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ÖZET 

 

Pezik, E., Hipertansiyon Tedavisinde Etkili Çözünürlük Sorunu Olan Bir Etkin 

Madde Üzerinde Önformülasyon Çalışmaları, Hacettepe Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü, Farmasötik Teknoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 

2022. Bu tez kapsamında hem L-tipi hem de T-tipi kalsiyum kanallarını bloke etme 

yeteneğine sahip bir molekül olan M3'ün nanokristal teknolojisi (NKT) ile zayıf 

çözünürlüğünün iyileştirilmesi ve pullulan bazlı ağızda dağılan film (ADF) 

formülasyonlarının geliştirilmesi hedeflenmiştir. Çözünürlük ve Caco-2 permeabilite 

çalışma sonuçları M3’ün Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ne (BCS) göre Sınıf 

4’de yer alabileceğini göstermiştir. Çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin 

kombinasyonu ile farklı tür ve oranlarda stabilizan ve kriyoprotektan kullanılarak 

gerçekleştirilen formülasyon çalışmaları sonucunda optimum nanokristal 

formülasyonu (%5 trehaloz ile dondurularak kurutulmuş %0,5 poloksamer 188 ile 

hazırlanan nanosüspansiyon; 320,2 ± 15,3 nm, -27,4 ± 0,1 mV) belirlenmiştir. 

Optimum nanokristal formülasyonu ve çözücü dökme yöntemine göre hazırlanan 

ADF formülasyonları çeşitli fizikokimyasal çalışmalar (XRD, DSC, FT-IR, SEM) ile 

analiz edilmiş ve sonuçlar M3’ün kristal halden amorf yapıya dönüştüğünü  

göstermiştir. Kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları ile pullulan bazlı ADF 

formülasyonlarının 4 hafta boyunca fiziksel stabilitesini koruduğu tespit edilmiştir. 

M3 nanokristalleri ile M3’ün çözünme profili iyileştirilirken, çözünürlüğünde 

yaklaşık 200 kat ve permeabilitesinde yaklaşık 30 kat artış elde edilmiştir. Farklı 

kanser hücre hatları (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3, A549) üzerinde yapılan hücre 

kültürü çalışmaları, M3 ve M3 nanokristallerinin anlamlı bir sitotoksik etkiye sahip 

olmadığını göstermiştir.  

 

      Anahtar Kelimeler: Ağızda dağılan filmler, biyofarmasötik sınıflandırma  sistemi,    

çözünürlük ve permeabilite, dihidropiridin türevleri, nanokristal 

teknolojisi  

  Destekleyen Kurumlar: Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar 

Koordinasyon Birimi (Proje Numarası: THD-2019-18409) tarafından 

desteklenmiştir.  
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ABSTRACT 

Pezik, E., Preformulation Studies on an Active Substance with  Solubility 

Problems in the Treatment of Hypertension, Hacettepe University Graduate 

School of Health Sciences, Pharmaceutical Technology Programme, Ph.D 

Thesis, Ankara, 2022. This thesis aims to improve the poor solubility of M3, a 

molecule that can block both L-type and T-type calcium channels, with nanocrystal 

technology (NKT), and to develop orally disintegrating film (ADF) formulations 

pullulan based. The equilibrium solubility and Caco-2 permeability study results 

indicated that M3 could be a Biopharmaceutical Classification System (BCS) Class 4 

compound. Optimum nanocrystal formulation (nanosuspension prepared with 0.5% 

poloxamer 188 freeze-dried with %5 trehalose; 320.2 ± 15.3 nm, -27.4 ± 0.1 mV) 

was determined as a result of formulation studies using different types and ratios of 

stabilizers and cryoprotectants by the combination of precipitation and 

ultrasonication methods. The optimum nanocrystal formulation and the ADF 

formulation prepared by the solvent casting method were analyzed by various 

physicochemical studies (XRD, DSC, FT-IR, SEM) and the results showed that M3 

transformed from crystalline to amorphous structure. Short-term accelerated stability 

studies were shown that pullulan-based ADF formulation maintain their physical 

stability for 4 weeks. Dissolution rate, solubility (200 times), and permeability (30 

times) of M3  were improved and increased by preparing M3 nanocrystals compared 

to raw M3.  The cell culture studies on different cancer cell lines (Caco-2, MCF-7, 

SK-BR-3, A549) showed that M3 and M3 nanocrystals did not have a significant 

cytotoxic effect. 

 

 Key Words: Orally disintegrating films, biopharmaceutics classification system, 

solubility and permeability, dihydropyridine derivatives, nanocrystal 

technology 

Supporting Institution: This study was supported by Hacettepe University 
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1 

1. GİRİŞ 

Hipertansiyon (HT) sürekli kan basıncı yüksekliği ile seyreden ve tüm 

dünyada sık görülen önemli bir halk sağlığı sorunudur (1-3). HT’un ciddi 

komplikasyonlara sebep olduğu ve tedavi edilmezse kalp yetersizliği, koroner kalp 

hastalığı, hemorajik ve trombotik inme, böbrek yetmezliği, periferik arter hastalığı, 

aort diseksiyonu gibi hastalıklara neden olduğu bilinmektedir. Ayrıca, HT’nun ölüm 

oranını da artırdığı yapılan çalışmalarla ortaya koyulmuştur (4). HT’u olan yetişkin 

birey sayısının 2025 yılına kadar, sağlıksız diyet (yüksek sodyum ve düşük potasyum 

alımı) ve fiziksel aktivite eksikliği gibi yaşam tarzı faktörlerine ve HT farkındalık 

oranının oldukça düşük olmasına bağlı olarak, artacağı ve dünya çapında yaklaşık 1,5 

milyara ulaşacağı tahmin edilmektedir (2, 5, 6). Bu durum, son yıllarda, HT 

tedavisinde başarı ve farkındalık oranlarının artırılması hususunda yapılan 

çalışmalara odaklanılması gerekliliğini doğurmuştur (7).  

Günümüzde HT’un tedavisinde önerilen yaklaşımlardan biri olan kalsiyum ve 

potasyum kanallarının modüle edilmesi önemli bir tedavi seçeneğidir. Kalsiyum 

iyonları; nörotransmitter salımı ve nörolojik etkilerinin yanı sıra, uyarılabilir 

hücrelerde kasılma gibi birçok anahtar fizyolojik olayın düzenlenmesinde görev 

almaktadır. Elektriksel olarak uyarılmış bir hücrede, hücre içindeki kalsiyum iyonu 

düzeyinin artması sonucu damar düz kası kasılmakta ve kan damarları büzülerek kan 

basıncı artmaktadır. Sürekli kan basıncı yüksekliği de klinikte karşımıza HT olarak 

çıkmaktadır (8-10).  

Kalsiyum kanal blokörleri (KKB), hücre membranında yer alan voltaja 

bağımlı kalsiyum kanal proteini ve reseptörlerine yüksek bir afiniteyle 

bağlanmaktadır.  KKB ve reseptörlerinin etkileşmesinin doğal bir sonucu olarak 

hücre içine kalsiyum iyonlarının geçişi engellenmektedir. Hücre içine kalsiyum 

iyonu girişinin engellenmesi sonucunda ise, kan damarları gevşemekte ve kan basıncı 

düşmektedir. Uzun süreli kan basıncı yüksekliğini önlemelerinin yanı sıra, daha 

seyrek ve daha az ortostatik hipotansiyona sebep olmalarından dolayı bu ilaçlar 

sempatolitik ilaçlara göre; kalp, beyin ve böbrek gibi organların kanlanmasının yanı 

sıra diğer bölgelerdeki doku perfüzyonunu azaltmamaları, karbonhidrat ve lipit 

metabolizmasını olumsuz etkilememeleri gibi üstünlüklere sahiptirler ve bu nedenle 
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diüretik ve beta blokör grubu ilaçlara tercih edilmektedirler. KBB’ler özellikle hafif 

ve orta derecedeki primer (esansiyel) HT’nun tedavisinde tek ilaç olarak 

kullanılabilmektedirler (9, 10). KBB, yapı özelliklerine göre temel olarak üç alt 

gruba ayrılmaktadır. Bunlar; 1,4-Dihidropiridin (DHP) türevleri, fenilalkilamin 

türevleri ve benzodiazepin türevleridir (11). Bu ilaçlar DHP’ler ve DHP yapısı 

taşımayanlar (non-DHP) olarak da sınıflandırılmaktadır (12). Bu grubun en önemli 

üyesi olan DHP türevi ilaçlar, günümüzde angina pektoris ve HT olmak üzere 

kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde en çok tercih edilen ilaç grubudur (8, 13). 

DHP türevleri, diğer iki alt gruptan farklı olarak vazoselektif özelliğe sahip olmaları 

sayesinde kardiyak depresyona neden olmamaktadır (9, 10). Bu gruptaki ilaçlar, 

farmakolojik etki profili açısından da özellikle kalp ile ilgili bir komplikasyonu 

olmayan olgularda diğer iki alt grup ilaçlara tercih edilmektedir. Bunlara ek olarak, 

DHP türevleri yeni başlayan kalp krizinden korunmada yetersiz kalsa da felç 

vakalarını önemli ölçüde azaltmaktadır. Bu ilaçların “Joint National Committee on 

Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC 7)” 

raporuna göre, sistolik HT hastalarında, özellikle felç riskinin azaltılması amacıyla, 

ilk ilaç olarak kullanılması önerilmektedir (14).  

 1,4-DHP’lerin ilk sentezleri Hantzsch tarafından 1882’de yapılmıştır ve 

grubun prototipi olan nifedipin, 1975 yılında “Adalat®” ticari adıyla Bayer firması 

tarafından Almanya’da tedaviye sunulmuştur (8, 13). Klinikte nifedipin kullanımı ile 

başarılı sonuçların elde edilmesi, DHP türevleri üzerinde daha yoğun çalışmaların 

yapılmasını sağlamış olup, toksisitenin azaltılması ve biyoyararlanımın iyileştirilmesi 

ile daha güvenli ve daha uzun etki süreli yeni kuşak türevlerin araştırılmasına hız 

vermiştir (15, 16). Amlodipin, isradipin ve nifedipin gibi ticari DHP'ler, farmakolojik 

etkilerini göstermek için öncelikle L-tipi kalsiyum kanallarını hedeflemektedir (17). 

DHP yapısı üzerinde yapılan çeşitli modifikasyonlar sonucu DHP halkasının 

kondanse sistem içerisine alındığı “hekzahidrokinolin” türevlerinin ise L-tipi 

kalsiyum kanallarının yanı sıra  farklı fizyolojik fonksiyonlara sahip T-tipi kalsiyum 

kanalları üzerinde de etkili oldukları gösterilmiştir (18). T-tipi kalsiyum kanalları 

aldosteron sekresyonunda yer aldığından, tek bir DHP türevi ile hem L- hem de T-

tipi kalsiyum kanallarının hedeflenmesi, günümüzde  HT’nun daha başarılı bir klinik 

kontrolü için rasyonel bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir (19, 20). DHP yapı 
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iskelesini geliştirmeye yönelik çalışmalar,  heksahidrokinolin halka sistemi içeren ve 

hem L- tipi hem de T-tipi kalsiyum kanal blokörü olan “M3” (benzil 4- (2-hidroksi -

5-nitrofenil) - 2,6,6-trimetil - 5-okso - 1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin - 3-karboksilat) 

ile sonuçlanmış olup tez kapsamında bu ilaç adayı  molekül ile çalışılmıştır (18).  

  1,4-DHP türevlerinde, biyolojik aktivitenin düşmesine neden olacak olumsuz 

karakteristik özellik olarak; molekülde değişme (DHP’ler gün ışığında (400-600 nm) 

hızla “nitrozopiridin” türevlerine dönüşmektedir), sudaki zayıf çözünürlükleri ve 

farmakolojik etkide azalmaya hatta toksik etkiye yol açacak yüksek fotosensitivite 

sorunları bildirilmiştir (21). Bu sorunların üstesinden gelmek için bazı araştırmacılar, 

molekül üzerinde fotodegredasyondan sorumlu yapıların modifikasyonunu 

önerirken; bazı araştırmacılar ise, fiziksel ve kimyasal dayanıklılığını arttırmak için 

uygun bir formülasyon yaklaşımını önermektedir (22).  

Nanokristal teknolojisi (NKT), çözünürlük sorunu olan etkin maddelerin 

partikül boyutunun küçültülmesi ile biyoyararlanım profilini iyileştirmek amacıyla 

uygulanan evrensel bir yaklaşım olmakla birlikte, literatürde 1,4-DHP türevlerine 

uygulanabilirliği ile ilgili çok fazla çalışma bulunmamaktadır. NKT yaklaşımı ile, 

diğer nanofarmasötiklere göre daha az miktarda etkin madde kullanılarak daha 

yüksek yükleme etkinliğine sahip ve daha stabil yapıların elde edilmesi ve 1,4-DHP 

türevi gibi etkin maddelerin çözünürlük sorunun aşılarak dozaj şekli haline 

getirilmesi mümkün olabilecektir.  

1,4-DHP türevi yeni sentezlenmiş bir ilaç adayı olan M3’ün NKT’ne dayalı 

ağızda dağılan film (ADF) formülasyonlarının geliştirilmesi, karakterize edilmesi ve 

değerlendirilmesini kapsayan bu tezin temel amaçları;  

- Suda çözünürlüğü çok düşük olduğu bilinen M3’ün Biyofarmasötik 

Sınıflandırma Sistemin’deki (BCS) yerini tespit etmek, 

- Zayıf çözünürlük ve düşük çözünme hızına bağlı olarak oral 

biyoyararlanım sorunu yaşayacağı öngörülen M3’ün bu sorununu 

gidermek için NKT ile çözünürlüğünü iyileştirmek,  

- Optimum nanokristal formülasyonu kullanarak çözücü dökme yöntemi ile 

ADF formülasyonlarını geliştirmek, 
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- İnsan kolorektal adenokarsinoma hücre hattı (Caco-2) kullanılarak yapılan 

hücre kültürü çalışmaları (sistotoksisite ve permeabilite çalışmaları) ile 

geliştirilen formülasyonların in-vitro etkinlik profilini değerlendirmek 

olarak sıralanabilir. 

Tez kapsamında, hem L-tipi hem de T-tipi kanalları bloke etme yeteneğine 

sahip olan M3 yeni sentezlenmiş bir molekül olup, M3 içeren nanokristal 

formülasyonları ilk kez çalışılmıştır. Tez çalışması kapsamında geliştirilen M3 

nanokristallerini içeren ADF formülasyonlarının geliştirilmesi ve karakterizasyonu  

piyasada henüz antihipertansif ilaç içeren ADF formülasyonunun olmamasından 

dolayı oldukça önem taşımaktadır. Nanokristallerin hazırlanması aşamasında 

öncelikle farklı stabilizan ve kriyoprotektan türleri/oranları ve farklı yöntem 

parametreleri ile M3 için uygun olan formülasyon kompozisyonu tasarlanmış, 

ardından optimum nanokristal formülasyonları ile pullulan bazlı ADF 

formülasyonları hazırlanmıştır. Hazırlanan formulasyonlar üzerinde çeşitli 

fizikokimyasal analizler, stabilite çalışmaları ve hücre kültürü çalışmaları ile in-vitro 

etkinlik çalışmaları yapılmıştır. Yeni sentezlenen bu etkin maddenin içerdiği yapı 

sayesinde HT’nun daha başarılı bir klinik kontrolü için yenilikçi bir yaklaşım olarak 

kabul edilmesi, nanokristallerinin hazırlanması ile çözünürlük probleminin aşılması 

ve ADF formülasyonlarının hazırlanması ile tablet kullanımında zorluk yaşayan 

özellikle geriatrik ve psikotik hasta popülasyonları gibi geniş bir hasta 

popülasyonunu da içine alarak hasta uyuncunun artırılması, suya erişimi kısıtlı olan 

hasta gruplarına hitap etmesi açısından özgün bir değer taşıdığı ve literatüre birçok 

yönden katkı sağlayabilecek nitelikte olduğu düşünülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hipertansiyon Tanı ve Tedavisi 

HT, genel olarak tekrarlayan ölçümlerde sistolik kan basıncının 140 mm Hg 

ve/veya diyastolik kan basıncının 90 mm Hg ya da üzerinde olması ile karakterize 

kardiyovasküler bir hastalıktır. HT’na bağlı yaşanan komplikasyonlarının her yıl 9,4 

milyon ölüme neden olduğu bildirilmiştir (3). Bu sebeple HT, 2010 yılında yapılan 

bir araştırmaya göre, ekonomik olarak hem gelişmiş hem de gelişmekte olan 

ülkelerdeki bireyleri etkileyen ve küresel hastalık yükü için önde gelen bir risk 

faktörü olarak gösterilmiştir (23). Bu kardiyovasküler riskin ileriye yönelik 

değerlendirilmesi için de Sistematik Koroner Risk Değerlendirmesi (SCORE) 

Modeli gibi çeşitli bilgisayar temelli yöntemler geliştirilmiştir. Avrupa’da yapılan 

kohort çalışmalar ışığında oluşturulan SCORE Modeli; yaş, cinsiyet, sigara 

alışkanlığı, toplam kolesterol ve sistolik kan basıncına göre 10 yıllık sürede 

kardiyovasküler hastalıktan ölüm riskinin hesaplanmasında kullanılmaktadır (24).  

HT’un görülme sıklığı yaş, cinsiyet, ırk ve etnik kökene göre değişmektedir 

(25). Türkiye’de erişkinlerde yapılan epidemiyolojik çalışmalarla hastalığın görülme 

sıklığının yüksek olduğu, tanı ve tedavi oranlarının yeterli olmadığı bildirilmiştir. Bu 

durum, yaşlı nüfusun ve obezitenin artışı, diyette fazla tuz alımının yanı sıra 

antihipertansif ilaçların biyolojik ortamda karşılaştığı kısıtlayıcı faktörler ve bireysel 

farklılıklar ile de ilişkilendirilmiştir (3).  

HT, temelde primer (esansiyel) ve sekonder HT olarak tanımlanmakla birlikte 

gün içerisindeki sirkadiyen ritme göre değişen kan basıncına bağlı olarak farklı 

şekillerde de sınıflandırılabilmektedir. Tüm HT olgularının yaklaşık %80-90’ını 

mekanizması tam olarak bilinmeyen ve herhangi bir ikincil hastalığa bağlı 

oluşmayan primer HT oluştururken, %10-20’sini ise endokrin, renal ve nörolojik 

nedenler gibi çeşitli hastalıkların neden olduğu sekonder HT oluşturmaktadır (3, 4).  

HT tanısı için öncelikle kişi en az 5 dak. dinlendikten sonra, avucu açık ve 

kol kalp seviyesinde olacak şekilde tekrarlayan ölçümler yapılarak kan basıncı 

kaydedilmektedir (3). Burada sistolik kan basıncı ölçümü özellikle önemlidir. Çünkü 

yaşa bağlı olarak artan kan basıncı sebebiyle, 80 yaş ve üzeri hasta gruplarında 
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sistolik kan basıncının 150 mm Hg üzerinde olmasının kabul edilebilir bir durum 

olduğu yapılan çalışmalarla bildirilmiştir (3, 24). Ayrıca aritmi olan hastalarda kan 

basıncı ölçümü için kullanılan otomatik cihazlar hatalı sonuç verebileceğinden 

nabzın değerlendirilmesi hastalık tanısında kritik bir önem arz etmektedir. Bu 

sebeple aritmisi olan hasta gruplarında risk faktörlerini belirlemek ve hastalık tanısı 

için her klinik muayenede 30 sn’den kısa olmamak koşulu ile nabız ölçümü, hastalık 

öyküsünün irdelenmesi, fiziksel muayene ve gerekli laboratuvar verilerinin 

incelenmesi gerekir (3). Tüm bu incelemelerden sonra hasta için çeşitli yasal 

otoritelerin tanımlamış olduğu sınıflamaya göre tanı konulabilir. 

   HT’un tedavisinde ilk aşamada; tuz ve alkol kısıtlaması, sağlıklı beslenme, 

hareketli bir yaşam, stres yönetimi, ideal vücut ağırlığına dikkat etme gibi yaşam 

tarzı değişiklikleri önerilmektedir. Yaşam tarzı değişikleri ile kontrol altına 

alınamayan ya da bu tedavi yönteminin başarılı olmadığı olgularda ilaçla tedaviye 

başvurulmaktadır. Kişinin yaşı, kan basıncı değerleri ve eşlik eden sekonder 

hastalıkları dikkate alınarak antihipertansif ilaçların biri ya da birkaçının 

kombinasyonu ile uygun ilaç tedavisine karar verilmektedir (1-3).  

Antihipertansif ilaçlar, genel olarak primer etki bölgeleri, etki mekanizmaları 

ve tarihsel gelişim sıralarına göre; diüretikler, beta blokörler, KKB’leri, anjiyotensin 

dönüştürücü enzim inhibitörleri ve anjiyotensin reseptör blokörleri olarak 

sınıflandırılmaktadır (3, 9, 24). Klinikte sıklıkla kullanılan bazı antihipertansif ilaçlar 

Şekil 2.1.’de özetlenmiştir. 
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Şekil 2.1. Klinikte sıklıkla kullanılan antihipertansif ilaç grupları ve örnekleri. 

2.2. Antihipertansif İlaçların Oral Biyoyararlanımını Kısıtlayan 

Faktörler ve Biyoyararlanımlarının Artırılmasına Yönelik Genel Stratejiler 

Terapötik açıdan etkisi onaylanmış bir ilaç etkin maddesinin vücutta hedef 

bölgeye etkili ve güvenilir bir şekilde ulaşabilmesinde oral, parenteral, pulmoner, 

oküler ve topikal uygulama gibi birçok uygulama yolu mevcuttur (26). Günümüzde 

hala bu uygulama yolları arasında en yaygın ve en popüler olanı oral uygulamadır 

(27). Çünkü oral yol; özellikle özel hasta popülasyonları için bireysel uygulama, 

ağrıdan kaçınma, uygulama kolaylığı, yüksek hasta uyuncu, tasarım esnekliği, düşük 

maliyet ve kontrollü ölçeklendirme gibi avantajlar sunmaktadır (28, 29). 

Antihipertansif ilaç tedavisinde de sağladığı bu avantajlar sebebiyle genellikle oral 

uygulama yolu tercih edilmektedir. Fakat oral yoldan uygulanan birçok 

konvansiyonel dozaj formunda, antihipertansif ilaç etkin maddelerinin sahip olduğu 

bir takım fizikokimyasal özellikler ve biyolojik faktörler nedeniyle biyoyararlanım 

sorunları yaşanmaktadır (30, 31). Antihipertansif ilaçlarda oral biyoyararlanımı 

kısıtlayan faktörler aşağıdaki gibi sıralanabilir. 

a) İlacın absorbsiyon bölgesinde çözelti formunda olması gerekliliğine karşı 

birçok antihipertansif etkili ilacın suda zayıf çözünür özelliğe sahip olması,  
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b) İlacın lipit yapılı membrandan geçiş oranını belirleyen faktör olan 

partisyon katsayısının (Log P) uygun olmaması,  

c) İlacın karaciğerde presistemik eliminasyona uğraması,  

d) P-glikoprotein (P-gp) aracılı iletim sisteminin ilacın absorbsiyonunu 

sınırlandırması,  

e) İlacın gastrointestinal sistem fizyolojisinden etkilenmesi ve çeşitli 

enzimatik yolaklarla parçalanması (28, 32),  

f) Bazı antihipertansif ilaçların yarılanma ömrünün kısa olması ve ışığa 

maruziyette bozunmasıdır (31),  

Oral biyoyararlanım sorunu yaşayan bazı antihipertansif ilaçlar ve 

nedenlerine ilişkin genel bilgiler Tablo 2.1.’de verilmiştir.
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Tablo 2.1. Oral biyoyararlanım problemi yaşayan bazı antihipertansif ilaçlar ve nedenleri. 

Sınıf Etkin Madde Yarı Ömür 

(t1/2, saat) 

Çözünürlük                 

(µg/mL) 

Log P Presistemik 

Eliminasyon 

P-gp 

Substrat 

BCS Sınıf Oral 

Biyoyararlanım (%) 

Kaynak 

Diüretikler 

(-tiazid) 

 

Hidroklortiazid 5,6-14,8 7x102    4 65 33, 34 

Beta blokörler 

(-lol) 

Celiprolol 4-5    +  30-70 35-37 

Atenolol 6-9 1x103 0,5   3 46-62 38-41 

Labetolol 3,5 33,3 7,08 +  1 60-75 42-44 

Talinolol 12 20 3,5  + 2 55 43, 45- 48 

Karvedilol 6-10 pH bağımlı çözünürlük 

pH>9, çözünürlük<1 

pH=7, çözünürlük=23 

pH=5, çözünürlük=100 

3,8 + + 2 25-30 42,  49-51 

Anjiyotensin dönüştürücü 

enzim inhibitörleri 

(-pril) 

Kaptopril 

 

2-3     3 75 

(Yiyecek etkisi 

sonucu; 30-50) 

42, 43, 52 

Lizinopril 12,6 102 -2,86   3 25 43, 53 

Anjiyotensin Reseptör 

Blokörleri 

(-sartan) 

 

Valsartan 

 

5-6 <100 5,8 + + 2 <25 54-56 

Telmisartan 24 9,9 7,7 + + 2 42 57-60 
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Tablo 2.1. Oral biyoyararlanım problemi yaşayan bazı antihipertansif ilaçlar ve nedenleri (Devam).  

Sınıf Etkin 

Madde 

Yarı Ömür 

(t1/2, saat) 

Çözünürlük                 

(µg/mL) 

Log P Presistemik 

Eliminasyon 

P-gp 

Substrat 

BCS Sınıf Oral 

Biyoyararlanım (%) 

Kaynak 

Anjiyotensin 

Reseptör Blokörleri 

(-sartan) 

Olmesartan  

medoksomil 

10-15 <8 4,31 + + 2 28 61,  62 

Kandesartan  

sileksetil 

9-13 <0,15 >1  + 2 15 46, 63-65 

Kalsiyum kanal 

blokörleri 

(-dipin) 

Nifedipin 0,2-1 20 2,5 + + 2 45-68 35, 42, 66-70 

Nitrendipin 12-24 2,0 (37 °C) 3,59 + + 2 10-20 42, 71-74 

Nikardipin 6-8 7,9x103 

(37 °C) 

18,6x103 + + 2 35 35, 67, 75-78 

Nisoldipin 7-12 5,7 3,1 +  2 5.5 30, 67, 79, 80 

Nimodipin 1-2 2,3 3,41 + + 2 4-13 67, 81-83 

Isradipin 8-12 <10 4,28 + + 2 15-24 67, 84, 85 

Felodipin 11-16 7,15 4,36 + + 2 10-20 30, 67, 86-88 

Amlodipin 44 74,3 2,22 + + 1 64 30, 42, 43, 67, 89 

Verapamil 6-8 7x103 3,8 + + 1 10-20 30, 35, 39, 67, 90 

Diltiazem 6-8 >590x103 

(37 °C) 

1,54 + + 1 ~40 35, 42, 43, 67, 89, 91-93 
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   2.2.1. Çözünürlük 

 Bir ilacın çözünürlüğü (doygunluk ya da denge çözünürlüğü; literatürde 

“saturation solubility”, “equilibrium solubility” ve genel bir ifade olarak “aqueous 

solubility" ifadeleri kullanılmaktadır), vücut sıcaklığında ve biyolojik sıvılarda ilacın 

maksimum çözünen madde miktarını ifade etmektedir (94-96). Başka bir deyişle 

doygunluk çözünürlüğü, çözünen ve çözünmeyen bileşenin dengede olduğu değerdir. 

Günümüzde ilaç endüstrisindeki ilaç etkin maddelerinin %40’ı düşük çözünürlüğe 

sahip iken, son yıllarda geliştirilen ilaç etkin maddelerinin %90’ının sudaki 

çözünürlük değerlerinin düşük olduğu bildirilmiştir (97-99). Sadece çözünmüş ilacın  

iyonik olmayan kısmının kan dolaşımına geçebilmesi nedeniyle oral yoldan 

uygulanan ilacın sistemik etki gösterebilmesi için gastrointestinal ortam sıvılarında 

çözünmesi gerekmektedir. Dolayısıyla bir ilacın oral biyoyararlanımı etkin maddenin 

vücut sıvılarındaki çözünürlüğüne bağlıdır ve çözünürlük problemi, dozaj şeklinden 

düzensiz salım ve düzensiz absorpsiyon (erratic absorption) gibi problemler 

sebebiyle ilacın oral biyoyararlanımını kısıtlamaktadır (32, 98, 100). Özellikle DHP 

grubu KKB’leri olmak üzere birçok antihipertansif ilacın suda zayıf çözünür özelliğe 

sahip olması, oral yoldan uygulamayı yavaş ve yetersiz absorbsiyon sebebi ile 

sınırlandırmakta ve bunun  yanı sıra bu etkin maddelerle formülasyon geliştirme 

çalışmaları açısından da sorun yaratmaktadır (28, 30, 32, 101, 102). Ayrıca, suda 

çözünürlüğü düşük ilaçların kanda terapötik seviyeye ulaşması için yüksek dozda 

uygulanmaları, ilacın gastrointestinal mukozal toksisitesini de artırmaktadır (103). 

Tüm bu nedenlerle, formülasyon tasarımı ve geliştirme süreci boyunca ilacın 

çözünürlük özelliklerinin iyileştirilmesine yönelik çalışmalar fayda sağlayıcıdır (32). 

Bu amaçla, çeşitli fiziksel ve kimyasal temelli yöntemler geliştirilmiştir. Bunlardan 

bazıları partikül boyutunun azaltılması (mikronizasyon, nanonizasyon), kristal yapı 

modifikasyonu (polimorflar, psödopolimorflar), kompleks oluşturma 

(siklodekstrinler ya da sürfaktan maddeler kullanılarak hazırlanan kompleksler, 

dendrimerler ile konjugasyon), ko-solvent ilavesi ve çeşitli taşıyıcılar ile ilaç 

dispersiyonlarının hazırlanması (ötektik karışımlar, katı çözeltiler, katı 

dispersiyonlar) gibi fiziksel yöntemler ve ilacın çözünebilen ön ilaç veya tuz 

formunun kullanılması gibi kimyasal yöntemlerdir (32, 98, 99, 104-106). Çözünürlük 
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artırma yönteminin seçimi, ilacın fizikokimyasal özelliklerine, emilim bölgesine  ve 

gerekli dozaj formuna bağlı olarak yapılmaktadır (105).   

İlk kez 1995 yılında, Amidon ve ark. (107) tarafından geliştirilen BCS, 

günümüzde özellikle oral yoldan uygulanan formülasyonların geliştirmesi ve 

biyomuafiyet (biyoeşdeğerlikten vazgeçme) çalışmalarının temelini oluşturmaktadır 

(32). BCS’ne göre hemen salım sağlayan sistemlerde (Immediate-release (IR); bazı 

kaynaklarda “hızlı salımlı sistemler” olarak da adlandırılmaktadır) kullanılan 

ilacların absorbsiyon hızı ve oranı, ilacın vücut sıvılarındaki çözünürlüğüne ve 

bağırsak permeabilitesine bağlıdır. Bu özelliklere göre ilaçlar dört ana sınıfta 

değerlendirilmiştir. Yüksek çözünürlük/yüksek permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 1; 

düşük çözünürlük/yüksek permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 2; yüksek 

çözünürlük/düşük permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 3 ve düşük çözünürlük/düşük 

permeabilite gösteren ilaçlar ise, Sınıf 4’de yer almaktadır (107). Amerika İlaç ve 

Gıda Dairesi (FDA) başta olmak üzere, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve Avrupa İlaç 

Ajansı (EMA) gibi yasal otoritelerce belirlenen kriterler doğrultusunda; ilacın hemen 

salım sağlayan katı dozaj formunun piyasadaki en yüksek dozu, pH 1,2-6,8 

aralığında ve 250 mL veya daha az miktardaki ortamda çözünüyorsa ilacın yüksek 

çözünürlüğe ve %85’den fazla emilim profili gösteriyorsa yüksek intestinal 

permeabiliteye sahip olduğu kabul edilmektedir (108-113). Sınıf 2’de yer alan ilaçlar 

yüksek permeabiliteye sahip olmasına rağmen oral biyoyararlanımları, düşük 

çözünürlük sebebi ile kısıtlıdır (32, 98). Bu ilaçlar, gastrointestinal sıvılarda hem 

tamamen çözünmediği hem de olası çözünme daha uzun sürede gerçekleştiği için, 

absorbsiyonda hız sınırlayıcı basamak çözünme hızıdır ve çözünme hızlarının 

artırılması ile oral biyoyararlanımın artırılabileceği bildirilmiştir (32, 98, 101, 103). 

Çözünme hızı, oral katı dozaj şeklinden birim zamanda çözünerek çözünme ortamına 

geçen madde miktarını ifade etmektedir ve ilk kez 1897 yılında Noyes ve Whitney 

(114) tarafından tanımlanmıştır (Eşitlik 2.1.). Sonrasında 1904 yılında Nernst-

Brunner ve ark. (115) tarafından çözünme hız sabiti ve çözünme kinetiğinde etkili 

olan parametreler araştırılmış ve bir eşitlik ile ifade edilmiştir (Eşitlik 2.2.). Nernst-

Brunner eşitliğine göre; çözünme hızı çözünme ortamı ile temas halinde bulunan 

etkin maddenin yüzey alanı ile doğru orantılıdır. Partikül büyüklüğündeki azalma ile 

artan spesifik yüzey alanına bağlı olarak çözünme hızı artırılabilmektedir. Bu 
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sebeple, genel olarak çözünürlüğü az olan maddelerin çözünme hızlarının 

artırılmasında partikül boyutunun azaltılması etkili bir strateji olarak karşımıza 

çıkmaktadır (101, 103).  

            dC/dt=k(Cs-C)                                                                                            (2.1.)                                                                                                    

dC/dt=DS/Vh(Cs-C)                                                                                   (2.2.)                                                                                     

dC/dt: t zamanında etkin maddenin çözünme hızı, k: Çözünme hızı sabiti, Cs: İlacın doygunluk 

konsantrasyonu, C: t zamanında V çözünme hacmindeki çözünmüş madde miktarı, S: İlacın spesifik 

yüzey alanı, D: Difüzyon katsayısı, h: Difüzyon tabakasının kalınlığı, V: Çözünme hacmi 

Sınıf 3’de yer alan ilaçlar için yüksek çözünürlük sayesinde hızlı bir çözünme 

elde edilebilirken oral biyoyararlanım permeabilite oranı ile sınırlıdır. Çeşitli emilim 

arttırıcılar (absorption enhancer) ile permeabilitenin iyileştirilmesi Sınıf 3’de yer alan 

ilaçlar için uygun bir formülasyon seçeneği olabilmektedir. Sınıf 4’de yer alan ilaçlar, 

her ne kadar hem çözünürlük hem de permeabilitenin sınırlı olması sebebiyle 

formülasyon geliştirme çalışmaları için zayıf adaylar olsalar da Sınıf 2’de yer alan 

ilaçlar için kullanılan mevcut yaklaşımlar, emilim arttırıcılar ile birlikte Sınıf 4’de yer 

alan ilaçları formüle etmek için uygulanabilmektedir (32). Xia ve ark. (71)  yapmış 

oldukları bir çalışmada, Sınıf 2’de yer alan bir KKB olan ve oral biyoyararlanımı 

düşük çözünürlük sebebiyle yaklaşık %10-20 arasında değişen nitrendipinin 

çözünme hızını ve biyoyararlanımını iyileştirebilmek için, presipitasyon-

ultrasonikasyon yöntemi kullanarak nanosüspansiyon formülasyonunu 

geliştirmişlerdir. Ortalama 36,6 µm partikül boyutuna sahip ilacın ortalama partikül 

boyutu 209 ± 9 nm’ye düşürülmüş ve bu sayede çözünme hızında ve doygunluk 

çözünürlüğünde anlamlı bir artış gözlenmiştir. Ayrıca Wistar cinsi erkek sıçanlarda 

yapılan in vivo biyoyaralanım çalışmaları, oral biyoyararlanımın ilacın ticari 

tabletlerine göre 5 kat arttığını göstermiştir (12 saat boyunca izlenen plazma profiline 

göre, farmakokinetik parametrelerden Cmaks’ın 6,1 ve AUC0→12’nin ise 5 kat ilacın 

ticari tabletlerine kıyasla daha yüksek olduğu gösterilmiştir) (71).  

Çözünürlük probleminin yanı sıra gastrointestinal toksisite, stabilite ve zayıf 

absorpsiyona bağlı düşük biyoyararlanım sorunlarına karşı bazı antihipertansif 

ilaçların oral uygulamasında ilacın aktif olmayan türevi olan ön ilaç (prodrug) 
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yaklaşımı uygulanmaktadır (116). Fosinopril, enalapril, imidopril, kinapril, 

moeksipril, perindopril, ramipril ve zofenopril gibi anjiyotensin dönüştürücü enzim 

inhibitörleri sınıfında yer alan birçok antihipertansif ilacın ön ilaç formu 

biyoyararlanım probleminin üstesinden gelmek için kullanılmaktadır (116-118). Ön 

ilaç, bağırsaktan absorbe edilen türevin karaciğerden geçerken kimyasal veya 

enzimatik biyotransformasyona uğraması sonucu aktif şekline dönüşmesi ile 

terapötik etkinliğini göstermektedir. 

   2.2.2. Partisyon Katsayısı  

 Bir ilacın Log P değeri, maddenin lipofilik ve hidrofilik karakterini 

göstermekle birlikte, ilacın absorbsiyon hızı ve oranı ile yakından ilişkilidir. Oral 

uygulama sonrası Log P değerinin absorbsiyon üzerindeki rolü incelendiğinde; genel 

olarak Log P değerleri 1-3 arasında olan bileşikler iyi emilim gösterirken Log P 

değeri 6'dan büyük veya 3'den küçük olması durumunda ilacın zayıf emilim 

gösterdiği bildirilmiştir. Log P değeri arttıkça yapı daha lipofilik iken azaldıkça daha 

hidrofilik özellik göstermektedir. Yüksek Log P değerine sahip bileşiklerde gözlenen 

düşük emilim, bu bileşiklerin suda zayıf çözünürlüğüne ve membranın lipofilik 

bölgelerini tercih etmelerine bağlanmaktadır. Çok polar olan maddeler ise membran 

bariyerine nüfuz edemedikleri için zayıf biyoyararlanım göstermektedir (53, 119, 

120). Ayrıca Lipinski ve ark.’na (119) göre; formülasyon yaklaşımı açısından en iyi 

ilaçlar Log P değeri 5 den küçük olan maddelerdir. Niaz ve ark. (31) yapmış 

oldukları bir çalışmada, oldukça hidrofobik yapıda olan amlodipin, kaptopril ve 

valsartanın asidik mide ortamında parçalanmasını engellemek, intestinal hücreler 

tarafından alımını artırmak, gastrointestinal kanalın daha aşağı kısımlarında kontrollü 

ve etkin ilaç salımını sağlamak amacıyla, toksik olmayan iki doğal polimer (sodyum 

aljinat ve kitosan) kullanarak hibrit nanopartiküllerini hazırlamıştır. Enkapsülasyon 

etkinliğinin en yüksek tespit edildiği (%96 ± 1,9) kaptoprilin in-vitro salım 

çalışmaları sonucu 24 saat boyunca sürekli salım yaptığı gösterilmiş ve poliiyonik 

hibrit nanopartiküllerin antihipertansif ilaçların oral yoldan verilmesinde umut vaad 

edici sistemler olduğu bildirilmiştir (31).  
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2.2.3. Presistemik Eliminasyon 

Oral yoldan alınan bir ilacın gastrointestinal sistem mukozasından 

absorpsiyonu sonrasında portal dolaşım ile karaciğer hücrelerine geçmesi ve bu 

hücrelerde enzimatik yıkım sonucu aktif olmayan metabolitlere dönüştürülmesi “ilk 

geçiş eliminasyonu (literatürde “first pass elimination” ve “first pass effect” gibi 

ifadeler kullanılmaktadır)” ya da “presistemik eliminasyon (presystemic 

elimination)” olarak adlandırılmaktadır. Sistemik etki hedeflenen antihipertansif 

etkili ilaç molekülünün presistemik eliminasyon sebebi ile tümünün sistemik 

dolaşıma geçememesi, terapötik etkinliğin sağlanabilmesi için uygulanan dozun 

artırılması gerekliliği ile sonuçlanmaktadır ve dozun artırılmasına bağlı olarak ilacın 

yan etki profilinde artış gözlenebilmektedir. Terapötik aralığı dar olan ilaçlar için 

dozun yükseltilmesi bireyler arası farklılıklar sebebiyle sakıncalı olduğu için farklı 

alternatif yaklaşımlar önerilmektedir. Bir KKB olan nifedipinin, gastrointestinal 

kanaldan kolayca ve neredeyse tamamen emilmesine rağmen, presistemik 

eliminasyona uğraması ve çözünürlük probleminin olması oral biyoyararlanımını 

yüksek oranda sınırlandırmaktadır (66, 121-123). Literatürde ilacın çözünürlük ve 

biyoyararlanımının artırılması amacıyla, etkin maddenin mikronizasyonu, katı 

dispersiyonunun veya nanokristal formunun hazırlanması gibi yöntemler 

önerilmektedir (66, 121). Ayrıca polimer bazlı nanotaşıyıcı sistemlerin ince 

bağırsağın lenfoid dokusundaki M hücreleri aracılığıyla lenfatik sisteme doğrudan 

geçişi ile presistemik eliminasyonunun engelleyebileceği bildirilmiştir (30, 124, 

125). Labetolol, karvedilol, verapamil, diltiazem, nifedipin, nitrendipin, nikardipin, 

nimodipin, nisoldipin, isradipin, felodipin, amlodipin, valsartan, telmisartan ve 

olmesartan presistemik eliminasyon sebebi ile oral biyoyararlanımı olumsuz 

etkilenen diğer antihipertansif ilaçlardır (42, 44, 55, 58, 62, 64, 70, 75, 79, 81, 84,  

86,  90, 91).  

2.2.4. P-glikoprotein Aracılı İletim Sistemi  

İlk defa 1976 yılında Juliano ve Ling (126) tarafından tanımlanan P-gp, 

gastrointestinal kanalda enterositlerin apikal membranında yer alan bir membran 

proteini olup ATP hidrolizine bağımlı olarak çalışmaktadır (35, 127). Bazı ilaçlara 

karşı membran geçirgenliği üzerindeki rolü nedeniyle, “permeability” kelimesinin 
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baş harfi olan “P” harfi ile isimlendirilmiştir (126). Son yıllarda yapılan çalışmalar P-

gp aracılı iletim sisteminin, bazı ilaçların enterositlere alınmasını sınırlandırdığını ve 

intestinal sekresyon ile kandan bağırsak lümenine atılmasını kolaylaştırdığı için 

absorbsiyon ve oral biyoyararlanımı olumsuz etkilediğini ve sonuç olarak ilaçların 

farmakokinetiği ve farmakodinamiğini değiştirdiğini göstermiştir (28, 35, 46, 127). 

Bu sorunun üstesinden gelebilmek için çeşitli P-gp inhibitörleri geliştirilmiştir. Fakat, 

şimdiye kadar hiçbir P-gp inhibitörü  içeren oral taşıyıcı sistem, çeşitli sistemik yan 

etkiler oluşturması nedeniyle resmi otoriteler tarafından onaylanmamıştır. Sonrasında 

ilaç formülasyonlarında kullanılan ve genellikle farmasötik etkinliği bulunmayan 

(inert) yardımcı maddeler (eksipiyanlar), özel bir P-gp inhibitörleri sınıfı olarak 

ortaya çıkmıştır (46). Gurunath ve ark. (46) yapmış oldukları bir çalışmada, P-gp 

iletim sisteminin yanı sıra düşük çözünürlük sebebi ile biyoyararlanım sorunu 

yaşayan kandesartan sileksetilin katı dispersiyonlarını hazırlamıştır. Doğal bir P-gp 

inhibitörü olan naringin’in kullanıldığı formülasyonlarda, ilacın süspansiyonuna 

kıyasla daha yüksek çözünürlük elde edilmesinin yanı sıra albino erkek tavşanlarda 

yapılan in vivo biyoyararlanım çalışmaları sonucunda intestinal permeabilite artışına 

bağlı olarak ilacın biyoyararlanımında 3,7 kat iyileşme gözlenmiştir (46). Bir diğer 

antihipertansif ilaç olan talinolol için, Deferme ve ark. (45) yapmış olduğu bir 

çalışmada, kayısı ekstraktının ilacın oral biyoyararlanımı üzerinde olumlu etki 

göstermesinin yanı sıra P-gp’ye bağlı ilaç-besin etkileşimine de dikkat çekmiştir. 

Ayrıca celiprolol ve asebutolol gibi bazı ilaçlar için uygulanan doz arttıkça 

biyoyararlanımın arttığı gözlenmiş ve bu durum intestinal lümendeki transport 

sisteminin doygunluğa ulaşmasına bağlanmıştır (36). Celiprolol, bunitrolol, 

karvedilol gibi beta blokörler, nifedipin, nitrendipin, nikardipin, nimodipin, isradipin, 

felodipin, amlodipin, diltiazem, verapamil gibi birçok KKB ve telmisartan, 

olmesartan gibi anjiyotensin reseptör blokörleri P-gp substratı olan diğer 

antihipertansif ilaçlardır (30, 35, 36, 46, 49, 54, 55, 60, 62, 73, 75, 82, 84, 89, 90).  

2.2.5. İlacın Gastrointestinal Sistem Fizyolojisinden Etkilenmesi 

Gastrointestinal sistem pH’ı 1 ile 8 arasında değişmekle birlikte pH 

aralığındaki bu geniş fark özellikle protein yapılı ilaçların oksidasyonu, 

deamidasyonu veya hidrolizi sonucu ilacın farmakolojik aktivitesini ciddi şekilde 
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engelleyebilmektedir. Anjiyotensin reseptör blokörü olan kandesartan sileksetil’in 

asidik pH’da kimyasal bozunmaya uğraması sonucu oral biyoyararlanımının olumsuz 

etkilendiği ve buna karşı ilacın gastrointestinal sistem sıvılarıyla doğrudan 

etkileşmesini engelleyecek bir nanotaşıyıcı sistem içerisine enkapsüle edilmesinin 

biyoyararlanıma katkı sağlayacağı bildirilmiştir (30).  

Antihipertansif ilaçların oral yoldan uygulanmasında kullanılan bir diğer 

yaklaşım, antihipertansif ilaçların kısa yarı ömür ve kısa gastrik kalış süresine bağlı 

düşük biyoyararlanım problemlerine karşı önerilen “Gastroretentif İlaç Taşıyıcı 

Sistemler’in (Gastroretentive Drug Delivery Systems (GRDDS))“ hazırlanması 

yaklaşımıdır (27). Bu taşıyıcı sistemler sayesinde ilacın gastrik boşalma süresi 

uzatılarak gastrointestinal sistem membranları ile etkileşimin ve biyoyararlanımın 

artırılmasının yanında çözünürlüğün de artırılabileceği bildirilmiştir (27, 128, 129). 

Günümüzde bu taşıyıcı sistemler kullanılarak geliştirilmiş ve ticarileşen birçok ürün 

bulunmaktadır. Prazopress XL® (Prazosin hidroklorür, Efervesan ve şişme bazlı 

yüzer sistem, Sun Pharma, India), Coreg CR® (Karvediol, Ozmotik sistem, 

Glaxosmithkline, USA), Covera HS® (Verapamil Hidroklorür, OROS teknolojisi, 

DURECT Corporation, USA) ve Sular® (Nisoldipin, Geomatrix® teknolojisi, 

Skyepharma, Shionogi Pharma Inc., UK) antihipertansif ilaçlar için ilaç piyasasında 

bulunan gastroretentif ilaç taşıyıcı sistemlerdir (129).  

Antihipertansif ilaçların klinikte kullanılmalarında yaşanan başka bir 

problem, yarı ömürlerinin kısa olması sebebiyle sık dozlama gereklilikleridir (27, 

30). Uzatılmış salım sistemlerinin hazırlanması, sık dozlama gerekliliğine bir çözüm 

sunarken, oral biyoyararlanımın artırılması hususunda daha çok çeşitli nanotaşıyıcı 

sistemlerin kullanılması önerilmektedir (7, 28, 30).   

2.3. Antihipertansif İlaçların Oral Biyoyararlamının Artırılması İçin 

Kullanılan Nanotaşıyıcı Sistemler 

Son yıllarda yapılan çalışmalar ve elde edilen olumlu sonuçlar oral 

biyoyararlanımın artırılması amacıyla nanotaşıyıcı sistemlerin kullanılması 

yaklaşımına dikkat çekmiştir. Gastrointestinal sistem kısımlarından ince bağırsakta 

villus ve mikrovillus yapılarının varlığı, geniş bir absorbsiyon alanı sunarken 
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tasarlanan nanotaşıyıcı sistemin özellikle bu bölgede salım yapmasının oral 

biyoyararlanımı istenilen düzeyde artıracağı düşünülmektedir. Fakat nanotaşıyıcı 

sistemin oral uygulamasının ardından organizmada karşılaştığı ve aşması gereken 

birçok bariyer bulunmaktadır. Bu bariyerlerden en önemlisi bağırsak epitelini örten 

mukoza tabakasıdır (30, 125, 130, 131). Bu tabakayı oluşturan goblet hücrelerinin 

sürekli mukus üretimi, ilaçların penetrasyonunu ve absorpsiyonunu engellemektedir. 

Mukozal yapının gözenek açıklığı 50-1800 nm aralığındadır ve küçük partikül 

büyüklüğüne sahip nanotaşıyıcı sistemler, mukustaki bu boşluklardan geçebilmekte 

ve partikül büyüklüğüne bağlı olarak bariyerin aşılmasını sağlayabilmektedir (125, 

130, 131). Mukozal bariyerin aşılmasının ardından bağırsak epitel hücrelerinden 

nanotaşıyıcı sistemin geçişi, paraselüler, transselüler, taşıyıcı ve reseptör aracılı 

transport gibi çeşitli transport mekanizmaları ile gerçekleşmektedir (30, 131). İnce 

bağırsağın lenfoid dokusundaki Peyer plakları içerisinde ve bağırsak epitel hücreleri 

arasında konumlanmış olan M hücreleri, mukus salgılayamadığı ve P-gp 

ekspresyonunu gerçekleştiremediği için nanotaşıyıcıların hedeflendirilmesinde 

önemli bir role sahiptir. Nanotaşıyıcı sistemin bu yolla hücre içine alımı P-gp iletim 

sistemi nedeniyle absorpsiyonu düşük olan ilaçların absorpsiyonunu artırmasının 

yanı sıra presistemik eliminasyonun da aşılmasını sağladığı için biyoyararlanımın 

artmasına katkı sağlamaktadır (30, 124, 125). Taşıyıcı sistemin partikül boyutu, şekli, 

yüzey özellikleri, gastrointestinal kanalda ve hücre içine alım bölgesindeki kalış 

süresi, bağırsak epitel yüzeyine adezyon ve mukus bariyerini aşabilme yeteneği gibi 

özellikler ilacın oral biyoyararlanımını doğrudan etkilemektedir (124). 

Antihipertansif ilaçların oral biyoyararlanımının artırılması amacıyla kullanılan 

taşıyıcı sistemler genel olarak, polimer bazlı sistemler (polimerik nanopartiküller, 

katı lipit nanopartiküller, dendrimerler, polimerik miseller, karbon nanotüpler), 

mezoporlu silika nanopartiküller, nanoemülsiyonlar, kendiliğinden emülsifiye olan 

sistemler (SEDDS), nanosüspansiyonlar, nanokristaller, ve nanoveziküler sistemler 

(lipozomlar, niozomlar, etozomlar, invazomlar, transferozomlar) olarak bildirilmiş 

olup oral biyoyararlanım problemi olan antihipertansif ilaçlar için tasarlanmış bazı 

nanotaşıyıcı sistemler ve özelliklerine ait bilgiler Tablo 2.2.’de özetlenmiştir. 
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Tablo 2.2. Antihipertansif ilaçların oral biyoyararlanımının artırılması amacıyla kullanılan bazı nanotaşıyıcı sistemler. 

İlaç Taşıyıcı 

Sistem  

 

Etkin 

Madde 

Kullanılan 

Yardımcı 

Maddeler 

Hazırlama 

Yöntemi 

Partikül Boyutu (nm) 

 

İlaç Yükleme Kapasitesi  

(% ± Standart sapma 

(SS))   

İn vitro/ex 

vivo/in vivo 

Model  

Yorum 

 

Kaynak 

Katı lipit 

nanopartikül 

Karvedilol 

 

Monogliserit,  

Soya lesitini, 

Poloksamer 188, 

Stearilamin,   

N-Karboksimetil 
kitosan (MCC) 

Sıcak 

homojenizasyon 

ve 

ultrasonikasyon 

61,8 ± 2,8 – 108,2 ± 4,3 95,8 ± 1,4 – 98,5 ± 1,3 Wistar cinsi 

erkek sıçan 

 

Karvediol süspansiyonuna kıyasla MCC 

kaplı katı lipit nanopartiküller ile ilacın 

bağıl biyoyararlanımında yaklaşık 3,2 

kat artış elde edilmiştir. Katı lipit 

nanopartiküllerin MCC ile kaplaması 
sonucu taşıyıcı sistem hem gastrik 

ortamdan korunmuştur hem de ilacın ani 

salımının engellenmesi ile kontrollü ve 

uzun bir ilaç salımı sağlanmıştır. 
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Nitrendipin Trigliserit 

(tripalmitin), 

Monogliserit 

(gliseril 
monostearat), 

Balmumu  

(setil palmitat), 

Poloksamer 188 

Sıcak 

homojenizasyon 

ve 

ultrasonikasyon 

121,6 ± 1,75 – 136,2 ± 1,34 91,8 ± 0,36 – 97,53 ± 0,11 Wistar cinsi 

erkek sıçan 

 

Franz difüzyon hücresi kullanılarak (pH 

6,8 fosfat tamponunda) 48 saat boyunca 

gerçekleştirilen in vitro salım çalışmaları 

sonucu katı lipit olarak gliseril 
monostearat kullanılan katı lipit 

nanopartikül formülasyonunda daha iyi 

bir salım profili  (%37,8) elde edilmiştir. 

Intraduodenal uygulama sonrası 

nitrendipin biyoyararlanımı 

süspansiyonuna kıyasla 3-4 kat kadar 

artmıştır.  
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Nimodipin Palmitik asit, 
Poloksamer 188, 

Soya lesitini  

Yüksek basınçlı 
sıcak 

homojenizasyon 

 

116,0 ± 21 – 525,5 ± 34 84,45 ± 9,2 – 93,96 ± 1,73 Albino 
Wistar cinsi 

sıçan 

 

pH 6,8 fosfat tamponunda 
gerçekleştirilen in vitro salım çalışmaları 

sonucu, 23 faktöriyel dizayn kullanılarak 

optimize edilen nimodipin katı lipid 

nanopartikül formülasyonunun (F8), 10 

saat boyunca sürekli salım (%87,52 ± 

2,54) sağladığı gösterilmiştir. Oral 

uygulama sonrası elde edilen 

farmakokinetik parametreler, ilacın 
biyoyararlanımının nimodipin 

çözeltisine kıyasla yaklaşık 2,08 kat 

arttığını göstermiştir.   

 

83 
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Tablo 2.2. Antihipertansif ilaçların oral biyoyararlanımının artırılması amacıyla kullanılan bazı nanotaşıyıcı sistemler (Devam-1). 

İlaç Taşıyıcı 

Sistem  

 

Etkin 

Madde 

Kullanılan 

Yardımcı 

Maddeler 

Hazırlama 

Yöntemi 

Partikül Boyutu (nm) 

 

İlaç Yükleme Kapasitesi  

(% ± SS)   

İn vitro/ex 

vivo/in vivo 

Model  

Yorum 

 

Kaynak 

Katı lipit 

nanopartikül 

Nebivolol 

hidroklorür  

Kitozan 

oligosakkarit 

laktat, 

Polietilen 

glikol (PEG) 
stearat, 

Kompritol 188, 

Poloksamer 

188, Soya 

lesitini 

Yüksek devirli 

homojenizasyon 

213,4 ± 17,47 - 438,8 ± 39,4 

 

83,89 ± 1,8 - 98,04 ± 0,2 Caco-2 

hücre hattı 

 

Spague 

Dawley 
cinsi erkek 

sıçan 

  

pH 1,2 ve pH 6,8 tampon ortamlarında 

gerçekleştirilen in vitro salım çalışmaları sonucu 8 

saat boyunca kontrollü ilaç salımının 

sağlanabileceği ve lipaz, pepsin ve pankreatinin 

gibi enzinmlerin ilacın salım profilini 
etkileyebileceği gösterilmiştir. Caco-2 hücre hattı 

üzerinde yapılan in vitro permeabilite çalışmaları 

sonucunda ilacın ticari tabletine kıyasla 

permeabilite katsayısında anlamlı bir artış 

gözlendiği belirtilmiştir. Ayrıca efluks oranının 

optimize edilen tüm formülasyonlarda 2’den 

düşük olması, ilacın Caco-2 hücre tek tabakası 

boyunca permeabilitesinde herhangi bir taşıyıcının 
etkili olmadığını göstermiştir. Farmakokinetk 

çalışmalar, PEG ile modifiye edilmiş katı lipit 

nanopartiküllerin ilacın biyoyararlanımını ticari 

tabletine oranla yaklaşık 1,5 kat artırdığını 

göstermiştir.  
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İrbesartan Gliseril 

monostrearat,  

Poloksamer 
407 

Solvent 

emülsifikasyon  

363 ± 9,19 - 1129 ± 14,14  

 

41,2 ± 2,69 - 73,8 ± 2,12  

 

 

Wistar cinsi 

erkek sıçan 

 

0,1 N HCl ve pH 6,8 fosfat tamponu ortamında 

gerçekleştirilen in vitro salım çalışmaları sonucu, 

hazırlanan optimum formülasyondan (F3) ilk 2 
saat içerisinde ilacın yaklaşık %20’sinin ve 

ardından % 97,58'inin 48 saate kadar yavaş yavaş 

salındığı gösterilmiştir. Oral uygulama sonrası 

elde edilen farmakokinetik parametreler, optimum 

formülasyonun ilacın biyoyararlanımını yaklaşık 

1,48 kat artırdığını göstermiştir. 
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Olmesartan 

medoksomil  

Gliseril 

monostrearat, 
Poloksamer 

188, 

Poloksamer 

407, Tween 80 

Sıcak 

homojenizasyon 

80,2 - 595,9 49,23 - 95,89 Wistar cinsi 

erkek sıçan 
 

Merkezi kompozit tasarımı ile optimum 

formülasyon parametreleri belirlendikten sonra 
optimum formülasyon üzerinde ve %1 SLS içeren 

pH 6,8 fosfat tampon ortamında yapılan in vitro 

salım çalışmaları, taşıyıcı sistemin 24 saat 

boyunca ilacın kontrollü salımını sağladığını 

göstermiştir. Oral uygulama sonrası elde edilen 

farmakokinetik parametreler, optimum 

formülasyonun ilacın biyoyararlanımını yaklaşık 
2,3 kat artırdığını göstermiştir. 

 

136 
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Tablo 2.2. Antihipertansif ilaçların oral biyoyararlanımının artırılması amacıyla kullanılan bazı nanotaşıyıcı sistemler (Devam-2). 

İlaç 

Taşıyıcı 

Sistem  

 

Etkin Madde Kullanılan Yardımcı 

Maddeler 

Hazırlama 

Yöntemi 

Partikül 

Boyutu (nm) 

 

İlaç Yükleme 

Kapasitesi  

(% ± SS)   

İn vitro/ex 

vivo/in vivo 

Model  

Yorum 

 

Kaynak 

Dendrimer Kandesartan 

sileksetil 

Tris (hidroksimetil) 

aminometan(TRIS), 

Etilendiamin (EDA), 

Poliamidoamin 
(PAMAM)-NH2 

(Gn.NH2),  

PAMAM-TRIS 

(Gn.TRIS),  

PAMAM-COOH 

(Gn.COOH),  

Metil akrilat,  

  

Dendrimerlerin 

sentezinde 

terminal ucu 

amin ve TRIS 
olanlar için 

divergent sentez 

kullanılmıştır.  

   Şişe çalkalama yöntemine göre 24 saat boyunca gerçekleştirilen 

çözünürlük çalışmaları; PAMAM dendrimerlerinin 

çözünürleştirme etkisinin dendrimer konsantrasyonu, jenerasyon 

sayısı ve terminal fonksiyonel gruplara bağlı olarak değiştiğini 
göstermiştir. Sonuçlara göre karboksi ve TRIS dendrimerleri ile 

elde edilen çözünürlük artışı amin dendrimerlerine göre daha 

fazladır ve en yüksek ilaç çözünürlüğü 2 mM dendrimer 

konsantrasyonunda elde edilmiştir. Genel olarak jenerasyon sayısı 

arttıkça taşıyıcı sistemin çözünürleştirme etkisi de artmıştır. 
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EDA, 
Metil akrilat, 

PAMAM dendrimer 

Dendrimer 
sentezi için 

ıraksak sentez 

yöntemi 

kullanılmıştır. 

