TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA ﬁNiVERSITE.SI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

OKULER VERILIS iCIN ANTIGLOKOM BiR ETKIiN MADDE OLAN
LEVOBUNOLOL HCP UN MIiKROPARTIK{UL FORMULASYONLARI
- UZERINDE CALISMALAR

Ozlem SONAKIN

FARMASOTIK TEKNOLOJI ANABILIMDALI
YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN
Yard. Dog¢. Dr. Aysegiil KARATAS

2006 ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
_ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

OKULER VERILIS iCIN ANTIGLOKOM BiR ETKIN
MADDE OLAN LEVOBUNOLOL HCP UN
MIKROPARTIKUL FORMULASYONLARI UZERINDE

| CALISMALAR

Ozlem SONAKIN

FARMASOTIK TEKNOLOJI ANABILIMDALI
: YUKSEK LIiSANS TEZi

DANISMAN
Yard. Dog¢. Dr. Aysegiil KARATAS

Bu tez, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Midiirliigii tarafindan

2003-08-03-039 proje numarasi ile desteklenmistir.

2006 ANKARA

;
|
t




i

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Yiiksek Lisans Program
g:er(;evesmde yiiriitiilmiis olan bu ¢aligma, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek

Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 05/07/2006

tof. Dr. Tamer Baykara
Ankara Universitesi

Dog. Dr. Niliifer Yiksel
Ankara Universitesi

Dog. Dr. Imran Vural Yard. Dog Aysegiil Karatag
Hacettepe Universitesi Ankara Universitesi




iii
ONSOZ

Insanlarin hayatim saglikli bir sekilde devam ettirebilmesi i¢in hastaliklardan
korunmasi, hastaliklarinin teshisi ve tedavisi gerekmektedir. Bu amagla
kullanilan ilaglardan beklenilen etkilerin saglanabilmesi ve yan etkilerinin
azaltilabilmesi ise olduk¢a. 6nemlidir. Uygulanan g6z preparatlarindan
biyoyararlanimin oldukga diisiik olmasi, yan ve toksik etkilerin ortaya ¢ikmasi
aragtirmacilart yeni ilag gekillerinin olusturulmasina yoneltmistir. Son yillarda
ilag alanindaki en Onemli gelismelerden biri de partikiiler ila¢ tasiyici
sistemlerdir. Goze de wuygulanabilen bu sistemlerde tedavi degeri go6z
cozeltilerine gore daha fazladir; yan ve toksik etkileri ise oldukga
azaltilmaktadir.

Yapilan bu aragtirmada, glokom tedavisinde gbze uygulanan levobunolol
HCI’ #in partikiiler ila¢ tagiyict formiilasyonlarinin olusturulmasi, formiilasyona
etki eden parametrelerin belirlenmesi, in vitro ¢dziinme hizinin incelenmesi ve
ticari preparati ile karsilagtirilarak sonuglarin degerlendirilmesi amaglanmugtir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi, imkan ve destegiyle ¢aligmalarimin
yiuriitiilmesini saglayan Anabilim Dali Baskani degerli hocam Prof. Dr. Tamer
BAYKARA’ ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarim siiresince bilgi ve deneyimleriyle her zorlugu agsmami saglayan
sevgili hocam Yard. Dog. Dr. Aysegil KARATAS’ a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez c¢alismalarim siiresince giileryiizii ile en zor dénemlerinde bilgi ve manevi
desteginden dolay1 Dr. Ecz. Miige KILICARSLAN’ a katkilarindan dolay1 en

icten tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilimsel katkilarindan ve ilgilerinden dolay1
degerli 6gretim liyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Cahgmalarim sirasinda bana manevi agidan gii¢ veren sevgili arkadagim Ecz.
Meral YUCE’ ye ve diger arkadaglarima tesekkiir ederim.

Tez ¢ahsmalarim siiresince yardimlarindan dolayr Dr. Ecz. Ozge INAL’a ve
diger arastirma gorevlisi arkadaglarima tesekkiir ederim. '

Bilgi ve yardimlanyla destek veren Prof. Dr. Sibel OZKAN” a tesekkiir ederim.

Tez cahismalarimda Ankara Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ nden (BITAUM) formiillerin  ultrasantrifiijiini
gerceklestiren Uzm. Kimyager Elif KORMANLI’ya ve DSC analizlerinin
yapilmasin saglayan Uzm. Kimyager Niliifer VURAL’ a tesekkiir ederim
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Zeta potansiyeli tayini i¢in imkan saglayan Atomika Teknik Cihazlar Limited
Sirketi Bélge Miidiirii Naci SARACOGLU’ na ve dlgiim icin laboratuvarlarinin
kullanilmasina izin veren Anadolu Universitesi Malzeme Bilimi ve Mithendisligi
Béliimii’'nden Dog. Dr. Aydin DOGAN’a tesekkiir ederim.

SEM analizlerini saglayan Uzman Miih. Abdullah ONER’ e tesekkiir ederim.

Okiiler verilis i¢in B-blokér igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarin
tasarimi  baslikli proje kapsaminda gergeklestirilen bu tez c¢alismasina
katkilarindan dolayr Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler
Miidiirliigii’ ne tesekkiir ederim. '

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi tez ¢caligmalarim sirasinda da ilgisi, destegi ve
fedakarliklan ile anneme ve babama tesekkiirlerimi sunarim.

Sevgisi, sabr, diisiinceleri ve ilerigoriisti ile bana her yonden destek olan, en zor
donemlerinde beni yalniz birakmayan sevgili anneme sonsuz tesekkiirlerimi bir
borg bilirim.

Ecz. Ozlem SONAKIN
Haziran 2006, ANKARA
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1. GIRIS

1.1. Goziin Anatomik Yapisi ve Fizyolojisi

Goz kiiresi dis tabaka (sklera), orta tabaka (kornea) ve i¢ tabaka (retina)
olmak iizere {i¢ tabakadan olugmaktadir (Sekil 1.1). Goz kiiresinin en distaki
fibréz dokudan olusan koruyucu bolimii sklera (goz aki) 6n boliimde saydam
korneaya doniigiir. Isinlar géze kornea ve goz- mercegi yolu ile girer. Goz
merceginin Onilinde goze rengini veren, pigmentli ve opak bir yap1 gosteren iris
bulunur. Iristeki kas lifleri ile goz bebegi daralip genisleyebilmektedir. Kornea
ile g6z mercegi arasinda bulunan géziin 6n odasin i¢i, 6n kamera sivisi ile

doludur (Giirsoy, 1989; s.:226; Sasaki ve ark,1999; Ludwig 2005).

Konjunktiva

On kamera

Gozyas filmi

Kornea

ixis

— B

Korneal epitelyum  Korpeal stroma

Sekil 1.1. Goziin sematik yapist (Ludwig, 2005).




Kornea epitelyum (lipofilik selliiler tabaka), stroma (hidrofilik tabaka) ve
endotelyum (lipofilik selliiler tabaka) olmak tizere ii¢ tabakadan olusmaktadir
(Mitra,1988, Chapter 15). Epitelyum tabakasinda yer alan bazal hiicreler sadece
mikroorganizmalar igin degil, etkin maddelerin absorbsiyonu icin de bariyer
olusturmaktadir. Epitelyumun altinda bulunan stroma tabakast %85 su
icermektedir ve komeamin %90’ m olusturmaktadir. Son tabaka olan
endotelyum, goziin i¢ katmaninin en 6nemli kismidir. Kornea, yaklasik %75
hidratasyon/dehidratasyon aktivitesi saglayan aktif su pompasi icermektedir (Le
Bourlais ve ark., 1995).

Goz kapaklarinin ince yapisi, goz kiiresini kolayca tutmakta ve goziin hizla
agilip kapanmasini saglamaktadir. G6z kapaklar istemsiz ( periyodik ve refleks
gbz kirpma) ve istemli olarak kontrol altindadir. G6z kapaklari, géz yasinin
goziin ylizeyinde dagilmasini; bdylece kornea yiizeyinin optik olarak piiriizsiiz
olmasini saglamaktadir. G6z yagarmasi sirasinda ylizey geriliminin 20000 sn’!
oldugu tahmin edilmektedir. Yiizey gerilimi damlatilan viskoz okiiler dozaj
sekillerinin reolojik 6zelliklerini ve uygulanan etkin maddenin biyoyararlanmmim
etkilemektedir (Ludwig, 2005).

Konjunktivé, g6z kapaklarinin i¢ bolimiinii kaplayan ve goz kiiresinin 6n
boliimiinii 6rten ince, seffaf bir membrandir (Robinson ve Mlynek,1995).
Konjunktiva, gézyasi bezinden gelen gbzyasi ile islak ve temiz tutulur. Goblet
hiicreleri, konjunktivanin anatomik olarak O6nemli bir kismimi olusturmaktadir
(Le Bourlais, 1998). Konjunktivada yaklagik 1,5 milyon goblet hiicreleri
bulunur. Goblet hiicrelerinin anormal azalmasi veya yoklugu sadece
keratokonjunktivit, alerjik konjunktivit gibi gesitli patolojik durumlarda degil,
benzalkonyum kloriir igeren goz damlalarimin kronik kullanimindan sonra da
meydana gelmektedir. Goblet hiicreleri mukus salgiss (MUCS5AC) ve TFF-
peptitleri veya trefoil faktorleri (TFF1 ve TFF3) sentezlemektedir. TFF-
peptitlerinin  gbzyas1 filminin reolojik oOzelliklerinde ve korneal yara
iyilegtirilmesinde etkisi bulunmaktadir (Ludwig, 2005).

Mukus tabaka, goblet hiicreleri tarafindan salgilanmakta olan

glikoproteinlerdir (Robinson ve Mlynek, 1995; Le Bourlais ve ark, 1998). Mukus




tabaka hidratasyona oldukga duyarhidir ve viskoelastik reolojik o6zelliklert ile jel
tabaka olugturmaktadir. Boylece goz kapaklarinin hareketini kolaylastirmakta ve
epitel dokuyu hasardan korumaktadir. Mukus, g6z yas1 filminin salinimim
diizenlemekte, kohezyon ve stabilitesini arttirmaktadir. Mukus jel; bakteri, hiicre
artiklar1 ve yabanci cisimleri, mukoz iplik olusturarak toplamakta ve goz
yasarmasi sirasinda disartya atmaktadir. Mukus tabaka makromolekiiller i¢in
diffiizyon bariyeri olusturmaktadir (Ludwig, 2005). |

Nazolakrimal drenaj sistemi, salgilama, dagitma ve toplama kisimlarindan
'oh'lsur. Goz yasarmasi sirasinda gdzyas: bezi tarafindan salgilanan gozyasi, goz
kapaklar ile goz yiizeyine dagitilmaktadir. Toplama sistemi ise, toplama kanals,
gbzyast kesesi ve i¢ kisimda nazal yola acilan nazolakrimal kanaldan
olusmaktadir. Gozyas1 bezi ile gézyas: Uretimi, temel, refleks ve duyusal olmak
iizere 3’e aynlir. Temel akis korneal yiizeyde optik, metabolik ve kayganlik
ozellikleri agisindan gz yast filminin stirdiiriilmesi ig¢in gereklidir. Refleks
gdzyasina gevresel uyanlar (6rn, kimyasal veya mekanik tahris, sicaklik ve 151k)
‘neden olmaktadir. Refleks stimulasyon géz yasarmasini arttirarak yabanci cismin

(etkin maddeler dahil) ¢ikarilmasimi saglamaktadir (Chien, 1982, Chapter 2;
Ludwig, 2005).

1.2. Okiiler fla¢c Absorbsiyon Mekanizmalar

Okiiler ilag tasiyict sistemlerinde en yaygin yol, géziin cul de sac bolgesine
topik uygulamadir (Macha ve ark, 2003; Chapter 1). Kormea ve konjunktivay1
kaplayan, prekorneal gozyast filmi topik olarak uygulanan etkin maddeler igin
asilmasi gereken ilk kisimdir (Sasaki ve ark, 1999; Pal Kaur ve ark, 2002). Etkin
madde molekiillerinin gec¢is yollart molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerine

gore degismektedir (Le Bourlais ve ark,1995).

Etkin maddelerin absorbsiyonu, korneal ve korneal olmayan yol olmak iizere

iki sekilde gergeklesmektedir ( Macha ve ark, 2003; Chapter 1):




1.2.1. Korneadan Absorbsiyon

Komeanin epitelyum tabakas: hidrofilik etkin maddeler i¢in; stroma tabakasi
ise lipofilik etkin maddeler i¢in hiz simirlayict bariyerdir. Lipofilik etkin
maddelerin korneadan absorbsiyonunun daha hizli oldugu belirtilmektedir

(Sasaki ve ark, 1999; Kaur ve ark, 2002).

1.2.2. Konjuktivadan ve Skleradan Absorbsiyon

Konjuktival ve skleral permeabilite, korneadan ¢ok az absorbe olan biiyiik
molekiiller ve hidrofilik molekiiller igin uygun gegis yoludur (Macha ve ark,
2003; Chapter 1). Korneal olmayan yolun, adhezif jeller ve polimer insertler i¢in

en 6nemli absorbsiyon yolu oldugu belirtilmistir (Sasaki ve ark,1999).

1.3. Okiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Gozde kontrollii salim, prekorneal alanda bulunan etkili koruyucu
mekanizmalarla smirlanmaktadir. Etkin maddelerin gbze absorbsiyonu igin
korneal penetrasyonun iyi olmasi ve korneal doku ile temas siiresinin uzatilmis
olmas: gerekmektedir (Le Bourlais ve ark., 1995). Dolayisiyla okiiler tedaviyi
optimize etmek gerekmektedir. Optimizasyonun bir yolu, formiilasyona
¢cozlinebilir polimerler ekleyerek, viskoz jeller, kolloidal siispansiyonlar,
aginabilir veya agimnmayan insertler gelistirerek prekorneal alanda etkin madde
tutma siiresini arttirmaktir (Mitra, 1988; Ding, 1998; Desphande ve ark, 1998;
Kaur ve Kanwar, 2002). Bu sistemlerden aginabilir veya asinmayan insertlerin
kullanim hastalara gii¢liik vermektedir. Bu nedenle hastalarin uyumu agisindan
stvi dozaj formlar daha ¢ok tercih edilmektedir (Le Bourlais ve ark, 1995).

Gozyas1 ve goz kirpmasi refleksi gibi fizyolojik faktorler oftalmik etkin

maddelerin absorbsiyon siiresini sinirlandirmaktadir. Goz yasi devri salim




sistemine ve dozaj formuna bagli olarak etkin maddeyi uzaklastirmaktadir
(Barber ve Shek, 1993, Chapter 1; Le Bourlais ve ark., 1995).

Goze uygulanan damlalar genellikle 30-75ul” dir. G6ziin normal stvi hacmi
ise 7-9 ul’ dir (Le Bourlais ve ark,1995; Sasaki ve ark, 1999). Goziin cul de sac
bdlgesinde en fazla 30 pl sivi bulunabilecegi belirtilmistir (Ding, 1998; Sasaki ve
ark, 1999; Kaur ve Kanwar, 2002).

Goziin lzerindeki kayip yolaklarindan dolayr oldukg¢a diisik miktardaki
etkin madde korneaya ve goziin daha i¢ dokularma gegebilmektedir. Etkin
maddelerin korneal permeabilitesi ¢ok diigiiktiir. G6zyasinin nabiz atis1 (pulse
entry) seklindeki sekresyonundan dolay: (Sekil 1.2) etkin madde konsantrasyonu
hizla diigmekte ve gézden biiyiik oranda etkin madde kaybr olmaktadir (Shell,
1985; Barber ve Shek, 1993; Chapter 1). Bu nedenle tipik korneal temas siiresi
g0z damlas i¢in insanlarda 1-2 dakikadir ve okiiler biyoyararlanimi da genellikle

%10’ dan daha azdir (Le Bourlais ve ark, 1995; Alonso ve ark., 2003) .
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Sekil 1.2. Damlatilan goz darﬁlalarmm tipik etkin madde konsantrasyon-zaman profili (Shell,
1985)

Uygulanan dozun biiyiik kismm ise gdzyas1 drenaji ile nazolakrimal kanaldan
gastrointestinal kanala ge¢mektedir. Gastrointestinal kanaldan etkin madde

absorbe olarak sistemik yan etkilere ve bazen toksisiteye neden olabilmektedir.

Uygulanan géz damlalarinin hizla eliminasyonu sonucu okiiler terapotik etki




stiresinin kisalmasi, daha sik dozda uygulanma gereksinimini arttirmaktadir

(Kothuri ve ark, 2003, Chapter 14).

Kontrollii salim sistemlerinin okiiler uygulanmasindan saglanan baslica

yararlar sunlardir (Giirsoy, 2002, s.:197):

Etkin maddenin goézde kalis siiresini uzatarak etkisini arttirmak ve
istenilen biyoyararlanimi saglamak,
Okiiler doku ve sivilardaki etkin madde konsantrasyonlarindaki biiyiik

degisiklikleri onlemek,

"Yan etkileri azaltmak,

Uygulama sayisim azaltmak,

Hastaya kolaylik saglamak ve yagsam kalitesini arttirmak.

1.4. Okiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerinin Simflandirilmas:

Okiiler ilag tasiyic1 sistemler asafidaki sekilde simiflandirilmaktadir (Le
Bourlais ve ark, 1995; Giirsoy, 2002; s.:199):

1.4.1. Polimerler (Viskozite Arttiricilar)
1.4.1.1. Mukoadhezif Olmayan Polimerler
1.4.1.2. Biyoadhezif (Mukoadhezif) Polimerler

1.4.1.3. In-situ Jellesen Sistemler

1.4.2. Kolloidal Sistemler

1.4.2.1. Lipozomlar

1.4.2.2. Mikropartikiiller ve Nanopartikiiller

1.4.2.3. Mikro ve nanoemiilsiyonlar

1.4.3. Insertler

1.4.4. Implantlar



1.4.1. Polimerler (Viskozite Arttiricilar)

Coziinebilir polimerlerin sulu ¢ozeltiye yiiklenerek, tasiyicinin viskozitesini
arttirmak, bdylece etkin maddelerin kornea ile temas siiresini uzatmak
mimkiindiir (Kaur ve Kanwar, 2002). Genellikle bu polimerler, (selillozik
bilesikler, polivinil alkol, poliakrilik asit hidrojeller, hyaliironik asit, poloksamer
ve polisakkarit bilesikler) biyolojik membranlardan gegemeyen yiiksek molekiil
agirhikli (5000-10000 Da) polimerlerdir. Cesitli ¢oziiniirlilkteki etkin maddeler
(6rn: pilokarpin, tropikamid, betaksoloi, timolol, prednisolon, florometalon,
progesteron) bu jeller i¢ine yiiklenebilmektedir (Plazonnet, 1990; Chapter 25; Le
Bourlais ve ark., 1995).

Polimer ¢ozeltileri genellikle Newtonian veya Non-newtonian akig
gostermektedirler. Belirli sicaklik ve basingta yiizey geriliminden bagimsiz
viskozitesi sabit olan Newtonian akis gosteren ¢ozeltiler, gézde daha az tolere
edilirler. Non-newtonian ve psodoplastik ozelliklere sahip (viskozitesi yiizey
geriliminin artmasi ile azalan), polimerik formiilasyonlarin g6z kapaginin
hareketine direnci viskoz Newtonian formiilasyonlara gére daha azdir ve daha

fazla kabul edilebilirlik gostermektedir (Le Bourlais ve ark., 1995).

1.4.1.1. Mukoadhezif Olmayan Polimerler
Selillozik polimerler, polivinil alkol (PVA) ve polivinil prolidon (PVP)

yaygin olarak kullanilan mukoadhezif olmayan polimerlerdir (Sintzel ve ark.,

1996; Le Bourlais ve ark, 1995).

e Seliilozik Polimerler

Metil selilloz (MC), hidroksietil seliiloz (HEC), hidroksipropil metilseliiloz
(HPMC), hidroksipropil seliloz (HPC), hidroksipropil etilseliiloz (HPEC) gibi




selilozik polimerler, Newtonian viskozite arttiricilar olarak oftalmik
preparatlarda yaygin olarak kullamlmaktadir.
Bu viskozite arttiricilarin genel 6zellikleri:

- Genis aralikta viskoziteye sahip olmalar1 (400-15000 cp),

- Topik olarak uygulanan pek ¢ok etkin madde ile ge¢imli olmalari,

- Is1ile kolayca sterilize edilebilmeleri (120° C),

- Gozyasi filminin stabilitesini arttirabilmeleri,

- Topik olarak iyi tolere edilebilmeleridir.

Bu polimerler 50 yil éncé suni goz yast preparatlari olarak hazirlanmistir (Le
Bourlais ve ark, 1995)

Desai ve Blanchard (1992) tarafindan, pilokarpin HCI’'in MC veya HPMC
iceren Pluronik F127 formiilasyonlarimin kontrollii salim sistemi olarak

kullanilabilecegi belirtilmstir.

e Polivinil Alkol (PVA)

PVA, suyun yiizey gerilimini diisiirebilmekte, y/s yiizeyleraras: gerilimi
azaltmakta ve gdzyas1 filminin stabilitesini arttirabilmektedir. Bu film olusturma
ozelligi ile birlikte, kolay sterilizasyonu, oftalmik etkin maddelerle ge¢imliligi ve
epitel toksisitesinin gériillmemesi, suni gozyags: preparatlarinda ve etkin madde

saliminda tasiyici olarak yaygin kullanilmasini saglamigtir (Deshpande ve ark.,
1998).

e Poli(vinil pirolidon) (PVP)

PVP’nun okiiler absorbsiyonu arttirmada ve sistemik absorbsiyonu

azaltmada etkili oldugu belirtilmektedir (LLe Bourlais ve ark., 1995).




1.4.1.2. Biyoadhezif (Mukoadhezif) Polimerler

Mukoadhezif polimerler, ¢esitli hidrofilik fonksiyonel gruplar tasiyan
makromolekiiler hidrokolloidlerdir (Robinson ve Mlynek, 1995). Hyaliironik
asit, poliakrilik asit hidrojeller ve karboksimetil selilloz (CMC) biyoadhezif

polimerlerdendir.

e Hyaliironik Asit

Hyaliironik asitin sodyum tuzu, diiz zincirli polisakkaritten olusan yliksek
molekiil agirlikli biyolojik polimerdir. Gozde hyaluronik asit, vitr6z yapida ve
diisiik konsantrasyonlarda ak6z hiimorde bulunmaktadir. Hyaliironik asit %1°den
yiiksek konsantrasyonda, intraokiiler ameliyat sirasinda 6n kameranin seklini
korumada, korneal endotel  hiicrelerini  korumada, vitroz hiimorun
degistirilmesinde, goz kurulugu tedavisinde goéz yast olarak ve cesitli etkin
maddelerin kornea yiizeyindeki kalis siiresini arttirmada kullanilmaktadir
(Sintzel ve ark., 1996; Le Bourlais ve ark,1998). Baz: arastirmalarda hyaliironik
asitin yiiksek yiizey geriliminde diisiik viskozitesi ile tipik bir psddoplastik
polimer olarak okiiler salim sisteminde kullanilabilecegi belirtilmektedir (Le

Bourlais ve ark., 1995; Kaur ve Kanwar, 2002).

o Poliakrilik asit hidrojeller

Poliakrilik asitler veya karbopol rezinleri, diiz zincirli, dalli veya capraz
bagli polimerlere dayanan akrilik asitlerdir. Karbopol 934P, farmasotik
endistride kullanilan, ¢apraz bagh, molekiil agirligr 3.000.000 Da olan ve sulu
¢ozeltilerde ¢oziinebilen bir polimerdir. Poliakrilik asitler, biyoadhezif 6zellikleri

ile en fazla psodoplastik 6zelligi olan polimerlerden biridir. Bu polimerler ¢apraz

bagli mukoadhezif hidrojellerin liretilmesinde de kullanmilmaktadir (Le Bourlais

ve ark., 1995-1998; Kaur ve Kanwar, 2002).
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e Karboksimetil Seliilloz (CMC)

Sodyum karboksimetil seliilozun da poliakrilik asit gibi mukoadhezif bir

polimer oldugu belirtilmektedir (Ludwig, 2005; Sintzel ve ark., 1996).

1.4.1.3. In-situ Jellesen Sistemler

Baslangicta diisiik viskoziteli olup géze damlatildiginda, goziin cul-de-sac
icinde kornea ile temas ederek in situ jel olusturan sistemler bulunmaktadir
(Ding,1998). _

Oftalmik c¢ozeltilerin gozdeki drenaj ve seyreltme nedeniyle zayif olan
biyoyararlanimi, geri doniigimlii sivi-jel faz gegisi saglayan polimerlerden
hazirlanan in situ jel olusturan oftalmik salim sistemleri kullamlarak
arttirtlabilmektedir (Cohen ve ark., 1997).

