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OZET

NORFLOKSASIN YUKLU POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN
HAZIRLANMASI VE /N VITRO DEGERLENDIRILMESI

Nesibe Hatun BASARAN
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, EKim 2023

Danigsman: Prof. Dr. Ebru BASARAN

Nalidiksik asidin genis spektrumlu antimikrobiyal etkili analogu olan
Norfloksasin (NFX), gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 giiglii aktiviteye
sahipken, anaeroblara karsi smirli aktiviteye sahip olan bir florokinolondur. Topikal
okiiler ilag uygulamasi, hizli etki ve yliksek hasta uyuncu nedeniyle gdzdeki 6n segment
hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in en ¢ok tercih edilen yollardan biridir. Topikal
uygulamalarda etkin maddenin biyoyararlanimi, goziin anatomik ve fizyolojik
ozelliklerinden dolay1 diisliktiir. Tez calismalarimiz kapsaminda NFX’in okiiler
uygulamaya yonelik bir formiilasyonunun gelistirilmesi amaci ile nanog¢oktiirme
yontemiyle polilaktikkoglikolik asit (PLGA), Kitosan ve Eudragit L-30 D-55 polimerleri
kullanilarak NFX i¢eren nanopartikiiller hazirlanmistir. Nanopartikiiler sistemler ile etkin
maddenin salim siiresinin uzatilmasin1 ve daha diisiik dozda etkin madde ile etkin bir
tedavinin saglanmasi amaglanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin, fizikokimyasal
karakteristik 6zellikleri in vitro analiz yntemleri ile detayli olarak incelenmistir. Yapilan
analizlerin sonuglari degerlendirildiginde formiilasyonlarin okiiler pH’da etkin maddenin
uzatilmis salimmi basar1 ile sagladiklari belirlenmistir. Yapilan antifungal aktivite
caligmalar1 sonucunda daha diisiik dozda etkin bir tedavinin saglanabilecegi sonucuna
ulasilmistir. Bu tez ¢alismast Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan 2108S147 nolu proje olarak desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler: Norfloksasin, Polimerik nanopartikiil, Nanog¢oktiirme, Poli(laktik-

ko-glikolik asit), Okiiler ilag tasiyict sistemler



ABSTRACT
PREPARATION AND IN VITRO EVALUATION OF NORFLOXACIN LOADED
POLYMERIC NANOPARTICLES
Nesibe Hatun BASARAN
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Anadolu University, Graduate School of Education, October 2023

Supervisor: Prof. Dr. Ebru BASARAN

Norfloxacin (NFX), the broad-spectrum antimicrobial-acting analogue of
nalidixic acid, is a fluoroguinolone that has strong activity against gram-positive and
gram-negative bacteria, while having limited activity against anaerobes. Topical ocular
drug application is one of the most preferred ways to treat anterior segment diseases of
the eye due to its rapid effect and high patient compliance. The bioavailability of the
active substance in the eye is low due to the anatomical and physiological characteristics
of the eye. Within the scope of our thesis studies, nanoparticles were prepared using
polylactic-co-glycolic acid (PLGA), Chitosan and Eudragit L-30 D-55 polymers by NFX
nanocomposition method in order to develop a formulation of NFX nanoparticles for
ocular application. It was aimed to prolong the duration of the active substance with
nanoparticular systems and to provide an effective treatment with a lower dose of the
active substance. The physicochemical characteristics of the prepared formulations were
examined in detail using in vitro analysis methods. The physicochemical characteristics
of the prepared formulations were examined in detail using in vitro analysis methods.
When the results of the analyzes were evaluated, it was determined that the formulations
successfully provided extended release of the active substance at ocular pH. As a result
of the antifungal activity studies, it was concluded that an effective treatment can be
provided at lower doses. This thesis was supported by Anadolu University Scientific

Research Projects Coordination Unit with the project number of 2108S147.

Keywords: Norfloxacin, Polymeric nanoparticle, Nanocomposition, Poly(lactic-co-

glycolic acid), Ocular drug delivery systems.



TESEKKUR

Oncelikle tez calismalarima basladigim yer olan Almanya’da bana degerli
zamanini ayiran, soru ve yanitlarimi sabirla cevaplayan her konuda beni bilgilendiren
degerli bilgilerini benimle paylasip ilerlememi saglayan, bana her asamayi tek tek
gosteren degerli hocalarim Prof. Dr. Udo BAKOWSKY, Dr. Bernd GUTBERLET ve
Valeri ROSCHENKO’ya tesekkiir ederim.

Siire¢ boyunca Tiirkiye’deki danigmanligimi yapan bu uzun ve zorlu yolda bana
vakit ayiran, biiyiik bir ilgi ve alakayla siirecimi yoneten, samimiyeti ve giiler yiizii ile
kiymetli bilgilerini benimle paylasip siirecimi yoneten, arastirma ve sonuglanmasinda
destegini benden eksik etmeyen kiymetli ilk damigman hocam Dog. Dr. Giilsel

YURTDAS KIRIMLIOGLU na tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calismalarimin  devaminda yeni damismanim olarak gorev alan, engin
bilgilerinden yararlandigim, yonlendirme ve bilgilendirmeleri sayesinde tez ¢aligmami
toparlamami saglayan ve verdigi degerli bilgilerden meslek yasamim boyunca da
faydalanacagimi diistindiigiim, giiler ylizli, 6grencisi olmaktan gurur duydugum c¢ok

saygt deger danisman hocam Prof. Dr. Ebru BASARAN’a her sey i¢in tesekkiir ederim.

Calismalarim i¢in gerekli olan mikrobiyoloji analizlerinin gergeklestrilmesinde
gbstermis oldugu yardimlarindan dolay1 Prof. Dr. Zerrin CANTURK e ve bana vakit
ayirip her konuda destegini esirgemeyen Ars.Gér. KADIR AYKAC’a tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica, yiikksek lisans egitimim boyunca gostermis olduklart ilgi ve
alakalarindan dolayi, Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nin tiim hocalarina ve

tiyelerine ¢ok tesekkiir ederim.

Ve son olarak ¢alismam boyunca uzakta olmalarina ragmen sevgilerini her zaman
hissettigim, beni bu giinlere sevgi ve saygi ile yetistirerek getiren maddi ve manevi her

tiirlii destegi saglayan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
Bu tez ¢alismas1 Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir (2108S147 nolu proje).

Nesibe Hatun BASARAN
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Nesibe Hatun BASARAN
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1. GIRIS ve AMAC

Nalidiksik asidin genis spektrumlu antimikrobiyal etkili analogu olan
Norfloksasin (NFX), gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 giiglii aktiviteye
sahipken, anaeroblara kars1 smirli aktiviteye sahip olan bir florokinolondur. Bir¢ok
iilkede insan ve hayvanlardaki enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir
(Goldstein, 1987; Lee, M.D. vd.,1987). NFX, idrar yolu, safra ve solunum yollarinin
bakteriyel enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Gonore tedavisi ve kanserle
iliskili notropenik hastalarda enfeksiyonun profilaksisi amaciyla kullanilir. (Lee, M.D. ve
Ronald, M.D., 1987; Wolfson, M.D. ve Hooper, M.D., 1988; VVan der Waalij ve vd., 1989;
Al-Mustafa ve Al-Ghamdi, 2000) Escherichia coli, Citrobacter freundii, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Shigella gibi cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde de siklikla kullanilmaktadir (Vijan ve Council, 2008). Ancak NFX'in sudaki
diisiik ¢oztiniirliigh etkili bir tedavi potansiyelini olduk¢a sinirlamaktadir (Nayak vd.,
2022). NFX’in keratit tedavisinde kullanimi arastirilmis ve umut verici sonuglar

alimmstir (Gebreel vd., 2021).

Topikal okiiler ilag uygulamasinin hizli, lokalize ilag etkisi ve hastanin kabul
edilebilirligi, gozde 6n segment hastaliklarini tedavi etmek i¢in en ¢ok tercih edilen
yollardan biridir. Gozde etkin madde biyoyararlanimi, goziin anatomik ve fizyolojik
ozelliklerinden dolay1 disiiktiir. (Hamdy ve Raid, 2012). NFX'in biyoyararlanim1 sudaki
diisiik coziniirliigiine bagli olarak sik ve uzun siireli uygulama gerektirmektedir
(Carratala vd., 1998; Arredondo vd., 2004; Fernandez vd., 2006). Genellikle iyi tolere
edilen ve yan etkileri ¢ok siddetli olmayan NFX’in tablet, surup,siispansiyon ve goz
damlasi formlarinda miistahzarlart bulunmaktadir. Tez ¢alismalarimiz kapsaminda
NFX’in okiiler uygulamaya yonelik bir formunun gelistirilmesi amaci ile NFX’in
nanogOktiirme yontemiyle polilaktikkoglikolik asit (PLGA), Kitosan (CTS) ve Eudragit
L-30 D-55 (EU) polimerleri kullanilarak nanopartikiiller hazirlanmigtir. Nanopartikiiler
sistemler ile etkin maddenin siiresinin uzatilmasini ve daha diisiik dozda etkin madde ile

etkin bir tedavinin saglanmas1 amaclanmistir.



2. KAYNAK BIiLGiSi
2.1 Goz
2.1.1. Goziin anatomik yapisi

Goz, goz cukuru, goz kiiresi ve goz kapagimi igeren olduk¢a kompleks bir
organdir. GOz g¢ukuru, gozii, géz dis1 kaslari, kan damarlarin1 ve goziin sinirlerini
barindiran kemiklerle ¢evrili, i¢cbiikey bir bosluktur. Goz kiiresi, goz kapaklar1 ve gézyasi
stvist ile korunmaktadir. Goz kapaklarinin hareketi, goz kiiresinin kayganligini artirarak
yabanci cisimlere karsi korunmasina yardimci olur (Kaplan,2007). Goézyasi sivisinin
toplam hacmi yaklagik 7-10 pl'dir (Gan vd., 2013) Kornea ve konjonktival yiizeyler
stirekli gbzyasi akisi ile kaphidir (Sekil 2.1) (Rolando ve Zierhut, 2001).
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Sekil 2.1. Goziin anatomisi (http-1)

Gozyasi filmi, kornea ve konjonktiva tizerinde koruyucu bir tabaka olarak epitel
hiicreleri i¢in nemli bir ortamin olusmasn saglar. Bakterisidal o6zelliklidir. Goz
kapaklarmin kayganligi, epitel hiicre ve korneaya oksijen ve karbondioksit gibi ¢esitli
tirtinlerin taginmasinda rol oynar. Beyaz kan hiicrelerinin géze dogru gitmeleri gibi bircok
gorevi yerine getirir (Almeida vd., 2013). Goz yiizeyi yiizeysel lipit tabakasi, orta sulu

tabaka ve derin mukoza tabakasindan olusur (Patil ve Dowd, 2000). Tabaka esterler,



triasilgliseroller, serbest steroller, sterol esterleri ve serbest yag asitlerinden olusur ve

gbzyas1 sivisinin ylizey gerilimini diisiiriir, buharlasmay 6nler (Almeida vd., 2013).

Sulu kisim, ana ve yardimei1 lakrimal bezler tarafindan salgilanir ve inorganik tuzlar,
glikoz ve iire ile biyopolimerler, proteinler ve glikoproteinler icermektedir. Gozyasinda
bulunan elektrolitlerin varligi, uygulanan ilaglarin kornea ve/veya konjonktival epitel
arasindaki temas siiresini uzatarak okiiler biyoyararlanimin artmasini saglar. Goz bebegi,
151810 géze girmesine izin verir. Retinada bulunan emici pigmentler g6z bebeignin siyah
goriinmesine sebep olmaktadir. Merkezinde g6z bebeginin yer aldigi, renkli dairesel kas,

irisi olusturmaktadir. Iris, pupillanin boyutunu kontrol etmektedir (Wilson, 2004).

Iris rengi, melanositler tarafindan iiretilen eumelanin (kahverengi / siyah melaninler)
ve feomelaninden (kirmizi / sari melaninler) olusmaktadir. Melanokortin-1 (MC1R)
Reseptor Geni, eumelanin iiretiminin bir diizenleyicisidir. MC1R genindeki nokta
mutasyonlar1 melanogenezi yani melanin tiretimini etkilemektedir (Kolb, 2005). MC1R
gen alellerinde nokta mutasyonlarinin varligi, acik tenli ve mavi/yesil gozlii insanlarda
ortak bir 6zelliktir (Valverde vd., 1995; Metzelaar-Blok ve vd., 2001).G6ziin 6n kismint,
kornea, iris, goz bebegi ve kristal mercek olusturmaktadir. G6z bebegi, goze giren 151k
miktarini iris diizenler. Hem iris hem de goz bebegi, hava-kornea arayiiziindeki kirilma
indisindeki biiyiik farktan dolay1 goziin ana kirilma bileseni olan disbiikey seffaf kornea
ile kaphdir (Sekil 2.1) (Irsch ve Guyton, 2009).

Goz t¢ farkli katmandan olusmaktadir. Sklera ve kornea tarafindan olusturulan
dis tabaka, iris ve siliyer cisimden olusan anterior tabaka, koroidi igeren posterior
kisimdan olusan ara tabaka ve duysal kisim olarak adlandirilan goziin i¢ tabakasinda
bulunan retinadan olusur. Onde, kornea ve iris arasinda, arkada iris, zoniil lifleri ve
mercek arasinda, akéz humor, vitréz haznede ise daha yogun bir sivi olan vitréz hiimor
ile doludur (Atchison, 2023). irisin arkasinda ise mercek bulunur. Lens, siliyer cismin &n
kismina bagl zoniil lifleri tarafindan asilir. Siliyer kas hareketlerinin bir sonucu olarak
bu baglarin kasilmasi veya gevsemesi, retinada keskin bir goriintii olugsmasini saglar.
Lensin sekli degisir. Isik 1smlar1 seffaf kornea ve mercekten retinaya odaklanir. Insan
retinasindaki goriintii, algi i¢in gereken daha yiiksek islemler i¢in en ince detaymn
¢oziilmesini ve bu detayin beyne dogrudan iletilmesini baslatmaktadir (Sekil 2.2) (Kolb,
2005).
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Sekil 2.2 Goz anatomisinin sematik gosterimi (http-2)

2.1.2 Kornea’nin anatomisi

Kornea ve sklera temel olarak goz ig¢indeki yapilar1 koruyan tabakalardir. Kornea,
bariyer gorevi gorilir ve gozli enfeksiyonlara karsi korur. Seffaf bir avaskiiler dokudur
(Del Monte ve Kim, 2011). Kornea oval sekillidir ve 11-12 mm ene 9-11 mm yiiksekligi
sahiptir. Kornea hiicresel ve aseliiler bilesenlerden olusur. Epitel hiicrelerden, keratositler
ve endotel hiicrelerinden olusur. Kollajen ve glikozaminoglikanlar igerir. Epitel hiicreleri
epidermal ektodermden tiiretilir. Keratosit ve endotel hiicreleri noral tepeden tiiretilir
(Dua vd, 2013). Anterior kornea stromal sertligi, kornea egriliginin korunmasinda
onemlidir. Stromal hidrasyonun korneanin gerilme ve kayma kuvvetlerine tepkisini de
etkilemektedir. Insan korneasi, epitel, stroma ve endotel, Bowman zar1 ve Descemet
zarmdan olusur (Sekil 2.3) (Sridhar, 2018).

2.1.2.1 Epitelyum

Korneanin epitel yiizeyi gozde ilk engeldir ve gdzyasi filmi—kornea arayiiziiniin
ayrilmaz bir parcasidir (Sekil 2.3). Limbustan limbusa asir1 homojenlik ile karakterize
tabakali, keratinize olmayan skuamoz bir tabakadir. Embriyolojik olarak kornea epiteli,
gebeligin 5. ve 6. haftalar1 arasinda yiizey ektoderminden tiiretilir. 4-6 hiicre tabakasi
kalinliginda (40 mm ila 50 mm) keratinize olmayan, tabakali skuamoz epitelden olusur

(Sekil 2.3) (Farjo vd, 2009).
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Sekil 2.3. Kornea 'nin anatomik yapisi (http-3)

Epitel tabaka oksijen ve glikoz ile beslenmektedir. Gozler agikken ¢evreden oksijen
almaktadir. G6z kapaklart kapaliyken oksijen gozyasi kaynakli alinmaktadir. Glikoz
basglica akéz hiimorden difiizyonla epitele ulasmaktadir (Gandhi ve Jain, 2015). Epitel,
sitki kavsaklar sergiledigi i¢in topikal olarak wuygulanan hidrofilik ilaglarin
penetrasyonuda ana engeldir. Lipofilik ilaglarin, muhtemelen plazma zarinin lipit ¢ift
katmanlarinda ¢oziinerek ve ardindan hiicre Gtesi yolla hareket ederek epitele kolayca

niifuz ettigi iyi bilinmektedir (Gupta vd., 2010).

2.1.2.2 Bowman zari

Bowman'in tabakasi, bazal kornea epitel hiicrelerinin hemen altinda bulunan 8-15
pum kalinliginda, amorf bir fibriler yapidir (Sekil 2.3). Bu tabaka rejeneratif degildir,
kornea stromasi ile epitel hiicreleri arasinda bir sinir olusturmaktadir. Yeniden
epitelizasyona dahil oldugu diisiiniilmektedir. Bowman'in tabakasi, proteoglikan

matrisine implante edilen kisa tip I kollajen fibrilleri igermektedir (Cholkar vd., 2013).



2.1.2.3 Stroma

Stroma, kornea kalinliginin yaklasik % 901 olusturur, ¢ogunlugu (% 78) sudan
olusur ve geri kalan1 korneaya kuvvet, elastikiyet ve form veren kolajendir. Her biri
serpistirilmis hiicrelere, keratositlere sahip yiliksek sirali kollajen fibrillerinden olusan
kollajen tabakalarindan olusan yogun bir dokudur (Sekil 2.3). Kollajen fibrilleri
arasindaki matris proteoglikanlar ve diger proteinleri igerir (Ehlers ve Hjortdal, 2006).
Stromal kollajen fibrilleri, proteoglikanlarla ¢evrili kompleks olusturan tip | ve V
kollajenden olusmaktadir. Korneanin hidrasyonunun ve yapisal 0Ozelliklerinin
diizenlenmesine yardimci olurlar (Addo vd., 2016). Stroma, hidrofilik yapisi nedeniyle
yiiksek lipofilik ilaglar i¢in bir engeldir (Malhotra ve Majumdar, 2001).

2.1.2.4 Descemet Membrani

Endotel hiicreleri, 8 haftalik asamada rahimde baslayarak, siirekli olarak Descemet
zarini salgilar. Dogumdan 6nce salgilanan 6n 3 mm, elektron mikroskobu ile bakildiginda
belirgin bir bantli goériinlime sahiptir (Sekil 2.3). Ancak dogumdan sonra iiretilen
Descemet zar1 amorf bir ultrastriiktiirel dokuya sahiptir. Descemet yagla birlikte 10 mm

kalinliga kadar birikebilmektedir (DelMonte ve Kim, 2011).

2.1.2.5 Endotelyum

Kornea endoteli, mitotik olmayan ve akdz hiimorle dogrudan temas halinde olan
hiicrelerin en igteki tek tabakasidir (Sekil 2.3). Endotel kendini korurken, stroma kornea
seffafligin1 saglamak i¢in soniik bir durumda kalir. Bu tek tabaka, ozmotik bir gradyan
olusturmak i¢in gerekli olan iyon akisina kars1 sinirh gegirgenlige sahiptir. Endotel hiicre
sayilar1 genellikle yasla birlikte azalir. Kornea endoteli basit bir diisiik kiiboidal epiteldir
(Weller vd., 2016; Srinivas, 2010). Korneanin arka yiizeyini kaplayan tek bir diiz, ¢okgen
hiicre tabakasindan olusur ve yaklasik 5 um derinliginde ve 20 um capinda olan bu
hiicreler, bazolateral plazma membranlarindaki iyonik pompalar araciligiyla stromanin

nispeten susuz durumunu korur (Eghrari, 2015).



2.1.3 Konjonktiva

Konjoktiva g6z kapaginin i¢ kismi ile sklera yiizeyini kaplayan ince bir tabakadir.
Keratinize olmayan ¢ok katli epitel ve goblet hiicrelerinden olusur (Sekil 2.3). Gozlerin
yaglanmasina yardimct olan ve mikroorganizmalarin girisini Onleyen mukus
tiretmektedir (Addo vd., 2016). Konjonktiva, korneanin kenarma sikica yapisiktir ve
goziin kolayca hareket etmesini saglayan gevsek kivrimlar vardir. Konjonktiva oldukca
vaskiilarizedir; goziin kirmizi olmasi yaralanma veya hasta olunduguna isaret eder
(Agarwal vd., 2016). Konjonktiva, palpebral, bulbar ve forniksten olusmaktadir (Vision
RX Encyclopedia, 2005). Palpebral; marjinal, tarsal ve orbit konjonktiva olarak iige
ayrilir (Giines, 2020). Forniks, kapaklarin arka yiizeyini kaplayan konjonktivanin
olusturdugu bir kivrimdir (Majumder, 2008).

Goblet hiicreleri, miisin salgilayan tek hiicreli bezlerdir. Yuvarlak ve oval
yapilidirlar. Epitel hiicrelerinin yiizeyine kayganlik vermek ve korumakla goérevlidir.
Yaklasik 2 mL/glin kadar mukoza tiretebilmektedirler. Ayrica gézyasi filminin yiizey
gerilimini azaltarak kararliligini arttirmaktadir (Majumder, 2008). Konjonktivanin
bariyer Ozellikleri iyonlar ve su dahil hidrofilik ¢oziinenlerin konjonktiva boyunca
paraseliiler tasinmasi oldukga sinirli olmaktadir. Konjonktiva da yer alan epitel hiicreleri
epitelin en apikal kisminda siki kavsaklar ile birlesmektedir. Bu kavsaklar, hiicreler
arasinda siki1 engeller olusturur ve hidrofilik ilaglarin hiicreler arasi yollarla difiizyonu

i¢in biiyiik bir engel olustrurlar (Hosoya vd., 2005).

2.1.4 Retina’min anatomik yapisi

Retina, 151k kaynagindan gelen 1sinlar1 gelen yakalayan ve bunlari hem elektriksel
hem de kimyasal sinyaller olarak beyne ileterek gérme duyusunu olusturan goz igindeki
fotoreseptor hiicreleri ve glial hiicrelerden olusmaktadir. Retina goziin vaskiiler koroid ve
fibroz skleray1 iceren diger ana katmanlar1 arasinda en igteki sinir1 olusturmaktadir (Sekil
2.1, Sekil 2.2). Hastalik belirtileri retinada yasamin farkli asamalarinda ortaya ¢ikabilir,
bunlarin ¢ogu gorme yetenegini ve dolayisiyla yasam kalitesini ciddi sekilde tehlikeye

atmaktadir (Nguyen vd., 2022).

Embriyogenez sirasinda, vertebral retina optik ¢anaktan veya optik vezikiiliin

invajinasyonu ile olusur. Vitr6z boslugu ¢evreleyen optik ¢anagin i¢ duvari nihayetinde



noral retina olur. koroid ve sklera ile cevrili dis duvar, retina pigment epiteli (RPE)
haline gelmektedir (Miller vd, 2005). Retina, ¢evresindeki sklera ve kornea tarafindan
korunmaktadir. Retinanin merkezinde makula olarak bilinen bolgenin merkezinde hafif
oval sekilli, damarsiz kirmizimsi nokta olan fovea bulunmaktadir (Willoughby vd.,
2010) (Sekil 2.4). Yasa bagli makula dejenerasyonu ve diyabetik retinopatinin oldukca
yaygin hale gelmesiyle, retinaya ilag verme yontemlerinin iyilestirilmek amaciyla etkili
biyoyararlanim saglayan ancak oldukg¢a invaziv olan ve siklikla tekrarlanan kullanimda
okiiler komplikasyonlara yol agan intravitreal enjeksiyonlar, hidrojeller, lipozomlar ve

sentetik polimerler gibi nanopartikiiller kullanilmaktadir (Bozzuto ve Molinari, 2015).

