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OZET

IBUPROFEN YUKLU POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI
VE /N VITRO DEGERLENDIRILMESI

Kalbalayi NAMAZOV
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022

Danisman: Dog. Dr. Giilsel YURTDAS KIRIMLIOGLU

Ibuprofen (IBU) diinya genelinde en yaygm kullanilan non steroidal antienflamatuvar
(NSAI) ilaglardan biri olarak tanimlanmaktadir. IBU iltihabi proseslerde, kronik veya
akut agrilarda, ayn1 zamanda ates diisiiriicii olarak hem cocuklarda hem de yetiskin
insanlarda sik¢a kullanilmaktadir. NSAI ilaclarin, gastrointestinal sistem (GIS) igerisinde
duodenum ve mide {izerine yaptiklart olumsuz etkiler uzun zamandan beri bilinmekte
olup, giiniimiizde de bu konuda ¢alismalar devam etmektedir. GIS’in mikrobiyolojik ve
fizyolojik yapis1 dikkate alindiginda oral yol igin, hazirlanmis dozaj seklinin zarar
gormeden kolonda hedeflendigi bolgeye ulagmasi ve etkin maddeyi salmasi bir¢ok zorluk
icermektedir. Bu tez ¢alismasinda, kolonda olusabilecek yaralarin iyilestirilmesini
saglayabilmek amaci ile kolona yénelik, IBU’nun Eudragit® S 100 ve farkli molekiil
agirhikli (10000, 45000, 80000) polikaprolakton (PCL) polimerleri kullanilarak
nanogOktiirme yontemiyle polimerik nanopartikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin, in vitro dzellikleri detayli olarak incelenmis ve yapilan analiz sonuglari
degerlendirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin, kolon pH’sinda etkin maddeyi saldig:
ve yapilan hiicre kiiltiirii deneyleri sonucunda hazirlanan formiilasyonlarin IBU’dan daha

yiiksek ICsq degerleri verdigi ve yara iyilestirici etkisinin oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar  Sozciikler:  Ibuprofen, Polimerik  nanopartikiil, ~ Nanogdktiirme,

Polikaprolakton, Kolona hedefleme.



ABSTRACT

PREPARATION AND IN VITRO EVALUATION OF IBUPROFEN LOADED
POLYMERIC NANOPARTICLES

Kalbalayi NAMAZOV

Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilsel YURTDAS KIRIMLIOGLU

Ibuprofen (IBU) is one of the most widely used nonsteroidal anti-inflammatory (NSAI)
active substances worldwide. IBU is frequently used in anti inflammatory processes,
chronic or acute pain, as well as as an antipyretic in both children and adults. The negative
effects of NSAIDs on the duodenum and stomach in the gastrointestinal tract (GIS) have
been known for a long time, and studies are still ongoing on this subject. Considering the
microbiological and physiological structure of the GIS, there are many difficulties for the
dosage form prepared for the oral route to reach the targeted area in the colon without
being damaged and to release the active substance. In this thesis, polymeric nanoparticles
were prepared by nanoprecipitation method by using Eudragit® S 100 of IBU and
polycaprolactone (PCL) polymers with different molecular weights (10000, 45000,
80000) for the colon in order to heal the wounds that may occur in the colon. The in vitro
properties of the prepared formulations were examined in detail and the results of the
analysis were evaluated. it was concluded that the prepared formulations released the
active substance at pH of the colon and the prepared formulations had a wound-healing

effect on the cell culture.

Keywords: Ibuprofen, Polymeric nanoparticles, Nanoprecipitation, Polycaprolactone,

Colon targeting.



TESEKKUR

Oncelikle bu uzun ve zorlu yolda her zaman degerli zamanini ayirarak tiim
sorularimi biiyiik bir ilgi ve sabirla yanitlayan, giiler yiizlinii ve samimiyetini benden
esirgemeyen, degerli bilgilerini benimle paylasan, engin bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, c¢alismamin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiritiilmesinde ve
sonuclanmasinda destegini ve ilgisini benden esirgemeyen, bilgilendirmeleri ve
yonlendirmeleri ile ¢alismami bilimsel temeller 1s181nda sekillendiren ve bana verdigi
degerli bilgilerden meslek hayatimda da her zaman faydalanacagimi diisiindiiglim ve
Ogrencisi olmaktan onur duydugum ¢ok kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Giilsel

YURTDAS KIRIMLIOGLU na tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calismam asamasinda sitotoksisite caligmasinin gerceklestirilmesinde gostermis
oldugu yardimdan dolay1 Dr. Bio. Sennur GORGULU’e ve FT-IR ve NMR analizlerinin
gerceklestirilmesinde vermis oldugu destekten dolayr Ogr. Goér. Serkan LEVENT e

tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca gostermis olduklar1 anlayis ve yardimlarindan
dolay1, Farmasotik Teknoloji Boliimii’niin tiim hocalaria ve iiyelerine tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Tez calismamda kullandigim etkin maddenin temininde gosterdikleri yardimdan

otiirii Drogsan Ilag’a ayrica tesekkiirlerimi sunuyorum.

Eskisehir’deki yasamim siiresince gostermis olduklar: her tiirlii destekten dolay1

Eskisehir Azerbaycanlilar Dernegi’ne tesekkiirlerimi sunuyorum.

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

tiirli destegi saglayan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Kalbalayi NAMAZOV
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligsma 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 tarandigin ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Kalbalayi NAMAZOV
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1. GIRIS VE AMAC

Ibuprofen (IBU) diinya genelinde en yaygin kullamlan non-steroidal
antienflamatuvar (NSAI) ilaglardan biri olarak tanimlanmaktadir. IBU iltihabi
proseslerde, kronik veya akut agrilarda, ayn1 zamanda ates diisiirlicii olarak hem
cocuklarda hem de yetiskin insanlarda sik¢a kullanilmaktadir. NSAT ilaglarin kullanima,
gastrointestinal sistem (GIS) icerisinde duodenum ve mide iizerine olumsuz etkiler
yaptiklar1 uzun zamandan beri bilinmektedir. Giiniimiizde de bu konu iizerine ¢aligsmalar

devam etmektedir.

Kolona hedeflenmis ilag tasiyici sistemlerde oral yol ¢ok tercih edilen ve en uygun
yol olsa da ayn1 zamanda baska yollar da kullanilmaktadir. intrarektal uygulama kolona
ila¢ hedeflemede en kisa yoldur. Buna ragmen intrarektal uygulamada kolonun proksimal

kismina ulasmak daha zordur ve hastalar i¢in de rahatsiz edici olabilmektedir.

Oral yoldan uygulama birg¢ok etkin maddenin viicuda verilmesi igin en fazla tercih
edilen ve en genis uygulama alanina sahip yoldur. Ancak oral uygulamada her zaman
istenilen terapdtik sonug saglanamamaktadir. Bunun nedeni, oral yoldan uygulanan bazi
dozaj formlarinin mide asidi ve gastrointestinal (GI) kanal enzimlerine kars1 duyarli
olmalaridir. GIS’in mikrobiyolojik ve fizyolojik yapisi dikkate alindiginda oral yol igin,
hazirlanmis dozaj seklinin herhangi bir zarara ugramadan kolonda hedeflendigi bolgeye
ulagmasi ve aktif maddeyi salmasi birgok zorluk igermektedir. Kolona 6zgii ilag tastyici
sistemler gelistirirken, GI kanalin farkli béliimlerinde farkli pH degerleri oldugu goz
Oniine alinmaktadir. Bu amagcla yapilan en basarili proses, etkin maddenin yiiksek pH’ya
duyarl polimerle kaplanmasidir. Kolona yonelik kaplamada pratik, basit ve maliyetinin
diisiik olmasi nedeni ile polimer olarak Eudragit® yaygin olarak kullanilmaktadur.
Calismamizda, nanogdktiirme ydntemi ile Eudragit® S100 (ES 100) ve Polikaprolakton
(PCL) polimeri kullanilarak, kolonda olusabilecek yaralarin iyilestirilmesine yardimet
olmak amaci ile kolona hedefli antienflamatuvar etkin madde igeren nanoboyutlu
polimerik nanopartikiillerin  (PNP) hazirlanmast ve in vitro Kkarakterizasyon

caligmalarinin yapilmasi planlanmstir.

Kolona yonelik olarak oral yoldan giivenle uygulanabilecek, etkin maddenin kolona
tasinmasini  saglayabilecek giivenilir ve etkin formiilasyonlarin hazirlanmasi ve
karakterizasyonunun ardindan hiicre kiiltiiri ve yara iyilestirici etki calismalar1 da

yapilmasi1 planlanmastir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. ibuprofen

Ibuprofen (IBU) propiyonik asitten tiiretilen NSAI bir ilagtir (Filippa ve Gasull,
2013). Kimyasal okunusu a-Metil-4-(izobutil) fenilasetik asit, (+)-2-(4-izobutilfenil)
propanoik asit seklinde olan IBU’nun (Kahraman 2016), yan etkileri aspirin ile

karsilagtirildiginda daha az oldugu igin, aspirine alternatif olarak gdsterilen propiyonik

asit tlirevlerinin ilk tiyesidir (Bushra vd., 2010).

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil agirligi 206.28 g/mol olan IBU'nun, kapali formiilii C13H1s02 seklinde
gosterilmektedir. Kimyasal okunusu ise 2-(p-izobutil) fenil propanoik asit seklindedir.
IBU rasemik karigtmdir ve molekiil yapisinda bulunan kiral merkezden dolayn iki farkl
enantiyomeri bulunmaktadir. Bu enantiyomerler, R- ve S- diye isimlendirilmektedir
(Kahraman 2016). Literatiirde iBU'nun erime derecesi 75-77°C olarak yer almaktadir
(http-1). IBU'nun agik formiilii Sekil 2.1’ de gdsterilmistir.

CH3

OH
CHs

Sekil 2.1. Ibuprofenin agik formiilii (http-2)

2.1.2. Ibuprofenin farmakolojik dzellikleri

NSAI ilaglara; antienflamatuvar, antipiretik ve analjezik etki gosteren ilaglar
dahildir (Kahraman 2016).



IBU diinya genelinde en yaygmn kullanilan NSAI ilaglardan biridir (Rainsford
2009). Giintimiizde de iltihabi proseslerde, kronik veya akut agrilarda, ayn1 zamanda ates

diisiiriicii olarak hem ¢ocuklarda hem de yetiskin insanlarda IBU iceren preparatlar sik¢a

kullanilmaktadir (Alkan, 2019).

IBU sentezinden onceki yillarda, romatoid artritin tedavisinde kortikosteroidlerin
kullanilmas1 ciddi sorunlar yaratmaktayd: ve ayni zamanda diger NSAI ilaclarin
kullanilmas1 durumunda, mide kanamasi gibi yan etkiler goriilmekteydi. Bu etkilerin IBU
da daha az olmasi onun diinya geneclinde kolayca kabul edilmesinde baslica neden

olmustur (Busson, 1986).

IBU, insanlarda antienflamatuvar etkili bir ilag olarak 1969'da Ingiltere'de
(Rainsford 2009), 1974'te ise Amerika Birlesik Devletleri'nde tanitilmaya baglanmistir.
IBU uygulanirken rasemat olarak uygulanmakta fakat farmakolojik etkisinden sadece S-

formunun sorumlu oldugu bilinmektedir (Augusti vd., 2005).

IBU'nun klinik ortamda yapilan ilk deneyleri, Edinburgh Kuzey Genel Hastanesi
Romatizmal Hastaliklar Birimi'nden Dr. Tom Chalmers tarafindan gergeklestirilmistir.
Kendisi romatoid artrit sikayetleri olan, alt1 hasta tizerinde deneylerini gergeklestirmistir.
IBU'nun ilk klinik denemelerinde, hastalara 600-900 mg/giin ila¢ verilmis olup,
hastalarin birkacinda gaitada gizli kan oldugu goriilmiistiir. Fakat bu degerler,
antienflamatuvar dozda aspirin kullanan hastalarda gézlenenden oldukga diisiik oranda
bulunmustur (Rainsford, 1999).

IBU'nun Staphylococcus aureus (S.aureus)'a kars: bakterisidal ve bakteriyostatik
etkileri bilinmektedir. Cesitli bilim insanlari tarafindan, metisiline direngli S.aureus
enfeksiyonlarinin olusturdugu hastaliklarin tedavisinde IBU’ nun denendigi bildirilmistir.
[BU'nun emilimi oral yoldan verildiginde daha hizli gergeklesmektedir. Oral yolla
alindiktan 1-2 saat sonra doruk serum konsantrasyonlarina ulagmaktadir (Bushra ve

Aslam, 2010).

IBU oral yolla alindiktan sonra, ilacin % 80’1 bagirsaklar esas olmakla G kanaldan
emilmektedir. Tlag karacigerde metabolize edilir ve metabolitlerinin biiyiik kismi idrarla

atilirken, % 10’u degismeden kalir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020).

IBU'nun plazma albiiminine baglanmasi, siklikla verildigi doza baglhdir. Yapilan

aragtirmalar incelediginde, ilacin 600 mg ve tizeri dozlarda hastalara verildiginde, ilacin



plazma albiiminine baglanmasinda 6nemli derecede artis goriilmiistiir. IBU alindiktan
sonra konjugatlarin ¢ok az kism1 degismeden idrarla atilmaktadir. Bobrek fonksiyonlarina
bagl olarak konjugatlarin atilimi farklilik gosterebilir ve bobrek hastaligi olan insanlarda
konjugatlarin birikimi meydana gelmektedir. IBU'nun emilim kinetiginin degismesine
neden olan diger faktorlerler ise, kistik fibrozlar, karaciger hastaliklari ve akciger
hastaliklar1 6rnek gosterilmektedir. Yapilan deneylerden alinan sonuglar, IBU’nun anne

stitiine gegme mikrtarmin ¢ok az oldugunu gostermistir (Davies, 2012).

IBU farkli agr tiplerinde etkili en giiclii prostaglandin (PG) sentezi inhibitdriidiir.
IBU'nun farmakolojik aktivitesinin ¢ogunu S* enantiyomeri tasimaktadir ve aym
zamanda siklooksijenaz (COX) enzimleri olan COX1 ve COX2 aktivitesindeki rolii
tistlenmektedir. Oral uygulamalarda IBU sitokrom P450 enzim sistemi genlerinden olan
CYP2C9 yoluyla karacigerde oksidatif metobalizmaya ugradiktan sonra, glukuronid-
konjugat metoboliti seklinde idrar yolu ile viicuttan atilmaktadir (Shin vd., 2017).

IBU hafif agrilar1 ve atesi olan 20 ila 45 yas araligindaki hastalarm tedavisinde 200-
400 mg doz olmak sartiyla her 4-6 saat araliginda 3 giinden fazla olmayacak sekilde
kullanilmaktadir. Artritli hastalarda ise hastaligin agirlik derecesine gore 300-800 mg
olmakla giinde 3-4 kez uygulanmaktadir ve bu tedavi siiresi 10 giinden fazla devam
etmemelidir. Cocuklarin tedavisinde ise IBU genellikle 6 aydan 12 yasa kadar olan
cocuklarda ates ve agr1 tedavisi i¢in, cocugun kilosu hesaplanmakla, 6 ila 8 saat araliginda
5-10 mg/kg olmak sartiyla uygulanmaktadir. Giinliik maksimum doz ise, 40 mg/kg’dan
fazla olmamalidir (Bashyal, 2018).

IBU kullaniminda gérmede bozukluk, renklerin belirlenmesinde karisiklik gibi yan
etkiler goriiliirse, ilacin kullanilmasi1 sonlandirilmali ve hasta doktor kontroliinden
gecmelidir. Emziren annelerde ve hamileligin 1. ve 2. trimesterinde IBU'nun kullanima,

yarar/risk iliskisi belirlendikten sonra olmalidir (Kizilelma, 2019).

NSAI ilaglarin, GIS igerisinde duodenum ve mide iizerine yaptiklari olumsuz
etkiler uzun zamandan beri bilinmekte olup, gliniimiizde de bu konuda ¢alismalar devam
etmektedir. GIS’in diger boliimlerine NSATI ilaglarm etkisi genellikle vaka sunumlar
olarak degerlendirilmekte olup patogenezi ve tedavisi ile ilgili kesin bir goriis ortaya
konulmamistir. Dispeptik yakinmalar basta olmak iizere GIS ile ilgili her tiirlii semptom,
NSAI ilaglarin kullanim ile iliskili olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda NSAI ilag
kullanan hastalarin %10-20'sinde dispeptik yakinmalar olusabilecegi goriilmiistiir. NSAI

4



ilaglarin uzun siire kullanilmasin1 gerektiren romatoid artrit gibi hastaliklarin tedavisi
sirasinda, dispeptik yakinmalar nedeniyle hastalarin  %5-15'inde ilacin kesildigi

goriilmektedir (Eminler vd., 2014).

IBU, kusmasi ve atesi olan ¢ocuklarda antipiretik olarak kullanildiginda, iist GIS
mukozasinda hafif iilserler ve derin erozyona kadar genis spekturumda hasarlar
verebilmektedir. Mukozal hastalik riskini artiran faktorlere, ilacin sik ve yiiksek dozlarda

verilmesi ve ayn1 zamanda ag¢ alinmasi 6rnek gosterilebilmektedir (Canan, 2018).

2.1.3. Ibuprofenin miktar tayini yontemleri

Analitik yontem validasyonunun baslica amaci, yontemin sonugta planlanmis
amaca uygun oldugunu gostermek, giivenilirligini ve dogrulugunu verilerle

kanitlamaktir.

IBU’nun miktar tayininde, ultra performansli s1v1 kromatografisi (UPLC) (Yurtdas-
Kirimlioglu vd., 2020), yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), UV-goriiniir bolge
absorbsiyon spektrofotometrisi, sivi  kromotografi-kiitle spektrometri (LC-MS)
(Kizilelma, 2019) ve gaz kromatografisi (Jalbani vd., 2020) gibi ¢esitli analitik

yontemlerin kullanildig: bildirilmistir.

I[BUnun tayininde HPLC yontemi ¢ok onemli yer tutmaktadir. Thakkar ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir caligmada, pankreas kanserine Onlemeye
yonelik olarak gelistirilen IBU yiiklii kat1 lipit nanopartikiillerde (NP) IBU miktar tayini,
asetonitril ve %1 orto-fosforik asit (60:40) i¢eren mobil faz bilesimi ve fotodiyot dizi

dedektorii kullanilarak 220 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir (Thakkar vd., 2015).

Yapilan diger bir calismada IBU'nun PLGA polimerine yiiklenmesi ile hazirlanan
NP’lerinin kolona ilag tasiyict sistem olarak tasarlanmasi planlanmistir. Yiiklenme
etkinligi, in situ permeabilite ve in vivo deneylerde IBU miktar tayini, 225 nm
dalgaboyunda floresan dedektor kullanilarak HPLC ile gergeklestirilmistir (Lozoya vd.,
2018).

Yurtdag-Kirimhioglu ~ vd.’lerinin ~ gergeklestirdigi  bir  calismada  ise,
heksaklorosiklotrifosfazen/ oktaklorosiklotetrafosfazen ile ¢apraz bagl IBU yiiklii

polifosfazen mikrokiirelerinin sentezlendigi c¢alismada, IBU'nun miktar tayini UPLC



kullanilarak 225 nm dalga boyunda fotodiyot dizi dedektorii kullanilarak
gerceklestirilmistir (Yurtdag-Kirimlioglu vd., 2021).

IBU yiiklii Eudragit® RS 100 ve oktadesilamin ile modifiye edilmis PLGA
NP’lerinin apoptoz iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismada ULPC ydntemi ile 250

nm dalga boyunda fotodiyot dizi dedektdrii kullanilarak IBU'nun miktar tayini yapilmistir
(Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020).

Tablet formlarinda IBU’nun kantitatif analizinin fourier déniisiimlii kizil &tesi (FT-

IR) spektroskopisi ile gerceklestirildigi bildirilmistir (Matkovic vd., 2005).

Yeni bir kinetik spektrofotometrik yontem ile farmasotik formiilasyonlarda ve
insan serumunda IBU miktar tayini gergeklestirilmistir. Verimli, ucuz ve fazla sayida
Ornegin analizi i¢in uygun olan bu yontemde analiz siiresinin kisa olmasi ve oda

sicakliginda yapilabilmesi yontemin distiinliikleri arasindadir (Miti¢ vd., 2008).

Yapilan diger bir calismada ise insan idrarinda IBU'nun tayini i¢in ultra yiiksek
performansl sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi ile birlestirilerek, mikro
ekstraksiyon ve emiilsifikasyona bagli verimli, hizli ve basit olan yontem gelistirilmistir

(Magiera ve Giilmez, 2014).

2.1.4. Tbuprofen iceren ticari preparatlar

IBU igeren ticari preparatlar Tablo 2.1'de sunulmustur. Goriildiigii iizere IBU farkli

yas gruplarinda kullanilmak iizere, farkli farmasotik sekillerde piyasada mevcuttur.



Tablo 2.1. Ibuprofen igeren ticari preparatlar (http-3)

Preparat
ismi

Firma Ismi

Farmasotik Sekli

Kullanim Amaci

Advil®

GlaxoSmithKline
aTiketici Saghigt A.S.

Liqui-gel kapsul

Eklemlerdeki ~ romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri  ve olusturdugu
zararlari tedavisi, gut
hastaliginda gériilen eklemde
olusan irini, akut kas-iskelet
agrilarin  hafiflestirilmesi,
cerrahi operasyon sonrasi
yaranabilecek agri, adet
doéneminde goriilen
agrilarinin  tedavisi (primer
dismenore)

Apireks®

Bilim Ilag¢ San. Ve Tic.

AS.

200 mg IBU igeren tablet

Nezle ve grip zamani olugan
burun tikanikligi, ates, bas
agrisi, vicut  agrilar1 ve
akcigerde olusan agrilar

Apireks®

Bilim Ila¢ San. Ve Tic.

AS.

100 mg/5ml
sispansiyon

IBU

igeren

Yasi 6 aydan  biyiik
¢ocuklarda ¢ikan  atesin
distiriilmesi, hafif agrilarin
giderilmesi, ¢ocuklukta
olusan romatizmal eklem
hastaligt ~ (juvenil  artrit)
belirtilerinin tedavisi.

Artril®

Sanofi Aventis

% 5 IBU igeren jel

Eklemlerdeki romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri  ve olusturdugu
zararlarin tedavisi

Artril®

Sanofi Aventis

400 mg IBU igeren tablet

600 mg IBU iceren tablet

Eklemlerdeki  romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri  ve olusturdugu
zararlarin tedavisi, gut
hastaliginda goriilen eklemde
olusan irini, akut kas-iskelet
agrilarin hafiflestirilmesi,
cerrahi operasyon sonrast
yaranabilecek agri, adet
doneminde goriilen
agrilarinin tedavisi (primer
dismenore)

Balafen®

Adeka ilag San. ve Tic.

AS.

100 mg/5ml
siispansiyon

IBU

iceren

Yasi 6 aydan  biyik
¢ocuklarda ¢ikan atesin
diigiiriilmesi, hafif agrilarin
giderilmesi, cocuklukta
olusan romatizmal eklem
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Tablo 2.1.(devami)

hastaligit  (juvenil
belirtilerinin tedavisi.

artrit)

Berkofen®

Berko Ilag ve Kimya
San. A.S.

400 mg IBU iceren sase

Eklemlerdeki  romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri  ve olusturdugu
zararlarin tedavisi, gut
hastaliginda goriilen eklemde
olusan irini, akut kas-iskelet
agrilarin  hafiflestirilmesi,
cerrahi operasyon sonrasi
yaranabilecek agri, adet
doéneminde goriilen
agrilarmin tedavisi (primer
dismenore)

Bikaramin®

Bikar Ila¢ San. ve Tic.
Ltd. Sti.

100 mg/5ml IBU

surup

igeren

Nezle ve grip zamani olugan
burun tikanikligi, ates, burun
akintis;, bas agrisi, viicut
agrilarinin tedavisinde
kullanilir.

Biophen®

Sandoz Ilag San. ve Tic.
AS.

400 mg IBU iceren draje

Eklemlerdeki  romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri  ve olusturdugu
zararlarin tedavisi, gut
hastaliginda goriilen eklemde
olusan irini, akut kas-iskelet
agrilarin  hafiflestirilmesi,
cerrahi operasyon sonrast
yaranabilecek  agri, adet
doneminde goriilen
agrilarinin tedavisi (primer
dismenore)

Brufen®

Liva Ilag San. ve Tic.
AS.

