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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DOKSISIKLIN-GENTAMISIN KOMBINASYONU YUKLU
MIKROKURE HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

iSMiIGUL UNLUEL

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

fleri Teknolojiler Anabilim Dal

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem AYDIN

Kontrollii ilag salim sistemleri son yillarda hak ettigi ilgiyi fazlasiyla goérmektedir. Bu
sebeple yapilan ¢aligmalar her gecen giin artmaktadir. Gida kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotikler kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin etkinligini arttirmak amaciyla
enkapsiile edilmesi giderek yaygimlagmistir. Bu amagla uzun siireli salima uygun olusu,
yiiksek biyouyumlulugu ve bozunma esnasinda asidik ortam olusturmamasi sebebiyle poli-
e-kaprolakton (PCL) tasiyict olarak tercih edilmistir. Kiiglik boyutlu pargaciklarin elde
edilebilmesi igin siirfaktan olarak polivinil alkol (PVA) kullanilmistir. Calismada,
doksisiklin tek basina ve doksisiklin ile gentamisin birlikte kombine edilmek suretiyle tekli
emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma teknigi kullanilarak enkapsiilasyon gercgeklestirilmistir.
Yapilan denemeler sonucu PVA konsantrasyonu % 2 ve % 4 olarak belirlenmistir.
Emiilsiyon hem homojenizator kullanilarak, hem de kullanilmadan hazirlanmig, boylece
pargacik boyutlarinin karsilastirilmas: amaglanmistir. Homojenizatérde 3400 ve 7200
rpm’lik karistirma hizlari kullanilmistir.  Doksisiklin tek basma ve doksisiklin ile
gentamisin beraber olacak sekilde yiiklenen pargaciklarin yiizey morfolojisi ve boyut

ozellikleri incelenmistir. Buna gore yiizey, morfolojik ve parcacik boyutlar1 bakimindan



homojenizatér kullanmadan hazirlanan mikrokiirelerde % 4 PVA ile hazirlanan,
homojenizatoér kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerde ise % 2 PVA ile hazirlananlar
gelecek calismalarda kullanilabilecek 6zelliktedir. Buna ilaveten homojenizatérde 3400

rpm’lik karistirma hizinin uygulanabilir oldugu tespit edilmistir.

Agustos 2020, 85 Sayfa

Anahtar Kelimeler: doksisiklin, gentamisin, poli-e-kaprolakton, enkapsiilasyon,

mikrokire
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

DOXYCYCLINE-GENTAMICIN COMBINATION LOADED
MICROSPHERE PREPARATION AND CHARACTERIZATION

iSMIGUL UNLUEL

Kiarsehir Ahi Evran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Advanced Technologies Department

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ozlem AYDIN

Controlled drug delivery systems have received the attention they deserve in recent years.
For this reason, studies are increasing day by day. Antibiotics are used in the treatment of
foodborne infections. It has become increasingly common to encapsulate antibiotics to
increase their effectiveness. For this purpose, poly-g-caprolactone (PCL) is preferred as a
carrier due to its suitability for long-term release, high biocompatibility and not producing
an acidic environment during degradation. Polyvinyl alcohol (PVA) is used as surfactant in
order to obtain small size particles. In the study, encapsulation is performed using a single
emulsion-solvent evaporation technique by doxycycline alone and combining doxycycline
and gentamicin together. As a result of the experiments, the PVA concentration is
determined as 2 % and 4 %. The emulsion is prepared both with and without a
homogenizer, so it is aimed to compare the size of particles. Stirring rate of 3400 and 7200
rpm are used in the homogenizer. Surface morphology and size properties of the particles
loaded with doxycycline alone and doxycycline and gentamicin are investigated.
Accordingly, in terms of surface, morphology and particle sizes, microspheres prepared
with 4 % PVA without using a homogenizer, and microspheres prepared with 2 % PVA

using a homogenizer, are suitable to be used in future studies. In addition, it is accepted



that stirring rate of 3400 rpm is applicable for preparing microspheres by using the
homogenizer.

August 2020, 85 Pages.

Keywords: doxycycline, gentamicin, poly-g-caprolactone, encapsulation, microsphere
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1. GIRIS

Kontrollii salim sistemleri 80’lerden itibaren o6zellikle eczacilik alaninda kullanilmaya
baglanmistir. Gida, kimya, ziraat gibi alanlarda da yakin zaman iginde hizla yayginlasmaya
baslamistir. Kullanilan ilacin yan etkilerini ortadan kaldirmak, hedeflenen doku disinda
bagka bolgelere gitmesini 6nlemek, ilacin stabilitesini korumak igin tercih edilirler. Ayrica,
kan dolasimi olmayan bolgelere kan yoluyla ilacin ulagmasi miimkiin olamadigindan lokal
ila¢g tedavisi her zaman daha cok tercih edilmektedir. En yaygin olanlar1 ise deri
hastaliklarinda transdermal adi verilen salim sistemleri ve kikirdak hastaliklarinda ise
intraartikiiler enjeksiyon yapilarak direkt ekleme ilag verilmesi yoluyla olmaktadir.
Kullanilacak ilacin tedavi esnasinda var olan etkinligini korumak ve doz ayarlamasin
sadece bir kere yapmak kontrollii salim sayesinde miimkiin olmaktadir. flacin kandaki
seviyesi tedavi boyunca ayni diizeyde tutulmus olunacagindan, geleneksel tedavi sirasinda
kandaki ilag seviyesinin sik degismesine bagli olarak ortaya c¢ikan degisimlerin ve
olumsuzluklarin 6nlenmesi saglanacaktir. Gidalarda da enkapsiilasyon teknigi ¢ok
yayginlagmistir. Gida bilesenleri, probiyotikler, aroma bilesenleri gibi 6zellikle yapilari

cabuk bozulmaya yatkin bilesenler koruma amaciyla enkapsiile edilmektedir.

Enkapsiilasyon, genel anlam olarak bir aktif bilesenin uygun bir kaplama materyali
tarafindan kaplanmasi suretiyle koruma altina alinmasidir. Aktif bilesenin aynm1 zamanda
uygun kosullarda ve istenilen dozda ortama salinmasi amaciyla yapilmaktadir. Ancak
kaplanacak aktif bilesenin hangi malzeme tarafindan kaplanmasi gerektigi ve de hangi
islem basamaklarina gore kaplanacagi onemlidir. Kaplama i¢in kullanilan malzemenin
biyouyumlu ve biyobozunur olmasi yani sira aktif bilesenin stabilitesini saglamasi
bakimindan da 6nemlidir. Ayrica kaplanan malzemenin (aktif bilesen) de istenilen diizeyde
(dozda) ortama ¢ikisini saglamasi 6nemlidir. Kaplanan malzemenin ortama ¢ikisi yani
salimi difiizyonla gerceklesmektedir. Difiizyon, bir maddenin ¢ok yogun oldugu
formiilasyon ortamindan daha az bulundugu veya hi¢ bulunmadigi ortama yayilmasidir.
Molekiillerin difiizyonu kinetik bir olaydir ve Fick Kanunlar ile matematiksel olarak ifade
edilir. Ilag salim sistemlerinde polimer tarafindan enkapsiile edilmis malzemelerin

salimmin temeli diflizyona dayanmaktadir. Salim mekanizmasmi etkileyen faktorler



difiizyon ile beraber bagka mekanizmalarin da devreye girmesini saglamaktadir. Ilag
¢cozlnirligi, ilacin hidrofobik veya hidrofilik olmasi gibi faktorler de ilacin saliminda
difiizyonla birlikte s6z sahibi olmaktadir. O zaman ¢o6ziiniirlik (dissolution) ile birlikte
difiizyon beraber salim davranisini (profili) etkilediginden hapsedilen aktif bilesenin salimi
difiizyon-¢oziiniirliik ile gergeklesmektedir. Matematiksel olarak salim davranisi difiizyon

ile beraber ¢oziiniirliik esasina dayali formiil ve denklemler vasitasiyla ifade edilmektedir.

1.1. Amag

Calismanin amaci; stabil 6zelligi olan, istenilen boyutta ve morfolojide, boyut dagilimi
homojen antibiyotik yiiklii mikrokiire ve/veya nanokiire eldesi ve optimizasyonudur.
Optimizasyon sonucu elde edilen bu pargaciklardan beklenen daha sonraki ¢alismalarda da
kullanilabilir olmasidir. Bu sebeple elde edilecek parcaciklarin dncelikle boyut dagilimi
onemlidir. Boyut dagilimi optimize edildikten sonra gelecekteki diger c¢alismalarda
kullanilabilecektir. Bu sebeple de hazirlanan parcaciklarin mikro- ya da nanokiire olma

durumu degerlendirilecektir.

Burada hazirlanan antibiyotik yiiklii pargaciklarin belirlenmis kriterlere gore birkag tanesi
secilip kontrollii salim sistemi denemelerinde kullanilacaktir. Bu baglamda bu ¢alisma
gelecek cgalismalarin alt yapisi niteligindedir. Bu amagla hazirlanmis olan parcaciklar ile
Kontrollii salim yaptirilacagi i¢in bunlarmn stabilizasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Bu
sebeple segilen polimer de uzun siireli salima uygun olmalidir. Bu yiizden ge¢ bozunan ve
de hidrofobik &zellikte olan poli-e-kaprolakton (PCL) tercih edilmistir. Boyut dagilimini
etkileyen faktorlerden bir digeri de kullanilan polimerin molekiil agirligidir. Molekiil
agirhg diisik oldugunda kiigiik boyutlu mikroparcacik elde etmemiz miimkiin
olabilmektedir. Ayrica se¢mis oldugumuz emiilsifiye edici ajan da boyut dagilimi i¢in
onemli bir parametredir. PCL ile hazirlanmig mikrokiireler polivinilalkol (PVA)
kullanildiginda daha kiiciik hazirlanabilmistir ve literatiir de bu yonde sonuglar
desteklemektedir (Kim ve dig., 2005). PCL’un hidrofobik olmasi ve kullanilacak
antibiyotiklerin (doksisiklin ve gentamisin) suda ¢6ziiniir olmalar1 nedeniyle tekli
emiilsiyon teknigi antibiyotik ytliklii PCL mikrokiireler hazirlamak ic¢in en uygun tekniktir.
Emiilsiyon olusturmada karistirma hizi da Onemlidir. Emiilsiyon damlaciklarinin
boyutlarin1 karistirma hizi etkilemektedir. Bu ¢alismada yiizey morfolojisi ve parcacik
boyutu homojen dagilim gosteren doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu

yiiklii PCL mikro/nanokiire eldesi amaglanmustir.

2



Gida kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler kullanilmaktadir. Bunlardan en
cok sorun olusturanlardan biri Brucella spp. tiiriinden kaynaklanan enfeksiyonlardir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisinde karsilasilan zorluklar nedeniyle yeni ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle oOncelikle hedeflenen istenilen diizeyde dozun salindigi

mikro/nanokiirelerin eldesidir.

Brucella enfeksiyonu tedavisinde kullanilan iki antibiyotigin (doksisiklin ve gentamisin)
enkapsiilasyonu yapilarak bu elde edilen parcaciklarin karakterize ve optimize edilmesi ve
bundan sonra gelecek ¢alismalarda kullanilmasi amaglanmistir. O nedenle ¢ok sayida farkli

Ozellikli pargacik denemeleri yapilarak uygun 6zellikli parcacik tespiti hedeflenmistir.

1.2.  Onem

Calismadaki biyoaktif malzeme olan iki ¢esit antibiyotik klinikte farkli amaglar igin
kullanilmaktadir. Calismada doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu olan
biyoaktif malzeme enkapsiile edilerek mikro/nanokiireler yapilmistir. Burada benzer
ozellik gosteren antibiyotikleri tek basina veya birlikte kullanmak yani sahip olduklari
Ozellikleri birlestirmek ve etki alanlarin1 degistirmek ve genisletmek miimkiin
olabilecektir. Ayrica enkapsiilasyon ile stabilitesini arttirmak hem bilimsel hem de

ekonomik olarak katki saglamaktadir.

Elde edilen mikrokiirelerden istenen 6zellige ve hedefe uygun olarak segilenler, salim
sisteminde kullanilacagi i¢in, gelecek ¢alismalar agisindan oldukga 6nemlidir. Burada canli
dis1 kosullarda (in vitro) optimize edilmesi saglanacaktir. Bu ¢alismadan elde edilebilecek
en uygun Ozellikli pargacik veya pargaciklar tespit edilecektir. Boyut ve yiizey morfolojisi
degerlendirmeleri yapilacak ve elde edilen parcaciklarin mikrokiire ve/veya nanokiire olma
durumlar1 degerlendirilecektir. Zoonotik bir hastalik olan bruselloz, tedavilere direng
gostermektedir. Yineleyen ve kronik formlari bulunan bu hastaligin heniiz net ve kesin bir
tedavisi bulunamamistir. Burada enkapsiile edilmis doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin
kombinasyonu mikro/nanokiireler ile gelecekte bu tedaviye alternatif olma potansiyelinin

arastirilmasi bakimindan 6nemlidir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Geleneksel ila¢ Tasiyicilar

Geleneksel ila¢ tedavilerinde ilaglarin periyodik uygulamalar1 haplar, intravendz
infiizyonlar, aerosoller, vb formlarda ger¢eklesmektedir. Bu yontemlerin asil dezavantajlari
kontrolsiiz ve hedefsiz olmalaridir. ilag, hedef bolgesine ulasana kadar kan dolasimi
vasitastyla tim viicuda dagilarak, viicudun farkli yerlerinde toksik seviyelere
ulasabilmektedir. Metabolizma nedeniyle ilk olarak keskin konsantrasyon pikleri
goriliirken, atilimla birlikte ani diisiis goriilmektedir. Terapdtik (tedavi edici) doz igin
ikinci bir dozun gerekliligi yetersiz, maliyetli ve toksisite sebebiyle yan etki riskleri
tasimaktadir. Bu nedenle de son yillarda alternatif ilag salim teknolojileri olarak kontrollii
ve/veya hedeflenmis salim Onerilmektedir (Lynch ve Dawson, 2004; Bayat ve Nasri,
2019).

2.2. Ila¢ Salim Sistemleri

llag salim sistemleri, ilacin giivenli ve en iyi terapotik etkisini saglayacak sekilde
tasinmasinin saglandigi sistemlere verilen addir. ilacin miktar1 ve hasta dokuda kalma
siiresi Oonemlidir. Pek cok ilag, 6zellikle antienflamatuar ilaglarin yar1 6mrii kisa oldugu
icin, hedef dokuya giderken saglikli doku ve organlara yan etki yaparlar (Gilani ve dig.,
2018; Baek ve dig., 2017). Uygun salim sistemiyle verilen ilaglar, yan etkileri Onler,
etkinligi yiiksektir ve ilk gecis etkisinden korur (Varshosaz ve dig., 2017). Ila¢ salim
sistemleri bir tastyictya hapsedilen ilacin spesifik aktif bolgeye veya hedefe kontrolli ve

stirekli salacak sekilde yonlenmesini saglar (Baek ve dig., 2017; Raja ve dig., 2019).

2.2.1. Kontrollii ila¢c Salim Sistemleri

Kontrollii ilag salim sistemleri geleneksel ilag tasiyici sistemlerle karsilastirildiginda
multidisipliner bir alana dahil oldugu goriilmektedir. Bu sebeple de sayisiz avantaja
sahiptirler. Ornegin, gelismis etkinlik, enkapsiile veya immobilize edilmis bilesenlerin
enzimatik vb. degradasyona kars1 yiiksek stabilitesi, azaltilmis toksisite, kolay uygulama
vb. bu avantajlarin en 6nemlileridir (Feng ve dig., 2004, Kumar ve dig., 2004; Langer,
2001; Mu ve Feng, 2003; Ratnam ve dig., 2006). Polimerler, aktif bilesenlerin tasiyicisi

olarak siklikla tercih edilirler. En basarili enkapsiilasyonun saglandigi polimerler,



poliesterler, polisakkaridler vb’dir. Aktif bilesenlerin kontrollii salimi, enkapsiile veya
immobilize materyalin performansini biyolojik aktivite ya da kabul edilebilir degradasyon
rtinlerinin  aktivitesi olarak korumayi gerektirmektedir (Besenbache ve dig., 2007;
Moghimi ve dig., 2005; Sahoo ve dig., 2007; Stevanovic” ve Uskokovic’, 2009a,b; Sumer
ve Gao, 2008; Wong ve dig., 2007).