Retina

"Sinir Basi

Sekil 2.4. Retina 'nmin anatomik yapis: (http-4)

2.1.5 Okiiler enfeksiyonlar

Yaralanmalar; korneadaki kiigiik siyriklar, genellikle kendi kendine iyilesir. Daha
derin ¢izikler veya diger yaralanmalar kornea izine ve gérme sorunlarina neden olabilir
(http-5). Cogan Sendromu ise, gérmede azalma ve 1s18a duyarlilik yaratan otoimmiin bir
hastaliktir (http-8). Korneal iilser, Gozde enfeksiyon nedeniyle olusur (http-9). Polen
alerjisi gozleri tahris edebilir ve alerjik konjonktivite neden olabilirmekte, gozler kirmizi,
kasintili ve sulu hale gelebilir. Keratit, kizarirklik ve sislik yaparak korneanin
iltihaplanmasina neden olmaktadir.Keratitin en yaygin nedeni, kontakt lenslerle ilgili

enfeksiyonlardir. Gozler yetersiz gozyasi sergilediginde, kuru goz hastaligi meydana



gelmektedir. Rahatsiz edici ve gérme sorunlarina neden olabilmektedir (http-5). Steven-
Johson sendromu, irrido korneal endotel sendromu ve pterjium dahil olmak iizere okiiler
ucuklar korneayi etkileyebilecek daha az yaygin goriilebilecek bir hastalik tiirtidiir (http-
6). Okiiler herpesin ana nedeni Herpes simpleks viriisii I'dir (HSV I). Kornea yiizeyinde
hasar olusturmakta ve buna bagli olarak gérme yetisinde azalmalara neden olabilmektedir
(http-7). Zona viriisii daha 6nce gecirmis kisilerde sugigegi viriisiiniin tekrarlanmasidir.
Herpes zoster korneada kabarciklara veya lezyonlara, atese ve etkilenen sinir liflerinden
agriya neden olabilmektedir (http-10). Keratokonus, normalde yuvarlak kubbe seklindeki
korneanin giderek inceldigi ve koni benzeri bir ¢ikintinin gelismesinden dolay1 dnemli
gorme bozukluguna sebep olmaktadir. Harita-nokta-parmak izi distrofisi ise korneanin en
dis tabakasi olan epitelin anormal kivrimlarina ve yeniden cogalmasina neden olan kornea
rahatsizligidir. Fuch distrofisi de korneanin en i¢ tabakasi olan kornea endotelinin
kademeli olarak bozulmasidir. Bu hiicreler zamanla zayifladik¢a kornea siserek bulanik

gormeye sebep olabilir (http-11).

2.1.6 Fizyolojik ve farmakokinetik simirlamalar

Goziin fizyolojik yapisi okiiler uygulamalarda pek ¢ok ilacin diisiik emilimine neden
olmakta ve buna bagl olarak okiiler ¢ozeltiler ile ¢ogunlukla diisiik terapotik etkinlik
gozlenmektedir (Bhattarai vd., 2010). Gozii yabanct maddelerden uzak tutmak igin
lakrimasyon ve goz kirpma hareketi de uygulanan formiilasyonlarin goz yiizeyinden
kolaylikla uzaklagsmasina neden olmakta ve buna bagli olarak okiiler tedavi oldukca
giiclesmektedir (Bhattarai vd., 2010; Almeida, 2013). Ticari géz damlalar1 ¢ogunlukla
25-56 ml hacimde hazirlanarak tekrarli uygulamala gerektirmektedir (Almeida vd.,
2016). Goze bir damla damlatildiginda, insan konjoktival forniksi anlik olarak yaklagik
30 pl hacim igerebilir, ancak damlatilan ¢ozelti, goz yasinin 7-10 pl’lik normal hacmine
donene kadar damlatilan ¢6zelti konjonktival forniksten hizla disar1 akmaktadir (Jarvinen
vd., 1995). Goze damlatildiktan sonra, ilag gdzyasi filminde bulunan siv1 ile karigir ve
kalic1 lakrimal s1v1 tiretimi (0.5-2.2 ml / dak) nedeniyle filmde yaklagik 1— 2 dakikalik
kisa bir kalma siiresine sahiptir (Li ve Chauhan, 2006). Lakrimal devir hiz1 sadece
yaklasitk 1 ml / dk olmasina ragmen, sivinin fazla hacmi c¢ok kisa bir siire i¢inde
nazolakrimal kanala dogru yol almaktadir (Ludwig, 2005; Urtti, 2006; Gan vd., 2013).

Diger bir kisitlama ise, ilacin okiiler absorbsiyonu yerine sistemik absorbsiyona



ugramasidir. ilag iceren gdzyast nazolakrimal kanala gider ve burun bosluguna
bosalmaktadir. Buradan ilag, sistemik dolasima katilmaktadir. Bu da, ilag kaybina ve olasi
yan etkilere yol agabilmektedir (Xinming vd., 2008). Lipofilik ilaglar korneadan,
kolaylastirilmis diflizyon veya iki katmanli lipit tabakasinda diflizyonla kolayca
gecebilirken, hidrofilik ilaglarin gozyasi filminden kornea veya konjonktival epitele
gecmesi zordur. Hem kornea hem de kornea dis1 epitelden paraseliiler girig, hidrofilik

ilaglar i¢in en 6nemli penetrasyon yolu haline gelmektedir (De La Fuente vd., 2010).

2.1.7 Okiiler uygulamalarda biyoyararlanimi artirmak igin stratejiler

Okiiler biyoyararlanimi iyilestirmek icin On ilaglar, penetrasyon artiricilar, iyon
ciftleri, iyontoforez ve siklodekstrinler ile kimyasal ve farmasé6tik modifikasyonla kornea
gecirgenligi arttirilmaya galisilmis, siispansiyon, merhem, vizkoz, biyoadezif ya da in situ
jellesen tasiyicilar ile ilacin gozde kalis siireci uzatilmak istenmistir (Irimia vd., 2018;

Kour vd., 2021).

Lipozom, emiilsiyon, nanopartikiil ya da nanokapsiil gibi yeni gelistirilen kolloidal
dispersiyon sistemler ile ilacin daha uzun siire retansiyonu saglanmistir. Ek olarak,
parcalanabilir matrisler, parcalanabilir olmayan matrisler, kollajen kalkanlar1 ve temas
mercekleri ve membran kontrollii cihazlar ve implante edilebilir cihazlar kullanilmaktadir
(Almeida vd., 2013). Polimerik jel kullanim1 ile hazirlanan soliisyonlar vizikosite vermek
suretiyle biyoyararlanimi artirmak i¢in kullanilan basarili yontemlerden biridir (Abdel-
Mottaleb vd., 2007; Nagarwal vd., 2009). Viskozitedeki artis rahatsizliga ve bulanik
gbérmeye veya yabanci cisim hissine neden olabilir. Bu sebeple, en uygun vizikozite
araligr ve reolojik davranisin segilmesi gerekmektedir (Zhu ve Chauhan, 2008).
Jellesmeden onceki formiilasyonlar 5-1000 mPas'lik bir viskoziteye sahip olmali ve
gozde jellestikten sonra yaklasik 50-50.000 mPas’lik bir viskoziteye sahip olmalidir
(Mohanambal vd., 2011).
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2.2 Norfloksasin
2.2.1 Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Kapali formiilii CisH1sFN3O3 olan 1-etil (-6-floro- 1,4-dihidro-4-okso-7- (1-
piperazinil)-kinolin-3-karboksilik asit olarak isimlendirilen NFX, genel olarak, ¢ok ¢esitli
aerobik gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 etkilidir. NFX’in molekiiler agirlig
319.33 g/mol’diir. Madde beyaz/agik sar1 renkli kristal yapili bir tozdur (http-12).
Kokusuzdur ve tadi acidir. Buzlu asetik asitte serbest¢e ¢oziiniir ve etanol, metanol ve
suda ¢ok az ¢Oziiniir (Hongtanee, 2022). CAS (Chemical Abstracts Service) kayit
numarasi 0458-96-7'olan NFX’in partisyon katsayisi (oktanol/su) 0.46'dir. Erime noktasi
ise yaklasik 220-221 °C’dir. Hava ile temasta higroskopik, hemihidrat olusturur. (O’Neil,
2006). NFX, iki proton grubu reseptoriine sahiptir. Karboksilik grup, hafif asit
kosullarinda protonlanir (pKa 6.34). Alkali ortamda protonlanan piperazin halkasindaki
doérdiincti konumdaki nitrojen ile iligkili grup, pca 2D 8.75 (Mouton ve vd., 2005). Nétral
pH'da agirlikli olarak zwitterion vardir (protonsuz karboksilik grup ve protonsuz N-4 ile).
pH 10'da, etkin maddenin % 90'mdan fazlas1 iyonik formda; pH 4.5 ve altinda ise
katyonik formada bulunmaktadir. pH 4.5'in altinda veya 8.0'in iizerinde sudaki
¢ozlinirligi artmaktadir (Musa ve Eriksson, 2009). NFX’in ag¢ik formiili Sekil 2.5°te
gosterilmistir (http-13).

O O

70

Sekil 2.5. Norfloksasin'in a¢ik formiilii (http-13)

2.2.2 Norfloksasin’in farmakolojik 6zellikleri

NFX, sentetik, florokinolon grubuna ait genis spektrumlu antibakteriyel bir ajandir

(Naeem vd., 2016). Ozellikle NFX’in antibakteriyel spektrumu, coklu antibiyotige
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direncli, gram negatif ¢ubuklar, aminoglikozide direngli P.aeruginosa ve beta-laktamaz
tireten organizmalart igerir (Tabcheh vd., 2023). NFX’in etki mekanizmasi, DNA
replikasyonu i¢in gerekli olan bakteriyel DNA girazin inhibisyonu seklindedir (Hooper
ve Jacoby, 2016). NFX yiiksek verimli antibakteriyel etkiye, iyi oral absorpsiyona ve
diisiik toksisiteye sahiptir. Genellikle iyi tolere edilir ve yan etkileri ¢ok siddetli degildir.
NFX uzun zaman Once sentezlenmis olmasma ve ardindan bir¢cok florokinolonun
gelistirilmis olmasina ragmen, ¢esitli bulasici hastaliklarin tedavisinde hala ¢ok 6nemli

bir yere sahiptir (Thompson, 2007).

NFX, 6. pozisyonda bir flor ve 7. pozisyonda bir piperazin halkasi ile oral olarak
emilen bir florokinolon antibakteriyeldir. 6 Pozisyonundaki flor atomu, gram negatif
organizmalara kars1 giicii arttirir ve 7 pozisyonundaki piperazin kismi, anti-psédomonal
aktiviteden sorumludur. Bu degisiklikler, in vitro antibakteriyel aktivitede eski
kinolonlarinkine kiyasla belirgin bir artisa sebep olmustur (Fedorowicz vd., 2023). NFX
Neisseria Gonorrhoeae'nin hem penisiline duyarli hem de penisiline direngli suslarina
kars1 aktiftir. NFX, gram pozitif koklara , gram negatif bakterilere gore daha diisiik etkiye
sahiptir. Genel olarak stafilokoklar ilaca streptokoklardan daha yatkindir. NFX, diger
florokinolonlar gibi, anaerobik bakteri aktivitesi diisiiktiir (Upton, 2021). 11k kinolon olan
Nalidiksik asit (1-etil-1,4-dihidro-7-metil-4 okso 1,8-naftiridin-3-karboksilik asit),
1962'de sentezlenen yeni 1,8-naftiridin antimikrobiyal ajan sinifinin ilkidir. Antimalaryal
ilag olan Klorokinin’den tiiretilmistir. O zamandan beri, kimyasal olarak iligkili bir dizi
baska bilesik sentezlenip, degerlendirilmis ve tedaviye dahil edilmistir (Chierentin ve
Salgado, 2013). Kinolon molekiiliiniin floriirlenmesinden sonra mevcut ajanlar
iyilestirilmis ve ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay alan ilk kisi
norfloksasin (1-etil-6-floro-1,4dihidro-4-okso-7-(1-piperazinil)-3-kinolinkarboksilik
asit) 1984'te ve ilag sirketi Kyorin Seiyaku Kabushiki Kaisha tarafindan patentlenmistir
(Bolon, 2009).

NFX’in etki mekanizmasi, DNA replikasyonu i¢in gerekli olan dnemli bakteriyel
enzim DNA girazinin A alt biriminin inhibisyonuyla DNA replikasyonunun bloke
edilmesine baglidir ve bu bir DNA ¢ift sarmalin1 ikiye kopyalamak i¢in gereken
¢oziilmeye izin verir (Crumplin vd., 1984; Pohlhaus Kreuzer, 2005). DNA giraz, 100.000
ila 150.000 dalton molekiiler agirliga sahip iki A alt biriminden ve her biri 90.000 ila

95.000 dalton molekiiler agirliga sahip iki B alt biriminden olusmaktadir. Florokinolonlar
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A alt birimini inhibe etmektedir (Spencer ve Panda, 2023). NFX, bakteriyel DNA giraz
icin memelilere gore 100 kat daha yiiksek afiniteye sahiptir. Florokinolonlarda plazmid
aracili direngle karsilasilmaz (Goldstein, 1987) NFX, 1980 yilinda, genis antibakteriyel
aktivite spektrumunu belgeleyen Japonlar tarafindan sentezlenmistir (Kumazawa ve
Yagisawa, 2002). Florokinolonlarin bakterisit aktivitesinin konsantrasyona bagli
oldugunu bildirilmistir (Chen vd., 2012). Cesitli enfeksiyon modellerinde antibakteriyel
etkinligi tahmin etmede minimum inhibitoér konsantrasyon (MIC) verileriyle birlikte
farmakokinetik verilerin oynadigi Onemli rolii tartistlmistir (Segreti vd., 2012).
Florokinolonlar gastrointestinal sistemden hizli bir sekilde emilmektedir (Borcherding
vd., 1996). Oral yoldan verilen florokinolonlarin emilimi, magnezyum, aliiminyum,
demir, ¢inko veya kalsiyum ile birlikte uygulandiginda énemli miktarda diiser. Bu
bilesikler, gastrointestinal sistemde c¢oziinmeyen bir ilag katyonik selat kompleksi
olusturmaktadir. Bu ilaglarin emilimi, yiyeceklerden smirli derecede etkilenmektedir
(Walden vd., 2021). Florokinolonlarin solunum yolu dokularina ve sivilarina dagilimi, bu

ajanlarin yaygin solunum yolu patojenlerine karsi aktivitesi sebebiyle ilgi ¢ekmektedir

(Chierentin ve Nunes Salgado, 2015).

NFX safra ve bobrek yoluyla viicuttan atilmaktadir. Yaklagik 275 mL/dk'lik
yiiksek bobrek klirens hizi, bobrek atilimi sirasinda hem glomeriiler filtrasyona hem de
tiibiiler sekresyona girmesi beklenir. NFX’in yarilanma 6mrii 3-4 saattir (Merck &Co.
Inc., 2000). Florokinolonlar uzun yarilanma omriine sahitir. Bu sebeple giinde bir veya
iki kez dozlama yapmak yeterlidir. NFX’in toksisitesi ile ilgili mevcut ¢aligmalar, her
biri 3 ila 14 giin boyunca giinde iki kez 400 mg dozlarda verilen NFX’in yan etkileri
hakkinda bilgi saglar (Philipps vd., 2000). NFX igin, 200-400 mg'lik bir oral dozdan
sonra, 60-90 dakika icinde sirastyla 0.8 = 0.3 ve 1.5 = 0.6 mg L™'lik ortalama pik serum
konsantrasyonlar1 elde edilir. Gida ve siit iirlinleri, NFX’in emilimini hafifce
etkilemektedir. Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar, NFX’in dagilim hacminin ¢ok biyiik
oldugunu, viicut agirhiginin yaklasik %50'sinin ve biyoyararlaniminin %50-80 oldugunu
gostermektedir. Serumdaki ilacin yaklasik % 15'i plazma proteinlerine baglanmaktadir.
200 mg'lik tek bir oral dozdan sonra, insan siitiinde NFX bulunamamistir. Nispeten diisiik
lipofilisite nedeniyle ¢ok diisiik bir merkezi sinir sistemi penetrasyonuna sahiptir
(Chierentin ve Nunes Salgado, 2016; Chenel vd., 2004). NFX, sistit, piyelit, sistopiyelit,
piyelonefrit, kronik prostatit, epididimit ve iirolojik cerrahi ve ndrojenik mesane ile

iligkili genitoiiriner enfeksiyonlar; akut gastroenterit; duyarli mikroorganizmalarin neden
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oldugu bakteriyel; Neisseria gonorrhoeae suslarinin neden oldugu ve penisilinaz
tiretmeyen gonokokal servisit; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Citrobacter freudii, Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, S. saprophyticus, Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes ve
Serratia marcescens, kornea konjonktivasini igeren yiizeysel okiiler ve bazi
Streptococcus pneumoniae haric Gram neden oldugu enfeksiyonlara neden olan
hastaliklarin tedavisinde faydalidir (Ramirez-Ronda vd., 1987; Roner vd., 2004;
Wagenlehner vd., 2011; Gauzit ve Lakdhari, 2012).

Enfeksiyona neden olan organizmalari izole etmek ve tanimlamak ve NFX’e
duyarliliklarin1 belirlemek i¢in tedaviden once uygun kiiltiir ve duyarlilik testleri
yapilmalidir (Merck, 2000). Idrar yolu enfeksiyonlari iizerine yapilan 12 ¢alismada, 1.136
hasta arasinda toplam 77 advers reaksiyon rapor edilmistir. NFX, calismalarinin ¢ogunda
hastalarin yiizde onundan daha azinda bildirilen hem miimkiin hem de olas1 reaksiyonlar
dahil, hepsi mutlaka ilaca bagl advers reaksiyonlarla genel olarak iyi tolere edilmistir.
bulanti, kusma, anoreksi gibi gastrointestinal semptomlar ve bas donmesi, bas agrisi,
uyusukluk, uykusuzluk en sik bildirilenlerdir ancak tedavinin kesilmesini gerektirecek
kadar siddetli bulunmamaislardir. Eklem sismesi veya tendiniti olan dort hastada, ikisi
NFXile tekrar verildiginde niiks gosterdi, ya diisiik siklikta ya da kan sayimi ve karaciger
fonksiyon testleri gibi laboratuvar testlerinde anormallik rapor edilmemistir. Bir
calismada, hem NFX hem de trimetoprim-siilfametoksazol alan hastalarda esdeger daha
yiiksek laboratuvar anormallikleri sikliklart bulunmustur (Sharma vd., 2008). Tablo
2.1°’de NFX’e bagl en sik goriilen yan etkiler siralanmustir (Bertino ve Fish, 2000).

Tablo 2.1. Norfloksasin e bagl olarak géozlenen advers etki insidanslar: (Bertino ve Fish, 2000)

Yan Etki Insidans(%)
Bulanti 2.6-4.2
ishal 0.3-1.0

Tat Almada Bozulma

Bas Agrisi 2.8
Bas Donmesi 1.7
Fototoksisite 1.6

14



NFX igin, 200-400 mg'lik bir oral dozdan sonra, sirasiyla 0.8 £ 0.3 ve 1.5 £ 0.6
mg L-1'lik ortalama pik serum konsantrasyonlar1 60-90 dakika i¢inde elde edilir.
Gidalarin ve 6zellikle siit iiriinlerinin varlig1 emilimini biraz bozmaktadir. Hayvanlarda
yapilan caligmalar, NFX dagilim hacminin ¢ok biyiik oldugunu, viicut agirliginin
yaklagik %50'sinin ve biyoyararlanimin %50-80 oldugunu gostermektedir. Plazmoa
proteinlerine yaklasik %15 oraninda baglanir. Eliminasyon yari omrii yaklasik 3 saat
olarak bildirilmistir. Kararli bir NFX konsantrasyonuna genellikle dozlamadan sonraki
iki glin iginde ulasilir (Sharma vd., 2008). NFX’in viicuttaki farmakokinetik 6zellikleri
ve dagilimi Tablo 2.2°de 6zetlenmistir (Katzung, 2004).

En oOnemli kazanilmis kinolon direnci, bakteriyel DNA giraz enziminin
mutasyonundan kaynaklanir (Griiger vd., 2004). En fazla oldugu organizmalar
Psedudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Acinetobacter spp. ve Enterococcus
spp. NFX’e direng gosterir. Bu nedenle NFX, aminoglikozitler, penisilinler,
sefalosporinler, tetrasiklinler, makrolidler ve siilfonamidler dahil olmak {izere diger baz1
antimikrobiyal ajanlara direngli belirtilen organizmalara kars1 aktivite gosterebilir. NFX

ve nitrofurantoin arasinda in vitro antagonizma gosterilmistir (Sharma vd., 2008).

Tablo 2.2. Norfloksasin’in farmakokinetik 6zellikleri (Katzung, 2004)

. Yarilanma Oral Serum Tepe
Etkin ,, Oral Doz Atilm
Omrii Biyoyararlanum Konsantrasyonu
Madde (mg) yolu
(sa) (%) (ng/mL)
Norfloksasin 3.5-5 80 15 400 Bobrek

Tim florokinolon ajanlari, aliminyum veya magnezyum iceren antasitler ve
antasitler ve kalsiyum, demir veya ¢inko igeren iiriin gibi ¢cok degerlikli katyon igeren
tirtinlerle etkilesime girer (Walden ve Khotimchenko, 2021). Antiasitlerin varligit NFX’in
gastrointestinal sistemden emilimini azaltmakta ve buna bagh olarak ciddi bir
enfeksiyonun tedavisi sirasinda tehlikeli sonuglar dogurabilmektedir (Aronson, 2016).
Teofilin ve NFX birlikte uygulandiginda, teofilin seviyelerinin izlenmesi tavsiye
edilmektedir (Merck, 2000). NFX’in siklosporinler ile birlikte kullanimi yiiksek serum
siklosporin seviyeleri bildirilmistir (Weiner ve Buhimschi, 2009). NFX, idrar yolu
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enfeksiyonlari, Neisseria gonore iiretrit ve/veya servisit tedavisinde etkilidir. Bes giin
boyunca giinde iki veyaz ii¢ kez 400 mg NFX kullanimi, E. coli veya Shigella tiirlerinin
neden oldugu bakteriyel gastroenterit tedavisinde kotrimoksazol veya nalidiksik asit

kadar etki gostermistir (Sharma ve Jain, 2008).

Oral yoldan 14 giin boyunca giinde 3 kez 400 mg kullanimi tifo atesinin
tedavisinin etkililiginde kanitlanmistir (Effa vd., 2011). NFX, hepatik siroz ve asitli
hastalarda bakteriyel peritonit oranini azaltmak i¢in énemli bir basar1 ile kullanilmistir
(Dong vd., 2022). NFX oftalmik soliisyonu, bakteriyel konjonktivit tedavisinde
kloramfenikol kadar etki gdstermektedir (Epling, 2010). Oncelikle birinci basamak
antitliberkiiloz tedavisinde direng veya intolerans igeren vakalarda tiiberkiilozu tedavi
etmek i¢in kullanilsa da, florokinolon grubu ilaglar potansiyel birinci basamak ajanlardir
ve bu endikasyon i¢in incelenmektedir. Bununla birlikte, Mycobacterium tuberculosis'te,
ozellikle monoterapi olarak veya basarisiz bir ¢oklu ilag rejiminde tek aktif ajan olarak

uygulandiginda florokinolon direncinin gelismesi konusunda endiseler vardir (Ginsburg

vd., 2003).

2.2.3 Norfloksasin ile tedavi edilebilen okiiler enfeksiyonlar

NFX, Acinotobacter calcoaceticus, Aeromonas hydrophila, Haemophilus
influenzae, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri ve Staphylococcus pneumoniae
bakterilerinin duyarli suslarinin neden oldugu konjonktivit ve blefarit tedavisinde
endikedir (Merck, 2000).

2.2.4 Norfloksasin’in miktar tayini yontemleri

NFX’in miktar tayininde en ¢ok Yiiksek basinglt s1ivi kromotografisi (YBSK) ve
Ultraviyole ve goriiniir 151k spektrofotometrisi (UV-VIS) kullanilmaktadir. Mendes ve
arkadaglar1 (2015), B-Siklodekstrin inkliizyon komplekslerinde NFX’in kantitatif analizi
icin YBSK metodu kullanmislardir. 40 °C’de Fosfat tamponu (pH 3.0) ve asetonitrilden
(86:14 v/ v) olusan basit bir mobil faz, floresan dedektor kullanilan ¢calismada Akis hizi
1 mL/dk ve dalga boyu 278 nm’dir. Siddiqui vd. (2009), farmasétik formiilasyonlarda ve

insan serumunda ayr1 ayr1 pefloksasin, nrfloksasin, siprofloksasin ve ofloksasinin
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kantitatif tayini icin YBSK yonteminden faydalanmislardir. Caligmalar, fosforik asit ile
ayarlanmig bir pH 2.9'un su-asetonitril (50: 50, v / v) mobil faz1 ve dahili standart olarak
propilparaben kullanilarak yiiriitilmistiir. Analizler, 260, 265, 270, 275 ve 280 nm dalga
boylarinda bir Ultraviyole (UV) detektorii  kullanilarak oda  sicakliginda
gerceklestirilmigtir. Chierentin ve Nunes Salgado (2014), tabletlerde NFX’in kantitatif
tayini icin UV-VIS spektrofotometrilerini kullanmiglardir. NFX, UV yonteminde 0,1 M
hidroklorik asit (HCI) ortaminda 277 nm'de maksimum absorpsiyon gosterirken, VIS
spektrofotometrik yontem igin kloranilik asit reaktifi ile reaksiyona girerek maksimum
absorpsiyonu 520 nm'de olan mor bir ¢bzelti olusturmustur. Kassab vd. (2005),
Siprofloksasin ~ ve  NFX’in YBSK ile kantitatif tayinini  yapmuglardir.
Su:asetonitril:trietilamin (80:20:0.3 v/v/v) kullanilmis olup, pH fosforik asit ile 3.3'e
ayarlanmigtir. Oda sicakliginda 279 nm’de analizler gergeklestirilmistir. Bera vd. (2014),
Formiilasyonlardaki NFX kantitatif tayini i¢in  i¢in Ters Faz-YBSK Yontemi
kullanmiglardir. 60:40 oraninda 5.3 mM pH 3.5 fosfat tamponu ve asetonitrilden olusan
hareketli bir faz kullanilmis ve NFX’in dalga boyu ve retansiyon siiresi sirastyla 278 nm

ve 2.11 dk olarak bulunmustur.

