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OZET

Celen, N. Sefiksimin diisiik coziiniirliik ve permeabilitesinin siklodekstrin
tiirevleri kullamlarak artirllmasi iizerine cahsmalar. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2015 Sefiksim(SEF), tg¢iincii jenerasyon sefalosporin grubuna dahil olan
genis spektrumlu bir antibiyotiktir ve oral biyoyararlannomi % 40’tir.
Siklodekstrinlerin (CD) suda ¢oziiniirligli diisiik ilaglarla etkileserek bu ilaglarin
¢cozlinirliigiinde artis saglama 6zellikleri vardir. Ayrica CD komplekslesmesinin suda
¢Oziiniirliigl disiik ilaglarin oral biyoyararlanimlarini da artirdiklart bilinmektedir.
Bu nedenle, bu calismada SEF’in sudaki ¢oziintirligiinii, permeabilitesini ve
dolayistyla oral biyoyararlanimini artirmak amaci ile SEF igeren CD komplekslerinin
hazirlanmasit ve bunlarin toz ve tablet formunda ¢6ziinme profillerinin tespiti
amaglanmistir. Bu ¢alismada bes farkli siklodekstrin tiirevi kullanilarak yapilan faz
¢Oziiniirliik caligmalarini takiben, iki farkli hazirlama yontemi olan yogurma ve
coktiirme/dondurarak kurutma yontemleri ile SEF:CD inkliizyon kompleksleri
hazirlanmis ve fizikokimyasal karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Yapilan
caligmalar optimum sonuglarin yogurma yontemi ve HP-B-CD ile elde edildigini
gostermistir. Yogurma yontemi ile hazirlanan SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD
kompleksi ile tablet formiilasyonu gelistirilmis ve hem tablet formiilasyonu hem de
inkliizyon kompleksleri i¢in ¢oziinme testi yapilmistir. Céziinme deneyleri de CD
komplekslesmesinin, ¢oziiniirligii anlamli dl¢lide artirdigimi gdstermistir. SEF ve
SEF:CD kompleksleri i¢in Caco-2 hiicreler ile yapilan permeasyon caligmalari,
SEF’in in vitro permeasyonunun CD komplekslesmesi ile artigini ve CD
komplekslesmesinin SEF’in sinirli oral biyoyararlaniminin artirtlmasi i¢in umut vaad
eden bir ¢oziim oldugunu gostermektedir. Coziinme ve permeabilite ¢alismalar1 da
HP-B-CD ve yogurma yonteminin en iyi veriler verdigini destekler yonde

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sefiksim; Siklodekstrin; Inkliizyon kompleksi; Coziiniirlik ve

permeabilite artirma

Destekleyen Kurumlar: TUBITAK (114S096) nolu 1002 Hizli Destek Projesi
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ABSTRACT

Celen, N. Studies for enhancing poor solubility and permeability of cefixime
using cyclodextrin complexation. Hacetepe University Institute of Health
Sciences, M.Sc. Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara, 2015
Cefixime(SEF) is a wide spectrum antibiotic that is included in the third generation
cephalosporins group. Its oral bioavailability is reported to be 40 %. Cyclodextrins
have the ability to interact with poorly water-soluble drugs resulting an increase in
their apparent water solubility. It is also known that cyclodextrin complexation
enhances oral bioavailability of poorly soluble drugs. Thus, it was aimed to design
and develop cyclodextrin complexes containing SEF to improve aqueous solubility,
permeability and oral bioavailability. In this study, using five different cyclodextrin
derivatives, SEF’s inclusion complexes were prepared by two different preparation
methods which are kneading and coprecipitation/colyophilisation methods and
resulting complexes then physicochemically characterized. Studies showed that the
optimum results were obtained by kneading method and HP-B-CD. Tablet
formulations were developed using SEF: HP-B-CD and SEF: M-B-CD kneaded
complex and dissolution studies were carried out for both inclusion complexes and
tablet formulations. Results of the dissolution studies also showed that complexation
with cyclodextrins increased SEF dissolution rates significantly. In vitro permeability
studies for SEF and SEF:CD inclusion complexes using Caco-2 cell culture model,
indicates that cyclodextrin complexation also helps improve in vitro permeation of
SEF increasing the drug’s apparent permeability constant. Thus, it seems to be a
promising solution for improving SEF’s poor oral bioavailability. Both dissolution
and phase solubility studies appear to confirm that among CD derivatives HP-3-CD
and among complexation methods kneading method yield optimum data for

cefixime.

Keywords: Cefixime; cyclodextrin; inclusion complex; enhancement poor solubility

and permeability

Supported by TUBITAK (114S096) research project.
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1. GIRIS

Sefiksim, bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilmak tizere 1997 yilinda FDA
tarafindan onaylanmig 3. jenerasyon sefalosporin grubuna dahil olan; ampisilin,
sefaleksin, sefaklor ve trimetoprim siilfametoksazole direngli Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae gibi
gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerinde etkili, genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. SEF, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisid etki
gosterir. Beta-laktamaz enzimlerine ileri derecede dayaniklidir. Bu nedenle, beta-
laktamaz varligi nedeniyle penisilinlere ve bazi sefalosporinlere direngli olan
mikroorganizmalara etkilidir. Otitis media (orta kulak iltihabi), faranjit, bronsit gibi

asag1 solunum yolu enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir.

SEF, Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi’nde, (BCS) Simif IV’e dahildir,
yani ¢Ozlniirlik ve permeabilitesi diistiktiir. Oral biyoyararlanimi, sudaki diigiik
¢Oziiniirliigli nedeniyle % 40’tir. Cozlinme, suda ¢oziiniirliigli diisiik olan ilaglarin

oral absorpsiyonunda hiz kisitlayici basamaktir.

Nisastanin enzimatik par¢alanma firiinleri olan siklodekstrinler (CD) suda
¢cOziinlirligli zayif ilaclar ile kompleks olusturarak, bu maddelerin ¢oziintirliiklerini
artirmaktadirlar. Coziliniirliik artisinin mekanizmasi, siklodekstrinlerin ¢ozelti iginde
kovalan olmayan dinamik inkliizyon kompleksleri olusturmalarina dayanir.
Coziiniirlikteki bu artis, ¢oziinmeyi ve biyoyararlanimi da artirir. Ayrica intestinal

absorpsiyon, siklodekstrinlerin penetrasyon artirici etkileri yardimi ile artirilmis olur.

SEF’in BCS Sinif IV’e dahil olmasindan kaynaklanan oral absorpsiyon ve
biyoyararlanim  sorunlarin1  giderebilmek amaciyla, c¢Oziiniirligliniin  ve
permeabilitesinin artirllmas1 amaglanmigtir. CD’ler ile inkliizyon kompleksleri
olusturularak ¢Oziiniirliglin artirilabilmesi, siklodekstrinlerin intestinal
permeabiliteyi artirici etkisinin olmast ve oral kullanimda siklodekstrinlerin
toksisitesinin yok denilecek kadar az olmasi nedeni ile SEF:CD inkliizyon

kompleksleri hazirlanmasina karar verilmistir.

Bu tez calismasinda, farmasotik alanda siklikla kullanilan siklodekstrin
tirevlerinden a-siklodekstrin (a-CD), B-siklodekstrin (B-CD), y-siklodekstrin (y-CD),



Metil-p-siklodekstrin ~ (M-B-CD),  Hidroksipropil-B-siklodekstrin ~ (HP-3-CD)
kullanilarak SEF’in iki farkli hazirlama yontemi ile (yogurma ve birlikte ¢oktiirme-
birlikte dondurarak kurutma yontemleri) inkliizyon kompleksleri hazirlanmistir.
Komplekslestirme islemini takiben kompleks olusumuna hazirlama yontemi ve CD
tiirevinin etkisini gozlemek amaciyla in vitro karakterizasyon c¢alismalart yapilmustir.
Bu calismalar, optimum CD tiirevini ve kompleks hazirlama yontemini belirlemek
tizere yapilmistir. CD tiirevlerinin ¢ozlniirliik tizerindeki etkisini incelemek amaci ile
faz c¢oziiniirlik c¢alismalart ve DSC, FTIR, XRD, SEM gibi karakterizasyon
tekniklerinin yanisira komplekslesmenin ¢6ziinmeye etkisini incelemek igin de in
vitro ¢oziinme deneyleri yapilmistir. Son olarak SEF’in siklodekstrinlerle
komplekslesmesi sonucu permeabilitesindeki degisiklikleri incelemek amaci ile

Caco-2 hiicreler ile hiicre kiiltiirii caligmalar1 yapilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beta Laktam Antibiyotikleri

Beta laktam antibiyotikleri, antimikrobiyal bilesiklerin en popiiler ve en eski
grubunu teskil etmektedir (1). Penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlarin dahil
oldugu genis bir grubu kapsamaktadir (2,3). Beta laktam antibiyotikleri etkilerini,
bakteri hiicre duvari sentezini son asamasinda inhibe ederek gostermektedirler (2,4).
Tiim beta laktam antibiyotikler; bakterilerde hiicre duvari sentezinden sorumlu
penisilin baglayan proteinlerin (PBP) transpeptidaz aktivitesini bloke ederek
peptidoglikan sentezini engellemek suretiyle etki ederler. Sonugta hiicre duvari
sentezi yapilamayan bakteri lizise ugrar ve Oliir. Beta-laktam antibiyotikler
bakterisidal etkilidirler (2). Beta laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi Sekil

2.1’de gosterilmistir.

Sitoplazmik
membran

Gram negatif bakteri Gram pozitif bakteri

Sekil 2.1. B-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi (5).

2.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, penisilinler gibi bakterisid etkileri olan ve tedavide

penisilinlere benzer endikasyonlarda kullanilan B-laktam tiirevi antibiyotiklerdir.



Birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerin, endikasyonlarin ¢ogunda penisilinlere
belirgin bir Gstiinliikleri yokken, tiglincii kusak sefalosporinler 6zellikle Gram negatif
bakterilerin neden olduklar1 ciddi enfeksiyonlarda tercih edilirler (2,6). Birinci,
ikinci, Ugiincli ve dordiincii kusak sefalosporinlere dahil olan ilaglar Sekil 2.2°de

sematize edilmistir.

Sefalosporinler

|
J v v v

Birinci Kusak Ikinci Kusak Ucgiincii Kusak Dordiincii Kusak
J V V V

Sefalotin Sefprozil Sefiksim Sefepim
Sefapirin Sefamandol Sefoperazon Sefpirom
Sefazolin Sefoksitin Sefotaksim
Sefradin Sefaklor Seftizoksim
Sefadroksil Sefonisid Seftriakson

Sefuroksim Moksalaktam

Sefotetan Seftazidim

Sefmetazol Sefpodoksim

Seforanid Sefditoren

Sefdibiiten

Sekil 2.2. Sefalosporinlerin Siniflandirilmasi.



2.2.1. Birinci Kusak Sefalosporinler

Birince kusak sefalosporinler (sefazolin, sefaleksin), Stafilokoklar gibi f-
laktamaz iireten organizmalara karsi artmis aktivite gostermektedirler. Gram pozitif
bakteriler lizerinde daha etkiliyken, anaerob bakteriler ve gram negatif bakteriler

tizerinde etkileri distiktiir (2,6).
2.2.2. Ikinci Kusak Sefalosporinler

Yarilanma Omiirleri, birinci kusak sefalosporinlere gore daha uzundur. Beta
laktamazlara karsi dayanikli olduklarindan etki spektrumlari genistir. Sefaklor,
sefuroksim 1ikinci jenerasyon sefalosporinlere ornek verilebilir. Gram negatif

bakteriler tizerinde, birinci kusak sefalosporinlere oranla daha etkilidirler (2,6).
2.2.3. Ugiincii Kusak Sefalosporinler

Uciincii  kusak sefalosporinlerin etki spektrumlar1 birbirinden farklilik
gostermektedir (2). Sefaklor gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerinde oldukga
etkilidir fakat g¢esitli beta laktamazlara karsi dayanikli degildir. SEF gram negatif
bakteriler iizerinde giiglii etki gosterirken ve gesitli beta laktamazlara dayanikli iken

Stafilokoklar tizerinde etkisi diisiiktiir (7).
2.2.4. Dordiincii Kusak Sefalosporinler

Dordiincii kusak sefalosporinler, kromozomal [ laktamazlara (Ornegin,
enterobakterlerin irettigi) ve cogu {iglincli kusak sefalosporini inaktive eden
genislemis spektrumlu B laktamazlarin hidrolizine daha direnglidir. Bu kusaktan
Sefepim penisiline direngli streptokoklarin ¢oguna karsi iyi aktivite gosterir ve
enterobakter enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir. Diger yandan klinik rolii
tigtincii kusak sefalosporinler gibidir . Sefalosporin grubu antibiyotiklerin temel yap1

cekirdekleri ve kimyasal yapilar1 Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Sefalosporin grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilari.



Sefiksim (SEF)

SEF, bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilmak iizere 1997 yilinda FDA
tarafindan onaylanmig 3. kusak sefalosporin grubuna dahil olan; ampisilin,
sefaleksin, sefaklor ve trimetoprim siilfametoksazole direngli Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae gibi
gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerinde etkili, genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. SEF, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisid etki
gosterir. Beta-laktamaz enzimlerine ileri derecede dayaniklidir. Bu nedenle, beta-
laktamaz varligi nedeniyle penisilinlere ve bazi sefalosporinlere direngli olan
mikroorganizmalara etkilidir. Otitis media, faranjit, bronsit gibi asag1 solunum yolu
enfeksiyonlart ve idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (7-10). SEF, BCS’ye
gore Siif IV’e dahil olan bir ilagtir, diisiik ¢ozliniirliik ve permeabilite gosterir, bu

nedenle de oral biyoyararlanimi diisiiktiir (11).
SEP’in Fizikokimyasal Ozellikleri

SEF ; 453,45 g/mol molekiil agirligina sahip, beyaz-Sarimtirak renkte
kristalize tozdur. Kimyasal yapisi (6R,7R)-7-(2-(2-Amino-4-
thiazolyl)glyoxylamido)-8-oxo-3-vinyl-5-thia-1-azabicyclo ~ (4.2.0)oct-2-ene-  2-
carboxylic acid seklindedir. Kapali formiilii C16H15Ns07S; seklindedir. SEF pratik
olarak su, eter, etil asetat ve hekzanda ¢6ziinmez. Gliserol, alkol ve asetonda gii¢
¢Ozliniir; metanolde serbestge ¢oOziiniir; propilen glikolde ¢6ziiniir. SEF’in erime

noktasi 250 °C civarindadir (12-15). SEF kimyasal yapis1 Sekil 2.5’te gosterilmistir.



Sekil 2.5. SEF kimyasal yapist.

SEPF’in Etki Mekanizmasi

SEF, diger beta laktam antibiyotiklerinde oldugu gibi, bakterisidal etkisini
penisilin baglayan proteinlere baglanarak ve peptidoglikan sentezini inhibe ederek

bakteri hiicre duvarina zarar vermek suretiyle gostermektedir.

SEF’in Dozu

Standart doz giinde 400 mg'dir. Bu doz bir defada ya da 12 saat arayla iki kez
olacak sekilde alinabilir. Idrar yolu enfeksiyonlarinda giinde bir defa 200 mg
yeterlidir. Yasl hastalarda yetigkinler i¢in onerilen doz semasi uygulanir. Bobrek
yetmezligi varsa, bobrek fonksiyonu degerlerine gore gerekli diizenleme yapilir.
Cocuklar i¢in onerilen doz, glinde kilo basina 8 mg'dir. Bu doz bir defada ya da iki
esit doza boliinerek verilebilir. Iki yasma kadar olan ¢ocuklarda bu doz semasina
uyulur. Iki yasindan biiyiik olanlarda pediatrik oral siispansiyonun asagidaki dozlari

kullanilabilir:

e 2-4 yas arasinda giinde 5 ml

e 5-8 yas arasinda giinde 10 mL



e 0-12 yas arasinda giinde 15 mL

50 kg'dan ya da 12 yastan biiyiik olan ¢ocuklarda yetiskin dozu uygulanir. 6 ayliktan
kiiglik ¢ocuklarda SEF’in giivenilirligi ve etkinligi saptanmamustir (15,16).

SEPF’in Yan Etkileri

SEF, genel olarak iyi tolere edilen bir ilagtir. Klinik uygulamalarda gbzlenen

yan etkilerden ¢ogu hafif ve sinirli diizeyde olmustur.

Mide-barsak bozukluklari: SEF tedavisi sirasinda en sik bildirilen yan etkiler
diyare ve feces degisimleridir. Diyare orta ya da daha agir derecede olabilir ve
nadiren tedavinin kesilmesine yol agabilir. Daha seyrek rastlanan yan etkiler arasinda
bulanti, abdominal agri, dispepsi, kusma ve gaz siskinligi vardir. Seyrek olarak

psodomembrandz kolit bildirilmistir.
Santral sinir sistemi etkileri: Basagrisi, bas donmesi.

Asirt duyarlilik reaksiyonlari: Deri dokiintiileri, pruritus, irtiker, ates ve
eklem agrilar tiiriinde alerjiler gézlenmistir. Bu etkiler, ilacin birakilmasindan sonra

ortadan kalkar.

Hematolojik ve biyokimyasal etkiler: Trombositopeni, l16kopeni, ve eozinofili
bildirilmistir. Bu reaksiyonlar seyrek ve geriye doniisiimlii niteliktedir. Karaciger ve

bobrek fonksiyon testlerinde hafif ve gecici degisimler goriilmiistiir (12-15,17).

SEF’in Farmakokinetik Ozellikleri ve Biyoyararlanim

Absorpsiyon

SEF’in yarilanma 6mrii 3-4 saattir. 200 mg SEF’in oral alimin1 takiben 3 — 4
saat sonunda elde edilen maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) ulasmaktadir
ve maksimum plazma konsantrasyonu 2.0 — 2.6 mg/mL’dir. SEF’in ortalama olarak
biyoyararlanimi %40 ile %50 arasinda degismektedir. SEF’in farmakokinetigi
yiyeceklerden etkilenmemektedir (17,18).
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Dagilim

Iv tek dozdan sonra goriinen dagilma hacmi 6.7 L’dir. Kararli denge dagilma
hacmi ise yaklasik 17 L’dir (17). Plazma proteinlerine baglanma %65 — 70°dir. Safra,
balgam, bademcikler, maksiller siniis mukozasi, orta kulak akintisi ve prostat sivisina

dagilmaktadir. 100 mg oral dozdan sonra insan siitiinde tespit edilmemistir.
Metabolizasyon

SEF’in plazma veya idrarda biyolojik olarak aktif metabolitine

rastlanmamustir (17).
Eliminasyon

200 mg dozun yaklasik %12 — 20’si idrarla degismeden atilmaktadir. Renal
veya renal olmayan yollarla eliminasyona ugramaktadir. Eliminasyon yarilanma
omrii 2.4-4 saattir. Iv alimi takiben total sistemik klerensi 73 mL/dk’dir. Oral
Klerensi ise 150 — 190 mL’dk’dir (17). SEF’in farmakokinetik &zellikleri Tablo

2.1°de Ozetlenmistir.

Tablo 2.1. SEF’in farmakokinetik 6zellikleri (13,18,19).

Biyoyararlanim %40 - 50
Dagilma hacmi 0.3 L/kg
Plazma proteinlerine baglanma % 65

Plazma yarilanma omrii 3-4 saat
Eliminasyon yarilanma omrii 1.3 mL/dk/kg
Eliminasyon Renal
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SEF’in Miktar Tayini

SEF miktar tayini i¢in spektrofotometrik, kromatografik, voltametrik
yontemler, kapiller elektroforez vb kullanilmaktadir (20-24). Bu yontemler arasinda

en ¢ok kullanilanlar spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerdir.

SEF’in in vitro miktar tayini i¢in ters faz HPLC kullanilabilir. Kromatografi
UV dedeksiyon ile 260- 290 nm’de sabit sicaklikta yapilmaktadir (25).

SEF’in plazma ve idrardan miktar tayini icin HPLC, HPTLC, voltametrik
yontemler kullanilmaktadir (26).
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2.3. Siklodekstrinler

Nisastanin enzimatik degredasyon iiriinii olan siklodekstrinler 100 yildan
uzun zamandir iizerinde c¢alisilan ve bir¢ok farmasotik preparat icerisinde yer alan
molekiillerdir (27). Siklodekstrinler ilk olarak Villers tarafindan 1891 yilinda
kesfedilmis olan dogal kaynakli oligosakkaritlerdir (28,29). Yapilarindan
kaynaklanan fizikokimyasal 6zellikleri, bu molekiillerin eczacilik, tip, kimya, tekstil
gibi alanlarda kullanilmasin1 saglamistir. Farmasotik alanda, ilaglarin  sudaki
¢Ozlnirligiinlin, ¢oziinmesinin ve biyoyararlaniminin iyilestirilmesi amaciyla veya
kontrollii ilag tastyici sistem olarak, gastrointestinal sistem veya okiiler irritasyonu
azaltmak, kotli koku ve tadi maskelemek, ilag-ilag veya ilag-eksipiyan etkilesimlerini
onlemek veya ilacin fiziksel ve kimyasal stabilitesini diizeltmek amaciyla
kullanilmaktadirlar (30,31). Tablo 2.2’de siklodekstrinlerin tarih igerisindeki gelisimi

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2. Siklodekstrinlerin tarihsel gelisimi (27,32,33).

Tarih Durum
1891 a ve B-siklodekstrinlerin kesfi
1903-1911 CD sentezinden sorumlu bakterinin izolasyonu ve farkli CD’lerin

birbirinden ayrilmasi i¢in girigim

1935 y- siklodekstrinin kesfi

1936 CD’lerin siklik yapisinin aydinlatiimasi

1940’1ar Inkliizyon kompleksi olusumu fikrinin ortaya ¢ikmasi

1948 v- CD yapisinin aydinlatilmasi
a, B ve vy-CDlerin yapilarmin X-ismm1 kirmmimi  analizi ile
aydinlatilmasi

1950’ler Inkliizyon kompleksi olusturma ¢alismalari

Biiyiik halkalr siklodekstrinleri kesfi

1953 CD’lerle alinan ilk patent

1965 Inkliizyon kompleksi olusum mekanizmasinin matematiksel
modellerle agiklanmasi

1975 CD polimerlerle ilgili ilk yayin
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Tablo 2.2. (Devam) Siklodekstrinlerin tarihsel gelisimi (27,32,33).

Tarih Durum
1976 [lk ilacin piyasaya cikist
1980’ler Yiyecek ve kozmetik endiistrisinde CD uygulamalarina gegilmesi
1981 [k Uluslararas: Siklodekstrin Sempozyumunun yapilmasi
[k Siklodekstrinin kitabinin ¢ikmasi
2000’ler CD agregasyonu iizerinde c¢aligmalar ve CD nanopartikiillerinin
ortaya ¢ikisi

Siklodekstrinler nisastanin siklodekstrin glukozil transferaz (CGTaz) aracilig
ile enzimatik pargalanmasi sonucu elde edilen oligosakkaritlerdir (28). Enzimatik
tiriin, a, B ve y siklodekstrinlerin karisimini icermektedir. Oligomerik siklodekstrin
molekiilleri birbirine a-1,4-D(+)-glukozidik bagi ile baglanmis 6 — 8 glukopiranoz
tinitesinden meydana gelmislerdir (34). Farmasotik agidan Onem tasiyan a-
siklodekstrin, B-siklodekstrin ve y-siklodekstrin sirasiyla birbirlerine o-1,4-D(+)-
glukozidik bagi ile bagh 6, 7 ve 8 glukopiranoz iinitesi tasimaktadirlar (35). Dogal
CD’lerin sematik gosterimi Sekil 2.6’da ve dogal CD’lerin fizikokimyasal 6zellikleri
Tablo 2.3’te verilmistir.