Mikro- ve nanopargaciklar ¢ok cesitli sayida aktif bilesenler i¢in, 6rnegin hidrofilik veya
hidrofobik ilaglar, vitaminler, mineraller ve farkli besinler vb. tasiyict olarak
kullanilabilirler. Her birinin viicuda alim sekli farklidir. Polisakkaridler, lipozomlar,
sentetik polimerler vb. gibi ¢esitli malzemelerden {iretilirler. Tastyicilarin dogasi ve
matriksi ¢ok ¢esitli malzemelerden, 6rnegin polisakkaridler, liposomlar, sentetik polimerler
arasindan genel olarak giivenilir (GRAS) farmasotik veya gida endiistrisi malzeme listesi
arasindan uygulamanin ihtiyaclarini hem de diizenleyici talepleri karsilayacak sekilde
(6rnegin biyobozunurluk) segilir. (D’Emanuele ve dig., 2004; Kozubek ve dig., 2001; Lian
ve Ho, 2001; Liu ve Frechet, 1999; Medina ve dig., 2004; Nafee ve dig., 2007; Stevanovic’
ve dig., 2007a,b; Yoo, 2006; Rados, 2004). Polikaprolakton (PCL), Polilaktid (PLA) ve
Poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA) polimerleri kullanilarak kemik implantlarinin gelistirilmesi
de biiyiik ilgi gOrmiistiir. Bu polimerlerin yeni dozaj formlarmin arastirilmasi ise

giinliimiiziin yeni trendi olmustur.

Kontrollii ilag salim sistemleri; ya ilacin etki edecegi alani ya da ilacin oranini kontrol
ederek canli organizmaya biyouyumlu bariyer igerisinde ilaglar1 (ya da biyoaktif ajanlar)
iletmeyi amaclamaktadir. Uygulama boélgesinde kontrol, viicudun yarali bolgesine ilag
hedeflenmesi (aktif ya da pasif) ile saglanabilmektedir. Literatiirde polimerik ilag iletim
sistemleri ile ilgili bir cok calisma bulunmaktadir (Slots ve Rams, 1990; Sendil ve dig.,
1999; Keskin ve dig., 2005; Dhanaraju ve dig., 2006; Shukla ve dig., 2007; Hnaien ve dig.,
2011; Jiang ve dig., 2011). [lag iletim sistemlerinin formu kiire, kapstil, gubuk, membran,
slab vb. olabilmektedir. Boyutlari amacina bagli olarak nano, mikro veya mili seviyeler

arasinda degisebilmektedir.

Kontrollii salim formiilasyonlarindan biyoaktif maddelerin saliminda ii¢ mekanizma vardir:
“Polimer matrisinden Fick diflizyonu, matriksteki gdzenekler yoluyla diflizyon ve polimer
erozyonu ile ilaglarin serbest birakilmasi” (Jeong ve dig., 2003). Burada Fick difiizyonu
olarak bilinen 1855 yilinda Adolf Fick tarafindan belirlenmis Fick’in diflizyon yasalar

difizyonu tanimlar ve bu da Fick Kanunu adiyla literatiirde yer almaktadir. Ancak



kontrollii salim formiilasyonlari, sistemle ilgili birka¢ faktdre daha (polimer ve ilag
ozellikleri ve oranlari, biiyiikliigii ve sekli) bagli oldugundan bunlar i¢in genel bir salim
profili saglamak zordur. Polimerle ilgili faktorler molekiiler agirlik, kristallik ve hidrofilik
olma vb.’dir. Ilaca bagli olan faktdrler ise ilacin ¢oziiniirliigii, molekiiler agirliktaki
polimer-ilag etkilesimleri, vb.’dir. Sistem ile iliskili faktorler arasinda ilag yiikleme
etkinligi, fiziksel durum, matriksteki ilag, partikiil biiytikliigii ve dagilimi, gozeneklilik ve

i¢ yap1 parcaciklar1 bulunmaktadir (Jeong ve dig., 2003).

“Salim1 kontrol etmek, ilag¢ iletim sistemleri i¢in ulasilabilir ve arzu edilen bir 6zelliktir.
[lag salim oranmm etkileyen faktorler, ilacin bulundugu matriksin yapis1 ve hem polimer
hem de ilagla iliskili kimyasal ozellikler etrafinda doner” (Freiberg ve Zhu, 2004).
Kontrollii salim dozaj sekli konunun en énemli kavramidir. ilag 6zelligi, iletim yolu, iletim
arac1 Ozelligi, ila¢ salim mekanizmasi, hedefleme yetenegi ve biyouyumluluk ila¢ salim
dozunu belirler (Sekil 2.1). Iletim sistemleri; ilaglar disinda gen ve protein iletim amagclart
icin de tasarlanabilir. ideal bir gen iletimi, diger ila¢ formlarindan daha spesifik hiicresel
hedefleme gerektirir (Park ve Mrsny; 2000). Ciinkii genler, hedef hiicre ve dokuya ulasana

kadar salinmamalidir.

llag iletim calismalarinda genellikle giivenli olarak kabul edilen (GRAS) polimerler
kullanilir. Gida ve llag Idaresi (FDA), klinik calismalarda sinirh sayida polimerin

kullantimin1 onaylamaistir.

llaglarin &nemli bir kismu, terapotik (tedavi edici) ajanlarinin etkisini arttirmak veya
kolaylastirmak i¢in ilag iletim teknolojisindeki gelismelerden faydalanmak zorundadir.
Uygun iletim sistemlerini se¢mek, her bir ilag adaynin potansiyel terapdtik etkisini

maksimize etmek i¢in dnemlidir.
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Sekil 2.1. Kontrollii ilag iletim sistemlerinin tasariminda 6énemli olan faktorler (Park ve Mrsny,
2000).

Farmakolojik tedavinin baslamasindan bu yana, yan etkileri en aza indirirken aym
zamanda terapotik ilag konsantrasyon seviyelerinin sabit tutulmasi bliyiik bir zorluk
olmustur. Geleneksel ilag iletim sistemleri, tipik olarak tabletler veya intravenoz
enjeksiyonlar igin, tim ila¢ dozunun bir kisimda uygulanmasi, advers (yan etki) yani
beklenmedik reaksiyonlara yol acarak yiiksek bazen de toksik plazma konsantrasyonlarina

neden olur.

Doz biiyiikliigiiniin ve doz sikliginin etkili bir sekilde yonetimi ile ilacin terapotik sabit
durum seviyelerinin elde edilmesi miimkiindiir. Bununla birlikte plazmadaki ilag
konsantrasyonu; ilag seviyesi maksimum seviyenin altina diiserse toksik yan etkilere, ilag
seviyesi minimum seviyenin altina diiserse etkinlik eksikligine neden olabilir (Sekil 2.2).
Bu nedenle, kontrollii bir sekilde ilaglarin serbest birakilmasiyla uzun siireli uygun
terapotik plazma konsantrasyonunu koruyabilen uzun bir ilag iletim sistemine sahip olma
fikri ¢ekici ve popiiler hale gelmis ve kontrollii salim uygulamalarinin artmasina neden

olmustur.
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Sekil 2.2. Uygulamadan sonra ilacin plazma konsantrasyonu (Aydin, 2011).

Kontrollii salim terimi, belirtildigi gibi, ilaglarin salimini, tekrarlanabilir ve 6ngoriilebilir
kinetiklerle uzun siire boyunca nispeten sabit, etkili bir plazma seviyesini koruyacak
sekilde kontrol etme teknigidir. Bagarili bir kontrollii iletim sistemi, yaslilar ve kronik
hastalar dahil birgok hasta i¢in bir rahatlama olacak olan uygulama sikligini azaltmalidir.
Ek olarak, ilag seviyesindeki dalgalanmalar1 azaltarak yan etkileri en aza indirmek i¢in

ilacin sabit-durum seviyesi korunabilir (Langer, 1993).

2.2.2. Polimer Esash Tla¢ Tasiyic1 Sistemleri

Kontrollii ilag salimimnda kullanilan polimerler genellikle tedavi amagli olarak kullanilan
polimerler olarak adlandirilirlar. Bu kullanimlarda ilaglar polimer matrislerine hapsedilir

veya karistirilir (Vilar ve dig., 2012; Bayat ve Nasri, 2019).
Polimer esasli ilag salim sistemlerinin avantajlari:
(1) Plazma ilag seviyelerinin optimal terapétik (tedavi edici) aralikta tutulabilmesi,

(2) Kontrollii salim sistemi tarafindan ilaglarin lokal uygulanmasi ile sistemik ilaglarin

sebep oldugu yan etkileri azaltmak veya yok etmek,

(3) lyi tibbi gdzetim altinda olamayan organlar igin ilag uygulamasi gelistirilebilir ve

kolaylagtirilabilir.

(4) Viicudun i¢inde yarilanma 6mrii kisa olan ilaglarin uygulanmasi muhtemelen oldukca

kolay hale gelmistir.



(5) Hastalar i¢in ilacin sabit kiigiik dozlar1 birkag biiyiik doz ile karsilastirildiginda daha az

agrili olabilir.
(6) Hasta memnuniyetinin iyilestirilmesi,

(7) ilag salim sistemi uygulamalari nispeten daha ucuz iiriin eldesi ve daha az ilag atigma

sebep olmaktadir (Paolino ve dig., 2006; Kost ve Langer, 2012; Bayat ve Nasri, 2019).

2.2.3. Tla¢ Salim Sistemlerinde Polimer Secimi

Uygun polimer se¢imi kritik diizeyde oOnemlidir, c¢linkii kullanilan polimer, ilag
enkapsiilasyon verimi, ilag salim orani, ilacin biyoaktivitesi ve hiicre i¢i etki alanlar ile
ilag etkilesimini etkilemektedir. Ila¢ verimini arttirmak icin, beklenen iyilestirici etkiye
bagli olarak ve ilacin fizikokimyasal 6zellikleri baz alinarak, polimer esasli formiilasyonlar

secilmektedir (Raja ve dig., 2019).

Polimer se¢imini etkileyen en kritik faktor ilag-polimer etkilesimi, polimerin 6zellikleri
(molekiil agirhigi, degrade olabilmesi, yiikii, vb.) oldugu kadar ila¢ ¢oziniirligi ve
stabilitesi ile salim sisteminin kontrollii mii yoksa hedeflenmis salim olmasidir. Burada
cesitli polimerlerle birlikte yardimer baz1 maddelerin de varligi ve yoklugu da hedeflenen

amaca ulagmada etkili rol oynamaktadir (Raja ve dig., 2019).

2.2.4. Polimer Cesitleri

Polimerler; sentetik, dogal ve her ikisinin kombinasyonu seklinde olabilir. Dogal ve

sentetik polimerler de ila¢ salim sistemlerinde sik¢a kullanilmaktadir.

2.2.4.1. Dogal Polimerler

Dogada bulunan polimerlerdir. Polisakkaridler, proteinler ve polinukleotidler dogal
polimerler olarak smiflandirilmiglardir. Bunlara 6rnek verilecek olursa, kitin, seliiloz,
alginat, amiloz, guar gam, ksantan gam, pektin, nisasta, dekstran, siklodekstrin, ipek,
elastin, jelatin, kazein, kolajen, hiyaluronik asit, vb’dir. Dogal polimerler genellikle in vivo
kosullarda zararsiz olarak nitelendirilmektedir. Farmasotik ve  Biyoteknoloji
endiistrilerinde yardimci bilesen, medikal ve dental ekipman olarak kullanilmaktadirlar
(Gaspar ve Duncan, 2009). Miikkemmel biyouyum ve enzimatik olarak bozunur 6zellik

gosterirler.



Bu polimerlerin avantajlar1 arasinda bol bulunmalar1 ve kolay saflastirilabilmelerinin yani
sira gerekli olan tedaviye yonelik ihtiyaglar dogrultusunda etki diizeylerinin kimyasal
olarak modifiye edilebilmeleri gelmektedir. Fakat dogal polimerlerin baz1 sakincalar1 da ne
yazik ki bulunmaktadir. Bunlar, alinan kaynaga bagli olan materyal 06zelliklerinin
varyasyonu, mikrobiyel kontaminasyon, kontrol edilemeyen su alimi, zayif mekanik
dayanim, tahmin edilemeyen degradasyon tipidir. Bu sorunla basa g¢ikmak i¢in dogal
polimerler yari-sentetik dogal polimerlere; 6rnegin, kitin, dekstran, alginat vb. tiirevleri

olarak modifiye edilirler (Raja ve dig., 2019).
2.2.4.2. Sentetik Polimerler

2.2.4.2.1. Polieterler

Polietilen glikol (PEG) veya diger adiyla polietilenoksit (PEO) ilag salim sistemlerinde en
cok tercih edilen polimerlerdendir (Knop ve dig., 2010; Liu ve dig., 2011). PEG nispeten

ucuz bir polimer olup, ¢ok ¢esitli molekiil agirlikl: ticari formlara sahiptir.

2.2.4.2.2. Poliesterler

Polilaktid (PLA) biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Ortaya ¢ikan yan iriinler, insan
viicudunun zaten irettigi dogal bir metabolik atik olan laktik asittir. Son derece
biyouyumlu ve biyolojik uygulamalar i¢in uygun olmasinin sebebi i¢erdigi laktik asittendir
(Alsaheb ve dig., 2015). PLA olarak kiral bilesenler igerir, bunlar da gesitli formlarda
bulunmaktadir. Bulunan en yaygin formlar1 da Poli(L-laktid) (PLLA), poli(D-laktid) ve
poli(D,L,-laktid) (PDLLA)dir (Tan ve dig., 2016).

Poliglikolid veya poli(glikolik asit) (PGA) biyomedikal uygulamalarda kullanilan ilk
biyobozunur polimerlerdendir (Ulery ve dig., 2011). Bu alanda en ¢ok kullanilan
biyobozunur polimerler poli(laktik asit), poli(glikolik asit) ve kopolimerleri poli(laktik asit-
koglikolik asit) (PLGA) gibi poli(a-ester)lerdir (Astete ve Sabliov, 2006; Yilgor ve dig.,
2009).

Poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA) rastgele polimerizasyon yoluyla PLA (PLLA ve PDLLA
ile birlikte) ve PGA’den iiretilmistir (Kaihara ve dig., 2007). PGA ve PLA’in
birbirlerinden farkli 6zellikleri olmasina ragmen kopolimer bileseni ile kristalinite ve
degrasyon zamani gibi baz1 6zelliklerini ayarlama ile son PLGA {irliniliniin eldesi miimkiin
olabilmektedir (Makadia ve Siegel, 2011). PLGA biyomedikal uygulamalar icin

arastirmalarda en ¢ok kullanilan polimerdir. Nispeten kisa siirede (birkag ay) degrade
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olmasi sayesinde PLGA’in kullanim sikligini arttirmaktadir. Ornek olarak, kanser
tedavileri (Mirakabad ve dig., 2014; Roullin ve dig., 2002; Mu ve Feng, 2003),
antienflamatuar ilaglar (Hermans ve dig., 2014; Parra ve dig., 2015), proteinler (Feczko” ve
dig., 2011; Allahyari ve Mohit, 2016), ve siRNA (Pantazis ve dig., 2012; Cun ve dig.,
2011) verilebilir.

Polikaprolakton (PCL), e-kaprolakton monomerinden halka agilma polimerizasyonu
vasitasiyla sentezlenmistir (Oshimura ve dig., 2009). Yari-kristal polimer olup erime
sicakligt Ty = 60°C, cams1 gegis sicakligt Tg = - 60°C civarindadir. Kristallik 6zellik,
PCL’a yiiksek hidrofobisite vermekte, bu sayede degradasyon oranini yavaslamaktadir
(Lam ve dig., 2007). Degradasyon prosesi molekiil agirligina bagh olarak 3 yil civarinda
gerceklesir (Woodruff ve Hutmacher, 2010). PCL’qweun abiyotik hidrolize karsi nispeten
stabil olmakla birlikte, biyotik bozulmaya duyarli oldugu gosterilmistir (Fukushima ve
dig., 2013).

2.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon; 40-50 y1l éncesine dayanan ve arastirmalara bakildig1 zaman Israil’in basi
cektigi bir teknolojidir. Gida bilesenleri enkapsiilasyonunda ise ABD ile Ingiltere’nin &n

planda oldugu goriilmektedir (Gékmen ve dig., 2012).

Kapsiilleme, bir maddeyi digerinin i¢inde tutacak ve boylece birka¢ nm ile birkag mm capa
sahip pargaciklar iretilebilen bir proses olarak tanimlanabilir. Kapsiillenen maddeye
cekirdek malzeme, aktif madde, dolgu veya i¢ faz; kapsiilleyen maddeye ise kaplama,
membran, kabuk, tasiyict malzeme, duvar malzemesi, dis faz veya matriks denilebilir. Bu
teknikte temel amag; ilaglar, gida maddeleri, aroma maddeleri gibi pek ¢ok aktif bilesenin
stabilitesini saglamak ve kontrollii olarak kullanimini gergeklestirmektir (Ag¢u ve dig.,
2014).

Iki ana kapsiilleme tipi vardir. Bunlar rezervuar tipi ve matriks tipidir. Sekil 2.3’te
basitlestirebilmek i¢in kiiresel enkapsiilantlar gosterilmistir. Kiiresel enkapsiilantlarin yani
sira silindirik, oval ya da diizensiz sekilli enkapsiilantlar bulunabilmektedir. Rezervuar tipi
enkapsiilant aktif ajanin etrafinda bir kabuga sahiptir. Ayrica bu tip; kapsiil, tek ¢ekirdekli
veya cekirdekli kabuk tipi olarak da adlandirilir. Bir pargacikta birka¢ tane haznesi olan
coklu c¢ekirdek tipi kapsiiller de bulunmaktadir. Matriks tipindeki aktif madde, tastyici

malzeme iizerinde c¢ok daha fazla dagilir. Boylece kiiclik damlaciklar halinde ya da
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enkapsiilant tizerine homojen bir sekilde dagilmis sekilde olabilmektedir. Matriks tipi

enkapsiilanttaki aktif maddeler rezervuar tipindekilerin aksine genel olarak ylizeyde

bulunur (Zuidam ve Nedovic, 2010).

