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öZET 

Bu çalışmada, suda çözünürlüğü düşük ve kısa eliminasyon yan ömre sahip 

dopaminerjik bir etkin madde olan piribedil'in, salım hızını modifiye etmek ve dolayısıyla 

biyoyararlanımı arttırmak amaçlanmıştır. Bu amaçla, katı lipit bir taşıyıcı ile mikron ve 

mikranaltı büyüklüğünde partiküllerin hazırlanması düşünülmüştür. 

Formülasyonlarda kullanılan etkin ve yardımcı maddeler üzerinde yapılan 

çalışmalarda, elde edilen deney bulgulanmn referans kitaplar ve fırma spesifikasyonlanDa 

uygun olduklan saptanmıştır. 

Hazırlama tekniğinden gelebilecek çözücü artıklanndan kaçmabilmek için katı lipit 

partikül hazırlamaya yönelik olarak, soğuk ve sıcak homojenizasyon yöntemleri kullamlmıştır. 

Bu yöntemler yardımı ile, uygun partikül boyutu, piribedil yüklernesi ve hazırlama verimi elde 

edildikten sonra, formülasyon faktörlerinin partikül özelliklerine etkilerini incelemek amacıyla 

farklı lipit (%2.5, %10), etkin madde ( lipit içersinde %1, %5, %10) ve yüzey etken madde 

(%1, %1.2, %2.5, %5) konsantrasyonları ve farklı yüzey etken maddeler (Labrasol®, Tween 

80®) denenerek farklı formülasyonlar hazırlanmış ve bu faktörlerin partikül özelliklerine etkili 

olduklan görülmüştür. 

Formülasyonlann ın vitro satımlan incelendiğinde, piribedil 'in partiküllerden 

salımında, formülasyon faktörlerinin yanısıra, salım ortamımn pH'sının da etkili olduğu 

görülmüştür. Tüm formülasyonlarda, piribedil 'in partiküllerden salımı asit ortamda hızlı 

bulunmuştur. Piribedil 'in mikro- ve nanopartiküllerinden salım kinetiği incelendiğinde bilinen 

matematiksel modellerden birine uyum saptanamamıştır. 

in vitro incelemelerden, çözünme hızı ve partikül büyüklüğü deneyleri ile elde edilen 

sonuçlara göre seçilen formülasyon ile toz piribedil süspansiyonu farelerde yapılan tremor 

testiyle karşılaştırılmıştır. Hazırlanan partiküllerde, aktivite görülmemesi, etkin maddenin lipit 

içinde hapsedildiğini düşündürmüştür. Aynı formülasyon ile hazırlanan süspansiyon, 

tavşanlara peroral olarak uygulandığında, biyoyararlanımın, toz piribedil süspansiyonu 

uygulanan tavşanlardaki biyoyararlammdan daha yüksek olduğu ve piribedil salımının modifiye 

edildiği görülmüştür. 

Sonuç olarak, Parkinson hastalığı tedavisine yönelik geliştirmek istediğimiz piribedil 

katı lipit partiküllerinin in vitro-in vivo değerlendirmelerinde, salım hızının kontrol edilebileceği 

ve piribedil biyoyararlanımının arttınlabileceği saptanmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Mikropartikül, Nanopartikül, Piribedil, in Vitro-in Vivo Değerlendirme 
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SUMMARY 

In this study, modification of the dissolution rate and thus the enhancement of the 

bioavailability of a dopaminergic drug, piribedil, which has a low aqueous solubility and short 

elimination half-life, has been aimed. For this purpose, preparation of micron and submicron 

partides using solid lipid carriers has been planned. 

Experimental data obtained from the studies carried on active and adjuvant materials 

used in formulations w ere determined to be in accordance with the reference books and company 

specifications. 

For the avoidance of solvent residues resulting from the preparation technique, cold 

and hot homogenization methods have been used to prepare solid lipid particles. Following the 

obtention of appropriate particle size, piribedil loading and preparation yield by the use of those 

methods, differentformulations have been prepared with various lipid (2.5%, 10%), drug (1 %, 

5%, 10% of lipid) and surfactant (1 %, 1.2%, 2.5%, 5%) concentrations and different surfactant 

materials (Labrasol®, Tween 80®), to investigate the effects of formulation factors on the 

particle characteristics. The factors mentioned were found to effect properties of the particles. 

When the in vitro release from all formulations were examined, pH of the dissolution 

medium was determined to influence the release of piribedil from partides besides the 

formulation factors. Piribedil release from all formulations were found to be the fastest in acidic 

medium. No fit to the mathematical models known could be determined upon investigation of 

the release kinetics of piribedil from micro- and nanoparticles. 

Suspensions of intact piribedil and a formulation selected depending on the results 

obtained from in vitro dissolution and particle size experiments were compared using tremor test 

in mice. When the same suspension prepared with the same formulation was applied perorally to 

rabbits, bioavailability was found to be higher than the bioavailability intact of piribedil and that 

piribedil release was modified. 

As a conclusion, after in vitro-in vivo evaluation of piribedil solid lipid partides 

developed for Parkinson' s disesase therapy, it has been determined that release rate could be 

controlled and piribedil bioavailability could be improved. 

Key words: Microparticle, Nanoparticle, Piribedil, In Vitro-In Vivo Evaluation 
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1. GiRiŞ ve AMAÇ 

Her geçen gün gelişen farmasötik teknolojiyle birlikte konvensiyonel ilaçlann 

kullanımlanndan doğan sıkıntılan azaltmaya yönelik birçok yeni çalışma yapılmaktadır. Bu 

doğrultuda, mikroküre, mikrokapsül ve nanopartikül gibi yeni ilaç şekilleri üzerinde yoğun 

çalışmalar sürmektedir. Bu ilaç şekilleri, etkin maddeyi en düşük dozda ve etkili olarak 

hastaya vermeyi amaçlamaktadır. Aynı zamanda, bu sistemler, etkin maddeyi polimer 

(membran, matris) içine gömerek, kararlılığın sağlanması, yan etkilerin azaltılması ve etkin 

madde salım hızının modifiye edilmesi gibi birçok avantajlar sunmaktadır (1). 

Polimerik mikro- ve nanopartiküller, genellikle, emülsiyon polimerizasyonu ve 

çözücü uçurulması gibi tekniklerle hazırlandıkları için toksik bozunma ürünleri, çözücü 

artıklan ve organik çözücüler tamamen uzak tutulamamaktadır. Bunun sonucunda ise 

hazırlama yönteminden gelen kontaminasyon riski vardır (2). Çalışmamızda, çözücü 

artıklanndan kaçınmak amacıyla, hazırlama aşamalannda organik bir çözücüye gereksinim 

göstermeyen katı lipit taşıyıcı sistem düşünülmüştür. Bu tipte bir sistem olan, hazırlamayı 

amaçladığırnız katı lipit nanopartiküller (SLN), diğer kolloidal ilaç taşıyıcı sistemlere 

(polimerik nanopartiküller, emülsiyonlar, lipozomlar) bir alternatif olarak ortaya konmuş 

partiküler taşıyıcı sistemlerdir (3,4). Bunun yanısıra, katı lipit nanopartiküller, suda az 

çözünen lipofilik ilaçlar için intravenöz dağıtıma uygun sistemlerdir (5,6). Bilindiği üzere bu 

sistemler, sulu bir faz içinde erimiş lipitlerin emülsifikasyonu ile hazırlanmakta ve taşıyıcı 

matris olarak, oda sıcaklığında katı olan lipitler kullanılmaktadır (2). 

Formülasyonları düşünülen partiküllerde etkin madde olarak dopamin agonisti, 

vazodilatör etkili bir ilaç olan piribedil seçilmiştir (7 ,8). Piribedil, serebral yaşianma ve 

Parkinson hastalığında yaygın olarak kullanılan dopaminerjik bir maddedir. Parkinson 

hastalığı, yoğun dopamin eksikliğinin eşlik ettiği bir çeşit lokalize serebral yaşianmadır ve 

geçmişine bakılacak olursa, genellikle 50 yaşın üzerindeki bireylerin yaklaşık %10'unda 

oluşmaktadır (9). Piribedil ile Parkinson hastalığının tedavisinde belirgin iyileşmeler 

sağlanmakta ancak tedavi sırasındaki sık ilaç alımından ve yan etkilerinden kaynaklanan 

sakıncalan bulunmaktadır. Bu nedenle, ilacın yan etkilerini ve kısa eliminasyon yan 

ömrünün neden olduğu sık kullanımını ortadan kaldırmak, uzun süreli etki elde etmek bu 

çalışmadaki hedeflerimiz arasındadır. 

Hazırlamayı planladığırnız partiküllerde taşıyıcı olarak inert, yüksek dozlarda dahi 

yan etkileri sınırlı ve uzatılmış salım sağlama potansiyeli olan gliseril behenat (Compritol®) 

tercih edilmiştir. Gliseril behenat, yağ asitleri ve gliseritlerinin bir karışımı olup, ana yapısı 

behenik asittir (10,11). Son zamanlarda, gliseril behenat, dikkate değer ayncalıklan ile 

sürekli etkili formülasyonlarda sık kullanılan bir bileşen olmuştur (12). 
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Farklı hazırlama yöntemleri ve konsantrasyon oranlan ile hazırlanacak 

partiküllerde, önce in vitro çalışmalarla partiküllerin özellikleri (şekil, partikül büyüklüğü 

dağılımı, piribedil yüklenmesi, piribedil salımı ve stabiliteleri) saptanacak, daha sonra in 

vivo çalışmalar ile sonuçlar karşılaştırılacaktır. Bu çalışmalara başlamadan önce, 

kullanılacak etkin madde ve lipitin spesifikasyonlara uygunluklan tespit edilecek, etkin 

maddenin in vitro ve in vivo miktar tayinleri için seçilen yöntemlerin validasyonu 

gerçekleştirilecektir. in vitro çalışmalardan elde edilen sonuçlara göre seçilecek bir 

formülasyon, biri farmakodinamik (farelerde Parkinson modeli ile tremor testi), diğeri 

biyofarmasötik (tavşanlarda peroral biyoyararlanım çalışması) testler olan in vivo 

çalışmalarla, toz piribedil ile karşılaştınlacaktır. Böylece, lipofilik bir etkin madde olan 

piribedil 'in katı lipit taşıyıcı sistem içinde mikro- ve nanopartiküllerinin geliştirilmesi ile sık 

ilaç alımının azaltılmasına ve ilacın biyoyararlanımına ne oranda katkıda bulunabileceğimiz 

araştınlacaktır. 
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2. KAYNAK BtLGtSt 

2.1. MtKROPARTtKüLLER 

Mikropartikül terimi, etkin madde içeren ve 1000 ı-ım'den küçük çaptaki polimerik 

küresel partikülleri tanımlamak için kullanılan genel bir isimdir. Bununla birlikte daha 

büyük boyuttaki mikropartiküllerin de hazırlandığı tespit edilmiştir (1,13-15). 

Mikropartikül er sistemlerin birçok sınıflandırması yapılmıştır. Yapısal 

karakteristiklerine bağlı olarak özellikle mikroküreler ve mikrokapsüller olarak 

isimlendirilebilirler. Mikrokapsüller membran ile çevrelenmiş, katı veya sıvı ilaç 

çekirdeğinden oluşan partiküllerdir (Şekil 1 b). Mikroküreler ise, ilacın, polimer matriste 

baştan başa disperse olduğu veya çözündüğü, monolitik veya homojen karakterli partiktiler 

veya moleküler halde iyi aglomere olmuş partiküller olarak tanımlanabilir (Şekil la) 

(1,13). Mikropartikül genel terimi kullanılmalıdır, çünkü, sıklıkla mikrokapsül ve 

mikroküreleri birbirinden ayırdetmek çok güçtür. Mikropartiküller, birkaç ilaç kristali 

içerdiğinde, multinükleer mikrokapsüller (Şekil le) veya heterojenik mikroküreler (Şekil 

ld) olarak nitelendirilirler (1,13,16). 

(al (b ı (c ı (d) 

Şekil 1. Mikropartiküller: Mikroküreler (a), Mikrokapsüller (b), 

Multinükleer Mikrokapsüller (c) ve Heterojenik Mikroküreler (d) 

2.1.1. Mikropartikül Hazırlamada Kullanılan Maddeler 

Son yirmi yıldır, mikropartiküler ilaç taşıyıcı sistemler, polimerlerin değişik tipleri 

ile yaygın olarak çalışılmıştır. Formülasyonlarda kullanılacak polimer maddelerin 

seçiminde, polimer/polimerlerin çözünürlüğü, elastik özellikleri, kristal yapısı vb. 

özelliklerin gözönünde bulundurulması gerekmektedir (17). Polimer materyalinin seçimi, 

mikropartikülün fiziksel ve kimyasal özelliklerini belirler. Özellikle mikropartiküllerden 

etkin madde salımı, polimerlerin hidrofilikliğine bağlıdır (1). Aynca etkin maddenin 

polimere bağlanma afinitesi, mikropartiküllerin mikroyapısı ve etkin madde salımı, büyük 

oranda polimerin tipine bağlıdır (18). 
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2.1.3. Mikropartiküllerin Uygulama Yerleri 

Mikropartiküler ilaç taşıyıcı sistemler farklı yollar ile verilebilirler: tablet veya 

jelatİn kapsül içine konularak oral (67); nazal olarak transmukozal (68); intraperitonal; 

intraartiküler; subkütan; intrarnüsküler ve intravenöz. Mikropartiküler sistemlerin oral yol ile 

verilmesi birçok avantaj taşır. Bu sistemler, gastrointestinal alan içinde genişçe yayılarak 

düzenli hareketleri ile etkin maddeyi kontrollü salabilirler, etkin maddelerin emilimini 

arttırnlar ve mide veya barsak mukozasındaki irritasyonu azaltırlar (1 ,69). Mikropartikül er 

ilaç dağıtım sisteminin oral verilişi ile, özellikle kronik ilaç kullanılması durumunda, 

polimerik maddelerin istenmeyen retansiyonundan sakımlabilir (1). 

Mikropartiküllerin parenteral ve oftalmik uygulamalarında, partikül büyüklükleri 

önemlidir. Parenteral uygulama için, subkütan veya intramüsküler enjeksiyonda, iğneden 

kolaylıkla geçmesini sağlamak açısından yeterli derecede ufak olmalıdır. Bundan dolayı, 

küçük partikütlerin üretilmesi hazırlama işleminde önemli bir koşuldur (70). Parenteral 

uygulamalarda, mikropartikül boyutunun 20-40 ı.-ım olması istenir (1,71). Damarların 

tıkanınası için büyük partikililere ihtiyaç vardır (200-800 ı.-ım), fakat yine de kimyasal 

embolizasyon beklenebilir. intravenöz enjeksiyondan sonra, mikropartiküllerin kandan 

eliminasyonu partikilllerin yüzey özelliklerine bağlıdır (72-74). Oysa, retiküloendotelyal 

sistemde partiküller yüzey özelliklerine bağlı olmaksızın lokalize olurlar (73 ). Parenteral ilaç 

taşıyıcılar vasıtasıyla özel yerlere etkin madde taşınması başarılı bir stratejidir, çünkü diğer 

vücut yerlerinde istenmeyen etkiler azalır. Bu nedenle, mikroküreler vücutta özellikle belirli 

bir hücre, doku ya da organda toplanması istenen etkin maddeler için tasarlanan ilaç taşıyıcı 

sistemler olarak tercih edilmektedir. Hedeflendirme, aktif veya pasif olarak yapılabilmekte 

ve etkin maddenin hedef bölgede kontrol edilebilen bir hızla salırın sağlanmaktadır (75-77). 

2.2. NANOPARTtKüLLER 

Nanopartiküller, çapları 10-1000 nın arasında değişen stabil, katı, kolloidal 

partiküllerdir (78-82). Polimerik materyaller içinde çözünmüş, enkapsüle olmuş ve/veya 

adsorbe olmuş, ilaç, enzim veya antijenlerden oluşurlar (79,81). 

N ono k üreler 

Şekil 2. Nanopartiküller 
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Nanopartikül terimi, kabuk benzeri çeperli nanokapsüllerin yanısıra monolitik 

matriks tipi sistemleri de içerir (nanoküreler) (82). 

Nanopartiküller, küçük boyutları nedeniyle suda hemen dağılırlar ve 

mikropartiküllerin aksine ince kanallı enjektör iğnelerinden geçebilen berrak, kolloidal 

dağılımlar oluştururlar (83). Nanopartiküller diğer kolloidal ilaç sistemlerine göre üstün 

özelliğe sahiptirler. Bu da, özellikle farklı veriliş yollarından sonra vücut sıvılarında daha 

stabil olmalarıdır (82). Ayrıca, nanopartiküller, nispeten kolay üretim yöntemleri ve uzun 

raf ömürleri ile kolaylıkla saklanabildiklerinden, lipozomlara göre avantaj sağlarlar (84). 

Nanopartikül materyallerinin ve üretim yöntemlerinin farklılık gösterebilmesi de avantaj 

sağlar. Bu nedenle, nanopartiküller çok ümit verici ilaç dağıtım sistemleri olarak 

gösterilmektedir. Diğer kolloidal taşıyıcı sistemler üzerindeki en büyük avantajları ise 

nanopartiküllerin dondurularak kurutulabilmesi ve dolayısıyla stabilitelerinin yükselmesidir 

(85). 

olmalı, 

ideal bir nanopartiküler ilaç dağıtım sistemi şu özellikleri taşımalıdır: 

1) istenen etki yerinde toplanmalı veya kalmalı, 

2) Etkin madde, istenen etki yerinde uygun hızda salınmalı, 

3) Uygulaması kolay ve stabilitesi açısından farmasötik olarak kabul edilebilir 

4) Parenteral kullanım düşünülüyor ise sterilize edilebilmeli, 

5) Taşıyıcı materyal nontoksik ve biyolojik olarak parçalanabilir olmalıdır (83,86). 

2.2.1. Nanopartikül Hazırlamada Kullanılan Maddeler 

2.2. 1. 1. Matris Maddeler 

Tüm ilaç taşıyıcı sistemlerin taşıması gereken özelliklerin yanı sıra, kullanılan 

matris maddelerin taşıması gereken özellikler de vardır: 

- Organizmada parçalanabilmeli, 

- Salım hızım denetleyebilmeli, 

- Antijellik etkiye sahip olmamalı, 

-Toksik etkisi çok az olmalı, 

-Biyolojik yarılanma ömrü yeterince uzun olmalıdır (75). 

Nanopartikül hazırlamada biyopolimerlerin yanısıra yapay polimerler de 

kullanılabilir (82). 

Akrilatlar, oral dozaj şekillerinde kaplama materyali olarak kullanılmakta 

olduklarından ve hızla parçalanmaları nedeniyle uzun etkili preparat hazırlama olanağı 
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verdiklerinden (83 ), nanopartikül hazırlamada pekçok kez kullanılmışlardır (87 ,88-91). 

Poliakrilamid kullanarak hazırlanan nanopartiküllerde karşılaşılan başlıca sorun, ürün 

tamamlandıktan sonra monomer artıklarının toksisite tehlikesidir. Polialkilsiyanoakrilat 

nanopartiküllerinin ise, alkil zincir uzunluğuna bağlı olarak belli hızda parçalandıkları 

gösterilmiştir. ilaçsız polialkilsiyanoakrilat nanopartiküllerinin toksisitesi, kültür hücreleri 

ve hayvanlar üzerinde araştırıldığı zaman, akut toksisiteye rasdanmarmştır (83 ). Bu 

taşıyıcıların kendilerinin toksik olmamaları ve denenen antikanser bir ilacın yan etkilerinde 

bir azalmaya neden olmaları kanser tedavisi için umut vericidir (83 ). 

Doğal makromoleküllerden hazırlanmış nanopartiküller de, biyolojik ortamda 

parçalanabilir oluşları ve toksik olmamaları nedeniyle üstünlük taşımaktadırlar (83 ). 

Nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanılan doğal makromoleküllere örnek, proteinler 

Gelatin, albümin) ve polisakkarider'dir (maltodekstrin, nişasta) (92). 

2.2.1.2. Yüzey Etken Maddeler 

Kullanılan yüzey etken maddeler mikroküreterin emülsifikasyon ile oluşumunda 

önemli bir rol oynarlar. Mikroküreterin özellikleri, yÜZey etken maddelerin tipi ve 

HLB'sinden etkilenmektedir. Daha çok yağ asiti zincirlerinden oluşan aynı HLB'deki yüzey 

etken maddeler ile üretilen mikroküreler büyüktür ve yüksek etkin madde içeriklerine 

sahiptirler. Buna karşılık uzun polioksietilen zincidi yüzey etken maddeler ile üretilen 

mikroküreler küçüktür. Etkin madde içeriğinde de HLB etkilidir. Etkin madde salım hızı 

genellikle düşük HLB'ye sahip yüzey etken maddeler ile yavaşlatılır. Hazırlama yöntemi de 

önemlidir. Etkin madde içeren sulu faza hidrofilik yüzey etken maddenin ilavesi ile düşük 

enkapsülasyon verimi ile büyük mikroküreler hazırlanır. Hazırlanan üründe bol miktarda 

serbest etkin madde ve sonuçta hızlı salım görülür (93 ). 

Farklı HLB'lerdeki polioksietilen sorbitan trioleat ve sorbitan trioleat'ın karışımiarı 

kullanıldığında elde edilen sonuçlar, mikrokürelerin oluşumunda HLB ve yüzey etken 

madde konsantrasyonunun önemli bir rol oynadığını göstermiştir. Mikropartiküllerin 

büyüklükleri ve büyüklük dağılımları HLB tarafından anlamlı olarak etkilenmiştir. Bununla 

birlikte HLB enkapsülasyonu değiştirmemiş fakat etkin madde salım hızını etkilemiştir (94). 

Buna paralel olarak yapılan bir başka çalışmada da, kullanılan yüzey etken maddenin HLB 

değerinin uygun olarak seçilmesi ile etkin madde salımının regüle edilebileceği 

vurgulanmıştır (63). Yapılan bir başka çalışmada ise, yüzey etken maddenin HLB'si ile, 

hazırlanan partiküllerin büyüklüğü arasında bir korelasyon olmadığı bulunmuştur (95). Bir 

diğer çalışmada da HLB değeri 15 olan Tween 80®, en iyi kolloidal ilaç dağıtıcı madde 

olarak gösterilmiştir (87). 
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2.2.2. Nanopartikül Hazırlama Yöntemleri 

Nanopartiküller çok farklı yöntemlerle hazırlanabilirler (8ı). Uygun üretim 

yönteminin seçimi esas olarak nanopartiküler taşıyıcı içindeki etkin maddenin özelliklerine 

bağlıdır. Hidrofobik etkin maddeler için kullanılan bir yöntemde, sulu bir sürekli faz 

kullanılabilir. Hidrofilik etkin maddeler için ise hidrofobik bir sürekli faz uygundur (85). 

Nanopartikül hazırlama yöntemleri: 

ı) Polimerizasyon reaksiyonları ile hazırlama 

a- Sulu bir sürekli faz içinde emülsiyon polimerizasyonu 

Günümüzde, nanopartiküllerin hazırlanmasında en yaygın yöntem, sulu 

bir sürekli faz içinde emülsiyon polimerizasyonudur (89,96-ıOı). 

b- Organik bir sürekli faz içinde emülsiyon polimerizasyonu 

2) Doğal makromoleküllerden hazırlama 

3) Çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlama (ı02,ı03). 

2.2.3. Nanopartiküllerin Uygulama Yerleri 

Nanopartiküller esas olarak, etkin maddelerin etki yerine hedeflendirilmesi (ı04-

ı06), sürekli etkin madde salımı (107,ı08) ve oral (9ı,ıo9,ı ı o) ya da oküler (90,ı ı ı-ı 13) 

biyoyararlılığın arttınlması amaçları için önerilmektedir (95). Parenteral (110,114), 

intravenöz (ı ı5- ı ı8) ve intraarteryel veriliş yolları özellikle hedefierne için kullanılmaktadır. 

Sistemik sürekli etki, etkin madde yüklü nanopartiküllerin subkütan (lı9) veya 

intramüsküler (ı ı6) yolla verilmesiyle sağlanabilmektedir. 

Kolloidal ilaç dağıtım sistemleri esasen parenteral verilişi amaçladığı halde, 

nanopartiküller yukarıdakilere ek olarak değişik yollarla da verilirler (104). Bunlar 

transdermal (ı20), lenfatik (82) ve topik'tir (ı ı o). Aynca aşılarda yardımcı olarak da 

kullanım yeri bulmuşlardır (82). 

2.2.4. Katı Lipit Nanopartiküller (SLN) 

Sulu çözeltileri halinde parenteral olarak verilemeyecek, sudaki çözünürlüğü 

yetersiz olan etkin maddeler için mikfonaltı büyüklükte taşıyıcı sistemler geliştirmek amacı 

ile birçok yaklaşımlarda bulunulmuştur. Bu amacın yanısıra, etkin maddenin hedef organa 

ulaştınlması ve kontrollü salım için de, polimerik nanopartiküller ve mikroküreler, 

lipozomlar ve lipit emülsiyonlar kullanılmıştır (2). Oysa, hidrofobik etkin maddelerin 

parenteral olarak uygulanmasında bu taşıyıcı sistemlerle birçok dezavantaj söz konusudur. 

Emülsiyon polimerizasyonu ve çözücü uçurulması teknikleri ile hazırlanan polimerik 

nanopartiküller ve mikrokürelerin, üretim işleminden gelen artık organik çözücü, toksik 

monomerve toksik bozunma ürünleri ile kontaminasyon riski vardır (2). 
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Polimerik nano-ve mikropartiküllerin dezavantajlan (121): 

- 4 haftaya kadar ulaşan oldukça düşük parçalanma ile retiküloendotelyal sistemi 

bozarak sistemik toksik etkilere neden olabilir (122); 

- Polilaktit (PLA) ve polilaktit/glikolit (PLA/GA) partiküllerinin insan 

granülositleri ve makrofajlan tarafından fagositozundan sonra in vitro sitotoksik 

etkiler gözlenebilir (123); 

- üretimden gelen toksik artıklar (örneğin, çözücü uçurulması kullanıldığında 

organik çözücüler); 

- Endüstriyel ölçekte üretim için yöntem olmaması; 

- Otoklav ile sterilize etmek mümkün değildir. Gama ışınlan ile sterilizasyon 

sonucu radikallerin ve ardından toksik reaksiyon ürünlerinin oluşum olasılığı 

(124). 

Lipit bazlı bir sistem olan lipozomlar fizyolojik bileşenlerden oluşur. Bu 

sistemlerde fizikokimyasal kararsızlık söz konusudur. Füzyon eğiliminden dolayı, saklama 

sırasında kararsızlık gösterirler; lipoproteinlerdeki lipitlerle yer değiştirebileceğinden 

vasküler sistemde genellikle kararsızdırlar; vezikül büyüklüğü ve özelliklerinin 

tekrarlanabilir olamaması, büyük ölçekte hazırlanınalarmı engeliernektedir (125). 

Uzun yıllardan bu yana kullanılmakta olan yağ emülsiyonlan ise büyük ölçekte 

hazırlanabilmelerine karşın, bir çok etkin maddenin yağ damlacıklan ve kan arasındaki 

dağılımının yüksek olması nedeni ile salımlan çok hızlıdır (121). Lipit sistemlerle ilgili diğer 

bir problem de, ilacın saklama sırasında dışan ve vücut sıvılanna sızmasıdır (2). 