2.2.5 Norfloksasin iceren ticari preparatlar

Ulkemizde NFX’in ticari preparatinin bulunmamasina ragmen, diinyada Astrica
firmasinin Norfloxacin LP® 400 mg tablet, MSD firmasina ait Noroxin® 400 mg tableti
ve Cipla firmasinin Norflox® okiiler siispansiyonu (0.3% NFX) bulunmaktadir (http-12).

2.3 Okiiler Uygulamaya Yonelik Hazirlanan Etkin Madde Tasiyic1 Sistemler ve
Uygulama Yollar:

2.3.1 Okiiler topikal uygulama ve okiiler tedavinin kisitlamalari

Farmakoterapdtiklerin temel amaci, yaniti ortaya ¢ikarmak igin yeterli bir siire
boyunca amaglanan etki bolgesinde etkili bir ilag konsantrasyonunun elde edilmesidir.
Okiiler terapotiklerde karsilasilan 6nemli bir sorun, etki bolgesinde optimal bir
konsantrasyonun elde edilememesidir. Ilaglarin okiiler dozaj formlarindan zayif

biyoyararlanimi, esas olarak gézyasi iiretimi, diisiik emilim, kisa kalma siiresi ve kornea
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epitelinin gecirgenliginin az olmasindan kaynaklanmaktadir (Karthikeyan ve Pandey,
2009).

Siklikla kullanilan okiiler dozaj formlari;
(a) Jeller, viskozite veren ajanlar, merhemler ve sulu siispansiyonlar dozaj formlari.

(b) Daha yeni penetrasyon arttiricilar kavrami, faz gecis sistemleri, ¢esitli ilaclarin
¢ozinlrliglini artirmak i¢in siklodekstrinlerin kullanimi, vezikiiler sistemler ve

asagidakiler gibi kimyasal dagitim sistemleri 6n ilaglar.

(c) Okiiler uygulanabilen kollajen kalkanlar, okiiler filmler, tek kullanimlik kontakt
lensler ve diger yeni oftalmik ila¢ dagitim sistemleri dahil olmak tizere gelistirilmis ve

gelistirilmekte olan kontrollii/stirekli ila¢ dagitim sistemleri.

(d) Etkili olmayan bir ilacin terapotik tepkisini iyilestirmek icin ilag dagitim
teknolojilerinin ~ bir ~ kombinasyonuna  yonelik  yeni  egilimler  olarak

gruplandirlabilmektedir (Kaur ve Kanwar, 2002)

Gozyas1, emilim, kornea epitel zarinin nispi gecirimsizligi vb. sebepler precornal
kayip faktorlerinden kabul edilmektedir. Bu nedenle, ilaglarin okiiler dozaj formlarinda
biyoyararlanimi diistiktiir. Aktif maddenin biyoyararlanimi, gozyas1 dongiisii, g6z kirpma
refleksi, nazolakrimal drenaj veya okiiler engeller gibi anatomik ve fizyolojik
kisitlamalardan dolay1 %5'in altindadir. Oftalmik olarak uygulanan doz, ilacin uygulama
giicli, hacmi, uygulama siklig1 veya ilacin goz yiizeyi ile temas halinde tutulma siiresi
degistirilerek ayarlanabilmektedir (Irimia vd., 2018). Topikal damlatma, 6n segmenti
etkileyen hastaliklar1 tedavi etmek i¢in en cok tercih edilen invaziv olmayan ilag
uygulama yoludur. GOz damlast gibi geleneksel dozaj formlari, oftalmik
formiilasyonlarin % 9011 olusturmaktadir. Bunun nedeni, uygulama kolaylig1 ve hasta
uyumu ile iligkilendirilmektedir (Gulsen ve Chauhan, 2004). Ayrica, yukarida belirtilen
engeller nedeniyle topikal gz damlas1 damlatilmasinin ardindan arka segment okiiler

dokulara terapétik ilag konsantrasyonunun saglanmasi zordur (Patel vd., 2013).

Ilag, intravitreal enjeksiyonlar, periokiiler enjeksiyonlar ve sistemik uygulama
gibi farkli uygulama sekilleri ile arka segment okiiler dokulara verilebilmektedir (Patel
vd., 2013). Epitel ve endotel, lipitler agisindan zengindir. Stroma, yiiksek su igerigine

sahiptir (Lai, 2013). Epitelin, transkorneal taginmanin hiz sinirlayic1 engeli oldugu
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bildirilmektedir. Bariyer islevi, molekiillerin lipofilisitesine olumlu bir sekilde baghdir ve
makromolekiilleri diglar (Akhter vd., 2022). Kornea epitelinin yiizey tabakasi,
deskuamasyon hiicrelerinden olusmaktadir. Deskuamasyon hiicreleri, gii¢lii bir bariyer
olusturan “sik1 kavsaklar” olarak adlandirilan hiicreler arasi kavsaklara sahiptir. Hiicreler
aras1 siki kavsaklar, hidrofilik maddelere zayif gecirgendir ve daha biiyiik molekiillerin
gecisini kisitlamaktadir. Korneadan niifuz edebilen maksimum molekiiler agirligin 500
Da oldugu bildirilmistir (Diebold ve Calonge, 2010). Epiteli kolayca gececek kadar
lipofilik kiigiik molekiiller i¢in, stroma ve endotel 6nemli bir rol oynar ve endotel daha
onemlidir (Ohia ve Sharif, 2022). Kornea stromasi kollajenden olusur ve paralel lameller
halinde diizenlenir. Oldukca hidrofilik, gdzenekli ve agik orgiiliidiir, bu nedenle hidrofilik
molekiillerin kolayca ge¢mesine izin verir. Makromolekiiller i¢in stroma, endotel
Alintisindan daha biiyiik bir bariyer saglar (Prausnitz ve Noonan, 2000). Kornea endoteli,
akoz hiimor ile korneanin arka yiizeyini kaplayan tek hiicreli bir tabakadir (Eghrari vd.,
2015). Yiksek metabolik aktivite, hiicrelerin sitoplazmasindan kaynaklanmaktadir.
Kornea endoteli, maddelerin akéz hiimdrden stromaya gecisini diizenler (Parekh vd.,
2021). Endotel fosfolipitler acisindan zengin olmas1 sebebiyle lipofilik maddelere karsi
gecirgendir. Iyonlar ise olduk¢a zor ge¢mektedir (Bye vd., 2013). Korneadan emilim,
eliminasyona gore daha yavastir (Rajput vd., 2023).

Topikal oftalmik ilaglarda korneal absorpsiyon ve goz yasinin buharlagmasi
biyoyararlanimi artirmaktadir. Drenaj, géz yasi1 devri, ilag-protein etkilesimi, pH farki,
metabolizma ise biyoyararlanimi diisiirmektedir (Kaur ve Kanwar, 2002). Goziin 6n
Kornea yiizeyi, gozyasi bezlerinden gbzyasi sivisi olarak salgilanan gozyaslariyla nemli
tutulur. Gozyaslar1 korneayi bir film seklinde kaplarlar (Dartt ve Willcox, 2013). Gozyas1
filmi Gi¢ farkli katmandan olusur: Glikoprotein igeren i¢ katman; lizozim igeren orta sulu
katman ve gdzyaslarinin buharlagmasini en aza indiren dis yagl katman (Chang ve Purt,
2022). Ilag, damlatma iizerine, oftalmik ila¢ dagitimina karst miithis bir savunma
uygulayan koruyucu fizyolojik mekanizmalari, yani gdzyas1 iiretimini uyarir (Kumar vd.,
2012). Bir damla sulu ¢6zeltinin gdzden atilmasi yaklasik 5-6 dakika siirer, ilacin kornea
bariyerine niifuz etmesi i¢in olduk¢a az bir zamandir (Ollinkangas, 2022). Hidrofilik
ilaglar gibi kornea boyunca zaif emilen topikal olarak uygulanan oftalmik ilaclar, bulbar
konjonktiva ve On sklerayr uveal yola gecen kornea dist absorpsiyon yolu yoluyla
emilebilir ve ilag akdz hiimdrii atlayarak iris-siliyer cisme ulasmaktadir (Amo, 2022).

Konjonktiva yoluyla ilacin sistemik emiliminin, konjonktival kan kilcal damarlarinin ve
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lenfatiklerin varligindan dolay1 verimsiz oldugu diistiniilmektedir. Sistemik dolagimda
onemli ilag kaybina neden olarak okiiler biyoyararlanimi azaltabilmektedir. Hidrofilik bir
ilag penetrasyonunun, sklerokonjonktival yolun transkorneal yola gore daha hizli oldugu
diisiiniilmektedir (Ameeduzzafar vd., 2016). Ilag molekiillerinin sklera boyunca
diflizyonu i¢in perivaskiiler bosluklar yoluyla, jel benzeri mukopolisakkaritlerin sulu
ortam1 yoluyla veya bir kollajen fibril matrisinden olusan skleral madde boyunca total ii¢
olas1 yol oldugu diisiinlilmiistiir. Bu nedenle, kornea dis1 yollar, yeni okiiler dagitim
sistemlerinde kullanilabilirler (Ambati ve Adamis, 2002). Topikal olarak uygulanan
ilaclar daha genis ylizey alani ve nazal mukozal membranin daha yiiksek gegirgenligi
sebebiyle daha diisiik etki gostermektedirler (Patel vd., 2010). Bu sebeple okiiler ilaglar,
nazal mukozal yol ile sistemik dolagima girme olasiligina sahiptiler (Farkouh vd., 2016).
Prekorneal faktorler, ilag penetrasyonunu oldukca diisiiriir ve aktif bilesenlerin %10 veya
daha diisiik miktar1 géz dokularina ulasabilmektedir. Anatomik ve fiziksel engellerden
dolay1 etkin maddenin %1’inden daha azi istenilen etkinin saglamak igin

kullanilabilmektedir (Kaur ve Kanwar, 2002).

2.3.2 Biyoyararlanimi artirmak i¢in kullanilan formiilasyonlar

Oftalmik  farmasotik aragtirmalarda  karsilagilan  zorluk, okiiler ilag
biyoyararlanimmin ¢ok diisik degerde (%5-20) olmasidir. Ozellikle topikal
uygulamalarda okiiler biyoyararlanimi arttirmak i¢in yeni ilag tagiyici sistemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Cogunlukla bu sistemler ile prekorneal ilag emilimini en iist diizeye
cikarmaya ve prekorneal bolgedeki ilag kaybini en aza indirmeye ¢alisilmaktir (Patel vd.,
2010). Bu amagla pek ¢ok yeni formiilasyon gelistirilmistir. Tezimizin ilerleyen

kisimlarinda bu sistemler kisaca tanitilmaya ¢alisilacaktir.

2.3.2.1 Hidrojeller

Hidrojeller, su veya biyolojik sivilart emebilen hidrofilik, ii¢ boyutlu maddelerdir
(Peppas vd., 2000). Hidrojeller, yapisindaki fiziksel ve kimyasal baglardan sigsme
davranis1  gostermektedirler. Biyouyumlu ve divi olarak canli bir hiicreye
uygulandiklarinda viicut sicakliginda jellesebilmektedirler. Kontrollii salima izin

vermektedirler. Modifiye edilebilmekte ve biyopargalanir ya da biyoemiebilir
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yapidadirlar. (Singh vd., 2010). Hidrojellerin yiiksek maliyet, zor sterilize edilebilme,
kolay bakteriyel kontaminasyon ve kontak lenslerde goriilen reaksiyonlar gibi
dezavantajlar1 vardir (Peppas vd., 2000). pH, sicaklik, ¢evresel degisiklik vb. uyaranlara
bagli olarak hidrojeller siser. Hidrojel igeren ilag sulu ortamla temas ettiginde, su sisteme
niifuz eder ve difiizyon yoluyla ilag ortama salinmaktadir (Nagam vd., 2016). Sulu jeller
tipik olarak polivinil alkol (PVA), poliakrilamid, poloksamer, hidroksipropil metilseliiloz
(HPMC), karbomer, polimetilvinileter maleik anhidrit ve hidroksipropil etilseliiloz gibi
polimerleri kullanir. Hidrojeller, suda ¢dziinen ilaglarin salinmasina yardimci olan
gozyast s1visi ile uzun siireli tutma ve daha iyi karisabilirlik saglayan yiliksek viskozite

gibi acik ozellikler sunar. (Narayana ve Ahmed, 2022).

2.3.2.2 Viskozite artirict polimerler

Viskozite artirici polimerler, viskoziteyi artirma ve bdylece preokiiler bolgeden
eliminasyon oranim1 digiirerek ilacin gbézdeki penetrasyonunda fayda saglama
ozelliklerinden dolay1r oftalmik formiilasyonlarda olduk¢a tercih edilen katki
maddeleridir. Prekorneal tutulum siiresi ve transkorneal penetrasyonu artirir ancak
insanlarda biyoyararlanimi arttirmak igin ¢ok daha az etkiye sahiptir (Raj vd., 2020).
Polivinil alkol (PVA), polivinilpirolidon (PVP), metilseliiloz, hidroksietil seliiloz,
hidroksipropil metilseliiloz (HPMC) ve hidroksipropil seliiloz viskoziteyi artirmak i¢in
kullamilir (Nisha ve Deepak, 2012). Viskositeyi artirmak gozde bulaniklik
yapabilmektedir. Formiilasyon krem, jel ve merhem seklindeki formlarda

hazirlanabilmektedir (Bhaskaran vd., 2005).

2.3.2.3. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler (CD), a (1,4) baglantili glukopiranoz alt birimlerinden olusan
makrosiklik oligosakkaritlerdir (Laza-Knoerr vd., 2010). Ilaglarin fizikokimyasal
stabilitesini, ¢Ozilinlirliigiinii, ¢6zlinme oranini ve biyoyararlanimini iyilestirmek i¢in
kullanilirlar. CD’ler biyoyararlanimi, ¢Ozliniirliigi ve ¢ozlinme oranini, terapdtik
aktivitenin yogunlugunu veya siiresini, gecirgenligini, fizikokimyasal stabilitesini artirir.
Doku tahrisi ve toksisiteyi azaltmaktadir (Jacob ve Nair, 2018). CD-ila¢ kompleksinin,

kornea iltihab1, glokom, mantar enfeksiyonu ve yasa bagli makiiler dejenerasyon dahil
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olmak {izere ¢esitli ilag kategorilerinin sulu ¢oziiniirliigiini, ilag salinimini, kornea
gecirgenligini, biyoyararlanimini ve klinik etkinligini arttirmistir (Ahn vd., 2017).
CD’ler, hidrofobik ilag molekiillerini ¢ozelti igcinde tutar ve sulu gozyasi sivisinda
kaldiklar1 biyolojik zarin yiizeyine ileterek tasiyici gorevi gérmektedir (Loftsson ve
Stefansson, 2003). Siklodekstrinler, lipofilik ilaglarin ¢oziiniirliiglinii arttirir ve ¢6ziinmiis
ilag molekiillerini membran yiizeyinde tutarak biyoyararlanimi artirmaktadir. (Loscher
vd., 2022). Cok fazla siklodekstrin eklenmesi ise, ilacin biyoyararlanimini azaltacaktir

(Cal ve Centkowska, 2008).

2.3.2.4. Siispansiyonlar

Stispansiyonlar, uygun siispansiyon ve dispersiyon ajanlar1 igeren ¢ogunlukla
aktif bilesenlerin c¢oziiclide ¢oziinmedigi dispersiyonlardir (Maulvi vd., 2021).
Formiilasyonlarinda silispansiyonlar, diger tekniklerin uygun olmamasi nedeniyle aseptik
olarak hazirlanmasi gereken fiziksel stabilite ve sterilizasyon yontemi ile ilgili sorunlar
ortaya ¢ikarmaktadir. Yanlis dozlamayr dnlemek icin siispansiyonlar kullanimdan 6nce
yeterince ¢alkalanmalidir ve ¢alkalama gerekliligi hasta uyumunun bozulmasina neden
olabilir (Davies, 2000). Partikiil biiytikliiglindeki artigla birlikte retansiyon artarken, goz
tahrisinde oldugu gibi askida kalan ilaglarin ¢6ziinme hizi da partikiil boyutunun
azalmasiyla artar. Bu nedenle, her ilag tiirii icin optimum bir partikiil boyutu se¢ilmelidir
(Toropainen vd., 2021). Depolama sirasinda kristal yapisinda, yani polimorfizmde bir
degisiklik meydana gelebilir, bu da ilacin biyoyararlanimini etkileyebilmektedir (Kaur ve

Kanwar, 2002).

2.3.2.5 Merhemler

Merhemler, gozii tahris etmeyen ve viicudun fizyolojik sicakliginda eriyen parafin
gibi yar1 kati ve kati hidrokarbonun bir karigimidir (Rathore ve Nema, 2009).
Biyoyararlanimi iyilestirmek ve ilag salininmimi siirdiirmek i¢in ilag tasiyicilari olarak
faydalidir. Ancak gorme bulaniklifina ve g6z kapaklarinin matlagmasima neden
olabilmektedir (Sultana vd., 2006). Goriintiide bulaniklik olusmasinin 6nlenebilmesi igin
uyumadan Once alt géz kapagina stiriilmektedirler. Susuz yapida olmalar1 onlar1 lipofilik

ve neme duyarli ilaglar i¢in iyi bir se¢im haline getirir. Cozeltilere kiyasla daha yiiksek
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tutma siiresine ve biyoyararlanima sahiptirler (Ahmed vd., 2023). Merhemler, 34°C’de
erimektedirler. Merhemler, bir merhem fazindan olusan basit fazli ve emiilsiyon benzeri
iki fazli sistemden olusan bilesik fazli olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Merhem, goze
uygulandiginda konjonktival kesede daha uzun siire kalacak kiiciik damlalara
dontigmektedir (Baranowski vd., 2014). Kiiciikk damlalara donlismesi merhemin
konjonktival kesede emilimini ve ilacin gdzde kalma zamanini artirmaktadir (Ghate ve
Edelhauser, 2006). Arzu edilen merhem, gozii tahris etmemeli, liniform yapida, kolayca

iiretilebilmeli ve bulanik gormeye sebebiyet vermemelidir (Ali ve Lehmussaari, 2006).

2.3.2.6. Penetrasyon artiricilar

Daha once yapilan calismalar gostermistir ki, penetrasyon arttiricilarin etki
tarzlarina bagli olarak kornea, konjonktiva veya skleradaki ilag molekiillerinin
gecirgenligini farkli sekilde artirmaktadir. Penetrasyon artirici olarak en sik kullanilan
maddelerden biri benzalkonyum kloriirdiir. Benzalkonyum kloriir, epitelin dis
tabakasinda bulunan ¢oziinen ve ¢oziicii molekiiller icin fizyolojik ve anatomik difiizyon
bariyerlerini pargalayarak penetrasyon arttiricit gorevi géren bir koruyucudur (Mahaling
ve Katti, 2016). Bu amagla kullanilan bir diger madde kaprik asit, plazma zarinin kutup
bast grubuna baglanan ve ila¢ molekiillerinin gecirgenligini artiran bir yag asididir
(Williams ve Barry, 2004). Diger bir penetrasyon arttirict ise Ca?* iyonlariyla
kompleksleserek epitel hiicrelerinin siki kavsaklarini etkiyen etilendiamintetraasetik
asittir (EDTA) (Mahaling ve Katti, 2016). Sodyum glikokolat ve sodyum taurokolat,
mukozayi pargalayarak mukozal membran gegirgenligini artiran safra tuzlaridir. Hiicreler
arasindaki siki kavsaklar1 genisletmektedir. Ayrica ilag ¢oziinlirliiglinii ve ¢dzlinme
oranin1 artirarak hiicre Gtesi emilimi arttirirlar.  Bunun nedeni, sulu diflizyon
tabakasindaki direncin iistesinden gelerek mukozal membranin gegirgenligini artiran
misellerin olusmasidir. Ayrica, membran akiskanligini etkileyen membran lipitleri ve
proteinleri ile etkilesime girerek biyoyararlanimi arttirdiklart gosterilmistir (Mikov vd,.

2006).
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2.3.2.7 Mukoadezif polimerler

Goziin yiizeyinde, gozl korumak i¢in miisin yapili bir tabaka bulunmaktadir. Bu
tabaka 7.4 fizyolojik pH'da negatif yiikliidiir ve pozitif yiiklii ila¢ formiilasyonlarinin
miisin yapili tabakaya daha iyi yapigsmasina izin vermektedir (Basaran ve Yazan, 2012).
Miisin tabakasi, pozitif yiiklii ilaglarin kendisine tutunabilmesi i¢in hidroksil, karboksilik
ve siilfat gruplarina sahiptir (Ludwig, 2005). Mukoadezif bag, polimer ile mukoza zar1
arasindaki elektron transferini baglatmaktadir. Molekiiller aras1 baglar, elektron
transferine yardimci olurlar. Polimer ve glikoproteinler kaynasir ve mukoadezif protein
yiizeyine yayilmaktadir (Smart, 2005; Chatterjee vd., 2017). ila¢ yayildiktan sonra,
muko-yapiskan polimerlerin gozden uzaklastirilmasina gerek yoktur (Nanda vd., 2018).
Sekil 2.6, kesin mekanizmanin belirlenmesi zor olmasina ragmen, mukoadezyonun temel
stirecini gostermektedir. (Chatterjee vd., 2017) Mukoadezif maddenin ideal molekiiler
agirhigr ve konsantrasyonu, kullanilan polimer tipine gore degismektedir (Lanier vd.,
2021). Onerilen ilk mukoadezif polimerler poli (akrilik asit) ve karbomerlerdir.
Poliakrilatlar veya karbomerler gibi polianyonik polimerler, kuru g6z sendromunun ve
travmatik yaralanmanin tedavisinde yapay gozyasi olarak onerilmislerdir. Bu yiiksek
molekiiler agirlikli polimerlerin kullanimi, dogal mukus benzeri 6zelliklerine ve okiiler
yiizeyde tutunabilmelerine dayanmaktadir (Ludwig, 2005). Konsantrasyona bagli olarak
hissedilen rahatsizliklar rapor edilebilmektedir (Calonge, 2001). Iyi bir mukoadezif,
mukus tabakasi ile uyumlu ve yakin temasta olmalidir. Polimer zincirleri, mukusa karisip
yeterli derinlige ulasabilecek kadar hareketli ve esnek olmalidirlar. Miisinlerle hidrojen
bagi, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerle birbirlerine tutunmalidirlar (Lee vd., 2000;
Imam vd., 2003). Bu etkilesimler, polimerin iyonik giiciine ve pH'ma baghdir, ¢linkii
fonksiyonel gruplarin iyonlasmasindaki veya yiiklerin korunmasindaki degisiklikler
elektrostatik itmeyi ve mukus aginin genislemesini etkiler. Ortamin pH'inin diisiiriilmesi,
proton veren karboksil gruplari igeren polimerlerin mukoadezyonu tesvik eder, ¢linkil
iyonize karboksil gruplari yerine yiiksliz, muhtemelen hidrojen baglar1 yoluyla miisin
molekiilleriyle reaksiyona girmektedir. Mevcut yiiklii gruplarin sayisi1 arttiginda, polimer
boyunca sisme basinci artar ve bu da polimer ag1 i¢indeki bos alan1 genisletir (Ludwig,
2005). Sonug olarak, mukusla etkilesime giren polimerlerin gézde kalma stiresi birkag

saat ile bir giin arasinda degisiklik gostermektedir (Lee vd., 2000).
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Polimerik Dozaj
Formu

‘ Sismis Polimer | llag Salim

| Sismis Polimer | ‘\ T T f

Sigmis Polimer

[ Mukozal Tabaka ] [ Mukozal Tabaka ] Mukozal Tabaka

(a) (b) (@

Sekil 2.6. Mukoadezyon mekanizmasi (Lanier vd., 2021)

[a:Polimer ve mukozal tabakanin birlesmeden onceki hali, b: Polimer ve mukoza tabaka temas etmek

tizere, c: Polimer ve tabaka birlegmis halde]

Mukoadezyonu etkileyen polimerle ilgili faktorler; hidrasyon veya sisme derecesi,
molekiiler agirlik, fonksiyonel gruplar, molekiiler konformasyon veya zincir esnekligi ve
hareketliligi ve konsantrasyondur (Ludwig, 2005). Hem anyonik hem de katyonik ytiklii
polimerler, iyonik olmayan seliiloz eterlere veya polivinil alkole (PVA) kiyasla daha iyi
bir mukoadezif kapasite gosterir (Se’choy vd., 2000). Tablo 2.3°te mukoadezif polimerler

ve onlarin mukoadezyon kapasiteleri degerlendirilmistir (Ludwig, 2005).