Rezervuar Tipi Matriks Tipi Kaplamali matriks tipi

Sekil 2.3. Kiiresel enkapsiilantlar (Zuidam ve Nedovic, 2010).

2.3.1. Kullanilan Kaplama Materyalleri

Ideal bir kaplama materyali asagidaki dzelliklere sahip olmalidir (Kog ve dig., 2010):

Reolojik 6zellikleri ¢cok iyi olmali ve kolay islenebilmelidir.

Emiilsiyon ve dispersiyon 6zellikleri iyi olmalidir.

Emiilsiyon stabilitesinin yiliksek olmas1 gerekmektedir.

Cekirdek materyal ile hi¢bir sekilde reaksiyona girmemesi istenmektedir.

Kaplama islemi sirasinda g¢ekirdek materyali kaplamali ve depolama sirasinda
cekirdek materyali koruyabilmelidir.

Istedigimiz ¢oziiciide ¢dziinmelidir.

Maliyeti diistik olmalidir.

2.4. Aktif Bilesenlerin Kontrollii Salimi i¢in Polimerik Mikro- ve Nanoparcaciklar

Mikroparcaciklar ve nanoparcaciklar, ilag dagitimi, goriintiileme ve temel arastirma dahil

olmak iizere c¢ok c¢esitli biyomedikal uygulamalar iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir.

Mikroparcaciklar ve nanopargaciklar iizerine genis bir veri tabani olmasina ragmen,

literatiirde nano ve mikroboyut arasinda acik bir evrensel siir yoktur. Ancak yine de,

mikron (1-1000 pm), alt mikron (100-1000 nm) ve nanometre (1-100 nm) dlgekleri olarak

belirlendigini soylemek yanlis olmaz. (George ve dig., 2005).

Mikro ve nano bilimlerdeki uzman goriisleri, 1-100 nm'nin optimum nano 6lg¢ekli aralik

oldugunu vurgulamistir; ancak, biyoteknoloji ve tipta, “nano” tanimi daha az katidir

(Ferrari, 2005). Herhangi bir minyatiir sistemin tasarimi u¢ nokta uygulamasina baghdir.
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Ormnegin, sistemik (damar ici) uygulama, capt 500 nm'den kiiciik parcaciklarin
kullanilmasini gerektirirken, kas i¢i uygulama veya bazi durumlarda oral uygulamalarda 1
mikrondan biiyiik ve 125 um'den kii¢iik pargaciklar kolayca uygulanabilir (Jain, 2000).
Boyuttan bagka, bu parcaciklarin islevini 6nemli 6lglide modiile edebilen bir baska kritik
parametre sekil olup; sekil, bagisiklik hiicreleri tarafindan hiicre alimini, biyomolekiillerin
salim davranisini ve hiicre hedeflemesini etkileyebilir (Champion ve dig., 2007).
Cogunlukla hormonlar, as1 antijenleri ve adjuvanlar, peptitler ve anti-enflamatuar ajanlar
gibi terapotik biyomolekiillerin goriintiilenmesi veya hedefli verilmesi icin ¢esitli
materyaller mikro ve nanopartikiiller olarak sentezlenmistir (Aukunuru ve dig., 2003; Kim
ve dig., 2004). Ek olarak, bu pargaciklar biyosensor olarak ve afinite biyo-
ayristirmalarinda, immiinolojik  analizlerde, hiicre etiketlemesinde ve  hiicre

siniflandirmasinda kullanilmastir.

Ozellikle eczacilik ve gida endiistrisinde polimerler aktif bilesenlerin tasiyicist olarak
yaygin olarak calisilmaktadir (Legrand ve dig., 1999). Kontrollii salim igin, biyobozunur
ve biyoasinir polimerler bu materyallerin en 6nemli gesidini temsil etmektedir. Vitamin ve
diger aktif bilesenler polyester ve polisakkaridlere basariyla enkapsiile edilebilmektedir.
Polyesterler ester baglar1 olan sentetik polimerlerdir. Polyesterler, 6rnegin; polilaktid,
poliglikolid, poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA’ler), poli(e-kaprolakton) Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan ilag ve tedavi amacli kullanim icin
onaylanmiglardir. Bunlar, biyobozunur polimerler olup, miikemmel isleme o6zelligi,
biyouyumlulugu ve amaglanan uygulama i¢in uyarlanabilecek oranlarda biyolojik

bozunma gibi sayisiz avantajlara sahiptirler.

Poliester mikro ve nanopargaciklar cesitli siniflardan ilaglarin kontrollii salimi igin
kullanilmaktadir. Bu ilaglara Ornek olarak antikanser ajanlari, biiylime faktorleri,
antibiyotikler, antimikrobiyal ajanlar vb. verilebilir. Mikrokiire olarak adlandirilan sistemin
polimer ve aktif ajanlarmin olduk¢a homojen karigmasi yaygin olarak kabul gérmekte
olup, mikropartikiillerin en az bir ve birden ¢ok ayrik aktif ajan alan1 bulunmaktadir. Sekil

2.4’te mikropargacik yapilarinin farkh gesitleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Mikroparcacik Yapilarina ait Cesitler 1. Kati ¢ekirdekli mikrokapsiil 2. Kati olmayan
cekirdekli mikrokapsiil 3. Kat1 mikro- ve nano alanli mikrokapsiil 4. Kat1 olmayan mikro- ve nano
alanli mikrokapsiil 5. Polimerik matriks ile aktif bilesen karisimi (Stevanovié¢, 2017).

Aktif bilesenlerin polimer tastyicilarin igine hapsedilmesi i¢in farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin en 6nemlileri; termal faz ayrimi, eriyik dispersiyonu,
solvent buharlastirma, sprey kurutmadir. Su ve organik fazlarin homojenizasyonu da

kullanilan diger teknikler arasinda bulunmaktadir (Stevanovi¢, 2017).

2.4.1. Mikro ve Nanopolimer Parcaciklar1 Yapim Formiilasyonlari

Secilen materyale bagli olacak sekilde, aktif bilesenlerin saliminda kullanilacak polimerik
parcaciklarin yapiminda kullanilan teknikler cesitli gruplar halinde incelenebilir. Ornegin,
literatiirde, polyester polimer PLGA’den pargaciklarin yapilabilmesi i¢in bir¢ok yaklasim
onerilmektedir. Emiilsifikasyon-buharlasma metodu (Astete ve dig., 2007; Prabha ve
Labhasetwar, 2004; Sahoo ve Labhasetwar, 2005; Song ve dig., 2006), emiilsifikasyon—
¢oziicii difuzyon methodu (Lee ve dig., 2005; Zhang ve dig., 2006), nanopresipitasyon
(Bilati ve dig., 2005; Govender ve dig., 1999), ve sprey-kurutma (Atuah ve dig., 2003;
Rivera ve dig., 2004; Takashima ve dig., 2007) yontemleri yaygin olarak ¢esitli boyutlarda
PLGA mikro- ve nanopargaciklarin yapiminda kullanilmaktadir. Bu yontemler, bir su / yag
dispersiyonu olusturmak i¢in organik bir ¢dzelti icinde sulu bir ilag ¢dzeltisinin emiilsifiye
edildigi karsilastirilabilir birincil asamalara sahiptir. Ilag ayrica organik polimerik ¢dzelti
icinde bir toz (kati pargaciklar) halinde dagitilabilir veya bir ¢oziicli i¢inde polimer ile
birlikte ¢oziilebilir. Daha sonra ¢ozelti veya dispersiyon, yukarida belirtilen tekniklerden

birine gore isleme tabi tutulur.

Coziict (solvent) ekstraksiyon veya buharlastirma prosediirii kullanildiginda, polimer, bir
organik ¢dziicli; ornegin, diklorometan, aseton, asetonitril, kloroform veya etil asetat i¢cinde
¢ozdiriiliir. Bu ¢oziiciiler, aynt zamanda hidrofobik ilaglar i¢in de ¢oziicii olarak
kullanilirlar. Polimer ve ilag karigimi, suda ¢oziinen ylizey aktif madde (siirfaktan),

stabilizator, veya emiilsifiye edici ajan ile emiilsifiye edilmek suretiyle su i¢inde yag
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emiilsiyonu yapilirlar. Stabil emiilsiyon olustugunda, organik ¢oziicli, ya basing
disiiriilerek ya da siirekli karigtirillarak buharlastirilir. Pargacik boyutu ve morfoloji
tizerinde farkli parametrelerin etkisi bulunmaktadir. Bunlara 6rnek; stabilizatoriin ¢esidi ve
konsantrasyonu, homojenizasyon hizi ve polimer konsantrasyonudur (Kwon ve dig., 2001).
Kiigiik pargacik boyutu elde etmek icin yliksek hizli homojenizasyon veya santrifiijleme

kullanilabilir (Stevanovic” ve dig., 2007a,b,c,d; Zambaux ve dig., 1998).

Solvent-difiizyon teknigi solvent-buharlagtirma prosesinin uyarlanmig versiyonudur. Bu
prosediirde, su ile karigabilen ¢oziicli (solvent) ile birlikte su ile karisamayan organik
¢Oziicii beraber kullanilarak yag fazi olustururlar. Coziicililerin spontane diflizyonu
sayesinde, iki faz arasinda kii¢iik parcaciklarin olusumunu tetikleyen ara yiizey tiirbiilansi
artar. Coziicii buharlagsmasi yani sira ¢oziicii difiizyonu, yontemler hidrofobik veya
hidrofilik ilaclar i¢in kullanilabilir. Hidrofilik ilaglar oldugu durumda, i¢ sulu fazda ilacin

¢oziinmesine ihtiya¢ duyuldugundan ¢oklu su/yag/su emiilsiyonu ihtiyaci ortaya cikar.

Koaservasyon metodu siirekli ¢alkalama altinda 3 kisimdan olusan bir tekniktir. Birinci
kisimda, ¢ozelti ii¢ birbirine karismayan fazdan olusmalidir. Cekirdek malzeme (aktif
bilesen), kaplama malzemesi (polimerik malzeme) ve ¢oziicii; sivi kaplamanin ¢ekirdek
materyalin etrafina yerlestirildigi ikinci kisim; bu, kaplama fazinin ¢oziicii fazi (aktif
maddelerin i¢inde bulundugu) ile karstirilmasiyla elde edilir; ve ii¢lincli kisim ise,
kaplama termal olarak veya desolvasyon ile sertlestirildiginde elde edilir (Thomasin ve
dig., 1998a,b).

2.4.2. En Yaygin Kullamlan Teknikler

Eczacilik, tip ve gida endiistrilerinde enkapsiilasyon ve immobilizasyon teknikleri yaygin
olarak kullanilmaktadir (Kumar, 2000; Stupar ve ark., 2014; Wieland-Berghausen ve ark.,
2002). Enkapsiilasyon, c¢evreye duyarli bilesenleri korur veya aktif maddelerin zamanla
salinmasini saglar (Sekil 2.5). Baz1 bilesenlerin geleneksel teknikler kullanilarak enkapsiile
edilmesi kolaydir. C vitamini gibi hassas suda ¢oziinilir bilesenlerin enkapsiilasyonu ¢ok

zordur, bu nedenle kontrollii koruma ve kontrollii salim gereklidir (Stevanovié, 2017).

Mikro veya nanopartikiiller i¢indeki vitaminler, mineraller veya diger besinler gibi aktif
maddelerin enkapsiilasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan teknikler termal faz ayirma

(koaservasyon), sprey sogutma ve dondurma, eriyik dagilimi, ¢oziicii buharlagsmasi,
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akigkan yatak kaplamasi, sprey kurutma, su ve organik fazlarin homojenizasyonu, donel

slispansiyon ayirma, ekstriizyon ve inkliizyon kompleksi, vb.’dir (Stevanovi¢, 2017).

mikroparcacifin kabugu

enkapsile edilmis aktif
bilegen

Sekil 2.5. Enkapsiile edilmis aktif bilegen igeren mikropargacik (Stevanovi¢, 2017).

2.4.2.1. Termal Faz Ayirma (Koaservasyon)

Koaservasyon (termal faz ayrimi) kullanilarak, aktif madde mikrokapsiil olusumuna yol
acan bir polimer kabugu ile kaplanir (Wieland-Berghausen ve ark., 2002). Etil seliiloz,
koaservasyon isleminde en yaygin olarak kullanilan polimerdir (Benita ve Donbrow, 1982;
Miller ve Anderson, 1964; Uddin ve dig., 2001; Yalabik-Kas, 1983; Yoshiyuki ve dig.,
1983). Homojenizasyon hizi, sogutma hizi, faz ayrimi indiikleme maddesinin
konsantrasyonu ve etil seliilozun viskozitesi / molekiiler agirlig1 gibi gesitli faktorler
kapsiilleme etkinligi ve kapsiillenmis ilacin salim davranisi lizerinde bir etki gosterir.
Uddin ve dig. (2001) bu teknigi kullanarak vitaminleri enkapsiile etmistir. Duvar olusturan
malzeme olarak etil selilloz kullanilmistir. Etil selillozun molekiil agirligi degistirilmis ve
etil seliilozun molekiil agirligiin ve poliizobiitilen ilave edilmesinin askorbik asit igeren
mikrokapsiillerin birikmesini ve salim hizin1 énemli 6lgiide etkiledigi belirlenmistir. Etil
seliilozun molekiil agirhigr arttikca mikroenkapsiilasyon iriiniiniin boyutunun azaldigi

tespit edilmistir (Stevanovi¢, 2017).

2.4.2.2. Eriyik Dispersiyon

Eriyik dispersiyon tekniginde, ilag¢ iceren erimis mum fazi, 1sitilmis, emiilgator igeren bir
dis faza emiilsifiye edilir. Ilacin ¢dziiniirliigiine bagl olarak, harici faz sulu (suda
¢oziinmeyen ilaglar i¢in) veya susuz (suda ¢oziniir ilaglar icin) olabilir. Emiilsiyonun
sogutulmas1 tizerine, sivi damlaciklar1 katilagir ve balmumu mikropartikiillerinin bir

siispansiyonu olusur. Mikropartikiiller daha sonra ¢ogunlukla filtrasyon veya santrifiij ile
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ayrilir, bazen serbest ila¢ kristallerini ve yiizey aktif cisimlerini ¢ikarmak i¢in yikanir,
kurutulur ve boyutlandirilir. Askorbik asidin enkapsiile edilmesinde eriyik dispersiyon
yonteminde karnauba mumu kullanilmistir (Uddin ve dig., 2001). Yapilan baska bir
calismada ise, "sicakta eriyen" mikroenkapsiilasyon; kapsiillenmis boyalar (asit-turuncu),
p-nitroanilin veya insiilin ile polianhidrit mikrokiirelerin elde edilmesi i¢in bir yontem

olarak tarif edilmistir (Mathiowitz ve Langer 1987).

2.4.2.3. Coziicii Buharlagtirma Teknigi

Emiilsifikasyon-buharlastirma yontemi (Astete ve ark., 2007; Prabha ve Labhasetwar,
2004; Sahoo ve Labhasetwar, 2005; Song ve ark., 2006), spontane emiilsifikasyon-¢oziicli
difizyon yontemi (Lee ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2006), nanopresipitasyon yontemi
(Bilati ve dig., 2005; Govender ve dig., 1999), ¢oziicii buharlastirma ve sprey kurutma
yontemi (Atuah ve dig., 2003; Rivera ve dig., 2004; Takashima ve dig., 2007) cesitli
boyutlarda mikro ve nanoparcaciklar hazirlamak igin yaygin olarak kullanilir. Bu
yontemlerin her biri benzer bir ilk adimi kullanir, burada sulu bir ilag ¢ozeltisi, bir yag
icinde su dispersiyonu (w/o) olusturmak i¢in bir organik polimer ¢dzeltisi iginde
emiilsifiye edilir (O’Donnell ve McGinity, 1997). Uygun oldugu takdirde, bilesen ayrica
bir organik polimer ¢ozeltisi i¢inde bir kati madde olarak dagitilabilir veya polimer ile
birlikte ortak bir ¢oziicii icinde ¢oziilebilir. Coziicii buharlastirma tekniginde, ila¢ maddesi
polimer i¢inde homojen olarak dagitilir. Partikiil boyutu, stabilizor tipi ve konsantrasyonu,
homojenizasyon hizi ve polimer konsantrasyonundan etkilenir (Kwon ve dig., 2001).
Bununla birlikte, bu teknik suda ¢oziiniir ilaglar i¢in diisiik enkapsiilasyon verimine yol

acar (Bodmeier ve dig., 1994; Wieland-Berghausen ve dig., 2002).