Tüm bu sakıncalardan uzaklaşmak ve fizyolojik, biyolojik olarak bozunan 

bileşenler kullanarak, lipit matrislerin hazırlanması ile intravenöz olarak verilebilecek ve 

kontrollü salım sağlanabilecek sistemlerin hazırlanabileceği düşünülmüştür (126). 

Tasanmlanan bu lipit taşıyıcı sistemin aşağıdaki özelliklere sahip olabileceği öngörülmüştür 

(127): 

- Ufak boyut. Ortalama çapın nanometre büyüklüğü aralığında olması; 

- Fizyolojik bileşiklerin kullanılması ve üretim işleminden gelecek toksik artıkiann 

bulunmaması nedeniyle toksikolojik kabul edilebilirlik; 

- Lipofilik ve muhtemelen hidrofılik ilaçlarla da yeterli yükleme kapasitesi; 

- Etkin maddelerin günler veya haftalar boyunca uzatılmış salımının sağlanması; 

- Otoklav veya gama ışınlan ile sterilizasyon olasılığı; 

- Sulu dispersiyonlarda uzun süreli stabilite veya alternatif olarak dondurarak veya 

püskürterek kurutma; 
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-Yüzey özelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokuya spesifiklik; 

- Endüstriyel ölçekte üretim; 

- Ekonomik olarak kabul edilebilirlik. 

Mikron veya mikranaltı büyüklükteki taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında 

kullanılan lipitler oda sıcaklığında katıdırlar; eritilip emülsifiye edildikten sonra 

soğutulduklarında tekrar katılaşırlar. Oluşan katı partiküller kümeleşme göstermezler ve katı 

matris olarak içerdikleri etkin maddenin dışarı sızmasını engellerler (2,128). 

Diğer kolloidal ilaç taşıyıcı sistemler ile alternatif olarak sunulan katı lipit 

nanopartiküllerin özelliklerinin karşılaştırılması Tablo 1 'de verilmiştir (121,126): 

Tablo 1. IV Kontrollü ilaç Dağıtımı için Kullanılan Konvensiyonel Partiküler 
Sistemlerin Katı Lipit Nanopartiküllere Göre özellikleri 

Polimer Yağ 
özellik SLN Nanopartiküller Lipozomlar Emülsiyonları 

Sistemik taksisite düşük >veya= düşük düşük 

Sitotoksi site düşük >veya= düşük düşük 

Organik çözücü arukları hayır >veya= >veya= hayır 

Büyük ölçekte üretim evet hayır evet evet 

Otoklav ile sterilizasyon evet hayır hayır evet 

Kontrollü salım evet evet <veya= hayır 

RES'den uzak kalma ? hayır evet evet 

2.2.4.1. Hazırlama Yöntemleri 

Upit partikiller sistemler arasındaki başlıca fark hazırlama yöntemleridir. Upit 

matris boyutunun ufaltılması, formülasyon tekniklerinde değişiklikler yapılarak sağlanabilir. 

Püskürterek kurutma yöntemi ile lipit nanopartiküllerin hazırlanması Eldem ve 

arkadaşları (129) tarafından tanımlanmıştır. Bunun yanısıra sonik hanyoda veya titanyum 

prob kullanarak eritilmiş lipitlerin sonikasyonu ile de lipit nanopartiküller elde edilebilmiştir 

(127). Yüksek hızlı karıştıncılar, sonikasyon veya herikisinin birlikte kullanımı ile 

nanometre boyutlarında pelletler hazırlanmıştır (127). Tüm bu yöntemlerle hazırlanan 

partiküler sistemlerdeki en büyük sorun, 5 ı.ım'den büyük partiküllerin fazla olmasıdır ki bu 

da etkin maddenin N verilmesine bir engel oluşturmaktadır. 
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2.2.4.1.l.Sıcak Homojenizasyon Yöntemi (Eriyik Emülsifikasyon işlemi) 

Katı lipit nanopartiküllerin hazırlanmasında kullamlan lipit, erime derecesinin 

yaklaşık 5°C-10°C üzerine ısıtılır. Etkin madde bu eriyikte çözündürülür. Yüzey etken 

madde içeren sulu faz aynı sıcaklığa getirilir. Dispersiyonların emülsifikasyonu 

homojenizasyon kullanılarak gerçekleştirildikten sonra, karışım oda sıcaklığına kadar 

soğutulur. Bu soğutma sırasında katılaşan yağ damlacıkları katı lipit nanopartikülleri 

oluşturur (123,127,130-132). Bu çok kullanılan yöntem Şekil 3 'de şematik olarak 

gösterilmiştir. 

* Lipit eritilir (5°C>erime noktası) 

*Etkin madde çözündürülür /dağıulır 

JJ. 

* Eritilmiş lipit, sıcak, sulu yüzey etken madde çözeltisinde dağıulır 

JJ. 

PRE-EMüLSiYON 

JJ. 

* Yüksek basınçlı homojenizasyon 

45°C-90°C , 200-700 bar 

JJ. 

* Sıcak y/s-NANOEMüLSiYON 

JJ. 

* Soğutma, rekristalizasyon 

JJ. 

KA Tl LiPIT NANOPARTiKüLLER 

Şekil 3. Sıcak Homojenizasyon Yöntemi ile Katı Lipit Nanopartikül Hazırlanması 

Sıcak homojenizasyon tekniği kullanılarak, diğer yönteme göre daha ufak partikül 

boyutlannda ve 5 ı.ım'den büyük partiküllerin az sayıda olduğu katı lipit nanopartiküller elde 

edilir. 
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2.2.4. 1.2. Soğuk Homojenizasyon Yöntemi 

Etkin madde, eritilmiş lipitte çözündürülür ve kanşım soğutulur. Bu karışım, sıvı 

azot veya kuru buz ile öğütilierek 50-100 ı.ım arasında toz lipit elde edilir. Toz madde, sulu 

yÜZey etken madde çözeltisine eklenir ve lipitin erime noktasının 5°C-10°C altında, oda 

sıcaklığında veya oda sıcaklığımn altında homojenize edilir (121,127). 

Yüksek sıcaklıklarda homojenizasyonun, sıcaklığa duyarlı etkin maddeler için 

uygun olmayacağı açıktır (133). Bunun yamsıra lipit eriyiğinde bulunan hidrofilik etkin 

maddeler, sulu faz ile karıştınldığında, sulu faza geçme eğilimi göstereceklerdir. Bu kaybı 

en aza indirmek için lipit sulu faz içinde katı olarak dağıtılır. Bu yöntemle, lipit erimeden 

düşük derecede yumuşadığı için, rekristalizasyon basamağı hızlıdır (127). 

Soğuk homojenizasyon yöntemi kullamlarak, tetrakain, etomidat ve 

prednizolon'un model ilaç olarak kullamldığı bir çalışmada, lipofılik ilaçların yüklenmesi 

için katı lipit nanopartiküllerin çok uygun olduğu bulunmuştur (133,134). Literatürde bu 

yöntemin kullamldığı çalışma sayısı son derece azdır. Hidrofılik etkin maddelerin soğuk 

homojenizasyon yöntemi ile katı lipit nanopartiküllerinin hazırlanmasına ait iki çalışmaya 

rastlanmıştır. Bunlardan birinde etkin madde iotrolan (127), diğerinde ise magnetit'tir 

(135). 

2.2.4.2. Karakterizasyon 

2.2.4.2.1. Partikül Şekli ve Boyutu 

Katı lipit nanopartiküllerin şekillerinin belirlenmesinde, diğer partiküler sistemlerde 

olduğu gibi, Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) (82) ve elektron mikroskobu (126) 

kullamlabilir. Düz bir silikon yüzeye sabitlenen nanopartiküllerin şekilleri, Atomik Kuvvet 

Mikroskobisi ile hiçbir vakuma ihtiyaç duyulmadan belirlenebilmiştir (136). Yeni bir 

yöntem olarak sunulan bu yöntem, başka bir yöntemle karşılaştınlarak uygulanabilir 

olduğuna karar verilmiştir. 

Partikül büyüklüğü ve dağılımı, kolloidal taşıyıcı sistemlerin en önemli 

fizikokimyasal özelliğidir. Partikül büyüklüğünün düşürülmesi, saklama sırasındaki 

stabilitenin artmasına ve vücutta düşük toksisiteye yol açar. Hazırlama yönteminin 

parametreleri, partikül büyüklüğünü ve dağılımım etkileyen önemli faktörlerdendir. 

Genellikle, sıcak homojenizasyon yönteminde, yüksek basınç kullamldığında, dağılımı 

homojen olan ufak nanopartiküller elde edilebilmiştir (121). Hazırlama sırasında ortama 

düşük enerji verilmesi, homojen olmayan partikül büyüklüğü dağılımına yol açar (132). 

Foton korelasyon spektroskopisi ile elde edilen partikül büyüklüklerinin yanısıra, 

polidisperslik indisi de dağılım hakkında bilgi vermektedir (121). 0-1 arasında olan bu indis 

değeri, sıfır' a yaklaştıkça homojen bir dağılımı, bir' e yaklaştıkça ise daha geniş bir aralıkta 
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dağılım olduğunu işaret etmektedir. Optimum homojenizasyon koşulları altında hazırlanan 

katı lipit nanopartikül dispersiyonlarının ml'sinde 9 000-60 000 partikül olduğu 

bulunmuştur (121). Oysa, küçük hacimli enjeksiyonlar için, DSP XXII, kap başına en fazla 

10 000 partikülü geçerli saymaktadır (137). Ancak, lipit nanopartiküllerin biyolojik olarak 

parçalanabilirliği düşünüldüğünde, 10 OOO'den fazla olan partikül sayısı kabul edilebilir. 

Hazırlama yönteminde kullanılan emülsifiye edici maddenin tipi ve miktarı da 

partikül büyüklüğünü etkiler. Genellikle, emülgatör miktarını belirli bir orana kadar 

arttırmak, ortalama partikül büyüklüğünü düşürmektedir (2). Emülgatör ve sterik 

stabilizatör, katı lipit nanopartiküllerin hazırlanması sırasındaki damlacık koalesansını ve 

uzun dönemdeki partikül agregasyonunu önleyecek mekanik veya elektriksel engel 

oluştururlar. Damlacıkların stabilitesi yeterli olarak sağlanabilirse, katılaştırma işleminden 

sonra elde edilen partikilllerin boyutu nanomettik aralıkta olur (138). 

2.2.4.2.2. tlaç Yüklenmesi ve Hapsedilmesi 

Etkin maddeler, hazırlanan katı lipit nanopartiküllerin yüzeyine tutunabilir veya katı 

dispersiyon veya eriyik olarak partikülün içinde hapsedilebilir. Katı lipit nanopartiküllere 

yüklenebilen ve hapsedilen etkin madde miktarı, taşıyıcı sistemin tasarımı, hazırlama 

yöntemi ve etkin maddenin fizikokimyasal özelliklerine bağlıdır. 

Lipofilik etkin maddelerle (tetrakain, etomidat, prednizolon) elde edilen etkin 

madde hapsedilme oranı o/o 0.8 ila o/o 9.8 arasında olmuştur (127,133,134). Lipofilik etkin 

maddeler için bu oranlar uygun görülmektedir. Hidrofilik bir etkin madde olan iotrolan için 

ise o/o 0.5 oranında hapsedilme saptanmıştır (134). Hidrofilik etkin madde için oldukça 

düşük olan bu oran, etkinliği fazla olan maddeler için yeterli sayılabilir. 

Katı lipit nanopartikül hazırlama yönteminde kullanılan sıcaklık, etkin madde 

yükleme oranını etkileyen en önemli faktördür. Tetrakain ve etomidat için, sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan nanopartikül içeriğine bağlı olarak etkin madde 

yüklenmesinin o/o 90'dan yüksek olduğu bulunmuştur (133). Etkin madde olarak 

prednizolon kullanılarak soğuk homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan nanopartiküllerin 

yükleme kapasitesi o/o 73 iken, sıcak homojenizasyon yönteminde bu oran o/o 50-60'a 

düşmüştür (127). Bu oranlardan daha yükseklerini elde etmek mümkündür ancak oranın 

yükseltilmesi heterojen matris yapısındaki katı lipit nanopartiküllerden salıının hızlanmasına 

yol açacaktır. 

2.2.4.2.3. Rekristallenme özellikleri 

Eritilmiş lipitin rekristalizasyonu nanopartikülün hazırlanmasının hemen ardından 

oluşmaz. Basınç altında gerçekleştirilen homojenizasyondan sonraki rekristalizasyon hızı, 

katı lipit nanopartikülün boyutu, erime noktası ve yüzey etken madde ile lipitin 

konsantrasyonunun fonksiyonudur (127). Mikropartiküllerin tersine, rekristalizasyon ve 
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nanokristallerin oluşumu, partikül büyüklüğünü ve lipit miktannı düşürerek ve yüzey etken 

madde miktannı arttırarak geciktirilebilir (2,126). 

Rekristalizasyon davranışı, katı lipit nanopartiküllere etkin madde yüklenmesini 

(örneğin katı çözelti, heterojen matris) ve daha sonra salım profilini etkiler. Diferansiyel 

tararnalı kalarimetre (DSC) ve x-ışını kırınım cihazları, kristalleurneyi belirleyerek katı lipit 

nanopartikül oluşumunu daha iyi anlamak için kullanılmaktadır. 

Sıcak homojenizasyon yöntemi ve lipit olarak gliseritlerin kullanıldığı bir katı lipit 

nanopartikül çalışmasında, x-ışını kınnım sonuçları ile DSC verileri karşılaştınlarak 

rekristalizasyon davranışı incelenmiştir (5). Etkin madde eklemeden ve eklerlikten sonra 

elde edilen veriler karşılaştırıldığında, etkin madde konsantrasyonunun arttınlması ile 

kristallenme özelliğinin azaldığı gösterilmiştir (5). Prednizolon'un etkin madde olarak 

seçildiği bir çalışmada, etkin maddenin varlığı, lipitin rekristallenme hızını düşürmüştür 

(134). Nanopartiküllerin erime noktası ile polimoıfik geçiş süresi ve kristallenme 

derecesinde görülen farklılıklar, dispersiyon durumuna, emülgatör ve etkin madde varlığına 

ve yüzey/hacim oranının yüksek olmasına bağlanmıştır. 

Erime noktalan lipitten yüksek olan etkin maddelerin sıcak homojenizasyon 

yöntemi kullanılarak katı lipit nanopartiküllerinin hazırlanmasında, soğutma sırasında önce 

etkin madde kristallenecek ve ardından lipit ile rekristallenme gerçekleşecektir. Bu durum, 

ilaç salımında gecikmeye neden olur. 

2.2.4.2.4. Salım Hızı 

Katı lipit nanopartiküllerden etkin maddenin salım hızı, matris yapının, hazırlama 

yönteminin, yüklenen etkin madde miktannın, partikül büyüklüğünün ve etkin maddenin 

özelliklerinin fonksiyonudur (4). Etkin madde salımı, yalnızca difüzyon mekanizması ile 

değil, aynı zamanda matris yapısındaki farklılaşma tarafından kontrol edilir. Salım hızı 

çalışmalarından önce ve sonra elde edilen Atomik Kuvvet Mikroskop görüntüleri, 

partiküllerin sertliğindeki azalmaya bağlı morfolojik değişim göstermiştir (136). 

Etkin madde salım profillerinin saptandığı iki çalışmada da pal et yöntemi (Avrupa 

Farmakopesi) kullanılmıştır (133,134). Sıcak homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan 

tetrakain ve etomidat'ın salımında patlama etkisi görülürken (133), prednizolon için 

hazırlama yönteminde kullanılan sıcaklığın patlama etkisini etkilediği saptanmıştır (134). 

Sıcak homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan prednizolon nanopartiküllerinin salımında % 

45'e kadar varan patlama etkisi görülürken, oda sıcaklığında hazırlananlarda hiçbir patlama 

etkisi görülmemiştir (134). Patlama etkisinin olası nedeıı1erinden birisi lipitin erime 

noktasının etkin maddeninkinden yüksek olmasıdır. Dolayısıyla lipitin yavaş kristalleurnesi 

ve etkin maddenin katı lipit nanopartikülün yüzeyinde rekristalize olması sonucu patlama 

etkisi görülür (133). Patlama etkisinin diğer bir olası nedeni ise, küçük partiküllerden dolayı 
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2.2.4.4. Etkin Madde Hedeflernesi 

Ufak boyutları, hidrofilik özellikleri ve yük taşımayan yüzeylerinden dolayı, katı 

lipit nanopartiküller, IV verilişten sonra retiküloendotelyal sisteme (RES) daha az alınarak, 

ekstravasküler hedef bölgelere ulaşabilirler (132). 

Kan ve kemik iliğine hedeflernek için, yüzeyi modifiye edilmiş katı lipit 

nanopartiküller farklı homojenizasyon parametreleri kullanarak hazırlanmıştır (127). Bu 

çalışmada, kemik iliğinde toplamak amacı ile, lipit ve yüzey etken madde 

konsantrasyonunun % 5 olması ve 80-100 nın'lik partikül büyüklüğü uygun bulunmuştur. 

2.2.4.5. Toksisite 

insan granülasitleri kullanılarak gerçekleştirilen hücre kültürü çalışmalarında, 

polilaktit/ glikolit nanopartiküllerin katı lipit nanopartiküllerden 1 O misli daha yüksek 

sitotoksisiteye sahip olduğu gösterilmiştir (123). Magnetit yüklü katı lipit nanopartiküller 

için yapılan benzer çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir (135). 

in vivo çalışmalarda da fizyolojik olmayan setil palmitat ile hazırlanan katı lipit 

nanopartiküllerin IV uygulama için uygun olduğu, akciğer, karaciğer ve dalak ağırlıklarında 

farklılığa yol açmaması ve histolojik incelemeler sonucunda karar verilmiştir (3,4). Gliseril 

behenat kullanılarak hazırlanan katı lipit nanopartiküller ile saptanan karaciğer ve dalak 

ağırlığındaki artışın ise tersinir olduğu bulunmuştur (3 ). 

2.2.4.6. Sterilizasyon 

Katı lipit nanopartiküllerin formülasyonuna bağlı olarak, otoklav ve gama ışınları 

kullanarak ve filtrasyon ile sterilizasyon yapılabilir (4,121). Tüm sözü geçen yöntemlerin 

uygun olmadığı durumlarda ise, aseptik koşullarda hazırlama önerilmektedir. 

121 oc ve ııooc• de 15 dakikalık otoklav sterilizasyonu ve Kobalt 60 

sterilizasyonunun karşılaştırıldığı bir çalışmada, kullanılan yüzey etken madde ve lipitin 

konsantrasyonuna ve cinsine bağlı olarak bu yöntemlerin kullanılabileceği sonucuna 

varılmıştır (130). Heriki yöntemde de partikül büyüklüklerinde ve polidisperslik indisi 

değerlerinde az bir artış olduğu bulunmuş ancak bu artışın sterilizasyon parametrelerinin 

optimizasyonu ile minimize edilebileceği gösterilmiştir. 

Yüzey etken madde olarak poloksamer'in kullanıldığı nanopartiküllerde, otoklav 

sterilizasyonunun mümkün olmadığı görülmüştür (121). Bunun da nedeninin 

poloksamer'in sterik stabilizasyon yeteneğinin azalması olabileceği öne sürülmüştür. 
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2.3. MiKROPARTiKüLER iLAÇ TAŞlYlCI SiSTEMLERDEN 

ETKiN MADDE SALIMI 

Tıbbi hedeflere ulaşmak için sadece non-toksik, non-immünojenik, biyolojik 

olarak parçalanabilen ve biyolojik olarak rezorbe olabilen değil, ayın zamanda etkin madde 

yüklerneye ve etkin madde salım karakteristiklerine uygun partikilliere ihtiyaç vardır (141). 

Katı dispersiyon teknolojisinde mikropartikül formülasyonları, suda çözünmeyen 

polimerlerin hidrofilik bileşimlerinin dispersiyonu ile bunların biyoyararlanımlanm ve suda 

kolay çözünen etkin maddelerin çözünme hızı özelliklerini ve oraniarım düzeltmek için 

yaygın olarak kullamlırlar (69,142). Bu nedenle mikropartiküllerin çoğu kontrollü salım 

dozaj formlannda ümit verici olarak ortaya çıkmıştır (143). 

Antikanser ajanların kontrollü salımı için taşıyıcı olarak beyaz balmumu 

mikroküreleri araştırılmış, hazırlanan mikrokürelerden etkin madde salımı in vitro olarak 

değerlendirilmiştir. Mikroküre oluşumunun sonucu, etkin maddenin çözünme hızı oldukça 

yavaşlamıştır (144). ibuprofen mikrokürelerinin de ayın şekilde, göstermiş oldukları in 

vitro salım profilleri ile sürekli etkileri olumlu bulunmuştur (145). 

2.3. 1. Etkin Madde Salımının incelenmesinde Kullanılan Yöntemler 

Katı ilaç maddelerinin formülasyonu, geliştirilmesi ve kalite kontrolünde, çözünme 

hızı oranlanmn değerlendirilmesi son derece önemlidir. Katıların çözünme hızı oranları, 

deneysel olarak, teorik olarak tasarianarak ve sistemin fizikokimyasal özelliklerine bağlı 

olarak bazı zaman aralıklannda saptanabilir. Mikropartiküler ilaç taşıyıcı formülasyonların 

davranışı da, genellikle etkin madde salım profilinin in vitro ölçümü ile karakterize 

edilmektedir. Bu tip veriler formülasyonun in vivo davranışı hakkında fikir edinmede 

kullamlabilir (146). Bu nedenle, in vitro salım testleri, etkin madde emiJiminde formülasyon 

faktörlerinin değişiminin etkisini değerlendirmede, uzatılmış salımlı dozaj formlannın kalite 

kontrolünde bir araç olarak kullanılır (147). 

Mikropartiküler ilaç dağıtım sistemleri ile ilgili resmi bir çözünme hızı yöntemi 

yoktur. Halen, farklı çözünme hızı yöntemleri kullanılmaktadır. Oysa, etkin madde 

salımında farklı çevresel koşullar, karıştırma hızı, iyonik güç ve yüzey etken varlığı oldukça 

etkilidir. Bu nedenle, kullamlan çözünme hızı yöntemi önemlidir. üstelik, birçok çalışmada 

in vitro salım sonuçlarına göre etkin madde salımının oral kullanım için elverişli olup 

olmadığına karar verilmektedir (148). 

Mikropartiküler sistemlerde kullanılan çözünme hızı yöntemleri şunlardır (148): 

1- USP Dissolüsyon Test Yöntemi-Palet (51 ,62,147 ,149-151) 

(USP XXII Dissolution Test Apparatus-Paddle) 

2- Döner Şişe Yöntemi (Rotating Bottle Apparatus) (60,66,152) 
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3- Çalkalayıcı inkübatör (Shaker Incubator) (153) 

4- Modifiye Akış Hücresi (Modified Recycling Flow Through Cell) (147) 

Bu yöntemlerin hepsi de avantaj ve dezavantajlara sahiptir (154). 

Literatürde çözünme hızı çalışmaları için daha değişik modifiye yöntemlere de 

rastlanmaktadır. Bazı çalışmalarda etkin maddenin in vitro salımı için USP basket yöntemi 

kullanılmış (24, 155), bir çalışmada da mikroküreler mikrosantrifüj tüplerinde çalkalama ile 

inkübe edilmiştir (156). Bir diğer çalışmada ise, mikroküreler dissolüsyon ortamında su 

üstünde yüzmeye eğilimli oldukları için, minibasketlerin kullanıldığı modifiye edilmiş USP 

yöntemi kullanılmıştır (157). Bazı araştırmacılar geleneksel olarak kendi ülkelerinin 

farmakopelerindeki çözünme hızı yöntemini kullanmışlardır. örnek olarak, Japon 

araştırmacılar mikroküre çalışmalarırun in vitro salımında referans olarak JP Xl'i 

vermişlerdir (158). 

Bir başka çalışmada, farklı çözünme hızı yöntemleri değerlendirilmiş; etkin madde 

salımında farklı çevresel koşulların, karıştırma hızımn, iyonik ve yüzey etken varlığının 

etkisi araştırılmıştır. Test edilen yöntemler ile elde edilen sonuçlar göstermiştir ki etkin 

madde salım profilinde çevresel koşullar ve kullanılan in vitro çözünme hızı yöntemi 

etkilidir. Bu çalışmaya göre, parenteral veriliş için tasarlanan mikropartiküllerin in vitro 

çözünme hızı testlerinde, hücre içinden akış çok uygun görünmektedir (148). Yapılan bir 

diğer çalışmada, palet yöntemi ile sürekli-akış teknikleri karşılaştırılmış, salım eğrileri 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir korelasyon bulunmuştur (147). Farklı bir görüşe 

göre sink koşullarda yapılan bu salım ölçümlerinde ortam son derece seyreltiktir ve etkin 

madde salımı bu son derece seyreltik çözeltiden ölçülemez (146). 

Mikfonaltı partiküllerden etkin madde salımının ölçülmesinde, daha iri partiküler 

sistemlerde karşıtaşılmayan birçok güçlükler vardır. Tüm bu yöntemlerde esas güçlük, 

kolloidal taşıyıcı süspansiyondan, sürekli faz içindeki etkin maddenin salımım ayırmaya 

çalışırken ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle, mikrodisperse sistemlerde salım profıllerinin 

tayini için taşıyıcı ve çözeltinin ayrılmasına bağlı olmayan analitik teknikleri kullanmak daha 

iyidir. Bu analitik teknikler şunlardır: 1. Denge diyalizi, 2. örnek ve ayırma, 3. Sürekli 

akış, 4. in situ yöntemler (154,159). 

2.3.2. Salım Mekanizması 

Etkin madde, mikrokürelerin hazırlanması sırasında matris içinde toplandığı gibi 

yüzeye de tutunabilir. Buradan, yüzey erozyonu, mikrokürenin tamamen dağılması, 

mikroküre hidrasyonu ve difüzyon ile salımr (76). 

Mikrodisperse sistemlerden etkin madde salımında çok önemli işlemler 

bulunmaktadır. Bunlar: 
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1- Etkin madde katı matristen difüzyon ile taşıyıcımn dışına difüze olabilir. Bu yol 

makroskobik dağıtım sistemleri için ihmal edilebilir derecede yavaştır fakat mikronun 

altındaki taşıyıcılar için hızlı olabilir. 

2- Etkin madde, mikropartiküle penetre olan çözücüde çözünüp dışarıya difüze 

olabilir. 

3- Taşıyıcı, çevre tarafından bozunabilir veya çözünebilir. Bu durumda etkin 

madde yeterli derecede hareketsizdir, eşit zaman aralıklarında taşıyıcıdan difüze olur. 

Böylece taşıyıcımn bozunmasım takiben süreklifazda etkin madde birikir (154). 

:==::=t====:::; [D] 
Surekli faz 

Şekil 4. Partikül ve Sürekli Faz Arasında Etkin Maddenin Difüzyon Dengesi (154). 