Goz yiizeyinde faz gecisine neden olan ii¢ yontem bulunmaktadir (Robinson
ve Mlynek, 1995; Ding, 1998):

- pH’ ya bagli sistemler,

- Sicakliga bagl sistemler,

- Iyon aktivasyonuna bagli faz degisimi

e pH’ ya Bagh Sistemler

pH’ ya bagl sistemlerden seliiloz asetat hidrojen fitalat lateks, su icinde
diisiik viskoziteli polimerik bir dispersiyon olup (pH 5), konjunktivanin cul-de-
sac i¢ine damlatildiginda (gozyasi pH’ s1 7,2-7,4) kendiliginden koagiilasyona ve
jelasyona ugramaktadir. (Gurny ve ark.,1985; Le Bourlais ve ark, 1995).

Srividya ve ark, (2001) tarafindan pH’ ya bagh in situ jel olusturan géz
damlas: formiile edilmistir. Jel olusturma ajanm olarak % 0,3 a/h poliakrilik asit

(Carbopol® 940), viskozite arttirici ajan hidroksipropil metil seliiloz (Methocel

E50LV) ile kombine edilerek kullanilmigstir. Gelistirilen formiilasyonun irritan
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olmadiy, terapitik olarak etkili, stabil oldugu ve 8 saat boyunca etkin maddenin

stirekli salimini sagladig: belirtilmigtir.

e Sicaklikla Degisen Sistemler

Siirekli salim sistemi, gbz sicakliginda (33-35 °C) ¢ozeltiden jele doniisen
polimerler kullanilarak da olusturulabilmektedir. Bu tip polimerlere bir 6rnek
polioksietilen ve polioksipropilen {initelerinin baglanmasiyla olusan Poloksamer
F127° -dir. Oda sicakliinda poloksamer ¢Ozelti halinde iken, goze
damlatildifinda, sicakligin yilkselmesi ile jel olusturmakta ve bdylece okiiler-
yiizey ile temasiu sirdiirmektedir. Bu sistemlerin bir dezavantaji, yiiksek
polimer konsantrasyonu (% 25 Poloksamer) ve poloksamerin ylizey 6zellikleri

nedeniyle okiiler toleransinin iyi olmamasidir (Cohen ve ark, 1997).

e Iyonik Aktivasyona Bagh Faz Degisimi

Iyonik aktivasyona bagl faz degisimi i¢in kullanilan Gomme ‘Gellan’
(Gelrite®) mono ve divalan katyonlarin varliginda berrak jel olusturan bir
polisakkarittir. insan gézyasindaki sodyum konsantrasyonu 2,6 g/dl, materyalin
konjunktival kese igine topik olarak uygulandiginda jel olusumu i¢in uygundur.
Gelrite® iyi tolere edilebilmekte ve isotonik nétral ¢ozelti olarak formiile
edilebilmektedir (Ding, 1998; Kaur ve Kanwar, 2002).

Aljinatin  sulu ¢ozeltilerinin  de g6zde in situ jel olusturdugu
belirtilmektedir. Okiiler toleransimin iyi olmasi, uygulanma kolayligi ve
tekrarlanabilir olmasi, lakrimal sivi ile jel olusturmasi baslica avantajlandir
(Sintzel, 1996; Cohen ve ark, 1997; Ludwig, 2005).

Cohen ve ark., (1997) tarafindan pilokarpin saliminin ve aljinatin jelasyon
stiresinin polimerde bulunan, gluronik asit (G) ylizdesine bagh oldugu

belirtilmistir. G igerigi % 65° den fazla olan aljinatlar (6rn; Manugel DMB),

gdzyast ile hemen jel olustururken; G igerigi diisiik olan (6rn; Kelton LV) daha
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diistik hizda zayif jel olusturmaktadir. Yiiksek G iceren in situ jel olusturan
aljinat sistemin, pilokarpinin uzatilmis salimi ig¢in iyi bir tasiyict oldugu

belirtilmigtir.

1.4.2. Kolloidal Sistemler

1.4.2.1. Lipozomlar

Lipozomlaf, derisik sulu faz iceren fosfolipit katmanlarindan olusmus
vezikiillerdir. Vezikiillerin biiyiikligli 10nm-10pm’ dir. Lipozom yapisinda
genellikle kolesterol bulunmaktadir; boylece etkin maddenin vezikiilden ¢ikis
smirlanmaktadir (Le Bourlais ve ark, 1995). Fosfolipitlerin yapisina ve hazirlanig
yontemine gore; ¢ok tabakali vezikiiller (MLV), tek tabakali biiyiik vezikiiller
(LUV) (100-300 nm) ve tek tabakali kiigiik vezikiiller (SLV)(10-100 nm.) olarak
tice ayrilmaktadir (Le Bourlais ve ark., 1998; Giirsoy, 2002, s.:106; Kaur ve
Kanwar, 2002; Ludwig, 2005). Lipozomlar, dogal bilesikler igerdigi icin
biyogecimli ve  biyolojik olarak parcalanabilir  vezikiiller olarak
tammlanmaktadir. Lipozomlarin stabilitesi ve etkin madde yiikleme kapasitesi
acisindan oftalmik ilag tasiyict sistemlerinde kullaniminin smirli  oldugu

belirtilmektedir (Juliano, 1987; Chapter 13; Ding, 1998).

1.4.2.2. Mikropartikiiller ve Nanopartikiiller

Partikiiler ila¢ tasiyici sistemler; mikropartikiiller, nanopartikiiller,
mikrokiireler, nanokiireler, mikrokapsiiller ve nanokapsiiller olarak
tanimlanmaktadir. Buytikliigi 100 nm’ den, birkag¢ ytiz mikrometreye kadar olan
partikiiller ‘mikropartikiiller’ olarak adlandirilmaktadir. Mikropartikiiller,
mikrokapsiiller ve mikrokiireler olmak ftizere iki gruba ayrilmaktadir.
Mikrokapsiiller, etkin madde partikiillerinin veya damlaciklarinin polimerik

membran igine yiiklenmesiyle olusan birka¢ yiiz mikrometre ¢apinda

partikiillerdir. Mikrokiireler ise polimer matris igine etkin maddenin homojen
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olarak dispersiyonu ile olusmus polimer-etkin madde kombinasyonlaridir
(Kothuri ve ark, 2003, Chapter 14). Nanopartikiiller, partikiil biiyiikligsi 1pm’
den kiicik koloidal sistemlerdir. Mikropartikiillere benzer 6zellikler
tagimaktadir. Nanopartikiiller, nanokapsiiller ve nanokiireler olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Nanokiireler, matris yapidadir. Etkin madde yiizeyde adsorbe
olabilmekte, partikiil icine yiklenebilmekte veya partikiil iginde
¢oziinebilmektedir. Nanokapsiiller ise genellikle etkin madde igéren yag veya su
damlaciklarinin polimerik membranla kaplanmast sonucu olusan vezikiiler
sis.ter'nlerdir (Fessi ve ark., 1989; Kreuter, 1991; Allémann ve ark., 1993;
Couvreur ve ark., 2002; Kothuri ve ark., 2003, Chapter 14; Reis ve ark., 2006).
Okiiler ilag tasiyic1 partikiiler sistemlerin uygulanma sekline gére topik

sistemler ve lokal enjeksiyonlar olmak tizere ikiye ayrilmaktadir:

a) Topik Sistemler

Okiiler dokularda terapétik konsantrasyonlara ulagmak i¢in sistemik dozun
oldukga yiiksek uygulanmasi, etkin maddelerin yan etkilerine ve toksisitesine
neden olmaktadir. Bu nedenle gbz igin en yaygin ilag tasiyici sistem yolu topik
uygulamadir. Etkin madde yukli mikropartikiiler sistemler géziin cul de sac
bolgesine uygulandifinda; ¢oziinme, diffiizyon, mekanik dagilma ve polimer
matriksin erozyonu ile etkin madde aciga ¢ikmaktadir (Kothuri ve ark, 2003;
s.:441).

b) Lokal Enjeksiyon

Proliferatif vitreoretinopati, endoftalmitis ve tekrarlayan uvertis gibi bazi
hastaliklarin tedavisinde terapotik diizeyi stirdiirmek i¢in etkin maddenin vitroz
bosluga enjeksiyonu gerekmektedir. Lokal enjeksiyon i¢in biyolojik olarak

parcalanabilen partikiiler dozaj sekillerinin gelistirilmesi ile etkin maddenin

vitréz bosluga yavas salimi saglanarak enjeksiyon sikligi azaltilmistir (Kothuri

ve ark., 2003, s.:442; Lallemand ve ark, 2003).
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1.4.2.3. Mikroemiilsiyonlar ve Nanoemiilsiyonlar

Mikroemiilsiyon ve nanoemiilsiyon sistemler, ila¢ tasiyici sistem olarak
kullanilmalarimin ~ yamsira, mikropartikiillerin ve nanopartikiillerin elde
edilmesinde ara basamak olarak da kullanilmaktadir.

Damlacik boyutlarimin ufak olmasi nedeniyle berrak goriiniime sahiptir.
Tindal etkisi sonucu mavimsi gériinen mikroemiilsiyonlarda dispersiyon ¢ok iyi

demektir (Speiser, 1976; Chapter 1; Yazan, 2002, B6lim 7).

1.4.3. insertler

Insertler, sekil ve biiyiikliigii topik veya sistemik etki igin etkin madde
salmim saglayacak sekilde géze uygulanmak tiizere hazirlanmis, kati veya
yarikati steril sistemlerdir. Insertler, membran-kontrollii depo insertler,
¢Ozilinebilen insertler ve kollajen koruyucular olmak tizere 1ii¢ grupta
toplanmaktadir (Kaur ve Kanvar, 2002).

Insertler etkin maddenin kontrollii salimim uzun siire devam ettirmek tizere
alt g6z kapagina yerlestirilirler. Béylece okiiler biyoyararlanim arttirilarak iyi bir

tedavi saglanmaktadir (Karatas, 1996).

1.4.4. Implantlar

Implantlarin insertlerden farki, gbze cerrahi bir islemle yerlestirilmeleridir.
Biyolojik  olarak  parcalanabilen veya parcalanmayan polimerlerden
hazirlanabilmektedir. Biyolojik olarak pargalanmayan polimerlerden hazirlanan
implantlar salim sona erince cerrahi islemle gbzden alinmas1 gerekmektedir.

2-hidroksi etil metakrilat (HEMA) hidrojeller i¢ine mikroemiilsiyon

damlaciklarinin dispersiyonu ile  hazirlanan intraokiiler lensler, goz igine

uygulanmis ve kontrollii salim saglandigi belirtilmigtir (Giilsen ve Chauhan,

2005).
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1.5. Okiiler fla¢ Tasiyic1 Partikiiler Sistemlerin Hazirlanma Yéntemleri

1. Sulu Fazda Emiilsiyon Polimerizasyonu (Verdun ve ark., 1986),
2. Organik Fazda Emiilsiyon Polimerizasyonu (Kothuri ve ark., 2003, s.:442-
444),
3. Yiizeyleraras1 Polimerizasyon (Fallouh ve ark., 1986),
4. Dogal Proteinlerin Denaturasyonu ve Desolvasyonu ile Polimerizasyon
(Vandervoort ve Ludwig, 2004),
5. Coziicti Buharlagtirma Yéntemi (O’ Donnell ve McGinity, 1997),
a. Emiilsiyon (Y/S, S/Y) Coziicli Buharlastirma Yoéntemi (Couvreur ve ark.,
2002)
b. Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Co6ziicii Buharlagtirma Yontemi (Iwata ve
McGinity, 1992),
6. Iyonik Jelasyon Yontemi (Kothuri ve ark., 2003, s.: 442-444),
7. Nanopresipitasyon (Fessi ve ark., 1989),
8. Puskiirterek Dondurma Yontemi (Speiser, 1976; Chapter 1; Blanco ve ark.,
2003).

1.6. Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Coziicii Buharlastirma Yontemiyle

Mikropartikiillerin ve Nanopartikiillerin Hazirlanis:

Coklu emiilsiyon ¢6ziici bubarlastirma yontemi (s/y/s), ilk olarak
mikropartikiiller i¢in gelistirilmistir. Bu yontemde, oncelikle su i¢inde ¢6ziinmiis
(ylizey etkin maddeli veya yiizey etkin maddesiz) etkin madde ¢6zeltisi (su fazi)
ile suyla karigmayan ugucu ¢6ziicii i¢inde ¢6ziinmiis polimer ¢ozeltisi (organik
faz) olusturulur. Céziicii buharlagtirma yontemiyle enkapsiilasyonda iki 6nemli
basamak bulunmaktadir: Bunlardan birincisi emiilsiyonda stabil damlaciklarin
olusturulmasi ve ikincisi emiilsiyonda damlaciklarin solvanla yer degistirmesidir
(Lamprecht ve ark, 1999). I¢ faz (su faz1), organik faz icine eklenmektedir. Bu

karisim, i¢ emiilsiyonu veya primer s/y emiilsiyonu olusturmaktadir. Olusan s/y

emiilsiyon, mekanik karigtiricilarla kuvvetle kargtinilarak, yiizey etkin madde
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iceren dis faz (su fazi) i¢ine ilave edilmekte ve s/y/s ¢oklu emiilsiyonun olugmasi
saglanmaktadir. Olusan c¢oklu emiilsiyon, siirekli kanstinlarak ¢oziicii
bubharlagmaktadir. Boylece polimerin ¢okmesine neden olarak etkin madde yiiklii
kat1 partikiiller sekillenmektedir (Sekil 1.3.) (Couvreur ve ark, 2002).

Su Faz) S

Emillsiyonu

—
i___ il

i Organik faz ve ,\L

polimer

Su faz

SIY Emillsiyon S SNV/S Emiilsiyon
Olugmast % Olusmast

Lhah |
O
@@’L@@ : 0

madde

v

Cozicll Buharlashrma Nancpartikifiler

Sekil 1.3. Coklu emiilsiyon (S/Y/S) ¢bziicii buharlastirma yonteminin sematik sekli (Couvreur ve
ark., 2002)

Coklu emiilsiyon (s/y/s) ¢oziicii buharlastirma yontemi ile ilgili cesitli

calismalara ait 6rmekler Tablo 1.1° de yer almaktadir.




17

S661 “NIe VAd 001 1971 vse)
QA UBIEnH e ol-1% ns amsIq yuoleduAg | ueoWOIORI( TOd ns o[usiq umnge
wnioes 1S
00T
00T ‘e VAd L'6 Hd Zoqmnjes IOH
QA YOHqN 2R CT0 % ns 2[usIq ueowWoIOPI(] | M BA9A [Dd ns o[usIq 1010ueIdoig
- ‘0S:0S VO'Id
8661 e [ g
9A XneqUIy VAd U/t €% ns 9msiq UBJoUIOIOTICY Vid ns a[msIq VSH
€00¢C Q01 Jelase 1o Iowrjodoy (VSH)
“YreoAanoyzZ | VAd®RT% ns a[nisi( UejomioIoPI( Jo19 ns IMMSIq ummnqpe
- DHJTOd unieg
urdipayIN
000 VAd | T00sT 21 Hd (0000 ") | IOH
“3Ie 9A o194 BB CT0 % ns 9[usI(I uBISWOIOPI TDd ns o[usi(] fojouexdoig
appoul
upj12 24
uvppfing nonzedH uvppfing nonzoeH dauitjod nonzo IppOUL UIYITT
jeuieyy 1Zej ng Zej gex 1Zeq ng

IO[[NULIO,] UBUR[AIZEH SATwouQ X euLmse[reyng nonzo) (SA/S) uoAIs[nuy npio) 11 ojqelL




18

Pérez ve ark (2000), tarafindan s/y/s yontemi kullamlarak hem lipofilik
(nifedipin) hem de hidrofilik (propranolol HCl) etkin maddelerin poli(e-
kaprolakton) (PCL) mikropartikiilleri hazirlanmistir.

Cogu aragtirmaci (Alex ve Bodmeier, 1990; Iwata ve Mc Ginity, 1992)
hidrofilik etkin maddeler ve proteinlerin mikropartikiillere enkapsiilasyonu i¢in
¢oklu emiilsiyon tekniginin en uygun yontem oldugunu géstermistir. Bu teknik,
nanopartikiillere de uygulanmistir (Blanco ve Alonso, 1997; Lemoine ve Préat
1998). » _

Partikiillerin olusmast i¢in kullanilan baslica polimerler, poli(léktit-ko-
glikolit) ve poli(e-kaprolakton)’ dur (Couvreur ve ark, 2002). Bu yontemle etkin
maddenin dis sulu faz i¢indeki ¢oziintirliigii yiiksektir. Bu nedenle hidrofilik
etkin maddenin i¢ faz veya polimerik matristeki porlardan diffiizyonla etkin
madde kayb1 olmaktadir (Alex ve Bodmeier, 1990; Pérez ve ark, 2000).

Coklu emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemiyle PCL’ a dayali protein
enkapsiilasyonunda olusan partikiillerin piiriizsiiz ve non pordz yapida oldugu
belirtilmistir (Huatan ve ark, 1995).

Lamprecht ve ark. (1999), tarafindan ¢oklu emiilsiyon yontemiyle hidrofilik
protein olan serum albumini (BSA) nanopartikiillere yiiklenmistir. Iki farkh
biyodegredabl polimer poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) 50/50 PLGA ve PCL
kullamlmigtir. Enkapsiilasyon etkinligi oldukca yiikksek (>% 80) bulunmustur.
Proteinin in vitro salim ¢alismalarinda, siirekli salim gergeklestirdigi de
belirlenmigtir.

Ubrich ve ark (2004), tarafindan ¢oklu emiilsiyon s/y/s ¢6ziicii buharlastirma
yontemiyle propranolol HCI gibi hem hidrofilik hem de diisiik molekiil agirlikls
etkin madde yiiklii nanopartikiiller hazirlanmigtir. Nanopartikiiller, basingli
homojenizator kullanilarak, ¢esitli polimerler (poli(e-kaprolakton), poli(laktit-ko-
glikolit), etilseliiloz) ve g¢esitli konsantrasyonlarda etkin madde ile hazirlanmigtir.
Yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, hem PCL (%77,3) hem de PLGA (%383,3) ile
gozlenmistir. Etil selilozla hazirlanan nanopartikiillerin  ise daha az
enkapsiilasyon etkinligine (%66,8) sahip oldugu belirlenmistir. Her bir polimerin

amorf ve/veya yan kristal 6zelliklerinin nanopartikiil hazirlanirken degismedigi

gozlenmistir. Propranolol HCl i¢in erime sicakliginda 6nemli degisim olmasina
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ragmen, kristal yapisimin degismedigi bulunmustur. Bu nedenle ¢oklu emiilsiyon
yonteminin hem diigiik molekiil agirlikli hem de hidrofilik etkin maddeler i¢in
uygulanabilecegi belirtilmigtir.

Hoffart ve ark (2002), s/y/s emiilsifikasyon ve ¢oziicli buharlastirma
yontemiyle diisik molekiil agirlikli heparin yikli polimerik nanopartikiiller
hazirlamiglardir. Formiilasyonda iki biyolojik olarak pargalanbilen iki polimer
(poli (e-kaprolakton) ve poli(D,L-laktit-ko-glikolik asit) 50/50 PLGA) ve iki
biyolojik olarak par¢alanmayan polimer (Eudragit RS ve RL) tek veya kombine
olarak kullamlmastir. Ortalama partikiil biiyiikliigii 240-490 nm olarak bulunmus
ve polimerik organik ¢6zeltinin viskozitesine bagli oldugu belirtilmigtir. PCL ve
PLGA ile bulunan diisiikk enkapsiilasyon etkinliginin (%10,6-16) organik fazin
viskozitesi ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. Polimerik organik fazin
viskozitesindeki artisin, organik ¢Oziiciiniin sulu faza difiizyon hizinin
azalmasina, polimer ¢6kmesinin daha yavas olmasina ve dis faza etkin madde

kaybmin daha belirgin goriilmesine neden oldugu agiklanmistir.

1.7. Mikropartikiillerin ve Nanopartikiilllerin Coklu Emiilsiyon (S/Y/S)

Coziicii BuharlagtirmaYontemiyle Hazirlamsina Etki Eden Faktorler

1.7.1. Kanstiricimin Tipi, Karnstirma Hizi ve Siiresi

Coklu emiilsiyonun homojenizasyonu sonikasyonla (Blanco ve Alanso,
1997) ultratoraks (Lemoine ve Préat, 1998) veya basingli homojenizator
(Lamprecht ve ark., 1999) kullanilarak saglanmaktadir.
~ Olusan partikﬁllerin{' biiylikligli, hazirlanmis yonteminin karigtirma hizina
baglidir. Daha hizli kangtirma, daha kiiclik partikiillerin  olugmasimni
saglamaktadir.  Nanopartikiiller . sonikatdor  kullamlarak  hazirlandiginda
polidispersite indeksi yiiksek bulundugu i¢in yiiksek basinghi homojenizatériin
daha uygun oldugu belirtilmektedir (Ubrich ve ark, 2004).

Karigtirma siiresinin  arttirtlmasi, etkin maddenin dis faza ge¢mesini

sagladigi i¢in enkapsulasyon etkinligini azaltmaktadir (Alex ve Bodmeier, 1990).
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Maksimum enkapsiilasyon etkinligine ulasmak igin, karistirma siiresinin
minimum tutulmasi gerekmektedir; fakat karigtirma siiresi arttikca partikiillerde
artik organik solvan igerigi azaltilabilmektedir (Herrman ve Bodmeier, 1995).

Ikinci  emiilsiyonda  kanstrma hizimin  arttimlmasi, emiilsiyon
damlaciklarinin ¢apim azaltmakta ve daha diizgiin partikiiller olusmasim
saglamaktadir (Rosca ve ark, 2004).

.Lamprecht ve ark (2000), homojenizasyon siiresinin (3 dak) nanopartikiil
biytikligiini  degistirmedigini, polidispersite indeksini ise azalttigim
belirtmislerdir. Homojenizasyon siiresi 3 dak’ dan daha uzun oldugunda ise,
nanopartikiil biiytikligiiniin ve polidispersitesinin arttigin1 tespit etmislerdir.
Homojenizasyon sﬁreéi artitkca ¢oklu emiilsiyonun stabilitesi azalmis ve

damlaciklarin koalesansina neden olmustur.

1.7.2. Polimer Miktar: ve Yapisi

Lu ve ark (1999), tarafindan S/Y/S ¢oklu emiilsiyon yontemiyle, sigir serum
albumini (BSA) igeren poli I-laktit nanopartikilleri hazirlanmistir. Poli 1-laktit ile
poli(e-kaprolakton)-poli(etilen-oksit) blok kopolimeri (PCE) karsilastirildiginda,
yikkleme etkinliginin polimerin hidrofilitesine 6nemli 6l¢iide bagh oldugu
bulunmustur. Daha hidrofilik PCE polimer kullanildiginda daha diisiik yiikleme
etkinligi ve daha kii¢iik nanokapsiiller gozlenmistir.

Ubrich ve '”‘ark. (2004), tarafindan PCL, PLGA ve EC polimerleri ile
hazirlanan nanopartikiillerde partikiil biiyiikliigiiniin ve etkin madde yiikleme
etkinliginin polimerin dogal yapisindan etkilendigi belirtilmistir. Etil seliiloz ile
hazirlanan nanopartikiillerde partikiil biiyiikliigiiniin - diger iki polimerle
hazirlanan nanopartikiillere gore arttif, yiikleme etkinliginin ise azaldig
gozlenmigtir.

Organik fazdaki polimer konsantrasyonundaki artis, nanopartikiilin hem

biiytklugiinii hem de polidispersite indeksini arttirmaktadir (Lamprecht ve
ark,1999,2000).
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Organik polimer fazin etkin madde igin i¢ ve dis sulu faz arasinda
difiizyonel bariyer olusturdugu ve bu tabakamin kalinliginin i¢ sulu faz hacminin

artmasi ile azaldig: belirtilmektedir (Herrman ve Bodmeier, 1995).

1.7.3. Polimer/ Etkin Madde Oram

Lamprecht ve ark. (1999), tarafindan polimer miktarina bagli olarak
Polimer/ BSA oran1 arttik¢a nanopartikiile albumin yiliklenme kapasitesinin de
artif1 tespit edilmigstir. Polimer konsantfasyonu arttikca primer emiilsiyonun
viskozitesinde artis saglandig1 ve proteinin dig faza gecen miktarinin azaldigi;
bdylece protein yiikleme etkinliginde artis goriildiigii belirtitmigtir

Propranolol HCl miktar1 arttinlarak polimer/etkin  madde oram
azaltildiginda, nanopartikiil boyutunda azalma oldugu belirtilmistir (Ubrich ve

ark, 2004).