Emiilsifikasyon, emiilsifikasyon ¢dziicii buharlasma yonteminin ana ve ilk adimidir (Rosca
ve ark., 2004). Bununla birlikte, emiilsiyon damlaciklarindan ¢6ziicii tasinmasi olan ikinci
adim, parcaciklarin morfolojisi ve mikropartikiillerin enkapsiilasyonu ve salim davranisi
izerinde biiyiik etkiye sahiptir. Rosca ve ark. (2004), emiilsiyon damlaciklarindan ¢oziicii
eliminasyon mekanizmasin1 ve pargacik morfolojisi, kapsiilleme ve salim davranisi
tizerindeki etkisini incelemistir. Coziicii olduk¢a ugucu oldugundan, ¢6ziicli uzaklastirmayi
gbzlemlemek, bu asama hizli oldugundan zordur (Stevanovi¢, 2017). Bu asamada bazi
durumlar ortaya c¢ikmaktadir. Coziicliniin yogun buharlastirilmas: sirasinda, enkapsiile

edilmis ilacin kendiliginden ortama bosalmas1 goriiliir. Mikropartikiil yiizeyinin yakininda
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yogunlasan ilacin ani salimi patlama (initial burst release) seklinde ortaya ¢ikar. Bundan

dolay1 bu durum da ila¢ yiikkleme verimini etkilemektedir.

2.4.2.4.Sprey Kurutma

Spreyle kurutma, bir ¢ozeltiden veya slispansiyondan kat1 formiilasyonlar {ireten ve ilag ve
gida endiistrisinde 6zel uygulamalara sahip iyi bilinen bir tekniktir (Stevanovi¢, 2017).
Spreyle kurutma, daha sonra sicak hava veya azot iceren bir kurutma odasina enjekte
edilen s1v1 beslemenin atomizasyonunu igeren tek agsamali bir iglemdir. Damlaciklar aninda
kurutma bolmesinde toplanan kati partikiiller halinde kurutulur. Cikti malzemesinin
Ozelliklerini etkileyebilecek iki faktor, piiskiirtiilerek kurutulmus pargacik formiilasyon
faktorleri ve piiskiirtmeyle kurutma parametreleridir (Seville, 2007). C vitamini igin bir
hazirlama yontemi olarak sprey kurutma kullanilan caligmalar literatiirde mevcuttur

(Esposito ve dig., 2002; Finotelli ve Rocha-Leao, 2005).

2.4.2.5.Sprey Dondurma ve Sprey Sogutma

Sprey dondurma ve sprey sogutma, c¢ekirdek malzemenin sivilagtirilmig bir kaplama veya
duvar malzemesi i¢inde dagildig1 ve atomize edildigi, ancak genellikle buharlastirilacak su
olmadigi i¢in sprey kurutmaya benzer yontemlerdir. Cekirdek ve duvar karisimi, duvarin
cekirdegin etrafinda katilagmasina neden olan soguk havaya atomize edilir (Risch ve
Reineccius, 1995). Sprey dondurmada, kaplama tipik olarak fraksiyone veya hidrojene bir
yagdir. Sprey sogutmasinda, duvar tipik olarak yagdir, ancak bagka malzemeler de
kullanilabilir. Bu yontemler aslinda sadece kullanilan duvar malzemesinin erime
noktasinda farklilik gdsterir ve ¢gogunlukla vitaminler, mineraller veya asitlestiriciler gibi

kat1 malzemeleri kapsiillemek igin kullanilir (Stevanovi¢, 2017).

2.5. Coziicii Buharlastirma Tekniginin Esaslar1 ve Mikro/Nanokiire Yapiminda

Kullanilmasi

Kontrollii salimi yapilan ilaglar1 elde edebilmek i¢in ila¢ endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan bir mikroenkapsiilasyon teknigidir. I¢inde hapsolmus ilaca sahip olan elde
edilen polimer mikrokiirecikler, enkapsiile edilmis ilaci, spesifik bir salma profiliyle
yavasga bozabilir ve saliverebilir. Kontrollii ilag saliminin ¢esitli klinik yararlar1 vardir;

dozaj sikligin1 azaltma, hastalar i¢cin daha kolay ve kabul edilebilir hale getirme, 6zel bir
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bolgeye daha yiiksek etkinlik i¢in ila¢ hedeflemesi gibi. (Berkland ve dig., 2002; Freiberg
ve Zhu, 2004).

Bu metodda polimer ile ilag ugucu solvent ile karistirilmak suretiyle emiilsiyon olusturulur
(Sekil 2.6). Buharlastirma asamasia gelindiginde, solvent emiilsiyonu siispansiyona
doniistiirmiis olur. Bundan sonra kat1 pargaciklar santrifiij/ultrasantrifiij yoluyla safsizlik ve
katki maddelerinden ayrilirlar. Sonraki asamada kurutma ile kati parcaciklar elde edilir.
Kurutma isleminde, en ¢ok da kullanilan ilaca bagli olarak, liyofilizasyon yontemi tercih
edilebilir. Sprey kurutucuda, vakum ortaminda vb. sekilde kurutarak kati parcaciklar1 elde

etmek miimkiindiir (Nagavarma ve dig., 2012).
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Sekil 2.6. Coziicti buharlastirma metodu (PVA, polivinil alkol) (Yadav ve dig., 2019).

Bir¢ok farkli mikroenkapsiilasyon teknigi bulunmaktadir. Bir ila¢ enkapsiilasyon
tekniginin etkinligini artiran metot sec¢imi; ilacin hidrofilik veya hidrofobik olmasina

baghdir.

Sulu ¢ozeltide kismen ¢oziinen ya da c¢oziinmeyen ilaglar i¢cin suda yag(o/w) metodu
siklikla kullanilmaktadir. Bu metot en basit metoddur ve bu 6zelligi ile diger metotlardan

ayrilir. Dort ana basamak igerir (Li, ve dig, 2008):
(1)  Polimer igeren bir organik ¢6ziictide hidrofobik ilacin ¢oziinmesi.
(2) Siirekli faz olarak adlandirilan sulu fazda, dispers (dagilmig) faz olarak adlandirilan

bu organik fazin emiilsifikasyonu.
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(3) Coziiciiniin dispers (dagilmis) fazdan siirekli faz ile ekstrakte edilmesi, ¢oziiclinlin
buharlastirilmas1  ile birlikte dagilmis fazin damlaciklarin  kati  parcaciklara

doniistiiriilmesi;

(4)  Kalint1 ¢6ziicliyli ortadan kaldirmak suretiyle mikrokiirelerin geri kazanilmasi ve

kurutulmasi.

Bahse konu metot asir1 hidrofilik ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in uygun degildir. Bunun iki
ana sebebi bulunmaktadir. Birinci sebep; hidrofilik ilag organik ¢dziiciide ¢oziinmez. Ikinci
sebep ise ilag emiilsiyon sirasinda siirekli faza dagilir ve bu da biiyiik ilag kayiplarina
neden olur. Hidrofilik ilaclart enkapsiile etmek igin dort farkli alternatif yontem

onerilmektedir (Li, ve dig, 2008):

1- w/o/w-¢ift emiilsiyon yontemi: Hidrofilik ilacin sulu ¢6zeltisi organik faz ile
emiilsifiye edilir (w/o emiilsiyonu), bu emiilsiyon daha sonra ikinci bir emiilsiyon

olusturan ikinci bir sulu ¢dzeltiye dagitilir (w/o/w);

2- o/w-yardimci ¢oziicii yontemi: Ana organik ¢oziiciide ilag ¢dziinmedigi zaman

ilact dagitmak i¢in yardimei ¢oziicii olarak adlandirilan ikinci bir ¢oziicii gerekmektedir.

3- o/w-dagilma yontemi: Ilag, polimer ve organik ¢oziicii ¢dzeltisinde kat1 toz

halinde dagilir.

4- 0/0-susuz ¢oziicii buharlastirma yontemi: Sulu faz yag ile (6rn: mineral yag) yer

degistirilir.

Ayni ilag i¢in ila¢ enkapsiilasyon etkinligi, kullanilan metoda gore degisebilmektedir
(Herrmann ve Bodmeier, 1998). Elde edilen mikrokiirelerin fiziksel o6zelliklersi,
malzemelerin dogasina ve ayrica mikrokiirelerin imalati sirasindaki parametrelere baglidir

(Izumikawa ve dig., 1991; O’Donnell ve McGinity, 1997; André-Abrant ve dig., 2001).

Coziicli buharlastirma yontemiyle mikroenkapsiilasyonda uygun bir ¢oziicii secebilmek

icin izlenmesi gereken yol ve kriterler sunlardir:
1- Secilen polimeri ¢6zebilir olmasi,
2- Siirekli fazda oldukga az ¢oziiniir olmak,

3- Yiiksek ucuculuga ve diisiik kaynama noktasina sahip olmak,
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4- Diistik toksisiteye sahip olmak.

Kloroform eskiden daha siklikla kullanilirdi. Ancak toksisitesi ve diisiik buhar basinci
nedeniyle son zamanlarda metilen kloriir daha sik kullanilmaktadir. Metilen kloriir; yiiksek
ucuculugu, diisiik kaynama noktasi ve suyla karismazligi nedeniyle ¢oziicii buharlastirma
teknigi kullanilarak enkapsiilasyon icin en yaygin olarak kullanilan ¢oziiciidiir. Diger
coziiclilere kiyasla yiikksek doymus buhar basinci (en az iki kat daha yiiksek),
mikrokiirelerin olusum siiresini kisaltan yiiksek bir buharlasma hiz1 sunmaktadir. Bununla
birlikte, bu ¢oziicliniin EPA (Cevre Koruma Ajansi) verilerine gore kanserojen oldugu
onaylanmistir ve arastirmacilar daha az toksik c¢oziicii bulmak icin biiylik c¢aba sarf

etmektedir.

Etil asetat, metilen kloriire gore daha az toksiktir. Bu nedenle umut verici bir potansiyel
gostermektedir. Ancak etil asetatin suya kismi olarak karismasi nedeniyle (metilen
kloriirin 4.5 kati1 kadar), organik faz (dagilan faz) dogrudan siirekli faza dahil edilirse,
mikrokiireler olusamamaktadir. Organik fazdan biiyilk miktarda etil asetatin aniden
¢ikarilmasi, polimerin lif benzeri topaklara dontisiip ¢okmesine neden olur (Freytag ve
dig., 2000). Coziiclilerin suyla karismasinin yarattigi bu sorunu ¢dzmek i¢in ii¢ yontem

kullanilabilir:
1- Sulu ¢ozelti ¢oziicti ile 6nceden doyurulur (Bahl ve Sah, 2000);

2- Organik faz once az miktarda sulu ¢ozelti igerisinde emiilsiyon haline getirilir;
damlalarin olusumundan sonra bu emdiilsiyon biiyiik miktarda sulu c¢ozeltiye

dokiiliir (Freytag ve dig., 2000);

3- Organik faz az miktarda sulu ¢ozeltide emiilsifiye edilir, ¢ozelti yiiksek hizla
calkalanir ve ¢6ziicli buharlasarak mikrokiirelerin katilasmasina neden olur (Sah,

1997).

Yukaridaki metotlarla etil asetat kullanilarak mikrokiireler basariyla elde edilir. Bununla
birlikte, metilen kloriir tarafindan hazirlanan mikrokiireler daha kiiresel ve homojendir,
ancak etil asetat kullanimi kismen parcalanmis gibi goriinen parcaciklar olusturur
(Herrmann ve Bodmeier, 1998). Ilag kapsiilleme etkinligi, Herrmann ve Bodmeier'e (1998)
gore metilen klorlir tarafindan yapilan mikrokiirelere karsi 6nemli Olgiide azalir. Bu
durumun su iginde etil asetatin yliksek ¢oziintirliigline bagl oldugunu ve sonug olarak ilag

kaybina yol ac¢tigin1 varsaymistir.
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Ozetle; daha az toksik ¢oziiciiler test edilmekte ve gelecek vaat etmektedir. Ancak farkli
¢oziicliler kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerin kalitesini karsilagtirabilecek yeterli
sonuglar bulunmamaktadir. Metilen kloriir; hizli buharlasmasi, yiiksek ilag kapsiilleme
verimi, kiiresel ve daha tekdiize bir formda mikrokiireler elde edilebilmesi gibi sebeplerle

hala en ¢ok kullanilan ¢6ziicli durumundadir.

Tensioaktif madde olarak da adlandirabildigimiz yiizey aktif madde, bir fazin bagka bir
karismayan fazda dispersiyonu ve elde edilen emiilsiyonun stabilizasyonu i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Siirekli fazin yiizey gerilimini azaltarak damlalarin birikmesini ve
birlesmesini engeller boylelikle emiilsiyonu stabilize eder. Uygun bir yiizey aktif madde,
diizenli/tekdiize ve kiiciik boyutta mikrokiire dagilimi verebilmelidir. Boylece daha

ongoriilebilir ve kararli bir ilag salim1 garanti edilebilir.

Yiizey aktif maddenin tipini ve konsantrasyonunu se¢gmeden once, iki karigmayan fazin
polaritesini, istenen mikrokiire biyiikligiini ve kiiresellik istegini tam olarak bilmek

onemlidir.

Emiilsiyonlar i¢in yiizey aktif maddeler amfifiliktir. Bunun anlami; bu molekiiliin bir
kisminin, su (hidrofilik) gibi polar ¢6ziinenlere daha fazla ¢ekim giiciine sahip oldugu ve
diger kisminin, hidrokarbonlar (hidrofobik) gibi polar olmayan ¢oziinenlere daha fazla
¢cekim gliciine sahip oldugu anlamina gelir. Bir emiilsiyon i¢inde oldugunda yiizey aktif

madde; damladaki hidrofobik kism1 ve sudaki hidrofilik kism1 ile damla yiizeyini kaplar.

Molekiiliin hidrofilik kisminin dogast ile siniflandirilmig dort farkli yiizey aktif madde tipi
vardir. Bunlar; anyonik, katyonik, amfoterik ve iyonik olmayan yiizey aktif madde olarak
isimlendirilmektedir. Yiizey aktif maddeler arasinda 6zellikle hidrolize PVA (Polivinil
alkol) en sik kullanilanidir. Ciinkii bu yiizey aktif madde ile en kiiclik mikrokiireler elde
edilebilmektedir (Jeffery ve dig., 1991).

Yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun artmasi mikrokiirelerin  boyutunu
kiigiiltmektedir (Jeffery ve dig., 1993; Sansdrap ve Moes, 1993; Carrio ve dig., 1995; Yang
ve dig., 2001). Yiizey aktif madde ilave edildikce siirekli fazin yiizey gerilimini diiser ve

boylece taneciklerin boyutu kiigiiliir.

Polimer konsantrasyonunun veya polimerin molekiiler agirliginin arttirilmasi, organik
(dagilan) fazin viskozitesini arttirir (André-Abrant ve dig., 2001). Viskozitenin artmasi ile

de mikrokiire boyutlar1 katlanarak artar. Viskozitenin arttirilmasi, ilag kapstilleme verimini
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de arttirmaktadir. Ayrica, polimerin daha yiliksek molekiil agirligi, ilacin enkapsiilasyon

etkinligini arttirir.

2.6. Mikro/Nanokiire Yapiminda Kullamilan Malzemeler

2.6.1. Poli-e-kaprolakton (PCL)

Biyouyumluluk ve biyobozunurluk farmakolojik uygulamalar i¢in kullanilan polimerler
icin 6nemli bir Ozelliktir. Biyobozunurluk, bilesenin metabolize oldugu ya da zararsiz
bilesenlere doniistiiriilerek viicuttan atildigi anlamina gelmektedir. Biyouyumluluk ise
bilesenin fizyolojik olarak tolere edilebilir olmasi ve uygulamadan sonra olumsuz bir yerel

ya da sistematik soruna yol agmamasi gerektigi anlamina gelmektedir.

Laktik ve glikolik asitlerin polimerleri / kopolimerleri insanlarda giivenli ve FDA (Gida ve
llag Idaresi) onayli uygulamalar1 nedeniyle ilag salim sistemlerini gelistirmek icin

kullanilan en yaygin malzemelerdir (Chulia ve dig., 1994).

Dogal metabolik iiriinler olan bilesenlerinin hidrolizi ile bozulabilirler. Iyi biyouyumluluga
sahip ancak biyobozunur olmayan etil seliilloz (bozunur ancak biyobozunur degil) ve
polimetil metakrilat (biyouyumlu ancak bozunur degil) gibi polimerler de kaplama

materyali olarak kullanilabilmektedir.

PCL, 1930’larda Carother’s Sirketi tarafindan sentezlenmistir (Woodruff ve Hutmacher
2010). Bu biyobozunur polimer; anyonik, katyonik ve koordinasyon kullanilarak e-
kaprolaktonun halka agma polimerizasyonu, katalizorler veya 2-metilen-1-3-dioksepan gibi
serbest radikalleri kullanilarak hazirlanabilir. PCL hidrofobik ve molekiil agirlig: arttik¢a
kristalitesi azalan yar1 kristal yapida bir polimerdir. PCL’un cams: gegis sicakligi (Ty)
yaklasik -60 °C’dir. Bu sebeble viicut 1sisinda lastik kivaminda olmasi1 beklenmektedir.
Erime noktasi (Tp) 59-64 °C arasindadir. PCL un bu 6zellikleri diisiik sicakliklarda kolay

sekillenebilmesine olanak saglamaktadir.

