevcuttur. Genellikle kaba etkin madde partikiilii ve
stabilizerden olusan bir bulamag¢ besleme akisi giiclendirici bir pompa ile 100-2000
bara basinglandirilmaktadir. Yiiksek basing akist yiiksek parcalama kuvveti,
kavitasyon ve partikiiller arasinda ¢arpismanin oldugu ince bir valfden ge¢cmektedir
(Jacobs ve Miiller, 2002). HPH prosesi ayrica a-laktoz ve siikroz nanopartikiilleri
gibi nanoboyutta bulk ajan tiretiminde de kullanilmaktadir. Bu maddeler diisiik dozlu
ODIi formiilasyonlarinda aerosoliin performansin1 artirmaktadir. Homojenizasyon
basinci ¢esitli ¢alismalarda 690 bardan 1724 bara kadar rapor edilmistir. Yas 6giitme
prosesi ile karsilastirildiginda genellikle daha kisa proses zamani (30 dk’dan birkac
saate kadar) gerektirmektedir. Proses zamani homojenizasyon basincina baghdir ki
bunu da akis hizi, sirkiilasyon sayisi, yiiklenen kat1 ve islenen miktar belirlemektedir.
Bu parametreler etkin maddeye spesifiktir ve temel olarak partikiil sertligine gore

belirlenmektedir (James ve ark., 2008).
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1.4.3.2. Bottom-Up Metotlar

1.4.3.2.1. Coziicii Buharlastirma Metotlar

1.4.3.2.1.1. Piiskiirterek Kurutma

Piiskiirterek kurutma, etkin bir bicimde kat1 halde solunabilir parcaciklar iiretebilmek
icin kullanilan bir farmasotik iiretim metotudur. Bu metotta besleme cozeltisi oda
sicakliginda ¢ozeltiyi atomize hale getiren enjektdre pompalanir. Atomize cozelti
daha Onceden 1sitilmis igerisinde kurutucu gaz olan 6zel bir bolmede kurutulur ve
boylece sistemden su ayristirilir. Boylece kuru partikiiller olusur. Hazirlanan bu
partikiiller siklon ayirma aleti ile toplanir (Mosén ve ark., 2004). Final partikiil
boyutu baslangictaki damlacik boyutuna ve baslangi¢ ¢ozeltisinin konsantrasyonuna
baghdir. Piiskiirterek kurutma ile elde edilen tipik bir farmasotik partikiiliin boyutu
0,5-50 um arasindadir. Bu metot ila¢ mikropartikiillerinin iiretiminde ve kati lipid
nanopartikiillerin hazirlanmasinda (SLNs) kullanilmasina ragmen, saf inhaler ilag
nanopartikiillerinin iiretiminde genis bir kullanimi yoktur. Piiskiirterek kurutma
nanopartikiil tiretiminde ciddi sinirlamalar getirse de, kuru nanopartikiiller elde

etmek i¢in iiretim sonrasi proseslerde siklikla kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2011).

1.4.3.2.1.2. Dondurucu Coziicii Buharlastirma

Bir sivi icine piiskiirterek dondurma (SFL) da dahil bir seri teknikte dondurucu
stvilarla ¢oziicli buharlastirma amaclanmistir ve dondurarak kurutma islemi genis
aralikta sogutma hizlarinda (102-106 K/s) yapilmaktadir. Sogutma prosesi sirasinda
partikiil biiylimesini ©6nlemek i¢in sogutma hizi geleneksel liyofilizasyonda
kullanilan hizdan yeteri kadar yiiksekte (yaklasik 1 K/s) tutulmaktadir. Bu dondurucu

metotlar ile genellikle amorf partikiiller elde edilmektedir (Engstrom ve ark., 2008).
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1.4.3.2.1.3. Sulu Bir Cozelti icerisinde Buharlastiric1 Presipitasyon (EPAS)

EPAS, SFL teknigine ¢cok benzemektedir. Burada dondurucu sivi yerine 1sitilmis su
kullanilmaktadir. Etkin maddenin bir bobin ile 6n 1sitmaya ugramis organik bir
coziiciideki ¢ozeltisi, hidrofilik bir stabilizor iceren yine 1sitilmis sulu ¢ozeltiye bir
atomizer yardimi ile enjekte edilir ve sulu bir dispersiyon olusturulur. Yogun
atomizasyon organik ¢oziicii ile sulu ¢oziicii arasinda bir arayiiz olugsmasini saglar ve
sulu ¢ozelti icerisindeki organik damlaciklarin hizli bir sekilde buharlagsmasina neden
olur. Bu hizli buharlasma yiiksek bir doygunluk konsantrasyonu saglar. Boylece

etkin maddenin niikleasyonu ile amorf partikiiller olusur (Chen ve ark., 2002).

1.4.3.2.1.4. Mikroemiilsiyon

Bu yontem yag/su emiilsiyon hazirlanmasi ve daha sonra yag fazinin (genellikle
ucucu organik ¢oziicii) buharlastirilarak ayrilmasi seklindedir. Emiilsiyonlar polimer
ve etkin madde iceren organik fazin, emulsifiye edici ajan igeren sulu faz iginde
emiilsiyon haline getirilmesi ile hazirlanir. Organik ¢6ziicii polimer fazindan ¢ikip,
sulu faz i¢ine difiize olur, daha sonra buharlastirilir ve etkin madde iceren polimerik
nanopartikiiller olusur. Bu yontemde polilaktik asit (PLA) , poliglikolik asit (PGA)
ve polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) gibi biyolojik olarak parcalanabilir polimerler
kat1 nanopartikiil icin tasiyict olarak kullanilmaktadir (Mansour ve ark., 2009). Bu

metotta partikiil boyutu kontrolii asagidaki parametreler ile saglanabilir:

e Siirfaktan/Ko-Siirfaktan tipi
e (oziici tipi
e Su/Siirfaktan molar orani

e Reaktiflerin konsantrasyonu gibi (Zielinska-Jurek ve ark., 2010).
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1.4.3.2.1.5. Yogunlasmis Aerosol Olusumu

Yogunlasmis aerosol olusumu; vakumlanmis bir katt ya da sivinin
yogunlastirilmasiyla nanopartikiil iiretme metotudur. Bu uygulamada, bir etkin
madde c¢ozeltisi 1sitilmis bir kapiler aracilifiyla, hassas bir sekilde kontrollii enerji
girisi ile beslenir. Cozelti kapiller icinde vakumlanmistir ve kapilleri bir sicak jet
buhar1 seklinde terkeder. Sonug partikiiller daha sonra sogutulur ve inhalasyon i¢in
uygun partikiiller olusturmak amaciyla ortam havasi ile yogunlastirilir (Gupta ve

ark., 2003).

1.4.3.2.1.6. Siiperkritik Cozeltilerin Hizli Genlesmesi (RESS)

RESS en eski siiperkritik partikiil miihendisligi teknolojisidir ve siiperkritik sivilarin
ayarlanabilir ¢oziinme giiciinden yararlanmaktadir. Onceden 1sitilmis bir siiperkritik
ilag ¢ozeltisi bir enjektorden gecirilirken hizlica sogutulur ve bu da yogunlukta ve
cOziinme giiciinde ani bir diislise yol acar ve ¢ozeltinin ¢okmesine neden olur. Anlik
homojen siipersaturasyonun olusumu dar aralikta kiigiik partikiillerin iiretilmesine
olanak saglar. Organik c¢oziiciiler gerekli degildir ya da kosolvan olarak minimal
diizeyde kullanilirlar. Yontemin dezavantaji sadece siiperkritik sivilarda yiiksek

cOziiniirliigii olan ilaclar icin uygulanabilir olmasidir (Pasquali ve ark., 2008).

1.4.3.2.2. Anticoziicii Metotlar

Bir ¢ozeltiyi bir anti¢oziicii ile karistirmak siipersaturasyona neden olur ve bu durum
niikleasyonu ve ayni zamanda kondensasyon ve koagiilasyon ile biiylimeyi indiikler
(Dalvi ve Dave, 2009). Etkin madde ¢oziicii icinde ¢oziiniiyor olmalidir; ancak pratik
olarak anti¢oziicii i¢cinde ¢oziinmemelidir. Ayrica ¢oziicli ve anti¢dziicii operasyon
kosullarinda karisabiliyor olmalidir. Bu metotta karistirma islemi final partikiiliin
boyutunu ve ¢ap dagilimini kontrol etme acisindan kritik bir faktordiir (Yang ve ark.,
2005). Siipersaturasyon yeterince yiiksek ve karistirma homojen oldugunda hizli

niikleasyon ¢ozeltinin biiyiik kismini tiiketir ve kristal biiytimesi durdurulur. Boylece
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partikiil cap1 ve ¢ap dagilimi mitkemmel bir sekilde kontrol edilebilir (Dalvi ve Dave,
2009). Presipitasyon sirasinda ila¢ ylizeyine absorbe olan siirfaktanlar, partikiilii

sterik ve elektrostatik stabilizasyon ile stabilize etmektedirler (Yang ve ark., 2005).

1.5. Nanopartikiillerin Pulmoner Yolla Uygulanmasi

Nanotasiyict sistemler pulmoner uygulamada pek c¢ok avantaj saglamaktadir
(Mansour ve ark., 2009). Akcigerler ilaglarin uygulanmasinda non-invaziv bir
yoldur. Nanopartikiiller akciger dokularinda uzatilmig salim etkisi saglamakta ve
buradan da sistemik dolagima gecis olmaktadir. Bu durum dozaj sikliginin azalmasini
ve hasta uyumunun artmasini saglamaktadir (Sung ve ark., 2007). Nanopartikiiler
sistemler ile ilag dozunun alveoller i¢inde nispeten homojen bir dagilim gostermesi
saglanir. Nanopartikiiller ayn1 zamanda makromolekiillerin uygulanmasi i¢in uygun
yapilardir. Nanopartikiiller ile ilacin yan etki olusturma potansiyeli azalirken, diger
taraftan hiicresel alim potansiyeli artmaktadir (Mansour ve ark., 2009).
Nanopartikiiller pulmoner yol ile uygulanan ila¢ partikiillerinin in-vitro ve in-vivo
performansinin gelisiminde nemli yararlar saglamaktadir. ODI ve nebiilizatorlerde
nanopartikiil formiilasyonlarinin daha iyi doz tekdiizeligini, daha yiiksek dagitim
etkisini ve daha diisiik doz gerekliligi gibi bazi1 klinik avantajlar sagladig
gosterilmistir.  Ayrica  bunlara ek olarak c¢ozelti formiilasyonlart ile
karsilastirildiginda siispansiyon nanopartikiil formiilasyonlarinin formiilasyondaki
diisiik c¢oziicii icerigi ve in-vivo girisimi minimize etmesinden dolayi irritasyonu ve
potansiyel toksik etkiyi azalttig1 goriilmiistiir. KTI’de nanopartikiil aglomeratlar1 ayni
boyuttaki partikiillere gore daha diisiik relatif yogunluga sahiptir; bu da daha kiiciik
KOAC ile sonuglanmaktadir. Bu durum akciger depozisyonunu artirir. Ayrica diisiik
yogunluklar toz akisinin gelismesini saglamaktadir, bu da kolay kullanimi saglar.
Inhale terapétiklerde nanopartikiiller mukozal yiizeylere adhezifligi artirdigindan
kalis zamaninin artmasimi saglar. Nanopartikiiller ¢oziiniirlik ve ¢oziinme hizin
artirma egilimlerinin yaninda ayrica makrofaj klirensini minimize etmektedirler

(Zhang ve ark., 2011).
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1.6. Siprofloksasin Hidrokloriir

Siprofloksasin hidrokloriir, stabilite acisindan ¢ok dayanikli olmayan ve ozellikle

1518a kars: stabilite problemi oldugu bilinen florokinolon tiirevi bir maddedir.

Siprofloksasin hidrokloriir duyarli patojenlerin neden oldugu komplike ve komplike

olmayan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Endike oldugu durumlar su

sekilde siralanabilir:

Solunum enfeksiyonlari: Klebsiella, Enterobacter spp, Proteus spp, E. Coli,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus spp, Moraxella catarrhalis, Legionella
spp ve Staphylococcus’larin neden oldugu pnomonilerin tedavisinde endikedir.
Ozellikle Pseudomonas aeruginosa dahil gram negatif organizmalarin ya da
Stafilokoklarin neden oldugu orta kulak enfeksiyonlar1 (otitis media) ve
paranazal siniislerin enfeksiyonlarinda (siniizit) endikedir.

GOz enfeksiyonlarinda (bakteriyel endoftalmit tedavisi ve profilaksisinde)
Bobrek ve/veya idrar yollar1 enfeksiyonlarinda

Adneksit, prostatit dahil genital organlarin enfeksiyonlarinda

Gastrointestinal sistem, safra yollar1 enfeksiyonlari, peritonit gibi karin boslugu
enfeksiyonlarinda

Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda

Kemik ve eklem enfeksiyonlarinda

Septisemide

Immiin  sistemi  zayiflamis  hastalarin  enfeksiyonlarinda  (Srnegin
immiinosupresiflerle tedavi goren veya notropenik hastalarda) veya enfeksiyon
riskinin yiiksek oldugu durumlarda profilaktik olarak

Immiin sistemi baskilanmis hastalarin selektif intestinal dekontaminasyonunda

Neisseria meningitidis’e bagli invaziv enfeksiyonlarin profilaksisi (PDR, 2003).
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Sekil 1.6. Siprofloksasin hidrokloriir’iin agik formiilii (European Pharmacopeia-6 (EP6))

Kimyasal adi: 1-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-okso-7-(1-piperazinil)-3-kinolon

karboksilik asit, monohidrokloriir, monohidrat.
Kapah formiilu: C 17H18FN3O3.HC1.H20

Molekiil agirligi: 385,8

1.6.1. Kimyasal Ozellikleri

Siprofloksasinin diger florokinolonlardan, kinolon halkasimin 6. pozisyonunda flor
atomu, 7. pozisyonunda piperazinil halkasi ve 1. pozisyonunda siklopropil halkasi ile

ayrilmaktadir. (Sekil 1.6.) (PDR, 2007).
1.6.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

Soluk sar1 renkli, kismen higroskopik kristal bir tozdur. Suda ¢6ziiniir, metanolde az,
etanolde cok az coziiniir; pratik olarak aseton, etil asetat ve metilen kloriirde
coziinmez (EP6). Sudaki % 2,5’luk cozeltisinin pH’ s1 3 ve 4,5 arasindadir. Agz
sikica kapatilmis kaplarda saklanmalidir (Martindale, 2009). Siprofloksasinin 1siktan
korunacak sekilde paketlenmemesi durumunda, giines 1s1ginin uzun dalga boylu
ultraviyole 1sinlart (UVA) ile fotodegredasyona ugramaktadir. Siprofloksasin
kullanan hastalarin pencere camindan gegen giines 15181 ile (= 320 nm) ciltlerinde 151k

hassasiyeti  reaksiyonlart1  goriildiigli  bildirilmistir. ~ Ultraviyole 15181 ile
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siprofloksasinin antibakteriyel aktivitesinde azalma goriilmektedir. Escherichia coli
ile yapilan bir ¢alismada, 320 nm civarinda siprofloksasin’in antibiyotik aktivitesini

yaklasik %50 oraninda kaybettigi belirtilmistir (Phillips ve ark., 1990).

1.6.3. Analiz Yontemleri

Siprofloksasinin analiz yontemi olarak UV spektrofotometresi, yiiksek basingli sivi

kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kullanilmistir (EP6; Clarke’s 2011).

1.6.4. Etki Mekanizmasi

Siprofloksasin sentetik, genis spektrumlu bir kinolon antibakteriyel ajandir.
Siprofloksasin, ¢ok cesitli gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmalara kars1 in
vitro etkinlige sahiptir. Siprofloksasinin bakterisid 0©zelligi, bakteriyel DNA
replikasyonu, transkripsiyonu, onarimi ve rekombinasyonu i¢in gerekli enzimler olan
tip 1l topoizomeraz (DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerinin inhibisyonunu

icermektedir.

1.6.5. Diren¢c Mekanizmasi

Diren¢ mekanizmasi: In vitro siprofloksasin direnci yayginlikla coklu adimh
mutasyonlar araciligiyla topoizomeraz-IV ve DNA giraz enzimindeki hedef bolge
mutasyonlarina baglidir. Tekli mutasyonlar klinik direngten ¢ok duyarlilikta
azalmaya neden olabilir, ancak coklu mutasyonlar genellikle klinik siprofloksasin

direnci ve kinolon siif1 arasinda capraz direngle sonuglanabilir.

Gecirgenlik bariyerleri (Pseudomonas aeruginosa’da yaygindir) ve efflux
mekanizmalart gibi diger antibiyotikleri inaktive eden diren¢ mekanizmalar
siprofloksasine duyarliligi etkileyebilir. QNR geni tarafindan kodlanmis plazmid-
aracili diren¢ Dbildirilmistir.  Penisilinler, sefalosporinler, aminoglikozidler,

makrolidler ve tetrasiklinleri etkisiz kilan diren¢ mekanizmalar1 siprofloksasin
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antibakteriyel etkinligini engellemeyebilirler, siprofloksasin ve diger bir
antimikrobiyal sinif arasinda bilinen bir capraz diren¢ yoktur. Bu ilaglara direngli

organizmalar, siprofloksasine duyarl olabilir.

1.6.6. Antimikrobiyal Aktivite

Asagida siralanan bakteri cins ve tiirlerinin in vitro kosullarda siprofloksasine yaygin

bicimde duyarli oldugu gosterilmistir:

Aerobik Gram-pozitif mikroorganizmalar: Bacillus anthracis, Staphylococcus spp.

gibi.

Aerobik Gram-negatif mikroorganizmalar: Brucella spp., Neisseria meningitidis,

Citrobacter koseri gibi.

Anaerobik mikroorganizmalar: Mobiluncus

Diger mikroorganizmalar: Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae,

Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae.

Asagidaki mikroorganizmalar siprofloksasine degisken derecelerde duyarlilik
sergiler: Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginos v.b.

Insanlarda 6nerilen kullanim, birincil olarak in vitro duyarlilik ile insanlardan elde
edilen smurli verilerle birlikte deneysel hayvan verilerine temellendirilmistir.
Erigkinlerde 500 mg bid (giinde iki doz) dozda agizdan uygulanan iki aylik
siprofloksasin tedavisinin antraks enfeksiyonunun onlenmesinde etkili oldugu kabul

edilmektedir.
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1.6.7. Farmakokinetik Ozellikleri

Siprofloksasinin farmakokinetigi insanlarda degisik popiilasyonlarda
degerlendirilmistir. Her 12 saatte bir oral olarak 500 mg siprofloksasin alan
yetigkinlerde, kararli durumda ulasilan ortalama pik serum konsantrasyonu 2.97
pg/ml’dir; her 12 saatte bir intravendz 400 mg siprofloksasin uygulanmasini takiben
kararli durumda ulasilan ortalama pik serum konsantrasyonu ise 4.56 ug/ml’dir. Her

iki rejim i¢in kararli durumdaki ortalama vadi serum konsantrasyonu 0.2 mcg/ml’dir.

Emilim: Intravendz infiizyondan sonra maksimum serum konsantrasyonuna
infiizyonun sonunda ulagilir. Intravendz yoldan farmakokinetigi 400 mg doza kadar

dogrusaldir.

Biyotransformasyon: Diisiik konsantrasyonlu 4 metaboliti oldugu bildirilmistir. Bu
metabolitler desetilensiprofloksasin (M1), sulfosiprofloksasin (M2),
oksosiprofloksasin (M3) ve formilsiprofloksasin (M4) olup; M1 ve M3’iin in vitro
antimikrobiyal aktivitesi nalidiksik asitle karsilastirilabilir niteliktedir. Daha az
miktarda bulunan M4’iin in vitro antimikrobiyal aktivitesi ise norfloksasine

esdegerdir.

Eliminasyon: Siprofloksasin biiyiik 6l¢iide renal yolla degismemis halde atilir. Daha

kiiciik oranda ise renal yol disindan, 6zellikle fecesle itrah edilir (PDR, 2003).

Etkin maddenin oral, intravenoz infiizyon ve goz/kulak damlasi seklindeki formlari

piyasada mevcuttur (Cizelge 1.3).
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Cizelge 1.3. Piyasada bu etkin maddeyi igeren farmasotik formlar ve dozlari (Rx Media

Pharma/2014)
Eme e
Film kapl tablet 250 mg, 500 mg, 750 mg
Modifiye salim tableti 500 mg, 1000 mg
GOz damlasi %0,3
Kulak damlast %0,3
Intravenoz infiizyon ¢ozeltisi 200 mg/100 ml, 400 mg/200 ml, 100 mg/50 ml

Piyasada onayli pulmoner yolla uygulanan bir formu mevcut degildir. Ancak
Bayer’in non-kistik fibrozis bronsektazide kullanilmak {izere gelistirdigi
siprofloksasin iceren kuru toz inhaler formundaki iiriinii faz III asamasindadir

(clinicaltrials.gov).

1.7. Polimerler

1.7.1. Poli- € -kaprolakton (¢-PCL)

Ilag tasiyict polimer olarak ilk in vivo incelenen polimerlerden birisidir. Poli(e-
kaprolakton) biyolojik olarak gecimli ve yavas parcalanan, kismen kristal yapili,
yiikksek molekiil agirlikli ve olduk¢a hidrofobik bir polimerdir (Giirsoy, 2002). 2 -
oksipanon homopolimeridir (Handbook of Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition,

2009).

Poli-kaprolakton erime sicakligi 58°C — 63°C arasinda ve camst gegis sicakligi -65°C
ile -60°C arasinda olan beyaz renkli kati parcaciklar halinde bulunmaktadir.
Kloroformda, diklorometanda, etil asetatta, asetonda, dimetil formamitte,
tetrahidrofuranda ve hekzafloroizopropanolde coziinmektedir (Handbook of

Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition, 2009).
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Poli(e-kaprolakton)larin bozulmas: sirasinda zincirlerin kopmas: sonucu molekiil
agirligr azalir ancak kristallik artar. Zincir kopmas1 polimerin amorf bolgesinde olur
ve biiyiik bir hareketlilik kazanan polimer zincirler sonugta tekrar tekrar yonlenip
sekillenerek yeniden kristallenirler ve boylece kristallik artar. Poli(e-kaprolakton)un
asinma siireci polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asite (PGA) benzer. Poli(e-
kaprolakton)’un diger laktonlarla, drnegin DL-laktat ile kopolimerleri ila¢ salim
sistemlerinde kullanilmaktadir. Bu kopolimerlerin parcalanmasi her iki polimerin
ayri ayri parcalanma hizindan daha fazladir. PLA’nin hizli par¢alanmasi ve poli(e-
kaprolakton)un permeabilitesinin fazla olmasindan yararlanilarak istenilen

ozelliklerde kopolimerler sentezlenebilir (Giirsoy, 2002).

< 1
O Yo
Sekil 1.7. Poli(e-kaprolakton)’un kimyasal formiilii (Handbook of Pharmaceutical Excipients,
6th Edition, 2009).