200 mg IBU igeren tablet

Grip, soguk alginhigr ve
siniizit zamani olusan burun
tikaniklig1, bas agrisi, ates,
viicut agrilart ve akciger
agrilari

Brufen®

Abbott Laboratuarlar
fhr.ith. ve Tic. Sti.

600 mg IBU iceren tablet.

Abbott Laboratuarlar
Ihr.ith. ve Tic. Sti.

400 mg IBU iceren draje

Eklemlerdeki ~ romatizmal
apseli hastaliklarin
(osteoartrit, romatoid artrit,
ve ankilozan  spondilit)
belirtileri ve olusturdugu
zararlarin tedavisi, gut
hastaliginda goriilen eklemde
olusan irini, akut kas-iskelet
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Tablo 2.1.(devami)

Abbott Laboratuarlart 800 mg IBU iceren yavas agrilarn  hafiflestirilmesi,

Brufen Ihr.Ith. ve Tic. Sti. saliml1 tablet cerrahi operasyon sonrasi
Retard® yaranabilecek  agri, adet
doéneminde goriilen
agrilarmin tedavisi (primer

dismenore)
Bruprex® Generica flag San. ve 200 mg/5Sml IBU igeren Yasi 6 aydan  biiyik
Tic. A.S. siispansiyon cocuklarda ¢ikan  atesin
diistirilmesi, hafif agrilarin
giderilmesi, ¢ocuklukta

olusan romatizmal eklem
hastaligt  (juvenil  artrit)
belirtilerinin tedavisi.

Brus® RDC ila¢ Arastirma ve 100 mg/5Sml IBU igeren Yas1 6 aydan biiyik
Gelistirme San. A.S. siispansiyon ¢ocuklarda ¢ikan atesin
distriilmesi, hafif agrilarin

giderilmesi, ¢ocuklukta

olusan romatizmal eklem
hastaligt  (juvenil  artrit)
belirtilerinin tedavisi.

Corelar® Vem ilag San. Ve Tic. 10 mg/2 ml IBU igeren 1.V. Duktus arteriozus’un agik

Ltd. Sti. inflizyonluk ¢6zelti kalmasina  neden olan
viicuttaki dogal
kimyasallarin (prostagla
ndinlerin) tiretimini
Onleyerek, duktus
arteriozus un  Kapanmasint
saglar.

ibu-Baby® Berko Ilag ve Kimya 60 mg IBU igeren Viicutta orta ve hafif
San. A.S. supozituvar derecede olugsan agrilarin
tedavisi (dis, bogaz ve
kulakta goriilen agrilar, dis
¢ikarken olusan  agrilar,
burkulmalar zamani olusan
agrilar vb. ) ve viicutta ¢ikan
atesin diistiriilmesi.

Sonfex® Centurion Pharma flag 400 mg/4 ml IBU igeren I.V. Viicutta orta ve hafif
. . - w1 derecede olusan agrilarin
ve San.Tic. Ltd. Sti. inflizyonluk ¢6zelti tedavisinde, opioid

analjeziklerle birlikte ileri ve
orta  dereceli agrilarin
tedavisinde, viicutta g¢ikan
atesin tedavisinde.

2.2.  Kolona Ila¢ Tasinmasi

Dozaj formlarinin farmasoétik teknoloji alaninda yapilan tasarimlarin en énemli
amaglarindan biri, terapotik amagla kullanilacak etkin maddelerin insan viicudunda
maksimum etkiyi gosterecegi bolgede salinmasii saglamaktir. Béylece farmakolojik

etkinin maksimum oldugu bdlgeye hedeflenen dozaj formlari ile etkin maddenin biyolojik
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etkinligi ve sistemik absorpsiyonunu artirilarak, viicutta olusacak yan etkileri

azaltilmaktadir (Sengel-Tiirk ve Hasgigek, 2006).

Oral yoldan uygulanan ve belirlenen bolgelere 6zgii ilag tastyict sistemlere yonelik
calismalar son yillarda artmistir. Oral yoldan uygulama birgok etkin maddenin viicuda
verilmesi i¢in en fazla tercih edilen ve en genis uygulama alanina sahip yoldur. Ancak
oral uygulamada her zaman istenilen terapotik sonug saglanamamaktadir. Bunun nedeni,
oral yoldan uygulanan bazi dozaj formlarmin mide asidi ve GI kanal1 enzimlerine kars1
duyarl olmalandir (Sengel-Tiirk ve Hasgicek, 2006). Oral uygulamanin ardindan gesitli

dozaj sekillerinden etkin madde salim profilleri Sekil 2.2°de sunulmustur.

100 v > LSO . IRRES” i 2 SSenSIALLsYIIIANI . Y RIS

4 Hemen . - “Geciktirilmis
Aciga CUSahm cccsfarSahm e
Cikan R s
Madde
Miktars 50 | g g e o

(%) ‘
o F - Vzatinug Salim 05 Fgolona
S : £ He(leﬂeme'; ______
0

Oral Kavite  (Ozofagus

Sekil 2.2. Oral uygulama ile ¢esitli dozaj sekillerinden etkin madde salim profilleri (Sengel-Tiirk ve
Hascicek, 2006)

Crohn hastalig1, kolon kanseri, iilseratif kolit, amebiyoz, kolon patolojilerinin lokal
yolla tedavisi, peptit ve protein yapili ilaglarin sistemik verilmesi gibi farkli bagirsak
hastaliklarinin lokal yolla tedavisinde kolon igine hedeflenen ilag tasiyici sistemler tercih
edilir. Kolona hedeflenen ilag tasiyici sistemler, kolona giden yolda ilaci koruyabilmeli,
biyoaktif ajanin higbiri bozulmamali, ilag salimi ve absorpsiyon midede ve ince
bagirsakta gergeklesmemelidir. Sindirim enzimlerinin yogunlugu ve daha az gesitliligi ve
ayni zamanda ince bagirsakla kiyaslandiginda kolon mukozasmin karsilastirmali

proteolitik aktivitesinin ¢ok daha az olmasi nedeni ile bazi farmasdtik ajanlar ve protein-
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peptit yapili ilaglar i¢in kolonun uygun bir absorpsiyon alani oldugu diisiiniilmektedir

(Philip ve Philip, 2010).

Kolorektal kanserin yiiksek yaygmligi nedeniyle, diinyada yilda 1.3 milyon insana
kolorektal kanser teshisi konulmakta ve bu kanser tiiriiniin diinyadaki en 6liimciil tiglincii
kanser tiirii oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, iilseratif kolit, inflamatuar bagirsak
hastaligi, kolorektal kanser ve Crohn hastaliginda uzun siireli tedaviye ihtiyag
duyulmaktadir. Kolona 6zel hazirlanmis ilag tasiyici sistemler, hastalik olan bolgelerde
dogrudan tedaviyi hedeflemekte ve ayn1 zamanda ilacin karacigerde metabolizasyonunu

onleyerek terapotik etkinligini arttirmaktadir (Belali vd., 2019).

Sistemik yan etkilerde azalma ve iltihapli bolgede daha yiiksek lokalize ilag
konsantrasyonunun saglanmasi kolona ilag verilmesinin istlinliikleri arasindadir. Ayni
zamanda ¢ogu durumda, verilen ila¢ bozulmadan hedeflenen bodlgeye ulastigi i¢in daha
diisiik dozlarda kullanilabilmektedir. Ornegin kolon kanseri, huzursuz bagirsak
sendromu, {ilseratif kolit gibi hastaliklarda sistemik bir¢ok yan etkiden kaginilirken, ilgili
bolgeye ilag tasinmasi ile diisiik dozda ve daha yiiksek verimli tedaviye ulasilmaktadir
(Fassihi vd., 2019).

Gl kanaldan ilaglarin gecis siireleri ve bazi béliimlerin pH’s1 Tablo 2.2°de
sunulmustur. ilag¢ sekillerinin midede kalis siiresi yiyeceklerle birlikte alindiginda,
genellikle artis gostermektedir. Bu siire bazen on iki saate kadar c¢ikabilmektedir.
Depresyon midenin bogalmasini yavaglatirken, stres artirmaktadir. Ayni zamanda kalori
degeri, ozmolarite ve asit degerindeki artis da midenin bosalma siiresini yavaglatan

faktorlerdendir (Tugcu-Demir6z ve AcarTiirk, 2002).

Tablo 2.2. GI kanaldan ilaglarin ge¢is siireleri ve pH’s1 (Tugcu-Demiriz ve AcarTiirk, 2002)

pH Gegis Siiresi(saat)
Mide 15 >3
Duedonum 5-6.1 3-4
Jejunum 6-7 3-4
Ileum 7-8 3-4
Kolon 5.5-7 20-30
Rektum 7 -
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2.2.1. Kolonun yapisi ve fizyolojisi

Insan GIS’i, mide, ince bagirsak ve kolon olmakla birlikte birgok farkli boliimden
olusmaktadir. GIS epiteli, kriptalar ve villuslardan olusan sayisiz kivrimlari olan genis

ylizey alanina sahip tek bir hiicre tabakasindan olusmaktadir (Fassihi vd., 2019).

Kolon, GIS’in en alt bolgesidir ve mide ile aniis arasindaki boliimdiir. [leumun son
bolimiinden baslayarak aniise kadar uzanmaktadir. Kolonun uzunlugu 1.7 metre,
ortalama cap1 ise 5 cm’dir. Apandis, ¢ekum, ¢ikan kolon, yatay kolon, inen kolon,
sigmoid kolon, rektum ve anal kanal olmak iizere farkli béliimlerden olusmaktadir. Ince
bagirsaktan farkli olarak kalin bagirsakta ¢ikintilar ve kivrim olmadigi i¢in yiizey alanmi
kiigliktiir ve sindirim enzimi salgilamamaktadir (Sengel-Tiirk ve Hasgigek, 2006) (Sekil
2.3).

Yatay Kolon

Inen Kolon

Cikan

Kolon ince Bagiwrsak

Cekum
" Sigmoidal Kolon

Rektum

Anus

Sekil 2.3. Kolonun fizyolojik yapisi (Sengel-Tiirk ve Hascicek, 2006)

Mide bos oldugu zaman pH 1-2 aras1 degisirken, yemek yedikten sonra bu deger
artis gosterir. Proksimal ince bagirsakta pH yaklasik 6.5, distal ince bagirsakta ise
yaklagik 7.5°tir. TIleumdan kolona dogru pH diisiis gostererek, cekumdaki pH degeri
yaklasik 6.4’tlir. Baz1 insanlarda ¢ikan kolondaki pH degeri 5.7°e kadar diiserken, yatay
kolonda 6.6, inen kolonda ise yaklasik 7.0°dir (Philip ve Philip, 2010).
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Kolon anaerobik bir ortamdir ve mikrobiyotasinin esas1 anaerobik bakterilerden
olusan karmasik ve yogun topluluktur. Mide ve ince bagirsakla karsilastirildiginda, kolon
bagirsak igeriginin grami basina 10’

barndirmaktadir (Wahlgren vd., 2019).

¢ kadar bakteriden olusan biiyiik bir popiilasyon

Kalin bagirsagin baslica gorevleri, bagirsak sekresyonunun absorplanmayan
kismi, seliiloz, bakteriler ve atilan epitel hiicreleri gibi sindirilmeyen materyalleri
ayirmak, elektrolitleri ve suyu geri absorplamaktir. Bdylece ¢ekum ve ¢ikan kolonda olan
stvi-yart kat1 haldeki bagirsak igerigi zamanla pekismekte ve inen kolonda viicuttan

atilana kadar depolanmaktadir (Sengel-Tiirk ve Hasgicek, 2006).

2.2.2. Kolona hedefleme amaciyla tasarlanan dozaj sekilleri

Kolona hedeflenmis ilag tasiyici sistemlerde oral yol ¢ok tercih edilen ve en uygun
yol olsa da, ayn1 zamanda baska yollar da kullanilmaktadir. Intrarektal uygulama kolona
ila¢ hedeflemede en kisa yoldur. Buna ragmen intrarektal uygulamada kolonun proksimal
kismina ulasmak daha zordur ve hastalar igin de rahatsiz edeci olabilmektedir. Ulseratif
kolitin tedavisinde, kortikosteroidlerden olan prednizolon ve hidrokortizon gibi ilaglar

intrarektal olarak uygulanmaktadir (Philip ve Philip, 2010).

GIS’in mikrobiyolojik ve fizyolojik yapis1 dikkate alindiginda oral yol igin,
hazirlanmis dozaj seklinin herhangi bir zarara ugramadan kolonda hedeflendigi bolgeye
ulagmasi ve aktif maddeyi salmasi bir¢ok zorluk igermektedir. Bu zorluklar goz ontinde
bulundurularak farkl: bir cok yaklasim gelistirilmistir (Sengel-Tiirk ve Hascicek, 2006).

Bunlar;

1. Mikroflora aktivasyonuna dayanan sistemler
% Onilag tasarmi
» Siklodekstrin konjugatlari

Glikozit konjugatlari

Glukuronit konjugatlari

Peptit konjugatlari

Az0 konjugatlari

Dekstran konjugatlari

V V. V V V VY

Amino Asit Konjugatlari
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% Matriks seklindeki sistemler
% Biyoparcalanan polimerle hazirlanan sistemler
> Polisakkaritler
» Azopolimerler
2. Zaman ve pH kontrollii sistemler
3. Zaman kontrollii sistemler
% Membran sistemler
¢ Sisen sistemler
% Osmotik sistemler
4. pH’ya duyarl sistemler

5. Basing kontrollii sistemler

2.2.2.1. pH’ya duyarl sistemler

GI kanalin pH degeri midede asidiktir. ince bagirsaklarda ve kolonda ise pH artis
gostermektedir. Kolona 6zgii ilag tastyic1 sistemler gelistirirken, GI kanalin farkli
boliimlerinde farkli pH degerleri oldugu géz oniine alinmaktadir. Bu amagla yapilan en
basarili proses, etkin maddenin yiiksek pH’ya duyarli polimerle kaplanmasidir. Kolona
yonelik kaplamada pratik, basit ve maliyetinin diisiitk olmasi nedeni ile polimer olarak
Eudragit® yaygin olarak kullanilmaktadir. En ¢ok Eudragit® -S ve Eudragit® -L bu amagla
kullanilmaktadir (Sengel-Tiirk ve Hasgicek, 2006). Enterik kaplama amactyla kullanilan

bazi polimerler ve duyarli olduklari pH degerleri Tablo 2.3’te sunulmustur.

2.3. Polimerik Nanopartikiiller (PNP)

NP’ler, boyutlar1 1-1000 nm araliginda olan kati koloidal pargaciklar olarak
bilinmektedir (Mora vd., 2010). Hazirlanma yontemine gére NP’ler, nanokapsiiller ve
nanokiireler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Mohanraj ve Chen, 2007). Nanokapsiiller,
distan bir polimerik membranla ¢evrili olup i¢ kismi ¢ekirdekten olusan etkin maddenin
hapsedildigi nanovezikiiler sistemler olarak tanimlanmaktadir. Etkin madde nanokapsiil
icerisindeki boslukta sivi, kat1 veya molekiiler dispersiyon halinde bulunabilmektedir.
Hazirlanmasinda kullanilan hammaddelere ve hazirlanma yontemine gore nanokapsiiller

lipofilik veya hidrofobik olabilmektedir (Mora vd., 2010).
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Tablo 2.3. Enterik kaplama igin kullanilan bazi polimerler ve duyarli oldukiar: pH degerleri (Sengel-Tiirk
ve Hascigek, 2006)

Polimer Duyarh oldugu pH degeri
Eudragit® $100 7.0
Eudragit® L100 6.0
Eudragit® L-30D 5.6
Eudragit® L100-55 55
Eudragit® FS 30D 6.8
Polivinil asetat ftalat 5.0
Seliiloz asetat ftalat 5.0
Seliiloz asetat trimelliat 4.8
Hidroksipropil metilseliiloz ftalat 55 54
Hidroksipropil metilseliiloz ftalat 50 5.2
Hidroksipropil metilseliiloz ftalat 4.5-4.8

1950-1960 yillar1 arast eczacilik alaninda ¢ok hizli ilerlemelerin kaydedildigi yillar
olarak bilinmektedir. Bu yillarda kontrollii ve geciktirilmis salim bilim insanlar1 arasinda
biiyiik ilgi dogurmustur. Bu alanda ilk arastirma yapanlardan biri Isvigre Federal
Teknoloji Enstitiisii'de Prof. Peter Paul Speiser olmustur (Kreuter 2007). NP bazli ilag
tastyic sistemler, diger tastyici sistemlere gdre birgok {istiinliige sahiptir. Ornegin diger
sistemlerin ulagamadig1 tedavi olunmasi gereken hedef bolgelere veya organlara NP bazli

sistemler kolaylikla ulasabilmektedir (Anselmo vd., 2016).

2.3.1. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanma yontemleri

PNP'lerin farkli hazirlama yontemleri mevcuttur. Asagidan yukariya ve yukaridan
asagitya metodolojiler dahil olmak {izere, laboratuvar 6lgeginde PNP’lerin {iretilmesi i¢in
cesitli yontemler belirtilmistir. Emiilsiyon polimerizasyonu, ¢okeltme polimerizasyonu
ve arayiizey polimerizasyonu dahil olmak {iizere asagidan yukariya prosesler,
monomerlerden  hareketle polimer sentezini kapsamaktadir. Calismamizda,
nanog¢Oktiirme ile NP’ler hazirlandig1 igin bu tekniklere ismen deginilmistir (Yurtdas-
Kirimlioglu 2014; Yurtdas- Kirimlioglu vd., 2016).

Ayni zamanda PNP’ler nanocoktiirme (¢oziicii yer degistirme), faz ayirma
(koaservasyon), emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma (tek veya ¢ok fazli emiilsiyonlar),

emiilsifikasyon-¢oziicii diflizyonu, mikroakiskan teknolojisi, elektrosprey, piiskiirterek
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kurutma, tuzla ¢oktiirme, diyaliz ve siiper kritik karbondioksit (SC-CO.) dahil olmak
tizere yukaridan asagiya siireclerde 6nceden sentezlenmis polimer matrisi kullanilarak
dogrudan iiretilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011; Yurtdas- Kirimlioglu, 2014; Yurtdas-
Kirimlioglu, 2019; Operti vd., 2021; Merkel vd., 2010) (Sekil 2.4).

C _ ~ Emilsiyon P. Monomer

POhmer“; buharlagtirma 0
5 0 0
Tuzla L
cOktirme

) ] 0 9
% Cozicl L :

Mikroemilsivon P.

Nanogéktiirme 10 PNP @ Miniemiilsiyon
] 0

- C/LRP
SCF : !

]

Dispersiyon Polimerizasyon

Diyaliz Yiizeylerarast P.

I

Sekil 2.4. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmast amaciyla kullanilan farkl tekniklerin sistematik
goriiniimii (P: Polimerizasyon, C/LRP: Kontrollii Radikal Polimerizasyon, SCF': Siiperkritik Stvi
Teknolojisi) (Rao ve Geckeler, 2011)

2.3.1.1. Emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma yontemi

Emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma yontemi PNP hazirlama yontemleri arasinda,
en sik kullanilanlardan biridir (Miladi vd., 2014). Geleneksel yontemde emiilsiyonlarin
olusturulmasi i¢in iki esas strateji olan, tek emiilsiyon olusturulmasi (6rnek olarak su
igcerisinde yag s/y) ve ¢oklu emiilsiyon olusturulmasi (6rnek olarak yag igerisinde su
icerisinde yag y/s/y) kullanilmaktadir. Bu yontemlerde ultrasonikasyon ya da
homojenizasyondan sonra manyetik karigtiricinin yardimi ile oda sicaklifinda siirekli
olarak karistirilarak, ¢oziiciiniin buharlastirilmasi1 saglanmaktadir (Rao ve Geckeler,
2011).

Coziicli buharlastirma yontemi ne kadar basit bir yontem olarak goriilse de zaman

alan bir yontem olup, buharlastirma islemi sirasinda olusabilecek birlesme nedeniyle
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hazirlanan {riiniin parcacik biyiikligi (PB) ve seklinde degisiklikler meydana
gelebilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011). (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5. Emiilsifikasyon - ¢oziicii buharlastirma yonteminin gizimsel gosterimi (Cobanoglu, 2018)

2.3.1.2. Faz ayruimi (Koaservasyon)

Koaservasyon, mikrometre boyutunda biyopargalanir polimer ile etkin maddenin
kaplanmasina yonelik formiilasyonlarin hazirlanmasina odaklanan bir PNP hazirlama
yontemidir. Bu islem, koaservant fazi igeren polimer ve slipernatan faz dahil olmak {izere
iki stvi faz ayrimi olusturmaktadir. Polimer-polimer etkilesimi, sicaklik degisimi,
antisolvan veya tuz eklenmesi sonucu koaservasyon olusmaktadir. Bu yontemin esas
prensibi, polimer ¢oziiniirliigiliniin organik fazda azalmasi sonucu, polimerce zengin fazin

yani koaservatin olugsmasidir (Miiderrisoglu ve Comoglu, 2010).

Polimer ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziinen/dagilan etkin madde koaservat ile kaplanir.
Koaservasyonun gerceklesme siireci; polimer ¢ozeltisinin faz ayrimi, koaservatin etkin
madde pargaciklarina adsorpsiyonu ve mikrokiirelerin siviya daldirilarak sertlestirilmesi

olmak tizere 3 adimda gergeklesmektedir (Makadia ve Siegel, 2011).

Belirli bir denge durumu olmadigindan dolayr degiskenler, mikropartikiil
kinetiginin kontrolii i¢in 6nem arz etmektedir. Sertlestirme sicaklig1 ve zamani, polimer
konsantrasyonu bu degiskenlere 6rnek gosterilebilmektedir (Miiderrisoglu ve Comoglu,
2010).
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2.3.1.3. Nanogoktiirme yontemi

Bu yontem “goziicii yer degistirme” yoOntemi olarak da isimlendirilmektedir.
Nanogoktiirme yonteminin esas prensibi, lipofilik olan ¢ozeltiden su ile karisabilen yari
polar olan ¢oziiciiniin yer degistirmesi ile, polimerin ylizeyler arasinda toplanmasina

esaslanmaktadir (Yurtdas- Kirimlioglu, 2019; Rao ve Geckeler, 2011).

Nanog¢oktiirme yonteminde polimer (dogal, sentetik ve yari sentetik), polimer
¢Oziiciisii ve polimer i¢in non-solvan olacak sekilde ii¢ temel bilesen bulunmaktadir.
Polimer ¢6ziiciisii olarak su ile kolayca karisabilen ve buharlastirilabilen aseton, hekzan,

etanol vb. organik ¢oziiciiler se¢ilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).

Yaygin olarak poli(e-kaprolakton) (PCL), polilaktik asit (PLA), poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) ve seliiloz tiirevleri gibi 6nceden olusturulmus dar tekdiize dagilima
sahip polimerler kullanilarak nanog¢oktiirme yontemi ile PNP’ler hazirlanmaktadir

(Yurtdas- Kirimlioglu, 2019; Nagavarma vd., 2012).

Bu yontemin basarilt olmasi ve parcaciklarin fizikokimyasal 6zellikleri organik
fazin sulu faz igerisine eklenme kosullarina baglidir. Sulu fazin karistirilma hizi, organik
fazin enjeksiyon hizi, organik fazi ekleme yontemi ve organik fazin sulu faza olan degeri

bu kosullara 6rnek gosterilmektedir (Blouza vd., 2006).

NP olusumu i¢in ek enerji kullanimina gerek olmamasi, diisik enerji ile
calisilabilmesi, yontemi uygulamak i¢in ¢ok fazla ekipmana gerek duyulmamasi ve
hassas bir yontem olmasit nanoc¢oktiirme yonteminin istlinliiklerine Ornek

gosterilebilmektedir (Miiderrisoglu ve Comoglu, 2010).