   Şişe çalkalama yöntemine göre 48 saat boyunca gerçekleştirilen 
çözünürlük çalışmaları; sudaki çözünürlüğü 2,63 µg/mL olan 

kandesartan sileksetil’in çözünürlüğünün kullanılan PAMAM 

konsantrasyonu ile doğru orantılı olarak arttığını doğrulamıştır. 10 

mg/mL dendrimer konsantrasyonunda ilacın çözünürlüğünün 

maksimum olduğu ve yaklaşık 373 kat arttığı gösterilmiştir. 

 

138 

Propranolol 

 

EDA çekirdekli 

PAMAM dendrimeri, 

Trietilamin,  
Lauroil klorür 

    Caco-2 

hücre hattı 

 

Permeabilite çalışmaları G3 ve lauril-G3 PAMAM dendrimerleri 

ile konjuge edilen propranololün permeabilite katsayısının önemli 

oranda arttığını ve lauroil-G3 bazlı dendrimer konjugatlarında 
maksimum olduğunu göstermiştir. Lauroil-G3 bazlı dendrimer 

konjugatlarının permeabilite katsayısı, G3 bazlı dendrimer 

konjugatlarının yaklaşık 3,5 katı olarak saptanmıştır. 
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Ramipril 

Hidroklortiazid 

 

Diaminobütan (DAB) 

G4.0 PAMAM-NH2, 

DAB G4.0 PAMAM-

OH, DAB G3.5 

PAMAM-COONa 

İlaç ve dendrimer 

kompleksi, Faz 

dengeleme 

yöntemine 

(phase 
equilibration 

method) göre 

hazırlanmıştır. 

 

   Şişe çalkalama yöntemine göre 24 saat boyunca gerçekleştirilen 

çözünürlük çalışmalarında; en yüksek ilaç çözünürlüğü %0,8 

dendrimer konsantrasyonunda elde edilmiştir. Hidroklortiazid 

dendrimerin terminal ucu karboksi grubu olduğunda ilacın 

çözünürlüğü 4,91 kat artarken, Ramipril dendrimerin terminal ucu 
amin grubu olduğunda ise ilacın çözünürlüğü 3,72 kat artmıştır. In 

vitro salım çalışmalarına göre, dendrimer formülasyonları saf 

ilaçlara kıyasla daha hızlı ve tam bir çözünme profili gösterirken 

ilaç yüklü dendrimer formülasyonları, dendrimer bazlı hibrid 

formülasyonları ile benzer bir çözünme profili göstermiştir. 

 

140 
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Tablo 2.2. Antihipertansif ilaçların oral biyoyararlanımının artırılması amacıyla kullanılan bazı nanotaşıyıcı sistemler (Devam-3). 

İlaç 

Taşıyıcı 

Sistem  

 

Etkin 

Madde 

Kullanılan 

Yardımcı 

Maddeler 

Hazırlama 

Yöntemi 

Partikül Boyutu (nm) 

 

İlaç Yükleme Kapasitesi  

(% ± SS)   

İn 

vitro/ex 

vivo/in 

vivo 

Model  

Yorum 

 

Kaynak 

Polimerik 

misel 

Nifedipin Metoksi poli (etilen 

glikol) -b-

polikaprolakton 
diblok kopolimer   

(mPEG-b-PCL) 

 

Çözücü 

buharlaştırma 

yöntemi  

34,8 ± 3,2 – 40,8 ± 2,9 4,48 ± 0,37 – 18,43 ± 1,06 Wistar 

cinsi 

erkek 
sıçan 

 

Oral uygulama sonrası elde edilen farmakokinetik 

parametreler, optimum formülasyonun ilacın ticari 

tabletine kıyasla biyoyararlanımı yaklaşık 2,6 kat 
artırdığını göstermiştir. 
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Nimodipin Poli(ε kaprolakton),  

PEG 1590,  

PEG 6000, 

PEG 10000 

Çöktürme 

yöntemi  

45,5 – 595,8 16,7 – 44,42  Triblok kopolimer yapısını oluşturan 

polikaprolaktonun farklı oranları kullanılarak 

hazırlanan formülasyonlar üzerinde yapılan 

çalışmalar; genel olarak polikaprolakton oranı 

artıkça misel boyutu ve ilaç yükleme kapasitesinin 

arttığını fakat ilaç salım oranının azaldığını 
göstermiştir. 
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Lasidipin Pluronik F127, 

Pluronik P123 

Film hidratasyon 

yöntemi  

 

20,03 ± 0,21 – 58,73 ± 1,56 7,27 ± 0,47 – 99,55 ± 0,18 Albino 

erkek 

tavşan 

Şişe çalkalama yöntemine göre distile su ve 0,1 M 

HCl (pH 1,2 tampon) ortamlarında 24 saat boyunca 

gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları; merkezi 

kompozit tasarımı ile belirlenen optimum 

formülasyonun ilacın çözünürlüğünü her iki ortam 

için de yaklaşık 450 kat artırdığını göstermiştir. In 

vitro salım çalışmaları, optimum formülasyonun 
ilaca kıyasla daha hızlı ve 30 dak. içinde %100’ e 

yakın bir çözünme profili sergilediğini göstermiştir. 

Oral uygulama sonrası elde edilen farmakokinetik 

parametreler, optimum formülasyonun ilacın oral 

süspansiyonuna kıyasla biyoyararlanımı yaklaşık 

6,85 kat artırdığını göstermiştir. 
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Olmesartan 

medoksamil  
 

Pluronik F127, 

Pluronik P123 

İnce film 

hidratasyon 
yöntemi  

13,73 ± 0,02 – 364,00 ± 30,4 29,5 – 84 

 

 pH 6,8 fosfat tampon ortamında (Sorensen's 

phosphate buffer ) ve 37 ± 0,5°C’de gerçekleştirilen 
salım çalışmaları ilaç süspansiyonuna (% 35) kıyasla 

polimerik misel formülasyonunun 1 saat boyunca 

ilacın %70’ini etkin bir şekilde saldığını 

göstermiştir. 

 

144 
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2.4. Mikronizasyon ve Nanonizasyon  

Oral biyoyararlanımın iyileştirilmesinde kullanılan partikül boyutunun 

azaltılması stratejisi, mikronizasyon ve nanonizasyon olmak üzere iki temel 

yaklaşımı içermektedir. Çeşitli teknikler kullanılarak etkin madde partikül boyutunun 

mikron düzeyine düşürülmesine “mikronizasyon”, nano boyuta düşürülmesine ise, 

“nanonizasyon” denir. Mikronizasyonda elde edilen partikül boyutu kullanılan 

tekniğe de bağlı olarak 1-50 µm arasında değişirken, nanonizasyonda 10-1000 nm 

arasında değişmektedir (103, 145, 146). Özellikle yeni geliştirilen ilaçlar için partikül 

boyutunun mikron boyutuna düşürülmesi, biyoyararlanımın istenilen düzeyde 

artırılması için yeterli olmamaktadır. Bu yüzden son zamanlarda partikül boyutunun 

azaltılması yaklaşımı için mikronizasyon yerini nanonizasyona bırakmıştır. 1 mm 

boyutunda olan temsili bir kübik partikülün boyutu 10 µm’ye düşürüldüğünde 

toplam yüzey alanında yaklaşık 100 kat bir artış gözlenirken partikül boyutu 100 

nm’ye düşürüldüğünde ise 10000 kat artış gözlendiği bildirilmiştir (146, 147). Buna 

göre partikül boyutunun nanometre boyutuna düşürülmesi, yüzey alanında önemli bir 

artışa neden olmaktadır ve bu durum Noyes-Whitney eşitiliğine göre, tek başına daha 

yüksek bir çözünme hızı ile sonuçlanmaktadır. Ayrıca Prandtl eşitliğine (Eşitlik 2.3.) 

göre, nanonizasyon ile birlikte azalan difüzyon mesafesine (hH) de bağlı olarak 

partikül etrafında daha yüksek bir konsantrasyon gradyanı oluşmaktadır ve çözünme 

hızında beklenilenin üzerinde bir artış sağlanmaktadır (1, 146, 148).  

hH=k(L1/2/V1/2)                                                                                            (2.3.)                                                                                      

hH: Hidrodinamik sınır tabaka kalınlığı, k: Sabit, L: Akış yönünde yüzey, V: Akan bir sıvının düz bir 

yüzeye göre bağıl hızı  

Oral biyoyararlanımın iyileştirilmesinde önemli olan bir diğer faktör ilaç 

etkin maddesinin doygunluk çözünürlüğüdür (Cs). Cs, sadece ilaca, çözücüye ve 

sıcaklığa bağlı değil aynı zamanda partikül boyutu 1 µm’nin altında olduğunda, 

partikül boyutuna da bağlı bir değişkendir. Bu durum Ostwald-Freundlich eşitliği 

(Eşitlik 2.4.) ile açıklanmakla birlikte nanonizasyon ile ilacın doygunluk 

çözünürlüğünün önemli ölçüde artırılabileceği bildirilmiştir (146, 149). Ayrıca, artan 

doygunluk çözünürlüğünden dolayı, bağırsak lümeni ve kan arasındaki 
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konsantrasyon gradyanı arttığı için pasif difüzyonla emilim de önemli ölçüde 

artmaktadır (98, 146). Sonuç olarak, biyoyararlanımdaki iyileşme, mikronizasyonda 

sadece yüzey alanındaki artışa bağlı olarak çözünme hızındaki artış ile 

gerçekleşirken, nanonizasyonda hem daha fazla artan yüzey alanı ve azalan difüzyon 

mesafesine hem de artan doygunluk çözünürlüğüne bağlı olarak çözünme hızındaki 

artış sayesinde gerçekleşmektedir. Suda çözünürlük problemi yaşayan ilaçların 

mikrokristal formlarının oral absorpsiyonunda hız kısıtlayıcı basamak çözünme iken, 

nanokristal formlarının oral absorpsiyonunda hız kısıtlayıcı basamak permeabilitedir  

(150).  

ln(S/S0)=2M γ/ρrRT                                                                                   (2.4.)                                                                                                  

S: r çapındaki partiküllere sahip etkin maddenin T sıcaklığındaki doygunluk çözünürlüğü, S0: Etkin 

maddenin partikül büyüklüğünün sonsuz olduğu (r: ∞) durumdaki doygunluk çözünürlüğü, M: Etkin 

maddenin molekül ağırlığı, γ: Yüzeyler arası gerilim, ρ: Etkin maddenin yoğunluğu, r: Etkin 

maddenin partikül çapı, R: Gaz sabiti, T: Mutlak sıcaklık 

Fu ve ark., (80) işlem görmemiş nisoldipinin, katı dispersiyonu (sıcak eriyik 

ekstrüzyon tekniği (hot melt extrusion) ile hazırlanmış, T5), mikrokristal 

formülasyonu (jet öğütme tekniği ile hazırlanmış, T1) ve farklı stabilizan 

sistemleri/oranları ve farklı öğütme sürelerine göre (yaş öğütme tekniği ile) 

hazırlamış oldukları nanokristal formülasyonlarını (T2, T3 ve T4) çeşitli in vitro ve 

in vivo çalışmalarla karşılaştırmıştır. Sprague Dawley cinsi erkek sıçanlar üzerinde 

yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmalarından elde edilen farmakokinetik 

parametreler, katı dispersiyon ve mikrokristal formülasyonların oral 

biyoyararlanımının genel olarak birbirine yakın olmakla birlikte nanokristal  

formülasyonlarından düşük olduğunu göstermiştir. Ayrıca T1’e kıyasla, polivinil 

prolidon (PVP K30; %1,25, a/h) ile 15 dak.’lık bir öğütme süresi kullanılarak 

hazırlanan T3’ün ve PVP K30-Sodyum lauril sülfat (SLS) stabilizan kombinasyonu 

(PVP K30:SLS, %1,25:0,4) ile 80 dak.’lık bir öğütme süresinde üretilen T4’ün oral 

biyoyararlanımının sırasıyla 5,1 ve 7,1 oranında arttığı gözlenmiştir. Sonuç olarak bu 

çalışma özellikle çözünürlük sorunu sebebiyle oral biyoyararlanım problemi yaşayan 

ilaçlar için nanonizasyonun ne kadar önemli olduğunu vurgulamıştır (80).  
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2.5. Nanokristal Teknolojisi  

NKT, ilk kez 1990’lı yılların başında keşfedilmesinin ardından 2000 yılından 

itibaren hızlı bir şekilde ilaç piyasasında yerini alan ve genel olarak çözünürlük 

problemi yaşayan ilaçlara uygulanan evrensel bir yaklaşımdır. İlaç nanokristalleri, 

genel olarak çeşitli yöntemler kullanılarak partikül boyutu nano boyuta düşürülmüş 

kristal yapıdaki partiküller olarak tanımlanmaktadır ve bu sistemleri nanopartiküler 

ilaç taşıyıcı sistemlerden ayıran en belirgin özellik herhangi bir taşıyıcı içermemeleri 

ve bu sayede neredeyse %100’e yakın ilaç etkin maddesinden oluşmasıdır (98). NKT 

kullanılarak elde edilen partikül boyutu aralığına ilişkin literatürde farklı 

tanımlamalar mevcuttur. Bu teknolojiye ait ilk patentte elde edilen kristal yapıların 

boyutunun 10-1000 nm arasında olduğu belirtilirken, Keck ve ark. (151) kristal 

yapıların boyutunun 1 µm’nin altında olmasının yanında tipik olarak 200-500 nm 

arasında değiştiğini belirtmiştir (152). İlaç nanokristallerinin bir sıvı ortam içerisinde 

dağılması sonucu oluşan dispersiyon “nanosüspansiyon” olarak adlandırılmaktadır 

ve bir nanosüspansiyon formülasyonu temelde etkin madde, stabilizan ve dispersiyon 

ortamından oluşmaktadır. Dispersiyon ortamı olarak su, sulu çözeltiler ve susuz 

ortamlar (Polietilen glikol (PEG) ve yağlar) kullanılırken sistemi stabilize etmek 

amacıyla çeşitli yüzey aktif madde ve polimerik yapıdaki stabilizanlar 

kullanılmaktadır (98).   

NKT’nin son yıllarda ön plana çıkmasının nedeni aşağıda belirtilen birçok 

üstünlüğe sahip olmasındandır. 

I) Kullanılan ilacın doygunluk çözünürlüğünü, çözünme hızını ve hücre 

membranlarına tutunma oranını artırması ile oral biyoyararlanımda belirgin ölçüde 

bir artış sağlaması,  

II) Yüksek oranda ilaç içermesi sayesinde kullanılan dozun azaltılabilmesi ve 

buna bağlı olarak ilacın sistemik yan etki profilinin azalmasına olanak sağlaması, 

III) Basit, hızlı ve tekrarlanabilir üretim prosesi sayesinde ölçek büyütme 

(scale-up) için uygun bir teknoloji olması,   
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IV) Formülasyon için kullanılan yardımcı madde gereksiniminin az olması 

sayesinde üretim maliyetinin diğer sistemlere göre daha düşük olması,  

V) Mikronize edilmiş ilaçların aksine birçok yol (parenteral, pulmoner, 

topikal ve oftalmik) ile uygulanabilmesi ve çeşitli yöntemlerle kolayca sterilize 

edilebilmesi,  

VI) Doz orantısallığını iyileştirebilmesi,  

VII) Özellikle suda çözünürlüğü az olan lipofilik ilaçlarda gözlenen açlık-

tokluk durumlarındaki biyoyararlanım farklılıklarının ve bireyler arası değişkenliğin 

azaltılabilmesine olanak sağlamasıdır (98, 145, 153, 154, 155).   

Ayrıca NKT’inde sistemi stabilize etmek amacıyla formülasyona eklenen 

tween 80, d-alfa-tokoferil poli (etilen glikol) 1000 süksinat (TPGS)(TPGS, FDA 

onaylı suda çözünen bir stabilizandır), poloksamer 188 (pluronik F68) gibi noniyonik 

sürfaktanların etkin maddenin permeabilitesini, P-gp inhibisyonuna neden olarak 

artırabileceği ve verapamil veya siklosporin A gibi düşük molekül ağırlıklı P-gp 

inhibitörlerinin aksine biyolojik ortam için olumsuz bir etkiye neden olmayacağı 

bildirilmiştir (156-159). TPGS içindeki PEG zincirlerinin inhibitör aktivite üzerinde 

etkisinin olmasının yanı sıra en iyi inhibitör aktivite 1100-1500 Da uzunluğuna sahip 

PEG zincirlerinde gözlenmiştir (158, 160). NKT’ne karşı son zamanlarda artan ilgi, 

endüstriyel olarak uygulanabilir üretim teknikleri ile üretilmesi sayesinde ürüne 

dönüşebilme ihtimali yüksek formülasyonların hazırlanabilmesi ile 

ilişkilendirilmiştir. Bu tür üstünlüklerin haricinde tüm etkin maddelere 

uygulanamaması, kullanılan yönteme bağlı olarak uygulanan yüksek basınç ve 

sıcaklığın etkisiyle etkin madde ya da stabilizanların polimorfik dönüşüme uğraması, 

dispersiyon halinde fiziksel stabilitenin korunmasının zorluğu ve kurutma 

aşamasında görülen partikül büyümesi gibi durumlar NKT’nin sınırlamalarıdır (100).  

Antihipertansif ilaçların NKT ile formüle edilmesine ilişkin literatürde birçok 

çalışma bulunmasına rağmen günümüzde bu teknoloji ile üretilip ticarileşen çok 

fazla ürün bulunmamaktadır. Günümüzde bu teknoloji ile ıslak öğütme tekniği 

kullanılarak üretilmiş, KKB’leri sınıfında yer alan verapamil ve diltiazemi içeren 
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Verelan PM® kapsül ve Herbesser® tablet ticarileşen ürünlerdir. Verelan PM® 

kapsül, Schwarz Pharma firması tarafından geliştirilip 1998 yılında ve Herbesser® 

tablet Mitsubishi Tanabe Pharma firması tarafından geliştirilip 2002 yılında 

FDA’den onay alarak ilaç piyasasında yerini almıştır (26, 161, 162). Literatürde 

NKT’nin antihipertansif ilaçlardan daha çok KKB’leri ve anjiyotensin reseptör 

blokörleri üzerine yoğunlaştığı görülmektedir. 

2.5.1.  Nanokristal Teknolojisinde Stabilizasyon 

Nanokristallerin en önemli özelliklerinden biri uzun bir dönem kararlılığa 

sahip olmalarıdır. Etkin madde boyutunun nano boyuta indirilmesi sonucu sistemde 

artan spesifik yüzey enerjisine bağlı olarak oluşan termodinamik kararsızlığı 

minumuma indirmek amacıyla partiküller bir araya gelerek agregat oluşturma eğilimi 

göstermektedir. Bu yüzden ilaç nanokristalleri, çoğu zaman yüzey aktif madde ve 

polimerik yapıdaki stabilizanlar veya bunların kombinasyonu ile stabilize edilme 

ihtiyacı duymaktadır (98).  

 Agregasyon ve Çarpışma Mekanizmaları 

 Literatürde olası agregasyon mekanizmaları; perikinetik agregasyon, 

diferansiyel sedimentasyon ve ortokinetik agregasyon olmak üzere üç ana başlık 

altında sınıflandırılmıştır. Perikinetik agregasyon, Brown hareketleri ile indüklenen 

agregasyonu ifade etmektedir. 5 µm’nin altında partikül büyüklüğüne sahip 

partiküllerin dispersiyon ortamındaki rastgele hareketleri olan Brown hareketleri 

sonucu partiküller birbiriyle çarpışmakta ve aralarında oluşan elektrostatik çekim 

kuvvetleri nedeniyle birbirine yapışarak agregatlar oluşturmaktadır. Başka bir 

ifadeyle perikinetik agregasyon çoklu çarpışmalar sonucu oluşan agregasyondur. 

Diferansiyel sedimentasyon, farklı çap ve yoğunluktaki partiküller tarafından 

indüklenen agregasyonu ifade etmektedir. Farklı çap ve yoğunluktaki partiküller 

farklı hızlarda hareket etmektedir ve dispersiyon ortamında daha hızlı hareket eden 

parçacıklar daha yavaş hareket eden parçacıklara çarpmaktadır. Bu çarpışmalar 

partiküllerin topaklanarak sedimentasyonuna neden olmaktadır. Ortokinetik 

agregasyon ise, kayma güçleri tarafından indüklenen agregasyonu ifade etmektedir. 

Dispersiyonun hareketinden ötürü meydana gelen partikül taşınması, parçacık içi 
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çarpışmalarda artışa neden olmaktadır ve bu şekilde meydana gelen agregasyon 

ortokinetik agregasyon olarak adlandırılmaktadır. Ortokinetik agregasyonun, partikül 

boyutu ve hız gradyanından etkilenmesinin aksine sıcaklıktan bağımsız olduğu 

bildirilmiştir (162).  

Stabilizasyon Mekanizmaları 

Bir nanosüspansiyon formülasyonunun stabilitesi, etkin maddenin 

morfolojisi, miktarı (ilaç konsantrasyonu), Log P değeri, erime noktası, çözünürlüğü 

gibi etkin maddeye ait özellikler, stabilizan türü, oranı ve kombinasyonları gibi 

kullanılan stabilizanlara ait özellikler ve hazırlanma sırasında kullanılan öğütme 

enerjisinin şiddeti, öğütme süresi ve hızı, öğütmede kullanılan bilyelerin büyüklüğü 

ve öğütme haznesini kapladığı alan (hacmi) gibi yönteme ait parametrelere bağlı 

olarak değişmektedir (163-167). NKT’nde agregasyonu engelleyerek sistemin 

fiziksel stabilitesinin sağlanmasında ve korunmasında kullanılan stabilizanlar, temel 

olarak partikül yüzeyine kendiliğinden adsorblanmakta ve yüzeyler arası gerilimi 

düşürerek sistemde artan serbest yüzey enerjisini azaltmaktadır. Stabilizanların 

serbest yüzey enerjisini azaltarak sisteme termodinamik açıdan kararlılık kazandırma 

mekanizmaları literatürde temelde elektrostatik, sterik ve elektrosterik stabilizasyon 

olmak üzere üç ana başlık altında sınıflandırılmıştır (162, 163). Elektrostatik 

stabilizasyon, stabilizanların iyonize olabilen gruplarının partikülün yüzeyini 

yükleyerek itici bir kuvvet oluşturması sonucu oluşurken, sterik stabilizasyon, 

stabilizanların hidrofobik partiküller etrafında yoğun bir hidrofilik tabaka oluşturarak 

partiküller arasında sterik engel ve güçlü bir itme meydana getirmesi ile 

oluşmaktadır. Elektrosterik stabilizasyon ise, polimerik özellik sayesinde oluşan 

sterik stabilizasyon ve yüzey aktif madde özelliği sayesinde oluşan elektrostatik 

stabilizasyonun birleşimi ile meydana gelmektedir. NKT’nde yüzey aktif özelikte ve 

polimerik yapıda olan stabilizanların kombinasyonlarının kullanımı daha etkili bir 

stabilizasyon için sıklıkla tercih edilmektedir (162). Stabilizanların sisteme kararlılık 

kazandırma mekanizmaları Şekil 2.2.’de verilmiştir. 
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Şekil 2.2. Stabilizanların sisteme kararlılık kazandırma mekanizmaları (162).  

2.5.2. Nanokristal Teknolojisinde Kullanılan Stabilizanlar 

 İlaç nanokristallerinin hazırlanmasında en kritik aşama stabilizan sisteminin 

türü ve oranının belirlenmesidir (162). Stabilizan sisteminin  seçimi, daha çok 

yapılan deneysel çalışmalar neticesinde belirleniyor gibi görünse de stabilizanların 

hidrofobik partikül yüzeylerine olan ilgisinin varlığı ve adsorpsiyon 

mekanizmalarına ilişkin daha önceden yapılan çalışmalar formülasyon çalışmalarını 

hızlandırabilmektedir (166). NKT’inde genel olarak, PVP, polivinil alkol (PVA), 

hidroksi propil metil selüloz (HPMC), hidroksi propil selüloz (HPC), hidroksi etil 

selüloz (HEC), sodyum karboksi metil selüloz (NaCMC), sodyum aljinat (Na 

aljinat),  kitosan, PEG türevleri, SoluPlus®, Kollidon® VA 64 gibi polimerik 

stabilizanlar ve SLS, sodyum dokusat (SD), sodyum deoksikolat (SDC), 

poloksamerler (pluronikler), tween 80, TPGS gibi yüzey aktif özellikteki 

stabilizanlar kullanılmaktadır (66, 162). PVP, PVA, HPMC ve HPC gibi polimerler 

partikül yüzeyine hidrojen bağları ile adsorplanarak hidrofilik bir sınır tabakası 

oluşturabilmektedir. PVP ve HPC’nin polar fonksiyonel grup içermeyen hidrofobik 

ilaç yüzeyleri için fiziksel adsorpsiyon ve sterik stabilizasyonun sağlanmasında ideal 

oldukları bildirilmiştir. Fakat yüzey aktif maddelere ve poloksamerler  (poloksamer 

407, poloksamer 188)  gibi hem hidrofilik hem de hidrofobik zincir içeren amfifilik 

kopolimerlere kıyasla daha zayıf özellikte stabilizan oldukları belirtilmiştir. Amfifilik 

blok kopolimerler, genellikle homopolimerlere kıyasla daha iyi stabilizasyon 

sağlamakla birlikte, bu etkiyi hidrofobik kısımları ile partikülün yüzeyine hidrofobik 
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etkileşimler sayesinde adsorbe olurken, hidrofilik kısımları ile partikülü sararak 

sterik bir engel oluşturmaları suretiyle gerçekleştirmektedir (168). Ayrıca kullanılan 

polimerlerin morfolojik yapısı, molekül ağırlığı ve taşıdığı fonksiyonel gruplar elde 

edilen partikül büyüklüğünü ve sistemin stabilitesini etkilemektedir (162). Lee ve 

ark. (169) yapmış oldukları bir çalışmada, başarılı bir polimer adsorpsiyonun 

sağlanması ve partikül boyutunun küçültülmesi için polimerin hidrofilik/hidrofobik 

oranın önemli olduğunu ve hidrofobik kısımların mol fraksiyonunun en az %15 mol 

olması gerektiğini belirtmiştir. 

Nanokristal formülasyonlarıda dikkat edilmesi gereken diğer bir önemli 

parametre kullanılan stabilizanın miktarı ve oranıdır. Stabilizan miktarı yetersiz 

olduğunda agregasyon sorunu yaşanırken, fazla olması durumunda ise kristal 

büyümesi (Ostwald Ripening Etkisi; Ostwald olgunlaşması) görülmektedir. Ostwald 

olgunlaşması, temelde farklı boyuttaki partiküllerin çözünürlük farkına bağlı olarak 

gerçekleşen bir stabilite sorunudur. Özellikle partikül büyüklüğü dağılım aralığı 

geniş olan sistemlerde küçük partiküller üzerinde serbest yüzey enerjisi daha 

yüksektir. Bu partiküller ortamda büyük olan partiküllere nazaran daha fazla 

çözünmekte ve daha büyük partiküller halinde kristallenmektedir. Ayrıca bu 

kristallenmeye sistemde kristal ve amorf yapının birlikte kullanılması ve sıcaklık 

değişimleri gibi durumlar da neden olabilmektedir. Ostwald olgunlaşmasının 

engellenebilmesi için; partikülün en dayanıklı kristal şeklinin kullanılması, aşırı 

sıcaklık değişimlerinden kaçınılması ve partikül büyüklüğü dağılım aralığı dar olan 

sistemlerin hazırlanması önerilmektedir. Ayrıca hazırlama aşamasında kullanılan 

çöktürme sıcaklığı gibi yöntem parametrelerinin de kristal büyümesi üzerine etkisi 

bulunmaktadır. Xia ve ark. (71) yapmış oldukları bir çalışmada çöktürme-

ultrasonikasyon yöntemine göre; 3°C ve 35°C olmak üzere iki farklı çöktürme 

sıcaklığında nitrendipin nanokristalleri hazırlamış ve sıcaklığın 35°C’den 3°C’ye 

düşürülmesi ile partikül boyutunun 4,43 µm’den 211 nm’ye azaldığını saptamıştır. 

Yüksek sıcaklıkta daha büyük partiküllerin elde edilmesi başlıca iki nedene 

dayandırılmıştır. Birincisi; sıcaklığın yükselmesinin nitrendipinin çözünürlüğünün 

artmasına neden olması ve karıştırma sırasında süpersaturasyon seviyelerinin 

azalarak ve daha düşük çekirdeklenme oranına bağlı olarak kristal büyümesine neden 

olmasıdır. İkincisi ise; daha yüksek bir sıcaklıkta kristalin arayüzeyinde daha yüksek 
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bir difüzyon ve artan reaksiyon kinetiğine bağlı olarak kristal büyümesinin daha hızlı 

gerçekleşmesidir (71). Nanokristal formülasyonlarında kullanılan ilaç:stabilizan 

oranları genellikle 1:20 den 20:1 oranına kadar geniş bir ölçüde değişkenlik 

göstermektedir (170, 171).  

Nanokristal formülasyonlarında stabilizasyonun sağlanması amacıyla 

kullanılan başka bir stateji, sinerjik etki sağlamak amacıyla polimer-yüzey aktif 

maddde ve polimer-polimer kombinasyonlarının kullanılmasıdır. Ayrıca stabilizan 

kombinasyonları, oluşan nanokristallerin boyutunu ve dağılımını da etkilemektedir. 

Bilgili ve ark. (172) yapmış oldukları bir çalışmada ıslak öğütme tekniğini kullanarak 

hazırladıkları griseofulvin nanosüspansiyonlarında polimer ve yüzey aktif madde 

kombinasyonunda bu stabilizanların ayrı ayrı kullanılmasına kıyasla daha iyi partikül 

büyüklüğü dağılımı ve daha küçük partiküller elde edildiğini bildirmiştir. Meruva ve 

ark. (167) tarafından yapılan bir diğer çalışmada ıslak öğütme tekniğine göre 

hazırlanan irbesartan nanokristallerinde kullanılan ilaç konsantrasyonu (%5-10, a/a), 

stabilizan türü (tween 80, poloksamer 407, poloksamer 188) ve ilaç:stabilizan 

oranının (10:0,6, 10:1) sistemin partikül boyutu ve dağımının yanı sıra ilacın 

stabilitesini nasıl etkilediği araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre; ilaç 

konsantrasyonu ile partikül boyutu arasında negatif bir korelasyon gözlenmiştir. Yani 

ilaç konsantrasyonu arttıkça, ilaç-ilaç partikülleri ve ilaç-bilyeler arasındaki çarpışma 

sayısının artmasına bağlı olarak daha küçük partikül boyutu elde edilmiştir. 

Kullanılan stabilizanın türü ve oranı istatistiksel olarak partikül boyutu üzerinde 

önemli bir etkiye sahip olmakla birlikte en küçük boyutlar poloksamer 407’nin %1 

oranında kullanıldığı formülasyonlarda elde edilmiştir ve bu sonuçlar poloksamer 

407’nin diğer stabilizanlara kıyasla daha iyi yüzey aktif madde özelliklerine sahip 

olmasına bağlanmıştır. Ayrıca tween 80 ve poloksamer 188 kullanılan 

formülasyonlarda stabilizan oranı arttıkça partikül boyutunun arttığı saptanmıştır. 

Genel olarak nanokristal formülasyonularında önemli bir parametre olan 

ilaç:stabilizan oranı bu çalışmada önemli bir parametre olarak bulunmamıştır. 

Yapılan kısa dönem stabilite çalışmaları ise irbesartanın %10 (a/a) ve poloksamer 

407’nin %1 oranında kullanıldığı formülasyonların diğer formülasyonlara kıyasla 

fiziksel olarak daha stabil olduğunu göstermiştir (167). NKT kullanılarak hazırlanan 
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diğer antihipertansif ilaç formülasyonlarında kullanılan stabilizanlar ve oranları 

Tablo 2.3.’de özetlenmiştir. 
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaçların nanokristal bazlı formülasyonlarında kullanılan yöntemler ve formülasyon bileşenleri. 

Sınıf Etkin Madde Nanokristal 

Hazırlama 

Tekniği 

Stabilizan  Etkin 

Maddenin 

Başlangıç 

Partikül 

Boyutu 

(µm) 

Elde Edilen 

Partikül Boyutu 

(nm) 

Yorum Kaynak 

Anjiyotensin 

Reseptör 

Blokörleri 

İrbesartan 

(%10, a/a) 

 
 

 

Islak Öğütme  

 

Poloksamer 

407  

(%1 a/a) 

 246 pH 2 (0,01 N HCl) ve pH 6,8 fosfat tamponu ortamlarında pedal yöntemine göre 

(USP Type  II Apparatus - 75 rpm - 900 mL çözünme ortamı - 37°C ± 0,5°C)  

gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, hazırlanan optimum formülasyonun 
irbesartan süspansiyonuna kıyasla her iki ortam için de (ilk 2 dak. içinde %100’e 

yakın çözünme) yaklaşık 1 saat boyunca etkili bir çözünme profili sergilediğini 

göstermiştir. 
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Kandesartan 

sileksetil  
(%0,5, a/h) 

 

 

Çözücü-

Antiçözücü 
çöktürme 

HPMC E3 : 

Pluronik 
F127 

(50:50, a/a) 

(%0,5, a/h) 

 159 ± 8,1 Şişe çalkalama yöntemine göre distile su, 0,1 N HCl ve pH 6,8 fosfat tamponu 

ortamlarında 24 saat boyunca gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları nanokristal 
formülasyonunun her 3 ortam için de ilacın doygunluk çözünürlüğünde önemli bir 

artış sağladığını göstermiştir. %0,15 oranında Polisorbat 20 içeren pH 6,8 fosfat 

tamponu ortamında pedal yöntemine göre (USP Type II Apparatus - 50 rpm - 900 
mL çözünme ortamı - 37,5°C ± 0,5°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme 

çalışmaları, nanokristal formülasyonlarının saf etkin madde ve ilacın ticari 

preparatına kıyasla ilacın çözünme profilini iyileştirdiğini göstermiştir (İlk 10 dak. 
içinde %80 civarına ulaşan çözünme 1 saat boyunca %100’e yakın seyretmiştir). 4 

saat boyunca gerçekleştirilen Caco-2 permeabilite çalışmaları nanokristal 

formülasyonu için hesaplanan yüzde geçirgenlik oranının etkin maddeye kıyasla 
yaklaşık 4 kat arttığını göstermiştir. Sprague Dawley cinsi dişi sıçanlarda yapılan 

in vivo biyoyararlanım çalışmalarından elde edilen farmakokinetik parametreler 

ilacın oral biyoyararlanımının yaklaşık 4 kat arttığını göstermiştir.  
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Alisartan 

izoproksil 
(%5, a/h) 

Islak Öğütme 

ve 
Püskürterek 

kurutma  

PVP K30 

(%0,1, a/h) 

 300,5 ± 2,2 

 
Püskürterek 

kurutma sonrası 

optimum 
formülasyon için 

(F16) 304,0 ± 

14,8 

Püskürterek kurutulmuş optimize nanokristal formülasyonu ile (F16) ilacın 

yükleme kapasitesinin artırıldığı (%61,7) ve elde edilen katı nanokristallerin 
yüksek oranda redisperse olduğu saptanmıştır. pH 6,8 fosfat tampon ortamında 

pedal yöntemine göre (USP Type  II Apparatus - 50 rpm - 900 mL çözünme 

ortamı - 37,5°C ± 0,5°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, optimize 
nanokristal formülasyonların saf etkin maddeye kıyasla ilacın çözünme profilini 

iyileştirdiğini göstermiştir (1 saatte saf ilaç %10 civarına çözünürken püskürterek 

kurutulmuş nanokristal formülasyonu %14 çözünmüştür).  Sprague Dawley cinsi 
erkek sıçanlarda yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmalarından elde edilen 

farmakokinetik parametreler ilacın oral biyoyararlanımının saf etkin maddeye 

kıyasla yaklaşık 4,73 kat arttığını göstermiştir. 
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaçların nanokristal bazlı formülasyonlarında kullanılan yöntemler ve formülasyon bileşenleri (Devam-1).  

Sınıf Etkin 

Madde 

Nanokristal 

Hazırlama 

Tekniği 

Stabilizan  Etkin maddenin 

Başlangıç Partikül 

Boyutu (µm) 

Elde Edilen 

Partikül Boyutu 

(nm) 

Yorum Kaynak 

Beta 

blokörler 

Atenolol  

(% 0,125, 

a/h) 

Yüksek basınçlı 

homojenizasyon 

SLS 

(%1,25 a/h) 

  
 

 125,6 Atenolol nanokristalleri ve nanokristalleri içeren kapsül 

formülasyonu için in vitro salım çalışmaları pH 6,8 fosfat tamponu 

ortamında gerçekleştirilmiştir ve 2 saatin sonunda saf atenolole 
kıyasla tüm nanokristal formülasyonları için ilacın çözünme oranında 

(%78,30-98,28 aralığında) belirgin bir artış olduğu gözlenmiştir. In 

vitro permeabilite çalışmaları sakrifiye edilen bir keçiden alınan ince 
bağırsağın duodenal kısmı üzerinde gerçekleştirilmiş olup 60 dak. 

sonunda nanokristal formülasyonlarının geçirgenlik yüzdesinin 

(%90,88) işlem görmemiş ilaca (%31,22) kıyasla çok daha yüksek 
olduğunu göstermiştir. 
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Kalsiyum 
kanal 

blokörleri 

Nifedipin 
(%5, a/h) 

Yüksek basınçlı 
homojenizasyon 

 

HPMC  
(Methocel E15 

(%0,5, a/a) 

98,7 ± 0,4 291 ± 0,006 
Mannitol 

kullanılarak 

püskürterek 
kurutma tekniğine 

göre hazırlanan 

optimum 
formülasyon için; 

399 ± 0,006 

3 saat boyunca gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları nifedipinin 
doygunluk çözünürlüğünün nanokristal teknolojisi ile yaklaşık 1,5 

kat arttığını göstermiştir. %0,05 polisorbat 20 içeren deiyonize su 

ortamında pedal yöntemine göre (Apparatus Type II - 60 rpm - 900 
mL çözünme ortamı - 37°C ± 1°C) gerçekleştirilen çözünme 

çalışmaları hazırlanan nifedipin nanokrsitallerinin ilacın dissolüsyon 

profilini iyileştirdiğini göstermiştir. 
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Nifedipin  
(%0,1, 

a/h) 

 
 

Islak Öğütme  
 

HPC SSL  
(%1, a/h),  

Poloksamer 407 

(%0,1, a/h) 

14 302 Pepsin içermeyen pH 1,2 simüle gastrik çözünme ortamında pedal 
yöntemine göre (USP Type II Apparatus -100 rpm - 500 mL 

çözünme ortamı - 37°C ± 0,5°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme 

çalışmaları, nanokrsital formülasyonlarının ilacın saf hali ve ticari 
preparatına (nifedipin kapsül) kıyasla yaklaşık 1 saat boyunca daha 

etkili bir çözünme profili sergilediğini göstermiştir 

(Nanopsüspansiyon formülasyonunda ilk 15 dak içinde etkin 
maddenin yaklaşık %85’i çözünmüştür).  
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Lasidipin  

(%0,1, 
a/h) 

 

 

Çözücü-

Antiçözücü 
sonopresipitasyon  

SDC 

 (%100, a/h), 
Pluronik F127 

(/0,1, a/h) 

 273,21 0,1 M HCl (pH 1,2 tampon) ve distile su ortamlarında 24 saat 

boyunca gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları nanokristal 
teknolojisi ile ilacın doygunluk çözünürlüğünün her iki ortam için de 

yaklaşık 70 kat arttığını göstermiştir. pH 1,2 / 0,1 M HCl tampon 

ortamında pedal yöntemine göre (USP Type II Apparatus - 100 rpm - 
100 mL çözünme ortamı - 37°C ± 1°C) gerçekleştirilen in vitro 

çözünme çalışmaları, hazırlanan optimum formülasyonun (N3) ilacın 

çözünme hız profilinde belirgin bir artış sağladığını göstermiştir. 
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaçların nanokristal bazlı formülasyonlarında kullanılan yöntemler ve formülasyon bileşenleri (Devam-2).  

Sınıf Etkin 

Madde 

Nanokristal 

Hazırlama 

Tekniği 

Stabilizan  Etkin 

Maddenin 

Başlangıç 

Partikül 

Boyutu (µm) 

Elde Edilen 

Partikül 

Boyutu (nm) 

Yorum Kaynak 

Kalsiyum 
kanal 

blokörleri 

Nimodipin 
%0,7, a/h) 

 

 

Mikroçöktürme 
ve Yüksek 

basınçlı 

homojenizasyon 

Poloksamer 407 
(Lutrol®)  

(%0,4, a/h),  

HPMC E5   
(%0,1, a/h), 

SDC (%0,05, a/h) 

 

 159 Şişe çalkalama yöntemine göre 37°C’de ve farklı çözünme ortamlarında 
(distile su, %0,05 ve %0,3 SLS içeren distile su ve Fasted State Simulated 

Intestinal Fluid (FaSSIF)) 72 saat boyunca gerçekleştirilen çözünürlük 

çalışmaları, hazırlanan nanokristal formülasyonlarının (Nano-1, Nano-2 ve 
Nano-3) ilacın doygunluk çözünürlüğünde belirgin bir artış sağladığını 

göstermiştir. Pedal yöntemine göre farklı çözünme ortamlarında (USP 

Apparatus II - 50 rpm - 900 mL, çözünme ortamları; distile su, %0,05 ve 
%0,3 SLS içeren distile su ve FaSSIF, 37°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme 

çalışmaları, hazırlanan nanokristal formülasyonlarının ilacın ticari tabletine 

(Nimotop®; katı dispersiyon yöntemine göre hazırlanmış) kıyasla daha düşük 

bir çözünme profili sergilediğini göstermiştir. Beagle cinsi erkek köpekler 

üzerinde yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmaları optimize nanokristal 

formülasyonlarının (Nano-1 ve Nano-3) ilacın ticari tabletine kıyasal oral 
biyoyararlanımı yaklaşık 2,6 kat artırdığını göstermiştir. 
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Nimodipin 
%0,7, a/h) 

 

Mikroçöktürme 
ve Yüksek 

basınçlı 

homojenizasyon 

Poloksamer 407 
(Lutrol®)  

(%0,4, a/h),  

HPMC E5   
(%0,1, a/h), 

SDC (%0,05, a/h) 

 

 833,3 ± 20,6 %0,1 (a/h) ve %0,2 (a/h) oranında SLS içeren pH 6,8 fosfat tamponu 
ortamında pedal yöntemine göre (Apparatus II - 100 rpm - 900 mL çözünme 

ortamı - 37°C ± 0,5°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, 

hazırlanan optimum formülasyonun saf nimodipine kıyasla çözünme hız 
profilinde belirgin bir artış sağladığını göstermiştir. Sprague-Dawley cinsi 

erkek sıçanlar üzerinde yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmaları 

optimize nanokristal formülasyonunun ilacın ticari tabletine (Nimotop®) 

kıyasla oral biyoyararlanımı yaklaşık 4 kat artırdığını göstermiştir.  
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Nitrendipin 
(%0,3, a/h) 

 

 

Presipitasyon ve 
Ultrasonikasyon 

PVA 
 (%0,15, a/h) 

36,6 209 ± 9 48 saat boyunca gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları nitrendipinin 
doygunluk çözünürlüğünün NKT ile artırıldığını göstermiştir. %0,1 (a/h) 

oranında SLS içeren pH 1,2 / 0,1 M HCl tamponu ortamında pedal yöntemine 

göre (Apparatus III - 100 rpm - 200 mL çözünme ortamı - 37°C ± 0,5°C) 
gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, hazırlanan optimum 

formülasyonun ilacın çözünme hız profilinde belirgin bir artış sağladığını 

göstermiştir (1 saat içinde %100’e yakın bir çözünme). Wistar cinsi erkek 
sıçanlar üzerinde yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmaları optimize 

nanokristal formülasyonun ilacın ticari tabletine kıyasla oral biyoyararlanımı 

yaklaşık 5 kat artırdığını göstermiştir.  
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaçların nanokristal bazlı formülasyonlarında kullanılan yöntemler ve formülasyon bileşenleri (Devam-3).  

Sınıf Etkin 

Madde  

Nanokristal 

Hazırlama 

Tekniği 

Stabilizan  Etkin 

Maddenin 

Başlangıç 

Partikül 

Boyutu (µm) 

Elde Edilen 

Partikül 

Boyutu (nm) 

Yorum Kaynak 

Kalsiyum 
kanal 

blokörleri 

Nitrendipin  
(%10, a/h) 

  

Çöktürme ve 
Yüksek basınçlı 

homojenizasyon 

PVA 
(%0,1, a/h) 

 175 ± 13 %70 HCl (0,1 mol/L) ve %30 etanol (h/h) içeren çözünme ortamında 
(Chinese Pharmacopeia 2010; pedal yöntemi - 100 rpm - 900 mL çözünme 

ortamı - 37°C ± 0,5°C) gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, 

hazırlanan optimum formülasyonun fiziksel karışım ve ilacın ticari 
preparatına kıyasla çözünme hız profilinde belirgin bir artış sağladığını 

göstermiştir (İlk 1 dak. içinde %100’e yakın bir çözünme). Wistar cinsi erkek 

sıçanlar üzerinde yapılan in vivo oral biyoyararlanım çalışmaları optimize 
nanokristal formülasyonun ilacın ticari tabletine kıyasla oral biyoyararlanımı 

yaklaşık 10 kat artırdığını göstermiştir.  

 

74 
 

Nisoldipin  

(%5, a/h) 

 
 

Islak Öğütme  

 

PVP K30 

(%1,25, a/h),  

SLS 
(%0,4, a/h) 

 240,3 %3 (a/h) oranında SLS içeren çözünme ortamında (Chinese Pharmacopeia; 

pedal yöntemi - 50 rpm - 900 mL çözünme ortamı - 37°C ± 0,5°C) 

gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları, saf etkin maddeye kıyasla 
nanokristal formülasyonlarının (10 dak.’da %80’e yakın çözünme) ilacın 

çözünme profilini belirgin şekilde iyileştirdiğini göstermiştir. Sprague Dawley 

cinsi erkek sıçanlar kullanılarak yapılan in vivo oral biyoyararlanım 
çalışmalarından elde edilen farmakokinetik parametreler, genel olarak 

nanokristal formülasyonlarda oral bioyararlanımın belirgin ölçüde artması ile 

birlikte ilacın jet öğütme ile elde edilen mikrokiristal formülasyonuna kıyasla 
optimize nanokristal formülasyonunda oral biyoyararlanımın yaklaşık 7,1 kat 

arttığını göstermiştir. 
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Efonidipin  

(%4, a/h) 

Islak Öğütme  

 

SLS 

(%0,04, a/h), 

Poloksamer 188 
(%0,4, a/h) 

 

20-100 108,6 ± 5,2 %0,5 (a/h) oranında tween 80 içeren pH 6,5 fosfat tamponu ortamında (USP 

39 Type  II Apparatus - 100 rpm - 500 mL çözünme ortamı - 37°C ± 0,5°C)  

gerçekleştirilen in vitro çözünme çalışmaları organik çözücü ile katı 
dispersiyon tekniğine göre hazırlanmış piyasa preparatı (Landel® tablet) ve 

nanokristal formülasyonunun çözünme profilinin etkin maddenin çözünme 

profilinden daha iyi olduğunu ve f2 benzerlik hesabına göre;  piyasa preparatı 
ve nanokristal formülasyonu arasında benzerlik olduğunu göstermiştir. 

Sprague Dawley cinsi erkek sıçanlar kullanılarak yapılan in vitro intestinal 

permeabilite çalışmaları, nanokristal formülasyonlarının etkin maddeye 
kıyasla daha yüksek permeablite katsayılarına sahip olduğunu kanıtlamıştır. 

Oral uygulama sonrası elde edilen farmakokinetik parametreler, optimum 

formülasyonun ilacın oral biyoyararlanımını yaklaşık 2,2 kat artırdığını 

göstermiştir. 
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2.5.3. Nanokristallerin Kurutulması 

Nanosüspansiyonlarda uzun süre fiziksel ve kimyasal stabilitenin korunması 

ve oral yolla kullanılacak ilaçların tablet ya da kapsül gibi katı ilaç formunda 

verilerek hasta uyuncunun artırılabilmesi amacıyla genellikle katı hal tercih 

edilmektedir (153). Bu amaçla daha çok püskürterek kurutma ve dondurarak 

kurutma (liyofilizasyon) gibi teknikler kullanılmaktadır (66, 163, 167). Fakat 

püskürterek ve dondurularak kurutulmuş tozlar zayıf toz özellikleri nedeniyle oral 

katı dozaj formları için doğrudan kullanılamazlar. Ayrıca bu teknikler zaman alıcı 

ve pahalı tekniklerdir. Bu sebeple literatürde sprey granülasyon ve pelletleme (bead 

layering; bilye tabakalama), nanosüspansiyonların kurutulmasında nispeten daha 

basit ve ekonomik alternatif kurutma yaklaşımları olarak önerilmiştir. Fakat bu 

yöntemler her ne kadar nanosüspansiyonları kurutmak için kullanılabilse de, 

bugüne kadar bu iki tekniği incelemiş ve karşılaştırmış çok fazla çalışma 

bulunmamaktadır (167).  

Kurutma işleminde yöntem koşullarının doğru tasarlanmaması, sistemde 

güçlü agregatların oluşması ve sistemin tekrar disperse edilememesi gibi sorunlara 

neden olabilmektedir. Bu durum dispersiyon halinde sistemdeki kristal yapıların 

yüzey enerjisi kullanılan stabilizanlar ile kontrol edilirken sistemin kurutulması 

sonrasında stabilizan sistemlerinin de katı hale geçmesi nedeniyle partiküllerin 

etrafındaki koruyucu etkilerinin azalmasına bağlanmaktadır (178). Bu yüzden 

nanosüspansiyonun kurutulması sonuç ürünü etkileyen kritik bir işlemdir ve uygun 

yöntemin seçilmesi çok önemlidir.  

Püskürterek kurutma tekniğinde çeşitli kurutma kazanlarında püskürtülen 

nanosüspansiyonun sıcaklığın etkisi ile küresel partiküller halinde kuruması 

sağlanmaktadır. Burada püskürtülecek dispersiyonun derişimi, vizkozitesi, sıcaklık 

ve püskürtme hızı kurutma prosesini etkileyen özellikler olmakla birlikte bu teknik, 

sıcaklıktan etkilenen etkin maddeler için uygun bir yöntem değildir (167, 179, 180). 

Patel ve ark. (66) ıslak öğütme tekniğine göre hazırlamış oldukları nifedipin 

nanosüspansiyonunun stabilitesini artırmak için matriks oluşturması amacıyla %5 

(a/h) oranında mannitol kullanarak (Püskürterek kurutma koşulları; giriş sıcaklığı: 
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125°C, çıkış sıcaklığı: 60°C ve akış hızı: 2 mL/dak.) püskürterek kurutma tekniğine 

göre kurutmuştur. Liyofilizasyon sonrası optimum nanokristal formülasyonun 

partikül boyutunun 302 nm’den 349 nm’ye çıktığı bildirilmiştir. Partikül 

boyutundaki artışın nedeni, formülasyonda bulunan mannitolün varlığından ötürü 

kabuk oluşum teoremi (shell formation phenomena) ile açıklanmıştır. Partikül 

boyutu artmış olmasına karşılık daha stabil bir sistemin hazırlandığı bildirilmiştir 

(66). Yapılan bir başka çalışmada, Ouan ve ark. (74) kombine bir yöntem 

kullanarak (çöktürme ve yüksek basınçlı homojenizasyon) nitrendipin 

nanokristalleri hazırlamış ve nanosüspansiyonu taşıyıcı olarak laktoz ve mannitolün 

farklı oranlarını kullanarak püskürterek kurutma tekniğine göre kurutmuştur. 

Mannitol konsantrasyonunun daha yüksek olduğu (%1,7, a/h) formülasyonlarda 

daha düşük kullanıldığı (%0,7, a/h) formülasyonlara kıyasla liyofilizasyon sonrası 

partikül boyutunda daha az bir artış gözlenirken her iki taşıyıcı aynı oranda 

kullanıldıklarında (%0,3), laktoz ile hazırlanan formülasyonlarda liyofilizasyon 

sonrası partikül boyutunda daha fazla bir artış gözlenmiştir. Bu çalışma, 

püskürterek kurutma tekniğinde kulanılacak taşıyıcı sistemin türü ve miktarının 

kurutma prosesi sonrası elde edilen sonuç ürünün partikül boyutunu önemli ölçüde 

etkileyebileceğini göstermiştir (74). 

Dondurarak kurutma tekniğinde ani bir dondurma işleminin ardından primer 

ve sekonder kurutma işlemleri gerçekleştirilmektedir. Bu teknik kompleks ve pahalı 

bir teknik olmasına rağmen, nanosüspansiyonlar ve düşük konsantrasyonda etkin 

madde içeren sistemler için diğer yöntemlere kıyasla daha çok tercih edilmektedir. 

Ayrıca dondurarak kurutma işleminde kurutma prosesi öncesinde formülasyona 

sükroz, laktoz, trehaloz, maltoz, dekstran ve mannitol gibi suda çözünen şekerler 

gibi çeşitli kriyoprotektanlar ilave edilmektedir. Kriyoprotektanlar donmamış sıvı 

fazın oluşumunu, donmuş ve donmamış fazın ayrışması ve sistemde agregatların 

meydana gelmesini engellemektedir (153, 178). Dondurarak kurutma tekniğinde 

kullanılan kriyoprotektanın türü ve miktarı oldukça önemli olmakla birlikte bu 

amaçla en sık kullanılan madde mannitoldür (181). Li ve ark. (176) yapmış 

oldukları bir çalışmada, nimodipin nanokristallerini hazırlamış ve farklı 

kriyoprotektan türü, oranı ve kombinasyonları (mannitol, sorbitol, trehaloz ve 

maltoz) ile elde edilen tozların çeşitli karakteristik özelliklerini incelemiştir. Bu 
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çalışmada sorbitol kullanılarak kurutulan formülasyonların güç redisperse 

edilebilirken diğer kriyoprotektanlar ile kurutulan formülasyonların kolay bir 

şekilde redisperse edildiği gösterilmiştir. Sadece mannitolün kullanıldığı 

formülasyonlarda ise, partikül boyutunda ciddi bir artış olduğu bildirilmiştir. Diğer 

kriyoprotektanlar ile partikül boyutu istenilen seviyelerde korunabilmesine rağmen, 

elde edilen tozun hacimli olması nedeniyle farklı kriyoprotektan kombinasyonları 

da incelenmiş ve optimum koşullar %2 (a/h) maltoz ve %2 (a/h) mannitol 

kombinasyonu ile elde edilmiştir. Ayrıca stabilite çalışmaları, nimodipin 

nanosüspansiyonunun 15 gün boyunca stabil olduğunu, bunun yanı sıra 

liyofilizasyon tekniği ile hazırlanan optimum nanokristal formülasyonun hem 

akıcılığının iyi olduğunu hem de  en az 24 ay boyunca stabil olduğunu göstermiştir 

(176). Bazen liyofilizasyon sonrası sonuç ürünün partikül boyutunda artış 

gözlenirken, bazen uygun kurutma yöntemi ile sonuç ürünün partikül boyutunun 

istenilen düzeyde korunması sağlanabilir, hatta partikül boyutunda bir azalma bile 

gözlenebilir. Fu ve ark. (175) yapmış oldukları bir çalışmada, mikroçöktürme ve 

yüksek basınçlı homojenizasyon tekniğini kullanarak nimodipin nanokristallerini 

(Nano-1, Nano-2 ve Nano-3) hazırlamıştır. Hazırlanan nanokristal formülasyonları, 

kriyoprotektan olarak %5 maltoz ve %5 mannitol kullanılarak dondurarak kurutma 

tekniğine göre kurutulmuştur. Liyofilizasyon sonrası Nano-1 formülasyonunun 

partikül boyutunun arttığı saptanırken, Nano-2 ve Nano-3 formülasyonlarında 

partikül boyutunun azaldığı görülmüştür ve bu durum genel olarak kullanılan 

liyofilizasyon tekniğinin yeniden dağılan partiküllerin boyutunu etkilemediği 

şeklinde yorumlanmıştır (175). 

Sprey granülasyon, nanosüspansiyonun mikrokristalin selüloz, mannitol gibi 

etkisiz bir taşıyıcı üzerine püskürtülmesiyle granüllerin oluşturulması tekniğidir. 

Pelletleme ise, nanosüspansiyonun bir ya da daha fazla film oluşturucu polimer ile 

inert bilyeler (şeker, mikrokristalin selüloz) üzerine kaplanması tekniğidir (167).  

Meruva ve ark. (167) yapmış oldukları bir çalışmada, ıslak öğütme tekniğine göre 

hazırlamış oldukları irbesartan nanokristallerinin stabilitesini ve elde edilen toz 

karışımının akıcılığını sprey granülasyonu ve pelletleme yöntemlerini kullanarak 

iyileştirmeyi hedeflemiştir. Sprey granülasyon tekniğinde bağlayıcı çözeltisi olarak 

kullanılan HPMC E3 çözeltisi (%0,5, a/a) hazırlanan nanokristal dispersiyonuna 



40 

ilave edilmiş ve karıştırılarak granülasyon dispersiyonu hazırlanmıştır. Daha sonra 

bu dispersiyon ön denemeler sonrası optimize edilen yöntem koşullarında bir 

akışkan yatak içerisindeki mikrokristalin selüloz (Avicel® pH 200) ve mannitol 

(Pearlitol® 200) üzerine püskürtülerek nanokristal formülasyonunun kuruması 

sağlanmıştır. Sprey granülasyon işlemi sonrası tozun X-ışını kırınımı  (Powder X-

ray diffraction (PXRD)) ve diferansiyel taramalı kalorimetre (Differential scanning 

calorimetry (DSC)) analizleri herhangi bir polimorfik dönüşümün olmadığını ve 

kristal yapının korunduğunu gösterirken ilaç yükleme etkinliği %94-100 arasında 

bulunmuş ve kurutma ile kayıp %1’den düşük olarak saptanmıştır. Ayrıca sprey 

granülasyon için kullanılan taşıyıcının ilacın çözünme profilini etkilediği ve 

irbesartan nanokristalleri içeren mannitol granüllerinin, mikrokristalin selüloz 

granüllerine kıyasla daha hızlı bir çözünme gösterdiği bildirilmiştir. Bu durum bir 

şeker alkolü olan mannitolün suda yüksek oranda çözünmesi ve bunun yanı sıra 

mikrokristalin selülozun suda şişebilir özelliğe sahip olması ile ilişkilendirilmiştir. 

Pelletleme yönteminde de bağlayıcı çözeltisi olarak HPMC E3 çözeltisi (%0,5, a/a) 

kullanılmıştır ve irbesartan nanosüspansiyonu ile hazırlanan kaplama dispersiyonu 

bir akışkan yatak kullanılarak 200 µm boyutundaki mikrokristalin selüloz 

tanecikleri üzerine kaplanmıştır. İşlem sonrası PXRD ve DSC analizleri ile 

polimorfik dönüşümün olup olmadığını araştırılmıştır. PXRD analizi kristal yapının 

korunduğunu gösterirken, DSC analizinde irbesartanın erime sıcaklığından daha 

düşük bir sıcaklığa doğru hafif bir kayma gözlenmiştir. Bu durum küçük partikül 

boyutuna sahip nanokristaller ve irbesartan yüzeyinde bulunabilecek stabilizan 

varlığı ile açıklanmıştır. Bu teknik ile elde edilen ilaç yükleme etkinliğinin %98-

110 arasında olduğu bulunmuş ve kurutma ile kayıp %1’den düşük olarak 

saptanmıştır. Ayrıca kurutulan nanokristal formülasyonun, irbesartan 

nanosüspansiyonuna kıyasla daha yavaş bir çözünme profili gösterdiği saptanmış 

ve bu durum kaplı nanokristallerin daha yavaş ıslanması ve parçalanması ile 

ilişkilendirilmiştir (167). Meruva ve ark. yapmış oldukları bir diğer çalışmada 

hazırladıkları irbesartan nanokristallerini sprey granülasyon ve pelletleme teknikleri 

ile kuru toz haline getirip ilacın mini-tabletlerini geliştirmiştir. Elde edilen sonuçlar, 

sprey granülasyonunun irbesartan nanosüspansiyonunun kurutulması ve mini 
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tabletinin hazırlanması için pelletleme tekniğine kıyasla daha üstün bir kurutma 

yaklaşımı olduğunu göstermiştir (182).  