OH
0
0 0 OH
HO
0.
HO  OH
w(H HO '
{
%OHHO 0 H HO 0

HO
OH
OH A +D OH

|
HO :[%:g’\ 0 HO Ho? NP
OHHO
0 f:If\fJ’
o z ;
OH ()

HO

Sekil 2.6. a, B ve y CD’lerin sematik gdsterimi (35).
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Tablo 2.3. Dogal siklodekstrinlerin fizikokimyasal 6zellikleri (35).

Karakteristik Siklodekstrin tipi

a-CD p-CD v-CD
Glukopiranoz {initesi sayisi 6 7 8
Molekiil agirligr (g/mol) 972 1135 1297
25°C, Sudaki ¢oziiniirliik (%, a/a) 145 18.3 233
Ic cap1 (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Dis cap1 (A) 14.6 154 17.5
Kavite hacmi (A) 174 262 427

Dogal siklodekstrinlerin kristal yap1 analizleri, halkada bulunan tiim
glukopiranoz iinitelerinin ekvatoryal pozisyonda olduklar i¢in, termodinamik olarak
istenen sandalye konformasyonuna sahip olduklarimi gostermektedir. Bu
konformasyon sonucunda, C(2) ve C(3)’e bagh tiim sekonder hidroksil gruplari,
ekvatoryal konumda siklodekstrin kavitesinin genis olan tarafinda yer almaktadirlar.
C(2)’ye bagl hidroksiller kaviteye dogru, C(3)’e baglh hidroksiller ise kaviteden
disar1 dogru yonelmislerdir. Kavitenin daha dar olan kisminda bulunan C(6)’ya bagl
primer hidroksil gruplari, dogal CD’ler i¢in iyi bir suda ¢6ziiniirliik saglamaktadirlar.
Kavitede C-H gruplarinin (C3), glukozidik oksijen atomlarmin ve diger C-H
gruplarinin (C5) halkas1 aymi hizada bulunmaktadir. Bu nedenle; kavite apolar bir
karaktere sahiptir. CD’lerin fizikokimyasal o6zellikleri ve inkliizyon kompleksi
olusturma kapasiteleri, bu 6zel kimyasal yapmin dogrudan sonucudur (32,33,36).

CD’lerin genel yapist Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekonder
Hidroksil Gruplari

Hidrofobik
kavite

(0]
RO or
O OR
0 Primer Hidroksil
0O "OR OR
0 OR Gruplari ~
OR 0.OR o
0 0 0
R 0 O

R
R
R
Qii RO OR
0 R
R Q&()?O
OrR "

R
R
R

Sekil 2.7. Siklodekstrinlerin genel yapisi (33).

Dogal siklodekstrinler, insan salyasi ve pankreatik amilaz tarafindan hidroliz
edilemez; intestinal mikroflora tarafindan fermentasyona ugrarlar. Hidrofilik
siklodekstrinlerin  LogKys partisyon katsayis1 degerleri -8 ile -12 arasinda
degismektedir ve oral biyoyararlanimlart % 4’tin altindadir. Bu nedenle hidrofilik
siklodekstrinler diisiik ve orta konsantrasyonlarda oral yoldan kullanildiklarinda non-
toksik olarak kabul edilirler (37,38). Bazi siklodekstrin tiirevleri, 6rnegin metil
siklodekstrinler, gastrointestinal kanaldan sistemik dolasima gegebilmekte ve
parenteral uygulama sonrasinda toksisite gosterebilmektedir. Sonug¢ olarak M-B-
CD’lerin oral biyoyararlanimlari, diger CD tiirevlerine gore fazladir. Yapilan bir

calismada M-B-CD’in oral biyoyararlanimi % 12 olarak bulunmustur (39).

Parenteral olarak ise, a, P ve vy-siklodekstrinlerin hidrofilik tiirevleri
kullanilabilmektedir. y-CD sulu ¢ozeltide gozle goriiliir agregatlar olusturdugu igin
parenteral uygulamaya uygun degildir (40). B-CD ise diisiik ¢oziiniirliigii ve bununla
iligkili yan etkileri (nefrotoksisite gibi) nedeniyle parenteral formiilasyonlar icin
uygun degildir (32,37,41). Parenteral olarak uygulandiginda B-CD’ler, metabolize
olmazlar ve bobreklerde kolesterol ile suda ¢oziinmeyen kompleksler olusturarak
birikirler (42).
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2.3.1. Siklodekstrin Tiurevleri

Dogal siklodekstrinler ve dogal siklodekstrinlerle olusturulan inkliizyon
kompleksleri hidrofilik olsa da ozellikle B-siklodekstrinin sudaki ¢oziintirligi
olduk¢a sinirhidir (32,43). Bunun nedeni, CD molekiiliindeki hidroksil gruplarinin
kendi aralarinda olusturmus oldugu hidrojen baglaridir (28). Siklodekstrinlerin

tiirevlendirilmesinde amag asagidaki gibi siralanabilir;

e Dogal siklodekstrinlerin ve inkliizyon komplekslerinin ¢oziiniirligiini
artirmak,

e (D ve konuk molekiil arasindaki etkilesimi artirmak suretiyle daha dayanikli
kompleksler olusturmak,

e Spesifik gruplart CD molekiiliine baglamak ve yeni tiirevler sentezlemek,

e Siklodekstrinlerin biyolojik memranlardan gecisini artirmak

e llag salim 6zelliklerini degistirmek (44).

Siklodekstrin tiirevleri kimyasal veya enzimatik olarak sentezlenebilmektedir.
Bu siklodekstrin tiirevlerinin eldesinde, genel olarak 3 yontemle siibstitiisyon

yapilmaktadir. Bu yontemlerle elde edilen siklodekstrin tlirevleri sunlardir;

e Metillenmis siklodekstrinler
e Hidroksipropillenmis siklodekstrinler

e Siilfobiitillenmis siklodekstrinlerdir.

Metillenmis Siklodekstrinler: Metilasyon, siklodekstrinde her glukopiranoz
Unitesi i¢in 2 veya 3 hidroksil grubu {zerinden gerceklesir. Dimetil-
siklodekstrinlerde, metilasyon C(6) numarali pozisyondaki primer hidroksil gruplar
ve C(2) konumundaki sekonder hidroksil gruplari iizerinde gerceklesir, C(3)
konumundaki sekonder hidroksil gruplar1 serbest kalir. Trimetil-Siklodekstrinlerde
ise biitiin hidroksil gruplari siibstitiie haldedir. Genellikle ve 6zellikle B-siklodekstrin
siibstitlisyonunun  s6z konusu oldugu durumlarda siibstitiisyon rastgele

gerceklesmektedir ve siibstitiisyon derecesi 1.8’dir (28).

Hidroksipropillenmis Siklodekstrinler: Hidroksipropilasyon, metilasyon gibi

secici siibstitiisyon vermemektedir ve reaksiyon esnasinda hidroksipropil gruplarinin
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seciciligi degismektedir. Bu nedenle hidroksipropilasyon randomize sekilde

gerceklesmektedir. Bu tip tiirevlerin siibstitlisyon dereceleri farklilik gostermektedir.

Stilfobiitillenmis Siklodekstrinler: Anyonik yapidadirlar. Siilfobiitillenmis tek
bir CD tiirevi vardir (SBE7m-BCD). Yiikli grup siklodekstrinin kompleks olusturma
kapasitesini azaltsa da, siilfonat grubunun CD’den kolayca ayrilabilmesi nedeniyle
SBE/m-BCD yiiksek bir ila¢ baglama kapasitesine sahiptir. B-Siklodekstrin
tiirevlerinin sematik gosterimi Sekil 2.8’de ve B-CD’in farmasotik olarak onemli
tirevleri Tablo 2.4’te verilmistir. Ticari olarak piyasada bulunan CD tiirevleri ise
Tablo 2.5 ve Sekil 2.9°da 6zetlenmistir.

OH
H;
0 D—-0-C ﬁ CH: Hidroksipropil B-Siklodekstrin
H,C S t—CH,
H
~0 . . .
OH oy CHgl_____,,r C(D—0—CH; Metil B-Siklodekstrin
B-Siklodekstrin 0 —
HOO
A
o' ¢ OH e
o ‘:, OH _ (:(5 Sulfobdtileter-B-
0~ ~—. 0 0, Siklodekstrin Sodyum
I T D-0 ﬁﬁf}S\%D?Na' Tuzu

Sekil 2.8. B-Siklodekstrin tiirevlerinin sematik gosterimi (32).

Tablo 2.4. B-CD’in farmasoétik olarak 6nemli tiirevleri (45).

Siklodekstrin R=H veya
[-siklodekstrin -H
2-Hidroksipropil- B-siklodekstrin -CH,CHOHCH3
Siilfobiitileter B-siklodekstrin sodyum tuzu -(CH,)4SO3'Na*
Metil B-siklodekstrin -CH;

Dallanmis B-siklodekstrin Glukozil veya maltozil grubu




18

Tablo 2.5. Ticari olarak piyasada bulunan CD tiirevlerine iliskin drnekler (46).

Siklodekstrin Kullanildig: Ticari Formiilasyonlar
a-siklodekstrin Oral ve parenteral formiilasyonlar

[-siklodekstrin Oral, bukkal ve topikal formiilasyonlar
Hidroksipropil - Oral, parenteral, rektal ve oftalmik formiilasyonlar

siklodekstrin
Metil B-siklodekstrin Goze ve buruna uygulanan formiilasyonlar

Siilfobiitileter B-siklodekstrin  Parenteral formiilasyonlar

HPBCD

HPYCD

SBERCD

RMBCD

aCh

Sekil 2.9. Piyasada ticari iiriinii bulunan siklodekstrin tiirevleri (27).

2.3.2. Tlag:Siklodekstrin Inkliizyon Kompleksleri

Siklodekstrinler yapilarindan dolay1 farmasotik alanda ¢ok genis bir kullanim
alanina  sahiptir. Hidrofobik molekiilleri apolar kavitesine alir ve onlarin
fizikokimyasal ozelliklerini maskelerler. Siklodekstrinler eczacilikta; ¢oziiniirligiin
artirilmasi, stabilite sorununun giderilmesi, yan etkilerin azaltilmasi, koti tat veya
kokunun maskelenmesi, biyoyararlanimin artirilmasi, absorpsiyonun iyilestirilmesi

vb amaglarla kullanilir (47).
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Siklodekstrinler, yapilarindan dolayr hidrofobik bir kaviteye sahiptir. Sulu
¢ozelti icerisinde, lipofilik ilag molekiiliiniin tamamin1 veya bir kismini, hidrofobik

kavitelerine alarak suda ¢oziiniir inkliizyon kompleksleri olusturmaktadirlar (48).

Kompleks olusumu siklodekstrin ile konuk molekiil arasinda kovalan
olmayan etkilesimlerle ger¢eklesmektedir. Bu durum, devamli olarak konuk
molekiiliin kompleksin icerisine dahil oldugu ve kompleksten ayrildigi dinamik bir
stirectir. En muhtemel baglanma sekli, konuk molekiiliin daha az polar boliimiiniin
siklodekstrin kavitesinin igerisine girmesi, daha polar ve cogunlukla yiiklii olan
grubun ise kavitenin daha genis olan kisminin hemen disindaki ¢oziiciiye dogru

yonelmesidir. Hangi tip kompleks olusacagi;

e Sijklodekstrin internal kavitesine
e Konuk molekiiliin biiyiikliigline

e Konuk molekiiliin lipofilikligine

gore degismektedir (49). Ilag ile siklodekstrin arasinda inkliizyon kompleksi
olusurken apolar molekiill veya molekiiliin bir kismi arasinda kovalan olmayan
etkilesimler gergeklesmektedir (48). Siklodekstrin veya konuk molekiiliin
biiyiikliigiine gore, 1 konuk molekiil 1 veya 2 siklodekstrin molekiilii ile etkilesime
girebilirken (1:1 veya 1:2 kompleksler), 1 veya 2 konuk molekiil 1 siklodekstrin
molekiilii (1:1 veya 2:1 kompleksler) ile etkilesime girebilir (28). Siklodekstrin
internal kavite biiyiikliigiiniin inkliizyon kompleksi yapisina etkisi Sekil 2.10 ve

2.11°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Siklodekstrin internal kavite biiyiikliiglinlin inkliizyon kompleksi yapisina

etkisi A) 1:1 inkliizyon kompleksi B) 1:2 inkliizyon kompleksi (28).

> O

07 N~ ~0 O N

QIO

BCD(or yCD)
A B

Sekil 2.11. Siklodekstrin internal kavite biiyiikliigiiniin inkliizyon kompleksi yapisina

etkisi A) Kismi komplekslesme B) Tam komplekslesme (28,50).
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Komplekslesme siireci igerisinde, stabilite veya asosiyasyon katsayisinin (K)
belirlenmesi son derece 6nem arz etmektedir (31). Stabilite katsayisi ilaglarin hangi
siklodekstrin veya siklodekstrin tiirevine afinitesinin daha yliksek oldugunun

saptanmasinda 6nemlidir (51). Formiil 2.1 ve 2.2’de stabilite katsayisinin formiilii

verilmistir.
. K .
CD+1 o 1/CD (2.1)
_ [I-cD] (2.2)
[l][cD]

[CD]: Siklodekstrin konsantrasyonu
[i]: 1lag¢ konsantrasyonu
K: Asosiyasyon (stabilite) katsayisi

Inkliizyon  kompleksleri  olusturulurken, komplekslerin  olusumunu
matematiksel modellerle agiklayan Higuchi ve Connors’un tanimladigi faz
¢Oziinlirlik ¢alismalarindan hem ilag:CD orami tespit edilebilmekte, hem de
komplekslerin asosiyasyon katsayilar1 (K) hesaplanabilmektedir. Faz ¢oziiniirliik
calismalar1 Siklodekstrinler gibi ¢oziiniirliik artisi1 saglayan molekiillerin etkisinin
tayin edildigi bir karakterizasyon yontemidir. Faz ¢oziiniirlik diyagramlar1 A ve B
tipt olarak iki kategoride incelenebilir. A tipi egriler suda ¢dziinen inkliizyon
komplekslerini gosterirler ve ¢oziiniirlikteki artig siklodekstrin konsantrasyonunun
bir fonksiyonudur. Bu tarz komplekslerde siklodekstrin konsantrasyonu arttik¢a
ilacin ¢Ozilinlirliigli artmaktadir. B tipi egriler ise suda zayif ¢oziiniirliigi olan
kompleksleri tanimlar. Bs tipi egriler suda smirli ¢oziintirliigii; B, tipi egriler ise
suda ¢oOziinmeyen kompleksleri gosterir. A tipi kompleksler A (Siklodekstrin
konsantrasyonuna bagli olarak ¢oziiniirliigiin dogrusal artmasi), Ap (pozitif sapma) ve
Ay (negatif sapma) olarak alt birimlere ayrilir. Genel olarak suda ¢oziinebilen
siklodekstrin tiirevleri A tipi faz ¢oziliniirliik diyagrami gosterirken, daha az ¢oziiniir
olan dogal siklodekstrinler B tipi faz ¢oziiniirlik diyagrami gosterirler (31). Teorik

faz ¢oziintirliik diyagramlar1 Sekil 2.12°de gosterilmistir.
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Coziinen ila¢c konsantrasyonu
m

>

Siklodekstrin konsantrasvonu
Sekil 2.12. Teorik faz ¢oziiniirliik diyagramlari

A tipi faz ¢oziiniirlik diyagrami gosteren komplekslerde asosiyasyon
(stabilite) katsayisi c¢esitli yontemlerle hesaplanabilir. En sik rastlanan ilag:CD
kompleksleri 1 ilag molekiiliiniin 1 siklodekstrin molekiilii ile kompleks olusturdugu
1:1 ilag:CD kompleksleridir. 1:1 ilag:CD komplekslerinde asosiyasyon(stabilite)
katsayisinin (Kj.1) formiilii, formiil 2.3’de verilmistir. K. degerleri 0 — 100.000 M1
arasinda degismektedir (52).

Egim (2.3)
So (1 —Egim)

K1:1=

So= Ilacin gergek (intrinsik) ¢dziiniirliigii
Egim= Faz ¢oziiniirliik diyagraminin egimi

Cesitli sebeplerden dolay1, bir farmasdotik preparat igerisinde miimkiin olan en
disik miktarda siklodekstrin  kullamilmasi  Onemlidir.  Siklodekstrinlerin
coOziiniirlestirici  etkilerini  arastirmanin en giivenilir yollarindan biri de
komplekslesmis/serbest CD oranlarin1 referans alarak kompleks etkinliginin
hesaplanmasidir. ~ Kompleks  etkinliginin  hesaplanmasinda  formill 2.4
kullanilmaktadir (51) . Komplekslesme etkinligini artirma yontemleri Tablo 2.6’da

verilmistir.
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[i/cD]  Egim
KE = SoK1:1 = =
© [CD] ~ 1-Egim

(2.4)

KE= Kompleks etkinligi

So= Ilacin gergek (intrinsik) ¢oziiniirliigii

[/CD= Kompleks halindeki CD konsantrasyonu
CD= Serbest haldeki CD konsantrasyonu

Egim= Faz ¢oziiniirliik diyagraminin egimi

Tablo 2.6. Komplekslesme etkinligini artirma yontemleri (45).

Etki

Sonuc¢

flag iyonizasyonu

Tuz formu

Kompleks i¢inde
kompleks
Asit/baz ti¢li

kompleksleri

Polimer

kompleksleri

Siklodekstrin
agregatlarinin
¢Oziiniirlestirilmeleri
Iki veya daha fazla
yontemin

kombinasyonu

Ilaglar, noniyonize halde iyonize hallerine gére daha
dayanikli kompleksler olusturmaktadir.

Ilaclarin goriinen ¢oziiniirliigii tuz formlarmin
olusturulmasiyla artmaktadir.

Bir ilacin ¢oziliniirliigii bazi durumlarda metal kompleksi
olusumuyla artirilabilmektedir.

Bazi hidroksi asitler (6rnegin sitrik asit) ve bazi organik
bazlarin, ilag/siklodekstrin/asit veya baz {iglii kompleksleri
ile kompleks etkinligini artirdiklar: gosterilmistir.

Suda ¢oziinebilen polimerler, ilag:siklodekstrin kompleksleri
ile gl kompleks olusturarak kompleks etkinligini
artirmaktadir.

Organik katyon ve anyonlarin, suda diisiik ¢oziinirliik
gosteren yiiksiiz ilag:siklodekstrin komplekslerini
¢Oziintirlestirdikleri bilinmektedir.

Yukarida bahsedilen iki veya daha fazla yOntemin

kombinasyonu ile de kompleks etkinligi artirilabilir.
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2.3.3. Komplekslerin Hazirlanma Yontemleri

Siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksi olusturmanin bir¢ok yontemi vardir.

En ¢ok kullanilan yontemler sirasiyla asagidaki gibidir (33);

e Ogiitme (Physical blending /Grinding)

e Yogurma (Kneading)

e Birlikte Coktiirme (Co-precipitation)

e Notralizasyon

e Piiskiirterek kurutma (Spray drying)

¢ Birlikte Dondurarak kurutma (Co-lyophilization)

e Eritme (Melting)

Ogiitme: Hesaplanan molar oranda ilag ve CD ogiitiilerek, uygun bir
karistiricida karistirtlir. Bu amagla  bilyalh karistiricilar kullanilabilir. Elde edilen

karisim elenir. Sulu ortam gerekmediginden hidrolize yatkin ilaglar i¢in uygun bir
yontemdir (33,53).

Yogurma: Belirlenen molar oranlarda CD ve ila¢ karistirilarak, minimum
miktarda su ilavesi ile pat kivamina gelene kadar, 30-45 dakika karistrilmasini

takiben vakumlu etiivde kurutularak kompleksler hazirlanir.

Birlikte Coktiirme: Siklodekstrinin sulu ¢ozeltisi hazirlanir ve karistirma
sirasinda ilag ¢ozeltisi eklenir. Bu yontemde ¢oktiiriicti olarak metanol gibi organik
coziiciiler kullanilir. Sulu siklodekstrin ¢ozeltisi, karistirilirken organik c¢oziiciide
¢Ozlinmis ilag c¢ozeltisinin yavas yavas eklenmesi ile, olusan kompleksin ¢oktiigii
gozlenir. Cokelti santrifiijlenerek veya filtre edilerek elde edilir. Toplanan kompleks
kurutulur (54,55).

Notralizasyon: Tlag ve siklodekstrin ¢oziindiigii asidik veya bazik cozelti
icerisinde ayr1 ayr1 c¢oziindiriiliir, karistirilir. Manyetik karistiricida 1 saat
karistirdiktan sonra pH oOlgiimii yapilir. Daha sonra ¢ozelti noétralize edilir. Bu
yontem asidik veya bazik ortamlarda, kimyasal olarak dayaniksiz olan bilesikler i¢in

uygun degildir (33).
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Piiskiirterek ve Dondurarak Kurutma: ilag ve siklodekstrinin uygun
coziiclilerde cozeltileri hazirlanir ve karistirilir. 24 saat manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra piiskiirterek veya dondurarak kurutulur yani liyofilize edilir
(56).

2.3.4. Komplekslerin Karakterizasyon Yontemleri

Inkliizyon komplekslerinin olusup olusmadiginin tespit edilmesinde;

. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)
. Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR)
. Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR)

. X-151n1 difraksiyonu (X-RD)
. Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM)
. Ultraviyole Spektrokopisi (UV)
. Termogravimetri
gibi yontemler kullanilmakta ve Karakterizasyon igin birden fazla yontem bir arada

kullanilirak her yontem bir digerinin saglamasini yapmaktadir.

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Molekiilin  erime pikinde goézlenen kayip, kompleks olusumunun
gostergesidir. Maddenin erime pikinin gozlenmemesi, ortamdaki maddenin
siklodekstrin ile kompleks olusturmasi ve ortamda serbest kristalize halde ilag
bulunmamasi ile agiklanabilir. Bu teknik, erime noktasi siklodekstrinlerin bozunma

sicakligindan diisiik olan molekiillerle sinirlidir (57). Kalitatif sonug verir.

Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR)

Siklodekstrin ile ilag arasindaki etkilesim hakkinda fikir verir. Konuk
molekiiliin karakteristik gruplara (karbonil, siilfonil vb) sahip olmasi gerekmektedir.
Konuk molekiiliin spektral 6zelliklerindeki degisimden yola ¢ikilarak komplekslerin

olusup olusmadig ile ilgili yorum yapilabilir. Konuk molekiile spesifik bantlarin



26

kaybolmasi veya kii¢iilmesi, ortamda bulunan serbest molekiillerin siklodekstrin

molekiilleri ile kompleks olusturdugunu gosterir (58).
Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (Hl-NI\/IR)

Bu teknik kalitatif ve kantitatif analiz yaninda, konuk molekiiliin hangi
boliimiinden kompleks olusturdugu hakkinda bilgi vermektedir. Kompleks olusumu
sonucu, yeni bir ¢cevrede bulunan siklodekstrin kavitesinde i¢ yiizeyde bulunan H-3
ve H-5 protonlarmin sinyallerinde kayma go6zlenmektedir. Siklodekstrin dis
yiizeyinde bulunan hidrojenler ise genellikle (H-2, H-4, H-6) komplekslesmeden
etkilenmezler. Siklodekstrin spektrumu disinda, konuk molekiilin NMR
spektrumunda da kayma gozlenebilmektedir (58).