Ortama antisolvan veya c¢ozicii ekleyerek ayni zamanda konsantrasyonu
degistirerek pargacik olusumunu etkilemek miimkiindiir. Nano¢oktiirme yonteminde,
¢oziicli buharlastirma yonteminden farkli olarak ugucu olmayan dimetilformamit (DMF),
dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciiler de kullanilabilmektedir. Ancak polimerin
¢coOziiciiye afinitesi yiiksek oldugu durumlarda, ortamdan ¢6ziiciiniin uzaklastirilmasi

zorlagabilmektedir (Schubert vd., 2011)

Nanog¢oktiirme yonteminde ylizey etkin madde kullanilmasinin gerekli olmamasina
karsin, kolloidal NP siispansiyonun kararliligini saglamak amaci ile ylizey etkin maddeler
kullanilabilmektedir. PB, yiizey etkin maddenin konsantrasyonu ve tipinden
etkilenmektedir (Kandilli, 2019).
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2.3.1.4. Emiilsifikasyon-¢oziicii difiizyonu

Emiilsifikasyon-¢oziicii difiizyon yonteminde, her iki sivi fazin baslangigta olan
termodinamik dengesini koruyabilmek amaciyla enkapsiile edici polimer, suda kismen
¢Oziinebilen propilen karbonat gibi bir ¢oziicli igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra su ile
doyurulmaktadir. Aslinda, NP’lerin olusumunu saglamak amaciyla polimerin ¢okmesi
icin, organik ¢oziicli kismen su ile veya aksi halde baska herhangi bir organik ¢oziicii ile
karistirilarak, ardindan seyreltme yapmak amaciyla daha fazla su eklenerek dispers fazin
¢oziiciisiinlin diflizyonunun saglanmasi gerekir. Bu islemlerin ardindan su-polimer
doymus ¢oziicii fazi polimer-yag oranina gore dis faza ¢oziicii difiizyonuna ve
nanosiingerlerin, nanokiireciklerin ya da nanokapsiillerin olusmasina neden olan,

stabilizator igeren sulu ¢6zelti i¢inde emiilsifiye edilmektedir (Cobanoglu, 2018).

Bu yontemin, basitligi, genellikle % 70 oranda yiiksek enkapsiilasyon etkinligine
(EE) sahip olmasi, seriler arasi tekrarlanabilirlik diizeyinin yiiksek olusu,
homojenizasyon gerektirmemesi ve Olgek kolayligr gibi {istiinlikkleri mevcuttur.
Yontemin Ustiinliiklerinin yani sira sakincalar1 da bulunmaktadir. Bu sakincalardan biri,
siispansiyondan uzaklastirilmasi gereken yiiksek miktardaki su ile emiilsifikasyon
sirasinda suda ¢oziinmiis etkin maddenin doymus sulu dig faza sizmasi ve bunun sonucu

olarak EE’nin azalmasi 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Reis vd., 2006). (Sekil 2.6)

Organik Cozelti:
Polimer+ Etkin madde
7N kismen suda ¢bzlinebilen

= o ome .. - Cozicl -
l-. | ¢oziicll icerisinde 'fH,O' eliminasyonu 9

O O
O DD 5, 0.0~ 00 0
O 0505 oo
> | [P ) I (s

_ . 50 G950
\ [ —_— E—i %GQL’_UNDQ
=% Sulu Cozelti: OD Oo o d&ﬁ{,&_ﬁ?ﬂﬁ of
~00.0;
Suyun icerisinde L © o J \:"‘EJOC %’ %50/

stahilizator

Sekil 2.6. Emiilsifikasyon-¢oziicii difiizyon tekniginin ¢izimsel gosterimi (Cobanoglu, 2018)
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2.3.1.5. Emiilsifikasyon-tuzla ¢oktiirme

Bu yoOntemin esasi, tuzla ¢oktiirme etkisinden yararlanilarak suyla karisabilen
¢Oziicii fazinin sulu ¢ozeltiden ayrilmasina dayanmaktadir. Tuzla ¢oktiirme prosediirii

¢oziicii/emiilsifikasyon diflizyonunun bir degismesi olarak da diisiiniilebilir (Reis vd.,
2006).

Emiilsifikasyon-tuzla ¢oktiirme yonteminde, ilag ve polimer ¢ozeltisi AC gibi su ile
tamamen karisabilen bir ¢6ziicii i¢erisinde ¢oziindiiriilerek, kolloidal stabilizan (polivinil
pirolidon), tuzla ¢oktiiriicii ajan olan magnezyum asetat, kalsiyum kloriir, magnezyum
kloriir gibi elektrolitler ya da sakkaroz igeren sulu ortama mekanik karistirma
uygulanarak eklenir. Ortama su ilave edilmesi sonucunda emiilsiyonun seyreltilmesi ile
tuzla ¢oktiirmenin ters etkisi olusmaktadir bu da emiilsiyondaki damlaciklarda ¢6ziinmiis
halde olan polimerin ¢oktiiriilmesine sebebiyet vermektedir (Yurtdas- Kirimlioglu, 2014;
Toktas, 2016).

Emiilsifikasyon-tuzla ¢Oktiirme yonteminin {stiinliigli, protein tipindeki
maddelerin enkapsiilasyonu sirasinda olusan gerilimi diistirmesidir (Toktas, 2016). Bu
yontemle liretim yaparken, kullanilan elektrolitin konsantrasyonu ve cinsi, karistirma
orani, organik fazdaki polimer konsantrasyonu, sulu fazdaki stabilizatoriin cinsi, i¢/dis
fazin oran1 gibi parametreler olusturulacak son iiriinii etkilemektedir. Yontemde sicaklik
uygulanmadigindan, sicakliktan etkilenen etkin madde veya yardimci maddelerin
enkapsiilasyonunda da bu yontem kullanilabilir. NP’lerin yikama prosesinin ayrintili ve
uzun olmasi, uygulamanin pahali olmasi yontemin sakincalar1 arasinda yer almaktadir

(Miderrisoglu ve Comoglu, 2010).

2.3.1.6. Mikroakiskan teknolojisi

Akiskanlarin mikrometre boyutundaki kanallarda hareketi, mikroakiskanlar olarak
tanimlanmaktadir. Nanolitre akislarint manipule etme 6zelliklerinden dolay1, geleneksel
yontemlere alternatif bir yontem olarak nano/mikropartikiillerin hazirlanmasi ig¢in
kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerden farkli olarak, mikroakiskan cihazda pargacik
hazirlama islemi en aza indirgendigi i¢in reaktiflerin daha az tiiketilmesine sebep
olmaktadir. Aynm1 zamanda, mikroakiskan yaklagimlar, PNP’lerin siirekli sentezini

mimkiin hale getirmektedir. Diger geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda
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mikroakigskan  teknolojisi, insan viicudunda biyolojik olarak  pargalanabilir
mikropartikiillerden salinmig biyomolekiiler ilaglarin (protein terapdtiklerinin)
biyoaktivitesini korumaktadir. PB’nin kontrol edilmesi ve tekdiize dagilimli pargacik
tiretimi, ayn1 zamanda ucuz, basit olmasi, seri tiretim i¢in uygun olmasi gibi 6zellikleri

yontemin avantajlarindandir (Cesur, 2021).

2.3.1.7. Elektroegirme

Elektroegirme yontemi gegen yiizyilin baslarinda 1902 yilinda bulunmus, fakat bu
yontemin uygulanabilirligi ve iistiinliikleri 1990°larin ortalarina dogru fark edilmistir. Bu
teknik, basit ve diisiik maliyetli olmasindan dolayr son yillarda daha fazla tercih
edilmektedir (Zhang ve Yu, 2014).

Elektroegirme teknigi baslica olarak yiiksek elektrostatik kuvvetlere baghdir. Bu
yonteminin Ustlinliigli, herhangi bir islem basamagi islemi gerektirmemesi, sadece
polimeri ¢ozebilen ve nanopargaciklart dagitabilen bir ¢oziicliye ihtiya¢ duymasidir. Akis
hizi, ¢ozelti viskozitesi, caligma mesafesi, elektriksel alan yogunlugu, polimer
konsantrasyonu ve havanin nemi gibi faktorler elektroegirme siirecini etkileyen

parametreler arasinda yer almaktadir (Akdere ve Schneiders, 2021).

2.3.1.8. Piiskiirterek kurutma

Piiskiirterek kurutma, kontrollii boyut ve ayn1 zamanda kiiresel morfolojiye sahip
parcaciklarin hazirlanmasin1 saglayan ucuz, tek adimli siirekli ve olgeklenebilir bir
yontemdir. Piskiirterek kurutma yonteminde ¢apraz baglayicinin eklenmesine gerek
duyulmamaktadir. Piiskiirterek kurutma ile NP sistemleri hazirlanirken, besleme
pompasini hizi, nozul boyutu, basin¢li hava akis hiz1 ve giris sicakligi gibi parametreler

PB’yi etkilemektedir (Yurtdas- Kirimlioglu ve Oztiirk, 2020).

Farmasotik  teknoloji  alaninda  kullanilan  diger kurutma yontemleriyle
karsilastirildiginda, piiskiirterek kurutma yontemi emiilsiyon, ¢ozelti, dispersiyonlari
dogrudan ayarlanabilir bir sekle, boyuta, gézeneklilige, yogunluga ve kimyasal terkibe

sahip kat1 pargaciklara doniistiirme yetenegine sahiptir (Atasoy-Koca, 2019).
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Boyut olarak daha kiiciik nozul ve daha diisiik hizda besleme pompasi daha kii¢iik
parcaciklarin olusmasina neden olmaktadir. Hazirlanacak NP’lerin diisiik % EE’ye sahip

olmasi; piiskiirtme c¢ozeltisinin viskozitesi, piiskiirtme hizt ve nozul ¢apindan

etkilenmektedir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2019).

2.3.1.9. Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi basit ve etkili bir yontemdir. Bu yontem dar dagilimli ve kiiglik
NP’lerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemde organik bir ¢oziicii i¢erisinde
¢ozlinmiis polimer, molekiil agirligina uygun olarak diyaliz yapan diyaliz tiipii igerisine
koyulur. Diyaliz sonucu ¢oziiciiniin yer degismesine uygun olarak polimer
¢Oziiniirliiglinii kaybetmekte ve devaminda polimerin agregasyonu baslamaktadir. Bu
islemler sonucunda homojen NP siispansiyonu hazirlanmaktadir (Derman vd., 2013)
(Sekil 2.7).

Membranin igerisindeki ¢oziiciiniin yer degistirmesi, polimerin karigim igerisinde
daha az ¢oziinmesine neden olurken, ara yiizey geriliminde olusan bir artig polimerin
kiimelesmesine ve NP’lerin kolloidal siispansiyonunun olusmasina neden olmaktadir

(Cesur, 2021).
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Sekil 2.7. Diyaliz yontemi ile nanopartikiil olusumunun sematik gésterimi (Derman vd., 2013)
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2.3.1.10. Siiperkritik sivi teknolojisi

Stiperkritik siv1 teknolojisi yardimu ile ¢6ziiciilerin kalintisi olmadan ve saflik orani

yiiksek olan PNP tiretimi yapilmaktadir (Nagavarma vd., 2012).

NP iiretimi i¢in siiperkritik sivi kullanilmasmin iki temel kurali gelistirilmistir:
Stiperkritik ¢ozeltinin seri bir sekilde genlesmesi (RESS) ve ¢oziiciide stiperkritik
¢Ozeltinin seri bir sekilde genlesmesi (RESOLV). RESS ve RESOLYV teknolojilerinde su,
karbon monoksit, amonyak gibi siiperkritik sivi kullanilmasina ragmen, karsilasilan en
bliyilk engel PNP {iretiminde kullanilan polimerlerin siliperkritik sivilarda hig

¢cozlinmemesi ya da az ¢oziinmesidir (Rao ve Geckeler, 2011).

2.3.2. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu
2.3.2.1. Pargacik biiyiikliigii (PB)

NP sistemlerinde en Onemli karakterizasyon parametrelerinden biri PB ve
dagilimidir. Bu parametreler, NP'lerin hedefleme yetenegi, biyolojik etkinligi, in vivo
dagilim1 ve toksisitesi hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Bunlara ek olarak, bu
parametreler NP’lerin etkin madde yiiklenme etkinligi, ila¢g salimi ve kararligini

etkilemektedir (Mohanraj ve Chen., 2006).

PB’nin ilag salimi iizerine etkisi biiyiiktiir. Bilylik pargaciklar fazla miktarda aktif
maddenin hapsedilmesine ve yavag bir sekilde dagilmasina sebep olurken, boyutca ufak
olan pargaciklar daha biiyilik ylizey alanina sahip olduklari i¢in, ektin maddenin biiyiik
kism1 parcacik yiizeyinde veya ylizeye yakin bir yerde yer almaktadir. Boylelikle bu
durum ektin maddenin hizli bir sekilde salimina neden olmaktadir (Mohanraj ve Chen.,
2006).

PNP’lerin PB’sini tayin etmek icin genellikle foton korelasyon spektroskopisi
(PCS) veya diger tanimlart ile yari-elastik 1s1k sagilimi ve dinamik lazer sagilimi yontemi
kullanilmaktadir (Haskell, 2006). PCS yontemi ile calisirken boyutu biiyiik olan
pargaciklarin bu yontemle belirlenememesi, karsilagilabilecek en biiyiik sorunlardan

biridir (Malmsten, 2002a).
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2.3.2.2. Zeta potansiyel (ZP)

NP’lerin yiizey yiikii 6zelliklerini belirlemek i¢in, NP’lerin ZP’si 6l¢lilmektedir. ZP
parcaciklarin dagitilmis olduklar1 ortamdan ve bilesiminden etkilenmekte ve
parcaciklarin elektriksel potansiyelini yansitmaktadir. Ayni zamanda yiiklii etkin
maddenin parcacik ylizeyine absorbe veya enkapsiile olup olmadiginin belirlenmesinde

de ZP kullanilmaktadir (Mohanraj ve Chen., 2006).

2.3.2.3. Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

PNP’lerin morfolojik yapilarimi belirlemek icin taramali elektron mikroskobu
(SEM) (Galindo-Rodriguez vd., 2005), gegirimli elektron mikroskobu (TEM) (Sun vd.,
2004), atomik kuvvet elektron mikroskobu (AFM) (Sun vd., 2006) gibi yiiksek
¢Oziiniirliiklii mikroskoplar kullanilarak morfolojik yapilari ve ayni zamanda analitik
elektron mikroskobu (AEM) kullanilarak kimyasal 6zellikleri de belirlenmektedir (Sun
vd., 2006).

Intravendz uygulandiginda NP’ler immiin sistem tarafindan rahatlikla taninarak
dolagim sisteminden fagositler yardimiyla temizlenmektedir. NP’lerin boyutunun yani
sira yiizeylerinin hidrofobik 6zellikte olmasi da proteinler (opsonin) basta olmakla
absorplanan kan bilesenlerinin miktarini tayin etmektedir. NP ile fagosit arasindaki koprii
gorevini, opsoninlerin NP’lerin yilizeyine baglanmasi olarak bilinen opsonizasyon
gormektedir. Yiizeyi modifiye edilmemis konvensiyonel NP’ler hizli bir sekilde kan
dolasimindan opsonize olarak yliksek oranda mononiikleer fagositik sistem (dalak, kemik
iligi, akciger, karaciger) makrofajlart yardimiyla uzaklagtirilmaktadir (Mohanraj ve
Chen., 2006).

NP’lerin yiizeyinin polimerler veya hidrofilik yiizey etkin madde (YEM) ile
kaplanmasi, ayni zamanda NP’lerin hidrofilik segmentler tasiyan biyoparcalanir
kopolimerler (Tween® 80, polietilen glikol(PEG)) kullanilarak formiilasyonu gibi
degisiklikler yapilarak yiizey 6zelliklerini iyilestirmek miimkiindiir (Calvo vd., 2001;
Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2022; Yurtdas-Kirimlioglu ve Gorgiili, 2021; Yurtdas-
Kirimhoglu, Gorgiilii vd., 2020).
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2.3.2.4. pH analizi

pH, viicutta olan parcalanabilen poliesterin hidrolizinde olusan farkliliklari,
polimerin yapisindan ve olusturdugu monomerlerden bagimsiz olarak ortaya ¢ikaran en
onemli parametredir. Polimerler hem enzimatik hem de kimyasal bozunmaya maruz
kalmaktadir. Polimerlerin kimyasal ve enzimatik olarak bozunmasinda pH dikkate
alinmalidir. Ciinkii pH enzimlerin aktivitesini belirleyen en énemli etmenlerden biridir
(Malmsten, 2002b).

2.3.2.5. Yiiklenme etkinligi

Iyi hazirlanmis NP sistemi yiiksek oranda aktif madde yiikleme kapasitesine sahip
olmalidir. Bu yolla uygulama i¢in gerekli olan matris materyalin kullanim orani azalmis
olacaktir. Etkin madde yiiklenmesi iki yontemle gergeklestirilebilmektedir. Bunlardan
birincisi NP hazirlandiktan sonra doygun etkin madde ¢ozeltisi ile tagiyicinin muamele
edilmesi sonucunda etkin madde adsorpsiyon/absorbsiyon yontemi, ikincisi ise etkin

maddenin NP hazirlanmasi sirasinda katilmasidir (Mohanraj ve Chen, 2006).

2.3.2.6. Kati hal analizleri
2.3.2.6.1. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR), spin kuantum sayisi sifirdan farkli olan ve dis
bir manyetik alan i¢inde hapsedilen bir ¢ekirdegin uygun frekans degerinde bir radyo
dalgasi fotonu ile rezonansa gelmesi prensibine dayanan spektroskopik analiz yontemidir.
NMR analizi ile polimerin diizeni, bilesimi, analiz yapilacak 6rnegin molekiil agirhigi,
atomik bilesimi, yap1 sekli ve baglanmasi, molekiil formiilii, bilesigin niteligi gibi farkl

bilgiler elde edilebimektedir (http-4).

NMR spektroskopisinin kantitatif analiz amaciyla biiyiikk oranda kullanildig:
bilinmektedir. Kantitatif analizde yapilan calismalar ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan
birincisi, numune igerisindeki herhangi bir bilesigin miktarin1 disardan eklenen bir
standart ile karistirilma yolu ile tespit etmek, digeri ise numuneyi olusturan karigimlarin
oranlarinin, standart kullanmadan sinyallerin bagil siddet degerlerinden yola ¢ikilarak

bulunmasidir (Eroglu Y, 2020).
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2.3.2.6.2. Fourier Doniigiimlii Kizil Otesi (FT-IR) Analizi

FT-IR analizi, eczacilik, kimya, biyoloji, jeoloji, cevre ve gida gibi farkli alanlarda
yapilan ¢alismalarda, polimerler, proteinler, su, filmler ve fiberler, molekiil kiitlesi diisiik
olan hidrokarbonlar gibi maddelerin analizinde kullanilan bir yontemdir. Etkin maddenin
dozaj sekli hazirlanacak polimerle etkilesip etkilesmediginin belirlenmesi, hazirlanacak
formiilasyon i¢in polimerin uygunlugunun tespiti acisindan FT-IR analizi biiyiik 6nem

tasimaktadir (Hismi, 2015).

2.3.2.6.3. Termal analiz

Termal analiz, formiilasyon hazirlanma sirasinda maddenin kristal 6zelliginde
olusabilecek herhangi bir degisikligin belirlenmesi amaciyla maddenin erime derecesinin
tespit edilmesi i¢in yapilmaktadir. Etkin madde ile yardimci maddelerin gegimliligi ile

ilgili bilgileri termogramlar yardimiyla almak miimkiindiir (Hismi, 2015).

2.3.2.7. Invitro salim

PNP’lerden aktif madde salimi par¢alanma, sizma, kopma, difiizyon, polimerin
hidrolizi, 1iyon degistirmesi ve erozyonu ile gergeklesmektedir. Diflizyon
mekanizmasindan bagka diger biitiin mekanizmalar kontrollii salim yapmaktadir. PB’den

dolay1 difiizyon mekanizmasi siirekli ve kontrollii salim saglayamamaktadir (Kas, 2011).

PB, polimer ve etkin maddenin 6zellikleri, matris ile geperin yapisi ve gozenek
sayisina bagli olarak etkin madde salimi degisiklik gostermektedir (Giirsoy, 2012).
Biyolojik ya da yapay membranlar ile difiizyon hiicreleri, ters diyaliz teknigi, difiizyon
teknigi, santrifiij/ultrasantrifiijiin ardindan ultrafiltrasyon ve ajitasyon ya da santrifiij
yardimu ile ultrafiltrasyon teknikleri benzeri birgok farkli yontemler kullanilarak etkin

maddenin in vitro salimi degerlendirilmektedir (Mohanraj ve Chen., 2006).

2.3.3. Nanopartikiil hazirlanmasinda kullamilan polimerler

Polimer, fazla sayida tekrarlanan monomer olarak adlandirilan birimlerin
polimerizasyonu sonucu meydana gelen makromolekiillerdir. Hazirlanacak NP

sistemlerinde hangi polimerin kullanilacagina; polimerin biyolojik, kimyasal, ara yiizey

26



ve mekanik oOzellikleri géz Oniinde bulundurularak karar verilmektedir (Pillai ve

Panchagnula, 2001).

Tablo 2.4’te ilag tastyici sistemlerin hazirlanmasi i¢in kullanilan polimerler yer

almaktadir.

Tablo 2.4. Ilac taswyict sistemlerin hazirlanmast i¢in kullanilan polimerler (Pillai ve Panchagnula, 2001)

Dogal polimerler

Protein temelli
polimerler

Albumin, kolajen, jelatin

Polisakkaritler

Kitosan, agaroz, hiyaluronik asit, aljinat,
karragenan, dekstran, siklodekstrin

Sentetik polimerler

Bioparcalanir
Polimerler

Bioparcalanamayan
polimerler

Poliesterler

PLGA, Poli(laktik asit) (PLA), Poli(glikolik
asit) (PGA), poli(a-kaprolakton),
poli(hidroksi biitirat), poli(B-malik asit)

Polianhidritler

Poli(sebazik asit), poli(adipik asit)

Poliamidler Poli(iminokarbonat), poliaminoasit
Fosfor bazlh Polifosfatlar, polifosfazenler, polifosfonatlar
polimerler

Digerleri Poliortoesterler, poli(siyano akrilat),

poliiiretanlar, polidihidropiranlar

Seliiloz tiirevleri

Karboksimetil seliiloz, hidroksipropil metil
seliiloz, seliiloz asetat, etil seliiloz, seliiloz
asetat propiyonat

Silikonlar

Polidimetilsiloksan, kolloidal silika

Akrilik polimerler

Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli
hidro(etilmetakrilat)

Digerleri

Polivinil pirolidon,
poloksaminler, etil vinil asetat

poloksamerler,

2.3.3.1. Calismamizda kullanilan polimerler
2.3.3.1.1. Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL) ilk defa 1930’larin basinda sentezlenmistir, fakat PCL
tizerinde yapilan ¢aligmalar son 20 yilda daha da artmistir. PCL, ilag tasiyict sistemler ve
cerrahide kullanilan iplikler gibi biyolojik alanlarda ayni zamanda kolay sekil almasi
nedeni ile naylon katkili malzemelerin bilesiminde ambalajlamada kullanilmaktadir
(Ozsagiroglu, 2011).

PCL tekrarlanan heksanoat birimlerinden olusan, alifatik poliesterler grubuna ait

bir polimerdir. Yari kristal bir polimer olan PCL, ayn1 zamanda % 69’a varan kristallesme
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derecesine sahiptir. PCL’nin molekiil agirhig1 ve kristallesme derecesine bagl olarak,
mekanik, fiziksel ve termal 6zelikleri farklilik gostermektedir (Labet ve Thielemans,
2009).

PCL 58-60°C erime sicakligina ve diisiik vizkoziteye sahiptir. Erime derecesinin
diisiik olmasi, yiiksek biyobozunabilirlik 6zellligi ve biyouyumlu olmast PCL’nin tibbi
kullaniminda biiyiik 6nem tagimaktadir. PCL’nin ester baglar1 fizyolojik kosullarda

hidroliz ile pargalanir ve bu 06zelligi nedeni ile ila¢ tasinmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Dinparvar, 2018).

PCL’nin camsi gegis sicakligi 60°C’dir. Molekiil agirligi 3.000 g/mol’den 100.000
g/mol’e kadar degisiklik gostermektedir. Kristal yapis1 molekiil agirligiyla ters orantilidir.
Ornegin, PCL nin kristallik derecesi %80 oldugunda molekiil agirligi 5.000 g/mol iken,
kristallik derecesi % 40 oldugunda 100.000 g/mol’a kadar artmaktadir (Ozsagiroglu,
2011).

PCL oda sicakliginda, diklorometan, kloroform, benzen, sikloheksanon, karbon
tetrakloriir, 2-nitropropan gibi ¢dziiciilerde biiyiik oranda ¢dziinme gdsterirken, aseton,
asetonitril, etil asetat, 2-butanol ve dimetilformamid gibi ¢oziiclilerde ise az oranda
¢oziinmektedir (Labet ve Thielemans, 2009). PCL p-kaprolaktonun halka agilmasi
polimerizasyonu ile stanoz oktanoat isimli bir katalizator kullanilarak hazirlanmaktadir

(Dinparvar 2018).