1970’ler ve 1980’ler esnasinda, PCL ve onun polimerleri PCL’un ¢esitli avantajlarindan
dolay1 ilag salim araci olarak yaygin olarak kullanilmistir. Bu avantajlar arasinda
tekrarlanabilir bozunma kinetigi ve mekanik 6zellikler, esnek sekillendirme ozellikleri,
yiiksek biyouyumluluk ve islevsel gruplar ekleme kolaylig1 ve polimerlerin daha hidrofilik

hale getirilmesini saglamak Ornek verilebilir. PCL bozunma orani, salim teknolojisinde
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sikea kullanilan poliglikolid (PGA), poli-D,L-laktid (PDLLA) ve onun polimerleri gibi
diger polimerlerden daha yavastir. PCL’un yavas bozunma 6zelligi, 6zellikle 1 yildan fazla
stiren salim sistemi uygulamalarinda kullanilmasina olanak vermektedir (Woodruff ve
Hutmacher 2010). Hidrolitik olarak kararsiz alifatik ester baglarina sahiptir. Hidrolitik
bozunma, bozunma oranini yavaslatmaktadir. Tam bozunma sulu ortamda yaklagik 2-3 yil
stirer. PCL’un mekanik o6zelliklerinin gii¢lii olmamasina ragmen ko-polimerizasyon ve
diger polimerlerle karistirarak onun bu o6zelligi gelistirilebilir (Sinha ve dig., 2004).
Biyobozunma esnasinda, PCL’un asidik bir ortam olusturmadigi bilinmektedir. Bu
nedenle, eklem kikirdaginin sinoviyal bdlgesinde ilag tasiyicisi olarak kullanilmasi
uygundur. PCL, stabilite, diisiik fiyat ve bulunabilirlik gibi gesitli avantajlar nedeniyle
kemik ve kikirdak onarimlarinda en yaygin kullanilan polimerdir (Luciani ve dig., 2008;

Hutmacher, 2000).

Ayrica PCL; catlak, yapisma, direng gibi Ozellikleri gelistirmek igin karigimlarda
kullanilabilmektedir. Mikropartikiillerin ila¢ salimimni1 modifiye etmek i¢in seliiloz
propiyonat, selilloz asetat biitirat, polilaktik asit ve polilkatik asit ko-glikolik asit ile
karistirtlabilir (Woodruff ve Hutmacher 2010).

PCL mikrokiire/nanokiireler, ilacin tipine gore suda yag (o/w) dispersiyonu ve yagda su
(w/0) dispersiyonu gibi farkli tip metotlar kullanilarak hazirlanabilmektedir (Freiberg ve
Zhu, 2004). Kontrollii sartlardaki emiilsiyon tekdiize kiireler olusturabilir.
Mikrokiire/nanokiire formlar1 hazirlanmasinda tekli emiilsiyon (Pérez ve dig., 2000), cift
emiilsiyon solvent evoparasyon (Dhanaraju ve dig., 2006) ve piiskiirtmeyle kurutma (Chu

ve dig., 2006) teknikleri kullanilabilmektedir (Wang ve dig., 2009).

Cogu ilag ve toksik olmayan bozunma {irlinliniin; bozunma orani, yiiksek gegirgenligi uzun
siireli ila¢/as1 tasima aract olarak PCL’un kullanilmasimin ana faktorlerindendir.
Capronor®, polimer olarak PCL’in kullanildig1 uzun stireli bir koruyucu tagima aracidir ve
Levonorgestrenin uzun vadeli sifir salim siirlimii i¢in kullanilmistir (Nair ve Laurencin,
2007; Nair ve Laurencin, 2006). Sekil 2.7’de PCL ve onun e-polikaprolakton olarak

adlandirilan halkali formdaki monomeri gosterilmektedir.
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Kaprolakton Poli (kaprolakton)

Sekil 2.7. PCL ve onun g-polikaprolakton olarak adlandirilan halkali formdaki monomerinin
kimyasal yapis1 (Nair ve Laurencin, 2007).

PCL tabanli tasima sistemleri {izerine cesitli arastirmalar vardir. Ornegin; mide-bagirsak
yolu tasimasi i¢in Papaverine yiiklii PCL mikrokiireleri hazirlanmistir (Jeong ve dig.,
2003). Bu sistem mikrokiirelerin agiz yoluyla alinarak kolon bolgesindeki ilag salimini
geciktirmek i¢in kullanilmigtir. PCL ayni1 zamanda koruyucu hormon salimi i¢in yukarida
belirtildigi gibi miikemmel bir tasiyict olarak kullanilir (Dhanaraju ve dig., 2003;
Dhanaraju ve dig., 2004). Levonorgestrel ve etinil estradiol PCL i¢ine enkapsiile edilmis
ve bu formiilasyon koruyucu terapiye uygun bulunmustur (Dhanaraju ve dig., 2006).
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan felodipine ile yiiklii PCL mikrokiireler
hazirlanmistir (Kim ve dig., 2005). Malign lenfoma, beyin sap1 gliomalari, kiigiik hiicreli
akciger kanseri ve yumurtalik kanseri gibi hastaliklarda kullanilan etoposide (Vivek ve
dig., 2007) ve primer hepatik karsinom, meme kanseri ve karin kanserinde kullanilan
disodium norkantharidate (DSNC) gibi ilaglarin yan etkilerini en aza indirmek i¢in PCL
anti-kanser ilaglariyla yiiklenmistir (Wang ve dig., 2008).

Uzun siireli tedavide, secici bir dstrojen reseptorii modiilatorii (SERM; Jordan, 1998) olan
tamoksifen, endometrial kanser gibi bazi 6nemli yan etkilere sahiptir (Johnston, 1997;
Munster ve Hudis, 1999; Osborne ve Fuqua, 1994). Yan etkileri nedeniyle, timor
bolgesine hedefe yonelik teslimat gereklidir. Tamoksifen PCL nanopartikiillerine
hapsedilmis (Chawla ve Amiji, 2002) ve tiimor tarafindan emilen tamoksifen orami

tedavinin se¢iciligi tarafindan gelistirilmistir.

Son yillarda, protein yiiklii polimerik yapilar cazibe kazanmistir. Cheng ve dig. (2010)
PCL partikiillerinin i¢ine lizozimi enkapsiile etmistir. Diger polyester bazli sistemlerde,
protein / peptid salimi1 genellikle 1-4 ay stirmiistiir (Jiang ve dig., 2005). Bununla birlikte
PLGA’in hizli bozunmasi ve bozunma esnasinda asidik ortam olusturmasi bir dezavantaj

olarak bildirilmektedir. Bu avantajlardan dolay:1 siirekli protein salimlarinda PCL’un
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kullanimi PLGA’den daha uygundur (Sinha ve dig., 2004; Tang ve dig., 2007).
Enkapsiilasyon sonrasi konformasyonel degisikliklerin degerlendirilmesi, sigir serum
albumini (BSA-Bovine Serum Albumin) ve lizozim ile karsilastirmak i¢in miyoglobin, bir

model protein olarak PCL igerisine enkapsiile edilmistir (Hnaien ve dig., 2011).

2.6.2. Doksisiklin

Doksisiklin, tetrasiklin grubunun en kararli olarak bilinen tiyesidir. Gram negatif ve pozitif
bakteriler, protozoalar ve anaeoroblar icin kullanilan genis spektrumlu bir antibiyotiktir
(Bokor-Bratic ve Brkanic, 2000). Monohidrat ve hyclate formlarinin her ikisi i¢in de
uygundur. Acik sar1 renkli kristal tozlar1 seklindedir. Asla erimez ancak 209 °C’de
komiirlesir. Doksisiklin hyclate formundayken suda kolayca c¢oziiniirken monohidrat
formunda ¢ok az c¢oziinmektedir (Tamimi ve dig., 2007). Ayni zamanda metanolde
¢ozilinebildigi, etanolde az miktarda ¢6ziindiigii ve kloroform ve eterde hi¢ ¢éziinmedigi
bildirilmektedir. Sekil 2.8’de Doksisiklin hyclate’in kimyasal yapisi verilmistir (Kogawa
ve Salgado, 2012).

N——CH;
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Sekil 2.8. Doksisiklin hyclate’in kimyasal yapis1 (Kogawa ve Salgado, 2012).

Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a.), Porphyromonas gingivalis (P.g) ve
Bacteroides frosthytur (B.f.) gibi periodontal patojenlere karsi aktiviteye sahiptir. Tamimi
vd., (2007) periodontal hastaliklar i¢in siirekli salim sistemlerinde Doksisiklin monohidrat
ve Doksisiklin hyclate ile ¢alismis ve klinik c¢alismalarda, Doksisiklin hyclate en iyi
sonucu gostermistir (Choi ve dig., 2004).

Antibakteriyel aktivitesinin yani sira periodontal hastaliklarda matriks metaproteinaz
aktivitesini (MMP) ve sitokinezi inhibe eder (Choi ve dig., 2004). Eklem iltihabi
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hastaliklarinda, periodontitiste (Gapski ve dig., 2004) ve aort anevrizmasinda (Manning ve
dig., 2003) MMP aktivitesini azaltir. Ayrica, yara iyilesmesinde MMP'lerin bir inhibitori
olarak gorev yaptig1 da gosterilmistir (Chin ve dig., 2003; Shanmuganathan ve dig., 2008).

2.6.3. Gentamisin Siilfat

Gentamisin siilfat, genis bir spektrum aktivitesine sahip olan aminoglikozit smnifindan bir
antibiyotiktir. Mikobakteriyel, enterokokal ve siddetli gram negatif bakteriyel
enfeksiyonlar1 tedavi etmek ve Onlemek i¢in kullanilan bir bakteri 6ldiiriicii ajandir
(Naveed ve dig., 2014). Su iginde kolayca ¢oziinebilir. Ancak metanol igerisinde
¢Ozlinmez. En giliclii asidik durumda gentamisin siilfatin KK4 degerleri 12.55 ve bazik

durumda 10.18'dir ve 218-237 ° C'de erir. Sekil 2.9°da gentamisin siilfatin kimyasal yapisi

goriilmektedir.
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Sekil 2.9. Gentamisin stilfat’in kimyasal yapisi (Fiolet ve dig., 2018).

Stafilokok, psddomonas, klebsiella, enterobacter ve serratinin neden oldugu enfeksiyonlara
kars1 aktiftir. Cok gesitli insan bakteri enfeksiyonlarina, ¢ogunlukla Pseudomonas, Proteus,
Serratia’y1 igeren gram negatif ve Staphylococcus gibi gram pozitif bakterilere karsi
aktiftir. Ayrica hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE) yenidoganlarda varsayilan
enfeksiyonun deneysel tedavisi i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir. (Naveed ve dig.,
2014). Kemik ve yumusak doku enfeksiyonunun tedavisinde de yaygin olarak kullanildig:
bildirilmektedir (Chang ve dig., 2006).

Yiiksek oranda coziilebilir bir ilagtir. Fakat hiicre zarlarini1 verimli bir sekilde gegemez
(Tulkens, 1986). Bu da bruselloz gibi hiicre i¢i enfeksiyonlarin tedavisi i¢in énemli bir
dezavantaj olmaktadir (Prior ve dig., 2004). Yapilan bazi ¢calismalar gentamisinin in vitro
olarak steptomisine gore daha aktif oldugunu bildirmektedir (Hall, 1990; Gargani ve
Pacetti, 1986).
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Prior ve dig. (2004) galismalarinda; enfekte olmus monositlerdeki Brusella abortus yiikiinii
azaltabilmek i¢in gentamisin yiiklii mikrokiireler yapmislardir. Calismada, polimer olarak
PLGA kullanilmis ve enfekte olmus hiicrelerde 24 saat sonraki tedavi etkinligi
Ol¢iilmiistiir. Sonug olarak PLGA ile enkapsiile edilmis gentamisin siilfatin, hiicre igi
Brucella enfeksiyonlarin1 azaltmada etkin ilag hedeflemesi ve iletimi i¢in uygun

olabilecegi goriilmiistiir (Prior ve dig., 2004).

Solera ve dig. (1997) tarafindan insan brusellasi tedavisi lizerine doksisiklin ve gentamisin
kombinasyonlari ile ilgili bir calisma yapilmistir. Bu ¢alisma, 45 giin boyunca doksisiklin
ve 7 giin boyunca gentamisin kombinasyonunun bruselloz i¢in etkili ve iyi tolere edilen bir

terapi oldugunu gostermistir (Solera ve dig., 1997).

Tetrasiklin ve streptomisin kombinasyonu, insanlarda bruselloz tedavisinde etkilidir;
Ancak, niiks 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir (Solera ve dig., 1997). Ancak;
Lubani ve dig. (1989) 1100 bruselloz hastasi tedavi etmislerdir ve gentamisin ile
doksisiklin ya da oksitetrasiklin kombinasyonlar1 alan 89 c¢ocukta hastalik tekrar

niiksetmemistir.

2.7. Gida Kaynakh Enfeksiyonlar

Gidalar ¢ok sayida mikroorganizmaya konukc¢u olabilmektedir. Bu enfeksiyonlarin
kaynagi durumunda pek ¢ok sayida bakteri bulunmaktadir. Gida kaynakli enfeksiyonlar
cogunlukla yeterli oranda hijyen saglanamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu
enfeksiyonlara ait tedaviler de genellikle etkili olamamaktadir. En yaygin enfeksiyonlarin
pek ¢ogu kisa stireli olumsuz etkiye neden olur. Bu enfeksiyonlardan uzun siireli olumsuz
etkiye neden olan siit ve siit iirlinlerinde yeterli 1s1l islem uygulanmamasi neticesinde
ortaya ¢ikan Brucella spp. tiirlerinin kontaminasyonunda goriilmektedir. Brucellaceae
familyasinda bulunan Brucella cinsine ait tiirlerden meydana gelen gida kaynakli bir

enfeksiyon olup brusella veya bruselloz da denilen hastaliga yol agarlar.

2.7.1.Brusella

Hastalik; halsizlik, anoreksi, ates ve derin kas zayiflig1 ile karakterize zayiflatict bir
hastalik olarak, 1860 yilinda Marston tarafindan tanimlanmistir ve Bruselladan sorumlu
olan mikroorganizma da 1887’de David Bruce tarafindan izole edilmistir (Doganay ve

Aygen, 2003).
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Brusella, koyun, s1g1r, ke¢i, domuz gibi enfekte hayvanlardan gelen sivilarla temas yoluyla
bulasir. Brucella spp. gram negatif, fakiiltatif ve hiicre i¢i bakterilerdir. Brucella spp.'de B.
abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis ve B. neotomalar bulunmaktadir. Bunlarin
hepsi B. ovis ve B. neotoma harig, insan patojeni olarak bilinir (Cengiz ve Dolapgi, 1997).
B. ovis koyunlara 6zgii bir enfeksiyona neden olur ve sonug olarak insan hastaligina dahil
edilmemistir. B. neotom birkag kez izole edilmistir ve insan hastaligina asla
rastlanmamistir (WHO, 2006). Ayrica deniz memelilerinden izole edilen belirgin bir
Brucella susuna gegici olarak Brucella maris ismi verilmistir (Doganay ve Aygen, 2003).

Sonrasinda bu susun kara memelilerinden farkli oldugu tespit edilmistir.

Bruselloz diinya genelinde biiyiik bir halk sagligi sorunudur (Young, 1995; Colmenero ve
dig., 1996). Tim yas gruplari bruselloz ile enfekte olabilir. Endemik bdlgelerdeki
hastalarin dortte birinin 14 yasindan kiiciik cocuklar oldugu tahmin edilmektedir
(Bosilkovski ve dig., 2015). Kulugka siiresi bir hafta ile birka¢ ay arasindadir (Kaplan
Bulut ve dig., 2005). Brusella, diinyada en yaygin zoonozdur. Yillik bildirilen 500.000 yeni
vaka vardir. Bu nedenle; birgok {ilkede baslica ekonomik zararin nedeni brusella
olabilmektedir (Vilchez ve dig., 2015). Sigirlardaki B. melitensis, 6zellikle Orta Dogu ve
Akdeniz tilkelerinde ciddi sorun olabilmektedir (Eskandari-Nasab ve dig., 2013). Son
zamanlarda brusellaya olan bilimsel ilgi, diinyanin bir¢cok yerinde yeniden goriilmesi,

gozetiminin artmast ve B smifi bir biyo-terdrist ajan olmasindan kaynaklanmaktadir

(Franco, 2007).