Mikropartiküler bir sistemden olası etkin madde salım mekanizması Şekil 5 'de 

gösterilmiştir (25). Buna göre etkin madde salımı şu işlemleri içerir: 

a- Mikropartiküller içine suyun penetrasyonu, 

b- Polimerin şişmesi/jelleşmesi ve etkin bileşiğin çözünmesi, 

c- Polimer hİdrojelleri içinden etkin bileşiğin difüzyonu. 

Bu işlemlerden dolayı, etkin madde salım hızı, mikropartiküller içindeki etkin maddenin su 

absorbsiyon hızı ve şişme oram ile kontrol edilebilir (25). 

Yapılan bir çalışmada, çözücü uçurma tekniği ile hazırlanan mikrokürelerden etkin 

maddelerin salım profilleri ve taşınma kapasiteleri incelenmiştir. 0.2-30 ı-tm arasında farklı 

partikül büyüklükleri tanımlanmış etkin maddenin mikrokürelerden in vitro salım profilleri 

sürekli akış aleti kullamlarak tayin edilmiştir. 37°C'lik su banyosunda bir hücre bulunduran 

bu alet, mikrokürelerden etkin maddelerin salımı için "sink koşulları" sağlamaktadır. Etkin 

madde yükleme kapasitesi, partikül büyüklüğü ve özellikle ilaç ve ilaç/polimer oranına bağlı 

bulunmuştur. Etkin madde salımının, etkin madde yüklenmesine bağlı olduğu saptanmış ve 

karakteristik trifazik model ile gösterilmiştir (37,160). Etkin madde molekülleri yerlerine 

yerleştikten sonra, ilk baştaki yavaş fazı takibeden patlama etkisi ile taşıyıcıların yüzeyinden 
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uzaklaşıruşlardır. Sabit yavaş salım hızı ise etkin maddelerin polimer taşıyıcıdan geçerek 

düşük hızda difüzyonunu göstermiştir (160). 

etkin madde yüklü kitosan-selüloz 
multiçekirdek mikropartikülü 

patlama 
etkisi 

şişen!jelleşen kitosan 
çekirdekleri boyunca etkin madde difüzyonu 

Şekil 5. Etkin Madde içeren Çekirdek-Çeper Mikropartiküllerinin Yatay Kesitlerinin 
Teorik Yapısı ve Sahm Mekanizması 

Nifedipin yüklü poli(dl-laktit-ko-glikolit) mikrokürelerinde n salım 

değerlendirilmiş; nifedipin salımı 1 günlük patlama etkisinden sonra 15 gün içinde 

tamamlanıruştır. 80 ı-ım'lik mikroküreler için bifazik ve 18 ı-ım mikroküreler için ise oldukça 

lineer profiller elde edilmiştir (39). 

Bir başka çalışmada, sı/y/sı emülsiyonundan çözücü uçurulması yöntemi ile 

hazırlanan mikrokürelerinin vitro salım deneylerinde, 10. dakikadan sonra % 60'dan fazla 

salım ile dramatik patlama etkisi gözlenmiştir (29). 

Bir diğer mikroküre çalışmasında ise, mikroküre örnekleri fosfat tamponu 

içersinde test tüplerine konularak herbir tüp döner palet aletine bağlanıruştır (70). Çalışmada 

kullanılan polimerin molekül ağırlığının fonksiyonu olarak iki tip profil tanımlanmıştır. 

Yüksek molekül ağırlığı için salım önemli derecede patlama etkisi ile karakterize edilmiştir. 

Düşük molekül ağırlıklı polimer kullanıldığında, patlama etkisinin yok olması, protein ve 

polimer arasında gelişen fizikokimyasal etkileşmenin varlığı ile açıklanmıştır (70). 

Diğer bir mikroküre çalışmasında, çözücü uçurma tekniği ve poli (dl-laktik asit) 

(PLA) ile 5-fluorourasil kullanılmıştır. Kullanılan polimerler üç farklı molekül ağırlığına 

sahiptir. Polimerlerin molekül ağırlığı ile salım hızı ve tampon çözeltilerdeki 5-

fluorourasil'in çözünürlüğü arasında doğrusal bir korelasyon saptanmıştır (161). Salım 

çalışmaları, çalkalayıcı şişe yöntemi ile yapılmıştır. Salım hızı verileri sıfır derece, birinci 

derece ve Higuchi kinetikleri kullanılarak incelenmiştir. Salım çalışmaları sonucunda, 

çözünme ortamının pH'sı ve polimerin molekül ağırlığındaki farklılıklar ile anlamlı 

değişmeler bulunmuştur. Etkin madde çözünürlüğünde, yalnızca çözünme ortamının pH' sı 
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değil, molekül ağırlığına bağlı olarak polimer kendi başına da etkilidir. Düşük molekül 

ağırlığındaki polimerlerde gözlenen kısa zincir molekülleri, yüksek çözünürtük hızına yol 

açabilir ve çözünme sırasında, düşük molekül ağırlığındaki polimerin matris hacminde 

kanallar ve porlar oluşur (161). 

S/y emülsiyonundan çözücü uçurulması yöntemi ile hazırlanan, progesteron içeren 

kitosan mikrokürelerinin salım hızları incelendiğinde salım kinetiklerinin kullanılan 

hazırlama yöntemi ve formülasyona bağlı olarak ciddi farklılıklar gösterdiği bulunmuştur. 

Saptanan minimum etkin madde salımının bile mikroküre hazırlamadan önce progesteronun 

polimer çözeltisi içindeki karıştırma periyodları ile önemli derecede ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (162). Buna benzer şekilde, y/s ve s/y/s emülsiyonu yöntemleri ile hazırlanan 

mikrokürelerin salım hızları arasında farklılıklar gözlenmiştir; bu farkın iç faz hacmindeki 

artışa bağlı olarak gözeneklilikteki artıştan dolayı olabileceği belirtilmiş ve bu yorum 

mikrokürelerin SEManalizleri ile de desteklenmiştir (156). 

Bir başka çalışmada, her nekadar hiçbir patlama etkisi olmaksızın etkin maddenin 

uzatılmış satımına izin veren mikroküreterin hazırlanmasında başarılı olunamadıysa da, eğer 

etkin madde ve polimer matris arasındaki geçimlilik iyi değilse, mikroküreterin hazırlama 

koşullarımn optimizasyonu ile mikrokürelerden etkin madde salım profılinin 

düzeltilebileceği gösterilmiştir ( 163). 

2.3.3. Etkin Madde Salımını Etkileyen Faktörler 

Mikropartiküllerden istenilen etkin madde salım özelliklerini elde etmek için şu 

faktörler gözönünde tutulmalıdır: etkin maddenin mikroküre içindeki konumu; matris 

maddesinin tipi , miktarı (66,164) ve molekül ağırlığı (37,51); partikilllerin yüzeysel 

özellikleri, (164), biçim ve büyüklükleri (63,66); etkin maddenin fizikokimyasal özelliği, 

molekül ağırlığı ve konsantrasyonu (63,66); yardımcı maddelerin seçimi (164); salım ortamı 

ve koşulları (76). 

Etkin maddenin en önemli özellikleri, molekülün büyüklüğü, şekli ve 

çözünürlüğüdür. Molekül ağırlığı (M) ve difüzyon katsayısı (D) arasında, yaklaşık bir log­

log korelasyonu vardır: 

log D=a-b.logM 

a ve b sabit sayı olmak üzere M arttıkça, D azalır. Polimerler için genellikle M 

büyüktür ve D giderek küçülerek yok olur (165). 

Genel olarak, suda çözünmeyen etkin maddelerin intestinal emiliminin önceden 

belirlenmesi için, mide-barsak ortamı kullamlarak yapılan çözünme hızı çalışmalarında, 

sımrlı hız dikkat çekmektedir (166). Dolayısıyla, etkin maddenin sudaki çözünürlüğü salım 

hızına etkilidir (167). 
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Etkin maddenin mikrokürelerden salımım mikroküre büyüklüğü etkilemektedir. 

Etkin madde, daha küçük taşıyıcı partiküllerden, ikinci faz boyunca çok daha fazla ve hızlı 

bir şekilde salınmaktadır. Bunun büyük bir olasılıkla iki nedeni vardır: 

a) Salım olayı için kullamlabilir yüzey alammn büyümesi, 

b) Etkin maddelerin dışarıya difüzyonu için gerekli olan mesafenin kısalması. 

Mikroküreterin büyüklükleri arttınldığında ise ikinci fazdaki salım yavaşlamaktadır (76). 

ibuprofen mikrokürelerinin uzatılmış salım süspansiyonları ile, in vivo etkin 

madde emilimi ve in vitro salım arasındaki ilişki incelenmiştir. Süspansiyonlardaki etkin 

madde salım hızımn, mikroküreterin iç porozitesi, ilaç-polimer oranı ve partikül büyüklüğü 

tarafından kontrol edildiği saptanmıştır (158). Çalışılan 3 süspansiyondan üçüncüsü ticari 

granüle ile karşılaştınldığında, 3 kat uzun plazma pik düzeyine ulaşma süresi (f maks) ve eşit 

emilim (AUC) ile ideal bir biyoyararlamm göstermiştir. Diğer iki süspansiyonun etkin 

madde salım hızları ayın olduğu halde, biyoyararlamm oranları arasında anlamlı farklılıklar 

olması ilginçtir. Biyoyararlanımdaki bu farklılıkların, mikroküreterin mide-barsak alanında 

kalma zamamna bağlı olabileceği düşünülmüştür (158). 

2.4. PARKiNSON HASTALIGI 

Serebral yaşianma doğal bir olaydır ve dopamin eksikliğinin belirleyici bir rol 

oynadığı olaylar dizisidir. Hücreler tam olarak anlaşılamamış bir nedenle metabolik 

kapasitelerini kaybederler. 

Parkinson hastalığının gelişiminde klinik semptomların gelişmesinden önce striatal 

doparninin azalması ve substantia nigranın belirginleşmiş dejenerasyonu gözlenir. Klinik 

semptomlar yavaş gelişir ve sıklıkla aralıklı olarak ortaya çıkar. Depresyon veya duygusal 

değişimler gibi emosyonel bozukluklar, çoğu kez, motor işaretlerden birkaç yıl önce 

görülür. Tüm bu biyolojik bozukluklar, sonuçta, Parkinson hastalığını ortaya çıkarmaktadır 

(9). 

Doparninerjik sistemlerin aktivitesinin azalması, serebral yaşianma sırasında 

gözlenen temel fonksiyonlardaki bozulmayı, özellikle de yaşlılığın psiko-motor 

bozukluklarım, açıklayıcı faktörlerden birisidir. Klinik açıdan serebral yaşlanmaya, dikkat, 

hafıza, uyku bozuklukları, emosyonel labilite, motor bozukluklar ve nörosensoriyel 

bozukluklar gibi nörolojik belirtiler eşlik etmektedir. 

Dopamin eksikliği beyin yaşlanması sırasında oluşan en önemli bozukluktur (168). 

Bugün hala bilinmeyenler olmakla birlikte, serebral yaşlanmamn klinik olarak ortaya 

çıkmasında dopamin eksikliğinin rolü kesindir. Çünkü yaşla beraber: 

- dopamin sentezi azalır, 
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-dopamin katabolizması artar, 

- dopaminerjik reseptörlerin aktivitesi azalır. 

Parkinson hastalığı da yoğun bir dopamin eksikliğinin eşlik ettiği bir çeşit lokalize serebral 

yaşlanmadır. Parkinson hastalığının geçmişine bakılacak olursa, genelde, 50 yaşın 

üzerindeki bireylerin% lO'unda oluşmaktadır (9). 

Parkinson hastalığında uzun yıllar levodopa tedavisi uygulanmıştır. Ancak, bu 

uzun süreli levodopa tedavisinin yan etkilerinin bulunması, değişik antiparkinson ilaçlar için 

araştımıaya yol açmıştır. Dopamin agonistleri böylece antiparkinson ajanlar arasına 

katılmıştır ve bu hastalığın değişik aşamalarında kullanılabilmektedir (169). 

Dopamin agonistleri direkt olarak dopamin reseptörlerinin stimülasyonu ile etki 

ederler. Dopamin agonistlerinin başlıca avantajları ve levodopa'ya üstünlükleri şunlardır: 

- dopamin reseptörlerinin direkt olarak stimülasyonu, 

- striatal yarı ömrünün 1-dopa'dan uzun olması, 

- seçici reseptör aktivasyonun mümkün olabilmesi, 

- parenteral verilişin mümkün olması (lisurid, apomorlin gibi), 

- nöroııların dejenerasyonunda koruyucu olarak kullanılabilmesi, 

- 1-dopa'mn yan etkilerinin ve başlayışın geciktirilebilmesi, 

- aktif metabolitlere çevrilmemeleri, 

- barsak veya KBE'de transport için yarışmamaları (170). 

Parkinson hastalığının patogenezinde, oksidatif stres ve serbest radikal oluşumu 

önemli rol oynar. Bu serbest radikaller dopaminerjik nöronlara zarar verebilir. Parkinson 

hastalığında yüksek etki gösteren dopamin agonistleri , levodopa gibi aktif bileşiklerin 

metabolizasyonuna ihtiyaç göstermemeleri ve toksik metabolitler veya serbest radikaller 

meydana getirmemeleri nedeniyle avantajlıdır ( 171 ). 

Birçok nörolojik düzensiz davramşın tedavisindeki en büyük engel, beyin içinde, 

özellikle spesifik bölgelerde ilaçların dağıtımındaki yetersizliktir. Plazma ile taşınan birçok 

maddenin beyin içine kontrollü veya sabit hız ile girişinde var olan ana engel, kan-beyin 

engelidir. Bu nedenle, ilaçların beyne rahat taşınabilmesi için birçok yöntem geliştirilmiştir. 

örneğin, infüzyon pompaları kullanılarak intraserebral dağıtım; hangi nörotransmitterler ile 

salım olabiliyor ise o dokuya implantasyon gibi. Fakat, bu yöntemlerin herbirinde, şiddetli 

toksik yan etkiler, emniyet problemleri, etnik ve maliyet işlerini de içine alan yetersizlikler 

vardır. Ayrıca, her ne kadar Parkinson'lu hastalarda adrenal ve fatal doku implantlarının 

klinik denemeleri başlamış ise de, doku transplantlarında mekanizma ve uzun süreli etki 

henüz tam olarak bilinmemektedir (172). Bu güçlüklerin üstesinden gelmek için, nöroaktif 
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bileşiklerin direkt olarak beyin içine geçişine izin veren sistemler geliştirilmiştir. Polimerik 

matris sistemler diğer alternatif terapötik modellerden daha güvenilir ve az tehlikelidir (1 72). 

Polimer teknolojisindeki kontrollü salım uygulaması, nörolojik veya psikiyatrik 

düzensizlikler için kesin avantaj sağlamaktadır. Bu avantajların içine, güvenilirlik ve etnik 

kabul edilebilirlik dahil edilmektedir. Kontrollü salım teknolojisindeki gelişmeler bir taraftan 

sürdürülürken, farklı nöropsikiatrik düzensiziiiderin tedavisinde pratik olarak 

kullanılmaktadır (172). 

Piribedil ve parkinsonizm ile yakından ilişkili olan ve piribedil çalışmalarına ışık 

tutacağı düşüncesiyle dopamin araştırmalanın gözden geçirmek yararlı olacaktır. Yapılan bir 

çalışmada, etilen-vinil asetat (EVAc)-dopamin matris disklerinden doparninin uzun süreli in 

vivo salımı değerlendirilmiş, diskin bir yanında mevcut olan tek delikten dopamin salımı 

izlenmiştir (173). Sistemin implantasyonunun ardından striatum'da, 20 günde, kontrol 

değerlerinden 200 kat daha fazla ekstraselüler dopamin konsantrasyonları gözlenmiştir. 

Deney 2 ay sürdürülmüş ve dopamin salımımn stabil kaldığı gözlenmiştir. Paralel bir 

araştırma, in vitro karakterizasyonu içermektedir. Hazırlanan matris sistem sulu bir tampon 

çözeltisine batınlmış, polimer matristen dopamin salım hızımn, polimerdeki ilk dopamin 

konsantrasyonuna bağlı olduğu saptanmıştır. Bu çalışma, kontrollü dopamin salımımn 

başanlabileceğini in vitro olarak göstermiştir (1 72). Yine bir başka çalışmada, dopaminin­

etilen vinil asetat (EVA) kopolimeri ile kontrollü salım preparatı hazırlanmış ve salıının 

O.derece kinetiğe saltip olduğu rapor edilmiştir (174). Kontrollü taşıyıcı sisteme alternatif 

olarak hazırlanan polimerik mikrokürelerin in vitro salım kinetiklerinin kronik dağıtım için 

tatmin edici olmadığı belirlenmiştir. örnek olarak, doparninin % 90'ı bir polilaktit 

polimerden 24 s içinde salınmıştır (174). Bu mikroküre çalışmasından 4 yıl sonra, yine 

dopamin ile bir lipozom çalışması yapılmıştır. Bu çalışmamn in vitro verilerine göre, salım 

O. ve 1. derece kinetiklerle olmakta ve lipozomlardan 40 günün üzerinde kontrollü dopamin 

salımı elde edilmektedir (174). Yine dopamin içeren lipozomlarla yapılan bir başka 

çalışmada, doparninin 40 günün üstünde in vitro uzatılmış salımı gösterilmiştir (174). Bu 

lipozomlar, sıçanların kısmen denerve edilmiş corpus striatumu içine stereotaktik olarak 

implante edilmiş, dopamin lipozomlan alan bu sıçanlarda kısmen davranışsal iyileşme 

görülmüştür. Bu sonuçlar Parkinson hastalığının, bu çalışmada kullanılan rodent modelinde 

kısmen iyileşme yapabileceğini ortaya koymuş ve beyne terapötik ajaniann kontrollü olarak 

taşınması için bu teknolojinin bir potansiyel olduğunu göstermiştir (174). During ve 

arkadaşlan (175) benzer bir çalışmada, dopamin içeren lipozomlan, Parkinson hastalığı 

oluşturulmuş sıçanlara stereotaktik olarak implante ederek, 25 gün süreyle dopamin salımını 

incelemişlerdir. Sonuçta, dopamin içeren lipozomlann Parkinson hastalığımn tedavisinde 

etkili olarak kullanılabileceği belirtilmiştir. 
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2.5. PiRiBEDiL 

2.5.1. Yapısı ve Fizikokimyasal özellikleri 

Piribedil, H. Schınitt ve M. Laubie tarafından 1964'de Suresnes Servier Araştırma 

Merkezi 'nde senteztenmiştir ( 17 5). 

Piribedil, dopamin agonisti (7), vazodilatör etkili (8) bir ilaçtır. Açık formülü, 2-

[4-(1,3 benzodioksol-5-ilmetil)-1-piperazinil] pirimidin'dir (176) ve kimyasal yapısı Şekil 

6 'da gösterilmiştir. Kapalı formülü Cı()llısN40ı, molekül ağırlığı 298.35'tir (176). Beyaz 

renkte, kokusuz bir tozdur. Kloroformda serbestçe, %95'lik h/h etil alkolde yavaşça 

çözünür; distile suda ise pratik olarak çözünmez (177). Suda ancak 0.07 mg/ml oranında 

çözünebilir (178). Piribedil, yüksek lipofilisiteye (log Pocı=2.84) ve hiç veya çok az H-bağ 

verici asiditeye (Alog Poct-hep=0.75) sahiptir (179). 

Şekil 6. Piribedil'in Kimyasal Yap1s1 

2.5.2. Tarihçesi 

Dopamin, 1950'li yıllardan beri tanınmasına karşın kendine özgü fonksiyonu 

olmayan, noradrenalin sentezinin bir basamağı olarak değerlendirilmiştir. Carlsson (180), 

1959'da, hayvan çalışmaları sonuçlarından ekstrapiramidal fonksiyon ve Parkinson 

sendromu gibi nörolojik bozukluklarda doparninin bir rolü olduğunu (180); daha sonra ise, 

1960'larda, O.Homykiewicz (175), doparninin muhtemelen ayn bir nörotransrnitter 

olduğunu ve bazı nöronal yolların tamamen doparnine bağlı olarak belirlenebileceğini ileri 

sürmüştür. Değişik dopaminerjik fonksiyonlann tanımlanması ve Parkinson hastalığının 

patogenezinde dopamin eksikliğinin sorumlu bulunmasından sonra, piribedil ve dopamin 

molekülleri arasındaki yapısal benzerlik, etki mekanizmaları arasında da bir benzerlik 

olabileceğini düşündürmüştür. Bu alanda yoğunlaşan çalışmalar sonucunda, 1971 'de, 

piribedil'in dopaminerjik etkinliği Corrodi ve arkadaşları (180) tarafından saptanmıştır. Bu 

ilaç maddesi daha önceleri vazodilatör olarak kullanılıyor idi (180). 1970'1i yıllarda 

piribedil'in santral dopamin reseptörleri üzerindeki direkt etkisinin dışında, presinaptik 

yapılardan dopamin salımını da sağlayabildiği gösterilmiştir (180). Parkinson hastalığında 

piribedilin kullanımı yine bu yıllara rastlamaktadır. örneğin, 1975'te yayınlanan klinik bir 
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çalışmada, piribedilin Parkinson tremoronda tercilıli bir etkisi olduğu görülmüş ve 

piribedilin günlük yaşam aktivitesinde belirgin iyileşme sağladığı belirtilmiştir (180). Bugün 

artık biliniyor ki piribedil tamamen dopaminerjiktir, yani, doparninin eksik olduğu her 

alanda kullanılabilir. Dopamin azlığının bir dopamin agonisti ile düzeltilmesi basit bir yerine 

koyma tedavisidir. Piribedil ile Parkinson hastalığının tedavisi temelde bu esasa 

dayanmaktadır. 

2.5.3. Analiz Yöntemleri 

Piribedil, spektrofotometrik ve kromatografık yöntemler ile kolayca analiz 

edilebilir. 

Piribedil ve/veya temel metabolitleri için en ilkel analiz yönteminde, ana ilacı 

radyoaktif olarak işaretleyerek ince tabaka kromatografısinin (fLC) uygulanması esastır (8). 

Piribedil dahil, birçok ilacın saptanmasında, basit, ucuz ve hızlı bir analitik yöntem olan 

TLC verilerinin analizi halen kullanılmaktadır (181). 

Piribedil ve temel metabolitlerinin, vücut sıvılarında, azota duyarlı dedektör 

kullanılarak veya kütle spektrometresi ile kombine olarak sıvı gaz kromatografisinde ; son 

zamanlarda ise 240 nın'de ultraviyole (UV) dedektörü kullanılarak yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (HPLC) ile kantitatif analizi yapılmıştır (182). HPLC yöntemi her ne kadar 

duyarlı ve seçici ise de, ana ilaç ve temel metabolitlerinin farklı fiziko-kimyasal 

özelliklerinden dolayı karmaşık bir ekstraksiyon prosedürü gerekmektedir (182). 

Yapılan bir kantitatif çalışmada, biyolojik örneklerdeki piribedil, gaz 

kromatografisi-kütle spektrometresi (GC-MS) kullanılarak saptanmıştır. Duyarlı ve seçici 

bir yöntem olduğu vurgulanan bu yöntemde, beyin ve plazmadan ilacın geri alınma oranı % 

70-90 olarak rapor edilmiştir (183). 

Bunların yanısıra, piribedil ve temel metabolitlerinin biyolojik örneklerde tayini 

için kromatografık olmayan kullanışlı yöntemler de mevcuttur (8). 

2.5.4. Farmakolojik özellikleri 

Piribedil ve metabolitlerine olan ilgi son yıllarda artmış ve bu ilacın farmakolojik 

etkilerini de içine alan çalışmalar sıklaşmıştır. 

Piribedil, vazodilatör aktivitesi eskiden beri bilinen bir ilaçtır. Dopaminerjik 

reseptörleri stimüle edebilecek kapasiteye sahip olduğu gösterilmiştir (184). Ayrıca, 

striatum yüzeyindeki asetilkolini arttırır (185). Piribedil'in serebral fonksiyonlar üzerinde 

doparnine bağlı çeşitli etkileri belgelerle ispat edilmiştir. örneğin, fonksiyonları 

düşünebilme, hareketlerde düzensizlik, motor düzen, işitme ve optik algılama. Parkinson'lu 

hastaların özellikle titremelerinin kontrolünde piribedil'in etkinliği ispatlanmıştır 

(8,169,186). Bu konuyla ilgili olarak, iki dopaminerjik agonist olan piribedil ve lisurid'in 
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bazı davranışsal ve histolojik değişiklikler üzerindeki etkilerini saptamak için bir çalışma 

yapılmıştır. Çalışmaya ait bulgular, doparninin serebral iskemide rol oynadığını ve bu 

dopaminerjik agonistlerin nörodejenerasyona neden olan iskemiyi engellernede yararlı 

olduklarını göstermiştir (187). 

Piribedil'in farmakolojik üstünlüğü diğer bazı çalışmalarda da gösterilmiştir. 

Sıçantarla yapılan bir beyin mikrodiyaliz çalışmasında, piribedil ve bromokriptinin 

bölgedeki kinetikleri incelenmiştir. Her iki bileşiğin de, beyin ön korteksindeki etkinliği 

daha önce rapor edilmiş diğer dopaminerjik ilaçlardan daha fazladır (188). Bir başka 

çalışmada, piribedil, 32 Parkinson'lu hastaya oral olarak verilmiştir. Bazı hastalarda tüm 

semptomları ortadan kaldırmak güç olsa da, piribedil'in Parkinson hastalığının tedavisi için, 

dopamin reseptör stimülasyonunda çok yararlı olduğu gözlenmiştir (189). 

2.5.4. 1. Etki Mekanizması 

Piribedil'in dopamin aktivitesi, dopamin ile olan kimyasal benzerliğinden daha çok 

yapısına dayanmaktadır. Molekülünün üstün yapısal esnekliği dopamin reseptörlerine 

bağlanmasını mümkün kılmaktadır. Şu ana kadar beş adet temel dopamin reseptör alt tipi 

tanımlanmıştır. Bağlanma çalışmaları ile, piribedilin çeşitli dopamin reseptörlerine olan 

afinitesi saptanmıştır (190). Piribedil'in reseptör afinitesi ile ilgili olarak yapılan bir 

çalışmada, limbik bölgedeki ~ dopamin reseptörleri için güçlü bir inhibitör olduğu 

görülmüştür. Yine aynı çalışmada, piribedilin dopamin ~ afinitesinin, dopamin Dı 

reseptörleri afinitesinden 20 kez daha yüksek olduğu ve aynca dopamin Dı reseptörü için 

çok düşük afiniteye sahip olduğu rapor edilmiştir. Sıçan beyninde yapılmış olan bu testte, 

piribedil, dopamin Dı reseptör bağları tarafından yüksek konsantrasyonlarda inhibe 

edilmiştir (191). Bir başka çalışma ise, piribedilin muskarinik reseptörler ile de bağlandığı 

fikrini vermektedir (192). özellikle Dı ve~ reseptörlerine karşı seçici afinitesi, piribedil'in 

çeşitli hastalıklar üzerindeki aktivitesini açıklamaktadır. 