2.5.4. Nanokristal Hazırlama Teknolojileri 

Nanokristal formülasyonlarının hazırlamasında temelde aşağıdan yukarıya 

(bottom-up) ve yukarıdan aşağıya (top-down) olmak üzere iki yöntem 

kullanılmaktadır. Ayrıca son yıllarda bu tekniklerin birlikte kullanıldığı kombine 

yöntemler de sıklıkla tercih edilmektedir. Şekil 2.3.’de gösterildiği gibi yukarıdan 

aşağıya yöntemler büyük partiküllerin çeşitli tekniklerle daha küçük partiküllere 

dönüştürülmesini kapsarken, aşağıdan yukarıya yöntemler basitçe bir çözücü 

içerisinde çözünmüş ilaç moleküllerinin çöktürülmesini kapsamaktadır (98, 151, 

153). 

 

Şekil 2.3. Nanokristal hazırlama teknolojileri. 

Aşağıdan Yukarıya (Bottom-Up) Teknolojisi 

          İlk kez 1988 yılında List ve Sucker tarafından Hydrosol® hazırlanmasında 

kullanılan bu teknolojide, sıvı çözücü-antiçözücü eklenmesi ile çöktürme, çözücü 

uzaklaştırılması ile çöktürme, yüksek enerji yöntemi ile çöktürme ve süperkritik 

sıvı varlığında çöktürme gibi çeşitli çöktürme teknolojileri kullanılmaktadır (101, 

183). Bu tekniğin, daha düşük enerji ve daha basit ekipman gerektirmesi, istenilen 
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partikül boyutunun en iyi şekilde kontrolünün sağlanabilmesi ve ilaç partiküllerinin 

iyi disperse edilebilmesine olanak sağlaması gibi üstünlükleri bulunmaktadır (101, 

184-186). Bunlara ek olarak düşük sıcaklıklarda çalışılabiliyor olması bu yöntemi 

ısıya duyarlı etkin maddeler için tercih edilebilir hale getirmektedir. Fakat aşağıdan 

yukarıya yöntemler organik çözücü artığının bulunabilmesi, stabilize edilme 

gereklilikleri (partiküller büyüme eğiliminde olduğu için) ve her ilaca 

uygulanamaması (ilacın en az bir çözücü içinde çözünmesi gerekmektedir) gibi 

dezavantajlarından dolayı genellikle ölçek büyütme çalışmaları için uygun 

değillerdir (98, 184-186). İlaç endüstrisinde henüz bu teknoloji ile geliştirilmiş bir 

ürün bulunmamaktadır. 

Çöktürme teknolojileri arasında en çok tercih edilen yöntem, daha basit 

olması sebebiyle sıvı çözücü-antiçözücü eklenmesi ile çöktürmedir. Sıvı çözücü-

antiçözücü eklenmesi ile çöktürme işleminde; etkin madde uygun bir çözücüde 

(solvent) çözündürülür. Daha sonra, çözücü ortam ile karışabilen fakat etkin 

maddenin çözünmediği bir antiçözücü (anti-solvent) çözücü faza eklenir ve  ilaç 

partikülleri nanokristaller halinde çökerler. Bu yöntemde nanokristallerin oluşumu 

nükleasyon ve kristal büyümesi olmak üzere iki temel basamağa bağlı olarak 

gerçekleşmektedir (101, 183). Aşağıdan yukarıya teknolojileri Şekil 2.4.’de 

özetlenmiştir. Bu teknolojide kullanılan ilaç konsantrasyonu, seçilen stabilizan 

sistemi, ilaç/stabilizan oranı, çözücü ve antiçözücü hacmi, karıştırma hızı, 

sonikasyon süresi ve şiddeti ve çöktürme sıcaklığı sonuç ürünü etkileyen genel 

formülasyon parametreleridir (101). Ayrıca çözücü/antiçözücü oranının hazırlanan 

sistemde partikül boyutunu etkileyen önemli faktörlerden biri olduğu bilinmektedir 

(63). Jain ve ark. (63) çözücü-antiçözücü çöktürme yöntemine göre kandesartan 

sileksetil nanokristallerini hazırlayarak ilacın düşük çözünürlük sebebi ile sınırlı 

olan oral biyoyararlanımını artırmayı hedeflemiştir. Bu amaçla ön çalışmalar 

sırasında çeşitli formülasyon ve yöntem parametreleri değerlendirilmiş ve optimum 

formülasyon üzerinde in vivo çalışmalar yapılarak oral biyoyararlanımın nasıl 

etkilendiği değerlendirilmiştir. Ön çalışmalar sırasında farklı stabilizan 

konsantrasyonları (%0,1-0,25-0,5-1-2), stabilizan kombinasyonu oranı (25:75, 

50:50, 75:25, a/a), çözücü/antiçözücü oranı (0,5:10, 1:10, 2:10), çöktürme sıcaklığı 

(4°C - 25°C), karıştırma hızı (600, 1200, 1800 rpm) ve ilaç çözeltisinin antiçözücü  
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içerisine ilave edilme hızı (2-6-10 mL/dak.) gibi parametreler incelenmiştir. 

Optimum formülasyon; %0,5 stabilizan konsantrasyonu, 50:50 (a/a) stabilizan 

oranı, 1:10 çözücü-antiçözücü oranı, 4°C çöktürme sıcaklığı, 1200 rpm karıştırma 

hızı ve 1 mL/dak. ilave edilme hızı koşullarında elde edilmiştir. Genel olarak 

çöktürme sıcaklığı ve ilacı ilave etme hızı arttıkça ve stabilizan konsantrasyonu 

azaldıkça, partikül boyutu artmıştır (63).  

 

 

 

Şekil 2.4. Aşağıdan yukarıya (Bottom-up) teknolojilerinin şematik gösterimi (159).  

Çözücü uzaklaştırılması ile çöktürme işleminde; temelde dondurarak ve 

püskürterek kurutma teknikleri kullanılmaktadır. Bu teknikler tek başına genellikle 

nano boyuta inmek için yeterli olmadığı için her iki yöntem içinde sıvı atomizasyon 

tekniği (liquid atomization technique) gerekmektedir (101). Fakat sıvı atomizasyon 

tekniklerinde organik fazın hızlı uzaklaştırılması nedeniyle sistemde stabilite 

problemi yaratabilecek amorf yapılar oluşabilmektedir (187). Yüksek enerji 

yöntemi ile çöktürme işleminde; çöktürme tekniği, yüksek basınçlı 

homojenizasyon, ultrasonik dalga ve yüksek enerjili karıştırma gibi yüksek enerji 

içeren bir yöntem ile birlikte kullanılmaktadır (101). Çünkü çöktürme işlemi tek 
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başına bazen partikül boyutunun nano boyuta düşürülmesi için yeterli 

olmamaktadır. Bu yüzden çöktürme işleminin ardından genellikle sonikasyon 

işleminin uygulandığı kombine yöntemler tercih edilmektedir. Ayrıca çöktürme 

işlemi sonrasında elde edilen partiküller genellikle amorf yapıdadır ve bu yapıların 

çözünürlükleri daha yüksek olmasına rağmen daha kararsızdırlar. Bu kararsızlık 

kendini kristal büyümesi (Oswald olgunlaşması) şeklinde göstermektedir. Bu 

yüzden ultrasonikasyon gibi ekstra bir enerji uygulanarak hem partikül boyutu 

azaltılmakta hem de yapının kararlı kristal hale dönüşmü sağlanmaktadır (71). 

Kaseem ve ark. (174) yapmış oldukları bir çalışmada, çözücü-antiçözücü 

sonopresipitasyon (çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu) 

tekniğine göre lasidipin nanokristallerini hazırlayarak oldukça lipofilik karakterde 

olan bu etkin maddenin doygunluk çözünürlüğü ve çözünme profilini iyileştirmeyi 

amaçlamıştır. İlaç:stabilizan oranı, sürfaktan yüzdesi ve sonikasyon süresi gibi 

formülasyon ve yönteme ait parametreleri optimize edebilmek için Box-Behnken 

tasarımı ile yapılan çalışmalar sonucunda, optimum koşullar sırasıyla; 1, %100 ve 

6,5 dak. olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmada kullanılan istatistiksel model, tüm 

parametrelerin oluşan nanokristallerin partikül boyutu ve polidispersite indeksi 

(PDI) değerlerini değiştirdiğini bunun yanı sıra sadece stabilizan yüzdesinin zeta 

potansiyel değerlerini etkilediğini göstermiştir (174). Başka bir çalışmada ise, Xia 

ve ark. (71). çöktürme-ultrasonikasyon yöntemine göre nitrendipin nanokristallerini 

hazırlamış ve etkin madde (20, 30, 40, 60, 100 mg/mL) ve stabilizan 

konsantrasyonu (%0,1-0,15-0,25-0,5-1-1,5, a/h), çöktürme sıcaklığı (3°C-35°C), 

sonikasyon süresi (5, 10, 15, 20 dak.) ve sonikasyon işleminde kullanılan gücün 

(200, 300, 400, 580 W) formülasyon optimizasyonu üzerine etkisini incelemiştir. 

Optimize formülasyon; 30 mg/mL ilaç konsantrasyonu, %0,15 stabilizan oranı, 15 

dak. sonikasyon süresi, 3°C çöktürme sıcaklığı ve 400 W sonikasyon gücü 

koşullarında elde edilmiştir. Genel olarak çöktürme sıcaklığı arttıkça partikül 

boyutunun arttığı, sonikasyon süresi ve gücü arttıkça partikül boyutunun azaldığı 

saptanmıştır. 15 ve 20 dak.’lık ultrasonikasyon süreleri ve 400 W ve 580 W’luk 

sonikasyon güçleri sonunda elde edilen partikül boyutlarının yakın olması 

sebebiyle, 15 dak.’lık sonikasyon süresi ve 400 W’luk sonikasyon gücünün 

istenilen partikül boyutunun elde edilmesinde yeterli olacağı belirtilmiştir (71). 
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Süperkritik sıvı varlığında çöktürme işleminde; karbondioksit (CO2), amonyak, 

etan, etilen ve kloroform gibi süperkritik çözücü içerisinde çözünen ilaç 

moleküllerinin süperkritik çözücünün genleşmesi sonucu ilaç nanokristalleri 

şeklinde çökmesi ile elde edilmektedir. Bu süperkritik çözücülerin bazılarının 

toksisite ve yanıcılık sorunu bulunmaktadır. CO2, ucuz ve kolay ulaşılabilir olması, 

toksik ve yanıcı olmaması nedeniyle en fazla kullanılan süperkritik çözücüdür 

(101). Uzun bir üretim prosesi içermesi ve pahalı bir yöntem olmasına rağmen bu 

yöntem ile nano boyutta partikül eldesi ve partikül boyutu dağılım aralığı dar 

sistemlerin hazırlanması mümkündür (186, 188).  

Yukarıdan Aşağıya (Top-Down) Teknolojisi 

Yukarıdan aşağıya teknolojisi ultrasonikasyon, öğütme ve yüksek basınçlı 

homojenizasyon gibi tekniklerle mikro boyuttaki partikülün boyutunun nano boyuta 

indirilmesi temeline dayanmaktadır. Yukarıdan aşağıya teknolojileri Şekil 2.5.’de 

özetlenmiştir. Ultrasonikasyon tekniğinde; ses dalgaları ile oluşan yüksek enerji 

sayesinde boyut küçültme işlemi yapılmaktadır. Bu teknikte sonikasyon süresi ve 

uygulanan sonikasyon gücü, sonuç ürünün partikül boyutu üzerinde etkili olan 

formülasyon parametreleridir. Ultrasonik prob kullanılarak yapılan kontrollü ve 

tekrarlanabilir ultrasonikasyon, yöntemin ölçek büyütme çalışmaları açısından 

uygun olduğunu göstermektedir. Fakat öğütme ve yüksek basınçlı homojenizasyon 

tekniklerine kıyasla daha basit ve kısa bir yöntem olmasına rağmen, sonikasyon 

sırasında sıcaklığın kontrol edilmesinin oldukça güç olması yöntemi ısıya duyarlı 

etkin maddeler için bu tekniğin kullanımını sınırlandırmaktadır (159).  

 

Şekil 2.5. Yukarıdan aşağıya (Top-down) teknolojilerinin şematik gösterimi (159).  
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Öğütme tekniğinde; jet değirmenleri, kolloit değirmenler ve bilyeli 

değirmenler gibi çeşitli öğütücüler  kullanılarak mekanik bir kuvvet yardımı ile 

boyut küçültme işlemi yapılmaktadır. Bilyeli değirmenler kullanılarak 

gerçekleştirilen ıslak öğütme (media milling), en çok tercih edilen öğütme 

tekniğidir.  Literatürde yaş öğütme (wet milling), inci öğütme (pearl milling) ve 

boncukla öğütme (bead milling) gibi farklı isimlerle de yer almaktadır. Islak 

öğütme tekniğinde, ilaç dispersiyonu temel olarak etkin madde, stabilizan sistemi 

ve dispersiyon ortamından oluşmaktadır. İlaç dispersiyonunun boyutu, dönen bir 

öğütme kazanı içindeki bilyeler ile oluşturulan mekanik güç yardımıyla 

azaltılmaktadır. Bu teknikte; öğütme süresi, öğütme hızı, öğütmede kullanılan 

bilyelerin sayısı, büyüklüğü, yapılmış olduğu materyal (krom agat, zirkonyum 

oksit, porselen, cam, akik veya özel polimerler kullanılarak üretilmiş bilyeler), 

öğütme kazanında kapladığı hacim ve ortam sıcaklığı gibi parametreler sonuç ürün 

üzerinde etkili olan formülasyon parametreleridir. Öğütme süresinin nanokristal 

eldesine kadar sürmekle birlikte 30 dak.’dan birkaç güne kadar değişebilmekte 

olduğu, kullanılacak bilyelerin öğütme kazanı içerisinde kapladığı hacmin öğütme 

kazanının %30-50’si kadar olması gerektiği ve ıslak öğütme için kullanılan en 

yaygın bilye boyutlarının 0,1 mm ve 0,5 mm aralığında olduğu bildirilmiştir (99, 

159, 167). Meruva ve ark. (167) yapmış oldukları bir çalışmada, ıslak öğütme 

tekniğine göre hazırladıkları irbesartan nanokristallerinin hazırlanması sırasında  

kullanılan öğütme hızı (100 rpm ve 250 rpm), öğütme süresi (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 saat), 

öğütme haznesine yerleştirilen bilyelerin büyüklüğü (0,1 mm ve 0,5 mm) ve hacmi 

(%20, 40, 50, a/h) gibi yöntem parametrelerinin sistemin ortalama partikül boyutu 

ve dağılımı üzerine etkisini incelemiştir. Her iki bilye boyutu için de yüksek hızda 

(250 rpm) öğütülen süspansiyonun renginde meydana gelen değişim, ilacın 

amorfizasyonunu ya da kimyasal bozunmaya uğrayabileceğini düşündürmüştür. 

Süspansiyon düşük hızla (100 rpm) öğütüldüğünde ise, 0,1 mm boyutundaki 

bilyeler kullanılarak hazırlanan formülasyonda elde edilen partikül büyüklüğü 

(3000 nm) sebebi tam olarak açıklanamamakla birlikte 0,5 mm boyutundaki 

bilyeler ile elde edilen partiküllerin boyutundan (442 nm) yaklaşık 7 kat büyük 

olarak tespit edilmiş ve tüm bu sonuçlar neticesinde optimum yöntem parametreleri 

0,5 mm boyutundaki bilyeler ve 100 rpm öğütme hızı olarak belirlenmiştir. Öğütme 
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haznesindeki bilyelerin hacmi %20 den (750 nm) %40’a (442 nm) çıkarıldığında 

elde edilen kristallerin partikül boyutunda bir azalma gözlenirken, %50’ye 

çıkarıldığında meydana gelen renk değişikliği yüksek bilye miktarında artan 

çarpışma sıklığından dolayı irbesartanın kimyasal bozunmasına veya 

amorfizasyonuna bağlanmış ve optimum hacim %40 olarak belirlenmiştir. Ayrıca 

öğütme süresi arttıkça partkül boyutunun azaldığı ve 5, 6 ve 7 saat sonunda elde 

edilen boyutların birbirine yakın olması sonucu 5. saatin istenilen boyut için uygun 

bir zaman olduğu sonucuna varılmıştır (167). 

Öğütme işlemi sırasında karşılaşılan ana sorunlar; bilyelerin aşınması 

sonucu sistemin kontamine olması ve ilacın öğütme haznesi ve bilyelerin üzerine 

yapışmasıdır. Ayrıca uzun süreli öğütme işlemlerinde mikrobiyal üreme gibi 

problemlerle de karşılaşılabilmektedir. Yavaş ve uzun bir prosesi içermesi ve 

üretim hacminin öğütme haznesinin hacmi ile sınırlı olması bu yöntemi kısıtlayan 

genel faktörlerdir. Fakat çözünürlüğü 10 mg/mL’den düşük birçok ilaca 

uygulanabilir olması, organik çözücü kalıntısını engellemesi, elde edilen ilaç 

yükleme etkinliğinin yüksek olması, kristal yapının korunması ve birçok farklı 

dozaj şeklinin (tablet, kapsül, steril ürünler gibi) hazırlanmasına ugun olması gibi 

üstünlükler sayesinde günümüzde bu teknoloji kullanılarak hazırlanmış ve 

ticarileşen birçok ürün bulunmaktadır (153, 184, 185). Ayrıca antihipertansif 

tedavide kullanılmak üzere geliştirilen Verelan PM® kapsül ve Herbesser® tablet 

ıslak öğütme tekniği kullanılarak üretilmiştir (26, 161, 162).  

Yüksek basınçlı homojenizasyon tekniğinde; ilacın bir stabilizan sistemi ile 

hazırlanan dispersiyonunun yüksek basınç (1000, 2000 bar) yardımıyla çeşitli 

homojenizatörlerden üst üste geçirilmesi ile boyut küçültme işlemi yapılmaktadır. 

Bu teknik kullanılan homojenizatörün türüne ve homojenizasyon prensibine göre 

mikroakışkan teknolojisi ve piston boşluk homojenizasyon olmak üzere iki sınıfta 

değerlendirilmiştir (151, 159, 184, 185, 189). İlk kez SkyePharma tarafından 

geliştirilen Mikroakıştan teknolojisi (IDD-PTM, Insoluble Drug Delivery Particle 

Technology) jet akış prensibine göre çalışmaktadır ve akış yönüne bağlı olarak Z 

veya Y tipi homojenizasyon hücrelerinin bulunduğu jet akış homojenizatörleri 

kullanılmaktadır. Çok sayıda döngü gerektirdiğinden büyük hacimdeki üretimler 
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için uygun olmaması ve geniş partikül büyüklüğü dağılım aralığına sahip 

sistemlerin oluşturulması bu yöntemin sakıncalarıdır (151, 185). Piston boşluklu 

homojenizasyon yönteminde ise; ilaç dispersiyonun sulu olup olmamasına göre 

farklı teknolojiler geliştirilmiştir. Sulu dispersiyonlarda nanokristal eldesi yöntemi 

(DissoCubes®, SkyePharma), ilk kez Müller ve ark. tarafından 1995 yılında 

geliştirilmiştir ve kullanılan dispersiyon ortamı sudur (184). Fakat bu yöntemde 

sistemin tıkanmaması için ilaç partiküllerinin öncelikle öğütme ve sonikasyon 

işlemleri ile mikron boyutuna getirilmesi gerekmektedir. Suyu azaltılmış/susuz 

dispersiyonlarda nanokristal eldesi yönteminde (Nanopure®, Pharmasol) ise, su ile 

karışabilen karışımlar (gliserol/su, etanol/su ve PEG/su gibi) kullanılmaktadır. 

Yüksek basınçlı homojenizasyon tekniklerinde elde edilen partiküllerin boyutu ve 

dağılım aralığı uygulanan homojenizasyon basıncı, döngü sayısı ve sıcaklığa bağlı 

olarak değişmektedir (151, 185). Li ve ark. (176) yapmış oldukları bir çalışmada, 

mikroçöktürme ve ardından yüksek basınçlı homojenizasyon yöntemi ile nimodipin 

nanokristallerini hazırlamıştır. Yüksek basınçlı homojenizasyon tekniğinde farklı 

döngü sayıları (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ve 20) ve homojenizasyon basınçları 

(600, 800, 1000 ve 1200 bar) kullanılarak bu parametrelerin sonuç ürün üzerindeki 

etkisi incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar genel olarak homojenizasyon basıncı ve 

döngü sayısı arttıkça elde edilen partiküllerin boyutunun azaldığını göstermiştir. Bu 

nedenle optimum yöntem koşulları için homojenizasyon basıncı 1000 bar ve döngü 

sayısı 20 olarak seçilmiştir (176). Bunun yanı sıra, homojenizasyon basıncı ve devir 

sayısının artmasına bağlı olarak her zaman partikül boyutunda iyileşme 

gözlenmeyebilir. Bu durum formülasyonda kullanılan birçok parametreye bağlı 

olarak değişmektedir. Quan ve ark.’nın (74) yapmış olduğu bir çalışmada çöktürme 

ve ardından yüksek basınçlı homojenizasyon yöntemi kullanarak nitrendipin 

nanokristalleri hazırlanmış ve yöntem optimizasyonu için farklı homojenizasyon 

basınçları (500, 1000 ve 1400 bar) ve devir sayıları (5, 10, 20, 30 ve 40) 

incelenmiştir. Homojenizasyon basıncı arttıkça partikül boyutu artarken span 

değerlerindeki azalma 1000 bar’ın optimum koşullarda kullanılmak üzere seçilmesi 

ile sonuçlanmıştır. 5 devir ile elde edilen nanokristal formülasyonun span değerine 

kıyasla 10, 20, 30 ve 40 gibi devir sayısılarında elde edilen span değerleri daha 

düşük bulunmuştur (74). 
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Kombine Yöntemler 

Öğütme ve yüksek basınçlı homojenizasyon gibi yukarıdan aşağıya 

teknikler kullanılarak hazırlanan formülasyonlarda ilacın çözünürlük ve oral 

biyoyararlanımında daha yüksek bir artış elde edildiği bildirilmiştir (163).  Fakat bu 

yöntemlerde karşılaşılan bazı sorunlar istenilen özellikte ve etkili formülasyonların 

hazırlanmasını sınırlandırmaktadır. Bu yüzden yaşanan sorunların en aza 

indirilebilmesi amacıyla son zamanlarda yukarıdan aşağıya yöntemlerin çeşitli 

aşağıdan yukarıya yöntemler ile birlikte kullanılması ile gerçekleştirilen kombine 

yöntemler önerilmiştir. Bu amaçla geliştirilmiş ve patentlenmiş ilk kombine 

yöntem, mikroçöktürme işleminin ardından yüksek basınçlı homojenizasyon 

tekniğinin uygulandığı NanoedgeTM yöntemidir. İkinci kuşak teknoloji olarak 

bilinen SmartCrystal® teknolojisi ise, birden fazla teknoloji yerine bir seri 

teknolojinin bir arada kullanılmasını kapsamaktadır. SmartCrystal® teknolojisi ile 

daha küçük nanokristaller ve fiziksel stabilitesi daha iyi sistemlerin elde edilebildiği 

bildirilmiştir (185). Ayrıca literatürde kombinasyon tekniği ile geliştirilen 

yöntemler farklı kodlama numaralarıyla belirtilmiştir. H69 kodlu yöntemde, 

çöktürme yönteminin ardından yüksek basınçlı homojenizasyon tekniği 

uygulanmakta ve sonrasında organik solvan uzaklaştırılmaktadır. H96 kodlu 

yöntemde, sıcaklığa duyarlı etkin maddeler için dondurularak kurutulan ilaç 

dispersiyonunun yüksek basınçlı homojenizasyon gibi bir yukarıdan aşağıya 

yöntemle partikül boyutu azaltılmaktadır. H42 kodlu yöntemde ise, püskürtülerek 

kurutma sonrasında yüksek basınçlı homojenizasyon tekniği kullanılarak 

nanokristal eldesi sağlanmaktadır (98, 159, 185).  

NKT ile üretilerek piyasaya sürülen ilk ürün 2000 yılında FDA’dan onay 

almış olan Rapamune® tablettir. Rapamune® tablet böbrek transplantasyonu sonrası 

organ reddinin önlenmesinde kullanılan immünosupresan etkili bir ilaçtır. Şu an 

ilaç piyasasında NKT ile üretilmiş antihipertansif etkili iki ilaç etkin maddesine 

(verapamil ve diltiazem) ait ruhsatlı ürün bulunmaktadır.  Fakat endikasyon olarak 

antihipertansiyon endikasyonu ile değil antiaritmik ve antianginal olarak 

ruhsatlandırılmışlardır. NKT ile üretilen diğer ruhsatlı ilaçlar Tablo 2.4.’de 

verilmiştir. Nanokristal formülasyonları oral, parenteral, pulmoner, transdermal ve 
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oftalmik olmak üzere birçok yolla uygulanabilmektedir. Ayrıca nanokristal 

formülasyonlarına yapılan çeşitli yüzey modifikasyonları ile aktif ve pasif 

hedeflendirme de yapılabilmektedir. 

Tablo 2.4. NKT ile üretilmiş ruhsatlı ve faz çalışmaları aşamasında olan ilaçlar 

(26).  

Jenerik Endikasyon Ticari İsim Firma Durum 

Aprepitant Antiemetik Emend Merck Pazarda 

Deksmetilfenidat Hidroklorür Antipsikotik Focalin XR Novartis Pazarda 

Diltiazem Antianjinal Herbesser Mitsubishi Tanabe Pharma Pazarda 

Ensulzon ve Oktinoksat Kırışıklık karşıtı Renergie Microlift Lancome Pazarda 

Fenofibrat Hiperkolesterolemi Tricor Abbott Pazarda 

Fenofibrat Hiperkolesterolemi Triglide Sciele Pharma Inc. Pazarda 

Fenofibrat Hiperkolesterolemi Tridlide Skye Pharma Pazarda 

Griseofulvin Antifungal Gris-Peg Novartis Pazarda 

Gümüş Antimikrobiyal SILCRYST Nucryst Pharmaceuticals Pazarda 

Megestrol Antianoreksik Megace ES Par Pharmaceutical 

Companies 

Pazarda 

Metilfenidat Hidroklorür Antipsikotik Ritalin LA Novartis Pazarda 

Morfin Sülfat Analjezik Avinza King Pharm Pazarda 

Nabilon Antiemetik Cesamet Lilly Pazarda 

Nabilon Antiemetik Cesamet Lilly Pazarda 

Naproksen Sodyum Antiinflamatuar Naprelan Wyeth Pazarda 

NPI 32101 Antiinflamatuar Acticoat Nucryst Pharmaceuticals Pazarda 

Paliperidon Palmitat Antidepresan Invega Sustenna Johnson & Johnson Pazarda 

Rapamisin İmmunsupresif Rapamune Wyeth Pazarda 

Teofilin Bronkodilatör Theodur Mitsubishi Tanabe Pharma Pazarda 

Tizanidin Hidroklorür Kas Gevşetici Zanaflex  Acorda Pazarda 

Verapamil Antiaritmik Verelan PM Schwarz Pharma Pazarda 

Gümüş ve Gümüş sülfadiazin İkinci derece yanık NCT02108535 University of Sorocaba Faz 4 

Titanyum dioksit Güneş yanığı NCT01552135 Oslo University Hospital Faz 4 

Gümüş Antibakteriyel NCT00659204 Madigan Army Medical 

Center 

Faz 3 

Paklitaksel Antikanser ——— American Pharmaceutical 

Partners 

Faz 3 

Paklitaksel Antiinflamatuvar Paxceed Angiotech Faz 3 

2-Metoksiestradiol Over kanseri Panzem NCD EntreMed Faz 2 

Bevacizumab Antikanser (Karsinoid 

Tümör) 

Panzem NCD and 

Avastin 

EntreMed Faz 2 

Estradiol ve Progesteron Menopoz Sendromu NCT02467673 University Potiguar and 

InBios International, Inc. 

Faz 2 

Fenofibrat Uyku Apnesi ——— Solvay Pharmaceuticals Faz 2 

Guanilhidrazon TNF-α inhibitörü Semapimod Cytokine Pharmasciences Faz 2 

Gümüş Antibakteriyel Nucryst Nucryst Pharmaceuticals Faz 2 

Temozolomid Antikanser Panzem NCD EntreMed Faz 2 

Timektasin Antikanser Theralux Celmed Faz 2 

Timektasin Antikanser ——— NewBiotics/IIex oncology Faz 1/2 

Budesonid Astım ——— Sheffield Pharmaceuticals Faz 1 

Busulfan Antikanser ——— Supergen Faz 1 

İnsülin Antidiyabeti ——— Self-developed Faz 1 

Kalsiyum Fosfat Herpes için mukozal aşı 

adjuvanı 

——— Self-developed Faz 1 

2.6. Kalsiyum Kanal Blokörleri ve Etki Mekanizmaları  

Kalsiyum iyonları, damar düz kası membranının lipit tabakalarına 

gömülmüş kanal veya proteinlerin oluşturduğu porlardan pasif difüzyon ile 

geçmektedir. Kalsiyum iyonu geçişine izin veren bu kanallar, belli bir voltajda 

kanalın kalsiyuma karşı açılıp kapanmasını sağlamaktadır. Normalde hücre içi 
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kalsiyum iyonu konsantrasyonu (10-7 M), hücre dışı kalsiyum iyonu 

konsantrasyonundan (10-3 M) düşüktür. Elektriksel bir uyarı sonucunda voltaja 

bağımlı kalsiyum kanalları açılmakta ve hücre içine kalsiyum iyonu akışıyla hücre 

içi iyon konsantrasyonu artmaya başlamaktadır. Bu durum ayrıca hücre içi 

kalsiyum deposu olan sarkoplazmik retikulumdan da kalsiyum iyonlarının 

salıverilmesini harekete geçirmektedir. Sonuç olarak hücre içi kalsiyum iyonu 

konsantrasyonun 10-6 M’a kadar yükselmesi ile kalp ve damar düz kasındaki 

flamentler kasılmakta ve kan basıncı yükselmektedir (8).  

Aktive edilme mekanizmalarına göre kalsiyum kanalları, reseptöre ve 

voltaja duyarlı kalsiyum kanalları olarak iki gruba ayrılmaktadır. Reseptöre duyarlı 

kalsiyum kanalları kateşolaminlerle (adrenalin ve noradrenalin) aktive edilmekle 

birlikte farmakolojik olarak α-reseptör ve β-reseptör blokörleri tarafından inhibe 

edilmektedir. Voltaja duyarlı kalsiyum kanalları ise; iyon özellikleri, aktivasyon ve 

inaktivasyon kinetikleri ile ilaçlara ve toksinlere duyarlılıklarına göre farklı 

şekillerde sınıflandırılmaktadır. Bu kanallar; L (uzun süreli), T (kısa süreli), N 

(sinirsel), P (Purkinje), Q (beyin nöronlarında bulunan) ve R (rezidüel) gibi çeşitli 

alt tiplerden oluşmaktadır. Bunlardan N, P, Q ve R tipi kanallar çoğunlukla sinir 

sisteminde yer almaktadır. L-tipi kalsiyum kanalları, özellikle kalp kası ve damar 

düz kaslarında genişçe yayılmakla birlikte bu kanallardan kalsiyum girişi kas 

kasılmasının başlamasında anahtar bir olay olarak görülmektedir. L-tipi kalsiyum 

kanalları DHP’lere duyarlı kanallar olarak adlandırılmaktadır. T-tipi kalsiyum 

kanalları ise, kardiyak sinus nodu ile afferent ve efferent arteriyollerde yer alan 

düşük voltajla aktive edilebilen kanallardır (190-193). Ayrıca bu kanallar 

anjiyotensin II ve potasyumla indüklenen aldosteron sekresyonunda da rol 

almaktadır (193).  

KKB, HT ve angina pekoris, periferik vasküler bozukluklar ve bazı aritmiler 

gibi çeşitli kardiyovasküler hastalıkların  tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir 

ilaç grubudur. Bu ilaçlar, voltaj-bağımlı kalsiyum kanallarına (çoğunlukla L-tipi 

kalsiyum kanallarına) veya reseptörlere yüksek afinite ile bağlanarak hücre içine 

kalsiyum iyonu girişini azaltmakta, özellikle arteriyollerde düz kasları gevşeterek 

kan basıncını düşürmektedir.  
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KKB, günümüzde farklı şeklillerde sınıflandırılmaktadır. Kimyasal yapı 

özelliklerine göre; DHP, Fenilalkilamin (verapamil, gallopamil, bepridil, fendilin) 

ve Benzodiazepin (diltiazem) türevleri olarak adlandırılırken daha geniş çerçevede 

DHP yapısı taşıyanlar (DHP türevleri) ve DHP yapısı taşımayanlar (non-DHP 

türevleri; fenilalkilamin ve benzodiazepin türevleri) olarak da 

sınıflandırılabilmektedir (11, 12). DHP türevlerinin, non-DHP türevlerine kıyasla 

çok daha güçlü vazodilatör etkiye sahipken non-DHP türevlerinin ise daha belirgin 

negatif inotrop etkiye sahip olduğu bilinmektedir. Doku selektivitesi, etki süresi ve 

uygulama sıklığı gibi farmakokinetik ve farmakodinamik özelliklerine göre KKB, 

son zamanlarda “jenerasyon” olarak gruplandırılmıştır. Yeni jenerasyon KKB, 

yakın zamanda (temel yapı üzerinde yapılan çeşitli modifikasyonlar ile) 

geliştirilmiş, daha lipofilik yapıdaki DHP türevleridir ve günümüzde klinik olarak 

etkili dört farklı jenerasyonda DHP türevi KKB tanımlanmıştır. Bu ilaçlar, grubun 

prototipi olan nifedipine kıyasla daha yüksek vasküler seçiciliğe, daha yavaş 

başlayan ve daha uzun süren hipotansif etkiye ve daha düşük yan etki profiline 

sahip olmaları sayesinde HT’un tedavisinde oldukça etkilidir (193).  

Birinci jenerasyonda yer alan nifedipin ve nikardipinin HT’a karşı 

kanıtlanmış etkileri olmasına rağmen hipotansif etkilerinin çok hızlı gelişmesi, kısa 

yarı ömürlü olmaları ve tedavi sırasında baroreseptör aktivasyonu ve sempatik 

aktivite ile iligili bazı yan etkilerin gelişmesi nedeniyle klinik olarak 

kullanımlarında kısıtlamaya gidilmiştir (194). İkinci jenarasyon DHP’ler; yavaş 

salıveren nifedipin, felodipin ve nikardipin ile yeni DHP'ler olan benidipin, 

efonidipin, manidipin, nilvadipin ve nitrendipindir. Bu ilaçlarla hipotasif etkinin 

daha yavaş başlamasının yanı sıra daha az baroreseptör aktivasyonu ve daha düşük 

refleks taşikardi gibi üstünlükler elde edilmiştir. Üçüncü jenarasyon DHP’ler; 

amlodipin, barnidipin ve azelnidipin olup diğer ilaçlara kıyasla kimyasal olarak 

daha lipofilik bir yapıdadırlar. Bu ilaçlar, daha uzun hipotansif etkilerine ek olarak 

daha stabil bir farmakokinetik sergilemektedir ve kalp ya da böbrek yetmezliği olan 

hastalarda daha az kardiyoselektif olmaları nedeniyle daha iyi tolere 

edilebilmektedir. Dördüncü jenerasyon DHP’ler ise; cilnidipin ve lerkanidipin (L/N 

tipi KKB) olup bu ilaçlar da daha lipofilik yapıdadır ve daha uzun süreli bir 

hipotansif etkiye sahiptir. Özellikle miyokard iskemisi ve konjestif kalp yetmezliği 
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olan hasta gruplarında sempatik aktivasyon ve refleks taşikardiyi 

indüklemediklerinden ve negatif inotropik etkileri olmadığından daha geniş bir 

terapötik spektrum sunmaktadırlar (193).  

2.6.1. 1,4-Dihidropiridin Türevleri  

DHP, piridin halkasının kısmi redüksiyonuyla oluşan bir halka sistemidir ve 

kimyasal olarak teorikte beş izomerik DHP türevinin oluşumu söz konusudur. Bu 

izomerlerden, en kararlı olanları “1,2-Dihidropiridin” ve “1,4-Dihidropiridin” 

izomerleridir (195). 1,4-DHP’lerin ilk kez sentezleri Hantzsch tarafından 1882 

yılında gerçekleştirilmiştir. Bu grubun prototipi olan nifedipin, 1975 yılında 

“Adalat®” ticari adıyla Bayer firması tarafından Almanya’da tedaviye sunulmuştur 

(8, 13). Klinikte nifedipin kullanımı ile başarılı sonuçların elde edilmesi, 

toksisitenin azaltılması ve daha uzun etki süreli yeni kuşak türevlerin sentezlenmesi 

için DHP türevleri üzerinde daha yoğun çalışmaların yapılmasını sağlamıştır (15, 

16). DHP yapısı üzerinde yapılan çeşitli modifikasyonlar sonucu DHP halkasının 

kondanse sistem içerisine alındığı “hekzahidrokinolin” türevlerinin farklı tip 

kalsiyum kanalları üzerine etkili oldukları gösterilmiştir (18). Amlodipin, isradipin 

ve nifedipin gibi ticari DHP'ler, farmakolojik etkilerini göstermek için öncelikle L-

tipi kalsiyum kanallarını hedeflemektedir (17). Temel yapı üzerindeki 

modifikasyonlarla sentezlenen yeni jenerasyon DHP’lerin N-tipi kalsiyum kanalları 

ve T-tipi kalsiyum kanallarına bağlandığı bildirilmiştir. N-tipi kalsiyum kanalları 

glomerüler basıncın kontrolünde ve T-tipi kalsiyum kanalları ise anjiyotensin II ve 

potasyum ile indüklenen aldosteron sekresyonunda önemli bir rol almaktadır. L-tipi 

kalsiyum kanalı blokajının yanı sıra bu iki tip kanalın blokajı, glomerüler kapiller 

basıncın azalmasını, renin-anjiotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir 

sisteminin stabilizasyonunu sağlamaktadır. Bu sayede her üç kanalı da bloke eden 

benidipin ve efonidipin gibi DHP türevleri, renal protektif etkileriyle tuza duyarlı 

HT olgularında üstünlük sunan diüretik etkiye sahip olmaktadır. Sonuç olarak bu 

ilaçlar, anjiyotensin II reseptör blokörleri ve anjiyotensin dönüştürücü enzim 

inhibitörleriyle birlikte hipertansiyonun kombine tedavisinde oldukça faydalı bir 

alternatif sunmaktadır (193).  
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  Yeni jenerasyon DHP’ler, etki mekanizmaları açısından son zamanlarda 

oldukça yenilikçi ve faydalı bir tedavi seçeneği sunmasına rağmen, hala klinikte 

kullanımlarını kısıtlayacak sorunlara sahiptir. DHP’lerin gün ışığında hızla 

fotodegradasyonu sonucunda “nitrozopiridin” türevlerine dönüştüğü bildirilmiştir. 

Oksijenli ve oksijensiz koşullarda yapılan fotostabilite çalışmaları, oksijenin 

fotodegradasyon hızını artırdığını ve oluşan yıkım ürünlerinin farmakolojik etkide 

azalmaya neden olmasının yanı sıra hücrede toksik etkilere neden olabileceğini 

kanıtlamıştır (21). Bu ilaçların, biyolojik ortamda etkin bir şekilde kullanımını 

kısıtlayan bir diğer sorun ise, suda zayıf çözünürlükleri nedeniyle yaşadıkları düşük 

biyoyararlanım problemidir. Bu sorunların rasyonel bir çözümü için bazı 

araştırmacılar molekül üzerinde fotodegradasyondan sorumlu yapıların 

modifikasyonunu önerirken, bazı araştırmacılar kimyasal yapı modifikasyonuna ek 

olarak fiziksel ve kimyasal dayanıklılıklarını arttırmak için uygun bir formülasyon 

yaklaşımını önermektedir (22).  

2.7. M3’ün Sentezi ve M3’e Ait Bilgiler 

1,4-DHP halkası taşıyan KKB bileşik geliştirme çalışmaları sonucunda, 

DHP yapısını hekzahidrokinolin halka sistemi içinde taşıyan ve hem L- hem de T-

tipi kalsiyum kanallarını etkili bir şekilde bloke eden “M3” (benzil 4- (2-hidroksi -

5-nitrofenil)- 2,6,6-trimetil - 5-okso - 1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin - 3-karboksilat) 

bileşiğine ulaşılmıştır (18). Tez kapsamında bu ilaç adayı molekül ile ilgili 

çalışmalar yapılmıştır. 

M3, modifiye Hantzsch sentezine göre, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-

hidroksi-5-nitrobenzaldehit, benzil asetoasetat ve amonyum asetatın etanol içindeki 

reaksiyonuyla Şekil 2.6.’da özetlendiği gibi elde edilmiştir. Karışım mikrodalga 

ışıması kullanılarak ısıtılmış (microwave-assisted one-pot method), soğutulmasını 

takiben çöken katı süzülerek, etanolle yıkanmıştır. Daha sonra, elde edilen katı 

etanol-su karışımından kristallendirilerek M3 saf olarak elde edilmiştir (18).  
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Şekil 2.6. M3’ün sentezi. 

M3, sarı renkte, kristalize, higroskopik bir tozdur ve pratikte suda 

çözünmemektedir. Kapalı formülü “C26H26N2O6
” olup molekül ağırlığı 462 

g/mol’dür. Erime noktası; 185-187°C olarak bildirilmiştir (18).  

M3’ün kalsiyum kanallarını bloke etme oranı (yapı aktivite çalışmaları) 

“patch-clamp (yama-menteşe)” yöntemine göre test edilmiş ve molekülün, hem L- 

hem de T-tipi kanallarda kalsiyum akımını etkili bir şekilde inhibe ettiği 

gösterilmiştir. 

Yama-menteşe yöntemi, voltaj kenetleme tekniğinin geliştirilmiş bir 

uygulanışı olup, pipet içerisindeki elektrot yardımı ile hücrelerdeki voltaj 

değişikliklerinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Bu yöntem, modern bir 

elektrofizyolojik teknik olup günümüzde hücre zarları ve hücre zarı kanallarından 

iyon akımlarını incelemek için yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Özetle bu 

teknikte, özel olarak hazırlanmış mikroelektrotlar hücrelere temas ettirilerek hücre 

membran potansiyeli istenen değere kenetlenmekte ve membrandan geçen iyonik 

akım değişimi ya da akım kenetlenerek hücre membran potansiyel değişimi kayıt 

ve analiz edilmektedir (196).  
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2.8. Ağızda Dağılan Film  Formülasyonları 

İlk olarak nefes tazeleyiciler, diş bakım filmleri ve sabun filmleri olarak 

geliştirilen ADF formülasyonları etkin maddelerin oral uygulamalarına olanak 

sağlayan yeni bir teknolojidir. ADF'ler, temel olarak etkin madde ve çeşitli 

yardımcı maddelerden oluşan ve posta pullarına benzeyen ultra ince 

formülasyonlardır. Bu yüzden literatürde, ince şerit (thin strip), oral film (oral 

film), ağızda dağılan film (orally dissolving film), hızlı dağılan film (quick dissolve 

film), eriyen film (melt-away film), çözünür film (soluble film) ve gofret (wafer) 

gibi farklı isimlendirmelerle belirtilmişlerdir (197, 198). Literatürde her ne kadar 

farklı isimlerdirmeler mevcutsa da EMA, ADF’lerin isimlendirmesi konusunda 

“ağızda dağılan film (orodispersibl film)” ve FDA, “çözünür film (soluble film)” 

ifadelerinin kullanılmasını tercih etmiştir (199, 200). Avrupa Farmakopesi'ne 

(Euroen Pharmacopoeia; Ph. Eur.) göre; ADF'ler hızla dağılmak için ağız içi 

mukozaya yerleştirilen uygun materyallerin tek veya çok katmanlı tabakaları olarak 

tanımlanmış ve "orodispresible film" terimi ile ifade edilmiştir. Amerikan 

Farmakopesi (United States Pharmacopoeia; USP) ise, ADF'leri ağız boşluğuna 

yerleştirilen, etkin madde içeren ya da içermeyen bir ya da daha fazla katmandan 

oluşan ince tabakalar olarak tanımlamış olup “oral film” şeklinde adlandırmıştır 

(201-203).  

Özellikle çiğneme ve yutma güçlüğü yaşayan pediatrik, geriatrik ve 

onkolojik hasta grupları ve suya erişimi kısıtlı olan hasta popülasyonları için, dil 

üzerine yerleştirildikten sonra suya ve çiğnemeye gerek kalmadan tükürük ile hızla 

parçalanan ADF formülasyonları, uygulama kolaylığı ve hasta uyuncunu önemli 

ölçüde artırmıştır. Bu da, son zamanlarda ADF’lere olan ilginin artmasını 

sağlamıştır (203-205).  

ADF’ler ile ilgili ilk ticari ürün olan “Listerine® Pocketpaks”, nefes 

tazelemek amacıyla 2001 yılında Pfizer firması tarafından geliştirilmiştir ve Times 

dergisi tarafından en iyi buluş olarak kabul edilmiştir. Boğaz ağrısının tedavisinde 

kullanılmak üzere benzokain içeren “Chloraseptic®Relief Strips”, Zengen 

şirketinin bir sağlık yan kuruluşu olan InnoZen (Oxnard) firması tarafından 2003 

yılında piyasaya sürülmüştür. Sistemik amaçlı bu formda geliştirilen ilk reçeteli 
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ilaçlar ise; “Ondansetron Rapidfilm (ondansetron)”, “Zuplenz oral soluble film 

(ondansetron, FDA tarafından onay almış ilk reçeteli ürün)”, “Risperidon HEXAL® 

SF (risperidon)”’dur (206, 207). Günümüzde özellikle Pharmathen S.A. ilaç firması 

tarafından pediatrik hasta grupları için hipertansiyon tedavisinde kullanılmak üzere 

geliştirilmiş enalapril içeren patent alınmış ADF formülasyonları mevcuttur (206).  

2.8.1. Ağızda Dağılan Film  Formülasyonlarının Üstünlükleri ve Sakıncaları 

Oral yoldan ilaç uygulamasına olanak sağlayan yeni bir teknoloji olan ADF 

formülasyonlarının aşağıda belirtildiği gibi birçok üstünlüğü bulunmaktadır.  

-Yutma/çiğneme güçlüğü (pediatrik, geriatrik ve psikotik hasta grupları) ve 

mide bulantısı şikâyeti olan (onkolojik) hastalar için oldukça uygun bir teknolojidir 

(206).  

-İlaç kullanımı konusunda işbirlikçi olmayan hasta grupları için ise, 

kullanım sonrası uzaklaştırılmalarının (tükürülmesinin) zor olması nedeni ile yararlı 

bir tedavi seçeneğidir (208).  

-Yutmak için suya gereksinimin olmaması nedeniyle suya erişimi zor olan 

hasta grupları (yatalak hastalar ve askerler gibi) için oldukça büyük bir kullanım 

kolaylığı sunmaktadır (205, 206).  

-Damla ve şurup gibi sıvı dozaj formlarına kıyasla daha doğru ve kesin bir 

dozlama sağlanmaktadır (209). 

- Alerjik atak, öksürük, bronşit veya astım atakları, taşıt tutması gibi ani 

gelişen ve hızlı etki istenen hastalıkların tedavisi için oldukça uygun bir dozaj 

formudur (208-210).  

- Tablet ve kapsül gibi geleneksel oral katı dozaj formları ile 

kıyaslandığında kullanılmaları sırasında boğulma hissi ve tıkanıklık gibi riskleri 

ortadan kaldırarak daha yüksek bir hasta güvenliği sağlamıştır (208).  

-Ağızda kalıntı bırakmaması ve daha iyi bir his oluşturması ile pediatrik 

hastalarda ilaç kullanım zorluğunu ortadan kaldırmıştır (208).  
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-Çok ince olmaları ve geniş bir yüzey alanına sahip olmaları sayesinde ağız 

boşluğu mukozası ile daha etkin bir temas sonucu hızlıca dağılmakta ve 

çözünmektedir (207).  

-Bazı ilaçların alındıktan sonra farinks ve özefagustan emilmeye başlaması 

uygulama dozunun ve istenmeyen yan etkilerin azaltılmasıyla daha gelişmiş bir 

biyoyararlanım sunabilmektedir (208, 210).  

-Yüksek oranda damarlı bir yapıya sahip olan oral ve bukkal mukozadan 

yüksek oranda emilmeleri presistemik eliminasyonun azalması ile uygulama dozu 

ve dolayısıyla yan etki profilinin azalmasını sağlamıştır (211).  

-Sıvı dozaj formlarına kıyasla (tüketilene kadar daha stabil kalmaları nedeni 

ile) saklama ve (esnek yapıları sayesinde) daha rahat taşıma/depolama avantajlarına 

sahiptir (207, 208, 210).  

Tüm bu üstünlüklerinin yanı sıra, ADF’ler, bukkal pH’da stabil olmayan ve 

oral mukozayı tahriş eden etkin maddeler için uygun bir teknoloji değildir (208). 

Özellikle yüksek doz etkin madde yüklenememesi, ADF’lerin her etkin madde için 

uygulanabilir bir dozaj formu olmasını kısıtlamıştır. Bazı araştırmacılar ADF’lere 

yüklenebilecek ilaç dozunun en fazla 30 mg olabileceğini bildirse de Novartis 

Consumer Health’s firması tarafından, birim dozaj ağırlığın %50’sine kadar etkin 

madde yüklenebildiği gösterilmiştir. Bu firma tarafından geliştirmiş olan “Gas-X®” 

isimli üründe, her şerit için 62,5 mg simetikon etkin maddesi kullanılmıştır (207).  

Günümüzde potansiyel ilaç adayı olarak patent başvurusu yapılmış yüksek doz 

etkin madde içeren ürünler mevcuttur (206). Bu ürünlere ait etkin madde ve doz 

bilgileri Tablo 2.5.’de özetlenmiştir. ADF’lerin üretim teknolojisi açısından 

karşılaştığı bir diğer zorluk, içerik tekdüzeliğinin istenilen düzeyde sağlanamaması 

problemidir. Literatürde bu sorunun giderilmesinde bireysel dozlama sunan 

kalıpların kullanılmasının önerildiği çalışmalar bulunmaktadır (198). Nemli 

ortamlarda stabil olmamaları, nemden korunmaları için özel bir paketleme işlemine 

gereksinim duyulması ve bu özel pakatleme işleminin ürün maliyetini artırması 

ADF’lerin diğer kısıtlamalarıdır (208, 209).  
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Tablo 2.5. ADF formülasyonları için potansiyel ilaç adayları (206).  

Etkin madde  Doz (mg) 

Akrivastin 8 

Amlodipin besilat  2,5-10 

Atorvastatin  5-80 

Azatadin maleat 1 

Bromfeniramin maleat 4 

Deksbrofeniramin 2 

Deksklorfeniramin 2 

Dekstrometorfan hidrobromür  10-30 

Difenhidramin hidroklorür  12,5-25 

Eletriptan  10-40 

Famotidin  5-10 

Fenilefrin hidroklorür 5-10 

Ketoprofen  12,5-25 

Klorfeniramin maleat 4-12 

Loperamid  2 

Loratadin 5-10 

Nikotin  1-15 

Nitrogliserin 0,3-0,6 

Psödoefedrin hidroklorür  15-60 

Rofekoksib  5-25 

Sertralin hidroklorür  10-100 

Setirizin 5-10 

Sildenafil  25-100 

Sumatriptan süksinat  35-70 

Triprolidin hidroklorür 2,5 

Valdekoksib  5-20 

Ziprasidon  20-80 

Zolmitriptan  2,5 

 

İdeal bir ADF’in ince ve esnek olması, yapışkan olmaması, dağılma 

süresinin kısa olmasına karşı kabul edilebilir mekanik özelliklere sahip olması, 

kullanım sonrası ağızda hoş bir his bırakması, tükürük sıvısında çözünmesi ve 

tükürük pH’sında stabil olması istenmektedir (205).  
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2.8.2. Ağızda Dağılan Film  Formülasyonları’nda Kullanılan Yardımcı 

Maddeler 

 ADF formülasyonlarında, etkin madde (%5-30, a/a) haricinde film 

oluşturucu polimer (%40-50, a/a), plastizer (plastikleştirici) (%0-20, a/a), tükürük 

uyarıcı madde (%2-6, a/a), renklendirici (%0-1, a/a), yüzey aktif madde (yeterli 

miktarda), tatlandırıcı (%3-6, a/a), koku maddeleri (aroma vericiler) (yeterli 

miktarda), stabilize edici ve kıvam artırıcı maddeler (%0-5, a/a) gibi farklı tiplerde 

yardımcı maddeler kullanılmaktadır (212). ADF’lerde kullanılan etkin maddelerin 

istenen nihai salım profiline bağlı olarak öğütülebilir, mikronize edilebilir veya 

nanokristal ya da partiküler halde ADF’lere yüklenebileceği bildirilmiştir (213).  

 ADF’in genel mukavemetinden sorumlu olan polimerler, istenen film 

özelliklerine ulaşılabilmek için tek başına ya da kombine halde 

kullanılabilmektedir. Bir ADF’in sağlamlığı kullanılan polimerin türü ve oranına 

göre değişmektedir. İdeal bir ADF formülasyonunun geliştirilmesinde uygun 

polimer ve oranı seçiminin haricinde filmin bütünlüğünden sorumlu film oluşturucu 

polimerin, saf olması, irritan ve toksik olmaması, iyi ıslanabilir özelliklere sahip 

olması, ucuz ve kolay ulaşılabilir olması istenmektedir. Genel olarak ADF 

formülasyonlarında uygun mekanik özelliklere sahip olması, hızla dağılması ve 

ağızda hoş bir his bırakması nedeniyle düşük molekül ağırlıklı (1000-9000 Da) 

suda çözünen polimerler daha çok tercih edilmektedir. ADF formülasyonlarında 

pullulan, nişasta/modifiye nişasta (Maltrin®, Lycoat®, Instant Pure-Coat®), sodyum 

aljinat, pektin, jelatin ve polimerize resin gibi doğal polimerlerin yanı sıra HPC, 

HPMC (Kollicoat® IR), NaCMC, PVA, Polietilen oksit (PEO)(PolyoxTM), PVP gibi 

sentetik polimerler kullanılmaktadır ( 210, 212, 214).  

Pullulan  

İlk kez 1958 yılında Bernier tarafından rapor edilen pullulan, gıda katkı 

maddesi ve farmasötik bir ajan olarak geniş bir yelpazede patentli uygulamalarına 

ek olarak Amerika'da “Genel Olarak Güvenli Kabul Edilen” (Generally Regarded 

As Safe - GRAS) bileşenler statüsünde yer alması ile güvenli bir geçmişe sahiptir 

(214-217). Pullulan, endüstriyel boyutta bir maya çeşiti olan Aureobasidium 
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pullulans’tan bir dizi fermentasyon süreci sonunda elde edilen, doğal, nötr ve suda 

çözünebilen bir polisakkarittir (218). Pullulan iyi bir film oluşturma özelliğinin yanı 

sıra düşük oksijen geçirgenliğine sahiptir. Aynı zamanda toksik değildir ve 

biyolojik olarak parçalanabilir özellikte bir polimerdir (219). Film oluşturucu 

polimer olarak pullulanın kullanıldığı ağızda dağılan filmlerde, sıcak ve soğuk suda 

rahatlıkla çözünebilen berrak bir çözelti oluşması ile esnek filmlerin elde 

edilebildiği ve pullulan bazlı filmlerin genellikle hızlı dağıldığı bildirilmiştir (214).   

ADF’lerin esnekliğinin artırılması ve kırılganlığının azaltılması gibi 

mekanik özelliklerinin iyileştirilmesinden sorumlu en önemli bileşen 

plastikleştiricilerdir. Plastikleştiriciler, filmlerin uzama ve gerilme direnci gibi 

mekanik özelliklerini polimerin camsı geçiş sıcaklığını düşürerek sağlamaktadır. 

Çözücü tipi ve polimer ile geçimliliğine dikkat edilerek plastikleştiricilerin 

seçilmesi önerilmektedir. Plastikleştiricinin formülasyon bileşimine uygun 

olmaması durumunda filmde çatlama, yarılma ve kenardan kopma gibi sorunlar 

görülmektedir (212). Ayrıca bazı plastikleştiricilerin etkin maddenin emilim 

hızında da etkin rol oynadığı bildirilmiştir. ADF’lerin geliştirilmesinde en sık 

kullanılan plastikleştiriciler; propilen glikol (PG), gliserol, düşük molekül ağırlığına 

sahip PEG’ler, dimetil, dietil ve dibütil ftalat gibi ftalat türevleri, asetil, trietil ve 

tribütil sitrat gibi sitrat türevleri ve hint yağıdır. Kullanılan plastikleştiricinin türü, 

ADF üretimi sürecinde kuruma prosesini de etkilemektedir. Pullulan bazlı 

ADF’lerin hazırlanmasında kullanılan PEG ve PG gibi plastikleştiricilere kıyasla 

gliserol ile hazırlanan filmlerin daha uzun sürede kuruduğu bildirilmiştir (198, 220). 

Literatürde ayrıca pullulan bazlı ADF’lerin hazırlanmasında plastikleştirici olarak 

sorbitolün kullanıldığı çalışmalar da mevcut olup, bu plastikleştiricinin kullanıldığı 

ADF’lerde sertlik ve kırılganlık problemi yaşanmıştır (198).  

ADF formülasyonlarında kötü tadın maskelenmesi ve lezzetin iyileştirilmesi 

amacıyla formülasyona eklenen tatlandırıcılar özellikle pediatrik hasta grupları için 

önemlidir. ADF formülasyonlarında sorbitol, mannitol, ksilitol, maltoz, dekstroz, 

sükroz, ksiloz, riboz, glukoz, mannoz, galaktoz, früktoz gibi doğal tatlandırıcıların 

yanı sıra aspartam, sakkarin, siklamat, asesülfam-K, sükraloz, alitam ve neotam 

gibi yapay tatlandırıcılar da kullanılmaktadır (205, 212).  
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Aroma verici koku maddeleri ve renklendiriciler ADF’lerin kabul 

edilebilirliğini artırmak için kullanılmakla birlikte aromatizan seçimi, yaş 

gruplarının tat zevkine ve kullanılan etkin maddeye göre değişebilmektedir. 

Pediatrik hasta grupları için geliştirilen ADF’lerde aroma verici koku maddesi 

olarak portakal aromasının kullanıldığı bildirilmiştir (221). Bunların yanı sıra nane 

yağı, tarçın yağı, yeşil nane yağı, hindistan cevizi yağı gibi aroma yağları, vanilya, 

kakao, kahve, çikolata ve narenciye gibi meyveli aromalar ve elma, ahududu, kiraz, 

ananas gibi meyve özü aromaları ADF’de sıklıkla kullanılmaktadır. Kullanılacak 

aromanın türü ve miktarı, tat maskelemek için duyulan gereksinime göre 

değişmekle birlikte, aromanın gücünü ve bırakılan etkiyi artırmak için monometil 

süksinat gibi serinletici (cooling) maddeler de sıklıkla tercih edilmektedir (212). 

ADF formülasyonlarında genellikle FD&C onaylı doğal renklendirme ajanları, 

doğal meyve suyu konsantreleri, titanyum dioksit ve silikon dioksit gibi pigmentler 

renklendirme amacıyla kullanılmakla birlikte formülasyondaki oranlarının %1'i 

geçmemesi gerektiği bildirilmiştir (210).  

Tükürük uyarıcı ajanlar, tükürük üretimini artırarak ADF 

formülasyonlarının daha hızlı dağılmasına katkıda bulunan yardımcı maddelerdir. 

Bu amaçla daha çok sitrik asit olmak üzere malik asit, laktik asit, askorbik asit ve 

tartarik asit gibi gıdalarda kullanılan asitler kullanılmaktadır. Çözünürlüğü düşük 

olan etkin maddelerin ADF formülasyonlarının hazırlanmasında, nihai ürünün 

çözünürlük özelliklerini iyileştirmek amacıyla çeşitli yüzey aktif maddelerden 

faydalanılmaktadır. Yüzey aktif maddeler çözündürücü, ıslatıcı veya dağıtıcı olarak 

görev almakla birlikte bu amaçla daha çok poloksamer 407, SLS, benzalkonyum 

klorür, tween ve spanlar kullanılmaktadır. Stabilize edici ve kıvam artırıcı ajanlar 

ise, genellikle film çözeltisi ya da dispersiyonunun viskozitesi ve kararlılığını 

artırmak amacıyla kullanılan yardımcı maddelerdir. Ksantan ve keçiboynuzu zamkı, 

karragenan ve selülozik türevler ADF formülasyonlarında daha çok tercih edilen 

stabilize edici ve kıvam artırıcı maddelerdir (212, 220).  