X-151m1 difraksiyonu (X-RD)

Bu yontem maddenin kristal 6zelligindeki degisimin incelenmesine dayanir.
Konuk molekiilin katt oldugu durumda, kompleks ile konuk molekiill ve
siklodekstrinin mekanik karisiminin difraktogramlar1 karsilastirilarak kompleks

olusup olusmadigina karar verilir (58).
Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

Elektron mikroskobu altinda; konuk molekiil, siklodekstrin molekiili ve
olusturulan komplekslerin kristal yapilarindaki degisim incelenerek inkliizyon
komplekslerinin olusup olusmadigi hakkinda diger yontemleri destekleyici nitelikte

makroskopik gbzlem ve yorum yapilabilir (58).
Ultraviyole Spektrokopisi (UV)

Kompleks olusumu, konuk molekiiliin spektrumunda degisiklige neden
olmaktadir. Konuk molekiiliin spektrumundaki kaymalar inkliizyon kompleksi
olusumu ile yorumlanabilmektedir. Bunun i¢in, konuk molekiiliin tek basma ve

kompleks halinde UV spektrumlar alinip karsilagtirilarak yorumlanir (58).
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Termogravimetri (TGA)

Isitma islemi sonrasi kurutulmus 6rnek agirhi@inin olgiildigi kantitatif bir
yontemdir. Konuk molekiiliin kaynama noktas1 ve buharlasan miktari
Ol¢iilebilmektedir. Bu yontemin sakincasi, sadece kaynama noktasi siklodekstrin

dekompozisyon sicakligindan diisiik olan ugucu bilesikler i¢in sinirli olmasidir (59).

2.3.5. Siklodekstrinlerin Tla¢larin Coziiniirliigii Uzerine Etkileri

Bir dozaj formunun sahip olmasi1 gereken en dnemli 6zelligi, icerdigi etkin
maddeyi etki bolgesine terapotik etki saglayacak miktarda ulagtirabilmesidir. Bir ilag
damar yolu disinda yollarla uygulaniyor ve sistemik etki gosteriyorsa, etkisi direkt
olarak kana gecen miktariyla iliskilidir. Plazma konsantrasyonu ilacin farmakolojik
etkilerini direkt olarak belirledigi i¢in, ilacin absorpsiyon hizi ve orani da burada
onem kazanmaktadir. Bu nedenlerle, bir ilag¢ {iriiniiniin biyoyararlanim1 kana gecen

etkin madde miktar1 ve gecis hiziyla ilgilidir.

Bir ilag etkin maddesinin biyoyararlanimimin diisiik olmasininin nedenleri

asagidaki gibi siralanabilir,

e (oziinen ilacin fizyolojik pH’da stabilitesinin diisiik olmas1

e Diisiik partisyon katsayisi nedeniyle biyolojik membranlardan gegisinin zayif
olmasi

e Presistemik metabolizasyon

e Diistik ¢Oziliniirliiglin absorpsiyonda hiz kisitlayic1 basamak olmasi

Bu biyoyararlanim problemlerin iistesinden gelebilmek icin ii¢ yaklasim s6z

konusudur. Bunlar;

e Farmasoétik Yaklasim: Formiilasyon, iiretim prosesindeki degisikliklerle veya
ilag etkin maddesinin kimyasal yapisin1 degistirmeden fizikokimyasal

ozelliklerinin diizenlenmesiyle biyoyararlanim sorunu giderilebilir.
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e Farmakokinetik yaklagim: [lacin  kimyasal yapis1  degistirilerek
farmakokinetik 6zelliklerinin  diizenlenmesiyle biyoyararlanim problemi
asilir.

e Biyolojik Yaklasim: ila¢c uygulama yolu degistirilebilir.(Ornegin oral yol
yerine parenteral yol tercih edilebilir)

Ikinci yaklasim olan farmakokinetik yaklasim pahali, zaman isteyen bir
stirectir. Bu nedenle ilacin ¢ozlinilirliigliniin artirilmasi ile ilgili olarak farmasotik

yaklasim daha fazla ilgi ¢cekmektedir (60).

Cozilinlirliigii artirmak i¢in; partikiil biytikligiini  kiigiiltme, siirfaktan
kullanilmasi, ilacin solvat veya hidrat formunun kullanilmasi, kati dispersiyon

olusturulmasi vb yontemler kullanilmaktadir (61).

Siklodekstrinler ile ilacin hidrofobik o6zellikleri gizlenerek, suda ¢oziiniir
inkliizyon kompleksleri olusturulabilmektedir (31). Kompleks halde ilag
kristalliginin azalmasi, ilacin ¢ozliniirligiiniin artmasini saglamaktadir. Tablo 2.7°de

siklodekstrinler ile ¢oziiniirliikk artan ilaglara 6rnekler verilmistir.

Tablo 2.7. Siklodekstrinler ile ¢oziiniirliigii artan ilaglara rnekler.

Siklodekstrin Tlag Referans

a-CD Praziquantel (62)

B-CD Nimesulid, Sulfometiyazol, Lorazepam, Ketoprofen, (45,62-
Griseofulvin, Praziquantel, 64)

Klortalidon, Etodolak, Piroksikam, Itrakonazol,

Ibuprofen
v-CD Praziquantel, Omeprazol, Digoksin (62,65,66)
HP B-CD Albendazol, Levemopamil HCI, Sulfometiyazol, (45,67)

Ketoprofen, Griseofulvin, Itraconazol, Karbamazepin
Zolpidem, Fenitoin
M B-CD Naproksen, Kamptotesin, Takrolimus (45,68)
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2.3.6. Siklodekstrinlerin ila¢ Biyoyararlanim Uzerine Etkileri

Siklodekstrinler,  ¢oziinlirliigh  disik  ilaglarin  biyoyararlanimini,
¢ozlinlirliiglint, ¢ézlinme hizin1 ve/veya ilag permeabilitesini artirarak iyilestirirler
(69). Bunu, ilacin biyolojik bariyerde (deri, mukoza, géz korneas: gibi) konsantre
halde bulunmasini saglayarak gergeklestirmektedirler. Bazi durumlarda, ilacin sulu
ortamda ¢oziinmesini saglamak amaciyla yeterli miktarda siklodekstrin kullanimi
onem kazanmaktadir. Siklodekstrinin asir1 miktarda kullanilmasi ise, ilag
biyoyararlanimin1 azaltmaktadir (70). Sekil 2.13’te CD komplekslesmesiyle ilag
biyoyararlanimindaki iyilesme sematize edilmistir. Siklodekstrinlerin ilaglarin

biyoyararlanimlarini artirma mekanizmalar1 asagidaki sekilde siralanabilir (71);

e Hidrofilik siklodekstrinlerin, ¢oziiniirliigii diisiik olan ilaglarin ¢oziiniirlik ve
1slanabilirligini artirmalar

e Kimyasal olarak dayanikli olmayan ilaglarin degredasyonunu dnlemeleri

e Membran akis 6zelliklerini degistirerek, bariyer fonksiyonunu azaltmalari, bu
sayede peptid ve protein ilaglar da dahil olmak iizere ilaglarin absorpsiyonunu
artirmalari

e Ugiinciil bilesenlerle (safra asidi, kolesterol, lipidler vb) yarigsmal1 inkliizyon
kompleksi olusturma egilimi, bu sayede kompleks halindeki ilacin
saliverilmesi. Sekil 2.14’te yarismali kompleks olusumu sonucu Ilag:CD
kompleksinden ilag saliminin ve absorpsiyonunun artmasinin sematik
gosterilmistir.

e Ilacin intestinal epitelden p-gp aracili inhibisyonunun énlenmesi.
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Sekil 2.13. Tlag:CD komplekslesmesinin biyoyararlanim iizerine etkisi (72)
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Sekil 2.14. Gastrointestinal kanalda safra asidi ile yarigmali kompleks olusumu
sonucu Ilag:CD kompleksinden ilag saliminin ve absorpsiyonunun artmasinin
sematik gosterimi K;= ilag:CD kompleksi stabilite katsayis1 K,=Safra asidi:CD

kompleksi stabilite katsayis1
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2.3.7. Siklodekstrinlerin intestinal Permeabilite Uzerine Etkileri

Gastrointestinal sistemden ilaglarin absorpsiyonu kompleks bir siirectir ve

bir¢ok faktdrden etkilenir. Bunlar sirasiyla;

e Fizikokimyasal faktorler (Molekiil Biiyiikliigi, Ilacin pKa degeri,
Iyonizasyon derecesi ve Yag/Su partisyon katsayisi, Iyon tuzagi, Tuz ve ester
sekli, Partikiil biiyiikliigii, Kristal sekli, Polimorfizm ve Solvatlar)

e Fizyolojik faktorler (Doku Perfliizyonu, Gastrik Motilite ve Gastrik Bosalma,
Bireysel Farkliliklar, Besinlerin Etkisi, Tasiyic1 Proteinler)

e Dozaj formuna iliskin faktorler (Dozaj Seklinin Tipi, Formiilasyon
Bilesenlerinin Etkisi, Uretim Faktorleri, Ilaci Depolama ve Paketlemenin

Etkisi)

Intestinal permeabilite, bir ilacin oral absorpsiyonu igin anahtar parametredir
(73). Siklodekstrinlerin, kimyasal yapilari, molekiil agirliklar1 (> 970 Da) ve diisiik
partisyon katsayilar1 nedeniyle biyolojik membranlardan gegisleri oldukg¢a sinirlidir.
Sadece serbest haldeki ila¢ molekiilii lipofilik bariyerleri gegebilmektedir.
Siklodekstrinler genel olarak, lipofilik biyolojik membranlardan, hidrofilik ilaglarin

permeabilitesinde artisa neden olmamaktadir (74).

Siklodekstrinler, ilacin permeabilitesini, biyomembran yiizeyinde ilacin
dayanikli halde bulunmasini saglayarak da artirirlar. Nazal uygulamadan sonra,
insiilinin ~ permeabilitesindeki  artisin  nedeni  buna dayanmaktadir  (75).
Siklodekstrinler, ilacin biyolojik membranlardan gegisini artirabildigi  gibi
azaltabilmektedir. Cok fazla ya da ¢ok az siklodekstrin kullanilmasi, permeabilitenin
ve dolayisiyla biyoyararlanimin azalmasina neden olacaktir (76). Biyolojik

membrandan ilag permeasyonu Sekil 2.15°te sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.15. Biyolojik membrandan ila¢ permeasyonu sematik gosterimi (77).

Biyolojik membranlarin dis kismin1 sulu bir tabaka c¢evrelemektedir.
Diflizyon bariyerine kadar siklodekstrinler hidrofobik ilacin sulu ortam igerisinde
kalmasini saglarlar ve sonrasinda hidrofobik ilag siklodekstrin kavitesinden ayrilarak
biyolojik membranlar1 asabilir. Permeabilitesi diisiik olan ilaglarin biyolojik
membran yiizeyine yogun konsantrasyonda bulunmasini saglayarak permeabiliteleri
artirtlmaktadir (77). Siklodekstrinler ile permeasyon artisinin sematik gosterimi Sekil

2.16°da verilmistir.

Biyolojik Membran

Sekil 2.16. Siklodekstrinler ile permeasyon artiginin sematik gosterimi C:
Siklodekstrin, I:Tlag molekiilii (78).
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P-glikoprotein (P-gp), coklu ilag pompa sistemi, ve Sitokrom P450 (CYP)

3A, insandaki en onemli Faz 1 ila¢ metabolize edici enzim, intestinal kanalda

bulunan enterositlerde (ilaglar i¢in primer absorpsiyon bdolgesi) yiiksek diizeyde

bulunmaktadir (79). Takrolimus (P-gp substrati ilag) ile Caco-2 hiicreler kullanilarak

yapilan bir transport ¢alismasinda, DM-B-CD’in ilacin biyolojik membrandan disar1

atitlmint  azalttigr  gosterilmistir  (80,81).

Siklodekstrinlerin  P-gp inhibisyonu

mekanizmas1 Sekil 2.17°de gosterilmistir. Tablo 2.8’de ise siklodekstrinlerin ilag

biyoyararlaniomi1 ve biyolojik membranlardan penetrasyonu {iizerindeki etkileri

Ozetlenmistir.
Kati
kompleks
Membran bilesenleri
* (dziinme (P-gp, MRP2 vb)
Kﬂ'

| Kompleks ‘&5

Apikal

JSUL

L/

Bazolateral

P-gp substrati

P-gp substrati

P-gp

A

Enterosit

Sekil 2.17. Siklodekstrinlerin P-gp inhibisyonu sematik gosterimi.
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Tablo 2.8. Siklodekstrinlerin ilag biyoyararlanimi ve biyolojik membranlardan

penetrasyonu lizerindeki etkileri.

Durum Referans

Siklodekstrinler sadece sulu ortamda biyoyararlanim ve permeabilite (82)
tizerine artirict etkiye sahiptir

Hidrofilik siklodekstrinler su/yag tipi kremlerden ila¢ salimini (76)
azaltirken, yag/su tipi kremlerden ilag salimini artirirlar

Siklodekstrinlerin biyolojik bariyerlerden absorpsiyonu hemen hemen  (37,83)

hi¢ yoktur

Siklodekstrinler, hidrofilik ilaglarin biyolojik membranlardan gecisini  (69,76)
artiramazlar

Siklodekstrinler, ilacin stabilitesini  artirarak  biyoyararlanimini (75)
artirabilirler

Hidrofilik siklodekstrinler oral olarak verildiklerinde toksik olmadiklari (37)
diistiniilmektedir

Siklodekstrinler ve diger penetrasyon artiricilar, ilaglarin biyolojik (84)
membranlara dagilmasinda sinerjistik veya aditif etki gostermektedir

Cesitli biyomembranlar kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarda, farkli  (76,85)
deney kosullar altinda, lipofilik ilacin ¢dziintirlestirilmesi i¢in gerekli
siklodekstrin miktarindan fazla siklodekstrin kullanildiginda, ilacin
membrandan permeasyonunun azaldigi gosterilmistir. Permeasyondaki
maksimum artis gerekli siklodekstrin miktar1  kullanildiginda
gozlenmistir

Oral ilag tastyict olarak siklodekstrinlerle en fazla biyoyararlanim artigi (86)
Smif II (yliksek permeabilite, diisiik ¢coziiniirliik) ilaglarda gézlenmistir

2.3.8. Siklodekstrinlerin la¢ Giivenilirligi Uzerine Etkisi

Siklodekstrinler, ilaglarin neden oldugu irritasyonu onlemek amaciyla da
kullanilabilmektedirler ~ (87). Macin, siklodekstrinlerle ~ kompleksleserek

¢Oziiniirliiglinlin artirilmast ile, ilaclar daha diisiik dozda kullanilabilmekte ve yiiksek
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dozda goriilen yan etkiler elimine edilebilmektedir. Gansiklovir ile yapilan bir
calismada, B-CD’in ilacin etkinligini artirirken yan etkilerini azalttigi gosterilmistir
(88). Siklodekstrinlerle kompleks haline getirilen ilaglarin, biyolojik membranlar ile
direkt temas1 engellenerek, terapotik etkilerini kaybetmeden yan etkileri ve lokal

irritasyonlar1 6nlenmis olur (82).

2.3.9. Siklodekstrinlerin Ila¢ Stabilitesi Uzerine Etkileri

Siklodekstrinler, dehidrasyon, hidroliz, oksidasyon gibi durumlara karsi
ilaclarin stabilitesini iyilestirir ve bdylece yarilanma omriinii artirirlar. SBE-B-CD’in
bir¢ok ilacin stabilitesinde, diger siklodekstrinlere gére daha fazla artis sagladig
gosterilmistir (89). Siklodekstrinlerin trimeprazin ve prometazinin fotostabilitelerini
iyilestirdikleri de kayitlara gecmistir (90,91). Siklodekstrinler ayrica ilaglarin
yarilanma Omirlerini ve kati hal stabilitelerini de iyilestirmektedir (92).
Siklodekstrinlerke komplekslesen ilaglarinin, serbest haldeki ilaca goére hidrolizleri
daha yavastir (93,94). Tablo 2.9°da siklodekstrinlerin ilag stabilitesine etkileri

verilmistir.

Tablo 2.9. Siklodekstrinlerin ilag stabilitesi lizerine etkileri.

Tlac¢ Siklodekstrin Etki Referans

Prometazin HP-B-CD, M-B-CD  Fotostabilite (91)

Glibenklamid B-CD Yarilanma omrii (95)

Diklofenak sodyum B-CD Kati  halde termal (96)
stabilite

Doksorubisin HP-B-CD, HP-y-CD Asit  hidrolize  ve (93)

fotodekompozisyona

kars stabilite

Digoksin y-CD Hidrolize kars: stabilite 97)
Paklitaksel v-CD, HP-y-CD, Hidrolize kars1 stabilite
HP-B-CD

Flutamit B-CD Fotoreaktivite (98)
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2.3.10. Siklodekstrinlerin fla¢ Tasmmmasinda Kullanilmalar1

Siklodekstrinlerin ¢ok fonksiyonlu karakteristik 6zellikleri (kontrolli salim,
hedeflendirme, absorpsiyon artirma Kkabiliyetleri gibi); oral, rektal, sublingual,
okiiler, nazal, pulmoner, dermal ve diger yeni ilag tasiyici sistemlerle (lipozom,
mikrokiire, ozmotik pompalar, peptid ve protein tasinmasi, nanopartikiiler sistemler
gibi) kullanilabilmesine olanak saglamaktadir (99). Ila¢ tasiyici sistemin birincil
amaci etkili konsantrasyonda ilaci, etki bolgesine gerekli zamanda ulagtirmaktir (82).
Giivenilirlik agisindan, biyouyumluluk, ila¢ tasiyict sistem icin en Onemli
parametrelerden biridir. Siklodekstrinler; biyouyumlu, gastrointestinal kanaldan
absorpsiyonlart yok denecek kadar az olan, biyolojik membranlardaki
komponentlerle (kolesterol gibi) etkilesime gecerek membran akis o6zelliklerini
degistirebilen, konuk molekiilin fizikokimyasal o&zelliklerini ve biyolojik

membranlardan gegisini artirabilen molekiillerdir (71).
Oral Ila¢ Tasinmasi

Oral ilag tasginmasinda siklodekstrinler; ilacin ¢ozilinilirliigiinii artirarak
biyoyararlanimin1  diizeltmeleri, absorpsiyon bolgesinde ilacin stabilitesini
artirmalari, ilacin irritasyonunu azaltmalar1 gibi nedenlerle kullanilmaktadirlar. CD
ile komplekslestirilen ilacin lokal irritasyonunun azaldigi, ayrica ilacin absorpsiyon
yiizeyinde birikmesini  saglayarak mukozal ilag permeabilitesinin arttig

gosterilmistir.

Kompleks olustururken segilecek siklodekstrinin etkinligi ve giivenligi
olduk¢a dnemlidir. HP-B-CD’ler, B-CD ve diger siklodekstrin tiirevlerine gore daha
iyi oral giivenlik profili gostermektedir. Gastrointestinal kanaldan siklodekstrinlerin
absorpsiyonu, kolon disinda ¢ok az oldugundan, tiim siklodekstrin tiirevlerinin oral
yolla uygulandiklarinda pratik olarak toksik olmadiklar1 sdylenebilir. Bu nedenle
siklodekstrinlerin giivenlik profilleri ilag:CD kompleksindeki ila¢ ve siklodekstrinin
LDsy degerine baghdir. B-CD fiyat1 en diisiik bilesik iken, HP-B-CD ve SBE-B-
CD’ler en pahali olanlardir. Bu nedenlerle B-CD’in oral kullanim igin, 6zellikle
maliyet agisindan, optimum siklodekstrin oldugu sdylenebilir (35,78). Tablo 2.10’da

oral ila¢ tasinmasinda siklodekstrinlerin kullanim amagclarina 6rnekler verilmistir
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Tablo 2.10. Oral ilag Tasinmasinda Siklodekstrin Uygulamalar1 (78).

Etki CD Tlac¢
Coziintirliik ve ¢ozlinme B-CD Ketoprofen, Griseofulvin,
hizinda artisa bagl Terfenadin
biyoyararlanim artisi HP-B-CD Albendazol, Ketoprofen,
Fenitoin, Gliklazid
SBE7-B-CD Spiranolakton
DM-B-CD Takrolimus
M-B-CD Albendazol
ME-B-CD Fenitoin
Terapétik etkinin B-CD Terfenadin, Tolbutamid
yogunlugunda veya HP-B-CD Tolbutamid,
stiresinde artis Amilobarbiton
Permeabilite artist HP-B-CD Flutamid
Gastrointestinal stabilitede HP-B-CD Rutin
artis v-CD Digoksin
Dil alt1 biyoyararlanimda HP-B-CD Klomipramin,
artis Testosteron
Bukkal biyoyararlanimda HP-B-CD Danazol
artis SBE7-B-CD Danazol

Nazal ila¢ Tasimmasi

Nazal uygulama karacigerdeki ilk gecis etkisinin elimine edildigi bir yoldur
(100). Sistemik dolasima girebilmesi i¢in ilacin nazal sivida ¢6ziinmesi
gerekmektedir. Nazal formiilasyonlarda siklodekstrinler, lipofilik ilaglarin
¢Ozinlrliginli artirmak amaciyla kullanilmaktadirlar. Lipofilik siklodekstrinler,
ozellikle peptidlerin nazal taginmasinda permeasyon artirict olarak kullanilirlar.
Dogal ve hidrofilik siklodekstrin ¢dzeltilerinin genis bir konsantrasyon araliginda
direkt olarak bir mukoza (nazal, bukkal gibi) {izerine uygulanmasinda herhangi bir

sakinca olmamakla birlikte, metillenmis siklodekstrinlerin uygulama stiresi ve dozu
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kontrol altinda tutulmalidir. Siganlarda, siklodekstrin kullanilarak insiilin
absorpsiyonunun belirgin bir derecede arttigi goézlenmistir (101). Bu ¢alisma
kapsaminda a-CD, B-CD, y-CD ve M- B-CD kullanilmistir. Absorpsiyon artisi en
fazla metillenmis siklodekstrin tiirevi ile saglanmig olsa da, metillenmis
siklodekstrinler ile toksisitenin de arttig1 kayitlara gegmistir. Ibuprofenle yapilan bir
calismada ise, serbest halde oral mukoza, bogaz ve farinkse irritan etki gdsteren
ibuprofenin, dogal ve hidrofilik siklodekstrinler ile kompleksi olusturuldugunda bu
irritan etki ortadan kalkmistir (102). Sonug olarak, siklodekstrinler nazal bariyerin

astlmasini saglamakta ve ilacin biyoyararlanimini artirmaktadirlar (35,103).
Pulmoner ila¢ Tasinmasi

Ilaglarin pulmoner olarak uygulanmasi, genellikle hastaliklarin lokal olarak
tedavi edilmesini hedeflemektedir. Gastrointestinal kanalda ilacin degredasyonundan
ve karacigerdeki ilk gecis etkisinden, pulmoner ila¢ tasinmasi ile kacinilabilir.
Akcigerlerin yiizey alaninin yiiksek olmasi, enzimatik aktivitenin diisitk olmas1 ve
kanlanmanin yiiksek olmasi nedeniyle ilag absorpsiyonunun yiiksek olmasi
beklenmektedir (45). Bu uygulamada ilaglarin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 onemli
bir sorun teskil etmektedir. Coziinmeyen partikiiller, list hava yollarinda mukosilier
klirens ile veya alveollerdeki makrofajlar tarafindan uzaklastirilmaktadir (104).
Siklodekstrinler ile, suda ¢oziinmeyen ve kimyasal olarak dayanikli olmayan
ilaglarin suda c¢oOziiniirliigli, ¢oziinmeleri ve stabiliteleri iyilestirilerek akcigerden

absorpsiyonlar1 artirilabilmektedir (45).
Okiiler ila¢ Tasinmasi

Go6z damlalarindaki en Onemli sorun, ilacin gbézde yiiksek lokal
konsantrasyonunun saglanamamasidir. Ilacin jel ile veya polimer matriks igerisinde
uygulanmasiyla bu sorun asilsa da, hasta uyuncu agisindan bu yontemler etkili
olamamustir (82).