PCL kullanilarak NP'ler, mikrokiireler, miseller, hidrojeller ve lifler
hazirlanmaktadir. PCL NP’leri, genel olarak nanog¢oktiirme ve ¢oziicii buharlastirma

yontemleri kullanilarak hazirlanmaktadir (Dash ve Konkimalla, 2012).

PCL, ila¢ tasiyici sistem tasariminda kullanmilan ve Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi’nin (FDA) onayladig1 polimerlerden biridir. Etkin maddenin PCL’nin gézenekli
yapisina kolay bir sekilde hapsedilmesi, hazirlanan formiilasyonlarda % EE degerlerinin
ylksek olmasi ve uzun biyobozunma siiresi sayesinde etkin maddeyi daha kararli halde
tutabilmesi gibi 6zellikleri PCL nin ilag tasiyict sistemlerde kullanilmasini arttirmaktadir

(Ozsagiroglu, 2011).
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2.3.3.1.2. Eudragit ® S 100 (ES 100)

Eudragit® S 100 (ES 100) metil metakrilatin ve metakrilik asit’in anyonik
kopolimeridir (Sekil 2.8).

' CH3 | CH3 |

H,CO” Y0 | [HO YO

_m_ —'n

Sekil 2.8. Eudragit® S 100’tin kimyasal yapist

Serbest ester gruplarinin karboksil gruplarina oran1 ES 100 i¢in 1:1 dir. Ortalama
molekiil agirhg: yaklasik olarak 135.000°dir. Beyaz toz seklinde olan Eudragit® S100
kendine 6zgilin karakteristik bir kokuya sahiptir. % 3 oraninda su igeren AC’de, 1IN
sodyum hidroksit ¢ozeltisinde, etanol, metanol, izopropil alkol icerisinde berrak-hafif
bulanik ¢dzelti olusturan Eudragit® S 100, su, etil asetat, petrol eteri, metilen kloriir gibi

¢oziiciilerde pratik olarak ¢oziinmemektedir (Sezgin, 2017).

Eudragit® tiirii polimerler, etkin maddeyi neme karsi korumalar1 ve etkin
maddelerin istenmeyen tat ve kokularmi maskelemeleri nedeni ile ¢ok tercih edilen
polimerler arasindadir. Farkli kullanim amaglarina gore, istenilen ilag salimi tipine
(hemen, uzatilmis, siirekli, geciktirilmis) uygun Eudragit® tiirevi secilebilmektedir.
Eudragit tiirii polimerler farkli pH degerlerinde ¢dziiniirliik gdstermektedir. Ornegin,
Eudragit® EPO ve Eudragit® E100, mide sivisinda ¢oziiniirliik 6zelligi gosterdiginden
genellikle hizli salim yapan tastyic1 sistemler i¢in kullanilmaktadir. Eudragit® S 100 ise
7.0 tizerindeki pH’da ¢oziindiigii i¢in, kolona hedeflenen oral ilag tasiyici sistemlerde
kullanilmaktadir (Franco ve Marco, 2020).

29



2.3.4. Polimerik nanopartikiillerin iistiinliikleri

flag tasiyict sistem olarak NP'lerin kullanilmas1 birgok {istiinliik saglamaktadir.
NP’ler parenteral uygulandiktan sonra aktif veya pasif hedeflendirmenin
gergeklestirilmesi i¢in ylizey Ozellikleri ve PB kolay bir sekilde uygun hale
getirilebilmektedir. Etkin maddenin yan etkisini azaltmak ve terapotik etkinligini
arttirmak amaciyla NP'ler ilacin viicuttaki dagilimini ve sonrasinda atilimini degistirerek,
tasinmasi esnasinda ve etki bolgesinde stirekli veya kontrolli salimini saglamaktadir.
Manyetik yonlendirme kullanilmasi veya hedefleme ligandlarmin parcacik yiizeyine

tutturulmasi ile bolgeye 6zel hedefleme yapilmaktadir (Mohanraj ve Chen, 2006).

Farkli polimerler kullanarak PNP'lerden aktif maddenin saliminin degistirilmesi,
kanser tedavisi, hedeflendirilen antibiyotiklerin tasinmasi, kontraseptifler ve asilarin
taginmasi gibi alanlarda NP'lere istiinliik saglamaktadir. PNP'lerin farkli hazirlama
yontemleri kullanilarak ucuz maliyet ve kolaylikla biiyiik miktarlarda {iretimi ve ugucu
Ozellikteki farmasotik maddelerin kararligini arttirmasi (Nagavarma vd., 2012), ayni
zamanda transdermal (Kas, 2011), parenteral, nazal, oral, intraokiiler (Mohanraj ve
Chen., 2006), intravenéz ve diger yollarla uygulanabilmesi, NP'lere biiyiik iistiinliik
saglamaktadir (Nagavarma vd., 2012).

30



3. GERECLER

3.1. Kullanilan maddeler
Madde ad1
Ibuprofen
Asetonitril
Aseton
Cedex, Akill1 lam
Diklorometan
Dimetilsiilfoksit-D6
Dimetilsiilfoksit
Hiicre Kiiltiir Besiyeri
Hiicre Kiiltiir Besiyeri
Hiicre Kiiltiir Plakasi
Eudragit S100
Fosfat tamponu
Fotal Dana Serumu
Hidroklorik asit
hTERT-HPNE hiicre hatti
Insan epidermal biiyiime fakotrii
Kloroform-D1
L-glutamin
Lam

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide %98)

M3 Base Medium

Firma adi

Drogsan, Tirkiye

Carlo Erba, Fransa
Isolab, Almanya

Roche Innovatis, Isvicre
Isolab, Almanya

Merck, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Amerika
Sigma-Aldrich, Amerika
TPP, Isvicre

R6hm, Almanya

Capricorn Scientific, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya

ATCC, Amerika

Sigma Aldrich, Amerika

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya

Logos Biosystems, Giiney Kore

Alfa Aesar, Almanya

Incell Corporation, Amerika
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o-fosforik asit

pH 7.4 fosfat tampon tableti
Penisilin-streptomisin Soliisyonu
Polikaprolakton Mn~10000
Polikaprolakton Mn~45000
Polikaprolakton Mn~80000
Potasyum klortir

Potasyum fosfat monobazik
Puromisin

Sodyum hidroksit

Sodyum bikarbonat

Tripan mavisi Soliisyonu
Tripsin-EDTA Soliisyonu

10, 200, 1000, 5000 pL’lik

mikropipet uglari
15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri

25 ve 75 cm?’1ik hiicre kiiltiir
flasklari

2 mL’lik Ependorf tiip
5 ve 10 mLlik steril enjektor

5-10 ve 25 mL’lik tek kullanimlik

serolojik pipet

Sigma Aldrich, Isvigre
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Japonya
Sigma Aldrich, Ingiltere
Sigma Aldrich, Ingiltere
Merck, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya

Wisent Bio Products, Kanada

Sigma Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Biological Industries, Israil
Biochrom, Almanya

Axygen, Ingiltere

Isolab, Almanya

Greiner bio-one,Amerika

Greiner bio-one, Amerika

Hayat, Tiirkiye

Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar
Madde ad1
Buzdolab1
LUNA II Hiicre Sayim Cihazi
Ceker ocak
Derin dondurucu
Diferansiyel taramali kalorimetri
Distile su cihazi
Etiv
Elektroegirme cihazi pompasi
Fouriyer doniisiimlii kizil6tesi
spektrofotometresi
Hassas terazi
Inverted tip 151k mikroskobu
Kolon
Karbondioksitli inkiibator
Liyofilizator
Mikropipet seti
Manyetik karistiric
Mr. Frosty
Mulltimod Mikroplaka Okuyucu
HTX Synergy AFL
Niikleer manyetik rezonans
Spektrofotometresi
Otoklav
Otomatik hiicre sayim cihazi
Orbital calkalayict
Cok fonksiyonlu plaka okuyucu

Parcacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi

pH metre
Santrifiij
Smif 2 Laminar akis kabini

Sogutmali santrifiij

Firma adi

Argelik No Frost, Tiirkiye Roche Innovatis AG,

Logos Biosystems, Giiney Kore
Hedlab, Tiirkiye

Liebherr, Almanya

Shimadzu DSC-60, Japonya
Agilent, Almanya

Niive FN500, Tiirkiye
Inovenso, Amerika

Shimadzu IR Prestige-21, Japonya

Mettler Toledo, ABD

Olympus, Japonya

VDSpher 100 C18-E, Almanya
BINDER, Almanya

Operon, Korea

Eppendorf, Almanya

IKA, Almanya

Nalgene, Amerika

ELISA Reader, BioTek, Amerika

Ultra-Shield™ CPMAS NMR, Almanya

Eryigit A.S. Tiirkiye

Logos Biosystems, Giiney Kore
Heidolph Unimax, Almanya

BioTek HTX Synergy, Amerika
Malvern-Zetasizer Nano Series, Ingiltere
Mettler Toledo, Cin

Hettich-Rotina 420 R, Almanya
Labogene ApS, Danimarka

Hettich Lab Teknoloji, Almanya
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Termometre

Taramal1 elektron mikroskobu
Ultrasonik banyo

Ultraturaks

Vorteks

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
Yatay calkalayici

Zeta potansiyel analiz cihazi

Ebro, Almanya

Hitachi TM 3030 Plus Masaltistii Tip, Japonya
Wisd Laboratory Instruments, Kore
Heidolph, Almanya

Scilogex, Almanya

Shimadzu, Japonya

Eppendorf, Almanya

Malvern-Zetasizer Nano Series, Ingiltere

34



4. YONTEMLER
4.1. Ibuprofen Ile Yapilan Cahsmalar
4.1.1. Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

IBU’nun pargacik sekli ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla SEM (SEM,
Hitachi TM 3030 Plus, Japonya) kullanilmistir.

4.1.2. Termal analiz

[BU’nun (~5 mg agirhiginda) termal analizi Diferansiyel Taramali Kalorimetri
(DSC) cihazt (DSC-60, Shimadzu Scientic Intruments, Columbia, MI, ABD)
kullaniimakla, basing uygulanarak baglanmis aliiminyum numune kabinda, 50 mL.dk*
azot gaz1 akis hiz1, 10°C.dk? sicaklik yiikselisi ile 30-300°C araliginda aliiminyum
referansa kars1 yapilmistir ve aktif maddenin termogrami bulunmustur. Aktif maddenin
formiilasyon asamalarindan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin elde edilen

termogram daha sonra yapilan analizlerde referans olarak kullanilmistir.

4.1.3. FT-IR analizi

IBU’nun FT-IR analizi (IR Prestige- 21 Shimadzu, Tokyo, Japonya) 4000-400 cm’
! dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir. Kullanilan etkin maddenin formiilasyon
yapimi asamalarindan etkilenip etkilenmedigini belirlemek maksadiyla bulunan sonug

daha sonra yapilan analizlerde referans olarak kullanilmustir.

4.1.4. Proton NMR (*H-NMR) analizi

IBU’nun yapisal 6zellikleri, *H-NMR analiz cihazi yardimi ile (Ultra-Shield™
CPMAS NMR, Brucker, Rheinstetten, Almanya) 25°C’de, ¢oziicii olarak

dotorokloroform ve détoro-dimetilsiilfoksit kullaniimakla gergeklestirilmistir.

35



4.1.5. IBU’nun yiiksek basinch sivi kromatografisi ile miktar tayini ve validasyon

calismalar

Etkin madde miktar tayini ¢alismalar1 icin HPLC (Shimadzu, Japonya) cihazi
kullanilmistir. Analiz ¢alismalarinda kullanilan HPLC ydnteminin analiz kosullar1 Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. HPLC Analiz kosullar:

Cihaz Shimadzu-20A

Kolon VDSpher 100 C18-E, 250 x 4.6 mm, 5um

Mobil Faz Asetonitril/Distile Su/o-fosforik asit(70:30:1 h/h)
Dedektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi

Firin Sicakhig: 30°C

Dalga Boyu 225 nm

Akis hizi 1 mL.dk?

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Analitik yontem validasyonu, kullanilan yontemin uygulanabilir olup olmadigin
kanitlamak amaci ile yapilmaktadir. Kullanilan yontemin giivenilirlik ve dogruluk
parametreleri elde edilen verilerle ispatlanarak gosterilmektedir. Miktar tayini analitik
yontem validasyonunda dogrusallik, kesinlik ve kararlilik parametreleri incelenmistir. Bu
calismada Uluslararas1 Harmonizasyon Kongresi'nin  Q2(R1)-Analitik  Islem

Validasyonu baglikli Uluslararas1 Harmonizasyon Kilavuzu kullanilmigtir (ICH, 2005).

4.1.5.1. Dogrusallik

Dogrusallik ¢alismasmin yapilmasinin amaci, analiz yapilan numunedeki aktif
madde miktarindaki artigsa bagl olarak analitik yontemden alinan sonucun dogru orantili
bir sekilde arttigin1 gostermektir. Analizi yapilan maddenin farkli derigimlerde
hazirlanmis 6rneklerinin pik alani belirli derisim araligindaki degerler ile dogru orantili
olmalidir. Dogrusalligin belirlenmesi amaci ile caligmalar yapilirken en az 5 farkli

derisim ile ¢alisilmalidir (ICH, 2005).

Calismamizda HPLC yonteminde kullanilacak olan IBU’ya ait standart egrinin

bulunmasi amaci ile 500 pg.mL™? derisime sahip stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok
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¢ozeltiden 5-100 ug.mL? arasinda derisimlere sahip on bir farkli numune hazirlanmistir.
Her test ii¢ kez tekrar edilmis ve analiz sonucunda on bir nokta icin IBU derisimine

karsilik gelen alan degerleri belirlenmistir.

4.1.5.2. Dogruluk

Analitik yontemin kabul edilmis referans degere veya gergek degere yakinligi,
analitik validasyonda dogruluk parametresi olarak bilinir. Dogruluk, analitik yontemde
belirlenen aralik boyunca olusturulmalidir. Genellikle belirlenmis araligin i¢inde yer alan

tic farkli derisim, en az licer 6rnek olmak sartiyla hesaplanmaktadir (ICH, 2005).

Yapilan ¢alismada dogrulugun belirlenmesi amaci ile 3 farkli derisimde (20 pg.mL"
150 pg.mL?, 80 pg.mLY) IBU iceren ¢ozelti hazirlanmustir. Her ¢dzelti icin 4 kez dl¢iim
gerceklestirilmistir.

4.15.3. Kesinlik

Kesinlik, analitik yontemde 6ngdriilen kosullar altinda, ayn1 numunenin ¢ok sayida
orneklemesinden alinan bir sira 6l¢lim arasinda dagilma derecesini ifade eder. Ara
kesinlik, tekrarlanabilirlik, tekrar elde edilebilirlik parametreleri ile belirlenir (ICH,
2005).

Giin i¢i kesinlik, ayn1 ¢alisma kosullar altinda kisa bir zaman araliginda kesinlik
parametresini ifade eder. Ayni stok ¢ozelti kullanilarak hazirlanan 6rneklerin alan 6l¢iimii
tekrarlanarak tekrarlanabilirlik tespit edilir. Bu islem ti¢ farkli konsantrasyonun dort kez

Olctimii ile gergeklestirilmistir.

Yontemin kesinlik ¢alismasinda, Gilinler arasi kesinligin belirlenmesi amaci ile
kalibrasyon araligina karsilik gelen ii¢ farkli konsantrasyonda (20 pg.mL™? ,50 pg.mL?,
80 ug.mL™) IBU ¢ozeltisi hazirlanmus ve ii¢ farkli giinde dort 6rnekle tekrar edilmistir.
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4.1.5.4. Duyarhlik

Analitik yontemlerde duyarlilik, numunede bulunabilen fakat kesin bir deger olarak
verilemeyen en diisiik analitik miktardir. Saptama sinir1 (LOD) ve miktar tayini siniri
(LOQ) hesaplanarak degerlendirilmektedir.

LOD, standart madde sinyalinin giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gerekli olan en diislik
madde derisimi olarak bilinmektedir. Degerin belirlenmesinde analitik ydntemde

kullanilan cihaza gore farkli yontemler kullanilabilir.

Duyarlilik ¢alismalarinda, sistetkin in kantitatif sinirlar i¢erisine girmeyen en diisiik

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

[3.3xSS]

LOD = (4.1)

Denklem (4.1)’deki SS, y ekseni kesim degerinin standart sapmasini, m ise

korelasyon denkleminin egimini gdsterir (ICH, 2005).

Analizi yapilan maddenin miktariin kabul edilebilir seviyede dogru ve kesin
olarak belirlendigi LOQ degeri ise ICH Kklavuzunda yer denklem (4.2)’e¢ gore

hesaplanabilir

[10 x SS]
m

LOQ =

(4.2)

Denklem (4.2)’deki SS, y ckseni kesim degerinin standart sapmasini, m ise

korelasyon denkleminin egimini gosterir (ICH, 2005).

4.1.5.5. Secicilik

Segicilik, analitik yontemin karigim igerisinde yalnizca amaglanan maddeyi tespit
edebilme yetenegidir. Ortamda bulunan baska maddelerden kaynaklanabilecek
girisimlerden analiz etkilenmemelidir. Amaglanan maddenin, bilesiminde ¢ok fazla

maddenin yer aldigi numunelerin analizi sirasinda eksiksiz bulunmasi gerekir (ICH,
2005).
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4.1.6. Cahlisma sartlarinda kararhhk
4.1.6.1. Formiilasyon hazirlama kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin kararliligt PNP hazirlama kosullarinda (aseton-diklorometan

karigimi, 25°C’de) incelenmistir (n=3).

4.1.6.2. Etkin madde miktar tayini analizi icin érnek hazirlama kosullarindaki
kararlilik

Etkin maddenin kararlilig IBU nun formiilasyondan ekstraksiyonu igin kullanilan

ortamda, 1 ml asetonda, 25°C sicaklikta incelenmistir (n=3).

4.1.6.3. Invitro salim ortami kosullarindaki kararhik

Etkin maddenin kararlilig1 in vitro salim ortami olan pH 1.2, pH 6.8 fosfat tamponu
(PBS) ve pH 7.4 PBS’te 37 °C’de incelenmistir (n=3).

4.2. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonu Calismalar:
4.2.1. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme calismalari

Formiilasyon gelistirilmesi asamasinda kapsamli literatiir incelemesi yapilarak
calismamiza uygun polimerler se¢ilmistir. PNP formiilasyonlarini hazirlamak tizere farkl
molekiil agirlhikli PCL 10000 (Mn~10000), PCL 45000 (Mn~45000), PCL 80000
(Mn~80000) ve Eudragit® S 100 polimerleri secilmistir. Tez kapsaminda PNP
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda nanocoktiirme yontemi kullanilmistir. PCL’nin
farkli molekiil agirlikli polimerleri farkl miktarlarda tartilarak oda sicakliginda manyetik
karistirict yardimiyla 500 rpm karistirma hizinda, farkli oranlarda diklorometan veya
diklorometan-aseton karigimi eklenerek 30 dakika siire boyunca karistirilarak
¢oziindiiriilmiis, ES 100°de aynmi sekilde farkli miktarlarda tartilarak oda sicakliginda
manyetik karistiricida 500 rpm karistirma hizinda farkli oranlarda aseton veya
diklorometan aseton karistmi eklenerek 30 dakika silire boyunca karistirilarak
¢oziindiriilmiistiir. Coziinmiis polimer ¢ozeltileri baz1 formiilasyonlarda tek, bazilarinda

ise ayni1 siseye aktarilarak ayni kosullarda 15 dakika daha karistirllmis ve formiilasyon
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hazirlanmasinda polimer karigimi kullanilmigtir. Formiilasyon igerikleri Tablo 4.2°de

verilmigtir.

Tablo 4.2. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme ¢alismalart

Kod PCL ES 100 Organik AKis
faz hizi
PNP-1 PCL 10000 100 mg 4 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg 6 ml Aseton
PNP-2 PCL 10000 50 mg 2 ml Diklorometan 15 ml/s
50 mg 5.5 ml Aseton
PNP-3 PCL 10000 - 5 ml Diklorometan 15 ml/s
100 mg
PNP-4 PCL 10000 - 2 ml Diklorometan 15 ml/s
100 mg 3 ml Aseton
PNP-5 PCL 45000 100 mg 4ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg 6 ml Aseton
PNP-6 PCL 45000 50 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/s
50 mg 5.5 ml Aseton
PNP-7 PCL 45000 - 7.5 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg
PNP-8 PCL 45000 - 2 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg 3 ml Aseton
PNP-9 PCL 80000 100 mg 4 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg 6 ml Aseton
PNP-10 PCL 80000 50 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/s
50 mg 4 ml Aseton
PNP-11 PCL 80000 - 7.5 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg
PNP-12 - 100 mg 5 ml Aseton 30 ml/s
PNP-13 - 100 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/s
3 ml Aseton
PNP-14 PCL 80000 - 5 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg
PNP-15 PCL 80000 - 2 ml Diklorometan 30 ml/s
100 mg 3 ml Aseton

(ES 100: Eudragit® S 100; PCL: Polikaprolakton, PNP: Polimerik Nanopartikiil)
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Polimer ¢ozeltileri tam karigtiktan sonra hazirlanmis polimer karigimi pompa
yardimu ile farkl1 akis hizlarinda % 1 Tween® 80 igeren 30 ml sulu faz icerisine aktarilarak
ultraturaks ile 15000 rpm’de siirekli olarak karistirilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar
ceker ocakta manyetik karistirict yardimiyla 400 rpm karistirma hizinda 3 saat boyunca
karistirilarak organik fazin ugmasi saglanmistir. Bu islemlerin ardindan siispansiyonlar
10 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiijlendikten sonra, ayrilmis sulu faz enjektor
yardimiyla uzaklastirilmistir. Cokelti halinde elde edilen PNP’lerin {lizerine 1 ml distile
su eklenerek yikanmis ve tekrar 10 dakika santrifiijlendikten sonra enjektor yardimiyla
distile su uzaklagtirilmistir. Yikama sonrasi elde edilen PNP’ler iizerine 2 mL distile su
eklenerek PNP’lerin distile suda dagitilmas: saglanmis ve -20 °C’de 24 saat siiresince
dondurulmustur. Daha sonra donmus PNP’ler liyofilizatorde -110 °C’de 24 saat
kurutularak kati1 formda PNP’ler elde edilmistir.

4.2.2. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirmede karakterizasyon

calismalar:
4.2.2.1. Parcacik biiyiikliigii ve dagilim

Hazirlanan PNP’lerin PB ve dagilimi lazer kirinim cithazi (Malvern Zetasizer Nano

Series, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir.

4.2.2.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan PNP formiilasyonlarmin ZP degeri Malvern Zetasizer cihazi (Zetasizer
Nano Series, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Olgiimler, 25°C’de zeta hiicrelerinde,

distile su ile seyreltilerek gerceklestirilmistir.

4.2.3. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme c¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin, PB,
polidisperslik indisi (PDI) ve ZP degeri belirlendikten sonra optimum formiilasyonlar
belirlenmistir. Segilen formiilasyonlardan hareketle etkin madde igeren ve etkin madde
icermeyen plasebo formiilasyonlar hazirlanmistir. Formiilasyon bilesenleri Tablo 4.3-

4.4’te sunulmustur.
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Tablo 4.3. Optimum /BU i¢eren PNP formiilasyonlar: bilesenleri ve hazirlama kosullar:

KOD iBU PCL ES 100 Organik Faz Akis hizi
F1 10 mg 10000 - 2 ml Diklorometan 30 ml/h
100 mg 3 ml Aseton
F2 10mg 10000 50 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/h
50 mg 5,5 ml Aseton
F3 10mg 45000 - 2 ml Diklorometan 30 ml/h
100 mg 3 ml Aseton
F4 10mg 45000 50 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/h
50 mg 5,5 ml Aseton
F5 10mg 80000 - 2 ml Diklorometan 30 ml/h
100 mg 3 ml Aseton
F6 10mg 80000 50 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/h
50 mg 5,5 ml Aseton
F7 10 mg - 100 mg 2 ml Diklorometan 30 ml/h
7.5 ml Aseton
(ES 100: Eudragit® S 100; IBU: Ibuprofen; PCL: Polikaprolakton)
Tablo 4.4. Optimum plasebo PNP formiilasyonlar: bilesenleri ve hazirlama kosullart
KOD PCL ES100 Organik Faz Akis iz
PCL 10000 2 ml Diklorometan
P1 100 mg - 3 ml Aseton 30 ml/s
PCL 10000 2 ml Diklorometan
P2 50 mg 50 mg 5.5 ml Aseton 30 ml/s
PCL 45000 2 ml Diklorometan
P3 100 mg - 3 ml Aseton 30 ml/s
PCL 45000 2 ml Diklorometan
P4 50 mg 50 mg 5.5 ml Aseton 30 ml/s
PCL 80000 2 ml Diklorometan
P5 100 mg - 3 ml Aseton 30 ml/s
PCL 80000 2 ml Diklorometan
P6 50 mg 50 mg 4 ml Aseton 30 ml/s
2 ml Diklorometan
P7 - 100 mg 7.5 ml Aseton 30 ml/s

(ES 100: Eudragit® S 100; PCL: Polikaprolakton, PNP: Polimerik Nanopartikiil)
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Optimum formiilasyonlarin hazirlanmasinda nanog¢oktiirme yontemi kullanilmistir.
Optimum formiilasyonlar olarak farkli molekiil agirlikli PCL polimerleri, PCL
polimerleri ES100 kombinasyonlar1 ya da sadece ES 100 igeren PNP formiilasyonlar1
hazirlanmistir. PCL, PCL ve ES 100 ya da ES 100 diklorometan-aseton karisiminda
manyetik karigtiricitda 500 rpm karistirma hizinda karistirilarak oda sicakliginda
¢oziindiriilmiistiir. IBU igeren formiilasyonlarda IBU, organik fazi olusturan polimer
¢ozeltisine eklenmis ve manyetik karistiricida 500 rpm karistirma hizinda karistirilarak

¢Ozindiirilmiistiir.