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

PLGA, miikemmel biyolojik uyumlulugu, biyolojik olarak par¢alanmasi ve non-
toksisitesi nedeniyle siirekli salim {iiriinleri hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Kaur

ve ark., 2012).

Poliester PLGA, polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asitin (PGA) kopolimeridir.
Polilaktik asit stereokimyasal olarak D ve L ile tanimlanan asimetrik bir a-karbon
icerir. PLA’nin enantiyomerik formlar1 da poli-D-laktik-asit (PDLA) ve poli-L-
laktik-asit (PLLA) tir. PLGA ise genellikle D- ve L- laktik asit formlarini esit olarak
iceren poli-D,L-laktik-ko-glikolik-asit olarak kisaltilir (Makadia ve Siegel, 2011).

PLGA hemen hemen her sekil ve boyutta iiretilebilir, ve hemen hemen her boyuttaki
molekiilii i¢ine alabilir. Klorlu coziiciiler, tetrahidrofuran, etil asetat ve aseton gibi

bir ¢ok coziiciide ¢oziinebilir. PLGA suda ester zincirlerine hidroliz olur. PLA’daki
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metil gruplarinin varligt onu PGA’dan daha hidrofobik yapar; bu nedenle laktat
bakimindan zengin PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su absorbe
ederler ve bundan dolay1 da daha yavas degrede olurlar. PLGA hidrolizinden dolayz,
bir kat1 formiilasyonda camsi gecis sicakligi (Tg), nem icerigi ve molekiil agirhigi
gibi tipik degismez parametreler zamanla degisebilir. PLGA’ nin fiziksel 6zellikleri
baslangic molekiil agirligi, laktit:glikolid orani, diizenek boyutu, saklama sicakligi,
suya maruz kalmasi gibi bir¢ok faktore baglidir (Houchin ve Topp, 2009). Mekanik
ozellikleri de molekiil agirligi ve polidispersite indeksinden etkilenmektedir.
PLGA’nin biitiin bu 6zellikleri formiilasyonun salimim etkilemektedir (Siegel ve

ark., 2000).

PLGA’nin biyodagilimi ve farmakokinetigi non-lineer ve doz bagimli bir profil

gostermektedir (Yang ve ark., 2001).

CHa O
0.} e : Q
R Ny e | ~ ~H
O
L X v
Sekil 1.8. PLGA’nin yapisi (X laktik asit tinite sayisi, y glikolik asit tinitesi sayis1) (Makadia

ve Siegel , 2011).

1.7.3. Kitozan

Kitozan kitinin kismi N-deasetilasyonu ile hazirlanan bir polisakkarittir. Biyolojik
uyumluluk, biyolojik parcalanabilirlik ve non-toksik olmasi gibi bazi 6zelliklerinden
dolay1r nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok iyi biyoadezif
ozelliklere sahiptir. Bu o0zelligi biiyilkk molekiillerin mukozal yiizey boyunca

penetrasyonun artmasini saglar (Irache ve ark., 2011).

Kitozan cams1 gegis sicakligr 203°C olan kokusuz, beyaz yada beyazimsi renkli toz

ya da kat1 parcaciklar halinde bulunmaktadir. Su igerisinde eser miktarda ¢oziiniir,
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pratik olarak etanolde, diger organik coziiciilerde, nétral veya pH’s1 6,5 iizerinde
olan alkali ¢ozeltilerde c¢oziinmez. Seyreltilmis ve konsantre bir¢ok organik asit
cozeltisinde ¢oziinmektedir (Handbook of Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition,

2009).

CHLOH

WHER

R = H or COCH;

Sekil 1.9. Kitozanin yapisal formiilii (Handbook of Pharmaceutical Excipient 6th Edition,
2009)

1.8. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

1.8.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilinm

Nanopartikiillerin partikiil boyutuna gore manyetik, mekanik, elektronik, kimyasal
gibi  ozellikleri  degisiklik  gosterebilmektedir. Ornegin  boyut diistiikge
nanopartikiillerin erime noktasi da diismektedir. Partikiil biiyiikliigii nanopartikiiliin
ozelliklerinin  belirlenmesinde  kritik bir rol oynamaktadir; bu nedenle
nanopartikiillerin  karakterizasyonunda partikiill boyutu ©Onemli bir kontrol
basamagidir (Akbari ve ark., 2011). Ayrica partikiiliin biyofarmasotik 6zelliklerini
onemli oOlciide etkilemektedir. Kiiciik partikiiller genis bir ylizey alanina sahip
olmalarindan dolayr daha hizli bir salima yol acabilirler. Bu durum partikiil
biiytikliigli ile ilag saliminin birbiriyle olan iliskisine bir ornektir (Dillen ve ark.,

2004).
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Partikiil biiytikliigiiniin saptanmasinda BET, TEM, X-RAY difraksiyon pik analizi,
lazer 1511 kirmmimi gibi bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Nano ve submikron
boyuttaki ol¢iimlerde en cok kullanilan yontem lazer 15181 kirinimi yontemidir. Bu
yontem 1s1k ile partikiil arasindaki etkilesime bagli olarak o©l¢iim yapmaktadir.
Siispande haldeki nanopartikiillerden sagilan 151k zamanla dalgalanmaya neden olur

ve bu durum parcacik c¢api ile iligkilidir (Bowen, 2002; Tinke ve ark., 2006).

1.8.2. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) ile Nanopartikiillerin
Goriintiillenmesi

Atomik kuvvet mikroskopu (AFM) Binning ve arkadaslart (1986) tarafindan
nanoboyuttaki objeleri karakterize edebilmek amaci ile gelistirilen, cok yiiksek
cOziintirliklii bir taramali tiinelleme mikroskobudur. AFM basingsal elektrikli
seramigin hareketiyle 6rnegin X, Y ve Z yonlerindeki nanoboyutundaki artistan
yararlanmaktadir. Bir dirsek iizerine monte edilmis AFM ucu numune ile belli bir
mesafede olacak sekilde ayarlanir. Bu mesafe numune yiizeyi ile uc¢ arasindaki
etkilesim kuvvetlerine ya da ucun geri itildigi nokta olarak ayarlanir. Mikroskopun
ucu Ornek iizerinde gezindigi sirada, dirsek numunede olan topografik degisimler
nedeni ile egilir. Bir lazer 15181 dirsekteki bu degisimi 151k detektoriine yansitir.
Detektor lazer 1s18indaki kirinimi okur ve cihaz yazilimi 3 boyutlu olarak
hesaplamalar1 yapip goriintiiyii verir (Hoo ve ark., 2008). AFM cihaz1 Sekil 1.10’da

goriilmektedir.
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Sekil 1.10. Nanopartikiillerin goriintiilenmesinde kullanilan AFM cihazi

1.8.3. Zeta Potansiyeli Olciimii

Kolloidal partikiiller dispersiyon ortaminda iyon adsorbe ederler. Pozitif ve negatif
olarak yiiklenirler. Her partikiil pozitif ve negatif olusuna gore aksi yondeki iyonlarla
cevrilebilirler. Tek tabakal1 bir yap1 olusur. Bu tabakanin etrafinda da partikiile bagh
olmayan, hareketli ikinci iyon tabakasi yer almaktadir. Bu tabakaya hareketli difiize
cift tabaka denir. Partikiil yilizeyine yapismis olan tabakanin potansiyeline
elektrotermodinamik potansiyel veya Nernst potansiyeli, ¢ift tabakanin disindaki
notral alan ile partikiil ylizeyi arasindaki potansiyel farkina zeta potansiyeli denir
(Celebi, 2009). Yani zeta potansiyeli, bir kolloidal sistemin elektrokinetik
potansiyelinin  Ozetidir. Nanopartikiillerin kendi aralarindaki etkilesimleri,
nanopartikiil hiicre etkilesimi, hedeflendirmeyi zeta potansiyeli etkilemektedir.
(Leary, 2011). Zeta potansiyeli  kolloidal dagilimlarin  stabilitesinin
degerlendirilmesinde ©nemlidir. Ne kadar yiiksek olursa kolloidal dagilimin

stabilitesi o kadar iyidir (Celebi, 2009).

Zeta potansiyeli Olctimii lazer doppler mikro-elektroforez teknigi kullanilarak
Olciilmektedir. Molekiillerin ¢ozeltisine ya da partikiillerin dispersiyonuna bir

elektrik alan uygulanir ve partikiillerin hizla hareketi saglanir ki bu hiz zeta
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potansiyeli ile iliskilidir. Bu hiz, M3-PALS (faz analiz 151k sagilimi) adi verilen bir
patentli interferometrik lazer teknigi kullanilarak ol¢iilmektedir. Bu elektroforetik
hareketlilik ve buradan hareketle zeta potansiyeli ve zeta potansiyel dagilimi

hesaplanmasini saglamaktadir. (http://www.malvern.com/, 2014)

1.8.4. Coziinme Hizi

Herhangi bir ilacin emilmesi i¢in Oncelikle ¢oziinmesi gereklidir. Tamamen
cOziinmemis olan ila¢ mide barsak kanalindan tam olarak emilmez. Bu nedenle
herhangi bir etkin maddenin sudaki ve viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigliniin bilinmesi
ve belirlenmesi formiilasyon gelistirme c¢aligmalarinda olduk¢a Onemlidir.
Coziiniirliik, bir etkin maddenin bir c¢oziiciide normal sartlarda, belli bir sicaklik
derecesinde, ¢oziinebildigi en fazla miktaridir. Buna doygunluk konsantrasyonu veya
coziintirligli de denilmektedir. Eger bu deger cozelti icine baska maddelerin ilavesi
veya bagka etmenlerle (sicaklik gibi) artirilirsa, o zaman asir1 doygun cozelti
hazirlanmis olur. Coziinme hizi ise belli bir zaman diliminde ¢6ziinen miktardir ve
dinamik bir olaydir, genellikle Noyes-Whitney ve tiirevi denklemler ile ifade edilir

(Takka ve ark., 2009).

In vitro c¢oziinme hzi testleri genellikle ilacin insanlarda in vivo olgiilen
biyoyararlanimmni 6n gérmeye yarayan testlerdir. In vitro deneyler icin en sik
kullanilan yontem ¢oziinme hiz1 testidir. Kat1 farmasotik sekil icindeki ilacin yapay
bir ortamda (tampon gibi), belirli deney kosullar1 altinda ¢6ziinme hizi saptanir.
Testin sonucunda belirli bir siirede farmasotik sekil icindeki ilacin ¢oziinen yiizde
miktar1 degerlendirilir (Iskit, 2008). Coziinme hizi, ilag gelistirme siirecinde
formiilasyon faktorlerinin biyoyararlanima etkisini tanimlamada kullanilan 6nemli
bir olgiittiir. Genellikle klinik deneme formiilasyonuna uygun formiilasyon
gelistirmede ve biyoyararlanim veya biyoesdegerlik (BE) calismast yapilmis seriye
uygun iretimin devamimm saglamak i¢in in vitro ¢oziinme hizi calismalar

yapilmaktadir (Eryol ve Oner, 2005).
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1.9. Nanokompozit Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

1-5 pm geometrik ¢ap1 olan homojen yogunluklu partikiiller, akcigerlerdeki dagilim
acisindan en uygun partikiillerdir. Bu aralik orofarinks sikismasi ve nefes vermeden
dolay1 olan kaybr minimize etmektedir. Bu partikiiller ayrica iyi bir akis gosterir ve
aerosolizasyon potansiyeli iyidir. Ancak bu partikiil alveoler makrofajlar tarafindan
elimine olmaya meyillidir. Bununla birlikte, geometrik c¢aplart birka¢ yiiz
nanometreden kiiciik olan partikiiller akcigerlerde gii¢lii bir sekilde kalmaya
meyillidir. Fagositoz ve mukosilier klirens mekanizmalarindan kolayca kacabilmekte
ve sadece akcigerin alveoler bolgesinde degil, biitiin akciger liimeni boyunca
kontrollii salim yapabilmektedirler. Bu durum ilag salimi acisindan avantaj
saglamasina ragmen, hareket kabiliyetlerinin diisiik olmasindan dolay1 salim1 limitli
yapabilmektedirler (Patel ve Vavia, 2007). Ayrica kuru toz nanopartikiiller yiiksek
yiizey enerjilerinden dolay1 agregasyona meyillidirler ve bu durum aerosolize
olamayan toz olusumu ile sonuglanir. Aerodinamik ¢ap1 50 nm altindaki partikiiller
akcigerlerde tutulamadan solunum ile atilirlar. Nanopartikiillerin akcigerlerde etkili
bir dagiliminin saglanmasi icin inhale olabilecek mikro boyuttaki toz agregatlar

yapilmaktadir (Cheow ve Hadinoto, 2010).

Nanokompozit mikropartikiiller ise geometrik caplari mikron boyutunda olan,
akcigerlerdeki lokal ve sistemik uygulamalarda ila¢ tasiyici sistem olarak kullanilan
yapilardir (Patel ve Vavia, 2007). Nanopartikiillerin depolama ve akcigerdeki
dagilimlar1 gibi sorunlarinin iistesinden gelmek amaciyla bu sistemler gelistirilmistir.
Nanokompozit mikropartikiiller, genel olarak nanopartikiillerin laktoz ya da mannitol
gibi inert bir tasiyict ¢ozeltisi icinde siispande edilmesi ve bu siispansiyondan
dondurarak kurutma ya da piiskiirterek kurutma gibi yontemler ile mikrometre
boyutundaki gevsek aglomeratlarin elde edilmesi seklinde hazirlanmaktadirlar. Bu
yapilar hem nano hem de mikro partikiillerin 6zelliklerini tasimaktadir. Mikron
boyutundaki bu yapilarin akiglar1 ve aerosolizasyon o6zellikleri nanopartikiillerden
daha iyidir. Boylece kuru tozlar basit inhalerler ile akcigerlere uygulanabilmektedir
(Sung ve ark.,2007). Nanokompozit mikropartikiiller fizyolojik kosullarda ¢6ziinerek

yapisindaki nanopartikiilleri serbest birakmaktadir (Patel ve Vavia, 2007).
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1.10. Nanokompozit Mikropartikiillerde Aerodinamik Ozelliklerin Belirlenmesi

Kuru toz inhaler sistemlerde goriinii, renk, nem icerigi, rezervuara dolan tozun
agirhik tayini, miktar tayini ve iiriin performans testi gibi kalite kontrol testleri
yapilmaktadir. Bir KTI sisteminin performansi in vitro olarak iki sekilde incelenir.
Bunlardan ilki tasinan ilacin igerik tekdiizeligi, ikincisi ise partikiil biiyiikliigii

dagiliminin aerodinamik tayinidir.

Tasinan ilacin icerik tekdiizeligi KTI sistemlerden ilacin tasinmasini kontrol etmek
icin yapilan bir testtir. Piiskiirtiilen doz bir filtrede tutularak 6l¢iiliir, inhaler sistemde
kalan doz ayrica oOlgiilerek gerekli doz ve gosterdigi degiskenlik hesaplanir (Takka,
2009).

Inhale edilen partikiillerin aerodinamik 6zellikleri akcigerlerde basarili bir sekilde
tutulmalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Devrim ve ark, 2011b). USP 27’ye gore
biiyiikliik dagilimi kiitle ortalama aerodinamik cap (KOAC) ve geometrik standart
sapma (GSS) hesaplanarak bulunur. KOAC aerosollerin aerodinamik biiyiikliigiiniin
gosteren bir istatiksel ol¢timdiir (Takka, 2009). Etkin maddenin kiimiilatif fraksiyonu
sinir capina karsi log-normal grafigi ¢izilmekte ve %50’e karsilik gelen cap kiitlesel

ortalama aerodinamik cap (KOAC) olarak tanimlanmaktadir (EP 6, 2008).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antimikrobiyal aktivite testi i¢cin
Aseton

Diklorometan

Escherichia coli

Etil asetat

Eudragit RS PM

Fosfotidilkolin

Gliseril tripalmitat

Glukoz

Kitozan

Klebsiella pneumoniae

Mannitol (Pearlitol 50 C)

PEG 2000

PEG 4000

PLA

PLGA (MA: 24000-38000) 50:50
PLGA (MA: 40000-75000) 50:50
PLGA (MA: 66000-107000) 75:25
Pluronik F127

Potasyum dihidrojen fosfat
Polikaprolakton (MA:14000)
Polikaprolakton (MA:70000-90000)

Potasyum kloriir

:Agar

: Merck

: Sigma-Aldrich
: ATCC 25922

: Merck

: Rohm Pharma GmBH
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Nova Matrix

: RSKK 574

: Roquette-Pharma, Almanya
: Merck

: Merck

: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Sigma Aldrich
: Carlo Elba

: Sigma Aldrich

: Sigma Aldrich
: Merck



Pseudomonas aeruginosa
PVA (MA: 30000-70000)
Siprofloksasin hidrokloriir
Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir

Sorbitol

Siikroz

Tween 80
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: ATCC 27853

: Sigma Aldrich
: Zentiva

: Sigma Aldrich
: Merck

: Merck

: Merck

: Merck

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

AFM:

Cam malzeme

Calkalayici su banyosu

Dogrusallik grafigi i¢in paket program
DSC cihaz1

Elek analizi grafigi icin paket program
Elektrikli terazi

Etiiv

Filtre

FTIR cihaz

Homojenizator

Liyofilizator

Manyetik karistiric

Mikropipet

Optik mikroskop

Parafilm

Partikiil biiyiikliigii analizi cihaz1

pH metre

Plastik enjektor

Santrifiij

: ezAFM, Nanomagnetics Inst.
- Tsolab, Tldam

: Memmert

: Graphpad Instat 3.1

: Shimadzu DSC 60

: Origin Lab 9.1

: Sartorius BL 210 S/ Mettler Toledo
: Heraeus T 5042

: Sartorius, Whatman, Isolab

: Shimadzu IRAffinity-1S

: IKA Ultraturrax T-25

: Christ Gamma 2-16 LSC

: IKA Werke RT 10 power

: Biohit Proline Plus

: Leica DM 4000B

: Bemis Flexible Packaging

: Malvern Mastersizer ZS

: Inolab WTWSeries pH720

: Set inject

: Sigma 2-16 P
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Sonikator : Bandelin Sonoplus

Ultrasonik banyo : €lma Ultrasonic LC30

UV/VIS spektrofotometre : Thermo Scientific Evolution 201
Vorteks cihazi : Heidolph REAX top

Zeta potansiyeli ol¢iim cihazi : Malvern Zetasizer NanoZS

2.1.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasinda ve Etkin Madde

Salim Hiz1 Deneylerinde Kullamlan Ortamlar

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan 0,05M pH 4,5 fosfat
tamponu ve pH 9 fosfat tamponu ile etkin maddenin iiretilen formiilasyonlardan
cikisinin incelenmesinde kullanilan % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat

tamponu Avrupa Farmakopesi 6’ya (EP6) gore hazirlanmistir.

0,05M pH 4,5 Fosfat Tamponu:

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy) .......... 6,80 g
Distile su..........ceeenaenn. )4 11 PO 1000 mL

Hazirlanisi: 1000 mL’lik balon jojeye 6,80 g Potasyum dihidrojen fosfat konulup

distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

% 0,05 (a/h) Tween 80 Iceren pH 7,4 Fosfat Tamponu

TWeen 80. ... 05¢g

0,1 M NaOH ¢OZEItisi. . ..uvvneiiiii i 393,4 mL
0,2 M Monobazik potasyum fosfat (KH,POj,) ¢ozeltisi.......... 250 mL
Distile SU......ooviiiiiiiiiiii e )20t PO 1000 mL

Hazirlanisi: 1000 mL’lik balon jojeye 250 mL Monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisi
konulup iizerine 18 mL NaOH c¢ozeltisi eklendikten sonra onra 0,5 g tween 80

konularak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip ¢oziindiiriiliir.
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0,1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanisi: 2 g sodyum hidroksit (NaOH) tartilarak balon

jojeye konur ve distile su ile 500 mL’ye tamamlanir.

0,2 M Monobazik Potasyum Fosfat (KH,PO4) Cozeltisinin Hazirlamg1 : 27,22 g
monobazik potasyum fosfat tartilip 1000 mL’lik balon jojede distile su ile 1 L’ye

tamamlanir.

3) pH 9,0 Fosfat Tamponu:

Potasyum dihidrojen fosfat.....................oo 1,74 g/80 mL
IMEKOH ..o y.m

Distile SU......ovviiiiiiiiiii e VMot eenennnn. 100 mL

Hazirlanisi: 100 mL’lik balon jojeye 1,74/80 mL konsantrasyondaki potasyum
dihidrojen fosfat ¢ozeltisi konulup iizerine pH’1 1M KOH cozeltisi ile ayarlandiktan

sonra distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin FTIR (Fourier Transform Infrared) Spektrumu

Siprofloksasin hidrokloriir’tin FTIR spektroskopisi ile tanimlanmasinda disk yontemi
kullanilmistir. IR bandinda spektrum vermeyen 200 mg potasyum bromiir ile 4 mg
siprofloksasin hidrokloriir havanda homojen olacak sekilde karistirilip hidrolik pres
ile 10000 kg/cm’liik basing altinda disk haline getirilmistir. Elde edilen disklerin
4000 - 400 cm™ dalga boylar arasindaki spektrumu almmustir.
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2.2.1.2. Etkin Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizi

Etkin maddenin termal davranmisini incelemek ve kristal formunu belirlemek ig¢in
aliminyum pan icine konulan siprofloksasin hidrokloriir preslenerek cihaza
yerlestirilmigtir. 25 — 400°C sicaklik araliginda 5 °C/dak. hizinda termogrami

alinmagtir.

2.2.1.3. Etkin Maddenin Ultra Viyole (UV) Spektrumu

Etkin maddenin distile su ve % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki konsantrasyonlar1 bilinen ¢ozeltilerinin 200-400 nm araliginda UV
spektrumlar1 alinmig ve maksimum absorbans gosterdigi dalga boylart (Amax)

belirlenmistir.

2.2.14. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak

Kalibrasyon Dogrularimin Hazirlanmasi

Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponu ve
distile sudaki belirli konsantrasyonlardaki stok c¢ozeltilerinden hareket ile uygun
seyreltmeler yapilarak her bir ortam icin bir seri farkli kansantrasyondaki ¢ozeltiler
hazirlanmis ve absorbanslari 6nceden belirlenmis Amax degerinde okunmustur. Bu
islem her farkli ortam i¢in ii¢ paralel olarak uygulanmis ve her konsantrasyon i¢in ii¢

okuma yapilmistir.

Her bir konsantrasyon ve buna karsilik gelen absorbans degerleri grafige gecirilmis
ve dogru denklemleri hesaplanmistir. Son olarak yapilan tiim analizlerde bu dogru

denklemleri kullanilmistir.
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2.2.1.5. Kalibrasyon Dogrusunun Istatistiksel Verileri ve Analitik Validasyonu

2.2.1.5.1. Dogrusallik ve Arali

Herhangi bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta ornek icindeki analiz
edilen maddenin konsantrasyonuyla dogrudan orantili olan test sonuclarinin elde

edilebilmesidir (ICH Q2(R1)).