1.7.4. Etkin Maddenin Miktar ve Yapisi

S/Y/S emiilsifikasyon yontemi yiiksek molekiil agirlikli protein ve peptitler
gibi hidrofilik makromolekiillerin polimerik partikiil i¢cine enkapsiilasyonu igin
de tercih edilmektedir (Cohen ve ark, 1991; Herrmann ve Bodmeier, 1995;
Rafati ve ark, 1997; Blanco ve ark, 1997; Lemoine ve Préat, 1998; Lu ve ark,
1999; Benoit ve ark, 1999; Lamprecht ve ark, 2000; Li ve ark, 2001).

Lamprecht ve ark. (1999) tarafindan i¢ sulu fazda BSA konsantrasyonunun
enkapsiilasyon etkinligi {izerinde etkili oldugu belirtilmigtir. Hem PLGA hem de
PCL nanopartikiillerinde optimal enkapsiilasyon etkinligine en diisik BSA
konsantrasyonunda ulasilmistic. BSA konsantrasyonu arttikga enkapsiilasyon
etkinligi azalmigtir.

Yiiklenen etkin madde miktar1 arttik¢a i¢ ve dis su fazi arasindaki ozmotik
basing farkinin yiikleme etkinliginde azalmaya neden olabilecegi belirtilmektedir

(Alex ve Bodmeier, 1990; Lamprecht ve ark, 2000).
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Lamprecht ve ark, (2000) tarafindan i¢ sulu fazda BSA konsantrasyonun
artmasiyla, polidispersite indeksinin de arttifi, partikiil bilyiikliigiinin ise

belirgin olarak etkilenmedigi tespit edilmistir.

1.7.5. Primer Emiilsiyonun Stabilitesi

Lindenstruth ve ark., (2004) tarafindan en yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin
en iyl olusan primer s/y emiilsiyonunda bulundugu. agiklanmustir. Primer
emiilsiyonun stabilitesi ¢oklu emiilsiyonun stabilitesi ve yiiksek oranda etkin

madde yiiklenmesi agisindan 6nemlidir (Schugens ve ark, 1994).

1.7.6. Stabilizér

Bu yontemde siklikla kullanilan bir stabilizor olan PVA’ nin konsantrasyonu
arttik¢a partikiil bitytikligliniin azaldig: belirtilmektedir (Zambaux ve ark., 1998;
Lamprecht ve ark., 1999; Vandervoort ve Ludwig, 2002). PVA konsantrasyonu
arttikca, daha fazla PVA molekiilleri, organik faz ile dig sulu faz ara yiizeyini
kaplamaktadir. Damlaciklarin koalesansmin 6nlenmesi, daha kiiciik emiilsiyon
damlaciklarinin olusmasini saglamaktadir (Lamprecht ve ark, 2000).

PVA yerine stabilizor olarak karbopol ve poloksamerin de kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Vandervoort ve Ludwig,2002).

Dis fazdaki PVA stabilizér konsantrasyonunun sadece partikiil biiytikligii ve

dagilim ile protein igerigini degil; partikiillerin salim &zelliklerini ve i¢ yapisim

da etkiledigi belirtilmektedir (Rafati ve ark., 1997).
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1.7.7. D1s Faz Hacmi

Lamprecht ve ark. (1999)’a gore, dis faz hacmi arttikca hem BSA yiikleme
etkinliginde hem de nanopartikiiliin partikiil biiyiikliigiinde artis saglanmaktadir.
Dis faz hacmi arttik¢a, karstirma etkinliginin azalmasi sonucu partikiil
biiyiikliigtinde artiga neden oldugu diisiiniilmektedir.

Alex ve Bodmeier (1990), dis faz hacminin arttirilmasi ile Pseudoefedrin

HCl’in % etkin madde igeriginin azaldigin1 belirtmislerdir.

1.7.8. D1s Fazin pH’s1 ve Etkin Maddenin pKa’ s1

S/Y/S yontemiyle nanopartikiil tiretiminde etkin maddenin sudaki
¢Ozlintirliigti azaltilarak, dig faza gecen miktar1 azaltilabilmektedir. D1§:fazm
pH’ smn nétralden bazik pH’ ya ayarlanmasi ile etkin maddenin sudaki
¢Ozintrligi azaltlmis ve boylece PLGA nanopartikiillerine etkin madde
yiiklenmesinde biiyiik oranda artig saglanmistir (Song ve ark, 1997).

Etkin maddenin iyonizasyon derecesi ve siirekli fazin pH’ s1, propranolol
HCI (pKa, 9,5) gibi iyonize olabilen etkin maddelerin enkapsiilasyonu icin 6nemli
parametrelerdir. PVA ¢6zeltisinin pH” s1 etkin maddenin pK, degerinin iizerine
yiikseltildifinde etkin maddenin ¢oziintirliigiinde azalma meydana gelmekte ve
sulu faza gegen etkin madde miktarn azaltilabilmektedir. Bu nedenle, distile
sudan daha iyi bir enkapsiilasyon etkinligi saglanmaktadir (Ubrich ve ark, 2004)

Pérez ve ark (2000), propranolol HCI” in enkapsiilasyon etkinliginin pH S’
de yaklagik %1,6 iken pH 12° de %57 oldugunu belirtmiglerdir.

1.7.9. Sicaklik

Sicaklik 4 °C* den 29 °C’ ye arttinldiginda mikrokiire biiyiikliigiiniin
azaldig, 29 °C’ den yiiksek sicakliklarda ise hizh buharlagma nedentyle partikiil

biiyiikliigtiniin arttign belirtilmistir (Yang ve ark., 2000). Diklofenak sodyumla
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S/Y/S ¢oklu emiilsiyonu hazirlamrken yiiksek basing ve yiiksek sicakligin bityiik
yag damlaciklaria neden oldugu belirlenmigstir (Lindenstruth ve Miiller, 2004).

1.8. Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopartikiil tiretimi i¢in nanopresipitasyon yontemi (veya ¢6ziicii degistirme
yontemi) ilk kez Fessi Vev arkadaslarn (1989) tarafindan gelistirilmistir.
Nanopresipitasyon yonteminde, birbiriyle karisabilir iki ¢oziicti kullanilmaktadir. .
ideal olarak hem polimer hem de etkin madde birinci sistemde (solvan)
¢Oziinmeli;  fakat  ikinci  sistemde  (nonsolvan)  ¢Ozlinmemelidir.
Nanopresipitasyon, polimer ¢ozeltisinin ikinci sisteme eklenmesi sonucu
meydana gelmektedir. Polimer igeren ¢6ziicii, dispers ortama difiize oldugunda
polimer ¢6kmekte ve etkin maddeyi hemen kaplamaktadir. Hizh nanopartikiil
olusumu solvan ve nonsolvan yiizeyleri arasindaki tiirbiilans ne&eniyle
Marangoni etkisi olarak adlandirilmaktadir. Nanopresipitasyonla, genellikle 100-
300 nm gibi kii¢iik nanopartikiiller olugturulabilmektedir (Bilati ve ark, 2005).

Nanopresipitasyonda poli (D,L-laktik asit ko-glikolik asit), seliiloz
deriveleri, Fudragit S 100® veya poli (e-kaprolakton) gibi ¢esitli polimerler
kullanilabilmektedir (Leroueil- Le Verger ve ark., 1998; Govender ve ark,1999;
Zili ve ark, 2005; Schaffazic ve ark, 2005; Bilati ve ark, 2005).

Schaffazic ve ark. (2005) tarafindan nanopresipitasyon yontemiyle Eudragit
S 100® polimeri kullanilarak melatonin yiiklii nanopartikiiller hazirlanmustir.
Partikiil biyiikligi 255 nm’ den daha kiigiik bulunmugtur. Nanokapsil ve
nanokiirelerin, melatoninin antioksidan etkinliginde 6nemli 6lgiide artis sagladig
belirtilmistir.

Nanopresipitasyon yontemiyle yliksek karistirma hizi, sonikasyon veya
yiksek sicaklik gerekmedigi, toksik organik ¢oziiciilerin ve yiizey etkin
maddelerin de genellikle kullanilmadig: belirtilmektedir (Calvo ve ark, 1996). En
uygun nanopartikiillerin diisiik karistirma hizinda (50 rpm) ve i¢ fazin dis faza

damla damla eklemhesiyle olustugu ifade edilmektedir (Peltonen ve ark, 2003).

Bununla Dbirlikte nanopresipitasyon yonteminin bazi  dezavantajlan




25

bulunmaktadir. Bu yéntem indometazin gibi hidrofobik yapis1 bulunan, etanolde
veya asetonda ¢oziinebilen; fakat sudaki ¢oziiniirliigii cok az olan bilesikler i¢in
daha uygundur. (Calvo ve ark, 1996) Etkin maddenin dis faza gegmemesi,
nanopartikiillerde yiikleme etkinligini %100’ e ulagsmasim saglamaktadir (Fessi
ve ark, 1989; Barichello ve ark, 1999). Bununla birlikte bazi1 ¢alismalarda suda
¢oziinebilen maddelerin de yiiklenebilecegi belirtilmektedir. Omegin; dis fazin
pH’ s1 degistirilerek prokain hidrokloriiriin iyonizasyonu azaltilmis ve boylece
etkin maddenin dis faza gegmesi dnlenmeye galigilmustir. Sulu fazin pH’s1 5,8
den 9,3’ e arttinldiginda, nanopartiktil veriminin %65,1° den %93,4’e artmis,
etkin madde igerigi %0,3” den %1,3 a/a’ e ve islem etkinligi %11° den %58,2° e
arttig belirtilmistir (Govender ve ark, 1999). '

Peltonen ve ark, (2004) tarafindan hidrofilik etkin madde olan sodyum
kromoglikat’in, yiikleme etkinliginin arttirilmasi i¢in gesitli parametreler (etkin
madde miktari, ¢oziicli se¢imi, elektrolit ilavesi, pH degisikligi) incelenmigtir.
Sodyum kromoglikat’ in (pK, 2,5 20 ° C) yiikleme etkinligini en fazla pH’ nin
azaltilmasi arttirmigtir. pH degistirilmediginde %10-15 iken pH azaltildiginda
yiikleme etkinliginin %70’ e ulastig1 belirtilmistir.

Barichello ve ark (1999) tarafindan, nanopresipitasyon yontemi ile gesitli
etkin maddelerin PLGA nanopartikiillerinin enkapsiilasyonuna ve partikiil
biiytikligline etkisi incelenmigtir. Biitiin sistemlerde partikiil biiytkligu
genellikle 160-170 nm oOl¢lilmiistiir. Enkapsiilasyon etkinligi sonug¢larina gore,
siklosporin ve indometazin gibi daha lipofilik etkin maddelerde dis faza etkin
madde kayb1 olmamistir; fakat vankomisin ve fenobarbital gibi daha hidrofilik
etkin maddelerin PLGA nanopartikiillerine ¢ok az yiiklenebildigi belirtilmistir.

Zili ve ark (2005) tarafindan, nanopresipitasyon yontemiyle poly(e-
kaprolakton) nanokiireleri ve nanokapsiilleri hazirlanmistir. Lipofilik antifungal
bir ajan olan griseofulvin igeren nanopartikiillerde olduk¢a yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi (%98) gozlenmigtir. Partikiil biiytikl{igii nanokiireler igin
250-326 nm, nanokapsiiller i¢in 390-400 nm bulunmustur. Griseofulvinin
nanoenkapsiilasyonu ile biyoyararlaniminda artis saglanmistir. Bu yoOntem,

griseofulvinin lipofilik olmasi ve asetondaki ¢oziiniirliigii nedeniyle oldukca

uygun bulunmustur.
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Ubrich ve ark (2005), nanopresipitasyon yontemiyle Siklosporin A igeren
biyolojik olarak parcalanmayan polimerik (Eudragit RS veya RL)
nanopartikiiller hazirlamiglardir. Etkin maddenin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin olduk¢a
az olmasi nedeniyle yliksek enkapsiilasyon etkinligi (%70-85) gozlenmistir.
Partikiil bityiikliigii 170-310 nm. Slgiilmiistiir.

Bozkir ve Saka (2005) tarafindan, nanopresipitasyon yontemiyle 5-
Florourasil yﬁklﬁ poli D,L. (laktit-ko-glikolit) nanopartikiilleri hazirlanmis ve
%78,3 yiikleme etkinligi bulunmustur.

Bilati ve ark, (2005) tarafindan nanopresipitasyon yonteminin aseton veya
etanol disinda diger ¢oziiciilere de uygulanabildigi, uygun ¢6ziicii ve ¢oziicii
olmayan sivilar secilerek, daha hidrofilik etkin maddelerle nanopartikiillerin
olusturulabilecegi belirtilmektedir. Coziicli olmayan sivi olarak dielektrik
sabitelerinin diisik olmasi1 nedeniyle alkoller kullanilmaktadir. Daha diisiik
dielektrik sabitesi demek hidrofilik maddeleri daha az ¢ozmesi derﬁektir;
boylece etkin madde kaybi onlenmektedir. Suyun dielektrik sabitesinden (80,1)
olduk¢a uzak olan etanoliin (24,6) ve n-propanoliin (20,3) en uygun oldugu
belirtilmigtir. Cozticti olarak ise dielektrik sabitesi yiiksek olanlar kullanilmastir.
Nanopresipitasyonla protein yiiklii nanopartikiillerin olusturulmasinda proteinin
coziinirligli ve stabilitesi agisindan polar ve aprotik ¢6ziiciilerden
dimetilsiilfoksit (DMSO)’ in kullamlmasi1 tercih edilmistir. Lipofilik etkin
maddelerin yiiklenmesinde ise daha diisik dielektrik sabiteli ¢oziiciiler

kullanilmagtar .

1.9. Mikropartikiillerin ve Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan
Polimerler

Dogal ve yarisentetik polimerlerden kitozan (Alonso ve Sanchez, 2003),
jelatin (Vandervoort ve Ludwig, 2004) ve albumin mikropartikiil ve nanopartikiil
hazirlanmasinda kullamlmaktadir (Sintzel ve ark., 1996; Deshpande ve ark,

1998; Ludwig ve ark., 2005).

Biyolojik olarak pargalanabilen sentetik polimerlerden, poli(d,l-laktik asit)
(PLA) (Konan ve ark., 2003; Leo ve ark., 2004; Dalpiaz ve ark., 2005),
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poliglikolik asit (PGA) ve kopolimerleri polilaktik- ko- glikolik asit (PLGA)
(Blanco-Prieto ve ark., 1997; Hoffart ve ark., 2002; Konan ve ark., 2003; Cegnar
ve ark., 2004), poli(s-kaprolakton) (PCL) (Losa ve ark., 1993; Hoffart ve ark.,
2002) ve hazirlama sirasinda sentezlenen polialkilsiyanoakrilat (PACA) (Losa ve
ark., 1993) en yaygin olarak kullanilan polimerlerdir.

Biyopargalanmayan polimerlerden Eudrajit® (Hoffart ve ark., 2002) ve etil
seliloz (Wieland-Berghausen ve ark., 2002.) mikropartikiil ve nanopartikiil

hazirlanmasinda kullanilmaktadir.

1.10. Poli(e-kaprolakton)

Poli(e-kaprolakton) biyolojik olarak ge¢imli ve yavas asmnabilen bir
polimerdir (Zhou ve ark., 2003). Bu polimer kismen kristal, daha ¢ok hidrofobik
ve yiiksek molekiil agirliklidir (Marchal-Heussler ve ark., 1992) (Sekil 1.4).

i
-[-CH,CO(CH3)s-]n"

Sekil 1.4. Poli (e-kaprolakton)’ un kimyasal yapisi (Pitt, 1990, Chapter 3).

Poli(e-kaprolakton) oda  sicakliginda  tetrahidrofuran,  kloroform,
metilenkloriir, karbontetrakloriir, benzen, toluen, sikloheksanon, dihidropiran ve
2-nitropropan dahil ¢esitli organik coziiciilerde ¢oziinebilmektedir. Aseton, 2-
butanon, etilasetat, asetonitril ve dimetilformamit’ te az ¢oziinlir, alkol,
petroleteri ve dietil eterde hig ¢oziinmez (Pitt, 1990, Chapter 3).

Poly(s-kaprolakton), saf e-kaprolaktonun ag¢ik zincirli polimerizasyonuyla
hazirlanmaktadir (Sintzel ve ark, 1996; Jiang ve ark., 2003). e-kaprolaktonun
polimerizasyonu anyonik, katyonik, koordinasyon ve radikal olmak lizere en az

dort farkli mekanizma ile gerceklesmektedir (Pitt, 1990, Chapter 3).
Poli (e~ kaprolakton), kristal biiytikliigiine bagli olarak erime sicaklifr 59-

64° C arasinda degisen yar kristal bir polimerdir. Camsi gegis sicakligr (Tg) —
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60° C, -70° C’ dir (Deshpande ve ark., 1998). %100 kristal PCL i¢in fiizyon
sicakligi AHg: 139,5 j/g olarak belirtilmistir (Bu deger PCL ve kopolimerlerinin
kristalligini diferansiyel taramali kalorimetreden (DSC) tahmin etmek igin
kullanilmaktadir) (Pitt, 1990, Chapter 3).

Poli(e-kaprolakton)’ un kristalligi, molekiil agirlig ile degismektedir ve M,
100.000° den daha yiiksek molekiil agirligt i¢in kristalligi % 40°dir, M, 5.000°¢
azaldiginda ise % 80’e ¢ikmaktadir. Kristalligin, hem permeabiliteyi hem de
biyolojik olarak pargalanabilirlifi tespit etmek i¢in- Snemli bir rol oynadig1
bilinmektedir. Kﬁsialli{gin artist  poli(e-kaprolakton)’ un  ¢ozeltideki
¢Oziiniirliigiinii ve permeabilitesini azaltmaktadir. Ester baglarimin azalmasma
bagli olarak biyoparg¢alanma hiz1 dismektedir.

Poli(e-kaprolakton) filmi subdermal olarak ratlara, tavsanlara veya
maymunlara implante edildiginde, ester baglarinda hidrolitik yarilma ile
degredasyon baslamaktadir ve polimerin molekiil agirliginda, viskozitesinde
azalma goriilmektedir. Aym oranda yarilma, 40° C su iginde de in vitro olarak
goriilmektedir (Pitt, 1990, Chapter 3; Deshpande ve ark., 1998).

Marchal-Heussler ve ark. (1992-1993) tarafindan, poli(e-kaprolakton), poli
(laktit-ko-glikolik) asit kopolimerleri ve poliisobutilsiyanoakrilat etkinlikleri
acisindan test edilmistir. Calismalarinda antiglokom etkin maddelerle (6rn:
betaksolol ve Kkarteolol gibi) hazirlanan kolloidal tasiyicilarda intraokiiler
basingta azalmamn poly(e-kaprolakton)’un kullanilmasiyla daha belirgin oldugu
aciklanmastir.

Daha hidrofobik tasiyicilar ile daha yiiksek okiiler aktivitenin oldugu
diistiniilmektedir. Etki mekanizmasi1 dogrudan konjunktival bolge i¢inde poli(e-
kaprolakton)un  aglomerasyonuna  baglanmaktadir.  Poli(e-kaprolakton)
nanokapsiillerin, nanokiirelerden daha iyi etki gosterdigi bilinmektedir.

Calvo ve ark (1996a) tarafindan, indometazin igeren poli(e-kaprolakton)
nanopartikiil, nanokapsiil ve submikron emiilsiyonlarinin, izole korneadan
korneal penetrasyonlar karsilastirilmis ve 6 saat boyunca ii¢ formiilasyonun da

ticari gbz damlalarindan daha fazla penetrasyonu arttirdig1 gézlemlenmigtir.
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Copu arastiricilar nanopartikiillerin, korneal irritasyona veya toksisiteye
neden olmadigimi belirtmektedirler. Bununla birlikte diger arastinicilar
(Marchal-Heussler ve ark, 1992, 1993; Calvo ve ark., 1994; Zimmer ve ark,
1994) PACA’ dan olusan nanopartikiillerin hiicre membraninin yapisini bozarak
korneal epitelde hasarlar olusturdugunu goézlemlemislerdir. Incelemelerde
poli(e-kaprolakton) nanokapsiillerinin korneal epitel hiicreleri {izerinde herhangi
bir toksisitesinden bahsedilmemektedir.

Nanopartikiiler dozaj sekli, daha disiik etkin madde konsantrasyonuyla daha
yiiksek terapdtik etkinin gozlenmesini, bdylece siéteinik etkilerin minimum
olmasim saglamaktadir. Bu oOzellikler Losa ve ark, (1993) tarafindan
metipranolol yiikklenmis poli(e-kaprolakton) veya poiisobutil siyanoakrilat
nanokapsiillerin oftalmik olarak uygulanmasiyla ispat edilmistir.

Cogu arastirmactiya gore, nanokapsiillerin etkinliginin bir nedeni, goézde kalis
stiresinin uzatilmasi1 ve arttirilmig biyolojik yamit saglayan biyoadhezif

ozelliklerinin olmasidir (Kreuter 1991, Zimmer ve Kreuter 1995).

1.11. Polimerik Partikiiler Sistemlerin Partikiil Bilyiikkigii Analiz

Yontemleri

Polimerik partikiiler sistemlerin analiz yontemleri agagdaki sekilde
smiflandirilmaktadir (Malmsten, 2002, Chapter 9):
1.11.1. Dinamik Isik Kirinimi Yoéntemi (Foton Korelasyonu Spektroskopisi),
1.11.2. Statik Isik Kirinimi Yontemi (Lazer Difraksiyonu),

1.11.3. Coulter Counter,

1.11.4. Mikroskopi,

1.11.5. Elektrokinetik Yontemler,
1.11.6. Akustik Yontemler.
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1.11.1. Dinamik Isik Kirimim Yéntemi (Foton Korelasyonu Spektroskopisi)

500 nm’ den kiigiik disperse partikiillerin tayininde kullamlmaktadir.
Seyreltik partikiller dispersiyondan zamana baglh olarak 11k kirmimi
yogunlugunun o&lgiilmesi esasina dayanmaktadir. Dinamik 1s1tk  kirininm
partikiillerin brownian hareketine gore belirlenmektedir. Daha biiyiik partikiiller,
kiigiik partikiillere gére daha yavas difiize olmaktadir (Malvern Ins.,2003).

1.11.2. Sfatik Isik Kirinimi Yéntemi (Lazer Difraksiyonu)

0,1 pm’ den daha biiyiik seyreltik partikiiler Orneklerin analizinde
kullanilmaktadir. Bu yontem 151k kirmniminin, kirtmim agisimin bir fonksiyonu
olarak olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Uygun optik teorilerle, partikiil

buytikliigti ve dagilimi belirlenmektedir.

1.11.3. Coulter Counter

Dinamik 11k kirinim yontemi ve 1sik difraksiyonu yontemlerinin tersine,
coulter counter yontemi optik bir yontem degildir. Derisik dispers sistemlerin
karekterizasyonu i¢in avantajlidir. Bu yontem, yariktan gegen biitiin partikiillerin
sayilmast ile partikiil buyiikligii ve dagiliminin belirlenmesi esasina

dayanmaktadir.

1.11.4. Mikroskopi

Elektron mikroskopi, floresan mikroskopi, 151k mikroskopi, taramali prob
mikroskopi gibi ¢esitli teknikler bulunmaktadir. 1pm” den kiigiik partikiiller igin

151tk mikroskopi yerine elektron mikroskopi veya taramali prob mikroskopi

uygulanmahdir.
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1.11.5. Elektrokinetik Yontemler

Elekitrik yiikHi partikiiller bir elektrik alamnda karg: yiikiin bulundugu tarafa
dogru hareket ederler. Elektroforetik mobilite olarak adlandirilan bu go¢ partikiil
yiikiiniin tanmimlanmasinda kullamlabilmektedir. Elektrostatik potansiyelin

biiyiikliigii Zeta (C) potansiyel olarak belirlenmektedir.

1.1 1;6. Akustik Yontemler

Akustik olglim yOntemleri optik olmayan diger bir partikiil analiz
yontemidir. Bu yontemin esasi elektrik alaminda partikiillerin elektroforetik
mobilitelerine dayanmaktadir. Alternatif elektrik alami uygulanarak, ytkli
partikiillerin titresimi saglanabilmektedir. Boylece hem partikiil biiyiikliigii hem
de {-potansiyeli 6l¢iilmektedir.

1.12. Coziinme Hizi Yontemleri

Mikropartikiiler sistemlerden etkin maddenin ¢6ziinme zinin 6l¢tilmesinde
diyaliz yontemi, 6mek alma ve ayirma, stirekli akig ve in situ yontemler olmak

tizere dort tane yontem bulunmaktadir (Washington, 1996, Chapter 7).