Etkin madde igeren polimer ¢ozeltileri pompa yardimi ile 30 ml/saat akis hizlarinda
% 1 Tween® 80 iceren 30 ml sulu faz icerisine aktarilarak ultraturaks ile 15000 rpm’de
stireKli olarak karistirilmistir. Hazirlanan dispersiyon halindeki PNP’lerden organik fazin
uzaklastirilmas1 adina, ¢eker ocakta manyetik karistirict yardimiyla 400 rpm karistirma
hizinda 3 saat boyunca karigtirilmistir. 3 saat sonrasinda elde edilen su bazli kolloidal
PNP’ler 10 dakika boyunca 11000 rpm’de santrifiijje tabi tutulmustur. Siipernatant
dekante edilerek ayrilmis ve PNP’ler distile su ile yikanmaistir. Yikama prosesi sonrasinda
elde edilen PNP’ler 2 mL distile suda dagitilmis ve -20 °C’de 24 saat siiresince
dondurulmustur. Sonrasinda dondurulmus PNP’ler liyofilizatérde kurutulmustur.

Kurutma sonrasi kat1 formda PNP’ler elde edilmistir (Sekil 1.4).

Santrifiijleme
iglemi

Subu faz

Sekil 4.1. Nanog¢doktiirme yontemi ile nanopartikiil olusumunun sematik gésterimi
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4.3. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu
4.3.1. Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi

Hazirlanan PNP formiilasyonlarmin PB ve dagilimi lazer kirinim cihazi

kullanilimakla belirlenmistir.

4.3.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan PNP formiilasyonlarinin ZP degeri Malvern Zetasizer cihazi
kullanilmakla belirlenmistir. Olgiimler, zeta hiicreleri kullanilarak, 25°C’de distile su ile

seyreltilerek gerceklestirilmistir.

4.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE)

Hazirlanan PNP formiilasyonlarinda % EE “IBU’nun yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile miktar tayini ve validasyon ¢aligmalar1” boliimiinde anlatilan analiz

kosullarinda yapilmistir.

Tam tartilmis 3 mg PNP formiilasyonu 1 mL asetonda 2 dk siiresince vortekste
kiristirlarak ¢dziindiiriilmiistiir. IBU miktar1 HPLC cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Formiilasyonlara iliskin % EE degerleri, Denklem 4.3 kullanilarak hesaplanmistir

(Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020). Deney her formiilasyon igin 3 kez tekrarlanmuistir.

Pratik bulunan gercek etkin madde miktari

x 100 Denklem 4.3

% EE =

Teorik olmasi gereken etkin madde miktart

4.3.4. Termal analiz

Hazirlanan PNP formiilasyonlarinin (~5 mg agirliginda) termal analizi DSC cihazi
kullanilarak, basing kullanilarak baglanilmis aliiminyum numune kabinda, 50 mL.dk™
azot gaz1 akis iz, 10 °C.dk sicaklik yiikselisi ile 30-300 °C araliginda aliiminyum

referansa kars1 gerceklestirilmistir.
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4.35. FT-IR analizi

Hazirlanan PNP formiilasyonlarinin FT-IR analizi 4000-400 cm™ dalga boyu

araliginda yapilmistir.

4.3.6. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Hazirlanan PNP formiilasyonlarmin yapisal ozellikleri, *H-NMR analizi ile
25°C’de, c¢oziicii olarak doterokloroform ve dotoro-dimetilsiilfoksit kullanilarak

arastirilmistir.

4.4, In vitro sahm

PNP’lerden IBU salimi GIS bélgelerinin pH’larmi simiile eden salim ortamlarmda
diyaliz membran yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir (Yurtdag-Kirimhioglu vd.,
2020; Yurtdag-Kirimlioglu ve Gorgiilii, 2021). Calisma kosullart 70 mL salim ortamu,
3740.5°C sicaklik ve 100 rpm karistirma hiz1 olarak belirlenmistir. Oncelikle 3 mg iBU
iceren PNP formiilasyonlari seliiloz asetat diyaliz membrana (molekiil agirligi 12-14 kDa)
yerlestirilmis ve 1 mL dissoliisyon ortam ilave edilmistir ve sizdirmadan kapatilmistir.
Diyaliz membran1 37+0.5°C’de tutulan ve 100 rpm’de karisan pH 1.2 igeren reseptor
kompartimanina daldirilmistir. Reseptdor kompartiman buharlasmayr onlemek i¢in
kapatilmistir. Daha 6nceden belirlenmis zaman araliklarinda (15.dk, 30.dk, 45.dk, 1.saat,
1.5 saat, 2 saat) diyaliz membrani1 disindaki ¢6ziinme ortamindan (pH 1.2) 1 mL 6rnekler
alinmis ve ayni miktarda taze salim ortamu eklenmistir. 2 saatin sonunda diyaliz
membranlari, 37+0.5°C’de tutulan ve 100 rpm’de karisan 70 mL pH 6.8 PBS’e alinmistir.
Reseptdor kompartiman buharlasmayr onlemek icin kapatilmistir. Daha ©nceden
belirlenen zaman araliklarinda (2.5. saat, 3. saat, 3.5. saat, 4. saat, 4.5. saat, 5. saat) diyaliz
membrani disindaki ¢dziinme ortamindan (pH 6.8, PBS) 1 mL 6rnekler alinmis ve ayni
miktarda taze salim ortami eklenmistir. 5. saatin sonunda diyaliz membranlar pH 7.4
PBS’e aktarilmistir. Daha 6nceden belirlenmis zaman araliklarinda (6. saat, 7. saat, 8.
Saat, 9. saat, 10. saat, 12. saat, 24. saat, 36. saat, 48. saat, 72. saat) Ornekler alinmustir.

Ayn1 miktarda taze salim ortami eklenmistir.

Orneklerdeki IBU konsantrasyonu “IBU’nun yiiksek basingli sivi kromatografisi

ile miktar tayini ve validasyon calismalar1” boliimiinde anlatilan analiz kosullarinda
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gerceklestirilmistir. Farkli zamanlarda salman IBU konsantrasyonlar1 ile hesaplanan %
kiimiilatif salinan IBU degerleri zamanin fonksiyonu olarak grafige gecirilmistir. Her bir

PNP formiilasyonu i¢in deney 3 kez tekrar edilmistir.

Sekil 4.2. In vitro salim ¢alismasina iliskin deney fotografi

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismamizda ATCC hiicre bankasindan CRL-4023 koduyla elde edilmis olan
normal insan pankreas hiicre hattt (hnTERT-HPNE: Human pancreatic nestin epithelial
cell) hiicreleri ve ATCC firmasindan CCL-210™ ticari kodu ile satin alinmis normal

insan akciger fibroblast hiicre hattt (CCD-19Lu) kullanilmistir.

4.5.1. Malzeme sterilizasyonu

Deneylerde paketli steril-tek kullanimlik sarf malzemeler haricindeki tim
ekipmanlar steril edilerek kullanilmigtir. Metal, cam ve yliksek sicaklikta bozulmayacak
her tiirlii ekipmanin sterilizasyonu kuru hava sterilizatoriinde 180°C sicaklikta 2 saat;
pipet uglar1 ve s1v1 soliisyonlarin sterilizasyonu 121°C, 1,5 atmosfer basincinda otoklavda
20 dakika icin gerceklestirilmistir. Otoklavlanamayan sivi formdaki maddeler i¢in 0.22
um por ¢apl tek kullanimlik filtreler kullanilmigtir.
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4.5.2. Hiicrelerin besiyerlerinin hazirlanmasi

hTERT-HPNE hiicreleri i¢in Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM),
karisim besiyeri olarak diizenlenmis ve karigimin olusmasinda kullanilan maddeler ise su
sekildedir: Glukozsuz DMEM (%75), M3 Base medium (%25), 2 mM L-glutamin, 1,5
g/L sodyum bikarbonat. Besiyerinin tamamlanmasi i¢in 5.5 mM D-glukoz (1 g/L), 10
ng/mL insan rekombinant epidermal biiyiime faktorii (thEGF), 750 ng/mL puromisin,

fetal bovin serum (FBS, %5) igerisinde yavas¢a karistiriimakla besiyerine eklenmistir.

CCD-19Lu hiicrelerinden 6trii %90 Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM),
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin antibiyotik iceren besiyeri

hazirlanmstir.

4.5.3. Stok aktivasyonu

Daha 6nceden stoklanmis hiicreler derin dondurucu (-86°C) veya sivi azot tanki
icerisinden (-196°C) ¢ikartilarak en kisa siire igerisinde, 37°C’de eridikten sonra besiyeri
i¢ine alinmig, 1200 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiijleme yapildiktan
sonra hiicrelerin sayilar1 kontrol edilmistir. Daha sonra hiicre sayisina gore tireyebilmeleri

i¢cin T25 flasklarda kiiltiire edilmislerdir.

4.5.4. Hiicrelerin pasajlanmasi ve stoklanmasi

Hiicrelerin elverisli yogunluk degerine ulagincaya dek diizenli araliklarla aseptik
ortamda, besiyerleri yenileriyle degistirilerek flasklarda gelisimi (flask tabanina
yapisarak ¢ogalmasi) saglanmistir. Hiicrelerin maksimal olarak %80/flask doluluk

miktarma ulastiginda pasajlama yapilmistir.

Pasajlama: Hiicrelerin kullandiklar1 besiyeri flasklardan temizlendikten sonra
hiicre flaski steril Ca?+-Mg?+ igermeyen fosfat tamponu (PBS) ile birkag defa yikanmis
ve flask olgiistine uygun bir sekilde % 0.25 (w/v) Tripsin / 0,53 mM Etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) soliisyonu kullanilarak 3-5 dk boyunca 37°C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Daha sonra Tripsin-EDTA soliisyonunu nétrlemek {izere kalkan hiicreler

tizerine uygun besiyeri eklenerek tiim igerik santrifiij tiipii igerisine koyulmustur. 1200
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rpm’de 5 dk boyunca santrifiij yapilmis, siipernatan kenarlastirilmis, yeni besiyeri iginde

hiicreler siispanse edilerek uygun miktarda flasklara bolinmiistiir.

Stoklama: Pasajlama yapildiktan sonra hiicreler sayilarak 2 mL’lik stok tiiplerine
uygun dondurma besiyerleri i¢cinde boliinmiislerdir. Stok tiipleri Mr. Frosty dondurucusu
kullanilmakla 1 gece boyunca -86°C de bekletilmis ve sonrasinda sivi azot buhar fazinda

stoga kaldirilmistir.

Hiicre Sayimi: Hiicrelerin canliliklar1 ve sayimlart LUNA II otomatik hiicre sayim
cihaz1 yardimiyla gergeklestirilmistir. Bunun i¢in santrifiijlemeden sonra hiicre pelleti 1
mL besiyeri icerisinde homojen olarak seyreltilmis sonra 10 pL tripan mavisi soliisyonu
ile 10 pL hiicre stispansiyonu 10 sn homojen bir sekilde karistirilmis ve ardindan sayim
cihazi lamina bu karigimdan 10 pL eklenmistir. Cihaz protokollerine uygun olarak sayim
islemi yapildiktan sonra, seyreltme oranlar1 dikkate — alinmakla hesaplamalar
gerceklestirilmis ve hiicreler alinan sonuglara gore ekilerek deneysel ydntemler

yapilmustir.

45.5. MTT yontemi

MTT yontemi 1983 yilinda ilk defa Mosmann tarafindan hiicre proliferasyonu
yontemi olarak bulunmus ve kanser hiicre hatlar1 izerinde kemoterapétik ilaglarin etkisini
arastirmak maksadiyla kullanilmaya baslanmistir. Sitotoksisiteyi ve proliferasyonu
kantitatif olarak Olcen yontemde, canli ve apoptozun erken donemindeki hiicrelerin
mitokondrileri yardimiyla MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl Blue] soliisyonunda bulunan tetrazolium halkasi, hiicrelerdeki
dehidrojenaz enzimlerince reaksiyona girip, yalnizca metabolik hiicreler aracilifiyla
indirgenip parcalanarak suda ¢oziinmeyen formazan kristallerinin olusmasina yol agir.
Reaksiyon nedeniyle olusan rengin yogunlugu mitokondriyal aktiviteyle dogrudan
alakalidir. MTT boyasinin olusturdugu sar1 renk, bu aktivite gézlendiginde ¢oziicii ilavesi
ile mor renge doniismektedir. Coziicii ilavesinden sonra formazan kristallerinin
yogunluguna gore meydana gelen renk skalasina bagli dl¢lim gergeklestirilmektedir.

Canli hiicrelerin yoklugunda formazan kristali olusmamaktadir.

Hiicreler, kapakli, diiz tabanl, steril olan ve 96 kuyucuklu tek kullanimlik olan

mikroplakalara, 200 pL uygun besiyeri icinde her kuyu icerisine 1x10* hiicre olmakla
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ekilmistir. Plakaya ekilmesinin ardindan hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilarak plaka tabanina yapismalart saglanmistir. 24 saat gectikten sonra 100 pL
besiyeri uzaklastirilarak onun yerine 100 uL igerisinde hazirlanan farkli konsantrasyonda
maddeler eklenmistir (Hiicrelere uygulanacak olan konsantrasyonlar, 1:1 seyreltme
faktorii dikkate alinarak, 2 kat yogun hazirlanip uygulanmistir). Madde uygulamasini
takiben 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyu igerisine 1siktan korunmakla
20 uL stok olacak sekilde MTT ¢ozeltisinden (5 mg/mL PBS igerisinde ¢6ziindiiriiliip
uygulama oncesinde filtrelenen MTT soliisyonu) eklenerek 3 saat boyunca inkiibasyon
yapilmistir. Sonrasinda hiicrelerin besiyerlerinin tamami kenarlastirilarak formazan
kristallerinin ¢6ziinebilmesi i¢in 100 L. DMSO eklenmis, 15 dk boyunca karanlik
ortamda calkalandiktan sonra mikroplaka okuyucusu yardimiyla 540 nm dalga boyunda

meydana gelen renk degisimlerinin optik yogunluklari (absorbanslari) okutulmustur.

24, 48 ve 72 saat siliren analizler sonucunda, numunelere ait hiicre canliliginin
yarisini inhibe eden etkin konsantrasyon (ICso) degerleri belirlenmistir. Deneylerde 3
farkli kontrol grubu kullanilmistir. Kontrol gruplar1 ayn1 zamanda besiyeri giivenilirligi
ve kor okumast i¢in de kullanilmis fakat herhnagi bir problem goézlemlenmemistir.
Deneylerde kontrol olarak ¢oziicii kontrol grubu [%90 uygun besiyeri +%10 FBS + %1-
2 Pen-Strep (%0,1 DMSO igeren besiyeri) + Hiicre] tizerinden hesaplamalar yapilmistir.

Oncelikle kér kuyusu degeri tiim optik okumalardan ¢ikartilmistir. Elde edilen tiim
verilerin degerleri 5 tekrar lizerinden ortalamalar ve standart sapmalar alinarak
hesaplanmistir. Optik yogunluklarin (absorbans) ortalamalari ve % canlilik degerleri
Microsoft Office Excel formiil hesaplarindan yapilmais; ¢oziicii kontrol grubunun canliligi
%100 kabul edilerek diger tiim canlilik degerleri de bunun iizerinden ortalamalar ve
standart hata degerleri Hill denklemi kullanilarak sigmoidal doz-cevap egrisi olugturmak
tizere hesaplanmigtir. Anlamlilik degerleri ise GraphPad 6.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA) yazilimi kullanilarak bulunmustur. Dunnet testi ve tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonrasinda kontrol grubuna gore énemli farkliliklar i¢in *p < 0.05 ve

**p < 0.01 degerleri sirasiyla anlamli olarak kabul edilmistir.

4.5.6. Yara iyilestirici etki deneyi

Hiicre migrasyonununda etkili olan spesifik proteinlerin asir1 ekspresyonu veya
yikimi sonucunda nasil bir siirecin izlendigini gozlemlemek iizere ¢izik deneyi
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gerceklestirilmistir. Deneyin gdzlemlenebilmesi i¢in ¢ogunlukla bulunduklari kabin
tabanina tek tabaka yayilarak ¢ogalan (adhere, yapiskan) hiicreler tercih edilir. Bunun igin
hiicreler 24 kuyulu hiicre kiiltiir plakasinda her kuyuya esit dagilim olacak sekilde bir
baska ifade ile kuyuda 100 bin (10° hiicre/kuyu) hiicre olacak sekilde hiicreler ekilmis ve
2 giin siiresince kiiltlir sartlart idame ettirilerek hiicrelerin plaka tabanini kaplamasi
beklenmistir. Sonra uygun bir pipet ucu (200 pL’lik pipet ucu) yardimryla %90 tabani
kaplamis olan plakalarin her bir kuyusunda esit ve diiz bir ¢izgide kazima islemi
gergeklestirilmistir. Dagilan hiicreler besiyeri ile nazik¢e ortamdan uzaklastirilmis ve
yeni besiyeri ilave edilmistir. IBU, IBU igeren formiilasyonlar ve plasebo formiilasyonlar
tim hiicrelere 0.1 pg/mL konsantrasyonda uygulanmistir. Agilan ¢izigin goriintii alimi
sirasinda ayni referans noktasinin tespit edilebilmesi i¢in isaretleme yapilmistir. 0. Saat
verisi elde etmek i¢in ¢izigin ilk goriintiisii alinmistir. Bu islem i¢in “inverted” tip
trinokiiler 151k mikroskobunun 4x objektifi ile goriintiler alinmistir (Olympus
CKX41SF). Formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki etkinliklerinin gozlenebilmesi igin
belirli zaman araliklarinda morfolojik goriintiileri incelenmistir. Kontrol grubu ile

kiyaslanarak yara kapanma hiz1 ele alinmistir (Liang vd., 2007).
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Ibuprofen Ile Yapilan Cahsmalar
5.1.1. Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

IBU’nun parcacik sekli ve yiizey 6zelliklerine iliskin SEM goriintiisii Sekil 5.1°de

sunulmustur.

AUBIBAM 2022/04/15  15:22 HMMD5.1 x50 2mm

Sekil 5.1. IBU ya ait SEM goriintiisii

5.1.2. Termal analiz

IBU’nun, DSC analiz cihazi kullamlarak 30-300°C aralifinda gerceklestirilen
termal analizinde, erime sicakligi 80.47°C olarak tespit edilmistir. Analiz sonucunda
bulunan degerler, literatlir aragtirmasi zamani farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
analiz sonuglari ile uygunluk gostermektedir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020). IBU’ya ait

DSC termogrami Sekil 5.2’de sunulmustur.
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Sekil 5.2. /BU nun termal analizine ait termogram

5.1.3. FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi molekiiler etkilesimleri ve molekiiler yapiy1 yansitan en
onemli karakterizasyon analizlerinden biridir (Duygu vd., 2009). Calismamiz boyunca
etkin maddenin, formiilasyonun hazirlanma basamaklarindan etkilenip etkilenmediginin
belirlenmesi ve olabilecek etkilesimlerin belirlenmesi amaci ile FT-IR analizi yapilmustir.

Ibuprofen’e ait FT-IR spektrumu Sekil 5.3’de sunulmustur.

IBU spektrumunda, 3050-3150 cm™ araliginda aromatik -CH pikleri, 2850-3000
cm? arahiginda alifatik -CH pikleri bulunmustur. 1708 cm™ ve 1203 cm™’de gériilen
gerilme titresimleri siras1 ile C=0 ve C-O gerilme titresimleri olarak saptanmistir. 1460-
1550 cm™ araliginda aromatik C=C bagina iliskin pikler bulunmustur. 580 cm™ ve 667
cm™*de gdzlenen pikler, IBU yapisindaki aromatik kisim ile iligkilendirilmistir (Yurtdas-
Kirimlioglu vd., 2020; Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2021a).
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Sekil 5.3. /BU ya ait FT-IR spektrumu

5.1.4. 'H-NMR analizi

IBU’ya ait *H-NMR spektrumu Sekil 5.4°te sunulmustur.

13 12 11 10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 5.4. /BU ya ait *H-NMR spektrumu

[BU’ya iligkin tiim karakteristik pikler IBU spektrumunda saptanmustir. 7.10 ppm
ve 7.18 ppm’de goriilen ikili pikler (doublet) aromatik -CH piklerine aittir. 0.84 ppm,
0.86 ppm ve 1.34 ppm’de (singlet) goriilen pikler -CH3 gruplarina iliskin pikler olarak
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saptanmigtir. 1.80 ppm’de goriilen -CH piklerine iliskin ¢oklu (multiplet) bant
gozlenirken, 2.40 ppm’de goriilen ikili piklerin (doublet) de CH2 piklerine iliskin oldugu
belirlenmistir. CH-COOH grubundaki CHs, 3.62 ppm'de dortlii pik olarak saptanmistir
(Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020).

5.1.5. IBU’nun yiiksek basinch sivi kromatografisi ile miktar tayini ve validasyon

calismalar:

Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik (tekrar edilebilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik), secicilik, dogruluk ve duyarlilik parametreleri esas alinmis ve istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

5.1.5.1. Dogrusallik

HPLC yénteminde kullanilacak IBU’ya ait standart egrinin belirlenmesi icin
asetonitril kullamlarak stok ¢dzelti hazirlanmistir. 5-100 ug.mL™? IBU konsantrasyonu
araliginda 3 farkli kalibrasyon seti hazirlanmis ve Tablo 4.1’de yer alan analiz
kosullarinda HPLC ile analiz edilmistir. IBU konsantrasyonlarma karsilik gelen alan
degerleri bulunmustur. Konsantrasyona karsi alan/tutulma zamani (Ry) degerleri Tablo

5.1-5.3’te sunulmustur.