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki miktar tayini yonteminin dogrusalliginin
belirlenmesi i¢in, 10 mg/100 mL konsantrasyondaki stok c¢ozeltisinden hareketle 8
farkli konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmis ve konsantrasyonlara karsi elde edilen
absorbans degerleri Graphpad Instat 3.1 programi kullanilarak grafige gecirilmistir.

Elde edilen dogrunun % 95 olasilikli gliven sinirlar1 gosterilmistir.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponundaki
miktar tayini yonteminin dogrusalliginin belirlenmesi i¢in, 10 mg/100 mL
konsantrasyondaki stok cozeltisinden hareketle 8 farkli konsantrasyonda cozelti
hazirlanmis ve konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri Graphpad
Instat 3.1 programi kullanilarak grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrunun % 95

olasilikli giiven sinirlart gosterilmistir.

2.2.1.5.2. Dogruluk ve Geri Elde

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen test sonuclarinin gercek
degere yakinligidir. Gercek / teorik degerlerin, pratikte bulunan degerlere

yakinliginin saptanmasini saglar (USP 30).

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki miktar tayini yonteminin dogrulugunun
belirlenmesi i¢in, siprofloksasin hidrokloriir’iin  sudaki 10 mg/100 mL
konsantrasyondaki stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden hareketle
hazirlanan 2; 5 ve 8 ug/mL konsantrasyondaki ¢ozeltilerin 6 kez okunmasi ile elde

edilen absorbans degerlerinden yola cikilarak pratik konsantrasyonlar ve % geri elde
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degerleri, % geri elde degerlerinin ortalama, standart sapma (SS) ve bagil standart

sapma (BSS) degerleri hesaplanmustir.

Siprofloksasin hidrokloriir’in % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yOnteminin dogrulugunun belirlenmesi ig¢in,
siprofloksasin hidrokloriiriin % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponunda
10 mg/100 ml konsantrasyondaki stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden
hareketle hazirlanan 2; 5 ve 8 pg/mL konsantrasyondaki c¢ozeltilerin 6 kez okunmast
ile elde edilen absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak pratik konsantrasyonlar ve %
geri elde degerleri, % geri elde degerlerinin ortalama, SS ve BSS degerleri

hesaplanmustir.

2.2.1.5.3. Kesinlik

2.2.1.5.3.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi

ifade eder (ICH Q2(R1)).

Siprofloksasin  hidrokloriir’tin  distile  sudaki miktar tayini  yOnteminin
tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in, siprofloksasin hidrokloriiriin 10 mg/100 mL
konsantrasyondaki stok c¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden hareketle
hazirlanan 2; 5 ve 8 ug/mL konsantrasyondaki c¢ozeltiler 6 kez okunmustur.
Absorbans degerlerinden hareketle konsantrasyonlar hesaplanmistir. Konsantrasyon

degerlerinin ortalama, SS ve BSS degerleri bulunmustur.

Siprofloksasin hidrokloriir’in % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yoOnteminin tekrarlanabilirligini belirlemek icin
siprofloksasin hidrokloriir’tin 10 mg/100 mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok cozeltiden hareketle hazirlanan 2; 5 ve 8 ug/mL

konsantrasyondaki cozeltiler 6 kez okunmustur. Absorbans degerlerinden
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konsantrasyonlar hesaplanmistir. Konsantrasyon degerlerinin ortalama, SS ve BSS

degerleri bulunmustur.

2.2.1.5.3.2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkli giinler, farkli analistler, farkli donanmim gibi laboratuvar

varyasyonlarinin incelenmesini ifade eder (ICH Q2(R1)).

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki miktar tayini yonteminin ara kesinligini
belirlemek i¢in, siprofloksasin hidrokloriir’iin 10 mg/100 mL konsantrasyondaki stok
cozeltisinden hareketle 2; 5 ve 8 pg/mL konsantrasyondaki 1 adet cozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri,
iki farkli giinde 6 kez okunarak kalibrasyon denkleminde yerine konulmustur.

Bulunan konsantrasyonlarin ortalama, SS ve BSS degerleri hesaplanmistir.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 tamponundaki
miktar tayini yOnteminin ara kesinligini belirlemek icin, siprofloksasin
hidrokloriir’iin 10 mg/100 mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden haraketle 2; 5 ve
8 ug/mL konsantrasyondaki 1 adet c¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu c¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri, iki farkli giinde 6 kez
okunarak kalibrasyon denkleminde yerine konulmustur. Bulunan konsantrasyonlarin

ortalama, SS ve BSS degerleri hesaplanmistir.

2.2.1.5.4. Teshis ve Tayin Simirlar

Bir analitik yontemin teshis siniri, belirli kosullar altinda 6rnek icinde analiz edilen

maddenin teshis edilebilen fakat tayin edilemeyen en diisiik konsantrasyonudur (ICH

Q2(R1)).

Bir analitik yontemin tayin smrt ise, Ornekteki analiz edilen maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlikle kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir

(ICH Q2(R1)).
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Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki miktar tayini yonteminin teshis ve tayin
sinirint - belirlemek i¢in, 10 mg/100 mL konsantrasyondaki stok c¢ozeltisinden
hareketle 6 farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak sekilde
konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrularmin egim ve kesisim degerlerinin ortalama ve SS
degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklemler kullanilarak teshis ve tayin

sinirlart hesaplanmistir.

Siprofloksasin hidrokloriir’in % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yonteminin teshis ve tayin sinirini belirlemek icin, 10
mg/100 mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle 6 farkli konsantrasyonda
cozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak sekilde konsantrasyonlara karsi elde edilen
absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim
ve kesisim degerlerinin ortalama ve SS degerleri bulunduktan sonra asagidaki

denklemler kullanilarak teshis ve tayin sinirlar1 hesaplanmistir (ICH Q2A, 1995).

LOQ = 3,3§ (Denklem 2.1)

LOQ = 10§ (Denklem 2.2)

o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarinin standart sapmasi

s: Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.2.1.5.5. Secicilik

Secicilik, analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme 6zelligidir

(ICH Q2(R1)).
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Siprofloksasin hidrokloriir miktar tayini yOnteminin, bu madde i¢in segici olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in hazirlanan bos nanopartikiillerin distile su ve %0,05
Tween 80 iceren pH7,4 fosfat tamponunda Olgiimlerin yapildigi 270 nm’de

spektrumu alinarak absorbans verip vermedigine bakilmistir.

2.2.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiiller c¢oklu emiilsiyon c¢oziicii buharlastirma metodu kullanilarak
hazirlanmistir (Jeong ve ark., 2008; Tomar ve ark., 2012). Belirli miktarda tartilan
polimer veya polimer karisimlar1 belirli miktarda organik faz icerisinde ¢coziilmiistiir.
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda polimer olarak PCL ve farkli molekiil agirligina
ve farkl laktik asit:glikolik asit kopolimer oranina sahip PLGA ve bu polimerlerin
birbirleri ile belirli oranlardaki karisimlart kullanilmigtir. Organik ¢oziicii olarak tek
basina diklorometan, aseton, etil asetat veya bunlarin birbirleriyle belli oranlardaki
karigimlart kullanilmistir. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda su/yag/su (S/Y/S) ve
kati/yag/su (K/Y/S) tipi olmak iizere iki farkli ¢coklu emiilsiyon ¢éziicii buharlastirma
metodu kullanilmistir. Su/yag/su (S/Y/S) tipi ¢oklu emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma
metodu ile hazirlanan formiilasyonlarda siprofloksasin hidrokloriiriin sulu ¢ozeltisi,
primer su/yag (S/Y) tipi emiilsiyon olusturulmak iizere polimerin organik ¢oziiciideki
cozeltisinden olusan organik faza eklenmis ve sonikator ile (Bandelin) 9 siklusda,
% 80 giicte 10 dakika siireyle buz banyosu icerisinde sonike edilmistir. Kati/yag/su
(K/Y/S) tipi emiilsiyon ¢oOziici buharlastirma metodu ile hazirlanan
formiilasyonlarda ise siprofloksasin hidrokloriir kati halde polimerin organik
coziiciiddeki ¢ozeltisine eklenerek sonike edilmistir. Formiilasyonlarda organik faza
primer emiilsiyon stabilitesini artirmak icin PEG 4000 eklenmistir. Hazirlanan bu
S/Y tipi emiilsiyon ya da etkin maddenin organik faz icindeki dispersiyonu 40 mL
hacimdeki sulu dig faza katilmis ve 10 dakika ultrasonik probda buz banyosu
icerisinde sonike edilmistir. Boylece S/Y/S ya da K/Y/S tipi emiilsiyon
olusturulmustur. Organik ¢oziicliniin buharlagmasi i¢in, hazirlanan emiilsiyonlar 500
rpm’de bir gece boyunca oda sicakliginda manyetik karisticida karistirilmigtir. Sulu
dis faz olarak formiilasyonlarin bir boliimiinde PVA bir boliimiinde ise Pluronic

F127 kullanilmistir. Bazi formiillerde ise 40 mL hacimdeki sulu dis faza farkli
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oranlarda kitozan gibi mukoadhezif bir polimer eklenmistir (Devrim ve Bozkir,
2014a). Olusan nanopartikiiller 13500 rpm’de belirli bir siire santrifiij edilmis ve
distile su ile bir kere yikanmistir. Boylece nanopartikiil yiizeyinde olmasi muhtemel
kalint1 PVA uzaklastirilmistir. Nanopartikiillerin distile su i¢erisindeki dispersiyonu -
40°C’de dondurulduktan sonra -90°C’de 0,011 mmHg’de 24 saat liyofilize edilmistir.
Liyofilize edilen nanopartikiiller agzi sikica kapali cam kavanozlarda, desikator

icerisinde muhafaza edilmistir. Yontemin imalat akis semas1 Sekil 2.1°deki gibidir.

Polimer/Organik FazPEG 4000

= Nanopartikiil sulu
E siispansivonu
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E
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Sekil 2.1. Nanopartikiil imalat akis semas1
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2.2.3. Nanopartikiil Formiilasyonlari

2.2.3.1. On formiilasyon calismalar

On incelemelerde, etkin madde olarak secilen siprofloksasin hidrokloriir ve
calismamizda kullanilmasi tasarlanan polimerlerle iiretim yontemindeki cesitli
parametreler degistirilerek nanopartikiiller hazirlanmis ve bdylece imalat

parametreleri kontrol altina alinmaya calisilmistir.

Primer emiilsiyon olusturmak amaci ile degisik oranlarda organik faz ve sulu faz
oranlar1 denenmistir. OF3 kodlu formiilde kullanilan oranlar ile emiilsiyon olusumu
saglandig1 i¢in bu oranlar kullanilarak iiretime devam edilmistir. Cizelge 2.1°de bu

oranlar gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Farkli i¢ faz ve organik faz oranlar1 ile hazirlanan formiiller
OF1 1 5 )
OF2 0,5 5 )
OF3 0,5 10 +)

(-): Emiilsiyon olugmadi.

(+): Emiilsiyon olustu.

Uretim sirasinda emiilsiyon olusumunu gergeklestirmek amaciyla kullanacagimiz
cihazin secimi i¢in, aym1 yontem hem sonikator ile hem de yiiksek hizh
homojenizator ile denenmistir. Homojenizator ile nano boyuta ulagilamamasindan
dolay1 caligmalara sonikator ile devam edilmistir. Cizelge 2.2°de yiiksek hizlhi

homojenizator ve sonikator ile iiretilen formiiller verilmektedir.
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Cizelge 2.2. Farkli cihazlar ile hazirlanan formiilasyonlar
OF4 Homojenizator
OF5 Sonikator

Nanopartikiillerin {iretimi i¢in uygun cihaz belirlendikten sonra, i¢ sulu fazda
stabilizer olarak kullanilacak madde se¢imi i¢in denemeler yapilmistr. Bu yontemle
nanopartikiil iiretiminde siklikla kullanilan PVA ve Pluronik F127 denenmistir. OF7
kodlu formiilde kullanilan PVA ile emiilsiyon olusumu saglandig: i¢in i¢ sulu faz
stabilizeri olarak PVA kullanilarak iiretime devam edilmistir. Uretilen formiiller

Cizelge 2.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. I¢ fazda farkli yardimc1 maddeler kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

OF6 Pluronik F127 (-)

OF7 PVA +)

(-): Emiilsiyon olugmadi.

(+): Emiilsiyon olustu.

Daha sonraki iiretimlerde, formiilasyonlara primer emiilsiyon stabilitesini artirmak

icin PEG 4000 eklenmistir. Uretilen formiiller Cizelge 2.4’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.4. PEG 4000 iceren ve icermeyen formiiller

OF8 var (+)

OF9 yok (+)

(-): Emiilsiyon olugmadi.

(+): Emiilsiyon olustu.

Di1s fazda kullanilan PVA oranimi belirlemek i¢in PVA’nin ¢esitli konsantrasyonlari

ile denemeler yapilmustir. Uretilen formiiller Cizelge 2.5°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.5. Cesitli PVA konsantrasyonlari ile ¢alisilan formiiller
OF10 %1 (+)
OF11 %2 (+)
OF12 %5 )

(-): Emiilsiyon olugmadi.

(+): Emiilsiyon olustu.

Di1s fazda kullanilacak PVA oram belirlendikten sonra PVA’nin molekiil agirliginin
emiilsiyon olusumu iizerine etkisini belirlemek amaciyla farkli molekiil agirligina
sahip PVA’lar kullanilarak denemeler yapilmistir. Uretilen formiiller Cizelge 2.6’da

gosterilmektedir.



Cizelge 2.6. Farkli molekiil agirligina sahip PVA’lar ile hazirlanan formiiller

OF13 14000 (+)

OF14 30000-70000 (+)

(-): Emiilsiyon olugmadi.

(+): Emiilsiyon olustu.

Liyofilizasyon islemi sirasinda kriyoprotektan se¢imi ig¢in, kriyoprotektan olarak
kullanilan ¢esitli maddeler denenmistir. Bu formiillere ait veriler Cizelge 2.7‘de

gosterilmistir.

Cizelge 2.7. Cesitli kriyoprotektan maddeler kullanilarak liyofilize edilen formiiller

OF15 Glukoz
OF16 Sorbitol
OF17 Mannitol
OF18 PEG 2000

On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda nanopartikiil iiretimi i¢in optimum 6zelliklere
sahip oldugu diisiiniilen OF13 kodlu formiilden (i¢ su faz1:0,5 ml %1 a/h PVA (MA
14000) ¢ozeltisi; etkin madde: 10 mg; PEG 4000: 10 mg; organik faz: 10 ml DCM,;
polimer: 100 mg PCL; Dis su fazi: 40 ml %2 a/h PVA (MA 14000) c¢ozeltisi)

hareketle Cizelge 2.8’de belirtilen formiiller hazirlanmistir.
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Cizelge 2.8.

Siprofloksasin hidrokloriir iceren nanopartikiil formiilasyonlar1

F1 DCM %1 a/h PVA ¢oz. %2 a/h PVA ¢oz PCL:100 mg 10 mg 5 mg +
F2 DCM — %2 a/h PVA ¢oz. PCL:100 mg 10 mg 5 mg +
F3 DCM — %2 a/h PVA ¢oz. PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
F4 DCM — %2 a/h PVA ¢oz. PCL:100 mg 10 mg 20mg +
F5 DCM %2 a/h PVA ¢6z.+ 100 ml PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
— %0,5 a/h PVA ¢oz.
Fo6 DCM %2 a/h PVA ¢6z.+0,4 ml PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
- DCM
F7 DCM - %2 a/h PVA iceren pH 4,5 PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
tamponu
F8 DCM %1 PVA ¢oz. %2 a/h PVA igeren pH 7,4 PCL:100 mg 10 mg 5 mg +
tamponu
F9 DCM %2 a/h PVA igeren pH 9,0 PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
— tamponu
F10 AC:DCM - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
1:1)
F11 EA:DCM - %2 a/h PVA ¢6z. PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
1:1)
F12 AC — %2 a/h PVA ¢oz. PCL:100 mg 10 mg 10 mg +
F13 DCM — %2 a/h PVA ¢oz. PCL:150 mg 10 mg 10 mg +
F14 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
F15 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL: 300 mg 10 mg 10 mg +
F16 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:200 mg —— 10 mg +
F17 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:200 mg 20 mg 10 mg +
F18 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:200 mg 40 mg 10 mg +
F19 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL (MA. 70000-90000):200 mg 10 mg 10 mg +
F20 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL (MA. 14000):PCL 10 mg 10 mg +
(MA. 70000) (1:1):200 mg
F21 bDCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. 50:50 10 mg 10 mg +
PLGA(MA. 40000-
75000):PCL(1:1):200 mg

Np: Nanopartikiil
+: Nanopartikiil olustu.
-: Nanopartikiil olusmadi.
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Cizelge 2.8. Devamu.
F22 DCM | - %2 a/h PVA ¢oz. 75:25 10 mg 10 mg +
PLGA(MA. 66000-
107000):PCL(1:1):200 mg
F23 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. 50:50 PLGA (MA 24000- 10 mg 10 mg +
38000):PCL (1:1):200 mg
F24 bDCM | = - %2 PVA ¢oz. PLA:PCL 10 mg 10 mg +
(1:1):200 mg
F25 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:Eudrogit ((1:1):200 mg 10 mg 10 mg +
F26 DCM | = - %2 a/h PVA ¢oz. PCL:Lesitin (200 mg:20 mg) 10 mg 10 mg +
F27 DCM | = - %2 a/h PVA ¢6z.4+%4 NaCl PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
F28 bDCM | = - %2 a/h PVA +%0,5 a/h PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
kitozan
F29 DCM | = - %2 PVA ¢6z.+%]1 kitozan PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
F30 bDCM | = - %2 a/h PVA ¢6z.+%?2 a/h PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
kitozan
F31 bDCM | = - %2 a/h PVA ¢6z.+%4 a/h PCL: 200 mg 10 mg 10 mg -
kitozan
F32 DCM %1 a/h Tween 80 %1 a/h Tween 80 (10 ml) Lesitin (6 mg) +Gliseril tripalmitat - 10 mg -
(34 mg) + PCL( 100 mg)
F33 DCM %1 a/h Tween 80 | %1 a/h Pluronik F127 (10ml) | Lesitin (6 mg) +Gliseril tripalmitat --- 10 mg -
(34 mg) + PCL( 100 mg)
F34 DCM %1 a/h Tween 80 | %1 a/h Pluronik F127 (40ml) | Lesitin (6 mg) +Gliseril tripalmitat --- 10 mg -
(34 mg) + PCL( 100 mg)
F35 DCM:AC | %5 a/h Tween 80 | %1 a/h Pluronik F127 (10ml) | Lesitin (6 mg) +Gliseril tripalmitat --- 10 mg +
(1:3) (34 mg) + PCL( 100 mg)
F36 DCM:AC | %5 a/h Tween 80 | %1 a/h Pluronik F127 (10ml) | Lesitin (6 mg) +Gliseril tripalmitat --- 10 mg +
(1:3) (34 mg) + PCL( 200 mg)
F37 DCM %1 a/h PVA+ %2 a/h PVA ¢oz. PCL: 200 mg 10 mg 10 mg +
SDS

Np: Nanopartikiil
+: Nanopartikiil olustu.
-: Nanopartikiil olugsmadi.
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2.2.4. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

2.2.4.1. FTIR (Fourier Transform infrared) Spektrumu

Etkin maddenin, nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan polimerin ve
nanopartikiil formiilasyonunun FTIR spektroskopisi ile tanimlanmasinda disk
yontemi kullanilmistir. IR bandinda spektrum vermeyen 200 mg potasyum bromiir
ile 4 mg ornek havanda homojen olacak sekilde karistirilip hidrolik pres ile 10000
kg/cm™liik basing altinda disk haline getirilmistir. Elde edilen disklerin 4000 - 400

cm” dalga boylar arasindaki spektrumu alinmustir.

2.2.4.2. DSC Analizi

Etkin maddenin, nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan polimerin ve
nanopartikiil formiilasyonunun termal davranisin1 incelemek ve kristal formunu
belirlemek i¢in aliiminyum pan i¢ine konulan siprofloksasin hidrokloriir, polimer ya
da nanopartikiil formiilasyonu preslenerek cihaza yerlestirilmistir. 25-400°C sicaklik

araliginda 5 °C/dk. hizinda termogrami alinmistir.

2.2.4.3. Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Farkli formiilasyonlarla elde edilmis nanopartikiillerin partikiil biiytikligiinii

saptamak i¢in lazer kirinimi yontemi kullanilmistir.

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri lazer kirinimi graniilometresi
(Malvern Zetasizer NanoZS) ile saptanmistir. Liyofilize toz halindeki nanopartikiiller
50 ml distile su i¢inde, ultrasonik banyoda 15 dk disperse edildikten sonra, 6l¢lim

kiivetine 0,45um filtreden siiziilerek alinmis ve olctimler gerceklestirilmistir.
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2.2.4.4. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) ile Nanopartikiillerin

Gorintiillenmesi

Secilen uygun formiil Nanomagnetics Instruments ezAFM cihazi ile Cizelge 2.9.’da

goriilen parametreler kullanilarak goriintiilenmistir.

Cizelge 2.9. ezAFM goriintii parametreleri
= =

Coziiniirlik(px1) 256x256

Yazilim ezAFM3.23

Cantilever PPP-NCLR

Serbest titresim genligi 2 Virms

Titresim genligi 1 Vrus

Mikroskop ezAFM

2.2.4.5. Miktar Tayini

Etkin madde icerigini tespit etmek amaci ile 10 mg nanopartikiil 5 ml diklorometan
icerisinde ¢Ozlinmiistir. Bu cozeltiye 5 ml distile su ilave edilmistir ve oda
sicakliginda 6 saat boyunca manyetik karistiricida karnistirilmistir (Jeong ve ark.,
2008). Bu siire sonunda kalan su faz1 0,45 pum filtreden siiziildiikkten sonra UV

spektrofotometresinde 270 nm’de absorbansi dl¢iilmiistiir.

2.2.4.6. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Bolim 2.2.4.5°de anlatilan miktar tayini metotuna gore dl¢iim yapilmis ve asagidaki

formiile gore enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir.
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% Enkapsiilasyon etkinligi = (A /B ) x 100 (Denklem 2.3)

A: Nanopartikiillere yiiklenen siprofloksasin hidrokloriir miktar1 (mg)

B: Teorik siprofloksasin hidrokloriir miktar1 (mg)

2.2.4.7. Uriin Verimi Tayini

Uriin verimi, iiretim tamamlandiktan sonra elde edilen nanopartikiil miktarinin
tiretim sirasinda kullanilan toplam katt madde miktarina oranlanmasi ile hesaplanmis

ve ylizde olarak ifade edilmistir.

2.2.4.8. Zeta Potansiyel Olciimii

Nanopartikiillerin ylizey yiiklerindeki degisimi belirlemek icin zeta potansiyel
Olctimii yapilmistir. Calismalarda iiretilen farkli nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta

potansiyeli Malvern Zetasizer NanoZS cihazi kullanilarak ol¢iilmiistiir.