Seliiloz tiirevlerinden 6zellikle seliiloz eterler mukoadezif olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Seliiloz eterler arasinda etil seliiloz (EC), hidroksietil seliiloz,
hidoksipropil seliilloz (HPC), metil selilloz (MC), karboksimetil seliiloz (CMC) veya
hidroksilpropilmetil seliiloz (HPMC) gibi iyonik olmayan seliiloz eterleri ve sodyum
karboksimetil selilloz (NaCMC) gibi anyonik eter tlirevleri bulunmaktadir. Poliakrilatlar
gibi baz1 mukoadezif polimerler, farkli pH degerlerinde degisken yapisma kabiliyeti
gostermektedirler. Bu yiizden, mukoadezif preparat tipine goére mukoadezif polimer
se¢imi yapilmalhidir (Shokri and Adibkia, 2013). NaCMC ve HPC gibi seliiloz eterlerin
avantaji, poliakrilat ve tiyolat mukoadezif polimerlere gore yapisma siiresi ve yapisma

kuvvetinin ortamin pH'na daha az bagimli olmalaridir (Grabovac vd., 2005).

Hyaliironik asit (HA), biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir (Choi vd.,
2008) ve toksisite riski olmayan bir polimerdir (Jiang vd., 2012). Aynm1 zamanda yiiksek
su baglama kapasitesine, viskoz akisa ve psodoplastik davraniga sahip, tahris etmeyen ve

okiiler yiizeyde kalma siiresini uzatabilen mukoadezif bir polimerdir (Yenice vd., 2008).
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CTS, biyouyumlu ve biyopargalanabilen, gozde iyi tolere edilebilen hidrofilik
mukoadezif bir polimerdir (Silva vd., 2017). Ayrica, CTS antimikrobiyal ve yara
iyilestirici 6zellikler sergiler (Ludwig, 2005). Gergekten de, CTS'nin pozitif yiiklii amino
gruplari, miisin negatif yiikli sialik asit kalintilar1 ile etkilesime girerek ilacin kornea

temas siiresini uzatir (De Campos vd., 2004; Almeida vd., 2014).

Tablo 2.3. Polimerler ve mukoadezyon dereceleri (Ludwig, 2005) [A: Anyonik, K: Katyonik, Ni:

Noniyonik, Mukoadezyon Derecesi: +++: Miikemmel, ++: iyi, +: az/yok]

Polimer Yiikii Mukoadezyon Derecesi

Poliakrilik asit (Notralize) A +++
Karbomer (Noétralize) A +++
Hiyaliironik Asit A +++
Kitosan K ++
Sodyum Karboksimetilseliiloz A ++(+)
Poligalaktronik asit A ++
Sodyum Aljinat A ++(+)
Pektin A ++(+)
Ksantan Sakiz1 A +
Ksiloglukan sakizi A +
Skleroglukan A +
Poloksamer NI +(+)
Hidroksipropil metilseliiloz Ni +
Metilseliiloz Ni +
Poli (vinil alkol) Ni +
Poli (vinil pirolidon) Ni +

2.3.2.8 Faz gecis sistemleri

Faz gecis sistemi ayn1 zamanda in situ sistem olarak da bilinir latince bir ifadedir.
Yerinde jel yani, viicuda verilmeden once ¢ozelti halinde olan, ancak verildikten sonra
jel olusturmak igin yerinde jellesmeye tabi tutulan ilag verme sistemidir. In situ jelin
avantajlarindan bazilar1 sunlardir: Biyoyaralanimi 1yi, azaltilmis doz ve azaltilis dozlama

siklig1, hasta uyuncu ve konforu artirir ve liretimi daha az karmasiktir bu sebeple liretim
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maliyeti diisiiktiir. (Kadam vd., 2019). Jellesme, sicaklik, ultrason, 151k veya mekanik
strese bagl fiziksel, ph ve iyonik kuvvet nedenli kimyasal veya enzim ya da
biyomolekiillere bagli biyolik nedenlerle olusabilir (Jeong ve Gutowska, 2002; Kumar
vd., 2007).

Sicaklik degisiminden dolay1 soliisyondan jele donen polimerlere sicakliga
duyarl polimerler denir. Bazi polimerlerin bu ayirt edici 6zelligi, bir formiilasyonun,
sicakligin artmas1 durumunda viicut disinda bir jele doniisebilecegi gibi bir dezavantaji
olmasina ragmen in situ sistemler icin arzu edilebilmektedir. Bu sebeple, uygulamadan
oncesi ¢ozelti formunu korumak i¢in gereken belirli bir saklama kosulu vardir. Sicaklik
muhtemelen polimerin stabilitesini etkileyebilir ve bazen erken jellesme meydana
gelebilir. Baz1 dogal polimerler, tek baslarina ve bunlarin kombinasyonu, sulu CTS
cozeltisi ve ksiloglukan gibi 1s1ya duyarli 6zelliklere sahiptirler. Viicut sicakligina ¢ok
yakin bir sicaklikta jele dontisebilmektedirler (Miyazaki vd., 2003). Codzeltinin
viskozitesi, maddenin akigkan olabilmesi i¢in optimum diizeyde olmalidir. Uygulama
esnasinda siselerden kolayca ¢ikmalidir. Cozeltinin reolojik 6zellikleri, 6nerilen okiiler
uygulama agisindan 6nemlidir. pH’a bagli jellesme sisteminde, karboksilik ya da siilfonik
bir asit ya da amonyum tuzlar1 gibi bazik gruba sahip polielektrolitlerin varligi s6z
konusudur. Genellikle diisiik Ph’da ¢6zelti halinde bulurken, gézyasi pH’1 olan 7.4°te jele
doniisiir. En sik kullanilan pH'a duyarli polimerler Poliakrilik asit (PAA, Carbopol 940),
polikarbofil ve seliiloz asetat ftalattir (CAP) (Wu vd., 2018). CTS’nin normalde nétr veya
alkali pH'da oldukg kararl1 bir kristal yapiya sahip oldugunu gosterilmistir (Ganguly ve
Dash, 2004). Bununla birlikte seyreltik asitlerde (pH <5.0) serbest amino grubu
protonlanir (R-NH3) ve sulu ¢oziiniirliigii artar. CTS nin asidik ortamdaki ¢oziintirliigii
de molekiiler agirligina baglidir. Alkali pH'a maruz kaldiginda asidik CTS ¢ozeltisi bu
yiikii kaybeder ve viskoz jele donlismektedir. Tiim polimerinin ¢ozeltileri asidik pH'ta

stabil olmas1 gerekmektedir. (Chenite vd., 2001).

Iyon ile tetiklenen in situ jel sisteminde, soliisyon viskozitesi, gdzyas1 sivilarmin
tyonik konsantrasyonuna maruz kaldiginda artmaktadir (Ma vd., 2008). Ozmotik olarak
indiiklenen jellesme olarak da adlandirilmaktadir. (Majeed ve Khan, 2019) Iyona duyarl
polimerler, goz yilizeyindeki lakrimal sivida bulunan tek ve iki degerlikli katyonlarla
capraz baglanabilir ve ilacin tutulma siiresini artirabilmektedir (Kumar vd., 2013). In situ

jel sisteminde ¢ozeltinin reolojik 6zelligi ve jel giicii, jelin ilagtan salinabilme hiz1 igin
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olduk¢a onemlidir. Jellesme igin Pluronik F127, Jellan Sakizi, Sodyum Aljinat, CTS,
Ksiloglukan, Pektin, Ksantan Sakizi ve Karagenan ve ayrica Poli (D, L-laktit), Poli (etilen
glikol), Poli (D, L-laktit) ve poli (e-kaprolakton) gibi ¢esitli sentetik polimerler de
kullanilir. Sentetik polimerler esas olarak enjekte edilebilir in situ olusumlarda
kullanilmaktadir (Devasani vd., 2016). Termal olarak, UV 15181 veya redoks baslatici
sistemle kullanilarak yapilan ¢dzelti polimerizasyonu veya ¢apraz baglama, boyutu 1pm
ila 1 mm arasinda degisen kiiresel hidrojel mikropartikiillerinin hazirlanmasi igin
siispansiyon polimerizasyonu, gama ve elektron 1s1n1 gibi yiiksek enerjilerin kullanildigi
radyasyon ile polimerizasyon ya da fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz bagli hidrojeller
ile in situ jeller hazirlanmaktadir (Nerkar vd., 2013). /n situ jeller oral, okiiler, nazal,
rektar, vajinal ve enjekte edilebilir ilag dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir (Nirmal
vd., 2010).

2.3.2.9 Vezikiiler sistemler

Vezikiiler sistemler sadece kornea yiizeyinde uzun siireli ve kontrollii etki
saglamada yardimc1 olmakla kalmamakta, ayn1 zamanda gozyasi/kornea epitel ylizeyinde
bulunan enzimlerden ilacin metabolizmasimni 06nleyerek kontrollii okiiler dagitim
saglamada da yardimci olmaktadir (Kaur vd., 2004).Vezikiiller, etki bolgesinde ilag
aktivitesini lokalize edecek ve stirdiirecek bir oftalmik ilag dagitim sistemine olan ihtiyaci
karsilamak i¢in umut verici bir yol sunmaktadir. Lipozom, niozom gibi vezikiiller etkin
bir tedavi saglayabilecek ila¢ tasiyict sistemler olarak degerlendirilmektedir (Kaur vd.,

2004).

2.3.2.9.1 Lipozom

Lipozomlar, lipit molekiiliinden olusan, iki tabakal1 yapilarin bulundugu etrafi bir
zarla ¢evrelenmis sulu bir hacme sahip basit mikroskobik vezikiillerdir. Lipozomlarda
fosfolipid ve kolesteroliin ana bilesenler oldugu bir dizi bilesen bulunur. Fosfolipidlerin
tipi, fosfogliseritleri ve sfingolipidleri ve bunlarin hidroliz iiriinlerini igerir (Biju vd.,
2006). Yaklagik 25-10.000 nm ¢apinda biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen
lipit vezikiilleridir (Ebrahim vd., 2005). Zayif emilen ilaglar, diisiik partisyon katsayisina
sahip ilaglar, ¢coziiniirliigili diisiik veya orta ila yliksek molekiiler agirliga sahip ilaglar icin

arzu edilen bir formiilasyon tipidir. Lipozomlar okiiler uygulamalrda emilimi
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artirmaktadir (Kaur vd.,2004). Lipozomlar korneanin negatif yiiklii ylizeyine kolaylikla
baglanabilecek sekilde formiile edilebilirler (Patel ve Agrawal, 2011). Fosfolipid yapilari
sayesinde toksisite riskleri yoktur ve biyolojik olarak parcalanabilirler. Amfifilik
karakterleri nedeniyle lipozomlar, hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesikleri yiikleme
yetenegine sahiptir. Bilesimlerine bagli olarak, lipozomlar pozitif, negatif veya notr yiiklii

olabilmektedirler (Sekil 2.7) (Pietzyk ve Henschke, 2000; Hathout vd., 2007).

Sekil 2.7. Tek tabakali lipozomun (a) ve ¢ok katmanli lipozomun (b) sematik gosterimi (Achouri vd., 2012)

2.3.2.9.2 Niozom

Lipozomlarin sakincalar1 kararsiz yapida olmalari, fosfolipitlerin oksidatif
bozunmaya ugramasi ve yliksek maliyetleridir. Lipozomlarin bu sakincalarini ortadan
kaldirabilecek, lipozomlara kiyasla kimyasal olarak kararli olduklari ve hem hidrofobik
hem de hidrofilik ilaglar1 hapsedebildikleri i¢in niozomlar gelistirilmistir. Toksisite
riskleri yoktur ve hazirlanma yontemleri basittir. Niozomlar, hidrofobik veya amfifilik
ilaglarin verilmesinde iyonik olmayan yiizey aktif madde vezikiilleridir (Patel ve
Agrawal, 2011). Niozomlar kararli, hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglar1 yapisinda
bulundurabilen bir maddedir. Diisiik toksisiteye sahiptir. Esnek, daha fazla ila¢ miktarinm
yapist itibariyle biinyesinde tutabilen, biyouyumlu farmasotik forma sahiptir.
Biyopargalanir ve imminojenik degildir (Carafa vd., 2002). Lipozomlarla
kiyaslandiginda, hidrofilik ilaglarin biyoyararlanimin arttigi goriilmektedir. Bunun
nedeni, yiizey aktif maddelerin penetrasyon arttiricilar olarak hareket etmesi ve baglanti
komplekslerini kirmasidir (Kaur vd., 2002). Degistirilmis bir niozom formu olan
discomes denilen non-iyonik siirfaktan, yani Solulan C24 ilavesiyle niozomlardan
tiretilen 12-60 um boyutundaki biiylik yapilar da oftalmik ilag dagitim sistemlerinde
kullanilir.  Okiiler uygulandiklarinda gozde daha uzun siireyle tutulduklan

belirtilmektedir (Kaur vd., 2004).
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2.3.2.9.3 Farmakozom

Farmakozomlar, lipidlere kovalent olarak baglanan ilaglar olarak belirtilir ve ultra
ince vezikiiler, misel veya altigen agrega yapisiana sahiptir. Sistem, pharmakon olarak
adlandirilan ilaci,soma denilen tasiyiciya baglayarak olusturulur, bu nedenle
“Farmakozomlar” olarak adlandirilirlar (Supraja ve Mullangi, 2019). Esas olarak el ile
sallayarak ya da eter enjeksiyonu methoduyla hazirlanirlar. Farmakozomlar, kanserde ilag

hedeflemede ve ayrica 5-flouro-2-deoksitiridin Farmakozomlar1 kullanilarak beyin

hedeflemede kullanilmaktadir (Sekil 2.8) (Sharma vd., 2014).

® Fosfolipit

Ilag

Sekil 2.8. Farmakozom yapisinin sematik gosterimi (Singh vd., 2017)

2.3.2.10 Emiilsiyon sistemler

Emiilsiyon sistemler arasinda okiiler olarak en sik kullanilan sistemler arasinda
mikroemiilsiyonlar (ME) yer almaktadir. ME’ler, yiizey aktif maddeler ve yardimci yiizey
aktif maddeler tarafindan stabilize edilen yagh faz ve sulu fazin termodinamik olarak
kararli dagilimidir ve 100 nm'den kiigiik kiigiik bir damlacik boyutundadir (Gautam ve
Kesavan, 2017) ME’ler, termodinamik olarak karali, hazirlanmasi, sterilize edilmesi
kolay ve ucuz olduklari i¢in mevcut geleneksel oftalmik dozaj formlarina gore ilgi ¢ekici
ve etkili alternatiflerdir (Vandamme, 2002). Yag fazi, sulu faz ve yiizey aktif madde ve
birlikte yardimer yiizey aktif madde kombinasyonundan olusan termodinamik olarak
kararli sistemlerdir. ME’ler, diisiik viskoziteli, Newton akis davranisina ve diisiik yiizey
gerilimine sahip seffaf sistemlerdir. Yapisinda hidrofilik ve hidrofobik ilaglar
icerebilmektedir. Sulu faz, organik faz ve yiizey aktif maddenin secimi, ilacin
coziinlirliiglini etkilemektedir (Barar vd., 2009). Yiiksek oranda yiizey etkin madde
kullanilmalarina bagli olarak hazirlanan ME’ler kararlidir ve ¢ogunlukla tahris edici

ozellikleri yoktur (Alany vd., 2006; Lv vd., 2006) ME’ler faz inversiyon ve faz titrasyon
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yontemiyle hazirlanmaktadir (Gautam ve Kesavan, 2017). ME’ler goz damlas1 olarak
kolaylikla uygulanabilirler ve kiigiik damlacik biiyiikliikleri gormeyi engellemeden tedavi
edebilmeyi saglarlar. Basit, ucuz ve termodinamik olarak kararli olmalar1 ve kolay
iretimleri ve sterilize edilebilmeleri {stiinliikleri arasinda degerlendirilmektedir
(Lawrence ve Rees 2000).

Hidrofobik ilaglarin, sulu ¢ozeltiler halinde verilebilmeleri i¢in ME olarak
formiile edilebilmektedirler. Katyonik yiizey aktif maddelerin kullanimi, negatif yiiklii
kornea epiteline baglanan emiilsiyonlarda ve mikroemiilsiyonlarda pozitif yiiklii damlalar
olusturarak gbézde kalis siiresini artirmaktadir. Ayrica ME’ler gdzyast sivisinin

viskozitesini artirabilir ve ilacin gozde kalis slirecini uzatabilmektedir (Peng vd, 2011).
2.4 Partikiiler Sistemler

Partikiiler sistemler okiiler uygulamalarda etkinlikleri bakimindan pek cok
arastirmaci tarafindan incelenen oldukca etkili ilag tasiyici sistemlerdir. Ozellikle okiiler
uygulamalarda kii¢giik partikiil boyutlarina bagli olarak okiiler iritasyona neden olmayan
nano yapili partikiiler sistemler siklikla aragtirma konusu olmaktadir. Nanopartikiiller
kabaca mikron alt1 boyutlu kolloidal sistemler olarak tanimlanir (boyut olarak 10 ila 1000
nm arasinda degisir), biyolojik olarak pargalanabilir veya pargalanmayan polimerler ile
hazirlanabilirler. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan isleme bagl olarak
nanokiireler veya nanokapsiiller elde edilebilmektedir (Sekil 2.9) (Mainardes vd., 2005).
Bununla birlikte, 50-400 nm partikiiller hastalar tarafindan biiyiik partikiillere gére daha
1yl tolere edilmektedir. Ciinkii kornea bariyerine kolaylikla niifuz edebilmektedirler

(Almeida vd., 2014).

Polimerik
Yagli Kisim _\,?ag.nﬂz

Ilag

Polimerik
Membran

A B

Sekil 2.9. Nanokapsiillerin (A) ve nanokiirelerin (B) sematik gosterimi (Mainardes vd., 2005)
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Nanokiirelerde aktif bilesikler, ylizeyde adsorbe edilebilir, matrise
hapsedilebilmektedir. Nanokapsiiller polimerik bir kabuga ve bir i¢ ¢ekirdege sahiptir.
Bu durumda, aktif maddeler sadece ¢ekirdek iginde ¢oziilmez, ayni zamanda
yiizeylerinde adsorbe edilebilir (Mainardes ve Silva, 2004). Simdiye kadar yapilan
caligmalar, bu nanopartikiillerin ylizey modifikasyonlariin, érnegin transferrin ve folat
veya OX26 monoklonal antikoru gibi hedefleme molekiilleri kullanilarak
gergeklestirilebilecegi gosterilmistir (Kondiah vd., 2018). Nanokapsiiller ve nanokiireler,
gilinlimiizde organlara ila¢ hedeflemesini iyilestirmek ve ilag biyoyararlanimini artirmak
icin kullanilmaktadirlar (De Campos vd., 2003). Nanopartikiil olusturmak icin polilaktit,
metil metakrilat, e-kaprolakton gibi biyolojik ortamda pargalanabilen polimerler ya da
hiyaliironik asit, CTS, jelatin, sodyum aljinat gibi dogal polimerler kullanilmaktadir
(Achouri vd., 2012).

Nanopartikiiller, tahris etmeyen ve stirekli salimim saglamasi sebebiyle sik
dozlama gerektirmeyen ve kiiciik boyutlu yapisi sebebiyle okiiler ila¢ dagitimi i¢in iyi
sistemlerdir (Bu vd., 2007). Toksisite olusturmaz, biyouyumlu ve muko yapiskanlik
saglamalar1 agisindan ¢esitli avantajlar sunarlar. Polimerlerden nanopartikiillerin tiretimi
icin polimerizasyon, ¢oziicli buharlastirma, salting-out, diyaliz ve siiperkritik akigskanlarin
teknolojisi gibi yontemler kullanilabilmektedir. Mikroemiilsifikasyon,
miniemiilsifikasyon, yiizey aktif madde icermeyen emiilsifikasyon ve araylizey
polimerizasyonu gibi ¢esitli yontemler kullanilarak farklt monomerlerin polimerizasyonu
islemiyle de dogrudan olusturulabilir. Hazirlama yontemine iliskin karar, polimer tipi,
uygulama yeri veya gerekli boyutlar gibi ¢ok sayida belirleyiciye dayanmaktadir
(Muhamad vd., 2014).

Kullanilan polimerin yapisina bagh olarak, birincil ¢okeltme veya iyonotropik
jellesme gibi basit bir yontem kullanilarak tiretilebilmektedir. Nanopartikiil yapiminda
kullanilan polimerlerin,  okiiler dokuda tutunma kabiliyetleri, biiyiiklikleri ve
mukoadezif 6zelliklere sahip olmasi 6nemlidir. Bu polimerler, géz yiizeyinde bulunan
miisin ile etkilesime girerek gozdeki ilag klirensini en aza indirir. Perikorneal retansiyon
stiresi artar ve boylece ilag biyoyararlanimi artar. Bu 6zellikler olmadan nanopartikiiller,
sulu ¢ozeltilerle ayn1 oranda perikorneal alandan elimine edilir (Omerovi¢ ve Vranic,
2020). Nanopartikiiller hazirlamasi basit olan, verimliligi ve etkinligi yiiksek, hedeflenen

bolgeye daha fazla konsantrasyonda aktif bir farmasoétik bilesen saglayan molekiillerdir.
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Salim mekanizmasi, hidrasyonla sistikten sonra etkin madde salinir. Etki yerinde
enzimatik reaksiyonlarla nanopargacik c¢ekirdeginden ila¢ salinmaktadir (Souto vd.,

2010)

2.4.1 Polimerik nanopartikiillerin hazirlanma yontemleri

Polimerik Nanopartikiillerin (PNP'lerin) tasiyict olarak avantajlari arasinda
kontrollii salinim, terapi ve goriintiileme, ilag molekiillerinin korunmasi ve spesifik
hedeflemesi, terapotik indekste iyilestirmelerin kolaylastirilmasi yer almaktadir (Kamaly
vd., 2012; Krasia-Christoforou ve Georgiou, 2013). PNP'lerden ilag¢ salinimi, polimer
matrisinden polimer biyolojik bozunma ve ilag diflizyon oranlarinin diizenlenmesiyle
elde edilir. Proteinler, sekerler veya diger dogal makromolekiiller, biyolojik olarak
pargalanabilen polimerler ve biyolojik olarak pargalanamayan, ancak farmasotik olarak
kabul edilebilir polimerler gibi pnp'lerin hazirlanmasi i¢in ¢esitli sentetik veya dogal

polimerler kullanilmaktadir (Kumari vd., 2010; Monsour vd., 2010; Joshi ve Patel, 2012).

PNP hazirlama yonteminin se¢imi genellikle polimer tipine, ilacin fizikokimyasal
ozelliklerine ve PNP’lerin istenen nihai 6zelliklerine gore belirlenir. PNP hazirlamak i¢in

cesitli hazirlama yontemleri kullanilmaktadir (Crucho ve Barros, 2017).

2.4.1.1 Coziicii buharlagtirma yontemi

Bu yontemde polimer, diklorometan, kloroform veya etil asetat gibi organik bir
¢oOziicii icinde ¢oziilmektedir. Polimer ve ilag ¢ozeltisinin karisimi daha sonra suda yag
(o / w) emiilsiyonu olusturmak {izere bir yiizey aktif madde veya emiilsifiye edici madde
iceren sulu bir ¢ozelti icinde emiilsifiye edilir. Emiilsiyon olustuktan sonra, organik
¢Oziicii basing diisiiriilerek ya da karistirilarak ucurulmaktadir. Partikiil biiyiikliigiiniin
yiizey etkin madde, homojenizasyon hizi, polimerin tiirii ve konsantrasyonlarindan
etkilendigi belirlenmistir. Kii¢lik pargacik boyutu iiretmek icin, genellikle yiiksek hizli

homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilmaktadir (Dadwal, 2014).
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2.4.1.2 Emiilsifikasyon/¢éziicii difiizyonu yontemi

Coziicii difiizyonu yontemi, ¢Oziicii buharlastirma yonteminin farkli bir
versiyonudur. Suyla karisabilen ¢6ziicli ve az miktarda suyla karigmayan organik ¢oziicii,
yag fazi olarak kullanilmaktadir. iki faz arasinda kiiciik pargaciklarin olusumuna yol agan
bir ara yiizey olusturulur. Su ile karisabilen ¢oziiciiniin konsantrasyonu arttikca, partikiil
boyutunda bir azalma elde edilebilmektedir. Hidrofobik veya hidrofilik ilaglar i¢in hem
¢Oziicii buharlastirma hem de ¢oziicii diflizyon yontemleri kullanilabilmektedir (Zhang

vd., 2001).