Tablo 5.1. Seri 1 HPLC sonug¢lart ve degerlendirilmesi

Seri l Konsantrasyon (ug/mL) Alan Rt Alan/ Rt

1 5.0000 200159 8.3920 23851.1688
2 10.0000 384973 8.3900 45884.7447
3 20.0000 759089 8.3860 90518.6024
4 30.0000 1116399 8.3910 133047.1934
5 40.0000 1513232 8.3890 180382.8823
6 50.0000 1877493 8.3820 223991.0523
7 60.0000 2305402 8.3840 274976.3846
8 70.0000 2729466 8.3770 325828.5782
9 80.0000 3053546 8.3820 364298.0206
10 90.0000 3454749 8.3740 412556.6048
11 100.0000 3816733 8.3730 455838.1703
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Tablo 5.2. Seri 2 HPLC sonuglart ve degerlendirilmesi

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

1 5.0000 203879 8.3890 24303.1351
2 10.0000 394443 8.3900 47013.4684
3 20.0000 763737 8.3830 91105.4525
4 30.0000 1143238 8.3760 136489.7336
5 40.0000 1519802 8.3730 181512.2427
6 50.0000 1903026 8.3800 227091.4081
7 60.0000 2341047 8.3710 279661.5707
8 70.0000 2711057 8.3750 323708.2995
9 80.0000 3074491 8.3720 367234.9508
10 90.0000 3452773 8.3730 412369.8794
11 100.0000 3826733 8.3690 457250.9260

Tablo 5.3. Seri 3 HPLC sonuglart ve degerlendirilmesi

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

1 5.0000 209408 8.3820 24983.0599
2 10.0000 396267 8.3830 47270.3090
3 20.0000 769964 8.3840 91837.3092
4 30.0000 1145156 8.3860 136555.6881
5 40.0000 1540701 8.3870 183701.0850
6 50.0000 1885198 8.3860 224803.0050
7 60.0000 2339664 8.3850 279029.6969
8 70.0000 2697067 8.3840 321692.1527
9 80.0000 3086651 8.3810 368291.4937
10 90.0000 3449409 8.3790 411673.1113
11 100.0000 3827218 8.3840 456490.6976

Ug serinin birlikte degerlendirilmesi i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 5.4’te
verilmistir. Yapilan dogrusallik ¢alismas1 sonucunda, IBU etkin maddesinin
konsantrasyon hesabi i¢in kullanilacak dogru denklemi y=4579.0844x + 32.3210 [y:
alan/Rt; x: konsantrasyon (ug/mL)] olarak bulunmustur (Sekil 5.5).
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Tablo 5.4. Dogrusallik hesabt igin 3 seriden elde edilen ortalama Alan/Rt degerleri

Konsantrasyon (ug/mL)  Seril Seri 2 Seri 3 ORT (n=3)
5.0000 23851.1688 24303.1351 24983.0599  24379.1206
10.0000 45884.7447 47013.4684 47270.3090  46722.8404
20.0000 90518.6024 91105.4525 91837.3092  91153.7877
30.0000 133047.1934 136489.7336 136555.6881 135364.2047
40.0000 180382.8823 181512.2427 183701.0850 181865.4030
50.0000 223991.0523 227091.4081 224803.0050 225295.1551
60.0000 274976.3846 279661.5707 279029.6969 277889.2164
70.0000 325828.5782 323708.2995 321692.1527 323743.0095
80.0000 364298.0206 367234.9508 368291.4937 366608.1540
90.0000 412556.6048 412369.8794 411673.1113 412199.8648
100.0000 455838.1703 457250.9260 456490.6976 456526.5976
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400000

350000
_ 300000
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150000

y = 4579,1x + 32,321
100000 RZ=0,9998
50000
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 a0 100

KONSANTRASYON (pg/mL)

Sekil 5.5. IBU ya ait dogrusallik grafigi (x £SH. n=3)

Yapilan caligmalardan da goriildiigii gibi dogrusallik ig¢in 5-100 pg/mL
konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. Elde edilen dogru denklemi IBU etkin maddesinin

miktar tayini ¢alismalarinda kullanilmastir.
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5.1.5.2. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmasi i¢in ¢caligma araligi (5-100 pg/mL) iginde 20, 50 ve 80 ug/mL
olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda IBU iceren &rnekler hazirlanmistir. Analiz
sonucunda bulunan ylizde geri kazanim degerlerinin % 98-102 araliginda olmasi
gerekmektedir. Elde edilen degerler ile yontem geri kazanim yiizde degerleri

degerlendirilmistir (Tablo 5.5-5.7).

Kabul limiti geri kazanim degerinin + % 2 ¢ikmasidir ve sonuglara gére yontem iyi

geri kazanim gostermistir (ICH, 2005).

Tablo 5.5. 20 ug/mL konsantrasyon i¢in dogruluk ¢calismast (n=3)

20 pg/mL 1 2 3 4
Alan 755462 759743 762287 763887
Rt 8.408 8.410 8.408 8.413
Alan/Rt 89850.3806 90388.0499 90662.1075 90798.4072
Konsantrasyon (ug/mL) 19.6149 19.7214 19.7921 19.8219
% geri kazanim 98.0743 98.6068 98.0743 98,0743
% geri kazamim ORT 98.6878
% fark 1.3122
SS 0.4601
% BSS 0.4663
SH 0.2301

Tablo 5.6. 50 ug/mL konsantrasyon i¢in dogruluk ¢calismast (n=3)

50 pg/mL 1 2 3 4
Alan 1947521 1955076 1958570 1959325
Rt 8.403 8.403 8.394 8.405
Alan/Ry 231764.9649  232664.0486 233329.7594 233114.2177
Konsantrasyon (ng/mL) 50.6068 50.8031 50.9485 50.9014
% geri kazanim 101.2135 101.6062 101.8970 101.8028
% geri kazamim ORT 101.6299
% fark 1.6299
SS 0.3029
% BSS 0.2980
SH 0.1514
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Tablo 5.7. 80 ug/mL konsantrasyon i¢in dogruluk ¢alismasi (n=3)

80 pg/mL 1 2 3 4
Alan 3052246 3058559 3035201 3093053
Rt 8.387 8.386 8.391 8.390
Alan/Rt 363925.8376 364722.0367 361721.0106 368659.4756
Konsantrasyon (ng/mL) 79.4686 79.6425 78.9871 80.5024
% geri kazamim 99.3358 99.5531 98.7339 100.6280
% geri kazamim ORT 99.5627
% fark 0.4373
SS 0.7902
% BSS 0.7937
SH 0.3951

5.1.5.3. Kaesinlik

Yontemin tekrarlanabilirligini  (glin i¢i) gostermek amaciyla 3 farkhi
konsantrasyonda (20, 50 ve 80 pg/mL) IBU igeren 6rnek hazirlanmis ve her bir
konsantrasyon icin 4 tekrar olacak sekilde 6l¢iim yapilmistir. Yontemin tekrar elde
edilebilirligi (giinler aras1) i¢in, ayni seriler farkli giinlerde tekrar hazirlanmis; sonuglar,

SS ve BSS olarak verilmistir (Tablo 5.8-5.11).

Tablo 5.8. Ug farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismast 1. giin (n=4)

Giin 1 Alan Rt Alan/R¢ Konsantrasyon (ng/mL)
20 pg/mL 770916 8.428 91470.8116 19.9687
770962 8.421 91552.3097 19.9865
771324 8.426 91540.9447 19.9840
771079 8.416 91620.6036 20.0014
50 pg/mL 1960633 8.413 233048.0209 50.8870
1961428 8.411 233197.9551 50.9197
1959724 8.417 232829.2741 50.8392
1958302 8.414 232743.2850 50.8204
80 pg/mL 3059437 8.402 364131.9924 79.5136
3060679 8.400 364366.5476 79.5649
3061824 8.397 364633.0832 79.6231
3055740 8.399 363821.8836 79.4459
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Tablo 5.9. Ug farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismast 2. giin (n=4)

Giin 2 Alan Rt Alan/Ry Konsantrasyon (ng/mL)
20 pg/mL 749849 8.430 88950.0593 19.4182
749851 8.427 88981.9627 19.4252
750203 8.427 89023.7332 19.4343
749605 8.424 88984.4492 19.4257
50 pg/mL 1969840 8.415 234086.7499 51.1138
1969371 8.412 234114.4793 51.1199
1968876 8.419 233861.0286 51.0645
1970324 8.421 233977.4374 51.0899
80 pg/mL 3055339 8.400 363730.8333 79.4260
3056246 8.404 363665.6354 79.4118
3057301 8.407 363661.3536 79.4109
3054132 8.401 363543.8638 79.3852
Tablo 5.10. Ug farkli konsantrasyonda tekrar edilebilirlik calismast 3. giin (n=4)
Giin 2 Alan Rt Alan/R¢ Konsantrasyon (ng/mL)
20 pg/mL 782538 8.430 92827.7580 20.2651
784125 8.432 92993.9516 20.3014
782906 8.432 92849.3833 20.2698
781154 8.428 92685.5719 20.2340
50 pg/mL 1950007 8.418 231647.3034 50.5811
1949756 8.422 231507.4804 50.5505
1950621 8.421 231637.6915 50.5790
1949967 8.422 231532.5338 50.5560
80 pg/mL 3086707 8.406 367202.8313 80.1843
3082744 8.401 366949.6489 80.1290
3085519 8.410 366886.9203 80.1153
3083842 8.402 367036.6579 80.1480
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Tablo 5.11. /BU nun giin i¢i ve giinler arasi kesinlik sonuglar

Giin ici
Giinler arasi
20 pg/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 19.9852 19.426 20.2676 18.6723
SS 0.0134 0.007 0.0276 0.3657
% BSS 0.0670 0.034 0.1360 1.9584
Giin ici
Giinler aras1
50 pg/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 50.8666 51.097 50.5666 51.1755
SS 0.0452 0.025 0.0156 0.3039
% BSS 0.0888 0.049 0.0309 0.5939
Giin ici
Giinler aras1
80 pg/mL 1. Giin 2.Giin 3.Giin
ORT 79.5369 79.408 80.1441 79.6965
SS 0.0753 0.017 0.0299 0.3379
% BSS 0.0947 0.021 0.0373 0.4240

Elde edilen sonuglar ICH’e gore degerlendirildiginde BSS %2 nin altinda oldugu
icin kullanilan yontemin kesinligi kanitlanmistir. Analitik yontemin kesinligi ile iliskin
giin i¢i ve giinler-arasi kesinlik sonug¢larinin degerlendirildigi tli¢ farkli konsantrasyonda

yapilan dl¢limlerde BSS % 2’nin altinda bulunmus ve yontemin kesinligi kanitlanmigtir
(ICH, 2005).

5.1.5.4. Duyarlihk

Denklem 4.1 kullamilarak hesaplanan LOD degeri, 0.6789 ug.mL™, Denklem 4.2
kullanilarak hesaplanan LOQ degeri ise 2.0571 pg.mL™? olarak bulunmustur. Analitik
yontemin validasyon ¢alismalar1 zamam kullanilan en diisiik IBU konsantrasyonu 5
ug.mL*Y*dir. Hesaplanmis LOD ve LOQ degerlerinin 5 pg.mL™*’den daha diisiik degerler

almasi1 yontemin duyarlili§inin uygun olmasini kanitlamaktadir.

5.1.5.5. Secicilik

Yontemin secicilik dzelliginin belirlenmesi amaci ile, IBU ile formiilasyon

caligmalarinda kullanilan diger bilesenlerin 225 nm dalga boyunda HPLC ¢alismalarinda
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elde edilen sinyallerin birbiri ile ¢akisma olasiliklar1 incelenmistir. Segicilik ¢alismasi
icin kullanilan ¢oziiciilere, bu ¢oziiciiler ile hazirlanmis IBU ¢ozeltilerine, kullanilan
salim ortamlarmna ve IBU’nun salim ortamlarinda ¢ozeltilerine iliskin kromatogramlar

Sekil 5.6-5.9°da sunulmustur.

Calismada aktif madde igeremeyen formiilasyonlar ile aktif madde igeren
formiilasyonlarin analizi gergeklestirilerek sistemin segiciligi belirlenmeye ¢aligilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin HPLC segicilik analiz kromatogramlar1 Sekil 5.10-5.13’te

verilmistir.

Elde edilen kromatogramlar incelendiginde aktif madde sinyalinin diger tim
formiilasyon bilesenlerinin sinyallerinden ayrildigi goriilmiistir. Elde edilen analiz
sonuglarmin tamam dikkatle incelendiginde kullanilan ydntemin iIBUnun HPLC ile

gerceklestirilecek kantitatif analizlerinde basariyla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 5.6. /BU nun asetonitrildeki ¢ozeltisine ait kromatogrami
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Sekil 5.7. Mobil faz a ait kromatogram (a), % 50 Asetonitril ‘e ait kromatogram (b), /BU 'nun asetondaki

¢ozeltisine ait kromatogrami (c), asetona ait kromatogram (d)
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Sekil 5.8. /BU nun pH 1.2 'deki ¢ozeltisine ait kromatogram (e), pH 1.2 e ait kromatogram (f), IBU nun

PH 6.8 'deki ¢ozeltisine ait kromatogram (g), pH 6.8 e ait kromatogram (h)
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Sekil 5.9. /BU nun pH 7.4 'deki ¢ozeltisine ait kromatogram (i), pH 7.4 e ait kromatogram ( j)
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Sekil 5.10. F1, P1, F2 ve P2 formiilasyonlarina ait kromatogramlar
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Sekil 5.11. F3, P3, F4 ve P4 formiilasyonlarina ait kromatogramlar
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Sekil 5.12. F5, P5, F6 ve P6 formiilasyonlarina ait kromatogramlar
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Sekil 5.13. F7 ve P7 formiilasyonlarina ait kromatogramlar

5.1.6. Cahsma sartlarinda kararhihk
5.1.6.1. Formiilasyon hazirlama kosullarindaki kararlilik

Etkin maddenin PNP hazirlama kosullarinda (aseton-diklorometan karigimi, 25
°C’de, 1 saat) incelenmesi, “IBU’nun yiiksek basingl s1v1 kromatografisi ile miktar tayini
ve validasyon calismalarr” béliimiinde anlatildig1 sekilde IBU miktarinin belirlenmesine
dayanmaktadir. HPLC kullanilarak yapilan miktar tayini analizinde aktif maddenin
%99.367 + 0.875’inin (ORT + SH) bozunmadan kaldig1 bulunmustur.
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5.1.6.2.  Etkin madde miktar tayini analizi icin ornek hazirlama kosullarindaki

kararlilik

Etkin maddenin kararliligi IBU’nun formiilasyondan ekstraksiyonu amaciyla
kullanilan ortamda 1 ml asetonda. 25°C sicaklikta incelendiginde. 15 dk sonunda
IBUnun %99.135 + 0.142’sinin (ORT + SH) bozunmadan kaldig1 bulunmustur. Bu

nedenle kullanilan kosullarin uygun oldugu kararma varilmistr.

5.1.6.3. In vitro salim ortamu kosullarindaki kararhik

Etkin maddenin kararlilig1 in vitro salim ortam1 pH 1.2, pH 6.8 PBS ve pH 7.4
PBS’te incelenmistir. pH 1.2°de gergeklestirilen 2 saatlik deney siiresi sonunda, etkin
maddenin %99.501 £ 0.142’sinin (ORT + SH) bozunmadan kaldig1 bulunmustur (n=3).
pH 6.8 PBS’te gerceklestirilen 3 saatlik deney siiresi sonunda, etkin maddenin %99.758
+ 0.537’sinin (ORT = SH) bozunmadan kaldigi bulunmustur (n=3). pH 7.4 PBS’te
gerceklestirilen 72 saatlik deney siiresi sonunda, etkin maddenin %98.618 + 0.263’{iniin
(ORT =+ SH) bozunmadan kaldig1 bulunmustur (n=3). Bu nedenle in vitro salim deneyleri
boyunca kullanilan sartlarin etkin madde kararliligi agisindan uygun olduguna karar

verilmistir.

5.2. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonu Calismalari
5.2.1. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme ¢caliymalari

Formiilasyon gelistirme calismalarinda, farkli molekiil agirlikli PCL 10000
(Mn~10000), PCL 45000 (Mn~45000), PCL 80000 (Mn~80000) ve ES 100 polimerleri,
farkli organik faz bilesenleri ve miktarlari, farkli akis hizlar1 kullanilarak formiilasyon
denemeleri nanogdktiirme yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Formiilasyon bilesenleri
“4.2.1. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme ¢alismalar1” béliimiinde Tablo
4.2°de sunulmustur. Belirtilen her formiilasyon denemesinde basari ile NP’ler elde

edilmistir.
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5.2.1.1. Par¢acik biiyiikliigii ve dagilimi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin PB ve dagilimi

degerleri Tablo 5.12’de sunulmustur.

Tablo 5.12. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin

PB ve dagilimi degerleri

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT £ SH PDI + SH

PNP-1 493.43 +77.78 0.65+0.05
PNP-2 453.95+18.90 0.55+0.04
PNP-3 466.17 +31.50 0.52+0.03
PNP-4 436.17 +70.77 0.49 £ 0.09
PNP-5 877.80 £ 62.69 0.60+0.14
PNP-6 408.10 £ 53.95 0.48 £0.02
PNP-7 979.33 +£ 60.98 0.89 +0.04
PNP-8 424.67 +19.96 0.56 £ 0.02
PNP-9 367.97 £9.30 0.50 +0.02
PNP-10 327.53 +£17.53 0.64 +0.03
PNP-11 849.00 + 38.40 0.89 +0.06
PNP-12 417.63 +59.60 0.58 +£0.05
PNP-13 226.30 + 15.35 0.63 +0.03
PNP-14 916.67 = 88.19 0.71 £0.17
PNP-15 470.33 +28.17 0.55+0.07

(ORT: Ortalama, PDI: Polidisperslik indisi, SH: Standart hata)

NP’lerin en O6nemli karakterizasyon analizleri arasinda PB ve dagilimi yer
almaktadir. Ilag iiretim prosesinin kritik parametrelerinden olan PB, ilag tasiyici sistemin
biyofarmasoétik, glivenlik ve fizikokimyasal etkinlik gibi parametrelerini etkilemektedir
(Shekunov vd., 2007).

Kullanilan ¢6ziiciiniin PB iizerine etkisi biiyiiktiir. Formiilasyon gelistirme
caligmalarinda hazirlanan formiilasyonlarin PB ve PDI degerleri dikkate alindiginda,
sadece ¢oziicli olarak diklorometan kullanilan PNP formiilasyonlarinda daha biiytik

parcaciklarin elde edildigi saptanmustir.
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Kullanilan organik solvanin dielektrik sabiti kiigiildiik¢e, elde edilen PNP’lerin
PB’sinin biiyiidiigii bildirilmistir. Dielektrik sabiti €=0.83 olan diklorometan ile
dielektrik sabiti £=20.7 olan aseton ve diklorometan-aseton karisimina gore daha biiyiik

pargaciklar elde edilmistir (Yurtdas-Kirimlioglu, 2019).

PDI degerleri, 0.48 = 0.02 ile 0.89 £ 0.06 araliginda bulunmustur. Diklorometan ile

hazirlanan formiilasyonlarin PDI degerleri daha yiiksek bulunmustur.

5.2.1.2. Zeta potansiyel

Formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin ZP degerleri

Tablo 5.13’te sunulmustur.

Tablo 5.13. Polimerik nanopartikiil formiilasyonu gelistirme ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin

ZP degerleri
Zeta potansiyel (mV)

ORT SS SH
PNP-1 -42.67 0.75 0.43
PNP-2 -35.03 1.86 1.07
PNP-3 -27.43 1.19 0.69
PNP-4 -23.63 0.99 0.57
PNP-5 -16.97 0.76 0.44
PNP-6 -32.60 1.18 0.68
PNP-7 -35.30 0.66 0.38
PNP-8 -26.40 1.32 0.76
PNP-9 -34.00 1.21 0.70
PNP-10 -35.73 9.96 5.75
PNP-11 -26.33 0.90 0.52
PNP-12 -26.70 1.71 0.99
PNP-13 -30.77 1.75 1.01
PNP-14 -27.47 1.50 0.87
PNP-15 -25.33 1.04 0.60

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata; SS: Standart sapma; ZP: Zeta potansiyel)
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Hazirlanan PNP formiilasyonlarinin ZP degerleri, -42.67 + 0.43 mV ile -16.97 +
0.44 mV araliginda bulunmustur. PCL yapisinda bulunan karboksilik gruplar nedeni ile
negatif yiiklii olmas1 beklenen bir durumdur. Literatiir ile uyumludur (Tavares vd., 2017).
Ayni zamanda ES 100 anyonik bir polimer oldugundan, elde edilen formiilasyonlar

negatif ZP’ye sahiptir.

5.2.2. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme c¢alismalarinda hazirlanan PNP’lerden PB, PDI ve ZP
degerleri  dikkate alinarak formiilasyon se¢imi yapilmistir.  Gergeklestirilen
karakterizasyon analizleri g6z Oniine alindiginda, optimum formiilasyonlarin
hazirlanmasinda, c¢oziicli olarak diklorometan-aseton karisimi secilmistir. Polimer
miktarmin her bir PNP formiilasyonu i¢in toplam 100 mg olmasina, ve akis hiz1 olarak
30 mL/s kullanilmasina karar verilmistir. Farkli molekiil agirlikli PCL 10000
(Mn~10000), PCL 45000 (Mn~45000), PCL 80000 (Mn~80000) polimerlerinin
kullanilmasia, ES 100 polimeri ile modifikasyona ve sadece ES100 polimeri ile PNP

formiilasyonlarinin hazirlanmasina karar verilmistir.

5.3. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu

5.3.1. Parcacik biiyiikliigii ve dagilimi

NP’lerin kimyasal, manyetik, mekanik ve elektronik davranislar1 gibi birgok
ozelligi PB degerine bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Yurtdas Kirimlioglu 2014).
Hazirlanan optimum IBU igeren PNP formiilasyonlarmin ve plasebo PNP

formiilasyonlarmin PB ve dagilimi Tablo 5.14 - 5.15’te sunulmustur.
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Tablo 5.14. Optimum /BU i¢eren PNP formiilasyonlarimin PB ve dagilimi degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT = SH PDI+SH
F1 375.93 £26.47 0.50 £ 0.03
F2 350.40 £12.15 0.49 +0.02
F3 409.53 £15.97 0.50 £ 0.05
F4 391.83 £22.31 0.50 + 0.02
F5 485.00 = 79.79 0.49+0.03
F6 379.97 £ 32.00 0.55+0.08
F7 276.32 £14.27 0.49+0.02

(ORT: Ortalama. PDI: Polidisperslik indisi. SH: Standart hata)

Tablo 5.15. Optimum plasebo PNP formiilasyonlarmmin PB ve dagilimi degerleri (n=3)

Parcacik Biiyiikliigii (nm)

ORT = SH PDI + SH
P1 350.57 + 84.56 0.47+£0.05
P2 343.37+£17.05 0.48 £0.05
P3 388.57 £47.07 0.49 +£0.06
P4 374.77 £25.53 0.48 £0.02
P5 470.33 £28.17 0.50 £0.03
P6 327.53£17.53 0.57+£0.03
P7 226.30 £ 15.35 0.52+£0.02

(ORT: Ortalama. PDI: Polidisperslik indisi. SH: Standart hata)

Hazirlanan IBU iceren optimum PNP formiilasyonlarinin PB degerleri 276.32 +
14.27 nm ile 485.00 £ 79.79 nm araliginda bulunmustur. En kii¢iik PB, sadece ES100

polimeri ile hazirlanan PNP formiilasyonu ile elde edilmistir.

F5 formiilasyonu 485.00 + 79.79 nm PB ile, F3 (409.53 + 15.97) ve F1 (375.93 +
26.47) formiilasyonundan daha biiyiik PB’ye sahiptir. Bir baska ifade ile, kullanilan PCL
polimerinin molekiil agirlig arttikga, PNP formiilasyonun PB’sinin arttig1 saptanmistir.
Ayn1 zamanda PCL ve ES100 iceren kopolimerik PNP’lerde PB, sadece PCL iceren

formiilasyonlara gore PB daha kii¢lik bulunmustur.

PB dagilimin1 degerlendirmek amaciyla 0-1 arasinda degerler alan PDI verileri

kullamilmistir.  Sifira  yaklastikca tekdiizeligin arttigt  PDI  verileri ag¢isindan
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degerlendirildiginde, F6 hari¢ biitiin formiilasyonlarin 0.5’ten kiigiik degerler alarak
tekdiize dagilima sahip oldugu goriilmiistiir. Hatta baz1 kaynaklarda 0.7’den biiyiik PDI
degerlerinin heterojen dagilimi simgeledigi belirtilmistir (Yurtdas-Kirimhoglu 2019;
Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020).

5.3.2. Zeta potansiyel

Kolloidal pargaciklar dispersiyon ortamindan iyon adsorbe ederek pozitif (+) ya da
negatif (-) yiiklenmektedir. ZP, parcacigin tizerindeki net etkili ylikii ifade etmektedir
(Celebi, 2012).

Hazirlanan optimum IBU igeren PNP formiilasyonlarinin ve plasebo PNP

formiilasyonlarinin ZP analiz sonuglar1 Tablo 5.16 - 5.17’de sunulmustur.