2.2.4.9. Coziinme Hiz1 Deneyi

Coziinme hizi tayininde statik yontem kullanilmistir. Deneylerde ¢oziinme hizi

ortami olarak % 0,05 (a/h) Tween 80 igceren pH 7,4 fosfat tamponu kullanilmigtir.

Hassas olarak tartilan nanopartikiiller 500 pl distile suda siispande edildikten sonra
membranlara aktarilmis ve membranlarin iki tarafi baglanmistir. Membranlar
kavanozlara yerlestirildikten sonra iizerlerine 20 ml % 0,05 (a/h) Tween 80 iceren pH
7,4 fosfat tamponu eklenmistir. Kavanozlar sicakligi 37 + 0,5 °C’e ve hiz1 100 rpm’e
ayarlanmis olan calkalayicili su banyosuna yerlestirilmistir. Belirli zaman
araliklarinda kavanozlardan 2 ml numune cekilmis ve yerine taze tampon
eklenmistir. Alinan 6rnekler 0,45 pm filtreden siiziilerek ependorf tiiplere alinmis ve
270 nm’de absorbanslart Ol¢iilmiistiir. Absorbans verilerinden ¢ikan madde

miktarlar1 hesaplanarak ¢éziinme hizi grafikleri hazirlanmistir.
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2.2.4.10. Inhalasyon Icin Nanokompozit Mikropartikiiler Kuru Toz

Karisimlarinin Hazirlanmasi

Secilen nanopartikiil formiilasyonu tasiyici olarak kullanilan mannitol (Pearlitol 50
C) ile 1:5 (a/a) ve 1:10 (a/a) nanopartikiil:Pearlitol 50 C oranlarinda karistirilmasi ile
inhalasyon i¢in kuru toz karigimlari hazirlanmistir. Nanopartikiil {iretimi sirasinda
santrifiij asamasindan liyofilizasyon asamasina gecilirken, nanopartikiiller distile su
yerine 1:5 (a/a) ve 1:10 (a/a) nanopartikiil:Pearlitol 50 C konsantrasyondaki mannitol

cozeltileri ile alinarak liyofilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.10. Nanokompozit mikropartikiil formiilasyonu bilesimi

NMK1 F30 1:5
NMK?2 F30 1:10

2.2.4.11. Nanokompozit Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.2.4.11.1. Sikistirilmus Dansite Tayini

Kuru toz inhalasyon formiilasyonlari i¢in secilen nanopartikiillerin Pearlitol 50 C ile
1:5 ve 1:10 (a/a) oraninda hazirlanan karisimlarinda sikistirilmis dansite dlgiimleri
USP 30’a gore yapilmustir (2007). Agirlign onceden tespit edilen (100 mg)
nanopartikiiller 0,05 ml duyarliliktaki 5 mI’lik pipete aktarilmis ve daha sonra hacim
degismeyinceye kadar vurus islemi uygulanmistir. Ornek agirligimin (g) vurus
sonrast okunan hacme (ml) boliinmesiyle nanopartikiillerin sikistirllmis dansitesi (p)

hesaplanmugtir.

Agirlik (g)
Sikistirilmis hacim (V)

Sikistirilmis dansite (p) = (Denklem 2.4)



62

2.2.4.12. Teorik Kiitlesel Ortalama Aerodinamik Cap (KOACt) Tayini

KOACt tayini i¢in 1,00; 0,50; 0,25 ve 0,125 um gozenek capina sahip elekler iceren
mikroelek takimu ile elek analizi yapilmistir. Oncelikle her bir elek tartilip agirliklar:
(g) kaydedilmistir. Elekler en biiyilk gozenek capina sahip elek en iistte, en kiiciik
gozenek capina sahip elek en altta olacak sekilde iist iiste dizilmistir. Daha sonra
belirli miktarda tartilan Ornekler en iistteki elege konulmus ve belirli bir titresim
uygulanarak islem gerceklestirilmistir. Elek {iistiinde kalan miktarlar her bir elegin
tekrar tartilmasiyla hesaplanmistir. % elek iistii miktar ve % yigilmali miktarlar
hesaplanarak 3 adet grafik olusturulmustur. Partikiillerin caplarina gore yiizde
dagilimlarin1 gosteren siitun grafigi icin X eksenine elek gozenek caplari, y eksene %
elek tistii miktar girilmistir. Yigilmali partikiil dagilim egrisi i¢in x eksenine gbzenek
caplar1 aritmetik ortalamasi, y eksenine ise % yigilmali miktarlar girilmistir. Bu
grafikte %350 yigilmali degere karsilik gelen partikiil capint dmedyan’dir. Geometrik
ortalama c¢ap1 hesaplamak i¢in ise % yigilmali miktar olasilik skalasinda, partikiil
caplar1 logaritmik skalada olacak sekilde bir grafik cizilmistir. Bu grafikten

geometrik ortalama cap ve standart sapma hesaplanmistir.

Geometrik ortalama c¢ap hesaplandiktan sonra asagida belirtilen denklem ile

aerodinamik ¢ap hesaplanmustir.

Aerodinamik ¢cap = (Denklem 2.5)

d
Vp/p0OX

d: Geometrik ortalama ¢ap

p= Sikistirilmis dansite

po= Referans dansite (1 g/ml)

X: Dinamik sekil faktorii (Kiiresel sekilli partikiiller icin, 1 olarak belirlenmistir.)
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2.2.4.13. Nanokompozit Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin

incelenmesi

Boliim 2.2.4.10°da antilan sekilde hazirlanan NMK1 ve NMK2 kodlu nanokompozit
mikropartikiil formiilasyonlarinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in optik
mikroskop kullanilarak fotograflart ¢ekilmistir. Mikroskop ile yapilan incelemelerde,
mikropartikiiller lam {izerinde distile su ile disperse edilmis ve dijital ortamda

fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.4.14. Antimikrobiyal Etkinlik Testi

Formiilasyonlarin antimikrobiyal etkinligini belirlemek amaciyla agar difiizyon testi
yapilmistir (Basaran ve Bozkir, 2012). Siprofloksasinin distile suda 100 pg/ml
konsantrasyondaki standart cozeltisi hazirlanmistir. F30 kodlu nanopartikiil
formiilasyonu, 6 ay boyunca 25°C’de desikator icerisinde muhafaza edilen F30 kodlu
nanopartikiil formiilasyonu ve NMKI1 kodlu nanokompozit mikropartikiil
formiilasyonu, ayni konsantrasyonda siprofloksasin hidrokloriir icerecek sekilde
distile su ile seyreltilmistir. Cozeltiler petrilerdeki test organizmalarinin
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) ekili bulundugu
steril agar besiyeri ortamina ¢ukurlar acilarak uygulanmistir. Petriler 37°C’de 16-20

saat inkiibe edilmis ve inhibisyon caplar1 6l¢iilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Madde Ozelliklerinin Belirlenmesine Dair Bulgular

3.1.1. Etkin Maddenin FTIR Spektrumuna Ait Bulgular

Siprofloksasin hidrokloriir’tin FTIR spektrumu Boliim 2.2.1.1. de ifade edildigi iizere

elde edilmistir ve fonksiyonel gruplarin absorbsiyon bantlar1 Sekil 3.1°de

gosterilmektedir.
Wavelength
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Sekil 3. 1. a) Siprofloksasin hidrokloriir’tin FTIR spektrumu (Clarke’s Analysis of Drugs and

Posions 4th Edition, 2009)

b) Siprofloksasin hidrokloriir’iin calismamizda elde edilen FTIR spektrumu
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Sekil 3.1. Devami.

3.1.2. Etkin Maddenin DSC Analizine Dair Bulgular

Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) analizi Boliim 2.2.1.2°de anlatildig1 sekilde
yapilmis ve Sekil 3.2.b’deki termogram elde edilmistir.

3varc

Heat Flow (Wig)
't

- 140.40°C
> g0 100 1) 200
LS

2%0 300 ko 4%

Sekil 3.2. a) Siprofloksasin hidrokloriir referans DSC termogrami (Basaran ve Bozkir, 2012)
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Sekil 3.2. Devami. b) Calismamizda elde edilen Siprofloksasin hidrokloriir’iin DSC
termogrami.

3.1.3. Etkin Maddenin UV Spektrumuna Dair Bulgular

Siprofloksasin hidrokloriir’iin UV spektrumu Bolim 2.2.1.3’de anlatildig1 sekilde
distile suda ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponunda alinmis ve
maksimum pik noktast 270 nm’de gozlenmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 3.3 ve

Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su icindeki UV spektrumu
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Sekil 3.4. Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponu

icindeki UV spektrumu

3.1.4. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontemiyle Kalibrasyonuna Ait
Bulgular

Bolim 2.2.1.4°de aciklanan sekilde yapilarak distile su ve %0,05 Tween 80 iceren
pH 7.4 fosfat tamponundaki kalibrasyon grafikleri ve denklemleri bulunmustur

(Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Bu dogrulara ait parametreler ise Cizelge 3.1°de verilmistir.

1,000 -
0,900 - y =104,08x - 0,0294
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

Absorbans

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.5. Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki UV kalibrasyon grafigi.
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0.8 1 y = 83,139x + 0,0022
0,7 - R2=1
0,6 -
20,5 -
2
§ 0,4 -
2
< 0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Konsantrasyon (mg/ml)
Sekil 3.6. Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponu
icindeki UV kalibrasyon grafigi.
Cizelge 3.1. Siprofloksasin hidrokloriir’iin UV kalibrasyon dogrularina ait parametreler.
Distile su y =104,08x - 0,0294 0,9997
%0,05 Tween 80 iceren pH y = 83,139x - 0,0022 1,0000
7,4 fosfat tamponu

3.1.5. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontemiyle Kalibrasyonunun
Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.5.1. Dogrusallik ve Araligi

Etkin maddenin devamli okunabilecegi minimum ve maksimum konsantrasyonlari
arasinda 8 nokta secilmis, distile su icinde 10 mg/100 mL konsantrasyonda
hazirlanan ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponu i¢inde 10 mg/100 mL
konsantrasyonda hazirlanan etkin maddenin stok cozeltilerinden hareketle birbirinin
katlar1 seklinde secilen noktalara seyreltmeler yapilarak her bir ortam icin bir seri
farkli konsantrasyonda ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin absorbans degerleri

270 nm dalga boyunda okunmustur. Bu verilerden hesaplanmis dogrusallik ve
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dogrusallik araligina ait dogrular Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de bu dogrulara ait

parametreler ise Cizelge 3.2°de verilmistir.

Linear Regression

””” 86% Confidence Interval
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Sekil 3.7. Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki dogrusallik grafigi
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Sekil 3.8. Siprofloksasin hidrokloriir’tin %0,05 Tween 80 igeren pH 7,4 fosfat tamponundaki

dogrusallik grafigi
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Cizelge 3.2. Siprofloksasin hidrokloriir’tin distile su ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponu icerisindeki dogrusallik parametreleri

Egim 104,63 82,190
Egimin standart hatasi 0,9721 1,9070
Giiven aralig1 (%95) 102,25—107,01 77,525—86,856
Korelasyon katsayisi (r) 0,9997 0,9984
Regresyon katsayist (1°) 0,9995 0,9968
Kesisim (n) -0,0336 0,00520
Kesisimin standart hatasi 0,0058 0,0114
Kesisimin giiven aralig1 (%95) -0,0478—-0,0194 -0,0226—0,0330
Regresyon dogrusundan 0,0063 0,0124
sapmanin standart hatasi (Sy.x)

Lineer = regresyon  kareler 0,4598 0,2837
toplami1

Dogrusalliktan sapmalarin 0,0002 0,0009
kareler toplami

Artik kareler toplami 0,4600 0,2846

3.1.5.2. Dogruluk ve Geri Elde

Dogruluk testi i¢in siprofloksasin hidrokloriir’iin distile suda ve %0,05 Tween 80
iceren pH 7,4 fosfat tamponunda, ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan ve altigar kez

okunan numunelerin hesaplanan ve bulunan konsantrasyon, % geri elde degerleri ve
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% geri elde degerlerinin ortalama, standart sapma SS ve bagil standart sapma BSS

degerleri Cizelge 3.3 ve 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki dogruluk ve geri elde bulgularr.
Pratik % Geri Elde | Pratik % Geri Elde | Pratik % Geri
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon | Elde
2,098 104,92 5,067 101,35 8,027 100,33
2,098 104,92 5,067 101,35 8,036 100,46
2,098 104,92 5,067 101,35 8,036 100,46
2,108 105,40 5,077 101,54 8,055 100,69
2,098 104,92 5,077 101,54 8,046 100,57
2,098 104,92 5,067 101,35 8,046 100,57
Ortalama 104,90 Ortalama 101,41 Ortalama 100,51
% Geri Elde % Geri Elde % Geri Elde
Standart 0,19 Standart 0,09 Standart 0,13
Sapma Sapma Sapma
Bagil Standart | 0,18 Bagil Standart | 0,09 Bagil Standart | 0,13
Sapma Sapma Sapma

Cizelge 3.4. Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 tamponundaki

dogruluk ve geri elde bulgulari.

Pratik % Geri Elde | Pratik % Geri Elde | Pratik % Geri
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon | Elde

2,066 103,32 4,989 99,79 8,032 100,40
2,066 103,32 5,013 100,27 8,032 100,40
2,078 103,92 5,013 100,27 8,044 100,55
2,066 103,32 5,013 100,27 8,044 100,55
2,078 103,92 5,025 100,51 8,044 100,55
2,078 103,92 5,037 100,75 8,044 100,55
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Cizelge 3.4. Devamu

Ortalama 103,62 Ortalama 100,31 Ortalama 100,50
% Geri Elde % Geri Elde % Geri Elde

Standart 0,33 Standart 0,32 Standart 0,08
Sapma Sapma Sapma

Bagil Standart | 0,32 Bagil Standart | 0,32 Bagil Standart | 0,08
Sapma Sapma Sapma

3.1.5.3. Kesinlik

3.1.5.3.1. Tekrarlanabilirlik

3 farkli konsantrasyonda 6 kez yapilan Olgiimlere ait ortalama, standart sapma ve

bagil standart sapma degerleri hesaplanmustir.

Cizelge 3.5.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki tekrarlanabilirlik bulgulari.

Absorbans | Konsantrasyon | Absorbans Konsantrasyon | Absorbans Konsantrasyon
0,189 2,098 0,498 5,067 0,807 8,036
0,188 2,089 0,499 5,077 0,808 8,046
0,188 2,089 0,501 5,096 0,806 8,027
0,188 2,089 0,497 5,058 0,806 8,027
0,189 2,099 0,499 5,078 0,809 8,055
0,189 2,099 0,498 5,067 0,806 8,027
Ortalama | 2,094 Ortalama 5,074 Ortalama 8,036
Standart | 5,26x10° Standart 1,31x10” Standart 1,21x107
Sapma Sapma Sapma

Bagil 0,25 Bagil 0,26 Bagil 0,15
Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma




Cizelge 3.6.
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Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 tamponundaki
tekrarlanabilirlik bulgulari.

Absorbans | Konsantrasyon | Absorbans Konsantrasyon | Absorbans Konsantrasyon
0,175 2,079 0,416 4,977 0,668 8,008
0,175 2,079 0,417 4,989 0,668 8,008
0,175 2,079 0,417 4,989 0,668 8,008
0,175 2,079 0,416 4,977 0,668 8,008
0,175 2,079 0,416 4,977 0,668 8,008
0,174 2,067 0,415 4,965 0,668 8,008
Ortalama | 2,0769 Ortalama 4,979 Ortalama 8,008
+Standart | 4,91x10° +Standart 9,05%10° +Standart 1,90x10™"*
Sapma Sapma Sapma

Bagil 0,24 Bagil 0,18 Bagil 2,37x10™
Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

3.1.5.3.2. Ara Kesinlik

Iki farkl1 giinde, aym konsantrasyonda 6 kez yapilan dlgiimlere ait ortalama, standart

sapma ve bagil sapma degerleri degerlendirilmistir.

Cizelge 3.7.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki ara kesinlik bulgulari.

1.Giin 2.Giin 1.Giin 2.Giin 1.Giin 2.Giin
1.0l¢iim 2,089 2,069
5,067 5,173 8,046 8,094
2.0l¢iim 2,098 2,069 5,067 5,173 8,055 8,094
3.0l¢iim 2,079 2,079 5,067 5,173 8,046 8,103
4.0lciim 2,079 2,079 5,077 5,163 8,036 8,094
5.0l¢iim 2,079 2,079 5,067 5,163 8,046 8,084
6.0l¢iim 2,079 2,076 5,077 5,163 8,027 8,075
Ortalama | 2,069 2,077
5,07 5,168 8,043 8,091
+Standart
Sapma
8,04x10° | 4,97x10° | 496x10° 526x10° | 9,92x10° | 9,92x10°
Bagil
Standart
Sapma
0,39 0,24 0,09 0,10 0,12 0,12
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Cizelge 3.8. Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 tamponundaki ara
kesinlik bulgulari.

1.Giin 2.Giin 1.Giin 2.Giin 1.Giin 2.Giin
1.0lgim | 2,103 2,042 5,073 5,061 8,020 8,032
2.0l¢im | 2,103 2,018 5,061 5,061 8,020 8,044
3.0l¢im | 2,103 2,030 5,025 5,073 8,020 8,044
4.0lgim | 2,103 2,042 5,037 5,073 8,008 8,032
5.0lcim | 2,103 2,030 5,061 5,061 8,020 8,056
6.0lcim | 2,103 2,042 5,049 5,073 8,032 8,044
Ortalama | 2,103 2,034 5,051 5,067 8,020 8,042
+Standart | 0,00 9,82x10° 1,77x10° 6,59%x10° 7,61x10° 9,05%10°
Sapma
Bagil 0,00 0,48 0,35 0,13 0,095 0,11
Standart
Sapma

3.1.5.4 Teshis ve Tayin Siirlar

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yonteminin teshis ve tayin sinirlart Boliim 2.2.1.5.4°de
belirtildigi gibi belirlenmistir. Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10’da teshis ve tayin sinirlart

yer almaktadir.

Cizelge 3.9. Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile sudaki miktar tayininin teshis ve tayin sinirlari

1,5500%10° 4,6900x10

Cizelge 3.10.  Siprofloksasin hidrokloriir’iin %0,05 Tween 80 igceren pH 7,4 fosfat tamponundaki
miktar tayininin teshis ve tayin sinirlari

7,9516x10° 2,4096x10°

3.1.5.5. Secicilik
Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yonteminin bu madde icin seciciligi Bolim 2.2.1.5.5.

’de anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Siprofloksasin hidrokloriir icermeyen, bos
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nanopartikiillerin distile sudaki spektrumu Sekil 3.9°da, %0,05 a/h Tween 80 iceren
pH 7.4 fosfat tamponundaki spektrumu ise Sekil 3.10’da verilmistir.

20
1.5 1
o
]
£
@
£ 1.0 1
=]
0
2
0.5 -
0.0
Wavelength (nm)
Sekil 3.9. Bos nanopartikiillerin distile sudaki spektrumu.
20 1
1.5 1
o]
5]
5
€ 10
7]
2
0.5 1
0.0 1
200 250 300 350
Wavelength (nm)
Sekil 3.10. Bos nanopartikiillerin %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat tamponundaki

spektrumu.
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3.2. Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.2.1. Nanopartikiillerde Etkin Madde-Polimer Etkilesimi Tayini

3.2.1.1. FTIR Spektrumlar

Nanopartikiillerde etkin madde-polimer etkilesimini incelemek i¢in Bolim
2.2.4.1.°de anlatilan yontemle FTIR analizi yapilmistir. Polimere (PCL) ve

hazirlanan nanopartikiil formiilasyonuna (F30) ait FTIR spektrumlar1 Sekil 3.11 ve
Sekil 3.12’de verilmistir.

Sekil 3.11. PCL’a ait FTIR spektrumu.
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Sekil 3.12. Nanopartikiile ait FTIR spektrumu.

3.2.1.2. DSC Termogramlari

Nanopartikiillerde etkin madde-polimer etkilesimini incelemek i¢in Bolim
2.2.4.2.°de anlatilan yontemle DSC analizi yapilmistir. Polimere (PCL) ve hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonuna (F30) ait DSC termogramlar1 Sekil 3.13 ve Sekil

3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.13. PCL’a ait DSC termogramu.
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Sekil 3.14. F30 kodlu formiile ait DSC termogram

3.2.2. Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Boliim 2.2.4.3 *de anlatildig1 sekilde nanopartikiillerin geometrik ortalama caplari ve
polidispersite indeksleri saptanmustir. On formiilasyon calismalar1 ve iiretilen

nanopartikiillerden elde edilen veriler Cizelge 3.11-3.26’da gosterilmektedir.



Cizelge 3.11. OF4 ve OF5 kodlu formiillere ait partikiil biiyiikleri

OF4 Homojenizator 1931,00+1338,64

OF5 Sonikator 250,93+15,25

Cizelge 3.12.  OF8 ve OF9 kodlu formiillere ait partikiil biiyiikleri

OF8 yok 1381+200,63

OF9 var 441,92428.,09

Cizelge 3.13.  Cesitli PVA konsantrasyonlari ile iiretilmis formiillere ait partikiil buiyiikliikleri

OF10 %1 262,42+8,58

OF11 %2 209,88+3,09

Cizelge 3.14.  Farkli molekiil agirlhigindaki PV A konsantrasyonlart ile ¢calisilan formiillere ait
partikiil biyiikliikleri (n=6)

OF13 14000 212,2342.78

OF14 30000-70000 1043+21,65

Cizelge 3.15.  Cesitli kriyoprotektan maddeler kullanilarak liyofilize edilen formiillere ait partikiil
biyiikliikleri

OF15 Glukoz Yapigkan ve biiyiik partikiillii oldugu i¢in
partikiil bityiikliigiine bakilamadi.

OF16 Sorbitol Yapigkan ve biiyiik partikiillii oldugu i¢in
partikiil bityiikliigiine bakilamadi.

OF17 Mannitol 323,06+9,19

OF18 PEG 2000 Yapigkan ve biiylik partikiillii oldugu i¢in

partikiil bitytikliigiine bakilamadi.




Cizelge 3.16.  Etkin maddenin i¢ su fazinda c¢ozildugi ve kati toz olarak eklendigi
nanopartikiillerde partikiil biiyiikliigii verileri (n=6)

F1 %1 a/h PVA ¢oz 262,23+7,52 0,23+0,02
F2 -—- 200,98+1,45 0,13+0,02
----: I¢ faz yok.

Cizelge 3.17.  Farkli siprofloksasin hidrokloriir miktarlariyla hazirlanan formiilasyonlarda
partikiil buiytikliigii verileri (n=6)

F2 5 mg 200,98+1,45 0,13+0,02
F3 10 mg 228,77+2,81 0,17+0,04
F4 20 mg 202,10+1,55 0,09+0,06

Cizelge 3.18.  Dis faza yapilan eklemeler sonucu elde edilen nanopartikiillerin partikiil bitytiklugii
verileri (n=6)

F3 -—- 228,77+2,81 0,17+0,04
F5 100 ml %0,5 PVA ¢oz. 218,95+9,12 0,22+0,06
F6 0,4 ml DCM 225,75+1,78 0,09+0,02

---: ekleme yapilmamustir.