2.4.1.3 Tuzla ¢oktiirme yontemi

Bu yontemde toksisite agisindan farmasétik olarak kabul gérmesi nedeniyle suda
karisabilen organik ¢dziicii olarak genellikle aseton sec¢ilmektedir. Yontem, suda yiiksek
konsantrasyonlu bir tuz ¢ozeltisinde, suda ¢oziinir PVA’nin asetondaki bir polimer
¢Ozeltisine eklenmesinden olugsmaktadir. Aseton her oranda saf su ile karisabilse de sulu
fazin yiiksek tuz konsantrasyonu fazin karigmasini engeller. Emiilsifikasyondan sonra,
yeterli miktarda saf su eklenmesi, nanopartikiillerin olusmasina neden olmaktadir (Mittal

vd., 2007).

2.4.1.4 Koaservasyon veya iyonik jellesme yontemi

Koaservasyon yontemi homojen bir ¢ozeltiden polielektrolit olusturmak igin sivi-
stv1 faz ayrimini ve daha sonra aktif madde etrafinda koaservat olusumun saglandig: bir
yontem olarak aciklanmaktadir. Polimerler arasindaki etkilesimi etkileyebilecek faktorler
arasinda biyopolimer tipi, konsantrasyon, pH, elektrostatik etkilesim ve iyonik kuvvet

bulunmaktadir (Umar vd., 2022).

2.4.1.5 Nanogdoktiirme yontemi

Nanogoktiirme, hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin enkapsiile edilmesi i¢in
kullanilan basit bir yontemdir. Yontem, birbiriyle karisabilen iki ¢oziicliniin eklenmesini

gerektirir ve faz ayriminda nanopartikiil olusmaktadir. Sistem ideal olarak iki ¢oziiciiden
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olusmaktadir. f1ki polimerin ve ilacin icinde ¢oziindiigii bir ¢dziicii, ancak ikinci sistemde
ise ¢oziinmedigi ¢ozilicii kullanilmaktadir. Bu yontemde, nanopartikiiller hizlica olusur.

Uygulanmasi kolaydir ve tek adimdan ibarettir. (Bilati vd., 2005).

2.4.1.6 Piiskiirterek kurutma yontemi

flag ¢ozelti i¢inde ¢oziiliir ve uygun bir ¢apraz baglayict madde eklenir. Bu
karisim sicak hava akimi i¢inde atomize edilmektedir. Atomizasyonda, ¢6ziicli buharlasir
ve serbest akishi tozlarin olusumuna yol agar. Parcacik boyutu, nozulun boyutuna,
puskiirtme akis hizina, atomizasyon basincina ve giris havasi sicakligina ve ¢apraz bagin
uzantisina baglidir (Sinha ve Muthu, 2007). Piskiirterek kurutma yonteminde, birim
islem sayis1 azaltilarak iiretim verimliligi arttirilir. Bdylece islem maliyeti diiser. Ilaglarin
kompaktligin1 arttirmak, mikrokapsiilasyon, graniilasyon ve kompleks olusumu
gergeklestirmek amaciyla spreyle kurutma uygulanmaktadir. Ek olarak, biyofarmasotik
ozelliklerin modifikasyonu ve kuru toz aerosollerin ve 1siya duyarli malzemelerin

formiilasyonu i¢in spreyle kurutma basariyla kullanilmaktadir (Jain Manu vd., 2012)

2.4.1.7 Siiperkritik sii teknolojisi

Stiperkritik akiskanlar kullanilarak stiperkritik ¢ozeltinin hizli genislemesi
(RESS) ve siiperkritik ¢ozeltinin sivi ¢oziiciiye hizli genlesmesi (RESOLV) yontemleri
ile nanopartikiiller hazirlanir. RESS'de, ¢6ziinen, bir ¢ozelti olusturmak igin siiper kritik
bir s1v1 i¢inde ¢oziiliir, ardindan ¢dzeltinin kilcal noziil boyunca ortam havasina hizli bir
sekilde genlesmesi saglanir. Genlesmede hizli basing diisiisii ile birlikte yiiksek derecede
siiper doygunluk ve dolayisiyla 1yi dagilmis pargaciklarin olusumu ile sonuglanmaktadir
(Weber vd.,2002). RESOLV yontemi, siiperkritik ¢ozeltinin, ¢dziicii olarak adlandirilan
ortam havasi yerine siv1 bir ¢oziiciiye genislemesidir. RESS nano 6l¢ek iken bu yontem

mikro Ol¢eklidir (Meziani vd., 2005; Hutchenson, 2002).
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2.4.1.8 Diyaliz yontemi

Bu yontemde polimer, organik bir ¢6ziicii i¢inde ¢ozlindiriillmekte ve uygun bir
diyaliz tiipiiniin igine yerlestirilmektedir. Coziiciinin membran igindeki yer
degistirmesini, ¢oziiniirliik kaybina ve nanopartikiillerin homojen stispansiyonlarinin
olusumuna bagl olarak polimerin ilerleyici agregasyonu takip eder. Diyaliz yontemiyle
polimerik nanopartikiil olusum mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir. Polimer
¢Ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii, nanopartikiillerin morfolojisini ve

partikiil biiylikliigli dagilimini etkilemektedir (Nagavarma vd., 2012).

2.4.2 Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu
2.4.2.1 Parcacik biiyiikliigii, sekli ve yiizey ozellikleri

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan en ©&nemli parametreler
pargacik biiytikliigii, parcacik biiytlikliigi dagilimi ve partikiil morfolojisidir. Morfoloji
cogunlukla elektron mikroskobu ile analiz edilmektedir. Daha kiiclik pargaciklar daha
genis ylizey alani sunar. Sonug¢ olarak, iizerlerine yiiklenen ilacin ¢ogu, hizli ilag
salinimina yol agan parcacik yiizeyine maruz kalacaktir. Bu nedenle salim 6zelliklerinin

degerlendirilebilmesi i¢in de morfolojik analizler 5nem tasimaktadir (Redhead vd., 2001).

Pargaciklarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde siklikla, Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM), Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), Dinamik Isik Sacilim1
(DLS), Floresan Korelasyon Spektroskopisi (FCS), Nanopargacik Izleme Analizi (NTA)
ve Akis Alam1 Akis Fraksiyonasyonu (FIFFF) kullanilmaktadir (Domingos vd., 2009).
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) dogrudan gorsellestirme ile morfolojik agidan
inceleme imkani saglamaktadir. Bu elektron mikroskobuna dayali teknikler, morfolojik
ve boyutlandirma analizinde ¢esitli avantajlar sunmaktadirlar. Ancak boyut dagilimi ve
gercek popiilasyon ortalamast hakkinda smirli  bilgi  vermektedirler. SEM
karakterizasyonu i¢in, nanoparcacik ¢ozeltisi 6nce kuru bir toza doniistiiriilmeli, daha
sonra bir numune tutucuya monte edilmeli ve ardindan bir piiskiirtme kaplayici
kullanilarak altin gibi iletken bir metal ile kaplanmalidir. Ornek daha sonra bir
odaklanmis ince elektron demeti ile taranmaktadirlar (Jores vd., 2004). Nanopartikiiller,
yeterli boyut ve elektron yogunluguna ulastiginda TEM tarafindan tespit edilmektedirler.

Bu nedenle, daha fazla gozlem sayis1 i¢cin TEM, ortalama ¢ap (dn) sayist kullanilmalidir
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(Leppard, 2008). TEM, SEM'den farkli bir prensipte ¢alisir, ancak genellikle ayni tiir
verileri getirmektedirler (Molpeceres vd., 2000). AFM yanal mesafeleri de dlgebilse de,
mikron alt1 boyutlardaki nanoparcaciklar i¢in, genellikle yiikseklik 6l¢iimlerinin daha
dogru oldugu kabul edilecek sekilde sistematik bir veri sunar (Balnois vd.,2007).
AFM'in en onemli avantaji, iletken olmayan numuneleri herhangi bir spesifik islem
yapilmadan goriintiileyebilmesi, hassas biyolojik ve polimerik nano ve mikro yapilarin

gorlintiilenmesine izin vermesidir (Shi vd., 2003).

Parcaciklarin biiytikliik ve dagilimlart morfolojik 6zellikler analiz edilirken
yukarida belirtilen yontemler ile de belirlenebilse de gecerli bir veri eldesi daha ¢ok
Dinamik 151k sacilimi1 (DLS), lazer kirinim analizleri gibi yontemler ile hizli bir sekilde
analiz edilmektedir. En sik kullanilan ve foton korelasyon spektroskopisi (PCS) olarak da
bilinen DLS nanometreden birka¢c mikrometre araliinda kolloidal siispansiyonlardaki
Brownian nanopartikiillerinin boyutunu belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir
(DeAssis  vd., 2008). Nanopartikiillerin difiizyon katsayilar1  otokorelasyon
fonksiyonunun yerlestirilmesiyle hesaplanir ve Stokes Einstein denklemi yoluyla
pargaciklarin hidrodinamik c¢apini (veya yarigapini) belirlemek icin kullanilir. Analiz,
Olciilen nesnenin kiiresel sekilli oldugunu varsayar ve c¢ozeltinin viskozitesinin
bilinmesini gerektirir. Yontem ayrica partikiil boyutu dagilimi hakkinda da bilgi
vermektedir (Caputo vd., 2019).

2.4.2.2 Zeta potansiyel

Sividaki parcaciklarin itme ve ¢ekme kuvvetlerinden kaynaklanan hareketine
kayma, bu diizlemde Olciilen potansiyele, zeta potansiyeli denmektedir. Kisaca
partikiillerin yiizeyi ile partikiilii cevreleyen dispersiyon ortaminda olusan elektrondtral
bolge arasindaki potansiyel farki olarak tanimlanmaktadir. Zeta potansiyel degerlerinin
+25 mV’dan daha yiiksek degerde olmasi siispansiyonun kararli oldugunu gdsteren bir
parametredir (Freitas ve Miiller, 1998). Degeri, slispansiyon stabilitesi ve partikiil yiizey
morfolojisi ile ilgilidir. Bu sebeple {iriin stabilite ¢alismalarinda ve ylizey adsorpsiyon
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Delgado vd, 2007). Asili parcaciklarin
zeta potansiyel tayini i¢in Elektroforetik Isik Sac¢ilimi1 (ELS), Akustik ve Elektroakustik

olarak ii¢c yontem kullanilmaktadir. Hassasiyet, dogruluk ve ¢ok yonliiliigli nedeniyle
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ELS, birgok uygulama i¢in en iyi se¢imdir (Xu vd.,2007). Zeta potansiyeli, pargacik
boyutundan veya molekiiler agirliktan farkli olarak, yalnizca parcaciklari degil, ayni
zamanda ¢evrelerini de igeren bir 6zelliktir. Bir¢ok durumda, yiiksek ¢oziiniirliikk ve dogru
sonuglar elde etmek icin seyreltmeden sonra askida kalan parcaciklarin zeta potansiyeli
Olciilse de, bu sonuglar orijinal ortamdaki ger¢ek degerlerinden biiyiik ol¢iide farkli

olacaktir ve kullaniciyr yaniltabilmektedir (Sekiwa vd., 2004).

2.4.2.3 pH analizi

Okiiler uygulamalarda pH degeri 3.5 - 9 arasindaki pH degerleri tolere
edilebilmesine ragmen, pH'in neden oldugu gozyasindaki artig, gozde iritasyon ve
rahatsizlik potansiyelini en aza indirmek icin formiilasyonun pH'mi fizyolojik degere
ayarlama egilimi vardir. Ancak pH degerinin degistirilmesi elektrolitlerdeki
nanopartikiillerin zeta potansiyellerini olumsuz yonde -etkileyebilmektedirr. pH'in
artmasiyla zeta potansiyel degerinin azaldig1, bunun temel olarak diisiik pH degerlerinde
daha fazla H* emilmesinden kaynaklandigi rapor edilmistir (Gibson, 2004). pH
formiilasyonlarin, fiziksel ve kimyasal durumu diizenleyen en 6nemli parametrelerden
biridir (Hotze vd., 2010). pH’daki degisimler partikiillerin yilizey yikini ve
nanopartikiillerin ¢6ziinme derecesini etkileyebilmektedir (Badawy vd., 2010). Partikiil
davranigi asidik ve alkali kosullarda degismektedir. pH, partikiil boyutunu ve stabilitesini
etkilemektedir (Fernando ve Zhou, 2019).

2.4.2.4 Kati hal analizleri
2.4.2.4.1 Niikleer manyetik rezonans analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, analiz edilen sistemin biraz
bozulmasimi gerektiren doniisiimsel bir molekiiler karakterizasyon aracidir ve aym
zamanda bilesenlerin atom ¢ekirdeginin kimyasal ¢evrelerinde istisnai bir calisma saglar.
Bu 6zellikler NMR’1 6zellikle bazi durumlarda kimyasal yapinin, reaksiyonlarin ve hatta
dinamiklerin yerinde analizi i¢in ¢ok uygun hale getirir. NMR kullanilarak miimkiin olan
kimyasal ¢oziintirliik, nanopartikiillerin nihai mimarisini karakterize etmek i¢in 6zellikle

cekicidir. NMR yontemi genel olarak tamamen tahribatsizdir ve hassas partikiiller
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tizerinde uzun siireli ¢aligmalara izin vermektedir. Karmasik homojen olmayan bir
karisimdaki tek tek bilesenlerin molekiiler hareketliligini ve maddenin kimyasal yapisi
hakkinda bilgi vermektedir.Ayrica, alan boyutlarini, kimyasal degisimi, paramanyetik
merkezlere yakinlig1 veya reaksiyon kinetigini géstermektedir. Yapisal bozulmaya neden

olan herhangi bir numune hazirlama prosediirii gerektirmemektedir (Mayer, 2005).

2.4.2.4.2 Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

FT-IR’nin agilim1 Fourier doniisiimlii kizilotesi anlamina gelmektedir. Kizilotesi
(IR) radyasyon bir numuneden gectiginde radyasyon kaydedilmektedir. Farkli yapilarina
sahip molekiiller farkli spektrumlar {irettiginden, spektrumlar molekiilleri tanimlamak ve
ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir. FTIR, cesitli nedenlerle tercih edilen kizilGtesi
spektroskopi yontemidir. Numuneyi yok etmez, eski tekniklerden 6nemli 6lgiide daha

hizlidir ve ¢ok daha hassastir (http-13).

2.4.2.4.3 Termal analiz

Farmasotiklerin erime noktalarmi elde etmek ve safliklarini belirlemek igin
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) kullanilmaktadir. DSC, farkli analitlerin termal
stabilitesini, cam gecislerini ve polimorfik doniisiimlerini belirlemede yararhidir. Polimer
ve nanopartikiil 6zelliklerinin analizinde yapilarin ve olast etkilesimlerin belirlenmesi

amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Nassimbeni, Bathori, 2017).

2.4.2.5 In vitro salim

InvVitro salim ¢alismasi, nanopartikiil bazli ilag dagitim sistemlerinin giivenligi,
etkinligini ve kalitesini degerlendirmek i¢in kritik bir testtir (Weng vd.,2020).
Nanopartikiillerin in vitro salim kinetigi, ila¢ salimimi degistirme yetenekleri hakkinda
bilgi saglar, bu nedenle iirlinlerin giivenligi, etkinligi ve kalitesinin degerlendirilmesi i¢in
dikkate alinmas1 gerekmektedir (Cardot vd.,2007). Nanopartikiil yapili formiilasyonlarin
ilag salim profilleri ¢ogunlukla siirekli akis (CF) veya diyaliz membrani (DM) yontemleri
ve Ornekten ayirma yontemi (SS) kullanilarak belirlenmektedir (D’Souza, 2014). CF
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yonteminde USP aparati IV kullanilir ve nanopartikiillerin in vitro salim ¢aligmasina
uygulanmasina iligskin ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Maliyetli bir yontemdir. Sabit
bir akis hiz1 kurmak ve siirdiirmek de zordur (D’Souza ve De Luca, 2006). DM yontemi,
nanopartikiillerin in vitro salim kinetigini test etmek igin en popiiler yontemdir.
nanopargacik ve serbest ilacin fiziksel olarak ayrilmasi saglamak icin yar1 gegirgen bir
zar kullanilmaktadir (Modi ve Anderson,2013;Yu vd.,2019). SS yontemi, salim kinetigini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bagka bir yaklasimdir (Cetin vd., 2010).

2.4.3 Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimerler

Dogal ya da sentetik polimerler nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
Genellikle dogal polimerler biyopargalanabilirken ¢ogu sentetik polimerler
biyoparcalanmazlar. Bu nedenle, polimer nanoparcaciklarinin hazirlanmasinda
cogunlukla dogal polimerler tercih edilmektedir (Elmowafy vd., 2023). Polimer
nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan dogal polimerler arasinda nisasta,
polipeptitler, albiimin, sodyum aljinat, kitin, jelatin, seliilloz ve polihidroksiyalkanoatlar
(fazlar) bulunurken, polietilen glikol (PEG), poli-laktik asit-ko-glikolik asit (PLGA),
polivinil alkol (PVA), polivinilpirolidon (PVP), polietilen (PE), polianhidritler ve
polyorthoesterler yaygin kullanilan sentetik polimerlerdir (Lu vd., 2011). Farkli
ozelliklere sahip pek ¢ok polimer ilag tagiyici sistem olarak kullanilmaktadir. Tezin bu

kisminda tez ¢alismalarinda kulanilan polimerlerin 6zelliklerine deginilecektir.

2.4.3.1 Poli(laktik-ko-glikolik asit)

PLGA, fiziksel olarak giiclii ve olduk¢a biyouyumlu olan ve ilaglar, proteinler ve
DNA, RNA ve peptitler gibi ¢esitli diger makromolekiiller i¢in dagitim araglar1 olarak
kapsamli bir sekilde ¢alisilmis FDA onayli biyolojik olarak parcalanabilen bir polimerdir
(Bouissou vd., 2006; Ruhe vd., 2003). Polimer-ilag matrisinin 6zelliklerini, molekiiler
agirligi, laktidin glikolide orani ve ila¢ konsantrasyonu gibi ilgili parametreleri kontrol
ederek, ila¢ tipine bagl olarak istenen dozaj ve salim araligini elde edilebilmektedir
(Mohamed ve van der Walle, 2008). PLGA, polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asidin
(PGA) bir kopolimeridir. Tasarim ve performans agisindan ilag dagitimi i¢in mevcut en

iyl tanimlanmis biyomateryaldir. Poli laktik asit, tipik olarak klasik stereokimyasal
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terimlerle D veya L formu ve bazen sirasiyla R ve S formu olarak tanimlanan asimetrik
bir a-karbon igerir. Polimer PLA'nin enantiyomerik formlar1 poli D-laktik asit (PDLA) ve
poli L-laktik asittir (PLLA). PLGA ¢ogunlukla D- ve L-laktik asit formlarinin esit oranda
oldugu poli D, L-laktik-ko-glikolik asidin kisaltmasidir (Makadia ve Siegel, 2011).
PLGA kopolimerlerinin Tg'sinin (cam gecis sicakligi) fizyolojik sicakligin 37 Cnin
tizerinde ve camsi yapida olmasindan dolay1 yapisi sert zincirlidir. PLGA nin yapisindaki
laktit icerigi ve molekiiler agirlig1 diistiikce PLGA Tg’si diismektedir (Passerini ve Craig,
2001). PLGA’ ’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.10’da gosterilmistir (Martins vd., 2018).

O
O H
HO/P‘\r th‘/\o !
O

Sekil 2.10. Poli laktik-ko-glikolik asidin yapist [x, laktik asit birimlerinin sayist ve y, glikolik asit
birimlerinin sayisidir] (Martins vd., 2018)

PLGA’dan ilag saliniminin ilk agamasi, difiizyondan gecer, ikinci agsama ise yap1
kaybinin baslangici ile karakterize edilmektedir. Onerilen bir polimer bozunma difiizyon
modeli, polimer bozunmasinin polimerdeki ilag diflizivitesi iizerindeki etkisini ve bu
ilacin formiilasyon i¢indeki homojen olmayan dagilimimni igerir. Serbest birakmay:

tanimlayan denklem, ortak difiizyon denklemidir (Berchane vd., 2007).

2.4.3.2 Eudragit L-30 D-55

Eudragit® polimerleri, fizikokimyasal ozellikleri fonksiyonel gruplar (R)
tarafindan belirlenen akrilik ve metakrilik asit esterlerinden tiiretilen kopolimerlerdir.
Eudragit® polimerleri sulu dispersiyon, organik ¢ozelti graniilleri ve toz gibi farkli
formiilasyonlara sahiptir. Poli(met)akrilatlar; asitli veya alkali gruplu Eudragit® L, S, FS
ve E polimerlerinin tuz olusumu ile sindirim sivilarinda ¢6ziinerek aktif bilesenin pH'a
bagli salimimini saglamaktadir (Nikam vd., 2011). Etken maddenin mide sivisindan
korunmas! ve biyoyararlamm arttirilmak isteniyorsa Eudragit® L ve S polimerleri

kullanilmalidir. Bagirsagin belirli bolgelerini hedeflemeyi saglarlar. Ayrica Eudragit® L
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ve S polimerlerinin gastrorezistansi, oral dozaj formunun hastaya uyumlu olmasin1 saglar

(Wathoni vd., 2020).

Eudragit L-30 D-55 (EU), Metakrilik Asit - Etil Akrilat Kopolimerinden olusan
(1:1) %30 oraninda beyaz renkli sulu dispersiyon seklinde bulunmaktadir. Serbest
karboksil gruplarinin ester gruplarmna yaklagik 1:1 oraninda bulunmaktadir. EUnun
agirlik ortalama molar kiitlesi (Mw) yakl. 320.000 g/mol’diir (Evonik Industries AG,
2012). Ph 5.5'in iizerinde ¢oziinme gostermektedir. EUnun, toksisite gostermemesi,
anyonik yapida olmasi ve kontrollii salim profili gibi olumlu davranislar sergilemesi,
oftalmik uygulama i¢in uygun hale getirmektedir (Duarte vd., 2007). EU’nun kimyasal
yapist Sekil 2.11°de gosterilmistir (Evonik Industries AG, 2012).

CHs

HO o

_ CoHs

Sekil 2.11. Eudragit L-30 D-55in kimyasal yapist (Evonik, 2012)

2.4.3.3 Kitosan

CTS, katyonik bir polisakkarittir: biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir,
mukozaya yapisabilen ve toksik degildir ve antimikrobiyal, antiviral ve immiinoadjuvan
ozellikler sergilemektedir. Kitosan nanopartikiilleri, gelismis biyolojik dagilima ve artan
ozgiilliik ve duyarliliga ve azaltilmis farmakolojik toksisiteye sahip yeni farmakolojik ve
terapotik ilag salim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in polimerik platformlar olarak biiyiik
ilgi gormiistiir (Hazel ve Carlos Peniche, 2011). CTS, esasen B (1 — 4) baglantili
glukozamin birimlerinden ve bir miktar N-asetilglukozamin birimlerinden olusan dogal
bir polisakkarittir. Sekil 2.12°de kitosanin kimyasal yapist sunulmustur. CTS dogada
nadiren goriiliir, ancak genellikle kabuklularin ve yumusakgalarin kabuklarinda,

mantarlarin hiicre duvarlarinda ve boceklerin kiitikiiliinde bulunan B(1 — 4) baglantili N-
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asetil-D-glukozaminin bir homopolimeri olan kitinin deasetillenmesi ile ortaya
cikarilmaktadir (Naghdi vd., 2020). CTS’nin yapisi, deasetilasyonun homojen veya
heterojen kosullar altinda gerceklestirilip gerceklestirilmedigine baghdir (Harish
Prashanth vd., 2002). Bu yapisal fark, kitosanin bir¢ok 6zelliginin belirlenmesinde
oldukga 6nemlidir. Heterojen kosulda elde edilen kitosan, asidik ortamda ¢oziinebilir ve
suda c¢ozliinmez. Suda ¢ozinen CTS, kitinin homojen deasetilasyonu ile elde
edilebilmektedir (Novikov vd., 2023). Sekil 2.12.te CTS nin kimyasal yapis1 verilmistir
(Divya ve Jisha, 2018).