2.8.3. Ağızda Dağılan Film  Formülasyonlarının Hazırlanması  

ADF’lerin üretiminde her ne kadar çözücü dökme (solvent casting), yarı katı 

dökme (semi-solid casting), sıcak eriyik (hot-melt) ekstrüzyon, katı dispersiyon, 
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yuvarlama (rolling), püskürterek kurutma (spray-dry) ve baskı (printing) yöntemi 

gibi çeşitli yöntemler kullanılsa da pratikte bunlardan daha çok çözücü dökme ile 

sıcak eriyik ekstrüzyon yöntemlerinin kullanıldığı bildirilmiştir (207, 209).  

Çözücü dökme yöntemi, genellikle su/su-alkol karışımları içinde hazırlanan 

etkin madde ve diğer yardımcı madde çözelti/süspansiyonlarının kalıplara 

dökülmesi, oda sıcaklığında ya da etüvde kurutulması ve istenilen boyutta kesilmesi 

esasına dayanmaktadır. Etkin maddenin çözünmesi için karıştırma aşamalarında 

bazen ısı uygulaması yapılabilmekte ve sistem içindeki hava kabarcıklarının 

uzaklaştırılması için elde edilen jel karışım belli süre bekletilebilmektedir. Jel 

karışımın aktarıldığı kalıp yüzeyleri cam, plastik ve teflon olabildiği gibi propilen 

ya da polivinil klorür ve polietilen tereftalat gibi inert maddelerden de 

seçilebilmektedir. Kullanılan çözücünün uzaklaştırılması amacıyla sıcak ekstrüzyon 

yöntemine kıyasla bu yöntemde daha düşük sıcaklıklar kullanıldığı için ısıya hassas 

etkin maddelerin ADF’lerinin hazırlanmasında daha uygun bir yöntem olarak tercih 

edilmektedir (207, 208).  

Yarı katı dökme yönteminde, öncelikle polimerin sulu çözeltisi 

hazırlanmakta ve asitte çözünmeyen selüloz asetat ftalat, selüloz asetat bütirat gibi 

polimerler, amonyum ya da sodyum hidroksit içerisinde dağıtılıp bu çözeltiye ilave 

edilmektedir. Daha sonra uygun miktarda plastikleştiricinin eklendiği jel karışım ısı 

kontrollü tamburlar kullanılarak film ya da şeritlere aktarılıp kurutulmaktadır (208-

210).  

Sıcak eriyik ekstrüzyon yöntemi, ADF formülasyon içeriğini oluşturan 

maddelerin kuru halde karıştırıldıktan sonra yüksek sıcaklıkta ekstrüzyonla 

homojen bir kütle halinde eritilmesi, ekstrüzyon kalıbından geçmeye zorlanarak 

düşük sıcaklıkta kurutulması ve istenilen boyutta kesilmesi esasına dayanmaktadır. 

Bu yöntemde çözücü kullanılmadığından çözücü dökme yönteminde olduğu gibi 

bir çözücü kalıntı problemi görülmemektedir, fakat ekstrüzyon sırasında yüksek 

sıcaklıkların kullanılması yöntemin ısıya hassas etkin maddere uygulanmasını 

sınırlandırmaktadır. Ayrıca özel ekipmanların gereksinimi maliyetin artmasına da 

neden olmaktadır (210, 214).  
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Son zamanlarda yöntemin esnekliği ve maliyet etkinliği açısından ilaç 

endüstrisinde giderek önem kazanan baskı yöntemi, aktif farmasötik bileşenlerin bir 

film tabakası üzerine basılması esasına dayanmaktadır. Bu amaçla daha çok 

fleksografik baskı kullanılmaktadır. Teorik olarak, baskı yönteminin etkin 

maddenin film içinde daha homojen dağılması ve doğru dozajlanmasına önemli bir 

katkı sağladığı bildirilmiştir. Yuvarlama yönteminde, spesifik reolojik özelliklere 

sahip olan etkin madde ve polimer çözelti ya da süspansiyonu bir taşıyıcı üzerinde 

yuvarlanmaktadır. Makaralar üzerinde kuruyan film istenilen boyutta kesilmektedir. 

Bu yöntemde çözücü olarak daha çok su ve su-alkol karışımları kullanılmaktadır. 

Katı dispersiyon yönteminde, PEG’in içinde çözünmeyeceği bir çözücü içinde 

çözünen maddeler, PEG eriyiğinin içine eklenmektedir. Oluşan katı dispersiyonlar 

kalıplara aktarılıp kurutulduktan sonra istenilen boyutlarda kesilmektedir. 

Püskürterek kurutma yönteminde ise, uygun bir çözücü içinde çözünen ADF içeriği 

çözeltisi cam, polietilen film veya teflon tabakası gibi yüzeylere püskürtülmekte ve 

daha sonra kurutulup soyularak istenilen boyutlarda kesilmektedir (207-210).  

ADF’lerin kesilme ve ambalajlama işleminin bekletme esnasında ürünün 

özelliklerinin değişebilme ihtimaline karşı hazırlanır hazırlanmaz yapılması 

gerektiği bildirilmiştir. Tekli ve çoklu ambalajlama seçenekleri bulunmakla birlikte 

filmlerin birbirine yapışma problemi nedeniyle genellikle primer ambalajda tekli 

paketleme tercih edilmektedir. ADF’lerin ambalajlanması için en ideal ve en çok 

kullanılan materyal alüminyum folyodur (212).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1 1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler 

2-Hidroksi-5-nitrobenzaldehit Sigma-Aldrich/ABD 

4,4-Dimetil-1,3-siklohekzandion Sigma-Aldrich/ABD 

96 kuyucuklu plaka Therno Scientific/ABD 

Absolü alkol Sigma-Aldrich/ABD 

Amonyum asetat Sigma-Aldrich/ABD 

Aseton  Sigma-Aldrich/ABD 

Asetonitril (HPLC Grade) Sigma-Aldrich/ABD 

Aspartam Yiğit Kimya/Türkiye 

Benzil asetoasetat Sigma-Aldrich/ABD 

Dekstran Merck-Millipore/Almanya 

Dekstroz (D-(+)-glukoz) Merck-Millipore/Almanya 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium)  

Sigma-Aldrich/ABD 

DMSO (Dimetil sülfoksit (steril)) Applichem GmBH/Almanya 

Etanol  Sigma-Aldrich/ABD 

Etil asetat Sigma-Aldrich/ABD 

FDC Yeşili (FD&C Green, No 3 (Fast Green 

FCF)) 

Merck-Millipore/Almanya 

HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) Biochrom AG/Almanya 

HEPES tampon çözeltisi (1M) Corning/ABD 

Hidroklorik asit (HCl, %37-39) Merck-Millipore/Almanya 
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HPLC Inert Sustain® C18 Kolon (150mm×4.6 

mm, 5µm) 

Ant Teknik/Türkiye 

Hücre kültür kapları (Flask, T25 (25 cm2), T75 

(75 cm2)) 

Greiner Bio- One/Almanya 

Hücre kültürü insertleri (Transparan) ThinCertsTM Cell Culture Inserts; 

1,0 µm, 12 well plate, Greiner 

Bio- One/Almanya 

L-glutamin (200mM) Biochrom AG/Almanya 

Mannitol (D-(-)-mannitol)  Merck-Millipore/Almanya 

Membran filtre (0,22 µm/0,45 µm) Merck-Millipore/Almanya 

Metanol (HPLC Grade) Sigma-Aldrich/ABD 

MTT (Metil tiyazol tetrazolyum bromür) Applichem GmBH/Almanya 

PBS (Phosphate buffered saline, 10x) Biochrom AG/Almanya 

PEG 200 (Polietilen glikol 200) Drogsan Pharmaceuticals/Türkiye 

Penisilin-Streptomisin çözeltisi (100x) Cegrogen Biotech 

GmbH/Almanya 

Poloksamer 188 (Kolliphor®P 188) Merck-Millipore/Almanya 

Poloksamer 407 (Kolliphor®P 407) Merck-Millipore/Almanya 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) Merck-Millipore/Almanya 

Potasyum Klorür (KCl) Sigma-Aldrich/ABD 

Propilen glikol Merck-Millipore/Almanya 

Pullulan Nagase Co., Ltd./Almanya 

PVA (Polininil alkol, Mw 30-70 Da) Drogsan Pharmaceuticals/Türkiye 

PVP K30 (Polivinil prolidon K30) Drogsan Pharmaceuticals/Türkiye 

SDC (Sodyum deoksikolat)  Sigma-Aldrich/ABD 

SLS (Sodyum lauril sülfat) Merck-Millipore/Almanya 
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Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat 

(NaH2PO4.2H2O) 

Merck-Millipore/Almanya 

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck-Millipore/Almanya 

Sodyum Klorür (NaCl) Sigma-Aldrich/ABD 

SoluPlus® BASF Pharma/Almanya 

Sükroz (D-(+)-sakkaroz) Merck-Millipore/Almanya 

Şırınga filtre (Steril, CA, 0,22 µm) Merck-Millipore/Almanya 

Trehaloz (D-(+)-trehaloz dihidrat)  Sigma-Aldrich/ABD 

Tripan mavisi  Sigma-Aldrich/ABD 

Tripsin (%0,25)-EDTA (%0,02) çözeltisi (5x)  Biochrom AG/Almanya 

3.1.2. Kullanılan Biyolojik Maddeler 

A549 (İnsan akciğer kanseri hücre hattı) 

Hücreleri  

American Type Culture 

Collection (ATCC)/ABD 

Caco-2 (İnsan epitel kolorektal 

adenokarsinoma hücre hattı) Hücreleri 

American Type Culture 

Collection (ATCC)/ABD 

FBS (Fetal Bovine Serum)  Biochrom AG/Almanya 

L929 (Fare fibroblast hücre hattı) Hücreleri American Type Culture 

Collection (ATCC)/ABD 

MCF-7 (İnsan meme kanseri hücre hattı) 

Hücreleri  

American Type Culture 

Collection (ATCC)/ABD  

SK-BR-3 (İnsan meme kanseri hücre hattı) 

Hücreleri 

American Type Culture 

Collection (ATCC)/ABD 

3.1.3. Kullanılan Cihazlar   

Ambalaj kapatma cihazı SMPY202 20cm Masaüstü Manuel Poşet 

Ağzı Kapatma Makinası Demir/Türkiye 
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Biyogüvenlik kabini (Laminar flow) Faster BHG 2004 Biolab, Class 2/İtalya 

Çözünme hızı tayin cihazı  CH-4312 Sotax çözünme hızı tayin 

cihazı/İsviçre 

Diferansiyel Taramalı Kalorimetre 

(DSC) Cihazı  

DSC Q 100 system, TA Instruments, 

Delaware/USA 

Dijital mikrometre Mitutoyo Digimatic Micrometer 

IP65/Japonya 

Elektrik rezistans sistemi (Millicell-

ERS) 

Merck Millipore/Almanya 

Fourier dönüşümlü kızılötesi 

spektrofotometresi 

Perkin - Emler/ABD 

Hassas terazi Shimadzu AX200/Japonya 

Hemasitometre Marienfeld Haemacytometer Laboratory 

Glassware/Almanya 

İnverted mikroskop Leica DMIL, 

DFC 320 kamera sistemi ve software  

Leica/Almanya 

Karbondioksit inkübatör Sanyo MCO-18AIC/Japonya 

Liyofilizatör Labconco FreeZone 4.5 Liter Benchtop 

Freeze Dryer/ABD  

Manyetik karıştırıcı IKA RET B/Almanya 

Mikroplaka okuyucu VersaMax, Molecular Devices Co./ABD 

Millipore MilliQ su saflaştırma 

sistemi 

Millipore Milli-Q-POD/ABD 

Nem tayin cihazı Ohaus MB45/İsviçre 

Partikül Büyüklüğü Tayin Cihazı  Malvern Mastersizer 2000/İngiltere 

Partikül Büyüklüğü Tayin Cihazı Malvern Zetasizer NanoZS/İngiltere 

pH metre HannaInstruments HI 3220/USA 
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Refraktometre SCHMIDT HAENSCH ATRW2/Almanya 

Soğutmalı versatile santrifüj   SİGMA 3-16K/Türkiye 

Taramalı Elektron Mikroskobu  QUANTA 400F Field Emission SEM, 

Thermo Fisher Scientific, MA/USA 

Texture Analyzer cihazı  A.XT. Plus Texture Analyzer, Stable 

Micro Systems/UK 

Ultrasonik prob  Bandelin Sonopuls HD 2200 

Homojenizatör, Bandelin Electronic 

GmbH & Co. KG/Almanya 

Ultrasonik su banyosu Advantage-Lab AL04-12/ABD 

UV Spektrofotometre  Shimadzu UV-1700/Japonya 

X-Işını Difraktometresi Ultima X-ray diffractometer, Ultima X-ray 

diffractometer/Tokyo, Japan 

Yatay çalkalayıcılı su banyosu  Memmert/Almanya 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi  Agilent 1200/Almanya 

 

 

 

 

 

 

 



70 

3.2. Yöntemler  

3.2.1. M3, Nanosüspansiyon, Nanokristal ve Ağızda Dağılan Film 

Formülasyonları’nın Fizikokimyasal Özellikleri Üzerine Yapılan Çalışmalar  

M3, nanosüspansiyon, nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının fizikokimyasal özelliklerini tayin etmek amacıyla; ultraviyole 

(UV) spektrum taraması, refraktif indeks, partikül büyüklüğü dağılımı, taramalı 

elektron mikroskop (SEM), X-ışını kırınımı (XRD), fourier dönüşümlü kızılötesi 

spektroskopi (FT-IR) ve diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) analizleri 

yapılmıştır.  

UV Spektrum Analizi 

Etkin maddenin miktar tayini ve validasyon çalışmalarından önce 

maksimum absorbans verdiği dalga boyu tespit edilmiştir. Bu amaçla etkin 

maddenin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamında 6,25 µg/mL 

konsantrasyonundaki çözeltisi hazırlanmıştır. UV spektrofotometre (Shimadzu UV-

1700 Spektrofotometre, Japonya) cihazı ile 1x1 kuartz küvetler kullanılarak 200-

800 nm dalga boyu aralığında tarama yapılmış ve etkin maddenin maksimum 

absorbans verdiği dalga boyu kaydedilmiştir.  

Refraktif İndeks Analizi  

Bir maddenin refraktif indeksi (kırılma indisi), o maddenin erime, kaynama, 

donma noktası ve yoğunluğu gibi kendine has bir fiziksel özelliktir ve belirli 

koşullar altında sabit bir değerdir. Bu özellikten yararlanılarak maddelerin 

tanınması veya kalitatif analizler yanında, refraktif indeks ile konsantrasyon 

arasındaki ilişkiden yararlanılarak kantitatif analizler de yapılabilmektedir. 

Elektromanyetik radyasyon bir yüzeye çarptığı zaman ya yukarı doğru 

yansıtılmakta ya da belli bir açı ile kırılarak yoluna devam etmektedir. Refraktif 

indeks, temel olarak geliş açısının sinüsünün kırılma açısının sinüsüne oranı ile 

tespit edilmektedir. 
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Etkin maddenin partikül büyüklüğü analizi ve formülasyon çalışmalarında 

kullanılmak üzere öncelikle refraktif indeks analizi yapılmıştır. Bu amaçla M3’ün 

asetonda (formülasyon çalışmalarında kullanılan organik çözücü) 0,78 µg/mL, 1,25 

µg/mL ve 2 µg/mL olmak üzere üç farklı konsantrasyonda çözeltisi hazırlanmıştır. 

Hazırlanan çözeltiler 25 ± 0,5°C'de üç tekrarlı olacak şekilde “SCHMIDT 

HAENSCH ATRW2 Dijital Refraktometre” cihazı kullanılarak ve cihazın ilgili 

kısmına hazırlanan çözelti örneklerinden damlatılması suretiyle analiz edilmiştir 

(Şekil 3.1.). Tekrarlı ölçüm değerleri ile konsantrasyon değerlerinden elde edilen 

kalibrasyon doğrusunun x ekseni ile kesişim noktası etkin maddenin refraktif 

indeksi olarak kaydedilmiştir. Refraktif indeks analizleri Ortadoğu Teknik 

Üniversitesi Merkez Laboratuvar’ında yapılmıştır. 

 

Şekil 3.1. Refraktif indeks ölçümü.  

Partikül Büyüklüğü Analizleri 

M3’ün sentez sonrası herhangi bir işlem uygulanmaksızın sahip olduğu 

partikül büyüklüğü analizi için “Malvern Mastersizer 2000” cihazı kullanılmıştır.  

Öncelikle 30 mg M3, 5 mL distile suda dağıtılarak dispersiyonu hazırlanmıştır. 

Hazırlanan dispersiyonun partikül büyüklüğü dağılımını ölçmek için, iç faz olan 

M3’ün refraktif indeksi 1,3582 ve dış faz olan distile suyun refraktif indeksi 1,3300 

olarak sisteme girilmiştir. Ölçümler 6 kez tekrarlanmıştır. Formülasyon çalışmaları 

sırasında hazırlanan nanosüspansiyon ve liyofilize edilmiş katı toz halindeki 

nanokristal formülasyonlarının ortalama partikül büyüklüğü ve polidispersite 

indeksi (PDI), foton korelasyon spektroskopisi yöntemi ve formülasyonların zeta 
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potansiyel değerleri, partiküllerin elektroforetik hareketliliği esasına göre “Malvern 

Zetasizer NanoZS” cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Tüm ölçümler 3 kez 

tekrarlanmıştır.    

Taramalı Elektron Mikroskop Analizleri 

Etkin maddenin, hazırlanan nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının yüzey morfolojisi, şekilleri ve partikül boyutunu incelemek 

amacıyla öncelikle metal yuvarlak halkalar üzerinde çift taraflı bantlar yardımı ile 

hazırlanan numuneler altın - palladyum ile kaplanmıştır. Kaplama işlemi sonrası 

numuneler 20 kV akselerasyon voltajında “QUANTA 400F Field Emission SEM” 

cihazı kullanılarak analiz edilmiş ve farklı büyütme oranlarında görüntüler 

kaydedilmiştir. Ağızda dağılan film formülasyonlarının yüzey görüntülemesine ek 

olarak enine kesit görüntüleri de alınmıştır. SEM analizleri Ortadoğu Teknik 

Üniversitesi Merkez Laboratuvar’nda yapılmış olup analizler sırasında hazırlanan 

numuneler ve görüntüleme cihazı Şekil 3.2.’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. SEM analizleri sırasında hazırlanan numuneler ve görüntüleme cihazı.  

Numunelerin yerleştirilmiş olduğu 

metal yuvarlak halkalar  
Numune tablasının 

yerleştirildiği kısım  
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Diferansiyel Taramalı Kalorimetri Analizleri 

Sıcaklık değişimine karşı katı bir maddenin fiziksel ve kimyasal 

reaksiyonlar sonucunda değişen özelliklerinin ölçülmesi ve yorumlanması esasına 

dayanan termal analizlerden DSC analizinde test örneği ve referansı aynı sıcaklıkta 

tutmak için gerekli olan enerji ölçümü yapılmaktadır. Temelde maddenin ısı 

kapasitesinin sıcaklıkla nasıl değiştiğini incelemek amacıyla kullanılan bir 

analizdir.  

Etkin maddenin, hazırlanan nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının DSC analizleri Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi İlaç 

ve Kozmetik AR-GE ve Kalite Kontrol Laboratuvarı (HÜNİKAL)’nda “DSC Q 100 

system” cihazı kullanılarak yapılmıştır. Alüminyum pan içerisine tartılan 

numunelerin (3-5 mg) DSC termogramları 50 mL/dak.’lık azot atmosferi altında ve 

10°C/dak. hızda 0-400°C sıcaklık aralığında çekilmiştir. 

X-Işını Kırınımı Analizleri   

XRD ile madde üzerine X-ışını gönderilerek ışının saçılım özelliği gösterip 

göstermediği değerlendirilmektedir. Amorf yapıdaki maddeler herhangi bir saçılma 

örneği göstermezken kristal yapıdaki maddeler, maddenin kristal örgüsüne spesifik 

tekrarlanabilir bir pik deseni vermektedir. Maddenin amorf ya da kristal yapıda 

olması, bu yapıların termodinamik açıdan dayanıklılık ve çözünürlük gibi birçok 

özelliğinin birbirinden farklı olması sebebi ile formülasyon çalışmaları açısından 

oldukça önemlidir. 

 Etkin maddenin, hazırlanan nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının XRD analizleri Ortadoğu Teknik Üniversitesi Merkez 

Laboratuvar’ında “Ultima X-ray diffractometer” cihazı kullanılarak yapılmıştır. 

Analizler toz numuneler için 2°/dak. ve ağızda dağılan filmler için ise 1°/dak. 

tarama hızında, 40 kV voltajda ve 0-55 (2θ) tarama aralığında gerçekleştirilmiştir.  
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Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopi Analizleri 

Moleküllerin infrared spektrumları yardımıyla yapılarının aydınlatılması 

esasına dayanan FT-IR analizleri ile katı ya da sıvı halindeki organik bileşiklerin 

yapılarındaki fonksiyonel gruplar, yapıdaki bağların durumu, bağlanma yerleri ve 

yapının aromatik ya da alifatik olup olmadığı belirlenebilmektedir.  

Etkin maddenin, hazırlanan nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının FT-IR spektrumları “Fourier Dönüşümlü Kızılötesi 

Spektrofotometre" cihazı kullanılarak 4000–600/cm-1 dalga sayısı aralığında 

çekilmiş ve değerlendirilmiştir.  

3.2.2. Çözünürlük Çalışmaları 

M3'ün çözünürlük çalışmaları için WHO tarafından 2018 yılında yayınlanan 

protokolde belirtilen koşullar dikkate alınmıştır (94). İlgili kılavuz başlangıç noktası 

olarak aktif farmasötik bileşenden (API) çözünürlüğün ön tahmini için açık 

kaynaklı araçların (çizim programları) kullanılmasını önermektedir. Bu amaçla 

önerilen programlarda öncelikle yeni sentez ürünü olan ilaç adayı molekülün açık 

kimyasal formülü çizilmektedir. Sonrasında program otomatik olarak moleküle ait 

tahmini moleküler ağırlık, çözünürlük, Log P ve P-gp substratı olup olmama 

özellikleri hakkında bilgiler sunmaktadır. Buradan elde dilen bilgiler çözünürlük 

çalışmaları sırasında kullanılacak madde miktarlarının (kılavuzda ilgili çözücü 

içinde çözüneceği madde miktarından %30-40 kadar fazla madde kullanılması 

gerektiği bildirilmiştir) belirlenmesinde de oldukça fayda sağlamaktadır. Bu amaçla 

M3’ün tahmini çözünürlük değeri ve yaklaşık %30-40 çözünmez olması için 

gereken katı miktarı “http://www.swissadme.ch” adresinden hesaplanmıştır.  

M3’ün çözünürlük çalışması, ilgili kılavuzda önerilen 3 farklı pH (pH 1,2 

HCl, pH 4,5 Asetat, pH 6,8 Fosfat tamponları) ve su ortamında (3 mL), amber 

renkli cam vialler kullanılarak, 80 devir/dak. hızda ve 37 ± 1°C sıcaklıkta, yatay 

çalkalayıcılı su banyosunda, 2, 24, 48 ve 72 saat sonunda toplanan örneklerin daha 

önceden geliştirilen ve valide edilen yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

yöntemi ile analiz edilmesi suretiyle gerçekleştirilmiştir (n=3). Örnekler analiz 
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edilmeden hemen önce 0,45 µm por açıklığına sahip selüloz asetat (CA) filrelerden 

süzülmüştür.   

Kılavuzda maddeye ait çözünürlük değeri, farklı bekletme sürelerinde 

yapılan analizlerle oluşturulan çözünürlük (µg/mL)-zaman (saat) grafiğinde eğrinin 

sabitlendiği nokta olarak bildirilmiştir. Ayrıca WHO 2018 kılavuzuna göre; etkin 

maddenin çözünürlüğünün düşük ya da yüksek olma durumu “DSV (The dose: 

solubility volume : Çözünürlük hacmi (mL))” hesabına göre yapılmaktadır. DSV, 

etkin maddenin en yüksek terapötik dozunu en düşük çözünürlüğün gözlemlendiği 

pH'da tamamen çözmek için gerekli sıvı hacmini temsil etmektedir. “mg /mL” 

cinsinden hesaplanan en düşük çözünürlüğe dayanarak DSV, en yüksek terapötik 

dozun (mg cinsinden), çalışmada elde edilen çözünürlüğe (mL başına mg 

cinsinden) bölünmesiyle hesaplanmaktadır. DSV; 1,2-6,8 pH aralığının tamamında 

250 mL'den az olduğunda bu etkin maddenin yüksek oranda çözünür olduğu kabul 

edilmektedir. M3’ün çözünürlüğünün düşük ya da yüksek olma durumun 

belirlenebilmesi için kılavuzun önerdiği gibi DSV değerleri hesaplanmıştır ve elde 

edilen sonuçlar hem açık erişimli kaynağın bildirdiği tahmini sonuçlar hem de ticari 

DHP’lerin çözünürlük değerleri ile kıyaslanmıştır.  

Ayrıca fiziksel karışım (FK-1) ve dondurularak kurutulmuş nanokristal 

formülasyonlarının (M3-NK) sudaki çözünürlüğü, kılavuzda belirtildiği gibi M3’ün 

çözünürlük çalışmaları ile aynı koşullar altında 24 saat boyunca gerçekleştirilmiştir. 

3.2.3. İn vitro Çözünme Hızı Çalışmaları  

M3, fiziksel karışım-1 (FK-1), nanosüspansiyon (M3-NS), nanokristal (M3-

NK) ve ADF formülasyonlarının (M3-ADF) in vitro çözünme hızı çalışmaları 

“Sotax çözünme hızı tayin cihazı” kullanılarak tayin edilmiştir. Çözünme ortamı ve 

analiz koşulları olarak FDA tarafından ticari DHP türevlerinden amlodipin besilat 

ağızda dağılan tablet (ADT) formülasyonları için önerilen koşullar temel alınmıştır 

(222). Bu amaçla 0,12 mg etkin madde ve 0,12 mg etkin madde içeren 

formülasyonlar Tablo 3.1.’de belirtilen koşullar kullanılarak her bir seri için 6 

tekrarlı olacak şekilde çözünme hızı tayin edilmiştir. Çözünme hızı tayin yöntemine 

göre belirlenen sürelerde örnekler alınmıştır ve her birine eksilen miktar kadar 
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37°C’deki çözünme ortamından ilave edilmiştir. Toplanan örnekler valide HPLC 

yöntemi ile analiz edilmiştir. Elde edilen % çözünen M3 değerleri zamana karşı 

grafiğe geçirilerek çözünme hızı profilleri oluşturulmuştur.   

Tablo 3.1. M3 ve formülasyonların in vitro çözünme hızı çalışmalarında kullanılan 

koşullar (222).  

Cihaz yöntemi Aparat 2 (Pedal yöntemi) 

Aparat dönme hızı (rpm) 50 

Çözünme ortamı  0,01 N HCl 

Çözünme ortamı miktarı (mL)  500 

Çözünme ortamı sıcaklığı (°C) 37 ± 0,5 

Analiz süreleri (dak.) 2,5-5-7,5-10-15-20-25-30-45-60 

Örnek hacmi (mL) 2 

3.2.4. M3’ün İn vitro Miktar Tayin Yöntemi’nin Geliştirilmesi ve 

Validasyon Çalışmaları  

Deneysel çalışmalarda M3’ün miktar tayininde kullanılabilecek en uygun 

analitik yöntemin geliştirilebilmesi için literatür bilgileri doğrultusunda ön 

denemeler yapılmıştır. Literatürde DHP türevi etkin maddelerin HPLC miktar 

tayini yöntemlerinde mobil faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su, 

metanol:asetonitril:pH 3,0 trietilenamin çözeltisi, metanol:su, metanol:pH 4,0 

sodyum asetat, asetonitril:pH 4,8 postasyum dihidrojen fosfat monobazik (KH2PO4) 

gibi karışımların kullanıldığı çalışmalar bulunmaktadır. Ayrıca çalışmaların hemen 

hemen hepsinde sabit faz olarak C18 kolon sistemi kullanılmıştır (66, 80, 83, 223-

225). Ön denemelerden elde edilen bulguların ışığında M3’ün miktar tayininde 

kullanılmak üzere geliştirilen kromatografik yöntem koşulları Tablo 3.2.’de 

verilmiştir.   
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Tablo 3.2. M3’ün miktar tayininde kullanılmak üzere geliştirilen kromatografik 

yöntem koşulları.  

Cihaz  HPLC Agilent 1200 (Almanya) 

Mobil Faz (h/h/h) Metanol:Asetonitril:Su (35:40:25) 

Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4,6 x 150 mm, 5 µm) 

Enjeksiyon Hacmi (µL) 20 

Akış Hızı (mL/dak.) 1 

Dedektör Diode Array Dedektör (DAD) 

Analiz Sıcaklığı (°C) 25 

Analiz Süresi (dak.) 10 

Dalga Boyu (nm) 241 

Analitik yöntem validasyon çalışmaları Uluslararası Uyum Konseyi (ICH) 

ve WHO tarafından 2015 ve 2018’de yayınlanan protokollerde belirtilen koşullar 

dikkate alınarak yapılmıştır (226, 227). Tablo 3.2.’de verilen kromatografik yöntem 

koşulları çözünürlük, in-vitro çözünme hızı, formülasyonların yükleme etkinliği ve 

stabilite çalışmalarında etkin madde miktarının tayininde kullanılmıştır. Bu analitik 

yöntemin validasyon çalışmaları için aşağıdaki parametreler değerlendirilmiştir.  

-Doğrusallık (Doğrusal Aralık) (Linearity) 

-Duyarlılık (Sensitivity) 

- Doğruluk (Accuracy) 

- Kesinlik (Precision) 

 - Tekrarlanabilirlik (Tekrar Edilebilirlik) (Repeatability) 

 - Ara Kesinlik (Orta Kesinlik) (Intermediate Precision) 

- Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility) 
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- Dayanıklılık (Stability) 

- Özgünlük (Özgüllük, Seçicilik) (Specifity, Selectivty) 

Doğrusallık  

Doğrusallık, seçilen konsantrasyon aralığında artan konsantrasyon ile 

orantılı olarak artan etkin madde pik alanları arasındaki ilişkinin doğrusal olup 

olmadığının değerlendirilmesi amacıyla kullanılan bir parametredir (226, 227). Bu 

amaçla, etkin maddenin mobil faz bileşimi içinde 100 µg/mL konsantrasyonda stok 

çözeltisi hazırlanmıştır. Stok çözeltiden hareketle ve mobil faz ile yapılan 

seyreltmeler sonucunda 0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25 ve 50 µg/mL 

konsantrasyonlarındaki standart çözeltiler hazırlanmış ve HPLC analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen pik alanları ve bunlara karşılık gelen 

konsantrasyonlardan hareketle doğru denklemleri ve determinasyon katsayıları (R2) 

hesaplanarak denklemin doğrusallığı incelenmiştir. Determinasyon katsayısının 1’e 

yakın olmasına göre geliştirilen yöntemin doğrusallığı değerlendirilmiştir.  

Duyarlılık 

Analiz yönteminin duyarlılığının belirlenmesine yönelik saptanabilirlik 

(limit of detection-LOD) ve tayin edilebilirlik sınırlarının (limit of quantification-

LOQ) incelenmesi esasına dayanan bir parametredir. LOD değeri bir analitik 

yöntemin saptayabileceği en küçük konsantrasyonu ifade ederken, LOQ değeri ise 

kantitatif olarak kabul edilebilir doğruluk ve tekrarlanabilirlikte yöntemin analiz 

edebileceği en küçük konsantrasyonu ifade etmektedir. LOD değeri, sinyal:gürültü 

oranının 3:1 olduğu konsantrasyon iken, LOQ değeri sinyal:gürültü oranının 10:1 

olduğu konsantrasyondur (226, 227). 

Doğruluk 

Kullanılan analitik yöntem ile elde edilen bulguların gerçek değerlere 

yakınlığının gösterilmesi amacıyla kullanılan bir parametredir (226, 227). Düşük 

(kalibrasyonun düşük noktası, 0,78 µg/mL), orta (kalibrasyonun orta noktası, 6,25 

µg/mL) ve yüksek (kalibrasyonun en yüksek noktası, 50 µg/mL) düzeyde üç 
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konsantrasyon belirlenerek her konsantrasyon noktası için 6 tane standart 

hazırlanmıştır. Standartların HPLC analizi ile elde edilen sonuçlarının gerçek 

değerlere yakınlıkları Eşitlik 3.1.’e göre hesaplanıp % varyasyon katsayısı (%VK) 

ve % geri kazanım olarak ifade edilmiştir.  

% Geri Kazanım = (A-B) /Bx100                                                            (3.1.) 

A: Tayin edilen konsantrasyon, B: Gerçek konsantrasyon 

Kesinlik  

Kesinlik, bir yöntemin birbirini izleyen ölçümleri arasındaki yakınlığının 

derecesini ifade etmektedir. Yani spesifik analiz koşulları altında elde edilen 

bağımsız analitik sonuçlar arasındaki uyumun derecesidir (226, 227).  

• Tekrarlanabilirlik 

Düşük (0,78 µg/mL), orta (6,25 µg/mL) ve yüksek (50 µg/mL) düzeyde 

belirlenen üç konsantrasyon noktası için hazırlanan 6 standarttan hareketle, aynı 

laboratuvar ve aynı cihaz kullanılarak gerçekleştirilen tekrarlı ölçümlerle uyum ve 

uygunluk incelenerek tekrarlanabilirlik parametresi test edilmiştir. Elde edilen 

bulgulardan hareketle ortalama, SS ve %VK değerleri hesaplanmıştır. HPLC analizi 

sonrası elde edilen sonuçlar, %VK’nın %2’den küçük olma durumuna göre 

değerlendirilmiştir. 

• Ara Kesinlik  

M3 için geliştirilen yöntemin ara kesinlik çalışmaları için yine düşük (0,78 

µg/mL), orta (6,25 µg/mL) ve yüksek (50 µg/mL) olarak belirlenmiş üç düzeyde 

her konsantrasyon noktası için 3 farklı günde 3 standart hazırlanmıştır. Hazırlanan 

standartların HPLC analizleri yapılmış ve elde edilen bulgulardan hareketle 

ortalama, SS ve %VK değerleri hesaplanmıştır. Analiz sonrası elde edilen sonuçlar, 

%VK’nın %2’den küçük olma durumuna göre değerlendirilmiştir. 
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• Tekrar Elde Edilebilirlik  

Tekrar elde edilebilirlik, kullanılan analitik yöntemin farklı analistler 

tarafından aynı gün içerisinde güvenirliliğinin kanıtlanması esasına dayanmaktadır. 

Bu sebeple hazırlanan stok çözeltiden hareketle aynı konsantrasyonlarda (0,78, 6,25 

ve 50 µg/mL) 6 farklı çözelti hazırlanarak analiz edilmiştir ve elde edilen 

bulgulardan hareketle ortalama, SS ve %VK değerleri hesaplanmıştır. Sonuçlar, 

%VK’nın %2’den küçük olma durumuna göre değerlendirilmiştir. 

Dayanıklılık 

Analiz süresince kullanılan etkin maddenin dayanıklı olup olmadığının 

saptanabilmesi için yapılan bir validasyon ölçütüdür (226, 227). Bu amaçla, etkin 

maddenin düşük (0,78 µg/mL), orta (6,25 µg/mL) ve yüksek (50 µg/mL) düzeyde 

belirlenen üç konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmıştır. Hazırlanan bu çözeltiler 

25°C’de 0, 4, 12, 24 saat ve +4°C’de 24 saat bekletilmiştir. Çözeltilerden 

hazırlandığı anda ve belirlenen sürelerin sonunda alınan örnekler analiz edilerek 

konsantrasyondaki değişim incelenmiştir. HPLC analizi ile elde edilen sonuçların 

değerlendirmesi %VK’nın %2’den küçük olma durumuna göre yapılmıştır. 

Özgüllük 

Geliştirilen yöntemin analiti, örnek içinde bulunabilecek diğer maddelerin  

varlığında (safsızlık, parçalanma ya da bozunma ürünleri gibi) ayırt edebilme ve 

doğru bir şekilde ölçebilme yeteneğinin derecesini gösteren bir parametredir (226, 

227). Yöntemin özgünlüğünü test etmek amacıyla aynı dalga boyunda (241 nm) 

M3’ün, çözünme ortamının ve formülasyonda kullanılan yardımcı maddelerin ayrı 

ayrı HPLC analizleri yapılarak elde edilen kromatogramlar karşılaştırılmıştır.  

   3.2.5. Nanokristal Formülasyonu Hazırlanmasında Kullanılacak 

Yöntem ve Formülasyon Bileşenlerinin Belirlenmesi  

 Bu tez kapsamında formüle edilmek üzere seçilen etkin madde olan M3’ün 

suda çözünürlük sorunu olduğu için öncelikle çözünürlüğünü artırmak amacıyla 

uygun bir teknoloji olan NKT ile nanosüpansiyonları hazırlanmıştır. M3 

nanosüspansiyonlarının hazırlanmasında aşağıdan yukarıya (bottom-up), yukarıdan 
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aşağıya (top-down) ve bu yöntemlerin kombinasyonu olan bir kombine yöntem 

kullanılmıştır. Aşağıdan yukarıya yöntemi çöktürme tekniği, top-down yöntemi ise 

ultrasonikasyon tekniğinden oluşmaktadır.  

M3 Nanokristallerinin Hazırlanmasında Kullanılacak Yöntem 

Parametrelerine İlişkin Önformülasyon Çalışmaları  

M3’ün yeni sentezlenmiş bir molekül olması en uygun stabilizan/stabilizan 

oranı ve en uygun kriyoprotektan/kriyoprotektan oranının belirlenmesi 

çalışmalarından önce, seçilen hazırlama yöntemleri için değişen yöntem koşullarına 

karşı formülasyon çıktılarının değerlendirilmesi gerekliliğini doğurmuştur. Bu 

amaçla, öncelikle PVA ile değişen yöntem koşullarına karşı formülasyon 

çıktılarının hangi yönde değiştiği değerlendirilmiştir. Farklı yöntem koşulları 

kullanılarak hazırlanan PVA-M3 nanokristal formülasyonlarına ait formülasyon 

parametreleri Tablo 3.3.’de verilmiştir. Aynı stabilizan kullanılarak farklı yöntem 

koşulları ile hazırlanan formülasyon çıktılarından yola çıkarak en iyi yöntem 

kombinasyonu belirlenmiştir.  

Tablo 3.3. Farklı yöntem koşulları kullanılarak hazırlanan PVA-M3 nanokristal 

formülasyonlarına ait formülasyon parametreleri. 

Formülasyon Stabilizan 

Yüzdesi 

(%) 

Karıştırma 

Hızı (rpm) 

Karıştırma 

Süresi 

(dak.) 

Çöktürme 

Sıcaklığı 

(°C) 

Sonikasyon 

Gücü (W) 

Sonikasyon 

Süresi 

(dak.) 

Konsantrasyon 

(µg/mL)  

F1 0,1 800 2,5 10 °C ↓ 200 2,5 1,25 

F2 0,1 400 2,5 10 °C ↓ 200 2,5 1,25 

F3 0,1 800 5 10 °C ↓ 200 2,5 1,25 

F4 0,1 800 2,5 35 °C 200 2,5 1,25 

F5 0,1 800 2,5 10 °C ↓ 100 2,5 1,25 

F6 0,1 800 2,5 10 °C ↓ 200 5 1,25 

F7 0,1 800 2,5 10 °C ↓ 200 2,5 0,5 

F8 0,5 800 2,5 10 °C ↓ 200 2,5 1,25 
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PVA-M3 Nanokristal Formülasyonlarının Hazırlanması  

Stabilizan olarak PVA’nın kullanıldığı M3 nanokristal formülasyonlarını 

hazırlamak üzere F7 haricindeki her bir formülasyon için aseton: PEG 200 (1:1, 

h/h) çözücü karışımı kullanılarak 5 mg/mL konsantrasyonunda M3 çözeltisi 

hazırlanmıştır. Amber renkli cam şişelerde hazırlanan karışım 1 saatlik karışma 

süresinden sonra 0,45 µm por açıklığına sahip politetrafloretilen (PTFE) şırınga 

filtreden süzülerek sarı renkli berrak ilaç çözeltisi elde edilmiştir (Çözücü fazı). 

Ardından F8 haricindeki her bir formülasyon için distile su kullanılarak hazırlanan 

%0,1’lik PVA çözeltisi 0,45 µm por açıklığına sahip CA şırınga filtreden süzülerek 

stabilizan çözeltisi hazırlanmıştır (Anti-çözücü fazı). Hazırlanan 9 mL anti-çözücü 

fazı farklı sıcaklıklarda (10°C’nin altında-35°C) ve farklı karıştırma hızlarında 

(400-800 rpm) karışırken 1 mL çözücü fazı hızlı bir şekilde anti-çözücü fazına ilave 

edilmiştir. Farklı karıştırma sürelerinde (2,5-5 dak.) karışan nihai karışım farklı 

sonikasyon gücü (100-200 W, %5x10 devir) ve sonikasyon sürelerinde (2,5-5 dak.) 

“ultrasonik prob” kullanılarak sonike edildikten sonra santrifüj tüplerine 

aktarılarak 13500 rpm’de 20 dak. santrifüj edilmiştir. Ultrasantrifüj işlemi sonrası 

süpernatan dekante edilerek çökelek 4 mL %0,1 PVA çözeltisinde dağıtılmıştır. F7 

için çözücü fazı olarak 2 mg/mL’lik M3 çözeltisi ve F8 için anti-çözücü faz olarak 

%0,5’lik PVA çözeltisi kullanılarak aynı hazırlama tekniği ile PVA-M3 nanokristal 

formülasyonları hazırlanmıştır. Hazırlanan nanosüspansiyonların partikül 

büyüklüğü, “Malvern Zetasizer NanoZS” cihazı kullanılarak ölçülmüştür (n=3). 

Tüm formülasyon denemeleri M3’ün gün ışığından etkilenmesi nedeni ile karanlık 

ortamda gerçekleştirilmiştir.  

Farklı Stabilizan Türü ve Oranları Kullanılarak M3 Nanokristal 

Formülasyonlarının Hazırlanması  

Stabilizan olarak PVA’nın kullanıldığı önformülasyon çalışmalarından elde 

edilen sonuçlar dikkate alınarak belirlenen yöntem koşulları ile daha ileri 

formülasyon çalışmaları için farklı stabilizan türü ve oranları kullanılarak 

denemeler yapılmıştır. Bu amaçla PVA, PVP K30, SoluPlus® gibi polimerik 

stabilizanlar ve poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve SLS gibi yüzey aktif 

madde özelliğindeki stabilizanlar %0,05-0,1-0,5-1-2 (a/h) oranlarında 
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kullanılmıştır. Çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu ile M3 

nanokristal formülasyonları aşağıdaki şekilde  hazırlanmış olup M3 

nanosüspansiyonlarının hazırlanma tekniği Şekil 3.3.’de şematik olarak 

özetlenmiştir.  

Her bir formülasyon için amber renkli cam şişelerde aseton: PEG 200 (1:1, 

h/h) çözücü karışımı kullanılarak 5 mg/mL konsantrasyonunda M3 çözeltisi 

hazırlanmıştır. Karışım 1 saatlik karışma süresinden sonra 0,45 µm por açıklığına 

sahip PTFE şırınga filtreden süzülerek sarı renkli berrak ilaç çözeltisi elde 

edilmiştir (Çözücü fazı). Ardından her bir formülasyon için distile su kullanılarak 

farklı stabilizan türü ve oranlarında (%0,05-0,1-0,5-1-2, a/h) stabilizan çözeltileri 

hazırlanmış ve 0,45 µm por açıklığına sahip CA şırınga filtreden süzülmüştür 

(Anti-çözücü fazı). Hazırlanan 9 mL anti-çözücü fazı, (çözelti sıcaklığı 10°C’nin 

altında tutularak) 800 rpm’de bir manyetik karıştırıcı üzerinde karışırken, 1 mL 

çözücü fazı hızlı bir şekilde anti-çözücü fazına ilave edilmiştir. 2,5 dak. karıştırma 

ile elde edilen nihai karışım “ultrasonik prob” kullanılarak 200 W (%5x10 devir) 

sonikasyon gücünde 5 dak. sonike edilmiştir. Sonikasyon işlemi sonrası içerik 

santrifüj tüplerine aktarılarak 13500 rpm’de 20 dak. santrifüj edilmiş ve süpernatan 

dekante edilerek çökelek 4 mL kullanılan stabilizan çözeltisinde dağıtılmıştır. 

Hazırlanan nanosüspansiyonların partikül büyüklüğü, “Malvern Zetasizer NanoZS” 

cihazı kullanılarak 3 tekrarlı olacak şekilde ölçülmüştür. Tüm formülasyon 

çalışmaları M3’ün gün ışığından etkilenmesi nedeni ile karanlık ortamda 

gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3.3. M3 nanosüspansiyonlarının hazırlanmasının şematik gösterimi. 

Farklı Kriyoprotektan Türü ve Oranları Kullanılarak M3 Nanokristal 

Formülasyonlarının Kurutulması  

Farklı stabilizan türü ve oranları kullanılarak hazırlanan nanosüspansiyon 

formülasyon çıktıları değerlendirilmiş olup optimum formülasyon olarak %0,5 

poloksamer 188 ile hazırlanan M3 nanokristal formülasyonu (M3-NS) seçilmiştir. 

Farklı kriyoprotektan türü ve oranları için optimum formülasyon ve distile su 

kullanılarak farklı tür (mannitol, trehaloz, sükroz, dekstran ve dekstroz) ve 

oranlarda (%1,25-2,5-5) hazırlanan kryoprotektan çözeltileri 1:1 (h/h) oranında 

karıştırıldıktan sonra -20°C’de 12 saat bekletilerek dondurulmuştur. Katı haldeki 

donmuş karışım 12 saatin sonunda -55°C sıcaklık ve 0,100 mBar vakum basıncı 

koşullarında “liyofilizatörde” 48 saat boyunca bekletilerek kurutulmuştur. 

Kurutulan katı nanokristal formülasyonlarından 4 mg tartılıp, 2 mL distile suda 

dağıtıldıktan sonra  “Malvern Zetasizer NanoZS” cihazı kullanılarak 3 tekrarlı 

olacak şekilde partikül büyüklüğü ölçümü yapılmıştır. Tüm formülasyon 

çalışmaları M3’ün gün ışığından etkilenmesi nedeni ile karanlık ortamda 

gerçekleştirilmiştir. M3 nanokristal formülasyonlarının hazırlanması ve kurutulması 

Şekil 3.4.’de şematik olarak özetlenmiştir.  



85 

 

Şekil 3.4. M3 nanokristal formülasyonlarının hazırlanması ve kurutulmasının 

şematik gösterimi. 

Fiziksel Karışım-1’in Hazırlanması  

Fiziksel karışım-1 (FK-1), M3-NK formülasyon bileşiminde bulunan katı 

maddelerden M3 ve poloksamer 188’in  formülasyonda bulunduğu oranlarda (M3 : 

poloksamer 188, 1 : 9, a/a) tartılarak homojen bir şekilde karıştırılması sureti ile 

hazırlanmıştır. 

3.2.6. Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Hazırlanmasında 

Kullanılacak Yöntem ve Formülasyon Bileşenlerinin Belirlenmesi  

Önformülasyon Çalışmaları ile En Uygun Plastikleştiricinin 

Belirlenmesi 

Ağızda dağılan film (ADF) formülasyonlarının hazırlanması için “çözücü 

dökme yöntemi” seçilmiş olup film yapıcı ajan olarak “pullulan” tercih edilmiştir. 

Pullulan ile en uyumlu plastikleştirici türünün belirlenmesi amacıyla çeşitli 

önformülasyon çalışmaları yapılmıştır. Önformülasyon çalışmaları sırasında 

hazırlanan plasebo film bileşenleri ve oranları Tablo 3.4.’de verilmiştir. 

Önformülasyon çalışmalarından elde edilen plasebo ADF formülasyonları 

homojenlik, yayılabilirlik, yapışkanlık ve kalıptan çıkma, esneklik ve sertlik 

açısından değerlendirilmiş olup en iyi film özelliklerine sahip olan kompozisyon ile 

ADF formülasyon çalışmalarına devam edilmiştir.   
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Tablo 3.4. Önformülasyon çalışmalarında kullanılan plasebo film bileşenleri ve 

oranları. 

Bileşen (%)  Madde 

Fonskiyonu 

ADF-1 ADF-2 ADF-3 

Pullulan Film yapıcı ajan 5,6 5,6 5,6 

Gliserol Plastikleştirici 3,3 - - 

Sorbitol Plastikleştirici - 3,3 - 

Propilen Glikol Plastikleştirici - - 3,3 

Aspartam  Tatlandırıcı  0,2 0,2 0,2 

FDC Yeşili 

(damla) 

Renklendirici  1 1 1 

Distile Su  Çözücü  90,89 90,89 90,89 

Bir birim plasebo ADF formülasyonunun hazırlanması için; 2 mg aspartam 

bir cam şişede 0,6 mL distile suda çözülürken (A),  başka bir cam şişede 5,6 mg 

pullulan ve 3,3 mg plastikleştirici madde 0,31 mL distile suda çözülmüştür (B). A 

karışımı, 800 rpm’de bir manyetik karıştırıcı üzerinde karışan B karışımı üzerine 

ilave edilmiş ve oluşan karışıma (C) son olarak 1 damla FDC yeşili (10 µg/mL) 

eklendikten sonra nihai karışım (D) oda sıcaklığında yaklaşık 10 saat 

karıştırılmıştır. Homojen bir karışım elde edildikten sonra 0,8 mL viskoz sıvı içerik 

2x2 cm2  boyutlarındaki kare tekli dozlara bölünmüş plastik kalıplara aktarılmıştır. 

Kalıplardaki karışımlar etüvde 40°C’de yaklaşık 18-20 saat kadar kurutulmuştur 

(Bir seri üretim 10 ADF miktarı üzerinden hazırlanmış olup üretim sonunda 9 ADF 

elde edilmiştir).  

M3-NK İçeren Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Hazırlanması 

NKT kullanılarak sudaki çözünürlüğü artırılmış optimum M3 

nanokristallerinin (M3-NK)  ADF formülasyonları “çözücü dökme yöntemine” göre 

Şekil 3.5.’de özetlendiği gibi hazırlanmıştır. Hazırlanan M3-ADF formülasyon 

bileşenleri ve oranları Tablo 3.5.’de verilmiştir.  

Bir birim M3-NK içeren ADF (M3-ADF) formülasyonu; 0,15 mg M3’e 

eşdeğer M3-NK tartılarak ve plastikleştirici olarak propilen glikol kullanılarak 



87 

Bölüm 3.2.6.’da “Önformülasyon Çalışmaları ile En Uygun Plastikleştiricinin 

Belirlenmesi” başlığı altında belirtildiği şekilde hazırlanıp 2x2 cm2 boyutlarındaki 

kare tekli dozlara bölünmüş plastik kalıplara aktarılmıştır. Kalıplara aktarılan sıvı 

film içerikleri Şekil 3.6.’da gösterilmiştir. Kalıplardaki karışımlar etüvde 40°C’de 

18 saat kadar kurutulmuştur. Elde edilen kuru filmler M3’ün gün ışığından 

etkilenmesi ve filmlerin nem çekmesi nedeni ile alüminyum folyodan yapılmış 

ambalaj materyali kullanılarak paketlenmiştir. Paketleme işlemi için kullanılan 

alüminyum folyo materyali, ADF’lerin paketlenmesinde kullanılan ambalaj 

kapatma cihazı, kuruma sonrası elde edilen filmlerin görüntüsü ve ambalajlanmış 

ADF formülasyonu sırasıyla Şekil 3.7. - Şekil 3.9.’da gösterilmiştir.  

Tablo 3.5. M3-NK içeren ADF formülasyon bileşenleri ve oranları. 

Bileşen (%)  Kullanım amacı M3-ADF 

M3-NK Etkin madde 0,15 

Pullulan Film yapıcı ajan 5,6 

Propilen Glikol Plastikleştirici 3,3 

Aspartam  Tatlandırıcı  0,2 

FDC Yeşili (damla) Renklendirici  1 

Distile Su  Çözücü  90,89 
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Şekil 3.5. M3-NK içeren ADF (M3-ADF) formülasyonunun hazırlanması. 

 

 

Şekil 3.6. Kalıplara aktarılan sıvı film içeriklerinin görüntüsü. 
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Şekil 3.7. ADF formülasyonlarının ambalajlanmasında kullanılan materyal 

(alüminyum folyo). 

 

Şekil 3.8. ADF formülasyonlarının paketlenmesinde kullanılan ambalaj kapatma 

cihazı.  
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Şekil 3.9. Kuruma sonrası elde edilen filmlerin görüntüsü ve ambalajlanmış ADF 

formülasyonu. 

Fiziksel Karışım-2’nin Hazırlanması 

Fiziksel karışım-2 (FK-2), M3-ADF formülasyon bileşiminde bulunan katı 

maddelerden M3-NK, pullulan ve aspartamın formülasyonda bulunduğu oranlarda 

(M3’e eşdeğer M3-NK : pullulan : aspartam, 0,12 : 44,8 : 1,6, a/a/a) tartılarak 

homojen bir şekilde karıştırılması sureti ile hazırlanmıştır.  

3.2.7. M3-NK İçeren Propilen Glikol Bazlı Ağızda Dağılan Filmlerin 

Karakterizasyonu   

Hazırlanan optimum ADF formülasyonları (M3-ADF) üzerinde çeşitli 

standartlar ve farmakope gerekliliklerine göre kütle tekdüzeliği (ağırlık 

değişkenliği), kalınlık, yüzey pH’sı, nem tayini, içerik tekdüzeliği, dağılma (petri 

kabı yöntemi ve damla yöntemi), mekanik kontroller (katlanma direnci (folding 

endurance), gerilme direnci (tensile strength), % uzama (elongation at break/ 

percent elongation) ve elastik modülüs (Young’s modulus) ve in vitro çözünme 

testi gibi karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır.  

Kütle Tekdüzeliği (Ağırlık Değişkenliği) Testi 

Kütle tekdüzeliği testi, Avrupa Farmakopesi’nde “Oromukozal Preparatlar 

(Oromucosal Preparations)” bölümünde (Tek Dozluk Preparatlar için Kütle 
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Tekdüzeliği, yöntem 2.9.5.) belirtilen koşullara göre yapılmıştır. Bu amaçla rastgele 

seçilen 20 adet ADF bir terazi yardımı ile tek tek tartılarak ağırlıkları belirlenmiştir 

(201).  Elde edilen sonuçlar ortalama, SS ve %VK olarak verilmiş olup, sonuçların 

istatistiksel olarak farmakope gerekliliklerine uygunluğu değerlendirilmiştir. 

Avrupa Farmakopesi'ne göre; ikiden fazla filmin ağırlığı ortalama film ağırlığının 

Tablo 3.6.’da belirtilen %sapma değerinden fazla olmamalıdır. Ayrıca hiçbir filmin 

ağırlığının bu %sapma değerinin iki katından fazla olmaması gerekmektedir (201).   

Tablo 3.6. Oromukozal preparatların kütle tekdüzeliği için Avrupa 

Farmakopesi’nde belirtilen kriterler (201).   

Ortalama ağırlık  %Sapma  

80 mg veya daha az  10 

80 mg’dan büyük ve 250 mg’dan küçük  7,5 

250 mg veya daha fazla   5 

Kalınlık Testi  

ADF formülasyonlarının kalınlığı, homojen ve tekdüze bir üretimin yanı 

sıra doz orantısallığı ve filmin dağılması açısından oldukça önemlidir. Hazırlanan 

ADF formülasyonlarının kalınlığı, bir “dijital mikrometre (Mitutoyo Digimatic 

Micrometer IP65, Japan)” yardımı ile filmin ortası ve köşe noktaları olmak üzere 

beş farklı noktadan ölçüm yapılarak belirlenmiştir. Ölçümler 10 adet ADF 

formülasyonu için gerçekleştirilmiş olup elde edilen bulgular hesaplanan çeşitli 

istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %Bağıl standart sapma (%BSS)) ile 

değerlendirilmiştir (207-209, 211, 228). Ortalama film  kalınlığının 5-200 µm 

arasında olması ve filmlerin kalınlığındaki maksimum değişimin %5’in altında 

olması gerektiği bildirilmiştir (209, 211, 229).  

Yüzey pH Testi  

ADF formülasyonlarının kullanım sonrası dağılması ve çözünmesi ile 

oluşan asidik ya da bazik pH oral mukozayı yakından etkilemektedir. İdeal bir 

ADF’in yüzey pH’ının nötre yakın olması istenmektedir (214). Hazırlanan ADF 

formülasyonlarının oral mukoza üzerinde olası tahriş etkilerinin değerlendirilmesi 
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için yüzey pH’sının ölçülmesi ve belirlenmesi gerekmektedir.  Bu amaçla 2x2 cm2 

boyutlarındaki 6 adet ADF’in her biri amber renkli cam şişelerin içerisine 

yerleştirilerek üzerlerine 5 mL distile su ilave edilmiştir. Ağızları kapatılan şişeler 

manyetik karıştırıcı üzerinde 1 saat kadar karıştırıldıktan sonra bir “pH metre 

elektrotu” yardımı ile nihai çözeltilerin pH değerleri ölçülmüştür. Elde edilen 

bulgular hesaplanan çeşitli istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %BSS) ile 

değerlendirilmiştir (208, 230, 231).  

Nem Tayini 

ADF’lerin nem içeriği formülasyonun stabilitesini etkileyen en önemli 

parametrelerden biridir. Hazırlanan ADF’lerin nem içeriğinin belirlenmesi amacıyla 

skalası sıfırlandıktan sonra “nem tayin cihazına (Ohaus MB45, Switzerland)” 13 

adet ADF (yaklaşık 1 g) yerleştirilmiş ve numune ağırlığı sabitlenene kadar 

kızılötesi ışıma bileşeni kullanılarak 105°C’de analiz gerçekleştirilmiştir. Su 

kaybının sabitlendiği andaki %nem miktarı ADF’lerin nem içeriği olarak 

kaydedilmiştir (198, 207, 211).  

İçerik Tekdüzeliği Testi 

Doz homojenliğinin sağlanması amacıyla yapılan içerik tekdüzeliği testi, 

Avrupa Farmakopesi’nde “Oromukozal Preparatlar (Oromucosal Preparations)” 

bölümünde (Tek Dozluk Preparatlar için İçerik Tekdüzeliği, yöntem 2.9.6.) 

belirtilen koşullar dikkate alınarak gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla rastgele seçilen 

2x2 cm2 boyutlarındaki 10 adet ADF’in her biri amber renkli cam şişelerin içerisine 

yerleştirilerek üzerlerine 10 mL yapay tükürük sıvısı (pH 5,7) ilave edilmiştir. 

Ağızları kapatılan şişeler manyetik karıştırıcı üzerinde 1 saat kadar karıştırıldıktan 

sonra her bir çözelti 0,45 µm por açıklığına sahip CA şırınga filtrelerden 

süzülmüştür. Yapay tükürük sıvısı ile seyreltilen örnekler 241 nm’de valide HPLC 

miktar tayin yöntemi ile analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçlar için çeşitli 

istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %BSS) hesaplanmıştır. Ayrıca 

farmakope gerekliliklerine uygunluğun değerlendirilmesi amacıyla Eşitlik 3.2.’ye 

göre kabul değeri (KD) de hesaplanıp belirlenmiştir (202).  

KD=IM-XI +ks                                                                                        (3.2.) 
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X: Bireysel film içerik tekdüzeliği bulgularının % ortalaması, M: Referans değer, k: Kabul 

edilebilirlik sabiti (n=10 iken 2,4 olarak alınmaktadır; n: Film sayısı), s: Standart sapma 

Eğer, % 98,5 < X < % 101,5 ise, M = X (KD = ks) 

Eğer, X < % 98,5 ise, M = % 98,5 (KD = 98,5 - X + ks) 

Eğer, X > % 101,5 ise, M = % 101,5 (KD = X - 101,5 + ks)                                                                                      

ADF formülasyonları üzerinde yapılacak içerik tekdüzeliği çalışmalarında 

biyolojik ortamı (vücut koşullarını) taklit etmek amacıyla yapay tükürük sıvısı 

kullanılmıştır. İçerik tekdüzeliği çalışmalarında kullanılan yapay tükürük sıvısı, Na 

ve ark. (232) tarafından belirtilen tekniğe göre hazırlanmış olup yapay tükürük 

sıvısı bileşenleri Tablo 3.7.’de verilmiştir. Tablo 3.7.’deki maddeler belirtilen 

miktarlarda hassas terazide tartıldıktan sonra bir şişeye aktarılarak distile su ile 1 

L’ye tamamlanmıştır. Yaklaşık 1 saat bir manyetik karıştırıcı üzerinde karışan 

çözeltinin pH’sı,  0,1 N HCl çözetisi ile pH metre kullanılarak 5,7 ye ayarlanmıştır. 