Sulu goz cozeltilerinde CD’ler ilaglarin ¢oziiniirlestirilmesi ve kimyasal
stabilizasyonu, okiiler ilag irritasyonunun azaltilmasi ve okiiler ilag permeabilitesinin

artirtlmas1 amaciyla kullanilmaktadirlar.
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Oftalmik preparatlarda kullanilan tasiyicilar okiiler ylizeye irritan olmamali
ve boylece refleks olarak olusan gozyas: ile ilacin g6z ylizeyinden uzaklasmasini
onlemelidir. Hidrofilik siklodekstrinlerden, 6zellikle 2HP-B-CD ve SBE-B-CD’lerin
gbze toksik olmadiklar1 gdsterilmistir. Insan kornea hiicrelerine CD’lerin toksisiteleri
a-CD > DM-B-CD > SBE-B-CD = HP-B-CD > vy-CD olarak bulunmustur (69,105).
B-CD’ler ise sudaki diisiik ¢oziiniirliikkleri nedeniyle okiiler uygulamaya uygun
degildir (37).

Siklodekstrinler, ilacin okiiler yiizeyle temas siiresini artirarak ilacin
permeabilitesini artirmaktadir. Deksametazon asetatla yapilan bir ¢alismada, HP-B-
CD’in ilacin permeabilitesini artirdifit ve permeabilitesi daha diisiik olan
deksametazon formuna doniismesini 6nledigi gosterilmistir (78). Siklodekstrinlerin
epiteldeki lipofilik membran bilesenleri ile etkileserek membran lipofilisitesini
azaltabilme kapasitesi, lipofilik pilokarpin 6n ilacininin CD’lerle biyoyararlaniminin
azalmasi ile gosterilmistir (106). Tablo 2.11°de okiiler ilag tasinmasinda kullanilan

siklodekstrinler 6rneklendirilmistir.

Tablo 2.11 Okiiler ilag Tasinmasinda Siklodekstrin Uygulamalar1 (49).

flac¢ CD

Asetazolamid HP-B-CD, a-CD

Arachidonylethanolamide HP-B-CD

Siklosporin a-CD

Deksametazon HP-B-CD

Deksametazon asetat HP-B-CD

Diklofenak HP-B-CD, M-B-CD

Pilokarpin HP-B-CD, a-CD, B-CD, HP-B-CD, SBE-B-CD
Pilokarpin 6n ilact HP-B-CD

Parenteral fla¢ Tasinmasi

Parenteral ila¢ taginmasinda siklodekstrinler; ilaclar1 ¢Oziiniirlestirici, ilag

irritasyonunu azaltici, sulu ortamda dayanikli olmayan ilaglarin stabilitelerinin
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artirilmast amaciyla kullanilmaktadirlar. HP-B-CD ve SBE-B-CD gibi siklodekstrin
tiirevleri sudaki ¢oziiniirliikklerinin yiiksek ve toksisitelerinin diigiik olmas1 nedeniyle
parenteral kullanim i¢in uygundur. Amerika ve Avrupa’da piyasada, % 40 HP-B-CD
igeren itrakonazol parenteral preparati bulunmaktadir (107). Siklodekstrinler
parenteral uygulamada; ilaglarin ¢oziiniirlestirilmesi, uygulama bolgesinde ilaglarin
irritan  etkilerinin  azaltilmasi, ilaclarin stabilitelerinin  artirllmasi  amaciyla

kullanilmaktadirlar (78).

Parenteral olarak o, P ve vy-siklodekstrinlerin hidrofilik tiirevleri
kullanilabilmektedir. y-CD parenteral uygulamaya uygun degildir ¢linkii sulu
cozeltide gozle goriilebilen agregatlar olusturmaktadir (40). B-CD ise disiik
¢ozlinirligii ve bununla iliskili yan etkileri (nefrotoksisite gibi) nedeniyle parenteral

formiilasyonlar i¢in uygun degildir (32,37,41).
Rektal fla¢c Tasinmasi

Rektal s1vi, gastrointestinal sivi ile kiyaslandiginda; daha kiiclik hacimli ve
daha viskoz bir sividir. Rektal ilag tasinmasinda siklodekstrinler, ilacin supozituvar
stvagindan salimini artirarak veya mukozal permeabilitesini artirarak etki gosterirler.
Rektal sivilarin yiiksek viskozitesinden dolay: ilacin supozituvar sivagindan salimi
onemli bir basamaktir. Siklodekstrinlerin rektal ila¢ absorpsiyonu iizerindeki etkileri
ilacin ve ilagc:CD kompleksinin partisyon katsayisindan, supozituvar sivagina bagli
olarak degisebilir. Hidrofilik CD’ler yagl sivagdan salimi artirmak ve/veya rektal
stvida ¢Oziinmeyi artirmak suretiyle lipofilik ilaglarin absorpsiyonunu artirirlar.
Dogal siklodekstrinler ile kiyaslandiginda, metillenmis siklodekstrinlerin hidrofobik
ilaglarin (6rnegin; flurbiprofen (108), bifenil asetik asit (109)) yagli supozituvar

stvagindan absorpsiyonunu 6nemli derecede artirdiklar gosterilmistir (68,110).
Sublingual ila¢ Tasinmasi

Karacigerdeki ilk gecis etkisinin elimine edilebilmesi i¢in, sublingual
uygulama en etkili yollardan biridir (111). Birgok lipofilik ilacin, siklodekstrinlerle
inkliizyon kompleksi olusturularak sublingual biyoyararlanimlarinin  arttig

gosterilmistir. Ornegin HP-B-CD ile 17p-estradioliin, androstenedioliin ve
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klomipraminin  sublingual

yapilmigtir (112-114).

biyoyararlanimmin arttiini  gosteren ¢aligmalar

Kontrollii ila¢ Salim

Siklodekstrinler, ilaglarla kompleks olusturma yeteneklerinden dolay1 veya
farmasoétik formiilasyonlarda tagiyict materyal olmalar1 nedeniyle hedeflenen bolgeye
istenen silirede ilacin taginmasini saglarlar. Hidrofilik CD tiirevleri ¢oziiniirligi
diisiik olan ilaglarin ¢oziiniirliigiinii artirirken, hidrofobik siklodekstrin tiirevleri suda
¢oziinen ilaglarin tasryicidan salmmasini - geciktirmektedir. Iyonize olabilen
siklodekstrin tiirevleri ise inkliizyon kapasitesini, ila¢ ¢Oziinme oranini ve ilag
irritasyonunu azalttig i¢in kullanilir (115). CD’ler ile ilag salim bdlgesinin ve/veya

zaman profilinin modifikasyonu Tablo 2.12’de 6rneklendirilmistir.

Tablo 2.12. CD’ler ile ila¢ salim bolgesinin ve/veya zaman profilinin modifikasyonu
(78,115).

Salim Ozelligi Amac CD

Ani salim Suda ¢oziniirligi diisiik HP-B-CD, DM-B-CD,

ilaglarin, ¢oziiniirliik ve

absorpsiyonlarini artirmak

SBE-B-CD ve Dallanmis-
B-CDler

Uzatilmis salim

Suda ¢6ziinen ilaglarin

salimini geciktirmek

Etil- B-CD, Agil- B-CD

Modifiye salim

Uzatilmis terapdtik etki ile
daha dengeli oral

biyoyararlanim saglamak

Cesitli CD’lerin bir arada
veya baska eksipiyanlarla

kullanilmasi

Geciktirilmis, pH bagimhi
salim (Enterik)

[laglarin asit ortamda

korunmasi

CME-B-CD

Bolgeye 6zel salim

Kolona hedefleme

[lag:CD konjugatlari
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Kolona Spesifik fla¢ Tasinmasi

CD’ler mide ve ince barsakta nadiren hidrolize ugrarlar ve ¢ok az miktarda
absorplanirlar. Kolonda ise, kolonik mikrobiyal flora tarafindan kiigiik sakkaritlere
fermente edildiklerinden absorbe olabilirler. Siklodekstrinlerin bu o6zelliklerinden
kolona ila¢ tasinmasinda faydalanilmaktadir (45). Siklodekstrin kompleksleri oral
olarak uygulandiginda, kolona ulasana kadar hidrofobik kavitelerindeki ilaci
salacaklar1 icin, kolona spesifik ila¢ tagmmasi igin uygun degildir. Ilag:CD
konjugatlar1 ise, mide ve ince barsak boyunca dayanikli kalacak ve kolondaki
enzimatik degredasyon ile ilag salimi baslayacaktir (116). Bifenilasetik asit ve
siklodektrin kullanarak olusturulan amid ve ester tipi konjugatlar, kolona
hedeflendirme agisindan incelenmistir (116). Ester tipi konjugat durumunda, ilag
salimi, siklodekstrinlerin halka agilmasiyla baglamaktadir. Bu da kolona ilag
taginabilmesini saglamaktadir. Diger yandan, amid tipi konjugatlarda, halka
acilmasina ragmen ilag salimi gozlenmemektedir. Bunun nedeni, siklodekstrinlerin
degredasyonu sonucu olusan kiigiik sakkaritler ve bifenilasetik asit arasindaki amid
bagmin bakteriyel enzimlere dayanikli olmasi ve yiiksek hidrofilisitesi nedeniyle

absorpsiyonunun diisiikk olmasidir (82).
Peptid ve Protein Tasinmasi

Peptid ve proteinlerin kimyasal ve enzimatik olarak dayaniksiz olmalari,
biyolojik membranlardan absorpsiyonlarinin zayif olmasi, hizli plazma klirensi, doz-
cevap egrisi ve immiinojenisite gibi ¢esitli problemleri vardir (117). CD’lerin
biyolojik membranlar ile etkilesebilme 6zellikleri peptid, protein ve oligoniikleotidler
icin uygun tasityict olmalarmi saglamaktadir. CD’ler protein ve peptid ilaglarin
fiziksel ve kimyasal stabilitesini diigsiik konsantrasyonlarda artirirlar. DM-B-CD
takrolimusun, intestinal epitelyal hiicrelerden P-gp pompa sistemini inhibe ederek

oral biyoyararlanimini artirmaktadir (45).

Peptid ve proteinlerin ¢esitli mukozal yollar ile sistemik uygulamasi, oral ve
parenteral yollara bazi acilardan iistiinliik saglamaktadir. Ornegin; peptid veya
protein yapidaki molekiiliin, transmukozal taginma ile gastrointestinal ve hepatik

klirensi elimine edilmis olacaktir. Nazal uygulama, peptid ve protein ilaglarin
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uygulanabilmesi i¢in en iyi ve pratik yol olarak goriilmektedir. Ancak, nazal epitel de
ilacin absorpsiyonu i¢in fiziksel ve metabolik bir engel teskil etmektedir.
Siklodekstrinler ile (6zellikle metillenmis silodekstrinler) insiilin, kalsitonin, insiilin

benzeri biiylime faktorii gibi ilaglarin absorpsiyonunun arttigr gosterilmistir
(45,82,118).

Gen ve Oligoniikleotid Tasinmasi

Gen taginmasinda viral vektorlerin toksisite ve immiinojenisite gostermeleri
sebebiyle viral olmayan vektorler tercih edilmektedir. Giiniimiizde gen tasima
teknolojisi olarak, terapotik niikleik asitlerin taginmasinda siklodekstrin molekiilleri
test edilmektedir. Siklodekstrinler ile oligoniikleotidlerin in vivo tasinmasinda,
hiicresel membranlardan gecebilme, endoniikleazlara kars1 duyarliliklari, polianyonik
dogalarinin hiicre i¢i ve dis1 katyonik molekiillerle 6zgiil olmayan etkilesimleri ve
potansiyel immiinojeniteleri gibi sorunlari ¢oziilebilmektedir (119). Siklodekstrinler,
oligoniikleotidlerin hiicresel alimin1 ve endoniikleazlara kars1 stabilitesini artirirlar;

immiin stimiilasyon ve platelet sayisinin azalmasi gibi yan etkilerini de azaltirlar

(119,120).
Dermal ve Transdermal Tasima

Siklodekstrinler, lokal ve sistemik dermal ilag tasimmasinin
optimizasyonunda kullanilmaktadirlar. CD’ler, transdermal ila¢ taginmasinda; ilag
saliminin ve/veya permeasyonunun artirilmasi, formiilasyondaki veya absorpsiyon
bolgesinde 1ilacin stabilitesinin saglanmasi, ilagtan kaynaklanan lokal irritasyonun
azaltilmasi, tagiyicidan ilacin  kontrollii salimmnin  saglanmasi amaclartyla
kullanilmaktadirlar (78,83). a, B, ve y-CDler ve bunlarin tiirevleri transdermal ilag
tasinmasinda  kullanilmaktadir. Ilacin deriden penetrasyonunu ilacin tastyict
icerisindeki termodinamik aktivitesi ile birlikte deri/tagiyict partisyon katsayisi
etkiler. Siklodekstinler, ilacin tasiyici igerisindeki termodinamik aktivitesini artirarak
ilag salimmi artirmaktadirlar. Ilacin tasiyic1 sistemden salinmasi dermal ilag

absorpsiyonunun artmasini saglar (76).
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Beyine fla¢c Tasinmasi ve Beyine Hedeflendirme

Bodor ve arkadaslarinin kimyasal tastyici sistem (CDS) goriisii, steroid,
antitimor etkili bilesik ve kalsiyum kanal antagonisti gibi bilesikleri, 1-metil-1,4-
dihidronikotinik asit ile enzimatik saglam baglarla kovalan baglayarak lipofilik hale
getirmek ve beyine hedeflemeyi saglamaktir. Ancak lipofilik 6zellik ilaglarin suda
¢cozlinlirliiglinii  azaltmaktadir. HP-B-CD ilaglarin  ¢Ozlinilirligiini  artirir  ve
dihidronikotinik asitin sulu c¢ozeltideki kimyasal stabilitesini artirarak CDS’nin
¢ozilinlirliik sorununu ¢ézer. Beyine hedeflemede CDS’nin gelisiminde formiilasyon
tasarimi ¢ok onemli yer tutar. CDS i¢in formiilasyon gelisiminde uygun dozaj formu,
stabilite, ¢ozliniirlik 6zellikleri 6nemli yer tutar . Kan beyin engeli asilmasi zor bir
bariyer oldugundan peptidlerin absorpsiyonu miimkiin degildir. Ancak P-
glikoprotein ~ (P-gp) sizinttyt  inhibe etmesi sayesinde DM-B-CD gibi
siklodekstrinlerle bu yapilarin beyine taginmasi miimkiin kilimmistir (45). Tablo
2.13’te ilac:CD komplekslerine iliskin yeni ilag tasiyict sistemlere Ornekler

verilmigtir.

Tablo 2.13. Ilag:CD kompleksleri ve ilag tasiyici yeni sistemler.

CD Ilac¢ Tasiyic1 Amac Referans
Sistem
B-CD, HP-B-  Ketoprofen Lipozom Transdermal ilag (121)
CD tastyici sistem
HP- B-CD, Gonadorelin,  Injekte Protein stabilitesi ve (122)
DM- B-CD Lizozim edilebilir geciktirilmis salim
mikrokiireler
B-CD Poli (propilen  Hidrojel Doku (123)
glikol) mithendisliginde
bisamin biyomedikal

materyal
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Tablo 2.13. (Devam) Ilag:CD kompleksleri ve ilag tasiyici yeni sistemler

CD Ilac Tasiyic Amac Referans
Sistem
HP- B-CD Glutatyon Mikropartikiil ~ Peptid (124)
degredasyonunun

Onlenmesi ve oral
geciktirilmis salim

saglayan sistemlerin

gelistirilmesi
HP- B-CD Furosemit, Nanopartikiil ~ Hidrofobik (125)
Triklosan bilesenlerin
transmukozal
uygulanmasi
HP- B-CD, y-  Metakolin Nebulize Pulmoner uygulama (126)
CD aerosol
HP- B-CD Insiilin Por6z Pulmoner taginma (127)
partikiiller icin geciktirilmis
salim saglayan toz
HP- B-CD Insiilin Nanopartikiil ~ Oral insiilin tagiyici (128)
sistem
HP- B-CD Insiilin Mikrokiire Protein salim (129)
kinetigi

2.3.11. Siklodekstrinlerin Farmakokinetigi ve Toksisitesi

Farmasotik olarak kullanilan siklodekstrinler hidrofiliktir, molekiil agirliklar
yiiksektir (973-2163 Da), hidrofilisitesi yiiksek ve oral biyoyararlanimlar: genellikle
% 4’lin altindadir. HP-B-CD’in insanlarda oral biyoyararlanim1 % 0,5 ile 3,3 arasinda
olup oral aliman dozun % 50-65’i fegesle atilmakta ve geri kalan doz ise kolonda
bakteriler tarafindan metabolize edilmektedir.  Gastrointestinal ~ kanaldan
absorplanmadiklart i¢in biitiin siklodekstrin tiirevleri oral yoldan kullanildiklarinda

pratik olarak toksik degildirler (37,130). Ancak burada RM B-CD i¢in bir istisna s6z
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konusudur. Bu metillenmis siklodekstrin tiirevi, diger siklodekstrinlere oranla daha
lipofiliktir ve hidrojen bagi donorleri daha azdir. Sonug olarak metillenmis B-CD

tiirevinin oral biyoyararlaniminin siganlarda %12’ye kadar ¢iktig1 goriilmiistiir (39).

Siklodekstrinlerin insan eritrositleri iizerindeki hemolitik etkileri nedeniyle
parenteral kullanimlar1 daha smrhidir (37,41,71). Hemoliz verileri, CD indiikli
membran hasarinin ve sitotoksisitenin belirlenebilmesine katki saglamaktadir.
Hemolitik etki siklodekstrinler arasinda M-B-CD > B-CD > HP- -CD > a-CD > y-
CD > HP-y-CD > SBE- B-CD seklinde siralanabilmektedir. Hemolitik aktivite ile
siklodekstrinlerin kolesterole baglanma kabiliyetleri arasinda bir iligski vardir (37)
Ornegin; M-B-CD, Kkolesterolii insan epitel hiicrelerinden uzaklastirmaktadir (80). Bu
durum, hiicrenin lizisine neden olmaktadir. B-CD sudaki diisik ¢oziintirligi
nedeniyle ve bununla iliskili toksik etkileri (nefrotoksisite) nedeniyle parenteral

olarak kullanilamamaktadir (32).
2.4. Tlaclarin Oral Yolla Uygulanmasi

Ilag kullaniminda en ¢ok tercih edilen yol oral yoldur. Bunun nedenleri
arasinda; oral uygulamaya hasta uyuncunun iyi olmasi, acisiz ve kolay bir uygulama
sekli olmasini, pahali teknolojiler gerektirmemesini siralayabiliriz. Ozellikle uzun
sireli ilag kullaniminda hastalarin birinci tercihi oral yoldur. Bu {stiinliiklerinin
yanisira, oral ila¢ uygulamasini kisitlayan sakincalari da vardir. Bunlar; diisiik
¢oziiniirlik ve permeabilite, stabilite problemleri (peptid-protein ilaglar) olarak

siralanabilir (131).

Birgok ilag molekiilii icin fizyolojik kosullar veya ilacin intrinsik
Ozelliklerinden dolayr uygulanan dozun cok diisiik bir miktar1 kan dolasimina

ulagabilmektedir (132).

Oral yolla uygulanan dozaj formlar1 arasinda oral ¢ozeltiler, oral
siispansiyonlar, oral emiilsiyonlar, sert ve yumusak kapsiiller, pelletler, tabletler
bulunmaktadir. S6z konusu tez c¢alismasinda SEF:siklodekstrin inkliizyon
komplekslerini iceren tabletler iizerinde calisildigindan, oral dozaj sekillerinden

tabletler hakkinda daha ayrintili bilgi verilecektir.
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2.4.1. Tabletler

Agiz yolu ile kullanilan tablet dozaj sekilleri tim farmasdtik dozaj sekilleri
arasinda en biiyiik ve en 6nemli yeri isgal ederler. ilag molekiilleri tablet hazirlamak
ve formiile etmek konusunda ¢ok biiylik farkliliklar gosterirler. Son 30 yilda
sentezlenen ila¢ molekiilleri genellikle sudaki ¢oziiniirliikleri az, akiciligi ve
basilabilirligi kotii mikronize partikiiller, sicaklik ve neme duyarli maddeler olarak
ortaya ¢ikmaktadirlar. Bu tiir molekiillerden tablet tipi kat1 bir dozaj seklinin, kolay
ve makul bir maliyette iretilebilmesi, ¢oziinme, dagilma zamani, stabilite gibi
farmakope standartlarini yerine getirebilmesi ve bu formiilasyonlarin ayni1 zamanda
biyoyararlanim/biyoesdegerlik kosullarina uymasi gerekmektedir. Tabletlerin oral
olarak alinmasin1 takiben, ilacin kan dolagimina gegip etki bolgesine gitmesine kadar
gecirdigi evreler asagidaki Sekil 2.18’de gosterilmistir.  Sekil 2.19°da ise

gastrointestinal kanalda ila¢ biyoyararlanim orani sematik olarak gosterilmistir.

Desintegrasyon Deagregasyon
== — B - — %3
Tablet

\

Graniil Toz

Cok smirlt Smirlt

¢Oziunme ¢oziunme

Coziinme

S

:‘<

— ————_ Kandolagimm

l

Cozelti

Sekil 2.18. Tablet etkin maddesinin intestinal absorpsiyonla kan dolagimina gegisi
(133).
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Coziinen ilag

Dagilma Coziinme
LR R L]
Ll - -0 - - L
[-E-N-X-]
Tablet Kati ilag
partikiilleri
>
c
o
>
<
<
3
c
o
X

Partisyon
Permeasyon
Permeasyon
: Een
—_— ok ';:::: ok
Ilag Sulu Mukoza Kan
¢Ozeltisi tabaka dolasimi

Ila¢ permeasyonun yonii

-

Sekil 2.19. Gastrointestinal kanalda ilag biyoyararlanim orani ile ilgili prosesler (86).

Tabletlerde Kullanilan Yardimct Maddeler

Tablet yardimc1 maddeleri fonksiyonlar

siniflanabilirler;

e Dolgu maddeleri
e Baglayicilar

e Dagiticilar

e Kaydiricilar (Lubrikanlar)

acisindan asagidaki sekilde

e Akis diizeltici / yapismay1 Onleyiciler (Glidanlar)

e Asit-baz tamponlayicilar

e Tatlandiricilar

e [slanmay1 saglayict maddeler

e Kaplama maddeleri

e Matriks olusturucular
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2.4.2. Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemi (BCS)

BCS, ila¢ absorpsiyonunun anlasilmasinda permeabilite ve c¢oziiniirliik
acisindan bir ¢ergeve olusturmaktadir. Bu sistem, ilaglar1 sudaki ¢oziiniirliiklerine,
¢dziinme ve intestinal permeabilitelerine gore siniflandirmaktadir. ilk olarak Amidon
ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilmistir (134,135) . FDA (Food and Drug
Administration) (136), WHO (World Health Organization) (11) ve EMA (European
Medicines Agency)’nin da BCS ile ilgili rehberleri bulunmaktadir.