Sekil 2.12. Kitosan in kimyasal yapisi (Divya ve Jisha, 2017)

2.4.4 Polimerik nanopartikiillerin iistiinliikleri

Nanopartikiiller, bolgeye 6zgii ilag dagitimini saglayan kolloidal parcaciklardir.
Baslica tistiinliikleri arasinda boyut {izerinde iyi kontrol, daha uzun uzaklastirilma siiresi,
tyilestirilmis terapdtik etkinlik ve diisiikk toksisite bulunmaktadir. Polimerik
nanopartikiillerin basit hazirlama tyontemleri,partikiil boyut dagilimmin kontroliiniin
kolay olmasi, ilacin yiiksek orand ayiiklenmesi ve ilacin stabilitesindeki artis nedeniyle
tercih edilmektedir (Sur vd., 2019). Polimerik nanopartikiiller, akilli polimerler ile
hazirlanarak hedef 6zgiilliigii ve diisiik yan etkileri sebebiyle kullanimlari daha da
artmistir.  Polimerik nanopartikiiller etkin maddeyi yalnizca belirli bir bdlgeye
hedeflemez, ayni zamanda ilacin belirli bir hizla aciga ¢ikmasimi saglamaktadir.
Polimerler, kanser, nérodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler bozukluklar vb. gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde ila¢ salim sistemleri olarak ¢ok Onemli bir rol

oynamaktadir (Banik vd., 2016). Polimerik nanopartikiiller, ligandlar gibi ¢ok sayida
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yiizey fonksiyonel grubunun baglanmasina izin veren genis bir yiizey alanina sahiptir.
Daha kiigiik boyutlari, daha kii¢iik kilcal damarlara girmelerine ve bdylece hiicrelere
kolayca hedeflemelerine yardimci olmaktadir (Dey vd., 2016). Geleneksel ilag tasiyici
sistemler ile karsilastirildiginda, daha uzun gecis zamanina sahiptirler, bu da daha iyi
terapotik etkinlik ve diisiik toksisite gostermek i¢in az miktarda ilacin kullaniminin yeterli
oldugunu gostermektedir (Ruiz-Gaton vd., 2018; E-E. Aly vd., 2019). Polimerik
nanopartikiiller, penetrasyonunoldukc¢a gilic oldugu beyne de hedeflenebilmekte ve gen
terapisi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Son yillarda, ilacin dis uyaranlara
dayali salinimi, hedeflenebilmesi, nanojel olarak da kullanilabilmesi ve diger bir¢ok

alanda gelisim gostermistir (Kumar Patra vd., 2018).
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3. GERECLER:

3.1 Kullanilan Malzemeler

Asetik Asit

Aseton

Asetonitril

Diyaliz membran
Dotorokloroform
Etanol

Eudragit® L-30 D-55
Kitosan

Metanol

Moviol 4.88
Norfloksasin
O-fosforik asit
PLGA

Sodyum bikarbonat
Kalsiyum klortir dihidrat

Potasyum kloriir

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Rohm Pharma, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
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3.2 Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1

Ceker Ocak

Derin Dondurucu
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetri
Distile su cihazi

Etiv

Fourier Doniisiimlii infrared
Spektrofotometresi

Hassas Terazi

Liyofilizator

Manyetik Isitict

Mikropipet Seti

Manyetik karistiric

Niikleer Manyetik Rezonans
Spektrofotometresi

Otoklav
Parcacik Biiyiikliigli Analiz Cihaz1
pH Metre

Piiskiirterek Kurutma Cihazi
Santrifiij

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ultrasonik Banyo

Vorteks karistirict

Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi

: Argelik No Frost, Tiirkiye

: Hedlab, Tiirkiye

- Liebherr, Almanya

: Shimadzu DSC-60, Japonya

: MilliQ Milipore, Fransa

: Elektro-mag M 5040BD, Tiirkiye

: Perkin Elmer Spektrum 2000, ingiltere
: Ohaus, Isvicre

: Operon, Giiney Kore

: Heidolph MR 3001K, Almanya IKA®-
Werke, Almanya

: Eppendorf, Almanya

. IKA, Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR, Bruker,
Almanya

- Eryigit A.S. Tiirkiye

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

‘WTW Profi Lab pH 597, Weilheim,
Almanya

: Biichi B-90, Isvicre

: Hettich-Rotina 420 R, Almanya

: Carl Zeiss SUPRA 50VP, Almanya

: ElIma T470/H, Almanya

: Jeiotech VM96B, Kore

: Shimadzu 20-A, Japonya

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere
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4. YONTEMLER
4.1 Norfloksasin ile Yapilan Calismalar

4.1.1 Termal analiz

NFX’in termal analizi diferansiyel taramali kalorimetri cihazi (DSC; DSC-60,
Shimadzu Scientific Intruments, Columbia, MI, ABD) kullanilarak, 10°C.dk™* sicaklik
artist ile 30-300°C araliginda aliiminyum referans kab1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.1.2 FT-IR analizi

NFX’in FT-IR analizi (IR Prestige- 21 Shimadzu, Tokyo, Japonya) 4000-500 cm

! dalga boyu araliginda analiz edilmistir.

4.1.3 Proton NMR analizi

NFX’in yapisal dzellikleri, H-NMR cihaz1 ile (Ultra-Shield™ CPMAS NMR,

Brucker, Rheinstetten, Almanya) 25°C’de, détorokloroform kullanilarak tayin edilmistir.

4.1.4 Norfloksasin miktar tayini

Tez kapsaminda yapilan NFX miktar tayini ¢alismalarinda YBSK (Shimadzu,

Japonya) cihazi kullanilmis olup, analiz sartlar1 Tablo 4.1°te sunulmustur.

Tablo 4.1 YBSK analiz sartlar:

Cihaz Shimadzu-20A

Kolon VDSpher 100 C18-E, 250 x 4.6 mm, Spm

Mobil Faz Asetonitril/Distile Su/o-fosforik asit (80:20:1 h/h)
Dedektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi

Firm Sicakhigi 30°C

Dalga Boyu 278 nm

Akis Hiza 1 mL.dk?

Enjeksiyon Hacmi 20 uL
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Kullanilan YBSK yontemi Uluslararast Harmonizasyon Konseyi’nin (ICH)
Q2(R1)-Analitik islem Validasyonu bashkli uluslararasi harmonizasyon kilavuzu

dogrultusunda valide edilerek kullanilmistir (ICH Q2A, 2005).

4.1.4.1 Dogrusallik

Calismanizda NFX’e ait standart egrinin bulunmasi amaci ile 500 pg.mL*
derisime sahip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 5-100 pg.mL™? arasinda
derisimlere sahip 12 farkli numune hazirlanmistir. Her test alt1 kez tekrar edilmis ve analiz
sonucunda 12 nokta i¢in NFX derisimine karsilik gelen alan degerleri belirlenerek

kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

4.1.4.2 Dogruluk

Calismamizda kullanilan yontemin dogrulugunun belirlenmesi amaci ile ii¢ farkl
derisimde (20 pg.mL?,40 pgmL™? 80 pg.mL?) iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her

¢ozelti i¢in alt1 kez 6l¢tim gerceklestirilmistir.

4.1.4.3 Kesinlik

YBSK'de, kesinlik belirli kosullar altinda aym1 veya benzer 6rnekler lizerinde
tekrarlanan Olgiimlerle elde edilen oOlgiilen degerler arasindaki uyumun yakinligini
karakterize etmektedir. Kesinlik, bir 6l¢lim sisteminin rastgele hatasiyla ilgilidir ve 6l¢im
belirsizliginin bir bilesenidir. Tekrarlanabilirligi tespit etmek icin, ayni stok ¢ozelti
kullanilarak hazirlanan 6rneklerin alan 6l¢iimii tekrarlanir. Caligmamizda, farkli NFX
konsantrasyona (20 pg.mL™, 40 pg.mL? ve 80 pg.mL™?) sahip ¢ozeltiler ile ii¢ farkl

giinde, alt1 tekrarli ¢alismalar1 yapilmistir.

4.1.4.4 Duyarhilik
Analitik yontemlerde duyarlilik, bir numunedeki tespit edilebilen, ancak kesin
olarak nicellestirilemeyen en diisiik analit miktaridir. Bir analitin belirli bir degerin

iistiinde veya altinda olup olmadigini belirtmektedir. Prosediiriin enstriimantal olmayan
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veya enstriimantal olup olmadigina bagli olarak, tespit sinirin1 belirlemek i¢in g¢esitli
yaklasimlar miimkiindiir. Saptama sinir1 (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ) ile birlikte
degerlendirilerek duyarlilik parametresi hesaplanmaktadir (Saho vd., 2018). Duyarlilik
caligmalarinda dogrusallik ¢alismalari ile belirlenen araligin iginde yer alan ti¢ farkl
konsantrasyonda alt1 6rnek hazirlanarak 6l¢tim yapilmis ve sonuglar % verim ve her seri

icin bagil standart sapma olarak hesaplanmistir (ICH Q2A, 2005).

LOD degeri ICH klavuzunda yer alan denklem (4.1)’e gore hesaplanir.

LO D:[3-3_;SS] (4.1)

SS, y ekseni kesim degerinin standart sapmay1, m ise korelasyon denkleminin

egimini gostermektedir (ICH Q2A,2005).

LOQ degeri ICH klavuzunda yer alan esitlik (4.2) ile hesaplanabilir.

10xSS

LOQ = (4.2)

Esitlik (4.2)’de yer alan SS y ekseni kesim noktasinin standart sapmasini ve m

degeri de korelasyon esitliginin egimini gostermektedir (ICH Q2A, 2005).

4.1.4.5 Secicilik

Kullanilan yontemin seciciliginin belirlenebilmesi amaciyla formiilasyonda
kullanilan NFX ve diger yardimci maddelerin 225 nm’de YBSK sinyallerinin birbirleri

ile cakigsma durumlari analiz edilmistir.

4.1.5 Cahisma kosullarindaki kararhhk

Etkin maddenin formiilasyon hazirlama basamaklarindan ve analiz kosullarindan
etkilenip etkilenmedigini belirlemek amac1 ile hazirlanan ¢ozeltileri 1 ml asetonda 25°C
ve in vitro salim ortami olan pH 7.4 fosfat tamponun (PBS) 37 °C’de formiilasyon ve

analiz stireleri dikkate alinarak {i¢ giin siire ile incelenmistir (n=3).
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4.2 Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Calismalar:

Polimerik nanopartikiilleri olusturmak amaciyla PLGA, EU ve CTS polimer
olarak belirlenmistir. Nanopartikiiller nano¢oktiirme metoduyla iiretilmistir (Honig vd.,
2009). NP1, NP2 ve NP3 olarak adlandirilan nanopartikiiller sirasiyla asagida
aciklamalar1 sunulan yontemler ile hazirlanmis ve karakterizasyon analiz sonuglari

degerlendirilerek en uygun olan formiilasyon belirlenmesi amaglanmastir.

4.2.1 NP1 hazirlamisi

Tam tartim alinan PLGA 5 mL Aseton’da ¢6ziindiiriilmiistiir. Moviol 4-88 ile sulu
faz olan %2 (a/a) PVA ¢ozeltisi 70-80 °C’de 2-2.5 saat karistirilarak hazirlanmistir.
Organik faz, %2 PVA igeren su faz1 icine 1 mL.dk? akis hizinda manyetik karistirici
kullanilarak (300 rpm) eklenmistir. Elde edilen karisim ¢eker ocak i¢inde 4 saat boyunca
400 rpm’de manyetik karistirici ile karistirilip organik faz ugurulmustur. Elde edilen
nanopartikiiller ise 30 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiijlenmis, sulu faz enjektor
yardimiyla ¢okeltiden uzaklastirilmistir. Cokeltiye 1 mL distile su eklenerek yikanmustir.
Tekrar santrifiije konan ¢okelti 10 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiij edilmis ve iistte
kalan sulu kisim enjektor yardimiyla uzaklastirilmistir. Elde edilen nanopartikiiller 2 mL
distile su eklenerek siispande edilmis ve -20 °C’de 24 saat boyunca dondurulmus ve

sonrasinda liyofilize edilerek (Operon, Giiney Kore) PNP’ler kuru halde elde edilmistir.

4.2.2 NP2 hazirlanisi

Tam tartim alinan PLGA 5 mL asetonda ¢oziindiirtilmiistiir. %2 PV A i¢eren sulu
fazina 0,333 mL Eudragit eklenerek ¢oziintirliigiinii artirmak amaciyla 0.2 mL 1N NaOH
ilave edilmistir. PLGA-Aseton ¢ozeltisi sulu faza 1 mL.dk? akis hizinda manyetik
karistirict kullanilarak (300 rpm) eklenmistir. Manyetik karistiric ile siirekli karistirilan
dispersiyon ¢eker ocakta 4 saat boyunca 400 rpm’de manyetik karistirict ile karistirilip
organik faz ucurularak partikiillerin ¢c6kmesi saglanmistir. Elde edilen nanopartikiiller ise
30 dk boyunca 11000 rpm’de santrifiij edilmis ve sulu faz enjektdr yardimiyla ¢okeltiden
uzaklagtirnlmistir. Cokeltiye 1 mL distile su eklenerek yikanmistir. Tekrar santrifiije
konan dispersiyon 10 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiij edilerek partikiillerin

cokmesi saglanmigtir. Ustte kalan sulu kisim enjektor yardimiyla uzaklastirilmistir. Elde

50



edilen nanopartikiillerin lizerine 2 mL distile su eklenerek disperse edilmis ve -20 °C’de
24 saat boyunca bekletilerek dndurulmustur. Daha sonra liyofilize edilerek PNP’ler kuru
halde elde edilmistir.

4.2.3 NP3 hazirlanisi

Tam tartim alinan PLGA 5 mL asetonda ¢oziindiiriilmiistiir. %2 PVA igeren sulu
faza 20 mg Kitosan eklenmis olup, ¢oziiniirliiglinii artirmak amaciyla 0.2 mL %99 Asetik
Asit eklenmisti. PLGA-Aseton ¢ozeltisi sulu faza 1 mL.dk? akis hizinda manyetik
karistirict kullanilarak (300 rpm) eklenmistir. Manyetik karistirici ile siirekli karistirilan
PNP’ler ¢eker ocakta 4 saat boyunca 400 rpm’de manyetik karistirict yardimi ile organik
faz ugurulmustur. Elde edilen nanopartikiiller 30 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiij
edilmis ve istte kalan sulu faz enjektdr yardimiyla elde edilen ¢okeltiden
uzaklagtinnlmistir. Cokeltiye 1 mL distile su eklenerek yikanmis ve dispersiyon 10 dakika
boyunca 11000 rpm’de santrifiij edilmis iistte kalan sulu kisim enjektdr yardimiyla
uzaklastirilmistir. Elde edilen partikiiller 2 mL distile su eklenerek siispande edilmis ve -
20 °C’de 24 saat boyunca bekletilerek dondurulmustur. Daha sonra liyofilize edilerek
PNP’ler kuru halde elde edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlara ait icerikler Tablo 4.2°de sunulmustur.

Tablo 4.2 Hazirlanan nanonartikiil formiilasyonlarimn igerikleri

NFX  PLGA EU CTS Aseton  99% Asetik Asit 1NNaOH PVA2%

Kod

(mg) (mg) (mL) (mg) (mL) (mL) (mL) (mL)
NP1 5 100 - - 5 - - 20
NP2 5 100 0.333 - 5 - 0.2 20
NP3 5 100 - 20 5 0.2 20

4.3 Polimerik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.3.1 Parc¢acik sekli, biiyiikliigii ve dagilimi

Hazirlanan PNP’lerin par¢acik sekilleri SEM (Hitachi TM 3030 Plus, Japonya) ve
AFM (JPK/Bruker, Berlin, Almanya) ile analiz edilmistir. Parcacik biyikligi ve
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parcacik biiyiikliik dagilimi PCS cihazi (Malvern Nano ZS, Ingiltere) ile tayin edilmistir.

Analizler 20 analizin ortalamasi olmak kosulu ile ii¢ kez tekrarlanmustir.

4.3.2 Zeta potansiyel

Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel degeri Malvern Zetasizer cihazi (Malvern
Nano ZS, Ingiltere) ile dlgiilmiistiir. islemler, 25°C’de zeta hiicrelerinde, distile su ile
seyreltilerek gerceklestirilmistir. Analizler 20 analizin ortalamasi1 olmak kosulu ile {i¢ kez

tekrarlanmistir.

4.3.3 Termal analiz

Tam tartim alinmis formiilasyonlarin termal analizi DSC (Shimadzu DSC-60,
Japonya) cihazi kullanilarak, aliiminyum 6rnek kabinda, 50 mL.dk™ azot gaz1 akis hizi,
10°C.dk? sicaklik artist ile 30-300°C araliginda aliiminyum referansa kars1 termogramlar

elde edilmistir.

4.3.4. FT-IR analizi

PNP’lerin FT-IR analizi 4000-500 cm™ dalga boylari arasinda FT IR
spektrofotometresi  (Perkin  Elmer  Spektrum 2000, Ingiltere) kullamlarak
gerceklestirilmistir. Saf etkin maddenin ve saf polimerlerin FT-IR spektrumlari,

formiilasyonlarin analiz sonuglarinin incelenmesinde referans olarak kullanilmistir.

4.3.5. NMR analizi

PNP’lerin yapisal dzellikleri, *H-NMR cihaz1 (Ultra Shield CP MAS NMR,
Brucker, Almanya) ile 25°C’de polimerlere uygun farkli ¢oziiciiler kullanilarak tayin
edilmistir. Saf etkin maddenin ve saf polimerlerin 'H-NMR spektrumlari,

formiilasyonlarin analiz sonuglarinin incelenmesinde referans olarak kullanilmistir.

4.3.6. Enkapsiilasyon etkinligi

Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktari, tam tartimi alinmig
nanopartikiillerin uygun ¢oziiciilerde ¢oziindiiriilmelerinin ardindan yapilan etkin madde

miktar tayinleri ile belirlenmistir. Her bir formiilasyon i¢in iglem {i¢ kez tekrar edilmistir.
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4.4 In vitro Sahm

Nanopartikiillerden NFX salimi diyaliz membran yontemi ile belirlenmistir
(Moreno-Bautista ve Tam,2011). 70 mL salim ortaminda, 37+0.5°C sicaklik ve 100 rpm
karigtirma hizi ile caligmalar yapilmistir. NFX iceren 2 mg nanopartikiiller molekiil
agirligt 12-14 kDa olan selilloz asetat diyaliz membrana yerlestirilmis ve 1 mL
dissoliisyon ortami da eklenerek membran uygun bir sekilde kapatilmigtir. Membranlar
pH 7.4 fosfat tamponu igersinde 37+0.5°C’de ve 100 rpm’de karistirilan ortama konmus
ve buharlasmanin Onlenebilmesi igin sistemin tizeri kapatilmistir. Kapali tutulan
sistemlerden 72 saat boyunca 1 mL hacminde 6rnekler alinmis ve ayni miktarda taze
salim ortam1 ilave edilmigstir. Alinan 6rneklerdeki NFX miktarlar1 belirlenerek degerler
% kiimiilatif miktarlar olarak zamana bagl grafiklere aktarilmistir. Analizler ii¢ tekrarli

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

4.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.5.1 Hiicrelerin ¢cogaltilmasi

Saglikli insan fibroblast hiicresi (BJ-ATCC CRL-2522) %10 fotal sigir serum, %]l
penisillin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %1 amfoterisin igeren DMEM besiyerinde, %

5 CO2’li etiivde 37° C’de siispansiyon kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir.

4.5.2 WST-1 yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate), bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-
dehidrogenaz enzimine spesifik olararak baglanir ve suda c¢oziinmeyen formazan
tuzlarma doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerde nikotinamid adenin dintikleotit fosfatin
glikolitik tiretimine baghdir. Bu nedenle olusan formazan miktar1 direkt olarak kiiltiirde
metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri) gostermektedir. WST-1 yonteminde
spektrofotometrik olarak Olgiilen absorbans degeri, kiiltlirdeki hiicrelerin metabolik
aktivitelerini gosterir ve bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilidir. Proliferasyon

arttikga, formazan tuzu olusumuna bagli olarak absorbans degeride artig gosterir

(Carmicheal ve vd., 1987; Lian ve vd., 2003).

53



4.5.3 Metodun uygulanmasi

Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra hiicre saymmi yapilarak, 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir.
Biitiin hiicreler yapigmalari icin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Orneklerden
hazirlanan stok soliisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler(500, 125,
62,5, 31.25 ve 15,625 pg/mL) yapilarak farkli konsansantrasyonlar taze olarak
hazirlanmis ve hiicreler {izerine uygulanmistir. Daha sonra plakalar 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonin sonunda her bir 96°lik kuyucuktaki hiicreler iizerine, WST-
1 kit prosediirii talimatlarina gére 10 nL. WST-1 reaktifi ilave edilmis, hiicreler 3 saat
inkiibatorde inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslar 420 nm dalga boyunda
ELIZA cihazinda okunmustur. Deneyler bir birinden bagimsiz 3 tekrar olarak
calisilmigtir. Renk olusumuna goére alinan absorbans degerleri, hiicre canliligr ile direkt
olarak iliskilendirilip, % canlilik degerleri belirlenerek antiproliferatif etki

degerlendirilmis ve ICso degeri hesaplanmigtir.

4.5.4 Mikrobroth diliisyon yontemi ile antikandidal aktivite testi

Orneklerin antikandidal aktivitesi 0-800 pg/mL (800,400, 200, 100, 50, 25)
degerleri arasindaki konsantrasyonlar ile test edilmistir. Ornekler metanolde ¢oziildiikten
sonra antikandidal aktivitesi degerlendirilmis ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degerleri belirlenmistir. (Cappuccino ve Sherman, 2004). Kandidalara karsi
tiremeyi durduran en kiiciik konsantrasyon nanopartikiillerin MiK degeri olarak kabul
edilmistir (Kavitha vd., 2010). Kullanilan test mikroorganizmalari; Candida albicans
(ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258) ve
Candida parapsilosis (ATCC 22019) dir. Mikroorganizma sayist maya kiiltiirleri i¢in ise
SDB igerisinde Mc Farland 0,5 (1028 KOB/mL) standartma gére ayarlanmistir. 96
kuyucuklu plakalarda; nanopartikiillerin seri konsantrasyonlarinin  bulundugu
kuyucuklarin iizerine 100 pL mikroorganizma inokiile edilmistir. Plakalar 24 saat, 37°C
sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklara 20 uL. MTT
boyasi eklenip 4 saat daha inkiibe edilmislerdir. Bu deneyde pozitif kontrol grubu olarak
NFX, negatif kontrol grubu olarak ise SDB besiyeri ayrica mikroorganizmalar i¢in de
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biiyiime kontrol gruplart 96’lik plakaya aktarilmistir. Deneyler 2 tekrarli sekilde yapilmis

ve aritmetik ortalamalar1 verilmistir (Tablo 5.16).

4.5.5 Anneksin V-PI yontemi ile kandidal apoptozisin belirlenmesi

Antikandidal aktivite testi ile MIK degerleri belirlenen nanopartikiillerden NP1,
NP2, NP3, NFXEU, NFXCTS ve pozitif kontrol olarak NFX’in en diisik
konsantrasyonlarda etki gosterdigi susun Candida albicans olmasi nedeniyle kandidal
apoptozis testi Candida albicans iizerinde gergeklestirilmistir (Sekil 5.34).
Nanopartikiillerin MIK degerlerinin apoptoza neden olup olmadigin1 degerlendirmek icin
Annexin V-PI ile akis sitometre apoptoz testi yapilmistir (Engeland vd., 1998). Bunun
icin Candida albicans ve nanopartikiiller 96 kuyucuklu plakalarda belirtilen
konsantrasyonlarda 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kuyucuklardaki ornekler eppendorf tiiplere toplanmis ve 1200 rpm de 5 dk santrfiij
edilmistir. Sonrasinda besiyerinin uzaklastirilabilmesi i¢in siipernatant uzaklastirilmis ve

2 ml PBS ile yine santrfiijlenerek yikama yapilmistir.

Temiz eppendorf tiiplere 5 pL Annexin V ve 5 pL PI konulmus iizerine yikama
sonrast 100 pL PBS ile resiispanse edilmis 6rnekler eklenmistir. 20 dk, karanlikta ve oda
1s1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, drneklerin {izerine 1x Anneksin baglama
tamponundan 100 pL ilave edilmistir. Daha sonra flow sitometri (Accuri C6-BD)
cihazinda 1x10° hiicre sayilarak canli, nekrotik, erken ve geg apoptotik Candida albicans
yiizdeleri belirlenmis, analiz sonuglar1 Sekil 5.32’de ve tablo olarak Tablo 5.17°de
sunulmustur (Engeland vd., 1998).

Apoptoz, homeostazi ve organizmanin hayatta kalmasini destekleyen énemli ve
gerekli bir hiicre 6lim programidir. Saglikli hiicrelerde plazma zarinda bulunan
Fosfatidilserin (PS), programlanmis hiicre 6liimiiniin erken asamalan i¢in iyi dogrulanmis
bir markdr olmasi sebebiyle PS maruziyeti ile orantili isildayan sinyaller ve membran
biitiinliigiiniin kayb1 sonucu olusan floresan sinyaller, daha sonra marutiyet boyunca
planlanan araliklarla standart ¢ok modlu bir plaka okuyucu kullanilarak toplanir. Elde
edilen isildayan ve fliioresan veriler daha sonra bir apoptotik yanitin kinetigini ve

biiyiikliigiinii tanimlamak i¢in kullanilir (Kupcho vd., 2019).
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PS, tipik olarak floresan etiketli Annexin V konjugatlan ile dl¢tildiigli apoptoz
sirasinda plazma zaninin dis kismma dogru yer degistirir. Bu yer degistirme apoptotik
hiicrelerde heniiz membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 yani 6liimiin erken donemlerinde

meydana gelir (Ulukaya, 2013).