Tablo 5.16. Optimum IBU iceren PNP formiilasyonlarimin ZP degerleri (n=3)

Zeta potansiyel (mV)

ORT SS SH
F1 -23.23 1.26 0.73
F2 -37.77 1.63 0.94
F3 -19.87 1.08 0.62
F4 -34.47 5.20 3.00
F5 -19.27 0.46 0.27
F6 -33.00 0.60 0.35
F7 -56.13 1.12 0.65

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata; SS: Standart sapma; ZP: Zeta potansiyel)

Tablo 5.17. Optimum plasebo PNP formiilasyonlarmin ZP degerleri (n=3)

Zeta potansiyel (mV)

ORT SS SH
P1 -36.50 4.42 2.55
P2 -35.03 1.86 1.07
P3 -26.40 1.32 0.76
P4 -32.60 1.18 0.68
P5 -25.33 1.04 0.60
P6 -35.73 9.96 5.75
P7 -30.77 1.75 1.01

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata; SS: Standart sapma; ZP: Zeta potansiyel)
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Hazirlanan IBU igeren optimum PNP formiilasyonlarinin ZP degerleri -19.27 +
0.27mV ile -56.13+ 0.65 mV araliginda bulunmustur. En diisiik ZP degeri sadece ES100

polimeri ile hazirlanan PNP formiilasyonu ile elde edilmistir.

F5 formiilasyonu, -19.27 mV ZP ile, F3 (-19.87) ve F1 (-23.23) formiilasyonundan
daha biiyiikk ZP’ye sahiptir. Bir baska ifade ile, kullanilan PCL polimerinin molekiil
agirhig arttikca, PNP formiilasyonun ZP’sinin arttig1 saptanmistir. Ayn1 zamanda PCL ve
ES100 igeren kopolimerik PNP’lerde ZP, sadece PCL igeren formiilasyonlara gore daha

kiiciik bulunmustur.

ZP, pargaciklarin hiicrelerle etkilesimi, hiicre i¢ine tasinmasinda etkili oldugu kadar
pargaciklarin uzun siireli kolloidal kararlilig1 a¢isindan da 6nem tasimaktadir (Yurtdas-
Kirimlioglu, 2019). ZP aldig1 degerlere gore; +0-10 mV Kararsiz, +£10-20 mV nispeten
kararli, £20-30 mV orta diizeyde kararlh ve > +£30 mV c¢ok kararli olarak
siiflandirilmaktadir  (Yurtdas-Kirrmlioglu, vd. 2021b). IBU igeren optimum PNP
formiilasyonlarindan, F3 ve F5 nispeten kararli, F1 orta diizeyde kararli, F2, F4, F6 ve F7
kararl1 formiilasyonlar olarak saptanmistir. Plasebo optimum formiilasyonlardan, P5 ve

P3 orta diizeyde kararli; P1, P2, P4, P6 ve P7 kararli formiilasyonlar olarak saptanmustir.

5.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE)

Enkapsiilasyonu etkinligi (%EE), etkin maddenin miktari, ¢oziintirliigii ve polimer
tipi gibi parametrelere bagli olarak degisiklik gostermektedir (Yurtdas-Kirimlioglu ve
Gorgiili, 2021).

Hazirlanan IBU igeren optimum PNP formiilasyonlarmin %EE sonuglar1 Tablo

5.18’de sunulmustur.

Hazirlanan PNP formiilasyonlarinin %EE degerleri, %18.35 + 0.16 ile %32.45 +
0.45 arasinda degismektedir. Sadece PCL kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin %EE
degerlerinden goriildiigii gibi, PCL’nin molekiil agirhig1 arttikca, %EE degerleri diisiis
gostermistir. Ayni sekilde PB arttik¢a %EE degerlerinin diistiigii saptanmistir. En diisiik
%EE degeri ise sadece ES100’le yapilan formiilasyonda bulunmustur. PCL ve ES100
birlikte kullanilarak hazirlanan kopolimerik formiilasyonlarda %EE degerleri, sadece

ES100’le yapilan formiilasyondan daha yiiksek bulunmustur.
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Tablo 5.18. Hazirlanan IBU igeren optimum PNP formiilasyonlarinin % EE degerleri

% EE + SH
F1 32.45+0.45
F2 27.06 +0.72
F3 26.90 £ 0.73
F4 27.23 +£0.53
F5 19.08 £ 0.38
F6 23.13+0.38
F7 18.35+0.16

5.3.4. Termal analiz

Termal analiz ile olusabilecek olasi polimorfizm ve maddelerin kristal yapilart
saptanabilmektedir. Ayn1 zamanda DSC, etkin madde ve polimer arasinda olusabilecek
olas1 etkilesimlerin ortaya konmasinda ve formiilasyon prosesi sonrasi polimer ve etkin
maddenin durumu hakkinda bilgi saglanmasinda kullanilmaktadir (Yurtdas-Kirimlioglu
vd. 2018; Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2021b).

Hazirlanan optimum IBU igeren PNP formiilasyonlarina ve plasebo PNP

formiilasyonlarma ait DSC termogramlari Sekil 5.14-5.17°de gosterilmistir.

IBU’nun, DSC analiz cihaz1 kullanilarak 30-300°C aralifinda yapilan termal
analizinde, erime sicaklig1 80.47°C olarak tespit edilmistir (Sekil 5.2). Yapilan literatiir
arastirmalar1 zamani PCL’nin erime derecesinin 56.3°C, ES100’{in erime derecesinin ise
208.7°C oldugu goriilmektedir (Ravi vd., 2014; Lathaeswari vd., 2013). Hazirlanan
plasebo ve IBU yiiklenmis formiilasyonlarinin DSC termogramlar1 incelendiginde, hem
sadece PCL ve sadece ES 100 kullanilarak yapilmis, hem de iki polimerin karigimiyla
yapilmis kopolimerik formiilasyonlarda IBU’ya ait pikin kayboldugu goriilmiistiir. Etkin
maddenin olusturdugu pikin kaybolmasi, homojen matriks olusumu ya da amorf yapinin
varligi anlamina gelmektedir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2021; Yurtdas-Kirimlioglu 2014;
Lathaeswari vd., 2013).
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ENDOTERMIK

100.00
Temp [C]

Sekil 5.14. /BU (a), F1 (b), P1 (c), F2 (d) ve P2 (e) 'ye ait DSC termogramlart
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ENDOTERMIK
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Sekil 5.15. /BU (a), F3 (), P3 (g), F4 (h) ve P4 (i) e ait DSC termogramlart
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ENDOTERMIK
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Sekil 5.16. /BU (a), F5 (j), P5 (k), F6 (I) ve P6 (M) ya ait DSC termogramlart
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ENDOTERMIK
o)
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Temp [C]

Sekil 5.17. IBU (a), F7 (n) ve P7(p) ye ait DSC termogramlart

5.3.5. FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi, maddenin yapisin1 molekiiler diizeyde aydinlatmak icin
gerekli ve onemli bir analizdir. Genel olarak bir homopolimer, kopolimer, polimer
kompozit ve polimerik malzemelerdeki bilesenlerin olas1 etkilesimler1 ve bag
diizenlemesi FT-IR spektroskopisi kullanilarak kolaylikla aydinlatilabilmektedir. Ayni
zamanda etkin madde ve eksipiyan maddeler arasindaki olasi etkilesimi ve polimerik
matristeki olas1 yapisal degisiklikleri arastirmak ig¢in kullanilmaktadir (Yurtdas-
Kirimlioglu ve Gorgiilii, 2021).

Hazirlanan optimum IBU igeren PNP formiilasyonlarina ve plasebo PNP

formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 5.18-5.21"de sunulmustur.
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Sekil 5.18. /BU (a), F1 (b), P1 (c), F2 (d) ve P2 (e) 'ye ait FT-IR spektrumlar
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Sekil 5.19. /BU (a), F3 (f), P3 (9), F4 (h) ve P4 (i) e ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 5.20. /BU (a), F5 (j), P5 (K), F6 (1) ve P6 (m) ya ait FT-IR spektrumlart
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Sekil 5.21. IBU (a), F7 (n) ve P7(p) ye ait FT-IR spektrumlar

Calismada etkin madde olarak kullanilan IBU spektrumunda, 3050-3150 cm
araliginda aromatik -CH pikleri, 2850-3000 cm™ araliginda alifatik -CH pikleri
bulunmustur. 1708 cm™ ve 1203 cm™’de goriilen gerilme titresimleri siras ile C=0 ve C-
O gerilme titresimleri olarak saptanmustir. 1460-1550 cm™ araliginda aromatik C=C
bagma iliskin pikler bulunmustur. 580 cm™ ve 667 cm™’de gozlenen pikler, IBU

yapisindaki aromatik kisim ile iliskilendirilmistir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020;
Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2021a).

Sadece PCL polimeri iceren PNP formiilasyonlar1 (F1, F3 ve F6) spektrumlarinda,
3500 cm™*’de -OH grubuna iliskin pikler, 2945 cm™’de asimetrik -CH gerilmesi, 2866
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cm’de simetrik -CH gerilmesi, 1722 cm™’de C=0 gerilmesi, 1294 cm™’de C-O ve C-C
gerilmeleri, 1240 cm™ de asimetrik C-O-C gerilemesi ve 1174 cm™’de simetrik C-O-C
gerilmesi saptanmistir (Elzein vd., 2004; Benkaddour vd., 2013). Sadece ES 100 polimeri
iceren PNP formiilasyonunda (F7) spektrumunda, 2950 cm™*de karboksilik asitin -OH
grubuna, 1730 cm™’de C=0 grubuna, 1456 cm™’de -CHs; grubuna iliskin karakteristik
pikler saptanmistir (Mehta vd., 2013). PCL ve ES 100 igeren kopolimerik PNP

formiilasyonlarinda ise, her iki polimere iligkin pikler de saptanmustir.

Formiilasyonlara iliskin spektrumlarda Saf IBU’ya ait belirlenen karakteristik
pikler goriilmemektedir. Bu durum aktif maddenin polimerik yap1 iginde molekiiler
diizeyde dagilmis halde bulundugunu ve yeni bir sinyalin belirlenmemesi ile de aktif
madde ile polimer arasinda kimyasal bir etkilesim olmadigim1 ortaya koymaktadir
(Gomathi vd., 2017; Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020). FT-IR sonuglari, DSC analizlerini
desteklemektedir.

5.3.6. H-NMR analizi

Tez kapsaminda hazirlanan IBU yiiklii polimerik nanopartikiillerde olusabilecek
molekiiler diizeydeki etkilesimleri belirlemek amacryla *H-NMR analizleri yapilmustir.
Calismalar sonucu polimerlere ve etkin maddeye ait elde edilen spektrumlar formiilasyon

analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir.

Hazirlanan optimum IBU igeren PNP formiilasyonlarina ve plasebo PNP
formiilasyonlarina ait tH-NMR spektrumlar1 Sekil 5.22-5.25’te verilmistir.

Plasebo formiilasyonlar c¢alismamizda kullanilan polimerlerin karakteristik
sinyallerini gostermektedir. Etkin maddenin, hazirlanmis formiilasyonlarin ve plasebo
formiilasyonlarin ~ *H-NMR  spektrumlart  birlikte  incelendiginde,  plasebo
formiilasyonlarda sadece polimere ait pikler saptanirken, IBU yiiklii formiilasyonlarda
hem IBU’ya hem de polimerlere ait pikler belirlenmistir. IBU karakteristik piklerinin
PNP spektrumlarinda gozlenmesi, IBU’nun polimerik matris icerisinde molekiiler
diizeyde dagilimin1 vurgulamaktadir. PNP’lerdeki diisiik IBU konsantrasyonuna bagl
olarak pik siddetlerinin azaldig1 da saptanmistir. Dahasi, piklerde kaymalarin meydana
gelmemesi ya da karakteristik piklerin kaybolmamasi, IBU ve polimerler arasinda

herhangi bir kimyasal etkilesimin olmadigini ortaya koymaktadir (Yurtdas-Kirimlioglu
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vd., 2022; Yurtdas-Kirimlioglu ve Gorgiilii 2019; Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2020). Elde
edilen verilere DSC ve FT-IR verileri de ayni ¢ikarimlar ile destek vermektedir.

Tiim karakterizasyon analizleri dikkate alindiginda, ozellikle yiiksek % EE
degerleri ve PDI verileri incelendiginde tekdiize biiyiikliik dagilimi ile nanoboyutlu

anyonik PNP’lerden F1, F2, F3 ve F4 sonraki analizler i¢in secilmistir.
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Sekil 5.22. /BU (a), F1 (b), P1 (c), F2 (d) ve P2 (e) 'ye ait *H-NMR spektrumlar
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Sekil 5.23. /BU (a), F3 (f), P3 (9), F4 (h) ve P4 (i) e ait *H-NMR spektrumlar:
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Sekil 5.24. IBU (a), F5 (j), P5 (k), F6 (1) ve P6 (m) ya ait *H-NMR spektrumlar:
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Sekil 5.25. /BU (a), F7 (n) ve P7(p)’ye ait *H-NMR spektrumlar

5.4.  Invitro salim ¢ahismalar

NP’lerden ila¢ salimi, NP’lerin yilizey bozunma 6zelliklerinden, kopolimerlerin
konfigiirasyonlarindan ve bilesenlerinden ayn1 zamanda etkin maddenin fizikokimyasal
davraniglarindan etkilenen, polimer bozunmasinin eslik ettigi polimer matrisindeki ilag
difiizyonunun neden olabilecegi karmasik bir siirectir. /n vitro salim davranis, bir ilag

tastyict sistemin in vivo davranisini ongérmektedir (Yurtdag-Kirimlioglu vd., 2020).
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Tablo 5.19’da verilmistir.

Tablo 5.19. /BU ve IBU iceren PNP formiilasyonlarina ait in vitro salum verileri (n=3)

IBU ve hazirlanmis iBU igeren PNP formiilasyonlarina ait in vitro salim verileri

Zaman % Kiimiilatif Salinan iBU miktar1 (% ORT = SH)
(saat) iBU F1 F2 F3 F4

0.25 1.413 £0.289 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000

0.5 2.875 +0.628 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000

N 0.75 4.469 +0.615 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000
%_ 1 5.687 +0.625 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000
15 7.468 +1.133 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000

2 11.113 £ 1.151 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000

25 78.055 £ 6.036 41981 £5.177 35.394 +4.363 39.668 £1.800  40.972 +2.624

3 91.389 £2.154 55.236 +4.261 50.224 £ 5.964 57.451 £2.325 59.094 +2.628

® 35 93.673 +£1.075 60.056 + 3.420 54.763 +4.857 66.284 +2.474 62.665 + 4.394
L 4 95.848 +1.922 62.866 +2.258 59.134 +3.090 70.682 +2.409 66.954 +2.090
45 96.632 +1.181 65.103 +2.091 65.909 + 5.081 71.963 +1.419 71.547 +1.814

5 97.801 £0.453 68.807 +2.347 80.543 +6.586 75.553 +2.420 77.189 + 0.489

6 98.921 +0.929 73.443 +1.962 85.175 +7.333 79.714+3.124  81.555+0.226

7 99.592 +0.794 74.420 £2.027 86.153 +£7.100 80.054 +3.761 83.703 +0.510

8 99.654 +0.788 75.402 +£1.745 87.134 +£7.519 81.011 +3.633 84.833+0.216

9 99.974 +0.819 77.178 +1.794 88.911 £6.702 81.984+3.607  85.426 +1.169
N 10 99.377 +0.769 79.653 +1.948 89.386 £ 6.924 83.579+3.462  87.422+1.164
E_ 12 99.301 +0.789 80.641 +1.950 91.374 + 6.982 84.036 +£3.542  89.094 + 1.145
24 99.127 +0.746 85.178 £1.960 96.912 + 6.902 89.378 £3.460  94.703 +2.087
36 99.318 +0.948 86.102 +1.933 97.577 £5.329 90.748 £3.462  96.498 + 0.944

48 99.241 +1.125 86.048 + 1.884 97.967 +5.459 90.848 +3.394  97.376 £2.315

72 99.210 +1.150 86.876 +1.930 98.217 +£5.363 91.291 +3.625 97.686 +2.137

ORT: Ortalama, SH: Standart hata
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Sekil 5.26. GIS’in farkli pH'larinda IBU ve IBU iceren PNP formiilasyonlarina iliskin in vitro salim
profilleri
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Sekil 5.27. IBU ve IBU iceren PNP formiilasyonlarina iliskin in vitro salim profilleri (GIS simiilasyonu)
(A:72 saat, B: 24 saat) (0-2 saat pH 1.2, 2-5 saat pH 6.8, 5-72 saat pH 7.4)

Calismamizda hazirlanan PNP formiilasyonlarinin kolona hedeflenmesi amaclandigi
igin, in vitro salim ¢alismasi ti¢ farkli pH degerine sahip (pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4) salim
ortamlarinda gerceklestirilmistir. Tablo 5.19°da sunulan % kiimiilatif salman IBU
miktarlar1 incelendiginde, pH 1.2°de salimin ilk 15 dk’sindan baglayarak 2 saat boyunca
etkin maddenin salimi gergeklesirken, IBU iceren formiilasyonlarda herhangi bir salim

gerceklesmemistir. Hazirlanan tiim formiilasyonlarm, IBU’yu gastrik pH’dan
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koruyabilecegi deneysel veriler ile bulunmustur. Yiiksek pH’da ¢oziintir polimerlerin

kullanilmast nedeni ile bu amaglanan ve beklenen bir durumdur.

pH 6.8’de devam eden salimda salinan etkin maddenin miktarinin artis gosterdigi,
hazirlanan PNP’lerin de etkin maddeyi saldig1 goriilmistiir. Besinci saatin sonunda saf
IBUnun %97.801 + 0.453 (ORT = SH) oraminda salim gosterdigi bulunmustur.
Formiilasyonlar dikkate alindiginda, besinci saatin sonunda PCL ve ES 100 kullanilarak
yapilan kopolimerik formiilasyonlarin (F2 ve F4), sadece PCL kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlara (F1 ve F3) gore daha yiiksek miktarda salim gosterdigi bulunmustur.

Yapilan literatiir arastirmalarindan ES100’tin pH 7 ve iizeri pH’larda ¢oziindigi
bilinmektedir (Franco ve Marco, 2020). pH 7.4°de devam eden in vitro salim
calismasinda dokuzuncu saatin sonunda saf IBU’nun %99.974 + 0.819’sinin (ORT + SH)
salindig1 saptanmistir. Formiilasyonlar goz oniine alindiginda, dokuzuncu saatin sonunda
PCL ve ES 100 kullanilarak yapilan kopolimerik formiilasyonlarin (F2 ve F4), sadece
PCL kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara (F1 ve F3) gore daha yiiksek miktarda salim
gosterdigi bulunmustur. Bu artigin 72. saatin sonuna kadar devam ettigi ve 72. saatin
sonunda PCL ve ES 100 karigimi ile yapilan kopolimerik formiilasyonlardan F2’nin
%98.217 + 5.363 (ORT =+ SH), F4’iin ise %97.686 + 2.137 (ORT + SH) oraninda etkin
maddeyi saldig1 goriiliirken, sadece PCL kullanilarak yapilmis formiilasyonlardan F1’in
%86.876 + 1.930 (ORT =+ SH), F3’iin ise %91.291 + 3.625 (ORT + SH) oraninda etkin
maddeyi saldigi goriilmektedir. Salim sonuglart degerlendirildiginde, PCL ve ES 100 ile
hazirlanan kopolimerik F2 ve F4 formiilasyonlarmin kolon pH’sinda daha fazla IBU

saldig1 sonucuna varilmistir.

5.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
55.1. MTT testi

Hazirlanan optimum IBU iceren PNP formiilasyonlarina ve plasebo PNP
formiilasyonlarina ait MTT analizi sonuglari Tablo 5.20-21 ve Tablo 5.23-24’de

verilmistir.

3 giinliik MTT analiz sonuglarindan giinlere bagli olarak tiim hiicrelerde hiicre
canliliginin azaldigi gozlenmistir. Sekil 5.28-Sekil 5.31°de tiim hiicreler igin hiicre

canlilik grafigi (£ SS degerleri kiigiik olmasi nedeniyle tablolarda gosterilmistir) ile
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gosterilmig, 3 giinliik analiz sonuglarindan elde ICsg degerleri Tablo 5.25’de

sunulmustur.

Tablo 5.20. CCD-19Lu hiicrelerinde IBU *NUN MTT analizi sonucu % canlilik degerleri

iBU

K (ng/mL) 24s+£SS 48 S+ SS 72S+SS
400 ** 7.181+0.574 8.605+0.121 10.251+0.112
200 * 18.997+1.536 ** 26.650+0.249 25.338+0.460
100 * 38.279+1.160 31.583+0.418 41.876+0.876
50 45.251+0.564 45.582+0.382 40.643+0.755

25 47.663+0.593 * 50.586+0.516 47.244+0.406 *

12,5 51.653+0.432 53.123+0.536 56.697+0.991

Kontrol 100+0.864 100+0.250 100+0.348

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

Tablo 5.21. CCD-19Lu hiicrelerinde F1 ve P1 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

Degerleri
F1 P1
(pg;fnL) 24s£S8S 48s+SS 72s+S8S 24s£8S 48s+SS 725+SS
400 ** 4.423+0.216 8.901+0.476 3.765+0.179 11.283+0.702 5.764+0.421 9.281+0.142

200 * 25.840+0.375 29.089+0.674 12.494+0.380 ** 23.188+0.751 24.792+0.127 27.334+0.756

100 * 27.521+0.220 30.693+0.494 41.980+0.664 37.348+0.645 33.021+0.313 44.288+1.493
50 43.580+0.556 45.230+0.774 47.359+0.763 44.542+1.115 * 54.201+£0.596  48.773+1.023 *
25 51.284+0.339 53.805+1.368 52.103+0.202 55.374+0.563 56.632+0.419 52.214+1.213

12,5 55.390+0.582 56.545+1.055 57.188+2.773 59.182+0.655 63.212+0.262 69.394+1.147

Kontrol 100+0.012 100+0.013 100+00.033 100+0.009 100+0.007 100+0.009

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon
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Tablo 5.22. CCD-19Lu hiicrelerinde F2 ve P2 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

Degerleri
F2 p2

(ug;fnL) 24s£SS 48s+SS 72s£SS 24s£SS 48s+SS 72s+SS
400 ** 5.378+0.423 4.694+0.370 9.743+0.340 9.147+0.337 11.2224+0.324 19.428+0.188
200 * 19.18440.169 29.016+0.297 30.489+0.295 22.226+0.962 33.23040.142 38.693+0.325
100 * 40.076+0.431 34.02340.143 41.589+0.217 40.742+0.063 48.744+0.054 47.435+0.188
50 50.565+0.419 59.336+0.898 61.675+0.176 56.468+0.246 52.188+0.258 57.239+0.873
25 59.754+0.361 61.387+0.522 67.237+0.291 59.242+0.290 68.464+0.282 60.964+0.222
12,5 67.038+2.698 70.045+0.302 78.289+2.481 69.214+0.456 76.341+0.468 71.650+0.386

Kontrol 100+0.013 100+0.004 100+0.033 100+0.012 100+0.013 100+0.005

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

Tablo 5.23. CCD-19Lu hiicrelerinde F3 ve P3 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

degerleri
F3 P3

(ug/’fnL) 25188 485+SS 725488 25188 485£SS 725488
400%* 612060393  6.171£0.760  7.039+0.291 6.701£0.093 13.17740441  6.683£0.730
200%  27.06960286  30.737£0492 2626241793  18.470:0.170 %  29.340£0.633  23.627+3.421
100*  40873:0333  30.915£0.852  34.306:1.018  37.819:0350  39.826£0.612  44.363£0.135
50 4521943492 43.553£1.093  S1794+0.163  48.864:0.135*  48.038:0280*  51.046:0.160
25 4744450979 %  53332£1467 562300214  55.664£0.636  S7.778£0.631  59.461+0.098
125 5589483350  S8241£0.613  64886:0831  63.146£0374  66.319:0.646  70.425:0.084

Kontrol  100+0.004 100£0.009 100£0.009 100£0.028 100£0.007 100£0.005

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon
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Tablo 5.24. CCD-19Lu hiicrelerinde F4 ve P4 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

Degerleri
F4 P4
K 24s+SS 48 s+ SS 72s+SS 24s+SS 48 s+ SS 72s+SS
(ng/mL)
400 ** 10.330+0.093 8.571+0.200 15.063+0.660 6.536+0.572 12.9174£0.295  20.874+0.226 *

200 * 33.814+0.284 32.197+0.590 30.067+0.394 27.042+0.834 29.115+0.369 33.173+0.206

100 * 43.276+0.056 38.717+0.223 53.569+0.645 39.363+1.622 47.674+0.448 61.862+0.800
50 47.078+1.789 54.346+0.314 55.599+0.417 57.892+0.970 53.993+0.352 74.274+1.156
25 57.885+0.247 61.144+0.525 69.144+0.076 64.069+0.145 62.222+0.488 80.733+0.795
12,5 62.482+0.093 68.272+0.313 76.597+0.808 72.353+0.092 68.524+0.688 89.365+1.140