Dopamin eksikliği pekçok serebral yolağın fonksiyonunu bozmaktadır. Bu yolaklar 

Şekil 7 'de açıkça görülmektedir. Bu yolakların herbiri farklı fonksiyonları düzenler ve 

kontrol eder. Piribedil, bu serebral dopamin yolakları üzerine etki etmek için kan-beyin 

engelini aşar. Postsinaptİk reseptörler üzerindeki agonist etkisine bağlı olarak yolaklardaki 

dopamin eksikliğini giderir. 

2.5.4.2. Farmakokinetiği 

Piribedil'in plazma ve beyin kinetikleri, striatal dopamin metabolizmasındaki 

etkileri ve metabolitleri bilindiği için, nörokimyasal çalışmalarda sıçan türünde yaygın olarak 

denenmiş ve değerlendirilmiştir (193). 
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1. Vasküler yol 
2. Mezokortikal yol 
3. Mezolimbik yol 
4. Nigrostriatal yol 
5. Tuberoinfundibuler yol 

Şekil 7. Beyindeki Serebral Yolaklar 

Piribedil'in farmakokinetiği ve metabolizması hayvanlann yanısıra insanlarda da 

çalışılmıştır. Piribedil'in tüm türlerde hızlı ve yaygın olarak biyotransformasyona uğradığı 

ve türler arasındaki kantitatif farklılıklarla birlikte üç temel metaboliti, idrar ve/veya kanda 

teşhis edilmiştir (193). Bunlar aşağıdaki metabolik reaksiyonlar sonucu oluşmaktadır: 

metilendioksifenil köprüsünün dimetilasyonu ile bir kateşol ortaya çıkar: 1-[3,4-

dihidroksibenzil-4-(2-pirimidinil)-piperazin] (S584, M1); pirimidin p-hidroksilasyon ile 

halka verir: 1-[3,4-metilen-dioksibenzil- 4-(5-hidroksi-2-pirimidinil-piperazin] (p-hidroksi 

piribedil, Mı); ve piribedil'in N-oksidasyonu ileN-oksit (M3) (Şekil 8) (182). Piribedil, 

bütün türlerde karaciğer tarafından etkin bir şekilde ekstre edilir sonuçta çok düşük 

biyoyararlanım ortaya çıkar (8). Bunlara ilaveten, hayvanlarda yapılan in vivo çalışmalarda, 

minör metabolitler bulunmuştur. Ancak, bu metabolitlerin farmakokinetikleri ve insan ve 

hayvanlardaki farmakolojik etkileri hala aniaşılamamıştır (8). 

Piribedil kısa eliminasyon yan ömrüne sahiptir. Eliminasyon yan ömrü 2 saattir 

(169). Benzer bileşiklerle kinetik ve metabolik profilleri arasındaki farklılık ve benzerlikleri 

tanımlamak için yapılan bir çalışmada, piribedil, i.v. enjeksiyonun ardından 30 dk'lık bir 

eliminasyon yan ömrü ile vücuttan çabucak uzaklaşmıştır. Yine aynı çalışmada, tüm dokular 

dikkatle gözden geçirilmiş, piribedil'in genelde yaygın olarak dağıldığı, özellikle de akciğer 

ve yağ dokusunda toplandığı görülmüştür. Bu çalışmada incelenen 1-(2-pirimidinil)­

piperazin PmP metaboliti ise, büyük oranda böbrek, akciğer ve beyinde toplanmıştır. Bu 

bulgular, hücre membranlanndan ilaçların transportu ve dokuya bağlanması, hücresel 
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yapılann yağ bileşikleri içinde lipofilik ilaçlann çözünüdüğünü de içine alacak birtakım 

farklı mekanİzmalarla açıklanabilir ( 194). 

C)-Ol)) 
PD 

()-Q~oH 
~H 

/ l ~ HO-c)-O~) 
M2 ~ 

Mı 

Şekil 8. Piribedil (PD) ve Kateşol (Mı), p-Hidroksilat (Mz) ve N-oksit (M3) 
Metabolitlerinin Kimyasal Yapısı 

Sıçanlara IV verilen piribedil'in kinetiği de saptanmıştır. Sonuçta ortaya çıkan, 

geniş doku dağılımı ve hızlı hepatik eliminasyon, lipofilik bir ilaç için beklenen olaylardır 

(194). 

Sarati ve arkadaşlan (193), etkin maddeyi, daha önceden test edilen dozlarda (15 

ve 60 mg/kg) IP olarak injekte etmişlerdir. Piribedil'in sıçanlarda, 10-30 mg/kg IV doz için 

rapor edilen nispeten kısa eliminasyon yan ömrü, bu çalışmada 15 mg/kg doz için bulunan 

yaklaşık 30 dk ile doğrulanmıştır. Piribedil hemen hemen tamarniyle hepatik metabolizma ile 

elimine edilmektedir. Son derece polar metabolitler ve diğer konjuge türevlerin 

biyotransformasyon tipi ise tanımlanamarnıştır. 

Ana maddenin beyin ve plazma ya aynı hızla geçtiği kaydedilmiştir (193 ). Buna 

rağmen beyin konsantrasyonları plazmayı aşmaktadır. Beyinden uzaklaşma, 15 ve 60 

mg/kg dozlardan sonra plazmadaki ile hemen hemen paraleldir. Bu da, yani, plazmadaki 

piribedil değişikliklerine paralel beyin konsantrasyonları, kanibeyin engelinde karşıdan 

karşıya serbest ve hızlı dağıtım olduğunu göstermektedir. Buna karşılık, Mı, Mı 

metabolitleri ve özellikle M3, beyine ana maddeden daha düşük oranda penetre olmaktadır. 

Buna neden olarak, ana maddenin diğerlerinden daha yüksek polariteye sahip olduğu öne 

sürülmüştür (193). 

Özetle bu çalışmalar şunları göstermiştir: 

a- Mı, Mı, M3, IP verilen piribedilin sıçanlann beynindeki, minör metabolitleridir, 
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b- IP ve ICV olarak enjekte edilen piribedil'in striatadaki dopamin metabolitlerinin miktanna 

etkisi, doza-bağımlı olarak değişmeyen ilacın kinetiğine bağlıdır. Böylece, şu ortaya 

çıkmaktadır: Piribedil'in bu metabolitleri sıçanlardaki dopaminerjik etkilere katkıda 

bulunmamaktadır ( 193 ). 

2.5.5. Yan Etkileri ve Toksisitesi 

Piribedil'in şiddetli yan etkilerine ait şikayetler, kullanılmaya başlandığı yıllardan 

bu yana dikkat çekmiştir. Tedavi değeri ile ilgili yapılan çalışmalarda, şiddetli psikiyatrik 

yan etkilerinden dolayı tedavinin kontrolü dahi zor olmuştur (180). 

Bugün tedavi sırasında gözlenen yan etkiler arasında bulantı, kusma, bradikardi, 

başağrısı, baş dönmesi, gastrointestinal bozukluklar, diskinezi, öfori, mani, uykusuzluk, 

"flushing" yer almaktadır (195). Bu yan etkiler özellikle doz arttınldığı sırada ortaya 

çıkmaktadır. Dozun yavaş yavaş arttınldığı durumlarda, tüm dopaminerjik agonistler ile 

sıkça görülen kontrendikasyonlara (kardiyojenik şok, akut faz myokard enfarktüsü) dikkat 

edilmelidir (190). 

Piribedil, çok yüksek dozlarda, C.T.Z. (chemoreceptive trigger zone) üzerine 

etkiyle kusmaya yol açar. Bu şekilde tabietler derhal atılacağından, doz aşıını ile ilgili 

herhangibir veri mevcut değildir. 

2.6. GLtSERtL BEHENAT (Compritol 888 ATQ®) 

Gliseril behenat, yağ asitleri ve gliseritlerin bir karışımı olup, esasını behenik asit 

oluşturur (10,11). Zayıf kokulu, akıcı bir tozdur. Erime derecesi yaklaşık 70oC'dir. Pratik 

olarak suda ve alkolde çözünmez, kloroformda çözünür (10). 35o'yi aşmayan sıcaklıkta, 

hava geçirmez ka~larda saklanır (1 O, ll). 

Gliseril behenat, pratik olarak inerttir. Bu nedenle, formülasyonlardaki aktif 

bileşenterin stabilitesine katkı sağlayabilir. Gliseril behenat, son derece yüksek dozlarda 

uygulandığında bile yan etkileri sınırlıdır (3). üstün vasıflarından dolayı birçok uygulamada 

rahatlıkla kullanılmaktadır. örneğin, direkt basım, yaş granülasyon, sıcak eritme/ kaplama, 

emülsiyon kaplama, püskürterek dondurma, pelletler, minitabletler, boncuklar (12). Gliseril 

behenat, tablet yapımında, bağlayıcı ve lubrikan olarak da kullanılır (10). Kullanımı 

sırasında 80oC'den yüksek sıcaklıkta eritilmez ve karıştırılmaz (ll). 

Gliseril behenat, dikkate değer ayrıcalıkları ile sürekli etkili formülasyonlarda sıkça 

kullanılan bir bileşendir. Tüm çalışmalarda, gliseril behenat miktan arttıkça etkin madde 

salım hızı azalmaktadır. Bu nedenle, yapılan çalışmalarda benzer çözünme hızı profilleri elde 

edilmektedir. Formülasyonlarda etkin maddenin uzatılmış salımı elde edilmiş ve tabietler in 

vitro çözünme hızı testi boyunca bozulmamış olarak kalmışlardır (12). o/o 20 gliseril behenat 
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ile hazırlanan teofilinin sürekli etkili formülasyonu tavşanlara oral olarak verildiğinde, in 

vivo uzatılmış emilimi destekleyen in vitro uzatılmış salım elde edilmiştir (12). 

Gliseril behenatın uzatılmış salım sağlama potansiyeli çeşitli çalışmalarla 

belgelenmiştir. örneğin, El-Sayed ve arkadaşları (196), yapmış oldukları bir çalışmada, 

teofilin tabietlerini üç farklı geciktirilmiş salım ajanı (Compritol 888®-gliseril behenat­

,Klucel HXp®-hidroksipropil selüloz- ve Carbopol 934® P-poliakrilik asit) ile 

hazırlayarak, bunların salım kinetiklerini karşılaştırmışlardır. Bu çalışmada, gliseril behenat 

tabietlerinin salım profillerinin diğer ajanlardan daha iyi olduğu bulunmuştur. Ayrıca, ilaç 

salım profillerine çözünme ortamıınn pH' sının etkisi de incelenmiş ve yine gliseril behenat 

tabietlerinde 0.1 N HCl'de ve pH 7.2 fosfat tamponunda benzer salım davranışları yani 

geciktirilmiş salım elde edilmiştir. Ayın araştırmacıların bir başka çalışmasında, yine ayın 

ajanların in vivo salım kinetikleri ve biyoyararlanımları karşılaştırılmıştır. Uzatılmış salım 

ajanı içeren tabietler kontrol tabietlerinden daha yavaş in vivo ilaç salımı sağlamıştır. Bu 

etki, gliseril behenat formülasyonlarında yüksek, hidroksipropil selülozda düşüktür. 

Gliseril behenat tabietlerinin salım profili eri, difüzyon kontrollü mekanizma içeren, zamamn 

kare kökü kinetiği ile tanımlanmıştır (197). 

Tüm bu anlatılan üstünlükleri nedeni ile, gliseril behenat, birçok katı lipit 

nanopartikül (SLN) çalışmasında da taşıyıcı materyal olarak kullamlmıştır (3,124,134,139). 
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3. GEREÇ ve YöNTEMLER 

3.1. MADDE ve CtHAZLAR 

3.1.1. Kullanılan Maddeler 

Asetonitril 

Buspiron 

Derişik poliglikolize C8-CIO gliseritleri 

(Labrasol ®) 

Etan.ol 

Etil asetat (C4HsOı) 

Gliseril behenat (Compritol 888 ATQ®) 

Hekzan (n-hekzan C6Hı4) 

Hidroklorik asit (HCl) 

Kloroform (CHCl3) 

Metanol (CH30H) 

Monobazik potasyum fosfat (KH2P04) 

Piribedil 

Polioksietilen (20) sorbitan monooleat 

(Tween so®) 

Potasyum karbonat (KıC03) 

Potasyum klorür (KCl) 

2-Propanol 

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2P04) 

Sodyum hidroksit (NaOH) 

Sodyum klorür (NaCl) 

3. 1.2. Kullanılan Cihazlar 

Bilyalı Çelik Değirmen 

Diferansiyel Tararnalı Kalarimetre 

Dissolüsyon Cihazı 

Erime Derecesi Tayin Cihazı 
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özel Tasarım, Anadolu üniversitesi 

Atölyeleri 

Mettler Toledo DSC 821 

Aymes 

Stuart SMP 1 



Liyofilizatör 

Magnetik Isıtınalı Karıştıncı 

Partikül Boyut Dağılım Cihazı 

pH-metre 

Reometre 

Ro tavapor 

Santrifüj 

Spektrofotometre (IR) 

Spektrofotometre (UV) 

Tararnalı Elektron Mikroskobu 

Ultrasonik Banyo 

Ultraturaks 

X-lşını Kınrum Cihazı 

Yatay Çalkalayıcı 

Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

3.2. YöNTEMLER 

Edwards Freeze Dıyer Modulyo 

LH Leybold-Heraeus LYV AC GT2 

Electro-Mag 

Coulter LS 230 

Malvem Mastersizer E 

Schott CG 841 

Brookfield DV III 

Bibby RE 100 

Hettich EBA 8 

Shimadzu-IR 435 

Shimadzu-160 A 

CamSean S4 

Elma Transsonic 470/H 

Janke&Kunkel IKA T25 

Philips PW 1830 Generator 

Heidolph Unimax 1010 

Hewlett Packard (HP) 1100 

Bu bölümde mikro- ve nanopartiküllerin formülasyonunda kullamlan etkin ve 

matris maddenin fizikokimyasal özelliklerinin incelenmesi, kullamlan miktar tayini 

yöntemlerinin validasyon çalışmaları, formülasyonların hazırlamşı ve bu formülasyonlarda 

yapılan in vitro ve in vivo çalışmalar anlatılacaktır. 

3.2.1. Çalışılan Maddelerle Yapılan Tayinler 

3.2.1.1. Piribedil ile Yapılan Çalışmalar 

Piribedil 'in özelliklerini ve analitik saflığım saptamak için aşağıdaki çalışmalar 

yapılmıştır. 

3.2.1.1.1. Spektrumlar 

3.2.1.1.1.1. UV-Spektrumu 

Değişik ortamlardaki [distile su, serum fizyolojik (SF), pH 1.2 ve pH 7.4] 

piribedil çözeltilerinin spektrumları 300-200 nın dalga boylarında UV -Spektrofotometresi 

kullamlarak alınmış Arnaks ve Amin değerleri belirlenmiştir. 
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3.2.1.1.1.2. IR-Spektrumu 

Piribedil'in infrared (IR) spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm-1 

arasında potasyum bromür ile hazırlanan diskleri kullanılarak alınmıştır. 

3.2. 1. 1.2. İnce Tabaka Kromatografisi (tTK) 

Piribedil'in iTK ile teşhisi için, alkolde ı mg/ml konsantrasyondaki çözeltisi kılcal 

boru yardımıyla Silikajel 60G ve Silikajel 60HF (35:5) ile hazırlanan plaklara 

uygulanmıştır. Plaklar; kloroform-metanol (95:5) (h/h) ve hekzan-etil asetat-metanot 

(50:45:5) (h/h) hareketli fazlan içeren tanki~ yerleştirilmiştir. Hareketli fazlar uygulama 
ı 

noktasından itibaren ıo cm yürütülmüştür. flaklar oda sıcaklığında kurotulduktan sonra 

lekeler 254 nın'lik UV -lambası altında incele~miş ve Rf değerleri hesaplanmıştır. 
ı 

3.2.1.1.3. Erime Derecesi Tayini 

Piribedil'in erime derecesi, kılcal tüp içersinde, erime derecesi tayin cihazı ile 

saptanmıştır. işlem üç kez tekrarlanmıştır. 

3.2.1.1.4. Termal Analiz 

Piribedil'in termal analizinde, diferansiyel tararnalı kalorimetre kullanılmıştır. 

Piribedil, 10-4 hassasiyetle aluminyum örnek kabında tartılmış, kapak basınç yardımı ile 

kapatılıp, sıkıştırılmıştır. Aluminyum referans kullanılarak, 5 K/dk ısı artışı ve 200 ml/dk 

N 2 akış hızında termal analiz işlemleri gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1.1.5. Piribedil Miktar Tayini 

in vitro çözünme hızı testlerinde UV -spektrofotometrik yöntem, in vivo peroral 

biyoyararlanım çalışmasında YBSK yöntemi kullanıldığından, her iki yönteminde 

güvenilirliğini tespit için validasyon çalışmalan yapılmıştır. 

3.2.1.1.5.1. UV Spektrofotometre için Validasyon Çalışmaları 

3.2.1.1.5.1.1. Doğrusallık 

Piribedil'in standart eğrilerinin belirlenmesinde, pH 1.2 için o. ı mg.ml-1; pH 7.4, 

distile su ve SF için 0.04 mg.mi-1 konsantrasyondaki stok çözeltilerinin seyreltilmesi ile 2-

ı ı !-tg.mi-1 konsantrasyonlarında piribedil çözeltileri hazırlanmıştır. Bu farklı ortamlardaki 

çözeltiterin absorbansları, çalışılan çözücünün maksimum dalga boyunda belirlenmiştir. 

Konsantrasyona karşılık gelen absorbans değerlerinden, herbir ortama ait doğru denklemleri 

ve korelasyon katsayılan hesaplanmıştır. Her konsantrasyon değeri için deney üç kez 

tekrarlanmıştır. 
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3.2.1.1.5.1.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik 

in vitro salım çalışmalannda çözünme ortamı olarak kullanılan, distile su, pH 1.2 

ve pH 7.4 ortamlannda piribedil'in 3'er farklı konsantrasyonda (9, 17 ve 26 ı.ıg.mi-1 ) 

çözeltileri hazırlanmıştır. Çözeltilerin absorbansları, çalışılan çözücünün maksimum dalga 

boyunda belirlenmiştir. Her konsantrasyon degeri için deney altı kez yapılmıştır. 1. gün 

içinde yapılan tüm bu çalışmalar 2. ve 3. günlerde de tekrarlanmıştır (k=3) (198). üç gün 

boyunca elde edilen sonuçlardan, gerekli formüller yardımıyla, yöntemin tekrarlanabiliriik 

ve günlerarası kesinlik degerieri hesaplanmıştır (199). 

3.2.1.1.5.1.3. Seçicilik 

Yöntemin seçiciligini araştırmak amacı ile, biri soguk (C10-P5-L5), digeri sıcak 

(C2.5-P5-T1.2) homojenizasyon tekni@ ile, etkin maddesiz (plasebo) iki formülasyon 

hazırlanmıştır. Her iki formülasyon için, in vitro salım çalışmalarında kullanılan miktarda 

formülasyonlar kullanılarak, üç çözücü ortaınında (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4) üçer 

dissolüsyon çalışması yapılmıştır. in vitro salım çalışmalarında kullanılan koşullarda 

çalışılarak, alınan örneklerin absorbansları ölçülmüş ve yöntemin seçiciligi araştınlmıştır. 

3.2.1.1.5.2. YBSK için Validasyon Çalışmaları 

3.2. 1. 1.5.2. 1. Doğrusallık 

Standart egrinin belirlenmesi için, piribedil ve buspiron'un (internal standart) 

hareketli faz içindeki stok çözeltileri kullanılarak 0.5/5, 115, 5/5, 10/5, 25/5, 5015, 100/5 

(piribedil Jtg 1 buspiron Jtg) oranlarında karışımlar hazırlanmıştır. Bu degişik oranlardaki 

çözeltiler YBSK'na enjekte edilerek gradient elüsyon yöntemi ile piribedil ve buspirona ait 

pik alanları bulunmuştur. Herbir piribedil Jtg 1 buspiron Jtg degerine karşılık gelen piribedil 

pik alanı 1 buspiron pik alanı degerieri yardımı ile dogru denklemi hesaplanmıştır. 

Hesaplamalarda üç enjeksiyonun ortalama degerieri kullanılmıştır. 

3.2.1.1.5.2.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik 

Bir ml'de 25 Jtg piribedil /5 Jtg buspiron oranında etkin madde ve internal standart 

içeren bir çözelti hazırlanarak YBSK'na enjekte edilmiştir. YBSK ile yapılan in vivo 

analizlerdeki aynı şartlarda çalışılarak piribedil ve buspirona ait pik alanları bulunmuştur. 

Enjeksiyonlar 1., 2. ve 3. gün içinde altışar kez yapılmıştır. Elde edilen sonuçlardan gerekli 

formüller yardımı ile yönteme ait tekrarlanabilirlik ve günlerarası kesinlik degerieri 

hesaplanmıştır (199). 

3.2.1. 1.5.2.3. S eçicilik 

Yöntemin seçicili@ni araştırmak amacı ile, tavşanlardan deney öncesi O. zamanda 

alınan 20 kan örnegi, in vivo analizlerde kullanılan ekstraksiyon yöntemi ile ekstre 
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edilmiştir. Herbir örnek yine aynı şartlarda YBSK'na enjekte edilerek, piribedil 'e ait 

alıkoruna zamanlarındaki cevaplar izlenmiştir. 

3.2. 1. 1.6. Çözünürlük Tayinleri 

3.2.1.1.6.1. Farklı Sıvı Ortamlardaki Çözünürlük Tayini 

Piribedil'in çözünürlüğü, distile su, serum fizyolojik, pH 1.2 ve pH 7.4'te tayin 

edilmiştir. pH 1.2 ve pH 7.4 tamponları, USP XXII'de belirtilen oranlar kullanılarak 

hazırlanmıştır (200). Bu ortarnlarda piribedil'in aşırı doymuş çözeltileri hazırlandıktan 

sonra, ultrasonik hanyoda 15 dk karıştınlmıştır. Çözeltiler, Whatman No.41 süzgeç 

kağıdından süzülerek sulu kısımlar aynlmış ve çözünme ortarnları ile seyreltilerek UV­

spektrofotometre ile absorbansları ölçülmüştür. Çözünebilen piribedil miktarları, 

kalibrasyon denklemlerinden hesaplanmıştır. Bu işlemler üçer kez tekrarlanmış ve 

ortalarnalar bulunmuştur. 

3.2.1.1.6.2. Kullanılan Lipit içindeki Çözünürlük Tayini 

Piribedil'in Compritol® içindeki çözünüdüğünü saptamak amacıyla, 

formülasyonlarda kullanacağımız oranlarda (%1,%5,%10) piribedil içeren 10 mg 

ağırlığında üç adet lipit-etkin madde karışımı hazırlanmıştır. Bu karışımlar aluminyum örnek 

kapiarına konularak, kapların kapakları basınçla sıkıştınlmıştır. örneklere diferansiyel 

tararnalı kalorimetre kullanarak Bölüm 3.2.1.1.4'de açıklanan koşullarda termal analiz 

uygulanmıştır. 

3.2. 1. 1. 7. Partikül Boyut Analizi 

Piribedil'in partikül boyut dağılımı lazer tarama cihazı ile saptanmıştır. 

3.2.1.1.8. X-Işını Kırınım Analizi 

Piribedil'in x-ışını kınnım analizi 4-400C aralığında, 40 kV voltaj ve 20 mA akım 

şiddetinde Philips PW 1830 jeneratör yardımı ile yapılmıştır. 

3.2. 1.2. Compritol® ile Yapılan Çalışmalar 

Compritol ®'ün özelliklerini ve firma spesifikasyonlarına uygunluğunu saptamak 

arnacı ile erime derecesi, IR spektrumu, reolojik, termal ve x-ışını kınnım analiz çalışmaları 

yapılmıştır. 

3.2.1.2.1. IR-Spektrumu 

Compritol®'ün infrared (IR) spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm-1 

arasında potasyum bromür ile hazırlanan diskleri kullanılarak alınmıştır. 
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3.2.1.2.2. Erime Derecesi Tayini 

Compritol®'ün erime derecesi, kılcal tüp içersinde, erime derecesi tayin cihazı ile 

saptanmıştır. işlem üç kez tekrarlanmıştır. 

3.2.1.2.3. Termal Analiz 

Compritol®, aluminyum örnek kabında 10-4 hassasiyetle --10 mg ağırlığında 
tartılmış, aluminyum kapak ile kapatılmış ve kapak basınç ile sıkıştınlmıştır. Analiz, 

aluminyum referansına karşı, 200 ml/dk N2 akış hızı, 5 K/dk ısı artışında diferansiyel 

tararnalı kalarimetre ile gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1.2.4. Reolojik Analiz 

Compritol®'ün reolojik analizinde Brookfıeld reometresi kullanılmıştır. 

Reometrenin özel bölmesine --2 mg Compritol® konularak, aletin su banyosu Compritol®' 

ün erime derecesi üzerindeki bir sıcaklığa, 75°C'ye ayarlanmıştır. Bu sıcaklıkta 10-250 rpm 

arasında reolojik analiz yapılmıştır. Kullanılan reometre, koni-tabla geometrisine sahiptir. 
o 

Seçilen koninin açısı 1.565 , çapı 1.2 cm ve kayma hızı 3.84xN'dır (N=rpm). 

3.2.1.2.5. X-Işını Kırınım Analizi 

Analiz, 4-40°C aralığında, 40 kV voltaj ve 20 mA akım şiddetinde Philips PW 

ı 830 jeneratör yardımı ile yapılmıştır. 

3.2.2. Mikro- ve Nanopartiküller ile Yapılan Çalışmalar 

3.2.2.1. Formülasyonları 

Mikro- ve nanopartiküllerin hazırlanmasında katı lipit nanopartikül hazırlamak için 

önerilen soğuk ve sıcak homojenizasyon teknikleri kullanılmıştır. 

3.2.2.1.1. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Formülasyonlar 

Soğuk homojenizasyon yöntemi, laboratuar koşullanınız içinde modifiye 

edilmiştir. Formülasyonlarda lipit yüzdesi, diğer parametrelerin formülasyanlara etkisini 

araştırmak için %ı O olarak sabit tutulmuş, buna karşılık etkin maddenin hapsedilebilme 

oranını araştırmak için piribedil'in lipit içindeki oranları (%ı,%5,%ıO) ve yüzey etken 

maddenin partikül boyutuna etkisini incelemek için de Labrasol®'ün değişik 
konsantrasyonları (%ı,%2.5,%5) kullanılmıştır. Kullanılan bu oranlar , etkin maddenin 

lipitteki çözünürlüğü ve yüzey etken maddenin ise kullanım aralığı gözönüne alınarak 

seçilmiştir. Diğer formülasyon parametreleri ise sabit tutulmuştur. 

Kullanılan parametreler Tablo 2 'de özetlenmiş ve hazırlanan formülasyonların 

kodları Tablo 4 'de verilmiştir. 