Anneksin V, yiiksek, kalsiyuma bagli afinitesi ve lipit i¢in se¢iciligi nedeniyle PS
maruziyeti i¢in tercih edilen bir probdur. Nekrotik hiicrelerin ylizeylerinde de Anneksin
baglanmas1 goriilebildigi i¢in yontem calisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodur
(P1) eklenmektedir. PI sadece membran basarli hiicrelere girebilen, dolayistyla nim old
hucreleri boyayabilen floresan niikleikasit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan

disar1 atilmaktadir (Giiles ve Eren 2008).
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1 NFXile Yapilan Calismalar
5.1.1 Termal analiz

NFX’in, DSC analiz cihazi kullanilarak 30-300°C araliginda gerceklestirilen
termal analizinde, erime sicakligi 218,79°C olarak tespit edilmistir. Analiz sonuglari,
literatlir taramalarindaki bulunan degerler ile uygunluk gostermektedir (Gunnam ve

Nangia, 2023). NFX’e ait DSC termogram1 Sekil 5.1°de verilmistir.

DSC
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Sekil 5.1. Norfloksasin’e ait DSC Termogrami

5.1.2 FT-IR analizi

NFX’e ait FT-IR spektrumu Sekil 5.2°de sunulmustur. NFXin FT-IR
spektrumlarinda, OH grubunun gerdirme titresimine ve molekiiller arasi hidrojen bagina
tek bir koprii ile atanan 3550 ila 3500 cm™ arasinda belirgin bir karakteristik tepe noktasi
bulunmustur. 3500-3300 cm™'deki bir bant, piperazinil gruplarmin imino kisminm N-H
germe titresimidir. 2750-2700 cm™'deki tepe, etil grubunun varligini gdstermstir. 2500
cm'deki bant, karboksilik asidin OH grubuna baghdir. 1700 cm™'deki tepe noktast,
karbonil C = O gerilmesidir. 1650-1600 cm™'deki bant, kinolonlarin C-H bagidir. 1500-
1450 cm™'deki zirveler, asitlerin O-C-O bagini temsil etmektedir ve 1300-1250 cmYde,
karboksilik asidin varligini gosteren O-H grubunun biikiilme titresimidir. Ek olarak, C-F
grubuna 1050 ila 1000 cm™ arasinda rastlamilmistir. 950-900 cm™ bélgesindeki zirve,

aminlerin N-H biikiilme titresimidir. 800 cm™'deki bant, aromatik protonlarin meta
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dagilimindan kaynaklanmaktadir (Sahoo vd., 2012; Sateesha vd., 2010; Al-Mustafa,
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Sekil 5.2. NFX’ e ait FT-IR spektrumu

5.1.3 Proton NMR analizi

NFX Spektrumunda NFX metil grubu CHs protonlar1 1.18 ppm'de ve CH>
protonlar1 1.31 ppm'de, NFX aromatik protonlar1 7.54 ila 8.64 ppm arasinda ve asit grubu
O-H protonu 15.20 ppm'de saptanmustir (Dhevaraj vd., 2019). NFX’e ait 'H-NMR

spektrumu Sekil 5.3°de sunulmustur.
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Sekil 5.3. NFX e ait *H-NMR analizi
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5.1.4 NFX’in YBSK ile miktar tayini ve validasyon ¢calismalar:

Analitik yontem validasyonunun amaci kullanilan yontemin uygun ve her
seferinde ayn1 yontemin kullanilip ayni verilere ulasilabilinir oldugunu teyit etmektir.
Kullanilan yontem dogruluk, dogrusallik, kesinlik ve duyarlilik analizleri ile yontem
giivenilirligi ispat edilir. Bu boliimde calismada kullanilan ydntemin giivenilirligi
acisindan dogrusallik, kesinlik, secicilik, dogruluk ve duyarlilik parametreleri esas

alinmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.1.4.1 Dogrusallik

Analitik bir prosediiriin dogrusalligi, numunedeki analitin miktar1 ile dogru
orantili olan test sonuglarini belirli bir aralik i¢inde elde etme yetenegidir. Dogrusalligin
olusturulmasi i¢in en az 5 farkli konsantrasyon onerilmektedir (ICH,2005). NFX’e ait
standart egrinin bulunabilmesi igin aseton ile stok ¢dzelti hazirlamistir. 5-100 pg.mL*
NFX araliginda degisen konsantrasyonlarda 3 farkli kalibrasyon seti hazirlanmis ve Tablo
4’te verilen kosullarda YBSK analizleri yapilmistir. NFX konsantrasyonlarina gore alan
degerleri hesaplanmistir. Konsantrasyonlara gore alan/tutulma zaman (Rt) degerleri

Tablo 5.1-5.4’de sunulmustur.

Tablo 5.1 Seri 1 YSBK sonug¢lart ve degerlendirilmesi

Seri 1 Konsantrasyon Alan Rt Alan/ Rt
(ng/mL)
1 0,20 32012 5,3660 5965,7100
2 0,40 61080 5,3630 11389,1479
3 0,60 98026 5,3670 18264,5798
4 1 134555 5,3660 25075,4752
5 2 296590 5,3720 55210,3500
6 5 735493 5,3740 136861,3700
7 10 8712 5,4240 1606,1947
8 20 3015241 5,3760 560870,7220
9 40 5940813 5,3750 1105267,5300
10 60 8890659 5,3740 1654383,8900
11 80 11764589 5,3780 2187539,7900
12 100 14532857 5,3750 2703694,3300
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Tablo 5.2 Seri 2 YBSK sonuglar: ve degerlendirilmesi

Seri 2 Konsantrasyon Alan Rt Alan/ Rt
(ng/mL)

1 0,20 36370 5,3840 6755,2006
2 0,40 54550 5,3870 10126,2298
3 0,60 92271 5,3880 17125,2784
4 1 134615 5,3930 24961,0606
5 2 290859 5,3860 54002,7850
6 5 746170 5,3870 138513,0870
7 10 1487877 5,3930 275890,4130
8 20 3008149 5,3900 558098,1450
9 40 5940118 5,3980 1100429,4200
10 60 8870100 5,4020 1642002,9600
11 80 11742743 5,4010 2174179,4100
12 100 14491686 5,3940 2130457,1700

Tablo 5.3 Seri 3 YSBK sonuglart ve degerlendirilmesi

Seri 3 Konsantrasyon Alan Rt Alan/ Rt
(ng/mL)

1 0,20 27336 5,4000 5062,2222
2 0,40 69538 5,4100 12853,6044
3 0,60 84037 5,4030 15553,7664
4 1 148883 5,4100 27519,9630
5 2 279208 5,4020 51686,0422
6 5 745127 5,4020 137935,3940
7 10 1498718 5,4110 276976,1600
8 20 3006449 5,4160 555105,0590
9 40 5926044 5,4140 1094577,7600
10 60 8861929 5,4180 1635645,8100
11 80 11725839 5,4150 2165436,5700
12 100 14499052 5,4140 2678066,4900

3 seriye ait ortalama degerlerin hesaplamalar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Yapilan
dogrusallik caligmasi sonucunda, NFX etkin maddesinin konsantrasyon hesab1 i¢in

kullanilacak dogru denklemi y=27204x-5855,5 [y: alan/Rt; x: konsantrasyon (pug/mL)]
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olarak bulunmustur (Sekil 5.4). Dogrusallik i¢in 5-100 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilmigtir. Elde edilen dogru denklemi NFX etkin maddesinin miktar tayini

calismalarinda kullanilmustir.

Tablo 5.4 Dogrusallik hesabi i¢in 3 seriden elde edilen ortalama Alan/Rt degerleri

Konsantrasyon Seri 1 Seri 2 Seri 3 ORT (n=3)
(ng/mL)
0,2 5965,7100 6755,2006 5062,2222 5927,7109
0,4 11389,1479 10126,2298 12853,6044 11456,3274
0,6 18264,5798 17125,2784 15553,7664 16981,2082
1 25075,4752 24961,0606 27519,9630 25852,1663
2 55210,3500 54002,7850 51686,0422 53633,0590
5 136861,3700 138513,0870 137935,3940 137769,9500
10 1606,1947 275890,4130 276976,1600 184824,2560
20 560870,7220 558098,1450 555105,0590 558024,643
40 1105267,5300 1100429,4200 1094577,7600 1100091,5700
60 1654383,8900 1642002,9600 1635645,8100 1644010,8900
80 2187539,7900 2174179,4100 2165436,5700 2175718,5900
100 2703694,3300 2130457,1700 2678066,4900 2504072,6600
Dogrusallik v =27204x-5855,5
= R? = 0,9992
= 3000000
= .
2500000
.-"--
2000000
1500000 =
L
1000000 -
500000 .
o f'.
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Sekil 5.4. NFX’e ait dogrusallik grafigi (x +SH. n=3)

61



5.1.4.2 Dogruluk

Analitik bir prosediiriin dogrulugu, geleneksel bir ger¢ek deger veya kabul edilen
bir referans deger olarak kabul edilen deger ile bulunan deger arasindaki farkin birbirine
yakihigini ifade etmektedir (ICH,2005). Dogruluk ¢alismasi i¢in ¢aligma araligi 0.2-100
pg/mL olan ve 20, 50 ve 80 pg/mL olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda NFX iceren
ornekler hazirlanmistir. Analiz sonucunda bulunan yiizde geri kazanim degerlerinin %
98-102 araliginda olmasi gerekmektedir. Kabul limiti geri kazanim degerinin = % 2

¢ikmasi gerekmekte olup, sonuglara gére yontem iyi geri kazanim gostermektedir (Tablo
5.5-5.7) (ICH, 2005).

Tablo 5.5 20 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismast (n=3)

20 pg/mL 1 2 3
Alan 3004692 3017592 3009911
Rt 5,432 5,432 5,436
Alan/Rt 553146,5390 555521,3549 553699,5953
Konsantrasyon (pg/mL) 20,5485237 20,6358203 20,56885367
% geri kazanim 102,7425 103,179 102,8445
% geri kazanim ORT 102,922
% fark 2,922
SS 0,2283
% BSS 0,2219
SH 0,1318

Tablo 5.6 40 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismast (n=3)

40 pg/mL 1 2 3
Alan 5954296 5948897 5952037
Rt 5,423 5,427 5,435
Alan/Rt 1097970,8600 1096166,7600 1095131,0000
Konsantrasyon (pg/mL) 40,5759 40,5096 4,4715
101,43975 101,274 101,1788
% geri kazanim
% geri kazanim ORT 101,2975
% fark 1,2975
SS 0,1321
% BSS 0,1304
SH 0,0763
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Tablo 5.7 80 ug/mL konsantrasyon igin dogruluk ¢alismast (n=3)

80 pg/mL 1 2 3
Alan 11794710 11776342 11797593
Rt 5,424 5,426 5,417
Alan/Rt 2174540,9300 2170354,2200 2177883,1500
Konsantrasyon (pg/mL) 80,1498 79,9959 80,2727
% geri kazamim 100,1873 99,9949 100,3409
% geri kazammm ORT 100,1743
% fark 0,1743
SS 0,1734
% BSS 0,1731
SH 0,1001
5.1.4.3 Kesinlik

Analitik bir prosediiriin hassasiyeti, ongoriilen kosullar altinda ayn1 numunenin
birgok kez drneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢iim arasindaki dagilim derecesinin
yakinhigin1 ifade eder. Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve yeniden iiretilebilirlik
parametreleri kesinlik tayini icin 6nemlidir (ICH, 2005). Giin icerisinde ydntemin
tekrarlanabilirliginin gdsterilebilmesi i¢cin NFX igeren 20 pug/mL,40 pg/mL ve 80 pg/mL
seklinde 3 farkli konsantrasyon hazirlanmis olup, her bir konsantrasyonda 4 tekrar
yapilmistir. Yontemin tekrar edilebilirliginin teyit edilebilmesi icin farkl giinlerde aym
seriler tekrardan hazirlanmig ve gerekli dl¢limler yapilmistir. Sonuglar SS ve BSS olarak

verilmistir (Tablo 5.8-5.11).

ICH klavuzuna gore edinilen bulgular degerlendirildiginde, BSS degerleri %2’den
diisiik oldugu i¢in yontemimizin kesinligi dogrulanmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
sonuglarinin degerlendirildigi ii¢ farkli konsantrasyonda ise BSS degerleri %2’yi

agsmamustir. Yapilan yontemin kesinligi dogrulanmustir (ICH, 2005).
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Tablo 5.8 Ug farkl: konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismasi 1. giin (n=4)

Giin 1 Alan Rt Alan/Rt Konsantrasyon (pg/mL)
3014988 5,454 552803,0800 20,5359
20 pg/mL 3013844 5,461 551885,0030 20,5022
3016700 5,459 552610,3680 20,5288
3015958 5,452 553183,7860 20,5499
5913246 5,460 1083012,0900 40,0260
40 pg/mL 5914973 5,464 1082535,3200 40,0085
5913432 5,459 1083244,5500 40,0346
5909859 5,467 1081005,8500 39,9523
11788356 5,448 2163795,1500 79,7548
80 pg/mL 11790425 5,449 2163777,7600 79,7542
11788271 5,455 2161002,9300 79,6522
11788897 5,450 2163100,3700 79,7293

Tablo 5.9 Ug farkl: konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismasi 2. giin (n=4)

Giin 2 Alan Rt Alan/Rt Konsantrasyon (pg/mL)

3016552 5,450 553495,7800 20,5614
3017761 5,446 554124,3110 20,5845

20 pg/mL
3016384 5,428 555708,1800 20,6427
3017196 5,426 556062,6610 20,6557
5965264 5,469 1090741,2700 40,3101

40 pg/mL 5968015 5,466 1091843,2100 40,3506
5968623 5,472 1090757,1300 40,3107
5968877 5,466 1092000,9100 40,3564
11756347 5,455 2155150,6900 79,4371
11756529 5,450 2157161,2800 79,5110

80 pg/mL
11756271 5,456 2154741,7500 79,4133
11751823 5,458 2153137,2300 79,3631
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Tablo 5.10 Ug farkl konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismasi 3. giin (n=4)

Giin 3 Alan Rt Alan/Rt Konsantrasyon (pg/mL)
3034206 5,420 559816,6050 20,7937
20 pg/mL 3030592 5,415 559666,1130 20,7882
3032751 5,416 559961,4110 20,7990
3033837 5,417 560058,5190 20,8026
5975058 5,461 1094132,5800 40,4348
5979704 5,459 1095384,5000 40,4808
40 pg/mL
5981083 5,458 1095837,8500 40,4975
5979877 5,461 1095015,0200 40,4672
11750229 5,455 2154029,1500 79,3958
30 11751805 5,456 2153923,2000 79,3920
pg/mL
11750691 5,457 2153324,3500 79,3699
11748781 5,459 2152185,5700 79,3281

Tablo 5.11 Giin i¢i ve giinler arast kesinlik sonuglar

Giin ici Giinler Arasi
20 pg/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 20,5292 20,6111 20,7959 20,6454
SS 0,0200 0,0454 0,0063 0,0198
%BSS 0,0974 0,2203 0,0303 0,0959
Giin ici Giinler Arasi
40 pg/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 40,0053 40,3320 40,4701 40,2691
SS 0,0370 0,0250 0,0266 0,0065
%BSS 0,0925 0,0620 0,0657 0,0161
Giin ici Giinler Arasi
80 ug/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 79,7226 79,4311 79,3714 79,5084
SS 0,0484 0,0615 0,0311 0,0153
%BSS 0,0607 0,0774 0,0392 0,0192
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5.1.4.4 Duyarhlik

LOD ve LOQ degerleri “4.1.5.4 Duyarlilik’’ boliimiinde sunulmus olan Denklem
(4.1) ve Denklem (4.2) kullanilmis ve LOD degeri 0,0570 pg.mL™ ve LOQ degeri 0,1727
ng.mL? olarak bulunmustur. Kullanilan en diisiik NFX konsantrasyonu 5 pg.mL™*"dir.
Buna gore hesaplanan LOD ve LOQ degerleri belirtilen konsantrasyondan diisiik olmasi

sebebiyle yontemin duyarliligi dogrulanmistir. Sonuglar Tablo 5.12’de verilmistir.

Tablo 5.12 LOD ve LOQ degerleri

Denklem Kesim noktasi Egim (m)
1 4627,4 27211
2 4365,9 27134
3 5274,7 26932
Ortalama 4756 27092,3333
Standart Sapma 467,8492 144,0914
Standart Hata 270,1052 83,1889
LOD 0,0570
LOQ 0,1727
5.1.4.5 Secicilik

Secicilik, mevcut olmasi beklenebilecek bilesenlerin varliginda analiti kesin
olarak degerlendirme yetenegidir. Tipik olarak bunlar safsizliklari, parcalayicilari,
matrisleri vb. igerebilir. Bir analitik prosediiriin 6zgiilliiglinlin olmamasi, diger
destekleyici analitik prosediirler ile telafi edilebilir (ICH Q2A, 2005). Kullanilan
yontemin segiciliginin belirlenebilmesi amaciyla formiilasyonda kullanilan NFX ve diger
yardimc1 maddelerin 225 nm’de YBSK sinyallerinin birbirleri ile ¢akisma durumlari
analiz edilmistir. Yapilan ¢aligmalar kapsaminda formiilasyonlarin plasebolar1 ve salim
ortaminda analitik yontemin segiciligi incelenmistir (Sekil 5.5-5.9).

Elde edilen sonuglara bakildiginda, NFX’in asidik ve bazik ortamlarda sinyal
verdigi, formiilasyona konan PLGA’larin diger sinyallerden ayristig1 gézlenmistir. Sekil

5.13 ve 5.14’te ise EU ve CTS sinyallerine rastlanilamamustir.

66



Max Intensity : 119,057

u
2renm4nm (1.00}

@
&

5.1461 514922

=]
1=}

o T Do T e T Do wa T T e T T e Toe s T Tae i T 0 3

Norfloksasin

w w S o0 @ ~
a8 = & a 2 o

=
[2.1551 964
FTGA540

IZ B13/2831
|4 140/6831

=)
=
e
e
™,
=)
[
w
=)
w
-
-
i
e
o
e
@
=)
@
e
~
=)
-
n
2

E

Sekil 5.5. Norfloksasin’e ait referans kromatogram
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Sekil 5.9. PLGA-CTS mobil faza ait referans kromatogram

5.1.5 Cahisma sartlarindaki kararhhk

Etkin maddenin PNP hazirlama kosullarinda incelenmesi, ’NFX’in YBSK ile
miktar tayini ve validasyon caligsmalar1’ kisminda belirtilen analiz sartlarinda NFX’in
miktar tayinine dayanmaktadir. YBSK kullanilarak yapilan analizlerde etkin maddenin
bozunmadan kaldigi bulunmustur. Kullanilan kosullarin uygun oldugu gozlenmistir.
Etkin maddenin kararlihigi pH 7.4’te incelenmis ve aktif maddenin bozunmadigi
gozlenmistir. Bu nedenle, /n vitro salim deneylerinde kullanilan kosullarin NFX

kararlilig1 a¢isindan uygun olduguna karar verilmistir.

5.2 Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
5.2.1 Parc¢acik sekli, biiyiikliigii ve dagilimi

PNP’lein pargacik sekli ve yiizey 6zelliklerine iliskin Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri sirasi ile Sekil 5.10-5.12
Sekil 5.13-5.15’te sunulmustur.
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Sekil 5.10. NP1 nanopartikiillerine ait AFM goriintiileri

Sekil 5.11. NP2 nanopartikiillerine ait AFM goriintiileri

Sekil 5.12. NP3 nanopartikiillerine ait AFM goriintiileri



Sekil 5.13. NP1 nanopartikiillerine ait SEM gériintiileri

Sekil 5.14. NP2 nanopartikiillerine ait SEM gériintiileri

Sekil 5.15. NP3 nanopartikiillerine ait SEM gériintiileri
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AFM analizleri ile elde edilen 3 boyutlu goriintiler partikiillerin yiizey
Ozelliklerini detayli olarak gostermektedir. Elde edilen goriintiiler diizgiin yiizeye sahip
ve nanometre boyutunda kiiresel partikiillerin basar1 ile elde edildigini ortaya
koymaktadir (Sekil 5.10-5.12). SEM ile elde edilen gorseller de AFM analizleri ile benzer
sonuclar1 ortaya koymustur (Sekil 5.12-5.15). Kullanilan polimerlerin kiiresel yapinin
olugmasinda bir degisiklige neden olmadig1 ve ylizey ozelliklerinin de benzer oldugu
gorilmektedir. Her iki analiz sonucu da nispeten homojen olmayan bir partikiil boyutu
dagilimini, mikron boyutlu partikiillerin yanisira oldukea kiiciik partikiillerin de oldugu
goriilmektedir (Sekil 5.10-5.15).

Parcacik biiyiikliigli analizi, partikiiler sistemlerin karakterizasyon yontemleri
arasinda ¢ok dnemli parametredir. Parcacik biiyiikliigii, iirlinlin nihai uygulamalarina ve
sonuglarina karar vermek i¢in kritik oneme sahip oldugu olduk¢a 6nemli bir kalite kontrol
aracidir (Mukesh Kumar ve Annika Singh, 2022). Polidispersite indeksi (PDI), bir
numunenin boyutuna gore heterojenliginin bir dl¢iistidiir. Polidispersite, bir numunedeki
boyut dagilimi veya izolasyon veya analiz sirasinda numunenin toplanmasi veya
toplanmas1 nedeniyle olusabilmektedir (Mudalige vd., 2019). Formiilasyonda kullanilan
farkli ¢oziiciiler, PDI degerini 6nemli Olclide etkilemektedir. Cesitli ¢oziiciiler ylizeyi
farkli sekilde c¢ozer; polarizasyon ve diger fizikokimyasal Ozelliklerde farklilik
gostermektedirler (Dembek vd., 2022). 0'a yakin bir PDI degeri homojen bir dagilima
isaret ederken, 1'e yakin bir PDI degeri tamamen heterojen ve ¢ok dagmik bir
popiilasyonu tanimlamaktadir (Al-mahallawi vd., 2015). Buldugumuz degerler 0.12+0.01
ile 0.24+0.03 arasindadir. Hazirlanan nanopartikiillere ait pargacik bityiikliigii ve dagilim

sonuglar1 Tablo 5.13’te sunulmustur.

Tablo 5.13 Pargacik biiyiiliigii ve dagilimi (ORT: Ortalama. PDI: Polidisperslik indisi. SH: Standart hata)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

Kod ORT+SH PDI+SH
NP1 174.03+10.73 0.12+0.01
NP2 157.82+25.25 0.24+0.03
NP3 303.17+31.46 0.19+0.02

Analiz sonuglart degerlendirildiginde okiiler uygulamalar i¢in en Onemli

parametrelerden biri olan nano boyutlu partikiillerin elde edildigi, morfolojik analizlerde
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de gozlenen partikiillerin biiyiik bir kisminin nano boyutta olduklar1 ve olduk¢a homojen

bir partikiil boyutu dagilimina sahip oldugu gézlenmektedir.
5.2.2 Zeta potansiyel

ZP, parcaciklar arasindaki elektrostatik itme veya ¢ekimin Olgilisiidiir ve
dagilimlarin kararlilig1 i¢in en iyi gostergedir. Partikiillerin bir araya gelmesini 6nlemek
icin negatif veya pozitif yiiksek zeta potansiyeli degerlerine ulasiimalidir (ilhan vd.,
2022). Parcaciklarin, > 30 mV biiyiikligiinde pozitif veya negatif yiikli olmalar
durumunda bir araya gelme olasiligi daha disiiktiir (Khalil vd., 2017). Calismalar
sonucunda hazirlanan nanopartikiillere ait ZP degerleri 20 analiz ortalamasi alinarak {i¢

tekrarli sekilde yapilmis ve sonuglar Tablo 5.14’de sunulmustur.

Tablo 5.14 Zeta potansiyel degerleri (ORT: Ortalama, SH: Standart hata; SS: Standart sapma; ZP: Zeta

potansiyel; n=3)

Zeta Potansiyel (mV)

Nanopartikiil ORT SS SH
NP1 -5.78 3.73 1.08
NP2 -25.82 491 1.64
NP3 215 11.79 4.81

Polimer tipi ZP iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. PLGA, laktik asit ve glikolik
asidin bir kopolimeridir, NFX ise bir kinolin monokarboksilik asittir ve bu nedenle NP3
hari¢ diger iki nanopartikiil negatif zeta potansiyel degerlerine sahiptir (Gabreel vd.,
2022). NP3 katyonik iyona sahip CTS’yi i¢ermesinden dolayr pozitif degerdedir
(Venkatesan ve Kim, 2010). Elden edilen sonuglara bakildiginda NP2 ve NP3
formiilaysonlarin 30 mV’a yakin degerler almasi formiilasyonlarin kararliliklariin

yiiksek olacagimi gostermektedir (Tablo 5.14).