Cizelge 3.19.  Dis fazin pH’s1 degistirilerek iiretilen edilen nanopartikiillerin partikiil bitytiklugii
verileri (n=6)

F3 %?2 a/h PVA sulu 228,77+2,81 0,17+0,04
¢ozeltisi
F7 %2 a7h PVA iceren 206,77£1,61 0,16+0,01
pH 4,5 tamponu
F8 %?2 a/h PVA iceren pH 194,62+0,91 0,15+0,02
7,4 tamponu
F9 %?2 a/h PVA iceren pH 200,42+1,76 0,08+0,01
9 tamponu




Cizelge 3.20.  Farkli organik ¢oziiciiler ile hazirlanan formiilasyonlarda partikiil
buyiikliigii verileri (n=6)

F3 DCM 228,77+2,81 0,17+0,04
F10 DCM:AC 143,92+0,71 0,08+0,02
F11 DCM:EA 195,65+45,33 0,18+0,05
F12 AC 269,50+2,02 0,21+0,01

Cizelge 3.21.  Degisik PCL miktarlar1 kullanilarak iiretilen formiillerde partikiil buiyiikliigii verileri
(n=6)

F3 100 mg 228,77+2,81 0,17+0,04
F13 150 mg 235,23+10,40 0,25+0,01
F14 200 mg 212,47+1,69 0,09+0,01
F15 300 mg 263,68+2,25 0,22+0,02

Cizelge 3.22.  Degisik PEG 4000 miktarlar1 kullanilarak tiretilen formiillerde partikiil biiytiklugii
verileri (n=6)

F16 - 223,42+1,21 0,09+0,02
F14 10 mg 212,47+1,69 0,09+0,01
F17 20 mg 220,82+2,15 0,12+0,02
F18 40 mg 214,18+1,38 0,13+0,03

Cizelge 3.23.  50:50 laktik asit:glikolik asit oranina sahip farkli molekiil agirligindaki PLGA’lar ile
PCL (1:1) kullanilarak yapilan formiillere ait partikiil bitytikliigii verileri (n=6)

F21 50:50 205,75+2,27 0,07+0,01
PLGA(MA. 40000-
75000):PCL(1:1)

F23 50:50 PLGA (MA 205,83+1,36 0,13+0,03
24000-38000):PCL
(1:1)




Cizelge 3.24.

Degisik polimer ve polimer karisimlari kullanilarak iiretilen formiillerde partikiil
buyiikliigii verileri (n=6)

F19 PCL (MA. 70000- 197,87+1,69 0,21+0,02
90000)
F20 PCL (MA. 181,90+1,97 0,10+0,01
14000):PCL(MA.
70000) (1:1)
F22 75:25 213,30+2,69 0,09+0,01
PLGA(MA. 66000-
107000):PCL(1:1)
F24 PLA:PCL 274,10+£22,66 0,22+0,01
(1:1)
F25 PCL:Eudragit (1:1) 217,40+£3,07 0,29+0,01
Cizelge 3.25. Dis fazina degisik konsantrasyonlarda kitozan eklenerek iiretilen formiillerde

partikiil buiytikliigii verileri (n=6)

F28 %0,5 (a/h) 266,13£1,62 0,22+0,01
F29 %1,0 (a/h) 384,1+4,14 0,24+0,00
F30 %?2,0 (a/h) 489,00+7,32 0,2240,03
F31 %4.,0 (a/h) - ---
---: Nanopartikiil olusmadi.
Cizelge 3.26.  Diger yapilan degisik modifikasyonlar ile hazirlanan nanopartikiillerde partikiil

biiyiikliigii verileri (n=6)

F26 --- %?2 a/h PCL:Lesitin 298,00+4,51 0,24+0,01
PVA ¢oz. (200 mg:20
mg)
F27 --- %?2 a/h %2 PVA 190,5 +0,23 3,53+0,01
PVA ¢6z. | ¢0z.+%4 NaCl
F32 %1 a/h Tween %1 a/h | Lesitin (6 mg) - -
80 Tween +Gliseril
80 (10 tripalmitat (34
ml) mg) + PCL(
100 mg)
F33 %1 a/h Tween %1 a/h Lesitin (6 mg) - -
80 Pluronik +Gliseril
F127 tripalmitat (34
(10ml) mg) + PCL(
100 mg)
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Cizelge 3.26.  Devamu.

F34 %1 a/h Tween %1 a/h Lesitin (6 mg) --- -—-
80 Pluronik +Gliseril
F127 tripalmitat (34
(40ml) mg) + PCL(

100 mg)
F35 %5 a/h Tween %1 a/h Lesitin (6 mg) 132,60+2,09 0,29+0,03
80 Pluronik +Gliseril

F127 tripalmitat (34
(10ml) mg) + PCL(

100 mg)
F36 %5 a/h Tween %1 a/h Lesitin (6 mg) 221,80+5,38 0,31+0,02
80 Pluronik +Gliseril

F127 tripalmitat (34
(10ml) mg) + PCL(
200 mg)

F37 %1PVA+ %2 ah | PCL:200 mg 2433621 0,24+0,01
SDS PVA ¢oz.

---: Nanopartikiil olusmadi.

3.23. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) ile Nanopartikiillerin
Goriintiilenmesi

Partikiil biiyiikliigi ve enkapsiilasyon etkinligi goz Oniinde bulundurularak secilen

F30 kodlu formiil i¢in, Bolim 2.2.4.4.°de anlatilan sekilde AFM ile goriintiileme

yapilmustir. Elde edilen goriintiiler Sekil 3.15-3.18’de verilmistir.

Sekil 3.15. 5x5 um tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait topografi ve faz goriintiileri
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KESIT ANALIZi
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Sekil 3.16. 5x5 pum tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait kesit analizi

1x1 pm tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait topografi ve faz gortintiileri

Sekil 3.17.



85

KESIT ANALIZI

A
a0 N eaE \
| : jll \-f,\ /J | J \ \
J\ A
T [ [
E i /’ / V /
N : \ A
wo\ \
10} v l|
0 ; TR FRR T ) T SO I N I - g,
0 100 200 300 400 500 600 700 800
X[nm]
Sekil 3.18. 1x1 pm tarama alanindaki F30 kodlu formiile ait kesit analizi

3.2.4. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda Boliim 2.2.4.5°de anlatildig1 sekilde miktar tayini
yapildiktan sonra Bolim 2.2.4.6’da anlatildig1 sekilde enkapsiilasyon etkinlikleri
hesaplanmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.27-3.37°de bulunmaktadir.

Cizelge 3.27.  Etkin maddenin i¢ su fazinda c¢ozildugi ve kati toz olarak eklendigi
nanopartikiillerde enkapsiilasyon etkinligi (n=3)

F1 %1 a/h PVA ¢oz 1,61+0,67
F2 - 1,05£0,01

- I¢ faz yok.



Cizelge 3.28.  Farkli siprofloksasin hidrokloriir miktarlariyla hazirlanan formiilasyonlarda
enkapsiilasyon etkinligi (n=3)

2 5 mg 1,05+0,01
F3 10 mg 2,87+0,01
F4 20 mg 1,46+0,05

Cizelge 3.29.  Dis faza yapilan eklemeler sonucu elde edilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinligi (n=3)

F3 - 2,87+0,01
F5 100 ml %0,5 a/h PVA ¢oz. 1,46+0,05
Fo6 0,4 ml DCM 1,83+0,04

---: ekleme yapilmamustir.

Cizelge 3.30. Dis fazin pH’st degistirilerek {iiretilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi
(n=3)

F3 %?2 a/h PVA sulu ¢ozeltisi 2,87+0,01

F7 %?2 a/h PVA igeren pH 4,5 3,540,25
tamponu

F8 %?2 a/h PVA igeren pH 7,4 1,31+0,10
tamponu

F9 %?2 a/h PVA igeren pH 9 3,32+0,01
tamponu

Cizelge 3.31.  Farkli organik c¢oziiciiler ile hazirlanan formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinligi
(n=3)

F3 DCM 2,87+0,01
F10 DCM:AC 3,44+005
F11 DCM:EA 3,39+0,11

F12 AC 1,10£0,01




Cizelge 3.32.  Degisik PCL miktarlar1 kullanilarak iiretilen formiillerde enkapsiilasyon etkinligi
verileri (n=3)

F3 100 mg 2,87+0,01
F13 150 mg 2,68+0,01
F14 200 mg 2,9540,01
F15 300 mg 2,5+0,00

Cizelge 3.33.  Degisik PEG 4000 miktarlar1 kullanilarak iiretilen formiillerde enkapsiilasyon
etkinligi verileri (n=3)

F16 - 1,72+0,01

F14 10 mg 2,95+0,01

F17 20 mg 3,18+0,00

F18 40 mg 4,97+0,16
---: PEG 4000 kullanilmamus.

Cizelge 3.34.  50:50 laktik asit:glikolik asit oranina sahip farkli molekiil agirligindaki PLGA’lar ile
PCL (1:1) kullanilarak yapilan formiillerde enkapsiilasyon etkinligi verileri (n=3)

F21 50:50
PLGA(MA. 40000-
75000):PCL(1:1) 5,35+0,01
F23 50:50 PLGA (MA 24000- 6712002

38000):PCL (1:1)

Cizelge 3.35.  Degisik polimer ve polimer karisgtmlart kullanilarak dretilen formiillerde
enkapsiilasyon etkinligi verileri (n=3)

F14 PCL (MA. 14000) 2,95+0,01
F19 PCL (MA. 70000-90000) 2,59+0,01
F20 PCL (MA. 14000):PCL(MA. 70000) (1:1) 1,63+0,01
F22 75:25
PLGAMA. 66000-107000):PCL(1:1) 3,8420,01
F24 PLA:PCL
(1:1) 1,95+0,03
F25 PCL:Eudrogit (1:1) 1,66+0,01
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Cizelge 3.36.  Dis fazina degisik konsantrasyonlarda kitozan eklenerek iiretilen formiillerde
enkapsiilasyon etkinligi verileri (n=3)

F28 %0,5 (a/h) 2,02+0,02
F29 %1,0 (a/h) 8,02+0,02
F30 %?2,0 (a/h) 8,26+0,02
F31 %4,0 (a/h) ---

---: Nanopartikiil olusmadi.

Cizelge 3.37.  Diger yapilan degisik modifikasyonlar ile hazirlanan nanopartikiillerde
enkapsiilasyon etkinligi verileri (n=3)

F26 - %2 a/h PVA PCL:Lesitin (200 4,20+0,01
¢0z. mg:20 mg)
F27 - %2 a/h PVA %2 PV A ¢6z.+%4 1,40£0,04
¢0z. NaCl
F32 %1 a/h %1 a/h Tween Lesitin (6 mg) —
Tween 80 80 (10 ml) +Gliseril tripalmitat
(34 mg) + PCL( 100
mg)
F33 %1 a/h %1 a/h Pluronik Lesitin (6 mg) -
Tween 80 F127 (10ml) +Gliseril tripalmitat
(34 mg) + PCL( 100
mg)
F34 %1 a/h %1 a/h Pluronik Lesitin (6 mg) —
Tween 80 F127 (40ml) +Gliseril tripalmitat
(34 mg) + PCL( 100
mg)
F35 %5 a/h %1 a/h Pluronik Lesitin (6 mg) 4,81+0,01
Tween 80 F127 (10ml) +Gliseril tripalmitat
(34 mg) + PCL( 100
mg)
F36 %5 a/h %1 a/h Pluronik Lesitin (6 mg) 4,76x0,01
Tween 80 F127 (10ml) +Gliseril tripalmitat
(34 mg) + PCL( 200
mg)
F37 %1PVA+ %2 a/h PVA PCL: 200 mg 2,62+0,00
SDS ¢oz.

---: Nanopartikiil olusmadi.
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3.2.5. Uriin Verimi Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda Bolim 2.2.4.7.°de anlatildig1 gibi iirlin verimi

tespiti yapilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 3.38’de yer almaktadir.

Cizelge 3.38. Hazirlanan nanopartikiillerde iiriin verimi verileri
[ Fomikedw ]  UdVewwl ]
Fl1 60,32
F2 67,22
F3 65,86
F4 73,93
F5 47,09
F6 77,86
F7 65,54
F8 58,95
F9 59,73
F10 23,65
Fl1 31,81
F12 71,96
F13 70,89
Fl14 71,90
F15 84,05
F16 65,63
F17 59,31
F18 54,26
F19 64,47
F20 58,34
F21 65,86
F22 74,69
F23 70,90
F24 71,15
F25 12,89
F26 32,72
F27 56,19
F28 48,55
F29 82,33
F30 74,92
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Cizelge 3.38.  Devamu.

F31
F32
F33
F34
F35 39,20
F36 47,41
F37 58,22

---: Nanopartikiil olusmadi.

3.2.6. Zeta Potansiyel Olciimii

Nanopartikiillerin ylizey yiiklerinin belirlenmesi ic¢in zeta potansiyel oOl¢iimleri
Boliim 2.2.4.8’de anlatildig: gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.39°da ve

yer almaktadir.

Cizelge 3.39.  Hazirlanan nanopartikiillerde zeta potansiyeli 6l¢iim verileri (n=6)

F1 -21,37£1,87
F2 -11,33+1,75
F3 -24,28+1,22
F4 -12,07+£1,56
F5 -20,40+5,48
F6 -22,28+1,97
F7 -1,63+0,37
F8 -11,48+0,66
F9 -5,35+0,46
F10 -2,98+2,26
F11 -4,68+2,43
F12 -17,73+3,28
F13 -12,3+0,65
F14 -14,25+1,79
F15 -20,93+2,05
F16 -22,27+0,9
F17 -14,57+1,58
F18 -22,40£2,09
F19 -20,83+1,42
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Cizelge 3.39.  Devamu.

F20 -20,73+4,75
F21 -16,02+1,02
F22 -19,68+0,84
F23 -16,45+1,39
F24 -14,10+0,80
F25 -3,63+1,35
F26 -4,44+0,91
F27 -4,40+0,62
F28 12,240,93
F29 56,3£2,02
F30 62,00+0,93
F31 -

F32 —

F33 -

F34 —

F35 -21,4+3,35
F36 -16,9+£2,78
F37 -4,85+0,89

---:Nanopartikiil olusmadi.

3.2.7. Coziinme Hiz1 Deneyi

Nanopartikiillerde ¢oziinme hizi deneyleri Boliim 2.2.4.9°da belirtildigi gibi statik
yontem kullanilarak, 37 + 0,5 °C’de %0,05 Tween 80 iceren pH 7.4 fosfat

tamponunda yapilmustir.

Elde edilen ¢6ziinme hiz1 verilerine ait grafikler Sekil 3.19-3.29°da verilmistir.
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Sekil 3.27. F35 kodlu formiiliin salim hiz1 grafigi
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Sekil 3.28. Farkli molekiil agirligina sahip 50:50 PLGA’lar ile PCL (1:1) karisimi igeren
formiillerde PLGA molekiil agirliklarinin nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin
madde salim profilleri iizerine etkisi
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Sekil 3.29. Dis su fazindaki farkl kitozan konsantrasyonlarinin nanopartikiil

formiilasyonlarindan etkin madde salim profilleri {izerine etkisi

3.2.8. Nanokompozit Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

3.2.8.1. Sikistirilmis Dansite Tayini Bulgular

Bolim 2.2.4.10°da anlatildigi sekilde iiretilen nanokompozit mikropartikiil
formiilasyonlarinda Bolim 2.2.4.11.1°de anlatildig1 gibi sikistirilmis dansite tayini
yapilmistir. F30 kodlu formiilasyonun Pearlitol 50 C ile 1:5 ve 1:10 a/a oranlarinda
hazirlanan karisimlar icin tayin edilen sikistirilmig dansite verileri Cizelge 3.40°da

yer almaktadir.

Cizelge 3.40.  Hazirlanan nanokompozit mikropartikiillerde sikigtirilmis dansite verileri (n=3)

NKM1 1:5 0,17+0,00

NKM2 1:10 0,24+0,02
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3.2.9. Teorik Ortalama Aerodinamik Cap (KOACt) Tayinine Ait Bulgular

Uretilen nanokompozit mikropartikiil formiilasyonlarinda Boliim 2.2.4.12°de
anlatildig1 gibi geometrik ortalama cap bulmak amaci ile elek analizi yapilmistir ve
buradan bulunan degerler ile Sekil 3.30-3.35’de gosterilen grafikler cizilmistir. Sekil
3.32°de gosterilen NMK1 kodlu formiil i¢in ¢izilen grafik ve Sekil 3.35’de gosterilen
NMK?2 kodlu formiil icin ¢izilen grafik, Origin Lab 9.1 programi kullanilarak %
yigilmali miktar olasilik skalasinda, partikiil caplar1 logaritmik skalada olacak
sekilde cizilmistir. Bu grafiklerde %50 yigilmali degere karsilik gelen partikiil capi
geometrik ortalama captir. Programdan %50’ye denk gelen partikiil biiyiikligi
NMKI1 kodlu formiil i¢in 0,32 um; NMK?2 kodlu formiil i¢in ise 0,28 um olarak
bulunmustur. Buradan bulunan geometrik ortalama c¢ap degeri denklem 2.5°e
yerlestirilmis ve buradan teorik ortalama aerodinamik cap hesaplanmistir (Cizelge

3.41).

% elek iistii kalan miktarlar
V] [0%) N ()] [@))
S & & & &
1 1 1 1 1

—_
(e}
1

(e}
L

1,00 iistii 1,00-0,5 0,5-0,250 0,25-0,125  0,125-0,00
Elek gozenek cap1 (um)

Sekil 3.30. NKMI1 kodlu formiil i¢in elek iistiinde kalan miktarlar1 gosteren siitun grafigi
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Sekil 3.31. NKM1 kodlu formiile ait y1gilmali dagilim egrisi
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Gozenek capr aritmetik ort.

Sekil 3.32. NKMI1 kodlu formiil i¢in, % yigilmali miktar olasilik skalasinda, partikiil ¢aplari
logaritmik skalada olacak sekilde Origin Lab 9.1 programi kullanilarak c¢izilmis

grafik ve geometrik ortalama cap degeri
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% elek iistii kalan miktarlar
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1,00 uistii 1,00-0,5 0,5-0,250 0,25-0,125  0,125-0,00
Elek gozenek capi (um)

Sekil 3.33. NKM2 kodlu formiil i¢in elek tistiinde kalan miktarlar1 gosteren siitun grafigi

120 -

100 -

40 A

% y1gilmah miktar

20 -

1,25 0,75 0,375 0,1875 0,0625
Gozenek capi aritmetik ort. (um)

Sekil 3.34. NKM2 kodlu formiile ait yigilmalt dagilim egrisi
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Gozenek cap: aritmetik ort.

Sekil 3.35. NKM2 kodlu formill i¢in, % yigilmali miktar olasilik skalasinda, partikiil ¢aplar
logaritmik skalada olacak sekilde Origin Lab 9.1 programi kullanilarak c¢izilmis

grafik ve geometrik ortalama cap degeri

Cizelge 3.41.  Denklem 2.5’e gore hesaplanan KOACt degerleri

NMK1 1:5 0,81
NMK?2 1:10 0,57

3.2.10. Nanokompozit Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Elde edilen nanokompozit mikropartikiil formiilasyonlarinin sekil ve yiizey
ozellikleri Bolim 2.2.4.13’de belirtildigi gibi incelenmistir. Calisilan mikropartikiil
formiilasyonlarina ait mikroskop+foto sistemi ile cekilen fotograflar Sekil 3.36-

3.38’de yer almaktadir.



102

Sekil 3.36. F30 kodlu formiilasyonun mikropartikiil haline gelmesinde kullanilan Pearlitol 50
C’ye ait x40 ile ¢ekilmis mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.37. F30 kodlu formiilasyonun Pearlitol 50 C ile 1:10 a/a oraninda hazirlanan karigimina

ait x40 ile cekilmis mikroskop goriintiisii



Sekil 3.38.

3.2.11. Antimikrobiyal Etkinlik Calismasina Ait Bulgular

v,
»

ait x40 ile cekilmis mikroskop goriintiisii
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F30 kodlu formiilasyonun Pearlitol 50 C ile 1:5 a/a oraninda hazirlanan karigimina

Bolim 2.2.4.14’de anlatilan sekilde yapilan antimikrobiyal etkinlik c¢alismasi

sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 3.42- 3.43’de gosterilmistir.

Cizelge 3.42.

F30 formiile ait baglangi¢ ve 6.ay antimikrobiyal etkinlik testi sonuclari

Inhibisyon

zonu (mm)

Standart

35

100

44

100

30

100

Inhibisyon
zonu F30
baslangic(mm)

23

65,71

38

86,36

28

93,33

Inhibisyon
zonu F30 6.ay
(mm)

30

85,71

40

90,91

30

100
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Cizelge 3.43. F30 kodlu nanopartikil ve NMKI1 kodlu nanokompozit mikropartikiil
formiilasyonlara ait antimikrobiyal etkinlik testi sonuglar1

Inhibisyon 35 100 44 100 30 100

zonu (mm)

Standart

Inhibisyon 23 65,71 38 86,36 28 93,33

zonu
nanopartikiil
(F30) (mm)
Inhibisyon 23 65,71 30 68,18 28 93,33
zonu (NMK1)
(mm)

NMK: Nanokompozit mikropartikiil
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4. TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin Ozellikleri Uzerine incelemeler

Calismamizda etkin madde olarak bir ¢ok akciger enfeksiyonunda -etkinligi
kanitlanmis, florokinolon tiirevi bir antibiyotik olan siprofloksasin hidrokloriir
kullanilmustir. Intraseliiler enfeksiyonlarin tedavisi, makrofaj igerisindeki ilac
konsantrasyonuna baghdir. Akciger enfeksiyonlarinin tedavisindeki en biiyiik gii¢liik
ilacin etkinligi degil, terapotik miktarlarinda olusan yan etkilerdir. Kolloidal bir
tasiyict icindeki antibiyotiklerin intraseliiler hedeflendirmeye olanak sagladigi ve
boylece retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan alindiklar1 goézlenmistir. Bu
nedenle bir ¢ok antibiyotigin lipozom ve polimerik nanopartikiiller ile caligmalari

yapilmistir (Fawaz ve ark., 1998; Arnold ve ark., 2007).

Etkin maddenin 0zelliklerinin belirlenebilmesi icin UV  spektrumlari, FTIR
spektrumu, DSC termogrami saptanmis ve literatiir verileri ile uyumlu olduklar

goriilmiistiir (Sahoo ve ark., 2012; Gummadi ve ark., 2012; Dillen ve ark., 2004).

FTIR analizi sonucu elde edilen spektrum Sekil 3.1.b’de goriilmektedir. 3500-3450
cm’ (-OH grubu), 1750-1700 cm™ (C=0 grubu), 1650-1600cm™ (C=N grubu),
1050-1000 (C-F grubu) cm™’lerde goriilen pikler siprofloksasin hidrokloriire ait
fonksiyonel grup pikleridir (Sahoo ve ark., 2012). Calismamizda elde ettigimiz
siprofloksasin hidrokloriire ait FTIR spektrumunda literatiir ile uyumlu olarak 1700
cm’' civarinda karbonil (C=0) piki, 1624 cm’' civari C=N grubu, 1045 cm’! civan

C-F grubu goriilmektedir.