37 



Tablo 2. Soğuk Homojenizasyon Tekniğinde Kullanılan Parametreler 

Parametre 

Etkin ınad1e 

Lipit 

Yüzey etken ınad1e 

Çözünme sıcaklığı 

Çözünmede kanştırma hızı 

Çözünmede karıştırma süresi 

öğütıne hızı 

öğütıne süresi 

Homojenizasyonda karıştırma hızı 

Homojenizasyonda karıştırma süresi 

Kurutma 
Saklama 

Deney koşullan 

Piribedil (lipit içinde %1,%5,%10) 

Compritol® (%10) 

Labrasol® (%1,%2.5,%5) 
soo c 
9 SOO rpm 

S dk 

60rpm 

30 dk 

24 000 rpm 

S dk 

Liyofilizatör (7gün, -50°C ve 3.2 mBar) 

Desikatör 

3.2.2. 1.2. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Formülasyonlar ı 

Sıcak homojenizasyon yöntemi kullanılarak bir seri mikropartikül ve bu 

mikropartiküllerin 8 ı.ım'lik selüloz nitrat filtreden süzülmesi ile elde edilen nanopartikül 

formülasyonu hazırlanmıştır. Yapılan ön çalışmalarda, soğuk homojenizasyon yönteminde 

kullanılan lipit, etkin madde konsantrasyonları ve yüzey etken madde tipi, elde edilen 

mikropartiküllerin büyüklükleri yönünden değerlendirilmiştir. Gerçekleştirilen ön çalışmalar 

ve önceki deneyimler gözönünde tutularak, formülasyonda lipit yüzdesi %2.5, etkin 

maddenin lipit içindeki oranı %5 ve yüzey etken madde olarak Tween so® %ı .2 

konsantrasyonda kullanılmıştır. 

Kullanılan parametreler Tablo 3'de, hazırlanan partiküllerin kodları ise Tablo 

4 'de verilmiştir. 

3.2.2.2. Hazırlanışları 

3.2.2.2.1. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlama 

Piribedil mikropartiküllerinin hazırlanmasında kullanılan modifiye soğuk 

homojenizasyon tekniğinin deney koşulları Tablo 2 'de görülmektedir. 

ı Sıcak homojenizasyon çalışmalan ile partikül boyut, x-ışını kırınıını ve termal analizler, Berlin 

Freie üniversitesi'nde Prof.Dr.Rainer H.Müller denetiıninde gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 3. Sıcak Homojenizasyon Tekni~inde Kullamlan Parametreler 

Parametre 

Etkin madde 

Lipit 

Yüzey Etken Madde 

Çözünme sıcaklığı 

Homojenizasyonda kanştınna hızı 

Homojenizasyonda kanştınna süresi 

Saklama 

Deney koşullan 

Piribedil (lipit içinde %5) 

Compritoı® (%2.5) 

Tween so® (%1.2) 

80°C 

20 500 rpm 

ı ek 

Oda sıcaklığı 

Tablo 4. Mikro- ve Nanopartikül Formülasyonlarının Kodları 

Compritoı® Piribedil Labrasoı® Yöntem 
(%) (%) (%) 

ı o ı ı Soğuk homojenizasyon ClO-Pı-Ll 

ı o ı 2.5 Soğuk homojenizasyon cıo-Pı-L2.5 

ı o ı 5 Soğuk homojenizasyon cıo-Pı-L5 

ı o 5 ı Soğuk homojenizasyon cıO-P5-Ll 

ı o 5 2.5 Soğuk homojenizasyon C10-P5-L2.5 

ı o 5 5 Soğuk homojenizasyon cıO-P5-L5 * 

10 ı o ı Soğuk homojenizasyon ClO-PlO-Ll 

ı o ı o 2.5 Soğuk homojenizasyon ClO-PıO-L2.5 

lO ı o 5 Soğuk homojenizasyon cıO-P10-L5 

Compritoı® Piribedil Tweenso® Yöntem Koo 
(%) (%) (%) 

2.5 5 1.2 Sıcak homojenizasyon C2.5-P5-T1.2 

2.5 5 1.2 Sıcak homojenizasyon c2.5-p5-tl.2 

*in vivo testler için seçilen fonnülasyon 

Yöntem kısaca şöyledir: etkin madde eritilmiş lipit içersinde, so·c de, ultraturaks 

ile 9500 rpm de 5 dk karıştırılarak çözündürülmüş ve tekdüze dağılması sağlanmıştır. Oda 

sıcaklığında katılaşan etkin madde-lipit karışımı buzdolabında 7-8 dk soğutulduktan sonra 

önce porselen havanda havan eli ile daha sonra bilyalı değirmende karbon buzu altında 60 
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rpm'de 30 dk öğütülmüştür. Elde edilen katı madde sulu yüzey etken madde çözeltisinde 

24000 rpm de 5 dk homojenize edilmiştir. Kanşım liyofilizatörde kururularak 

mikropartiküller elde edilmiştir. Hazırlama aşamalan Şekil 9'da şematik olarak 

gösterilmiştir. 

cztkin maddcz 

t 

ı;p;ı ~ homojoo;,o<yoe 
( 80°Cl 

~ 

D katıtaı;tırma 
t 

?! + ~ ögütme 

t 
Sulu 

yüzey etken madde hamajenizas.yan 

cözelli5i ' . t 
Ürün 

liyafiıizas.yan 

M.IK RO PARTiKÜL 

Şekil 9. Soğuk Homojenizasyon Tekniği ile Piribedil Mikropartiküllerinin 
Hazırlanma Aşamaları 

3.2.2.2.2. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlama 

Sıcak homojenizasyon tekniğinin deney koşulları Tablo 3 'de görülmektedir. 

Yöntem şöyle özetlenebilir: etkin madde eritilmiş lipit içersinde so·c de 

çözündürülmüştür. %1.2 konsantrasyondaki sulu yüzey etken madde çözeltisi de aynı 

sıcaklığa getirilmiştir. Etkin madde-lipit kanşımı üzerine sulu yüzey etken madde çözeltisi 

eklendikten sonra so·c sıcaklıkta tutularak ultraturaks ile 20500 rpm'de ı dk homojenize 

edilmiştir. Böylece, mikropartiküller elde edilmiştir. Hazırlanan mikropartiküller, daha 

sonra, 8 !!m'lik filtreden vakum yardımı ile süzülerek nanopartiküller aynlmıştır. Hazırlama 

aşamalan Şekil 1 O'da şematik olarak verilmiştir. 

Her iki yöntem ile hazırlanan formülasyonlann hepsine in vitro testler 

uygulanmıştır. Ancak, tek bir formülasyanda in vivo incelemeler sürdürülmüştür. 
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ız tkin 
madde+ ıipit 

ıeoocı 

i:~ Sulu 

~~yüzey ·etken madde 
~ çözetiisi 

hamajenizasyan 

MiKROPARTiKÜL 

+ filtrosyon 

NANGPARTiKÜL 

Şekil 10. Sıcak Homojenizasyon Tekniği ile Piribedil Mikro- ve 
Nanopartiküllerinin Hazırlanma Aşamaları 

3.2.2.3. Mikro- ve N anopartiküllerin özelliklerine ait Çalışmalar 

3.2.2.3.1. Şekilleri 2 

Liyofilize edilmiş partiküller karbon bantı üzerine yayılıp, altın ile kaplandıktan 

sonra yüzey özellikleri ve şekilleri tararnalı elektron mikroskobunda saptanmıştır. 

Hazırlanan partiküller ile piribedil'i karşılaştırmak amacıyla, toz haldeki piribedil aynı 

yöntem ile incelenmiştir. 

3.2.2.3.2. Partikül Büyüklük Dağılımları 

Soğuk homojenizasyon tekniği ile hazırlanan herbir mikropartikül formülasyonu 

ultrasonik banyoda distile su içersinde disperse edilerek, partikül boyut dağılımları, lazer 

tarama cihazı ile ölçülmüştür. Sıcak homojenizasyon tekniği ile hazırlanan mikro- ve 

nanopartiküllerin partikül boyut dağılımları ise lazer kırınım cihazı ile saptanmıştır. 

3.2.2.3.3. IR Analizleri 

Hazırlanan herbir mikro- ve nanopartikül formülasyonunun infrared (IR) 

spektrumu, IR spektrofotometresinde 4000-400 cm-1 arasında potasyum bromür ile 

hazırlanan diskler kullanılarak alınmıştır. 

2 Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) fotoğrafları Anadolu üniversitesi Seramik 

Mühendisliği'nde Yard.Doç.Dr.Servet Turan tarafından çekilmiştir. 

41 



3.2.2.3.4. Termal Analizleri 

Hazırlanan piribedil mikro- ve nanopartiküllerinin termal analizleri diferansiyel 

tararnalı kalarimetre ile yapılmıştır. -10 mg ağırlığındaki mikropartikül örnekleri aluminyum 

örnek kaplarında 10-4 hassasiyetle tartıldıktan sonra, kapaklar sıkıştınlarak Bölüm 

3.2. 1. 1.4'de açıklanan koşullarda termal analize tabi tutulmuştur. 

3.2.2.3.5. Hazırlama Verimi 

Kullandığımız soğuk homojenizasyon yöntemindeki üretim kapasitesini 

değerlendirebilmek için formülasyondaki toplam katı miktarından hareketle, aşağıdaki 

formül kullanılarak mikropartiküllerin hazırlama verimleri hesaplanmıştır (17). 

A 
0 /o verim=--- x 100 

B 

A: Elde edilen mikropartikül ağırlığı (g) 

B: Formülasyanda kullanılan katı madde ağırlığı (g) 

3.2.2.3.6. Partiküllerde Piribedil Miktar Tayini 

3.2.2.3.6.1. Partiküllerde Yüklenen Piribedil Miktarı 

3.2.2.3.6.1.1. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerde 
Toplam Piribedil Miktarı 

20 mg hassas tartılmış mikropartikül, pH 1.2 içersinde, ultraturaks ile 8000 rpm 

de 15 dk çalkalanmıştır. Mikropartiküller 0.2 ı-ım'lik membran filtre ile ayrılarak süzüntüde 

UV -spektrofotometre ile miktar tayini yapılmıştır. Her deney 3 kez tekrarlanmıştır. 

3.2.2.3.6. 1.2. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerde 

Toplam Piribedil Miktarı 

100 Jll mikro- veya nanopartikül süspansiyonu, pH 1.2 içersinde, ultraturaks ile 

8000 rpm' de 15 dk çalkalanmıştır. Partiküller 0.2 Jtm'lik filtre ile ayrılarak süzüntüde UV­

spektrofotometre ile miktar tayini yapılmıştır. Her deney 3 kez tekrarlanmıştır. 

3.2.2.3.6.2. Partiküllerde Hapsedilen Piribedil Miktarı 

Soğuk homojenizasyon ile hazırlanan mikropartiküllerde hapsedilen piribedil 

miktarım saptamak amacıyla, mikropartiküllerin yüzeyinde ve içindeki etkin madde 

miktarları ayrı ayrı hesaplanmıştır. Bunun için, hassas olarak tartılmış 20 mg mikropartikül 

pH 1.2 içinde ultrasonik hanyoda 5 dk tutulmuş, santrifüj ile mikropartiküller ayrılmıştır. 

Çözeltinin absorbansı UV -spektrofotometre ile ölçülerek yüzeydeki etkin madde miktarları 

hesaplanmıştır. 
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Hapsedilen piribedil miktarımn hesaplanması ıçın santrifüjle aynlan 

mikropartiküller pH 1.2'de bu kez ultraturaks kullamlarak 8000 rpm de 15 dk 

çalkalanmıştır. Whatman No.41 ile aynlan süzüntüdeki piribedil miktarı UV­

spektrofotometrik olarak ölçülmüş ve hapsedilen piribedil miktarı gerekli hesaplamalar ile 

bulunmuştur. Her deney 6 kez tekrarlanmıştır. 

Sıcak homojenizasyon ile hazırlanan mikropartikül ve nanopartiküller, 

süspansiyon olarak elde edildiğinden ve yukarıda bahsedilen yöntemle sağlıklı deney 

yapılamadığından, hapsedilen piribedil miktarı hesaplanamamıştır. 

3.2.2.3. 7. Saklama Koşullarında Stabilite Kontrolü 

Soğuk homojenizasyon tekniği ile hazırlanan mikropartiküllerden seçilen bir 

formülasyon, buzdolabı (4±1 oC), oda sıcaklığı (20±1 oC), etüv (40±1 OC) ve iklim dolabında 

(60% relatif nem ve 40±0.1 OC) saklanmıştır. 15 gün, 1, 3 ve 6 aylık saklama sürelerinin 

sonunda, Bölüm 3.2.1.1.2'de anlatıldığı şekilde ince tabaka kromatografisi kullamlarak 

piribedil 'in Rf değerleri bulunmuştur. 

3.2.2.3.8. X-Işını Kırınım Analizi 

Hazırlama yöntemleri arasındaki farkı incelemek amacı ve deney koşullarımn sınırlı 

olması nedeni ile biri sıcak biri soğuk homojenizasyon tekniğinden olmak üzere iki 

formülasyonun x-ışım kınrum analizi yapılmıştır. 

3.2.2.4. Mikro- ve Nanopartiküller ile Yapılan tn Vitro Çalışmalar 

Bu çalışmalar partikilllerin in vitro davramşlan hakkında fikir edinebilmek ve 

ilerleyen çalışmalarda in vivo bulgular ile bir korelasyon kurabilmek için yapılmıştır. 

3.2.2.4. 1. tn Vitro Satım Çalışmaları 

in vitro koşullarda, mikro- ve nanopartiküllerden piribedil salımım değerlendirme 

çalışmalannda, USP XXII'de tammlanan palet yöntemi kullamlmıştır (201). 

Soğuk homojenizasyon tekniği ile hazırlanmış ve tam tartılmış mikropartikül 

örneklerinin (500 mg) çözünme hızı çalışmalan, 900 ml çözünme ortamında (distile su ile 

fizyolojik pH'lar olan pH 1.2 ve 7.4), 37±0.5°C'de, 50 rpm kullamlarak yapılmıştır. 

Çözünme ortamından belirli zamanlarda (5.dk, 15.dk, 30.dk, Ls, 2.s, 4.s, 7.s, 24.s, 29.s, 

48.s, 53.s, 72.s, 77.s, 96.s ve 103.s'lerde) enjektör yardımı ile alınan 5 ml'lik örneklerin, 

0.2 !-tm'lik selüloz nitrat filtre ile süzüldükten sonra, UV -spekrofotometresinde 

absorbanslan ölçülmüştür. Absorbans değerlerine göre salınan piribedil miktarı 

hesaplanmıştır. Alınan örnek hacmi kadar taze ortam sıvısı her seferinde yerine 

konulmuştur. Herbir çalışma 3 kez tekrarlanmıştır. 
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Yapılan bu ön çalışmalann sonuçlanna göre seçilen formülasyon ile piribedil'i 

karşılaştırmak amacıyla aynı deneyler mikropartikül ve piribedil için 6' şar kez yapılmıştır. 

Piribedil'in in vitro salım çalışmalannda, seçilen mikropartikül formülasyonunun 500 

ıng'ında bulunan miktar kadar piribedil kullanılmıştır. Benzer çalışmalar, aynı miktarda 

piribedil içeren ve sıcak homojenizasyon tekniği ile hazırlanmış mikro- ve nanopartikül 

formülasyonlan için yapılmış, deneyler 6 kez tekrarlanmıştır. 

Salım bulgulan önce zamana karşı yüzde salım olarak grafiğe geçirilmiş, daha 

sonra bu amaç için yazılmış bir bilgisayar programı ile salım kinetikleri incelenmiştir (202). 

Formülasyonlann in vitro salım sonuçlarını, etkin maddenin ticari preparatı ile 

karşılaştırmak amacı ile aynı çalışmalar piyasa tabieti ile tekrarlanmıştır. Bunun için 

piribedil 'in ticari preparatı (Trivastal 50 Retard®) üzerinde etkin madde miktar tayini 

yapıldıktan sonra, 900 ml'lik çözünme ortamında, 37±0.5oC'de, 50 rpm'de, hasket 

yöntemi kullanılarak çözünme hızı çalışmalan yapılmıştır (201). Çözünme ortamından 5.dk, 

15.dk, 30.dk, 45.dk, Ls, 2.s, 3.s, 4.s, 5.s, 6.s, 7.s, 23.s, 24.s, 25.s ve 27.s'lerde 

enjektör yardımı ile alman 5 ml'lik örnekler, 0.2 ı-tm'lik selüloz nitrat filtre ile süzülerek, 

absorbansları UV -spektrofotometrik olarak ölçülmüş ve formüller yardımıyla piribedil 

miktarlan hesaplanmıştır. Alınan her örnekten sonra 5 ml taze ortam sıvısı yerine 

konulmuştur. Aynı deneyler üç farklı çözünme ortamında (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4) 

üçer kez tekrarlanmıştır. 

3.2.2.4.2. pH 1.2 Salım Ortamındaki Stabilite Kontrolü 

Piribedil, pH 1.2' deki stabilitesi izlenmek amacıyla, 37°C lik, salım ortamında, 

salım süresinden daha uzun bir süre bekletilmiştir. Bu süre boyunca belirli zamanlarda 

alınan örnekler silikajel plaklara uygulanmış ve plaklar kloroform: metanol (95:5) (h/h) 

hareketli fazını içeren tankiara konulmuştur. Daha sonra Bölüm 3.2.1.1.2.'de açıklandığı 

gibi Rf değerleri saptanmıştır. Alınan her örneğin Rf değeri taze hazırlanmış piribedil 

çözeltisinin Rf değeri ile karşılaştınlmıştır. 

3.2.2.5. tn Vivo Çalışmalar 3 

Bu bölümde, hayvanlarda yapılan farmakodinamik ve biyofarmasötik testler 

anlatılacaktır. Seçilen formülasyon ve piribedil'in, farelerde Parkinson modeli tremor testi 

ve tavşanlarda biyoyararlanım çalışması gerçekleştirilmiştir. 

3 in vivo çalışmalar, Osmangazi üniversitesi Farmakoloji Anabilim Dalı'nda Prof.Dr.Kevser 

Erol'un denetiminde yapılmıştır. 
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3.2.2.5.1. Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi 

Yaklaşık 30-35 g ağırlığındaki ıo fareye 30 mg/kg dozda piribedil içeren 

mikropartikül, 0.5 ıni'lik süspansiyonlar halinde peroral olarak verilmiştir. Aynı farelere ı s 

ı5 dk sonra 0.5 mg/kg dozda haloperidol IP, bundan 45 dk sonra da 200 ı-ıg/kg dozda 

oksotremorin IP olarak verilmiştir. Oksotremorin enjeksiyonundan 5 dk sonra fareler 

izlemeye alınarak ı5 dk boyunca gözlenmiştir. Gözlenen tremor şiddetine göre skorlar 

verilerek test tamamlanmıştır (203 ). Bu skorlar titremenin etkisine göre verilen farklı 

numaralardır ve titreme sadece baş bölgesinde ise ı, hem baş hem vücut bölgesinde ise 2, 

titreme tüm vücutta görülüyor ise 3, hiç titreme yok ise O verilmektedir. Daha sonra bu 

skorlar Student t-testi ile değerlendirilmiştir (204). 

Aynı test bir kontrol grubu için, bir de toz piribedil için, herbiri 10 adet farklı 

gurup farede olmak üzere tekrarlanmış ve sonuçlar karşılaştırılmıştır. 

3.2.2.5.2. Tavşanlarda Peroral Biyoyararlanım Çalışması 

Mikropartiküllerin peroral biyoyararlanımını, toz piribedil ile karşılaştırmak 

amacıyla, 2.5-3 kg ağırlığındaki 10 tavşana 60 mg/kg dozda toz, ıo tavşanada 60 mg/kg 

piribedil içeren mikropartikül, peroral olarak verilmiştir. 

Her tavşandan O.dk, ı5.dk, 30.dk., Ls, 3.s, 5.s, 10.s, ve 24.s'lerde olmak üzere 

ı-2 ml hacimde 8 kan örneği alınmıştır. Piribedil'in peroral uygulamadaki yarı ömrü 2 saat 

olduğundan son kan örneğinin 24. saatte alınması uygun bulunmuştur (ı69). Kan örnekleri 

tavşan kulak veninden, heparizine PPD enjektör ile alınmış ve 3000 rpm de 5 dk santrifüj 

edilerek plazmaları ayrılmıştır. Plazma örnekleri -20°C lik diptirizde analiz yapılıncaya dek 

saklanmıştır (118). 

3.2.2.5.2.1. Plazmadaki Piribedil'in Ekstraksiyon ile Ayrılması 

500 ı-tl plazma örneğine, piribedil 'in YBSK ile miktar tayininde internal standart 

(IS) olarak kullanılan buspiron çözeltisinden (10 ı-ıglml) 50 ı-tl eklenmiştir. 5 M KıC03 ve 

0.5 M fosfat tamponu (pH 8) ile hacim 2 ıni'ye tamamlanmıştır. ll ml etil asetat-kloroform-

2-propanol (85: ı5:5) (h/h) eklendikten sonra karışım ı5 dk yatay çalkalayıcı ile 

çalkalanmış tır. 600 rpm hızda 1 O dk santrifüj ile ayrılan ı O ml 'lik organik sıvı, ı .s ml O .ı 

M hidroklorik asit içeren yeni bir test tübüne alınmış ve ı5 dk daha çalkalanmıştır. 600 rpm 

de 10 dk santrifüjden sonra, organik faz atılmış, asidik sulu faz tekrar yukarıda anlatıldığı 

şekilde alkali yapılmıştır. Bu alkali faz, 10 ml kloroform-2 propanol (95:5) (h/h) ile geri 

ekstre edilmiş ve ayrılan organik faz rotavapor ile kuruluğa kadar uçurulmuştur (8). 
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3.2.2.5.2.2. Plazmadan Ekstraksiyon ile Geri Kazanılan Piribedil 

Oranının Hesaplanması 

Bu çalışmada, hiçbir ilaç verilmemiş tavşanların kulak veninden alınan kan 

örneklerinden ayrılan plazmalar kullanılmıştır. 400 ı-tl plazma örneğine, 100 ı-tl piribedil 

çözeltisi (10 ı-ı.glml ) ve 50 ı-tl buspiron çözeltisi (10 ı-ı.g/ml ) eklenmiştir. Bölüm 

3.2.2.5.2.1. 'de anlatılan ekstraksiyon prosedürü izlenerek, etkin madde ekstre edilmiştir. 

Herbir örnek 100 ı-tl hareketli fazda çözülmüş ve bu çözeltiden 20 ı-tl kolona enjekte 

edilmiştir. Elde edilen piribedil pik alanları kullanılarak geri kazanılan piribedil oranları 

hesaplanmıştır. Ayın çalışma 6 kez tekrarlanmıştır. Benzer çalışmalar ilave edilen 

piribedil 'in değişik miktarları için de yapılmıştır. 

3.2.2.5.2.3. Plazmadaki Piribedil'in YBSK ile Miktar Tayini 4 

Bölüm 3.2.2.5.2.1. 'de açıklandığı şekilde, üç hasarnaklı ekstraksiyon işlemi ile 

plazmadan ekstre edilen piribedil ve IS örneklerinin herbiri 100 ı-tl hareketli fazda çözülmüş 

ve bu çözeltiden 20 ı-tl kolona enjekte edilmiştir (8). Gradient elüsyon yöntemi ile çalışılmış, 

elde edilen piribedil ve buspiron pik alanları kullanılarak doğru denklemi yardımıyla 

plazmadaki piribedil konsantrasyonları (ı-ı.glml) hesaplanmıştır. 

YBSK'de kullanılan deney koşulları Tablo 5'de gösterilmiştir. 

Tablo 5. Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi Çalışma Koşulları 

Ci haz 

Kolon 

Çözücü Sistemi 

Dedektör 

Çalışılan Dalga Boyu 

AkışHızı 

Enjeksiyon Hacmi 

Hewlett Packard HP 1100 

Ultracarb ODS C2o (Sı.ım partikül boyutlu) 

(çap 4.6 mm, uzunluk ıso mm) 

A: 0.01 M KH2Po4 (pH 2.85) 

B: Asetonitril:O.Ol M KH2P04 (pH 2.85) (50:50) 

t(dk) B(%) 

o 10 

20 90 

25 10 

DiodeArray 

240nm 

1.2 ml/dk 

20 ı-tl 
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Toz piribedil ve mikropartiküllere ait tüm plazma örneklerinin analizleri sonucu 

hesaplanan plazma piribedil konsantrasyonları (ı.ıglml), zamana (s) karşı grafiğe 

geçirilmiştir. Elde edilen grafikler yardımıyla t maks' C maks ve EAA 'lar hesaplanmıştır. 

4 YBSK çalışmalan ve IR analizleri, Tıbbi ve Aromatik Bitkiler ve ilaç Araştirma Merkezi'nde 

yapılmış ur. 
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4. SONUÇ ve TARTIŞMA 

4.1. SONUÇLAR 

Bu bölümde Piribedil ve Compritol®'ün fizikokimyasal özelliklerine ait sonuçlar 

ile mikropartikül formülasyonlan üzerinde yapılan in vitro-in vivo çalışmalann sonuçlan 

verilecektir. 

4.1.1. Çalışılan Maddelerle Yapılan Tayiniere ait Sonuçlar 

4.1.1.1. Piribedil ile Yapılan Çalışmalara ait Sonuçlar 

4.1.1.1.1. Spektrumlar 

4.1.1.1.1.1. UV -S pektrum u 

Piribedil 'in değişik ortamlardaki spektrumları, UV -Spektrofotometresi ile Bölüm 

3.2.1.1.1.1'de açıklandığı şekilde alınmıştır. Saptanan UV-spektrumlan Şekil ll'de, 

maksimum ve minimum absorbanslara ait dalga boylan, Arnaks ve Amin. Tablo 6'da 

verilmiştir. 

+O.OOA 
tıM tı~1 

20€1. o 20. 0( tıM/O rı.ı.) 30~1. o 200.0 20.0(tıM/OIV.) 300.0 

a b 

+ 1. €•0A 

/'\ 1 \ 
' \ 

\ 
\~ 

tıM +O .00A 
~~ 1·1 200.0 20.0(tıM/Ol'J.) 300.0 200.0 20 .0( N~1/0IV.) 3B0. €ı 

c d 

Şekil ll. Piribedil'in Farklı Ortamlardaki UV -Spektrumları 

a: Distile Su b: SF c: pH1.2 d: pH7.4 

4.1.1.1.1.2. IR-Spektrumu 

Piribedil'in potasyum bromür diskleri ile elde edilen IR spektrumu Şekil 12 'de 

gösterilmiştir. Bu spektrumda: 3022 cm- ı 'de aromatik C-H, 2883 ve 2772 cm- ı' de alifatik 
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C-H, 1580-1450 cm-1 arasında C=N, 1251 ve 1036 cm-l'de C-0 ve 789 cm-l'de 1,2,4-

trisübstitüe benzen bandiarı görülmüştür. 