1.12.1. Diyaliz Yontemi

Bu yontemde partikiil siispansiyonunu igeren diyaliz kesesi daha biiyiik
hacimli siirekli faz sivisina daldirilmaktadir (Miyazaki ve ark., 1986; Benita ve
ark., 1986; Levy ve Benita 1990; Calvo ve ark., 1996a,b-1997; Leo ve ark.,
2004). Etkin madde, partikiiler tagiyicidan siirekli faza difiize olarak diyaliz
membrandan dis faza gegmekte (Sekil 1.5.) ve bu fazdan belirli zamanlarda

alinan Ornekler olgiilerek ¢6ziinme hizi belirlenmektedir (Washington, 1996,

Chapter 7; Leroueil-Le Verger ve ark., 1998; Kim ve ark., 1998a,b; Vandervoort
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ve ark., 2004). Coziinme hzimin etkin madde tasiyic1 partikiiler sistem ile lokal
faz arasindaki partisyon katsayisina bagl oldugu belirtilmektedir (Washington,
1989).

Etkin madde konsantrasyonlar1 [A], [B], [C] olmak iizere ii¢c kompartmanda
belirtilmigtir. A ve B kompartmanlarindaki etkin maddeler partisyon nedeniyle
dengededir. Partisyon katsayisi K, olarak belirtilmistir. [B] membrandan [C]’ ye
birinci derece Kkinetik sabiti k, ile gegmektedir. [V,] daha genis hacimli
oldugundan ters yonde gecis hiz sabitinin (k) sifira esit oldugu belirtilmektedir
(Washington, 1989; Washington, 1996, Chapter 7).

Diyaliz kese Sink

I

[B] 2 - [C]

2

Sekil 1.5. Sink kosulu olmayan membran diyaliz yonteminin kinetigi

[A)= [Alexp (-, [A]. V, ©) Denklem 1.1.
K, V.

A Dis faz igindeki etkin madde konsantrasyonu

k,= Partisyon katsayisi

k,= Diyaliz membranin difiizyon oram

k,= Olgiilmesi istenilen deger

V.= Koloidal tagiyici sistemin hacmi
V, = Siirekli faz
V= Da1s faz (Akseptor faz)
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1.12.2. Ornek Alma ve Ayirma Yéntemi

Bu yontemde partikiil stispansiyonundan belirli zaman araliklarinda alinan
omeklerden partikiiller ultrasantrifiijle (Ubrich ve ark., 2004) veya filtrasyonla
(Govender ve ark., 1999) ayrilmakta ve siirekli faza gecen etkin madde miktar
olciilerek ¢oziinme hizi belirlenmektedir. Partikiil biiyiikliigi azaldikca santrifiij
sliresinin artmast veya filtrenin etkin maddeyi adsorblamasi baglica

dezavantajlaridir (Washington, 1996, Chapter 7).

1.12.3. Siirekli Akis Yontemi

Stirekli akis yonteminde, ultrafiltrasyon hiicresi kullamilarak agifa ¢ikan
etkin madde miktarinin dogrudan ve siirekli olarak Sl¢timii yapilmaktadir. Bu
yontemin kolay oldugu; ancak ultrafiltrasyon membrandan akis hizindaki
degisikliklerin sahim profilinde degisikliklere neden olabilecegi belirtilmektedir
(Washington, 1996, Chapter 7).

1.12.4. In situ Yontemler

In situ yontemler, sadece ¢ozeltinin igindeki etkin maddeye duyarli olan
analitik tekniklerin kullanilmasi ile a¢ifa ¢ikan etkin madde miktarmin

belirlenmesine dayanmaktadir (Washington, 1996, Chapter 7).
1.13. Coziinme Hiz: Kinetikleri
Coziinme hizi verilerinin degerlendirilmesi igin ¢esitli ¢oziinme hiz

kinetikleri bulunmaktadir (Kiligarslan, 1999). Calismamizda kullamlan baglica

¢oziinme hizi kinetikleri sifir derece kinetik, birinci derece kinetik, matris tipi

preparatlardan etkin madde ¢ikis kinetigi (Higuchi), RRSBW dagilim
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kinetigidir. Co6ziinme hizi grafikleri, birim zamanda % ag¢iga ¢ikan toplam

madde miktarinin, zamana kars grafige gecirilmesi ile elde edilmistir.

1.13.1. Sifir Derece Kinetik

Degistirilmis sahm sistemlerinden 6zellikle kontrollii salim sistemlerinin,
stfir derece kinetikle etkin madde salimim gergeklestirmeleri beklenmektedir. Bu
kinetige gore ilag seklinden herbir zaman aralifinda ¢ozeltiye gecen etkin madde
miktar1 sabit olmaktadir (Glirsoy, 2002, s.: 6, Banakar, 1992, Chapter 8).

Sifir derece kinetigin hiz ifadesi Denklem 1.2 ve Denklem 1.3’ de verilmistir
(Martin ve ark, 1970):

-dC / dt =k, Denklem 1.2.
C=Cy— kgt Denklem 1.3.

C =t aninda ¢oziinmeden kalan madde miktari,
C, = Baslangictaki etkin medde miktari,

ko= Sifir derece ¢oziinme hiz sabitesi.

1.13.2. Birinci Derece Kinetik

Birinci derece kinetikle zamana karsi agia ¢ikan etkin madde miktan tissel
olarak azalmaktadir (Martin ve ark, 1970). Klasik ilag sekilerinin ¢ogu bu
¢bztinme mekanizmasin gostermektedir. Bazi degistirilmis salim sistemlerinden,
ozellikle uzatilmig salim (prolonged-release) sistemlerinin bu tip ¢6ziinme
kinetigine uyum sagladig belirtilmektedir (Banakar, 1992, Chapter 8).

Birinci derece kinetigin hiz ifadesi Denklem 1.4. ve Denklem 1.5." te

verilmigtir (Martin ve ark., 1970; Schwartz ve ark., 1968):
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-dC/dt=kt Denklem 1.4.
InC = InCy- kit Denkiem 1.5.

C =t aninda ¢6ziinmeden kalan etkin madde miktar,
C, = Baslangigtaki etkin madde miktari,

k, = Birinci derece ¢6ziinme hiz sabitesi.

1.13.3. Matris Tipi Preparatlardan Etkin Madde'(;lkls Kinetigi

Coziinmeyen, inert matristen etkin maddenin ¢ikis kinetigi (Denklem 1.6’da
belirtilen esitlik) Higuchi tarafindan (1963) tanimlanmistir (Schwartz ve
ark.,1968; Washington, 1996, Chapter 7):

Q= (D: (2A- C5) Cs)V? Denklem 1.6.

Q = Birim yiizeyden t zamanda difiize olan etkin madde miktari (mg/cm?),
D = Etkin maddenin homojen matris igindeki difiizyon katsayist ( cm?/s),
A = Matrisin birim hacmindeki etkin madde miktar1 (mg/ml), ‘

C; = Etkin maddenin matris igindeki ¢6zintrligii.

Diizlemsel pordz ya da graniiler matristen agiga ¢ikan etkin madde miktari

Denklem 1.7.” de verilen esitlikle hesaplanmaktadir :

Q=D.e/1(2A-£.C;) Cst)"? Denklem 1.7.

Q = Birim yiizeyden t zamanda diflize oan etkin madde miktar1 (mg/ cm?),
D = Etkin maddenin heterojen matris igindeki difiizyon katsayist (cm?/s),
¢ = Matrisin porozitesi (%),

t = Matristeki kapiller sistemin egri- biigriiliik (tortuosity) katsayisi,

A = Matrisin birim hacmindeki etkin madde miktar1 (mg/ ml),

C; = Etkin maddenin ortam sivisindaki ¢oziiniirligi.
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Denklem 1.6. ve Denklem 1.7. genel olarak Denklem 1.8.” de verilen sekilde
kullanilmaktadir:

Q =kt Denklem 1.8.

Bu esitlik ‘karek6k kanunu’ olarak bilinmektedir. Salinan etkin madde
miktar1 zamanin karekokiine karsi grafige gecirildiginde, etkin madde salimi
difuzyon kontrollii ise egimi k sabitesine esit olan bir dogru elde edilmektedir

(Washington, 1989; Banakar, 1992, Chapter 8).

1.13.5. Fick Difiizyon Kanunu

Higuchi tarafinda gelistirilen esitlik Fick’ in birinci difiizyon kanununa
dayanmaktadir (Banakar, 1992; Chapter 7).

Gozenekli sistemlerden etkin madde transferi, molekiillerin gézeneklerini
dolduran siv1 faz igerisinden difiizyonu seklinde gerceklesmektedir. Gozenekli
membranlardan diflizyon Denklem 1.9.° da verildigi gibi genel olarak Fick
kanunu ile tamimlanmaktadir G6zeneksiz polimerlerden etkin maddenin gegisi,
makromolekiiler zincirler arasindaki bosluklardan molekiiler difiizyonla
gerceklesmektedir. Bosluklardan diftizyon ¢apraz bagli polimerlerde, orgii
acikligindan; capraz baghh olmayan polimerlerde ise birbiri i¢ine girmis
makromolekiil zincirleri tarafindan olusturulmaktadir. Yarikristal polimerlerde
ise kristal boliimlerin olusturdugu fiziksel gapraz baglar bulunmaktadir. Bu tiir
membran ve polimer filmlerden ilag difizyonu da Fick kanunu ile

tanimlanmaktadir (Peppas, 1989; Boliim 4):
J=-Dg (d/dy) Denklem 1.9.

D¢ = Etkin difiizyon katsayisi (cm?/s)
¢ = Etkin madde konsantrasyonu (mol/cm’ veya g/ cm®).
J = Aki (mol/ cm’.s veya g/ cm’.s)

x = Boyut (cm)

t = Difuizyon siiresi (s)
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Polimer zincirlerinin gevseyebilme o6zelligi, etkin maddenin polimerden
difiizyon mekanizmasini 6nemli derecede etkilemektedir. Genel olarak jel
benzeri fazdan (hidrofil polimerden) etkin maddenin difiizyonla ¢ikist Fick
kanununa goére degil, diizenli olmayan transport mekanizmalarina goére
gerceklesmekte ve belli kosullarda sifir dereceden salim hizina

ulagilabilmektedir (Peppas, 1989; Boliim 4).

1.13.6. RRSBW ( Rosin- Ramler- Sperling- Bennet- Weibull) dagilim

Coziinme verilerinin dogrusallagtirilmast ve parametrelerle tanimlanmast

i¢in uygulanan bir modeldir.

log [In (1/1-9) ] =B log ©- B log 14 Denklem 1.10.

¢ = Coziinen etkin madde ylizdesi.
B = Sekil faktorii.
T = Slire.

14 = Etkin maddenin % 63,2’ sinin ¢dziinmesi i¢in gecen siire.

Bu esitlik y= px + a seklinde bir dogru denklemi olup, x=log T ve
y=log [ In (1/ 1-9) ]’ dir. Dogrunun egimi,  ve ordinat kesisimi, a= - § log t,’
dir. Sistemi tammlayan iki 6nemli parametre T, ve f’ dir. > 1 olmasy,
baslangigta yavag etkin made salimim takiben hizla platoya ulasilmasi seklinde
olusan ¢an egrilerini tamimlamaktadir. B < 1 oldugunda ise baslangigta hizhi

etkin madde salimini takiben, birinci derece iissel egri ile uyumlu hizda platoya

ulagilmasini tanimlamaktadir (Langenbucher, 1976).
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1.14. Etkin Madde (Levobunolol Hidrokloriir)

Acik Formiilii:

O

.O CH,

OCHZ?HCHZNH?-—-CHa - HCI
OH CHg

Kapah Formiilii ve Molekiil Agirhg:

Cy7H,sNO3, HCI M,: 327.85

Levobunololiin Kimyasal Ada :

5- [(2S)-3-[(1,1-Dimetiletil) amino}- 2-hidroksipropoksi]- 3,4-dihidro-1(2H)-
naftalenon;

(-)-5- [3- (tert-biitilamino)-2 -hidroksipropoksi]- 3,4-dihidro-1(2H)- naftalenon
(The Merck Index,1996,s.: 5482).

Analiz Yontemleri

Levobunolol HCI’ in UV spektrofotometresinde maksimum absorbans
gosterdigi dalga boylari 221, 253, 310 nm’ dir (The Merck Index, 1996,

s.:5482). Levobunolol ve metaboliti dihidrolevobunololiin kanda ve idrarda

belirlenmesinde yiiksek basingh s1ivi kromotografisi (HPLC) tercih edilmektedir
(Hengy ve Kolle, 1985).




39

Fizikokimyasal Ozellikleri

Beyaz, kristal tozdur. Suda kolay ¢oziiniir. % 96 etanolde ¢dziiniir. %5 a’h
¢ozeltisinin pH’ s14,5-6,5° tir (Eur. Ph. 2002, 5.:861). Erime sicakligi 206 -
211 °C’ dir (USP 23, s.: 876). pK,’ 519,32’ dir (Saettone ve ark., 1996).

Levobunolol HCI, iyi kapatilmig kaplarda ve isiktan korunarak saklanmalidir
(Eur. Ph. 2002, s.:861).

Farmakolejik Ozellikleri

Levobunolol ve metaboliti dihidrolevobunolol selektif olmayan B (B; ve By)
adrenoseptdr antagonistidir (Gonzalez ve Clissold, 1987; Hengy ve Kolle, 1985).
Kronik agik agili glokom olgularinda goz i¢i basincim diisiirmektedir (Hoyng ve
Van Beek, 2000; Kayaalp, 2000, Boliim 43; Cinotti ve ark., 1985). B-blekérlerin
gz i¢i basincimi diigtirmeleri akoz hiimér yapisim azaltmalan ile ilgilidir
(Kayaalp, 2000).

Uzun stireli ¢aligmalarda primer agik acihi glokomda veya okiiler
hipertansiyonda goz i¢i basincinin kontrolii i¢in gereken en diisiik levobunolol
konsantrasyonunun %0,25 oldugu belirlenmigtir. En diisiik konsantrasyonda
hastalarin %63’ {inde (24’ tintin 15” inde) gz i¢i basincin kontroliiniin saglandif
belirlenmistir (Long ve ark., 1985).

Levobunololiin (%0,25-1) topik olarak uygulandifinda iyi tolere edildigi
gozlenmigtir. En ¢ok goriilen okiiler yan etkileri, blefarit, konjunktivit, gdrme
netliginin azalmasi, keratit, géz kizarikhigi, kasmti ve yanmadir (Gonzales ve
Clissold, 1987).

Bronkokonstriiksiyon, kalp yetmezligi, insiiline duyarliliginin azalmasu, lipid
metabolizmasinin  bozulmasi, eksersize toleransin azalmasi, periferde kan
akiminin azalmasina bagh c¢esitli etkilerin olugmasi beta-blok&rlerin en ¢ok
goriilen sistemik yan etkileridir (Kayaalp, 2002, Béliim 43). Levobunolol;
bradikardi, aritmi, konjestif kalp blogu, bronkospazm gibi yan etkilere sebep

olmaktadir. Etkin maddenin tiim sistemik etkileri nazofarinks epitelyumu yoluyla
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kana hizla kanigmast sonucu gergeklesmektedir (Hoyng ve Beek, 2000).
Levobunolol HCI” in kalp hiz1 {izerine etkisinin timololden daha fazla oldugu

belirtilmigtir (Walter ve ark, 1998).

1.15. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci prekorneal etkin madde kaybim minimum diizeyde tutan,
kornea ile etkin maddelerin temas siiresini uzatarak ilag absorpsiyonunu
maksimum diizeye ¢ikartan ve boylece gozde etkin maddenin terapGtik
etkinligini arttiran nanopartikiiller formiile etmektir. Bu amag i¢in etkin madde
olarak non-selektif B-blokdr bir antiglokom ajan olan levobunolol HCI
kullamlacaktir. Glokom tedavisi igin kullanilan levobunololiin en biiytik
problemlerinden biri klasik g6z damlasinin sebep oldugu kardiyovaskiiler yan
etkileridir. Levobunulol HCL bradikardi, aritmi, konjestif kalp blogu,
bronkospazm gibi sendromlara sebep olmaktadir. Etkin maddenin tiim sistemik
etkileri nazofarinks epitelyumu yoluyla kana hizla karigmasi neticesinde
gergeklesmektedir. Bu nedenle levobunulolin  istenmeyen sistemik yan
etkilerinin azaltilmasi gerekmektedir (Hoyng ve Beek, 2000). Bu durum goze
uygulanan ¢ogu P-blokérler igin de genel bir problemdir, bunu ortadan
kaldirmak igin lipofilik prodruglarin kullamilmasi i¢in birkag¢ yaklasim olmustur
ancak ¢ofu prodruglar sulu ortamda stabil olmamalart nedeniyle
kullanilamanustir. Bu nedenle nano veya mikropartikiillerinin tasarimi alternatif
bir yol olarak diisiiniilmiigtiir. Okiiler nano veya mikropartikiilleri hazirlamak
icin son yillarda yaygin olarak kullanilan poli-e-kaprolakton polimerinin
kullanilmas1 amaglanmigtir. Bu géz yas1 pH’ s1 ile hidrolize ugrayarak biyolojik
olarak aginabilen bir polimerdir ve korneal epitelyum hiicrelerine hicbir toksik
etkisinin olmadig: ispatlanmustir (Kaur ve Kanwar, 2002).

Farkli yontemlerle ¢esitli parametreler  kullanilarak formiilasyonlarin
hazirlanmas1 amaglanmigtir. Hazirlanan formiilasyonlarin islem etkinlikleri,

ylizey karakteristikleri, partikiil biiyiikliikleri, zeta potansiyelleri, ¢Ozlinme hiza

profilleri tayin edilecek ve kinetik degerlendirmeleri yapilacakr. (Coziinme hiza
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¢alismalar1 sonucu segilen en iyi formiil/ler 1siya duyarli in situ jel olusturan

polimerik ¢6zelti icersinde siispande edilerek formiile edilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

_ Levobunolol HCI :Abdi Ibrahim

- Diklorometan : Merck
- Metanol : Sigma-Aldrich
- Kloroform : Merck
- Etanol : Merck

- Propilen glikol : Merck

- Polivinilalkol (Mowiol 4-88) (Ma: 31.000) :Hoechst
- Poli (e- kaprolakton) (Ma: 80.000) :Aldrich
- Pluronik F68 : Sigma

- Pluronik F127 : Sigma

- Sodyum hidroksit : Merck
- Sodyum hidrojen fosfat monohidrat : Merck
- Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat : Merck

- Sodyum klortir : Merck

2.1.2. Kullanilan Aletler

- UV Spektrofotometre : Shimadzu UV-1202

- Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) : Shimadzu DSC 60

- Lazer Kirimim Difraktometresi : Malvern Inst, Mastersizer
Hydro 2000S

- Zetametre : Zetasizer NanoZS

(Malvern)




- Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
- Ultrasantrifiij

- Liyofilizator

- pH- metre

- Viskozimetre

- Hassas teraziler

- Ustten kefeli terazi

- Magnetik kanigtiricilar
- Etliv

- Termostatli su banyosu
- Paletli Karistirict

- Ultratoraks

- Ultrasonik banyo
- Optik Mikroskop
- Calkalayict su banyosu

- Diyaliz membran
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: JEOL JSM-840A

: Beckman Optima XL100K
: Christ® Gamma 2-16 LSC
: Meterlab pHM201

: Brookfield Model DV-II
: Sartorius

: Sartorius

: Heidolph, Stuart
Heraeus

: Memmert

: Stir-pak®

: Kilca Labortechnick T25

basic

: Ultrasonic LC 30

: Olympus
: Memmert
. Sigma- Aldrich (M,: 12400

23 mm*15 mm)
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2.1.3. Kullanilan Coziinme Ortamm

Normal gozyasinin ortalama pH’ s1 7,4° tiir (Ludwig, 2005). Calismalarda
¢oziinme ortami olarak pH 7,4 izotonik fosfat tamponu (Modifiye Serensen)

kullanilmigtir (Wade, 1980).
pH 7.4 izotonik fosfat tamponu:

Sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO42H,0).................. 2,1g
Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (N a%HPO4.12H20) ...... 19,1¢
Sodyum kloriir (izotonik yapmak i¢in)........cccevveeeeeevinrenneennnnen. 44¢
Distilesuym. ......ooovvviiiniin.... e, 1000.0 ml

Hazirlanisi: Sodyum hidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat ve sodyum kloriir
ayr1 ayrn bir miktar distile suda ¢oziliir. Hazirlanan cozeltiler karistirilarak

belirtilen hacme distile su ile tamamlanir.
2.2. Yontem

2.2.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin UV Spektrumlarmin Belirlenmesi

Levobunolol HCI’ in pH 7,4 izotonik fosfat tamponu ve distile su iginde
25mg/50ml konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiler
0,050 mg/ml konsantrasyona seyreltilerek UV spektrofotometrede 200-400 nm’
de spektrumlari alinmistir. Spektrumlardan her bir ¢6zeltinin maksimum pik

verdigi dalga boylart (Amax) ve bu dalga boylarindaki absorbanslari tespit

edilmistir.
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2.2.1.2. Etkin Maddenin UV Spektrofotometresi ile Kalibrasyon

Dogrularmin Hazirlanmast

Levobunolol HCI” in pH 7,4 izotonik fosfat tamporiunda ve distile suda
25 mg/50 ml’. lik stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Her iki ortam igin stok
cozeltilerden seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda bir seri ¢ozelti
hazirlanmis ve absorbanslari Ama’ da okunmustur. Her bir konsantrasyona (x)
karsihk gelen absorbans degerlerinin (y) grafiginden efim, kesisim ve. r
(determinasyon Kkatsayisi) Dbelirlenmigti. En wuygun kalibrasyon dogru

denklemleri etkin madde miktar tayininde ve ¢6ziinme hizinda kullanilmistir.

2.2.1.3. Etkin Maddenin Analitik Validasyonu

Validasyon ¢alismalarinda incelenen analitik parametreler dogruluk,
kesinlik, se¢icilik, teshis ve tayin alt sinir1, dogrusallik ve araligi’ dir (USP 23,
s.:1982).

2.2.1.3.1. Dogruluk

Farkli konsantrasyonlardaki numune cozeltilerinden en az 6 degerin,
baslangicta belirlenen kalibrasyon denklemiyle % geri elde degerleri
hesaplanmigtir (Denklem 2.1.). Bu degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve
bagil standart sapmasimin hesaplanmistir.

Stok ¢ozeltilerden alt simir, orta sinir ve iist sinir degerleri belirlenmis ve her

bir konsantrasyonun absorbanslar1 6’sar kere okunmustur.

%Geri Elde= Cpratik / Creorik™* 100 Denklem 2.1.
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2.2.1.3.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

derecesinin bir 6l¢tistidiir.

- Tekrar elde edilebilirlik: Ayn1 konsantrasyonda alt1 farkli balonjojeden

iki analist tarafindan okunan absorbans degerleri karsilastirilmastir.

- Tekrarlanabilirlik: Iki ayr1 giinde 6’sar kere okunan absorbans degerleri

karsilagtirniimagtir.

2.2.1.3.3 Dogrusallik ve Arahg

En kiigiik konsantrasyonun katlar1 halinde 7 nokta alimus ve absorbanslar
oOlgiilerek konsantrasyona karsi absorbans grafiginde dogrusallik ve aralifs
incelenmistir. Dogrusallik numune igindeki etkin madde miktarinin test sonuglari
ile orantili oldugunun belirlenmesidir. Araligi ise, bu orantinin kesinlik, dogruluk
ve dogrusallik olarak hangi konsantrasyon arasinda devam ettiginin ve hangi

araliklardan sonra bozuldugunun incelenmesidir.

2.2.1.3.4. Teshis ve Tayin Alt Smarlar:

Alt sinir degeri i¢in aymi balonjojeden 6 kere okunan absorbans degerlerinden
hesaplanan konsantrasyonlarin ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma

degerleri belirlenmis ve denklemlere gore teshis ve tayin alt sinirlan

hesaplanmustir.
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LOD = 3,3x%58 Denklem 2.2.
m

Log = 10¥55 Denklem 2.3.
m

LOD :Limit of Detection (Teshis Sinir1)
LOQ :Limit of Quantitation (Tayin Alt Sinir1)
m :Egim

SS  :Standart Sapma

2.2.1.3.5. Stabilite

pH 74 izotonik fosfat tamponu ve distile suda hazirlanmis belirli
konsantrasyondaki bir numune bir hafta boyunca oda sicakliginda ve
buzdolabinda bekletilmis ve iki giinde bir absorbanslar &lgiilerek stabilitesi

incelenmigtir.