Nihai çözeltide ortak iyon etkisi ile meydana gelen çökmenin (bulanma) giderilmesi 

amacıyla çözeltiden 2-3 dak. karbondioksit gazı geçirilmiştir. 

Tablo 3.7. pH 5,7 yapay tükürük sıvısının bileşenleri (232).  

Bileşen Miktar (g) 

Sodyum klorür 0,844 

Potasyum klorür 1,2 

Kalsiyum klorür dihidrat 0,193 

Magnezyum klorür hekzahidrat 0,111 

Potasyum fosfat dibazik 0,342 

Distile su  km (mL) 1000 

Mekanik Kontroller 

Hazırlanan ADF formülasyonlarının elastik yapıları ve fiziksel 

dayanıklılıklarını saptamak amacıyla % uzama (ADF’lerin uzama yüzdesini ifade 

eden bir parametre) ve elastik modülüs (ADF'lerin sertliğini tanımlayan bir 



94 

parametre) değerleri, katlanma (ADF'lerin kırılganlığının göstergesi olan bir 

parametre) ve gerilme dirençleri (ADF’in koptuğu noktaya uygulanan maksimum 

kuvveti ifade eden bir parametre) belirlenerek mekanik özellikleri 

değerlendirilmiştir. Mekanik testlerin yapılması amacıyla “Texture Analyzer 

(A.XT. Plus Texture Analyzer, Stable Micro Systems, UK)” cihazı kullanılmıştır 

(Şekil 3.10.). 2x1 cm2 boyutlarında kesilmiş filmlerin (mekanik analizlerde 

kullanılan ADF’in kemik şeklinde kesilmesi önerilmektedir) uç kısımları cihazın 10 

mm aralıklarla tutulan iki kıskacı arasına yerleştirilmiştir. Filmin kıskaçlar arasına 

sabitlenmesinden sonra üst kıskaç 0,5 mm/dak. sabit bir hızla çekilerek film 

gerilmeye başlamış ve filmin kopmuş olduğu noktada cihaz verileri kaydedilmiştir. 

ADF'in katlanma direnci ise, filmin kırılıncaya kadar aynı yerden katlanmasıyla 

ölçülmüştür (198, 208, 209, 228). Tüm mekanik ölçümler üç ADF formülasyonu 

üzerinden gerçekleştirilmiştir (n=3).  

 

Şekil 3.10. ADF formülasyonlarının mekanik kontrollerinde kullanılan cihaz. 

Dağılma Testi  

ADF formülasyonlarının dağılma sürelerinin belirlenmesi, literatürde 

önerildiği gibi “Petri Kabı Yöntemi (petri dish method)” ve “Damla Yöntemi (drop 
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method)” olmak üzere iki farklı yöntem ve distile su (pH 6,4) ile yapay tükürük 

sıvısı (pH 5,7) olmak üzere iki farklı ortam kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Petri 

kabı yönteminde Şekil 3.11.’de gösterildiği gibi bir petri kabına 2 mL distile su 

veya yapay tükürük sıvısı alınıp ortamın yüzeyine bir ADF yerleştirilmiştir. ADF’in 

dağılmaya başladığı ilk süre ve tamamen kaybolduğu süre kaydedilmiştir. Bu 

yöntemde ADF’in yerleştirildiği petri kabı çalışma boyunca çalkalanmadan sabit 

tutulmuştur. Damla yönteminde ise, Şekil 3.12.’de gösterildiği gibi düz bir petri 

kabına yerleştirilen ADF’in üzerine Şekil 3.13.’de gösterildiği gibi bir mikropipet 

yardımı ile bir damla distile su veya yapay tükürük sıvısı damlatılmıştır. Damlatılan 

damlanın zamanla ADF’i çözmesi sonucu ADF’de delik oluşana kadar geçen süre, 

dağılma süresi olarak kaydedilmiştir. Her iki yöntem ve ortam için 6’şar adet ADF 

kullanılmış olup (n=6), sonuçlar çeşitli istatistiksel parametrelerin (Ortalama ve SS) 

hesaplanması ile değerlendirilmiştir (198).   

 

Şekil 3.11. Petri kabı yöntemine göre ADF formülasyonlarının dağılma testi. 
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Şekil 3.12. Damla yöntemine göre ADF formülasyonlarının petri kaplarına 

yerleştirilmesi. 

 

Şekil 3.13. Damla yöntemine göre ADF formülasyonlarının dağılma testi. 

3.2.8. Stabilite Çalışmaları 

ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları 

literatürde önerildiği gibi gerçekleştirilmiş olup, öncelikle hazılanan M3-ADF’ler 

ambalaj kapatma cihazı ile tekli paketler halinde paketlenmiştir. Alüminyum 

paketler içerisindeki M3-ADF formülasyonları 4 hafta boyunca 40°C ± 2 °C ve 

%75 ± 5 nem ile kontrol edilen bir stabilite kabininde saklanmıştır. Periyodik 

aralıklar (0, 15. ve 30. gün) ile alınan örneklerin morfolojik özellikleri, kütle 

tekdüzeliği, kalınlık değerleri, yüzey pH’sı, nem tayini, içerik tekdüzeliği ve 
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dağılma (petri kabı yöntemi ve damla yöntemi) süreleri Bölüm 3.2.7.’de belirtildiği 

gibi analiz edilerek ADF özellikleri açısından değerlendirilmiştir (233).  

3.2.9. Hücre Kültürü Çalışmaları  

M3’ün yeni sentezlenen bir molekül olması nedeni ile BCS’deki yerinin 

tespiti, M3 içeren nanokristal ve ağızda dağılan film formülasyonlarının hücre 

canlılığı üzerine etkisinin araştırılması ve seçilen optimum formülasyonların etkin 

maddenin intestinal geçirgenliği (permeabilitesi) üzerine etkisinin değerlendirilmesi 

amacıyla çeşitli hücre hatları kullanılarak hücre kültürü çalışmaları yapılmıştır.  

Hücre Kültürü Çalışmaları İçin Hücrelerin Çözülmesi ve Çoğaltılması  

L929, Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 hücreleri sıvı azot içinde 

dondurularak uzun süre saklanabilmektedir. ATCC’den temin edilen ve hücre 

kültürü çalışmalarına kadar yaklaşık -180°C’deki azot tankı içinde saklanan 

donmuş haldeki hücreler deneysel çalışmalarda kullanılacağı zaman azot tankından 

alınarak 37 °C’deki su banyosunda çözülmüş ve 37 °C’deki kültür ortamına 

aktarılmıştır. 2000 rpm’de 3-5 dak. santrifüj edildikten sonra süpernatan 

uzaklaştırılarak çöken hücreler kültür ortamında süspande edilmiş ve kültür 

kaplarına (flask) aktarılmıştır. 37°C’de %5 CO2 içeren bir atmosferde inkübe edilen 

hücreler konfluent hale (flaskın yüzeyinin %80’ini kapladıklarında) geldiklerinde 

%0,25 Tripsin ve %0,02 EDTA içeren Tripsin-EDTA çözeltisi yardımıyla flask 

yüzeyinden kaldırılıp (tripsinizasyon) taze kültür ortamında ATCC’nin önermiş 

olduğu oranlarda süspande edilmiştir. Hücreler ATCC’de belirtilen protokoller 

dikkate alınarak pasajlanmıştır. 

Hücre kültürü çalışmaları kapsamında kullanılan hücreler %10 (h/h) FBS, 2 

mM L-glutamin ve 50 U/mL penisilin-50 µg/mL streptomisin içeren DMEM (hücre 

kültür ortamı) kullanılarak 25 cm2  ve 75 cm2  flasklarda, 37°C’de %5 CO2 içeren 

inkübatörlerde büyütülmüştür.  
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İn Vitro Geçirgenlik (Permeabilite) Çalışmaları İçin Caco-2 

Hücrelerinin Hazırlanması ve Tek Tabaka Hücre Bütünlüğünün 

Değerlendirilmesi  

Pasaj sayısı 24-36 arasında olan Caco-2 hücre süspansiyonlarındaki hücre 

sayısı, tripan mavisi kullanılarak inverted mikroskop yardımıyla belirlenmiştir. 

Canlı hücrelerin sayımı sonrasında hücreler 12 kuyucuklu plakalardaki 

(ThinCertTM, 12 well, por çapı; 1,0 µm) insertlere (1,13 cm2) 6x105 hücre/insert 

olacak şekilde ekilmiştir. Bu amaçla, apikal kompartmana 0,5 mL hücre 

süspansiyonu ve bazolaretal kompartmana 1 mL kültür ortamı eklenmiştir. Hücreler 

21 gün boyunca, gün aşırı kültür ortamları taze kültür ortamı ile değiştirilerek takip 

edilmiştir. Caco-2 hücrelerinin tek tabaka bütünlüğünün değerlendirilmesi amacıyla 

21. günün sonunda kültür ortamındaki membran potansiyeli (boş insert) ve Caco-2 

hücrelerinin (hücre içeren insert) transepitel elektrik rezistans (TEER) değerleri bir 

“elektrik rezinstans sistemi (voltometre)” kullanılarak ölçülmüştür. TEER değerleri 

Eşitlik 3.3.’e göre hesaplanmıştır.  

TEERhücre tek tabakası=(Rörnek – Rboş) x A                                                     (3.3.) 

Rörnek: hücre içeren insertlerin rezistansı (ohm.cm2), Rboş: hücre içermeyen kontrol insertlerin 

rezistansı (ohm.cm2), A: hücre kültürü insertinin yüzey alanı (cm) 

TEER değeri, elektrik rezinstans sisteminin (voltometre) elektrotlarının 

kullanılan kuyucukların apikal ve bazolateral kompartmanlarına yerleştirilerek, bu 

bölgelerdeki elektriksel akım farkının ölçülmesiyle elde edilen değerdir. TEER 

değerlerinin ölçülmesi, Caco-2 hücre tek tabakasının bütünlüğünün 

değerlendirimesinde yaygın olarak kullanılan yöntemlerden biridir (234-237).  

M3’ün Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti  

Caco-2 hücreleri, ilaç geliştirme çalışmalarının erken fazında bağırsaklardan 

ilaç geçirgenliğinin değerlendirilmesi için yaygın olarak kullanılan hücre kültürü 

modelidir (238). M3’ün permeabilite çalışmalarında kullanılacak güvenli dozu 

belirleyebilmek amacıyla öncelikle Caco-2 hücre hattı üzerinde sitotoksisite 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir.  
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Sitotoksisite çalışmaları için, hücre kültür kabından tripsinizasyon işlemi ile 

kaldırılan ve hücre kültürü ortamı ile süspande edilen Caco-2 hücreleri (pasaj no: 

24), tripan mavisi ile 1:1 oranda seyreltildikten sonra hemasitometre yardımıyla 

inverted mikroskopta sayılmıştır. Canlı hücrelerin sayımı sonrasında hücreler, hücre 

kültürü ortamı ile tekrar seyreltilerek ekim için gerekli miktarda hücre 

süspansiyonu hazırlanmıştır. Hazırlanan 100 µL hücre süspansiyonu (5x104 

hücre/mL) 96 kuyucuklu plakalara ekilmiştir ve hücrelerin hücre kültür kabına 

tutunmalarını sağlamak amacıyla 16-18 saat inkübe edildikten sonra ortam 

uzaklaştırılmıştır. Plakalara uygulanacak ilaç çözeltilerinin hazırlanması için, etkin 

maddenin DMSO’da çözünmesinin ardından kültür ortamı içinde farklı 

konsantrasyonlardaki dilüsyonları (200, 400, 600, 800, 1000, 1200 µg/mL) 

yapılmıştır. Ayrıca sitotoksisite çalışmalarında değerlendirilecek her bir örnek için 

kullanılan DMSO oranlarında DMSO kontrolleri (%0,8 - %1,6 - %2,4 - 3,2 - 4,0 - 

4,8) hazırlanmıştır. DMSO kontrollerinin hücre canlılığına etkisinin 

değerlendirilmesi için ise, kontrol grubu olarak kültür ortamı (DMEM) 

kullanılmıştır. Hazırlanan örneklerden 100 µL alınarak 96 kuyucuklu plakalara 

ekildikten sonra plakalar 2 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. İkinci saatin 

sonunda her bir kuyucuğa 25 µL MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromit) (5 mg/mL) çözeltisi ilave edilmiş ve 4 saat boyunca 

tekrar inkübe edilmiştir. Süre sonunda her bir kuyucuğa 200 µL DMSO ilave edilip 

“mikroplaka okuyucu (ELISA plate reader, VersaMax, Molecular Devices Co. 

/ABD)” yardımıyla 570 nm’de kolorimetrik olarak absorbans değerleri okunarak 

sonuçlar kaydedilmiştir.  

M3’ün permeabilite çalışmaları, ABD Sağlık ve İnsan Hizmetleri 

Departmanı, Gıda ve İlaç İdaresi, İlaç Değerlendirme ve Araştırma Merkezi 

(CDER) tarafından 2017 yılında yayınlanan kılavuzda belirtilen koşullar dikkate 

alınarak gerçekleştirilmiştir.  Bu kılavuza göre, gastrointestinal sistemden bir ilaç 

maddesinin geçirgenliğini (permeabilitesini) belirlemek için çeşitli yöntemler (a- 

İnsanda in vivo intestinal perfüzyon çalışmaları, b- Uygun hayvan modelleri 

kullanılarak in vivo ve in situ intestinal perfüzyon çalışmaları, c)- İnsan veya 

hayvanlardan alınmış bağırsak dokuları kullanılarak yapılan in vitro geçirgenlik 

çalışmaları, d- Kültüre edilmiş epitel hücrelerin tekli tabakasında in vitro 
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geçirgenlik çalışmaları) kullanılabilmektedir. Kılavuzda bir ilaç molekülünün 

permeabilitesinin belirlenmesi için tek bir yöntemin kullanılmasının yeterli olduğu 

ancak kesin olarak sonuçların elde edilememesi durumunda ikinci bir yöntemin 

kullanılmasının da önerildiği belirtilmiştir (239). Ayrıca literatürde bu çalışmalara 

ilişkin laboratuvarlar arası farklılıklar nedeniyle standart bir protokolün 

bulunmadığı bildirilmiştir (240). Tüm bu bilgiler ışığında M3’ün BCS’deki yerinin 

belirlenmesi amacıyla yapılması gereken permeabilite çalışmaları için kılavuzda 

belirtilen “Kültüre edilmiş epitel hücrelerin tekli tabakasında in vitro geçirgenlik 

çalışmaları” nın kullanılmasına karar verilmiştir.  

M3’ün BCS’deki yerinin tespit edilmesi amacıyla yapılacak olan in vitro 

permeabilite çalışmaları için Caco-2 hücreleri (pasaj no: 25) yaklaşık 21 gün 

boyunca uygun koşullarda büyütülmüştür. TEER değerlerinin ölçülmesi ile tek 

tabaka bütünlüğü değerlendirilmiş ve tek tabaka bütünlüğünün istenilen düzeyde 

(TEER>400 ohm.cm2) elde edildiği hücreler ile transport çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Transport çalışmalarında, transport ortamı olarak 25 mM D-

glukoz ve 10 mM HEPES içeren HBSS kullanılmıştır. 

In-vitro permeabilite çalışmalarında kullanılacak ilaç dozu olarak 

çözünürlük çalışmalarında olduğu gibi kılavuzun önerdiği doğrultuda en yüksek tek 

terapötik doza sahip olan ticarileşmiş aynı türev etkin maddenin dozunun 

(Nifedipin’in en yüksek oral terapötik dozu = 90 mg) 250 mL (yaklaşık bir bardak 

su hacmi)’ye bölünmesiyle elde edilen konsantrasyon değeri (360 µg/mL) 

sitotokisite çalışma bulguları da dikkate alınarak tercih edilmiştir (239).  

Transport çalışmalarında ilaç standartları uygulanmadan önce hücreler 

uygun pH değerlerine sahip transport ortamları ile (Apikal kompartman için; %1,44 

DMSO içeren pH 6,0 HBSS (intestinal pH’ı taklit etmesi için) ve bazolateral 

kompartman için; %1,44 DMSO içeren pH 7,4 HBSS (kan pH’ını taklit etmesi için) 

30 dak. boyunca inkübe edilmiştir. Ön inkübasyon sonrası apikal ve bazolateral 

kompartmanlardaki ortamlar uzaklaştırılmıştır. Daha sonra apikal kompartmanda 

bulunan hücrelere %1,44 DMSO içeren pH 6,0 HBSS içinde hazırlanan ilaç 

standartları (360 µg/mL konsantrasyonundaki M3 çözeltisi - 0,5 mL) ve bazolateral 

kompartmana ise aynı oranda DMSO içeren pH 7,4 HBSS çözeltisi (1 mL) 
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uygulanmıştır. Hücreler 2 saat, 50 rpm ve 37°C’de inkübe edildikten sonra 

bazolateral kısımdaki ortamlar alınıp valide HPLC miktar tayin yöntemi 

kullanılarak analiz edilmiştir. Çalışmalar 6 tekrarlı gerçekleştirilmiş olup (n=6), 

Eşitlik 3.4. kullanılarak M3’ün görünür permeabilite katsayısı (Papp, cm/s) 

hesaplanmıştır (198).  

Papp = dC/dt.1/(ACo)                                                                                (3.4.) 

Papp = permeabilite katsayısı (cm/s), dC/dt = ilaç permeasyon oranı (µg/s), A= insertlerin yüzey alanı 

(cm2), C0= apikal bölgedeki başlangıç konsantrasyonu (µg/mL) 

Farklı Stabilizanların M3 Nanosüspansiyon Formülasyonlarının İn 

Vitro Sitotoksisite Profili Üzerine Etkisinin İncelenmesi 

Yetişkin bir farenin deri altı bağ dokusundan elde edilen  L929 hücreleri, 

sitotoksisite çalışmaları için sıklıkla tercih edilmektedir.  NKT ile geliştirilmiş M3 

nanosüspansiyonlarında kullanılan stabilizanların (poloksamer 188, poloksamer 

407, SDC ve SLS, PVA, PVP K30, SoluPlus®) formülasyonların in vitro 

sitotoksisite profili üzerine etkisini belirlemek amacıyla, L929 hücre hattı üzerinde 

24, 48 ve 72 saat süreyle sitotoksisite çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 

öncelikle farklı stabilizan türü ve oranları ile hazırlanan M3 nanosüspansiyonlarının 

partikül büyüklüğü analizleri yapılmış ve en iyi sonuçların elde edildiği stabilizan 

oranı (%0,5) ile hazırlanan nanosüspansiyonlar hücre kültürü çalışmalarında 

kullanılmıştır.  

Uygun koşullarda büyütülen L929 hücre süspansiyonu (pasaj no: 35) 

üzerinde yapılan sitotoksisite çalışmaları Bölüm 3.2.9.’da “M3’ün Biyofarmasötik 

Sınıflandırma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti” başlığı altında belirtildiği şekilde 24, 

48 ve 72 saat inkübasyon süreleri boyunca gerçekleştirilmiştir. Uygulanan örnekler 

(M3 ve %0,5 stabilizan ile hazırlanmış M3 nanosüspansiyonları), DMSO’da 

çözündükten sonra kültür ortamı içinde farklı konsantrasyonlardaki dilüsyonları 

(10, 50, 250 µg/mL) yapılarak hazırlanmıştır. Sitotoksisite çalışmalarında 

değerlendirilecek her bir örnek için kullanılan DMSO oranlarında DMSO 

kontrolleri (%0,05 - %0,25 - %1,25) hazırlanmış ve DMSO kontrollerinin hücre 
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canlılığına etkisinin değerlendirilmesi için ise, kontrol grubu olarak kültür ortamı 

(DMEM) kullanılmıştır. 

M3 Nanokristal Formülasyonlarının Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 

Hücrelerinin İn Vitro Hücre Canlılığı Üzerine Etkisinin İncelenmesi  

Literatürde yapısında DHP halkası taşıyan bileşiklerin çok sayıda farklı 

farmakolojik özelliklerinin yanında antikanser aktivite sergiyebildikleri ve ilerleyen 

zamanlarda çeşitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanılabileceği bildirilmiştir (10, 

241-243). Tez kapsamında kullanılan ve DHP türevi olan M3’ün ve M3 nanokristal 

formülasyonlarının antikanser etkinliklerinin incelenmesi amacıyla farklı kanser 

hücre hatları (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549) üzerinde sitotoksisite çalışmaları 

yapılmıştır.  

Uygun koşullarda büyütülen hücreler (Caco-2; pasaj no: 23, SK-BR-3; pasaj 

no: 34, MCF-7; pasaj no: 14, A549; pasaj no: 26) üzerinde yapılan sitotoksisite 

çalışmaları Bölüm 3.2.9.’da “M3’ün Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ndeki 

Yerinin Tespiti” başlığı altında belirtildiği şekilde 24 saat inkübasyon süresi 

boyunca gerçekleştirilmiştir. Uygulanan örnekler (M3, FK-1, M3-NS, 

kriyoprotektansız M3-NK ve M3-NK), DMSO’da çözündükten sonra kültür ortamı 

içinde farklı konsantrasyonlardaki dilüsyonları (10, 50, 250 µg/mL) yapılarak 

hazırlanmıştır. Sitotoksisite çalışmalarında değerlendirilecek her bir örnek için 

kullanılan DMSO oranlarında DMSO kontrolleri (%0,04 - %0,2 - %1,0) 

hazırlanmış ve DMSO kontrollerinin hücre canlılığına etkisinin değerlendirilmesi 

için ise kontrol grubu olarak kültür ortamı (DMEM) kullanılmıştır. 

Nanokristal ve Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının İn Vitro 

Geçirgenlik (Permeabilite) Çalışmaları 

NKT ile çözünürlük özellikleri iyileştirilen M3 nanokristal ve ağızda 

dağılan film formülasyonlarının ilacın in-vitro geçirgenliği üzerine etkisi, in-vitro 

Caco-2 permeabilite çalışmaları ile değerlendirilmiştir. Bu amaçla, öncelikle 

permeabilite çalışmalarında kullanılacak uygun ilaç dozunun belirlenebilmesi için 

sitotoksisite çalışmaları yapılmıştır.    
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Uygun koşullarda büyütülen Caco-2 (pasaj no: 36) hücreleri üzerinde 

yapılan sitotoksisite çalışmaları Bölüm 3.2.9.’da “M3’ün Biyofarmasötik 

Sınıflandırma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti” başlığı altında belirtildiği şekilde 2 

saat inkübasyon süresi boyunca gerçekleştirilmiştir. Sitotoksisite çalışmalarında 

kullanılacak bazı örnekler (M3, FK-1, M3-NS, M3-NK, FK-2, plasebo ADF ve 

M3-ADF) DMSO’da çözündükten sonra kültür ortamı içinde farklı 

konsantrasyonlardaki dilüsyonları (37,5, 50, 75, 100, 150, 200 µg/mL) yapılarak  ve 

bazı örnekler (asiklovir (negatif kontrol) ve metaprolol tartarat (pozitif kontrol)) ise 

kültür ortamında çözündükten sonra yine kültür ortamı içinde farklı 

konsantrasyonlardaki dilüsyonları (37,5, 50, 75, 100, 150, 200 µg/mL) yapılarak 

hazırlanmıştır. Kültür ortamı içinde hazırlanan örnekler için kontrol grubu olarak 

kültür ortamı (DMEM) kullanılırken DMSO’da hazırlanan örnekler için kontrol 

grubu olarak DMSO kontrolleri kullanılmıştır. DMSO kontrollerinin hücre 

canlılığına etkisi ise, kültür ortamına göre değerlendirilmiştir. 

İn vitro Caco-2 permeabilite çalışmalarında formülasyonlar uygulanmadan 

önce, Caco-2 hücreleri (pasaj no: 35) uygun pH değerlerine sahip transport 

ortamları ile (Apikal kompartman için; %0,8 DMSO içeren pH 6,0 HBSS 

(intestinal pH’ı taklit etmesi için) ve bazolateral kompartman için; %0,8 DMSO 

içeren pH 7,4 HBSS (kan pH’ını taklit etmesi için)) 30 dak. boyunca inkübe 

edilmiştir. Ön inkübasyon işlemi sonrası apikal ve bazolateral kompartmanlardaki 

ortamlar uzaklaştırılmıştır. Daha sonra apikal kompartmanda bulunan hücrelere 

%0,8 DMSO içeren pH 6,0 HBSS içinde hazırlanan örnekler (200 µg/mL 

konsantrasyonundaki M3, FK-1, FK-2, M3-NS, M3-NK, M3-ADF, asiklovir 

(negatif kontrol) ve metaprolol tartarat (pozitif kontrol) - 0,5 mL) ve bazolateral 

kompartmana ise %0,8 DMSO içeren pH 7,4 HBSS çözeltisi (1 mL) uygulanmıştır. 

Hücreler 2 saat, 50 rpm ve 37°C’de inkübe edildikten sonra bazolateral kısımdaki 

ortamlar HPLC miktar tayin yöntemleri ile analiz edilmiştir. Çalışmalar 3 tekrarlı 

gerçekleştirilmiş olup (n=3), Eşitlik 3.4. kullanılarak örneklerin görünür 

permeabilite katsayıları (Papp, cm/s) hesaplanmıştır (198).  
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Asiklovir ve Metaprolol Tartarat Tayininde Kullanılan HPLC Miktar 

Tayin Yöntemleri  

Caco-2 in vitro permeabilite çalışmalarında deney prosedürünün sağlıklı 

ilerleyip ilerlemediğinin incelenebilmesi amacıyla literatür ve kılavuz bilgileri 

doğrultusunda negatif kontrol olarak asiklovir (düşük permeabilite, absorpsiyon 

derecesi < %50) ve pozitif kontrol olarak ise metaprolol tartarat (yüksek 

permeabilite, absorpsiyon derecesi ≥ %85) kullanılmıştır (109). Permeabilite 

çalışmaları sonunda bazolateral kompartmandan alınan asiklovir ve metaprolol 

tartarat örnekleri Tablo 3.8. ve Tablo 3.9.’daki HPLC yöntem parametrelerine göre 

analiz edilmiştir (244).    

Tablo 3.8. Asiklovir’in miktar tayininde kullanılan HPLC koşulları. 

Cihaz  HPLC Agilent 1200 (Almanya) 

Mobil Faz (h/h/h) 0,0125 M KH2PO4 (pH 7,0) : Metanol (45:55) 

Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4.6x250mm, 5µm) 

Enjeksiyon Hacmi (µL) 20 

Akış Hızı (mL/dak.) 1 

Dedektör Diode Array Dedektör (DAD) 

Analiz Sıcaklığı (°C) 25 

Analiz Süresi (dak.) 15 

Dalga Boyu (nm) 254 
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Tablo 3.9. Metaprolol tartarat’ın miktar tayininde kullanılan HPLC koşulları. 

Cihaz  HPLC Agilent 1200 (Almanya) 

Mobil Faz (h/h/h) 0,0125 M KH2PO4 (pH 7,0) : Metanol (45:55) 

Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4.6x250mm, 5µm) 

Enjeksiyon Hacmi (µL) 20 

Akış Hızı (mL/dak.) 1 

Dedektör Diode Array Dedektör (DAD) 

Analiz Sıcaklığı (°C) 25 

Analiz Süresi (dak.) 15 

Dalga Boyu (nm) 227 

3.2.10. İstatistiksel Analizler 

İstatistiksel analizler GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software Inc., CA, 

USA) programı kullanılarak yapılmıştır. İn vitro deneylerden elde edilen bulgular, 

güven aralığı % 95 olarak kabul edilip student's t testi ve tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) ile değerlendirilmiştir. Belirlenen gruplar arasında anlamlı bir fark tespit 

edildiğinde farklılığın hangi örnekler arasında olduğunu belirlemek amacıyla ise, 

Mann-Whitney U testi veya Tukey yöntemine göre ikili karşılaştırmalar yapılmıştır.   

Gruplar arasındaki farklılığın önemliliği elde edilen p değerinin yanılma 

düzeyinden büyük (p>α , istatistiksel olarak anlamsız) veya küçük (p<α istatistiksel 

olarak anlamlı) olmasına göre değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR  

4.1. M3’ün Fizikokimyasal Özelliklerinin Değerlendirilmesi  

4.1.1. UV Spektrum Analizi 

M3’ün UV spektrum taraması analizi incelendiğinde maksimum pik verdiği 

dalga boyu 241 nm olarak saptanmıştır (Şekil 4.1.). Bu nedenle tüm analitik yöntem 

ve validasyon çalışmaları 241 nm dalga boyunda gerçekleştirilmiştir.  

 

Şekil 4.1. M3’ün metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamındaki 

çözeltisine (6,25 µg/mL) ait UV spektrumu. 

4.1.2. Refraktif İndeks Analizi  

M3’ün farklı konsantrasyonlarda saptanan refraktif indeks ölçüm sonuçları 

Tablo 4.1.’de ve refraktif indeks ölçüm sonuçlarına ait kalibrasyon doğrusu ve 

denklemi Şekil 4.2.’de verilmiştir. Bu sonuçlara göre M3’ün refraktif indeksi 

1,3582 olarak saptanmış olup etkin maddenin ve hazırlanan 
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nanosüspansiyon/nanokristal formülasyonların partikül büyüklüğü analizi 

çalışmalarında bu değer kullanılmıştır. 

Tablo 4.1. M3’ün farklı konsantrasyonlarda saptanan refraktif indeks değerleri 

(n=3). 

Konsantrasyon (µg/mL) 1.Ölçüm 2. Ölçüm 3.Ölçüm 

2 1,35396 1,35382 1,35384 

1,25 1,35414 1,35406 1,35412 

0,78 1,35736 1,35698 1,35672 

 

 

Şekil 4.2. M3’ün aseton çözücü ortamındaki refraktif indeks ölçüm sonuçlarına ait 

kalibrasyon doğrusu ve denklemi (Ortalama; n=3). 

4.1.3. M3’ün Partikül Büyüklüğü Analizi 

M3’ün tekrarlı ölçümler sonrası elde edilen analiz sonuçlarına göre ortalama 

partikül boyutu d (0,1) için 14,392 ± 0,583 µm, d (0,5) için 102,006 ± 7,518 µm ve 

d (0,9) için 507,993 ± 64, 38 µm olarak saptanmıştır (Ortalama ± SS, n=6). 

y = -0,0024x + 1,3582

R² = 0,6916
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4.1.4. Taramalı Elektron Mikroskop Analizi  

M3’ün SEM analizleri için farklı büyütme oranlarında (2500x, 5000x ve 

7500x) görüntülemeler yapılmış olup temelde kristal yapıda M3 partikülleri 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.3.). Ayrıca kaba plaka şeklinde düzensiz kristal şeklindeki 

partiküllerin varlığı da dikkat çekmiş olup partikül boyutlarının 10 µm ve 100 µm 

aralığında değiştiği saptanmıştır.  

 

Şekil 4.3. M3’ün farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (2500x (a, d), 

5000x (b, e) ve 7500x (c, f)). 

4.1.5. Diferansiyel Taramalı Kalorimetri  Analizi  

Alüminyum panlar içindeki M3'ün azot atmosferi altında, 10°C/dak. hızda 

ve 0-400°C sıcaklık aralığında analizi sonucu elde edilen DSC termogramları 

incelendiğinde erime derecesi 196,79°C olarak belirlenmiştir (Şekil 4.4.). 
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Şekil 4.4. M3’e ait DSC termogramı.  

4.1.6. X-Işını Kırınımı Analizi   

M3’e ait X-ışını kırınımı difraktogramı Şekil 4.5.’de verilmiş olup 7° 

civarında gözlenen keskin pik M3’ün kristal yapıda bir madde olduğunu 

göstermektedir.  

 

Şekil 4.5. M3’e ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  

4.1.7. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopi Analizleri 

M3’ün FT-IR spektrumu (Şekil 4.6.) incelendiğinde temel olarak DHP halka 

sisteminde bulunan fonksiyonel gruplara ait gerilim bantlarının pikleri tespit 

edilmiştir (66, 174). Ayrıca kimyasal yapısına ait grupların pikleri de 

görülmektedir. 
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        Şekil 4.6. M3’e ait FT-IR spektrumu.  
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4.2. M3 ve M3 Nanokristal Formülasyonu İçin Yapılan Çözünürlük 

Çalışma Sonuçları 

M3’ün sudaki çözünürlük değerini teorik olarak tahmin edebilmek amacıyla 

kılavuzda önerilen açık erişimli kaynaklardan http://www.swissadme.ch/ ile elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.7.’da gösterilmiş olup çözünürlük değerleri; 2,32 µg/mL 

(ESOL), 0,118 µg/mL (Ali) ve 0,049 µg/mL (SILICOS-IT) olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.7. M3’ün sudaki çözünürlük değerine ilişkin teorik tahminlerin sonuçları 

(http://www.swissadme.ch/). 

M3’ün farklı ortamlarda (su, pH 1,2 HCl, pH 4,5 Asetat, pH 6,8 Fosfat 

tamponları) ve farklı bekletme sürelerinde gerçekleştirilen çözünürlük çalışma 

sonuçları Tablo 4.2. ve çözünürlük profilleri ise Şekil 4.8.’de verilmiştir. Elde edilen 

çözünürlük profiline göre eğrinin 24, 48 ve 72 saat sonra sabitlendiği görülmektedir. 

http://www.swissadme.ch/
http://www.swissadme.ch/
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Bu nedenle M3’ün doygunluk çözünürlüğü 24-48 ve 72 saat sonra elde edilen 

sonuçların ortalaması alınarak belirlenmiştir. 

Tablo 4.2. M3’ün farklı çözünme ortamları ve farklı bekletme sürelerine ait 

çözünürlük sonuçları (Ortalama ± SS; n=3). 

Zaman 

(saat) 

Çözünürlük (µg/mL) 

pH 1,2 HCl Tamponu pH 4,5 Asetat Tamponu pH 6,8 Fosfat Tamponu Distile su 

Ortalama SS Ortalama SS Ortalama SS Ortalama SS 

2 1,738 1,128 1,661 1,901 1,154 1,254 1,063 0,945 

24 0,665 0,946 0,788 1,183 1,243 1,049 1,141 1,016 

48 0,633 0,718 0,751 0,987 1,095 0,910 0,824 1,115 

72 0,565 0,778 0,587 0,918 0,986 0,856 1,203 1,088 

 

 

 

Şekil 4.8. M3’ün farklı çözünme ortamlarındaki çözünürlük profili. 

M3’ün farklı ortamlardaki ortalama doygunluk çözünürlük değerleri Tablo 

4.3.’de ve farklı çözünme ortamlarındaki doygunluk çözünürlüğü grafiği ise Şekil 

4.9.’da verilmiştir. Çözünürlük çalışmaları sonucunda M3’ün doygunluk 

çözünürlüğü 1,056 µg/mL olarak saptanmış olup literatür ile benzer nitelikte olduğu 

belirlenmiştir (245).   
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Tablo 4.3. M3’ün farklı çözünme ortamlarındaki çözünürlük sonuçları. 

    Çözünürlük (µg/mL) 

pH 1,2 HCl pH 4,5 Asetat pH 6,8 Fosfat Distile su 

Ortalama 0,621 0,709 1,108 1,056 

SS 0,042 0,087 0,105 0,166 

 

 

 

Şekil 4.9. M3’ün farklı çözünme ortamlarındaki doygunluk çözünürlüğü (Ortalama ± 

SS; n=3). 

Farklı ortamlara ait DSV bulguları Tablo 4.4.’de verilmiştir. Yapılan 

çalışmada kullanılmak üzere aynı halka sistemine (1,4-DHP) sahip ticari etkin 

maddeler için “FDA Orange Book” aracılığıyla yapılan aramalarda DHP türevleri 

içinde en yüksek dozların nifedipin için kullanıldığı tespit edilmiştir (246). Nifedipin 

için (oral yolla alınan ticari ürünler içinde) en yüksek terapötik doz, 90 mg’dır. 

Yapılan matematiksel hesaplamalar sonucunda aynı türev etkin maddelerden 

nifedipinin en yüksek terapötik dozu temel alınarak yapılan hesaplamalar DSV’nin 

her dört ortam için de 250 mL’den büyük olduğunu göstermiştir. Tüm sonuçlar etkin 

maddenin çözünürlüğünün “DÜŞÜK” olduğunu kanıtlamaktadır.  
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Tablo 4.4. M3 için farklı ortamlarda hesaplanan DSV değerleri (Ortalama ± SH; 

n=3). 

DSV (mL) 

pH 1,2 HCl Tamponu pH 4,5 Asetat Tamponu pH 6,8 Fosfat Tamponu Distile su 

145600,7 ± 100,6 129132,3 ± 131,4 81977,9 ± 87,8 87631,8 ± 123,7 

M3’ün farklı ortamlarda saptanan çözünürlük değerleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkın olup olmadığı “Tek Yönlü Varyans Analizi (One Way 

ANOVA)” ile test edilmiştir. Farklı grupların belirlenmesi amacıyla ise “Tukey HSD 

Yöntemi” kullanılmıştır. Tek yönlü varyans analizi etkin maddenin farklı 

ortamlardaki çözünürlük değerleri arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark 

bulunduğunu gösterirken Tukey HSD Yöntemi bu farkın Su-HCl, HCl-Fosfat ve 

Asetat-Fosfat ortamları arasında olduğunu, Su-Asetat, Su-Fosfat ve HCl-Asetat 

ortamları arasında anlamlı bir fark bulunmadığını göstermiştir. İstatistiksel sonuçlar 

Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da özetlenmiştir. 

Tablo 4.5. Varyans analizi tablosu. 

Değişim 

Kaynağı 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Kareler 

Ortalaması 

F p 

Genel 0,681 11    

Gruplar Arası 0,537 3 0,179 9,962  <0,05 

Grup İçi 0,144 8 0,018   
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Tablo 4.6. Farklı çözünme ortamlarına ilişkin ikişerli karşılaştırmalar.  

Gruplar Ortalamaların farkı HSD Karar 

Su-HCl 0,435 0,351 p<0,05 

Su-Asetat 0,347 0,351 p>0,05 

Su-Fosfat 0,052 0,351 p>0,05 

HCl-Asetat 0,088 0,351 p>0,05 

HCl-Fosfat 0,487 0,351 p<0,05 

Asetat-Fosfat 0,399 0,351 p<0,05 

Fiziksel karışım (FK-1) ve dondurularak kurutulmuş nanokristal 

formülasyonlarının (M3-NK) 24 saat boyunca distile su ortamında gerçekleştirilen 

çözünürlük çalışma sonuçları Tablo 4.7.’de verilmiş ve çözünürlük profilleri Şekil 

4.10.’da gösterilmiştir. M3, FK-1 ve M3-NK için sudaki çözünürlük değerleri 

sırasıyla 1,055 μg/mL, 78,8 μg/mL ve 203,6 μg/mL olarak saptanmış olup NKT ile 

M3’ün çözünürlüğünde istatistiksel olarak anlamlı bir artış elde edilmiştir (FK-1 için 

yaklaşık 80 kat ve M3-NK için yaklaşık 200 kat artış)(p<0,05). 

Tablo 4.7. M3, FK-1 ve M3-NK formülasyonunun distile su ortamında yapılan 

çözünürlük çalışma sonuçları (Ortalama ± SS; n=3).  

 Çözünürlük (µg/mL) 

M3 FK-1 M3-NK 

1 1,146 80,693 203,272 

2 1,033 76,841 207,619 

3 0,986 78,817 199,993 

Ortalama 1,055 78,817 203,628 

SS 0,067 1,574 3,123 
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Şekil 4.10. M3, FK-1 ve M3-NK formülasyonunun çözünürlük profilleri  (Ortalama 

± SS; n=3)(****p<0,0001, M3 ile karşılaştırıldığında; ####p<0,0001, farklı gruplar 

karşılaştırıldığında). 

4.3. İn Vitro Çözünme Hızı Çalışmaları 

M3 ve optimum formülasyonların 0,01 N HCl ortamında yapılan in vitro 

çözünme hızı çalışma sonuçları Tablo 4.8.’de ve çözünme hızı profilleri Şekil 

4.11.’de verilmiştir. 

Tablo 4.8. M3 ve optimum formülasyonların 0,01 N HCl ortamında yapılan in vitro 

çözünme hızı çalışma sonuçları (%Çözünen, %VK; n=6). 

Formülasyon 

Kodu 

Zaman 

(dak.) 

2,5 5 7,5 10 15 20 25 30 45 60 

M3 %çözünen 0,47 0,46 1,44 3,16 3,47 4,82 5,45 6,59 7,62 8,34 

  %VK 1,62 1,97 1,03 0,84 1,81 1,23 1,46 1,52 1,53 1,31 

FK-1 %çözünen 4,49 14,78 18,64 23,54 27,33 28,88 30,73 35,93 41,90 50,62 

  %VK 0,94 0,79 1,74 1,91 1,72 1,87 2,00 0,55 0,99 1,52 

M3-NS %çözünen 59,19 66,98 73,22 77,01 78,61 79,48 81,25 82,08 82,76 87,10 

  %VK 1,56 1,99 1,05 1,28 1,93 1,99 1,79 1,74 1,85 1,96 

M3-NK %çözünen 54,99 59,21 67,75 68,28 69,29 71,58 75,93 78,52 78,77 82,71 

  %VK 1,33 1,91 1,78 1,31 1,81 1,94 1,74 1,95 1,37 1,58 

M3-ADF %çözünen 54,77 62,51 69,56 73,35 78,88 85,14 89,11 91,14 94,14 94,27 

  %VK 1,61 1,76 1,13 1,79 1,41 1,10 1,95 1,04 1,69 0,38 
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Şekil 4.11. M3 ve optimum formülasyonların 0,01 N HCl ortamındaki in vitro 

çözünme hızı profilleri (Ortalama ± SS; n=6), (FK-1: Fiziksel karışım-1, M3-NS: 

optimum nanosüspansiyon formülasyonu, M3-NK: optimum dondurularak 

kurutulmuş M3 nanokristal formülasyonu, M3-ADF: optimum ADF formülasyonu). 

4.4. M3’ün İn Vitro Miktar Tayin Yöntemi’nin Geliştirilmesi ve 

Validasyon Çalışmaları 

M3’ün metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamındaki UV 

spektrum çalışmaları sonucu maksimum absorbans verdiği dalga boyu 241 nm olarak 

saptanmış olup ön çalışmalardan elde edilen bilgiler ışığında miktar tayini ve 

validasyonu Bölüm 3.2.4.’de verilen kromatografik koşullar kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.   

4.4.1. Doğrusallık  

Ön çalışmalar sonucu belirlenen mobil faz ortamında (metanol:asetonitril:su 

(35:40:25, h/h/h)) hazırlanan standartlardan (0,78-50 µg/mL) elde edilen pik alanları 

ve bunlara karşılık gelen konsantrasyonlardan hareketle doğru denklemi ve 

determinasyon katsayısı belirlenmiştir. Sonuçlar M3 standartları için elde edilen pik 

alanları ile konsantrasyonlar arasındaki ilişkinin doğrusal olduğunu göstermektedir. 

Doğrusallık bulguları Tablo 4.9.’da özetlenmiş ve kalibrasyon eğrisine ait grafik 
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Şekil 4.12.’de verilmiştir. Determinasyon katsayısının 1’e oldukça yakın saptanması, 

geliştirilen analitik yöntemin doğrusallık ölçütünü karşıladığını göstermektedir.   

 

 

Şekil 4.12. M3’ün metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamındaki 

kalibrasyon doğrusu ve denklemi (Ortalama ± SH; n=6). 

 

Tablo 4.9. M3’e ait doğrusallık bulguları.  

Doğru denklemi y = 35,883x + 7,732 

Eğimin standart hatası 0,569 

Kesişimin standart hatası 1,421 

Determinasyon katsayısı (R2) 0,9999 

Doğrusal aralık (µg/mL) 0,78-50 

Nokta sayısı 7 

LOD (µg/mL) 0,178 

LOQ (µg/mL) 0,568 

y = 35,883x + 7,732

R² = 0,9999
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4.4.2. Duyarlılık 

M3’ün in-vitro miktar tayininde kulanılmak üzere geliştirilen yöntemin LOD 

ve LOQ değerleri; 0,178 µg/mL ve 0,568 µg/mL olarak saptanmış olup Tablo 4.9.’da 

verilmiştir. 

4.4.3. Doğruluk  

M3’ün in vitro miktar tayininde kullanılmak üzere geliştirilen analitik 

yöntemin doğruluğunun gösterilmesi amacıyla yapılan çalışmalara ait bulgular Tablo 

4.10.’da verilmiştir. Seçilen tüm konsantrasyon değerlerinde %VK, %2’nin altında 

saptanmıştır. Bu durum geliştirilen yöntemin belirlenen standartlara uygun olmakla 

birlikte analitik yöntemin doğruluğunu göstermektedir.  

Tablo 4.10. M3’ün metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamındaki 

doğruluk bulguları. 

Eklenen 

konsantrasyon 

(µg/mL) 

Tayin edilen konsantrasyon 

(µg/mL) 

%Geri Kazanım 

0,78 6,25 50 0,78 6,25 50 

1 0,685 6,289 50,084 87,778 100,624 100,168 

2 0,662 6,127 49,003 84,920 98,038 98,006 

3 0,657 6,286 48,872 84,205 100,579 97,744 

4 0,660 6,283 49,705 84,563 100,535 99,410 

5 0,676 6,403 49,772 86,706 102,452 99,544 

6 0,687 6,320 49,917 88,135 101,114 99,834 

Ortalama 0,671 6,285 49,559 86,051 100,557 99,118 

SS 0,013 0,090 0,500 1,712 1,432 1,001 

%VK  1,990 1,424 1,010 1,990 1,424 1,010 

4.4.4. Kesinlik  

M3’ün in vitro miktar tayininde kulanılmak üzere geliştirilen analitik 

yöntemin kesinlik parametresi üç düzeyde (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde 
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edilebilirlik) incelenmiş olup yöntemin kesinliğinin istatistiksel analizi için ortalama, 

SS ve %VK değerleri hesaplanmıştır. Seçilen tüm konsantrasyon değerlerinde %VK, 

%2’nin altında saptanması yöntemin belirlenen standartlara uygun olmakla birlikte 

analitik yöntemin kesinliğini kanıtlamaktadır. 

• Tekrarlanabilirlik 

 M3'ün in vitro miktar tayininde kullanılan analitik yöntemin 

tekrarlanabilirliğinin gösterilmesi amacıyla yapılan çalışmalara ait bulgular Tablo 

4.11.’de verilmiştir. 

Tablo 4.11. M3’ün in vitro miktar tayin yöntemine ait tekrarlanabilirlik bulguları. 

Eklenen konsantrasyon 

(µg/mL) 

Tayin edilen konsantrasyon (µg/mL) 

0,78 6,25 50 

1 0,668 6,668 51,494 

2 0,674 6,682 51,505 

3 0,671 6,690 51,494 

4 0,674 6,693 51,486 

5 0,674 6,690 51,505 

6 0,665 6,690 51,491 

Ortalama 0,671 6,686 51,496 

SS 0,004 0,009 0,008 

%VK  0,004 0,009 0,008 

• Ara Kesinlik 

 M3'ün in vitro miktar tayininde kullanılan analitik yöntemin ara kesinliğinin 

gösterilmesi amacıyla yapılan çalışmalara ait bulgular Tablo 4.12.’de verilmiştir. 
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Tablo 4.12. M3’ün in vitro miktar tayin yöntemine ait ara kesinlik bulguları 

(Ortalama ± SS; n=3). 

          GÜN 
Konsantrasyon (µg/mL) 

0,78 6,25 50 

1 0,671 6,680 51,497 

2 0,690 6,443 50,536 

3 0,679 6,607 50,633 

Ortalama 0,680 6,577 50,889 

SS 0,010 0,121 0,529 

%VK  1,439 1,844 1,040 

• Tekrar Elde Edilebilirlik  

 M3'ün in vitro miktar tayininde kullanılan analitik yöntemin tekrar elde 

edilebilirliğinin gösterilmesi amacıyla yapılan çalışmalara ait bulgular Tablo 4.13.’de 

verilmiştir. 

Tablo 4.13. M3’ün in vitro miktar tayin yöntemine ait tekrar elde edilebilirlik 

bulguları (Ortalama ± SS; n=6). 

Eklenen konsantrasyon 

(µg/mL) 

Tayin edilen konsantrasyon (µg/mL) 

0,78 6,25 50 

1 0,668 6,557 51,413 

2 0,660 6,504 51,369 

3 0,648 6,473 51,452 

4 0,665 6,584 51,124 

5 0,676 6,518 51,330 

6 0,682 6,590 50,876 

Ortalama 0,667 6,537 51,261 

SS 0,012 0,047 0,221 

%VK  1,789 0,719 0,431 



122 

4.4.5. Dayanıklılık 

M3’ün in vitro miktar tayininde kulanılmak üzere geliştirilen analitik 

yöntemin dayanıklılığının gösterilmesi amacıyla yapılan çalışmalara ait bulgular 

Tablo 4.14.’de verilmiştir. Seçilen tüm koşul ve konsantrasyon değerlerinde %VK 

%2’nin altında saptanması yöntemin dayanıklılığını göstermiştir.  

Tablo 4.14. M3’ün in vitro miktar tayin yöntemine ait dayanıklılık bulguları 

(Ortalama ± SS; n=3).  

Konsantrasyon 

(µg/mL) 

0.saat 4.saat 12.saat 24.saat 24.saat (+4°C) Ortalama SS %VK 

0,78 0,681 0,679 0,669 0,691 0,677 0,679 0,008 1,178 

6,25 6,443 6,316 6,454 6,570 6,503 6,457 0,093 1,445 

50 50,533 51,232 51,775 51,691 51,466 51,339 0,498 0,970 

4.4.6. Özgüllük 

Geliştirilen analitik yöntemin M3’e özgüllüğünü göstermek amacı ile aynı 

dalga boyu aralığında etkin maddenin, çözünme ortamının ve formülasyonda 

kullanılan yardımcı maddelerin ayrı ayrı HPLC kromatogramları (Şekil 4.13. - Şekil 

4.16.) karşılaştırıldığında çözünme ortamının ve yardımcı maddelerin M3’ün 

alıkonma zamanında (yaklaşık 7,9 dak.) pik vermediği gözlenmiştir. Etkin madde, 

çözücü ortamı ve yardımcı maddelerin kromatogramlarında herhangi bir girişimin 

saptanmaması geliştirilen analitik yöntemin belirlenen standartlara uygun olmakla 

birlikte özgül olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4.13. M3’ün metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamında 

hazırlanan 50 µg/mL konsantrasyonundaki çözeltisine ait HPLC kromatogramı. 

 

 

Şekil 4.14. M3’ün in vitro miktar tayini için geliştirilen yöntemdeki çözünme 

ortamına ait HPLC kromatogramı. 
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Şekil 4.15. Nanokristal formülasyon bileşimindeki yardımcı maddelerin  

metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamında hazırlanan çözeltilerine ait 

ayrı ayrı HPLC kromatogramları. 

 

 

Şekil 4.16. ADF formülasyon bileşimindeki yardımcı maddelerin  

metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) çözücü ortamında hazırlanan çözeltilerine ait 

ayrı ayrı HPLC kromatogramları. 

4.5. Nanokristal Formülasyonu Hazırlanmasında Kullanılacak Yöntem 

ve Formülasyon Bileşenlerinin Belirlenmesi  

4.5.1. M3 Nanokristallerinin Hazırlanmasında Kullanılacak Yöntem 

Parametrelerine İlişkin Önformülasyon Çalışma Sonuçları  

Farklı yöntem koşulları (stabilizan yüzdesi (%0,1-0,5), karıştırma hızı (400-

800 rpm) ve süresi (2,5-5 dak.), çöktürme sıcaklığı (10°C’nin altı ve 35°C), 

sonikasyon gücü (100-200 W) ve süresi (2,5-5 dak.) ve ilaç konsantrasyonu (0,5-1,25 
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µg/mL)) ile stabilizan olarak PVA’nın kullanıldığı M3 nanokristallerinin 

hazırlanmasına ilişkin yapılan önformülasyon çalışma sonuçları Tablo 4.15.’de 

verilmiştir.  

Tablo 4.15. Farklı yöntem koşulları ile PVA-M3 nanokristallerinin hazırlanmasına 

ilişkin yapılan önformülasyon çalışma sonuçları (Ortalama ± SS; n=3).  

Formülasyon Partikül Büyüklüğü (nm) PDI  Zeta Potaysiyel (mV) 

F1 (Ultrasantrifüj öncesi) 1238,3 ± 2,4 0,221 ± 0,093 -1,91 ± 0,406 

F1 (Ultrasantrifüj sonrası) 1102,3 ± 3,6 0,174 ± 0,197 -4,95 ± 0,526 

F2 1086,1 ± 0,5 0,201 ± 0,018 -4,16 ± 0,478 

F3 1685,5 ± 0,1 0,563 ± 0,256 -3,51 ± 0,124 

F4 1778,6 ± 5,7 0,354 ± 0,048 -5,03 ± 0,045 

F5 1904,9 ± 2,3 0,157 ± 0,166 -9,03 ± 0,021 

F6 811,2 ± 4,4 0,375 ± 0,213  -7,91 ± 0,241 

F7 894,8 ± 4,3 0,244 ± 0,113 -7,15 ± 0,633 

F8 1823,3 ± 8,5 0,705 ± 0,398 -4,1 ± 0,528 

4.5.2. Farklı Stabilizan Türü ve Oranları Kullanılarak Hazırlanan M3 

Nanokristal Formülasyonlarına İlişkin Sonuçlar  

Farklı stabilizan türü ve oranları kullanılarak hazırlanan M3  

nanokristallerinin formülasyon çıktıları Tablo 4.16.’da verilmiştir. Genel olarak 

polimerik stabilizanlar (PVA, PVP K30, SoluPlus®), SDC ve SLS ile hazırlanan 

nanosüspansiyonların partikül büyüklüğünün mikron boyutunda olduğu, poloksamer 

188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan nanosüspansiyonların partikül büyüklüğünün 

ise nano boyutta olduğu belirlenmiştir. PVP K30, poloksamer 188 ve poloksamer 

407 ile hazırlanan tüm nanosüspansiyonlar için PDI değerlerinin, SoluPlus® (düşük 

stabilizan konsantrasyonları için; %0,05-0,1-0,5), poloksamer 188 ve poloksamer 

407 ile hazırlanan nanosüspansiyonların ise, ZP değerlerinin istenilen değerlere 

yakın olduğu belirlenmiştir. Seçilen optimum nanosüspansiyon formülasyonu (%0,5 

poloksamer 188’in kullanıldığı nanosüspansiyon; M3-NS) için partikül büyüklüğü 

dağılımı ve ZP ölçüm grafikleri Şekil 4.17. ve Şekil 4.18.’de verilmiştir.  
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Tablo 4.16. Farklı stabilizan türü ve oranları kullanılarak hazırlanan M3  

nanokristallerinin formülasyon çıktıları (Ortalama ± SS; n=3).  

Stabilizan Parametre Stabilizan Yüzdesi (%) 

0,05 0,1 0,5 1,0 2,0 

 

PVP K30 

PB (nm) 2533,3 ± 7,8 2724,7 ± 7,5 1282,0 ± 6,7 2036,3 ± 7,2 2088,0 ± 8,2 

PDI 0,275 ± 0,049 0,269 ± 0,284 0,310 ± 0,163 0,363 ± 0,219 0,362 ± 0,186 

ZP (mV) -16,9 ± 0,4 -13,8 ± 0,5 -12,7 ± 0,4 -11,5 ± 0,4 -9,1 ± 0,6 

 

PVA 

PB (nm) 969,6 ± 2,2 883,4 ± 0,4 1823,3 ± 8,5 993,6 ± 5,3 1124,3 ± 4,0 

PDI 0,304 ± 0,188 0,609 ± 0,221 0,705 ± 0,398 0,585 ± 0,196 0,230 ± 0,138 

ZP (mV) -5,9 ± 0,521 -6,3 ± 0,708 -4,7 ± 0,528 -3,0 ± 0,586 -3,5 ± 0,692 

 

SoluPlus® 

PB (nm) 1049,3 ± 3,9 728,6 ± 7,0 976,0 ± 6,0 77,0 ± 0,592 64,3 ± 0,762 

PDI 0,563 ± 0,278 0,824 ± 0,369 0,620 ± 0,207 0,127 ± 0,095 0,055 ± 0,105 

ZP (mV) -22,7 ± 0,3 -21,5 ± 0,8 -22,4 ± 0,2 -9,4 ± 1,0 -12,4 ± 1,3 

 

Poloksamer 188 

PS (nm) 532,6 ± 0,7 487,8 ± 2,8 431,4 ± 1,2 472,5 ± 3,0 569,4 ± 2,4 

PDI 0,223 ± 0,127 0,416 ± 0,125 0,362 ± 0,087 0,404 ± 0,131 0,229 ± 0,076 

ZP (mV) -24,7 ± 0,6 -28,1 ± 0,8 -23,7 ± 0,7 -25,2 ± 1,0 -10,9 ± 0,5 

 

Poloksamer 407 

PS (nm) 615,7 ± 2,4 534,6 ± 1,78 480,5 ± 1,3 504,5 ± 2,7 673,9 ± 2,7 

PDI 0,393 ± 0,67 0,291 ± 0,169 0,381 ± 0,1 0,200 ± 0,123 0,226 ± 0,152 

ZP (mV) -20,1 ± 0,4 -24,4 ± 0,4 -19,3 ± 0,5 -17,6 ± 0,5 -19,4 ± 0,4 

 

SDC 

PS (nm) 1950,7 ± 11,7 1633,7 ± 0,9 799,7 ± 5,2 916,7 ± 9,4 315,6 ± 2,4 

PDI 0,386 ± 0,129 0,509 ± 0,178 0,991 ± 0,091 0,859 ± 0,246 0,434 ± 0,171 

ZP (mV) -51,2 ± 0,8 -48,7 ± 0,9 -49,6 ± 0,9 -50,3 ± 1,2 -55,3 ± 1,0 

 

SLS 

PS (nm) 1289,7 ± 3,5 1325,3 ± 4,8 591,5 ± 4,0 866,1 ± 4,2 6018,0 ± 36,6 

PDI 0,386 ± 0,113 0,395 ± 0,121 0,593 ± 0,323 0,449 ± 0,218 0,954 ± 0,254 

ZP (mV) -57,7 ± 0,9 -57,0 ± 0,7 -54,0 ± 1,2 -72,1 ± 1,1 -70,8 ± 1,5 
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Şekil 4.17. M3-NS’nin partikül büyüklüğü dağılım grafiği.  

 

 

Şekil 4.18. M3-NS’nin zeta potansiyel ölçüm grafiği.  
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4.5.3. Farklı Kriyoprotektan Türü ve Oranları Kullanılarak M3 

Nanokristal Formülasyonlarının Kurutulmasına İlişkin Sonuçlar  

Kriyoprotektan kullanılmadan dondurularak kurutulmuş M3 nanokristal 

formülasyonu için partikül büyüklüğü, PDI ve ZP değerleri sırasıyla 547,8 ± 10,3 

nm, 0,545 ± 0,075, -20,1 ± 0,5 mV olarak saptanmıştır. Seçilen optimum 

nanosüspansiyon formülasyonunun (%0,5 poloksamer 188 ile hazırlanan 

nanosüpansiyon (M3-NS); 431,4 ± 1,2 nm, 0,362 ± 0,087, -23,7 ± 0,7 mV) 

kriyoprotektan kullanılmadan dondurularak kurutulmasından sonra genel olarak 

partikül büyüklüğü ve PDI değerlerinde bir artış ve ZP değerlerinde küçük bir düşüş 

olduğu görülmektedir. Farklı kriyoprotektan türü ve oranları kullanılarak hazırlanan 

M3 nanokristallerinin formülasyon çıktıları Tablo 4.17.’de verilmiştir. Deneysel 

olarak en düşük partikül büyüklüğü (320,2 ± 15,3 nm) ve en iyi ZP değeri (-27,4 ± 

0,1 mV) %5 trehaloz ile dondurularak kurutulmuş M3 nanokristal formülasyonunda 

elde edilmiştir. Elde edilen optimum M3 nanosüspansiyon formülasyon (M3-NS) ve 

optimum dondurularak kurutulmuş M3 nanokristal formülasyon (M3-NK) resimleri 

Şekil 4.19.’da verilmiştir. Seçilen optimum nanokristal formülasyonu (%0,5 

poloksamer 188’in kullanıldığı nanosüspansiyon; M3-NS) için partikül büyüklüğü 

dağılımı ve ZP ölçüm grafikleri Şekil 4.20. ve Şekil 4.21.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.19. Optimum M3 nanosüspansiyon formülasyonu (M3-NS) ve dondurularak 

kurutulmuş M3 nanokristal formülasyonu (M3-NK). 
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Tablo 4.17. Farklı kriyoprotektan türü ve oranları kullanılarak hazırlanan M3  

nanokristallerinin formülasyon çıktıları (Ortalama ± SS; n=3).  