Tablo 6. Piribedil'in Farklı Ortamlarda Elde Edilen UV-Spektrumlarındaki Dalga 
Boyları 

eo.aJ 
ı 
1 

6~1.a_J 

Ortam 

Distile su 

Serum fizyolojik 

pH 1.2 

pH7.4 

ı 
j 
' 

_l_ 

Arnaks (nm) 

239.4 

238.9 

236.9 

241.9 

"-min (nm) 

262.7 

263.0 

262.4 

265.2 

101).0 

20.0 

0. '"'"---i'--,-----,----,---+---,----,----,.- ! ; ·-------·"":""--+·- o. o 
4000. e l 13ooıa. o iz0eııa ~ q 

! : 
ij5(1(1. ı.) jl [ı(H). ı,::1 

! ! 
'~:iOü. t1 400. [1 

Şekil 12. Piribedil'in IR-Spektrumu 

4.1.1.1.2. ince Tabaka Kromatografisi (iTK) 

Piribedil'in ince tabaka kromatografisi kullanılarak teşhisi için Bölüm 3.2. 1. 1.2'de 

anlatılan yöntemler kullanılmış ve kullanılan çözücü sistemleri içinde, 254 nın'deki UV­

lambasında gözlenen lekelerin Rf değerleri Tablo 7 'de verilmiştir. 
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Tablo 7. Piribedil'in ince Tabaka Kromatografisi ile Tanınmasına ait Sonuçlar 

Çözücü sistemi 

Hekzan-Eti! asetat-Metanol 

(50:45:5) 

Kloroform-Metanol 

(95:5) 

(n=3) 

4.1.1.1.3. Erime Derecesi 

Rf değeri 

0.65 

0.75 

Erime derecesi tayin cihazında yapılan testler sonucunda piribedil'in erime derecesi 

97·c bulunmuştur. 

4.1.1.1.4. Termal Analiz 

Piribedil'in diferansiyel tararnalı kalarimetre (DSC) ile Bölüm 3.2.1.1.4'de 

belirtilen koşullarda yapılan termal analizinde, erime sıcaklığının 97.72·c ve maddenin 1 

g'ının erimesi için gerekli olan eneıjinin 117.26 Joule/g olduğu görülmüştür. 

Aynca bu analizde, piribedil'in 1. erimeden sonra tekrar kristallanmediği, analiz 

sonuna kadar da bir değişikliğe uğramadığı gözlenmiş ve maddenin amorf olduğu 

belirlenmiştir. Piribedil'in termal analiz termogramı Şekil 1 3'de gösterilmiştir. 

,-----------------------------------·--·-·--·-

mW 

so 100 110 110 60 10 o so lOQlO 60 'C 

10 20 30 40 so 60 70 80 90m.in 

Şekil 13. Piribedil'in DSC Termogramı 
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4.1.1.1.5. Piribedil Miktar Tayini 

4.1.1.1.5.1. UV Spektrofotometresi ile Validasyon Çalışmaları 

4.1.1.1.5.1.1. Doğrusallık 

Bölüm 3.2.1.1.5.1.l.'de açıklandığı şekilde farklı ortamlarda ve farklı 

konsantrasyonlardaki piribedil çözeltilerinin konsantrasyona karşı absorbans grafikleri 

çizilmiş ve bu veriler yardımıyla eğri denklemleri hesaplanmıştır. 

Elde edilen eğriler Şekil 14'de; eğri denklemlerinin eğim, kesişim noktası ve 

korelasyon katsayıları Tablo 8'de verilmiştir. 

Tablo 8. Piribedil'in Farklı Ortamlardaki Standart Eğri Denklemlerine ait Değerler 

+ı. aeA 

Ortam 

Distile su 

Serum fizyolojik 

pH 1.2 

pH7.4 

*n;ı:3 

Eğim 

0.0702 

0.0706 

0.0849 

0.0708 

/ 
// 

/...-

/" 
/+ 

+0 .f.;)A ı:;./ __ /...._--~-~--~-----< 

+0.90A 

Kesişi m 
noktası 

0.0141 

0.0083 

0.0021 

0.0127 

Korelasyon 
katsayısı 

(r* ) 

0.999 

0.999 

0.999 

0.999 

Konsaıitiasyon (Jlg/ml) · 
a 

o. (1 Konsantrasyon (}lg/ml) 

+ 1.00A 

"' ı:: 

~ o 
15 
< 

b 

0. (1 

Şekil 14. Piribedil'in Farklı Ortamlardaki Standart Eğrileri 

a: Distile Su b: SF c: pH1.2 d: pH7.4 

sı 

13. üüO 



4.1.1.1.5.1.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik 

Bölüm 3 .2.1.1.5 .1.2. 'de anlatıldığı şekilde 3 farklı konsantrasyon ile çalışılarak, 3 

gün boyunca (k=3), tüm çözeltilerin absorbansları UV-spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. Bu veriler ve formüller yardımıyla tekrarlanılabilirlik ve kesinlik değerleri 

hesaplanmıştır. Bulunan değerler Tablo 9 'da verilmiştir. 

Tablo 9. UV -Spektrofotometrik Yönteme ait Tekrarlanabilir lik ve Kesinlik Sonuçları 

Konsantrasyon 

üıg/ml) 

Tekrarlanabilirlik * 
9 

17 

26 

Kesinlik* 

9 

17 

26 

* k=3, n=6 

Distile Su 

1.6673 

2.0807 

3.0980 

13.7510 

16.7781 

14.4831 

4.1.1.1.5.1.3. Seçicilik 

pH 1.2 pH7.4 

2.0541 1.5678 

5.6385 1.6695 

2.7723 3.5251 

2.0541 8.4299 

6.0344 9.8805 

3.6573 8.8786 

Bölüm 3.2.1.1.5.1.3. 'de açıklanan çalışmalar yapıldığında soğuk homojenizasyon 

yöntemi ile hazırlanan plasebo formülasyonun her üç çözünme ortamında da (distile su, pH 

1.2, pH 7.4) dikkate değer bir absorbansı gözlenmemiştir. Ancak sıcak homojenizasyon 

yöntemi ile hazırlanan plasebo formülasyonda ise her üç ortamda da oldukça yüksek 

absorbanslar izlenmiştir. 

4.1.1.1.5.2. YBSK ile Validasyon Çalışmaları 

4.1.1.1.5.2.1. Doğrusallık 

Bölüm 3.2. 1. 1.5.2. 1. 'de anlatıldığı şekilde çalışılarak, farklı konsantrasyonlardaki 

piribedil ve buspiron karışımiarına karşı bunların pik alanları oranlarının grafikleri çizilmiş 

ve bu veriler yardımıyla YBSK ile miktar tayininde kullanılacak olan eğri denklemi 

hesaplanmıştır. Elde edilen eğri ile bu eğriye ait denklem ve korelasyon katsayısı Şekil 

15'de verilmiştir. Aynca, bu çalışmalara ait piribedil ve buspiron'un (IS) kromatogram 

örneği Şekil 16' da gösterilmiştir. Bu kromatogramda, 10.142 dakikalık alıkonma zamanı 

ile gözlenen piribedil; 14.085 dakikalık alıkonma zamanı ile gözlenen ise buspiron'dur (IS). 
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15 

Şekil 15. Piribedil'in YBSK ile Standart Eğrisi 

y=1.8097 x+0.0058 (r=0.999) 

Ap/Ab=Piribedil pik alanı/Buspiron pik alanı 

Cp/Cb=Piribedil konsantrasyonu!Buspiron konsantrasyonu 

~ 

~ 

20 

o :~ _f' \,. \_ "------" 
-5 

o 5 10 15 mi 

Şekil 16. Standart Piribedil ve Buspiron'un YBSK ile Kromatogramı 

4.1.1.1.5.2.2. Tekrarlanabilirlik ve Kesinlik 

Bölüm 3.2.LL5.2.2.'de anlatıldığı gibi çalışılarak, kullanılan YBSK yöntemine 

ait tekrarlanılabilirlik değeri 16.2549, kesinlik değeri 17.9320 bulunmuştur. 

4.1.1.1.5.2.3. Seçicilik 

YBSK yönteminin seçiciliği, Bölüm 3.2.L1.5.2.3.'de açıklanan şekilde 

araştınlmıştır. Yapılan tüm seçicilik çalışmalarında piribedil 'e ait alıkonma zamanlarında 

küçük de olsa pikler gözlenmiştir. Bu pik alanlarının analizlerdeki piribedil miktarlarını 

etkilernemesi için, hesaplamalar sırasında O. zamanda elde edilen bu pik alanları sonraki 

zamanlarda elde edilen alanlardan çıkarılarak hesaplamalar yapılmıştır. 
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4.1.1.1.6. Çözünürlük Tayinleri 

4.1.1.1.6.1. Farklı Ortamlardaki Çözünürlük Tayini 

Piribedil'in farklı ortamlardaki çözünürlük çalışmalan Bölüm 3.2. 1. 1.6. 1. 'de 

açıklandığı şekilde yapılmış ve elde edilen çözünürlük değerleri Tablo ı O' da verilmiştir. 

Tablo 10. Piribedil'in Farklı Ortamlardaki Çözünürlük Değerleri ve Standart Sapmaları 

Ortam 

Distile su 

Serum fizyolojik 

pH 1.2 

pH7.4 

* n~3 

Çözünürlük (mg.mJ-1)* 

0.093±0.014 

0.092±0.004 

7.763±0.455 

0.098±0.004 

4.1.1.1.6.2. Kullanılan Lipit içindeki Çözünürlük Tayini 

Bölüm 3.2.1.1.6.2.' de açıklandığı şekilde yapılan termal analizlerde, kullanılan 

her üç piribedil oranına ait (%1,%5 ve %10) termogramlarda sadece Compritol®'e ait pikler 

gözlenmiş, piribedil'in erime sıcaklığında gelecek olan 2. pike rastlanmamıştır. Bu 

çalışmalara ait termogramlar Şekil ı 7 -ı9' da verilmiştir. 

20 
ınW 

so 100 110 110 60 10 o so 

60 

lOQlO 60 •c 

70 80 90::ni:ı. 

Şekil 17. % 1 Oranında Piribedil içeren Piribedil ve Compritoı® Karışımının DSC 
Termogramı 
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so 100 110 110 60 

<o 

10 o so 

so 60 

i 
1 

-' 

ıoa.ıo 6' •c 
' 

10 aa 90:n.in 

Şekil 18. %5 Oranında Piribedil içeren Piribedil ve Compritol® Karışımının DSC 
Termogramı 

Şekil 19. 

20 
mw 

so 100 

lO 

%10 Oranında 

110 110 

' 20 30 

Piribedil 

60 10 o 

40 so 

içeren Piribedil 
Termogramı 

4.1.1.1. 7. Partikül Boyut Analizi 

so 101}10 60 •c 

60 70 so 90min 

ve Compritol® Karışımının DSC 

Piribedil'in partikül boyut analizi Bölüm 3.2.1.1.7.'de de açıklandığı gibi lazer 

tarama cihazı ile yapılmış ve dağılım profili Şekil 2 O 'de , dağılım bulguları Tablo ll 'de 

gösterilmiştir. 

Tablo ll. Piribedil'in Partikül Büyüklüğü Dağılım Bulguları 

partikül büyüklüğü (ı.ım) 

d(v,%10) d(v,%50) d(v,%90) d(v,%95) d(v,%99) d(v,%100) 

13.64 40.38 127.8 173.2 395.0 947.7 

ss 
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Şekil 20. Piribedil'in Partikül Boyut Dağılımı 

4.1.1.1.8. X-Işını Kırınım Analizi 

Piribedil'in x-ışını kınrum analizi Bölüm 3.2.1.1.8'de açıklandığı gibi yapılmış ve 

profili Şekil 2 1 'de verilmiştir. 
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Şekil 21. Piribedil'in X-Işmı Kırım m Profili 
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4.1.1.2. Compritol® ile Yapılan Çalışmalara ait Sonuçlar 

4.1.1.2.1. IR-Spektrumu 

Compritol®'ün potasyum bromür diskleri ile çekilen IR-spektrumu Şekli 2 2'de 

gösterilmiştir. Elde edilen spektrumda; 3424 cm-1 'de 0-H, 2906 cm-1 'de alifatik C-H 

gerilme, ı735 cm-l'de C=O, ı467 cm-lde alifatik C-H eğilme ve 1172 cm-l'de C-0 

bandlan görülmüştür. 

J_ 

! 

ı -,- 60.0 

_i_ 
40.0 

213.0 

e.e'-T--,--r~--~,--,,--~-,-,~,--.--.-~--,-~~--~~--~------L 
4000.0 j ı3~H3Q: 8 ı2000. 0 

e.o 

Şekil 22. Compritol® 'ün IR Spektrumn 

4.1.1.2.2. Erime Derecesi 

Erime derecesi tayin cihazında yapılan analiz sonucunda Compritol®'ün erime 

derecesi 6s·c olarak bulunmuştur. 

4.1.1.2.3. Termal Analiz 

Compritol®'ün termal analizi, diferansiyel tararnalı kalarimetre ile Bölüm 

3.2.1.2.3'de açıklandığı gibi yapılmış, analize ait termogram Şekil 2 3'de verilmiştir. Bu 

termograma göre; birinci ısıtınada erime noktası 72.580C ve lipitin ı g'ının erimesi için 

gerekli olan enerji 137.86 Joule/g, birinci soğutmada rekristalizasyon noktası 67.45 OC ve ı 

g'ının rekristalizasyonu için kaybetmesi gereken enerji -146.87 Joule/g'dır. 
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Şekil 23. Compritoı® 'ün DSC Termogramı 

4.1.1.2.4. Reolojik Analiz 

Bölüm 3.2. 1.2.4'de açıklandığı gibi Compritol®'ün erime derecesi üzerinde 

(-74.5°C) gerçekleştirilen reolojik analizinde elde edilen veriler Tablo 12'de 

gösterilmiştir. Reogram ise Şekil 2 4 'de verilmiştir. Reogramdan görülebileceği üzere, 

Newtonian akışa yakın bir akış şekli saptanmıştır. Bu da mikropartiküllerin sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanması sırasında Compritol®'ün ideal bir çözelti 

oluşturduğunu belirtmektedir. 

1000-:ı-----------,----------, 

-;::::-- 100 ·······································--···+··············--·············-········· ..... 
~ 
B 

" ~· 10 ....................................... . 

~ 

• 

10 !00 !000 

Koyma Hızı (!/sn) 

Şekil 24. Compritoı® 'ün Reogramı 
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Tablo 12. Compritol® 'ün Reolojik Analizine ait Sonuçlar 

Kayma Kayma .·•· 

Tork Viskozite Gerilimi Hızı Sıcaklık Süre 

# RPM % eP D/cm2 I/sn oc dk: sn 

001 10.0 0.2 1 o. 2 3.93 38.4 74.3 00:1 o 
002 10.0 0.2 1 o. 2 3.93 38.4 74.3 00: 1 o 
003 20.0 0.5 12.8 9.83 76.8 74.3 00:1 o 
004 30.0 0.8 13.7 15.7 115.2 74.3 00:1 o 
005 40.0 1 . 2 15.4 23.6 153.6 74.4 00:1 o 
006 50.0 1. 4 14.3 27.5 192.0 74.4 00:1 o 
007 60.0 1. 8 . 15.4 35.4 230.4 74.4 00:1 o 
008 70.0 2. 1 15.4 41 . 3 268.8 74.4 00:1 o 
009 80.0 2.3 14.7 45.2 307.2 74.5 00:1 o 
010 90.0 2.6 14.8 51 . 1 345.6 74.5 00:1 o 
011 100.0 2.9 14.8 57. a· 384.0 74.5 00:1 o 
012 110.0 3.2 14.9 62.9 422.4 74.5 00:1 o 

. 013 120.0 3.5 14.9 68.8 460.8 74.5 00:1 o 
014 130.0 3.6 14.2 70.8 499.2 74.6 00:1 o 
015 140.0 4.0 14.6 78.6 537.6 74.5 . 00:1 o 
016 150.0 4. 1 14. o 80.6 576.0 74.6 00:10 
017 160.0 4.4 14. 1 86.5 614.4 74.6 00:1 o 
018 170.0 4.9 14.8 96.3 652.8 74.6 00:1 o 
019 180.0 5.0 14.2 98.3 691.2 74.6 00:1 o 
020 190.0 5. 1 13.7 100.3 729.6 74.6 00:1 o 
021 200.0 5.6 14.3 11 o. 1 768.0 74.6 o o: 1 o 
022 210.0 5.8 1 4. 1 114. o 806.4 74.6 00:1 o 
023 220.0 6.4 14.9 125.8 844.8 74.7 00:1 o 
024 230.0 6.6 14.7 129.8 883.2 74.6 00:1 o 
025 240.0 6.8 14.5 133.7 921.6 74.6 00:1 o 
026 250.0 7.0 14.3 137.6 960.0 74.7 00:1 o 

4.1.1.2.5. X-Işını Kırınım Analizi 

Analiz, Bölüm 3.2.1.2.5'de açıklandığı şekilde yapılmış ve profili Şekil 2 S' de 

verilmiştir. 

4.1.2. Mikro- ve Nanopartiküller ile Yapılan Çalışmalara ait 

Sonuçlar 

4.1.2.1. Formülasyonları 

in vitro ve in vivo deneylerde kullanılan mikro- ve nanopartiküller soğuk ve sıcak 

homojenizasyon tekniği ile Bölüm 3.2.2.1. ve 3.2.2.2.'de açıklandığı şekilde 

hazırlanmıştır. 
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Şekil 25. Compritoı® 'ün X-Işmı Kırını m Analizi 

4.1.2.2. Mikro- ve Nanopartiküllerin özelliklerine ait Sonuçlar 

4. 1.2.2. 1. Şekilleri 
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C10-P5-L5, C2.5-P5-Tl.2, c2.5-p5-t1.2 kodlu partiküller ile toz piribedil'in 

şekilleri Bölüm 3.2.2.3. 1 'de açıklandığı üzere incelenmiş ve saptanabilen görüntüler Şekil 

26-29'da verilmiştir. 

4.1.2.2.2. Partikül Büyüklük Dağılımları 

Hazırlanan mikro- ve nanopartiküllerin partikül büyüklükleri Bölüm 3.2.2.3.2'de 

anlatıldığı şekilde tayin edilmiş ve bu çalışmalara ait bulgular Tablo 13'de verilmiştir. 

Aynca herbir formülasyona ait partikül boyut dağılım grafikleri de Şekil 30,3l'de 

görülmektedir. 



Şekil 26. Piribedil'in Tararnalı Elektron Mikroskop Görüntüleri 

Ql 



ClO-PS-LS 

Şekil 27. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Mikropartiküllerin Tararnalı Elektron 
Mikroskop Görüntüleri 

* çatlaklıklar geri plandaki karbon bantından kaynaklanmaktadır 
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C2.5-PS-T1.2 

Şekil 28. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Mikropartiköllerin Tararnalı Elektron 
Mikroskop Görüntüleri 

* çatlaklıklar geri plandaki karbon banundan kaynaklanmaktadır 
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c2.5-p5-t1.2 

Şekil 29. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Nanopartiküllerin Tararnalı Elektron 
Mikroskop Görüntüleri 

* çatlaklıklar geri plandaki karbon bantından kaynaklanmaktadır 
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Tablo 13. Mikro- ve Nanopartiküllerin Partikül Büyüklük Dağılım Bulguları 

Partikül Büyüklüğü (ı-tm) 

Formül d(v,%10) d(v,%50) d(v,%90) d(v,%95) d(v,%99) d(v,%100) 

C10-P1-Ll 13.84 56.35 163.9 223.9 423.7 908.6 

C10-P1-L2.5 11.59 60.13 113.9 129.6 157.3 234.1 

C10-P1-L5 7.547 49.13 98.78 113.9 140.9 213.2 

C10-P5-Ll 15.61 50.64 103.8 121.4 150.6 194.2 

C10-P5-L2.5 13.37 72.55 154.2 177.8 291.1 750.5 

C10-P5-L5 7.182 49.34 108.5 126.6 157.8 234.1 

C10-P10-Ll 11.94 50.95 117.6 138.5 174.1 256.8 

C10-P10-L2.5 17.05 72.42 141.9 161.4 196.1 282.1 

C10-P10-L5 7.304 52.00 109.1 126.7 157.5 234.1 

C2.5-P5-T1.2 0.76 2.02 52.05 67.39 77.65 80.00 

c2.5-p5-tl.2 0.23 0.62 1.54 5.66 25.79 45.88 

%Hacim 
20~----------------------------------------~--,· 

I 

Partikül Çapı (flm) 

%Hacim 
20~----------------------------------------~--, 

II 

o 

.-~--~~----~--~~----~~~~0 
Partikül Çapı (~m) 

Şekil 30. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Mikro- ve Nanopartiküllerin Partikül 
Dağılım Grafikleri 

1: C2.5-P5-T1.2 Il: c2.5-p5-tl.2 
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Şekil 31. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Mikropartiküllerin Partikül Dağılım 
Grafikleri 

I:ClO-Pl-Ll 
II:C10-Pl-L2.5 

III:ClO-Pl-LS 
IV:ClO-PS-Ll 

V :C10-P5-L2.5 
VI:Cl0-P5-L5 
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VII:ClO-PlO-Ll IX:ClO-PlO-LS 
VIII:Cl0-Pl0-L2.5 

II 

IV 



4.1.2.2.3. Infrared Analizleri 

Piribedil mikro- ve nanopartiküllerinin, Bölüm 3.2.2.3.3'de açıklandığı şekilde 

·infrared analizleri yapılmış ve bu analizlere ait spektrumlar Şekil 3 2 'de gösterilmiştir. 
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Şekil 32. Hazırlanan Mikro- ve Nanopartiküllerin IR Spektrumları 
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4.1.2.2.4. Termal Analizler 

Piribedil mikro- ve nanopartiküllerinin Bölüm 3.2.2.3.4.'de açıklandığı şekilde 

termal analizleri yapılmış ve bu analizlere ait termogramlar sırası ile Şekil 3 3 'de 

verilmiştir. Aynca bu termogramlardan elde edilen bulgular Tablo 14'te gösterilmiştir. 

1 

CIO·Pl·Ll 

. . . . 1 

. . j . 1 

r~r-ı 
1 1 ı 
/. ~~~~~~~.,~~~~,~--~~---~=,.:! 

Cl&·Pl-L5 

" -

CID-P 1-Ll.S 

CIO-P5-Ll 

1 

~~'--- 1 ' ı t-jl__ j 
i -, t I 1 

1 ;. r· 1-lr--: 
1 j i 

ı no UJ ı~!) •~ ~.·'------"- ~ - ,-"------,--'-----,-,. ___ ·,·_:ı. 
·-:.. _ ~o •~ .,, 10 

ClO-P.>LZ.5 

Şekil 33. Hazırlanan Mikro- ve Nanopartiküllerin DSC Termogramları 
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C2.5·P5· Tl.l 
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Tablo ı4. Piribedil Mikro-ve Nanopartiküllerinin DSC Termogramlarına ait Bulgular 

ı. Isıtma ı. Soğutma 2. Isıtma 2. Soğutma 
Formül 
Kodu Erime Rekristalizasyon Erime Rekristalizasyon 

NoktasıC'C) E(joule/g) Noktası (°C) E(joule/g) Noktası(°C) E(joule/g) Noktası (0 C) E(joule/g) 

C10-P1-Ll 71.33 149.46 66.32 -124.21 69.45 106.34 66.31 -122.57 

C10-P1-L2.5 69.88 135.78 64.74 -101.53 68.08 109.38 64.66 -10.306 

C10-P1-L5 70.20 107.91 63.73 -75.32 67.40 68.93 63.82 -83.96 

C10-P5-L1 69.68 143.53 64.98 -122.15 68.20 124.29 64.98 -123.24 

....ı C10-P5-L2.5 70.12 155.39 64.39 -103.75 67.59 113.45 64.39 -99.68 ,_. 

Cl0-P5-L5 67.26 127.20 64.10 -88.09 66.69 91.98 64.02 -113.08 

C10-P10-L1 69.51 140.16 64.42 -113.96 67.81 115.76 64.42 -113.75 

CIO-Pl0-L2.5 69.61 117.31 63.99 -83.04 67.04 81.77 63.99 -90.51 

C10-P10-L5 69.44 126.58 63.92 -81.49 67.03 83.30 63.84 -77.62 

C2.5-P5-T1.2 70.24 2.39 54.39 -2.42 69.98 2.68 56.90 -2.71 

c2.5~p5-t1.2 69.58 1.08 57.02 -1.67 69.58 1.64 57.19 -1.98 

- - ---- - --------------· 



4.1.2.2.5. Hazırlama Verimi 

Soğuk homojenizasyon tekniğinin hazırlama verimleri, Bölüm 3.2.2.3.5. 'de 

açıklanan formül ile hesaplanmış, deney bulguları Tablo 1 S' de verilmiştir. Sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan formülasyonlar sulu dispersiyon şeklinde elde 

edildiklerinden bunlarda verim hesabı yapılamamıştır. 

Tablo 15. Mikropartikül Hazırlama V erimler i 

Formül Verim(%) 

ClO-Pl-Ll 87.84±4.34 

C10-P1-L2.5 77.34±7.49 

C10-P1-L5 67.79±1 1.54 

C10-P5-Ll 64.63±6.99 

C10-P5-L2.5 76.26±4.23 

C10-P5-L5 79.75±15.57 

ClO-PlO-Ll 72.89±6.65 

C10-P10-L2.5 81.74±4.09 

C10-P10-L5 71.08±9.90 

4.1.2.2.6. Partiküllerde Piribedil Miktar Tayinleri 

4.1.2.2.6.1. Partiküllerde Yüklenen Piribedil Miktarı 

4.1.2.2.6.1.1. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerde 

Toplam Piribedil Miktarı 

Soğuk homojenizasyon yöntemiyle hazırlanan mikropartiküllerde yüklenen toplam 

piribedil miktarları Bölüm 3.2.2.3.6.1.1. 'de açıklandığı şekilde hesaplanmıştır. Deney 

bulguları, ortalamaları almarak standart sapmaları ile birlikte Tablo 16'da verilmiştir 

4.1.2.2.6.1.2. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerde 

Toplam Piribedil Miktarı 

Sıcak homojenizasyon ile hazırlanan mikro- ve nanopartiküllerdeki toplam piribedil 

miktarını bulabilmek için Bölüm 3.2.2.3.6. 1.2. 'de açıklandığı gibi çalışılmıştır. Elde edilen 

bulgular Tablo 16'da verilmiştir. 

4. 1.2.2.6.2. Partiküllerde Hapsedilen Piribedil Miktarı 

Mikropartiküllerde hapsedilen piribedil miktarım bulabilmek ıçın Bölüm 

3.2.2.3.6.2. 'de açıklandığı gibi çalışılmış, deney bulguları, ortalama ve standart sapmaları 
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ile birlikte Tablo 16'da verilmiştir. Sıcak homojenizasyon ile hazırlanan iki formülasyon 

da süspansiyon olarak elde edildiğinden ve aynı yöntem ile güvenilir bir deney 

yapılamadığından bunlarda hapsedilen piribedil miktarı hesaplanmamıştır. 