Brusella bakterileri 4 derecede uzun siire hayatta kalabilir ve insanlara temas, solunum,
sindirim sistemi ve cinsel yolla bulasabilir (Cengiz ve Dolapg1, 1997). En biiyiik bruselloz
kaynag1 pastdrize edilmemis siit ve siit iiriinlerinin tiiketimidir. Ozellikle taze peynir;
Fransa, Italya, Yunanistan ve Orta Asya'da brusella i¢in énemli bir enfeksiyon kaynagidir.
Stitteki brusella pastdrizasyonla hayatta kalamaz. Bu nedenle, hastaliga karst korunmak
icin, siit tliketilmeden Once pastorize edilmelidir. Pastorizasyon miimkiin degilse, siit
minimum 80-85 °C sicakliga 1sitilmali ve sicaklik en az birka¢ dakika tutulmalidir. Siit ve

siit lirtinlerinin yani sira et de 6nemli bir brusella kaynagidir (WHO, 2006).

Diinya Saglik Orgiitii, brusellanin ¢ift veya ii¢lii uygulanan kombine antibiyotik ile tedavi
edilmesini 6nermektedir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerinden olan doksisiklin 6zellikle en
etkili olarak tespit edilmistir. Diger antibiyotiklerden, rifampin, streptomisin ve gentamisin

gibi antibiyotiklerle uygun kombinasyonlarinin kullanilmasi onerilmektedir (Gezgen ve
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Seker, 2014). Gentamisin ve doksisiklin sirasiyla 7 ve 45 giin kullanildiginda, bu
calismanin basarisinin % 86-94.8 arasinda oldugu tespit edilmistir (Hasanjani Roushan ve
dig., 2006; Solera ve dig., 2004; Solera ve dig., 1997b). Cocuklarda 5 giin gentamisin+8
hafta doksisiklin uygulamasi % 100 etkin tedavi olmustur. (Lubani ve dig., 1989). Bu
uygulamanin etkinligi yetiskin brusellozunda heniiz belirlenmemistir (Roushan ve dig.,
2010). Yapilan bir aragtirmada 5 giin gentamisin+8 hafta doksisiklin uygulamasinin 2 hafta
streptomisin+45giin doksisikin uygulamasindan daha iistiin olmadigini bulunmustur (Chen

ve dig., 2014).

Brusella tedavisi, hiicre i¢inde hayatta kalma ve fagositik hiicrelerde gogalmasi nedeniyle
zordur. Cilinkii ¢ogu antibiyotik, in vitro olarak aktif olmasina ragmen, aktif olarak hiicre
zarlarindan gegmez. En azindan iki ajanin bulundugu kombinasyonlar ile uzun siireli bir
ilag tedavisi gerektirmektedir (Hall, 1990). Gentamisin veya netilmisin ile doksisiklin
kombinasyonlarinin etkili ve de daha az olumsuz reaksiyona neden olduklar1 kanitlanmigtir
(Solera ve dig., 1996; Solera ve dig., 1997a). Ancak, kronik hale gelmesi ihtimali sebebiyle
brusella halk sagligi i¢in biiyiik bir tehdittir.

2.8. Gelecek Calismalar

Bu calismada Tirkiye’'nin de i¢inde oldugu bir¢ok iilke i¢in ciddi sorun olusturan
Brusella’nin tedavisinde kullanilan doksisiklin ve gentamisin antibiyotikleri; tekli
emiilsiyon ve ¢dziicli buharlagtirma teknigi kullanilarak enkapsiile edilmis ve optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Bahsi gegen antibiyotiklerin enkapsiile edilerek etkinliklerinin
artirllmast  amaglanmistir.  Ancak  salim  profilleri  incelenememistir. ~ Sonraki
caligmalarimizda bu veriler kullanilarak salim profilleri de incelenecektir ve ona bagh
olarak salim miktar1 belirlenecektir. Buna bagl olarak da brusella tedavisinde kullanim

olanaklar1 arastirilabilecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kullanilacak materyaller doksisiklin ve gentamisin antibiyotikleri olup, Sigma-Aldrich
firmasindan (Steinhein, Almanya) temin edilmistir. Enkapsiilasyonda kaplama materyali
olarak kullanilacak olan polimer Poli-e-kaprolakton (M,=14 kDa) (PCL), ¢o6zeltilerimizde
kullanacagimiz kloroform ve emiilsifiye edici ajan olarak kullanilan PVA (M,=27 kDa)

(Polivinil Alkol) da Sigma-Aldrich (Steinhein, Almanya) firmasindan alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bos Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Morfoloji ve biiytikliikkleri gibi 6zelliklerini standardize edebilmek i¢in mikrokiireler ilk
etapta bos olarak hazirlanmistir. Tekli emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma teknigi
kullanilmistir. Mikrokiire yapimi icin Oncelikle kullanilacak sulu fazin (stirekli faz)
hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun igin farkli konsantrasyonlarda PVA (Polivinil Alkol)
cozeltileri ile denemeler yapilmistir. Manyetik karistiricinin - (Schott-Instruments,
Germany) sicakligt 80 °C’ye ayarlandiktan sonra mikrokiire yapiminda kullanacagimiz
PVA ¢ozeltisi hazirlanmistir. PVA’nin iyice ¢oziinmesi ve karigmasinin saglanabilmesi
icin yaklasik 2-3 saat karistirma islemine devam edilmistir. Daha sonra ¢ozelti oda
sicakligina gelinceye kadar bekletilmistir. Bu sirada organik faz hazirlamak ig¢in 3 ml
Kloroform igerisine 0,2 gram poli-g-kaprolakton eklenmistir. Orbital karistirict (IKA KS
130 basic)’da 240 rpm (devir/dak) hizda 15 dakika karigtirilarak PCL’un ¢6ziinmesi

saglanmistir.

Hazirlanan PV A c¢ozeltisi oda sicakligina geldiginde kopiirtmek i¢cin manyetik karistiriciya
(Schott-Instruments, Germany) alinmistir. Kopiikler olustuktan sonra 6nceden hazirlanmis
PCL ¢ozeltisi, 1100 rpm hizda karismaya devam eden PVA ¢dzeltisine cam pastor pipet
yardimiyla yavas yavas damlatilmistir. Mikrokiirelerin olusmasina kadar gecen siirede
sicaklik termometre probu vasitasiyla 27°C’de sabit tutulmustur. Kloroform uguncaya

kadar (yaklasik 18 saat) ¢ceker ocak altinda karistirma islemine devam edilmistir.

Kloroform (organik faz) uctuktan sonra santrifiij islemine gecilmektedir. Santrifiij tiiplerine

konulan sulu faz (supernatan) 6000 rpm hizda 15 dakika santrifiij edilir (Niive NF 500).
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Mikrokiirelerin tiiplerin dibinde toplandigi goriiliir. Supernatandan PVA tamamen
ayrilincaya kadar ¢ozeltiye su eklenerek santrifiij islemine devam edilir. Santrifiij islemi
bittikten sonra santrifiij tiiplerinin dibinde bulunan mikrokiireler plastik pastor pipet
yardimiyla cam petriye almir. Etiivde yaklasik 37 °C’de kurumaya birakilir. Kuruyan
mikrokiireler spatiille kazinarak ependorf tiiplerine alinir. +4 °C’de desikatorde muhafaza

edilir (Aydm, 2011).
3.2.2. ilach Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

flagli mikrokiire hazirlanmasi i¢in bos mikrokiirelerin hazirlanmasinda tarif edildigi gibi
tekli emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma teknigi kullanilarak mikrokiireler olusturulmustur.
Sekil 3.1 ‘de bu teknige ait detaylar bulunmaktadir. Doksisiklin i¢eren mikrokiireler elde
etmek i¢in PCL ¢6zeltisine ilag polimer madde oran1 1:2 (w/w) olacak sekilde doksisiklin
eklenmis ve homojen sekilde karismasi saglanmistir. Doksisiklin ve Gentamisin iceren
mikrokiireler elde etmek i¢in ise PCL ¢ozeltisine gentamisin:doksisiklin oran1 1:9 (w/w)
olacak sekilde eklenmis ve ila¢ polimer orani yine 1:2 (w/w) olmasi saglanarak homojen

sekilde karigtirllmigtir.

Onceden hazirlanmus ilag iceren (doksisiklin veya doksisiklin+gentamisin) PCL ¢ozeltisi,
1100 rpm hizda karismaya devam eden PV A ¢ozeltisine cam pastor pipet yardimiyla yavas
yavas damlatilmistir. Mikrokiirelerin olusmasina kadar gegen siirede sicaklik termometre
probu vasitasiyla 27°C’de sabit tutulmustur. Kloroform uguncaya kadar (yaklasik 18 saat)
¢eker ocak altinda karigtirma islemine devam edilmistir. Bos mikrokiirelerde oldugu gibi

santrifiijlenip, kurutulup, +4°C’de desikatorde muhafaza edilmistir (Aydin, 2011).

flag Polimer
*Doksisiklin /

*Doksisiklin+ — Organik
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Sekil 3.1. Mikrokiire hazirlanma asamalari.

32



3.2.3. Ilach Nanokiirelerin Hazirlanmasi

Mikrokiire hazirlanmasinda oldugu gibi tekli emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma teknigi
kullanilmistir. Burada pargaciklarin boyutlarii nanoya getirmek amaciyla Sekil 3.2°de
gorillen damlatma asamasindan (2.) sonra Ve c¢eker ocak altinda karistirma (4.)

asamasindan dnce homojenizator ile yiliksek hizda karistirma iglemi yapilmistir.

Hazirlanan PVA ¢ozeltisi oda sicakligina geldiginde bu ¢ozeltiden 40 ml alinmastir.
Homojenizatér (IKA-Ultraturrax T-25, Germany) kullanilarak bu kopiirtiilen ¢ozeltiye,
onceden hazirlanmis olan doksisiklin veya doksisiklin ve gentamisin igeren PCL ¢dzeltisi,
karistirma islemi yapilmaksizin cam pastor pipet yardimiyla damlatilmistir. Damlatma
islemi bittikten sonra homojenizatorle karistirilmistir. Daha sonra PVA miktar1 75 ml’ye
tamamlanmis ve kloroform uguncaya kadar (yaklasik 18 saat) 1100 rpm’de manyetik
karigtiricidda  karistirma-solvent buharlagtirma islemi uygulanmistir. Bu  karistirma

esnasinda termometre probu vasitasiyla sicaklik 27°C’de sabitlenmistir.

Doksisiklin igeren nanokiireler elde etmek i¢in PCL ¢ozeltisine ilag polimer madde orant
1:2 olacak sekilde (0.1 gram doksisiklin) eklenmis ve homojen sekilde karigsmasi
saglanmistir. Doksisiklin ve Gentamisin igeren nanokiireler elde etmek icin ise PCL
¢ozeltisine ise 0.09 gram doksisiklin, 0.01 gram gentamisin eklenmis ve homojen sekilde
karigmas1 saglanmigtir. Kloroform uguncaya kadar (yaklasik 18 saat) ¢eker ocak altinda
karistirma islemine devam edilmistir. Bos mikrokiirelerde oldugu gibi 6000 rpm hizda 15
dakika santrifiij edilir. 37°C’de kurutulup, +4°C’de desikatorde muhafaza edilmistir
(Aydin, 2011).
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Sekil 3.2. Nanokiire hazirlanma asamalari.
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3.3. Mikro/Nanokiirelerin Karakterizasyonu

3.3.1. Parcacik Biiyiikliigii Ol¢iimii

Parcacik biiyiikliigii dagilimi, 1slak metod ile yapilmistir. Olgiim prensibi Mie Teoriye
dayanan metotta, pargaciklar sivida disperse edilmis ve Olglimleri, Malvern Mastersizer
2000 ile ODTU Gida Miihendisligi Laboratuarinda yapilmistir. Par¢acik boyutu dagilim
genigligi (SPAN), asagidaki denkleme gore hesaplanmistir (Aydin ve dig., 2014):

d [0.9] — d[0.1]
d[0.5]

SPAN =

3.3.2. Mikroskobik incelemeler

Mikro/nanokiirelerin ilk gortintiileri i¢in mikroskop (Olympus BX53F) kullanilarak
fotograflar ¢ekilmistir.

3.3.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Calismalari

Pargaciklarm yiizey ve morfolojik zellikleri igin ODTU Merkezi Laboratuvari biinyesinde
bulunan SEM Laboratuvari'nda QUANTA 400F Field Emission SEM cihaz1 kullanilmustir.
SEM'e uygun iletken yiizeyler saglamak i¢in, parcaciklar bakir disk iizerine Serpilmek

suretiyle dagitilmis ve iistleri incelemeden Once altinla kaplanmustir.
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4 BULGULAR

4.1. Bos Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

llag yiiklii mikrokiire yapilmadan once mikrokiireler bos olarak yapilarak uygun
stirfaktan/emiilsifikasyon ajan1 konsantrasyonu belirlenmistir. Polimerik ila¢ salim
sistemlerinde tekli emiilsiyon-solvent buharlagtirma teknigi kullanildiginda en c¢ok tercih
edilen siirfaktan polivinil alkoldiir. Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda PVA ¢o6zeltileri
ile denemeler yapilmistir. Bu denemeler sonucunda en uygun konsantrasyon olarak % 2 ve

% 4’lik PV A‘lin mikrokiire yapiminda kullanilmasina karar verilmistir.

Ayrica, mikrokiirelerin morfolojileri ve biiytikliikleri gibi 06zelliklerini standardize
edebilmek i¢in de mikrokiirelerin oOncelikle bos olarak yapilmasi gerekmektedir.
Pargaciklarin morfolojisini gorebilmek i¢in mikroskop (Olympus BX53F) goriintiileri
alimmustir. Sekil 4.1’de % 2 PVA ile hazirlanmis parcaciklar ile % 4 PVA ile hazirlanmis
parcaciklarin kiire seklinde oldugu goriilmektedir. Bu pargaciklardan % 2 PVA ile
hazirlanmis olanlarin ¢api, % 4 PVA ile hazirlananlardan daha biiyiikk oldugu

goriilmektedir.

Sekil 4.1. A) % 2 PVA ile hazirlanmis bos mikrokiireler (10X biiyiitme) B) % 4 PVA ile
hazirlanmig bos mikrokiirelere ait mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme).

4.2. Doksisiklin  ve Doksisiklin&Gentamisin  Yiikli = Mikro/Nanokiirelerin

Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Mikro/nanokiire olusturmak igin tek basina doksisiklin veya doksisiklin ile gentamisin

beraber olarak yiiklenmis ve onlarin boyut ve morfolojileri degerlendirilmistir. Bunun igin
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sulu faz olarak % 2 ve % 4’liik PVA kullanilmigtir. Oncelikle yapilan malzemenin
morfolojisini gérebilmek i¢in mikroskop (Olympus BX53F) goriintiileri alinmigtir. Sekil

4.2 ve 4.3’te hazirlanan parcaciklardan bazilarina ait mikroskop goriintiileri bulunmaktadir.

Sekil 4.2. % 4 PVA ile hazirlanmis A) Doksisiklin-Gentamisin kombinasyonu B) Doksisiklin
yuikli mikrokiirelere ait mikroskop goriintiileri (10X biiyiitme).

Sekil 4.2°de siirfaktan olarak % 4 PVA kullanilarak hazirlanan pargaciklar goriilmektedir.
Doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklenerek hazirlanan pargaciklarin

kiire seklinde oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.3°te ise, % 2 ve % 4’lik PVA ile hazirlanmig ve nano boyutlu hale getirebilmek
icin homojenizator ile damlaciklarin 7200 rpm ile kirildigi, doksisiklin ve doksisiklin-
gentamisin kombinasyonu yiiklenerek hazirlanmig parcaciklar goriilmektedir. Bu
parcaciklarin da kiire seklinde oldugu ve homojenizatér kullanilmadan yapilan
parcaciklardan olduk¢a kiiciik olduklart goriilmektedir. Ancak, incelenen mikroskop
goriintiilerinde % 2 ve % 4 PVA ile hazirlanan kiireciklerin ¢aplar1 arasinda belirgin boyut

farki tespit edilememistir.
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Sekil 4.3. 7200 rpm’lik karistirma uygulanmig, % 2 PVA ile hazirlanmig A) Doksisiklin B)
Doksisiklin-Gentamisin kombinasyonu yiiklii; % 4 PVA ile hazirlanmis C) Doksisiklin D)
Doksisiklin-Gentamisin kombinasyonu yiiklii pargaciklara ait mikroskop goriintileri (100X
biiytitme).

Hazirlanmig pargaciklarin boyut dagilimlarinin degerlendirilmesi igin pargacik boyutlari

Olciilmiistiir. Bu dl¢limlere ait sonuglar Tablo 4.1, ve 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Homojenizator kullanilmadan hazirlanmig pargaciklarin boyutlari.