Kriyoprotektan Parametre 

Kriyoprotektan Yüzdesi (%) 

1,25 2,5 5,0 

Mannitol 

PB (nm) 731,2 ± 50,0 492,4 ± 20,8 390,0 ± 24,0 

PDI 0,576 ± 0,020 0,469 ± 0,111 0,347 ± 0,028 

ZP (mV) -19,3 ± 0,6 -23,1 ± 0,6 -25,9 ± 0,2 

Trehaloz 

PB (nm) 649,8 ± 53,6 476,3 ± 30,6 320,2 ± 15,3 

PDI 0,543 ± 0,004 0,446 ± 0,009 0,311 ± 0,042 

ZP (mV) -23,0 ± 1,4 -25,5 ± 1,3 -27,4 ± 0,2 

Dekstroz 

PB (nm) 449,1 ± 24,7 425,2 ± 4,6 451,8 ± 28,0 

PDI 0,518 ± 0,030 0,413 ± 0,031 0,417 ± 0,013 

ZP (mV) -25,4 ± 0,2 -26,8 ± 0,6 -25 ± 0,7 

Sükroz 

PB (nm) 477,2 ± 29,2 507,7 ± 47,3 42,7 ± 4,7 

PDI 0,479 ± 0,017 0,437 ± 0,007 0,423 ± 0,029 

ZP (mV) -25,4 ± 0,6 -23,5 ± 0,4 -27,1 ± 0,9 

Dekstran 

PB (nm) 733,6 ± 94,5 705,3 ± 48,3 376,5 ± 42,7 

PDI 0,667 ± 0,025 0,649 ± 0,074 0,482 ± 0,064 

ZP (mV) -23,9 ± 0,3 -20,4 ± 1,2 -22,1 ± 2,2 
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Şekil 4.20. M3-NK’nın partikül büyüklüğü dağılım grafiği.  

 

 

Şekil 4.21. M3-NK’nın zeta potansiyel ölçüm grafiği.  
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4.6. Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Hazırlanmasında 

Kullanılacak Yöntem ve Formülasyon Bileşenlerinin Belirlenmesi  

Önformülasyon Çalışmaları ile En Uygun Plastikleştiricinin Belirlenmesi  

Pullulan bazlı ADF formülasyonlarının hazırlanmasında en uygun 

plastikleştiricinin belirlenmesi amacıyla yapılan önformülasyon çalışma sonuçları 

Tablo 4.18.’de verilmiştir. Genel olarak gliserol ile hazırlanan ADF’ler (ADF-1) 

daha uzun sürede (20 saat) kurumuştur. Gliserol bazlı ADF’ler (ADF-1) her ne kadar 

homojen ve iyi yayılabilir özellikte olsa da çok fazla yapışkan olmaları ve kalıptan 

çıkarken şekil deformasyonuna uğramaları nedeni ile beklenen ve istenilen film 

özelliklerini tam olarak taşımamaktadır. Sorbitol ile hazırlanan ADF’ler (ADF-2) 

homojen ve iyi yayılabilir özellikte olmalarına rağmen oldukça sert ve kırılgan 

yapıya sahiptirler. Kalıptan çıkarken kırılarak parçalanma sorunu yaşayan sorbitol 

bazlı ADF’ler (ADF-2) istenilen film esnekliğine sahip olmamaları nedeni ile daha 

ileri ADF formülasyon çalışmalarında tercih edilmemiştir. Propilen glikol ile 

hazırlanan ADF’ler (ADF-3) homojen, iyi yayılabilir, esnek ve uygun sertlikte 

üretilebilmişlerdir. Kalıptan çok rahat çıkmalarının yanı sıra herhangi bir şekil 

deformasyonuna uğramamaları nedeni ile etkin maddeli ADF’lerin hazırlanması için 

plastikleştirici madde olarak propilen glikol seçilmiştir.  

Tablo 4.18. Önformülasyon çalışmalarından elde edilen formülasyon parametreleri. 

Formülasyon Homojenlik Yayılabilirlik Yapışkanlık ve 

Kalıptan 

Çıkma 

Sertlik Kırılganlık 

ADF-1 +++ ++ + ++ ++ 

ADF-2 +++ ++ ++ + + 

ADF-3 +++ +++ +++ +++ +++ 

Morfolojik incelemelere dayalı ADF özelliklerinin sonucu: +++ = çok iyi; ++ = iyi; + = kötü 



132 

4.7. M3-NK İçeren Propilen Glikol Bazlı Ağızda Dağılan Filmlerin 

Karakterizasyonu   

4.7.1. Kütle Tekdüzeliği (Ağırlık Değişkenliği) Testi 

Tez kapsamında hazırlanan optimum ADF formülasyonlarına (M3-ADF) ait 

kütle tekdüzeliği bulguları Tablo 4.19.’da verilmiştir. Avrupa Farmakopesi’ne göre 

ortalama film ağırlığı 80 mg’dan az olan formülasyonlar için, ikiden fazla ADF, 

ortalama ağırlığın ± %10'luk sapma değerini geçmemeli ve hiçbiri bu yüzdenin iki 

katından fazla sapma göstermemelidir (201). Sonuçlara göre ortalama kuru film 

ağırlığı 79,05 ± 1,3 mg olarak belirlenmiştir ve genel olarak film ağırlıklarının 76,7 - 

81,1 mg arasında değiştiği  görülmüştür. Sonuç olarak hazırlanan ADF'lerin bireysel 

ağırlıklarındaki sapmaların, Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen sınırlar içinde 

olduğu, hiçbir filmin ağırlığının sınır dışına çıkmadığı ve kütle tekdüzeliği için 

belirtilen koşulları sağladığı görülmektedir.   
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Tablo 4.19. M3-ADF formülasyonlarının kütle tekdüzeliği bulguları.  

ADF No Yaş Kütle (mg) Kuru Film Ağırlığı (mg) 

1 809,5 78,7 

2 814,4 79,4 

3 805,3 76,8 

4 806,5 79,3 

5 800,3 76,7 

6 812,3 78,5 

7 813,5 78,0 

8 813,8 79,7 

9 801,5 77,2 

10 807 78,9 

11 804,1 77,4 

12 809,8 78,7 

13 805,8 79,1 

14 814,7 79,7 

15 814,5 79,7 

16 813,1 81,0 

17 811,9 79,6 

18 811,5 80,5 

19 816,2 80,9 

20 811,6 81,1 

Ortalama 809,86 79,05 

SS 4,54 1,30 

% BSS 0,56 1,64 

En düşük 800,3 76,7 

En yüksek 716,2 81,1 

Alt sınır (Ortalama - %10 SS) - 71,2 

Üst sınır (Ortalama + %10 SS) - 87,0 
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4.7.2. Kalınlık Testi 

M3-ADF formülasyonlarının kalınlık kontrolü Bölüm 3.2.7.’de anlatıldığı 

şekilde gerçekleştirilmiş olup elde edilen bulgular Tablo 4.20.’de verilmiştir. Elde 

edilen sonuçlara göre hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının kalınlığı 0,129 ± 0,003 

mm olarak saptanmıştır.  

Tablo 4.20. M3-ADF formülasyonlarının kalınlık kontrol tayinine ait bulgular. 

ADF No Merkez 

(mm) 

1.Köşe 

(mm) 

2.Köşe 

(mm) 

3.Köşe 

(mm) 

4.Köşe 

(mm) 

Ortalama 

Film Kalınlığı (mm) 

1 0,071 0,147 0,127 0,159 0,163 0,133 

2 0,044 0,132 0,148 0,155 0,164 0,129 

3 0,067 0,168 0,154 0,136 0,134 0,132 

4 0,079 0,160 0,158 0,108 0,139 0,129 

5 0,064 0,149 0,157 0,130 0,128 0,126 

6 0,088 0,134 0,115 0,132 0,167 0,127 

7 0,061 0,149 0,128 0,136 0,170 0,129 

8 0,067 0,126 0,145 0,168 0,122 0,128 

9 0,067 0,141 0,149 0,124 0,179 0,132 

10 0,052 0,120 0,152 0,143 0,156 0,125 

Ortalama 0,129 

SS 0,003 

% BSS 1,989 

En düşük  0,126 

En yüksek 0,133 



135 

 4.7.3. Yüzey pH Testi  

Bölüm 3.2.7.'de belirtilen şekilde gerçekleştirilen yüzey pH çalışmalarından 

elde edilen bulgular  Tablo 4.21.’de verilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 

hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının yüzey pH’sı 6,29 ± 0,10 olarak saptanmıştır.  

Tablo 4.21. M3-ADF formülasyonlarının yüzey pH ölçümüne ait bulgular. 

ADF No pH Değeri 

1 6,31 

2 6,14 

3 6,20 

4 6,45 

5 6,29 

6 6,33 

Ortalama 6,29 

SS 0,10 

% BSS 1,57 

 

 4.7.4. Nem Tayini 

M3-ADF formülasyonlarının nem tayini Bölüm 3.2.7.'de belirtildiği şekilde 

gerçekleştirilmiş olup elde edilen bulgulara göre filmlerin nem içerikleri %6,58 

olarak tespit edilmiştir.  

4.7.5. İçerik Tekdüzeliği Testi 

M3-ADF formülasyonlarının içerik tekdüzeliği çalışmaları Bölüm 3.2.7.'de 

belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiş olup elde edilen bulgular Tablo 4.22.’de 

verilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre hazırlanan ADF formülasyonlarının içerik 

tekdüzelikleri %91,96-%102,84 arasında tespit edilmiş olup, ortalama içerik 

tekdüzeliği 95,36 ± 3,15 olarak saptanmıştır. Ayrıca Eşitlik 3.2. kullanılarak yapılan 
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hesaplamalar sonucunda hazırlanan ADF’ler için kabul değeri 10,7 olarak 

bulunmuştur.  

Tablo 4.22. M3-ADF formülasyonlarının içerik tekdüzeliği bulguları. 

ADF No İçerik Tekdüzeliği (%) 

1 92,39 

2 97,48 

3 92,06 

4 95,93 

5 94,88 

6 95,22 

7 102,84 

8 93,56 

9 91,96 

10 97,28 

Ortalama 95,36 

SS 3,15 

% BSS 3,3 

 4.7.6. Mekanik Kontroller 

M3-ADF formülasyonlarının mekanik kontrolleri Bölüm 3.2.7.'de belirtildiği 

şekilde gerçekleştirilmiş olup, elde edilen bulgular Tablo 4.23.’de verilmiştir. Elde 

edilen sonuçlara göre hazırlanan ADF formülasyonlarının % uzama, elastik modülüs 

ve gerilme direnci değerleri sırasıyla %420,38 ± 9,44; 0,216 ± 0,02 MPa; 6,29 ± 0,25 

MPa olarak saptanmıştır. Ayrıca tüm ADF formülasyonlarında katlanma direncinin 

200’den büyük olduğu belirlenmiştir.  
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Tablo 4.23. M3-ADF formülasyonlarının mekanik kontrollerine ait bulgular. 

ADF No % Uzama Elastik Modülüs 

(MPa) 

Gerilme Direnci 

(MPa) 

1 424,9 0,200 6,2 

2 429,0 0,199 6,6 

3 407,2 0,250 6,3 

Ortalama 420,4 0,216 6,3 

SS 9,44 0,02 0,25 

% BSS 2,3 11,0 4,0 

 4.7.7. Dağılma Testleri  

M3-ADF formülasyonlarının dağılma testleri Bölüm 3.2.7.'de belirtildiği 

şekilde gerçekleştirilmiş olup distile su ortamında yapılan dağılma testine ait elde 

edilen bulgular Tablo 4.24.’de ve pH 5,7 yapay tükürük sıvısı ortamında yapılan 

dağılma testine ait elde edilen bulgular Tablo 4.25.’de verilmiştir. Genel olarak 

yapay tükürük ortamında yapılan çalışma verilerin distile su ortamında yapılan 

çalışma verilerinden daha yüksek olduğu tespit edilmekle birlikte veriler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanamamıştır (p>0,05). Distile su ortamında 

ADF’lerin dağılma süresi petri kabı yöntemine göre 21,3 ± 2,3 sn ve damla 

yöntemine göre 12,7 ± 0,9 sn olarak belirlenmiştir. pH 5,7 yapay tükürük ortamında 

ise, ADF’lerin dağılma süresi petri kabı yöntemine göre 23,0 ± 1,2 sn ve damla 

yöntemine göre 14,5 ± 0,5 sn olarak hesaplanmıştır. 
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Tablo 4.24. M3-ADF formülasyonlarının distile su ortamında yapılan dağılma 

testine ait bulgular. 

ADF No 

Dağılma Süresi (sn) 

Petri Kabı Yöntemi 

Damla Yöntemi ADF’in Dağılmaya 

Başladığı Süre 

ADF’in  

Tamamen 

Kaybolduğu Süre 

1 5 20 12 

2 3 17 14 

3 6 23 14 

4 4 22 11 

5 5 19 12 

6 3 27 13 

Ortalama 4,3 21,3 12,7 

SS 1,1 3,2 1,1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



139 

Tablo 4.25. M3-ADF formülasyonlarının pH 5,7 yapay tükürük sıvısı ortamında 

yapılan dağılma testine ait bulgular. 

ADF No 

Dağılma Süresi (sn) 

Petri Kabı Yöntemi 

Damla Yöntemi ADF’in Dağılmaya 

Başladığı Süre 

ADF’in  

Tamamen 

Kaybolduğu Süre 

1 6 23 12 

2 5 21 14 

3 8 24 14 

4 8 26 13 

5 7 19 12 

6 5 25 15 

Ortalama 6,5 23,0 13,3 

SS 1,2 1,2 0,5 

4.8. Caco-2 Permeabilite Çalışmalarında Kullanılacak Nanokristal ve 

Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Fizikokimyasal Analiz Sonuçları  

M3, M3-NK ve M3-ADF formülasyonlarının fizikokimyasal özelliklerini 

tayin etmek amacıyla; taramalı elektron mikroskop (SEM) ile morfolojik özelliklerin 

analizi, X-ışını kırınımı analizi (XRD), fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopi 

analizi (FT-IR) ve diferansiyel taramalı kalorimetri analizi (DSC), Bölüm 3.2.1.’de 

anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir.   

4.8.1. Taramalı Elektron Mikroskop Analizi  

M3-NK ve M3-ADF formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan yardımcı 

maddelerden poloksamer 188’in, fiziksel karışımların (FK-1 ve FK-2), M3-NK, M3-

ADF’nin yüzey morfolojisi, partikül büyüklüğü ve şeklini incelemek amacıyla 

yapılan SEM analizi sonuçları Şekil 4.22.-Şekil 4.26.’de gösterilmiştir. M3-ADF 
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formülasyonlarının yüzey görüntüleri haricinde enine kesit görüntüleri de incelenmiş 

olup Şekil 4.27.’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.22. Poloksamer 188’in farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (200x 

(a, c) ve 2500x (b)). 

 

 

Şekil 4.23. FK-1’in farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (200x (a, b) ve 

2500x (c)). 

 

 

Şekil 4.24. FK-2’nin farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (5000x (a), 

20.000x (b) ve 50.000x (c)). 
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Şekil 4.25. M3-NK’nın farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (200x (a), 

1000x (d), 2000x (e), 2500x (b), 5000x (c, f), 6000x (g) ve 10.000x (h, ı)). 

 

 

Şekil 4.26. M3-ADF’in farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (yüzey) 

(1000x (a, b) ve 10.000x (c)). 
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Şekil 4.27. M3-ADF’nin farklı büyütme oranlarındaki SEM görüntüleri (enine kesit)  

(100x (c), 200x (f), 250x (d, e), 1000x (a, h), 3000x (g) ve 5000x (b)). 

4.8.2. Diferansiyel Taramalı Kalorimetri Analizi 

M3-NK ve M3-ADF formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan yardımcı 

maddelerden poloksamer 188, pullulan, fiziksel karışımlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK, 

M3-ADF’nin DSC analizleri sonucu elde dilen termogramlar Şekil 4.28.–Şekil 

4.33.’de gösterilmiştir. M3-NK ve M3-ADF formülasyon bileşiminde bulunan ve 

DSC termogramları ayrı ayrı verilmiş olan analizlerin üst üste çakıştırılmış 

görüntüleri de Şekil 4.34. ve Şekil 4.35.’de verilmiştir.  
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Şekil 4.28. Poloksamer 188’e ait DSC termogramı. 

 

 

Şekil 4.29. FK-1’e ait DSC termogramı. 
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Şekil 4.30. M3-NK’ya ait DSC termogramı. 

 

 

Şekil 4.31. Pullulan’a ait DSC termogramı. 
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Şekil 4.32. FK-2’ye ait DSC termogramı. 

 

 

Şekil 4.33. M3-ADF’ye ait DSC termogramı. 
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Şekil 4.34. M3, Poloksamer 188, FK-1 ve M3-NK’nın üst üste çakıştırılmış DSC 

termogramları. 

 

 

Şekil 4.35. M3-NK, Pullulan, FK-2 ve M3-ADF’nin üst üste çakıştırılmış DSC 

termogramları. 
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4.8.3. X-Işını Kırınımı Analizi  

M3-NK ve M3-ADF formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan yardımcı 

maddelerden poloksamer 188, pullulan, fiziksel karışımlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK, 

M3-ADF’nin XRD analizleri sonucu elde dilen X-ışını kırınımı difraktogramları 

Şekil 4.36.–Şekil 4.41.’de gösterilmiştir. M3-NK ve M3-ADF formülasyon 

bileşiminde bulunan ve X-ışını kırınımı difraktogramları ayrı ayrı verilmiş olan 

analizlerin ve nanosüpansiyonların kurutulmasında kullanılan trehalozun XRD 

difraktogram pikleri ile FK-2’nin difraktogramının üst üste çakıştırılmış görüntüleri 

sırasıyla Şekil 4.42., Şekil 4.43. ve Şekil 4.44.’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.36. Poloksamer 188’e ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  

 

 

Şekil 4.37. FK-1’e ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  
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Şekil 4.38. M3-NK’ya ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  

 

 

Şekil 4.39. Pullulana ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  

 

 

Şekil 4.40. FK-2’ye ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  



149 

 

Şekil 4.41. M3-ADF’ye ait X-ışını kırınımı difraktogramı.  

 

 

Şekil 4.42. M3, Poloksamer 188, FK-1 ve M3-NK’nın üst üste çakıştırılmış X-ışını 

kırınımı difraktogramları. 
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Şekil 4.43. M3-NK, Pullulan, FK-2 ve M3-NK’nın üst üste çakıştırılmış X-ışını 

kırınımı difraktogramları. 

 

 

Şekil 4.44. Trehaloza ait X-ışını kırınımı piklerinin FK-2’nin X-ışını kırınımı 

difraktogramı ile üst üste çakıştırılmış görüntüsü. 
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4.8.4. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopi Analizleri 

M3-NK ve M3-ADF formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan yardımcı 

maddelerden poloksamer 188, trehaloz, pullulan, aspartam, fiziksel karışımlar (FK-1 

ve FK-2), M3-NK, M3-ADF’nin FT-IR analizleri sonucu elde dilen FT-IR 

spektrumları Şekil 4.45.–Şekil 4.52.’de gösterilmiştir. M3-NK ve M3-ADF 

formülasyon bileşiminde bulunan ve FT-IR spektrumları ayrı ayrı verilmiş olan 

analizlerin üst üste çakıştırılmış görüntüleri ise Şekil 4.53. ve Şekil 4.54.’de 

verilmiştir.   
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 Şekil 4.45. Poloksamer 188’e ait FT-IR spektrumu. 
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 Şekil 4.46. Trehaloz’a ait FT-IR spektrumu. 
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   Şekil 4.47. FK-1’e ait FT-IR spektrumu. 
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 Şekil 4.48. M3-NK’ya ait FT-IR spektrumu. 
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 Şekil 4.49. Pullulan’a ait FT-IR spektrumu. 
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 Şekil 4.50. Aspartama ait FT-IR spektrumu. 
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  Şekil 4.51. FK-2’ye ait FT-IR spektrumu.  
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 Şekil 4.52. M3-ADF’ye ait FT-IR spektrumu. 



160 

 

  Şekil 4.53. M3, Poloksamer 188, FK-1 ve M3-NK’nın üst üste çakıştırılmış FT-IR spektrumları.  
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 Şekil 4.54. M3-NK, Pullulan, FK-2 ve M3-ADF’nin üst üste çakıştırılmış FT-IR spektrumları.  
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4.9. Stabilite Çalışmaları  

ADF’lerin kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları Bölüm 3.2.8.'de 

belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiş ve elde edilen karakterizasyon bulguları Tablo 

4.32.’de özetlenmiştir. Stabilite çalışmaları kapsamında M3-ADF’ler kütle 

tekdüzeliği, kalınlık, yüzey pH’sı, %nem içeriği, içerik tekdüzeliği ve dağılma süresi 

gibi çeşitli karakterizasyon çalışmaları ile değerlendirilmiş olup elde edilen bulgular 

Tablo 4.26.–Tablo 4.31. arasında detaylı bir şekilde verilmiştir. Kütle tezdüzeliği 

çalışmaları haricinde elde edilen sonuçlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanmamıştır. Yapılan morfolojik incelemeler sonucunda M3-ADF 

formülasyonlarıının boyut, renk ve genel görünüşlerinde bir bozulma olmaksızın 

biraz daha yumuşak ve biraz da yapışkan hale gelmeleri dikkat çekmiştir.  
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Tablo 4.26. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait kütle tekdüzeliği bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem). 

ADF No 
0. Gün 

Kuru Film Ağırlığı 

(mg) 

15. Gün 

Kuru Film Ağırlığı 

(mg) 

30. Gün 

Kuru Film Ağırlığı 

(mg) 

1 78,7 81,8 82,1 

2 79,4 80,6 83,3 

3 76,8 79,4 81,6 

4 79,3 81,7 80,5 

5 76,7 81,0 85,7 

6 78,5 78,6 82 

7 78,0 82,9 80,4 

8 79,7 79,9 80,1 

9 77,2 79,8 80,8 

10 78,9 81,7 80,9 

11 77,4 79,2 79,1 

12 78,7 78,9 81,2 

13 79,1 81,2 81,4 

14 79,7 82,4 81,6 

15 79,7 77,8 82,3 

16 81,0 82,3 84,1 

17 79,6 80,9 79,5 

18 80,5 83,1 82,1 

19 80,9 77,8 82,3 

20 81,1 80,8 83,7 

Ortalama 79,05 80,59 81,74 

SS 1,30 1,57 1,56 

% BSS 1,64 1,95 1,91 

En düşük 76,7 77,8 79,1 

En yüksek 81,1 83,1 85,7 

Alt sınır  71,2 74,5 75,6 

Üst sınır  87,0 86,6 87,9 
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Tablo 4.27. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait ortalama kalınlık bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem). 

ADF No 0. Gün 

Ortalama film 

kalınlığı (mm) 

15. Gün 

Ortalama film 

kalınlığı (mm) 

30. Gün 

Ortalama film 

kalınlığı (mm) 

1 0,133 0,131 0,135 

2 0,129 0,132 0,129 

3 0,132 0,133 0,131 

4 0,129 0,135 0,126 

5 0,126 0,128 0,131 

6 0,127 0,131 0,127 

7 0,129 0,128 0,128 

8 0,128 0,129 0,127 

9 0,132 0,126 0,131 

10 0,125 0,130 0,132 

Ortalama 0,129 0,130 0,130 

SS 0,003 0,002 0,003 

% BSS 1,989 1,853 1,946 
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Tablo 4.28. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait yüzey pH bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem). 

ADF No 0. Gün 

pH Değeri 

15. Gün 

pH Değeri 

30. Gün 

pH Değeri 

1 6,31 6,22 6,01 

2 6,14 6,20 6,18 

3 6,20 6,24 6,23 

4 6,45 6,15 6,25 

5 6,29 6,19 6,30 

6 6,33 6,33 6,14 

Ortalama 6,29 6,22 6,19 

SS 0,10 0,06 0,09 

% BSS 1,57 0,95 1,51 
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Tablo 4.29. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait ortalama içerik tekdüzeliği bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem). 

ADF No 0. Gün 

İçerik Tekdüzeliği 

(%) 

15. Gün 

İçerik Tekdüzeliği 

(%) 

30. Gün 

İçerik Tekdüzeliği 

(%) 

1 92,39 96,34 94,39 

2 97,48 90,46 93,38 

3 92,06 90,99 103,41 

4 95,93 95,98 98,72 

5 94,88 90,72 92,92 

6 95,22 95,22 93,26 

7 102,84 96,99 96,99 

8 93,56 95,51 91,61 

9 91,96 92,15 90,01 

10 97,28 95,33 97,28 

Ortalama 95,36 93,97 95,20 

SS 3,15 2,44 3,74 

% BSS 3,3 2,60 3,93 
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Tablo 4.30. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait distile su ortamında yapılan dağılma testi bulguları (40°C ± 2°C, 

%75 nem). 

ADF No 

Dağılma Süresi (sn) 

Petri Kabı Yöntemi 

Damla Yöntemi 
ADF’in  

Dağılmaya Başladığı Süre 

ADF’in  

Tamamen Kaybolduğu Süre 

0.gün 15.gün 30.gün 0.gün 15.gün 30.gün 0.gün 15.gün 30.gün 

1 5 5 5 20 18 18 12 11 11 

2 3 4 3 17 21 19 14 12 12 

3 6 5 6 23 19 21 14 13 14 

4 4 3 5 22 17 17 11 10 13 

5 5 3 4 19 23 20 12 11 9 

6 3 4 4 27 25 21 13 10 10 

Ortalama 4,3 4 4,5 21,3 20,5 19,3 12,7 11,2 11,5 

SS 1,1 0,8 0,9 3,2 2,8 1,5 1,1 1,1 1,7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



168 

Tablo 4.31. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite 

çalışmalarına ait pH 5,7 yapay tükürük sıvısı ortamında yapılan dağılma testi 

bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem). 

ADF No 

Dağılma Süresi (sn) 

Petri Kabı Yöntemi 

Damla Yöntemi 
ADF’in  

Dağılmaya Başladığı Süre 

ADF’in  

Tamamen Kaybolduğu Süre 

0.gün 15.gün 30.gün 0.gün 15.gün 30.gün 0.gün 15.gün 30.gün 

1 6 7 4 23 22 20 12 13 12 

2 5 3 6 21 21 22 14 12 10 

3 8 7 7 24 19 18 14 14 13 

4 8 6 5 26 23 20 13 11 9 

5 7 4 4 19 22 21 12 12 15 

6 5 7 3 25 24 24 15 14 16 

Ortalama 6,5 5,7 4,8 23 21,8 20,8 13,3 12,7 12,5 

SS 1,3 1,6 1,3 1,2 1,6 1,9 0,5 1,1 2,5 
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Table 4. 32. M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışma 

bulguları (40°C ± 2°C, %75 nem, Ortalama ± SS). 

KARAKTERİZASYON  

GÜN 

0.Gün 15.Gün 30.Gün 

Görünüş 

 Şeffaf 

Pürüzsüz 

Homojen 

Tam kuru 

Şeffaf 

Pürüzsüz 

Homojen 

Yapışkan 

Şeffaf 

Pürüzsüz 

Homojen 

Yapışkan 

*Ağırlık (mg, n=20)  79,05 ± 1,3 80,59 ± 1,6 81,74 ± 1,6 

Kalınlık (mm, n=10)  0,129 ± 0,003 0,130 ± 0,002 0,130 ± 0,003 

Yüzey pH (n=6)  6,29 ± 0,1 6,22 ± 0,1 6,19 ± 0,1 

Nem içeriği (%, n=13)  6,58 6,72 6,92 

İçerik Tekdüzeliği (%, n=10)  95,36 ± 3,2 93,97 ± 2,4 95,20 ± 3,7 

Dağılma süresi (sn)  

(Distile su) 

Damla 

Yöntemi 
12,7 ± 1,1 11,2 ± 1,1 11,5 ± 1,7 

Petri 

Kabı 

Yöntemi  

21,3 ± 3,2 20,5 ± 2,8 19,3 ± 1,5 

Dağılma süresi (sn)  

(pH 5,7 Yapay tükürük sıvısı) 

Damla 

Yöntemi 
13,3 ± 0,5 12,7 ± 1,1 12,5 ± 2,5 

Petri 

Kabı 

Yöntemi  

23,0 ± 1,2 21,8 ± 1,6 20,8 ± 1,9 

*İstatistiksel olarak anlamlı fark saptanmıştır (p<0,05).  

4.10. Hücre Kültürü Çalışmaları 

4.10.1. Hücre Kültürü Çalışmaları İçin Hücrelerin Hazırlanması  

L929, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 hücrelerinin kültür ortamında 96 kuyucuklu 

plakalara ekimi sırasında inverted mikroskop ile çekilen mikrografları Şekil 4.55.’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.55. Kültür ortamı içinde L929, MCF-7, SK-BR-3 ve A-549 hücrelerinin 

mikrografları (10x). 

4.10.2. İn Vitro Geçirgenlik (Permeabilite) Çalışmaları İçin Caco-2 

Hücrelerinin Hazırlanması 

İn vitro permeabilite çalışmalarının yapıldığı 21. gündeki boş insert ve hücre 

içeren insert görüntüleri Şekil 4.56.’da ve inverted mikroskop ile çekilen 

mikrografları  Şekil 4.57.’de gösterilmiştir. Genel olarak boş insertlerde porlu yapı 

dikkat çekmekte iken, hücre içeren insertlerde Caco-2 hücrelerinin insert yüzeyini 

tamamen kapladığı görülmektedir. Tek tabaka hücre bütünlüğünün değerlendirilmesi 

amacıyla tüm insertlerin TEER değerleri ölçülmüştür. Genel olarak Caco-2 hücre tek 

tabakalarının TEER değerleri 200-1000 ohm.cm2 olarak ölçülmüş olup TEER<400 

ohm.cm2 olan hücreler transport çalışmalarında kullanılmamıştır.  

 



171 

 

Şekil 4.56. İn vitro permeabilite çalışmalarında kullanılan boş ve hücre içeren insert 

görüntüleri. 

 

 

Şekil 4.57. İn vitro permeabilite çalışmalarında kullanılan boş ve hücre içeren insert 

mikrografları (40x). 

4.10.3. M3’ün Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ndeki Yerinin 

Tespiti İçin Yapılan Ön Deneme Sonuçları  

M3’ün permeabilite çalışmalarında kullanılacak güvenli dozun belirlenmesi 

amacıyla yapılan sitotoksisite çalışma bulguları ve DMSO kontrollerine ait 

sitotoksisite bulguları Tablo 4.33.’de verilmiştir. Seçilen konsantrasyon aralığında 

M3’ün Caco-2 hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksisite profili ve DMSO 

kontrollerine ait sitotoksisite profili Şekil 4.58.’de gösterilmiştir.  
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Tablo 4.33. M3’ün Caco-2 hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksisite çalışma 

bulguları (Ortalama ± SH; n=3). 

Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Hücre Canlılığı (%) 
DMSO 

(%) 
M3 DMSO 

200 104,9 ± 1,4 90,0 ± 2,8 0,8 

400 97,0 ± 3,1 89,2 ± 1,6 1,6 

600 96,2 ± 2,1 88,5 ± 2,2 2,4 

800 92,8 ± 2,1 83,9 ± 2,5 3,2 

1000 91,3 ± 0,6 85,1 ± 2,3 4,0 

1200 93,2 ± 2,4 86,5 ± 2,6 4,8 

 

 

 

Şekil 4.58. M3’ün ve DMSO kontrollerinin Caco-2 hücreleri üzerindeki in vitro 

sitotoksisite profili (Ortalama ± SH; n=3) (*p<0,05, farklı konsantrasyonlarla 

karşılaştırıldığında).  
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M3’ün in vitro permeabilite ön çalışmaları için tespit edilen bazolateral 

kompartman konsantrasyonu ve Papp değerleri Tablo 4.34.’de verilmiştir. Elde edilen 

bulgulara göre M3 için ortalama pemeabilite katsayısı 2,17 (± 0,07) x10-7 cm/sn 

olarak tespit edilmiştir.  

Tablo 4.34. M3’ün in vitro permeabilite ön çalışma bulguları. 

İnsert No Konsantrasyon  

(µg/mL) 

Papp Değeri x 10-7  

(cm/sn) 

1 0,632 2,15 

2 0,626 2,13 

3 0,653 2,23 

4 0,615 2,10 

5 0,622 2,12 

6 0,674 2,30 

Ortalama 0,637 2,17 

SS 0,02 0,07 

% BSS 3,21 3,20 

  

4.10.4. Farklı Stabilizanların M3 Nanosüspansiyon Formülasyonlarının 

İn Vitro Sitotoksisite Profili Üzerine Etkisinin Değerlendirilmesi  

NKT ile geliştirilmiş çözünürlük özelliklerine sahip M3 

nanosüspansiyonlarında kulllanılan stabilizanların formülasyonların in vitro 

sitotoksisite profili  üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla yapılan sitotoksisite 

çalışma bulguları ve DMSO kontrollerine ait sitotoksisite bulguları Tablo 4.35.’de 

verilmiştir. M3 ve %0,5 stabilizan içeren M3 nanosüspansiyon formülasyonlarının  

ve DMSO kontrollerinin in vitro sitotoksisite profilleri ise Şekil 4.59. ve Şekil 

4.60.’da gösterilmiştir.  
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Tablo 4.35. M3, %0,5 stabilizan içeren M3 nanosüspansiyon formülasyonları ve DMSO kontrollerinin sitotoksisite çalışma bulguları 

(Ortalama ± SH; n=3). 

Örnek 

Hücre Canlılığı (%) 

24 saat 48 saat 72 saat 

Konsantrasyon (µg/mL) – DMSO (%) Konsantrasyon (µg/mL) – DMSO (%) Konsantrasyon (µg/mL) – DMSO (%) 

10 – 0,05 50 – 0,25 250 – 1,25 10 – 0,05 50 – 0,25 250 – 1,25 10 – 0,05 50 – 0,25 250 – 1,25 

M3 102,4 ± 2,7 78,5 ± 2,2 38,9 ± 1,2 93,7 ± 2,3 41,0 ± 1,1 30,5 ± 1,0 94,5 ± 1,7 27,5 ± 0,6 30,1 ± 0,5 

PVA-NS 93,6 ± 1,4 86,7 ± 1,4 81,0 ± 2,4 117,6 ± 1,2 91,1 ± 2,7 81,3 ± 3,3 97,7 ± 1,9 91,0 ± 2,0 67,1 ±1,9 

PVP K30-NS 108,3 ± 3,5 101,9 ± 4,4 81,6 ± 2,4 105,5 ± 2,3 83,1 ± 2,0 70,7 ± 2,2 95,5 ± 2,1 86,3 ± 2,7 58,7 ±2,7 

SoluPlus®- NS 98,9 ± 3,3 94,5 ± 3,1 79,4 ± 3,2 114,7 ± 2,2 92,9 ± 2,7 97,4 ± 1,9 89,5 ± 2,4 93,2 ± 1,1 85,3 ± 2,4 

Poloksamer 

188-NS 
96,9 ± 1,2 94,5 ± 3,5 84,6 ± 3,2 109,3 ± 2,8 98,4 ± 2,6 82,1 ± 2,8 98,2 ± 1,9 88,5 ± 1,0 80,0 ± 2,4 

Poloksamer 

407-NS 
130,8 ± 0,8 113,6 ± 2,6 85,5 ± 2,7 106,7 ± 1,7 93,4 ± 1,9 90,9 ± 1,7 98,5 ± 3,1 92,4 ± 2,4 97,1 ± 3,2 

SLS-NS 79,0 ± 2,2 67,6 ± 1,4 30,1 ± 1,0 114,7 ± 2,2 94,0 ± 1,8 31,3 ± 1,0 104,6 ± 1,7 102,3 ± 2,7 29,3 ± 1,3 

SDC-NS 108,6 ± 4,2 93,2 ± 4,3 58,0 ± 0,9 106,6 ± 2,3 98,1 ± 2,4 65,9 ± 2,3 106,8 ± 1,6 109,7 ± 2,2 63,7 ± 1,8 

DMSO 

Kontrol 
100,1 ± 3,0 85,5 ± 1,0 116,5 ± 2,7 109,4 ± 1,8 103,2 ± 3,0 112,3 ±4,3 123,9 ± 3,6 130,1 ± 4,4 116,5 ± 4,5 
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Şekil 4.59. M3’ün ve %0,5 stabilizan içeren M3 nanosüspansiyon formülasyonlarının 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) 

inkübasyondan sonra L929 hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksisite profilleri (Ortalama ± SH; n=3) (*p<0,05, ** p<0,005, ***p<0,001, 

****p<0,0001, kontrol ile karşılaştırıldığında; #p<0,05, ##p<0,005, ###p<0,001, ####p<0,0001, farklı konsantrasyonlarla 

karşılaştırıldığında). 
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Şekil 4.60. DMSO kontrollerinin L929 hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksisite 

profilleri (Ortalama ± SH; n=3) (**p<0,005, farklı yüzdelerle karşılaştırıldığında). 

4.10.5. M3 Nanokristal Formülasyonlarının Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve 

A549 Hücrelerinin İn Vitro Hücre Canlılığı Üzerine Etkisinin Değerlendirilmesi 

Farklı kanser hücre hatları üzerinde gerçekleştirilen sitotoksisite çalışma 

bulguları ve DMSO kontrollerine ait sitotoksisite bulguları Tablo 4.36.’de 

verilmiştir. M3, FK-1, M3-NS, kriyoprotektansız M3-NK ve M3-NK 

formülasyonlarının ve DMSO kontrollerinin Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 

hücreleri üzerinde in vitro sitotoksisite profilleri ise Şekil 4.61. ve Şekil 4.62’de 

gösterilmiştir.  
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Tablo 4.36. Farklı kanser hücreleri üzerinde yapılan sitotosisite çalışma bulguları 

(Ortalama ± SH; n=3). 

Örnek 

Konsantrasyon 

(µg/mL) 

DMSO (%) 

Caco-2 MCF-7 SK-BR-3 A549 

M3 

10 101,9 ± 1,7 108,1 ± 2,4 104,6 ± 3,8 112,9 ± 3,8 

50 87,5 ± 1,6 93,8 ± 2,1  100,3 ± 2,5 106,9 ± 1,5 

250 91,3 ± 1,6 87,7 ± 1,3 83,2 ± 2,0 101,4 ±1,4 

FK-1 

10 107,4 ± 1,2 104,6 ± 1,7 100,4 ± 3,1 106,4 ± 3,5 

50 102,7 ± 2,4 100,5 ± 2,4 111,9 ± 2,8 106,6 ± 1,9 

250 117,0 ± 2,6 106,8 ± 2,9 112,2 ± 2,8 120,0 ± 1,5 

M3-NS 

10 95,9 ± 1,4 103,5 ± 2,2 91,9 ± 1,8 95,4 ± 2,2 

50 95,9 ± 2,5 96,3 ± 1,9 99,0 ± 2,0 97,6 ± 2,8  

250 89,4 ± 2,0 77,7 ± 0,9 82,3 ± 2,6 88,6 ± 1,4 

Kriyoprotektansız 

M3-NK 

10 101,9 ± 1,2 107,5 ± 2,4 103,7 ± 2,7 110,5 ± 3,1 

50 102,0 ± 1,2 102,9 ± 1,4 103,2 ± 3,0 112,6 ± 2,3 

250 103,9 ± 1,8 97,4 ± 2,4 100,8 ± 1,6 116,7 ± 2,0 

M3-NK 

10 106,7 ± 1,5 113,5 ± 2,1 105,3 ± 2,9 107,7 ± 2,8 

50 103,2 ± 1,1 104,5 ± 2,3 114,3 ± 3,3 113,9 ± 1,5 

250 105,1 ± 1,9 96,4 ± 1,5 107,1 ± 2,1 123,5 ± 1,1 

DMSO Kontrol 

0,04 99,1 ± 1,7 107, 2 ± 2,3 102,3 ± 1,6 107,9 ± 0,8 

0,2 99,1 ± 2,5 106,0 ± 1,4 93,7 ± 1,5 105,8 ± 0,9 

1 89,7 ± 1,3 98,9 ± 1,8 96,8 ± 1,0 98,7 ± 1,2 
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Şekil 4.61. Farklı kanser hücreleri üzerinde yapılan in vitro sitotoksisite çalışma profilleri (Ortalama ± SH; n=3) (*p<0,05, ** p<0,005, 

****p<0,0001, kontrol ile karşılaştırıldığında; #p<0,05, ##p<0,005, ###p<0,001, ####p<0,0001, farklı konsantrasyonlarla 

karşılaştırıldığında). 
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Şekil 4.62. DMSO kontrollerinin farklı kanser hücreleri üzerindeki in vitro 

sitotoksisite profilleri (Ortalama ± SH; n=3) (*p<0,05, kontrol ile karşılaştırıldığında; 

#p<0,05, ##p<0,005, farklı yüzdelerle karşılaştırıldığında). 

4.10.6. Nanokristal ve Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının İn Vitro 

Geçirgenlik (Permeabilite) Çalışma Sonuçları  

NKT ile çözünürlük özellikleri iyileştirilen M3 nanokristal ve ADF 

formülasyonlarının permeabilite çalışmalarında kullanılacak uygun ilaç dozunun 

belirlenebilmesi için yapılan sitotoksisite çalışma bulguları Tablo 4.37.’de 

verilmiştir. Örneklerin ve DMSO kontrolerinin Caco-2 hücreleri üzerindeki in vitro 

sitotoksisite profilleri ise Şekil 4.63. ve Şekil 4.64.’de gösterilmiştir. İn vitro 

permeabilite çalışmaları sonuçları elde edilen bulgular Tablo 4.38.’de ve örneklere 

ait permeabilite katsayı (Papp) profilleri Şekil 4.65.’de özetlenmiştir. Sonuçlara göre 

M3, M3-NS, M3-NK ve M3-ADF formülasyonları için Papp değerleri sırasıyla 0,15 

(± 0,01) x10-7 cm/sn, 1,24 (± 0,07) x10-7 cm/sn, 4,26 (± 0,50) x10-7 cm/sn ve 4,44 (± 

0,10) x10-7 cm/sn olarak tespit edilmiştir.  
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Tablo 4.37. İn vitro Caco-2 permeabilite çalışmalarında kullanılacak uygun ilaç 

dozunun belirlenebilmesi için yapılan sitotoksisite çalışma bulguları (Ortalama ± SH; 

n=3). 

Örnek 

Hücre Canlılığı (%) 

Konsantrasyon (µg/mL) 

37,5 50 75 100 150 200 

M3 125,7  ± 4,1 128,4 ± 4,8 150,2 ± 5,7 139,2 ± 4,0 147,8 ± 5,2 131,9 ± 4,2 

FK-1 117,6 ± 4,5 114,3 ± 5,1 162,6 ± 7,0  156,6 ± 4,9 140,7 ± 3,9 153,3 ± 5,9 

M3-NS 105,7 ± 3,0 94,6 ± 2,1 89,8 ± 1,6 103,2 ± 3,0 97,8 ± 1,8 780,0 ± 2,7 

M3-NK 125,3 ± 3,3 119,4 ± 1,8 124,3 ± 2,3 130,4 ± 4,2 132,8 ± 3,4 126,7 ± 3,4 

FK-2 127,3 ± 3,1 124,1 ± 2,7 134,9 ± 2,6 147,2 ± 3,3 143,1 ± 3,5 144,8 ± 3,3 

Plasebo 

ADF 

116,6 ± 3,1 109,7 ± 1,4 121,9 ± 2,5 130,3 ± 1,6 146,4 ± 3,0 156,7 ± 2,3 

M3-ADF 112,7 ± 2,4 115,0 ± 3,0 133,5 ± 3,0 155,4 ± 2,0 165,0 ± 2,7 177,6 ± 2,8 

Asiklovir 102,2 ± 2,2 113,0 ± 3,1 107,3 ± 2,4 114,7 ± 2,3 118,2 ± 3,5 118,4 ± 5,6 

Metaprolol 

Tartarat 

108,9 ± 1,6 118,2 ± 1,4 117,2 ± 2,7 122,1 ± 3,1 123,2 ± 2,0 111,6 ± 2,4 

DMSO 

Kontroleri  

109,1  ± 2,3 122,7 ± 1,9 120,7 ± 2,9 109,4 ± 1,6 114,3 ± 2,7 110,5 ± 2,3 
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Şekil 4.63. İn vitro Caco-2 permeabilite çalışmalarında kullanılacak uygun ilaç dozunun belirlenebilmesi için yapılan in vitro sitotoksisite 

çalışma profilleri (Ortalama ± SH; n=3). 
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Şekil 4.64. DMSO kontrollerinin Caco-2 hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksisite 

profilleri (Ortalama ± SH; n=3) (**p<0,005, kontrol ile karşılaştırıldığında) 

 

Tablo 4.38. İn vitro Caco-2 permeabilite çalışma bulguları (Ortalama ± SS; n=3). 

Örnek Konsantrasyon  

(µg/mL) 

Permeabilite Katsayısı 

(Papp x 10-7, cm/s) 

M3 0,02 ± 0,002 0,15 ± 0,01 

FK-1 0,08 ± 0,016 0,48 ± 0,10 

MS-NS 0,20 ± 0,012 1,24 ± 0,07 

M3-NK 0,69 ± 0,081 4,26 ± 0,50 

FK-2 0,16 ± 0,018 0,98 ± 0,11 

M3-ADF 0,72 ± 0,016 4,44 ± 0,10 

Asiklovir 0,02 ± 0,001 0,09 ± 7,72 

Metaprolol Tartarat 126,24 ± 9,374 775,10 ± 5,76 
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Şekil 4.65. İn vitro Caco-2 permeabilite çalışma sonuçlarına göre elde edilen  

geçirgenlik profilleri (Ortalama ± SS; n=3) (***p<0,001, (****p<0,0001 M3 ile 

karşılaştırıldığında; ##p<0,005, ####p<0,0001, farklı gruplarla karşılaştırıldığında). 
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5.TARTIŞMA 

5.1. M3’ün Fizikokimyasal Özelliklerinin Değerlendirilmesi  

Tez çalışmalarımız kapsamında kullanmış olduğumuz etkin madde yeni 

sentezlenmiş bir ilaç adayı moleküldür. Bu yüzden formülasyon çalışmalarımıza 

başlamadan önce M3’ün fizikokimyasal özellikleri çeşitli analizler ile incelenmiş ve 

sonuçlar literatürün bildirmiş olduğu aynı halka sistemini (DHP) içeren ticari etkin 

maddeler ile kıyaslanmıştır. M3’ün fizikokimyasal özelliklerini tayin etmek amacıyla 

UV ve FT-IR spektrumları çekilmiş, DSC, XRD, SEM analizleri, partikül büyüklüğü 

dağılım aralığı ve çözünürlük çalışmaları yapılmıştır. M3’ün 200-800 nm dalga boyu 

aralığında UV spektrumu incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.1.); metanol:asetonitril:su 

(35:40:25, h/h/h) mobil faz sistemi içinde verdiği maksimum dalga boyu 241 nm 

olarak belirlenmiştir. Shaikh ve ark. (247) yapmış oldukları bir çalışmada 

nimodipinin maksimum absorbans verdiği dalga boyu tez kapsamında kullanılan aynı 

bileşimdeki mobil faz karışımı içinde 234 nm olarak saptanmıştır. Ayrıca literatürde 

farklı oranlarda olmak üzere aynı mobil faz bileşimi kullanılarak yapılan 

çalışmalarda nifedipin, nitrendipin ve felodipinin maksimum absorbans verdiği dalga 

boyları sırası ile 240 nm (17:35:48, h/h/h), 232 nm (30:40:30, h/h/h)  ve 238 nm 

(50:15:35, h/h/h) olarak bildirilmiştir (248-250). Dijital bir refraktometre kullanılarak 

aseton içindeki üç farklı konsantrasyona sahip çözeltisinden elde edilen analiz 

sonuçlarına göre M3’ün refraktif indeksi, literatürdeki ticari etkin maddelerin 

refraktif indeks değerlerine benzer olmak üzere 1,3582 olarak tespit edilmiştir 

(Bkz.Şekil 4.2.). M3 ile aynı halka sistemini içeren ticari etkin maddelerin refraktif 

indeks değerleri; nifedipin, nitrendipin, nimodipin, felodipin ve amlodipin için 

sırasıyla 1,54-1,33-1,41-1,33 ve 1,43 olarak bildirilmiştir (69, 251-254).  

M3’ün partikül büyüklüğü, yüzey morfolojisi ve şeklini incelemek amacıyla 

2500x, 5000x ve 7500x büyütme oranlarında olmak üzere farklı büyütme oranlarında 

SEM görüntülemeleri yapılmıştır (Bkz.Şekil 4.3.). Sonuçlar kristal yapıda 

partiküllerin varlığının yanı sıra kaba plaka şeklinde büyük partiküllerin de varlığını 

göstermiş olup 10 µm ve 100 µm aralığında saptanan partikül boyutu verileri 

“Malvern Mastersizer2000” cihazı ile elde edilen partikül boyutu ölçüm verileri ile 

uyumlu bulunmuştur. Ayrıca M3 partikül şekli, yüzey morfolojisi ve partikül boyutu 
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özellikleri ile literatürdeki ticari etkin maddelere de benzerlik göstermektedir. Huang 

ve ark. (177) yapmış oldukları bir çalışmada ham efonidipin kristallerinin SEM 

görüntülemeleri sonucu partikül boyutunu 20 µm ve 100 µm aralığında saptarken Zu 

ve ark.’nın (255) yapmış olduğu bir diğer çalışmada ham nimodipin krsitallerinin 

134,4 µm boyutunda olup kaba levhalar şeklinde partiküller olduğu saptanmıştır. 

M3’ün Malvern Mastersizer2000 cihazı ile yapılan partikül büyüklüğü analiz 

sonuçlarına göre ortalama partikül boyutu d (0,1) için 14,392 ± 0,583 µm, d (0,5) için 

102,006 ± 7,518 µm ve d (0,9) için 507,993 ± 64, 38 µm olarak saptanmış olup 

literatürdeki ticari etkin maddelere hem görüntü hem de partikül boyutu olarak 

benzerlik göstermektedir. Hecq ve ark. (69) yapmış oldukları bir çalışmada Malvern 

Mastersizer2000 cihazı ile saf nifedipin kristallerinin partikül boyutunu ölçmüş ve 

ortalama partikül boyutunu d (0,1) için 21,9 ± 0,2 µm, d (0,5) için 98,7 ± 0,4 µm ve d 

(0,9) için 267,2 ± 0,5 µm olarak saptamışlardır. Xia ve ark. (71) tarafından yapılan 

bir çalışmada nitrendipin kristallerinin partikül boyutu 36,6 µm olarak ve Xiong ve 

ark. (256) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise nimodipin kristallerinin partikül 

boyutu 30-100 µm olarak bildirilmiştir. 

M3’ün DSC termogramları incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.4.) 196,79°C’de 

endotermik bir pik gözlenmiş olup etkin maddenin erime derecesi 196,79°C olarak 

belirlenmiştir. DSC analiz sonuçları etkin madde için bildirilen erime derecesi 

aralığına (185-187°C) yakın olmakla birlikte literatürdeki ticari etkin maddelerin 

erime derecelerine de benzerlik göstermektedir. Huang ve ark. (177), Kassem ve 

ark., (174) ve Patel ve ark. (66) yapmış oldukları çalışmalarda DSC analizleri sonucu 

sırasıyla efonidipinin erime derecesini 171°C, lasidipinin erime derecesini 180,6°C 

ve nifedipinin erime derecesini 173,04°C olarak bildirmiştir. XRD difraktogramında 

amorf yapı varlığında herhangi bir pik gözlemlenmezken kristal yapı varlığında 

yapıya özgü tekrarlanabilir pikler bulunmaktadır. M3’ün XRD difraktogramı 

incelendiğinde özellikle 7° civarında gözlenen keskin pikin ve 5-20° aralığında 

gözlenen tekrarlı pik deseninin varlığı etkin maddenin kristal yapısını işaret 

etmektedir (Bkz.Şekil 4.5.). Ayrıca elde edilen XRD sonuçları, SEM görüntüleme 

sonuçlarını da doğrulamakta olup M3’ün kristal yapıda olduğu açık bir şekilde 

görülmektedir. XRD sonuçları literatür ile kıyaslandığında genel olarak nifedipin, 

nitrendipin, felodipin ve lasidipin gibi 1,4-DHP türevlerinin de XRD 
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difraktogramlarında 5-20° aralığında tekrarlı pik desenleri bildirilmiştir (66, 71, 174, 

257). M3'ün FT-IR spektrumu incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.6.) sırasıyla O-H ve N-H 

bağları nedeniyle 3300 cm-1 ve 3200 cm-1 civarında karakteristik gerilme bantlarına 

ek olarak, 1600-1500 cm-1'de karbonil (C=O) ve çift bağ (C=C) gerilim bantları ve 

1300- 1000 cm-1 civarında ester grubunun güçlü C-O gerilim bantları görülmektedir. 

Ayrıca 1000 cm-1 ve 800 cm-1 civarındaki p-disübstitüe benzen gerilim bantları da 

M3'ün kimyasal yapısını doğrulamaktadır. FT-IR analizleri sonucu M3'e ilişkin elde 

edilen FT-IR spektrumunda karakteristik fonksiyonel gruplara ait piklerin ticari DHP 

türevlerininkine benzer olduğu görülmektedir (66, 174).  

5.2. M3 ve M3 Nanokristal Formülasyonu İçin Yapılan Çözünürlük 

Çalışma Sonuçlarının Değerlendirilmesi  

M3'ün çözünürlük çalışmaları Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 2018 

yılında yayınlanan protokolde belirtilen koşullar dikkate alınarak 3 farklı pH (pH 1,2 

HCl, pH 4,5 Asetat, pH 6,8 Fosfat tamponları) ortamı ve su ortamında 

gerçekleştirilmiştir (94). Deneysel çalışmalardan önce aktif farmasötik bileşenden 

(API) çözünürlüğün ön tahmini için ilgili kılavuzda önerildiği üzere açık kaynaklı 

araçlardan “http://www.swissadme.ch” kullanılarak M3’ün tahmini çözünürlük 

değerleri teorik olarak hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre M3’ün teorik 

çözünürlük değerleri; 2,32 µg/mL (ESOL), 0,118 µg/mL (Ali) ve 0,049 µg/mL 

(SILICOS-IT) olarak saptanmış olup bu değerlerden üst sınır olan 2,32 µg/mL değeri 

baz alınarak çözünebilecek etkin madde miktarının %30-40’ı kadar fazla madde 

miktarı ile çözünürlük çalışmaları yapılmıştır (Bkz. Şekil 4.7.). M3’ün gün ışığından 

etkilenmesi nedeni ile amber renkli cam vialler kullanılarak, 80 devir/dak. hızda ve 

37 ± 1°C sıcaklıkta, yatay çalkalayıcılı su banyosunda, 2, 24, 48 ve 72 saat 

sürelerinde yapılan çözünürlük çalışmalarından elde edilen örnekler valide HPLC 

miktar tayin yöntemiyle analiz edilmiştir. İlgili kılavuzun önerdiği üzere M3’ün 

çözünürlük değerleri için çizilen çözünürlük (µg/mL)-zaman (saat) grafiğinde eğrinin 

sabitlendiği 24, 48 ve 72 saat verilerinin ortalamaları alınarak M3’ün farklı 

ortamlardaki çözünürlük değerleri hesaplanmıştır. Deneysel olarak M3’ün farklı 

ortamlardaki çözünürlük değerleri su, pH 1,2 HCl, pH 4,5 Asetat ve pH 6,8 Fosfat 

ortamları için sırasıyla 1,056 ± 0,166 µg/mL, 0,621 ± 0,042 µg/mL, 0,709 ± 0,087 
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µg/mL ve 1,108 ± 0,105 µg/mL olarak saptanmıştır (Bkz. Tablo 4.3.). M3’ün farklı 

ortamlardaki çözünürlük değerleri istatistiksel açıdan değerlendirilmiş olup Su-HCl, 

HCl-Fosfat ve Asetat-Fosfat ortamları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmiştir (p<0,05). M3’ün deneysel olarak elde edilen doygunluk 

çözünürlüğünün (1,056 µg/mL) açık erişimli kaynaktan elde edilen teorik çözünürlük 

değerleri (0,049 µg/mL-2,32 µg/mL) arasında yer aldığı tespit edilmiştir. Ayrıca 

literatürdeki ticari etkin maddelerin çözünürlük değerleri genel olarak 0,2-18 µg/mL 

arasında değişmekte olup M3 için tespit edilen doygunluk çözünürlük değerinin 

ticari DHP’lerin çözünürlük değerleri ile de benzer nitelikte olduğu görülmektedir 

(245). 

WHO 2018 kılavuzuna göre; etkin maddenin çözünürlüğünün düşük ya da 

yüksek olma durumu “DSV” hesabına göre yapılmaktadır. DSV 1,2-6,8 pH 

aralığındaki tüm ortamlar için 250 mL'den az olduğunda bu etkin maddenin yüksek 

oranda çözünür olduğu kabul edilmektedir. Deneysel çalışmalar M3 için hesaplanan 

DSV değerlerinin her dört ortam için de (su ortamında; 87631,8 ± 123,7 mL, pH 1,2 

HCl ortamında; 145600,7 ± 100,6 mL, pH 4,5 Asetat ortamında; 129132,3±131,4 

mL, ve pH 6,8 Fosfat oratmında; 81977,9 ± 87,8 mL) 250 mL’den büyük olduğunu 

göstermiştir (Bkz.Tablo 4.4.). Tüm bu sonuçlar etkin maddenin çözünürlüğünün 

düşük olduğunu kanıtlamakta olup BCS’de Sınıf 2 ya da 4’te yer alabileceğine işaret 

etmektedir.  

Fiziksel karışım (FK-1) ve dondurularak kurutulmuş nanokristal 

formülasyonlarının (M3-NK)  sudaki çözünürlüğü, kılavuzda belirtildiği gibi M3’ün 

çözünürlük çalışmaları ile aynı koşullar altında 24 saat boyunca gerçekleştirilmiştir. 

FK-1 ve M3-NK’nın sudaki çözünürlükleri sırasıyla 78,8 μg/mL ve 203,6 μg/mL 

olarak saptanmış olup NKT ile M3 ün çözünürlüğünde istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış elde edilmiştir (FK-1 için yaklaşık 80 kat ve M3-NK için yaklaşık 200 kat artış) 

(p<0,05) (Bkz.Tablo 4.7. ve Şekil 4.10.). Kassem ve ark. (174) yapmış oldukları bir 

çalışmada, çözücü-antiçözücü sonopresipitasyon tekniğine (çöktürme ve sonikasyon 

yöntemlerinin kombinasyonu olan kombine bir teknik) göre hazırladıkları lasidipin 

nanokristal formülasyonları ile ilacın sudaki çözünürlüğünde yaklaşık 100 kat artış 

olduğunu saptamıştır. Yapılan başka bir çalışmada, Jain ve ark. (63) çözücü-
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antiçözücü tekniğine göre kandesartan sileksetil nanokristal formülasyonları 

hazırlamış ve ilacın sudaki çözünürlüğünde yaklaşık 15 kat artış olduğunu 

bildirmiştir. Tez kapsamında hazırlanan M3 nanokristalleri ile çözünürlük problemi 

olan ilacın çözünürlüğünde daha yüksek bir artış elde edildiği görülmektedir.  

5.3. İn Vitro Çözünme Hızı Çalışma Sonuçlarının Değerlendirilmesi  

Bir aktif farmasötik bileşenin biyolojik ortamdaki davranışının öngörülmesi 

için değerlendirilmesi gereken en önemli parametrelerden biri, bileşenin dozaj 

formundan çözünme hızıdır. Tez kapsamında yapılan in vitro çözünme hızı 

çalışmaları, çözünme ortamı ve analiz koşulları olarak FDA tarafından ticari DHP 

türevlerinden amlodipin besilat ağızda dağılan tablet (ADT) formülasyonları için 

önerilen koşullar temel alınarak gerçekleştirilmiştir (222) (Bkz. Tablo 3.1.). Bu 

amaçla 0,12 mg M3 ve 0,12 mg M3 içeren formülasyonlardan (Fiziksel karışım-1 

(FK-1), optimum nanosüspansiyon formülasyonu (M3-NS), optimum nanokristal 

formülasyonu (M3-NK) ve ADF formülasyonu (M3-ADF)), 60 dak. boyunca belli 

aralıklarla örnekler alınmıştır. Alınan örnekler  geliştirilen HPLC miktar tayini 

yöntemi ile analiz edilmiş ve in vitro çözünme değerleri tayin edilmiştir (Bkz. Tablo 

4.8.). Deneysel çalışmalardan elde edilen % çözünen M3 değerleri zamana karşı 

grafiğe geçirilmiştir. M3’ün çözünme profili incelendiğinde 60 dak. sonunda 

çözünen ilaç miktarı %8,34 olarak tespit edilmiştir. Buna karşı fiziksel karışım ve tez 

kapsamında hazırlanan optimum formülasyonlar için genel olarak çözünen ilaç 

miktarının artmış olduğu gözlenmekle birlikte M3-NS, M3-NK ve M3-ADF 

formülasyonları için çözünen ilaç miktarının ilk 2,5 dak.’da %50’nin üzerinde 

olduğu saptanmıştır. İlaç çözünme profilindeki bu artış M3’ün hazırlanan 

formülasyon matrislerinde amorf yapıda olması ile birlikte artan doygunluk 

çözünürlüğü ile ilişkilendirilmiştir. XRD ve DSC analiz sonuçları da ilacın 

formülasyon matrisi içindeki amorfizasyonunu destekler niteliktedir.  