Kontrol 100+0.033 100+0.004 100+0.009 100+0.005 100+0.007 100+0.009

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

MTT Analiz Sonuglari (CCD-19Lu)
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Sekil 5.28. CCD-19Lu hiicrelerinde IBU ve IBU yiiklii formiilasyonlarin MTT analizi sonucu %

canlilik degerlerine ait grafikler
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Sekil 5.29. CCD-19Lu hiicrelerinde plasebo formiilasyonlarin MTT analizi sonucu % canlilik
degerlerine ait grafikler

Tablo 5.25. Formiilasyonlarin CCD-19Lu hiicreleri igin ICso degerleri (ug/mL)

24 s 48 s 72s
IBU 1.392 5.598 10.903
F1 6.101 21.765 31.401
F2 68.394 87.727 120.099
F3 23.230 25.241 59.851
F4 70.658 88.397 131.294
P1 34.422 58.488 70.789
P2 83.225 120.553 124.895
P3 49.269 69.946 82.820
P4 97.390 100.351 188.569
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Tablo 5.26. hTERT-HPNE hiicrelerinde IBU *NUN MTT analizi sonucu % canlilik degerleri

iBU

K (ug/mL) 245+SS 485 +SS 725+ SS
400 ** 5.786:0.333 4.800+0.028 3.897+0.065
200 * 24.293+0.294 29.520£0.739 34.913+0.639
100 * 33.929+0.480 31.628+0.564 38.735+1.340
50 44,527+0.230 * 47.515+0.279 * 53.734+0.414
25 55.009+3.718 57.980+2.310 63.880+1.896
12,5 63.138+2.493 66.338+2.057 72.718+2.493

Kontrol 100+0.001 100+0.015 1000.004

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

Tablo 5.27. hTERT-HPNE hiicrelerinde F1 ve P1 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

Degerleri
F1 P1
(p.g;fnL) 24 s+ SS 48 s £ SS 72 s £SS 24 s £ SS 48 s £ SS 72s£SS
400 ** 7.045+0.326 13.510+0.465 8.745+0.409 6.153+0.597 9,938+0.374 27.548+0.839 *
200 * 28.507+0.381 28.890+1.302 22.587+2.090 29.182+0.454 30.889+0.374 42.299+0.765
100 * 33.520+0.433 39.943+0.937 41.466+0.346 48.545+1.436 * 57.503+0.884 57.276£1.363
50 48.138+0.893 *  47.603+0.749 *  53.996+0.187 63.504+0.740 76.586+1.068 65.430+1.103
25 56.176+1.049 54.644+0.744 58.323+0.490 68.165+0.535 91.308+0.792 77.576+0.877
12,5 64.168+0.551 62.485+0.485 70.190+0.058 70.431+0.431 96.518+1.123 82.050+1.276
Kontrol 100+0.010 100+0.010 100+0.010 100+0.008 100+0.066 100£0.066

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon
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Tablo 5.28. hnTERT-HPNE hiicrelerinde F2 ve P2 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilik

Degerleri
F2 P2

(pg;fnL) 24s£SS 48 s+ SS 72s£SS 24s+SS 48 s =SS 72s =SS
400 ** 7.682+0.797 7.557+0.381 8.713£1.380 18.763+0.969 22.859+1.494 * 17.069+0.993
200 * 29.159+0.318 25.279+0.746 22.604+0.386 36.691+0.705 43.667+0.633 42.611+0.651
100 * 41.884+0.306 46.151+0.446 49.981+0.292 50.104+0.990 57.946+0.920 58.448+0.559
50 52.716+0.434 58.225+0.308 64.857+0.623 58.716+1.186 68.290+1.403 86.010+0.687
25 60.475+0.570 65.968+0.880 67.852+0.854 69.363+0.904 80.579+1.074 95.665+1.100
12,5 75.791+0.925 73.898+0.577 79.502+3.193 73.382+1.026 85.268+1.136 104.951+1.542

Kontrol 100+0.014 100+0.010 100+0.014 100+0.042 100+0.010 100+0.051

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

Tablo 5.29. hTERT-HPNE hiicrelerinde F3 ve P3 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canliltk

Degerleri
F3 P3
K 24s+SS 48s+SS 72s+8S 24s+8S 48s+SS 72s+SS
(ng/mL)

400 ** 5.804+0.688 15.487+1.303 4.857+0.431 18.547+0.640 13.100+0.988 17.223+0.144
200 * 23.076+1.511 28.895+0.728  25.559+0.270  35.099+0.565 37.761+0.454 37.384+1.525
100 * 39.292+0.445 40.580+£0.855  36.965+0.342  47.143+0.954 * 69.154+1.053 71.915+1.601

50 44.243£0.592 *  48.588+0.737*  58.473+0.415  57.340£1.368 72.573+0.580 87.109+0.297
25 55.881+0.636 55.773+0.654 65022+1.288 69.187+0.806 96.555+0.772 87.278+1.253
12,5 66.465+0.551 63.842+0.561 73.991£0.365  74.631%1.606 105.089+0.599 96.682+0.518
Kontrol 100+0.010 100+0.010 100+0.010 1000.051 100+0.042 100+0.005
*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon
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Tablo 5.30. hnTERT-HPNE hiicrelerinde FA ve P4 formiilasyonlarinin MTT analizi sonucu % canlilk

Degerleri
F4 P4
K 24s =SS 48 s+ SS 72s =SS 24s =SS 48 s =SS 72s =SS
(ng/mL)
400 ** 1.860+0.582 18.547+1.038  13.268+0.925 9.414+0.435 9.938+1.006 22.521+0.927 *

200 * 16.251£1.564 **  35.296+0.655  31.487+0.205 33.143+1.415 28.652+0.911 46.555+0.490

100 * 46.450+1.061 47.562+0.684  52.436+0.457 50.368+0.128 74.547+0.484 77.688+1.221
50 62.468+0.636 55.887+1.237  58.364+0.093 63.265+0.852 100.510+1.376 81.054+0.542
25 64.708+1.228 65.714+0.989  65.782+0.783 78.537+1.827 110.051+0.884 104.776+0.492

12,5 77.198+1.222 69.384+0.970  80.881+0.659 89.278+3.563 114.694+1.044 113.126+0.535

Kontrol 100+0.005 100+0.051 100+0.010 100+0.008 100+0.066 100+0.042

*p < 0.05, **p < 0.01, SS: Standart sapma, K: Konsantrasyon

MTT Analiz Sonugclari (hnTERT-HPNE)
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Sekil 5.30. h"TERT-HPNE hiicrelerinde IBU ve IBU yiiklii formiilasyonlarin MTT analizi sonucu %
canlilik degerlerine ait grafikler
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Sekil 5.31. hTERT-HPNE hiicrelerinde plasebo formiilasyonlarin MTT analizi sonucu % canlilk
degerlerine ait grafikler

Tablo 5.31. Formulasyonlarin hTERT-HPNE hiicreleri igin ICso degerleri (ug/mL)

24 s 48 s 72s

IBU 40.46282 58.02718 97.72008
F1 53.39393 55.05218 81.054

F2 96.34278 108.1634 125.1779
F3 54.17263 63.01409 96.53016
F4 104.0876 121.1736 133.6076
P1 117.458 178.381 195.9272
P2 139.9072 194.781 211.463
P3 133.635 201.203 209.391
P4 150.266 212.595 240.9925

Bu veriler 1s181indaki analiz sonuglarina gdre pankreas hiicreleri i¢in hesaplanan
ICso degerleri akciger hiicrelerine gore daha yiiksek bulunmus ve bu nedenle
formiilasyonlara karsi pankreatik hiicrelerin daha dayanikli oldugu goézlemlenmistir.
Ancak saf IBU ile karsilastirildiginda, tiim formiilasyonlarin hiicre canliligi degerleri

daha yiiksek bulunmustur.

Bulunan ICso degerleri incelendiginde, akciger hiicreleri iizerinde etkin madde

yiikli formiilasyonlar i¢in en yiliksek konsantrasyonda (400 pg/mL) kontrole gore yiliksek
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diizeyde anlaml1 fark, 50 pg/mL konsntrasyona kadar anlamli bir fark gézlemlenirken, 50
ug/mL konsantrasyonun altinda istatistiksel olarak anlamlilik gbzlemlenmemistir,
plasebo formulasyonlarda ise 100 ug/mL konsantrasyonun altinda istatistiksel anlamlilik
gozlemlenmemistir. Pankreatik hiicrelerde ise yine ayni1 sekilde en yiiksek
konsantrasyonda yiiksek diizeyde anlamlilik gozlenirken anlamlilik seviyesi 100 pg/mL

konsantrasyona c¢ekilmistir.

ICso degerleri dikkatle incelendiginde, her iki hiicre tipinde de IBU yiiklii
formiilasyonlar i¢in hiicre canlilig1 degerleri F4 > F2 > F3 > F1 olarak bulunmustur.
Plasebo formiilasyonlar i¢in P4 > P2 > P3 > Pl olmak ilizere benzer siralama elde

edilmistir.

5.5.2. Yara iyilestirici etki deneyi

Tim formiilasyonlarda, kontrol ile karsilagtirabilmek i¢in ayni konsantrasyon
degerleri uygulanmis olup morfolojik degerlendirme yapildiginda, IBU’nun yara
tyilestirici etkisinin formiilasyonlar ile arttirildig1 gézlemlenmistir. Hiicre migrasyonunun
farkli hizlarda olma nedeninin acilan ¢izik kenarinda biriken hiicre 6bekleri oldugu
diisiiniilmiis, ancak hiicre kapanmasini en az diizeyde etkiledigi sonucuna varilmigtir

(Kirbas vd., 2021).
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0. saat 12. saat 24. saat

iBU

Sekil 5.32. Kontrol, IBU ve IBU igeren PNP formiilasyonlarinin yara iyi edici etkisinin incelenmesine

iliskin 0. saat, 12. saat ve 24. saate iligkin mikroskop goriintiileri (4x biiyiitme)
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0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 5.33. Kontrol grubu ve plasebo PNP formiilasyonlarimin yara iyi edici etkisinin incelenmesine
iliskin 0. saat, 12. saat ve 24. saate iliskin mikroskop goriintiileri (4x biiytitme)
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6. SONUC

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, kolona hedefleme yapilarak, kolonda olusan
yaralarin iyilestirilmesini saglayabilecek IBU yiiklii PNP’ler hazirlanmistir. Calismada
kullanilan etkin maddenin termal davranisi, ¢oziiniirliik 6zellikleri, FT-IR ve *H-NMR
spektrumlar: literatiire ve maddelere ait firma spesifikasyonlarina uyum gostermistir.
Formiilasyonlarin hazirlama yontemleri ile in vitro salim ¢alismalarinin yapilacagi ortam
ve kosullar dikkate alinarak IBU’nun bu ortam ve kosullardaki kararlilig1 etkin madde

miktar tayini analizi kullanilarak incelenmistir.

IBU’nun analitik miktar tayini igin literatiir arastirilmasi sonrasinda gesitli
modifikasyonlarla HPLC yontemi ortaya konmustur ve gelistirilen yontemin dogrusal,
kesin, dogru ve segici olduguna karar verilmistir. % EE sonuglar1 incelendiginde

hazirlanmig PNP’lere yeterli diizeyde etkin madde yiiklendigi sonucuna varilmustir.

Tez kapsaminda PCL’nin farkli molekdl agirlikli tiirevleri ve ES 100 kullanilarak
hazirlanmis IBU igeren PNP’lerin ZP ve PB sonuglar1 degerlendirilerek, optimum
formiilasyonlarin bilesenlerine karar verilmistir. Optimum yedi formiilasyon {izerinde
PB, PDI ve ZP analizlerinin yam sira DSC, FT-IR ve *H-NMR gibi kat1 hal analizleri
gerceklestirilmis ve %EE degerleri hesaplanmistir. Tiim karakterizasyon analizleri
dikkate alindiginda, 6zellikle yiiksek % EE degerleri ve PDI verileri incelendiginde
tekdiize biiytlikliik dagilimi ile nanoboyutlu anyonik PNP’lerden F1, F2, F3 ve F4 sonraki
analizler igin secilmistir. GIS’i simgeleyen ardisik ii¢ farkli pH ortaminda (pH 1.2, pH
6.8, pH 7.4) yapilan in vitro salim caligmasi sonuglari degerlendirildiginde hazirlanan
PNP’lerin kolon pH’sinda etkin maddeyi saldigi saptanmistir. Bu da hazirlanan

formiilasyonlarin kolona yonelik oldugunun 6ngdriisii anlamina gelmektedir.

MTT sonuglar1 incelendiginde, tiim formiilasyonlarin IBU ile karsilagtirildiginda,
daha ytiksek hiicre canlilig1 degerleri verdigi bulunmustur. Ayn1 zamanda F2 ve F4 gibi
kopolimerik PNP’lerin, F1 ve F3 gibi PNP’lerden daha yiiksek ICso degerlerine sahip

oldugu bulunmustur.

Yapilan yara iyilestirici etki deneylerinin sonuglar1 incelendiginde, morfolojik
degerlendirme yapildiginda, IBU’nun yara iyilestirici etkisinin formiilasyonlar ile

arttirlldigr gézlemlenmistir.
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Yapilan karakterizasyon, in vitro salim, in vitro toksisite ve yara iyilestirici etki
deneylerinin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, hazirlanan IBU yiiklii PNP’lerin
basarili bir sekilde kolona hedeflendigi ve kolonda olusabilecek yaralar tizerine olumlu

etki yarattig1 sonucuna varilmistir.
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INTRODUCTION

Oral administration remains the most effective, appropriate and convenient route for the delivery of many active agents. Many
therapeutic agents orally administrated encounter challenges such as lower absorption, quicker metabolism and degradation,
higher toxicity, lower drug solubility and dissolution rate, unpredictable bioavailability, etc. Such major problems need to be solved
to achieve effective treatment with active ingredients. One of the promising approaches to come through these difficulties is de-
sign of nanosized drug delivery systems. [1].

Nanoparticles (NPs) provides significant benefits including better drug release, improved stability, intracellular drug transporta-
tion and gives active and passive targeted characteristics with surface modifications [2]. Some medications breakdown in the stom-
ach or small intestine, but the colon provides a better environment. Certain biodegradable and/or soluble polymers with higher pH
polymers and surface alterations will be used to achieve a prolonged release, and NPs will deliver the colon without releasing the
drug [3].

Ibuprofen (IBU) is one of the most used and frequently prescribed nonsteroidal anti-inflammatory active agents. IBU displays
rapid absorption and has a short half-life [4]. IBU has the disadvantage of frequently generating gastrointestinal side effects owing
to direct mucosal damage or COX-1 inhibition in rapid release drug carriers. As a result, a controlled-release formulation targeting
to the colon could minimize upper-intestinal injury and make chronic treatment more manageable.

The aim of this study was to formulate IBU loaded Eudragit® based polymeric NPs for modified release. Eudragit® S 100 (ES 100)
polymer, which is widely used in drug delivery to the column, was chosen as the base polymer in our study and various combina-
tions with PCL polymer were tried.

MATERIALS AND METHODS

Materials

IBU was donated by Drogsan (istanbul, Turkey). ES 100 was purchased from R6hm Pharma Polymers (Germany). All other chem-
icals used were of analytical grade.

Preparation of polymeric nanoparticles

Modified nanoprecipitation technique was used for NP preparation. Different types of polymers and active agent were dissolved
in organic phase at 25°C. This solution was injected (0.5 mL/min) into 30 mL distilled water containing Tween® 80 (1%) and stirred
continuously for 10 minutes at 14000 rpm using an ultraturrax. In a fume cupboard, the nanosuspensions were mixed at 400 rpm
for 3 hours, allowing organic solvent residues to evaporate and collecting the final volume of the aqueous suspension. After centri-
fuging the aqueous nanosuspension at 11000 rpm for 10 minutes, the precipitated NPs were washed. Components and molar ratios
of IBU loaded PNPs were presented in Table 1.

Table 1. Compositions of IBU loaded Eudragit based polymeric NPs

Compositions (mg) A B C
Eudragit®S 100 50 50 100
PCL (Mn ~10,000) 50 - -
PCL (Mn ~40,000) - 50 -
IBU 10 10 10

Characterization of polymeric nanoparticles

Malvern Nano ZS was used to evaluate particle size (PS), polydispersity index (PDI), and zeta potential (ZP) on freshly prepared
samples (Zetasizer Nano Series, Worcestershire, UK). By using a modified high performance liquid chromatography method (HPLC),
the encapsulation efficiency (EE) % of IBU loaded PLGA NPs was determined (Shimadzu, Japan). The formulations were analyzed
using a Shimadzu IR Prestige-21 (Japan) FT-IR spectrometer in the wavelength range of 4000-400 cm~'. "TH-NMR analyses were per-
formed using Fourier 300 FT-NMR spectrometer (Brucker, USA).
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RESULTS AND DISCUSSION
Preparation and characterization of polymeric nanopatrticles

IBU

loaded Eudragit based NPs were formulated successfully. Mean particle sizes and PDI values were presented in Table 2.

Table 2. Mean particle sizes and PDI values of IBU loaded Eudragit based NPs

Code Mean PS + SE PDI + SE

A 35040+12.15 | 0.49+0.02
B 391.83 +22.31 0.53 +0.02
C 518.87 £39.14 | 0.68 £0.02

Zeta potential and EE % values of IBU loaded Eudragit based NPs were demonstrated in Table 3.

Table 3. Zeta potential and encapsulation efficiency % values of IBU loaded Eudragit based NPs

Code Mean ZP + SE (mW) EE % + SE
A -37.77 £0.94 27.06+0.72
B -34.47 £3.00 27.23+0.53
C -56.13 £ 0.65 18.35+£0.16
The incorporation of IBU into the Eudragit based polymeric network was also verified by FTIR and 'H-NMR studies.

CONCLUSION

Eudragit®-based NPs with IBU were effectively formulated. Characterizing analyses resulted in nanoparticles with a relatively
higher EE% and anionic characteristic.

REFERENCES

1.

Yurtdas-Kinmhoglu, G., et al., Surface modification of PLGA nanoparticles with chitosan or Eudragit® RS 100: Characteriza-
tion, prolonged release, cytotoxicity, and enhanced antimicrobial activity, Journal of drug delivery science and technology,
2021.61:102145.

Yurtdas-Kinmlioglu, G, et al., In vitro/in vivo evaluation of gamma-aminobutyric acid loaded N,N-dimethylacrylamide-based
polymeric nanoparticles for brain delivery to treat epilepsy, Journal of microencapsulation, 2016. 33(7): 625-635.
Lozoya-Agullo, I, et al., PLGA nanoparticles are effective to control the colonic release and absorption on ibuprofen. Euro-
pean Journal of pharmaceutical sciences, 2018. 115: p. 119-125.

Yurtdas-Kinmhoglu, G,, et al., Synthesis, spectroscopic, thermal properties, in vitro release, and stability studies of ibupro-
fen-loaded microspheres crosslinked with hexachlorocyclotriphosphazene/octachlorocyclotetraphosphazene, Polymer
bulletin, 2021. 78: p. 6221-6250.

20" International Pharmaceutical Technology Symposium - IPTS 2022



Poster Presentations

P-53
DEVELEOPMENT AND CHARACTERIZATION OF IBUPROFEN LOADED
POLYCAPROLACTONE NANOPARTICLES AIMINIG COLONIC DELIVERY

Kalabalayi Namazov', Giilsel Yurtdas Kirimlioglu?

1 Department of Pharmaceutical Technology, Graduate School of Health Science, Anadolu University, Eskisehir, Tlrkiye
2 Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Anadolu University, Eskisehir, Turkiye
3 Department, Faculty, City, Country

INTRODUCTION

Ibuprofen (IBU), derived from isobutyl-phenyl-propanoic acid, is a NSAID used for the treatment of fever, mild to moderate post-
operative pain, osteoarthritis, dental pain, headaches, and pain from kidney stones. Also, it is beneficial for inflammatory diseases
like idiopathic rheumatoid arthritis and juvenile arthritis [1,2].

Nanoparticles (NPs) have become a significant approach in the field of drug delivery since they can deliver broad range of active
agents to the target organs and with different purposes for a long period. The oral delivery is the most physiological and favoured
route of drugs administration. Some of drugs are degraded in stomach or small intestine, but colon supplies a more appropriate
environment. NPs will reach the colon without releasing the medicine, and certain biodegradable, soluble polymers with higher pH
polymers and surface changes will be used to create an extended release [3].

In immediate release delivery systems, IBU has a rapid and extensive oral adsorption, but it has the drawback of frequently caus-
ing gastrointestinal side effects due to direct mucosal injury or COX-1 inhibition. Thus, a controlled release formulation directed to
the colon could reduce upper intestinal damage and make easier chronical treatments.

The aim of the current work was to develop polymeric NPs (PNP) of ibuprofen with polycaprolactone (PCL) with different molec-
ular weight (M ) as a polymer to examine their characteristics and performance as controlled/extended-release formulation aiming
colonic delivery.

MATERIALS AND METHODS

Materials

IBU was kindly supplied from Drogsan (istanbul, Turkey). Different PCL types PCL (M, ~14,000, average Mn ~10,000), PCL (aver-
age M_45,000) and PCL (average M_80,000) was purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Tween® 80 was a product of Merck. All
other chemicals used were of analytical grade.

Preparation of polymeric nanoparticles
IBU loaded PCL based nanoparticles were prepared by the nanoprecipitation technique with some modifications. Nanoprecipi-
tation supplies a mild, facile, and low energy input technique for the preparation of PNPs [1,4].

\ Ultraturcee
Drop wise, "W,

— Solvent evaperation
’ : " L -

Drug & PCL solution The organic phase to Agueous dispersion
in organic phase the aqueous phase of nanoparticles

Figure 1. Schematic representation of the nanoprecipitation technique for active substance loading into the PCL nanoparticles.

Different types of polymers and active agent were dissolved in organic phase at room temperature. The resulting solution was
slowly injected (0.5 mL/min) in 30 mL distilled water containing Tween® 80 (1%) with continuous stirring by ultra turrax for 10 min
at 14000 rpm. The nanosuspensions were stirred at 400 rpm for 3h in fume cupboard allowing organic solvent residues to evaporate
and the final volume of the aqueous suspension was collected. Aqueous nanosuspension was then centrifuged at 11000 rpm for 10
min, the precipitated NPs were subjected washing.

Components and molar ratios of IBU loaded PNPs were presented in Table 1.
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Table 1. Compositions of IBU loaded PNPs

Compositions (mg) NP-1 NP-2 | NP-3
PCL (Mn ~10,000) 100 - -
PCL (Mn ~40,000) - 100 -
PCL (Mn ~80,000) - - 100
IBU 10 10 10

Characterization of polymeric nanoparticles

Particle size (PS), polydispersity index (PDI) and zeta potential (ZP) measurements were performed on freshly prepared samples
using Malvern Nano ZS (Zetasizer Nano Series, Worcestershire, UK). Samples of all NPs were dispersed in double-distilled water.
The EE% of IBU loaded PLGA NPs were measured by modified high performance liquid chromatography method (HPLC) (Shimad-
zu, Japan). FT-IR analysis spectra were recorded using Shimadzu IR Prestige-21 (Japan) and the formulations were analysed at the
wavelength range of 4000-400 cm™'. 'H-NMR analyses were carried out on Fourier 300 FT-NMR spectrometer (Brucker, USA) using
deuterated dimethyl sulfoxide as the solvent.

RESULTS AND DISCUSSION

Preparation and characterization of polymeric nanoparticles

IBU loaded PNPs were developed successfully. Mean particle sizes and PDI values were presented in Table 2. Zeta potential and
EE % of nanoparticles were demonstrated in Table 3.

Table 2. Mean particle sizes and PDI values of IBU loaded PNPs

Code Mean PS + SE PDI + SE

NP-1 375.93+£26.47 | 0.50+0.03
NP-2 409.53+15.97 | 0.50+0.05
NP-3 485.00+79.79 | 0.49+0.03

Table 3. Zeta potential and encapsulation efficiency % values of IBU loaded PNPs

Code Mean ZP + SE (mW) EE % + SE

NP-1 -23.23+£0.73 3245 +£0.45
NP-2 -19.87 £ 0.62 26.90+0.73
NP-3 -19.27 £0.27 19.08 + 0.38

FTIR and "H-NMR analyses also confirmed the loading IBU into the PCL polymeric network.

CONCLUSION
IBU loaded PNPs were developed successfully with modified nanoprecipitation method. Nanosized, negatively charged PCL
based PNPs were characterized with different techniques.
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