2.2.2. Nanopresipitasyon Yontemiyle Formiilasyon Cahsmalar

2.2.2.1. Levobunolol HCI1 Tuzundan Levobunelol Baz Elde Edilmesi

1 g. Etkin madde tizerine2 M NaOH ¢ozeltisi ilave edilmis ve siizgec

kagidindan siizerek olusan ¢okelek alinmistir. Siizge¢ kagidinda toplanan kalinti

distile su ile yikandiktan sonra etiivde kurutularak incelenmistir.
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2.2.2.2. Nanopresipitasyon Yontemi ile Partikiillerin Hazirlanmasi

Bir beherde 0,050 g Levobunolol HCI, 3 ml distile suda ¢oziinmiis ve
iizerine kosolvan olarak 10 ml metanol ilave edilmigtir. Ustii parafilmle .
kapatilmus bir diger beherde 500 mg PCL ve 500 mg propilen glikol 50 ml
diklorometanda veya kloroformda ¢oziilmistiir. Bu ¢ozelti etkin madde
¢ozeltisine ilave edilerek dispersiyon olugturulmustur. Olusan dispersiyon paletli
kanstiricida 1500 rpm’ de damla damla 100 ml etanol (% 70 a/h)’ e ilave
edilmistir. Olusan -partikii'lle'r mikroskopta incelenmigtir (Peltonen ve ark.,
2004). Aym deney 900 rpm’ de magnetik karistiricida ve 8000 rpm’ de
ultratoraksta kanigtirilarak partikiil olusturup olugturmadig belirlenmigtir.

Aym formiil kullanilan maddeler 1/10 azaltilarak olusan dipersiyon 50 rpm’
de damlatma hunisinde damla damla 10 ml etanol (%70 a/h) ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Coziicliniin buharlastinlmas: i¢in ayri ayrn su trompu, rotasyon

evaporatdril ve azot gazi ile vakum uygulanmustir.

2.2.3. Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Coziicii Buharlastirma Yontemiyle

Formiilasyon Cahsmalan

2.2.3.1. Metilen Mavisi Yiiklii Partikiillerin Olusturulmasi

Mikropartikiiller ve nanopartikiiller hazirlamak igin, suda ¢6ziinen maddeler
icin uygun bir yontem olan ¢oklu emiilsiyon (s/y/s) ¢oziicii buharlagtirma
yontemi tercih edilmistir.

Partikiil hazirlanmasi i¢in gerekli formiilasyon galigmalarina gegmeden 6nce
kullamlacak karistirict tipi (magnetik kanigtirici, sonikatdr, pervaneli karistirica
veya ultratoraks), karigtirma siiresi ve sicaklif1 belirlenmistir. Bu amagla i¢ faza
metilen mavisi ¢oOzeltisi eklenerek primer emiilsiyon ve ¢oklu emiilsiyon
olusumu, ¢6ziicii buharlastirilmas: ile olusan partikiillerin sekli ve bliyiiklugi,

metilen mavisi ile yiiklenmis olup olmadig1 11k mikroskobunda karsilastirilarak

incelenmistir.
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2.2.3.2. Etkin Madde Yiiklii Mikropartikiillerin ve Nanopartikiillerin

Hazirlanmas:

Coklu emiilsiyon (s/y/s) ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile partikiiller
hazirlanmustir. Belirlenen miktardaki etkin madde 1 ml distile suda ¢6ziilerek i¢
su fazi olusturulmugtur. 25 ml’ lik bir beherde formiilasyonda belirtilen miktarda
poli-e-kaprolakton tizerine 10 ml diklorometan ilave edilerek iistii parafilmle
kapatilmig ve magnetik karistiricida karigtinlarak yag fazi hazirlanmistir. 300
ml’ lik beherde degisen formiilasyonlarda belirlenen konsantrasyonlarda PVA
200 ml. distile suda ¢oziilerek dis su fazi hazirlanmigtir (Ubrich ve ark., 2004).
Levobunolol HCl c¢ozeltisi, polimer ¢ozeltisine ilave edilerek ultratoraksta
8000, 9500 veya 13500 rpm’de karigtirilmigtir. Olusan S/Y emiilsiyon 200, 100,
50 ml PVA ¢ozeltisine ilave edilerek ultratoraksta 3 dak karistirilmustir. Olusan
s/y/s goklu emiilsiyonu 3 pervaneli paletli karstiricida 25 C’ de 1500 rpm’ de
kanigtinnlarak ¢oziicli buharlagsmasi saglanmustir. Emiilsiyon 30000 rpm’de
(56000xg) santriftij edilmistir (Sekil 2.1). Partikiiller ticer kere, distile suyla
yikanarak santrifiij edilmistir. Elde edilen sulu dispersiyonlar liyofilize edilerek

toz halindeki formiilasyonlar (iiriin) oda sicakliginda desikatdrde saklanmistir.
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Etkin madde ve su Polimer ve diklorometan

Primer emilisiyon
Sulu faza ilave edildi

Ultratoraksla 3 dak.
kangtirma

Cdzuconin buhatlagtiimasi

ve katilagma
SIS
Emdlsiyon Ultrasantrifiij
{30000 rprm)
. B
Su ile 3 defa yikama Dondurarak

kurutma

Sekil 2.1. Etkin madde yiiklii mikropartikiillerin ve nanopartikiillerin hazirlanmast

Hazirlanan tiim formiiller Tablo 2.1-2.8° de verilmistir
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Table 2.1. Dis faz pH1 5.5 (F1) ve 12 (F2) olan formiillerde % PVA
miktarlarinin degisimi

Formiilasyon Icerigi

Etkin Madde (mg)

I¢ Faz Distile Su (ml) | 1 1 1 1 1 1 1

Diklorometan (ml) 10 10 10 10 10 10 10

PCL (mg) 250 |250 250 |250 |250 |250 |250

Dis Faz Distile Su (ml) | 200 | 200 200 |200 |200 |[200 |200

PVA (g)

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer 125 | 1/25 | 1/25 | 1725 | 1/25 | 1/25 |1/25

Di1s Faz pH

Kanstirma Hizi(rpm) | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000

F1A, F1B, FIC 8000 rpm’ de pH 5,5’ te PVA degisimini (%0,25, %0,5,
%]1) simgelemektedir. F2A, F2B, F2C, F2D 8000 rpm’ de pH 12’ de PVA
konsantrasyonundaki degisimi (%0,25, %0,5, %1, %1,5) gostermektedir.
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Tablo 2.2. Polimer miktari artis1 (F3) ve karigtirma hiz1 artiginin (F4)

incelenmesi
Formiilasyon Icerigi F2C F3 F4
Etkin Madde (mg) 10 10 10
I¢ Faz Distile Su (ml) 1 1 1
Diklorometan (ml) 10 10 10
PCL (mg) |

Dis Faz Distile Su (ml) 200 200 200

PVA (g) 2 2 2

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h) 1 1 1

Et Mad./Polimer

% Dis Faz pH

; Karigtirma Hizi (rpm)

F3 ve F4 8000 ve 9500 rpm’ de polimer miktarindaki artis: (250 mg’ dan

500 mg’ a) gostermektedir.
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Tablo 2.3. 8000 rpm karigtirma iz ile farkli etkin madde miktarlar ile
hazirlanan formiiller (F5)

Formiilasyon Icerigi | F2B F5A | F5B F5C

Etkin Madde (mg)

I¢c Faz Distile Su (ml) |1 1 1 1
Diklorometan (ml) 10 |10 10 10
PCL (mg) 250 {250  |250 {250

Dis Faz Distile su (ml) | 200 200 200 200

PVA (g) 1 1 1 1

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer

Dis Faz pH

Kanstirma Hizi (rpm)

F2B, F5A, F5B, F5C 8000 rpm’de etkin madde (10 mg, 20 mg, 40mg, 60mg)
veya etkin madde/ polimer oramindaki artigt (1:25, 1:12,5, 1:6,25, 1:4,16)

simgelemektedir.
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Tablo 2.4. 9500 rpm karigtirma hizi ile farkli etkin madde miktarlar ile
hazirlanan formiiller (F6)

Formiilasyon Icerizgi | F6A | F6B F6C | F6D

Etkin Madde (mg)

I¢ Faz Distile Su (ml) |1 1 1 1
Diklorometan (ml) 10 10 10 10
PCL (mg) 250 250 250 250

Dis Faz Distile Su (ml) [200 |200 {200 |200

PVA (g) 1 1 1 1

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer

Dis Faz pH

Karigtirma Hiz1 (rpm)

F6A, F6B, F6C, F6D 9500 rpm’de etkin madde (10 mg, 20 mg, 40 mg, 60 mg)
veya etkin madde/polimer miktarindaki artisgt (1:25, 1:12,5; 1:6,25, 1:4,16)
belirtmektedir.
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Tablo 2.5. 13500 rpm karistirma hiz: ile farkh etkin madde miktarlan ile
hazirlanan formiiller (F7)

Formiilasyon icerigi |F7A | F7B | F7C | F7D

Etkin Madde (mg)

I¢ Faz Distile Su (ml) | 1 1 1 1
Diklorometan (ml) 10 10 10 10
PCL (mg) - 250 250 250 250

Dis Faz Distile su (ml) | 200 200 200 200

PVA (g) 1 1 1 1

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer

| Dis Faz pH

Karistirma Hiz1 (rpm)

F7A, F7B, F7C, F7D 13500 rpm’ de etkin madde (10 mg, 20 mg, 40 mg,
60 mg) veya etkin madde/polimer miktarindaki artis1 (1:25, 1:12,5, 1:6,25,
1:4,16) belirtmektedir.
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Tablo 2.6. Farkli dis faz hacmi ile hazirlanan formiiller

Formiilasyon I¢cerigi

Etkin Madde (mg)

I¢ Faz Distile Su (ml)

Diklorometan (ml)

PCL (mg)

Dis Faz Distile su (ml)

PVA (g)

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer

D1s Faz pH

Karistirma Hizi (rpm)

F2B, F8A, F8B 8000 rpm’ de 10 mg etkin madde i¢in dis faz hacmindeki
degisimi (200 ml, 100 ml, 50 ml) simgelemektedir.

F2B, F8C, F8D 8000 rpm’ de 100 ml dis faz hacminde etkin madde
(10 mg, 40mg, 60 mg) veya etkin madde/ polimer oranindaki artisa (1:25, 1:6,25,
1:4,16) simgelemektedir.
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Table 2.7. Pluronik F68’in stabilizér olarak kullamldig1 formiiller (F9)
Formiilasyon F9A | F9B F9C F9D FOE | F9F | FIG
Icerigi
Etkin Madde
(mg)

I¢ Faz Distile Su | 1 1 1 1 |1 1 1
(ml)

Diklorometan 10 10 10 10 10 10 10
(ml)

PCL (mg) 250 250 250 250 250 250 250

Dis Faz Distile | 200 200 200 200 200 200 200

su (ml)

Pluronik F68 (g) | 0,5 1 1 2 3 1 2

Formiilasyon

Bilgisi

% Pluronik F68
(a/h)

Et Mad./Polimer

Dis Faz pH

Karigtirma Hizi

(rpm)

F9A, FIB, F9C, F9D, FIE, F9F, FOG dis fazda % pluronik F68 degisimini
(%0,25, %0,5, %1, %1,5) simgelemektedir.
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Tablo 2.8. I¢ fazda Pluronik F68 dis fazda PVA kullamlarak hazirlanan
formiiller (F10)

Formiilasyon Icerigi | F10A | F10B | F10C
Etkin Madde (mg)

I¢ Faz Distile Su (ml) |1 1 1

7

Diklorometan (ml) 10 10 10

PCL (mg) 250 {250 | 250

Dis Faz Distile su (ml) | 200 200 200

PVA (g) 1 1 1

Formiilasyon Bilgisi

% PVA (a/h)

Et Mad./Polimer

Dis Faz pH

Karigtirma Hizi (rpm)

F10A, F10B, F10C i¢ faz stabilizérii olarak % pluronik F68’ in eklenmesini
belirtmektedir.
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2.3. Hazirlanan Formiillerde Yapilan Kontroller
2.3.1. Etkin Madde Miktar Tayini

Etkin madde miktar tayini santrifiij igleminden sonra sulu faza gegen etkin
madde miktarinin spektofotometrik olarak olgtilmesi ile belirlenmigtir (Pérez ve
ark, 2000). Partikillerin distile su ile yikama iglemi sonrasinda iistteki sivilar da

toplanarak spektrofotometrede absorbansi 6l¢iilmiistiir.

Yiiklenen etkin = Toplam etkin madde (mg)- Dis faza gegcen madde miktari (mg)
madde (mg)

Denklem 2.4.

% Islem etkinligi, etkin madde igerifi ve verim asagida belirtilen
denklemlere g6re hesaplanmigtir (Govender ve ark, 1999):

% Islem Etkinligi = Partikiil icindeki etkin madde miktar1 (mg) x100/
Formiilasyonda kullanilan etkin madde miktari (mg)

Denkiem 2.5.

% Etkin madde = Partikiil i¢indeki etkin madde miktar1 (mg) x100/
Icerigi Tartilan partikiil miktar1 (mg)

Denklem 2.6.

% Verim = Tartilan partikiil miktari(mg) x100/
Toplam miktar (mg)(polimer ve etkin madde.)

Denklem 2.7.

2.3.2. Partikiillerin Yiizey Morfolojisi ve Karakteristiklerinin Incelenmesi

Hazirlanan partikiillerin yiizey morfolojisi ve karakteristiklerini incelemek
icin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmaktadir. Mikropartikiiller
tastyict (set up) lizerine sivi karbon ile yapistirilmistir. Polaron E 5100 seri II

kaplama cihazinda ‘sputter’ yontemi ile yilizeyi 0,015 mikron (200A°)
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kalinh@mnda altin ile kaplanmustir. Mikropartikiiller 20 kV’da (hizlandiric

gerilim) incelenmistir.

2.3.3. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim

Olusan partikiillerin biiyiikligii ve dagilimi1 Boliim 1.11.2° de verilen statik
1igik kinmim yontemiyle (Malvern Mastersizer Hydro 20008, Malvern Inst.)
belirlenmigtir. 5 ml distile su’igerisinde siispande edilmis ornekler ticer kere

Olgtilmiigtiir.

2.3.4. Zeta Potansiyellerinin Belirlenmesi

Zeta  potansiyeli, siispansiyonlarin  stabilitesi acisindan 6neﬁlidir.
Monodispers bir sistem igin zeta potansiyelinin yeterli olmas: gerekir. Bu kritik
deger her siispansiyon igin ozeldir (Goniil, 2000, Bolim 4). Bu degerin
nanopartikiil siispansiyonu igin 30 mV (pozitif veya negatif degerlerde) oldugu
belirtilmistir (Couvreur ve ark., 2002).

Cahgmamizda zeta potansiyelleri, Zetasizer Nano ZS (Malvern) ile
Olgtilmiistiir. Bu cihazla hem zeta potansiyeli (3 nm’ den 10pm’ ye) hem de
partikiil buyiikliigi (0,6 nm’ den 6um’ ye) 6lgiilebilmektedir. 25 °C* de pH 7,4
izotonik fosfat tampon ¢6zeltisindeki partikiiller tek kullanimlik zeta hiicrelerine
doldurulmugtur. Uger kere 6lgiilen zeta degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi

ve bagil standart sapmasi belirlenmistir.

2.3.5. Termal Analizlerinin Belirlenmesi

Islem etkinligi yiiksek bir formiil olan F8A’ nin, etkin maddenin, polimerin,
surfaktamin, F8A formiiliindeki oranla hazirlanmis olan etkin madde-polimer

fiziksel karigiminin Shimadzu DSC 60 cihazi ile termal analizleri yapilmistir.

5’er mg numiine alimino pan iginde tartilip Universal Holder ile kapatilmistir.
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25" C ortam sicakhigindan 5 C/ dak artiglarla 300" C’ ye kadar, akist 30 ml/ dak
olan azot atmosferinde calisilmistir (Peréz ve ark., 2000; Chawla ve Amiji,

2002).

2.3.6. Coziinme Hizi Deneyleri
- Doz Hesab:

Uzun siireli ¢alismalarda primer agik agili glokomda veya  okiiler
| hipertansiyonda g6z i¢i basimncinin kontrolii i¢in gereken en diisiik levobunolol
konsantrasyonunun % 0,25 oldugu belirlenmistir (Long ve ark., 1985). Bir
damlanin hacmi 70-100ul’ dir. 100 pl ig¢indeki etkin madde miktar: 0,25mg
olarak bulunmustur.

Levobunolol HCY’ in %0,5 lik g6z damlas: seklindeki oftalmik preparati
Betagan®, glokom tedavisinde ginde iki defa birer damla olarak
kullanilmaktadir.

Levobunolol HCI’ in ilag tastyict partikiiler sistemler i¢cindeki dozu 0,25 mg

olarak hesaplanmistir. Etkin madde ¢ikisi alt1 saat icin tasarlanmigtir.

- Diyaliz Yontemi

Etkin maddenin in vitro ¢6ziinme hizi, diyaliz yontemi kullanilarak
incelenmistir ( Washington, 1989; Levy ve Benita, 1990).

35" C termostath: su banyosunda, pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde
gerceklestirilmigtir. 0,25 mg Levobunolol HClI igeren PCL partikiillerinin miktari
hesaplanarak tartilmistir. 2 cm eninde olan diyaliz kesenin icine tartilan
partikiiller ve 100 pl pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisi ilave edilmigtir.
Diyaliz kese iyice baglandiktan sonra 35 C’ deki 10 ml pH 7.4 izotonik fosfat
tampon ¢ozeltisine daldirilmustir. Diyaliz kese belirli zaman araliklarinda (15,

30, 60, 120, 180, 240, 360) her seferinde 10 ml 35 C deki taze cozeltiye

aktarilarak deneye devam edilmigtir. Coziinme ortamlarindaki etkin madde
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miktar1 spektrofotometrik olarak 314,5 nm’ de tayin edilmis ve etkin madde

¢ikigi kiimiilatif olarak incelenmistir.

2.4. Partikiillerin Istya Duyarh Polimerik Jel I¢erisinde Formiile Edilmesi

Pluronik F127 (PF127)’ nin oda sicakliginda sivi, 35 '’ de jel olusturmas
icin gereken en diisiikk konsantrasyonu belirlemek igin %S5, %10, %15 ve %20
konsantrasyonlarda ¢6zeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerin Viskézlugu hem oda
sicakliginda hem de 35 °C’ de rotasyon viskozimetresinde (Brookfield) LV1 nolu
spindle kullanilarak 6lgiilmiis ve en uygun konsantrasyon belirlenmigtir.

Islem etkinligi, yiizey oOzellikleri, ¢oziinme hizi, partikiil biyikligi ve
dagilim agisindan en uygun formiil 100 pl PF127 jel igerisine siispande edilerek
boliim. 2.3.6.” da belirtildigi gibi diyaliz bag difflizyon yontemiyle ¢oziinme hiz1

incelenmigtir.

2.5. Levobunolol HCl iceren Ticari Géz Damlasi Betagan® n Coziinme Hiza

% 0,5 Levobunolol HCI iceren Betagan® 1n iginde 0,25 mg etkin madde
iceren miktar1 (50ul) pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisi ile 100 pl’ ye
seyreltilmis ve Boliim 2.3.6° da belirtildigi gibi diyaliz bag difiizyon yontemi ile

¢oziinme hiz1 incelenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerine iliskin Bulgular

3.1.1. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Analizi

Etkin maddenin Bolim 2.2.1.1.° de belirtilen sekilde pH 7,4 izotonik fosfat
cozeltisinde, distile suda ve PV A igeren distile suda maksimum pik veren dalga
boylart (Amax) Tablo 3.1.° de; aliman spektrum grafikleri ise Sekil 3.1.° de

gosterilmigtir.

Tablo 3.1. Levobunolol HCI’ in degisik ortamlarda maksimum absorbans verdigi dalga
boylar

Ortam pH 7.4 Distile su
Amax(nm) | 3145 314

3%

3,000 a)

2,000 N

1,000 \

Absorbans

1,03 - l

0, 208 . 2 - - — .
2005 B 300,10 400, D 200, 0

Dalga boyu (cm™)
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3,000~ )
b)

a) PVA

2,000

‘1, 000k \

Absorbans

b) DS

400,0

-0,041 rama T
300,0 350,0

:
200, 0 250,0

Dalgaboyu (cm™)
Sekil 3.1. Levobunolol HCI” in a) pH 7,4 izotonik fosfat ¢ozeltisinde ve b)
Distile su ile PVA ¢ozeltisindeki UV spektrumlari

3.1.2. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yéntem ile Kalibrasyonu

Etkin maddenin Bolim 2.2.1.2.° de anlatildigi gibi alinan 6l¢iimlerden

sonra elde edilen kalibrasyon dogrulart Sekil 3.2.°de ve Sekil 3.3 de

kalibrasyon dogrularindan belirlenen parametreler ise Tablo 3.2 de ve

Tablo 3.3.” de verilmistir.
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001 002 0031 0041 0051 0061 0,072 0,082 0,082 0102 0113 0,123 0,133
Konsantrasyon (mg/mi)

Sekil 3.2. Levobunolol HCI” in pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde
kalibrasyon dogrusu

Tablo 3.2. Levobunolol HCI’ in pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde

kalibrasyon dogrusuna ait veriler

Egim (m) 6,682 + 0,047

Standart hata 0,02156

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlar (6,635)-(6,729)

Kesigim (n) 0,002660 + 0,003568
Standart Hata 0,001638

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlari (-0,0009094)-(0,006228)
Determinasyon Katsayisi (r°) 0,9999

*(Sy.x)* 0,003364

Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart sapma

Y= 6,682X+ 2,66.107

Denklem 3.1.
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Absorbans

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.3. Levobunolol HCYI’ in distile sudaki kalibrasyon dogrusu

Tablo 3.3. Levobunolol HCYI’ in distile suda kalibrasyon dogrusuna ait veriler

Egim (m) 6,625 + 0,076

Standart hata 0,03235

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlar (6,548)-(6,701)
Kesisim (n) 0,006359 + 0,006981
Standart Hata 0,002950

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlar (-0,0006174)-(0,01334)
Determinasyon Katsayisi (%) 0,9998

£Sy.x)* ' 0,003883

Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart sapma

Y=6,625X+0,006359 Denklem 3.2.




67

3.1.3. Etkin Maddenin Analitik Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.3.1. Dogruluk

Farkli konsantrasyonlardaki numune ¢ozeltilerinden en az 6 degerin,

baslangicta belirlenen kalibrasyon denklemiyle Denklem 2.1.° de belirtildigi
| sekilde % geri elde degerleri hesaplanm1$t1r. Bu degerlerin ortalamasi, standart

sapmasi ve bagil standart sapmasi Tablo 3.4.-3.7” verilmigtir.

Tablo 3.4. pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisinde dogruluk tespitine ait

veriler
Creorik (mg/ml) Cprati{mg/ml) % Geri Elde
0,0125 0,0126 100,9
0,0125 0,0125 100,0
0,0125 0,0127 102,2
0,0125 0,0126 100,9
0,0125 0,0126 100,9
0,0125 0,0127 102,2
0,0625 0,0632 101.1
0,0625 0,0623 99,68
0,0625 0,0626 100,2
0,0625 0,0624 99,92
0,0625 0,0626 100,2
0,0625 0,0623 99,68
0,1375 0,1376 100,0
0,1375 0,1376 100,0
0,1375 0,1379 100,2
0,1375 0,1379 100,2
0,1375 0,1376 100,0
0,1375 0,1379 100,2

Tablo 3.5. pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde dogruluk tespitine ait

hesaplamalar
Cireorik Ortalama Standart Sapma | Bagil Standart
(mg/ml) % Geri Elde Sapma %
0,0125 101,18 0,8089 0,7994
0,0625 100,13 0,5291 0,5284
0,1375 100,16 0,1205 0,1203




Tablo 3.6. Distile suda dogruluk tespitine ait veriler

Creorik (mg/ml) Corati(mg/ml) % Geri Elde
0,0375 0,0369 98,47
0,0375 0,0372 99,27
0,0375 0,0373 99,67
0,0375 0,0369 98,47
0,0375 0,0372 99,27
0,0375 0,0370 98,87
0,0750 0,0749 99,95
0,0750 0,0755 100,7
0,0750 - 0,0752 100,3
0,0750 0,0754 100,5
0,0750 0,0757 100,9
0,0750 0,0763 101,7
0,1250 0,1256 100,5
0,1250 0,1255 100,4
0,1250 0,1253 100,3
0,1250 0,1256 100,5
0,1250 0,1265 101,2
0,1250 0,1253 100,3

Tablo 3.7. Distile suda dogruluk tespitine ait hesaplamalar

Creorik Ortalama Standart Sapma Bagil Standart
(mg/ml) % geri elde Sapma %
0,0375 99,01 0,4874 0,4923
0,0750 100,7 0,6159 0,6115
0,1250 100,5 0,3615 0,3595

Bagil standart sapma degerleri hem pH 7,4° te hem de distile suda % 2’ nin

altindadsr.