Amerikan Farmakopesi’nde amlodipin besilat tabletleri için verilen test 

koşullarına göre, etikette belirtilen ilaç miktarının %75'inin 30 dak. içinde çözünmesi 

beklenmektedir (202). Tez kapsamında, modifiye çözünme koşulları altında, M3-NS, 

M3-NK ve M3-ADF formülasyonları için çözünen ilaç oranının sırasıyla 10. dak.’da 

(%77,1), 25. dak.’da (%75,93) ve 15. dak.’da (%78,88) %75’in üzerinde olduğu 
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tespit edilmiş olup, gerekli farmakope koşullarının sağlandığı görülmektedir. 

Çözünme hızı çalışması sonunda (60 dak.) çözünen ilaç miktarı M3, FK-1, M3-NS, 

M3-NK ve M3-ADF için sırasıyla; %8,34 ± 0,1, %50,62 ± 0,7, %87,10 ± 1,7, 

%82,71 ± 1,3 ve %94,27 ± 0,4 olarak saptanmıştır (Bkz. Tablo 4.8.). M3-NK için 

çözünen ilaç miktarının diğer formülasyonlara kıyasla düşük seyretmesinin 

nedeninin, sistem içindeki partiküllerin bir araya gelerek agregatlar oluşturması ve 

toz numunenin homojen bir şekilde alınamamasından kaynaklı olabileceği 

düşünülmektedir. İn vitro çözünmenin 60 dak. sonunda tamamlanmamasının ise yine 

hazırlanan sistem içerisindeki partiküllerin agregasyonuna bağlı olabileceği 

düşünülmektedir.  

Kassem ve ark. (174) tarafından yapılan bir çalışmada, çözücü-antiçözücü 

sonopresipitasyon tekniğine (çöktürme ve sonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu 

olan kombine bir teknik) göre lasidipin nanokristal formülasyonları hazırlanarak 0,1 

M HCl ortamında 2 saat süreyle in vitro salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Yapılan in vitro salım çalışmalarından elde edilen bulgular değerlendirildiğinde ilk 

30 dak.’da lasidipin nanokristallerinden çözünen ilaç miktarının %50 civarında 

olduğu saptanmıştır. Patel ve ark.’nın (66) yapmış olduğu başka bir çalışmada ise, 

yaş öğütme tekniği ile nifedipin nanosüspansiyon formülasyonları hazırlanmış ve 

optimum nanosüspansiyon formülasyonu üzerinde in vitro salım çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Seçilen optimum nanosüspansiyon formülasyonu için yapılan in 

vitro salım çalışmalarından elde edilen bulgular incelendiğinde ilk 15 dak. içinde 

ilacın %85’inin çözündüğü tespit edilmiştir. Tez kapsamında hazırlanan M3-NK 

formülasyonu için elde edilen çözünme hızı profili bulguları Kassem ve ark.’nın 

(174) yapmış olduğu çalışma ile kıyaslandığında ilk 30 dak. içinde çözünen ilaç 

miktarının  (%82,08) daha yüksek olmasına karşı M3-NS için elde edilen çözünme 

hızı profili bulguları Patel ve ark.’nın (66) yapmış olduğu çalışma ile kıyaslandığında 

ilk 15 dak. içinde çözünen ilaç miktarının (%69,29) daha düşük olduğu 

görülmektedir. M3-NK için çözünen ilaç miktarının nifedipin nanosüspansiyon 

formülasyonuna kıyasla düşük seyretmesi, temelde kullanılan etkin maddelerin 

doygunluk çözünürlüğündeki artışa bağlı olmakla birlikte sistem içindeki partikül 

agregasyonunun da in vitro çözünme hızı profilini etkilemesi ile açıklanabilir.  
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Pezik ve ark. (198) tarafından yapılan bir çalışmada, pullulan bazlı amlodipin 

besilat içeren ağızda dağılan film formülasyonları hazırlanmış ve seçilen optimum 

ağızda dağılan film formülasyonu için 0,01 N HCl çözünme ortamında 60 dak. 

boyunca in vitro salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre ilk 

20 dak.’da ilacın %78,1’i ve 60 dak. sonunda ise 86,2’si ağızda dağılan film 

formülasyonundan salınmıştır. Tez kapsamında üretilen pullulan bazlı M3-ADF 

formülasyonu için literatürdekine benzer in vitro çözünme hızı çalışma koşulları 

kullanılmış olup ilk 20 dak.’da ilacın %85,14’ünün ve 60 dak. sonunda ise 

94,27’sinin çözündüğü tespit edilmiştir. Literatür sonuçlarına kıyasla aynı süreler 

için elde edilen daha yüksek çözünme değerleri M3’ün düşük çözünürlüğünün NKT 

ile iyileştirilmesiyle ve M3 nanokristal formülasyonunda kullanılan poloksamer 

188’in yüzey aktif madde özelliğinde bir stabilizan olup çözünme profili üzerindeki 

olumlu etkisiyle ilişkilendirilebilir (177).  

5.4. M3’ün İn Vitro Miktar Tayin Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu  

DHP türevlerinin miktar tayin çalışmalarına ilişkin yapılan literatür 

taramaları, bu halka sistemini içeren etkin maddeler için birkaç farklı yöntemin 

kullanılabilir olduğunu ortaya koymuştur. Bu yöntemler UV spektrofotometresi 

(258), yüksek basınçlı (performanslı) sıvı kromatografisi (HPLC) (71, 223, 247, 248, 

250) ters faz yüksek basınçlı (performanslı) sıvı kromatografisi (RP-HPLC) (249), 

yüksek basınçlı (performanslı) sıvı kromatografisi-tandem kütle spektrometrisi 

(LC/MS/MS) (259) ve ultra performanslı sıvı kromatografisi-tandem kütle 

spektrometrisi (UPLC-MS/MS) (260) gibi tayin yöntemlerinden oluşmaktadır. Bu 

yöntemlerden LC/MS/MS ve UPLC-MS/MS’in daha çok in vivo miktar tayin 

çalışmalarında tercih edilmekle birlikte DHP türevlerinin nanofarmasötik dozaj 

formları ve katı dozaj formlarından in vitro miktar tayini için genellikle HPLC 

miktar tayin yönteminin kullanıldığı görülmektedir. Bu yüzden tez kapsamında 

yapılan çözünürlük, çözünme hızı, formülasyon verimlilik çalışmaları ve hücre 

kültürü çalışmalarında M3’ün miktar tayini için HPLC yöntemi tercih edilmiştir. 

Literatürde DHP türevi etkin maddelerin HPLC miktar tayini yöntemlerinde mobil 

faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su, metanol:asetonitril:pH 3,0 trietilenamin 
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çözeltisi, metanol:su, metanol:pH 4,0 sodyum asetat, asetonitril:pH 4,8 potasyum 

dihidrojen fosfat monobazik (KH2PO4) gibi çözücü sistemlerinin kullanıldığı 

görülmektedir. Ayrıca çalışmaların hemen hemen hepsinde sabit faz olarak C18 kolon 

sistemi kullanılmıştır (66, 80, 83, 223-225). Tez kapsamında yapılan miktar tayin 

çalışmalarında sabit faz olarak C18 kolon sistemi seçilmiş ve farklı HPLC yöntem 

parametreleri ile denemeler yapılarak  (farklı mobil faz bileşimi, akış hızı ve 

enjeksiyon hacmi) madde kromatogramının en uygun şekilde elde edildiği çözücü 

sistemi ile miktar tayini ve validasyon çalışmalarına devam edilmiştir. Yapılan 

denemelerden elde edilen sonuçlara göre M3’ün maksimum absorbans verdiği dalga 

boyu olan 241 nm’de mobil faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su (35:40:25, 

h/h/h) çözücü sistemi seçilmiştir. M3’ün sistemde alıkonma zamanı 7,967 dak. olarak 

saptanmış olup aynı türev etkin maddelerin aynı çözücü sistemi ve çözücü oranları 

ile analiz edildiği literatür çalışmaları ile oldukça yakın olduğu görülmüştür (Bkz. 

Şekil 4.13.). Shaikh ve ark. (247) yapmış oldukları bir çalışmada, nimodipinin  

miktar tayini için geliştirmiş oldukları HPLC miktar tayin yönteminde (mobil faz 

sistemi; metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h), sabit faz sistemi; ARP-C18 

(250mm×4,6 mm, 5µ) kolon, akış hızı; 0,8 mL/dak., enjeksiyon hacmi; 20 µL) 

alıkonma zamanını 8,5 dak. olarak tespit etmiştir.    

Analitik yöntem validasyon çalışmaları Uluslararası Uyum Konseyi (ICH) ve 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 2015 ve 2018’de yayınlanan protokollerde 

belirtilen koşullar dikkate alınarak yapılmış olup doğrusallık, duyarlılık, doğruluk, 

kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik), dayanıklılık ve 

özgüllük gibi ölçütler ile incelenmiş ve sonuçlar istatistiksel olarak 

değerlendirilmiştir (226, 227). M3’ün 0,78-50 µg/mL konsantrasyon aralığında elde 

edilen kalibrasyon doğrusunun (y=35,883x+7,732, R2=0,9999) determinasyon 

katsayısının 1’e oldukça yakın saptanması, geliştirilen analitik yöntemin çalışılan 

konsantrasyon aralığı için pik alanları ve konsantrasyonlar arasında doğrusal bir 

ilişkinin olduğunu ve böylece yöntemin doğrusallık ölçütünü karşıladığını 

göstermiştir. Yöntemin doğruluğu ve farklı üç düzeyde (tekrarlanabilirlik, ara 

kesinlik, tekrar elde edilebilirlik) kesinliği değerlendirildiğinde, çalışılan üç farklı 

konsantrasyon (0,78-6,25-50 µg/mL) için hesaplanan %VK değerlerinin %2’den 

küçük olarak saptanması ile yöntemin doğruluk ve kesinlik ölçütlerini de karşıladığı 
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sonucuna varılmıştır. Geliştirilen yöntemin duyarlılığı saptanabilirlik sınırı (LOD) ve 

tayin edilebilirlik sınırının (LOQ) sırasıyla 0,178 µg/mL ve 0,568  µg/mL olarak 

hesaplanmasıyla gösterilmiştir. Dayanıklılık bulguları incelendiğinde; M3’ün 0,78 

µg/mL, 6,25 µg/mL ve 50 µg/mL konsantrasyonlarındaki çözeltileri hazırlandıktan 

hemen sonra, 4 saat, 12 saat, 24 saat sonunda ve 24 saat boyunca +4 °C’de 

tutulduktan sonra analiz edilmiş ve HPLC analiz sonuçlarından elde edilen verilerden 

yola çıkılarak yapılan istatistiksel  hesaplanmalarda %VK değerlerinin %2’den 

küçük olduğu saptanmıştır. Bu sonuçlar da geliştirilen yöntemin dayanıklılığını 

kanıtlamasının yanı sıra M3’ün analiz süresi boyunca dayanıklı kaldığını 

göstermiştir. Yöntemin özgüllüğünü test etmek için geliştirilen HPLC yöntem 

koşullarında, çözücü ortamı ve formülasyon çalışmalarında kullanılan yardımcı 

maddeler (aseton, PEG 200, poloksamer 188, trehaloz, PG, pullulan, aspartam ve 

FDC yeşili) teker teker analiz edilmiştir. Çözünme ortamı ve kullanılan yardımcı 

maddelerin M3’ün pik verdiği zaman aralığında herhangi bir pik vermediği 

dolayısıyla herhangi bir girişimin söz konusu olmadığı gözlenmiş olup sonuçlar 

yöntemin özgüllük kriterini de karşıladığını göstermiştir.  

5.5. Farklı Yöntem Koşulları ile PVA-M3 Nanokristallerinin 

Hazırlanmasına İlişkin Yapılan Önformülasyon Çalışma Sonuçlarının 

Değerlendirilmesi 

Nanokristal formülasyonlarının hazırlanmasında seçilen etkin madde için en 

uygun yöntemin ve yöntem parametrelerinin belirlenmesi formülasyon çalışmalarının 

temelini oluşturmaktadır. Aşağıdan yukarıya tekniklerin istenilen partikül 

büyüklüğüne ulaşmakta yetersiz kalması, bunun yanı sıra öğütme ve yüksek basınçlı 

homojenizasyon gibi yukarıdan aşağıya tekniklerin her etkin maddeye 

uygulanamaması bu tekniklerin kombinasyonunu gerekli kılmıştır. Çöktürme 

teknolojileri arasında sıvı çözücü-antiçözücü eklenmesi tekniği daha basit bir yöntem 

olmasıyla en sık tercih edilen aşağıdan yukarıya tekniktir. Fakat bu teknolojide 

kullanılan ilaç konsantrasyonu, seçilen stabilizan sistemi, ilaç/stabilizan oranı, 

çözücü ve antiçözücü hacmi, karıştırma hızı, sonikasyon süresi ve gücü ve çöktürme 

sıcaklığı gibi parametreler nihai ürünü önemli derecede etkilemektedir. Ayrıca 

çözücü/antiçözücü oranının, hazırlanan sistemde partikül boyutunu etkileyen en 
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önemli faktörlerden biri olduğu da bilinmektedir (63, 101). Tüm bu nedenlerden 

dolayı önformülasyon çalışmaları ile en iyi yöntem bileşenlerinin belirlenmesi 

gerekmektedir. Bu amaçla tez kapsamında, hazırlanan M3 nanokristallerinin değişen 

yöntem parametrelerine verdiği yanıtın ve istenilen formülasyon çıktılarına 

yakınlığının değerlendirilmesi için bir dizi önformülasyon çalışması yapılmıştır. 

Yapılan formülasyon denemelerini literatür ile daha rahat ve doğru bir şekilde 

kıyaslamak için, ticari DHP’ler ve aynı teknik kullanılarak yapılan çalışmalarda 

stabilizan olarak PVA kullanıldığından PVA tercih edilmiştir. %0,1 PVA’nın 

kullanıldığı denemelerde F6 ve F7 haricindeki formülasyonlarda partikül büyüklüğü 

1000 nm’nin altına indirilememiştir (Bkz. Tablo 4.15.). %0,1 PVA’nın kullanıldığı 

F1 formülasyonunun partikül büyüklüğü santrifüj öncesi ve sonrasında ölçülerek 

santrifüj işleminin gerekliliği incelenmiştir. Santrifüj öncesi 1238,3 ± 2,4 nm olan 

partikül büyüklüğü santrifüj sonrası 1102,3 ± 3,6 nm’ye inmiştir. Temelde 

formülasyon bileşimindeki organik solvan olan asetonun uzaklaştırılması için yapılan 

ultrasantrifüj işleminin PDI ve ZP değerlerini de iyileştirdiği görülmüştür. Farklı 

karıştırma hızlarını (800-400 rpm) kıyaslamak için yapılan F2 formülasyon çıktıları 

(1086,1 ± 0,5 nm) karıştırma hızının partikül büyüklüğünü önemli ölçüde 

etkilemediğini gösterirken (p>0,05), farklı karıştırma sürelerini (2,5-5 dak.) 

kıyaslamak için hazırlanan F3 formülasyon çıktıları (1685,5 ± 0,1 nm) karıştırma 

süresinin artması ile partikül büyüklüğünün arttığını göstermiş olup bu sonuç 

çöktürme sonrası oluşan partiküllerin termodinamik açıdan kararsız olmaları ve 

karışma ile oluşan enerji karşısında kararlı hale geçmek için partikül agregasyonu 

eğiliminde olmaları ile açıklanabilir. Partikül agregasyonu ZP değerlerini önemli 

ölçüde etkilemezken, PDI değerlerinde artışa neden olarak monodispers bir sistemin 

oluşumunu zorlaştırmıştır. Çöktürme sıcaklığının etkisinin incelenmesi amacıyla 

35°C’de üretilen F4 formülasyonunda (1778,6 ± 5,7 nm) sıcaklığın karıştırma 

süresindekine benzer bir etki ile partikül büyüklüğünde yaklaşık 2 kat artışa neden 

olduğu görülmüştür. Farklı sonikasyon güçlerini (200-100 W) kıyaslamak için 

hazırlanan F5 formülasyon çıktıları (1904,9 ± 2,3 nm) ve farklı sonikasyon sürelerini 

(2,5-5 dak.) kıyaslamak için hazırlanan F6 formülasyon çıktıları (811,2 ± 4,4 nm) 

partikül büyüklüğünün artan sonikasyon gücü ve süresi ile azaldığını göstermiş olup 

literatürde aynı hazırlama tekniği ve aynı stabilizan kullanılarak yapılan çalışma 



194 

sonuçları ile uyumlu bulunmuştur (71). Son olarak stabilizan yüzdesinin formülasyon 

çıktılarına etkisini değerlendirmek amacıyla üretilen F8 formülasyonunda (1823,3 ± 

8,5 nm) partikül büyüklüğünün yaklaşık 2 kat arttığı saptanmıştır. Elde edilen tüm bu 

sonuçlar literatür bilgileri ile paralellik göstermekle birlikte M3 nanokristallerinin 

hazırlanmasında yöntem koşulları için karıştırma hızı; 800 rpm, karıştırma süresi; 2,5 

dak., çöktürme sıcaklığı; 10°C’nin altı, sonikasyon gücü; 200 W, sonikasyon süresi; 

5 dak., ilaç konsantrasyonu; 1,25 µg/mL olarak seçilmiştir. Seçilen ilaç 

konsantrasyonuna uygun stabilizan yüzdesinin belirlenmesi için literatür daha geniş 

bir aralıkta ikiden fazla stabilizan yüzdesi denemesinin yapılmasını önermekte olup, 

daha sağlıklı bir sonuca ulaşabilmek için formülasyon çalışmalarının devamında 

stabilizan yüzdesi daha ayrıntılı değerlendirilmiştir.  

5.6. Farklı Stabilizan Türü ve Oranları Kullanılarak M3 Nanokristal 

Formülasyonlarının Hazırlanması  

M3 nanokristallerinin hazırlanmasında kullanılacak yöntem parametrelerine 

ilişkin yapılan önformülasyon çalışmalarından elde edilen sonuçlar, partikül 

büyüklüğünde her ne kadar mikron boyutundan (102,006 ± 7,518 µm) nanometre 

boyutuna (811,2 ± 4,4 nm) düşülebildiğini gösterse de ZP değerlerinin (-7,91 ± 0,241 

mV) istenen değerlere (±30 mV) yakın olmaması hazırlanan sistemlerin stabil 

sistemler olmadığını göstermektedir. Ayrıca daha stabil sistemlerin elde edilmesi 

amacıyla çeşitli kriyoprotektanlar kullanılarak yapılan kurutma işleminden sonra 

partikül büyüklüğü artabilmektedir. Partikül büyüklüğünün kurutma işleminden 

sonra tekrar mikron düzeyine çıkması, hedeflendiği gibi partikül büyüklüğü 

üzerinden çözünürlüğün ve biyoyararlanımın iyileştirilmesi stratejisini olumsuz 

etkileyebileceğinden daha ileri formülasyon çalışmalarında farklı stabilizan türü ve 

stabilizan oranları araştırılmıştır. Bu amaçla; PVA, PVP K30, SoluPlus® gibi 

polimerik stabilizanlar ve poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve SLS gibi yüzey 

aktif madde özelliğindeki stabilizanlar %0,05-0,1-0,5-1-2 (a/h) oranlarında 

kullanılmıştır. 

Farklı stabilizan türü ve oranı ile hazırlanan nanosüspansiyon formülasyonları 

için ortalama partikül büyüklüğü, PDI ve ZP değerlerinin sonuçları incelenmiş olup 

(Bkz. Tablo 4.16.) genel olarak polimerik stabilizanlar (PVA, PVP K30, SoluPlus®), 
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SDC ve SLS ile hazırlanan nanosüspansiyonların partikül büyüklüğünün mikron 

boyutunda olduğu, poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan 

nanosüspansiyonların partikül büyüklüğünün ise nano boyutta olduğu belirlenmiştir. 

Poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan nanosüspansiyonlar için en uygun 

stabilizan oranının  %0,1 ve %1 arasında olup %0,1’den daha düşük ya da %1’den 

daha yüksek oranlarda kullanıldığında partikül büyüklüğünde artış olduğu 

saptanmıştır. Bu durum düşük stabilizan oranı için kullanılan stabilizan miktarının 

sistemde var olan partiküllerin etrafında koruyucu bir sistem oluşturması için yetersiz 

olması nedeni ile agregasyonun oluşmasına ve yüksek stabilizan oranı için ise kristal 

büyümesine bağlanmıştır.  

PDI değeri, partikül büyüklüğü dağılımını yorumlamak için kullanılan bir 

parametredir ve PDI değerinin 0,5'in altında olması dar partikül büyüklüğü dağılımı 

ile birlikte daha monodispers sistemlerin oluşumunu göstermektedir (261). PVP K30, 

poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan tüm nanosüspansiyonlar için PDI 

değerlerinin, dar partikül büyüklüğü dağılımlarını teyit edecek şekilde 0,5'ten düşük 

olduğu belirlenmiştir.  

ZP değerleri, nanosüspansiyonların fiziksel stabilitesini gösteren bir 

parametre olup sistemin uzun süreli stabilitesi stabilizanlar yardımı ile 

sağlanmaktadır. Optimum ZP değerlerinin ± 30 mV civarında olduğu ve daha yüksek 

bir ZP değerinin stabilitede artışa neden olabilmesine karşı toksisite ve 

gastrointestinal tahrişe de neden olabileceği bildirilmiştir (186, 261). Bu yüzden ilaç 

nanokristallerinin hazırlanmasında en kritik aşamalardan birisi stabilizan sisteminin 

türü ve oranının belirlenmesidir. Çünkü stabilizan miktarının yetersiz olması 

durumunda sistemde agregasyon sorunu yaşanırken, fazla olması durumunda ise 

kristal büyümesi (Ostwald Ripening Etkisi; Ostwald olgunlaşması) gibi sorunlar ile 

karşılaşılmaktadır. En uygun stabilizan sistemi ve oranının seçimi genellikle 

deneysel çalışmalarla belirlenmektedir. Bu amaçla tez kapsamında farklı 7 

stabilizanın (PVA, PVP K30, SoluPlus®, poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve 

SLS)  farklı 5 oranı (%0,05-0,1-0,5-1-2) ile çalışılmış ve SoluPlus® (düşük stabilizan 

konsantrasyonları için; %0,05-0,1-0,5), poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile 

hazırlanan nanosüspansiyonların ZP değerlerinin önerilen aralıkta olduğu 

belirlenmiştir. Ancak, bu nanosüspansiyonlarda formülasyon parametreleri ile 
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stabilizan konsantrasyonları arasında doğrusal bir ilişki saptanamamıştır. SoluPlus® 

ile hazırlanan nanosüspansiyon formülasyonlarında ZP değerleri her ne kadar 

istenilen değerlere yakın olsa da, PDI değerlerinin çok yüksek olması ve partikül 

büyüklüğü değerlerinin poloksamerler ile üretilen nanosüspansiyon 

formülasyonlarına kıyasla daha yüksek olması en uygun stabilizan sistemi seçiminde 

elenmesine neden olmuştur. ZP değeri ± 60 mV ve üzerinde olan 

nanosüspansiyonlarda çok iyi bir stabiliteye karşı toksisite ve gastrointestinal tahriş 

gibi sorunların olabileceği, ± 30 mV olan nanosüspansiyonlarda iyi stabilite, ± 20 

mV olanlarda kabul edilebilir stabilite, ± 5 mV altında olanlarda ise hızlı partikül 

agregasyonu sorunu olabileceği bildirilmiştir (178). SDC ve SLS ile hazırlanan 

nanosüspansiyon formülasyonlarında partikül büyüklüğünün yüksek olmasının yanı 

sıra ZP değerlerinin sistemde toksisite ve gastrointestinal tahriş problemlerine neden 

olabilecek kadar yüksek olması bu yüzey aktif madde özelliğindeki stabilizanların da 

en uygun stabilizan sistemi seçiminde elenmesine neden olmuştur. Poloksamer 407 

ile elde edilen formülasyon çıktıları poloksamer 188 ile elde edilen formülasyon 

çıktılarına çok yakın olmakla birlikte daha düşük partikül büyüklüğü ve önerilen ZP 

değerlerine daha yakın ZP değerlerine sahip olması nedeni ile poloksamer 188 en 

uygun stabilizan olarak seçilmiştir. Sonuç olarak optimum nanosüspansiyon 

formülasyonu, %0,5 poloksamer 188 ile hazırlanan nanosüspansiyon (M3-NS) olarak 

belirlenmiş olup bu formülasyon için partikül büyüklüğü ve ZP değeri sırasıyla 431,4 

± 1,2 nm ve -23,7 ± 0,7 mV olarak saptanmıştır. 

5.7. Farklı Kriyoprotektan Türü ve Oranları Kullanılarak M3 

Nanosüspansiyon Formülasyonlarının Kurutulması  

Nanosüspansiyonlarda uzun süre fiziksel ve kimyasal stabilitenin korunması 

ve oral yolla kullanılacak ilaçların tablet, film ya da kapsül gibi katı ilaç formunda 

verilerek hasta uyuncunun artırılabilmesi amacıyla genellikle katı hal tercih 

edilmektedir (153). Tez kapsamında çözünürlük sorunu yaşayan M3’ün NKT ile 

nanosüspansiyonları hazırlanarak çözürlüğünün artırılması stratejisinden sonra daha 

geniş bir hasta popülasyonunu da içine alarak hasta uyuncunun artırılması amacıyla 

ADF formülasyonlarının hazırlanması hedeflenmiştir. Bu yüzden hem katı hal 

stabilitesinin daha yüksek seyretmesi hem de ADF’in hazırlanması amacıyla seçilen 
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optimum nanosüspansiyon formülasyonu (%0,5 poloksamer 188’in kullanıldığı 

nanosüspansiyon; M3-NS) dondurarak kurutma (liyofilizasyon) tekniği ile 

kurutulmuştur.  

Nanosüspansiyonların kurutulması işlemlerinde uygun yöntem koşularının 

seçilmemesinin sistemde güçlü agregatların oluşması ve sistemin tekrar disperse 

edilememesi gibi sorunlar ile sonuçlanabileceği bildirilmiş ve bu sorunlar  sistemin 

kurutulması sonrasında stabilizan sistemlerinin de katı hale geçmesi nedeniyle 

partiküllerin etrafındaki koruyucu etkilerinin azalmasına bağlanmıştır (178). Bu 

yüzden nanosüspansiyonun kurutulması sonuç ürünü etkileyen kritik işlemlerden 

biridir ve uygun yöntemin seçilmesi çok önemlidir. Dondurarak kurutma işleminde 

kurutma prosesi öncesinde formülasyona çeşitli kriyoprotektanlar (sükroz, laktoz, 

trehaloz, maltoz, dekstran ve mannitol gibi suda çözünen şekerler) ilave edilerek 

donmamış sıvı fazın oluşumu, donmuş ve donmamış fazın ayrışması ve sistemde 

agregatların meydana gelmesini engellemektedir. Ayrıca kriyoprotektanlar, nihai 

ürünün partikül büyüklüğünün istenilen boyutta tutulması ve hatta partikül 

büyüklüğünün küçültmesini de sağlamaktadır (153, 178). Fakat bu aşamada 

kullanılan kriyoprotektanın türü ve miktarı oldukça önemlidir. Bu amaçla en sık 

kulanılan kriyoprotektanın mannitol olduğu bildirilmiştir (181).  

Tez kapsamında seçilen optimum formülasyonun dondurularak kurutulması 

aşamasından en uygun kriyoprotektan türü ve oranının belirlenebilmesi amacıyla 

farklı 5 kriyoprotektanın (mannitol, trehaloz, sükroz, dekstran ve dekstroz) farklı 3 

oranı (%1,25-2,5-5) ile çalışılmış olup elde edilen sonuçlar değerlendirilmiştir (Bkz. 

Tablo 4.17.). Seçilen optimum nanosüspansiyon formülasyonunun kriyoprotektan 

kullanılmadan dondurularak kurutulmasından sonra genel olarak partikül büyüklüğü 

ve PDI değerlerinde bir artış ve ZP değerlerinde küçük bir düşüş (547,8 ± 10,3 nm, 

0,545 ± 0,075, -20,1 ± 0,5 mV) olduğu saptanmıştır. Farklı kriyoprotektan türü ve 

oranları kullanılarak hazırlanan M3 nanokristallerinin formülasyon çıktıları 

incelendiğinde, kriyoprotektanların varlığında ZP değerlerinin korunduğu veya 

arttığı ve PDI değerlerinin özellikle düşük kriyoprotektan oranının kullanıldığı 

formülasyonlar haricinde istenilen sınır değer (0,5) altında seyrettiği gözlenmiştir. 

Partikül büyüklüğünün ise, düşük kriyoprotektan oranlarında (%1,25 ve %2,5) 
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artarken, yüksek kriyoprotektan oranlarında (%5) genel olarak azaldığı 

belirlenmiştir. Partikül büyüklüğünün azalması, kullanılan stabilizan ile 

kriyoprotektanın etkileşmesi sonucunda partikül yüzeyinde daha sıkı bir bağ ile 

yerleşmesine bağlanabilir. Sonuç olarak en düşük partikül büyüklüğü (320,2 ± 15,3 

nm) ve en iyi ZP değerinin (-27,4 ± 0,1 mV) elde edildiği %5 trehaloz ile 

dondurularak kurutulmuş M3 nanokristal formülasyonu (M3-NK) optimum 

nanokristal formülasyonu olarak seçilmiştir. Xia ve ark.’nın (71) yapmış olduğu bir 

çalışmada nanoçöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu ile PVA-

nitrendipin nanokristalleri hazırlanmıştır. Seçilen optimum nanokristal formülasyonu 

için stabilizan yüzdesi; %0,15, çöktürme sıcaklığı; 3°C, sonikasyon gücü; 400 W, 

sonikasyon süresi; 15 dak., ilaç konsantrasyonu; 30 mg/mL olarak kullanılmış olup 

elde edilen nitrendipin nanosüspansiyonu herhangi bir kriyoprotektan kullanılmadan 

dondurularak kurutma tekniğine göre kurutulmuştur. Elde edilen nitrendipin 

nanokristallerinin partikül büyüklüğü ve ZP değeri sırasıyla 209 ± 9 nm ve -13,9 ± 

1,9 mV olarak belirlenmiştir. Tez kapsamında üretilen optimum M3 nanokristal 

formülasyonunun formülasyon çıktıları Xia ve ark.’nın (71) yapmış olduğu çalışma 

ile karşılaştırıldığında, (daha düşük bir sonikasyon gücü kullanılmasına rağmen) M3 

nanokristallerinin partikül büyüklüğünün (320,2 ± 15,3 nm) nitrendipin 

nanokristallerinin partikül büyüklüğüne yakın olduğu gözlenmektedir. Buna karşı 

M3 nanokristallerinin ZP değerinin (-27 ± 0,1 mV), nitrendipin nanokristallerinin ZP 

değerinden daha iyi olması seçilen yöntem koşulları ile daha stabil bir sistemin 

hazırlandığını göstermektedir.  

5.8. Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu  

Ağızda dağılan film formülasyonları suya ve çiğnemeye ihtiyaç olmadan 

kullanılabilmeleri, yüksek hasta uyuncu, kolay ve kesin dozlama gibi avantajları 

sayesinde diğer katı dozaj şekillerine alternatif olabilecek potansiyele sahiptir. Bu 

nedenle çözünürlük problemi yaşayan M3’ün NKT ile çözünürlüğünün 

iyileştirilmesinden sonra ADF formülasyonlarının üretilmesi hedeflenmiştir. ADF 

formülasyonlarının hazırlanmasında daha esnek ve homojen, daha tekdüze bir 
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kalınlık ve iyi fiziksel özelliklere sahip ADF’lerin üretilmesine imkan sağlayan 

“çözücü dökme yöntemi” tercih edilmiştir.  

ADF formülasyonlarının hazırlanmasında film yapıcı polimer olarak pullulan, 

nişasta/modifiye nişasta, sodyum aljinat, pektin, jelatin ve polimerize resin gibi doğal 

polimerlerin yanı sıra HPC, HPMC, NaCMC, PVA, Polietilen oksit (PEO), PVP gibi 

sentetik polimerler de kullanılabilmektedir (210, 212, 214). Pullulan, yüzlerce 

patentli uygulaması olan eşsiz, doğal ve biyouyumlu bir polimerdir. Biyolojik olarak 

parçalanabilen pullulanın iyi film oluşturma özelliğine (esnek ve biyoadezif özellikte 

filmlerin üretimi) sahip bir polimer olduğu bildirilmiştir (214-217, 219). Ayrıca 

pullulan suda kolayca çözündüğü ve sulu çözeltilerinin pH’sının 5-7 arasında 

değişmekte olduğu bilinmektedir. Oral uygulama sonrası mukozanın tahriş olmaması 

ve hastalar için kabul edilebilir ADF’lerin üretilmesine olanak sağlayan nötre yakın 

bir pH profiline sahip olması açısından da diğer polimerlere kıyasla üstün bir film 

yapıcı ajandır (229). Literatürde film yapıcı ajan olarak pullulan ile yapılmış çok 

fazla çalışma bulunmamasına rağmen var olan çalışmalar oral yolla alınan ilaçların 

farmasötik dozaj formu haline getirilmesi konusunda oldukça başarılı sonuçların 

alındığını göstermektedir. Takeuchi ve ark. (262) tarafından yapılan bir çalışmada, 

pullulan ile hazırlanan filmlerin uygun film özelliklerini göstermesinin yanı sıra 

oldukça hızlı bir şekilde dağıldığı bildirilmiştir. Sharma ve ark. (233) tarafından 

yapılan başka bir çalışmada, pullulan:pektin (30:70, a/a) karışımı ile hazırlanan 

filmlerin uygun mekanik özelliklere sahip olduğu ve hazırlanan filmlerin 18 sn. gibi 

kısa bir sürede dağıldığı tespit edilmiştir. DHP türevleri ile yapılan bir diğer 

çalışmada ise, etkin maddenin permeabilitesinde anlamlı bir farklılık olmaksızın 

oldukça kısa sürede dağılan ve iyi film özelliklerine sahip ADF formülasyonlarının 

başarılı bir şekilde hazırlandığı bildirilmiştir (198). M3’ün sentez ürünü yeni bir 

molekül olması ve bir sentez döngüsü sonunda çok fazla miktarda üretilememesi 

farklı tür polimerler kullanılarak yapılacak deneme sayısını sınırlandırmış olup DHP 

türevleri ile uyumlu ve iyi film özelliklerine sahip başarılı ADF’lerin hazırlanmasına 

olanak sağlaması nedeniyle M3-ADF formülasyonlarının hazırlanmasında film 

yapıcı ajan olarak pullulan tercih edilmiştir.  
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ADF formülasyonlarının esnekliğinin artırılması ve kırılganlığının azaltılması 

gibi mekanik özelliklerinin iyileştirilmesinden sorumlu olan plastikleştiricilerin 

formülasyon bileşimi için uygun olmaması durumunda filmde çatlama, yarılma ve 

kenardan kopma gibi sorunlar görülmektedir. Plastikleştiricilerin hazırlanan ADF 

formülasyonunun kuruma prosesini etkilemesinin yanı sıra, filmin morfolojik 

özellikleri, yapışkanlığı ve etkin maddenin emilim hızında da etkin rol oynadığı 

bilinmektedir (198, 211, 212). Ayrıca plastikleştiricinin yoğunluğunun nihai filmin 

kalınlığını ve dolayısıyla dağılma süresini etkilediği ve yoğunluk ile film kalınlığı 

arasında doğru bir orantının olduğu bildirilmiştir (211). Kullanılan çözücü ve polimer 

ile geçimli bir plastikleştiricinin seçilmesi ADF formülasyonlarının hazırlanmasında 

en kritik aşamalardan birisidir. Bu nedenle pullulan ile en uyumlu plastikleştiricinin 

seçilmesi için yapılan önformülasyon çalışmalarında; gliserol, sorbitol ve propilen 

glikol ile denemeler yapılmıştır. Yapılan çalışmalarla genel olarak gliserol ile 

hazırlanan ADF’lerin (ADF-1) daha uzun sürede (20 saat) kuruduğu, çok fazla 

yapışkan olup kalıptan çıkarken şekil deformasyonuna uğradığı tespit edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlar ile gliserol bazlı ADF’lerin (ADF-1), beklenen ve istenilen film 

özelliklerini tam olarak taşımadığı belirlenmiştir. Sorbitol ile hazırlanan ADF’lerin 

(ADF-2) homojen ve iyi yayılabilir özellikte olmalarına rağmen oldukça sert ve 

kırılgan yapıda olmaları, kalıptan çıkarken kırılarak parçalanmaları istenilen film 

esnekliğine sahip olmadıklarını göstermektedir. Propilen glikol ile hazırlanan 

ADF’lerin (ADF-3) ise homojen, iyi yayılabilir özellikte, esnek ve uygun sertlikte 

olduğu bulunmuştur. Kalıptan çok rahat çıkmalarının yanında herhangi bir şekil 

deformasyonuna uğramamaları nedeni ile etkin maddeli ADF’lerin hazırlanması için 

plastikleştirici madde olarak propilen glikol seçilmiştir. Ayrıca elde edilen filmlerin 

kalınlığı incelendiğinde, gliserol (gliserol yoğunluğu; 1,26 g/cm3) ile hazırlanan 

ADF’lerin daha kalın olduğu tespit edilirken propilen glikol (propilen glikol 

yoğunluğu; 1,04 g/cm3) ile hazırlanan ADF’lerin daha ince olduğu tespit edilmiş 

olup elde edilen sonuçların literatür bilgileri ile uyumlu olduğu görülmektedir (211). 

Literatür bilgileri doğrultusunda propilen glikol’ün en uygun plastikleştirici olarak 

seçilmesi ile daha uygun mekanik ve morfolojik özelliklerin yanı sıra daha iyi 

dağılma ve çözünme profillerinin de elde edileceği düşünülmektedir.  
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Hazırlanan optimum ADF formülasyonları (M3-ADF) üzerinde kütle 

tekdüzeliği, kalınlık, yüzey pH’sı, nem tayini, içerik tekdüzeliği, dağılma testleri, 

mekanik kontroller gibi karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. 

M3-ADF formülasyonlarının kütle tekdüzeliği testi sonuçlarına göre (Bkz. 

Tablo 4.19.) ortalama kuru film ağırlığı 79,05 ± 1,3 mg olarak belirlenmiş ve genel 

olarak film ağırlıklarının 76,7-81,1 mg arasında olduğu tespit edilmiştir. Avrupa 

Farmakopesi’nde belirtilen koşullara göre (Bkz.Tablo 3.6.) hazırlanan M3-ADF’lerin 

kütle tekdüzeliği için alt sınır 71,15 mg ve üst sınır 86,96 mg olarak hesaplanmış 

olup hazırlanan ADF'lerin bireysel ağırlıklarındaki sapmaların, Avrupa 

Farmakopesi’nde belirtilen sınırlar içinde olduğu ve kütle tekdüzeliği için belirtilen 

koşulları sağladığı görülmektedir. İlgili literatür incelendiğinde hazırlanan ADF 

formülasyonlarının ağırlıklarının kullanılan hazırlama tekniği, formülasyon bileşimi 

ve ADF boyutuna göre farklılık göstermekte olup  genel olarak 10-170 mg arasında 

değiştiği görülmektedir (198, 207-209, 211). Şahin ve ark. (207) tarafından yapılan 

bir çalışmada fosinopril sodyum içeren pullulan bazlı optimum ADF 

formülasyonlarının ağırlıklarının yaklaşık olarak 90 mg ve Pezik ve ark. (198) 

tarafından yapılan başka bir çalışmada amlodipin besilat içeren pullulan bazlı 

optimum ADF formülasyonlarının ağırlıklarının ise yaklaşık 135 mg olduğu 

bildirilmiştir. Elde edilen sonuçlar pullulan ile hazırlanan ADF  formülasyonları için 

hesaplanan değerlere yakın olup literatür ile uyumlu bulunmuştur (198, 207).  

ADF formülasyonlarının kalınlığı, homojen ve tekdüze bir üretimin yanı sıra 

doz orantısallığı, filmin dağılması ve etkin maddenin çözünmesi açısından oldukça 

önemli bir parametredir. İdeal bir ADF, ince ve esnek olmasının yanında 

paketlemeye izin verecek ve hastaya ulaşana kadar bütünlüğünü koruyacak kadar 

dayanıklı olmadır (205, 207). Çözücü dökme yönteminde genellikle çözücü 

uçurulduktan sonra filmin orta ve kenar kısımlarındaki kalınlıklarında yüksek 

sapmalar meydana gelebilmektedir. Bunun nedeni orta kısımlarda çözücünün daha 

hızlı ve rahat buharlaşması ve hazırlanan yaş ADF kütlesinin kalıplara manuel olarak 

aktarılıp etüve yerleştirilmesi nedeni ile filmin kenar kısımlarının orta noktalara 

oranla daha kalın olmasıdır. Bu durum lietratürde “coffee ring effect” olarak ifade 

edilmektedir (263). Bu yüzden ADF’lerin kalınlıklarının tespit edilmesinde tek bir 
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nokta ölçümü yerine farklı 5 nokta (orta ve 4 farklı kenar) ölçümü ile elde edilen 

sonuçların gerçeğe daha yakın değerler sunacağı düşünülmekte ve önerilmektedir. 

Tekrarlı kalınlık ölçümleri ile elde edilen maksimum %BSS değerlerinin %5’in 

altında olması gerektiği bildirilmiştir (209, 264). Hazırlanan M3-ADF 

formülasyonlarının kalınlık kontrolleri ilgili literatürün önerdiği şekilde (Bkz. Bölüm 

3.2.7.) gerçekleştirilmiş olup elde edilen sonuçlara (Bkz. Tablo 4.20.) göre 

hazırlanan ADF formülasyonlarının kalınlığı 129 ± 0,003 µm ve %BSS değeri 

%1,989 olarak saptanmıştır. Film oluşturucu polimer olarak pullulan kullanılan 

benzer çalışmalarda optimize edilmiş formülasyonlar için film kalınlıkları 70 µm 

(265), 100 µm (233) ve 116 µm (207) olarak tespit edilmiştir. Ayrıca literatürde 

ortalama film  kalınlığının 5-200 µm arasında olması gerektiği bildirilmiş olup elde 

edilen sonuçların literatür ile benzer ve uyumlu olduğu görülmektedir (209, 211, 

229).  

Tükürük pH’sının 5,8 ve 8,4 aralığında değişmekte olup ADF 

formülasyonlarının kullanım sonrası dağılması ve çözünmesi ile oluşan asidik ya da 

bazik pH’nın oral mukozayı yakından etkilediği bilinmektedir. İdeal bir ADF’in 

yüzey pH’sının oral mukozayı tahriş etmemesi ve dolayısıyla hastalar için kabul 

edilebilir olması için nötral pH’ya yakın olması istenmektedir (214, 265, 266). 

Hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının ortalama yüzey pH’sı 6,29 ± 0,10 olarak 

saptanmıştır (Bkz. Tablo 4.21.). Film oluşturucu polimer olarak pullulan kullanılan 

benzer çalışmalarda optimum ADF formülasyonları için yüzey pH’sı 5,88 (198) ve 

6,54 (207) olarak tespit edilmiştir. Elde edilen yüzey pH bulgularının literatüre 

benzer olmasının yanında nötral pH’ya yakın olması, hazırlanan ADF’lerin biyolojik 

ortam pH’sına  uyumlu olduğunu göstermektedir. 

ADF formülasyonları, suyun plastifiye edici etkisinden ötürü nem varlığında 

kuruma ve kırılmaya karşı korunmaktadır. Bu yüzden nem içeriği ADF’lerin 

mekanik özelliklerini ve stabilitesini doğrudan etkilemekte olan ve tespit edilmesi 

gereken en önemli kalite kontrol parametrelerinden biridir. Doğal bir polimer olan 

pullulanın nem içeriğinin (% loss on dying) %6 olduğu bildirilmiştir (229). 

Hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının nem içeriği kontrolü Bölüm 3.2.7.’de 

anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiş olup %6,58 olarak saptanmıştır. Elde edilen nem 
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içeriğinin in vivo kullanım için uygun olduğu görülmüştür. Gorle ve Patil (267), 

HPMC ile hazırlanan ve amlodipin besilat içeren ADF formülasyonlarının nem 

içeriğinin %4,88-7,38 aralığında olduğunu bildirmiştir. Film yapıcı polimer olarak 

pullulan kullanılan benzer çalışmalarda ise, ortalama nem içeriği %4,59 (207) ve 

%9,28 (198) olarak tespit edilmiştir. 

ADF formülasyonlarının önformülasyon çalışmalarında karşılaşılan en 

önemli sorunlardan biri içerik tekdüzeliğinin sağlanamamasıdır. İçerik tekdüzeliği 

doz homojenliğinin en önemli göstergesi olmakla birlikte bu problemin üstesinden 

gelebilmek için literatürde tekli dozlara bölünmüş plastik kalıpların kullanılması ile 

oldukça başarılı sonuçlar elde edilmiştir (198, 207). Bu nedenle M3-ADF 

formülasyonlarının üretilmesinde tekli dozlara bölünmüş plastik kaplar kullanılmış 

olup içerik tekdüzeliği çalışmaları Bölüm 3.2.7.’de belirtildiği gibi yapılmış ve 

farmakope gerekliliklerine uygunluk açısından değerlendirilmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının içerik tekdüzelikleri %91,96-

%102,84 arasında tespit edilmiş olup ortalama içerik tekdüzeliği ve %BSS değerleri 

sırasıyla 95,36 ± 3,15 ve %3,3 olarak saptanmıştır (Bkz. Tablo 4.22.). Ayrıca 

Amerikan Farmakopesi’nde belirtilen koşullara göre yapılan hesaplamalar sonucunda 

M3-ADF’ler için kabul değeri 10,7 olarak tespit edilmiştir (202). Hazırlanan her bir 

M3-ADF formülasyonundaki ilaç miktarı, Amerikan Farmakopesi’nde ticari bir DHP 

türevi olan amlodipin besilat için verilen limit değerler olan % 90-% 110 aralığında, 

%BSS değeri % 6’dan küçük ve kabul değeri 15’in altında olarak saptanmıştır. 

Sonuç olarak elde edilen bulgular ile hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının 

farmakopeye uygunluğu gösterilmiştir.  

İdeal bir ADF formülasyonunun üretiminden hasta tarafından alınıncaya 

kadar geçen süreçte bütünlüğünü koruyacak mekanik özelliklere sahip olması 

istenmektedir. Avrupa Farmakopesi’nde ideal bir ADF’in sahip olması gereken 

mekanik özellikler için "hasar görmeden ambalajlanmaya karşı uygun mekanik 

dayanıklılığa sahip olmak" gibi genel bir ifade kullanılmıştır (201). Hoffman ve ark. 

(205) uygun mekanik özelliklerin bir göstergesi olarak ADF’in yüksek bir % uzama, 

orta derecede bir gerilme direnci ve düşük bir elastik modülüs değerlerine sahip 

olması gerektiğini bildirmiştir. Ayrıca yüksek katlanma dayanıklılık değerinin ADF 
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formülasyonu için güçlü bir mekanik mukavemeti gösterdiği bilinmektedir (198, 204, 

268). Elde edilen sonuçlara göre (Bkz. Tablo 4.23.) hazırlanan M3-ADF 

formülasyonlarının % uzama, elastik modülüs ve gerilme direnci değerleri sırasıyla 

%420,38 ± 9,44, 0,216 ± 0,02 MPa, 6,29 ± 0,25 MPa olarak saptanmıştır. Ayrıca 

rastgele seçilerek test edilen tüm M3-ADF formülasyonlarında katlanma direnci 

sayısı 200’den yüksek olarak belirlenmiştir. Akman ve ark. (211) tarafından yapılan 

bir çalışmada, didenozin içeren ADF formülasyonları üretilmiş ve yapılan mekanik 

kontroller sonucunda üretilen ADF’lerin %uzama, elastik modülüs ve gerilme direnci 

değerlerini sırasıyla; %9,79-49,29 arasında, 0,019-0,490 MPa arasında ve 0,219-

7,940 MPa arasında tespit edilmiştir. Bülbül ve ark.’nın (208) yapmış olduğu başka 

bir çalışmada da, ketiapin fumarat içeren ADF formülasyonları üretilmiş ve üretilen 

ADF’ler üzerinde çeşitli mekanik kontroller yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar 

hazırlanan ADF’lerin % uzama değerlerinin %5,013-6,333 arasında, gerilme direnci 

değerlerinin 2,120-3,650 N/cm2 arasında ve katlanma direnci değerlerinin ise 5,0-

11,83 arasında olduğunu göstermiştir. Film yapıcı polimer olarak pullulan kullanılan 

benzer çalışmalarda ise, sırasıyla % uzama, elastik modülüs ve gerilme direnci 

değerleri %89,62, 9,45 MPa, 4,5 MPa (207) ve %124, 97,84 MPa, 6,65 MPa (198) 

olarak tespit edilmiştir. M3-ADF formülasyonlarının mekanik özellikleri 

literatürdeki pullulan bazlı çalışma sonuçları ile kıyaslandığında çok daha yüksek 

%uzama, yakın gerilme direnci ve daha düşük elastik modülüs değerlerinin elde 

edilerek daha iyi mekanik özelliklere sahip ADF’lerin üretildiği sonucuna varılabilir. 

Katlanma direnci sonuçları ise literatürdeki sonuçlara benzer bulunmuştur (198, 

207).  

Bir ADF formülasyonunun mekanik olarak dirençli olmasının yanı sıra ağızda 

hızlı bir şekilde dağılması ve içerdiği etkin maddeyi hızlı bir şekilde salıvermesi 

istenmektedir (205, 207). ADF formülasyonunun hazırlanmasında kullanılan 

polimerin fizikokimyasal özelliklerinin ADF’lerin dağılma süresinde önemli bir rol 

oynadığı bilinmektedir (198, 269). Kulkarni ve ark. (270) pullulan ve HPMC E15 

olmak üzere farklı polimerler kullanarak yapmış oldukları bir çalışmada pullulan ile 

elde edilen ADF’lerin istenen film özelliklerini taşımasının yanı sıra en kısa dağılma 

süresine sahip olduğunu tespit etmiş ve pullulanı diğer polimer ile kıyaslayarak “en 

iyi film oluşturucu polimer” olarak tanımlamıştır. Bu nedenle film yapıcı polimer 
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olarak pullulan kullanılarak hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının dağılma 

sürelerinin literatür bilgileri ışığında kısa olması beklenmektedir. M3-ADF 

formülasyonlarının dağılma süresi testleri, literatürde önerildiği gibi “Petri Kabı 

Yöntemi ve “Damla Yöntemi” olmak üzere iki farklı yöntem kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Biyolojik ortamın tam olarak taklit edilebilmesi ve aradaki farkın 

tespit edilebilmesi amacıyla dağılma testleri distile su ortamının haricinde pH 5,7 

yapay tükürük ortamı için de aynı koşullarda gerçekleştirilmiş ve sonuçlar 

kıyaslanmıştır. Yapılan çalışmalarda petri kabı yöntemi için petri kabı çalışma 

boyunca çalkalanmadan sabit tutularak ADF’lerin tamamen parçalandığı/dağıldığı ve 

damla yöntemi için ADF’de bir deliğin oluştuğu zamana kadarki süreler dikkate 

alınmıştır. M3-ADF formülasyonlarının dağılma testi bulgularına (Bkz. Tablo 4.24 

ve Tablo 4.25.) göre; genel olarak yapay tükürük ortamında yapılan çalışma 

verilerinin distile su ortamında yapılan çalışma verilerinden daha yüksek olduğu 

tespit edilmekle birlikte veriler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanamamıştır (p>0,05). Distile su ortamında ADF’lerin dağılma süresi petri kabı 

yöntemine göre 21,3 ± 2,3 sn ve damla yöntemine göre 12,7 ± 0,9 sn olarak 

belirlenmiştir. pH 5,7 yapay tükürük ortamında ise ADF’lerin dağılma süresi petri 

kabı yöntemine göre 23,0 ± 1,2 sn ve damla yöntemine göre 14,5 ± 0,5 sn olarak 

hesaplanmıştır.  Avrupa Farmakopesi’ne göre; ağızda dağılan tabletler ve liyolize 

tozlar için dağılma süresi 3 dak.’dan az olmalıdır (201). Kullanılan dağılma testi 

cihazı her ne kadar ağız boşluğundaki fizyolojik koşulları tam olarak taklit etmese de 

dağılma süresi için belirtilen sınır değerlerin genellikle ADF’ler için kullanılabildiği 

belirtilmiştir (205). Buna göre M3-ADF formülasyonları için belirlenen dağılma 

süresi değerlerinin Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen sınır değerin altında olduğu 

görülmektedir.  

ADF formülasyonlarının dağılma ve çözünme profillerinin öngörülmesinde 

dağılma testleri fikir vermesi açısından büyük bir öneme sahip olsa da bu dozaj 

formları için dağılma ve çözünme prosedürlerinin güçlükle ayırt edilebildiği 

bildirilmiştir (207, 209). Şahin ve ark.’nın (207) yapmış olduğu bir çalışmada 

fosinopril sodyum içeren ADF’lerin dağılma testleri standart olması açısından 

farmakopelerde konvansiyonel tablet ve kapsüller için verilen testler temel alınarak 

gerçekleştirilmiştir. Ancak dağılma testleri sırasında ıslanmanın gerçekleştiği an 
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ADF’lerin şeffaf hale gelmesi nedeniyle dağılma sürelerinin tam olarak ayırt 

edilemediği ve bu testin ortam hacmi açısından da ağız boşluğunun doğal koşullarını 

tam olarak yansıtmadığı sonucuna varılmıştır. Sonuç olarak ADF’lerin dağılma 

testleri literatürde verilen iki farklı yöntem (petri kabı yöntemi ve damla yöntemi) 

kullanılarak gerçekleştirilmiş olup fosinopril sodyum içeren pullulan bazlı ADF’lerin 

dağılma süreleri damla yöntemine göre; 27 sn ve petri kabı yöntemine göre 75 sn 

olarak tespit edilmiştir. Film yapıcı polimer olarak pullulanın kullanıldığı başka bir 

çalışmada ise, amlodipin besilat içeren ADF’lerin dağılma süreleri damla yöntemine 

göre; 28,8 sn ve petri kabı yöntemine göre 51,3 sn olarak saptanmıştır (198). Shelke 

ve ark. (271) yapmış oldukları bir başka çalışmada da, film yapıcı polimer olarak 

sodyum aljinatın kullanıldığı amlodipin besilat içeren ADF formülasyonlarının 142 

sn’de dağıldığını bildirmiştir. Tez kapsamında üretilen M3-ADF formülasyonlarının 

literatürde belirtilen çalışmalara kıyasla daha kısa sürede dağılması, NKT ile M3’ün 

doygunluk çözünürlüğünün artırılmasının ilacın dağılma ve çözünme profilini de 

iyileştirmesine bağlı olabileceği düşünülmektedir.  

5.9. Caco-2 Permeabilite Çalışmalarında Kullanılan Nanokristal ve 

Ağızda Dağılan Film Formülasyonlarının Fizikokimyasal Özelliklerinin 

Değerlendirilmesi 

5.9.1. Taramalı Elektron Mikroskop Analizi 

Nanokristal formülasyonlarının yüzey özelliklerinin, partikül şeklinin ve 

partikül boyutu dağılımının belirlenmesi için genellikle SEM ve transmisyon 

elektron mikroskop (TEM) gibi görüntüleme yöntemleri kullanılmaktadır (168, 272, 

273). Nanokristal formülasyonlarının kurutulması sonucu sistemde meydana 

gelebilecek agregasyon ile partikül boyutu büyümesi SEM ile 

görüntülenebilmektedir (168, 273). Ayrıca ADF formülasyonlarının yüzey 

özelliklerinin yanı sıra enine kesit görüntüleri de SEM ile tespit edilebilmektedir 

(198). Bu yüzden M3, poloksamer 188, fiziksel karışımlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK 

ve M3-ADF’ye ait morfolojik analizler farklı büyütme oranlarında (100x, 200x, 

250x, 1000x, 2000x, 2500x, 3000x, 5000x, 6000x, 7500x, 10,000x, 20,000x ve 

50,000x) SEM ile yapılmıştır.   
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M3’e ait farklı büyütme oranlarındaki (2500x, 5000x ve 7500x) SEM 

görüntülerinde uzun ince çubuk şeklinde kristal yapıdaki partiküllerin varlığının yanı 

sıra kaba plaka şeklinde büyük partiküllerin de varlığı görülmektedir (Bkz.Şekil 

4.3.). 10 µm ve 100 µm aralığında saptanan partikül boyutu verileri, “Malvern 

Mastersizer2000” cihazı ile elde edilen partikül boyutu ölçüm verileriyle benzerlik 

göstermektedir. Nanokristal formülasyonlarında kullanılan poloksamer 188’in SEM 

görüntülerinde ise, literatür ile uyumlu olmakla birlikte tamamen küresel ve büyük 

polimerik yapısına kanıt olacak şekilde 40-1000 µm aralığında partikül boyutuna 

sahip partiküllerin olduğu görülmektedir (Bkz.Şekil 4.22.) (274). M3 ve poloksamer 

188’i içeren FK-1 için elde edilen SEM görüntülerinde (Bkz.Şekil 4.23.) poloksamer 

188’in sahip olduğu küresel partiküllerin yanı sıra poloksamer 188’in poröz 

açıklıkları içinde M3’ün partikül şekline benzer partikül görüntüleri dikkat çekmiştir. 

Bu görüntüler etkin maddenin stabilizan madde olarak kullanılan poloksamer 188 

partiküllerinin poröz boşluklarında konumlanarak kaplanma eğilimini açıkça 

göstermektedir.  

Çöktürme ve ultasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu ile hazırlanan M3-

NK formülasyonlarının (Bkz.Şekil 4.25.) farklı büyütme oranlarında (200x, 1000x, 

2000x, 2500x, 5000x, 60000x ve 10,000x) incelenen SEM görüntülerinde 1000 

nm’nin altında yuvarlak-yassı tekdüze partiküller görülmektedir. Literatürde 

nanosüspansiyon hazırlama yöntemlerinde uygulanan işlemler (sıcaklık, basınç, 

çarpma ve itme kuvvetleri) ve liyofilizasyon işlemi sonrasında etkin madde 

partiküllerinin küresel hale gelebileceği bildirilmiştir (168, 178). Uzun ince çubuk 

görünümlü kristal yapıdaki M3 partiküllerinin M3-NK formülasyonları içinde daha 

tekdüze ve yuvarlak halde olması formülasyon hazırlama işlemleri sonrasında 

partiküllerin kristal halden amorf hale geçişi ile ilişkilendirilmiştir. Bu katı hal 

karakteristiğinin değişimini, DSC analiz termogramında etkin madde erime pikinin 

ve XRD analiz difraktogramında herhangi bir pikin gözlenmemesi bulguları da 

desteklemektedir.  