Tablo 16. Mikro- ve Nanopartiküllerde Yüklenen ve Hapsedilen Piribedil Yüzdeleri 

Formül 

ClO-Pl-Ll 

C10-Pl-L2.5 

Cl0-Pl-L5 

C10-P5-Ll 

C10-P5-L2.5 

C10-P5-L5 

ClO-PlO-Ll 

C10-P10-L2.5 

C10-P10-L5 

C2.5-P5-T 1.2 

c2.5-p5-t1.2 

*n=3 

**n=6 

Yüklenen * 

Piribedil (%) 

84.5±2.86 

89.6±1.52 

95.3±2.87 

89.7±6.95 

87.3±7.27 

80.0±0.48 

95.2±3.02 

82.1±4.41 

88.8±3.31 

67.3±3.71 

54.1±0.73 

Hapsedilen ** 

Piribedil (%) 

10.54±1.71 

10.32±1.37 

12.54±2.05 

9.93±2.78 

7.95±1.01 

9.10±0.99 

7.56±1.35 

5.57±1.55 

11.59±1.47 

4. 1.2.2. 7. Saklama Koşullarında Stabilite Kontrolü 

Mikropartiküllerin depolama koşullarındaki stabilitelerini araştırmak amacıyla 

Bölüm 3.2.2.3.7'de anlatılan şartlarda çalışılmıştır. Çalışmamız başlangıçta soğuk 

homojenizasyon yöntemi ile sınırlı kaldığmdan, sadece C10-P5-L5 kodlu formülasyon 

üzerinde kontrol yapılmıştır. Bulunan Rf değerleri Tablo 1 7'de verilmiştir. 

Tablo 17. Mikropartiküllerin Saklama Koşullarındaki Rf Değerleri 

Ortam 0.5 ay 1 ay 3 ay 6ay 

Buzdolabı 0.75 0.75 0.70 0.74 

Oda sıcaklığı 0.75 0.75 0.70 0.74 

Etüv 0.74 0.75 0.70 0.72 

Stabilite dolabı 0.74 0.78 0.70 0.72 
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4.1.2.2.8. X-Işını Kırınım Analizi 

Bölüm 3.2.2.3.8.'de anlatılan şekilde, biri soğuk biri sıcak homojenizasyon 

yöntemi ile hazırlanan partiküller ile yapılan iki analize ait grafikler Şekil 34 ve 35'de 

verihniştir. 

o 
c 

"' 

o 
o 

"' 

o 
o 
=· 

o o o 
c o o 

"' 

o c o o o 
o o o o o 
o N ~ ~ "' ~ ~ 

o o o o o o 
o o o o o o 

o "' ~ "' ~ o 

"' " "' "' N M 

o o o 
o o o 

"' .. "' M M ~ 

o 
o 

"' M 

o 
o 

" 
o 
g 

o 
o 

" 

Şekil 34. Soğuk Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerin X-Işını Kırınım Eğrisi 
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Şekil 35. Sıcak Homojenizasyon ile Hazırlanan Partiküllerin X-Işını Kırınım Eğrisi 
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4.1.2.3. Mikro- ve Nanopartiküller ile Yapılan tn Vitro Çalışmalara 
ait Sonuçlar 

4.1.2.3.1. İn Vitro Salım Çalışmaları 
Soğuk homojenizasyon ile hazırlanan mikropartiküllerin farklı çozunme 

ortamlarmda (distile su, pH 1.2 ve pH 7.4) Bölüm 3.2.2.4.1'de açıklanan yöntem ile salım 

deneyleri yapılmıştır. Yapılan bu ön çalışmlardaki in vitro salım çalışmalarına ait, zamana 

karşı, yığılmalı % salınan piribedil miktarları sonuçlarımn yamsıra, partikül boyut dağılımı, 

hazırlama verimi, yüklenen ve hapsedilen piribedil miktarı ile IR ve termal analiz 

sonuçlarına göre bir formülasyon seçilmiştir. Seçilen bu formülasyon ve sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanmış iki formülasyanun salım çalışmaları aym 

koşullarda tekrar edilmiş ve salım grafikleri toz piribedil ve ticari preparatı ile 

karşılaştırılmıştır. Bu çalışmalara ait sonuçlar Tablo 18-20'de, salım profılleri ise Şekil 

36-38'de verilmiştir. 

in vitro salım çalışmalarından elde edilen sonuçların kinetik incelemesinde Modifiye 

Hixson Crowell, I. derece, sıfır derece, Hixson Crowell (sink), RRSBW, Q-Square root of 

time, Higushi, Hopfenberg küresel, Hopfenberg silindir ve Hopfenberg slab modellerinin 

hiçbirine uyum bulunamamıştır. 

Tablo 18. Toz Piribedil, Ticari Preparatı ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin Distile Su 
Ortamında Salım Yüzdeleri 

Zaman(s) Toz Piribedil Ticari Preparat C10-P5-L5 C2.5-P5-Tl.2 c2.5-p5-t1.2 

0.08 0.74 0.47 48.32 23.99 39.91 

0.25 2.23 0.67 37.97 

0.5 7.53 1.52 46.9 40.76 49.59 

0.75 12.5 2.79 51.85 

ı 16.84 3.43 55.59 76.3 41.19 

1.5 25.47 61.41 

2 33.22 4.29 64.3 33.89 31.32 

3 43.25 5.09 67.53 39.62 58.15 

4 49.61 5.61 68.96 

5 55.18 5.89 70.48 

6 6.59 30.11 35.91 

7 6.97 

12 61.79 87 29.74 23.32 

23 11.83 

24 65.56 11.99 108 22.23 38.59 

25 12.06 

27 13.13 

36 69.54 102.17 30.92 33.91 

48 70.66 102.17 32 38.50 
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Tablo 19. Toz Piribedil, Ticari Preparatı ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin pH 1.2 
Ortamında Salım Yüzdeleri 

Zaman(s) Toz Piribedil Ticari Preparat C10-P5-L5 C2.5-P5-T1.2 c2.5-p5-t1.2 

0.08 44.48 0.66 91.04 100 73.76 

0.25 86.19 1.25 81.51 

0.5 89.39 4.41 84.47 95.26 78.74 

0.75 91.24 7.80 86.73 

ı 92.08 11.24 87.2 100 78 

1.5 94.29 86.96 

2 94.8 26.66 88.86 98.12 78.55 

3 94.29 40.38 87.55 100 76.63 

4 92.92 49.13 89.09 

5 94.61 61.73 90.28 

6 71.01 81.1 

7 77.36 

12 92.19 84.02 

23 119.59 

24 118.81 93.4 75.98 

25 117.81 

27 118.86 

36 96.04 80.57 

48 96.18 83.22 

4.1.2.3.2. pH 1.2 Satım Ortamındaki Stabilite Kontrolü 

Piribedil'in pH 1.2 salım ortamındaki stabilitesini belirlemek amacı ile Bölüm 

3.2.2.4.2'de anlatıldıgı şekilde ince tabaka kromatografısi yöntemi ile çalışılarak elde edilen 

Rf değerleri, taze hazırlanan piribedil çözeltisinin Rf değerleri ile karşılaştınlmış ve sonuçlar 

Tablo 2l'de verilmiştir. 

Tablo 21. Piribedil'in pH 1.2 Salım Ortamındaki Rf De~erleri 

Rf 

t (saat) Taze çözelti Bekletilmiş çözelti 

3 0.84 0.80 

5.5 0.84 0.76 

24 0.84 0.80 

48 0.80 0.80 

72 0.80 0.80 

96 0.80 0.79 

168 0.70 0.70 
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Tablo 20. Toz Piribedil, Ticari Preparatı ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin pH 7.4 
Ortamında Salım Yüzdeleri 

Zaman(s) Toz Piribedil Ticari Preparat C10-P5-L5 C2.5-P5-Tl.2 c2.5-p5-tl.2 

0.08 0.55 0.13 48.14 43.6 62.99 

0.25 1.89 0.48 44.6 

0.5 11.38 1.17 50.92 65.9 58.05 

0.75 21.73 1.79 55.9 

ı 31 2.37 60.33 107.4 62.14 

1.5 42.51 64.71 

2 51.65 3.17 68.55 66.2 51.69 

3 58.91 5.90 69.32 66 60.86 

4 63.76 6.42 71.32 

5 67.27 6.95 73.64 

6 8.03 64.59 61.82 

7 8.81 

12 74.2 72.09 50.75 59.81 

23 17.39 

24 76.7 18.84 67.05 76.4 68.57 

25 19.11 

27 19.44 

36 79.3 60.27 74.15 72.57 

48 77.95 55.48 85.97 65.18 
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Şekil36. Toz Piribedil, Ticari Preparat1 ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin Distile Su 

Ortammda Salım Prorilleri 
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Şekil 37. Toz Piribedil, Ticari Preparatı ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin pH 1.2 Ortammda 
Sahm Profilleri 
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Şekil 38. Toz Piribedil, Ticari Preparatı ve Mikro- ve Nanopartiküllerinin pH 7.4 Ortammda 
Sahm Profilleri 
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4. 1.2.4. Mikro partiküller ile Yapılan tn Vivo Çalışmalara ait 

Sonuçlar 

4.1.2.4.1. Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi 

in vitro çalışmaların sonuçlarına göre seçilen C10-P5-L5 kodlu mikropartikül 

Bölüm 3 .2.2.5 .ı 'de açıklandığı şekilde farelere peroral olarak verilmiştir. Yapılan tremor 

testinden elde edilen skorların ortalamaları ve standart sapmaları hesaplanmıştır. Sonuçlar 

"Student t-testi" ne göre değerlendirilmiş, diğer bulgularla birlikte Tablo 22'de verilmiştir. 

Tablo 22. Tremor Testi Skor Ortalamaları ve Stndent t-testi Değerlendirme Sonuçları 

Kontrol Toz 
grubu piribedil Mikropartikül 

1. fare 2.71 1.66 2.3 

2. fare 2.03 2.11 2.39 

3. fare 2.02 1.48 1.75 

4. fare 1.67 1.67 2.22 

5. fare 2.28 1.53 1.89 

6. fare 2.17 1.82 2.51 

7. fare 2.1 1.81 1.65 

8. fare 1.92 1.27 2.39 

9. fare 2.37 2.37 2.42 

10. fare 2.01 1.72 2.64 

2.128±0.281 1.744±0.314* 2.213±0.332 

t=2.88>2.10 t=0.62<2.10 

p<0.05 p>0.05 

Skorlar: 0- titreme yok 1- baş 2- baş ve vücut 3- tüm vücut 

4. 1.2.4.2. Tavşanlarda Peroral Biyoyararlanım Çalışması 

10 tavşana, in vivo çalışmalar için seçilen C10-P5-L5 kodlu formülasyon, 10 tavşana 

da toz piribedil 60 mg/kg dozda peroral olarak verilmiştir. Bölüm 3.2.2.5.2.'de anlatılan 

şekilde çalışılarak belirli zaman aralıklarında kan örnekleri toplanmıştır. Elde edilen plazma 

örnekleri Bölüm 3.2.2.5.2.1.'de anlatılan yöntem ile ekstre edildikten sonra, YBSK 

yöntemi kullanarak hazırlanan standart eğri yardımıyla herbir plazma örneğindeki etkin 

madde miktarları hesaplanmıştır (YBSK çalışmalarında gözlenen toz piribedil ve 

mikropartiküle ait kromatogramlar Şekil 39'da görülmektedir). Daha sonra, her iki grup 

için zamana karşı hesaplanan etkin madde plazma konsantrasyonları önce Tablo'ya (Tablo 
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23) ve ardından grafiğe geçirilmiştir (Şekil 40 ). Bulunan İmaks• Cmaks ve trapez yöntemi 

ile hesaplanan eğri altındaki alan (EAA) değerleri Tablo 24'de gösterilmiştir. 

mA U 

8 

lll 

6 ı 
--

ll\ 4 
II 

o 
o. 

2 

o 

o 5 10 15 20 25 mi 

Şekil 39. Tavşan Plazmalarında Toz Piribedil ve Mikropartikülünün YBSK 
Kromatogramları 

I: Toz Piribedil II: Mikropartikül 



Tablo 23. Toz Piribedil ve Mikropartikülünün Peroral V e rili şin in Ardından Tavşan 
Kanındaki Miktarları 
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plazma konsantrasyonu (Jlg/ml) 

·zaman (saat) toz piribedil Cl0-P5-L5 

0.25 

0.5 

ı 

3 

5 

10 

24 

n= lO 

2.5 

0.69±1.32 0.39±0.36 

0.62±0.89 0.16±0.16 

0.34±0.49 0.44±0.36 

0.24±0.25 o.ı5±0.20 

0.07±0.10 0.03±0.03 

0.03±0.07 0.14±0.22 

0.08±0.17 0.33±0.50 

---..- Toz piribedil 

7.5 

- C10PSLS 

12.5 
Zaman (saat) 

17.5 22.5 

Şekil 40. Toz Piribedil ve Mikropartikülünün Tavşanlardaki Kan Profilleri 

Tablo 24. Toz Piribedil ve Mikropartikülünün Biyoyararlamm Değerleri 

toz piribedil Cl0-P5-L5 

tınaks 0.25 saat ı saat 

Cm aks 0.69 pg/ml 0.44 pg/ml 

EAAo-24 2.21 pg.mllsaat 4.76 pg.ml/saat 
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4. 1.2.4.3. Plazmadan Ekstraksiyon ile Geri Kazanılan Piribedil 
Oranının Hesaplanması 

Bölüm 3.2.2.5.2.2. 'de açıklandığı şekilde çalışılarak, plazmadan ekstraksiyon ile geri 

kazanılan piribedil oranları hesaplanmıştır. Yapılan altı deneyin ortalaması alındığında geri 

kazanılan piribedil oranı % 62.5 bulunmuştur. Ayın çalışmalar yüksek miktarda piribedil ile 

tekrarlandığında bu oran % 91.5'e çıkmakta, düşük miktarlarda ise yöntemin seçicilik 

çalışmalarında gözlenen piklerden dolayı sağlıklı bir hesaplama yapılamamaktadır. 

4.2. T ARTlŞMA 

Bu bölümde formülasyonlarda kullamlan etkin ve yardımcı maddenin 

fizikokimyasal özelliklerine ait bulgular ile mikro- ve nanopartiküller üzerinde 

gerçekleştirilen in vitro-in vivo çalışma bulguları tartışılmıştır. 

4.2. 1. Çalışılan Maddelere ait Değerlendirmeler 

4.2.1.1. Piribedil 

Piribedil 'in spektrumları incelendiğinde, VV -spektrumunda 240 nın ve 263 

nın'lerde absorpsiyon pikleri, IR-spektrumunda kimyasal yapısına bağlı olarak karakteristik 

pikler (Şekil 12) gözlenmiştir. Erime derecesi tayin cihazı ve diferansiyel tararnalı 

kalorimetre ile yapılan analizlerde piribedil'in erime derecesi 97°C (Şekil 13) olarak 

saptanmış, bu bulgu literatürlerdeki 980C ile uyumlu bulunmuştur (176,177). Yapılan 

termal analizde, maddenin amorf yapıda olduğu belirlenmiştir. Literatürde, amorf şekil, bir 

ilacın kristal yapıya sahip olmayan katı materyali olarak tarif edilmektedir (205). Amorf 

şekil hazırlama, çözünürlüğü düşük ilaçların çözünürlükldissolüsyon oraniarım düzeltmede, 

ürünün raf ömrü esnasında dozaj formundaki kararldığı korumada kullamlan bir yöntemdir. 

Piribedil'in miktar tayininde kullandığımız VV -spektrofotometrik ve YBSK 

yöntemleri için yapılan validasyon çalışmalarında her iki yönteminde doğrusallığımn yüksek 

olduğu 0.999 değerindeki korelasyon katsayıları ile tespit edilmiştir. VV -spektrofotometrik 

yöntemin tekrarlanabilirlik ve kesinlik değerleri genel olarak [17 ı-ı.g!ml konsantrasyonda 

distile sudaki kesinlik değeri hariç (16.7781)] % 15'ten küçük olduğu için literatüre uygun 

bulunmuştur (206). YBSK yöntemine ait tekrarlanabilirlik ve kesinlik değerleri % 15'ten 

büyük olmakla birlikte, in vivo çalışmalarda, güniçi tekrarlanabilirlik değerlerinin yüksek 

olması nedeniyle analizler sırasında herbir gün için kalibrasyon yapılarak sonuçlarm 

güvenilirliği arttırılmıştır. Ayrıca tekrarlanabilirlik ve kesinlik değerleri için sımr bazı 

literatürlerde % 20 olarak da verilmektedir (207). 

Her iki yöntemin seçicilik araştırmalarmda ise, C10-P5-L5 kodlu formülasyon için 

VV -spektrofotometrik; piribedil için YBSK yönteminin, heriki yöntemde de etkin maddesiz 

yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlar, etkin maddeli çalışmaların sonuçlarına göre 
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anlamlı bulunamadığı için, yeterli seçicilikte olduğu düşünülmüştür. Soğuk homojenizasyon 

ile hazırlanan diğer formülasyonlarda da aynı etkin ve yardımcı maddeler kullanıldığından, 

bunlar için aynca seçicilik araştırılmamıştır. Piribedil ile yapılan in vivo çalışmalarda, 

YBSK yöntemi literatürde sıkça kullanıldığından ve seçiciliğinin yüksek olduğu 

vurgulandığından tercih edilmiştir (8,182). Hesaplamalarda, boş plazmada piribedil'in 

alıkonma zamanında gözlenen ufak pik alanlan çıkanlmıştır. Böylece, bu yönde gelebilecek 

bir hatanın önüne geçilebileceği düşünülmüştür. Aynı zamanda, çalışmamızda toz piribedil 

ile mikropartikülünün karşılaştınlması amaçlandığından ve iki çalışma da aynı şartlarda 

yapıldığından, bu çıkartma işleminin genel sonucu fazlaca etkilerneyeceği düşünülebilir. 

Ancak yapılan çalışmalarda C2.5-P5-Tl.2 kodlu formülasyon için UV-spektrofotometrik 

yöntemin yeterli seçicilikte olmadığı görülmüştür. Sıcak homojenizasyon yöntemi ile 

hazırlanan bu formülasyonda, soğuk homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan C10-P5-L5 

kodlu formülasyondan farklı olarak Tween 80 kullanıldığından bu olumsuzluğun Tween 

80' den kaynaklandığı düşünülmüştür. 

Piribedil 'in çözünürlük oranının saptanması için gerçekleştirilen çalışmalarda, 

çözünüdüğün pH ile değiştiği görülmüştür (Tablo 1 0). Kuvvetli asit ortamda (pH 1.2) 

çözünürlük oranı 7.8 mg.mi-1 iken, nötr (pH 7.4 ve distile su) ve nötr'e yakın (SF) 

ortamlarda 0.09 mg.mi-1 bulunmuştur. Piribedil'in distile sudaki düşük çözünürlük değeri 

0.07 mg.mi-1 olan literatür değeri ile uyumludur (178). 

Piribedil'in kullanılan lipit içindeki çözünürlük oranının tayini için, piribedil ve 

Compritol® kanşımlannın tennal analizinde, Compritol®'ün erime sıcaklığında bir pik 

gözlenmiş, piribedil'in erime sıcaklığında ise ikinci bir pike rastlanmadığı için piribedil'in 

Compritol® içinde çözünmüş olduğuna karar verilmiştir (Şekil 17 -19). Bu bulgular 

piribedil 'in li potilik bir ilaç olduğunu destekler niteliktedir ve literatüre uygundur ( 179). 

Piribedil'in partikül boyut analizinde, partiküllerin %100'ünün 947.7 Jtm'nin 

altında, %50'sinin 40.38 Jtm'nin altında olduğu görülmüştür (Tablo ll). Tablo'dan da 

görüleceği üzere, %1 'lik gibi küçük bir kısmın boyutu mm'ye yakındır. Dolayısıyla mikro­

ve nanopartikül hazırlanması sonucu, etkin maddenin partikül boyutunun da küçültülmesi 

olanağı doğacağı beklenebilir. 

4.2. 1.2. Compritol® 

Compritol®'ün fizikokimyasal özellikleri, IR-spektrumu, erime derecesi tayini, 

termal ve reolojik analiz çalışmalan ile incelenmiştir. 
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Compritol®'ün erime derecesi, erime derecesi tayin cihazı ile 68°C, diferansiyel 

tararnalı kalorimetre ile termal analizinde 73oc (Şekil 2 3) bulunmuştur. Analiz bulguları 

fırma spesifikasyonları olan 69.0-74.0 °C ile uyumlu bulunmuştur (208,127). 

Compritol®'ün reolojik incelemesinde Şekil 24'de de görülebileceği üzere, 

Newtonian akışa yakın bir akış şekli saptanmıştır. Bu da mikropartiküllerin sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanması sırasında Compritol®'ün ideal bir çözelti 

oluşturduğunu belirtmektedir. 

4.2.2. Çalışılan Mikro- ve Nanopartiküllere ait Değerlendirmeler 

4.2.2. 1. Formülasyonları 

Araştırmamızda katı bir lipit olan Compritol® kullanarak mikropartikül hazırlamak 

için, hazırlama tekniğinden gelebilecek çözücü artıklarından kaçınabiirnek amacı ile, sulu bir 

faz içinde erimiş lipitlerin emülsifıkasyonundan oluşan sıcak ve soğuk homojenizasyon 

yöntemleri seçilmiştir. Kullandığımız etkin maddenin, lipofilik karakterli olması ve suda 

çözünmemesi nedenleri ile literatürde sıkça kullanılan emülsiyon-çözücü uçurma vb. 

yöntemlerden yararlanmayı düşünmedik, çünkü bu yöntemler daha çok suda çözünen ilaçlar 

ve proteinler için uygun bulunmuştur. Kullandığımız yöntem, eritilmiş lipitte etkin 

maddenin çözünmesine imkan verdiğinden dolayı amacımıza uygundur. 

Soğuk homojenizasyon yönteminde kullanılan alet parçaları, karbon buzuna 

dayanıklılığı ve var olan motor özelliklerine göre tasarlanmış ve orijinal olarak yaptınlmıştır. 

Soğuk homojenizasyon yöntemi kullanarak yapılan ön denemelerde, çelik bilyalı 

değirmenle yapılan 15 dk'lık öğütme süresi ve kullanılan sıvı azot ile yeterli öğütme 

sağlanamadığından değiştirilme yoluna gidilmiştir. Sonraki çalışmalarda, öğütme süresi 30 

dk'ya çıkarılmış, sıvı azot yerine sadece karbon buzu kullanılmıştır. Ayın şekilde, bu 

denemelerde erimiş lipit içersinde etkin maddenin çözünerek tekdüze dağıtılmasında 

kullanılan manyetik ısıtilıcı karıştıncı da yeterli düzeyde homojenizasyonu sağlayamadığı 

için ultraturaks ile değiştirilmiştir. 

Yöntem optimize edildikten sonra, formülasyon koşullarımn partikül 

karakteristiklerine etkisini incelemek amacıyla farklı konsantrasyonlarda piribedil (%1, %5, 

%10) ve yüzey etken madde (Labrasoı® %1, %2.5, %5) kullanılmıştır. Etkin ve yüzey 

etken maddenin konsantrasyon değişikliklerinin, partiktiler taşıma sisteminin hazırlanma 

verimine, etkin maddenin yüklenme oranına, oluşan partiktillerin büyüklüğüne ve in vitro 

salım özelliklerine etkisini sağlıklı olarak inceleyebilmek için, lipit konsantrasyonu ve diğer 

hazırlama koşulları sabit tutulmuştur. 
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Sıcak homojenizasyon tekniğine ait ön denemelerde ise öncelikle üç değişik yüzey 

etken madde (Labrasol®, Pluronic F6S® ve Tween so® ) kullanılmıştır. Partikül büyüklüğü 

bakımından Tween SO® ile hazırlanan formülasyonlar daha iyi görülerek çalışmalar bu 

yüzey etken madde ile yürütülmüştür. Aynı yöntem, farklılipit, etkin madde ve yüzey etken 

madde konsantrasyonları denenerek ideal partikül büyüklüğüne ulaşılmaya çalışılmıştır. 

Çalışmalarda %10, %5 ve %2.5 lipit konsantrasyonları denendiğinde, lipit konsantrasyonu 

azaldıkça, partikül büyüklüğünün ufaldığı gözlenmiş ve %2.5 konsantrasyon uygun 

görülmüştür. Hazırlama sırasında kullanılan karıştırma hızının da partikül büyüklüğünde 

direkt etkili olması nedeniyle karıştırma hızı S 000 rpm'den 20 500 rpm'e çıkarılmıştır. 

önceki deneyimler doğrultusunda kullanılan %1.2 konsantrasyondaki yüzey etken madde 

yeterli görülerek değiştirilmemiştir. Sonuçta, bir formülasyonda karar kılmarak karakteristik 

incelemeler bu formülasyon üzerinde yapılmıştır. 

4.2.2.2. özellikleri 

Mikro- ve nanopartiküllerin karakteristik incelemeleri literatürlerde sıkça rastlanan 

yöntemler ile yapılmıştır: çözünme hızı çalışmaları, taramalı elektron mikroskobu, 

diferansiyel taramalı kalorimetre (61), partikül boyut analizi ve ilaç içeriği (41). 

Şekilleri 

C10-P5-L5, C2.5-P5-Tl.2 ve c2.5-p5-tl.2 kodlu formülasyonların şekilleri 

taramalı elektron mikroskobu ile incelendiğinde hazırlama tekniğinin partikül şekline etkili 

olduğu görülmüştür (Şekil 27 -29). Bu görüntüler toz piribedil ile karşılaştınldığmda 

partikül şeklinin değişmiş olduğu ve toz piribedil 'in yüksek orandaki agregasyonunun 

nispeten azaldığı tespit edilmiştir. Sıcak homojenizasyon ile hazırlanan mikro- ve 

nanopartiküllerin görüntülerinde partikilllerin bozuk şekilli ve köşeli oldukları görülmüştür 

(Şekil 28,29). Soğuk homojenizasyon ile hazırlanan mikropartiküllerin ise daha küresel 

olduğu saptanmıştır (Şekil 2 7). 

Farklı literatürlerde, farklı partikül şekilleri izlenmektedir. Bazı literatürlerde 

oldukça küresel ve düzgün mikropartiküller görülürken (35,36,40,209), bazılarında 

çalışmamızda olduğu gibi düzensiz ve bozuk şekiliere de rastlanmaktadır (23,110,210). 

Genellikle çözücü uçurma yöntemi ile küresel formlar elde edilmiştir (36,209,210). 

Literatürler incelendiğinde hazırlanan partikül şekline hazırlama yönteminin ve kullanılan 

taşıyıcı maddenin etkisi açıktır. 

Tüm formülasyonlarda aynı lipit madde kullanıldığmdan, taşıyıcı maddenin 

partikül şekli üzerine etkisi belirlenememiştir. Ancak, hazırlama yöntemi ile partikül şeklinin 

değişebileceği saptanmıştır. Bununla birlikte aynı yöntem ve lipit ile hazırlanan partikililere 

ait bir çalışmaya rastlanmadığından karşılaştırma yapılamamıştır. 
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Partikül Büyüklük Dağılınıları 

Farmasötik maddelerin çoğu sınırlı çözünürlüideri ve/veya çözeltideki kimyasal 

kararsızlıklarından dolayı katı taşıyıcı sistemler içinde verilirler. Bu tip maddeler için iyi 

tasarlanmış taşıyıcı partikiller sistemler özel öneme sahiptir. Eğer etkin maddenin sudaki 

çözünürlüğü düşük ise, partikül büyüklüğünün küçültülmesi önem taşır. Partikül 

büyüklüğü ufaltıldığnda, etkin maddenin toplam dışyüzeyi ve dolayısıyla vücut sıvısı ile 

temas alanı artar. Bu da, ilacın biyoyararlanımının iyileşmesine neden olur (95). 