BCS’ye gore ilag etkin maddeleri 4 grup altinda toplanmaktadir. Tablo
2.14°de BCS ve CD’lerin ilag biyoyararlanimi tizerindeki etkisi, Sekil 2.20°de BCS

sematik olarak verilmistir.

Tablo 2.14. BCS ve CD’lerin ilag¢ biyoyararlanimlari tizerindeki etkisi (42).

Simf Coziiniirliik Permeabilite Absorpsiyon  CD’lerin ilag Ornek

hiz kontrolii biyoyararlanim

lizerindeki
etkisi
I Yiiksek Yiiksek Gastrik Azaltabilir Piroksikam
bosalma

] Diisiik Yiiksek Cozlinme Artirabilir Karbamazepin
Il Yiiksek Diistik Permeabilite Azaltabilir Difenhidramin

Hidrokloriir
v Disiik Diistik Cozlinme ve Artirabilir Siklosporin A

permeabilite

Coziiniirliik: Ani salim yapan bir iirliniin en yiiksek dozunun 250 mL veya
daha az suda (pH 1-7.5) ¢o6ziinmesi durumunda, iriiniin yiiksek ¢6ziiniirliige sahip
oldugu soylenebilir. 250 mL, ilacin alinmasinda hastanin ilagla birlikte alacagi 1
bardak su diisiiniilerek belirlenmis bir degerdir. Bir etkin madde yiiksek ¢oziiniirliige

sahipse biyoesdegerlik ¢alismalarindan genellikle muaf olur. Ancak polimorfizm ve
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partikiil buytikligi gibi faktorler ¢oziinme hizint etkileyecegi i¢cin bu gibi
durumlarda 6zel dikkat gosterilmesi gerekmektedir (137).

Permeabilite: Intestinal membrandan gegen ila¢ miktariyla iliskilidir.
Uygulanan dozun % 90’min absorblanmasi durumunda, ilag yiiksek permeabilite
gosteriyor  demektir. Intestinal membrandan gegen ilacin  &lgiilmesiyle
hesaplanabilecegi gibi in vitro hiicre kiiltlirii yontemleri de permeabilite hakkinda

fikir vermektedir.

(Coziinme: Ani salim yapan bir dozaj seklinde, ilacin % 85’inin ilk 30
dakikada ¢6ziinmiis olmasi gerekmektedir (80-82). Amerikan Farmakopesi’nde
(USP), ¢6ziinme deneyinin Aparat I (sepet) ile 100 rpm’de (veya Aparat 11 (palet) ile
50 rpm’de) 500 mL, 900 mL veya 1000 mL ortam kullanilarak yapilmasi1 gerektigi
bilgisi bulunmaktadir (138). Coziinme, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik hakkinda
fikir edinmemizi saglayan in vitro testtir. Bir ilacin, belirli bir ortamda zamana kars1
cozeltiye gegme hizimin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. Ilacin % 85’ten
fazlasinin ilk 15 dk iginde ¢oziinmesi durumunda, ¢oziinme profilleri matematiksel

degerlendirmeye gerek kalmaksizin benzer kabul edilmektedir (137).

Bir ilacin yiiksek derecede ¢oziiniir oldugu diisiiniiliiyorsa, ilag verildikten
sonra maruz kaldig1 pH degeri araliginda, dozaj sisteminin dagilmasini takiben,etkin
maddenin ¢abuk ¢6ziinmesi kosuluyla, ilacin herhangi bir biyoyararlanim sorunu
yaratmamas1 beklenir. Boyle durumlarda ¢oziinme profillerinin benzerligine

dayanarak biyoesdegerlik ¢alismasi geregi kaldirilabilir (137).



Permeabilite

2.5.

Sif 1 Swnif 11
Yiiksek ¢oziiniirliik Diistik ¢oziiniirliik
Yiiksek permeabilite Yiiksek permeabilite
Stnif 11 Stnif IV
Yiiksek ¢oziiniirliik Diistik ¢oziintirliik
Diistik permeabilite Diisiik permeabilite

<€
Coziiniirlik

Sekil 2.20. BCS Sematik Gosterimi (139).

2.5.1. Caco-2 Hiicreler

altinda tutulabilir.

caligilabilir.

Caco-2 Hiicreler ile Permeabilite Calismalari

Hiicre Kiiltiirti Sistemlerinin Ustiinliikleri

Az miktarda bilesenle ¢alisilmasina olanak saglar.

Birgok bilesen bir arada izlenebilir.

Ilag transport ve metabolizasyon mekanizmalar1 aydilatilabilir.
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Sicaklik, pH, ¢esitli enzim inhibitorlerinin etkisi gibi deney kosullar1 kontrol

llag adaylarmin veya formiilasyon bilesenlerinin potansiyel toksik etkileri

Insan kolon adenokarsinoma (Caco-2) hiicre modeli en ¢ok kullanilan ve en

1yl karakterize edilmis hiicre modelidir. Bu nedenlerle ilag absorpsiyon ve transport

caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir. Caco-2 hiicreler, in vitro ortamda

biiytitiildiiklerinde normal enterositlerin yapisal ozelliklerini gosterirler (140).

Farklilasarak, yap1 ve islevsel olarak ince barsak epitelinin birlesik tek tabakalarini

(monolayer) olustururlar. Bu 6zelliklerinden dolay1, ilag absorpsiyonu i¢in basit bir
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in vitro model olarak disiiniilmektedirler (141,142). Biyolojik membrandan ilag

transport mekanizmalar1 Sekil 2.21°de verilmistir.

Intestinal membrandan hizla ve tamamen absorbe olan ilaglar lipofilik
yapilidirlar ve intestinal membrandan gegerck genellikle pasif hiicre i¢i yoldan
absorbe olurlar. Hidrofilik molekiiller ve peptidlerin ise membranlardan gegis
oranlar diisiiktiir. Bu molekiiller pasif paraseliiler yoldan absorplanirlar. Kimyasal
yapilart ¢esitli besin maddelerininki ile benzerlik gdsteren bazi hidrofilik ilaglar aktif
olarak tasiyici aracili transport veya tasiyict aracili akig ile intestinal epitelden
gecerler. Bazi protein yapili bilesiklerin de vezikiiller araciligi ile membrandan gecisi

s6z konusudur (143-145).

—

> v P

Sekil 2.21. Membran transport mekanizmalari. 1) Pasif hiicreigi transport 2)Pasif

hiicreler arasi transport 3)Aktif tasiyici aracili transport 4)Vezikiiler transport (145).

Bahsi gegen dort transport mekanizmasi i¢in Caco-2 hiicre tabakalarindan
faydalanilmaktadir. Caco-2 hiicre tabakalarindan ila¢ transportunun, in vivo
intestinal transporta en ¢ok uyum gosterdigi mekanizma pasif paraseliiler (hiicreler
aras1) yolaktir. Pasif paraseliiler yolak, hiicre tek tabakalarinda, in vivo
ortamdakinden daha az gecirgen olmakla birlikte, segiciliklerinin karsilastirilabilir

oldugu gosterilmistir (145).
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2.5.2. Permeabilite/Transport Calismalari

Caco-2 hiicrelerden transport, absorpsiyon problemi olan, tercihen pasif
mekanizmayla absorbe olan ilaclarin permeabilitelerinin incelenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Yapilan in vitro permeabilite ve in vivo oral
absorpsiyon c¢alismalar1 birbiri ile korele bulundugundan, Caco-2 hiicre
tabakalarinin, intestinal ila¢ absorpsiyonunda model olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur (146). BCS cergevesinde, belirli grup ilaglar i¢in Caco-2 hiicrelerden
gecis, etkin madde diger kriterleri saglamis ise, in vivo biyoesdegerlik ¢alismalari

yerine kabul edilebilmektedir (134).

Caco-2 hiicreler ile permeabilite caligsmalarinda, ¢cok gozlii kiiltiir plaklarinda
hazirlanmis yar1 gecirgen plastik kullanilir. Belirli bir siire hiicreler biiyiitiildiikten
sonra, test edilecek numuneler hiicrelerin apikal taraflarina uygulanir. Son olarak her

test bileseni i¢in goriiniir permeabilite sabiti (Papp) hesaplanir.

Gorlinlir permeabilite sabiti, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir

(141,147).

Papp = dQ/dt x 1/AC,

Papp = goriiniir permeabilite sabiti

dQ/dt = Akis hiz1 (kiitle/zaman)

Co = Apikal yiizdeki baglangi¢ ilag konsantrasyonu
A = Hiicre ylizey alanm



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Maddeler ve Aletler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

2-hidroksipropil-B-siklodekstrin
(CAVASOL® W7 HP Pharma)
Metil-B-siklodekstrin

(CAVASOL® W7 M Pharma)
B-siklodekstrin

a-siklodekstrin

y-siklodekstrin

SEF trihidrat

Asetonitril (HPLC grade)

Dimetil siilfoksit (analitik grade)
Hank’s Balanced Salt Solution(HBSS)
L-glutamin 200 mM

Magnezyum Stearat

Metanol (HPLC grade)
Mikrokristalize seliiloz (Avicel® pH
102)

Muisir Nisastasi
Penisilin/Streptomisin 20000 U/10000
pg/mL

D(+) glikoz monohidrat

Ultra Saf Su

Miiller Hinton Agar

Referans tablet Tablet (Referans ilag)
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Wacker Kimya AG, Almanya

Wacker Kimya AG, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Bilim llag, Tiirkiye
Sigma-Aldrich, Almanya
Applichem,

Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya
Ali Raif Tlag, Tiirkiye
Sigma-Aldrich, Almanya
Ali Raif Tlag, Tiirkiye

Ali Raif Ilag, Tiirkiye
Biochrom AG, Almanya

Merck

Millipore, ABD
BD Besiyeri

Bilim ilag, Tiirkiye



3.1.2. Biyolojik maddeler

Caco-2 Hiicreler (insan epitelyal
kolorektal adenokarsinom hiicreleri)
Fetal Sigir Serumu (FBS)
Tripsin-EDTA

Escherichia coli

3.1.3. Aletler

220 Volt Puar (Labopet 240)
Coziinme Cihazi

DSC (Diferansiyel Taramali
Kalorimetre)

FT IR Spektrofotometresi (Fourier
Transform Infrared Spektroskopi)
HPLC Sistemi

Hiicre Kiiltiirii i¢in Flask

Hiicre Kiiltiirti i¢in Insert

Hiicre Kiiltiirii i¢in Su Banyosu
Hiicre Kiiltiirti Kuyucuklar1 (TC-Plate
24)

Inkiibator

Isik Mikroskopu

Laminar Hava Akiml Kiiltiir Kabini

Liyofilizator
Mekanik Karistirict
Mikropipet

NMR Spektrometresi

SAP Enstitiisii, Tiirkiye

Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya
ATCC 25922

Greiner bio-one, Almanya
SOTAX Ch- 4123, Isvicre
Shimadzu DSC 60, Japonya

Perkin — Elmer Spectrum BX FT-IR,
ABD

Agilent 1100 Series, Almanya
Greiner bio-one, Almanya

Greiner bio-one, Almanya
Memmert

Greiner bio-one, Almanya

SANYO MCO-18AIC, Japonya
Leica, Almanya

BHG 2000 S/D, D:Group Company,
Italya

Heto PowerDry PL 3000, Danimarka
Variomag Multipoint HP, Almanya
Eppendorf, Almanya

Bruker Biospin marka Yiiksek
Coziinirliikli Dijital 300 MHz NMR
Spektrometresi
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Rotavapor

Steril Pipet

Steril Santrifiij Tiipi
Tablet Makinas1

Taramal1 Elektron Mikroskobu

Terazi (Dijital)

Ters Faz (RP) Kolon
UV Spektrometresi
Vakumlu Etiiv

X-151m1 diffraktometresi
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IKA-Werke-RV06 ML, Almanya
Greiner bio-one, Almanya

Greiner bio-one, Almanya

Erweka Apparatebau Tablet Makinasi,
Almanya

QUANTA 400F Field Emission SEM
(Ytksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron
mikroskobu)

Shimadzu, Japonya

Waters, RPC18

Schimadzu UV 1700, Japonya

Salvis, KUTS11, Isvicre

Rigaku Ultima-1V X-Ismi Kirinim
Cihaz1
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3.2.  Yontemler ve Deneyler
3.2.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

Etkin maddenin safliginin kanitlanabilmesi ve hazirlanan inkliizyon
kompleksleri ile karakterizasyonlarmin kiyaslanarak, kompleks olusumuna karar

verilebilmesi amaciyla, SEF trihidratin Karakterizasyon galigsmalari yapilmustir.
SEF trihidratin FTIR Spektrumu

SEF trihidratin IR spektrumu, Bruker IFS 66/S pektrofotometresinde, 4000-
400 cm™ dalga boylari arasinda gergeklestirilmistir.

SEF trihidratin X-Isin1 Kirininm Analizi

SEF trihidratin X-1g1n1 kirinimi analizi, Rigaku Ultima-1V X-Isin1 Kirinim
Cihazi marka cihaz kullanilarak 40 kV voltajda, 2°/dk tarama hizinda, 3° — 90° arasi

taranarak gergeklestirilmistir.
SEF trihidratin DSC Analizi

SEF trihidratin kalorimetrik analizi Shimadzu DSC60 model diferansiyel
taramali kalorimetre kullanilarak gergeklestirilmistir. Ozel hazirlanan aliiminyum
plaklar arasina yerlestirilen O0rnek (~3 mg), 10°C/dk hizinda 25-300°C sicaklik

araliginda azot atmosferi altinda 1sitilarak, DSC termogramlar1 ¢ekilmistir.
SEF trihidratin "H-NMR Spektrumu

SEF trihidratin  *H-NMR Spektrumu, Bruker Biospin marka Yiiksek
Cozintrlikli Dijital 300 MHz NMR Spektrometresi ile alinmistir. Coziicti olarak
D,O kullanilmis ve SEF molekiiliinde farkli pozisyonlarda bulunan hidrojen

atomlarina ait kimyasal kayma (6-ppm) degerleri verilmistir.
SEF trihidratin SEM Gériintiillemesi

QUANTA 400F Field Emission SEM Yiiksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron
mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Yiizey yiikiinii en aza indirmek igin altin-

palladyum alasimi ile 100 °A kalinliginda kaplanmistir.
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SEF trihidratin UV Spektrumu

SEF trihidratin pH 7.2 fosfat tamponunda 10 pg/mL konsantrasyonda

hazirlanmig ¢ozeltisinin 200-400 nm arasinda UV spektrumlari kaydedilmistir.

3.2.2. SEF trihidratin Miktar Tayini

SEF trihidrat icin USP 30°da verilen ve validasyonu yapilan miktar tayini

yonteminin 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. SEF trihidrat ters faz HPLC yontemi

Mobil faz Tetrabiitil amonyum hidroksit ¢ozeltisi: Asetonitril (75:25
h/h)

Mobil faz akis hizi 1 mL/dk

Sabit faz Waters C18 kolon (3.9 x 300 mm , 10 pum)

Enjeksiyon hacmi 20 pL

Dedektor DAD, 289 nm

SEF alikonma stiresi | 5 dk

Kolon sicakligi 25°C
Bitis zamani 6 dk
Kalibrasyon

SEF trihidratin pH 7.2 fosfat tamponunda hazirlanan 1 mg/mL
konsanrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle 10 — 500 pg/mL konsantrasyonlar
elde edecek sekilde 6 adet diliisyon yapilmistir. Tablo 3.1°de ozellikleri verilen
HPLC yo6ntemi kullanilarak, SEF trihidratin kalibrasyonu yapilmigtir. Kalibrasyon
dogrusu, cozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik alanlar1 kullanilarak

cizilmistir.
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3.2.3. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde
kullanilacak olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, ozgiin ve
tekrarlanabilir oldugunu garanti etmek igin uygulanan prosediirdiir. Yontem
validasyonu, kullanilan analitik yontemin gilivenilirliginin teminatidir (148-150).
HPLC analitik metodunun degerlendirilmesinde asagidaki parametreler incelenmis

ve sonugclar istatistiksel olarak yorumlanmuistir.

e Ozgiinliik (Specificity)
e Dogrusallik (Linearity)
e Aralik (Range)

e Dogruluk (Accuracy)

e Kaesinlik (Precision)

e Duyarlilik (Sensitivity)
e Stabilite (Stability)

Ozgiinliik (Specificity)

Bir analitik yontemin 6zgiinliigii; ortamda bulunan etkin madde disindaki
yardimcr maddelerin, safsizliklarin veya pargalanma iiriinlerinin varliginda, analiz
edebilme yetenegini gostermektedir, sayisal olarak ifade edilmez. Bu O0lgiitlerin
degerlendirilmesine yonelik olarak formiilasyonda kullanilan a-CD, B-CD, y-CD,
HP-B-CD, M-B-CD, tablet formiilasyonunda kullanilan misir nisastasi, magnezyum
stearat, avicel pH 102 c¢ozeltilerinin, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
HBSS’nin etkin madde analizinin yapildigi kosullarda HPLC kullanilarak

kromatogramlar1 incelenmistir.

Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, bir analitik yontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan
maddenin konsantrasyonu ile deney sonuclarmin direkt olarak orantili olmasini
saglama yetenegidir (148). Bu amagla, SEF’in pH 7.2 fosfat tamponunda hazirlanan
1 mg/mL konsanrasyondaki stok c¢ozeltisinden hareketle 10 — 500 pg/mL

konsantrasyonlar elde edecek sekilde 6 adet diliisyon yapilmigtir. Kalibrasyon
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dogrusu, cozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik alanlar1 kullanilarak

cizilmistir.
Aralik (Range)

Analitin kesin, dogru ve dogrusal olarak belirlendigi en diisiik ve en yliksek

degerler araligidir. Ozgiin araliklar;

e Ilac ve etkin madde miktar tayininde; test derisiminin % 80-120
e Icerik tekdiizeligi icin; test derisiminin % 70-130

e (CoOzilinme testinde; 6zgiin araligin +/- %20’sini kapsamalidir.

Bu amagla, tabletlere yapilacak olan ¢oziinme testi de g6z Oniinde

bulundurularak 10 — 500 ug/mL gibi genis bir konsantrasyon araligi segilmistir.

Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin
gercek degerlere yakinlhigini ifade etmektedir (148). SEF trihidratin miktar tayini igin
kullanilan yontemde giin i¢i ve giinler arasi dogrulugunun degerlendirilmesinde

asagidaki formiil kullanilmistir (151).

. Ortalama tayin edilen konsantrasyon — ilave edilen konsantrasyon
Dogruluk = - - x100
[lave edilen konsantrasyon

Giin i¢i dogrulugun tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan ii¢ farklh
konsantrasyonda (diisiik, orta, yiksek; 10, 200, 500 pg/mL), her Dbir
konsantrasyondan 6 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin
icinde arka arkaya Olctimleri gerceklestirilmistir.

Gilinler arast dogrulugun tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan ii¢ farkh
konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 10, 200, 500 pg/mL), her bir
konsantrasyondan 6 adet olacak sekilde standart ¢6zeltiler hazirlanmis ve birbirini

takip eden 3 giin boyunca analiz yapilmistir.
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SEF trihidrat miktar tayini i¢in kullanilan analitik yontemin dogrulugunun

arastirilmast i¢in Ol¢imle bulunan ve hazirlanan konsantrasyonlardan geri

kazanimlar hesaplanmis ve geri kazanimlarin X, SS ve %VK hesaplanmstir.

Varyasyon katsayisinin %2’den kiigiik olmas1 amaglanmaktadir.
Kesinlik (Precision)

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin Ol¢iimiidiir.
Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar arasindaki
uyumun derecesidir. Kesinlik, yalniz tesadiifi hatalarin dagilimu ile iliskilidir, gergek
degerlerle ilgisi yoktur. Bir analitik yontemin kesinligi, istatistiksel agidan yeterli
degerlendirmenin yapilacaglr sayida, ayni konsantrasyonda numune ardi ardina
Olgiilerek, oOrnekler igin varyasyon katsayist (VK) ve standart sapma (SS)
hesaplanarak degerlendirilir. Kesinlik, tekrarlanabilirilik (repeatability) ve tekrar elde
edilebilirlik (reproducibility) olarak ifade edilir (152).

Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Kalibrasyon calismalar1 i¢in hazirlanan c¢ozeltilerden diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda (10, 200 ve 500 pg/mL) birer ¢ozelti secilmistir ve bu
konsantrasyondaki ¢ozeltinin 6 kez ardi ardina HPLC analizi yapilmistir. HPLC

analizi ile bulunan konsantrasyon degerlerinin (ug/mL) ortalama (X ), standart
sapma (SS) ve varyasyon katsayisi (VK) hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrar
edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi i¢in VK’nin %?2’den kiiciik olmasi

gerekmektedir.
Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility)

Ayn1 konsantrasyondaki ¢ozeltiden hareketle, ayn1 laboratuvar, ayni analist
ve ayni cihaz kullanilarak gergeklestirilen dl¢timlerde uyum ve uygunluk incelenir.
Ug farkli konsantrasyon diizeyinde uygun sayida bagimsiz ¢dzelti kullanilarak ayni

giin ve farkli glinlerde gergeklestirilir.

Deney igi tekrar elde edilebilirligin tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan
tic farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 10, 200, 500 pg/mL) her bir
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konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin

icinde arka arkaya ol¢iimleri gergeklestirilmistir.

Deneyler arasi tekrar elde edilebilirliligin tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde
yer alan {i¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 10, 200, 500 pg/mL) her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini

takip eden li¢ giin tayin edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligin degerlendirilmesinde, pik alanlarina karsilik gelen
derigimler i¢in varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrar
edilebilirliginin uygunlugunun gdsterilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arast kesinlik
caligmalarinda HPLC analizi ile elde edilen konsantrasyon degerlerinin (ug/mL) X,
SS ve VK hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrar elde edilebilirliginin

uygunlugunun gosterilmesi i¢in VK’ nin % 2’den kii¢iik olmas1 gerekmektedir.
Duyarhlik (Sensitivity)
a) Gozlenebilirlik (Limit of Detection)

Analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en disik

konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile
ifade edilmektedir (153).

b) Tayin edilebilirlik (Limit of Quantification)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyon olarak
tanimlanir. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade

edilmektedir (153).
Stabilite (Stability)

SEF trihidratin analiz siiresince dayanikli oldugunu gostermek amaci ile, 10
pg/mL  konsantrasyonda hazilanan SEF trihidrat ¢ozeltisinin, 24 saat sonunda

bozunmadan kalan miktari tayin edilmistir (n=6).
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3.2.4. Faz Coziiniirliik Calismalari

SEF trihidrat i¢in o-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M-B-CD ile faz
¢Oziiniirliik ¢alismasi yapilmistir. M-B-CD, HP-B-CD’in % O, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 a/h konsantrasyonunda ¢6zeltileri hazirlanmistir. a-CD, B-CD, y-CD’in ise 1, 2, 4,
8, 10, 12, 16 mM konsantrasyonlarda c¢ozeltileri hazirlanmistir. 25’er mg SEF
flakonlara tartilarak, {iizerlerine hazirlanan CD c¢ozeltilerinden 1’er mL ilave
edilmistir (n=3). 72 saat manyetik karigtiricida karismaya birakilmistir. Daha sonra
ornekler 0.45 um’lik filtreden siizilmiistiir. HPLC’de miktar tayini analizi yapilarak,
1:1 kompleks tipi faz ¢oziiniirliik egrisinin lineer kisminin egiminden yararlanilarak,

asosiyasyon sabiti (Ky.1) hesaplanmustir.