UV analizleri sonucunda etkin maddenin 6zelliklerinin saptanacagi ve formiillerden
etkin madde ¢ikis1 incelemeleri i¢in kullanilan %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat

tamponu ve miktar tayininin saptanabilmesi i¢in kullanilan distile su ortami i¢inde
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270 nm olarak saptanan A max degerinin literatiir verileriyle uyumlu oldugu
goriilmiistir (Gummadi ve ark., 2012). Dalga boyu saptandiktan sonra etkin
maddenin bu ortamlarda elde edilen kalibrasyon dogrularina ait r* degerlerinin 1’e
yakin ve standart hata degerlerinin diisiik olmasi, okunan absorbanslardan bulunan

konsantrasyon degerlerinin giivenilir sonuclar olacagini gostermistir.

UV analizi ile elde edilen degerler kullanilarak olusturulan kalibrasyon dogrularinin
validasyonu da yapilmistir. Uygulanan yontemin validasyon calismasinin yapilmasi
amaciyla dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik) teshis siniri, tayin
sinir1, dogrusallik ve secicilik parametreleri incelenmistir. Analitik yOntemin
validasyonuna iliskin olarak incelenen parametrelerden, dogrusallik ve aralig1 deneyi
sonucunda her bir ortam icin elde edilen dogrulara ait r* degerlerinin yiiksek,
regresyondan sapmanin standart hatasinin diisiik olusu, elde edilen verilerin

giivenilirligini gostermektedir (Cizelge 3.2).

Bolim 2.2.1.5.2°de anlatildig1 sekilde incelenen analitik yontemin dogruluguna
iliskin sonuclar Cizelge 3.3 ve 3.4’de verilmistir. Etkin maddenin % 0,05 a/h Tween
80 iceren pH 7,4 fosfat tamponu ve distile sudaki hesaplanan BSS degerlerinin %

2’den kiiciik olmas1 yontemin dogrulugunu kanitlamigtir.

Cizelge 3.5-3.8’de kesinlik tayini i¢in hesaplanan ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik
bulgular1 yer almaktadir. Bu veriler de % bagil standart sapmanin %2’den az olmasi

sartina gore yorumlanmis ve iki ortam icin de bu sart saglanmustir.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yontemi i¢in belirlenen teshis ve tayin sinirlar (Cizelge

3.9-3.10) dogrusallik araligini olusturan alt sinirin asagisinda yer almaktadir.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin distile su ve %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat
tamponundaki miktar tayini yonteminin bu madde icin segiciligini belirlemek icin,

etkin madde icermeyen bos nanopartikiillerin bu ortamlardaki spektrumlari alinmistir
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(Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Bos nanopartikiillerin bu ortamlarda absorbansinin
olmamas1 kullanilan miktar tayini yonteminin etkin madde i¢in secgici oldugunu

gostermistir.

Siprofloksasin hidrokloriir’iin DSC termograminda (Sekil 3.2.b) 142 °C’de goriilen
endotermik pik maddenin erime noktasim ifade etmekte olup, bu deger literatiir

bulgulartyla ortiismektedir. (Dillen ve ark., 2004)

4.2.  Nanopartikiil Formiilasyonlarmm Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.1. Nanopartikiil Uretim Yonteminin Secilmesi ve Yonteme Ait Teknolojik
Parametrelerin Gelistirilmesi

Nanopartikiil formiilasyon caligmalarina baslanmadan oOnce, Bolim 1.5.2.°de
aciklanan nanopartikiil iiretim yontemleri incelenip, biitiin kosullar goéz ©niinde
bulundurularak en uygun yoOntemin saptanmasina calisilmistir. YOntemin secimi
etkin maddenin Ozellikleri, polimer ve bitmis iirtin kullanimina gore degisiklik
gostermektedir. Uretilecek nanopartikiillerin pulmoner yolla uygulanacag: dikkate
alinarak belirli bir partikiil biiyiikliigiine sahip nanopartikiillerin elde edilebilmesi
icin, kaynaklarda uygun iiretim yontemi arastirtlmistir. Nanopartikiillerin iiretimi i¢in
Jeong ve arkadaslarinin 2008’de yapmis oldugu calisma esas alinarak c¢oklu
emiilsiyon-coziicli buharlastirma metotu sec¢ilmistir. Bu metot kati polimerik
nanopartikiillerin iiretilmesinde en ¢ok kullanilan metottur (Hans ve Lowman, 2002).
Laboratuvar 6lcegindeki iiretimler icin bu yontem oldukg¢a uygundur (Soppimath ve

ark., 2001).

On formiilasyon ¢alismalar1 goz oniine alinarak etkin maddenin ¢oziindiigii i¢ su
fazinin 0,5 ml %1 (a/h) PVA ¢o6zeltisi olmasina, polimerin ¢oziindiigii organik faz
hacminin ise 10 ml olmasina karar verilmigstir. Cizelge 2.1’den de goriilecegi gibi

diger oranlarda emiilsiyon olusmamustir.
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Uretim sirasinda homojenizator ya da sonikator kullamlmasi planlanmis, ©n
formiilasyon c¢alismalarinda belirlenen formiil her iki cihaz ile de iiretilmistir
(Cizelge 2.2) Cizelge 3.11°de goriildiigli izere homojenizator ile iiretilen formiilde
nano biiyiikliikte partikiiller elde edilememistir. Sonikator ile {iretilen
formiilasyonlarda ise nanometre boyutlarina sahip (250,93+15,25 nm) partikiiller

elde edilebildigi i¢in iiretime bu cihazla devam edilmesine karar verilmistir.

I¢ sulu fazda stabilizer olarak kullanilacak madde secimi icin denemeler yapilmistir
(Cizelge 2.3). PVA ile emiilsiyon olusumu saglandig: icin, i¢ sulu faz stabilizeri

olarak PVA kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Formiilasyonlara primer emiilsiyon stabilitesini artirmak i¢in PEG 4000 eklenmistir
(Cizelge 2.4). PEG 4000 ile daha kiigiik partikiil biiyiikliigiine ulasildigr i¢in iiretime
PEG 4000 ile devam edilmistir (Cizelge 3.12).

Di1s fazda kullanilan PV A oranini belirlemek i¢in PVA’nin ¢esitli konsantrasyonlari
ile denemeler yapilmistir (Cizelge 2.5). %5 a/h konsantrasyonda dis sulu faz
viskozitesinin yiiksek olmasina bagli olarak sonikatoriin giiciiniin etkin bir
sonikasyon i¢in yetersiz olmasi nedeniyle emiilsiyon olusumu saglanamamustir. Dig
faz olarak %1 ve %2 a/h PVA’nin sulu ¢ozeltisi ile hazirlanan formiilasyonlarda
PVA’nin stabilizer etkisine bagli olarak daha kii¢iik nanopartikiiller elde edilmistir.
Cizelge 3.13’ten de goriilecegi gibi %2 a/h PVA konsantrasyonu ile daha kiiciik
partikiil biiyiikliigiine ulasilmistir. Bu nedenle %2 a/h PVA konsantrasyonu ile

tiretime devam edilmistir.

Dis fazda farkli molekiil agirligina sahip PVA’lar kullanilarak denemeler yapilmistir
(Cizelge 2.6). 30000-70000 Da molekiil agirligina sahip PVA kullanilarak iiretilen
formiilde partikiil biiyiikliigi yiiksek oldugundan iiretime molekiil agirligi 14000
olan PVA ile devam edilmistir (Cizelge 3.14).
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Uretim sirasinda  liyofilizasyon islemi yapilacagindan donma koruyucusu
(kriyoprotektan) se¢imi icin, kriyoprotektan olarak kullanilan cesitli maddeler
denenmistir (Cizelge 2.7). Partikiil biiyiikliiklerinin mikron boyutunda ol¢iilmesi

nedeni ile kriyoprotektan kullanilmamasina karar verilmistir (Cizelge 3.15).

Uretimler sirasinda sonikator giici %80, 9 siklus ve siiresi 10 dakika olarak
ayarlanmistir. Santrifiij hizi1 13500 rpm’de 6nce 40 dakika daha sonra 30 dakika

olacak sekilde gerceklestirlmistir. Bu parametreler sabit tutulmustur.

Deneysel calismalarin devaminda hazirlanan formiilasyonlarda enkapsiilasyon
etkinliklerinin diisiik ¢ikmasi nedeni ile, kaybin daha az yasanmasi icin
siprofloksasin hidrokloriir’iin formiilasyona sulu bir faz olarak degil, dogrudan kati
toz halinde eklenerek organik faz icerisinde disperse edilmesine karar verilmistir. Bu
asamadan sonra iretim yontemi K/Y/S tipi emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlagtirma yontemine doniismiistiir. S/Y/S ve K/Y/S emiilsiyon olusturma-coziicii
buharlagtirma yontemleri ile {iretilen formiilasyonlar enkapsiilasyon etkinlikleri,
tiretim  verimleri,  partikiill ~ biiyiikliigii, zeta  potansiyelleri  acisindan
degerlendirildiginde K/Y/S emiilsiyon olusturma ¢oziicii buharlastirma yonteminin
daha avantajli olacagi diisiiniilerek bu yoOntemle ile iiretim yapilmaya devam

edilmistir.

Nanopartikiil iiretimi polimerizasyonun saglandigi ortamin pH’indan Onemli
derecede etkilenmektedir. Genellikle 3,0’tin altindaki pH’larda agregasyon oldugu
goriilmiistiir (Soppimath ve ark., 2001). Bu nedenle dis faz i¢in pH secimi sirasinda
4,5, 7,4 ve 9 pH’lan secilmistir. Boylece hem asidik, hem nétral, hem de bazik
ortamlardaki fizikokimyasal degisimlerin incelenmesi amaclanmstir. Cizelge 3.19 ve
Cizelge 3.29’da goriildiigii gibi dis faz pH’sinin degistirilmesi nanopartikiillerin
ortalama partikiil biiyiikliigiinde ve enkapsiilasyon etkinliginde biiyiik bir degisiklige

neden olmamustir.
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Bu yontemle iiretilmis olan ¢alismalarda en cok kullanilan polimerler PCL, PLGA,
PLA’dir. Literatiirde siprofloksasin hidrokloriir ve PCL ile yapilan ¢calismalarin daha
az olmasi dikkate alinarak bu polimer ile ¢alisilmasi uygun bulunmustur; ancak
polimer tipi ve miktarinin nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon
etkinligini etkilemesinden dolay1 bazi formiillerde (F19-F25) polimer olarak PCL’nin
PLGA ve PLA polimerleri ile belirli oranlardaki karisimlar1 kullanilmistir (Kwon ve

ark., 2001; Hans ve Lowman, 2002; Musyanovych ve ark., 2008).

Nanopartikiiliin olusumu sirasinda kullanilan organik ¢dziiciiniin su ile karigabilirligi,
polimeri ¢6zme yetenegi Onem tasimaktadir. Bu parametreye bagli olarak organik
coziicii direkt olarak partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligine etki etmektedir
(Devrim ve ark., 2011a; Patil ve ark. 2013). Bu nedenle DCM ve DCM’nin AC ve
EA degisik oranlardaki karistmlari organik ¢oziicii olarak kullanilmistir (F10, F11,
F12).

Formiilasyonda kullanilan siirfaktan secimi ve miktar1 emiilsiyon damlaciklarinin ve
tiretim sonunda olusacak olan final kat1 partikiillerin stabilizasyonunun saglanmasi
icin 6onemli rol oynamaktadir (Musyanovych ve ark., 2008). Bu nedenle formiile
eklenen PEG 4000 miktar1 degistirilerek nanopartikiiller iizerindeki etkisine
bakilmast amaclanmistir (F16, F17, F18).

Yapilan bazi ¢alismalarda organik faza eklenen yag asitleri tuzlari, laurik asit,
kaprilik asit, lesitin v.b. maddelerin enkapsiilasyon etkinligini artirdig1r gozlenmistir
(Govender ve ark., 1999; Cheow ve Hadinoto, 2010). Bu nedenle bu c¢alismada
organik faza gliseriltripalmitat ve lesitin eklenerek bazi formiiller iiretilmistir (F32-

F36).

Calismamizda PCL nanopartikiillerinin akcigerlerdeki kalig siiresini uzatmak ve
boylece etkin maddenin etkinligini artirmak amaciyla mukoadhezif 6zellik
kazanmalar1 amacglanmistir. Mukoadhezif 0zellikteki partikiiler sistemlerin

hazirlanmasinda en yaygin olarak kullanilan yaklasimlardan birisi, partikiil
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yiizeylerinin mukoadhezif polimerler ile kaplanmasidir (Takeuchi ve ark., 2001;
Devrim ve Bozkir, 2014). Calismamizda bu amagla mukoadhezif polimerlerden
coziiniir ozellikteki kitozan kullanilmistir. Kitozanin tercih edilme nedenlerinin
basinda, biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir ve diisiik toksisiteye
sahip olmas1 gelmektedir. Kitozan iy1 film olusturma 6zelligi nedeniyle ilag tasiyict

sistemlerde kaplama materyali olarak siklikla kullanilmaktadir.

4.2.2. Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

Nanopartikiillerdeki 4 temel 6nemli 6zellik partikiil boyutu, enkapsiilasyon etkinligi,
zeta potansiyeli ve etkin madde c¢ikis Ozellikleridir (Hans ve Lowman, 2002). Bu

nedenle kontroller sirasinda bu 4 6nemli 6zelligin {izerinde durulmustur.

4.2.2.1. Etkin Madde-Polimer Etkilesimi

4.2.2.1.1. FTIR Analizi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan hazirlama yonteminin
etkin madde {iizerine etkisini belirlemek amaciyla FTIR analizi gerceklestirilmistir.
Etkin madde ve nanopartikiil formiilasyonuna ait FTIR spektrumlar1 (Sekil 3.1.b ve
Sekil 3.12) karsilastirildiginda etkin maddenin 1700 cm’ civarinda goriilen karbonil
(C=0) piki, 1624 cm™' civar goriilen C=N grubu piki ve 1045 cm’ civar goriilen
C-F grubu pikleri nanopartikiil formiilasyonunda sirasiyla 1726 cm™, 1627 cm™ ve
1049 cm™ civarlarinda goriilmektedir. Buradan yola cikarak hazirlama yonteminin

etkin maddenin yapisin etkilemedigini sdylemek miimkiindiir.
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4.2.2.1.2. DSC Analizi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Etkin madde ve polimer etkilesimini incelemek amaciyla ayrica yapilan DSC analizi
sonuclar1 Bolim 2.2.4.2.°de anlatilan sartlar altinda yapilan calismalarla elde

edilmistir.

Oncelikle, etkin madde 143°C’de keskin bir endotermik bir pik vermistir (Sekil
3.2.b). PCL termograminda 65°C’de Tg degeri goriilmekte ve polimer kristal bir yap1
sergilemektedir (Sekil 3.13).

Nanopartikiil formiilasyonu termograminda ise etkin maddenin piki goriilmemektedir
(Sekil 3.14). Bu durum etkin maddenin amorf yapiya doniistiigii ve polimer matriks
icinde hapsoldugu seklinde yorumlanabilir (Elkheshen ve ark. 2013; Przybyslawska
ve ark. 2013). Polimerin Tg degeri ise 55°C’ye kaymistir. Bu durumun nedeni iiretim
islemi sirasinda polimerin DCM’de c¢oziilmesi ve bu c¢oziiciinin de hizli bir

karigtirma ile ugurulmasi olarak diistiniilmektedir (Tiirk ve ark., 2009).

4.2.2.2. Partikiil Biiyiikliigii ve Sonuclarmin Degerlendirilmesi

Boliim 2.2.4.3°de belirtildigi sekilde partikiil biiytikliikleri Malvern Zeta Sizer cihazi

ile saptanmustir.

Etkin maddenin direkt olarak organik faza eklenmesi ile partikiil biiyiikliiglinde
azalma gortilmiistiir (200,98+1,45). Etkin maddenin %1 a/h PVA’da ¢oziiliip organik
faza bu sekilde eklenmesi ile Cizelge 3.16’dan da goriilecegi lizere daha biiyiik

partikiiller elde edilmistir.

Organik faza eklenen farkli siprofloksasin hidrokloriir miktarlar1 partikiil
biiyiikliigiinde 6nemli bir fark yaratmamistir (Cizelge 3.17). Bunun nedeninin bu

parametrenin genelde enkapsiilasyon etkinligine yonelik bir parametre olmasindan
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kaynaklandig: diistintilmiistiir. Devrim ve Bozkir’in yaptiklari ¢alismada (Devrim ve
Bozkir, 2013) benzer sekilde i¢ faza eklenen etkin madde miktar1 mikropartikiillerin

biiytikliiklerinde 6nemli bir degisime neden olmamastir.

Partikiil biiyiikliigiine etkisini incelemek amaci ile disg su fazina F5 kodlu formiilde
%0,5 a/h PVA ve F6 kodlu formiilde ise 0,4 ml DCM ilavesi yapilmistir. Cizelge
3.18’den goriilebilecek sonuglara gore dis su fazinda herhangi bir ilave olmayan F3
kodlu formiil ile bu formiiller karsilastirildiginda partikiil biiyiikliigiinde onemli bir

degisim yasanmadig1 goriilmektedir.

Govender ve arkadaglarinin 1999°da yapmis olduklar1 ¢calismada iiretim sirasinda dis
sulu faz olarak degisik pH’a sahip sulu fazlar kullanilmis ve bu parametrenin partikiil
biiytikliigiinii etkiledigini goézlemlemislerdir. Calismamizda dis sulu faz olarak farkl
tamponlar kullanilarak iiretilmis olan F7, F8 ve F9 kodlu formiillerin partikiil
biiytikliikleri karsilastirildiginda dis su fazinda pH 7,4 fosfat tamponu iceren F8
kodlu formiilde partikiil biiyiikliigiiniin daha kiiciik oldugu, dis su fazlarinda pH 4,5
ve pH 9,0 tamponlarim1 iceren sirasiyla F7 ve F9 formiillerinde ise Onemli bir
farklilik olmadigr goriilmektedir (Cizelge 3.19). Ayrica bu formiiller dis su fazinda
herhangi bir tampon kullanilmamis olan F3 kodlu formiil ile karsilastirildiginda
partikiil biiyiikliigiinde kiiciik bir degisiklik gozlenmistir. Bu durumda dis su faz
pH’sinin partikiil biiyiikliigii tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisinin olmadig1 soylenebilir.
Bu sonu¢ Przybyslawska ve arkadaslarinin 2013’te yapmis oldugu calisma ile

uyumludur.

Palamoor ve Jablonski’nin yapmis oldugu calismada (2014) nanopartikiil iiretimi
sirasinda kullanilan organik ¢oziiciiniin partikiil biiyiikliigiinii etkiledigi gozlenmistir.
Belli bir oranda su ile karigabilen etil asetat, tamamen su ile karisabilen aseton ve su
ile karismayan DCM gibi organik coziiciilerle ve bu ¢oziiciilerin birbirleriyle belli
oranlardaki karigimlariyla hazirladiklart nanopartikiillerde partikiil biiyiikliigliniin
onemli derecede etkilendigini gormiislerdir. Cizelge 3.20’den goriilecegi gibi 1:1
oraninda aseton:DCM Kkarisimi ile hazirlanan F10 kodlu formiil, sadece DCM ve

DCM:etil asetat (1:1) karisimi ile hazirlanan nanopartikiillere gore daha kiiciik
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partikiil boyutuna ulagmistir. Bu durum c¢oziiciilerin difiizyon prosesine, ¢oziicii ve
polimerin birbirleriyle olan etkilesimine, su ile karigabilirliklerine bagli olarak
aciklanmistir. Organik faz olarak suyla karigabilen ve karismayan ¢oziiciilerin belli
oranlarda kullanildigi F10 ve F11 kodlu formiillerde, suyla karisabilen ¢oziiciiniin
spontan difiizyonundan dolayr bir ara ylizey tiirbiilans1 olugsmasini sagladigi ve bu
durumun daha kiiciik partikiillerin olugsmasina neden oldugu diisiiniilmiistiir. Organik
cOziiciiniin sudaki ¢oziiniirliigiiniin  diisiik olmas1 daha stabil bir emiilsiyon
olusmasini saglarken partikiil boyutunun biiyiimesine neden olmaktadir (Patil ve ark.
2013). DCM su ile karismamaktadir. Bu durum sadece DCM ile hazirlanan F3 kodlu
formiiliin partikiil biyiikligiinin DCM:AC ve DCM:EA karisimlarini igeren

formiillere gore fazla olmasini agiklamaktadir.

Polimerin molekiil agirligir ve konsantrasyonu nanopartikiiliin partikiil biiyiikligii ile
yakindan ilgilidir. Kwon ve arkadaslarimin yaptiklar1 calismada (2001) polimer
konsantrasyonu fazlalastikca partikiil biytikligti artmistir. Cizelge 3.21°e
bakildiginda en yiiksek konsantrasyonda PCL iceren F15 kodlu formiil en yiiksek
partikiil biiyiikliigiine sahiptir (263,68+2,25 nm). Yiiksek konsantrasyondaki polimer
viskoziteyi artirmakta ve olusan emiilsiyon damlaciklarinin daha kiiciik damlaciklara
parcalanmasi zorlagsmaktadir. Bu sirada daha biiyiik partikiiller meydana gelmektedir.
Polimer-polimer etkilesimi ve organik fazin viskozitesinin artmasi ile sulu faza etkili
bir sekilde cozeltinin difiize olmasim1 Onleyerek partikiilerde biiyiime goriilecegi

belirtilmistir (Palamoor ve Jablonski, 2014).

Formiilasyonda kullanilan siirfaktan secimi ve miktar1 emiilsiyon damlaciklarinin ve
tiretim sonunda olusacak olan final kati partikiillerin stabilizasyonunun saglanmasi
icin Onemli rol oynamaktadir (Musyanovych ve ark., 2008). Formiilasyonda
kullanilan siirfaktan miktar1 arttikca genellikle partikiil biiyiikliigli azalmaktadir
(Blanco ve Alonso, 1997). Cizelge 3.22’ye bakildiginda F14, F16, F17 ve F18 kodlu
formiillerin partikiil biiyiikliikleri organik faza eklenen PEG 4000 miktarinin artmasi
ile partikiil biiyiikliigiinde artis ve azaliglar goriilmiistiir. Stabilizor miktar1 fazla

oldugunda etkin madde ve stabilizor arasindaki etkilesim azalabilmektedir; miktari
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disik oldugunda ise agregasyon olusmakta ve biiyilk partikiiller meydana
gelmektedir. Bu nedenle stabilizor miktar1 partikiil biiytikliigiinii kontrol edebilmek
amaci ile belirli limitler arasinda olmalidir (Hans ve Lowman, 2002). Bu nedenle
arastirmamizda buldugumuz 212,47 nm partikiil biiyiikliigiine sahip olan F14 kodlu
formiildeki PEG 4000 miktarinin optimum oldugu diisiiniilebilir.