Siirekli e Tae Dx Dx Dx D D
Faz | AKtfBilesen | 151 50y | (90) | [3.2]] [4.3]

% 2 PVA | Doksisiklin 47 | 874 193 50 112 1,67

Span

Doksisiklin+
Gentamisin

% 4 PVA | Doksisiklin | 48,1 | 76,3 167 | 43,4 | 143 1,56

% 2 PVA 47,1 | 86,1 175 | 46,7 | 107 1,49

Doksisiklin+

0,
%4 PVA Gentamisin

436 | 72,4 125 35 96,4 1,12

Tablo 4.1.’de homojenizator kullanilmaksizin ve % 2 ile % 4 PVA kullanilarak hazirlanan
doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii pargaciklarin boyut dlgtimleri
goriilmektedir. % 2 PVA ile hazirlanan doksisiklin iceren mikrokiirelerin pargacik boyutu
Olclimlerine gbére mikrokiirelerin ortalama boyutlart 87,4um’dir ve % 90’1 193 pm’den

kiiciiktiir. % 2 PVA ile doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiikli mikrokiirelerin
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pargacik boyutu dl¢iimlerine gore mikrokiirelerin ortalama boyutlar1 86,1 pm’dir ve % 90’1
175 pm’den kiigiiktiir. % 4 PV A ile hazirlanan doksisiklin igeren mikrokiirelerin pargacik
boyutu Ol¢iimlerine gore mikrokiirelerin ortalama boyutlar1 76,3 um’dir ve % 90’1 167
um’den kiiciiktiir.% 4 PVA ile doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii mikrokiirelerin
pargacik boyutu Ol¢limlerine gore mikrokiirelerin ortalama boyutlart 72,4 pm’dir ve %90°1

125 pm’den kiigtiktiir.

Tablo 4.2. Homojenizator kullanilarak hazirlanmis pargaciklarin boyutlari.

Siirekli Aktif rom Dx Dx Dx D D Span
Faz Bilesen PM 110y | (50) | (90) | [3.2] | [4.3] b

% 2PVA | Doksisiklin | 3400 | 698 | 175 | 547 | 789 | 302 273
% 2PVA | Doksisiklin | 7200 | 86 | 938 | 206 15 103 210
% 2 PVA %Oe‘;st':#]‘i';?; 3400 | 103 | 381 | 175 | 141 69 4,32
% 2 PVA %Oekrft':r':]‘i';i”; 7200 | 971 | 873 | 232 | 164 | 107 255
%4 PVA | Doksisiklin | 3400 | 988 | 400 | 124 | 136 | 57.1 2.79
%4 PVA | Doksisiklin | 7200 | 493 | 229 | 913 | 805 | 391 377
% 4 PVA %Oe‘;st';']‘i's'?; 3400 | 432 | 145 | 427 | 487 | 217 2.65
% 4 PVA %Oekrft':r':]‘i's'i”; 7200 | 150 | 330 | 631 | 254 | 410 1.46

Tablo 4.2°de ise homojenizator kullanilmak suretiyle ve % 2 ile % 4 PVA kullanilarak
hazirlanan doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii pargaciklarin boyut

Olctimleri goriilmektedir. % 2 PVA ile hazirlanan pargaciklarin boyut 6l¢iimleri i¢in:

3400 rpm ile homojenize edilen ve tek basina doksisiklin iceren pargaciklarin sadece %
10’u 6,98 pm’den kiigtliktiir. Ortalama boyutlar1 17,5pm’dir ve % 90’1 54.7 pm’den
kiigiiktiir.

7200 rpm ile homojenize edilen ve tek basina doksisiklin i¢eren pargaciklarin sadece %
10’u 8,6 um’den kiigiiktiir. Ortalama boyutlart 93,8um’dir ve % 90’1 206 pm’den
kiigiiktiir.
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3400 rpm ile homojenize edilen ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu igeren
parcaciklarin sadece % 10’u 10,3 pm’den kiigiiktiir. Ortalama boyutlar1 38,1um’dir ve
% 90’1 175 pm’den kiigtiktiir.

7200 rpm ile homojenize edilen ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu igeren
parcaciklarin sadece % 10°u 9,71 pum’den kiigiiktiir. Ortalama boyutlar1 87,3um’dir ve
% 90’1 232 pm’den kiigiiktiir.

% 4 PVA ile hazirlanan parcaciklarin boyut olctimleri icin ise:

3400 rpm ile homojenize edilen ve tek basina doksisiklin i¢eren pargaciklarin sadece %
10’u 9,88 pm’den kiiciiktlir. Ortalama boyutlar1 40,9um’dir ve % 90’1 124 pm’den
kiictiktiir.

7200 rpm ile homojenize edilen ve tek basina doksisiklin iceren pargaciklarin sadece %
10’u 49,3 pm’den kiigiiktiir. Ortalama boyutlart 229um’dir ve % 90’1 913 um’den
kiictktiir.

3400 rpm ile homojenize edilen ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu igeren
parcaciklarin sadece % 10’u 43,2 pm’den kiigiiktiir. Ortalama boyutlart 145um’dir ve
% 90’1427 pm’den kiigiiktiir.

7200 rpm ile homojenize edilen ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu igeren
pargaciklarin sadece % 10’u 150 pm’den kiiciiktiir. Ortalama boyutlar1 330pum’dir ve %
90’1 631 pm’den kiigtiktiir.

Homojenizator kullanilmadan hazirlanmis pargaciklarin SEM goriintiileri Sekil 4.4- Sekil
4.7 arasinda bulunmaktadir. Burada pargaciklarin ylizey morfolojileri, kiireselligi ve boyut
dagilimi ile ilgili tespitler yapilmistir. Oncelikle kiire seklini alabildigi dogrulanmustir.
Parcaciklarin  boyut Ol¢limii (Tablo 4.1) ile birlikte bu pargaciklarin mikrokiire
siiflandirmasina dahil oldugu goriilmistiir. Buna gore % 4 PVA kullanilarak hazirlanan
bu mikrokiireler, yiizey morfolojisi bakimindan % 2 PVA ile hazirlanan mikrokiirelerden
daha piiriizsiizdiir. Yiizeyde por olusumu gézlemlenmemistir. Doksisiklin tek basimna ve
doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii mikrokiirelerin hig¢birinde por ve morfoloji

bakimindan 6nemli bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4.4. % 2 PVA ile hazirlanmis doksisiklin yiiklii pargaciklar (sirastyla 1000X, 500X, 250X
biiyiitme).

2, SO0, 2 400 O
el Y5 0

Sekil 4.5. % 2 PVA ile hazirlanmis doksisiklin+gentamisin yiklii par¢aciklar (sirasiyla 1000X,
500X, 250X biiyiitme).

Ancak, % 2 PVA ile hazirlanmis mikrokiireler (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) ve % 4 PVA ile
hazirlanmis mikrokiireler (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7) arasinda 6nemli bir boyut farki
goriilmemektedir. Ayn1  zamanda doksisiklin  yiiklii ve doksisiklin-gentamisin
kombinasyonu yiiklii mikrokiirelerin de aralarinda boyut farki bakimindan onemli bir
degisiklik gorilmemistir. Parcacik boyutu dagilimi timiinde genel olarak homojendir.
Karistirma sirasinda damlaciklarin kirilmasindan kaynaklandig: diisiiniilen oldukea kiiclik
kiiremsi parcaciklar homojenligi az da olsa bozmaktadir. SEM fotograflarina gore
mikrokiirelerin ortalama ¢apinin yaklasik 50-70 um civarinda oldugu goérilmektedir.
Parcacik boyutu 6l¢iimiine gore ise, ortalama parcacik ¢apt 73-88 pm arasindadir. % 2
PVA ile yapilan parcaciklar incelendiginde kirilan damlaciklarin kiire yapis1 kazanamadig:
goriilmektedir. Ayrica kiire olusumu sirasinda baska kiireden koptugu diisiiniilen

parcaciklar bulunmaktadir; ¢ilinkii bazi kiirelerde sonradan koptugu izlenimi veren bolgeler
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goriilmektedir. Yani kiire olusumu tamamlandiktan sonra kiirelerin biitiinliigliniin
bozuldugunu diisiindiirmektedir. Bu durum % 4 PVA ile yapilanlarda ise tersi olup, kirilan

damlaciklarin kiire yapist kazandigini géstermektedir. Ayrica olusan kiirelerde biitlinliigii

bozucu kisimlar olmadig1 goriilmektedir.

Sekil 4.6. % 4 PVA ile hazirlanmig doksisiklin yiiklii pargaciklar (sirasiyla 1000X, 500X, 250X
biiylitme).

Sekil 4.7. % 4 PVA ile hazirlanmis doksisiklint+gentamisin yiiklii pargaciklar (sirastyla 2000X,
500X, 250X biiyiitme).

Homojenizatér kullanilarak 3400 ve 7200 rpm’de hazirlanan pargaciklarin SEM
fotograflar1 Sekil 4.8 ile Sekil 4.15 arasindadir. Buna goére bu parcaciklarin homojenizator
kullanilmadan yapilan parcaciklardan daha kii¢lik boyutlu olduklar1 gériilmektedir. Ancak
bu parcaciklar da Tablo 4.2 ve SEM fotograflarinda goriildiigii gibi nano boyutta
olamadigindan mikrokiire siniflandirmasina tabidir. 2000x ve 1000x biiyiitme vasitasiyla
genel dagilim goriilmektedir. Bu SEM fotograflarindaki genel dagilima bakarak nano
boyutlu kiireciklerin de varligi goriilmektedir.
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Sekil 4.8. % 2 PVA ile hazirlanmis, homojenizatdrde 3400 rpm ile karistirilmig doksisiklin yiiklii
pargaciklar (5000X, 2000X, 1000X).

% 2 PVA ile hazirlanmis 3400 rpm’de homojenize edilmis doksisiklin yiiklii kiirecikler
(Sekil 4.8) ile % 4 PVA ile hazirlanmis 3400 rpm’de homojenize edilmis doksisiklin yiiklii
kiirecikleri (Sekil 4.12) karsilagtirdigimizda, daha piirlizsiiz ve homojen kiirelerin % 2
PVA ile elde edildigi goriilmektedir. Ancak, ¢ok kiiclik parcaciklarin da olustugu
goriilmektedir. Daha piriizli yiizey morfolojisine sahip % 4 PVA ile hazirlanan
kiireciklerde bazi biiyilk damlaciklar sebebiyle olusan biiyiik kiirecikler olmasaydi, boyut
dagilimi bakimindan daha homojen olan parcaciklarin bu konsantrasyonda olustugunu
sOylemek dogru olacakti. SEM fotograflarina gére pargacik boyutlari, % 2 PVA i¢in Spm
ve alt1 iken, % 4 PVA ile 3-5 um civarinda yogunlagsmaktadir. Biiyiik kiirecikler ise 10 pm

civarinda goriilmektedir. Burada, piiriizsiiz yizey % 2 PVA ile; homojene en yakin

dagilimi ise % 4 PVA ile elde edilmistir.

Sekil 4.9. % 2 PVA ile hazirlanmis, homojenizatorde 7200 rpm ile karistirilmis doksisiklin yiiklii
pargaciklar (5000X, 2000X, 1000X).
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% 2 PVA ile hazirlanmis 7200 rpm’de homojenize edilmis doksisiklin yiikli kiirecikler
(Sekil 4.9) ile % 4 PVA ile hazirlanmig 7200 rpm’de homojenize edilmis doksisiklin yiikli
kiireciklerin (Sekil 4.13) karsilastirilmasinda ylizey morfolojileri bakimindan benzerlikleri
gbze carpmaktadir. Ayrica boyut dagilimi bakimindan homojen oldarak goriilmelerine
ragmen, % 4 PVA ile hazirlanan kiireciklerde yer yer yapisma ve agregat olusma durumu
goriilmektedir. Parcacik boyutu (Tablo 4.2)’de boyut Ol¢limlerinin de yiiksekligi bundan
ileri gelmektedir. Bu durumun bir sebebi olarak PVA’nin yikanma ile ayrilmamasindan
kaynaklandigimi diisiindiirse de, tek sebep bu degildir. Yapim esnasinda 7200 rpm ile
kirilan damlaciklarin daha sonra organik fazi ugurma asamasinda ¢eker ocak altinda 1100
rpm ile karistirilmasi sonucunda, ayrilan yogun igerikli damlaciklar PVA tarafindan
yeterince kaplanamadigindan tekrar birlesmiglerdir. Bu durum % 2 PVA kullaniminda
daha diisiik olmustur. Konsantrasyon artinca viskozite de artmistir, dolayisiyla kopiirme de

artmis oldugundan, kiiciilen damlaciklari etkin sekilde saramadigi i¢in % 4 PVA ile uygun

parcacik eldesi saglanamamustir.

Sekil 4.10. % 2 PVA ile hazirlanmig, homojenizatdrde 3400 rpm ile karistirilmis doksisiklin-
gentamisin yiiklii pargaciklar (5000X, 2000X, 1000X).

Sekil 4.10 ve Sekil 4.14 ‘te doksisiklin-gentamisin yiiklii ve 3400 rpm’de homojenize
edilmis pargaciklar goriilmektedir. Sekil 4.14°teki parcaciklarin birbirine yapisik olduklar
gorilmektedir. Bu parcaciklar da % 4 PVA ile hazirlanmistir. Sekil 4.10°da gorildiigi
tizere, % 2 PVA ile hazirlanan pargaciklarda az da olsa bir yapisma durumu goriilmektedir.
Bu yapigma gorlinlimiine ragmen pargacik boyutlart 6l¢giim sonuglari (Tablo 4.2) ile SEM
fotograft (Sekil 4.10) vasitasiyla gbzlemlenen boyutlar yaklasik da olsa Ortiismektedir.
Sekil 4.10 incelendiginde, ortalama c¢apt 5-10 um civarinda pargaciklar oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 4.11. % 2 PVA ile hazirlanmis, homojenizatérde 7200 rpm ile karistirilmis doksisiklin-
gentamisin yiiklii pargaciklar (5000x, 2000x, 1000x).

Sekil 4.11 ve Sekil 4.15’te doksisiklin-gentamisin yiiklii ve 7200 rpm’de homojenize
edilmis parcaciklar goriilmektedir. % 2 PV A ile hazirlanan pargaciklarin oldukea piiriizsiiz
yiizey morfolojileri vardir ve 5 pm civarinda pargacik boyutuna sahip olduklari
goriilmektedir (Sekil 4.11). Ancak, % 4 PVA ile hazirlanmis parcaciklar agregat
olusturmuslardir. O ylizden Tablo 4.2°de olcililen degerler de gercek sonuglar

yansitmamaktadir.

Sekil 4.12. % 4 PVA ile hazirlanmis, homojenizatérde 3400 rpm ile karigtirilmis doksisiklin yiiklii
parcaciklar (5000x, 2000x, 1000x).

Stirfaktan olarak % 4 PVA ile hazirlanmig, 3400 rpm ve 7200 rpm ile homojenize edilen
doksisiklin yiiklii pargaciklarin az da olsa yapismis olduklari Sekil 4.12 ve 4.13 ‘te
goriilmektedir. SEM fotograflar1 kiire olusumunun gerceklestigini gostermektedir. Ancak

parcacik boyut 6l¢iimleri (Tablo 4.2) incelendiginde, 7200 rpm ile karistirilan pargaciklarin
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yapigmasi sonucu boyutlarin arttigini gostermektedir. Gelecek c¢aligmalarda kullanilmast

miimkiin olmayacaktir.

Sekil 4.13. % 4 PVA ile hazirlanmis, homojenizatérde 7200 rpm ile karigtirilmis doksisiklin yiiklii
pargaciklar (5000x, 2000x, 1000x).

Siirfaktan olarak % 4 PVA ile hazirlanmis, 3400 rpm ve 7200 rpm ile homojenize edilen
doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii pargaciklarin birbirine yapismis olduklari
Sekil 4.14 ve 4.15 ‘te gorilmektedir. Bunlarda da kiire olusumu gergeklesemediginden

gelecek calismalarda kullanilamayacaktir.

Sekil 4.14. % 4 PVA ile hazirlanmig, homojenizatérde 3400 rpm ile karistirilmis doksisiklin-
gentamisin yiiklii pargaciklar (5000x, 2000x, 1000x).
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Sekil 4.15. % 4 PVA ile hazirlanmig, homojenizatdorde 7200 rpm ile karistirilmig doksisiklin-
gentamisin yiiklii pargaciklar (5000x, 2000x, 1000x).

Bu bilgiler 1s1ginda, hem % 2 PVA, hem de % 4 PVA ile hazirlanan pargaciklar i¢in su
genellemeyi yapmak miimkiindiir: 3400 rpm ile hazirlanmis kiireler boyut olarak 7200 rpm
ile hazirlanmig olanlardan daha biiyiiktiir. Homojenizatoriin damlaciklarin kiigiiltiilmesine
ve artan hizin da damlacik boyutlarinin kiigiiltiilmesine olumlu etkisi oldugu asikardir.
Ayrica bu sonuglar literatiirle de uyumludur. Homojenizatér kullanimi damlaciklarin
kiictiltiilmesinde etkilidir ancak % 2 PVA ve % 4 PVA ile yapilan parcaciklarda bu boyut
farkliligit SEM fotograflarinda goriilmemektedir. Pargacik boyutu Ol¢limlerinde ise % 2
PVA ile daha kiigiik ¢apl kiireler elde edilmistir (Tablo 4.2). Halbuki % 4 PVA ile daha
kiiciik capl kiirelerin elde edilmesi gerekiyordu. Homojenizatoér kullanmadan yapilan
mikrokiirelerde bu etkiyi gérmek miimkiindiir (Tablo 4.1). Siirfaktan konsantrasyonu

artinca mikrokiirelerin ¢aplar1 artmistir.