Egim

K1:1 =
So (1 —Egim)

So = Ilacin gergek (intrinsik) ¢oziiniirliigii

3.2.5. Inkliizyon Kompleksi Hazirlama Calismalari

SEF trihidrat inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasinda a-CD, 3-CD, y-CD,
HP-B-CD ve M-B-CD kullanilmistir. Faz ¢oziiniirliikk calismalarindan elde edilen
sonuglara gore 1:1 molar oranda kompleks hazirlanmasina karar verilmistir.
Komplekslerin hazirlanmasinda yogurma ve birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak
kurutma yontemleri alternatif yontemler olarak kullanilmistir. Ayrica SEF’in HP- -

CD ve M- B-CD igin fiziksel karigimlar1 da hazirlanmistir.

Birlikte Coktiirme-Birlikte Dondurarak Kurutma Yoéntemi ile Kompleks

Hazirlanmasi

SEF:CD 1:1 mol oraninda inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasi i¢in esit
molar oranda SEF, o-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M-B-CD hesaplanarak
tartilmistir. Her siklodekstrin tiirevi ic¢in, SEF trihidrat bir beherde metanolde

¢Oziilmiis, baska bir beherde ise CD’in sudaki ¢ozeltisi hazirlanmistir. SEF trihidrat



64

cozeltisi, CD c¢ozeltisine eklenerek, manyetik karistiricida karistirllmigtir. 24 saat
manyetik karistiricida tutulan ornekte, ¢okmiis olan komplekslerden solvanlarin
uzaklastirilmasi i¢in metanol, rotavaporda 2 saat ugurulmustur. Ortamdan suyun
uzaklastirilmasi i¢in, dondurulmus olan 6rnek 72 saat liyofilize edilerek toz halde

kompleks elde edilmistir.
Yogurma Yontemi ile Kompleks Hazirlanmasi

SEF:CD 1:1 mol oraninda inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasi i¢in esit
molar oranda SEF trihidrat, a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M-B-CD hesaplanarak
tartilmistir. Her siklodekstrin tiirevi igin, bir beherde toz halde SEF trihidrat ve CD
karistirildiktan sonra, karistma 1 mL ultra saf su siirekli karigtirarak yavasca
eklenmistir. 30 dakika boyunca karigtirmaya devam edilmistir. Karigim vakumlu

etlivde 4 saat bekletilerek kurutulmustur.
Fiziksel Karisim Hazirlanmasi

1:1 molar oranda kompleks i¢in gerekli miktarlarda SEF trihidrat, HP- B-CD
ve M-B-CD hesaplanarak tartilmistir. Her CD tiirevi igin, SEF trihidrat ve CD bir
flakonda ezilmeden karistirilarak, SEF:M-B-CD ve SEF:HP-B-CD fiziksel karigimlari

hazirlanmustir.

3.2.6. Inklizyon Kompleksleri Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal

incelemeler

Karakterizasyon amaciyla hazirlanan kompleks ve fiziksel karigimlarin da
SEF trihidrat i¢in yapilan FTIR, XRD, 'H-NMR, DSC analizleri yapilmis ve SEM
gorlintiileri  kaydedilmistir. ~ Karakterizasyon  sonuglarina  gore  SEF:CD

komplekslerinin olugsup olugsmadigi incelenmistir.
Inkliizyon Komplekslerinin FTIR spektrumu

Komplekslerin IR spektrumu, Bruker IFS 66/S pektrofotometresinde, 4000-
400 cm™ dalga boylari arasinda gerceklestirilmistir.
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Inkliizyon Komplekslerinin X-Isim1 Kirinimi Analizi

Komplekslerin X-1sin1 kirinimi analizi, Rigaku Ultima-1V X-Isin1 Kirmnim
Cihaz1 marka cihaz kullanilarak 40 kV voltajda, 2°/dk tarama hizinda, 3° — 90° arasi

taranarak gerceklestirilmistir.
Inkliizyon Komplekslerinin DSC Analizi

Komplekslerin kalorimetrik analizi Shimadzu DSC60 model diferansiyel
taramal1 kalorimetre kullanilarak gerceklestirilmistir. Ozel hazirlanan aliiminyum
plaklar arasina yerlestirilen 6rnek (~3 mg), 10°C/dak hizinda 25-300°C sicaklik

araliginda azot atmosferi altinda 1sitilarak, DSC termogramlari ¢ekilmistir.
inkliizyon Komplekslerinin ‘H-NMR Spektrumu

Komplekslerin  *H-NMR Spektrumu, Bruker Biospin marka Yiiksek
Cozinirlikli Dijital 300 MHz NMR Spektrometresi ile alinmistir. Coziicii olarak
D20 kullanilmis ve komplekslerde farkli pozisyonlarda bulunan hidrojen atomlarina

ait kimyasal kayma (6-ppm) degerleri verilmistir.
Inkliizyon Komplekslerinin SEM Géoriintiilemesi

Komplekslerin SEM goriintiilleri QUANTA 400F Field Emission SEM
Yiiksek ¢Oziiniirliiklii taramali elektron mikroskobu kullanilarak alinmistir. Yiizey
yiikiinii en aza indirmek igin altin-palladyum alagimi ile 100 °A kalmliginda

kaplanmustir.

3.2.7. SEF trihidrat ve Formiilasyonlarin Toz Halde Céziinme Deneyleri

In vitro ¢dziinme deneyleri, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik calismalari
hakkinda fikir vermektedir. Ani salim (immediate release) yapan bir dozaj seklinde,
ilacin % 85’inin ilk 30 dakikada ¢oziinmiis olmasi gerekmektedir (80-82). Bu
nedenle, oncelikle hazirlanan ilag:CD inkliizyon kompleksleri (toz halde) iizerinde
¢ozlinme deneyleri yapilmistir. SEF trihidrat icin USP 30’daki ¢6ziinme yontemi

asagida verilmistir (25).
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Alet: Aygit 11 — palet

(Coziinme Ortami: pH 7.2 Fosfat Tamponu, 900 mL
Karistirma Hizi: 100 rpm

Analiz siiresi: 45 dk (10, 15, 20, 30 ve 45. dk)

Analiz numuneleri: SEF trihidrat, SEF:0-CD, SEF:B-CD, SEF:y-CD,
SEF:HP-B-CD, SEF: M-B-CD kompleksleri (herbir kompleks icin birlikte ¢oktiirme

birlikte dondurarak kurutma ve yogurma yontemleri denenmistir)

Yontem: 900 mL pH 7.2 fosfat tamponu rezervuarlara konur. Sicaklik 37 +
0.5 °C’ye ayarlanir. 447,63 mg SEF trihidrat veya 447,63 mg SEF trihidrata esdeger
miktarda inkliizyon kompleksi ortama eklenir. Karistirma hizi 100 rpm olarak
ayarlanir. 45 dakika siireyle ¢ozlinme incelenir. Uygun zaman araliklarinda 6rnekler

aliir. Alinan 6rneklerin yerine taze ortam eklenir (n=6).

Alman orneklerde, Agilent 1100 Series HPLC sistemi kullanilarak valide
ettigimiz yontemle miktar tayini yapilmistir (n=6). Orneklerde seyreltme yapilmasi

gerekmemistir.
3.2.8. Tablet Formiilasyonu Gelistirilmesi

Tablet formiilasyonlarinda, yogurma yontemi ile 1:1 molar oranda hazirlanan
SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD kompleksleri kullanilmigtir. SEF trihidrat dozu
yiiksek oldugu i¢in, siklodekstrinle kompleks yapildiginda toz miktar1 ¢ok fazla
olacagi i¢in SEF trihidrat dozunun (400 mg) dortte biri oranda (100 mg) ¢aligilmistir.
Tablet formiilasyonlar1 asagidaki gibidir.

e SEF:HP-B-CD 420,6 mg
e Auvicel pH 102 113,4 mg
e Misir Nisastasi 60 mg

e Magnezyum stearat 6 mg

e SEF:M-B-CD 400,8 mg

e Auvicel pH 102 133,2 mg
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e  Misir Nigastasi 60 mg

e Magnezyum stearat 6 mg

Formiilasyonda Avicel pH 102 seyreltici-doldurucu, misir nisastast dagitici
ve magnezyum stearat kaydirici olarak kullanilmistir.

Kompleks ile Avicel pH 102 progresif olarak karistirilmig, misir nisastasi
tizerine kisim kisim ilave edilmistir. Elde edilen toz karigtmi magnezyum stearat
lizerine ilave edilmis ve karistirlmigtir. Hazirlanan toz karigimindan 600 mg
tartilarak, tablet makinesinin miihresi toz karisimi ile doldurulmus ve tabletler teker

teker basilmistir.

3.2.9. Tabletlerin Coziinme Deneyleri

[lag:CD inkliizyon komplekslerinin ¢dziinme profillerinin izlenmesinin
ardindan, ¢6ziiniirliikte en fazla artis1 saglayan CD tiirevleri (HP-B-CD ve M-B-CD)
secilerek, tablet formiilasyonlar1 gelistirilmis ve tabletler teker teker basilmigtir
(Boliim 3.2.8). Basilan tabletler iizerinde, farmakopede verilen asagidaki ¢oziinme

yontemi kullanilarak ¢o6ziinme deneyleri gergeklestirilmistir.
Alet: Aygit I — basket
Coziinme Ortami: pH 7.2 Fosfat Tamponu, distile su, 900 mL
Karistirma Hizi: 100 rpm
Analiz siiresi: 45 dk (10, 15, 20, 30 ve 45. dk)(25).

Analiz numuneleri: Referans tablet (400 mg), Laboratuvar ortaminda basilan
400 mg tablet, Laboratuvar ortaminda basilan 100 mg tablet, SEF:HP-B-CD
inkliizyon kompleksleri ile basilan tablet, SEF:M-B-CD inkliizyon kompleksleri ile
basilan tablet

Yontem 1: 900 mL pH 7.2 fosfat tamponu rezervuarlara konur. Sicaklik 37 +
0.5 °C’ye ayarlanir. Karigtirma hizi 100 rpm olarak ayarlanir. 45 dakika siireyle
¢Oziinme incelenir. Uygun zaman araliklarinda ornekler alinir. Aliman 6rneklerin

yerine taze ortam eklenir (n=6).
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Yontem 2: 900 mL distile su rezervuarlara konur. Sicaklik 37 £ 0.5 °C’ye
ayarlanir. Karigtirma hizi 100 rpm olarak ayarlanir. 45 dakika siireyle ¢oziinme
incelenir. Uygun zaman araliklarinda 6rnekler alinir. Aliman orneklerin yerine taze

ortam eklenir (n=6).

Alinan 6rneklerde, Agilent 1100 Series HPLC sistemi kullanilarak valide
ettigimiz ydntemle miktar tayini yapilmistir (n=6). Orneklerde seyreltme yapilmasi
gerekmemistir. f; ve f, degerleri hesaplanarak dozaj sekilleri arasinda fark olup

olmadig1 incelenmistir.

Benzerlik faktoriinden (f,) yararlanilarak formiilasyonlarin ¢6ziinme profilleri

karsilastirilmistir. Benzerlik faktorii formiil 3.1 ile hesaplanmistir:
f,=50log { (1 +1/nXE (Rt—Tt)*)*°x 100} (3.1)
f, = benzerlik faktorii n = 6rnek sayisi
R = Referanstaki t zamaninda ¢6ziinmiis madde miktari
T, = Ornekteki t zamaninda ¢6ziinmiis madde miktar

Farklilik faktoriinden (f;)) de ¢oziinme profillerinin karsilagtirilmasinda

yararlanilmistir. Farklilik faktorii formiil 3.2 ile hesaplanmustir:
fi={Z R(— T/ TR} x100 (3.2)
fy = farklilik faktoru
n = Ornek alma zamani sayis1
R; = Referanstaki t zamaninda ¢oziinmiis madde miktar1
T = Ornekteki t zamaninda ¢6ziinmiis madde miktari

f, degeri 0-100 arasinda degismektedir. 50’den biiyiik olan f, degerleri igin
¢coziinme profilleri arasinda fark olmadig1 sdylenir. f; degerleri 0-15 arasinda olan
¢oziinlirliik profillerinin benzer oldugu sdylenebilirken, bu deger 15’ten biiyiik

oldugunda profillerin birbirinden farkli oldugu sdylenir (154,155).
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3.2.10. Antibakteriyel Etkinlik Testi

Antibakteriyel bilesikler i¢in minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK,
ug/mL), mikroorganizma iiremesinin gériilmedigi en diisiik konsantrasyondur. MiK
degerlerinin saptanmasi ¢alismalarinda CLSI’in (Clinical and Laboratory Standards
Institute) Onerdigi mikrodiliisyon yontemi esas alimmustir (156). Calismalarda
Escherichia coli ATCC 25922 (American Type Culture Collection) bakteri susu ve
Miiller Hinton siv1 besiyeri (MHSB) kullanilmistir.

Deneysel ¢aligmalara baglamadan bir gece dnce Miiller Hinton agara (MHA)
ekilen E.coli bakteri susu, calisma giiniit MHSB’a alinarak 37°C’de 2-4 saat inkiibe
edilmistir. Bakteri slispansiyonunun bulanikligt MHSB kullanilarak McFarland 0,5
siispansiyonuna esdeger bulanikliga getirilmis (0,5 x10® cfu/mL) ve sonug inokiilum

5x10° cfu/mL olacak sekilde ayarlanmustur.

Deneylerde, her sirasinda 12 kuyu bulunan 8 siradan olugmus steril U tabanli
mikrotitrasyon plaklar1 kullanilmistir. Tiim kuyulara steril damlalik kullanilarak 0,05
mL besiyeri dagitilmis, sonra 1. kuyuya steril mikropipet yardimiyla konsantrasyonu
bilinen SEF trihidrat ¢6zeltisinden, altindaki kuyulara ise a-CD, B-CD, y-CD, HP- -
CD ve M- B-CD’in SEF trihidrat ile olusturduklart inkliizyon kompleksleri
eklenmistir. Her siranin 1. kuyusundaki karisim 8 kanalli mikropipetle iyice
karistirillarak 2. Kuyuya aktarilmig, ayni islemler 2°den 3’e, 3’ten 4’e ... 10’dan 11.
kuyuya kadar siirdiiriilmiistiir. Boylece kuyularda 2 kat artan oranlarda seri
diliisyonlar yapilmistir. Bu islemden sonra kuyularin tiimiine steril damlalik ile
bakteri siispansiyonundan 0,05 mL eklenmistir. Mikrotitrasyon plaklarinin son
siradaki cukurlarindan biri ireme kontrolii (besiyeri ve mikroorganizma) digeri ise
besiyeri (sadece besiyeri) kontrollii olarak kullanilmistir. Mikrotitrasyon plaklari
hafifce c¢alkalanarak bakteriler 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma iiremesi ile olusan bulaniklik dikkate
aliarak hi¢ bulanikligin olmadigi, diger bir ifade ile liremenin goriilmedigi en diisiik
konsantrasyondaki madde miktari1 igeren dilisyon minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK, ug/mL) olarak belirlenmistir.
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3.2.11. Caco-2 Hiicreler ile SEF trihidrat Permeabilite Calismalar:

Caco-2 hiicre ortami, DMEM (500 mL) ortamina fetal sigir serumu (50 mL),
pensilin-streptomisin (3 mL) ve L-glutamin (10 mL) ilave edilerek elde edilmistir.

Caco-2 hiicreler -180 °C azot tankindan alinarak, laminar hava akist olan
kabine yerlestirilmistir. 15 mL’lik steril santrifiij tiipline alinan hiicrelere 10 mL
Caco-2 hiicre ortami eklenmis ve 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirilarak hiicreler 5 mL yeni ortamda siispande edilmis ve 25
cm®lik hiicre kiiltiirii flasklarina (ince boyunlu yatay sise) transfer edilmislerdir.
Hiicreler, % 5 CO; ortaminda 37 °C’de nem inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Hiicre
ortami her 2-3 giinde bir degistirilmis daha sonra tripsinizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Tripsinizasyon i¢in 1,5 mL tripsin-EDTA (% 0.005 tripsin, %
0.002 EDTA) ¢ozeltisi flasklara eklenerek inkiibatorde 2 dakika tutulmustur. Daha
sonra hiicreler transport kuyucuklarina ekilene kadar, santrifiijleme, yeniden

siispande etme ve inkiibasyon seklinde prosediir tekrarlanmistir.

Hiicreler 24-26 kez pasajlandiktan sonra ekim islemi gergeklestirilmistir.
Transport kuyularmm (ThinCert™, por agikligi 1 um, ¢ap 13,85 mm) apikal kismina
0,5 mL ortam, bazolateral kismmna ise 1 mL ortam ilave edilmistir. Hiicre
siispansiyonlar1 da bu kuyucuklara ekilmis ve 37 °C’de %5 CO; ortaminda inkiibe
edilmistir. Ortam 2 giinde bir degistirilmis ve 20.giin sonunda permeabilite deneyi
hiicre tek tabakasi yeterli diizeye ulastiktan sonra gergeklestirilmistir. Hiicre tek
tabakasi integritesi transepitelyal direncin (TEER) oOlgiilmesi ile test edilmistir.
Transepitelyal elektriksel diren¢ 400-600 omh.cm?® degerine ulastiginda hiicre tek

tabakasi gecis ¢alismalarinda kullanilmagtir.

Hiicreler deney icin hazir hale geldikten sonra, kuyucuklarin apikal ve
bazolateral taraflarindaki ortam sirastyla 0,5 ve 1 mL HBSS ile degistirilmis ve 37
°C’de 30 dk bekletilmistir. SEF trihidrat, SEF:HP-B-CD, SEF:M-B-CD, SEF:a-CD,
SEF:B-CD ve SEF:y-CD’nin (her bir CD i¢in birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak
kurutma ve yogurma yontemi kullanilmistir) HBSS’deki ¢o6zeltisi; apikal yiize 0,5
mL olarak uygulanmis, bazolateral ylize 1 mL HBSS ilave edilmistir. Kuyucuklar su
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banyosunda 37 °C’de 2 saat ¢alkalanmistir. Bazolateral yiizdeki 6rnegin miktar tayini
valide edilen HPLC yontemi ile gerg¢eklestirilmistir.

Apikal YUz (Formilasyonlarin HBSS'deki ¢ozeltisi)

Caco-2 hucre tek tabakasi

Bazolateral yiiz (HBSS)

Sekil 3.1. ThinCert sematik gosterimi (147).

Goriiniir permeabilite sabiti, formiil 3.3 kullanilarak hesaplanir (141,147).

Papp = dQ/dt x 1/ACy (3.3
Papp = goriiniir permeabilite sabiti

dQ/dt = Akis hiz1 (kiitle/zaman)

Co = Apikal yiizdeki baglangi¢ ilag konsantrasyonu

A = Hiicre yiizey alam
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4. BULGULAR
4.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

Etkin maddenin safliginin kanitlanabilmesi ve hazirlanan inkliizyon
kompleksleri ile karakterizasyonlarinin kiyaslanarak, kompleks olusumuna karar

verilebilmesi amaciyla, SEF trihidratin karakterizasyon caligsmalari yapilmstir.
4.1.1. SEF trihidratin FTIR Spektrumu

SEF trihidratin Bolim 3.2.1.1°de aciklandigi iizere 4000-400 cm™ dalga

boylar1 arasinda arasinda ¢ekilen IR spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir.

FTIR spektrumunda gozlenen SEF trihidrata ait major pikler asagidaki
gibidir.
e 1650-1740 cm™ C=O0 asit baglarina ait gerilme titresimleri
e 1640-1690 cm™ C=0 amid baglarma ait gerilme titresimleri
e 1590-1640 cm™ C=C ifte bag gerilme titresimleri

e 710-570 cm™ C-S bagina ait gerilme titresimleri

SEF’in FTIR spektrumunda go6zlenen bu pikler literatiirle uyumlu
bulunmustur (157).

4.1.2. SEF trihidratin X-Isim1 Kirinina Analizi

SEF trihidratin X 1511 kristalogrami Sekil 4.2°de verilmistir. Elde edilen
bulgular SEF trihidratin kristal yapisinin degerlendirilmesinin yanisira hazirlanan
inkliizyon komplekslerinin  karsilastirilmasinda ve karakterizasyonunda da
kullanilmistir. Kristalogramlara bakildiginda, SEF trihidratin 2 teta agis1 20 — 40

derece arasinda kristal pikler verdigi goriilmektedir. Bu bulgu literatiirle uyumludur
(155).
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4.1.3. SEF trihidratin DSC Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz, Bolim 3.2.1.3’te aciklandigi
sekilde 10°C ile 350°C arasinda gerceklestirilmistir. SEF trihidrata ait DSC
termogram1 Sekil 4.3’te verilmistir. Elde edilen termogram, SEF trihidrat i¢in

literatiirde verilen termogram ile uyumludur (158).

6.00 l

=
£ 400
o |
£
< 200 l
0.00}
100.00 200.00 300.00
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. SEF trihidratin DSC termogramu.

4.1.4. SEF trihidratin 'H-NMR Spektrumu

SEF trihidratin H-NMR spektrumu Bolim 3.2.1.4’te agiklandigi sekilde
gerceklestirilmistir. *H-NMR analizine ait spektrum Sekil 4.4 ‘te verilmistir. SEF
trihidrata spesifik protonlarin spektrumdaki kayma degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Hi

Tablo 4.1. SEF trihidrata ait protonlarin spektrumdaki sinyal degerleri.

Proton Sinyal ppm

Ha 3.47-3.65 (dd, 2H)
Hy 1.95 (s, 2H)

He, Ha ,He 5.37-5.124 (m, 3H)
Hy 5.70-5.69 (d, 1H)
Hg 7.05 (s, 1H)

Hi 6,71-6,61 (m, 1H)
H 7.71-7.68 (d, 1H)
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4.1.5. SEF trihidratin SEM Goriintiilemesi

Bolim 3.2.1.5’te  agiklandig1 sekilde yapilan SEM goriintiileme, SEF
trihidratin  kristal yapisinin yani sira, hazirlanan inkliizyon komplekslerinin
karsilastirilmasinda ve karakterizasyonunda da kullanilmistir. SEF trihidratin SEM
goriintiileri Sekil. 4.5’te verilmistir. Bu SEM goriintiilerinden SEF trihidratin Kristal

yap1 gosterdigi goriilmektedir.

10/31/2014 HV mag wWD det | spot 10 pm
11:13:51 AM |30.00kVI8000x! 93 mmI|IETDI| 5.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.5. SEF trihidratin SEM goriintiisti (8000X).