Soğuk homojenizasyon ile hazırlanan partiküllerin boyut dağılımları lazer tarama 

cihazı ile, yüzey etken madde miktarındaki artışa bağlı olarak incelendiğinde, partikül 

büyüklüğünün genellikle azaldığı görülmüştür. Partikül büyüklüğü ve stabilizatör 

konsantrasyonu arasında deneysel bir ilişki olduğu literatürlerce de desteklenmektedir ( 47). 

Yapılan bir çalışmada ise PVA'ın konsantrasyonu azaldıkça, mikropartikül büyüklüğünde 

kademeli bir artış meydana gelmiştir ( 43 ). Kullanılan yüksek yüzey etken madde 

konsantrasyonu da partikül büyüklük ölçümünde ufak partiküller ile sonuçlanmıştır. Aynı 

zamanda, yüzey etken madde partikül hazırlamanın son basamağında kullanıldığından ve 

ultraturaksda hızlı bir karıştırma, partikül büyüklüğünün ufaltılmasında olumlu yönde etki 

etmiştir. Aynca, liyofılizasyon sırasında oluşabilecek agregatların sonuçları etkilemesini 

önlemek için partikül analizi öncesi formülasyonların sulu dispersiyonlan hazırlanmıştır. 

Mikropartikül hazırlama sırasında, etkin madde konsantrasyonunda yapılan 

değişiklikler ise partikül büyüklüğü bakımından anlamlı bir farka yol açmamıştır. Buna 

sebep, etkin maddenin lipit içinde çözünerek lipit ile birlikte hareket etmesi olabilir. Aynca 

partikül büyüklüğü bakımından hazırlamada önemli bir basamak olan öğütme aşamasında 

kullandığımız, havan ile elle öğütme yeterli oranda standardize edilememiş bu da partikül 

büyüklüğünü olumsuz etkilemiştir. 

Hazırlanan formülasyonlara ait partikül büyüklük dağılım bulgularına bakıldığında 

hazırlama yönteminin partikül büyüklüğüne olan etkisi ortadadır. Bunun nedeni, sıcak 

homojenizasyon yönteminde lipitin aym sıcaklıktaki sulu yüzey etken madde çözeltisine 

ilavesi nedeniyle lipitin katılaşmasına fırsat verilmemesi olarak düşünülebilir. Ancak, soğuk 

homojenizasyonda etkin madde erimiş lipit içersinde çözündürulüp tekdüze dağıldıktan 

sonra ani olarak oda sıcaklığına alınmaktadır. Bu sırada ve daha sonra buzdolabında 

katılaşan lipitin yeniden öğütülmesi oldukça güçtür. 

Sıcak homojenizasyon yönteminin ön denemelerinde lipit konsantrasyonunun, 

karıştırma hızının ve yüzey etken madde cinsinin partikül büyüklüğüne etkili olduğu 

izlenmiştir. Bu denemelerin sonuçlarında, karıştırma lıızım arttırmakla ve lipit oranını 

düşürmekle partikül boyutunu küçültebildiğimiz görülmüştür. Aym şekilde, yüzey etken 

maddenin cinsi de partikül büyüklüğünde direkt olarak etkilidir. Sıcak homojenizasyon 
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yönteminde Labrasoı®, Tween so® ve Pluronic F6S® olmak üzere üç tip yüzey etken 

madde denenmiş ve tüm denemelerde Tween so® ile hazırlanan partiküller, partikül 

büyüklüğü açısından daha iyi bulunmuştur. Denenen yüzey etken madde sayısı az 

olduğundan bunun nedeninin araştırılmasına gidilmemiştir. Yazılı kaynaklarda 

mikroküreterin özelliklerinde yüzey etken maddenin tipinin etkili olduğu vurgulanmıştır 

(93). Elde edilen sonuçlar, mikroküreterin oluşumunda, HLB ve yüzey etken madde 

konsantrasyonunun önemli bir rol oynadığını, büyüklük dağılımlannın HLB tarafından 

anlamlı olarak etkilendiğini göstermiştir (94). Yapılan diğer çalışmalarda da, mikrokürelerin 

ortalama çapının, emülsiyon stabilizatörünün tipi, polimer konsantrasyonu, sulu ve organik 

faz hacmi ve kanştırma hızı ile etkilendiğine dair sonuçlar elde edilmiştir (37). 

Partikül büyüklüğü dağılımı c2.5-p5-t1.2 nanopartiküllerinin elde edilmesinde 

olduğu gibi fıltrasyon ile modifiye edilebilir. Ancak fıltrasyona rağmen az da olsa karışımda 

iri partikilliere rastlanmaktadır. Bunun nedeni fıltrasyonda kullanılan vakum sırasında 

partiküllerin agregasyonu olabilir. 

IR Analizleri 

Yapılan analizler sonucunda elde edilen spektrumlarda karakteristik piribedil ve 

Compritol® pikleri gözlenmiştir. Etkin madde ve lipit konsantrasyonuna bağlı olarak pik 

uzunluklan değişmiştir. Bunun yanısıra tüm spektrumlarda S00-1100 cm-1 arasındaki 

bölgede etkin maddeye ait pikler kütleşmiş ve sayılan azalmıştır. 

Aynı şekilde dekzametazon vetolmetin ile yapılan iki mikropartikül çalışmasında 

da etkin maddenin IR pik boyları, mikroküre hazırlamadan sonra ufalmış ve kütleşmiştir 

(56,69). Bu çalışmada elde edilen IR sonuçlan da, literatürü destekler görünmektedir. 

Termal Analizleri 

Kullanılan madde ve hazırlanan partiküllerin termal incelemelerinde, diğer termal 

analiz yöntemlerine pekçok üstünlükleri olan diferansiyel tararnalı kalorimetre kullanılmıştır. 

Gerek termogramlardan, gerekse Tablo 14 'den de görüleceği üzere tüm 

formülasyonlarda ikişer ısıtma ve soğutmadan kaynaklanan, iki endoterınik ve iki 

ekzotermik pik bulunmaktadır. Bu pikler daha önce Compritol® 'ün termogramlannda 

görülen piklerdir. Bu termogramlarda endoterınik ve ekzoterınik pikierin kaybolmamış 

olması veya lipite ait yeni bir pikin ortaya çıkmamış olması etkileşme ve geçimsizlik 

olmadığını göstermiştir. Çünkü termal analizde endotermik veya ekzotermik bir pikin 

kaybolması veya yeni bir pik ortaya çıkması etkileşme ve geçimsizlik olarak değerlendirilir 

(211). Etkin maddeye ait pikler bu analizlerde görülmemiştir. Çünkü, etkin maddenin erime 

noktası kullandığımiZ lipitinkinden daha yüksektir ve etkin madde bu sıcaklığa ulaşıncaya 

dek lipit içersinde çözünmüş olacaktır. 
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Genellikle katı ilaç maddeleri için kullamlan bu termal analiz yöntemi sıcak 

homojenizasyon ile hazırlanan C2.5-P5-Tl.2 ve c.5-p5-tl.2 formülasyonları gibi sulu 

dispersiyon halindeki karışımlar için de kullanılabilir. Bu iki formülasyanun da 

termogramlarında iki endotermik, iki ekzotermik pik olmak üzere her aşamada birer pik 

görülmüştür. Ancak pikler küçülmüş ve karışımın 1 g'ının erimesi veya kristallenmesi için 

gerekli enerji miktarları azalmıştır. Bu sonuç, karışını sulu dispersiyon halde olduğu için 

içerdiği katı miktarının diğer ölçümlere göre az olmasından kaynaklanmaktadır. 

Genel olarak ikinci endotermik piklerde erime derecelerinin birinciye göre düşük 

olması, etkin maddenin amorf hale geçtiğini düşündürmüştür. 

Hazırlama Verimi 

Soğuk homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan mikropartiküllerin verimleri 

incelendiğinde tüm formülasyonlarda verim oldukça yüksek bulunmuştur. Sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırlanan formülasyonlarda hazırlamadan gelen bir kayıp 

olmadığından ve bu formülasyonlar sulu dispersiyon şeklinde kullanıldıklarından verim 

hesabı yapılmamıştır. 

Literatürdeki farklı yöntemler ile % 36-92 aralığında bulunan verim oranlarıyla 

karşılaştırma yapıldığında, elde edilen verimin yüksek değerlere yakın olduğu görülmüş 

(47) ve buna sebep olarak hazırlama yönteminde herhangibir kimyasal reaksiyona ihtiyaç 

duyulmadığı düşünülmüştür. Eritilmiş lipitin, sulu yüzey etken madde çözeltisi içinde 

emülsifıkasyonundan sonra katı partikül elde edilmiş, tüm lipit partiküller mikropartikül 

olsun veya olmasın verim içinde hesaplanmışlardır. Bu da verimi yükseltmiştir. 

Piribedil Yükleme ve Hapsedilmesi 

Literatürlerde etkin madde yükleme kapasitesinin mikroküre büyüklüğü ile ilişkili 

olduğu (41), ilaç ve ilaç-polimer oranına bağlı bulunduğu (160) saptanmıştır. Hazırlanan 

mikropartiküllerde yüklenen ve hapsedilen piribedil miktarlarına bakıldığında (Tablo 16) , 

değişen parametrelere bağlı olarak belirgin bir korelasyon görülememiştir. Bununla birlikte 

hapsedilen piribedil miktarının genel ortalaması %9.46' dır. Yapılan bir çalışmada, lipofilik 

model ilaçlar için maksimum %10 ilaç yüklernesi elde edilmiştir (4). Bir başka çalışmada, 

lipit matrisin ilaç yükleme kapasitesi %9.8 bulunmuştur (127). Bu değerler gözönüne 

alındığında sonucumuz literatür ile desteklenmektedir. 

Bazı çalışmalarda hapsedilen etkin madde, CIO-PIO-L2.5 kodlu formülasyanda 

olduğu gibi, %5'e ve hatta %4'e kadar düşmüştür (66,144). Aynı düşüşün gözlendiği iki 

farklı çalışmada, hapsedilen miktar yüklenen ilaç miktarı ile doğrudan orantılıdır. Bu 

literatürlerden birinde yüklenen ilaç miktarı % 37' den % 77'ye çıktığında, 

mikropartiküllerdeki hapsedilen miktar% 4'ten, % 8'e yükselmiştir (212). Benzer şekilde 

bir başka çalışmada da yüklenen etkin madde % 27 iken hapsedilen etkin madde % 2. 7 
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iken, yüklenen etkin madde % 57 olduğunda hapsedilen miktarın % 6. 7 olduğu 

bulunmuştur (213). Tablo 16'ya bakıldığında, C10-P10-L2.5 kodlu formülasyonumuzda 

da aym paralellik izlenmekte ve literatürde görülen yüklenen etkin madde miktarı artması ile 

partiküllerde hapsedilen miktarın arttığı gözlenmektedir. 

Saklama Ko~ullarında Stabilite Kontrolü 

Mikropartiküllerin saklama koşullarındaki stabilitelerinin saptanması amacıyla, 

buzdolabı (4°C), oda (2QOC), etüv (400C) ve stabilite dolabı'nda (4QOC ve %60 relatif nem) 

bekletilmesi ile (0.5,1,3 ve 6 aylık sürelerde), iTK yardımıyla Rf değerlerindeki 

değişiklikler belirlenmeye çalışılmıştır. 

Mikropartiküllerin saklandığı her dört ortamda da Rf değerlerinde anlamlı 

değişiklik gözlenınemiş ve sonuçta partiküllerin 4QOC sıcaklığa ve %60 relatif neme 

dayanıklı oldukları bulunmuştur. ilacın katı formda ve katı lipit bir matrisin içinde 

bulunmasımn stabiliteye katkı sağladığı düşünülmüştür. 

X -I~ını Kınrum Analizleri 

Aym parametreler kullanılarak, yapılan soğuk ve sıcak homojenizasyon yöntemiyle 

hazırlanmış birer formülasyona ait analizierin her ikisinde de piribedil ve Compritol®'ün 

karakteristik pikleri görülmüştür. 

Karşılaştırma yapabilmek amacıyla, önce, kullanılan etkin madde ve lipitin analizi 

yapılmıştır. Daha sonra hazırlama yönteminden gelebilecek değişiklikleri izlemek amacıyla 

kullanılan yöntemlere ait birer formülasyonda inceleme yapılmıştır. Soğuk 

homojenizasyonun X-ışım kınnım analizinde pikler daha keskin ve saf bileşiklerin piklerine 

daha uygundur. Sıcak homojenizasyonun X-ışını kınrum analizinde ise bu denli keskin 

pikler yoktur. Bununla birlikte, bu analiz, katı lipit formülasyonların değerlendirilmesinde 

tek başına yeterli olamaz. 

4.2.2.3. tn Vitro Çalışmalar 

Piribedil Salımı 

Soğuk homojenizasyon yöntemiyle hazırlanan mikropartiküllerin üç değişik 

ortamda (distile su, pH 1.2, pH 7.4) yapılan çözünme hızı çalışmalarında, çözünme ortamı 

pH'sının, çözünme hızına etkili olduğu görülmüştür. Dolayısıyla, piribedil'in tampon 

çözeltilerdeki çözünürlüğünün fonksiyonu olarak, çözünme hızı ile doğrusallık tespit 

edilmiştir. Literatürde aym doğrusallığın vurgulandığı iki çalışmaya rastlanmıştır. Bu 

çalışmalardan birinde 5-fluorourasil'in dissolüsyon ortamında salınan miktarı yüksek 

pH'lardaki çözünüdüğüne bağlı olarak artmıştır (161). Diğer literatürde ise etkin maddenin 

sudaki çözünürlüğünün salım oranını etkilediği belirtilmiştir (167). 
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Tüm formülasyonlarda başlangıç zamanlarında, toz piribedile oranla hızlı salım 

gözlenmiştir. Bu iki nedenden ileri gelmiş olabilir. Birincisi, etkin maddenin çözünme 

hızında hazırlama aşamalarından kaynaklanan bir gelişme olmuştur. Literatürde benzer 

profıliere rastlanmak:tadır. örneğin sudaki çözünürlüğü düşük, önemli bir steroidal ilaç olan 

dekzametazon'un polimerik kitosan içinde püskürterek kurutma yöntemi ile hapsedilmesi 

sonucu, etkin maddenin çözünme hızında gelişme kaydedilmiştir (56). ikincisi, ilk 

zamanlarda gözlenen hızlı salım, mikropartikül yüzeyine yakın ve yüzeydeki piribedil'in 

hızlı çözünmesi sonucunda salım ortamına geçmesinden kaynaklanmıştır. Son 

literatürlerdeki salım sonuçlarına göre kısa sürede gözlenen bu yüksek salım "burst effect" 

(patlama etkisi) tanımı ile açıklanmıştır (29). Bu patlama etkisiyle salınan etkin maddenin, 

organizmada hızlı başlangıç etki sağlayabileceği düşünülerek yararlı görülmektedir. 

Çalışmalarda, etkin madde ve yüzey etken madde konsantrasyonları ile çözünme 

hızı arasında anlamlı sonuçlar verecek doğrusallık gözlenmemiştir. ön denemeler, bazı 

formülasyonlarda ikinci faz salım izlenimi verseler de sınırlı deney sayıları ile sadece etkin 

maddenin ilk fazdaki çözünürlük artışım göstermiştir. ön çalışmalara göre seçilen C10-P5-

L5 kodlu formülasyon, kullamlan yöntemler ve partikül büyüklükleri arasındaki farkı 

izlemek amacıyla, sıcak homojenizasyon ile hazırlanan mikro- ve nanopartiküller ile, 

çözünme hızı yönünden karşılaştınlmıştır. Bu çalışmalarda da salım hızımn, ortamın 

pH'sının fonksiyonu olduğunu desteklemiş; yine etkin maddeden daha hızlı salimlar 

izlenmiştir. C10-P5-L5 mikropartiküllerinin distile su ortamında bifazik salım karakteristiği 

izlenmesine karşılık, bu özellik diğer ortamlarda (pH 1.2 ve pH 7.4) çok belirgin 

görülememiştir. 

Sıcak homojenizasyon ile hazırlanan mikro- ve nanopartiküllerin çözünme hızı 

profıllerinde gözlenen iniş ve çıkışlardan dolayı bunların çözünme hızı ile ilgili anlamlı bir 

açıklama yapılamamıştır. Bunun nedeni UV -spektrofotometrik yöntemin piribedil miktar 

tayini için yeterli doğrusallık, tekrarlanabilirlik ve kesinlikte olmasına karşın, ayın yöntemin 

sıcak homojenizasyon ile hazırlanan formülasyonların çözünme hızı çalışmalarında seçici 

olmadığına bağlanmıştır. Bu sonucu destekleyen validasyon çalışmaları sonrasında, bu 

formülasyonlar için seçiciliği yüksek başka bir analitik yöntem araştırılması ve çözünme hızı 

testlerinin başka bir yöntem ile tekrarlanması gereği düşünülmüştür. Piribedil 'in ticari 

preparatı ile yapılan salım testlerinde 23. saat'ten sonra % lOO'ün üzerinde görülen 

satımının, preparatın plasebosu hazırlanamadığı için, seçicilik araştırması yapılamamasından 

kaynaklandığı düşünülmüştür. 

Çözünme hızı çalışmalarında, literatürlerin de önemle vurguladığı, çözünme 

ortamından çözünmüş etkin maddenin aynimasında karşılaşılan önemli güçlükler çözünme 

hızı deneylerine olumsuz etkide bulunmuştur. özellikle sıcak homojenizasyon ile hazırlanan 

partiküller santrifüj ile ayrılmadığından süzmeden gelen birçok problem yaşanmıştır. 



Elde edilen çözünine hızı sonuçlan bilinen kinetik modeliere uygulanmış ancak bir 

uyum sağlanamamıştır. Katı lipit ile matris sistem hazırlanması, polimerlere oranla daha 

yeni bir konu olduğundan, sağlıklı bir fikir elde edebilmek için in vivo çalışmalara 

geçilmiştir. Aynca, çözünine hızı çalışmalan sonunda, kullanılan lipit matrisin özelliğinden 

dolayı, partiküllerin ilk görünüşleri bozulmamış, değişmeden kalmıştır. Bu durum, ilacın 

difüzyon mekanizması ile salındığını belirtmektedir. Uteratürde de benzer sonuçlar 

verilmektedir. Bir çalışmada, kullandığımız lipit ile hazırlanan tabietierde Higuchi difüzyon 

modeli ile etkin maddenin uzatılmış salımı elde edilmekte ve tabietler in vitro çözünme hızı 

testi boyunca bozulmamaktadır (12). Hazırladığımız partiküller hidrofobik karakterli 

olduğundan, hidrofilik taşıyıcılara göre sulu dissolüsyon ortamında oldukça kararlıdır. Bu 

sonuç farklı çalışmalarda da öne sürülmüştür (75). 

Piribedil 'in ticari preparatı ile yapılan karşılaştırmada ise distile su ve pH 7 .4'te 

yavaş olan çözünine hızı hazırlanan formülasyonlar ile artmış, pH 1.2' deki hızlı olan salım 

C10-P5-L5 kodlu formülasyon ile 20. saatten sonra nispeten kontrol altına alınmıştır. 

Ancak ticari preparat üzerinde in vivo çalışmalar yapılmadığından bu fikir oldukça sımrlı 

kalmıştır. 

pH 1.2 Salım Ortamındaki Stabilite Kontrolü 

Piribedil'in pH 1.2 salım ortamındaki stabilitesi ince tabaka kromatografisi 

yöntemi ile incelendiğinde, piribedil 'in Rf değerleri ile saf maddenin Rf değerleri arasında 

anlamlı farklılık görülmemiştir (Tablo 21). Bu sonuçlardan piribedil'in salım çalışmalan 

süresince pH 1.2 salım ortamında kararlı kaldığı düşünülmüştür. 

4.2.2.4. tn Vivo Çalışmalar 

Farelerde Parkinson Modeli ile Tremor Testi 

Parkinson 'lu hastaların titremelerinin kontrolünde piribedil 'in etkinliği ispatlanmış 

olduğundan (8,169,186), bu yönde fareler ile bir test yapılmıştır. Ancak Tablo 22'de ve 

Student t-testi sonucunda da görüldüğü üzere toz piribedil'de sonuç olumlu, 

mikropartikülde ise olumsuz yani aktivite yoktur. Elde edilen bu sonuç etkin maddenin lipit 

içinde hapsedildiği düşünüldüğünde oldukça anlamlı bulunmuştur. Her ne kadar in vitro 

çözünine hızı sonuçlannda partikül yüzeyinde ve yüzeye yakın yerlerde piribedil olduğu 

vurguianmış ise de bu miktarın tremoru azaltmada yeterli olmadığı düşünülmüştür. 

Bununla birlikte, mikropartikülün peroral biyoyararlanım çalışması yapılarak İrnak:s 

ve Cmak:s değerleri bulunduktan sonra, aym tremor testinin bu İrnak:s'ı içine alan zaman 

peryodunda tekrarlandığında olumlu sonuçlar elde edilebileceği düşünülebilir. 

91 



Tavşanlarda Peroral Biyoyararlanım Çalışması 

Bu çalışmada duyarlı ve seçici olduğu için YBSK yöntemi seçilmiş, fakat son 

derece karmaşık bir ekstraksiyon prosedürüne maruz kalınmıştır. Buna karşılık plazmadan 

ekstraksiyon ile geri kazanılan piribedil oranları hesaplandığında % 62.5 olarak bulunmuş 

ve bu tipte çalışmalar için uygun bir değer olduğu düşünülmüştür. Ayın zamanda bu değer, 

ekstraksiyon prosedürünün alındığı literatürdeki% 70±7 değeri ile uyumlu görülmüştür (8). 

Plazmadaki etkin madde miktarımn hesaplanması sırasında YBSK'nde gözlenen 

piribedil ve buspiron (internal standart) spektrumlarıliteratür ile uyumludur (214). 

Biyoyararlanım çalışmaları sırasında ve sonrasında, kullamlan tavşanların 

yaşamsal fonksiyonlarında herhangibir farklılık gözlenmediğinden kullanılan katı lipitin 

biyogeçimli olduğu düşünülmüştür. 

Tavşanlar ile yapılan biyoyararlanım çalışmasına ait tablolar (Tablo 23,24) ve 

grafik (Şekil 4 O) incelendiğinde, piribedil mikropartiküllerinin peroral verilişiyle piribedil 

biyoyararlanımımn arttığı görülmüştür. Birçok çalışmada benzer etkiler gözlenmiştir. 

örneğin, suda yavaş çözünen antikanser bir ilaç olan sisplatin'in mikroküreleri hazırlanıp 

kullanıldığında toksik etkileri azalmış ve sisplatin'in terapötik potansiyeli artmıştır (215). 

Benzer şekilde, poli (akrilik asit) mikropartiküllerindeki biyoyararlanım artışı, mide-barsak 

kanalından geçiş zamanımn uzatılınasına bağlanmıştır (58). 

Çalışmamızda, biyoyararlanım artmasına neden olan faktörler in vitro çözünme 

hızının modifiye edilmesi ve in vivo salıının kullamlan katı lipit tarafından kontrol edilmiş 

olmasıdır. Bunun yanısıra mikropartiküllerin mide-barsak alanına genişçe yayılarak etkin 

maddenin absorpsiyonunu arttırmış olabileceği de unutulmamalıdır. in vivo ve in vitro 

sonuçlar gözden geçirildiğinde, etkin maddenin çözünürlüğünün artması biyoyararlanımımn 

artması anlamında düşünüldüğünde, çalışmalar arasında bir korelasyon vardır. 

Son derece lipofilik (ve genellikle suda az çözünen) bileşiklerin, klinik yararı, 

bunların düşük ve kararsız peroral biyoyararlanımı ile sımrlıdır. Böyle bileşikler, lipitler, 

lipidik eksipiyanlar ve/veya yağlı yiyeceklerle birlikte verildiğinde biyoyararlanımları çoğu 

kez düzeltilebilir (216). Çalışmamızın sonuçları bu bulgular ile uyumlu bulunmuştur. Düşük 

biyoyararlanıma sahip piribedil'in, katı bir lipit ile mikropartikülü hazırlandığında 

biyoyararlanımı artmıştır. 

Mikropartiküllerin peroral olarak verilmesinin ardından elde edilen zamana karşı 

plazma konsantrasyonu grafiği trifazik özellikte olduğundan biyolojik yarı ömür 

hesaplanamamıştır. 

Oral ilaç formülasyonlarında, etkin maddenin intestinal membrana geçmeme, 

kimyasal/biyolojik kararsızlık ve suda çözünmeme gibi özellikleri, çoğu kez, oral verilişten 

92 



sonra çok düşük ve değişken biyoyararlanıma neden olmaktadır. Bundan dolayı oral ilaç 

formülasyonlarının geliştirilmesindeki başarının anahtarı, gelişmenin ilk aşamasında, 

yüksek emilim potansiyeli ve yüksek farmakolojik etkenliğin her ikisine de sahip olan etkin 

maddeleri seçmektir. 

Genel olarak suda çözünmeyen etkin maddelerin barsaktan emiliminde mide­

barsak ortamındaki çözünme hızı dikkate alınır. Toz piribedil'in 15. dk'da ortaya çıkan 

İmaks'ı etkin maddenin mide ortamındaki çözünme hızıyla orantılıdır. Mikropartiküllerle ise, 

barsak ortamında etkin maddenin çözünme hızının toz piribedil 'e oranla yüksek olmasına 

rağmen, 4 kat uzun plazma pik seviyesine ulaşma süresi ve daha yavaş in vivo ilaç salımı 

gözlenmiş bu da biyoyararlanım artışına neden olmuştur. 24. saatteki plazma 

konsantrasyonunun toz piribedilden yüksek olması etkin madde salımının uzatılmış 

olduğunu göstermiştir. Bu sonuçlar muhtemelen uzatılmış salım ajanı olarak kullanılan 

Compritol®' den kaynaklanmaktadır. Klucel HXp® (hidroksipropil selüloz), Carbopol 

934p® ( carbomer) ile Compritol®'ün (gliseril behenat) karşılaştınldığı bir çalışmada, 

gliseril behenat ile hazırlanan tabietierde salım profilleri difüzyon kontrollü bir mekanizma 

ile daha yavaş in vivo etkin madde salımı sağlanmıştır (197). 

Çalışmamızda tek doz oral verilişin ardından gözlenen 24 saatten uzun in vivo 

salım profili, formülasyonların geliştirilebileceği yönünde fazlasıyla ümit vericidir. 

Çalışmamızın amacına dönersek, bu yavaş in vivo salım ile uzun süreli etki elde 

edilebileceği, buna paralel olarak sık ilaç kullanımının ortadan kalkabileceği düşünülebilir. 

naçlann biyoyararlanımını düzeltmek için, çoğunlukla emülsiyon veya lipozomlar 

gibi lipit dispersiyon sistemlerden birisi düşünülür. Katı lipit partiküller de, sudaki 

çözünürlüğü düşük olan etkin maddelerin biyoyararlanımını arttırmaya yönelik olarak, 

gelecek vaat eden taşıyıcı sistemlerdir. Günümüzde lipofilik ilaçların oral absorpsiyonunun 

düzeltilmesi yolunda mikropartikül formülasyonlarının uygun kullanımlan araştınlmaktadır 

(166). 
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