5.2.3 Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi (%EE), nanopargaciga basariyla hapsedilen ilacin yiizde

olarak ifadesidir. Enkapsiilasyon etkinligi, toplam ilag miktarindan enkapsiile olmamis
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miktarin ¢ikarilip, toplam ilag miktarina boliinmesiyle ¢ikan sonucun yiiz ile ¢arpilmasi
ile esitlik 5.1°de sunulan sekilde hesaplanmaktadir (Merck, 2023). Hazirlanan

formiilasyonlarin etkin madde igerikleri Tablo 5.15°de sunulmustur.

(Toplam etkin madde - serbest haldeki etkin madde)

%EE = x 100 (5.1)

Toplam etkin madde

Tablo 5.15. Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktarlar1 (Ort +SE; n=3)

Nanopartikiil %EE
NP1 18,62+0,00
NP2 15,2+0,00
NP3 11,89+0,00

Secilen polimerler enkapsiilasyon etkinligini etkilemektedir. Nanopartikiillerin
%EE verimliligi, %11,89 ile %18,62 arasinda degismektedir ve en yiiksek %EE degeri
18,62 ile NPI’e aittir. Nanopartikiillerin %EE degerleri arasindaki siralama
NP1>NP2>N3seklindedir. Sonuglar daha once yapilan calisma degerlerine uygundur
(Mandal vd., 2013). Rosca ve arkadaslarina gore (2004), %EE, ¢6ziicliniin disar1 atilmasi
sirasinda hapsolmus ilacin drenajindan etkilenmektedir. Muhtemelen ilacin polimer
zincirleriyle uzun siire ¢evrelenmesinin yani sira ¢oziiciiniin digar1 atilmasi sirasinda
hapsolmus ilacin yavas salinmasi ve/veya drenaji nedeniyle ilag EE% 'si iyilesmektedir.
PNP'lerin %EE degerleri, sulu faza diisiik bir afiniteye sahip olan ve PLGA ile birlikte
organik alanda kalma egiliminde olan NFX'in lipofilik dogasi ile iligkili olabilir. Poli vinil
alkol (PVA) stabilize edici etki iiretir ve ilag sizintisini azaltarak %EE degerine katkida
bulunur (Dave vd., 2017).

5.2.4 Termal analiz

Termal analiz, bir malzemenin 6zelliklerindeki olas1 degisikliklerin kkontrollii
sicaklik degisimi ile nicellestirilmesine izin veren hassas kontrollil bir analiz yontemidir
(Lewis ve Gagg, 2010). NFX iceren nanopartikiillerin, DSC analiz cihazi ile 30-300 °C

araliginda gerceklestirilen termal analizlerine ait DSC termogramlar1 Sekil 5.16-5.20°de
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sunulmustur. 30-300°C araliginda yapilan termal analizde erime sicaklik derecesi 218,79
°C olarak bulunmustur (Sekil 5.1). Calismamizda formiilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan tim maddelerin birarada bulundugu fiziksel karisimlarin DSC analizleri
yapilarak formiilasyonlarin termal davramislarini degerlendirmede referans olarak
kullanilmistir. Degerlendirmeler i¢in NP1’de yalnizca PLGA bulundugu igin, NP2
(EPNFX) ve NP3 bilesenlerine (CPNFX) ait fiziksel karigimlarin termal analizleri
gergeklestirilmis ve analiz sonuglart sirast Sekil 5.16 ve Sekil 5.17’de sunulmustur.
Fiziksel karisimlarda literatiir bilgisinin aksine polimerlerin amorf yapilara sahip
olduklar1 ve buna bagli olarak polimerlere ait herhangi bir erime pikinin ortaya ¢ikmadigi
goriilmiistiir. Karigimlarda NFX’e ait kiigiik erime pikleri gozlenmis ve polimerler ile
herhengi bir gecimsizlik problemi olmadig1 ve karisim icinde kristal yapisin1 korudugu

gbzlenmistir.

NFX yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 incelendiginde ise, NFX’e ait pikin
kayboldugu goriilmiistir. NFX’e ait pikin termogramda kaybolmast amorf yap1
olustugunu ve maddenin polimer yapi icinde homojen bir sekilde molekiiler olarak

dagildigim gostermektedir (Sekil 5.18-5.20) (Yurtdas-Kirimlioglu ve Oztiirk, 2021).
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Sekil 5.16. EPNFX’e ait DSC termogrami
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Sekil 5.17. CPNFX'e ait DSC termogrami
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Sekil 5.18. NP1 e ait DSC termogrami
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Sekil 5.19. NP2 ’ye ait DSC termogrami
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Sekil 5.20. NP3 e ait DSC termogrami

5.2.5 FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi, belirli bir dalga boyu araliginda kiziltesi radyasyonla
uyarilan bir molekiiliin titresiminin 6l¢lilmesine dayanan fizikokimyasal bir yontemdir
(Ercolini, 2014). Genellikle maddelerin yapisal 6zelliklerini, kalitelerini, safsizliklarini

ve degisikliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Tranter, 2017).

Tez kapsaminda sap polimerler ve hazirlanan NP1, NP2 ve NP3
formiilasyonlaria ait FT-IR analiz spektrumlar1 Sekil 5.20-5.25’te sunulmustur. Sekil
2’de sunulan NFX’in FT-IR spektrumlarinda, O-H grubunun gerilme titresimine ve
molekiiller aras1 hidrojen bagina tek bir kprii ile atanan 3500-3300 cm™ arasinda belirgin
bir karakteristik tepe noktasi bulunmustur. 3500-3300 cm™lik bir bant, piperazinil
gruplarinin imino kismimin NH gerilme titresimine aittir. 2750-2700 cm'deki tepe, etil
grubunun varligimi gostermistir. 2500 cm™’de gozlenen bant karboksilik asitin O-H
grubuna aittir. 700 cm™'deki tepe, karbonil C=0 gerilmesini temsil etmektedir. 1650-
1600 cm™Y'deki bant, kinolonlarin N-H biikiilme titresimidir. 1500-1450 cm™'deki tepeler
asitlerin O-C-O baglarin1 gostermekte ve 1300-1250 cm, karboksilik asidin varligin
gosteren O-H grubunun biikiilme titresimine aittir. Ek olarak, C-F grubuna 1050 ila 1000
cm™ arasinda giiglii bir absorpsiyon bandi bulunmaktadir. 950-900 cm™ *deki tepe,
aminlerin N-H biikiilme titresimi ve 800 cm™’deki bant, aromatik protonlarin
dagilimindan kaynaklanmaktadir (Sekil 5.2) (Saho vd., 2012).

PLGA spektrumunda, C-O-C gerilmesinin zirvesi 1.088 cm Yde, Metil
gruplarinda C—H gerilmesi 1460 cm 'de, C = O'da 1750 cm™'de, CH, CH2 ve CH3
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esneme titresimlerinde 2850 ile 3000 cm™ arasinda ve OH gerilmesi yaklasik 3500 cm™
L de gozlenmistir (Sekil 5.21) (Wang vd., 2013). EU’ya ait FT-IR analizleri ise, 3100 ve
2850 cm™ O-H gerilme bantlarina aittir. 1850 ile 1650 cm™ arasindaki tepe noktas1 C=0
gerilmesi sebebinden dolay! olusmaktadir. 3100 ile 2850 cm™ araligindaki tepe, O-H
gerdirme bantlart ile alakal1,1850 ile 1650 cm™ araligindaki tepe, C=0 gerdirme titresim
gruplarindan kaynaklanmaktadir ve 1350 ile 900 cm™ araligindaki tepe, C-O gerdirme
titresim bandina aittir (Sekil 5.22) (Li ve Yu, 1999). CTS’nin FT-IR analizinde ise 1654
ve 1597 cm Y'deki yogun tepe noktalari, kitosanin kimyasal yapisinda amid I ve amid
II'nin varh@ini dogrulamaktadir. C-H gerilmesinin zirvesi 2900 cm™ ve C—H biikiilmesi
1360-1440 cm 'dir. Kitosanin 3500 cm Y'deki zirvesi, O-H esnemesiyle ortiisen N-H
esnemesine karsilik gelmektedir (Sekil 5.23) (Wang vd., 2013).

Formiilasyonlara ait spektrumlar degerlendirildiklerinde saf maddelerden ¢ok da
farkli degerler olusturmadiklar, karakteristik sinyallerin siddetlerinde miktara bagl

olarak azalma olsa da yine karakteristik aralikta sinyal olusturduklar1 goriilmistiir (Sekil

5.24-5.26).
5.2.6 IH-NMR analizi

NFX vyiikli polimerik nanopartikiillerde olusabilecek molekiiler diizeydeki
etkilesimleri belirleyebilmek amaciyla *H-NMR analizleri gerceklestirilmistir. NFX
spektrumunda NFX metil grubu CHs protonlar1 1.18 ppm'de ve CH2 protonlar: 1.31
ppm'de, NFX aromatik protonlari 7.54 ila 8.64 ppm arasinda ve asit grubu O-H protonu
15.20 ppm'de saptanmustir (Sekil 5.3) (Dhevaraj vd., 2019). Saf polimerler ile NP1, NP2
ve NP3 formiilasyonlarma ait *H-NMR spektrumlar1 Sekil 5.27-5.32’da sunulmustur.

Etkin madde ile polimerler arasinda herhangi bir kimyasal etkilesim
gozlenmezken, PLGA nin *H-NMR analizinde 1.8 ppm’de C-H grubu sinyal vermektdir.
1.6 ppm’de ise laktik asitte bulunan CHs bulunur. 5.2 ve 4.8 ppm’de goriilen sinyaller
glikolik asitte bulunan CH-CH3z ve CH-H gruplarinindir (Zuhour vd., 2023). Kitosan ise
Glukozamin’de bulunan 2 pppm’de CHs pikini ve 3.2 ppm’de H> pikini vermektedir.
Yaklasik 3.9 ppm’de Hz-Hg piklerine ve 4.9 ppm’de Hi pikine denk gelmektedir (Pereira
vd., 2015).
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Sekil 5.22. Eudragit L-30 D-55 e ait FT-IR analiz spektrumu
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Sekil 5.27. PLGA 'ya ait *H-NMR analiz spektrumu

Sekil 5.28. Eudragit L 30 D 55 e ait *H-NMR analiz spektrumu
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Sekil 5.30. NP e ait *H-NMR analiz spektrumu
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Sekil 5.32. NP3 e ait *H-NMR analiz spektrumu
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5.3 In vitro Salim Cahsmalar1

NFX’in hazirlanan polimerik nanopartikiillerden salim 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla in vitro salim calismalar1 gerceklestirilmistir. Ilacin in vivo davranisini ve etkin
maddenin biyodagilimini tahmin etmek igin in vitro salim ¢alismalar1 kullanilmaktadir
(Balzus vd., 2016). /n vitro ¢bziinme/salim testleri, iiriin gelistirme asamasinda, kalite

kontroliinde ve onay islemleri slirecinde 6nemli bir aragtir (Jug vd., 2018).

Tez kapsaminda in vitro salim ¢alismalar1 37°C+2°C’de pH 7.4 fosfat tamponu
icerisinde 200 rpm karigtirma hizinda diyaliz membran kullanilarak gergeklestirilmis ve

elde edilen salim profilleri Sekil 5.33’de sunulmustur.
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Sekil 5.33. Hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen NFX'in in vitro salim ¢alismalar

Profiller incelendiginde salim c¢alismasinin  baslangic  zamanlarinda
nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan NFX ag¢iga ¢ikmis fakat daha sonrasinda etkin
maddenin sudaki diisiik ¢6ziiniirliigiine bagl olarak 72 saatlik salim ¢aligmasi sonunda

dahi ancak en yiiksek ~%20 konsantrasyona ulasabilmistir.
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Saf etkin madde difiizyon membranindan gegiste zorlanmadan 24 saat sonunda ~
% 90 oraninda salinirken diger tiim sistemlerde salinan etkin madde miktar1 72 saatlik
siire zarfinda kayda deger bir artis gdstermemistir (Sekil 5.33).

[Ik hizli ilag salimi, antibakteriyel aktivite agisindan minimum etkili ilag
konsantrasyonuna hizli bir sekilde ulasmak i¢in istenen bir 6zelliktir. Diisiik ¢oziiniirliige
bagli olarak NFX i¢in uzatilmis bir ilag salim agamasina ulasildi. Her ne kadar diisiik
etkin madde konsantrasyonu elde edilse de etkili bir tedavi i¢in uzatilmis salima ihtiyag

duyulmaktadir (Gebreel ve vd., 2021).

5.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
5.4.1 WST-1 yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

NP1 6rneginin BJ saglikli insan fibroblast hiicre hatti tizerindeki ICso degeri
305.55 pg/mL bulunmus olup diger 6rnekler sitotoksik olarak bulunmamistir ve tlimiiniin
IC50 degeri 500 pg/mL olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore sentezlenen
orneklerin, saglikli hiicrelerde sitotoksik etki yapmamasi sebebiyle giivenli oldugu
saptanmigtir. Literatiirde, NFX ile yapilmis saglikli fibroblast hiicre hatti olan BJ

hiicreleri tizerinde yapilan benzer bir ¢alismaya rastlanmamastir.

5.4.2 Antifungal Aktivite Calismalari

Caligmamizda Mikrobroth diliisyon yontemi ile antifungal aktivite testi Candida
tirleri kullanilarak Anneksin V-PI yontemi ile de kandidal apoptosis miktar
belirlenmistir. Mikrobroth diliisyonu, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu (MIC)
belirlemek i¢in bir dizi ikiye katlanan seyreltme antibiyotik konsantrasyonlarina sahip,
stv1 besiyeri dolu mikrotitre kuyucuklart kullanir. Genellikle 96 kuyucuklu bir formatta
gerceklestirilir ve ayn1 anda 12-15'e kadar antibiyotigin test edilmesine olanak tanir.
Testler manuel olarak veya 06zel makineler kullanilarak otomatik bir sekilde

okunabilmektedir (Mahon vd., 2011).

Tez caligmalar1 kapsaminda hazirlanan fromiilasyonlarin antikandidal aktivitesi
0-800 pg/ml. (800, 400, 200, 100, 50, 25 ng/ml) degerleri arasindaki konsantrasyonlar ile

test edilmistir. Ornekler metanolde ¢oziindiiriildiikte sonra antikandidal aktivitesi
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degerlendirilmis ve MIC degerleri belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 2004).
Kandidalara kars1 tiremeyi durduran en kiigiik konsantrasyon nanopartikiillerin MIC
degeri olarak kabul edilmistir (Kavitha vd., 2010). Calismada Candida albicans (ATCC
90028), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258) ve Candida
parapsilosis (ATCC 22019) mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Mikroorganizma sayisi
maya kiiltiirleri i¢in ise Sabouraud-Dextrose Broth (SDB) icerisinde Mc Farland 0.5 (108
KOB/mL) standartina gore ayarlanmistir. 96 kuyucuklu plakalarda; nanopartikiillerin seri
konsantrasyonlarinin bulundugu kuyucuklarin iizerine 100 pL mikroorganizma inokiile
edilmistir. Plakalar 24 saat, 37°C sicaklikta inkiibasyona 32 birakilmistir. Daha sonra
kuyucuklara 20 pnLL MTT boyasi eklenerek 4 saat daha inkiibe edilmislerdir. Bu deneyde
pozitif kontrol grubu olarak NFX, negatif kontrol grubu olarak ise SDB besiyeri ayrica

mikroorganizmalar i¢in de biiylime kontrol gruplan 96'lik plakaya aktarilmaistir.

Tablo 5.16 Antikandidal aktivite analiz sonuglar:

MiK DEGERLERI ICso
(ng/mL) (ng/mL)
Kod C.albicans C. glabrata  C.krusei C.parapsilosis BJ Hiicre hatt

NPL 800 800 800 800 >500
NP1 25 50 100 100 305.55
NP2 50 100 100 100 >500
NP3 100 200 200 200 >500
NFXEU 200 200 400 400 >500
NFXCTS 200 200 400 400 >500
NFX 200 200 200 200 >500
CTS 200 200 400 400 >500
EU 400 400 400 400 >500

NPL yalnizca PLGA’dan olusmaktadir. Bu nedenle herhangi bir etki
gbdzlenmemistir. Diisiik konsantrasyonda en iyi etkiyi gosteren 25 pg/mL ile NP1
formiilasyonu olmustur. Kitosan antimikrobiyal etkisi oldugu bilinmektedir.
Calismamizda, C.albicans, C.glabrata, C.krusei ve C.parapsilosis iizerinde g¢alisiimis
olup, Candida cesitleri incelendiginde en iyi etkinin C. Albicans iizerinde olustugu

gozlenmistir.

C.albicans iizerinde etki siralamasi sirastyla NP1 (25), NP2 (50), NP3 (100) olup,
NFXEU, NFXCTS, NFX ve CTS (200) ayni etki degerini gostermis ve EU (400)
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digerlerine gore daha diisiik etki sonucu vermistir. C.glabrata’ya ait etki siralamasi ise
NP1 (50), NP2 (100) ve ayn1 etki degerine sahip NP3, NFXEU, NFXCTS, NFX, CTS
(200) ve en son olarak EU (400)’ya aittir. C.krusei etki degerleri ise, NP1 ve NP2 (100)
esit olup, ayni etki degerindeki NP3 ve NFX’ten (200) biiyiiktiir. En diistik etki degerleri
ise NFXEU, NFXCTS, CTS ve EU’dur (400). C. Parapsilosis etki degerleri
kiyaslandiginda ise NP1 ve NP2’den (100) sonra NP3 ve NFX (200) ve son olarak
NFXEU, NFXCTS, CTS ve EU (400) gelmektedir.

NP1, NP2 ve NP3 antikandidal etki degerlerine bakildiginda sirasiyla C.albicans
C.glabrata gelmekte olup C.krusei ve C.parapsilosis arasinda anlamli bir fark

bulunmadig anlagilmaktadir.

Griiger ve vd. (2008), C.albicans ve florokinonlar ile mikro diliisyon yontemi
kullanarak C.albicans’a antikandidal aktivite testi yapmislar ve MIK degerini 1500
ug/mL bulmuslardir. Moneib’in (1995) yaptigi ¢alismada ise, NFX’in C.albicans
antikandidal aktivitesi i¢in MIK degerinin 100 pg/mL oldugu gosterilmistir. Zhang
(2019), yaptig1 calismada C. albicans antifungal aktivite testi icim NFX-Siprofloksasin-
Nalidiksik asit hibritlerini kullanmis ve MIK degerlerini 250, 500, 125 ve 250 pg/mL
olarak bulmustur. NFX-Siprofloksasin-Benzimidazol hibridinin 50 pg/mL’de
C.albicans’a karst inaktif oldugunu gostermistir. Guri ve vd. (2014), yaptiklar
deneylerde NFX’in C.albicans’a karsi inaktif mikrobiyolojik etkisinin oldugunu
gostermislerdir. Yaptigimiz calismalara gére NP1’in MIK degeri 25 pg/mL olarak
bulunmustur. Deneyimizde yaptigimiz nanopartikiillerin diger deneylerde c¢alisilan
partikiillere gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Literatiir taramasinda C.glabrata, C.
krusei ve C.parapsilosis’in NFX ile birlikte kullanildig1 bir ¢alisma bulunamamustir.

5.4.3 Anneksin V-PI yontemi ile kandidal apoptozisin belirlenmesi

Apoptoz test sonuglarina gore en iyi etki %18.8 ile NFX’e aittir. Buna en yakin
deger %16.0 ile NFXCTS ve %14.2 ile NP1’e aittir. Nanopartikiil etki siralamalar ise
NP1, NP2 ve NP3 oldugu goézlenmektedir. Canli hiicre sayilar1 sirasiyla NP3 (%93.9),
NP2 (%87.7), NFXEU (%87.2), NP1(85.6), NFXCTS(84.0) ve NFX (%80.9) oldugu
gozlenmektedir. Hiicreler sadece NFXEU (%8)’da nekroza ugramistir. Erken apoptoza
degerleri sirastyla NFX(%18.8), NFXCTS (%16.0), NP1 (%14.2), NFXEU (9%12.8), NP2
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(%12.2), NP3 (%5.9)’tiir. Geg apoptoz ise sirastyla %0.3 ile NFX, %0.2 ile NP1 ve %0.1
ile NP2, NP3’tiir. Hiicreler NFXEU ve NFXCTS ile gec¢ apoptoza ugramamustir (Sekil
5.34).
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Sekil 5.34 Mikrobroth diliisyon yontemi ile antikandidal aktivite testi analiz sonuglari
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Tablo 5.17 Kandidal apoptoz analiz sonuglar

Canh % Nekrotik % Erken Apoptotik % Gec Apoptotik %

Kontrol 96.9 0.5 2.5 0.1
NP-1 85.6 0 14.2 0.2
NP-2 87.7 0 12.2 0.1
NP-3 93.9 0 5.9 0.1
NFXEU 87.2 8 12.8 0
NFXCTS 84.0 0 16.0 0
NFX 80.9 0 18.8 0.3

Literatiir taramasinda C.albicans’in NFX ile yapilan antikandidal apoptoz
calismasi bulunmamaktadir. Sadece iki farkli 6rnekte farkli etken maddelerin Annexin
V-PI yontemi kullanilarak yapilan deneyler bulunmaktadir. Hao ve vd. (2013)’nin yaptig1
calismada NFX ile ayni1 etki mekanizmasina sahip Kaspofungin’in C.albicans iizerinde
Annexin V-PI testi uygulanmis ve 0.06, 0.125 ve 0.5 ng/mL'de Kaspofungin, 3 saat sonra
hiicrelerin % 20-25'inde erken apoptoza neden oldugu, ii¢ konsantrasyonda da erken
apoptotik hiicrelerin yiizdeleri arasinda 6nemli farkliliklar bulunmadigi gézlenmis ve geg
apoptotik/nekrotik hiicrelerin yiizdeleri, ii¢ kaspofungin konsantrasyonunda da % 5-7
arasinda oldugu anlasilmistir. Yaptigimiz ¢alismada, NP1 e ait erken apotoza ugrayan
hiicre ytizdesi %14.2, ge¢ apoptoza ugrayan hiicre yiizdesi ise % 0.2 olarak bulunmustur
(Sekil 5.34). Buna gore Kaspofungin ile yapilan ¢aligmanin NFX’ten daha etkili oldugu

gosterilmistir.

Zore ve vd. (2022), NFX ile ayn1 etki mekanizmasina sahip Mentol’iin C.albicans
antikandidal apoptoz testi i¢in Annexin V/PI yontemi uygulamis, 0.5 ve 1 mM mentoliin,
sirastyla % 11.1 ve % 15.2 C. albicans hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermistir.
NP1 ile yapilan antikandidal aktivite calismasinin, 0.5 mM Mentol antikandidal apoptoz
sonucunun daha etkin oldugu fakat 1 mM Mentol’e gore de daha diisiik aktivite gosterdigi

anlasilmstir.
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6. SONUC

Tez calismamizda, etkin maddenin goze hedeflenerek salim siiresinin uzatilmasi,
hasta uyuncunun artirilmasi ve hasta konforunun artirilmasi amaglanmis ve bu amaglari
gerceklestirebilecek formiilasyonlar basariyla hazirlanmistir.  NFX, formiilasyon
basamaklarinda etkilenmeyerek kararliligini korumustur. Elde edilen %EE sonuglari
nanopartikiil yiiklenme kapasiteleri dikkate alindiginda hedeflenen oranda etkin
maddenin yiiklenebildigi goriilmektedir. Nanog¢Oktiirme yontemi ile hazirlanan
nanopartikiiller, istenen partikiil biiylikligi, polidispersite indeksi ve iyi salim profili

gostermistir.

Antifungal aktivite ¢alismalari, NFX’nin en iyi antifungal aktiviteyi C.albicans
tizerine gosterdigi, ikinci biiyiik etkinligin ise C.glabrata’da saglandigi ve kalan iki susta
da anlamli bir fark gozlenmedigi anlasilmistir. Higbir formiilasyon nekroza sebep

olmayip, tiim fungal hiicreler erken apoptoza ugramistir.

Calisma sonuglarina bagli olarak okiiler uygulamaya uygun, 6zellikle C.albicans’a bagl
olarak  gerceklesebilecek enfeksiyonlarin  tedavisinde  kullanilabilecek  etkin
formiilasyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan partikiiler sistemlerin gergek potansiyellerini

belirlemek amaciyla in vivo ¢aligsmalar tez ¢alismalarinin devami olarak planlanmaktadir.
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