3.1.3.2. Kesinlik
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Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri incelenmistir. iki

farkli analist tarafindan yapilan tekrar elde edilebilirlik parametresine ait

deneylerde yer alan her iki gruba ortalamalar arasi farkin ©nem testi

uygulanmistir.




e Tekrar Elde Edilebilirlik

Tablo 3.8. pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde tekrar elde edilebilirlik

deneyine ait veriler

C(mg/ml) C (mg/ml) C (mg/ml)

Teorik 1.Analist 2.Analist
0,00125 0,0130 0,0128
0,00125 0,0126 0,0130
- 0,00125 0,0129 0,0134
0,00125 0,0132 0,0130
0,00125 0,0130 0,0128
0,00125 0,0130 0,0130

Tablo 3.9. pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde tekrar elde edilebilirlik
deneyine ait hesaplamalar

pH 7.4 Ortalama Standart Sapma Bagil Standart
(314,5 nm) C (mg/ml) Sapma %
1.Analist 0,0129 1,94.10" 1,524
2.Analist 0,0130 2,19.10"* 1,685

P= 0,687 P>0,05 oldugundan 6nemli derecede fark yoktur.

Tablo 3.10. Distile suda tekrar elde edilebilirlik deneyine ait veriler

C (mg/ml) C (mg/ml) C (mg/ml)
Teorik 1.Analist 2.Analist
0,075 0,0745 0,0740
0,075 0,0743 0,0740
0,075 0,0766 0,0763
0,075 0,0761 0,0746
0,075 0,0745 0,0740
0,075 0,0754 0,0748

Tablo 3.11. Distile suda tekrar elde edilebilirlik deneyine ait hesaplamalar

Distile su Ortalama Standart sapma Bagil Standart
(314 nm) C(mg/ml) Sapma %

1. Analist 0,0752 9,58.10™ 1,273

2. Analist 0,0746 8,95.10™ 1,199

P=0,271 P >0,05 oldugundan &nemli derecede fark yoktur.




o  Tekrarlanabilirlik

Table 3.12. pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisinde tekrarlanabilirlik deney

sonuglari

C (mg/ml) |C(mg/ml) |C (mg/ml)
Teorik 1.Giin 2.Giin
0,0125 0,0126 0,0120
0,0125 0,0125 0,0126
0,0125 0,0127 0,0130
0,0125 0,0126 0,0127
0,0125 0,0126 0,0133
0,0125 0,0127 0,0130

Tablo 3.13. pH 7.4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde tekrarlanabilirlik

deneyine ait hesaplamalar

pH 74 Ortalama Standart Bagil Standart
(314,5nm) C (mg/ml) Sapma Sapma %
1.Giin 0,0126 7,25.10° 0,5966

2.Giin 0,0127 4,50.10™ 3,526

Bagil standart sapmasi1 % 5° den kii¢iiktiir.

Tablo 3.14. Distile suda tekrarlanabilirlik deney sonuglari

C (mg/ml) |C (mg/ml) |C (mg/ml)
Teorik 1. Giin 2. Giin
0,075 0,0745 0,0739
0,075 0,0743 0,0742
0,075 0,0766 0,0778
0,075 0,0761 0,0745
0,075 0,0745 0,0766
0,075 0,0754 0,0758

70
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Tablo 3.15. Distile suda tekrarlanabilirlik deneyine ait hesaplamalar

Distile su |Ortalama | Standart Sapma | Bagil
(314nm) |C (mg/ml) Standart
Sapma
1.Giin 0,0752 9,58.10° 1,274
2.Giin 0,0754 1,53.10° 2,03

Bagil standart sapmasi1 % 5° den kiigiiktiir.

3.1.3.3. Dogrusallik ve Arahg:

Her bir ortam igin etkin maddenin okunabilecegi en kiigik
konsantrasyonunun katlart halinde 7 nokta alinmigtir. Levobunolol HCI’ in pH
7.4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisinde ve distile suda hazirlanan 0,5 mg/ml
konsantrasyonundaki stok c¢ozeltilerinden; birbirinin katlari halinde secilen
noktalara seyreltmeler yapilarak her bir ortam i¢in bir seri farkli konsantrasyonda
¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin absorbanslart A, da Olgiilerek
konsantrasyona kars: absorbans grafiginde dogrusallik ve aralifi incelenmistir.

pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢dzeltisine ait dogrusallik ve araligi grafigi
sekil 3.3° de, distile suya ait dogrusallik ve aralign grafigi sekil 3.4.” te

verilmigtir.
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0,614
0,573
0,532
0,492+
0,451

0,411
0,369
0,328

0,287

Absorbans

0,246

0,205 4

0,1641 /
0,123 o

— . i T
0,02 0,031 0,041 0,051 0,061 0,072 0,082

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.4. pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢dzeltisinin dogrusallik ve araligi
dogrusu.

Tablo 3.16. Levobunolol HCI’ in pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde
dogrusallik ve aralif1 dogrusuna ait veriler

Egim (m) 6,674 + 0,057

Standart hata 0,02206

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlan (6,618)-(6,731)
Kesigim (n) 0,003218 + 0,002377
Standart Hata 0,0009244

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlari (0,0008416)-(0,005595)
Determinasyon Katsayist (1°) 0,9999

(Sy.x) 0,001860

E3
Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart sapma
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0614
0573
0532
0,492
0461
041
0,369
0328
0.287

Absorbans

0,246,
0,205
0,164
0123
0082
0ot

0005 00t 005 002 00% 0031 0% 0041 00 0051 0056 0051 0067 0072 0077 0082 087 0092
C (mg/ml)

Sekil 3.5. Levobunolol HCI in distile suda dogrusallik ve araligi dogrusu

Tablo 3.17. Levobunolol HCY in distile suda dogrusallik ve araligi dogrusuna ait

veriler

Egim (m) 6,540+ 0,183
Standart hata 0,07143

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlan (6,356)-(6,723)
Kesisim (n) 0,005460 + 0,00769
Standart Hata 0,002993

% 95 Olasilikli Giiven Sinirlar (-0,002234)-(0,01315)
Determinasyon Katsayis1 (1°) 0,9994

(Sy.x) 0,006020

£ 3
Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart sapma




74

3.1.3.4. Teshis ve Tayin Alt Smmirlan

Boliim 2.2.1.3.4.” te belirtildigi gibi yapilan deneylerin sonuglari Tablo 3.18°

de verilmigtir.

Tablo 3.18. Teshis ve tayin alt sinirlarinin hesaplanmasi

Tayin ve teshis alt simrlarn | pH 7,4 Distile su

LOD (mg) 3,718.10° |9,106.107

LOQ (mg) . 11,127.10* 12,759.107
3.1.3.5. Stabilite

Bir hafta boyunca hem buzdolabinda (4 °C) hem de oda sicaklifinda (25 °C)
bekletilen numunelerin iki giinde bir aborbanslarn 6l¢tilmiis ve her iki ortamda da

levobunolol HCI’in stabil oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.19. Bir hafta boyunca buzdolabinda (4 °C) ve oda sicakliginda (25 °C)
bekletilen bir numuneden iki glinde bir alinan 6l¢iimlerin sonuglari

pH 74 Distile su
t 4°C 25°C 4°C 25 °C
Gin | C(mg/ml) | C(mg/ml) | C (mg/ml) | C (mg/ml)
1 0,0654 0,0638 0,0633 0,0624
3 0,0644 0,0648 0,0637 0,0627
5 0,0642 0,0665 0,0639 0,0634
7 0,0666 0,0681 0,0645 0,0622

3.2. Formiilasyonlarin Hazirlanmasina Ait Bulgular
e Levobunolol HCl Tuzundan Baz Elde Edilmesi

Boliim 2.2.2.1.° de belirtildigi sekilde hazirlanan levobunolol bazinin kati

toz halinde olugsmamasi nedeniyle elde edilememistir. Bu nedenle tiim

formiilasyon caligmalari HCI tuzu ile gergeklestirilmistir.
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e Nanopresipitasyon Yontemiyle Partikiillerin Hazirlanmasi

Etkin maddenin bazi elde edilemedigi i¢in formiilasyon ¢aligmalarina tuz
formu ile devam edilmigtir.

Bolim 2.2.2.2° de anlatildig1 sekilde hazirlanan formiilasyonlarda partikiil
olusumu mikroskopta gozlenmistir; ancak dispers ¢dzeltinin damla damla ilave
edilmesi esnasinda olusan partikiiller kisa siirede agregatlar olusturmustur.

Coziicliyli ortamdan. uzaklastirmak igin su trompu, rotasyon evaporatorii ve
azot gazi1 uygulanarak hazirlanan formiilasyonlarda da ¢oziiciiniin buharla§ma31

stiresince, olusan partikiillerin birleserek agregatlar olusturdugu gézlenmistir.

3.3. Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Coziicii Buharlastrma Yontemiyle

Formiilasyon Cahsmalari

3.3.1. Metilen Mavisi Yiiklii Partikiillerin Olusturulmasina Ait Bulgular

Coklu emiilsiyon olusturulmas: i¢in magnetik karistirici, ultrasonik banyo,
pervaneli kangtiric1 ve ultratoraks kullamlmigtir. Magnetik karistiricr (900 rpm)
ve pervaneli kanstinicr (1500 rpm) ile hazirlanan formiiller mikroskopta
incelenmis ve 250um biyiikligiinde metilen mavisi yiiklii mikropartikiillerin
olustugu belirlenmigtir. Ultrasonik banyo ile ¢oklu emiilsiyon olusmanustir.
Partikiil biiytkligiini azaltmak igin ultratoraks kullamilmis ve formiilasyon
mikroskopta incelendiginde olduk¢a kiigiik partikiiller olusturuldugu
belirlenmigtir. Dis fazin pH’s1 arttirildiginda da metilen mavisi yiiklii partikiiller

mikroskopta gbzlenmistir.

3.4. Hazirlanan Formiillerde Yapilan Kontroller
3.4.1. Formiilasyonlarm Etkin Madde Miktar Tayinine Ait Bulgular

Bolim 2.3.1.” de belirtildigi gibi hesaplanan % etkin madde icerigi, % verim

ve % islem etkinligi degerleri Tablo 3.20° de verilmistir.
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Tablo 3.20. Formiilasyonlarin Miktar Tayinine Ait Bulgular
Formiil | Toplam Etkin % Etkin | % Verim | % Islem
Partikiil Madde | Madde Etkinligi
(mg) (mg) Igerigi
F1A 102,6 0,405 0,394 39,46 3,780
F1B 136,7 1,893 1,384 52,57 17,36
F1C 191,6 1,110 0,579 73,69 10,18
F2A 105,0 1,291 1,229 40,38 12,06
F2B 145,0 3,305 2,279 55,76 30,60
F2C 31,50 2,535 8,049 12,11 23,26
F2D 36,00 1,060 2,944 13,84 115,63
F3 369,0 1 1,668 0,452 72,35 15,30
F4 185,3 0,174 0,093 36,33 8,720
F5A 91,60 10,57 11,54 31,58 15,28
F5B 81,20 9,917 12,21 26,19 22,61
F5C 86,20 3,087 3,580 31,92 16,47
F6A 187,6 1,937 1,032 72,04 18,62
F6B 131,0 2,069 1,579 48,48 10,24
F6C 152,9 7,731 5,056 52,66 19,18
F6D 180,8 8,324 4,604 58,26 13,80
F7A 147,9 1,085 0,7339 56,84 10,64
F7B 158,9 2,085 1,312 58,76 10,22
F7C 169,7 8,757 5,160 58,49 21,83
F7D 153,5 12,06 7,857 49,48 20,30
F8A 163,2 3,752 2,299 62,76 36,78
F8B 109,5 3,196 2,919 42,11 31,33
F8C 120,5 11,02 9,150 41,55 27,56
F8D 146,5 19,50 13,31 47,25 21,10
F9D 130,6 3,250 2,488 42,13 5,370
FOE 167,2 2,478 1,482 53,93 4,103
F10A 83,30 0,514 0,6173 31,97 4,890

3.4.2. Formiilasyon Parametrelerinin Islem Etkinligi Uzerine Etkisi

Boliim 2.2.3.2. de belirtildigi gibi hazirlanan ve Tablo 2.1-2.8” de verilen
formiillerin [dis fazin pH’ s1 ( pH 5,5 ve 12) , stabilizér olarak kullanilan
% PVA konsantrasyonu (% 0,25, 0,5, 1 ve 1,5) karnistirma hizi (8000, 9500,
13500 rpm), etkin madde miktar: (10, 20, 40, 60 mg), dis faz hacmi (50, 100,

200 ml) ve farkli bir stabilizér olarak kullanilan Pluronik F68 gibi formiilasyon

parametrelerindeki degisimlerinin islem etkinligi tizerine etkisi incelenmistir.
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e Dis Fazin pH’ s1 ve % PVA Konsantrasyonu

30
=
.5 20 -
= 1B
5
o 10 7 FIC -
e
F1A
0 T T T
0 0,5 1 1,5 2
% PVA Konsantrasyonu

Sekil 3.6. pH 5,5 te % PV A konsantrasyonunun islem etkinligi iizerine etkisi.
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Sekil 3.7. pH 12’ de % PV A konsantrasyonunun iglem etkinligi iizerine etkisi




e Karnstirma Hizx ve Etkin Madde Miktarmin Etkisi
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Sekil 3.8. 10 mg etkin madde iceren formiilasyonlarda karigtirma hizinin iglem

etkinligi
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Sekil 3.9. 20 mg etkin madde iceren fomiilasyonlarda karistirma hizinin igslem

etkinligi

iizerine etkisi.
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Sekil. 3.10. 40 mg etkin madde igeren formiilasyonlarda karisturma hizinimn islem
etkinligi tizerine etkisi.
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Sekil 3.11. 60 mg etkin madde igeren formiilasyonlarda karigtirma hizinin islem
etkinligi {izerine etkisi.
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Sekil 3.12. 8000 rpm karistirma hizinda etkin madde miktarinin islem etkinligi
lizerine etkisi.
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Sekil 3.13. 9500 rpm kanstirma hizinda etkin madde miktarinin islem etkinligi
tizerine etkisi.
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Sekil 3.14. 13500 rpm karistirma hizinda etkin madde miktarinin islem etkinligi
izerine etkisi.

e Dis Faz Hacminin Etkisi
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b)
40
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Sekil 3.15. Dis faz hacminin islem etkinligi {izerine etkisi a) 10 mg etkin madde
iceren formiiller, b) 100 ve 200 ml hacimde ii¢ farkli etkin madde miktar
iceren formiiller.

° Pluronik F68’ in islem Etkinligi Uzerine Etkisi

% iglem etkinligi
w

O T ¥ T T T T
0 02 0,4 06 0.8 1 1,2 1.4 1,6

% Pluronik F68

Sekil 3.16. Pluronik F68 in islem etkinligi lizerine etkisi




83

3.4.3. Partikiillerin Yiizey Morfolojisi ve Karakteristiklerinin Incelenmesi

Boliim 2.3.2. de anlatildig sekilde taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
alinan sonuglar Sekil 3.17-3.29° de goriilmektedir.

ZAEN k1,588 16em WOI14

Sekil 3.17. F1B formiiliintin Taramal Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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2AKU K3, 084

Sekil 3.18. F1C formiiliiniin Taramal: Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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41,388 18vm WO
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5,888  1rm WO1S

Sekil 3.19. F2A formiiliiniin Taramali Elektron Mikrograflari A)x1500, B)x5000
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#1,288 18¢m KHOL14

Sekil 3.21. F2C formiiliiniin Taramal: Elektron Mikrograflari A)x1500, B)x5000
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in Taramali Elektron Mikrograflari A)x1500, B)x5000

lin

F3 formii

Sekil 3.22




[*)}
o0

tin Taramal1 Elektron Mikrograflar A)x1500, B)x5000

F5C formiiliin

kil 3.23.

Se
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6785 ZAKU  X1,3588 lévm WOLG

Wi

fem WO1S

Sekil 3.24. F6A formiiliiniin Taramali Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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288  1@Km WDLl4

Aea  Iem WD14

Sekil 3.25. F7A formiiliiniin Taramali Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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288  1@8vm WOI3

Sekil 3.26. 7D formiiliiniin Taramali Elektron Mikrograflari A)x1500, B)x5000
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1vm WO14

Sekil 3.27. F8A formiiliiniin Taramali Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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18Hm WO14

6718 13KU

Sekil 3.28. F8B formiiliiniin Taramal1 Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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6728 18Kl

Sekil 3.29. FOD formiiliintin Taramali Elektron Mikrograflar1 A)x1500, B)x5000
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3.4.4. Partikiil Bityiikliigii ve Dagihmina Ait Bulgular

Boliim 2.3.3.”de belirtilen yontemle dlgiilen partikiil biiyiikliigii ve dagilim

degerleri Tablo 3.21.” da, SEM analizi yapilan orneklerin partikiil biyiikliigii

dagilimi grafigi sekil 3.30-3.33" te verilmistir.

Tablo 3.21. Hazirlanan Formiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim
Formiil d (0,5) (pm) Span”
F1A | 7,466 4,493
FIB 5,819 3,273
Fi1C 4,779 3,434
F2A 19,90 2,403
F2B 7,882 5,918
F2C 129,1 2,838
F2D 148,9 5,480
F3 348.3 2,718
F4 3,269 5,542
F5A 25,54 3,622
F5B 5,628 9,589
F5C 8,118 7,148
F6A 2,872 10,42
F6B 14,55 3,706
F6C 3,370 12,84
F6D 4,223 2,455
F7A 4,469 14,19
F7B 7,176 5,275
F7C 4,175 11,57
F7D 8,197 5,411
F8A 9,866 2,590
F8B 27,15 6,466
F8C 5,869 2,208
F8D 8,124 4,291
F9C 7,345 6,668
FoD 3,147 14,08
F9E 8,379 6,891
F10A 177,4 2,625

* d (0,5) degeri mediant ifade eder. Dagilimin % 50° sinin bu degerin ustiinde % 50’ si ise bu
degerin altindadir. Birimi pm’ dir.

** Span degeri, dagilimn yaygmliginmn dar ya da genis oldugunu gésteren birimsiz bir degerdir.
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Sekil 3.30. (a)F1B, (b)F1C ve (c)F2A formiillerinin partikiil biiyiikliigii dagihm grafigi




(@)
51k _'i.,‘, uean
R =
; ~
g . £\
H Y
E 3 !
§ 2 _,_-.._j \\'-«_..--—-\
R
) \
\\
Boi K 10 10D 1000 3000
Particle Size (um)
(b)
8 e F) uion _ _
7 N
£ 5 {
E 5 /
3 {
2 4 5
3 / 5
2 f 3
1 "'f 1‘\
e N,
o7 K] i i Too0 5000
Particle Size (pm)
©)
Fariole 81w Oohbudogn
B ‘.v'/‘\\
w 5 f" l‘
g o4 )
£ |
=2 ) ,-""# 'lil
1 J_// "LL
Hr—_ '
o K] i Tili) b0 5000

Particle Size (um)

Sekil 3.31. (a) F2B, (b) F2C, (¢) F3 formiillerinin partikiil bitytikliigii dagilim grafigi.
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Sekil 3.32. (a) F5C, (b)F6A ve (c)F7A formiiliiniin partikiil biiylikliigli dagilim grafigi.
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Sekil 3.33. (a)F7D, (b)F8A ve (¢)FOD formiiliiniin partikiil biiyiikliigii dagilim grafigi
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3.4.5. Zeta Potansiyellerine Ait Bulgular

Bolim 2.3.4.’de belirtilen yontemle Olgiilen zeta potansiyel degerleri

Tablo 3.22.” de, bir 6rnegin grafigi ise Sekil 3.34.” da verilmigtir.

Tablo 3.22. Formiillerin Zeta Potansiyelleri (mV)

Formiil | Zeta Standart Sapma | Bagil Standart

Potansiyeli Sapma

(mV)

Ortalama ,
F1A -31,30 1,562 0,9018
F1B -1,960 0,2718 0,1569
F1C -3,685 0,7552 0,3083
F2A -10,63 0,3214 0,1855
F2B -19,76 3,150 1,818
F2C -5,993 0,5902 0,3408
F3 -17,67 2,881 1,440
F4 -21,86 1,350 0,7796
F5A -7,606 2,556 1,043
F5B -11,56 0,6110 0,3527
F5C -21,23 0,4041 0,2333
F6A -6,388 1,393 0,5687
F6B -4,636 0,6165 0,3559
F6C -21,96 2,350 1,357
F6D -5,878 1,057 0,4314
F7A -10,16 0,1154 0,0666
F7B -25,40 3,5341 2,040
F7C -11,73 1,101 0,6359
F7D -5,890 0,9522 0,5497
F8A -3,523 0,9733 0,5619
F8B -5,150 1,215 0,7018
F8C -23,18 2,667 1,088
F8D -10,34 2,095 0,8555
F9C -9,446 1,198 0,6918
FoD -27,33 0,7234 0,4176
FOE -8,013 0,2371 0,1369
F10A -36,21 5,115 2,088
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 3.34. F8A formiiliiniin zeta potansiyeli dagilim grafigi

3.4.6. Termal Analiz Sonuclar:

Bolim 2.3.5. te belirtildigi gibi etkin madde, polimer, surfaktanin, etkin
madde-polimer fiziksel karisimu ve formiiliin (F8A) termal analiz sonuglar

sekil 3.35.’de verilmistir.

DSC ‘ Temp
mW c
S 1300.00
g} 8456 / ]
\Y/ b) M
00— el
4 200.00
a} Etkin madde-polimer fiziksel
kangim
-10.00- b) Surfaktan
‘ c) Formil 4
56.49C d) Etkin madde 100.00
) Polimer
20.2¢C
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 5§0.00

Time [min]

Sekil 3.35. DSC termogramlari
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3.4.7. Coziinme Hiza Sonuclart

Boliim 2.3.6.” da belirtildigi sekilde 35°C’ de su banyosunda diyaliz bag
diffiizyon yontemi ile partikiillerden etkin madde cikist kiimiilatif olarak
incelenmistir. D1s fazin pH’ sinin ( pH 5,5 ve 12) , stabilizor olarak kullanilan
% PVA konsantrasyonunun (% 0,25, 0,5, 1 ve 1,5) karnstirma hizinmin (8000,
9500, 13500 rpm), etkin madde miktarinin (10, 20, 40, 60 mg), dis faz hacminin
(50, 100, 200 ml) ve Pluronik F68’in stabilizér olarak kullaniminin ¢6ziinme hizi
iizerine etkisi incelenmistir (Sekil3.36-3.44).

100

80 -

60 -

40

20 1 §

% ag¢iga cikan madde
miktan

0 60 120 180 240 300 360

t (dak)

Sekil 3.36. pH 5,5’ te hazirlanan F1A, F1B ve F1C formiillerin ¢oziinme hiz1 profilleri
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0 60 120 180 240 300 360
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Sekil 3.37. pH 12’ de hazirlanan F2A, F2B, F2C ve F2D formiillerinin ¢oziinme hiz
profilleri
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Sekil 3.38. Polimer miktar1 ve karistirma hizi arttirdarak hazirlanan F2C, F3 ve F4
formiillerinin ¢dziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.39. Dis faz hacmi degistirilerek hazirlanan F2B, F8A ve F8B formiillerinin
¢oziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.40. 8000 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢oziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.41. 9500 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢6ziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.42. 13500 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢oziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.43. 100 ml dis faz hacminde hazirlanan formiillere ait ¢oziinme hiz1 profilleri
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Sekil 3.44. D1s fazinda Pluronik F68 igeren formiillere ait ¢oziinme hiz1 profilleri

3.5. Partikiillerin Istya Duyarh Polimerik Jel icerisinde Formiile Edilmesi

Pluronik F127° nin oda sicakliginda akigkan bir sivi, 35 °C’ de jel
olusturmast icin gereken en diisiik konsantrasyonun %20 oldugu goriilmiistiir.
Hem buzdolabi (4 °C) sicakliginda hem de 35° C’ de c¢ozeltilerin viskozluk
degerleri Tablo 3.23” de verilmistir. Viskozluk &l¢iimleri LV1 no’ Iu spindle ile

alinmustir.

Tablo 3.23. % 20 a/h Pluronik F127 ¢ozeltisinin vizkozluk lgiimleri
Sicaklik (°C) | Spindle Donii Hizi (rpm) | Viskozluk (cPs)
4 50 34,6

35 50 21000

F2B formiili 100 pul % 20 Pluronik F127 jel icerisinde siispande edilerek

hazirlanan formiilasyonun (P2B) ¢6ziinme hiz1 profili Sekil 3.45° de verilmistir.
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Sekil 3.45. F2B ve bu formiiliin Pluronik F127 jel igerisinde hazirlanan 6rnege ile
Betagan®’a ait ¢oziinme hiz1 profilleri

3.6. Levobunolol HCl iceren Ticari Goz Damlas: Betagan® m Coziinme Hiz

Boliim 2.5° te anlatildig1 sekilde belirlenen Betagan®’1n ¢oziinme hiz1 deneyi

yapilarak elde edilen profil Sekil 3.45° te verilmistir.