4.1.6. SEF trihidratin UV Spektrumu

SEF trihidratin pH 7.2 fosfat tamponunda 1 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanmis ¢ozeltilerinin 200-400 nm arasinda UV spektrumlar1 kaydedilmistir. Elde
edilen sonuglar literatiirle uyum igerisindedir (159). SEF trihidratin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu 289 nm olarak bulunmustur. SEF trihidratin UV

spektrumu literatiirle karsilastirilmali olarak Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. SEF trihidratin UV spektrumunun literatiirdeki UV spektrumuyla

karsilastirilmasini gosteren sekil 1)Deneysel olarak bulunan UV spektrumu

2)Literatiirde yer alan UV spektrumu (160).
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4.2.  SEF trihidratin Miktar Tayini

SEF trihidratin kantitatif analizi i¢in, yapilan UV analizinden maksimum pik
verdigi dalga boyunun 289 nm oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 289 nm’de calisilmis
ve Bolim 3’te ozellikleri verilen HPLC yontemi valide edilmistir. Diode Array
(DAD) dedektori ile yapilan analiz sonucu SEF trihidrata ait pik 5. dakikada saf

olarak elde edilmistir.
4.2.1. Kalibrasyon Denklemine Ait Bulgular

SEF trihidratin pH 7.2 fosfat tamponundaki kalibrasyonunda 10, 50, 100,
200, 400, 500 pg/mL olarak 6 konsantrasyon kullanilmistir. Bu tez g¢aligmasi
kapsaminda yapilacak olan faz ¢oziiniirlik ve ¢dziinme c¢aligmalari sonucu elde
edilecek ornek konsantrasyonlarini kapsayacak sekilde pg diizeyinde ve genis bir
aralikta calisilmistir. Sonugta elde edilen pik alanlari konsantrasyona karsi grafige
gecirilmisgtir. SEF trihidrata ait kromatogram Sekil 4.7’de, kalibrasyon dogrusu

(konsantrasyona kars1 alan grafigi) Sekil 4.8’de gosterilmistir.

DB SyE IR EEDURBBAZBHO0D)

8 2

Sekil 4.7. SEF trihidratin pH 7.2 Fosfat tamponundaki (100 pug/mL) HPLC

kromatogrami.
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Sekil 4.8. SEF trihidrat kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon denklemi.

4.3. Analitik Yontem Validasyonuna iliskin Bulgular

SEF trihidratin analitik yOntem validasyonu amact ile validasyon
parametrelerinden, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, gozlenebilirlik sinir1 (LOD) ve

tayin Edilebilirlik sinir1 (LOQ), 6zgiinliik ve stabilite incelenmistir.
4.3.1. Ozgiinliik

Formiilasyonlarda kullanilan o-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, M-B-CD, tablet
formiilasyonunda kullanilan misir nisastasi, magnezyum stearat, avicel pH 102
¢oOzeltilerinin, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan HBSS’nin, ¢6ziinme ortami
olarak kullanilan pH 7,2 fosfat tamponunun, etkin madde analizinin yapildig:
kosullarda HPLC analizleri yapilmistir. Bu maddelere ait spektrumlarin SEF trihidrat
spektrumu ile karsilastirilmasi ve herhangi bir ¢akisma olup olmadigi Sekil 4.9 ve
4.10°da goriilmektedir. Tablo 4.2°de ise SEF trihidrat ve formiilasyonlarda kullanilan

diger maddelere iligkin alikonma zamanlar1 verilmektedir.
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Sekil 4.9. SEF trihidrat ve kullanilan diger maddelerin HPLC spektrumlar: (a:SEF
trihidrat, b:HP-B-CD, ¢c:M-B-CD, d:a-CD, e:3-CD)
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Sekil 4.10. SEF trihidrat ve kullanilan diger maddelerin HPLC spektrumlari (f:y-CD,

g:Nisasta, h:Avicel pH 102, k:Magnezum stearat, I:HBSS, m:pH 7,2 Fosfat

tamponu).
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Tablo 4.2. SEF trihidrat ve formiilasyonlarda kullanilan maddelerin alikonma

zamanlari.

Madde Alikonma zamam (dk)
SEF trihidrat 4.9
HP-B-CD 2.2
M- B-CD 2.2
a-CD 2.2
B-CD 2.2
v-CD 2.2
Nisasta 2.2
Avicel pH 102 2.2
Magnezum stearat 2.2
HBSS 2.5
pH 7,2 Fosfat tamponu 2.5

4.3.2. Dogrusallik

Boliim 3.2.2.2°de agiklandigi lizere, SEF trihidratin kalibrasyon denklemi igin
6 farkli konsantrasyonda pH 7.2 fosfat tamponunda hazirlanan ¢ozeltinin HPLC ile
analizi sonucu elde edilen AUC degerleri grafige geg¢irilmis ve kalibrasyon
denkleminin yanisira regresyon katsayisi1 da hesaplanmistir. Regresyon katsayisi (r%)
1,00 olarak saptanmistir. Bu deger, SEF trihidratin kalibrasyon dogrusunu olusturan
noktalarin dogrusal oldugunu gostermektedir. Bu durum, séz konusu tez ¢alismasi
kapsaminda yapilacak olan testlerde, sonuglarin giivenilirligi agisindan onem arz

etmektedir. Regresyon katsayis1 1’e yaklastik¢a, analizin giivenilirligi artmaktadir.
4.3.3. Dogruluk

SEF trihidratin miktar tayini i¢in, Bolim 3.2.2.4’te anlatildigi gibi
belirlenen yontemin deney i¢i (giin i¢i; intra-assay) ve deneyler arasi (giinler arast;
inter-assay) dogrulugunun gosterilmesi i¢in diisiikk, orta ve yiikksek 3 farkli
konsantrasyonda (10, 200, 500 pg/mL) 6 seri olarak ¢alisilmistir. Yapilan HPLC

analizi sonucu elde edilen sonuclar Tablo 4.3’de gosterilmistir.



Tablo 4.3. Geri kazanim yiizdeleri ve % VK.
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ilave edilen Hesaplanan % VK | % Geri
konsantrasyon konsantrasyon Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
Giin ici 10 10,23 0,59 100,58
200 200,88 0,44 100,44
500 500,19 0,04 100,04
Giinler 10 10,22 0,49 100,48
arasi 200 199,20 0,40 99,60
500 496,80 0,64 99,36
4.3.4. Kesinlik

Bolim 3.2.2.5’te anlatildigi gibi valide edilen yoOntemin kesinliginin

gosterilmesi i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik incelenmistir.

a) Tekrarlanabilirlik

Kalibrasyon egrisinde yer alan ii¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta,

yiiksek; 10, 200, 500 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayn1 ¢ozeltilerin pik

alanlar1t HPLC ile 6 kez ayr1 ayr1 okutulup, hesaplanmistir. Pik alanlarina karsilik

gelen konsantrasyonlar i¢in VK degerleri hesaplanmistir. VK % 2’den kiigiik olmasi

yontemin tekrarlanabilirligini gdstermektedir. Tekrarlanabilirlik ¢alismalarina ait

bulgular Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4.SEF trihidrat miktar tayini yontemi tekrarlanabilirlik sonuglari.

Ilave Edilen Pik alam Bulunan X+£SS (%)VK
Konsantrasyon (ng/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)
10 634,986 10,016 10,012+0,007 | 0,072
634,878 10,014
634,813 10,013
634,796 10,013
633,986 9,996
635,102 10,019
200 10119,14 199,810 199,674+0,131 | 0,065
10123,24 199,892
10110,34 199,634
10106,14 199,550
10106,24 199,552
10109,04 199,608
500 24960,94 496,818 495,892+0,424 | 0,086
24904,04 495,679
24907,64 495,751
24896,14 495,521
24909,64 495,791
24909,64 495,791

b) Tekrar Elde Edilebilirlik

SEF trihidrat miktar tayini i¢in kullanilan yontemin deney i¢i (giin i¢i; intra-
assay) ve deneyler arasi (glinler arasi; inter-assay) kesinligin degerlendirilmesi i¢in
yapilan deneyler aciklandigi gibi gerceklestirilmistir. Tekrar elde edilebilirligin
degerlendirilmesinde, pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in varyasyon

katsayis1 degerleri hesaplanmistir. VK’nin % 2’den kiiciik bir degere sahip olmasi
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yontemin tekrar elde edilebilirligini gostermektedir. Tekrar elde edilebilirlik

calismalarina ait bulgular Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. SEF trihidrat miktar tayini yontemi i¢in tekrar elde edilebilirlik sonuglari

flave edilen Hesaplanan % VK
konsantrasyon konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL)

Giin ici 10 10,23 1,73
200 200,88 0,43

500 500,19 0,67

Giinler 10 10,22 1,49
arasi 200 199,20 0,50
500 496,80 0,72

4.3.5. Gozlenebilirlik Smir1 (LOD) ve Tayin Edilebilirlik Smir1 (LOQ)

Degerlerinin Saptanmasi

Bolim 3.2.2.6’da belirtildigi gibi, Sinyal/Giiriiltii oranina gore SEF trihidrat
numunesi i¢in LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,373 pg/mL (S/N=3) ve 1,24 pg/mL
(S/N=10) olarak bulunmustur.

4.3.6. Stabilite

Analizi yapilan SEF trihidrat c¢ozeltisi, 24 saat boyunca dayanikli
bulunmustur. 24 saatlik stabilite bulgular1 Tablo 4.6’de verilmistir. Herhangi bir

bozunma iirliniine ait pike rastlanmamustir.
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Tablo 4.6. SEF trihidrat miktar tayini yontemi i¢in stabilite sonuglart (n=6).

Olciim Konsantrasyon Hesaplanan % Geri kazamm % VK
zamani (Saat) (ng/mL) konsantrasyon (X+SS)
0 500 500,18 + 3,3 100,04 0,04
24 500 497,31+ 3,5 99,46 0,54

4.4, Faz Coziiniirliik Calismalan

SEF trihidrat farkli konsantrasyonlardaki farkli siklodekstrin tiirevlerinin (a-
CD, B-CD, y-CD, M-B-CD ve HP-B-CD) fonksiyonu olarak ¢oziintirliigiindeki
degisim faz ¢oziiniirliikk ¢aligmalari ile incelenmistir. Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve
4.15’te 5 CD tiirevi i¢in faz ¢oziiniirliik diyagramlari verilmistir. M-B-CD ve HP-B-
CD i¢in faz ¢oziiniirlik diyagramlart A, tipinde iken a-CD, B-CD ve y-CD i¢in faz
¢oziinlirliik diyagramlar1 B tipindedir. A tipi diagram, ilag ¢oziiniirligi CD
konsantrasyonu ile orantili olarak artan tip diyagram iken B tipi egriler ise suda

siirl ¢oziinlirliigh gostermektedirler.

0,003 - SEF: HP-B-CD Faz Coziiniirliik Diyagram

0,0025
SEF trihidrat 0,002
Konsantrasyonu
(M) 0,0015
0,001
0,0005
0 - T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
HP-B-CD Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.11. SEF trihidratin HP-B-CD ile sudaki faz ¢oziiniirliik diyagrami (n=3, £SS).
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SEF: M-$-CD Faz Coziiniirliik Diyagranmm

0,0025 -
0,002 -
SEF trihidrat  0:0015 -
Konsantrasyonu

(M) 0,001 -
0,0005 -

O T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

M-B-CD Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.12. SEF trihidratin M-B-CD ile sudaki faz ¢oziiniirliik diyagrami (n=3, +SS

).

SEF: a-CD Faz Coziiniirliik Diyagram
1,2 -

e o

0,8 -

SEF trihidrat
Konsantrasyonu 06 -
(mM) '

0,4 -

0,2 -

O T T T 1
0 5 10 15 20

CD Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.13. SEF trihidratin a-CD ile sudaki faz ¢6ziintirliikk diyagrami (n=3, £SS).
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SEF: B-CD Faz Cozuniirliik Diyagrami

1,2 +

1 -

0,8 -
SEF trihidrat
Konsantrasyonu 0,6 -

(mM)
04 -

0,2 -

0 T T T 1
0 5 10 15 20

CD Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.14. SEF trihidrat B-CD ile sudaki faz ¢oziiniirlik diyagrami (n=3, £SS).

SEF: y-CD Faz Coziiniirliik Diyagrami

e

0,9 - ’\__————' —

0,8 -
0,7 -
0,6 -

SEF trihidrat
Konsantrasyonu 0,5 -

(mM) 0,4 -

0,3 -
0,2 -
0,1 -

O T T T 1
0 5 10 15 20

CD Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.15. SEF trihidratin y-CD ile sudaki faz ¢6ziiniirliik diyagrami (n=3, +SS).
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Tablo 4.7°de verilmis olan sonuglar incelendiginde, M-$-CD ve HP-B-CD
i¢in konsanrasyondaki artigla SEF trihidrat ¢6ztiniirliigiiniin arttig1, a-CD, B-CD ve -
CD i¢in ise belirli bir konsantrasyona kadar arttifi sonrasinda sabit kaldig
goriilmektedir. En yiiksek ¢oziintirlik artist HP-B-CD ile saglanmustir. 1:1 kompleks
tipi faz ¢Ozlinlirlik egrisinin egiminden yararlanilarak hesaplanilan asosiyasyon
sabiti (Ki1) degerleri Tablo 4.7°de gosterilmektedir. Kj.; hesaplandiktan sonra

siklodekstrinler i¢in daha 6nce bahsedilen kompleks etkinligi (KE) hesaplanmistir.

Tablo 4.7. SEF trihidratin ¢esitli CD ¢ozeltilerindeki ¢oziiniirliikleri.

Siklodekstrin Siklodekstrin SEF ¢oziiniirligii  Coziiniirliikteki
konsantrasyonu (ng/mL+SS, n=3)  artis kati
HP-B-CD 0 55,1 -
%5 9784 +31,40 17,76
% 10 1054,7 + 34,70 19,14
% 15 1115,0+ 15,19 20,24
% 20 1430,2 £ 101,33 25,96
% 25 1473,9 + 13,49 26,75
% 30 1644,6 + 73,55 29,85
% 35 1781,4 £122,58 32,33
K=23378,3M™*
KE=2,52

y =1,6558x + 0,5901
R?=0,9933
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Tablo 4.7. (Devam) SEF trihidratin ¢esitli CD ¢6zeltilerindeki ¢oziintirliikleri

Siklodekstrin Siklodekstrin SEF c¢oziiniirliigii  Coziiniirliikteki
konsantrasyonu (ng/mL+SS, n=3) artis kat1

M-B-CD 0 55,1 -
%5 838,9 +£29,33 15,23
% 10 932,5 +44,40 16,92
% 15 1038,7 +69,27 18,85
% 20 1139,8 +£63.,40 20,69
% 25 1433,5 £ 61,64 26,02
% 30 1467,5 + 99,42 26,62
% 35 1616,4 +70,58 29,33
K=21287,4 M
KE=2,30
y =1,7698x + 0,4902
R?=0,9994

a-CD 0 55,1 -
1 mM 749,8 +15,00 13,61
2 mM 723,6 +9,65 13,13
4 mM 718,1 +4,19 13,03
8 mM 718,7 +£25,09 13,04
10 mM 778,10 £23,74 14,12
12 mM 722,7 +18,53 13,12
16 mM 721,1 +£5,02 13,09
K=7394 M
KE=0,79

y = 0444x + 0,055
R2=1
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Tablo 4.7. (Devam) SEF trihidratin B-CD ve y-CD ¢6zeltilerindeki ¢Oziintirliikleri

Siklodekstrin Siklodekstrin SEF ¢oziiniirliigii Coziiniirliikteki
konsantrasyonu  (ug/mL%SS , n=3) artis kati

B-CD 0 55.1 -
1 mM 759,9 +32,77 13,79
2 mM 710,2 +8,84 12,89
4 mM 739,3 +18,98 13,42
8 mM 736,5 +14,20 13,37
10 mM 727,8 +£1148 13,21
12 mM 672,1 =+7,14 12,20
16 mM 699,8 +8,44 12,70
K=7606 M
KE =0,82
y = 0,451x + 0,055
R>=1

y-CD 0 55,1 -
1 mM 687,7 +1,64 12,48
2 mM 685,5 +19,59 12,44
4 mM 670,3 +£5,51 12,16
8 mM 704,6 +8,87 12,79
10 mM 688,6 +6,92 12,50
12 mM 693,8 +11,64 12,59
16 mM 677,1 +£5,17 12,29
K=6250 M
KE=0,67

y= 0,403x + 0,055
R2=1
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45.  Inkliizyon Kompleksleri Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

Yapilan faz ¢oziiniirliik ¢alismalari sonucunda, o-CD, B-CD ve y-CD ile
konsantrasyonun belirli bir konsantrasyona kadar arttigi ve sonrasinda artig
gostermedigi goriilmistiir. Bu nedenle, ¢alismalara HP-B-CD ve M-B-CD ile devam
edilmistir. Fakat ¢oziinme ¢alismalar1 ve permeabilite calismalarinda da a-CD, -CD

ve y-CD denenerek, faz ¢oziiniirliik ¢alismasi sonuglarinin giivenilirligi incelenmstir.
4.5.1. inkliizyon Komplekslerinin FTIR Spektrumlar

Boliim 3’te agiklanan yontem ile hazirlanan SEF trihidratin siklodekstrinler
ile fiziksel karisimlarinin ve inkliizyon komplekslerinin FTIR spektrumlari, Bruker
IFS 66/S spektrofotometresinde, 4000-400 cm™ dalga boylari arasinda
gerceklestirilmistir. FTIR analizi SEF:CD fiziksel karisimi ve inkliizyon kompleksi
olusumuna bagli olarak, SEF trihidrata ait karakteristik piklerdeki degisimin

incelenmesi amactyla yapilmistir.

Formiilasyonlarin FTIR spektrumlarinda SEF trihidrata ait asagidaki
karakteristik piklerdeki degisiklikler incelenmistir. Bu karakteristik pikler;

e 1650-1740 cm™ C=0 asit baglarina ait gerilme titresimleri
e 1640-1690 cm™ C=0 amid baglarina ait gerilme titresimleri
e 1590-1640 cm™ C=C ¢ifte bag gerilme titresimleri

e 710-570 cm™ C-S bagina ait gerilme titresimleridir.

HP-B-CD, M-B-CD ve bunlarin SEF trihidrat ile fiziksel karigim, birlikte
¢coktiirme birlikte dondurarak kurutma ve yogurma yontemleri ile olusturulmus

inkliizyon komplekslerine ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir.

SEF trihidratin  siklodekstrinlerle olan inkliizyon komplekslerinde
karakteristik piklerinde kiigiilme gozlenmistir. FTIR sonuglar1 arasinda inkliizyon
kompleksi hazirlama yontemlerinden yogurma yontemi ile SEF trihidrata ait piklerin
tamamen kayboldugu goriilmektedir. Fakat CD tiirevi agisindan belirgin bir fark

gozlenmemistir.
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12 3

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga boyu (cm™)

Sekil 4.16. a:SEF trihidrat, b:HP-B-CD, c:SEF:HP-B-CD fiziksel karigimi,
d:SEF:HP-B-CD inkliizyon kompleksi (birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak
kurutma), e: SEF:HP-B-CD inkliizyon kompleksi(yogurma yontemi) FTIR
spektrumlari ( 1: C=0 (asit) , 2: C=0 (amid), 3: C=C, 4: C-S)
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12 3

Sekil 4.17. a:SEF trihidrat, b:M-B-CD, ¢:SEF:M-B-CD fiziksel karisimi, d:SEF:M-f3-

CD inkliizyon kompleksi (birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma), e:SEF:M-

B-CD inkliizyon kompleksi(yogurma yontemi) FTIR spektrumlar: ( 1: C=0 (asit) , 2:
C=0 (amid), 3: C=C, 4: C-S)
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4.5.2. inkliizyon Komplekslerinin X-Isim1 Kirinini Analizleri

Hazirlanan komplekslerin ve fiziksel karigimlarin X-1sin1 kirinimi analizleri

Boliim 3’te anlatildig: sekilde gerceklestirilmistir.

Bu analiz SEF trihidrat ile hazirlanan fiziksel karigim ve inklizyon
komplekslerinde etkin maddenin kristal formunun bulunup bulunmadiginin veya

kristal yapida azalma olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir.

Bu amagcla hazirlanan formlasyonlarin X-1smn1 kirinimi kristalogramlar1 Sekil

4.18 ve 4.19°da verilmistir.

llaca ait kristal yapt piklerinde, hazirlanan biitin CD inkliizyon
komplekslerinde ve fiziksel karigimlarda belirgin bir azalma goriilmektedir. Fiziksel
karisimdaki kristal yap1 piklerindeki azalma, birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak

kurutma ve yogurma yontemlerine gére daha azdir.
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4.5.3. Inkliizyon Komplesklerinin DSC Analizleri

Formiilasyonlarin diferansiyel taramali kalorimetrik analizleri Bolim 3’te
anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Bu analiz, inkliizyon kompleksi olusumunun,
SEF trihidratin erime noktas1 Tlizerine olan etkisinin incelenmesi amaci ile
gerceklestirilmistir. SEF trihidrat 104°C, 180°C ve 250°C’de 1 ekzotermik ve 2
endotermik pik vermektedir (158). Bu pikler Sekil 4.20°de gosterilmistir. Ikinci
endotermik pik (250°C), SEF trihidratin literatiirle uyumlu olan erime pikidir.
Siklodekstrinler ve SEF trihidrat arasinda fiziksel karisim, yogurma ve birlikte
coktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemleriyle hazirlanan  inkliizyon
komplekslerine iliskin piklerde, SEF trihidrata ait erime pikinin kayboldugu
goriilmektedir (155).

mWV/mg

5.00f

0.00f

000 10000 20000 30000

Sicaklik (°C)
Sekil 4.20. Biitiin inkliizyon kompleksleri ve fiziksel karigimlarin DSC

termogramlari

4.5.4. inkliizyon Komplekslerinin ‘H-NMR Spektrumu

SEF trihidrat, siklodekstrinler, fiziksel karisimlar ve inkliizyon

komplekslerinin - *H-NMR  spektrumlar, Bélim 3’te  anlatildigi  sekilde
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gerceklestirilmistir. Siklodekstrin yapisindaki 6 adet protonun, kompleks olusumuna
bagli olarak spektrumdaki kaymalar1 incelenmistir. Kavitenin i¢ kisminda yer alan
H3 ve HS5 protonlarindaki kaymalar, kompleks olusumuyla ilgili onem arz
etmektedir. Tablo 4.8’de siklodekstrin protonlarinin inkliizyon kompleksi halinde
'"H-NMR spektrumunda kayma degerleri goriilmektedir. SEF: HP-B-CD ve SEF: M-
B-CD igin de, H3 ve H5 protonlarinda anlamli kayma gézlenmistir. H3 protonunda
bu kaymanin her iki siklodekstrin tiirevi i¢in de yogurma ydnteminde daha fazla
oldugu gozlenmektedir. Sekil 4.21 — Sekil 4.28’de HP-B-CD, M-B-CD, SEF: HP-p-
CD fiziksel karisimi, SEF: HP-B-CD birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma
yontemi ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri, SEF: HP-B-CD yogurma yontemi ile
hazirlanan inkliizyon kompleksleri, SEF: M-B-CD fiziksel karisimi, SEF: M-B-CD
birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan inkliizyon
kompleksleri, SEF: M-B-CD yogurma Ontemi ile hazirlanan inkliizyon
komplekslerine ait "H-NMR spektrumlart verilmistir.
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Tablo 4.8. Siklodekstrin protonlarmim inkliizyon kompleksi halinde ‘H-NMR
spektrumunda kayma degerleri (ppm)

HP-B-CD SEF: HP-B-CD  Birlikte SEF: HP-B-CD
Coktiirme Birlikte Dondurarak Yogurma
Kurutma
H1 5.114 5.113 5.102
H2 3.799 3.797 3.794
H3 3.895 3.893 3.891
H4 3.742 3.740 3.736
HS 3.862 3.860 3.857
H6 3.831 3.829 3.826
M-B-CD SEF: M-g-CD Birlikte SEF: M-B-CD
Coktiirme Birlikte Dondurarak Yogurma
Kurutma
H1 5.145 5.143 5.137
H2 3.594 3.595 3.595
H3 3.849 3.850 3.843
H4 3.561 3.561 3.547
HS 3.745 3.747 3.744
H6 3.674 3.675 3.670
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T
3 2 1 0 ppm

Sekil 4.21. HP-B-CD’e ait *H-NMR spektrumu (300 MHz, D;0).