Kullanilan farkli polimer karisimlar1 ve kullanilan polimerlerin molekiil agirliklari
nanopartikiiliin partikiil biiytikliigiinii etkileyebilmektedir. Diisiik molekiil agirlikli
polimerler ile daha diisiik partikiil biiyiikliigiine sahip partikiiller elde edilir. Partikiil
biiyiikliikleri polimerlerin molekiil agirliklarina gore degisim gostermektedir. F19 ve
F20 kodlu formiiller karsilastirildiginda PCL’nun daha diisiik molekiil agirligina
sahip olan tipinin kullanildig1 F20 kodlu formiilde partikiil biiyiikliigi daha diisiiktiir
(Cizelge 3.24). Polimer olarak 50:50 laktik asit:glikolik asit oranina sahip
PLGA:PCL (1:1) kullanilan F21 ve F23 kodlu formiillerin her birinde farkli molekiil
agirliklarina sahip PLGA’lar kullanilmistir. Bu formiillerde partikiil biiyiikliikleri
arasinda farklilik yoktur (Cizelge 3.23). 75:25 laktik asit:glikolik asit oranina sahip
PLGA:PCL (1:1) kullanilanilarak iiretilen F22 kodlu formiilde ise cok kiigiik bir
miktar partikiil biiyiikliigli artmistir (Cizelge 3.24). Elde edilen bu sonuclar
polimerin molekiil agirhigi distiikce partikiill — biylikligliniin -~ azaldigim
gostermektedir. Bu sonuglar literatiir verilerini desteklemektedir (Blanco ve Alonso,

1997).

Farkli polimer karigimlarimi 1:1 oraminda iceren F20, F21, F24 ve F25 kodlu
formiillerden en yiiksek partikiil biiyiikliigiine sahip olani, polimer olarak PCL:PLA
karistmint iceren F24 kodlu formiildiir (274,10+£22,66nm). Farkli polimerler ile
tiretilmis formiilasyonlarin arasindaki fark bu polimerlerin DCM ile olusturduklart
cozeltilerin viskozite farklarindan kaynaklanmaktadir (Devrim ve ark., 2011a). Daha
biiyiik partikiil olusum mekanizmasinin, daha yiiksek viskoziteli bir DCM c¢ozeltisi
olusmasi ve karistirma esnasinda nano damlaciklarin olusumu basamaginda yeterince
kiiciilemeyen agir damlaciklarin daha biiyiik partikiiller halinde katilagsmas1 oldugu

diistiniilmiistiir.
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Dis faza eklenen kitozan partikiil biiyiikliigiinii artirmaktadir (Vila ve ark., 2002).
F28, F29 ve F30 formiil kodlu partikiillerde sirasi ile dis faza %0,5 a/h, %1,0 a/h ve
%2 a/h kitozan ilave edilmistir. Cizelge 3.25’ten de goriilecegi gibi kitozan
konsantrasyonu ile beraber partikiil biiyiikliigii belirgin ol¢iide artmistir (Devrim ve
Bozkir, 2014a). Bu durumun kitozanin dis faz viskozitesini artirmasindan dolayi
oldugu diisliniilmiistiir. %4 a/h kitozanin eklenmis oldugu F31 kodlu formiilde ise dis
fazin cok viskoz olmasindan dolay1 sonikatoriin giicii emiilsiyon olusumu icin yeterli

olmamis ve emiilsiyon olusturulamamaistir.

Yapisinda PCL’a ek olarak lesitin iceren F26 kodlu formiil ile lesitin ve gliseril
tripalmitat iceren F35 ve F36 kodlu formiillerden PCL’u 100 mg miktarinda iceren
F35 kodlu formiiliin partikiil biiyiikliigiinde belirgin bir diisiis gerceklesmistir
(Cizelge 3.26). Sadece PCL’u ayn1 miktarda iceren F3 kodlu formiil ile
karsilastinlldiginda  (228,77+2,81 nm) partikiill biiyiikliigiindeki diisiis goze
carpmaktadir. Bu durumun amfifilik 6zellikteki lesitinin ylizey aktif madde gibi
gorev yaparak partikiil biiytikliigiinii kiigtilttiigi diistiniilmustiir. Stirfaktanlar yiizey
gerilimini diisererek daha kiiciik damlaciklarin olusumunu ve boylece de daha diisiik

boyutta partikiil eldesini saglarlar (Palamoor ve Jablonski, 2014).

Musyanovych ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada (2008) siirfaktan olarak
eklenen sodyum dodesil siilfat, PVA ile karsilastirnldiginda daha kiiciik partikiil
biiyiikliigiine ulasiimasini saglamustir. Ic su fazinda %1 PVA iceren F1 ve i¢ su
fazinda SDS iceren F37 kodlu formiiller karsilastirildiginda, F37 kodlu formiilde
partikiil biiyiikliigiinde kiiciik bir azalis goriilmektedir (Cizelge 3.16 ve Cizelge
3.26). Bu sonug literatiir bulgulariyla uyusmaktadir. Bu durum SDS’in anyonik
yapisindan kaynaklaniyor olabilir. SDS ile etkin madde arasinda zayif bir kompleks

olusmustur.
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4.2.2.3. AFM Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

AFM goriintiileri Boliim 2.2.4.4."de anlatilan sekilde elde edilmistir.

Sekil 3.15-3.18’de goriildiigli iizere nano boyutta kiiresel partikiiller olusmustur.
Goriintiilerde nanopartikiiller kiimelenmis sekilde goriilmektedir. Bu durumun
Oornegin goriintilleme i¢in hazirlanan kolloidal siispansiyonunun kurumasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Dubes ve arkadaslarinin 2003’te yapmis oldugu

caligsmada elde ettikleri goriintiilerde de benzer kiimelenmeler goriilmiistiir.

4.2.2.4. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Basarili bir nanopartikiil sistemi yiiksek yiikleme kapasitesine sahip olmali ve
boylece uygulama icin gerekli olan miktar1 diistirmelidir. Nanopartikiillere etkin
madde yiiklenmesi iki metot ile saglanmaktadir. Birincisi nanopartikiiliin {iretimi
sirasinda etkin maddenin katilimidir; ikincisi ise nanopartikiil olusumundan sonra
etkin madde cozeltisinde nanopartikiilii inkiibe ederek, etkin maddenin adsorbe
ettirilmesidir. Bu iki metot birbiri ile karsilastirildiginda birinci yontem ile digerine
kiyasla, biiylik miktarda etkin maddenin yiiklenebildigi goriilmiistiir (Soppimath ve
ark., 2001). Nanopartikiil iiretimi i¢in se¢mis oldugumuz yontem birinci metota

uymaktadir.

Nanopartikiillerde enkapsiilasyon etkinligi tayini Boliim 2.2.4.6’da anlatildig: iizere

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.27°den F1 ve F2 kodlu formiiller karsilastirildiginda etkin maddeyi sulu
cozeltisi olarak katmak yerine, kat1 toz halinde katilmas1 enkapsiilasyon etkinliginin

kiiciik bir miktar arttig1 goriilmiistiir. Bu nedenle formiilasyonlara etkin madde bu
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sekilde katilmistir. Bu durumun, i¢ fazda sulu cozelti halinde bulunan etkin
maddenin emiilsifikasyon sirasinda kolaylikla dis faza difiize olmasindan

kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Nanopartikiil tiretiminde kullanilan etkin madde miktarinin enkapsiilasyon etkinligi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla 5, 10 ve 20 mg olmak {iizere {i¢ farkli miktarda
siprofloksasin hidrokloriir kullanilarak nanopartikiil formiilasyonlar1 (F2, F3 ve F4
kodlu formiiller) hazirlanmis ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri hesaplanmistir
(Cizelge 3.28). 5 mg’lik miktardan 10 mg’lik miktara ¢ikildiginda enkapsiilasyon
etkinliginde artis goriilmiis; ancak miktar artirllmaya devam edildiginde (20 mg)
artisin devam etmedigi belirlenmistir. Nanopartikiiliin icinde bulunan etkin madde
miktarinin artmasinin dis ve i¢ faz arasindaki osmotik basinci degistirmesi ve bunun
emiilsiyon damlalarinin olusumu sirasinda damlaciklarin yapisina zarar vermesi
sonucu etkin maddenin dis faza kacisinin kolaylagsmasi sonucu oldugu diistiniilmiistiir
(Palamoor ve Jablonski, 2014). Govender ve arkadasglarinin 1999’da yapmis

olduklar1 ¢calismada da benzer sonuglar bulunmustur.

F5 kodlu formiilde, sekonder emiilsiyon olusturulduktan sonra 100 ml %0,5 a/h
PVA iceren sulu ¢ozelti icine eklenerek DCM’nin dis sulu faza ekstraksiyonu ile
emiilsiyon damlaciklarinin daha kisa siirede katilagsmasi ve etkin maddenin i¢ fazda
hapsolmasi1 amaglanmistir. Ancak enkapsiilasyon etkinliginde beklenen artis elde
edilememistir. Benzer sekilde F6 kodlu formiilasyonda dis sulu faza eklenen 0,4 ml
DCM’in enkapsiilasyon etkinliginde beklenen sekilde artisa neden olmadig
goriilmiistiir (Cizelge 3.29).

Sulu fazlarin pH’s1 yiikleme kapasitesine etki edebilmektedir (Soppimath ve ark.,
2001). Govender ve arkadaslarimin 1999’da yapmis olduklar1 calismada iiretim
sirasinda degisik pH’a sahip sulu fazlar kullanilmis ve bu parametrenin
enkapsiilasyon etkinligi iizerindeki etkisine bakilmistir. Cizelge 3.30.’daki sonuclara

bakildiginda dis fazda sulu faz olarak saf su yerine pH 4,5, pH 7,4 ve pH 9,0 tampon
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cozeltilerinin kullamildigr F7, F8 ve F9 kodlu formiillerde dis faz1 pH 7,4 olan F8
kodlu formiiliin enkapsiilasyon etkinligi daha diisiik ¢cikmistir (%1,31). Bu durumda
siprofloksasin hidrokloriiriin pH 7,4 tamponunda daha ¢ok c¢oziindiigli ve bu nedenle
etkin maddenin dis faza kacgtigi, bu nedenle de yiikleme etkinliginin bir miktar

azalmis oldugu soylenebilir.

Cheow ve Hadinoto 2010’da yapmis olduklar1 ¢alismada organik faz olarak DCM,
aseton, etil asetat ve bunlarin farkli oranlarim1 kullanmislardir ve DCM:AC ve DCM:
EA karnisimlarinda enkapsiilasyon etkinliginin daha fazla oldugunu gormiislerdir.
Cizelge 3.31’den de goriilecek sonuglar bu literatiir verisini destekler niteliktedir
(F10, F11 ve F12). Bu durumun AC ve EA’in DCM’a gore suyla karisabilirliginin

daha fazla olmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir.

Polimer konsantrasyonu ile enkapsiilasyon etkinligi arasinda dogru oranti
bulunmaktadir. Genellikle polimer miktar1 arttikca partikiill biiyiikliigi ve
enkapsiilasyon etkinligi artar (Hans ve Lowman, 2002). Song ve arkadaslar
yaptiklar1 calismada (1997) bu orantiy1 gostermislerdir. Polimer miktarinin artmasi
ile enkapsiilasyon etkinligi belli bir miktar artmistir. Calismamizda organik
coziiciideki PCL konsantrasyonun artmasi ile enkapsiilasyon etkinliginde goriilen
degisim Cizelge 3.32’de sunulmaktadir. 200 mg PCL iceren F14 kodlu formiilde 100
mg PCL iceren F3 kodlu formiile gore kiiciik bir artis olmus, bu sonugtan yola
cikarak polimer miktar1 daha da artirilmistir (F15:300 mg); ancak enkapsiilasyon
etkinliginde beklenildigi gibi bir artis olmamistir (F14:%2,95 ve F15:%2,5). Bu

nedenle F14 kodlu formiilde kullanilan PCL miktari ile iiretime devam edilmistir.

Kullanilan yiizey aktif madde ve stabilizorler yiikleme kapasitesini etkilemektedir
(Soppimath ve ark., 2001). F14, Fl16, F17 ve FI8 formiilasyonlar
karsilastirildiginda en yiiksek PEG 4000 miktarina sahip olan F18 kodlu formiiliin
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enkapsiilasyon etkinliginin diger formiillere gore yiiksek oldugu acikca

goriilmektedir (Cizelge 3.33).

Song ve arkadaslar1 1997°de yapmis olduklar1 ¢aligmada yiiksek molekiil agirlikli
polimer kullandiklarinda enkapsiilasyon etkinliginin arttigini = gérmiislerdir.
Calismamizda ise diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli PCL nun kullanildigr F19 ve
F14 kodlu formiillerin enkapsiilasyon etkinleri arasinda ¢ok kiigiik bir fark oldugu ve
daha diisik molekiil agirlikli PCL igceren F14 kodlu formiiliin enkapsiilasyon
etkinliginin daha ytiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.35).

Niwa ve arkadaslart 1994°’de yapmis olduklar1i calismada nanopartikiil iiretimi
sirasinda diisiik molekiil agirlikli ve yiiksek molekiil agirlikli polimer karigimi
kullanmis ve polimer molekiil agirhig arttik¢a enkapsiilasyon etkinliginin arttigini
bulmuglardir. Cizelge 3.34” deki enkapsiilasyon etkinligi sonuglarina bakildiginda
50:50 laktik asit:glikolik asit oranina sahip PLGA (MA. 24000-38000/50:50):PCL
(1:1) polimer karistmini kullanilarak iiretilmis olan F23 ve PLGA (MA. 40000-
75000/50:50):PCL (1:1) polimer karistimini kullanilarak iiretilmis olan F21 kodlu
formiillerde enkapsiilasyon etkinliginin arttig1 goriilmektedir. Bu sonug literatiir
verisini desteklemektedir. Enkapsiilasyon etkinligindeki bu artisin, PLGA’nin PCL
ile karsilastirlldiginda lipofilitesinin daha diisiik olmas1 ve suda ¢oziinen bir etkin
madde olan siprofloksasin hidrokloriiriin polimerdeki ¢oziiniirliiiiniin artmasina
baghi oldugu diisiiniilmektedir. Ancak F20, F22, F24, F25 kodlu yine polimer
karisimlart iceren formiillerde enkapsiilasyon etkinliginde bir artiy goriilmemistir

(Cizelge 3.35).

Song ve arkadaslart 1997°de yapmis olduklart calismada sulu fazin viskozitesi
arttiginda enkapsiilasyon etkinliginin arttig1 sonucuna varmislardir. Cizelge 3.36.’da
elde edilen sonuglar bu literatiirii dogrulamaktadir. F29 kodlu formiilde dis faza %1

a/h oraninda suda ¢o6ziinebilir kitozan eklenmis ve dis sulu fazda kitozan icermeyen
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F14 kodlu formiil ile karsilastirildiginda enkapsiilasyon etkinliginde 6nemli derecede
artis oldugu goriilmiistiir. Dis fazda olusan kitozan tabakasinin etkin maddenin
emiilsiyon damlaciklarindan difiizyonunu engellemesi nedeniyle etkili bir sekilde
enkapsiile olmasini sagladig1 diistiniilmiistiir. Dis fazdaki kitozan miktarinin %1
a/h’den %2 a/h’e cikarilmast (F30) ise oranlarindaki farklilik enkapsiilasyon
etkinliginde bir degisiklik olusturmamaistir.

Enkapsiilasyon etkinligini artirmak icin dis su fazmna tuz eklenmesi yapilan
modifikasyonlardan bir tanesidir (Cheow ve Hadinoto, 2010). F27 kodlu formiilde
dis sulu faza % 4 (a/h)’lik NaCl ¢ozeltisi eklenerek, dis sulu fazda etkin maddenin
coziiniirliigiiniin diisiik oldugu bir ortam olusturulmas: ve bdylece enkapsiilasyon
sirasinda etkin maddenin bu ortama partisyon ile ge¢mesi engellenip i¢ fazda kalmasi
ve sonucta daha fazla miktarda enkapsiile olmas1 amaclanmistir. Ancak bu degisiklik
enkapsiilasyon etkinliginde beklenildigi gibi bir degisiklik olusturmamistir
(%1,40+0,04).

Yapilan baz1 calismalarda organik faza yag asitleri tuzlari, laurik asit, kaprilik asit,
lesitin v.b. maddeler eklendiginde enkapsiilasyon etkinliginin arttigi gozlenmistir
(Govender ve ark., 1999; Cheow ve Hadinoto, 2010) . F26 kodlu formiilde benzer
sekilde organik faza polimer miktarinin %10’u kadar lesitin ilave edilmis ve
enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir. Lesitinin enkapsiilasyon etkinligini artirdig
goriilmiistiir (Cizelge 3.37). Lesitin nanopartikiil i¢in fizikokimyasal bir bariyer
olusturmaktadir. Amfifilik Ozellikteki lesitin polimerin yiizeyi ile hidrofobik bir
etkilesime girer, benzer bir etkilesim etkin madde ile lesitin arasinda da olugsmaktadir
ve bu durumun enkapsiilasyon etkinliginin artmasinda etkili oldugu diisiiniilmiistiir.
Ayni durum gliseriltripalmitat ve lesitinin organik faza eklenerek iiretiminin
yapildigr F35 (%4,81) ve F36 (%4,76) kodlu formiiller icin de gecerlidir. Bu
formiillerde de enkapsiilasyon etkinligi artmistir (Cizelge 3.37).
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Anyonik bir siirfaktan olan sodyum dodesil siilfat (SDS) ile yapilan bazi
calismalarda, SDS’in katyonik etkin maddeler ile suda coziinmeyen lipofilik
ozellikteki kompleksler olusturarak enkapsiilasyon etkinliginin  artirildigi
belirlenmistir (Devrim ve Bozkir, 2014a). Bu nedenle denemis oldugumuz F37 kodlu
formiilimiizde, siprofloksasin hidrokloriir’iin sulu c¢ozeltisine SDS eklenerek
kompleks olusturulmaya calisilmistir. Enkapsiilasyon etkinliginde beklenenin aksine
onemli bir artis olmamasinin, siprofloksasin hidrokloriir ile SDS arasindaki
etkilesimin zayif olmasi nedeni ile etkili bir kompleks olusumunun saglanamamasina

bagl oldugu diisiiniilmektedir (Cizelge 3.37).

4.2.2.5. Uriin Verimi Tayini Verilerinin Degerlendirilmesi

Hazirladigimiz nanopartikiil formiilasyonlarinda % 12,89 - 84,05 iiriin verimi elde

edilmistir (Cizelge 3.38).

Kullanilan polimer olarak kullanilan PCL miktarinin artiritlmasi (F15) {iriin veriminin
belirgin sekilde artmasini saglamistir (% 84,05). Polimer olarak 1:1 PCL:Eudragit
karisimini kullandigimiz F25 kodlu formiilasyonda da iiriin veriminde bir miktar
disiis gozlenmigstir. Genellikle iirlin verimi diisiik olan formiillerde partikiil
biiytikliikleri kiiciiktiir. Bu kii¢iik partikiillerin santrifiij ve yikama islemi sirasinda

fazla miktarda kayiba ugramasi nedeni ile {iriin veriminin diistiigli 6ngoriilmiistiir.

4.2.2.6. Zeta Potansiyel Ol¢iimii Verilerinin Degerlendirilmesi

Zeta potansiyeli kullanilan polimerin yapisina yada imalat isleminde kullanilan diger
stirfaktanlara bagli olarak negatif veya pozitif olabilmektedir (Soppimath ve ark.,

2001).
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Hazirladigimiz nanopartikiil formiilasyonlarinda degisen formiilasyon
parametrelerine bagli olarak zeta potansiyel degerlerinde farkliliklar gézlenmekle
birlikte zeta potansiyel degerlerinin genel olarak negatif oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3.39). Negatif olan zeta potansiyel degerinin PCL’nun karboksil
gruplarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, PCL igeren
nanopartikiillerinin mukoadhezif polimerler ile ylizey modifikasyonu zeta
potansiyelinde degisime neden olmustur (Yamamoto ve ark., 2005). F28, F29 ve F30
kodlu formiilasyonlarda, nanopartikiillerin yiizeyini modifiye etmek i¢in
kullandigimiz kitozanin nanopartikiillerin zeta potansiyel degerindeki etkisi
incelendiginde, ayn1 formiiliin ylizeyi kaplanmamis hali olan F14 kodlu
nanopartikiillerin PCL’nun karboksil gruplari nedeniyle negatif olan zeta potansiyel
degerinin (-14,25 mV) kitozan ile kaplandiginda pozitif deger aldigi goriilmiistiir.
Zeta potansiyelleri kitozan miktar arttik¢a artis gostermistir (%0,5 a/h: 12,2; %1 a/h:
56,3; %1 a/h: 62,00). Kitozanin pozitif yiiklii amino gruplart PCL’nun karboksil
gruplarina baglanmakta ve zeta potansiyelinin pozitif olmasini saglamaktadir
(Takeuchi ve ark., 2001). Biyoadhezif 6zellik, ylizeyi kitozanla kaph
nanopartikiillerin pozitif yiiklii amino gruplar: ile miisin glikoproteinlerinin negatif
yiiklii gruplan arasindaki elektrostatik etkilesmenin bir sonucu olarak gerceklestigi
icin, pozitif zeta potansiyel degeri biyoadhezyonun olusumunda etkili olmaktadir
(Jaganathan ve Vyas, 2006; Bravo- Osuna ve ark., 2007). Kitozan kaplh pozitif yiiklii
nanopartikiillerin hiicresel i¢ine alimda kapli olmayan nanopartikiillere gore daha

basarili oldugu bulunmustur (Ma ve Mumper, 2013).

4.2.2.7. Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerden etkin madde c¢ikist basarili bir formiilasyon icin Onemli
parametrelerden bir tanesidir. Nanopartikiillerde in vitro salim c¢alismalar1 diyaliz
membran difiizyon teknigi, difiizyon hiicre, ters diyaliz, ultrasantrifiij gibi cesitli
metotlar ile yapilabilmektedir. Salim calismalar1 sirasinda nanopartikiiliin salim
ortamindan ayrilmasi ile ilgili zorluklar nedeniyle zaman kazanmak amaciyla diyaliz

membran yontemi c¢alisma i¢in sec¢ilmistir. Bu yontemde bir diyaliz membrana
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nanopartikiil siispansiyonu eklenir ve bu membranlar ¢éziinme ortaminda inkiibe

edilir (Soppimath ve ark., 2001).