3.7. Coziinme Hizina Ait Kinetik Verilerin Degerlendirilmesi

Boliim 1.13. de anlatildif1 gibi sekilde hesaplanan ¢6ziinme hizi kinetik

verileri Tablo 3.24-3.32° de verilmistir.
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Tablo 3.24. pH 5,5’ te hazirlanan F1A, F1B ve F1C formiillerin ¢6ziinme hizi

verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F1A FIB FIC

0 Derece r 0,717 0,724 0,680
ko -0,172 0,237 0,207
SH. 0,044 0,031 0,030
RMS 217,9 330,1 310,0

1. Derece r 0,833 0,662 0,829
Kk 0,003 -0,160 -0,006
SH 0,001 0,003 0,001
RMS 0,044 2,119 0,101

Higuchi r 0,924 0,911 0,895
k 3,875 5,297 4,727
SH 0,452 0,354 0,345
RMS 58,19 106,8 101,4

Weibull ' 0,982 0,935 0,955
B 0,497 0,154 0,616
SH 0,030 0,077 0,031
Tq 168,0 70.15 86,76
RMS 0,001 0,027 0,004

Tablo 3.25. pH 12’ de hazirlanan F2A, F2B, F2C ve F2D formiillerinin ¢6ziinme hizi
verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F2A F2B F2C F2D
0 Derece P 0,623 0,774 0,673 0,480
ko -0,081 0,235 0,166 -0,189
SH. 0,014 0,027 0,025 0,049
RMS 68,46 2476 2059 174,7
1. Derece 7 0,681 0,614 0,770 0,512
k; -0,001 -0,120 0,003 0,003
SH 0,000 0,002 0,000 0,001
RMS 0,009 1,411 0,046 0,032
Higuchi P 0,852 0,950 0,882 0,744
K 1,917 5,186 3,787 3,356
SH 0,183 0,254 0,295 0,492
RMS 26,851 54,99 74,26 85,92
Weibull e 0,909 0,912 0,914 0,657
B 0,333 0,111 0,530 0,289
SH 0,026 0,055 0,037 0,058
Ty 2357 77,27 185,3 591,0
RMS 0,003 0,014 0,006 0,008
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Tablo 3.26. Polimer miktart ve karistirma hizi arttirilarak hazirlanan F3 ve F4
formiillerinin ¢6ziinme hizi verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F3 F4

0 Derece r 0,731 0,428
Ko -0,094 0,152
SH. 0,012 0,037
RMS 49,66 496,5

1. Derece e 0,784 0,380
K, -0,001 -0,005
S.H -1 0,000 0,001
RMS 0,007 0,662

Higuchi r 0,924 0,565
k 2,098 3,412
SH 0,128 0,639
RMS 14,03 377,9

Weibull r 0,968 0,374
B 0,381 0,337
SH 0,016 0,100
T4 17123 115,4
RMS 0,001 0,071

Tablo 3.27. 8000 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢6ziinme hizi
verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik FSA F5B F5C

0 Derece r 0,705 0,717 0,740
Ko -0,201 0,211 -0,136
S.H. 0,028 0,028 0,017
RMS 261,0 269,5 100,3

1. Derece r 0,782 0,582 0,806
K, 0,005 0,015 -0,002
SH 0,001 0,003 0,000
RMS 0,095 2,520 0,018

Higuchi r 0,885 0,914 0,910
k 4,490 4,737 3,008
SH 0,346 0,309 0,201
RMS 101,9 81,48 34,52

Weibull r 0,897 0,790 10,901
B 0,663 0,704 0,441
SH 0,052 0,083 0,034
Ta 132,4 68,20 4545
RMS 0,012 0,031 0,005




Tablo 3.28. 9500 rpm karnistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢6ziinme hiz

verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F6A F6B F6C F6D
0 Derece r 0,692 0,616 0,724 0,658
ko 0,160 -0,196 -0,197 0,125
S.H. 0,023 0,033 0,029 0,021
RMS 174,5 367,02 2714 139,2
1. Derece r 0,808 0,585 0,745 0,768
k, 0,003 -0,005 -0,004 0,002
S.H 10,000 - 0,001 0,001 0,000
RMS 0,035 0,271 0,079 0,022
Higuchi r 0,898 0,784 0,894 0,878
k 3,624 4,393 4,418 2,913
S.H 0,261 0,492 0,359 2,250
RMS 58,14 2064 104,5 49,85
Weibull r 0,939 0,699 0,913 0,943
B 0,454 0,577 0,471 0,378
SH 0,027 0,087 0,040 0,023
T4 194,3 105,7 106,5 410,9
RMS 0,003 0,034 0,005 0,002

Tablo 3.29. 13500 rpm karistirma hizinda hazirlanan formiillerin ¢6ziinme hiz1
verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F7A F7B F7C F7D

0 Derece 'S 0,674 0,655 0,605 0,650
ko 0,0173 -0,155 -0,124 -0,114
S.H. 0,026 0,024 0,023 0,018
RMS 2219 192,79 173,1 106,6

1. Derece r 0,791 0,775 0,677 0,739
k, 0,004 -0,003 -0,002 -0,002
S.H 0,000 0,000 0,000 0,000
RMS 0,056 0,038 0,038 0,017

Higuchi r’ 0,839 0,876 0,805 0,870
k 3,838 3,555 2,895 2,616
S.H 0,359 0,285 0,327 0,215
RMS 109,7 69,48 85,41 39,51

Weibull r 0,914 0,933 0,796 0,921
B 0,530 0,421 0,349 0,986
Ty 185,3 184,5 4213 0,023
S.H 0,037 0,026 0,044 681,3
RMS 0,006 0,003 0,008 0,003

111




Tablo 3.30. 100 ml dis faz hacminde hazirlanan formiillerin ¢dziinme hizi verilerinin

kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik F8A F8B F8C F8D
0 Derece r 0,743 0,790 0,766 0,796
ko 0,267 0,293 0,247 -0,271
S.H. 0,033 0,032 0,029 0,029
RMS 378,2 349,98 284,7 288,8
1. Derece r 0,638 0,764 0,567 0,827
K 0,017 0,018 0,012 -0,022
SH 0,003 0,002 0,002 0,002
RMS 2,407 1,587 1,624 1,520
Higuchi r 0,872 0,902 0,919 0,942
k 5,751 6,227 5,373 5,866
SH 0,470 0,437 0,339 0,311
RMS 188,7 162,7 98,01 82,75
Weibull r 0,879 0,910 0,891 0,952
B 1,238 1,466 0,907 1,163
SH 0,105 0,106 0,073 0,050
Tq 104,9 105,8 94,08 81,71
RMS 0,050 0,051 0,024 0,016

Tablo 3.31. Dis fazinda Pluronik F68 igeren formiillerin ¢dziinme hizt verilerinin
kinetik degerlendirilmesi

Model Istatistik FoD F9E F10A
0 Derece r 0,803 0,784 0,708
ko -0,289 0,293 0,211
SH. 0,031 0,033 0,055
RMS 314,9 362,9 3444
1. Derece r 0,827 0,882 0,969
K 0,019 0,023 -0,008
S.H 0,002 0,002 0,001
RMS 0,794 1,070 0,035
Higuchi r 0,922 0,911 0,914
k 6,164 6,285 4,768
SH 0,381 0,418 0,598
RMS 123,9 148,7 101,7
Weibull I 0,938 0,957 0,975
B 1,309 1,438 0,589
SH 0,081 0,070 0,042
14 94,03 91,71 65,30
RMS 0,025 0,022 0,003
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Tablo 3.32. Betagan®a ve F2B formiiliin Pluronik F127 jel igerisinde hazirlanan
Grnege ait ¢oziinme hizi verilerinin kinetik degerlendirilmesi

Model Tstatistik Betagan® P2B

0 Derece r 0,472 0,647
Ko 0,378 -0,154
SH. 0,100 0,024
RMS 725,8 199,6

1. Derece r 0,932 0,753
ki -0,045 0,003
SH 0,003 0,000
RMS 0,687 0,043

Higuchi r’ 0,738 0,868
k 6,827 3,559
SH 0,977 0,295
RMS 338,8 74,47

Weibull r 0,943 0,913
B 0,791 0,448
SH 0,054 0,032
T4 14,85 192,07
RMS 0,007 0,005
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4. TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.1.1. Etkin Maddenin UV Spektrumlarmin Degerlendirilmesi

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon gézeltisinde ve distile suda
hazirlanan belirli konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin UV spektrofotometrede
maksimum pik verdigi dalga boylarmmin Merck Index (1996)° de belirtilen
degerlere uygun oldugu, her iki ortamdaki spektrum sekillerinin de benzer

oldugu tespit edilmigtir (Sekil 3.1).

4.1.2. Etkin Maddenin Kalibrasyon Dogrulariin Degerlendirilmesi

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisine (Sekil 3.2,
Tablo 3.2) ve distile suya (Sekil 3.3, Tablo 3.3) ait kalibrasyon dogrularinin -
degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin diisiik bulunmasi, okunan absorbanslarda
bulunan konsantrasyon degerlerinin giivenilir sonuglar olacagini belirtmektedir.
Ftkin maddenin her iki ortama ait kalibrasyon dogrularinin kesisim degerleri

sifir1 icermektedir.

4.1.3. Etkin Maddenin Analitik Validasyonunun Degerlendirilmesi
4.1.3.1. Dogrusallik ve Arahg

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon c¢ozeltisinden (Sekil 3.4,
Tablo 3.16) ve distile su ortamlarindan (Sekil 3.5, Tablo 3.17) alinan 7 noktadan
elde edilen dogrulara ait r* degerlerinin yiiksek, Sy.x. degerlerinin diisiik olmasi
nedeniyle, Ol¢im yapilacak numune igindeki etkin madde miktarinin test
sonuglan ile orantih olacagi belirlenmistir. Dogrusalligin saglandigi en diisiik

konsantrasyonun 0,0015 mg/ ml oldugu tespit edilmigtir.
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4.1.3.2. Dogruluk

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢ozeltisinde (Tablo 3.5) ve
distile suda (Tablo 3.7) yapilan dogruluk testine ait verilerin bagil standart sapma

(%) degerlerinin % 2’den kiigiik olmasi nedeniyle dogruluk tespit edilmistir.

4.1.3.3. Kesinlik

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde ve distile suda
icer konsantrasyonda gergeklestirilen tekrarlanabilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik deneylerinden elde edilen verilerin bagil standart sapma degerleri
tekrarlanabilirlik igin % 5° den kiigiik bulunmustur (Tablo 3.13, 3.15). Tekrar
elde edilebilirlik i¢in ise ikigerli gruplarda, ortalamalar arasi farkin 6nemlilik
testi uygulanmis ve gruplara ait ortalamalar arasinda %95 olasilik seviyesinde
farklarin 6nemli olmadig1 belirlenmistir (Tablo 3.9, 3.11). Bu sonuglar yontemin

tekrarlanabilirliginin ve tekrar elde edilebilirliginin oldugunu gostermektedir.

4.1.3.4. Teshis ve Tayin Sinirlan

Etkin maddenin pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢6zeltisinde ve distile suda
tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonun 0,000127 mg, distile su icin
0,0002759 mg olarak bulunmustur (Tablo 3.18). Bu degerlerden daha diisiik

etkin madde konsantrasyonu hesaplanmamaistir.

4.1.3.4. Stabilite

Bir hafta boyunca hem buzdolabinda (4 °C) hem de oda sicakliginda (25 °C)
bekletilen numunelerin iki giinde bir alinan absorbanslarindan hesaplanan
konsantrasyon degerlerinin degismemesi etkin maddenin her iki ortamda da

stabil oldugunu gostermektedir (Tablo 3.19).
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4.2. Formiilasyon Calismalarmmm Degerlendirilmesi
4.2.1. Nanopresipitasyon Yontemi

Bu yontem kullanmlarak beklenildigi gibi levobunolol HCI’ den baz
formunda toz seklinde bir kiitle elde edilememis, verimli bir sonug
alinamanustir.  Aym  yontemle Govender ve ark., (1999) tarafindan
prokainhidrokloriirden prokain dihidrat kri_stallerinin elde edilmesinin maddenin
yapisal 6zelligi ile ilgili oldugunu diisiindiirmektedir.

Maddenin baz formu i¢in uygun olan Fessi ve ark., (1989)’ min y6ntemi
yerine hidrofilik etkin maddeler igin uygun olan nanopresipitasyon yontemi
kullamilmistir (Peltonen ve ark., 2004). Bu yontemle partikiiller hazirlanirken
¢oziiciiyli ortamdan uzaklastirmak icin su trompu, rotasyon evaporatorii ve azot
gazi kullamlmasina ragmen partikiillerin agregasyonun engellenememistir. Bu
yontemin formiilasyonlarimizi hazirlamak i¢in uygun olmadigim gérﬁhﬁﬁ@tﬁr.
Bu nedenle c¢oklu emiilsiyon (s/y/s) ¢oziicli buharlagtirma yontemiyle

formiilasyon ¢alismalarina devam edilmigtir.

4.2.2 Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Coziicii  Buharlastirma Yontemiyle

Formiilasyon Cahsmalan:

° Metilen Mavisi Yiiklii Partikiilleri Olusturulmasi

Literatiir aragtirmasi sonucu ¢oklu emiilsiyon ¢oziicli buharlagtirma yontemi
Levobunolol HCI gibi hidrofilik etkin maddeler i¢in en uygun yontem oldugu
bulunmustur (Alex ve Bodmeier, 1990; Iwata ve Mc Ginity, 1992; Blanco ve
Alonso, 1997; Lemoine ve Préat 1998; Pérez ve ark.,2000; Ubrich ve ark., 2004)
On ¢alisma olarak etkin madde yerine metilen mavisi kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlarda metilen mavisi yiikli partikiillerin olustugu goézlenmistir.
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4.3. Coklu Emiilsiyon (S/Y/S) Coziicii Buharlagtirma Yontemiyle

Formiilasyonlarda Islem Etkinliginin Degerlendirilmesi

e Dis Fazin pH’ s1 ve % PVA Konsantrasyonunun Etkisi

Dis fazin pH’ smmn 5,5 ten 12° ye arttinlmasi her ¢ PVA
konsantrasyonunda da (% 0,25, 0,5 ve 1) islem etkinligini artirmigtir
~(Tablo 3.20). Levobunolol HCI pKa’ s1 9,32 olan zayif bazik bir madde olup,
kendi pKa degerinin tstiindeki pH’ larda ﬁohiyonize formdadir. pH 12’ de etkin
maddenin iyonizasyon derecesinin azalmasindan dolay: etkin maddenin suda
daha az ¢oziiniir formda bulunmas: iglem etkinligini arttirmistir. Bu sonuglar
Bodmeier ve McGinity, (1988); Jones ve ark., (1995); Govender ve ark., (1999);
Pérez ve ark., (2000), Ubrich ve ark., (2004) ile aym: dogrultudadir.

Her iki pH’ da da en yiiksek islem etkinligi % 0,5 PVA iceren formiillerde
(F1B ve F2B) elde edilmistir (Sekil 3.6-3.7). pH 5,5° te PVA konsantrasyonu
%1’ e ve % 1,5 e arttinldifinda islem etkinligi azalmigtir (%17,36° dan
%10,18’¢ ve %30,6’ dan % 15,38 e)(Tablo 3.20).

Dis fazda PVA konsantrasyonu % 1 oldugunda PVA’ nin emiilsiyonun
stabilizasyonunu saglamadigi ve partikiillerin koalesansina neden oldugu, daha
bityiik ve zayif sekillenmis mikrokiireler veya ¢6kmiis partikiiller olusturdugu
belirtilmektedir (Huatan ve ark.,1995). Yiiksek PVA konsantrasyonunun
partikiillerde islem etkinligini azalttigr belirtilmektedir. Bu durum etkin madde
molekiillerinin PVA molekiillerine baglanarak partikiil olusumu esnasinda etkin
madde kaybina neden olmasi ile agiklanmaktadir. Formiillerin hazirlanmasinda
en uygun stabilizér oraninin belirlenmesinin hem nanokiireler hem de
mikrokiireler i¢in 6nemli oldugu belirtilmigtir (Feng ve Huang, 2001).

Sonugta hem dig fazin pH’ sinin 5,5’ ten 12° ye arttinlmasi, hem de % PVA

konsantrasyonunun 0,25’ ten 0,5’ e arttirilmasi ile igslem etkinliginde 10 kat artig

saglanmustir. (F1A: 3,78 den F2B: 30,6’ ya) (Tablo 3.20).
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e Karnstirma Hiza ve Etkin Madde Miktarmin Etkisi

10 mg etkin madde iceren formiillerde karistirma hizi azaldik¢a islem
etkinligi artmistir (Sekil 3.8). Karigtirma hiza 8000 rpm olan F2B kodlu formiilde
en yiiksek islem etkinligi (%30,06) elde edilmistir (Tablo 3.20).

20 mg etkin madde igeren formiillerde 9500 ve 13500 rpm karistirma
hizlariin  iglem etkinligi tizerine etkisi bulunmamaktadir (%10,24-10,22).
Karistirma hizi 8000 rpm’ e azaltﬂdlgmda ise islem etkinligi %15,28” e kadar
artmigtir. ' A '

40 mg etkin madde iceren formﬁlierde 8000 rpm’ de yine yiiksek islem
etkinligi bulunmustur (% 22,61). 10 mg ve 20 mg etkin madde igeren
formiillerden farkli olarak 13500 rpm’ de islem etkinligi de artmistir (Sekil 3.10)

60 mg etkin madde igeren formiillerde ise en yiiksek iglem etkinligi
13500 rpm karigtrma hizina sahip formiilde goriillmiistir (F7D %20,30).
8000 rpm’de islem etkinligi % 16,47 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak tiim formiiller birarada degerlendirildiginde 20 mg. etkin
madde kullanildiginda tiim kartstirma hizlarinda en diisiik islem etkinligine sahip
formiiller elde edilmistir (F5A, F6B, F7B)(Tablo 3.20).

En yiiksek islem etkinligi 10 mg etkin madde i¢eren ve 8000 rpm karigtirma
hizinda hazirlanan formiille elde edilmistir (F2B %30,06). Etkin madde miktar
arttikca i¢ faz ile dis faz arasindaki ozmotik basing farki artmaktadir. Artan
ozmatik basing farki i¢ fazdan dis faza gecen etkin madde miktarin
arttirmaktadir. Bu nedenle etkin madde miktann arttik¢a islem etkinligi
azalmaktadir (Alex ve Bodmeier, 1990). Polimerin etkin maddeyi hemen
kaplamamast da etkin madde kaybina neden olmaktadir. Coklu emiilsiyon
olusumunda polimer i¢ faz ile dis faz arasinda bariyer olusturmaktadir. iki faz
arasindaki degisim (etkin madde miktari artifinda) primer emiilsiyonunu stabil
olmamasina ve etkin maddenin dis fazdaki ¢oziinlirligiiniin yiiksek olmast
nedeniyle etkin madde kaybina neden olmaktadir (Lamprecht ve ark., 1999). Bu
nedenle etkin madde miktar1 artikga daha fazla yiikleme etkinligine sahip

formiiller hazirlamak i¢in kangtirma hizimin da arttinlmasi gerekmektedir.
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Kanstirma hizi arttinldiinda 60 mg etkin madde iceren primer emiilsiyonun

daha stabil oldugu diisiintilmektedir.

e Dis Faz Hacminin Etkisi

En yiiksek islem etkinligi etkin madde miktar1 10 mg olan ve karistirma hizi
8000 rpm olan F2B formiilii ile elde edildiginden sabit karistirma hizinda (8000
rpm) dis faz hacrﬁi 100 ml’ ye ve 50 ml’ ye azaltilarak islem etkinligi {izerine
etkisi incelenmistir (Sekil 3.15 'a). Dis faz hacmi 100 ml olan F8A formiilii ile en
yiiksek islem etkinligi elde edilmistir (% 36,78). En dusiik islem etkinligi ise dis
faz hacmi 50 ml olan formiilde bulunmustur. Her iki dis faz hacmi(100 ml ve
200 ml) karsilagtinldiginda 100 ml dig faz hacmi ile daha yiiksek islem
etkinlifine sahip partikiiller elde edilmistir (F8A, F8D, F8E) (Sekil 3.15 b).
Sonugta 100 ml dig faz hacmi bulunan F8A ile yiikleme etkinligi %36,78” ¢
ulagmistir (Tablo 3.20).

Karigtirma hizinin etkisinin, dig fazin daha kiigiik hacimlerinde daha fazla

olmasi ile ilgilidir. Bu sonuglar Alex ve Bodmeier (1990) ile aym dogrultudadir.

e Pluronik F68’ in Etkisi

Etkin madde miktar1 10 mg, karistirma hiza 8000 rpm olan formiilde dis faz
stabilizorii olarak % 0,5 ve %1 oraminda Pluronik F68 kullanildiginda
formiillerin elde edilemedigi gériilmiistiir (F9F, FO9G). 10 mg yerine 60 mg etkin
madde kullanildiginda (FOC, F9D, F9E) Pluronik F68 ile % 0,5, 1 ve %l1,5
oranlarinda yeni formiiller hazirlanmgtir. 13500 rpm karigtirma hiz1 kullanilarak
Pluronik F68’ in %0,25 ve %0,5 oranlari ile formiiller hazirlanmigtir. Bu oranlar
ve 13500 rpm kanstima hizinda da sonug elde edilememistir. Bunlardan
karistirma hiz1 8000 rpm olan ve % 0,5 pluronik F68 igeren formiil (F9C) ile
partikiiller elde edilmesine ragmen etkin madde yiiklenememis, %1 ve %1,5

Pluronik F68 igeren formiillerde ise islem etkinligi sirasiyla % 5 ve % 4 olarak

bulunmustur (Tablo 3.20, Sekil 3.16). Bu sonuglara gére Pluronik F68’in %1 ve
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%1,5 konsantrasyonlarda 60 mg etkin madde igeren emiilsiyonun stabilitesini

sagladig dustiniilmektedir.

o Polimer Miktar:

Polimer miktarinin 250 mg’ dan (F2C) 500 mg’ a arttirilmas: (F3, F4),
primer emiilsiyonun viskozlugunu arttirmis, polimer fazin difiizyon hizim
azaltmis ve etkin maddenin dis faz ile temas sﬁresiﬁi arttirarak, islem etkinligini
azaltmistir (Tablo 3.20). Bu sonuglar Alex ve Bodmesier, (1990); in ¢aligmalar

ile benzer bulunmustur.

4.4. Partikiillerin Yiizey Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Bolim 3.4.2° de verilen formiillerin taramal elektron mikrograflar
incelendiginde % 0,5 PVA igeren pH 5,5’te hazirlanan F1B formiiliiniin kiiresel
ve yiizeyinin diizgiin oldugu gorilmektedir (Sekil 3.17). PVA oram % 1’e
arttirtldiginda ise kiireselligin azaldigi ve PVA kalintis1 uzantilarinin bulundugu
goriilmektedir (Sekil 3.18).

pH 12’ de hazirlanan ve % 0,25 PVA igeren F2A formiiliiniin de kiiresel
oldugu ancak agregatlar olusturdugu belirlenmigtir (Sekil 3.19). Bu olusum,
Pérez ve ark., (2000) tarafindan bulunan sonuglarla uyumludur. Olusan
agregatlar partikiil biyikliigini arttrmigtir. % 0,5 PVA iceren F2B’nin
ylizeyleri diizgiin ve kiiresel oldugu goriilmektedir (Sekil 3.20). PVA oram1 % 1’e
arttinldiginda ise (Sekil 3.21) F2C formiiliiniin stabil olmadigi, olduk¢a kiiciik
partikiillerin agregatlar olusturmast nedeniyle partikiil biytkliiglniin yiiksek
bulundugu diisiiniilmektedir.

Sonugta hem pH 5,5° te hem de pH 12° de PVA oram1 % 1 oldugunda
partikiil ylizeyinde PVA uzantilarinin bulundugu ve partikiillerin agregatlar
olusturdugu belirlenmistir. Hem pH 5,5 ta hem de pH 12 i¢in en uygun PVA

oram1 % 0,5 olarak tespit edilmistir.
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Polimer orami 250 mg’ dan 500 mg’ a iki katina arttirilan F3 formiiliinde;
partikiiller kiiresel ve yiizeyleri piirtisiizdiir. $ekil 3.22” de i¢i etkin madde ytiklii
partikiiller goriilmektedir. Partikiilin i¢ yapitsinda bosluk veya porozite
bulunmamaktadir. Bu sonuglar Jeong ve ark., (2003)’nin ¢aligmalan ile aym
dogrultudadir.

Etkin madde miktar1 10 mg’ dan 60 mg’ a arttirildiginda F5C formiilinde
partikiil biyukliigt artmistir (Sekil 3.23); 13500 rpm’ de 60 mg etkin madde
iceren F7D formiiliiniin kiiresel oldugu ve ylizeylerinin F7A formiiliine gore
daha diizgiin oldugu ve partikiil biiyiikliigiiniin arttigi goriilmektedir (Tablo
3.21). Partikiil biiyiikliigiiniin artmasi yiizey alanini azalttif1 i¢in PVA kalintisi
azalmigtir (Lee ve ark., 1999).