Siirfaktan olarak % 2 PVA ile hazirlanmis doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin
kombinasyonu yiiklii olan kiirelerin yiizey morfolojileri incelendiginde piiriizsiiz ve
gozeneksiz olduklari gériilmektedir. Homojenizatorde 3400 rpm ile karistirilan doksisiklin-
gentamisin kombinasyonu yiiklii olan kiirelerin yiizeyi incelendiginde damlaciklarin
kirilmas1 esnasinda biraz piiriizlii hale geldigi diisiiniilse de, kirildig diisiiniilen
damlaciklarin kiire sekli aldigr goriilmektedir. Dagilimm homojen oldugu goriillen 3400
rpm ile homojenize edilen doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii olan kiireler ile
doksisiklin yiiklii kiireler arasinda tek fark yiizey piiriizliliigiidiir. Ayrica doksisiklin yiikli
kiirelerin 8-10 um civart pargactk boyutuna sahip oldugu; doksisiklin-gentamisin

kombinasyonu yiikli olan kiirelerin ise 5-10 pum civar1 pargacik boyutuna sahip olan
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kiirelerden olustugu goriilmektedir. Homojenizatoriin 7200 rpm ile karistirilmasi ile
yapilan doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiikli olan mikrokiirelerin de

yiizeyi piiriizsiizdiir. Pargacik boyutlarinin ise, 5 um ve alt1 oldugu goériilmektedir.

Siirfaktan olarak % 4 PVA ile hazirlanmig doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiikli
olan mikrokiirelerin hem 3400 hem de 7200 rpm ile homojenize edilmis olanlar1 birbirine
yapismis olduklarindan kullanilmasi miimkiin degildir. Sadece siirfaktan olarak % 4 PVA
ile hazirlanmis ve doksisiklin yiikli 3400 ile 7200 rpm ile homojenize edilmis
parcaciklarin kiire olusumu gergeklesmistir. Homojenizasyon hiz1 7200 rpm kullanilarak
hazirlanan pargaciklarda az da olsa yapismalar vardir. SEM fotograflarina bakildiginda %
4 PVA ile hazirlanmig ve 3400 rpm ile karigtirllmis doksisiklin yiiklii par¢aciklar boyut
olarak 10 um civaridir. Dagilim homojen sayilabilir. Siirfaktan olarak % 4 PVA ve
homojenizasyon hizi olarak 7200 rpm olan pargaciklar ise 3-5 pm’dur. 100 nm ve alti
boyutlarin nanokiire olarak kabul edilmesi nedeniyle, yaklasik 5 um capa sahip kiirelerin

mikrokiire diizeyinde olduklari sdylenebilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Optimizasyon calismalarinda oncelikle bos mikrokiireler hazirlanmistir.  Farkhi
konsantrasyonlarda PVA ¢ozeltileri (% 0.75, 1.5, 2, 3, 4 ve 5, w/v) hazirlanarak yapilan
denemelerde olusan pargaciklarin morfolojisini incelemek icin Oncelikle mikroskop
kullanildi. Mikroskopla inceleme sonucunda kiire olusumu, ylizey morfolojisi ve parcacik
dagilimi1 bakimindan uygun olmayan PV A konsantrasyonlar1 % 0.75 ve % 1.5 olarak tespit
edilmistir. O yiizden ila¢ yiiklenmemistir. PVA konsantrasyonunu artirarak bu 6zelliklerin
daha da gelistirilebilecegi diistiniilmiis olup, yapilan denemeler sonucu % 2 ve daha yiiksek
konsantrasyon iceren PVA ¢ozeltisinin kiire olusumunu destekledigi goriilmiistiir. Ayn
sekilde literatiirde de benzer c¢alismalar olmasi, sonucu destekler niteliktedir. PVA
konsantrasyonunu artirarak bu 6zelliklerin daha da gelistirilebilecegi diisliniilmiistiir. Ayni
tespit literatliirde de goriilmektedir. SEM fotograflarina bakildiginda 5-100 pm arasinda
degisen caplara sahip daha yumusak kiiresel yapilar % 4 ve % 6 PVA c¢ozeltileri ile elde
edilmistir. Mikrokiirelerin SEM fotograflar1 incelendiginde, % 2 PVA ¢ozeltisi
kullanildiginda, % 4’lik ve % 6’lik PVA ile hazirlanan mikrokiirelerden daha biyiik
boyutlu pargaciklarin elde edildigini gostermistir (Aydin, 2011). Aym sekilde % 5 PVA
kullanilarak yumusak kiiresel daha kii¢iik boyutlu yapilar elde edilmistir.

Emiilsiyon stabilizatoriiniin mikrokiirelerin biiyiikliigli tizerindeki etkisi literatiirde diger
arastirmacilar tarafindan da gosterilmistir. Polimer olarak PCL, siirfaktan olarak da PVA
kullanilarak mikrokiireler hazirlandiginda daha kiigiik mikrokiirelerin elde ediligi tespit
edilmistir (Kim ve dig., 2005). PVA'nin partikiil biiyiikliigli tizerindeki etkisi esas olarak
amfifilik davranisindan kaynaklanmaktadir. PVA molekiilleri, damlaciklari stabilize etmek
i¢in damlaciklarin yiizeyinden uzaklasir. Iki fazin ara yiiziindeki serbest enerjiyi azaltarak
ve mikrokiirelerin birlesmesini ve topaklanmasini 6nleyerek damlaciklari stabilize eder. Bu

da mikrokiire damlaciklarinin daha kiigiik boyutlarda stabil hale gelmesine neden olur.

PVA konsantrasyonu arttiginda, sulu fazin viskozitesi artar, bu da birlesmeyi 6nler ve
homojen damlaciklarla stabil bir emdiilsiyon olusturur. Bunun aksine, diisik PVA
viskozitesinin mikrokiirelerin topaklanmasina ve daha biiyiik pargaciklar olusturmasina
izin verdigi gosterilmistir (Shukla ve dig., 2007). Baska bir deyisle, dis faz, yiiksek PVA

konsantrasyonlarinda damlaciklarin birlesmesini 6nleyecektir (Aishwarya ve dig., 2008).
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Aishwarya ve dig. (2008) doksisiklin yiiklii PCL mikrokiirelerini hazirlamak i¢in agirlik¢a
% 1 ile % 5 arasinda farkli PVA konsantrasyonlar1 kullanmis ve bu ¢alismada PVA
konsantrasyonunun benzer etkisini gozlemlemislerdir. Baska bir c¢alismada, PVA
konsantrasyonu % 0.25'ten 2'ye degistirildiginde, mikrokiire boyutlar1 da azalmistir (Vivek
ve dig., 2007).

Mikropartikiil olusumu sirasinda PV A'iin, polimer yiizeyleri arasinda niifuz ederek partikiil
yiizeyini stabilize ettigi bilinmektedir. PVA hidrofilik bir polimerdir ve yiiksek PVA
konsantrasyonu yiiksek miktarda artik PVA'ya neden olabilir. PVA yikama ile sistemden
uzaklastirilsa bile, PVA'iin en az % 8-12'si hala mikrokiireler iizerinde kalmaktadir (Vivek
ve dig., 2007). Bu ozellik PVA kullanimini1 sinirlamaktadir. Bu nedenle, optimizasyon

calismalari sirasinda, PV A konsantrasyonu daha fazla arttirilmamastir.

Su fazimin 6zellikleri mikrokiire boyut dagilimi ve morfolojisinin optimizasyonu tizerinde
tek basina etkili ve yeterli degildir. Karistirma hizi pargacik boyutu iizerinde etkilidir.
Organik fazin suda dagilmasi i¢in enerji verir. Yiiksek hizli karigtirmalarda olusan ytiksek
miktarda kpiik mikrokiire stabilizasyonunu olumsuz etkilemektedir. Kopiik, parcaciklarin
yiizeyinin kayganligin1 azaltmaktadir. Karistirma hizi artinca mikrokiire boyutlar
kiiciilmektedir; damlaciklarin kiigiilmesi daha iyi emiilsiyon olusumunu desteklemektedir
(Aishwarya ve dig., 2008, Wang ve dig., 2008). Ancak kopiirme kayganligi azaltigindan,
7200 rpm ile karistirma sonucu pargaciklar stabilizasyonunu tamamlayamayip, birbirlerine
yeniden yapismislardir. PVA konsantrasyonu yiikseldik¢e koplirme arttigr icin % 4 PVA
ile hazirlanan 7200 rpm’de homojenize edilen pargaciklarin kiire olusumunun

gerceklesmedigi goriilmektedir.

Homojenizatoér kullanilmadan hazirlanan mikrokiireleri inceledigimizde, pargacik boyut
Ol¢iimleri ile SEM fotograflari birbirini destekler niteliktedir. PVA konsantrasyonu
arttikga, ortalama pargacik cap1 diismektedir (Wei ve dig., 2004; Bolourtchian ve dig.,
2005; Kemala, ve dig., 2010);.

% 2 PVA ile yapilmis mikrokiirelerin ortalama caplari, Dx(50); sirasiyla, doksisiklin ve
doksisiklin-gentamisin yiiklii olanlar igin 87,4 ve 86,1 um iken, % 4 PVA ile yapilmis
mikrokiirelerin ortalama caplari, Dx(50); sirasiyla, doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin
yiikli olanlar i¢in 76,3 ve 72,4 um’dir. Burada, konsantrasyonu diisiik olan siirfaktanla
hazirlanan mikrokiireler daha biiyiik olmustur. Yiizey morfolojisi bakimindan % 4 liik

PVA ile yapilan mikrokiireler daha piiriizsiizdiir. Doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin
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kombinasyonunun yiizey ve boyutla ilgili 6zelliklere herhangi bir olumlu veya olumsuz

etkisi goriilmemektedir.

Parcactk boyutu ve SEM sonuglarma gore, homojenizatdr kullanilmadan yapilan
mikrokiirelerin % 4 PVA kullanilarak hazirlananlari, boyut, sekil ve morfolojik 6zellikleri
dikkate alindiginda daha uygun olduklar tespit edilmistir. Buna karsin % 2 PVA ile
yapilanlarda dagilmis bazi pargaciklar géze carpmaktadir. Kiire olusumu sirasinda veya
daha sonrasinda biitiinliiklerinin bozulduklari diistiniilmektedir. Doksisiklin yikli PCL
mikrokiireler hazirlanirken % 4 PVA konsantrasyonunun mikropartikiil geri kazanimini
arttirdig1 da belirtilmektedir (Aishwarya ve dig., 2008). Boyut dagilimi esit ve homojen
oldugu goriilen % 4 PVA ile hazirlanmis mikrokiirelerdir.

flag yiiklii mikrokiirelerin de bos olanlara gore daha az gdzenekli ve daha kaba oldugu,
kabalik ve gozenekliligin, isleme sirasinda ¢oziiciiniin uzaklastirilmasina bagli oldugu ileri
striilmistiir (Dash, 1997, Wang ve dig., 2008). Disodyum norkantharide (DSNC) yiikli
PCL mikrokiirelerin enine kesiti, bos olanlara kiyasla olduk¢a gozenekliydi. Morfolojideki
farkliliklar, ilaglarin fizikokimyasal yapisinin bir sonucu olarak kabul edilmektedir. Tlacin
tuz formunda olmasi halinde mikrokiire i¢inde ozmotik basinca neden olabilecegi ve
polimer koaservasyonu sirasinda bir faz ayrilmasi elde edilebilecegi bildirilmistir
(Weidenauer ve dig., 2003; Wang ve dig., 2008). Bu hipotezin en iyi kaniti, ilagtan ziyade
NaCl enkapsiile edilirken elde edildi. NaCl enkapsiile edilmis mikrokiireler kaba yilizey ve
gozenekli yapiya sahiptir. Bununla birlikte, mikrokiireler 5-florourasil veya diger model
ilaglarla, norkantharidin (DSNC'nin asit anhidrit formu) gibi tuz olmayan formda
enkapsiile edildiginde, piiriizsiiz yiizeylere ve daha az gozenekli yapiya sahiptirler (Wang
ve dig., 2008). Bu c¢alismada, daha az gozenekli doksisiklin yiiklii mikrokiirelerin elde
edilmesinin temel nedeni doksisiklinin kimyasal yapisidir. Mikrokiirelerin diizgiin yapisina
katkida bulunan diger faktor, organik ¢oziiciinlin buharlasma hizidir. Aragtirmacilar, diisiik
buharlasma oranlarinin kiirelerin ylizeyinde diisiik gozeneklilie neden oldugunu

belirtmislerdir (Izumikawa ve dig., 1991; Chung ve dig., 2001; Freiberg ve Zhu, 2004).

Homojenizatér kullanilmadan % 2 PVA ile hazirlanmis doksisiklin-gentamisin
kombinasyonu yiikli mikrokiirelerde bazi pargaciklarda sekil olusumunun tam
gerceklesemedigi veya olusan sekilde biitiinliiglin korunamadig: tespit edilmistir. Bunun
sebebi olarak gentamisinin, ¢6ziicii buharlagtirma sirasinda su fazina erken dagildig

tahmin edilmektedir. Bu durumun gentamisinin pik diizeyine hizla erigsmesinden
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kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Gentamisin ¢ozlinlirligli doksisiklinle aynidir ancak
doksisiklin serumda en iist seviyeye 2-4 saatte gelmektedir. Gentamisin ise damar yoluyla

verildiginde 30-90 dakikada serumda pik degerine ulasmaktadir (medicines.org.uk).

PVA orami arttikca daha kiiciik kiireler elde edilebilmistir. Karistirma hizi arttikca da
damlaciklarin kii¢iilmesi beklenmektedir. Karistirma hiz1 arttikga pargacik boyutu
azalmaktadir (Lee ve dig., 1999). Ancak homojenizatdr kullanilarak yapilan parcaciklarda
beklenmeyen sonuglar ortaya ¢ikmistir. Par¢acik boyutu 6l¢iimii sonuglarinin ifade edildigi
Tablo 4.2°den goriildiigii lizere elde edilmek istenen nano boyutlu parcaciklar elde
edilememistir. Damlaciklarin SEM fotograflarinda kiigtildiigii, fakat kiigiilen damlaciklarin
birbirlerinden ayrilamadig1 goriilmektedir. SEM fotograflar1 incelendiginde, ¢ok kiiciik ve
cok biiyiik boyutlu kiirelerin ayni anda olustugu ve de olusan kiirelerde yer yer
yapigsmalarin oldugudur. Yapigsmalar yiiziinden parcacik boyutu Slgiimlerinde kiirelerin
Olciim degerleri oldukca yiiksek bulunmustur. Homojenizatorle karistirma sonucu PVA
cozeltisinde meydana gelen asir1 kdplirme neticesinde parcaciklar kayganligin azalmasi
sonucu birbirlerine yapismaktadir. Burada bu yapismanin diger nedeni olarak yikama ile

yeterince uzaklagsamayan PV A olarak da goriilmektedir.

Homojenizasyon hizi 7200 rpm ve siirfaktan olarak % 4 PVA kullanildiginda
homojenizerde yiiksek oranda kopiirme goriilmiistir. Asir1 koplirme damlaciklarin
kayganligini azalttigindan birbirine neredeyse tamamen yapisik damlaciklarin olugsmasina
sebep olmustur. O yiizden de pargacik boyut dagilimi homojen dagilim géstermemektedir.
Hem c¢ok kiiciik, hem de ¢ok biiyiik parcaciklarin bir arada oldugu SEM fotograflarinda
acikca goriilmektedir.

Sonug olarak, homojenizator kullanildiginda, doksisiklin ve doksisiklin ile gentamisin
kombinasyonu yiiklii kiireciklerin siirfaktan olarak % 2 PVA ile yapilmis olanlar yiizey ve
morfolojik o6zellikler bakimindan % 4 PVA olanlara gore daha dstiin bulunmustur.
Karigtirma hizinin 7200 rpm olmasi1 pargaciklarin kirilmasina ancak yapisik olmasina
neden olmustur. Karistirma hizi etkisiyle yiiksek miktarda olusan kopilik yiiziinden
parcaciklarin birbirinden ayrilamadigir goriilmiis, boyut Ol¢iimii saglikli olamamuigtir.
Homojenizatorde 3400 rpm ile karistirma hizi uygun bulunmustur. Homojenizator
kullanilmadiginda ise, doksisiklin ve doksisiklin-gentamisin kombinasyonu yiiklii
kiireciklerin siirfaktan olarak % 4 PVA ile yapilmis olanlar1 yilizey ve morfolojik 6zellikler

bakimindan daha {stlindiir. Homojenizatér kullanilmadiginda % 2 PVA ile yapilan
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mikrokiirelerin ortalama parcacitk boyutu daha biliylk olmustur. Biitiin pargaciklar
mikrokiire boyutlarindadir. Nanokiire eldesi saglanamamistir. Parcaciklar homojenizator
sayesinde Kkiigiiltiilebilmis olsa da yeterli olamamustir. Nanokiire yapimi igin bagska

caligmalar, yontemler veya siirfaktan denemeleri yapilmalidir.
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