M3-NK, aspartam ve pullulanı içeren FK-2’nin (Bkz.Şekil 4.24.) SEM 

görüntülerinde yuvarlak-yassı M3-NK partikülleri ve ince uzun ipliksi pullulan 

partikülleri oldukça net görülmektedir. Pullulanın SEM görüntülerindeki ince ağsı 
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yapısı literatür ile uyumlu bulunmuştur (275, 276). M3-ADF formülasyonlarının 

yüzey görüntüleri (Bkz.Şekil 4.26.) incelendiğinde herhangi bir çizik, kristal veya 

aglomerasyon olmaksızın olduça homojen ve pürüzsüz bir görüntünün yanı sıra film 

yapıcı polimer olarak kullanılan pullulan molekülleri arasındaki çapraz bağlar da 

açıkça görülmektedir. Bu çapraz bağlar ADF formülasyonlarında yüksek mekanik 

mukavemetten ve filmin dayanıklılığından sorumlu olmakla birlikte elde edilen 

sonuçlar hazılanan M3-ADF formülasyonlarının iyi mekanik özelliklerini de 

desteklemiştir. Film yüzeyinde herhangi bir kristal yapının görülmemesi, literatürde 

ADF formülasyonu içindeki etkin maddenin amorf halde olabileceğine atfedilmiştir 

(198). Literatür bilgileri ışığında M3-ADF formülasyonları için kristal partikül 

görüntülerine rastlanmaması, M3-NK içindeki etkin maddenin amorf durumda 

olduğu sonucunu desteklemiştir. M3-ADF formülasyonlarının sıvı azot kullanılarak 

özel bir teknikle numune hazırlama işleminden sonra yapılan SEM analizleri sonucu 

elde edilen kesitsel görüntülerinde (Bkz. Şekil 4.27.) filmlerin ağızda hızlı 

dağılmasını destekler nitelikte homojen, yüksek gözenekliliğe ve yüzey alanına sahip 

olduğu görülmektedir. Kabaş ve ark. (168) yapmış oldukları bir çalışmada; ultra 

turaks, bilyeli değirmen ve yüksek basınçlı homojenizasyon yöntemlerinin 

kombinasyonu ile rivaroksaban nanokristallerini hazırlamış ve elde edilen SEM 

görüntüleri ile kristal yapıdaki etkin madde partiküllerinin nanokristal 

formülasyonlarında düzensiz küresel şekilli partiküller şeklinde görüntülendiğini 

bildirmiştir. Taşhan ve ark.’nın (277) yapmış olduğu bir diğer çalışmada ise, yüksek 

basınçlı homojenizasyon yöntemi ile ziprasidon nanosüspansiyonları hazırlanmış ve 

elde edilen SEM görüntülerinde etkin maddeye ait kristal yapının 

nanosüspansiyonlarda küresel bir yapıya dönüştüğü ve daha homojen bir partikül 

dağılımı görüldüğü tespit edilmiştir (278).  

5.9.2. Diferansiyel Taramalı Kalorimetri Analizi 

Formülasyon çalışmaları sırasında oluşabilecek etkileşimler ve polimorfik 

değişimler, DSC analizleri ile gözlenebilmektedir (178). DSC analizleri erime 

endotermlerindeki ve ekzotermlerdeki kaymaları ve karşılık gelen reaksiyon 

entalpilerindeki varyasyonları tespit ederek formülasyondaki ilacın fizikokimyasal 

durumu hakkında bilgi vermektedir (198). M3’ün kristal yapısı ve termal 
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özelliklerindeki değişimin incelenmesi amacıyla bazı yardımcı maddeler 

(poloksamer 188 ve pullulan), hazırlanan formülasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve 

bu formülasyonlarda kullanılan yardımcı maddeleri içeren fiziksel karışımlar (FK-1 

ve FK-2) için DSC analizleri yapılmıştır.  

Literatürde bildirildiği gibi kristal yapıdaki maddeler DSC termogramlarında 

karakteristik keskin ve genellikle şiddetli bir erime piki verirken amorf yapıdaki 

maddeler herhangi bir pik vermemekte veya geniş ve yayvan pike benzer bir görüntü 

vermektedir (168, 178, 279, 280).  M3’ün DSC termogramında (Bkz.Şekil 4.4. ve 

Şekil 4.34.) 196,79°C’de endotermik bir pik gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

M3’ün DSC termogramında verdiği pikin ticari DHP’lerinkine benzer olmasının 

yanında etkin maddenin kristal yapısını doğrulamıştır (66, 174, 177).  

Poloksamer 188’in DSC termogramı (Bkz. Şekil 4.28 ve Şekil 4.34.) 

incelendiğinde 55,59°C’de keskin bir pik verdiği görülmekte olup sonuçlar literatür 

ile uyumlu bulunmuştur (178, 281). M3 ve poloksamer 188’i içeren FK-1’in DSC 

termogramı incelendiğinde (Bkz. Şekil 4.29 ve Şekil 4.34.) ise, 55,77°C’de keskin 

fakat poloksamer 188’inkine kıyasla daha düşük şiddette endotermik bir pik verdiği 

ve M3’ün erime pikinin kaybolduğu görülmüştür. Etkin madde pikinin 

kaybolmasının FK-1 bileşimindeki M3 miktarının düşük olması ve poloksamer 

188’in etkin maddeyi kaplamasına bağlı olarak gerçekleştiği düşünülmektedir. FK-

1’in SEM görüntülerinde poloksamer 188’in sahip olduğu poröz yapılar içindeki 

etkin madde partiküllerinin varlığı da bu sonucu destekler niteliktedir.  

Fu ve ark. (175) yapmış oldukları bir çalışmada, mikroçöktürme ve yüksek 

basınçlı homojenizasyon yöntemleri ile nimodipin nanokristal formülasyonları 

hazırlamıştır. DSC analizleri sonucu elde edilen termogramlardaki etkin madde 

pikinin fiziksel karışım ve nanokristal formülasyonlarının termogramlarında 

kaybolmasını formülasyonlara yüklenen ilaç miktarının çok düşük olması ve 

DSC’nin bu ilaç kristallerini belirleyebilecek kadar hassas olmamasına ve kristal 

yapıdaki ilacın poloksamer F127 içinde çözünmüş olabileceğine dayandırmıştır.  

Çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu ile hazırlanan 

nanokristal formülasyonlarının DSC termogramları incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.30. 
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Şekil 4.34 ve Şekil 4.35.) M3’ün DSC termogramında gözlenen keskin ve şiddetli 

erime pikinin kaybolduğu, 47,97°C ve 280,64°C’de düşük şiddette iki erime pikinin 

var olduğu gözlenmiştir. 47,97°C’de gözlenen düşük şiddetli endotermik pikin biraz 

kaymakla birlikte formülasyon içinde etkin madde ile etkileşmeyen serbest 

poloksamer 188 moleküllerine ve 280,64°C’de gözlenen endotermik pikin ise biraz 

kaymakla birlikte nanosüspansiyonların liyofilizasyonunda kullanılan trehaloz 

moleküllerine ait olabileceği düşünülmektedir. Jackson ve ark. (282) yapmış 

oldukları bir çalışmada pik kaymasının nedenini Gibbs-Thomson eşitliğine göre 

hidrodinamik yarıçaptaki azalmanın Gibbs serbest enerjisini arttırmasına bağlamıştır. 

Bazı ilaçların nanokristal hazırlama işlemleri (yüksek basınçlı homojenizasyon, 

ultrasonikasyon ve öğütme) sırasında kristal yapılarını korurken bazı ilaçların ise 

amorf hale dönüşebildiği bilinmektedir. (83, 168). Literatür bilgileri ışığında 

nanokristal formülasyonlarında etkin maddenin vermiş olduğu yerde herhangi bir 

erime pikinin gözlenmemesinin ilacın poloksamer 188 ile kaplanmasına, 

formülasyon içinde düşük miktarda olmasına ve amorf hale dönüşmesine bağlı 

olabileceği düşünülmektedir. M3-NK’nın SEM görüntülerinde ince uzun partikül 

görüntülerinden ziyade daha yuvarlak ve tekdüze yapıların varlığı ve XRD 

difraktogramlarında herhangi bir pikin gözlenmemesi de etkin maddenin M3-NK 

formülasyonu içinde kristal yapıdan ziyade amorf yapıda olduğunu desteklemektedir.  

Gulsun ve ark., (99) hazırladıkları furosemid nanosüspansiyonlarının DSC 

analizleri sonucunda elde edilen termogramlardaki etkin madde pikinin (210°C)  

kaybolmasını etkin maddenin sürfaktanlar ile tamamen kaplanmasına dayandırmıştır. 

Chalikwar ve ark. (83) yapmış oldukları bir çalışmada, nimodipin’in 125°C’deki 

erime pikinin katı lipid nanopartikül formülasyonlarının termogramlarında 

kaybolmasını etkin maddenin formülasyon içinde amorf halde olmasına bağlamıştır. 

Xia ve ark.’nın (71) yapmış olduğu bir diğer çalışmada ise, DSC bulguları 

neticesinde nitrendipin nanosüspansiyonlarında kristal yapının korunduğu 

bildirilmiştir.  

Pullulanın DSC termogramı (Bkz. Şekil 4.31. ve Şekil 4.35.) incelendiğinde 

322,73°C’de endotermik bir pik verdiği görülmekte olup sonuçların literatür ile 

uyumlu olduğu tespit edilmiştir (198). M3-NK, aspartam ve pullulanı içeren FK-
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2’nin DSC termogramı (Bkz. Şekil 4.32. ve Şekil 4.35.) incelendiğinde ise, karışımın 

292,39°C'de düşük şiddette endotermik bir pik verdiği, bu pikin biraz kaymış 

olmakla birlikte M3-NK’nın erime piki (280,64°C) ile benzer olduğu görülmüştür. 

Çözücü dökme yöntemine göre hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının DSC 

termogramlarında (Bkz. Şekil 4.33 ve Şekil 4.35.) M3-NK’nın erime pikinin 

kaybolması ve 320,68°C’de pullulanın erime pikine benzer geniş ve düşük şiddetli 

endotermik bir pikin varlığı  M3-NK’nın ADF içinde film oluşturucu polimer olan 

pullulan ile kaplandığını göstermiştir. Pezik ve ark. (198) yapmış oldukları bir 

çalışmada, amlodipin besilat içeren pullulan bazlı ADF formülasyonları hazırlamış 

ve elde edilen optimum formülasyonların DSC termogramlarında 202,95°C’de 

gözlenen etkin madde pikinin kaybolmasını etkin maddenin pullulan ile tamamen 

kaplanmasına dayandırmıştır.   

Elde edilen tüm DSC analiz sonuçları nanokristal formülasyonu ve ADF 

formülasyonu hazırlamak için kulanılan yöntemlerin (çöktürme ve ultrasonikasyon, 

çözücü dökme) M3’ün yapısını ve termal davranışlarını etkilediğini göstermiştir. 

5.9.3. X-Işını Kırınımı Analizi  

XRD analizleri maddelerin kristal veya amorf yapılarının aydınlatılmasında 

sıklıkla tercih edilen bir analiz yöntemidir. XRD analizlerinde madde üzerine 

gönderilen X-ışınının herhangi bir saçılım gösterip göstermemesine bağlı olarak elde 

edilen difraktogram pikleri yorumlanmaktadır. Amorf yapıdaki maddelerin harhangi 

bir saçılım piki göstermezken kristal yapıdaki maddelerin kristal örgüsüne spesifik 

tekrarlanabilir bir pik deseni verdiği bilinmektedir. Kristal yapıların raf ömürleri 

boyunca amorf yapılara kıyasla daha dayanıklı olmasına karşın amorf yapıların 

çözünme profillerinde daha iyi bir artış sağlaması formülasyon çalışmaları açısından 

yapının aydınlatılması gerekliliğini doğurmuştur. Özellikle amorf yapıların sistem 

içinde zamanla kristal yapıya geçme eğiliminin sistemin termodinamik açıdan 

dayanıklılığı, çözünürlüğü ve salım profili gibi birçok özelliğini etkileyebileceğinden 

formülasyon çalışmaları açısından oldukça önemlidir (168, 283).  

Nanokristal ve ADF formülasyonlarında bulunan M3’ün kristal yapıda olup 

olmadığının, var olan kristal yapıda herhangi bir azalma olup olmadığının ve olası bir 
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kristal - amof yapı dönüşümünün tespit edilebilmesi amacıyla M3, poloksamer 188, 

pullulan, hazırlanan formülasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve bu formülasyonlarda 

kullanılan yardımcı maddeleri içeren fiziksel karışımlar (FK-1 ve FK-2) için XRD 

analizleri yapılmıştır. M3’ün XRD difraktogramı incelendiğinde özellikle 7° 

civarında gözlenen keskin pikin ve 5-20° aralığında gözlenen tekralı pik deseninin 

varlığı ticari DHP’lere benzerlik göstermekle birlikte etkin maddenin kristal yapısını 

işaret etmektedir (Bkz.Şekil 4.5. ve Şekil 4.42.) (66, 71, 174, 257). Poloksamer 

188’in XRD difraktogramında (Bkz.Şekil 4.36. ve Şekil 4.42.) 19,14° ve 23,33°’de 

tespit edilen iki şiddetli pik literatür ile uyumlu bulunmuş olup yapının kristal 

olduğunu göstermektedir (280). M3 ve poloksamer 188’i içeren FK-1’in XRD 

difraktogramı incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.37. ve Şekil 4.42.), poloksamer 188’e ait 

piklerin aynı yerde ve aynı şiddette yer aldığı görülürken M3’e ait piklerden sadece 

7° civarında gözlenen keskin pik, şiddeti azalmış bir şekilde görülmektedir. M3’ün 

diğer piklerinin gözlenmemesi ve gözlenen pik şiddetinin azalması FK-1 içinde 

bulunan M3’ün poloksamer 188’e kıyasla çok daha az miktarda olmasına 

bağlanmaktadır. Çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin kombinasyonu ile 

hazırlanan M3-NK formülasyonlarının XRD difraktogramlarında (Bkz.Şekil 4.38. ve 

Şekil 4.42) 10° ve 25° aralığında çok küçük şiddette gözlenen piklerin haricinde 

şiddetli herhangi bir kırınım piki gözlenmemiş olup bu sonuç sistem içindeki etkin 

maddenin amorf yapıya dönüşmesi ile ilişkilendirilmiştir. SEM ve DSC analiz 

bulguları da bu sonucu destekler niteliktedir. 10° ve 25° aralığındaki oldukça düşük 

şiddetli pik desenin ise nanosüspansiyonların liyofilizasyonu sırasında kullanılan 

trehalozun pik deseni ile (Bkz. Şekil 4.44.) örtüşmekte olduğu için trehaloz 

moleküllerine ait olduğu düşünülmektedir (284).  

Pullulanın XRD difraktogramında (Bkz.Şekil 4.39 ve Şekil 4.43) yapının 

amorf olduğunu kanıtlar nitelikte herhangi bir kırınım piki gözlenmemiştir ve elde 

edilen difraktogram literatür ile uyumlu bulunmuştur (285). M3-NK, pullulan ve 

aspartamı içeren FK-2’nin XRD difraktogramı (Bkz. Şekil 4.40., Şekil 4.43. ve Şekil 

4.44.) pullulanın X-ışını kırınımı deseni ile örtüşmektedir. Fakat grafik üzerinde 10°-

25° aralığında olup 23,33°’deki diğerlerine kıyasla daha şiddetli olmak üzere çok 

küçük şiddette piklerin varlığı dikkat çekmiştir. Bu piklerin hemen hemen hepsi M3-

NK formülasyonlarında da gözlenmiş olup nanosüpansiyonların kurutulması 
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amacıyla kullanılan trehaloz molekülüne ait olduğu düşünülmektedir. Trehalozun 

XRD kırınım pikleri ile FK-2’nin XRD difraktogramı üst üste çakıştırıldığında (Bkz. 

Şekil 4.44.) piklerin neredeyse birebir hepsinin FK-2’nin difraktogramındaki  piklere 

karşılık gelmesi bu sonucu destekler niteliktedir. Ayrıca literatürde trehaloz’un 23°-

24° arasında daha şiddetli bir pik olmakla birlikte 12°-26° aralığında tekrarlı pik 

desenleri verdiği bildirilmiştir (284). M3-ADF formülasyonlarının XRD 

difraktogramı incelendiğinde (Bkz. Şekil 4.41. ve Şekil 4.44.) pullulan ve FK-2’ile 

benzer fakat daha az şiddette yayvan bir grafik görüntüsü elde edilmiş olup herhangi 

bir kırınım piki gözlenmemiştir. Ayrıca FK-2’de gözlenen piklerinin de kaybolduğu 

görülmekte olup tüm bu sonuçlar film içinde bulunan M3-NK’nın amorf yapısı ile 

ilişkilendirilmiştir. SEM ve DSC bulguları da M3-NK içindeki etkin maddenin amorf 

yapısını desteklemektedir.  

5.9.4. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopi Analizleri 

FT-IR analizleri formülasyon bileşimindeki maddelerin etkileşiminin ve 

kullanılan yardımcı maddelerin etkin maddenin kimyasal stabilitesi üzerine etkisinin 

incelenmesinde kullanılan analizlerdir. FT-IR analizleri ile bileşiklerin yapılarındaki 

fonksiyonel gruplar, yapıdaki bağların durumu, bağlanma yerleri ve yapının aromatik 

ya da alifatik olup olmadığı belirlenebilmektedir. Etkin maddeye ait yapısal 

değişikliklerin incelenebilmesi için M3, poloksamer 188, trehaloz, pullulan, 

aspartam, hazırlanan formülasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve bu formülasyonlarda 

kullanılan yardımcı maddeleri içeren fiziksel karışımlar (FK-1 ve FK-2) için FT-IR 

analizleri yapılmıştır.  

M3’ün FT-IR spektrumunda 3311,32 - 3249,59 - 2969,71 - 2157,05 - 1652,82 

- 1589,12 - 1518,94 - 1486,54 - 1469,28 - 1435,16 - 1378,21 - 1330,73 - 1293,97 - 

1277,79 - 1217,98 - 1141,81 - 1113,61 - 1067,32 - 984,82 - 958,15 - 834,91 - 769,95 

- 739,40 - 694,88 - 638,84 cm-1’de görülen karakteristik pikler molekülün sahip 

olduğu fonksiyonel gruplar (3300 cm-1 ve 3200 cm-1 civarında hidroksil (O-H) ve 

amin (N-H) bağlarına ait gerilim bantları; 1600-1500 cm-1'de karbonil (C=O) ve çift 

bağ (C=C) gerilim bantları; 1300- 1000 cm-1 civarında ester grubunun güçlü (C-O) 

gerilim bantları; 1000 cm-1 ve 800 cm-1 civarında p-disübstitüe benzen gerilim 

bantları) ile uyumlu bulunmuştur (Bkz.Şekil 4.6. ve Şekil 4.53). Ayrıca M3'e ilişkin 
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elde edilen FT-IR spektrumunda karakteristik fonksiyonel gruplara ait piklerin ticari 

DHP türevlerininkine benzer olduğu görülmektedir (66, 174). Poloksamer 188’in FT-

IR spektrumu incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.45. ve Şekil 4.53.) tespit edilen 

karakteristik gerilim bantlarının sırasıyla 2881,25 cm-1’deki O-H (hidroksil) ve 

1060,29 cm-1’deki C-O (karbonil) gruplarına ait bantlar olduğu görülmüş olup elde 

edilen sonuçlar literatür ile uyumlu bulunmuştur (286, 287). Trehalozun FT-IR 

sperktrumunda (Bkz.Şekil 4.46.) ise literatür verilerini destekler nitelikte 3266,38 

cm-1’deki O-H (hidroksil) ve 996,13 cm-1’deki C-O (ester grubunun güçlü bağları) 

gruplarına ait gerilim bantları görülmüştür (288). M3 ve poloksamer 188’i içeren 

FK-1’in FT-IR spektrumunda (Bkz.Şekil 4.47. ve Şekil 4.53.) 2883,35 - 1341,77 - 

1060,4 - 961,27 - 841,69 cm-1’de görülen karakteristik gerilim bantlarının 

poloksamer 188’in spektrumundaki gerilim bantları (2881,25 - 1341,96 - 1060,29 - 

961,61 - 841,76 cm-1) ile neredeyse aynı yerde olduğu tespit edilmiştir. Bunun 

yanında 3308,26 - 1655,28 ve 1589,75 cm-1’deki gerilim bantlarının M3’ün 

spektrumundaki gerilim bantları ile (3311,32 - 1652,82 ve 1589,12 cm-1) örtüşmesi 

nedeniyle M3’deki fonksiyonel gruplara ait olduğu düşünülmektedir. Bu gerilim 

bantlarının düşük şiddette gözlenmesi XRD ve DSC analizlerinde olduğu gibi FK-1 

içinde bulunan M3’ün poloksamer 188’e kıyasla çok daha az miktarda olmasına 

bağlanmaktadır. Sonuç olarak, FK-1’in FT-IR spektrumunun bileşimindeki 

maddeleri yansıttığı tespit edilmiştir. Çöktürme ve ultrasonikasyon yöntemlerinin 

kombinasyonu ile hazırlanan M3-NK formülasyonlarının FT-IR spektrumunda 

(Bkz.Şekil 4.48., Şekil 4.53. ve Şekil 4.54.) 3305,77 cm-1’de M3’e ait ve 2890,76 cm-

1’de poloksamer 188’e ait karakteristik bantlar görülmüştür. Elde edilen tüm bu 

sonuçlar M3’ün kullanılan stabilizan ile herhangi bir etkileşiminin olmadığını ve 

nanokristal bileşiminin yanı sıra hazırlama tekniğinin M3’ün kimyasal stabilitesi 

üzerinde görünen herhangi bir etkisinin olmadığını göstermiştir. 

Pullulanın FT-IR spektrumu incelendiğinde (Bkz.Şekil 4.49. ve Şekil 4.54.) 

tespit edilen karakteristik gerilim bantlarının sırasıyla 3326,46 cm-1’deki O-H 

(hidroksil), 1638,18 cm-1’deki C=O (karbonil) ve 995,34 cm-1’deki C-O (ester 

gruplarına ait güçlü bağ)  gruplarına ait bantlar olduğu görülmüş olup elde edilen 

sonuçlar literatür ile uyumlu bulunmuştur (285). Aspartamın FT-IR spektrumunda 

(Bkz.Şekil 4.50.) ise literatür verilerini destekler nitelikte 3321,61 cm-1’deki O-H 
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(hidroksil) ve N-H (amin), 1736,04 - 1664,80 - 1536,07 cm-1’deki C=O (karbonil) ve 

C=C (çift bağ), 1360,16 cm-1’deki C-O (ester gruplarına ait güçlü bağ) ve 697,56 cm-

1’deki disübstitüe benzen gruplarına ait gerilim bantları görülmüştür (289). M3-NK, 

pullulan ve aspartamı içeren FK-2’nin FT-IR spektrumu incelendiğinde (Bkz. Şekil 

4.51. ve Şekil 4.54.) M3-NK’dan farklı olarak 1736,06 ve 1664,98 cm-1’deki gerilim 

bantları dikkat çekmiştir. Bu bantların M3-NK bileşiminde bulunan aspartamdaki 

fonksiyonel gruplara ait olduğu gerilim bantlarının (1736,04 - 1664,80 cm-1) hemen 

hemen aynı olmasından anlaşılmaktadır. Çözücü dökme yöntemine göre hazırlanan 

M3-ADF formülasyonlarının FT-IR spekturumu incelendiğinde (Bkz. Şekil 4.52. ve 

Şekil 4.54.) ise M3-NK ve pullulanın spektrumlarını yansıttığı görülmüş olup ve 

ADF formülasyonu üretim tekniğinin hazırlanan M3-NK ve M3’ün kimyasal 

stabilitesi üzerinde görünen herhangi bir etkisinin olmadığını göstermiştir. 

5.10. Stabilite Çalışma Sonuçlarının Değerlendirilmesi  

İlaç şekillerinin tasarımında ve geliştirilmesinde dikkat edilmesi gereken en 

önemli unsurlardan birisi dozaj formu içindeki etkin maddenin ve sonuç ürünün 

stabilitesidir. Bir ilacın dayanıklı olması, üretim, depolama, nakil, saklama ve 

kullanım süresi boyunca üretildiği tarihteki özelliklerinin önceden belirlenmiş 

sınırlar içinde kalması en önemli kalite göstergelerinden biridir. 

M3-ADF formülasyonlarının kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları 

Bölüm 3.2.8.’de (Bkz. Bölüm 3.2.8.) belirtildiği şekilde 30 gün boyunca 

gerçekleştirilmiş olup periyodik aralıklar (0, 15. ve 30. gün) ile alınan örnekler 

morfolojik özellikleri, kütle tekdüzeliği, kalınlık değerleri, yüzey pH’ı, nem tayini, 

içerik tekdüzeliği ve dağılma (petri kabı yöntemi ve damla yöntemi) süreleri analiz 

edilerek ADF karakterizasyon özellikleri açısından değerlendirilmiştir. M3-NK 

yüklü pullulan bazlı ADF’lerin ağırlık bulguları haricindeki diğer karakterizasyon 

çalışma bulgularında istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmaksızın belirlenen 

süre boyunca 40°C ± 2 °C ve %75 ± 5 nem koşullarında stabil olduğu saptanmıştır 

(Bkz.Tablo 4.32.).  

Kütle tekdüzeliği bulgularına göre, başlangıçta 79,05 ± 1,3 mg olan filmlerin 

ortalama ağırlığı, 15. gün sonunda 80,59 ± 1,6 mg ve 30. gün sonunda ise 81,74 ± 1,6 
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mg olarak belirlenmiştir (Bkz. Tablo 4.26). 0. gün, 15. gün ve 30. gün kütle 

tekdüzeliği sonuçları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olup olmadığı 

“Tek Yönlü Varyans Analizi (One Way ANOVA)” ile test edilmiştir. Faklı grupların 

belirlenmesi amacıyla ise “Tukey HSD Yöntemi” kullanılmıştır. Tek yönlü varyans 

analiz sonuçları ADF formülasyonlarının farklı zamanlardaki ağırlık sonuçları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunduğunu (p<0,05) gösterirken Tukey 

HSD Yöntemi bu farkın 0. gün-15. gün ve 0. gün-30. gün arasında olduğunu, 15. gün-

30. gün arasında anlamlı bir fark bulunmadığını göstermiştir. Sonuçlar ağırlık 

değişkenliğinin 30 gün sonunda belli bir noktada sabitlendiğini göstermiş olup film 

ağırlığındaki değişme, filmlerin % nem oranlarındaki artış ile ilişkilendirilmiştir. 

Stabilite çalışmaları sonuncunda elde edilen kütle tekdüzeliği bulguları Avrupa 

Farmakopesi’ne uygunluk açısından değerlendirilmiştir. Avrupa Farmakopesi'ne 

göre; film ağırlığı 80 mg’dan az ise; ikiden fazla filmin ağırlığının ortalama film 

ağırlığının %10 sapma değerinden fazla olmaması ve hiçbir filmin ağırlığının bu 

%sapma değerinin iki katından fazla olmaması gerekmektedir. Film ağırlığı 80 mg 

ve 250 mg arasında ise aynı kriterler sapma değeri %7,5 değerine göre 

değerlendirmelerilmelidir. M3-ADF formülasyonlarının üretilir üretilmez yapılan 

karakterizasyon çalışmaları ağırlıklarının 80 mg’dan az (79, 05 ± 1,3 mg)  olduğunu 

göstermiş olup Avrupa Farmakopesi gereklilikleri %10 sapma değerleri temel 

alınarak değerlendirilmiştir. Stabilite çalışmaları sonuçlarına göre 15. gün (80,59 ± 

1,57 mg) ve 30. gün (81,74 ± 1,56 mg) film ağırlıkları 80 mg’dan yüksek olduğu için 

%7,5 sapma değerleri temel alınarak hesaplamalar yapılmıştır. Her üç zaman noktası 

için de elde edilen değerlerin farmakope gerekliliklerini sağladığı saptanmıştır (Bkz. 

Tablo 4.26.). 

Film kalınlık bulgularına göre, başlangıçta 0,129 ± 0,003 mm olan filmlerin 

ortalama kalınlığı 15. gün sonunda 0,130 ± 0,002 mm ve 30. gün sonunda ise 0,130 ± 

0,003 mm olarak ölçülmüştür (Bkz. Tablo 4.27). 15. gün ve 30. gün için %BSS 

değerleri sırasıyla %1,853 ve %1,946 olarak hesaplanmıştır. Ortalama film kalınlık 

bulguları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmaz iken (p>0,05) %BSS 

değerlerinin de %5’in altında olduğu görülmektedir.  
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Başlangıçta %6,58 olan M3-ADF formülasyonlarının % nem bulguları 15. ve 

30. gün sonunda sırasıyla %6,72 ve %6,92 olarak ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlara 

göre filmlerin az da olsa nem değerlerinde artış gözlenmiş olup filmlerin biraz 

yapışkan hale gelmesi ve ağırlık değerlerindeki anlamlı artışın, filmlerin % nem 

oranının artmasına bağlı olarak gerçekleşmiş olabileceği düşünülmektedir. Kısa 

süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları kapsamında filmlerin elde edilen yüzey pH 

bulguları (Bkz. Tablo 4.28.) bağlangıçtaki değerlerine (6,29 ± 0,10) kıyasla 

değerlendirilmiştir. 15. gün ve 30. gün sonunda filmlerin yüzey pH değerleri sırasıyla 

6,22 ± 0,06 ve 6,19 ± 0,09 olarak ölçülürken günler arasında istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi fark saptanmamıştır (p>0,05).  

M3-ADF formülasyonlarının içerdiği % ortalama ilaç miktarları 15. ve 30. 

gün sonunda sırasıyla %93,97 ± 2,44 ve %95,2 ± 3,74 olarak hesaplanmış olup içerik 

tekdüzeliği bulguları arasında da istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit 

edilmemiştir (p>0,05). Elde edilen içerik tekdüzeliği sonuçları (Bkz. Tablo 4.29.) 

farmakope gerekliliklerine uygunluk açısından değerlendirilmiştir. Buna göre; 

hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının 15. ve 30. gün sonunda içerik tekdüzelikleri 

sırasıyla %90,46-%96,99 ve %90,01-103,41 arasında tespit edilmiş olup %BSS 

değerleri sırasıyla %2,6 ve %3,9 olarak saptanmıştır (Bkz. Tablo 4.29.). Ayrıca 

Amerikan Farmakopesi’nde belirtilen koşullara göre yapılan hesaplamalar sonucunda 

15. ve 30. gün  için kabul değerleri 10,99 ve 12,28 olarak tespit edilmiştir (202). 

Stabilite çalışma sonuçlarına göre her bir zaman noktası için hazırlanan her bir M3-

ADF formülasyonundaki ilaç miktarı, Amerikan Farmakopesi’nde ticari bir DHP 

türevi olan amlodipin besilat için verilen limit değerler olan % 90 - % 110 aralığında, 

%BSS değeri % 6’dan küçük ve kabul değerleri 15’in altında olarak saptanmıştır. 

Sonuç olarak, elde edilen bulgular hazırlanan M3-ADF formülasyonlarının belirlenen 

süre boyunca farmakope gerekliliklerini de sağlayarak kısa süreli stabilitesini 

koruduğunu göstermektedir.  

Stabilite çalışmaları kapsamında M3-ADF formülasyonlarının distile su ve 

pH 5,7 yapay tükürük sıvısı ortamlarında, petri kabı yöntemi ve damla yöntemi 

olmak üzere iki farklı yönteme göre dağılma süreleri tespit edimiştir (Bkz. Tablo 

4.30. ve Tablo 4.31.). Elde edilen sonuçlar, her ortam için farklı zaman süreleriyle (0. 
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gün-15. gün ve 30. gün) kendi içinde ve her zaman noktası için farklı ortamlar 

arasında kıyaslanmıştır. Genel olarak her iki ortam için de zamanla dağılma 

sürelerinde çok az bir azalış gözlenirken bu azalışın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı ve farklı ortamlar arasında da anlamlı bir farkın bulunmadığı sonucuna 

varılmıştır (p>0,05). Distile su ile yapılan dağılma testi sonuçlarına göre 15. ve 30. 

gün dağılma süreleri; petri kabı yöntemine göre; 20,5 ± 2,8 sn ve 19,3 ± 1,5 sn ve 

damla yöntemine göre; 11,2 ± 1,1 sn ve 11,5 ± 1,7 sn olarak ölçülmüştür (Bkz. Tablo 

4.30.). pH 5,7 yapay tükürük sıvısı ile yapılan dağılma testi sonuçlarına göre ise 

15.ve 30.gün dağılma süreleri; petri kabı yöntemine göre; 20,5 ±2,8 sn, 19,3 ± 1,5 sn 

ve damla yöntemine göre; 11,2 ± 1,1 sn,  11,5 ± 1,7 sn olarak saptanmıştır (Bkz. 

Tablo 4.31.). Stabilite çalışmaları sonucu elde edilen tüm bulgular, hazırlanan M3-

ADF formülasyonlarının 40°C ± 2°C ve %75 ± 5 nem koşullarında 30 gün boyunca 

stabilitesini farmakope sınırları içinde koruduğunu göstermiştir.  

5.11. Hücre Kültürü Çalışma Sonuçlarının Değerlendirilmesi  

Hücre kültürü çalışmaları, biyolojik ortamı taklit eden hücrelerin ve buna 

bağlı olarak in vivo fizyolojik ortam için gerçeğe yakın sonuçların elde edilebilmesi 

sayesinde pahalı, zaman alıcı ve etik kurul izni gerektiren in vivo hayvan deneyi 

çalışmalarına alternatif çalışmalar olarak son zamanlarda sıklıkla tercih edilmektedir 

(290). Hücre kültürü çalışmaları ilaçların taşınması (membran geçişleri) ve 

metabolizasyonunun belirlenmesinin yanı sıra çeşitli inhibitörlerin ve diğer 

metabolik faktörlerin incelenmesine de olanak sağlamaktadır (237, 291, 292).  

İlaç molekülleri biyolojik ortama alındıktan sonra uygulama yoluna bağlı 

olarak farklı fiziksel bariyer ve ortamlar ile karşılaşmaktadır. Bir ilacın dokuya 

geçerken karşılaşacağı ilk bariyer sıkıca dizilmiş hücrelerden oluşan tekli veya çoklu 

hücre tabakaları olduğu için hücre kültürü çalışmalarında seçilecek olan hücre 

kültürü modelinin çalışmaya uygun fiziksel bariyer ve biyokimyasal ortamı temsil 

ediyor olması oldukça önemlidir (237, 292). Caco-2 hücreleri belli bir büyüme 

prosesinden sonra (yarı-geçirgen membranlar üzerine ekildikten yaklaşık 21-28 gün 

sonra), apikal ve bazolateral bölgeleri içeren tek katmanlı polarize tabaka formunu 

almaktadır. Ayrıca Caco-2 hücrelerinin fırçamsı yapıdaki mikrovillileri, sıkı 
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kavşakları, P-gp ve çeşitli efflux pompa ve enzimlerine sahip olması, hücrelere ince 

bağırsağın yapısını taklit edebilme özelliği kazandırmıştır (293).  

Oral yolla uygulanan ilaçların biyoyararlanımının belirlenmesinde 

gastrointestinal kanaldan geçiş (permeabilite) anahtar faktörlerden biri olup bir etkin 

maddenin geçirgenlik derecesinin belirlenmesinde farklı ölçüm yöntemleri 

kullanılabilmektedir (239). Tez çalışmaları kapsamında bu amaçla önerilen 

yöntemlerden “epitel kültür hücrelerinin tekli tabakasında permeasyon çalışmaları” 

tercih edilmiş ve bu amaçla Caco-2 hücreleri ile çalışılmıştır.  

5.11.1. M3’ün Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemi’ndeki Yerinin 

Tespit Edilmesi  

M3’ün in vitro permeabilite çalışmalarında kullanılacak güvenli dozun 

belirlenebilmesi amacıyla yapılan sitotoksisite çalışma sonuçlarında, DMSO 

kontrolleri için yüzde arttıkça her ne kadar hücre canlılığında azalma görülse de 

saptanan bu azalma  istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). Artan M3 

konsantrasyonları için ise, DMSO kontrollerinde olduğu gibi hücre canlılığında 

azalma saptanmış olup 200 µg/mL ve 1000 µg/mL ilaç konsantrasyonları arasında 

anlamlı bir fark tespit edilmiştir (p<0,05). Fakat hem DMSO kontrolleri hem de M3 

için tüm dozlarda/yüzdelerde hücre canlılığının %80’den yüksek olması, seçilecek 

her ilaç dozu ve DMSO yüzdesi için Caco-2 hücreleri üzerinde toksik bir etkinin 

gözlenmeyeceğini işaret etmektedir (Bkz. Tablo 4.33. ve Şekil 4.58.). Sitotoksisite 

çalışmaları M3’ün BCS’deki yerinin tespiti için yapılacak ön permeabilite 

çalışmalarında 200 µg/mL ve 1200 µg/mL arasında herhangi bir ilaç dozunun 

seçilebileceğini göstermiştir. Bu nedenle hem Caco-2 hücrelerinde toksik bir etkiye 

neden olmaması hem de kılavuzun önerdiği üzere M3’ün geçirgenlik çalışmalarında 

kullanılmak üzere 360 µg/mL’lik M3 dozu (en yüksek tek terapötik doza sahip olan 

ticarileşmiş aynı türev etkin maddenin dozunun (Nifedipin’in en yüksek oral 

terapötik dozu = 90 mg) 250 mL (yaklaşık bir bardak su hacmi)’ye bölünmesiyle 

elde edilen konsantrasyon değeri) seçilmiştir.  

M3’ün BCS’deki yerinin tespiti için yapılacak transport çalışmalarına 

başlamadan önce büyütülen Caco-2 hücrelerinin tek tabaka hücre bütünlüğünün 
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değerlendirilmesi amacıyla TEER değerleri ölçülmüş ve genel olarak 200-1000 

ohm.cm2 arasında tespit edilmiştir. Literatürde TEER değerleri ve gastrointestinal 

epitel hücrelerin tek tabaka bütünlüğü arasında bir ilişki olduğu bildirilmiştir. 2000 

ohm.cm2’nin üzerinde TEER değerine sahip olan epitel hücreler “sıkı”; 50-100 

ohm.cm2 arasında TEER değerine sahip olan epitel hücreler “gevşek” ve 300-400 

ohm.cm2 arasında TEER değerine sahip olan hücreler ise “orta sıkı” epitel hücreler 

olarak sınıflandırılmıştır (234-237). Biyolojik ortamın tam olarak taklit edilebilmesi 

amacıyla TEER<400 ohm.cm2 olan hücreler transport çalışmalarında 

kullanılmamıştır. Transport çalışmaları sonucunda elde edilen bazolateral örnekleri 

valide HPLC miktar tayin yöntemi ile analiz edilmiş ve M3’ün permeabilite katsayısı 

(Papp) 2,17 (± 0,07) x 10-7 cm/sn olarak hesaplanmıştır.  

CDER tarafından 2017 yılında yayınlanan kılavuzda permeabilite 

katsayılarından yola çıkarak ilaç geçirgenliğinin  değerlendirilmesine ilişkin açık ve 

net ifadelerin (laboratuvarlar arası değişkenlikler ve deney prosedürlerinin farklılık 

göstermesi sebebi ile) yer almaması nedeniyle değerlendirmeler literatür bilgilerine 

dayandırılarak yapılmıştır. Artursson ve ark. (294) yapmış oldukları bir çalışmada in 

vivo biyoyararlanım bulguları ile in vitro permeabilite katsayısıları (Papp) arasında iyi 

bir korelasyon olduğunu bildirmiştir. Lennernas ve ark. (295) tarafından yapılan bir 

diğer çalışmada ise farklı emilim mekanizmalarına (pasif geçiş ve taşıyıcı aracılı 

geçiş) sahip ilaçların Caco-2 hücre kültürü çalışmaları ve in vivo biyoyararlanım 

çalışmalardan elde edilen sonuçlar karşılaştırımıştır. Elde edilen bulgular naproksen, 

metoprolol gibi pasif geçişle emilen lipofilik ilaçlar için her iki yöntemle tayin edilen 

permeabilite katsayılarının karşılaştırılabilir olduğunu göstermiştir.  

Yee, (296) yapmış olduğu bir çalışmada etkin maddeleri Caco-2 

hücrelerinden permeabilitelerine göre zayıf (oral absorpsiyon yüzdesi %0-20; Papp< 

1x10-6 cm/sn), orta (oral absorpsiyon yüzdesi %20-70; Papp: 1-10x10-6 cm/sn) ve iyi 

(oral absorpsiyon yüzdesi %70-100; Papp>10x10-6 cm/sn) derecede emilen maddeler 

olarak sınıflandırmıştır. Kogan ve ark. (297) yapmış olduğu bir çalışmada genel 

olarak Papp değeri 1x10−6 cm/sn’den daha düşük olan maddelerin; düşük geçirgenliğe, 

1x10−5 cm/sn’den küçük olan maddelerin; orta geçirgenliğe ve 1x10−5 cm/sn’den 

büyük olan maddelerin ise yüksek geçirgenliğe sahip olduğunu bildirmiştir. 
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Yazdanian ve ark. (298) ise; permeabilite katsayısı 0,4x10-6 cm/sn değerinin altında 

olan moleküllerin oral emilimlerinin çok zayıf, 7x10-6 cm/sn değerinin üstünde olan 

moleküllerin ise oral emilimlerinin çok iyi olduğunu belirtmiştir. Tüm bu kriterler 

temel alındığında M3’ün (Papp = 2,17 (± 0,07)x10-7 cm/sn<1x10-6 cm/sn ve 

Papp=2,17(± 0,07)x10-7 cm/sn<0,4x10-6 cm/sn) çoğu ticarilerileşmiş DHP türevinden 

farklı olarak (Ticarileşmiş birçok DHP türevi Sınıf 2’de yer almaktadır) düşük 

geçirgenliğe sahip olduğu tespit edilmiştir (Bkz. Tablo 4.34.). 

BCS’ne göre hemen salım sağlayan sistemlerde kullanılan ilaçların 

absorpsiyon hızı ve oranı, ilacın vücut sıvılarındaki çözünürlüğüne ve intestinal 

permeabilitesine bağlıdır. Bu özelliklere göre ilaçlar dört ana sınıfta 

değerlendirilmiştir. Yüksek çözünürlük/yüksek permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 1; 

düşük çözünürlük/yüksek permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 2; yüksek 

çözünürlük/düşük permeabilite gösteren ilaçlar, Sınıf 3 ve düşük çözünürlük/düşük 

permeabilite gösteren ilaçlar ise, Sınıf 4’de yer almaktadır (298). Çözünürlük ve 

permeabilite çalışma bulgularına göre M3’ün düşük çözünürlük ve düşük 

permeabilite özelliklerine sahip olması nedeni ile BCS’nde Sınıf 4’de yer aldığı 

düşünülmektedir.  

5.11.2. Farklı Stabilizanların M3 Nanosüspansiyon Formülasyonlarının 

İn Vitro Sitotoksisite Profili Üzerine Etkisinin Değerlendirilmesi 

Nanokristal formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan farklı 

stabilizanların M3 nanosüspansiyonlarının hücre canlılığı üzerine etkisini 

değerlendirmek amacıyla yapılan hücre kültürü çalışma bulguları genellikle tüm 

örnekler (M3 ve %0,5 stabilizan içeren M3 nanosüspansiyonları) için uygulama dozu 

arttıkça hücre canlılığının azaldığını göstermiştir (Bkz. Tablo 4.35 ve Şekil 4.59.). 

Tüm uygulama süreleri için (24 saat, 48 saat ve 72 saat) M3’ün 250 μg/mL uygulama 

dozunda hücre canlılığının %40’ın altında saptanmış olması M3’ün yüksek dozlarda 

hücreler üzerindeki sitotoksisitesini doğrulamıştır. SLS hariç tüm stabilizanlarla 

hazırlanan nanosüspansiyon formülasyonları için hücre canlılığının M3'e kıyasla 

daha yüksek olduğu görülmektedir. PVA ve PVP K30 ile hazırlanan 

nanosüspansiyon formülasyonlarında yüksek dozlarda hücre canlılığı %80'in altına 

düşerken, en iyi sonuçlar poloksamer 188, poloksamer 407 ve SoluPlus® ile 
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hazırlanan nanosüspansiyon formülasyonlarında elde edilmiştir. Poloksamerler 

kullanılarak hazırlanan nanosüspansiyonlarda en düşük partikül boyutlarının 

saptanmasının yanı sıra en iyi sitotoksisite profilinin elde edilmesi bu stabilizanların 

hücre zarında oluşan gözenekleri kapatarak hücre onarım mekanizmalarında rol 

oynaması ile ilişkilendirilmiştir (299-301). Ayrıca kullanılan maksimum DMSO 

yüzdesinde (%1,25) bile hücre canlılığının %80'in üzerinde olması kullanlıan DMSO 

miktarlarının hücreler üzerinde ciddi bir toksik etkiye neden olmadığını göstermiştir 

(Bkz. Tablo 4.35. ve Şekil 4.60.). 

5.11.3. M3 Nanokristal Formülasyonlarının Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve 

A549 Hücrelerinin İn Vitro Hücre Canlılığı Üzerine Etkisinin Değerlendirilmesi  

Literatürde yapısında DHP halkası taşıyan bileşiklerin çok sayıda farklı 

farmakolojik özelliklerine işaret edilmiştir. Vazodilatör, bronkodilatör, antiaritmik, 

antitüberküloz, antioksidan ve antitrombotik aktiviteler sergileyen DHP’lerin ayrıca 

antikanser, antibakteriyel ve antiviral aktiviteler de sergilediği bildirilmiştir (10, 

241). Martin ve ark. (242) sentezledikleri bazı 1,4-DHP türevlerinin protein tirozin 

kinaz inhibitörü etki göstererek çeşitli kanser tiplerinin tedavisinde 

kullanılabileceğini göstermiştir. Zhang ve ark., (243) yapmış oldukları bir çalışmada 

sentezlemiş oldukları steroidal DHP türevlerinin farklı hücre hatları üzerinde 

antikanser etkinliklerini incelemiş ve bazı bileşiklerde antikanser aktiviteye 

rastladıklarını bildirmiştir. Tez kapsamında kullanılan M3 ve M3 nanokristal 

formülasyonlarının antikanser etkinliklerinin incelenmesi amacıyla farklı kanser 

hücre hatları (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549) üzerinde sitotoksisite çalışmaları 

yapılmıştır.  

Farklı kanser hücre hatları üzerinde yapılan sitotoksisite çalışmaları 

sonucunda tüm hücre hatları için kullanılan maksimum DMSO’da (%1) bile hücre 

canlılığının %80’in üzerinde olması DMSO’nun hücreler üzerinde ciddi bir toksik 

etkiye neden olmadığını göstermiştir (Bkz. Tablo 4.36. ve Şekil 4.62.). Caco-2 

hücreleri hariç tüm hücre hatlarında M3 dozu arttıkça hücre canlılığı azalmıştır. 

Ancak hücre canlılığı, MCF-7 hücreleri hariç tüm hücre hatları ve tüm örnekler için 

%80'in üzerinde saptanmıştır. MCF-7 hücre hattında, en yüksek (250 µg/mL) M3-NS 

dozu için hücre canlılığı %77,7 olarak tespit edilmiştir. Dört farklı hücre hattı 
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üzerinde yapılan sitotoksisite çalışmalarının sonuçları genel olarak, M3 ve M3 

nanokristallerinin bu hücre hatları üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir sitotoksik 

etkiye sahip olmadığını göstermiştir (Bkz. Tablo 4.36. ve Şekil 4.61).  

5.11.4. Nanokristal ve Ağızda Dağılan Film Formülasyonların İn Vitro 

Geçirgenlik (Permeabilite) Çalışma Sonuçlarının Değerlendirilmesi  

M3 üzerinde yapılan çözünürlük ve ön permeabilite çalışmaları ilacın hem 

çözünürlüğünün (1,056 ± 0,166 µg/mL) hem de intestinal geçirgenliğinin 

(Papp=2,17x10-7 cm/sn) düşük olması nedeni ile BCS’ne göre Sınıf 4’de yer 

alabileceğini göstermiştir. Literatürde Sınıf 4’de yer alan ilaçlar için, formülasyon 

geliştirme çalışmalarında düşük çözünürlük ve permeabilite özellikleri nedeni ile her 

ne kadar zayıf adaylarmış gibi görünseler de Sınıf 2’de yer alan ilaçlar için kullanılan 

mevcut yaklaşımlar (çözünürlük artırma yöntemleri) ve permeasyon artırıcılar ile 

oldukça başarılı sonuçların alındığı bildirilmiştir (32). Bu amaçla NKT kullanılarak 

çözünürlük özellikleri iyileştirilen M3 nanokristal ve ağızda dağılan film 

formülasyonlarının M3’ün in vitro geçirgenliği üzerine etkisini değerlendirmek 

amacıyla Caco-2 hücre hattı üzerinde siotoksisite ve permeabilite çalışmaları 

yapılmıştır.  

Sitotoksisite çalışmalarında M3, formülasyon bileşimini oluşturan karışımlar 

(FK-1, FK-2, plasebo ADF), formülasyonlar (M3-NS, M3-NK, M3-ADF) ve 

kontrollerin (Asiklovir, metaprolol tartarat ve DMSO kontrolleri) farklı 

konsantrasyonlarındaki ( 37,5 - 50 - 75 - 100 - 150 ve 200 µg/mL) örneklerinden elde 

edilen bulgular, tüm örnekler için hücre canlılığının %80’in üzerinde olduğunu 

göstermiştir (Bkz. Tablo 4.37., Şekil 4.63.ve Şekil 4.64.). HPLC miktar tayinlerinde 

deteksiyon problemi yaşanmaması için toksik olmayan en yüksek doz (200 µg/mL) 

ile permeabilite çalışmalarına geçilmiştir.  

İn vitro permeabilite çalışma bulgularına (Bkz. Tablo 4.38. ve Şekil 4.65.) 

göre; M3’ün permeabilite katsayısı 0,15 (± 0,01) x10-7 cm/sn olarak saptanmış olup 

ön permeabilite çalışma sonuçları (Papp=2,17x10-7 cm/sn) ile benzerlik 

göstermektedir. M3’ün literatür sınıflandırmalarına göre düşük permeasyon 

göstermesi BCS’deki yerini (Sınıf 4) bir kez daha doğrulamıştır. M3 içeren 
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nanosüspansiyon (M3-NS), nanokristal (M3-NK) ve ağızda dağılan film (M3-ADF) 

formülasyonlarının permeabilite katsayıları 1,24 (± 0,07) x10-7 cm/sn, 4,26 (± 0,50) 

x10-7 cm/sn, 4,44 (± 0,10) x10-7 cm/sn olarak saptanmış olup M3’e kıyasla sırasıyla 

8,3 - 28,6 - 29,8 kat artışın olduğu görülmektedir (p<0,05). M3 içeren formülasyonlar 

birbiri ile kıyaslandığında; M3-NS diğer formülasyonlardan belirgin derecede farklı 

iken (p<0,05), M3-NK ve M3-ADF’nin permeabilite katsayıları arasında istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark saptanmamştır (p>0,05). Ayrıca in vitro permeabilite 

çalışmalarında deney prosedürünün uygun koşullarda ilerleyip ilerlemediğinin test 

edilebilmesi için düşük (asiklovir; negatif kontrol) ve yüksek (metaprolol tartarat; 

pozitif kontrol) permeasyon gösterdiği bilinen kontroller kullanılmıştır. Kontroller 

için elde edilen Papp değerlerinin (Asiklovir; 0,09 (± 7,72) x10-7 cm/sn, Metaprolol 

tartarat; 775,1 (± 5,76) x10-7 cm/sn) lüteratür ile uyumlu bulunması, çalışmanın 

istenilen şekilde gerçekleştirildiğini ve transport çalışması öncesi TEER değeri 

ölçümü ile test edilen Caco-2 hücrelerinin tek tabaka bütünlüğünün, intestinal hücre 

yapısını istenildiği gibi taklit ettiğini göstermiştir  (239, 302).  

NKT kullanılarak ilaçların çözünürlük özelliklerinin iyileştirilmesi sayesinde 

permeabilitede belirgin bir artış elde edilebildiği bilinmekte olup bu konuda birçok 

literatür örneği bulunmaktadır (168, 277). Pınar ve ark., (178) yapmış oldukları bir 

çalışmada, hazırladıkları siklosporin A nanosüpansiyonları ile ilacın 

permeabilitesinde yaklaşık 5 kat artış saptamıştır.  Gülsün ve ark.’nın (261) yapmış 

olduğu bir diğer çalışmada ise, farklı yöntemler ile hazırlanan furosemid 

nanosüspansiyonlarında ilaca kıyasla Caco-2 hücrelerinden geçişin anlamlı şekilde 

arttığı bildirilmiştir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tez kapsamında suda çözünürlük problemi olduğu bilinen ve hem L-tipi hem 

de T-tipi kalsiyum kanallarını bloke etme yeteneğine sahip bir molekül olan M3 ile 

çalışılmıştır. Tasarlanan M3 molekülünün daha başarılı bir klinik kontrol sağlaması 

nedeniyle HT tedavisinde yenilikçi bir yaklaşım olduğu bildirilmiştir. Çözünürlük 

problemi olan M3’ün yeni sentezlenmiş bir molekül olması sebebi ile öncelikle 

BCS’deki yerinin tespit edilmesi ve NKT ile çözünürlüğünün artırılması sonrasında 

ise konvansiyonel katı dozaj şekillerine kıyasla daha geniş bir hasta popülasyonuna 

hitap edeceği ve daha yüksek hasta uyuncuna ulaşılabileceğinin düşünüldüğü ADF 

formülasyonlarının geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla yapılan çalışmalarda 

aşağıdaki sonuçlara ulaşılmıştır.  

• Fizikokimyasal çalışmalar ile M3’ün erime derecesi ve katı hal karakteristiği 

belirlenmiş olup ticarileşmiş DHP türevleri ile uyumlu olarak kristal yapıda 

ve mikron boyutunda olduğu tespit edilmiştir. 

• Literatür bilgileri doğrultusunda M3’ün miktar tayini için doğru, kesin, 

tekrarlanabilir ve seçici bir HPLC in vitro miktar tayini yöntemi 

geliştirilmiştir. 

• M3’ün BCS’deki yerinin tespiti için WHO 2018 ve CDER 2017 

kılavuzları’nda önerildiği gibi çözünürlük ve permeabilite çalışmaları 

yapılmıştır. Dört farklı çözünme ortamında (su, pH 1,2,  pH 4,5, pH 6,8) 

gerçekleştirilen çözünürlük çalışmaları ile M3’ün çözünürlüğünün 

ticarileşmiş DHP türevleri ile uyumlu olarak zayıf ve pH bağımlı olduğu 

tespit edilmiştir. İn vitro Caco-2 permeabilite çalışmalarına göre M3’ün 

permeabilite katsayının çoğu ticarileşmiş DHP türevinden farklı olarak düşük 

olduğu ve sonuç olarak hem düşük çözünürlük hem de düşük permeabilite 

profili nedeni ile BCS’ne göre Sınıf 4’de yer aldığı belirlenmiştir.  

• Önformülasyon çalışmalarında değişen yöntem koşullarına (farklı stabilizan 

yüzdesi, karıştırma hızı ve süresi, çöktürme sıcaklığı, sonikasyon gücü ve 

süresi ve ilaç konsantrasyonu) karşı formülasyon çıktıları değerlendirilmiş ve 

en uygun yöntem kombinasyonu belirlenmiştir. Değerlendirilen yöntem 

koşullarından karıştırma hızı haricindeki tüm parametrelerin M3 
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nanokristallerinin partikül büyüklüğü üzerinde anlamlı bir etkiye sahip 

olduğu sonucuna varılmıştır.   

• Belirlenen yöntem koşulları ile en uygun stabilizan türü ve oranının tespiti 

için yapılan formülasyon çalışmaları, genel olarak polimerik stabilizanlar 

(PVA, PVP K30, SoluPlus®), SDC ve SLS ile hazırlanan 

nanosüspansiyonların partikül büyüklüğünün mikron boyutunda, poloksamer 

188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan nanosüspansiyonların partikül 

büyüklüğünün ise nano boyutunda olduğunu göstermiştir. Ayrıca poloksamer 

188 ve poloksamer 407 ile hazırlanan nanosüspansiyonlarının ZP değerlerinin 

yüksek fiziksel stabiliteyi doğrular şekilde hedeflenen aralıkta olduğu 

saptanmıştır. Ancak formülasyon parametreleri ile stabilizan 

konsantrasyonları arasında doğrusal bir ilişki saptanmamıştır. %0,5 

poloksamer 188 ile hazırlanan M3 nanosüspansiyonları optimum 

nanosüspansiyon (M3-NS) olarak seçilmiştir. 

• M3 nanosüspansiyonlarının kurutulması aşamasında kriyoprotektan varlığının 

etkisinin incelenmesi için farklı kriyoprotektan türü ve oranları ile 

formülasyon denemeleri yapılmıştır. Kriyoprotektan kullanılmayan 

formülasyonlarda genel olarak partikül büyüklüğü ve PDI değerlerinde artış 

ve ZP değerlerinde düşüş olduğu görülmüştür. Buna karşı yüksek oranda 

kriyoprotektan varlığının partikül büyüklüğünde azalma ve ZP değerlerinde 

artış sağlayarak formülasyon çıktılarını iyileştirdiği saptanmıştır.  

• En iyi formülasyon çıktılarının elde edildiği %5 trehaloz ile dondurularak 

kurutulmuş %0,5 poloksamer 188 ile hazırlanan M3 nanokristal 

formülasyonları (M3-NK) ile pulluan bazlı ADF formülasyonları 

hazırlanmıştır. ADF formülasyonları üzerinde yapılan karakterizasyon 

çalışmaları oldukça hızlı dağılma sürelerine sahip ve farmakope 

standartlarına uygun filmlerin başarılı bir şekilde hazırlandığını göstermiştir.  

• M3 nanokristalleri ile M3’ün çözünürlüğünde yaklaşık 200 kat artış elde 

edilmiştir. 

• İn vitro çözünme hızı çalışmaları ile 60 dak. sonunda M3’ün %çözünen 

miktarının %8,34 iken nanokristal ve ADF formülasyonlarında %82,71 ve 
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%94,27 olduğu belirlenmiş ve çözünme profilinde hedeflenen iyileşmenin 

sağlandığı gösterilmiştir. 

• M3-NK ve M3-ADF formülasyonları üzerinde yapılan fizikokimyasal 

çalışmalar M3’ün formülasyon içinde kristal hal karakteristiğinden amorf 

yapıya dönüştüğünü doğrulamış olup M3-ADF formülasyonları için yapılan 

kısa süreli hızlandırılmış stabilite çalışmaları pullulan bazlı ADF 

formülasyonlarının 4 hafta boyunca fiziksel stabilitesini koruduğunu 

göstermiştir. Ancak amorf yapıların formülasyon içinde zamanla kristal 

yapıya geçme eğiliminin sistemin termodinamik açıdan dayanıklılığı, 

çözünürlüğü ve salım profili gibi birçok formülasyon çıktısını 

etkileyebileceğinden uzun süreli stabilite testlerinin yapılması önerilmektedir.  

• Nanokristal formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan farklı 

stabilizanların M3 nanosüspansiyonlarının hücre canlılığı üzerine etkisini 

değerlendirmek amacıyla yapılan hücre kültürü çalışmaları ile M3’ün yüksek 

dozlardaki toksisite profilinin poloksamer 188, poloksamer 407 ve SoluPlus® 

bazlı nanokristal formülasyonları ile iyileştirilebileceği tespit edilmiştir.  

• Literatürde yapısında DHP halkası taşıyan bileşiklerin çok sayıda farklı 

farmakolojik özelliklerinin yanında antikanser aktivite sergileyebildikleri ve 

ilerleyen zamanlarda çeşitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanılabileceği 

bildirilmiştir. M3’ün ve M3 nanokristal formülasyonlarının antikanser 

etkinliklerinin incelenmesi amacıyla farklı kanser hücre hatları (Caco-2, 

MCF-7, SK-BR-3 ve A549) üzerinde 24 saat süre ile gerçekleştirilen 

sitotoksisite çalışmaları genel olarak, M3 ve M3 nanokristallerinin bu hücre 

hatları üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir sitotoksik etkiye sahip 

olmadığını göstermiştir. M3 ve M3 nanokristallerinin potansiyel antikanser 

etkilerini değerlendirmek için farklı kanser hücre hatları, farklı dozlar ve 

farklı inkübasyon sürelerinde daha ileri çalışmaların yapılması 

önerilmektedir. 

• İn vitro Caco-2 permeabilite çalışmaları M3-NS, M3-NK ve M3-ADF 

formülasyonları ile M3’ün permeabilite katsayısında sırasıyla 8,3 - 28,6 - 

29,8 kat artışın elde edilediğini ve böylece hedeflendiği gibi M3’ün 
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çözünürlük özellikleri ile ilişkili olarak geçirgenliğinin iyileştirildiğini  

göstermiştir.  

Sonuç olarak tez kapsamında HT tedavisinde daha kapsamlı bir tedavi 

sunacak farmakolojik etkinliğe sahip olduğu gösterilen fakat çözünürlük 

problemi yaşayan,  yeni bir ilaç adayı olan M3’ün  karakterize ve formüle 

edilmesi için  hedeflenen amaçlara ulaşılmıştır. NKT sayesinde çözünürük ve 

çözünme hızı özellikleri ile ilişki olarak permeabilite özellikleri iyileştirilen 

M3’ün sahip olduğu farmakolojik etki yelpazesine ek olarak hasta uyuncunun 

artırılması ve suya erişimi kısıtlı olan hasta gruplarına da hitap etmesi açısından 

ADF formülasyonlarının geliştirilmesi, HT’da tedavi etkinliğinin artırılması 

açısından ümit vadetmektedir. Çalışmaların in-vivo çalışmalar ile desteklenmesi 

önerilmektedir.  
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