Kanstirma hizi arttikga F2B (8000 rpm) (Sekil 3.20), F6A (9500 rpm)
(Sekil 3.24) ve F7A (13500 rpm) (Sekil 3.25) partikiil biyiikliigiiniin azaldig
goriilmektedir (Tablo 3.21). Partikiil biiytukligi azaldik¢a yiizey alam artmakta
ve partikiil yiizeyinde bulunan PVA miktan artmaktadir (Lee ve ark., 1999). Bu
nedenle partikiil biiyiikligii daha yiiksek, PVA kalintis1 daha az olan F2B
fomiiliiniin ylizeyi daha diizgiindiir.

Dis faz hacmi 200 ml’ den 100 ml’ ye azaltilarak hazirlanan F8A
formiiliinde partikiillerin kiiresel, yiizeylerinin diizgiin ve piirlizsiiz oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.27). Dis faz hacmi 50 ml’ ye azaltilan F8B formiiliinde
ise agragasyonun hi¢ olusmadifi, partikiil yiizeylerinin diizgiin ve kiiresel
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.28). Bu durum kanigtirmanin etkinliginin kii¢iik
hacimlerde tiim yiizeylere esit olmasiyla ilgilidir (Alex ve Bodmeier, 1990). Dig
faz hacmi azaltlldiglnda birim yiizeydeki PVA miktarinin azalmas: da
yiizeylerinin piiriizsiiz olmasim saglamaktadir.

Dis fazinda Pluronik F68 iceren F9D formiiliiniin taramali elektron
mikrografi incelendiginde kiiresel partikiillerin olusmadigi goriilmektedir.
Olusan partikiillerin ise farkl sekillerde ve biiyiiklikklerde olustugu gozlenmistir
(Sekil 3.29).
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4.5. Partikiil Biiytikliigii ve Dagihmimmn Degerlendirilmesi

Tablo 3.21 incelendiginde F2A, F2C, F2D, F3, F5A, F6B, F8B ve F10A
formiilleri hari¢ biitlin formiillerde partikiil biiyiikliigi 10 um’ nin altinda
bulunmustur. Goze uygulanan partikiillerin irritasyonu en aza indirmek icin 10
pm’den az olmast gerektigi Sieg ve Robinson, (1975) tarafindan belirtilmektedir.
Hazirlanan formiillerin géze uygulanabilecek partikiil biytikliigiine sahip oldugu
goriilmektedir. _

Dis fazin pH’ s1 pH 5,5 olan ve % 0,25, % 0,5 ve % 1 PVA igeren
formiillerde partikiil buiytiklikleri sirasiyla 7,466 pm, 5,819 um ve 4,779 um
olarak bulunmustur. Yani PVA oram arttik¢a partikiil biiyiikliigti azalmistir. Bu
sonuglar Feng ve Huang, (2001)’1n ¢aligmalari ile aym dogrultudadir. pH 12° de
de aym sekilde PVA oram1 % 0,25’ de % 0,5 e arttrldiginda partikiil
biiytikliigii 19,89 um’ den 7,89 um’ ye azalmistir. PVA oramt % 1 ve % 1,5
oldugunda ise partikiil biyiikligiinde 129,1 pm ve 148,9 um gibi yiksek
degerler elde edilmesinin partikiillerin agregasyonundan kaynaklandipgi Sekil
3.21” den de goriilmektedir.

Kangtirma hizi arttikca daha kiiciik partikiiller olustugu c¢alismalarda
belirtilmektedir (Ubrich ve ark., 2004; Rosca ve ark., 2004). Calismamizdaki
sonuglar incelendiginde de benzer bulgular elde edilmistir.

10 mg etkin madde igeren formiillerde karigtirma hiz1 8000 rpm’ den (F2B)
9500 rpm’ e (F6A) arttirildiginda partikiil bityiikligii 7,882 pm’den 2,872 um’ye
azalmis, 13500 rpm’de ise (F7A) karigtirma izinin partikiil biiyiikliigiine etkisi
olmamustir (4,469um) (Tablo 3.21).

20 mg etkin madde igeren formiillerde kanistirma hiza 8000 rpm” den (F5A)
9500 rpm’e (F6B) arttirildifinda partikiil buiytikliigii 25,54 pm’den 14,55 pm’ye
azalmig, 13500 rpm’ e arttirldiginda ise (F7B) partikiil biiyiikliigii 7,176 um’ ye
kadar azalmigtir (Tablo 3.21).

40 mg etkin madde igeren formiillerde karigtirma hizi 8000 rpm’ den (F5B)
9500 rpm’ ¢ (F6C) arttinldiginda partikiil bityiikliigii 5,628 um’den 3,370 um’ye
azalmigtir. Kanstirma hizi 13500 rpm’ e arttmldiginda (F7C) partikiil
biiyiikliigiinde azalma tespit edilmemigtir (Tablo 3.21).
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60 mg etkin madde iceren formiillerde karigtirma hizi 8000 rpm’den (F5C)
9500 rpm’e (F6D) arttirtldiginda partikiil biiytikligi 8,118 um’den 4,223pum’ye
azalmigtir. Kangstirma hiza 13500 rpm’ e arttinldiginda (F7D) partikiil
bliytikligiinii etkilememistir (Tablo 3.21).

Sonug olarak karigtirma hizi 8000 rpm’ den 9500 rpm’ e arttinldifinda
biitiin etkin madde miktarlarinda (10 mg, 20 mg, 40 mg ve 60 mg) partikiil
biytikligl azalmigtir. Karigtirma hizi 13500 rpm’ e arttinldignda 20 mg etkin
madde igeren formiil harig partikiil bitytikliitine etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Dis faz hacmi 200 ml’ den (F2B) 100 ml’ yé (F8A) azaltildiginda partikiil
biiytikliigi 7,882 pm’ den 9,866 um’ ye artmis, 50 ml’ ye (F8B) azaltildiginda
‘ise 27,15 pm’ ye artmugtir. Dig faz hacmi azaldikga partikiil biiyiikliigi artmagtir.
Bu sonug Benoit ve ark., (1999) ile aym dogrultudadar.

I¢ faza % 6 Pluronik F68 eklenen F10A formiiliinde partikiil biiytikliigii
7,882 um (F2B)’ den 1774 pm’ ye artmistir. Bu artigin gercek partikiil
bliyliklugiinii mi yansittigi yoksa agregatlar olusturmasi ile mi ilgili oldugu
anlagilamamugstir. Elde edilen sonuglar, Lamprecht ve ark., (1999)’ nin i¢ faza bir
ylizey etkin maddenin ilave edilmesinin partikiil biiylikliigiinii azaltacag:
yontindeki sonuglarla bagdagmamaktadir. Bu durumda agregasyon ihtimali 6ne
¢cikmaktadir. Bu da zeta potansiyelinin —36,21 mV gibi bir degere sahip olmasi
ile geligki yaratmaktadir. Bu formiiliin taramali1 elektron mikrografinin olmamasi
kesin sonucun anlagilmasin giiglestirmektedir.

Polimer miktar1 iki katina arttirnldiginda partikiil biiytkliginiin arttif
goriilmektedir; ancak bu sonucun gergek partikiil biiyiikliiglinii yansitmadig
digtiniilmektedir. Jeong ve ark., (2003)’ a gore de polimer miktar: arttikga
partikiil bityiikliigli artmaktadir.

Sonug olarak i¢ faz emiilsiyonun stabilitesini arttirarak, olusan damlaciklarin
koalesansim engelleyecek yiizey etkin maddelerin eklenmesinin partikiil

buiyiikliigiinii azaltacag: diisiniilmektedir (Lamprecht ve ark.,1999).
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4.6. Zeta Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Yiiksek zeta potansiyel degeri formiillerin stabilitesinin iyi oldugunu
gostermektedir. Zeta potansiyeli 25-30 mV (pozitif veya negatif) oldugunda daha
stabil partikiillerin olusmasi saglanarak agregasyon olusumu onlenmektedir
(Leroueil- Le Verger ve ark., 1998; Couvreur ve ark., 2002). F1A, F2B, F3, F4,
F5C, F6C, F7B, F8C, FID ve F10A’ nin zeta potansiyel degerleri —19 mV’ nin
izerinde bulunmustur (Tablo 3.22).

pH 5,5’ ta hazirlanan formiillerde % 0,25 PVA iceren F1A formiiliiniin zeta
potansiyel degeri en yiiksektir (-31,30 mV). pH 12’ de ise % 0,5 PVA igeren
F2B formiiliiniin zeta potansiyel (-19,76 mV) kendi gruplan igerisinde en
yiiksek degerleri veren sonuglardir.

F2C formiiliinde zeta potansiyeli degerinin —5,993 mV bulunmasi, bu

formiilde goriilen agregasyonun nedenlerinden biri olarak degerlendirilebilir.

4.7. Termal Analizlerin Degerlendirilmesi

Polimerin DSC analizi literatiirde belirtildigi gibidir (Jiang ve ark., 2003).
Sekil 3.36° da verildigi gibi Levobunolol HCI’ in erime piki 210,22 °C’ dir.
Yarikristal polimer PCl 66,49 °C’ de erime piki vermektedir (Sekil 3.35).

Genellikle polimer ile etkin madde arasinda giiglii etkilesimler oldugunda
erime sicakhigi belirgin sekilde azalmaktadir. Bu durum 60 mg etkin madde
iceren PCL formiiliinde de gozlenmistir. Polimerin erime sicakligi 66,49 °C’ den
59,05 °C’ ye azalmigtir. Etkin maddenin erime sicakhigi pikinin kaybolmasi,
etkin madde ile polimer arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Etkin
maddenin polimer iginde amorf faza doniistiigini veya ¢Oziindiigiinii
gostermektedir (Sekil 3.35) (Perez ve ark., 2000; Jeong ve ark., 2003; Ubrich ve
ark., 2004).

PCL’nun etkin 4madde yiiklii partikiiller i¢inde de erime sicakhgi ile

karakterize edilmesi, polimerin yarikristal yapisima korumasi ile ilgilidir (Ubrich
ve ark., 2004).
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4.8. Coziinme Hiza Profillerinin Degerlendirilmesi

Levobunolol HCP in her bir formiil i¢in pH 7,4 izotonik fosfat tampon
¢ozeltisindeki ¢oziinme hizi profilleri Bolim 3.4.6.° da verilmistir. Biitiin
formiillerde baslangigta hizli etkin madde saltmi meydana gelmigtir. S/Y/S ¢oklu
emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirma yontemiyle hazirlanan partikiillerde hidrofilik
etkin maddenin sulu faza dogru egilimi sonucunda partikiil yiizeyinde toplanan
etkin madde hizh salimma (burst etkiye) neden olmaktadir. Bu durum etkin
maddenin partikiil ic;'ine tamamen hapsolamadigini, polimerin suda gézﬁnﬁr
olmamasi, suda ¢6ziinen partikiillerin dis yiizeye yakin olmasi ile hizli salima
neden oldugunu diigiindiirmektedir (Govender ve ark., 1999; Perez ve ark.,
2000).

Genel olarak tiim formiillerde ilk 15. dakikada gerceklesen hizli salimi
takiben 6 saat boyunca daha yavag salim tespit edilmistir

Polimer olarak kullamlan PCL’ nun yarikristal yapida olmasi nedeniyle
polimer matristen ¢6ziicii buharlagtirmas: sirasinda olusan porlardan su kolayca
gecebilmektedir. Boylece suda ¢oziinebilen etkin maddelerin porlardan
diffiizyonla gegerek salimi kolaylagmaktadir (Pérez ve ark., 2000; Jeong ve ark.,
2003).

PVA oram arttik¢a hem pH 5,5 te hem de pH 12’ de hazirlanan formiillerde
en diigikk salim %0,25 PVA konsantrasyonunda, en yiiksek salim hizi ise % 0,5
PVA konsantrasyonunda goézlenmistir (Sekil 3.36-3.37). Bu durum islem
etkinligi ile paralellik gostermektedir (Tablo 3.20).

Polimer miktarinin iki katina ¢ikmasi ile ¢ikis hizinda belirgin bir azalma
goriilmektedir (Sekil 3.38). Taramali elekron mikrografinda goriildigii gibi
(Sekil 3.22) polimer miktart arttik¢a olusan agregatlarin etkin maddenin ¢ikisim
azalttig1 disiintilmektedir.

8000 rpm, 9500 rpm ve 13500’ rpm’ de (Sekil 3.40-3.42) en yavas etkin
madde ¢ikisi 60 mg i¢in gbzlenmigtir. 60 mg etkin madde iceren formiillerde

(F5C, F6D, F7D) etkin madde saliminin daha yavag oldugu tespit edilmistir.

Artan etkin madde miktan ile etkin madde-polimer arasindaki etkilesimlerin
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daha gii¢lii olmasi nedeniyle etkin madde salim hizinin azalabilecegi Ubrich ve
ark., (2004) tarafindan da ifade edilmektedir.

8000 rpm’ de ve 13500 rpm’ de (Sekil 3.40, 3.42) en izl etkin madde ¢ikisi
10 mg etkin madde yiiklenen formiillerde goriilmiistiir (F2B, F7A). Coziinme
hizlarindaki bu artislarin; F2B formiiliinde yiikleme etkinliginin %30,60 gibi
yiiksek bir degerde olmasi nedeniyle, F7A formiiliinde ise partikiil
biiytikliigtinlin kendi grubu igerisinde en kiigiik (4,469 pm) degere sahip olmasi
ve taramal1 elektron mikrograflarindan da goriildiigi gibi (Sekil 3.25) yiizeyinin
diizgiin olmamasi nedeniyle oldugu diigtiniilmektedir.

Dis faz hacminin degistirilmesi ile hazirlanan formillerin ¢ikis hizinda
belirgin bir fark gériilmemektedir (Sekil 3.39).

Dis fazda stabilizor olarak PVA yerine Pluronik F68 kullanilmasiyla (FOD,
F9E) kiiresel ve diizgiin sekilli partikiillerin olusmadigi, olusanlarin ise oldukga
kii¢iik oldugu (Sekil 3.29) bu nedenle etkin maddenin yiiklenemeyip polimer
ylizeyinde bulunmasinin ¢ikis hizim arttirdi: diistintilmektedir (Sekil 3.43).

Levobunolol HCI’ in ticari preparati olan Betagan™ 1n, islem etkinligi
230,60 olan F2B formiiliiniin ve bu formiiliin % 20 Pluronik F127 jeli icerisinde
siispande edilmis olan P2B’nin ¢6zinme hizi profilleri incelendiginde
(Sekil 3.45) 120. dakikada Betagan™ dan etkin maddenin tamami ag1ga ¢ikarken,
F2B’nin 120. dakikada % 78 i, P2B’ nin % 60’ 1 salinmustir. Sonuglar

beklentilerimiz dogrultusundadir.

4.9. Coziinme Hizx Verilerinin Kinetik Degerlendirmesi

Diisiik RMS (Artik Kareler Ortalamast) ve yiiksek > (Determinasyon
Katsayis1) degerleri incelenerek, formiilasyonlarin ¢6ziinme hizi verilerinin
hangi kinetik modele uyum sagladiklar: incelenmistir (Tablo 3.24-3.32).

Tiim formiilasyonlarda en yiiksek uyumun Weibull dagilimi i¢in oldugu ve
en yiiksek 1* degerlerinin bu dagilim icin elde edildigi belirlenmistir. Bu kinetige

ait iki 6nemli parametre ise P ve 14’ dir. <1 olmasi durumunda baslangicta

hizli etkin madde salimim takiben yavas etkin madde salimi goriilmektedir. F8A,
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F8B ve F8D formiillerinde f>1 olmasti, baglangigta yavas etkin madde salimim
takiben hizla bir platoya ulagilmasini belirtmektedir. Sekil 3.39 ve Sekil 3.43° te
gortildiigii gibi baslangicta bir lag time (gecikme siiresi) bulunmaktadir. Bu
durumun partikiil i¢ine yiiklenen etkin maddenin partikiil yiizeyine ulagmasi igin
gecen siire oldugu dislintilmektedir. Bu formiillerin taramali  elektron
mikrograflarindan da partikiil yiizeylerinin olduk¢a diizgiin oldugu, etkin
maddenin ylizeye adsorbe olmadig1 goriilmektedir (Sékil 3.27, 3.28).

Betagan®, F2B ve .P2B formiillerinde 14 degerleri (etkin maddenin
%63,2° sinin ¢dziinmesi igin gecen siire) karsilastinldiginda; 14 degerlerinin
Betagan®™ i¢in 14,85 dak, F2B icin 77,27 dak ve P2B igin 192,07 dak oldugu
goriilmektedir (Tablo.3.32)

Sifir, birinci derece ve Higuchi kinetikleriyle kargilagtinldiginda en yiiksek
uyumun higuchi kinetigi ile oldugu belirlenmigtir (Tablo 3.24-3.32). F2B, F5B,
F5C, F8C, F8D, F9D, FI9E, F10A formiillerinde sirasiyla 1 degerleri 0,950,
0,914, 0,910, 0,919, 0,942, 0,922, 0,911, 0,914 olarak bulunmustur. Bu da
partikiillerin matris yapida oldugunu, partikiillerin kapsiil formunda degil, matris

formunda olustugunu ve etkin madde saliminin partikiillerden diflizyon kontrollii

oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

pH 7,4 izotonik fosfat tampon ¢ézeltisinde ve distile suda~ etkin maddenin
dogrulugu, kesinligi, dogrusallik ve araligiteshis ve tayin alt sinirlari, stabilitesi
belirlenerek uygulanan miktar tayini yontemi valide edilmistir.

Hidrofilik bir etkin madde olan Levobunolol HCI i¢in en uygun nanopartikiil
ve mikropartikiil" hazirlama yonteminin c¢oklu emﬁlsiybn (S/Y/S) . ¢coziicti
buharlagtirma oldugu bulunmustur.

Formiilasyon parametrelerinin islem etkinligi tizerine etkisi incelendiginde,
dis fazin pH’simin 5,5’ ten 12° ye arttirlmasi ve PVA konsantrasyonunun
%0,25” ten %0,5° e arttinlmasimin islem etkinligini onemli oranda arttirdig:
belirlenmigtir.

8000 rpm kanstirma hizinda etkin madde miktarn 10 mg ve 40 mg
oldugunda en yiiksek islem etkinligi gozlenmistir. Kanstirma hizi1 13500 rpm’ e
arttirildiginda, islem etkinliginin azaldigi, 60 mg etkin madde miktar1 igeren
formiillerde ise islem etkinliginin arttig1 belirlenmistir.

Dis faz hacminin 100 ml’ ye azaltilmas: ile ylizey ozellikleri iyi ve islem
etkinligi yiiksek olan formiiller elde edilmistir.

Hazirlanan formiillerin géze uygulanabilecek partikiil buyiikligiine (<10pm)
sahip oldugu goriilmektedir. Bu g¢alismada nanopartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmasi amaglanmasina ragmen sonugta elde edilen partikiillerin
biiyiikliiklerinin 10 pm’ ye kadar arttifn bulunmustur. Bu yontemle bir ¢ok
literatiirde belirtildigi gibi ¢alismamizda da hem nanopartikiillerin hem de
mikropartikiillerin hazirlanabildigi bulunmugtur. Ancak bircok parametre
degistirilerek formiilasyonlar hazirlanmasina ragmen ortalama biiyiikliigi
nanometre boyutunda olan partikiiller elde edilememisgtir.

Levobunolol HCI” in ticari preparati olan Betagan®1n, islem etkinligi
%30,60 olan F2B formiiliiniin ve bu formiiliin % 20 Pluronik F127 jeli icerisinde

siispande edilmis olan P2B’nin ¢6ziinme hizi profilleri karsilastinldifinda

Betagan®’1n ¢oziinme hizi 2 saat igerisinde tamamlanirken F2B ve P2B
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formiillerinde etkin maddenin salim hiz1 6 saate uzatilmistir. PF127 jeli igerisine
formiile edilmesiyle oda sicakliginda ¢ozelti halinde olan formiilasyonunu
35°C’ de (goz ici sicakligy) jel formuna doniismektedir. Bu durum hazirlanan
partikiillerin jel stispande edilerek uygulanmasimin gozde kalis siiresini uzatarak
etkin maddenin biyoyararlanimimin arttirlmasini ve olasi yan etkilerini

azaltilmasii saglayacag: diigiinilmektedir.
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OZET

Okiiler Verilis i¢in Antiglokom Bir Etkin M:idde Olan Levobunolol HCY’ iin
Mikropartikiil Formiilasyonlar1 Uzerinde Calismalar '

Caligmamizda antiglokom bir etkin madde olan Levobunolol HCI’ in
poli(e-kaprolakton) nanopartikiillerinin hazirlanmas: amaglanmistir. Coklu
emiilsiyon (S/Y/S) ¢oziicii buharlastirma yonteminin suda ¢oOziiniir bir etkin
madde olan Levobunolol HCl igin en uygun partikiil hazirlama yontemi oldugu
bulunmustur. . ‘

Dis fazin pH’ sin (pH 5,5 ve 12), stabilizér olarak kullanilan % PVA
konsantrasyonunun (% 0,25, 0,5, 1 ve 1,5) kanstirma hizinin (8000, 9500,
13500 rpm), etkin madde miktarinin (10, 20, 40 ve 60 mg), polimer miktari (250
ve 500 mg) dis faz hacminin (50, 100, 200 ml) ve diger bir stabilizér Olan
Pluronik F68 kullanimiyla hazirlanan formiillerin islem etkinligi, yiizey
ozellikleri, partikiil biiyiikligi ve dagilimi, zeta potansiyeli ve ¢oziinme hizi
lizerine etkisi incelenmistir.

Sonugta, daha yitksek dis faz pH’ sinda ve PVA konsantrasyonu % 0,5
oldugunda daha yiksek islem etkinligine sahip formiiller elde edilmistir.
Formiillerde partikiiller nanometre boyutunda elde edilememesine ragmen
hemen hemen tiim partikiiller 10pum’ den kiiciik olarak elde edilmistir. Bu
bityiiklikk goze uygulanan partikiiler ilag sekilleri i¢in uygundur.

Pluronik F127 kullammuyla saklama sicakliginda 4°C) ¢ozelti, goz ici
sicaklifinda ise (35 °C) in situ jel olusturan formiilasyon hazirlanmustir. Islem
etkinlifi en yiksek olan formiiliin Pluronik F127 icerisinde  siispande
edilmesiyle, preparati hazirlanmistir. Bu formiilasyonda ve Levobunolol HCI
ticari preparati Betagan® g6z damlasinda etkin madde salim iz
karsilagtirildiginda etkin madde salimmin hazirlanan formiilasyonlarda daha
yavas oldugu sonucu elde edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Levobunolol HCI, poli(e-kaprolakton), ¢oklu emiilsiyon
(S/Y/S) ¢oziicti buharlagtirma, Pluronik F127, nanopartikiil ve mikropartikiil.
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SUMMARY

Studies on Microparticle Formulations of Levobunolol HCl as an
Antiglaucomatous Drug for Ocular Administration

In this study it was aimed to prepare poly (e- caprolactone) nanoparticles of
Levobunolol HCIl used as an antiglaucomatous drug. It is observed that the
double emulsion (w/o/w) solvent evaporation technique was the most appropriate
method to encapsulate Levobunolol HCI as a hydrophilic drug.

The effect is of the pH of external aqueous phase (pH 5,5 and 12), PVA
concentration in the external phase (0,25-0,5-1-1,5%) stirring rate (8000, 9500,
13500 rpm), different amount of the drug (10, 20, 40 and 60 mg), amount of the
polymer (250 and 500 mg), volume of external phase (50, 100, 200 ml) and use
of Pluronic F68 as an another stabilizer on the drug entrapment recovery, surface
morphology, particle size and size distribution, zeta potential, and drug release
were investigated.

In conclusion, the higher encapsulation efficiency was achieved at 0.5 %
PVA concentration and higher pH value of the external phase. Although the
particle sizes of the formulations were not at the level of nanometer, all particles
were almost below 10 um which is appropriate for particular ocular drug
delivery.

The gel formulation was prepared by using Pluronic F127 which is liquid at
the storage temperature of 4 °C while, forming gel at the temperature (35 °C).
Then, the formulation which has the highest encapsulation efficiency was
suspended into the in situ formed gel. Drug release of Levobunolol HCI from
this formulation was studied in comparison with the commercial eye drop

Betagan® . It was found that drug release rate from this formulation was slower

than Betagan® .

Key words: Levobunolol HCl, Poly (e-caprolactone), double emulsion (w/o/w)
solvent evaporation , Pluronic F127, nanoparticle and microparticle.
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