Przybyslawska ve arkadaslarinin 2013’te siprofloksasin igceren partikiillerle yapmis
olduklar ¢alismada ilk 4 saat ilk cikis etkisinin oldugu ve etkin madde ¢ikisinin 72
saate kadar devam ettigi verisine ulasmislardir. Ik c¢ikis etkisi, kontrollii salim
saglayan mikro ve nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesinde en biiyiik
problemlerden bir tanesidir (Hasan ve ark. 2007). Yapmis oldugumuz cikis
deneylerine ait grafiklere bakildiginda (Sekil 3.19-3.27) F30, F29, F23, F26 kodlu
formiillerde ilk 4 saatteki ilk ¢ikis etkisi goriilebilmektedir. Fresta ve arkadaslari
(1998) yapmis olduklarnt c¢alismada ilk cikis etkisinin yiliksek oldugu
nanopartikiillerde bu etkinin etkin maddenin nanopartikiil yiizeyine adsorbe
olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu formiillerde ilk 4 saatteki hizhi

cikistan sonra 24 saat boyunca izlenmistir. 10. saatten sonra salim goriilmemistir.

F21 ve F22 kodlu formiillerde salim daha yavas olup 24 saat sonunda etkin maddenin
ancak F21 icin %50’si, F22 icin ise %441 aci8a ¢ikmis bulunmaktadir (Sekil 3.20 ve
Sekil 3.21). Polimer karistmi ile hazirlanan nanopartikiiller tek bir polimer ile
hazirlanan nanopartikiillere gore daha yavas salim yapmaktadirlar. Bu durumun,
polimerlerin molekiill agirliklarina bagli olarak daha yogun matris yapisi
olusturmalarinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Hasan ve ark. 2007).
Saravanan ve arkadaglarinin 2003’te yapmis olduklar1 calismada polimer karisimi
kullanmis olduklar1 formiilde, tek polimer kullandiklari formiile gére daha az ilk
cikis etkisi goriilmiis ve salimi 24 saatten daha uzun siirmiistiir. 21 ve 22 kodlu

formiillerimizde 24 saatte etkin maddenin yaklasik %50’si agiga ¢ikmistir.

50:50 PLGA:PCL (1:1) igeren formiillerden molekiil agirligi daha diisik PLGA (MA
24000-38000 Da) ile iiretimi yapilmis olan F23 kodlu formiil, MA:40000-75000 Da
olan PLGA iceren F21 kodlu formiil ile karsilastirildiginda etkin madde salimi F23
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kodlu formiilden daha hizli olmustur (Sekil 3.28). F23 kodlu formiilde molekiil
agirhigr diisiik olan PLGA kullanilmasinin ve bu nedenle viskozitenin diismesinin bir
sonucu olarak ¢ikisin hizlandig diisiiniilmektedir. 50:50 laktik asit:glikolik asit
oranina sahip PLGA iceren F21 ve 75:25 laktik asit:glikolik asit oranina sahip PLGA
iceren F22 kodlu formiillerdeki salim ve ilk ¢ikis etkisi ise daha yavas olmustur

(Sekil 3.20 ve Sekil 3.22).

Bouissou ve arkadaslarinin  2006’da yapmis oldugu calismada siirfaktan kullanimi
ile ilk ¢ikis etkisinde azalma goriilmiistiir. 40 mg PEG 4000’inin kullanildig1 F18
kodlu formiilde bu veri ile uyumluluk saglamaktadir (Sekil 3.19). Bu durumun PEG
4000’inin partikiiliin porozitesini azaltmasi ve bdylece etkin maddenin difiizyonunu

onledigi diisiiniilmiistiir.

Di1s su fazinda kitozan bulunan nanopartikiillerde F28 kodlu formiil yiiklemesinin
diisiik olmasi, buna bagl olarak da cikis profilinin diizgiin olmamasi nedeni ile
elenmistir. Diger formiillerde (F29 ve F30) kitozan miktarinin artmasi ilk ¢ikis
etkisini bir miktar azaltmistir. Ayrica kitozan miktar arttik¢a etkin madde saliminda
da azalma yasanmustir. Kitozan partikiil iizerinde bir ag tabakasi olusturur ve etkin
maddenin suya difiize olmasini ve ¢ikisini sinirlandirir (Budhian ve ark., 2008). Bu
nedenle kitozan miktarinin artmasiyla orantili olarak ¢ikis daha da azalmistir (Sekil

3.29).

F35 kodlu formiilde PCL ile kullanilan gliseriltripalmitat ve lesitin ¢ikis1 azaltmistir.
Polimerin yaninda kullanilan bu lipitlerin tabaka olusturarak etkin maddenin ¢ikisini

geciktirdigi diisiiniilmiistiir (Chan ve ark., 2009; Shenoy ve ark., 2009).
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4.2.3. Nanokompozit Mikropartikiiller icin Uygun Nanopartikiil

Formiilasyonlarinin Secimi

Hazirlanan tiim formiillerin partikiil biiyiikliigii, enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro
salim oOzellikleri birlikte degerlendirildiginde kitozan iceren F29 ve F30 kodlu
formiilasyonlarin 6zellikleri uygun bulunmustur. Bu formiilasyonlardan F30 kodlu
formiil nanokompozit mikropartikiil hazirlanmak iizere kullanilmistir. Nanokompozit

formiilasyon bilesimi Cizelge 2.10’da verilmektedir.

4.3. Nanokompozit Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

Calismamizda partikiil biiytikliikleri ve yiiksek enkapsiilasyon etkinlikleri goz
onlinde bulundurularak secilen nanopartikiil formiilasyonlarinin (F29 ve F30)
inhalasyon sistemlerinin, diger inhalasyon sistemlerine gore avantajlar1 ve etkin
maddemizin stabilitesi g6z ©Oniinde bulundurularak KTI sistemi seklinde

tasarlanmasina karar verilmistir.

Kuru toz nanopartikiiller yiiksek yiizey enerjilerinden dolayr agregasyona
meyillidirler ve bu durum aerosolize olamayan toz olusumu ile sonuglanir.
Aerodinamik ¢ap1 50 nm altindaki partikiiller akcigerlerde tutulamadan solunum ile
atilirlar. Nanopartikiillerin akcigerlerde etkili bir dagiliminin saglanmasi i¢in inhale
olabilecek mikro boyuttaki toz agregatlar1 hazirlanmaktadir (Cheow ve Hadinoto,
2010). Inhalasyon formiillerinde, nanopartikiiller ile birlikte kullanilan kaba
tasiyicilar inhalasyon tozlarmin akis oOzelliklerini diizelterek doz dogrulugunu
artirmaktadir (Matilainen ve ark., 2006). Calismamizda mannitoliin ortalama partikiil

biiytikliigli 50 um olan ve Pearlitol 50 C ticari adi ile bilinen tipi kullanilmastir.

Inhale edilen partikiillerin aerodinamik cap ve dansiteleri akcigerlerde basarili bir
sekilde tutulmalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Devrim ve ark., 2011b). Genellikle

KOAC 10 pm'den yiiksek olan partikiiller orofarinkste, 5-10 pum arasinda olanlar
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merkezi solunum yollarinda ve 0,5-5 pm arasinda olanlar kiiciik hava yollarinda ve
alveollerde birikirler. Bu nedenle lokal solunum yolu hastaliklarinin tedavisi icin en

iyisi 0,5-5 um arasinda KOAC degeri olanlar1 kullanmaktir (Tena ve Clara, 2012).

Sectigimiz nanopartikiil formiilasyonunun pulmoner verilis i¢cin uygun kritere sahip
olup olmadiginin belirlenmesi i¢in geometrik c¢ap ve sikistirilmis dansite
degerlerinden hareketle KOACt degeri belirlenmistir. Nanokompozit mikropartikiil
tiretimi i¢in kullanmis oldugumuz F30 kodlu formiiliin KOACt’si hesaplandiginda
cok kiiciik bir deger bulundugundan, optimum KOAC degerine ulasmak amaci ile
nanokompozit mikropartikiil iiretilmesi kararlastirilmistir. Partikiil biiyiikliigii olarak
Bolim 3.2.2.°de verilen veriler geometrik ortalama captir. Sikistirllmis dansite
partikiillerin inhalatorden akabilme o6zellikleri, poroziteleri, biiyiiklilk dagilimlari,
gercek dansiteleri ve partikiillerarasi kohezif ve adhezif giicler hakkinda 6nemli
bilgiler vermektedir (Devrim ve ark., 2011b). Cizelge 3.40’da nanokompozit
mikropartikiillerin sikistirilmis dansite degerleri yer almaktadir. KOAC, partikiillerin
respiratuar bolgedeki tutulumu ve dagilimini belirleyen onemli bir parametredir.
KOAC teorik olarak Boliim 2.2.4.12°de belirtilen sekilde geometrik ortalama cap ve
Cizelge 3.40°da bulunan sikistirilmis dansite degerlerinden hareketle hesaplanmistir
(NMKI1: 0,81um ve NMK2: 0,57 pm). Bulunan KOACt degerlerinin 5 pm’den
kiigtik olmasinin, partikiillerin respiratuar bolgede etkili tutulumu i¢in uygun oldugu

diistiniilmektedir.

4.4. Nanokompozit Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

Boliim 2.2.4.13’te anlatilan sekilde nanokompozit mikropartikiil formiilasyonlarinin
sekil ve yiizey Ozellikleri incelenmistir. Sekil 3.36’dan goriilebilecegi gibi Pearlitol
50C partikiilleri ¢cok daha biiylik ve diizensiz sekle sahip iken nanopartikiiller ile
liyofilizasyonu sonucunda kiiciik ve kiiresele yakin partikiiller elde edilmistir (Sekil
3.37 ve Sekil 3.38). Bu goriintiilere dayanarak basarili bir sekilde mikropartikiile
gecis yapildiginm soyleyebiliriz.
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4.5. Antimikrobiyal Aktivite Testi Degerlendirmesi

Antimikrobiyal etkinlik ¢alismasi Bolim 2.2.4.14°de belirtildigi sekilde yapilmustir.
Bu calisma i¢in F30 kodlu nanopartikil ve NMKI1 kodlu nanokompozit
mikropartikiiller kullanilmistir. Ayrica F30 kodlu nanopartikiil formiilasyonun
baslangic aktivitesi ve 6.aydaki aktivitesi mukayese edilmistir. Bu formiilasyonlarin
siispande halleri referans olarak siproflokasasin hidrokloriir c¢ozeltisi kullanilarak

karsilagtirilmis ve sonuglar Cizelge 3.42 ve Cizelge 3.43 ‘de verilmistir.

Elde edilen sonuclardan yola cikarak biitiin formiilasyonlarin akcigerde enfeksiyona
neden olan bakterilerden olan Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie ve

Eschericha coli’ye kars1 etkin oldugu goriilmiistiir.

F30 kodlu nanopartikiil formiilasyonu ve bu formiilasyonun nanokompozit
mikropartikiil hali olan NMK1 kodlu formiilasyonlarin aktivitelerine bakildiginda
aktivitelerinin siprofloksasin hidrokloriir’den diisiik oldugu; ancak hem nanopartikiil
hem mikropartikiil ile elde edilen aktivitelerin birbirlerine benzer oldugu
bulunmustur. Moazeni ve arkadaslarinin 2010°da yapmis oldugu benzer bir
calismada siprofloksasin  hidrokloriir iceren partikiiller sistemin, referans
siprofloksasin’e gore etkinligi daha diisiik bulunmustur. Nanopartikiiliin aktivitesinin
siprofloksasin hidrokloriir’den diisiik goriilmesinin nedeni, nanopartikiiler sistem
icerisinde etkin maddenin hapsolmasi ve bu formiilasyondan 24 saatte etkin
maddenin yaklasitk %70’nin salinmasi olarak diisliniilmiistiir. Salimin devam
edecegini diisiiniirsek, antimikrobiyal aktive testinin siiresi uzatildiginda zon ¢apinin
bliylimeye devam edebilecegini sOyleyebilmekteyiz. Bu sonug¢ partikiiler sistemi

basari ile elde ettigimizi gostermektedir.

F30 kodlu nanopartikiil formiilasyonun baglangic ve 6.aydaki antimikrobiyal
aktivitesi karsilagtirllmistir. Elde edilen zon ¢aplar1 incelendiginde hem baslangi¢
hem de 6.aydaki aktivitenin siprofloksasin hidrokloriir’den diisiik oldugu, 25°C’de
desikatdorde 6 ay muhafaza edilmis olan nanopartikiillerin aktivitesinin, baslangi¢

aktivitesinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 3.42). 6.ayda goriilen bu
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artisin nanopartikiillerin yapilarinda olusan bir gevseklikten dolayr olabilecegi
diistiniilmiistiir. Yine de sonuglarin siprofloksasin hidrokloriir referansindan daha
diisiik olmasi, nanopartikiillerin 6 ay sonra bile yapisinin hala korundugunu, sistemin
etkin maddeyi iginde tuttugunu gostermektedir. Nanopartikiillerin iiretiminin
lizerinden 6 ay ge¢cmis olmasina ragmen salim gerceklesmektedir ve etkin madde

etkindir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda cesitli solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanan bir
antibiyotik olan Siprofloksasin hidrokloriir’iin, pulmoner yolla uygulanan
nanopartikiiler sistemlerini iceren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin gelistirilmesi
amaclanmigstir. Arastirmamizda biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilen polimerler (polikaprolakton, polilaktik asit ve polilaktik-ko-glikolik
asit  gibi)  kullamlarak  Siprofloksasin  hidrokloriir’iin ~ nano-boyuttaki
formiilasyonlarini iceren mikropartikiiler sistemleri hazirlanarak, akcigerde alveolar
bolgeye kadar partikiillerin gecisinin saglanmast ve kanda yeterli tedavi

konsantrasyonlarina ulasilmasi diistiniilmiistiir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda onde gelen islem ve formiilasyon

parametrelerinin nanopartikiillerin 6zellikleri iizerine etkileri incelenmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii lazer kirinimi yontemi ile
belirlenmis ve degisen formiilasyon parametrelerine bagli olarak partikiil

biiyiikliigliniin degistigi gozlenmistir.

Hazirlanan  nanopartikiill =~ formiilasyonlarinin ~ enkapsiilasyon  etkinlikleri
degerlendirildiginde, en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin F18, F21, F22,
F23, F26, F28, F29 ve F30 kodlu formiilasyonlar ile elde edildigi belirlenmistir. Bu
formiilasyonlar i¢inde ise en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi F30 kodlu formiilasyon

ile elde edilmistir.

Uriin verimi tayini sonuglarina bakildiginda, oldukca yiiksek iiriin verimi degerleri

elde edilebilmistir.

Yapilan zeta potansiyel Olciimleri sonucunda nanopartikiillerin yiizeyinin

mukoadhezif polimerler ile modifiye edilmesinin zeta potansiyel degerlerinde
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degisime neden oldugu, yiizeyi modifiye edilmeyen nanopartikiillerde negatif olan
zeta potansiyel degerinin kitozan ile kaplanan nanopartikiillerde (F29 ve F30) pozitif

deger aldig1 gozlenmistir.

Yapilan ¢oziinme hizi deneyi sonuclarindan ilk 4 saatte hizli bir ¢ikis oldugu, daha

sonra yavasladigi ve 24 saat boyunca salimin oldugu gozlenmistir.

Hazirlanan nanopartikiillerin inhalasyon i¢in uygun hale getirilmesi amaci ile
partikiil biiyiikliigli ve enkapsiilasyon etkinlikleri gbz 6niinde bulundurularak secilen
F30 kodlu formiil, nanokompozit mikropartikiil haline getirilmistir. Formiilasyonun
bu sisteme cevrilmesindeki amag; aglomere toz halinde bulunan nanopartikiil
formiilasyonun akis ozelliklerinin iyilestirilerek KTI farmasotik formu igin uygun
hale getirilmesidir. Inhale edilecek olan nanokompozit mikropartikiiller akcigerdeki
stv1 ortamda nanopartikiillere ayrilacak ve etkilerini bu sekilde gostereceklerdir. Bu
nedenle nanokompozit mikropartikiil formiilasyonunda akis Ozelliklerine yonelik

caligmalar yapilmis, elde edilen verilerden KOACt degeri belirlenmistir.

Geometrik ortalama cap ve sikistirilmis dansite degerlerinden hareketle hesaplanan
KOACt degerlerinin 5 pm’den kiiciik olmasinin, partikiillerin respiratuar bolgede

etkili tutulumu icin uygun oldugu diisiiniilmektedir.

Nanokompozit mikropartikiillerde yapilan morfolojik incelemeler sonucunda,
nanopartikiillerin Pearlitol 50C ile belirli oranlarda liyofilizasyonu sonucunda
kiiresele yakin partikiiller elde edilebildigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, calismanin
devaminda piiskiirterek kurutma yontemi gibi farkli yontemler kullanilarak daha
kiiresel ~ partikiillerin ~ elde  edilip  edilemeyeceginin  degerlendirilmesi

diistiniilmektedir.

Yapilan antimikrobiyal aktivite caligmalarinda nanopartikiil ve nanokompozit
mikropartikiillerin akcigerde enfeksiyonlara neden olan bakterilere kars: etkin oldugu
goriilmiistiir.  Ayrica  nanopartikiillerin ~ baslangic ve  6.ay  aktiviteleri

karsilastirildiginda, etkinligin hala var oldugu bulunmustur. Bu durum nanopartikiiler
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sistemin stabilitesinin korundugunu, stabilitesi diisiik olan bir etki madde olan
siprofloksasinin  stabilitesinin  partikiiler ~sistem icerisinde korunabilecegini

diistindiirmiistiir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak NMK1 ve NMK?2 formiilasyonlarinin gelistirilebilecegi

Ongorilmiistiir.
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OZET
Pulmoner yol ile uygulanacak nanopartikiiler ilac tasiyici sistemleri iceren kuru toz
inhalasyon formiilasyonlarin gelistirilmesi ve degerlendirilmesi

Bu calismanin amact cesitli solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanan bir
antibiyotik olan Siprofloksasin hidrokloriir’iin, pulmoner yolla uygulanan nanopartikiiler
sistemlerini iceren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin gelistirilmesidir.

Pulmoner yol ile ilag verilisi, diger uygulama yollar1 ile karsilastirildiginda, absorpsiyon icin
genis ylizey alani, hizli absorpsiyona izin veren ince alveoler epitel, ilk gecis
eliminasyonunun olmamasi, etkinin hizli baglamasi ve yliksek biyoyararlanim elde edilmesi,
lokal olarak uygulanan etkin maddelerin akcigerlerde etki gostererek etkinliklerinin
diizeltilmesi ve istenmeyen sistemik yan etkilerin azaltilmasinin saglanmasi nedeniyle
bircok avantaja sahiptir. Cesitli akciger hastaliklarinin tedavisinde inhalasyon yolu ile direkt
olarak akcigerlere uygulanan terapétiklerin yararini destekleyen bulgular giinden giine
artmaktadir. Bu calismada ¢esitli solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerden biri olan siprofloksasin hidrokloriir'tin pulmoner yol ile uygulanan
nanopartikiiler sistemlerini iceren kuru toz inhaler formiilasyonlar gelistirilmesi
amaglanmistir. Pulmoner yol ile uygulamanin avantajlar1 géz oniine alinarak, etkin maddenin
kuru toz inhaler bir formiilii gelistirilmistir.

Nanopartikiiller coklu emiilsiyon metotu ile tiretilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda polimer olarak biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu
olmalar1 nedeniyle poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolakton (PCL)
polimerleri kullanilmustir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda organik ¢oziicii tipi, dis fazda kullanilan sulu
ortamin tipi; organik faza eklenen yardimci maddeler, polimer tipi, karisim oranlar1 ve
miktar1; etkin madde miktar1 ve nanopartikiillerin yiizey 6zelliklerini modifiye etmek i¢in
kullanilan mukoadhezif polimer miktarinin nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve dagilima,
enkapsiilasyon etkinlikleri, iirlin verimi, zeta potansiyel degerleri, etkin madde salim
profilleri {izerine etkisi incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda F29 ve F30’un optimum
formiiller olduguna karar verilmistir.

Optimum olarak secilen formiillerden F30 ile, mannitol kullanilarak kompozit
mikropartikiile gecis yapilmistir ve aerodinamik 6zellikleri iizerine etkisi incelenmistir. Kuru
toz inhalasyon formiillerinde mannitoliin kullanilmasi partikiil agregasyonunu onleyerek
aerodinamik 6zelliklerinin iyilesmesini saglamistir.

Nanopartikiiller ve nanokompozit mikropartikiiller iizerinde antimikrobiyal aktivite testleri
yapilmis ve enfeksiyonlara neden olan patojenlere karsi partikiillerimizin aktif oldugu
bulunmustur. Ayrica nanopartikiillerin baslangigtaki ve 6.aydaki antimikrobiyal aktivitesi
incelendiginde, partikiiler sistemin yapisinin hala korundugu goriilmiistiir.

Sonuglarimiz siprofloksasin hidrokloriir iceren, inhalasyon i¢in uygun ozelliklere sahip
kompozit nanopartikiillerin elde edildigini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kuru toz inhaler, nanokompozit mikropartikiil, nanopartikiil,
siprofloksasin hidrokloriir.
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SUMMARY

Evaluation and development of dry powder inhaler formulations that comprising
nanoparticular drug delivery systems for administration by pulmonary route.

In this study we aim to develop dry powder inhaler which contains ciprofloxacin
hydrochloride, an antibiotic that is used the treatment of various lung diseases nanoparticular
system.

Compared to pulmoner administration and the others, pulmonary route has many advantages
such as large surface area for absorption, thin alveolar epithelium to allow speed absorption,
the lack of first pass elimination, rapid start of effect, high bioavailability, fixing effect of
active substance which is applicated local, reduction of unwanted systemic side-effects. In
the treatment of various lung diseases directly to the lungs by inhalation of therapeutic
benefits of supporting the findings are increasing from day to day. There isn’t any inhaler
pharmaceutical form of ciprofloxacin hydrochloride that we plan to use in this study. On the
market tablet form of ciprofloxacin hydrochloride is used. Because of advantages of
applying pulmonary route, we aim to develop dry powder inhaler of this active substance.

Multiple emulsion method will be used during production of nanoparticles. The
nanoparticles that we produce will be use making composite microparticles. Poly(lactic-co
glycolic acid) (PLGA) and poly-e-caprolactone (PCL) polymers were used in nanoparticle
formulations due to their biodegradable and biocompatible properties.

The effects of type of the organic solvent, polymer type and ratios, quantity of active
substance, type of aqueous solution which is used as external phase, excipients added to
organic phase and type of the mucoadhesive polymer used to modify surface properties, on
particle size, encapsulation efficiencies, production yield, zeta potentials, drug release
profiles and aerodynamic properties of nanoparticles were investigated. According to results
of these tests, F29 and F30 were thought as optimal formulations.

Composite microparticles were prepared by using mannitol and one of these formulations
F30 and aerodynamic proporties were investigated. Usage of Pearlitol 50 C with
microparticles in dry powder inhalations was beneficial on aerodynamic properties by
preventing particle aggregation.

Antibacterial activity test was made with our nanoparticles and nanocomposite
microparticles. This study indicates that ciprofloxacin retained its antimicrobial efficacy
when incorporated in the particular system. Also considering nanoparticles O and 6th month
activities, we found that the particular system is still stabile.

Our results showed that composite nanoparticles with appropriate properties for inhalation
were prepared which contain ciprofloxacin hydrochloride.

Keywords: Ciprofloxacin hydrocloride, dry powder inhaler, nanocomposite microparticle,
nanoparticle.
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