T T T T T T T T
15 14 13 12 1 10 9 8 7 6

Sekil 4.22. M-B-CD’e ait *H-NMR spektrumu (300 MHz, D,0).
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T
15 14 13 12 11 10 9 8 T i} 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.23. SEF: HP-B-CD fiziksel karisimina ait *H-NMR spektrumu (300 MHz,
D,0).

Sekil 4.24. SEF: M-B-CD fiziksel karisimima ait *H-NMR spektrumu (300 MHz,
D,0).
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T G 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.25. SEF: HP-B-CD birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemi ile
hazirlanmis inkliizyon komplekslerine ait *H-NMR spektrumu (300 MHz, D,0).

Sekil 4.26. SEF: M-B-CD birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemi ile
hazirlanmis inkliizyon komplekslerine ait *H-NMR spektrumu (300 MHz, D,0).
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—

T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.27. SEF:HP-B-CD yogurma yontemi ile hazirlanmis inkliizyon
komplekslerine ait *H-NMR spektrumu (300 MHz, D,0).

T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.28. SEF:M-B-CD yogurma yontemi ile hazirlanmis inkliizyon komplekslerine
ait 'H-NMR spektrumu (300 MHz, D,0).
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4.5.5. Inkliizyon Komplekslerinin SEM Goriintiilemesi

Inkliizyon komplekslerinin SEM gériintiilemesi Béliim 3.2.1.5’te anlatildig1
sekilde gergeklestirilmistir. Siklodekstrinler, SEF:CD fiziksel karisimlart ve
inklizyon komplekslerine ait SEM gorintiileri Sekil 4.29 - Sekil 4.36’da

gosterilmistir.

Siklodekstrinlerin amorf yapilari, SEM goriintiilemesinde gozlenmis, fiziksel

karisim ve inkliizyon komplekslerinde bu yapidaki degisim incelenmistir.

HV mag WD | det |spot ——— 40 pm ——— 10/31 mag WD | det |spot
11:15:30 AM [30.00 kV|3 000 x| 9.4 mm |ETD| 5.0 METU CENTRAL LAB 5 000x/9.4mm |ETD!| 5.0

WD | det |spot 40 pm
4mm|ETD! 50 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.30. SEF: HP-B-CD fiziksel karisimi1 SEM goriintiisii (Ax3000; Bx8000).
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l WD det | spot
1588 v/ Q1 mmlETN| 5n METII CENTRAI | AR

10/31/2014 HV ‘ mag
11:20:24 AM |20 NN ks

Sekil 4.31. Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan

SEF: HP-B-CD inkliizyon kompleksi SEM goriintiisii.

¥

HY | mag| WD | det |spot 200 pm 10/31/2014 HV mag WD | det |spot 50 ym ———
AM 120.00 kVI525 x| 9.4 mmLFD| 5.0 METU CENTRAL LAB 11:95:08 AM 120 00 kVI2 100 x| 94 mm [IFD| 50 MFTL) CENTRAI | AR

Sekil 4.32. Yogurma yontemi ile hazirlanan SEF: HP-B-CD inkliizyon kompleksi
SEM goriintiisti (Ax525; Bx2100).
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=

WD | det spoi»— (11 Re—] ] VD | det |spot ] 10 pm

I
4mm ETD! 50 3 / / C 94 mmIETD! 50 METU CENTRAL LAB

HV | mag WD det | spot 10 pm
M [30.00 kVI8 000 x| 9.1 mm |ETD| 5.0 | METU CENTRAL LAB

Sekil 4.34. SEF: M-B-CD fiziksel karigim1 SEM goriintiisii (Ax3000; Bx8000).
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e — 10/31/2014 | HV | mag | WD | det |spot —— 50 ym ——
= METII CENTRAI | AR 11:21:41 AM 130.00 kV |1 261 3.3 mm IETDI 5.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.35. Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan

SEF: M-B-CD inkliizyon kompleksi SEM goriintiisii (Ax98; Bx1200).

WD | det |spot 400 pm 10/31/2014 HV mag WD | det |spot 100 pm
x| 9.3 mm LFD| 5.0 METU CENTRAL LAB 11:26:53 AM 120.00 kV|1 100 x| 9.3 mm [LFD| 5.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.36. Yogurma yontemi ile hazirlanan SEF: M-B-CD inkliizyon kompleksi
SEM goriintiisti (Ax280; Bx1100).

SEM  goriintiilerinde,  siklodekstrinlerin ~ amorf  yapida  olduklar
gozlenebilmektedir. Fiziksel karigimlarda hem siklodekstrinin amorf yapisi, hem de

SEF trihidratin kristal yapis1 gozlenebilmektedir. Fakat inkliizyon komplekslerinde,
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hem siklodekstrinlerin amorf yapisindan uzak hem de SEF trihidratin kristal
yapisindan daha farkli gorlinen yeni bir yapt gozlenmektedir. Bu yeni olusum
inklizyon kompleksi olusumunun bir gostergesi olabilir. Birlikte ¢oktiirme ve
birlikte dondurarak kurutma ve yogurma yontemleri arasinda olusan yap1 agisindan

cok biiyiik farklilik gézlenmemistir.

4.6. SEF trihidrat ve Formiilasyonlarin Coziinme Deneyleri

Farmakope tarafindan SEF trihidrat ic¢in verilen ve Boliim 3’te anlatilan

¢oziinme deneyi, a-CD, B-CD, y-CD, HP- B-CD ve M-B-CD igin gerg¢eklestirilmistir.

SEF trihidratin ¢ozlinme profili, hazirlanan kompleksler ile kiyaslandiginda,
HP-B-CD ve M-B-CD ile hazirlanan formiilasyonlarda SEF trihidratin
¢Oziiniirliiglinde belirgin bir artis s6z konusudur. Céziinmedeki artis agisindan HP- 3-
CD, digerlerine oranla daha iyi sonug¢ verirken; a-CD, B-CD ve y-CD ile yapilan

¢ozlinme deneyleri SEF trihidratin kendi ¢oztiniirliigiinden daha diisitk bulunmustur.

Inkliizyon kompleksi hazirlama yéntemleri arasinda karsilastirma yapilacak
olursa, biitin CD tiirevleri i¢in en iyi artisin genel olarak yogurma yontemi ile
saglandig1 gozlenmistir. Tablo 4.9°da tozlarin ¢6ziinme deneylerine iliskin veriler,

Sekil 4.37 — Sekil 4.43°te ise ¢ozlinme profilleri verilmistir.
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Tablo 4.9. SEF ve farkli CD tiirevleri ile ve farkli yontemlerle hazirlanan toz halde
inkliizyon komplekslerinden zamana karsi ¢oziinen SEF trihidrat miktarlar1 (n=6).

(1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma yontemi.

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK
0 SEF trihidrat 0 0 0

10 380,93 15,43 4,05
15 420,25 9,05 2,15
20 430,08 13,69 3,18
30 444,85 3,91 0,88
45 444,34 5,61 1,26
0 HP-B-CD(1) 0 0 0
10 437,33 10,57 2,42
15 437,97 11,52 2,63
20 435,77 8,77 2,01
30 431,72 10,13 2,35
45 430,20 8,69 2,02
0 HP-p-CD(2) 0 0 0
10 446,43 25,09 5,62
15 448,13 23,01 5,13
20 445,47 20,29 4,55
30 444,17 20,91 4,71
45 439,34 18,52 4,22
0 M-B-CD(1) 0 0 0
10 421,54 17,13 4,06
15 426,39 13,85 3,25
20 426,28 16,39 3,84
30 424,11 15,54 3,66

45 418,95 16,07 3,84
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Tablo 4.9. (Devam) SEF ve farkli CD tiirevleri ile ve farkli yontemlerle hazirlanan

toz halde inkliizyon komplekslerinden zamana kars1 ¢6ziinen SEF trihidrat miktarlar

(n=6). (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi.

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK
0 M-B-CD (2) 0 0 0
10 428,94 9,09 2,12
15 431,24 8,53 1,98
20 430,15 7,45 1,73
30 428,62 1,72 1,80
45 425,76 8,22 1,93
0 4-CD (1) 0 0 0
10 326,79 6,16 1,89
15 336,13 6,88 2,05
20 334,67 7,29 2,18
30 324,24 6,38 1,97
45 315,98 7,05 2,23
0 4-CD (2) 0 0 0
10 369,03 3,71 1,01
15 365,34 3,05 0,84
20 356,49 2,92 0,82
30 348,97 4,14 1,19
45 351,60 3,17 0,90
0 B-CD (1) 0 0 0
10 276,11 1,25 0,37
15 302,59 2,32 0,70
20 300,68 1,81 0,55
30 301,27 1,14 0,36
45 304,26 10,54 3,55
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Tablo 4.9. (Devam) SEF ve farkli CD tiirevleri ile ve farkli yontemlerle hazirlanan

toz halde inkliizyon komplekslerinden zamana karsi ¢oziinen SEF trihidrat miktarlari

(n=6). (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi.

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK
0 B-CD (2) 0 0 0

10 333,63 32,20 11,66
15 331,88 20,27 6,70
20 326,67 14,15 4,71
30 319,00 7,23 2,40
45 297,18 7,06 2,32
0 v-CD (1) 0 0 0

10 315,91 1,70 0,48
15 323,07 4,94 141
20 323,81 0,69 0,20
30 324,66 1,19 0,35
45 325,84 1,31 0,43
0 v-CD (2) 0 0 0

10 355,34 9,80 3,10
15 350,59 6,11 1,89
20 348,95 6,66 2,06
30 342,65 10,11 3,11
45 308,59 10,39 3,19
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120 -
100
80 === SEF
c
g —@—HPBCD(1)
3
R 60
‘S, A—MBCD(1)
N
40 == q-CD(1)
== B-CD(1)
20
=@=y-CD(1)
0 ’ T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.37. 400 mg SEF, dogal siklodekstrinler ve tiirevleri ile hazirlanan inkliizyon
komplekslerinin ¢oziinme profilleri. (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak

kurutma yontemi (2) Yogurma yontemi (n=6, £SS).

120 -
100
80 == SEF
§ ——a— HPBCD(2)
§ 60 eie= MBCD(2)
(5
X == -CD(2)
40
=== 3-CD(2)
20 ==o=—y-CD(2)
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Zaman (dk)

Sekil 4.38. 400 mg SEF, dogal siklodekstrinler ve tiirevleri ile hazirlanan inkliizyon
komplekslerinin ¢6ziinme profilleri. (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak

kurutma yontemi (2) Yogurma yontemi (n=6, £SS).
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120 -

100 -+

60 -

% ¢6ziinen

40 -

20 -

|

=== SEF
—#—HPBCD (1)
HPBCD(2)

10 20 30 40 50
Zaman (dk)

Sekil 4.39. 400 mg SEF, HP-B-CD ile hazirlanan inkliizyon komplekslerinin

¢ozlinme profilleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2)

Yogurma yontemi (n=6, £SS).

120 ~

100 -

60 -

% ¢Oziinen

40 -

20 -

— p— =ﬁ !

=== SEF
e MBCD(1)
MBCD(2)

10 20 30 40 50
Zaman (dk)

Sekil 4.40. 400 mg SEF, M-B-CD ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri ¢oziinme

profilleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi (n=6, £SS)
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120 -

100 -+ <> -

pe
80 T 8 = = A s
—_— —

60 - ==¢==SEF

% ¢Oziinen

a-CD(1)
40 -
a-CD(2)

20 A

0 /,A T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.41. 400 mg SEF, a-CD ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri ¢éziinme
profilleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi (n=6, £SS).

120 ~

100 -+ < .

60 - ==¢==SEF

% ¢6ziinen

—=—pB-CD(1)
B-CD(2)

40 -

20 -

0 r T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.42. 400 mg SEF, B-CD ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri ¢oziinme
profilleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi (n=6, £SS).
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120 -

100 -

80 -

=@ SEF
== y-CD(1)
y-CD(2)

% ¢Oziinen

40 -

20 -

0 ' | T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.43. 400 mg SEF, y-CD ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri ¢6ziinme
profilleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma
yontemi (n=6, £SS).

a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M- B-CD ile SEF’in birlikte ¢oktiirme
birlikte dondurarak kurutma ve yogurma yontemleri ile hazirlanan inkliizyon
komplekslerinin ¢oziinme profilleri incelenerek, en yiiksek ¢oziiniirlk artiginin HP-B-
CD ve M- B-CD ile yogurma yontemi kullanilarak hazirlanan komplekslerde oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle, tabletler lizerinde yapilacak olan ¢6ziinme deneylerinde, bu
iki siklodekstrin tiireviyle yogurma yontemi kullanilarak hazirlanan inkliizyon

kompleksleri ile basilan tabletler kullanilmistir.

4.7. Tabletlerin Céziinme Deneyleri

SEF trihidratin ticari preparati olan referans tabletler ve yogurma yontemi ile
hazirlanan SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD inkliizyon kompleksleri kullanilarak
hazirlanan tabletlerin ¢6ziinme deneyleri, farmakopede SEF trihidrat tabletler igin

verilen yontem kullanilarak Boliim 3’te anlatildigr gibi gergeklestirilmistir. Coziinme
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ortami olarak farmakopenin verdigi pH 7,2 fosfat tamponu ve distile su olmak tizere

2 farkli ortam kullanilmustir.

SEF trihidrat dozunun yiiksek olmasi, siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksi
olusturdugunda bir tablet igerisinde bulunmasi gereken SEF:CD miktarinin ¢ok
yiiksek olmasi nedeniyle; SEF trihidratin normal dozunun (400 mg) 1/4'ii oraninda
(100 mg) ¢alisilmistir. Bu asamada, farmakopede verilen ¢ozlinme ortaminin miktari
da ayn1 oranda azaltilmistir. SEF trihidratin 1/4 oraninda ¢alisiimasiyla ¢ézlinmenin
degisip degismeyecegine, laboratuvar ortaminda hazirlanan 400 mg SEF ve 100 mg
SEF iceren tabletlerin ¢o6ziinme hizlarmin birbirleriyle kiyaslanmasi ile karar
verilmistir. Tablo 4.10 ve 4.11°de ¢oziinme deneyleri sonucunda elde edilen bulgular
verilmigtir. Sekil 4.44, Sekil 4.45 ve Sekil 4.46’da ise, hazirlanan tabletlerin ve
referans tabletin distile su ve pH 7,2 fosfat tamponu ortamlar1 igin ¢oziinme profilleri

gosterilmistir.

Tablo 4.10. SEF referans tablet, yogurma yontemi ile hazirlanan SEF:HP-B-CD ve
SEF:M-B-CD tabletlerinden pH 7,2 fosfat tamponunda zamana karsi ¢oziinen SEF

miktarlart (n=6).

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK

0 Referans tablet 0 0 0

10 363,27 517 1,42
15 376,73 4,04 1,07
20 379,20 3,84 1,01
30 380,97 3,91 1,03
45 382,65 4,50 1,18
0 400 mg SEF 0 0 0

10 tablet 377,16 3,15 0,84
15 382,51 4,55 1,19
20 381,78 5,53 1,45
30 381,12 5,79 1,52

45 379,51 5,54 1,46
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Tablo 4.10. (Devam) SEF piyasa tableti (Referans tablet), yogurma yontemi ile
hazirlanan SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD tabletlerinden pH 7,2 fosfat tamponunda

zamana kars1 ¢Oziinen SEF miktarlar1 (n=6).

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK
0 100 mg SEF 0 0 0
10 tablet 88,71 2,91 3,28
15 81,36 2,59 2,77
20 93,72 2,59 2,77
30 92,27 2,49 2,70
45 90,97 2,75 3,02
0 SEF:HP-B-CD 0 0 0
10 80,80 7,92 9,81
15 98,24 3,45 3,51
20 99,44 1,37 1,38
30 98,03 1,13 1,15
45 94,63 1,21 1,28
0 SEF:M-B-CD 0 0 0
10 69,36 3,88 5,60
15 86,37 1,82 2,11
20 90,52 0,82 0,91
30 86,23 3,15 3,65
45 84,63 2,20 2,60
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100 -

90 -

80 -
70 -
60 -

50 - —o—100 mg SEF

% ¢6ziinen

40 - e 400 mg SEF

30 - Referans tablet

20 -

10 4/

0 > T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.44. Referans tablet, laboratuvar ortaminda hazirlanan 400 mg SEF ve 100 mg
SEF tabletlerin ¢6ziinme profilleri (pH 7,2 fosfat tamponu) (n=6, £SS).

100 -

=—¢=Referans tablet

% ¢6ziinen

e SEF:HP-B-CD
SEF:M-B-CD

0 4 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Sekil 4.45. Referans tablet, SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD ile yogurma yontemi
kullanilarak hazirlanan tabletlerin pH 7,2 fosfat tamponunda ¢6ztinme profilleri (n=6,
+SS).
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Tablo 4.11. SEF referans tablet, yogurma yontemi ile hazirlanan SEF:HP-B-CD ve
SEF:M-B-CD tabletlerinden suda zamana karsi ¢6ziinen SEF miktarlar1 (n=6).

Zaman(dk) Ornek X (mg) SS % VK
0 Referans tablet 0 0 0
10 148,93 7,89 5,30
15 168,86 6,92 4,10
20 183,07 8,58 4,69
30 202,74 9,32 4,60
45 226,48 10,56 4,66
0 SEF:HP-B-CD 0 0 0
10 58,94 4,53 7,68
15 73,32 6,57 8,96
20 84,19 7,67 9,11
30 102,31 8,14 7,96
45 110,54 3,02 2,73
0 SEF:M-B-CD 0 0 0
10 42,97 5,96 13,86
15 55,61 8,17 14,70
20 68,77 7,26 10,56
30 93,48 10,07 10,77

45 108,33 1,88 1,74
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Sekil 4.46. Referans tablet, SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD ile yogurma yontemi

kullanilarak hazirlanan tabletlerin suda ¢6ztinme profilleri (n=6, £SS).

Coziinme ortami olarak su kullanildiginda, referans tabletin ¢éziinme profili
her iki siklodekstrin tiirevi icin belirgin derecede artis géstermesine ragmen, pH 7,2
fosfat tamponunda yapilan c¢alismada M-B-CD ile olusturulan komplekslerin

¢Oziinlirliigliniin referans tabletten daha diisiik oldugu goriilmektedir.

pH 7,2 fosfat tamponu ve su ortamlarinda yapilan ¢6ziinme deneylerine ait
referans tablet, SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD tablet ¢oziinme hizlarina ait f1 ve f2
istatistikleri Tablo 4.12°de verilmistir. 50’den biiyiik olan f2 degerleri i¢in ¢éziinme
profilleri arasinda fark olmadig1 sOylenir. 0-15 arasindaki fl degerleri i¢in ¢6ziinme
profilleri arasinda fark olmadigi sdylenirken, bu deger 15°ten biiylik oldugunda

profiller birbirinden farklidir.
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Tablo 4.12. Referans tablet ve hazirlanan SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD tabletlere
ait f; ve f istatistikleri.

Referans tablet- SEF:HP-pB-CD

Referans tablet- SEF:HP-B-CD

tablet tablet
pH 7.2 Fosfat Tamponu Ortami Su Ortami
f1 5 84
fo 67 24
Referans tablet- SEF:M-$-CD Referans tablet- SEF:M-g-CD
tablet tablet
pH 7.2 Fosfat Tamponu Ortam Su Ortami
f1 12 59
fa 50 29
4.8. Antibakteriyel Etkinlik Testi

SEF trihidrat ve hazirlanan formiilasyonlara iligkin antibakteriyel etkinlik

testi, Bolim 3.2.9°da anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir. Yapilan test sonucu
bulunan MIK degerleri, Tablo 4.13 ve Sekil 4.47°de verilmistir.
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Tablo 4.13. SEF trihidrat ve hazirlanan formiilasyonlarm E.coli’ye karst MIK
degerleri. (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi (n=3)

Formiilasyon E. coli (0,06-16
ug/mlL)
SEF 0,25
SEF:HP-B-CD(1) 0,12
SEF:HP-B-CD(2) 0,06
SEF:M-B-CD(1) 0,12
SEF:M-B-CD(2) 0,12
SEF:a-CD(1) 0,12
SEF:a-CD(2) 0,12
SEF: B-CD(1) 0,12
SEF: B-CD(2) 0,12
SEF: y-CD(1) 0,12
SEF: y-CD(2) 0,12
0,3 ~
0,25 -
0,2 -

MiK (ug/mL) 0,15 -

0,1 -
0,05 -
0 .

Sekil 4.47. SEF trihidrat ve hazirlanan formiilasyonlarin E.coli’ye karst MIK
degerleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2) Yogurma

yontemi (n=3).
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4.9. Caco-2 Hiicreler ile SEF trihidrat Permeabilite Caliymalari

SEF trihidrat ve hazirlanan komplekslerin apikalden bazolateral yiize
gecisleri saptanarak, goriiniir permeabilite sabitleri (Papp) hesaplanmigtir. Tablo 4.15

ve Sekil 4.47°de Papp degerleri ve permeabiliteyi artirma oranlari goriilmektedir.

Tablo 4.14. SEF trihidrat ve SEF:CD komplekslerinin Caco-2 hiicrelerden gecis Papp
degerleri degerleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yontemi (2)

Yogurma yontemi (n=3).

Formiilasyon Papp (YiSS, n=3) cm/s Permeabilite artis
katsayisi
SEF 2,71(x0,51) x 10 1,00
SEF:HP-B-CD(1) 3,85(x1,66) x 10° 1,42
SEF:HP-B-CD(2) 7,75(x2,41) x 10°° 2,85
SEF:M-B-CD(1) 0,95(£0,45) x 10°® 0,35
SEF:M-B-CD(2) 2,43(£0,61) x 10°® 0,89
SEF:a-CD(1) 0,87(+0,87) x 10® 0,28
SEF:a-CD(2) 0,47(x0,47) x 10°® 0,61
SEF: B-CD(1) 0,04(x0,21) x 10° 0,02
SEF: B-CD(2) 0,04(x0,09) x 10° 0,01
SEF:y-CD(1) 0,09(x0,13) x 10® 0,03
SEF: y-CD(2) 0,06(x0,13) x 10® 0,02

Tablodaki degerler incelendiginde yogurma yontemi ile hazirlanan HP-B-CD
ile hazirlanan komplekslerin permeabilitesinin digerlerine oranla daha yiiksek
bulundugu goriilmektedir. Yogurma yontemi, genel olarak siklodekstrinlerin ¢cogu ile
permeabilitede; birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemine gore daha

fazla artisa neden olmustur.
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3 -
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Goriinur
permeabilite artis 1,5 -
katsayisi
1 .
0,5 -
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Sekil 4.48. SEF trihidrat ve SEF:CD komplekslerinin Caco-2 hiicrelerden gegis Pagp
degerleri degerleri (1) Birlikte ¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma yoéntemi (2)

Yogurma yontemi (n=3).
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5.  TARTISMA

S6z konusu caligmanin amaci, suda ¢oOziiniirliigli ve permeabilitesi diisiik,
buna bagli olarak da biyoyararlanimi az olan (% 40), BCS’de Sinif IV ilag, SEF’in,
siklodekstrin tiirevleri kullanilarak sudaki ¢Oziiniirligliniin  1iyilestirilmesidir.
Siklodekstrinler, inkliizyon kompleksi olusturarak suda ¢oziniirliigii disik olan
ilaclarin ¢ozliniirliigiini artirmaktadir. SEF trihidratin oral kullanim amagli, suda
¢Oziiniir inkliizyon komplekslerinin olusturulmasiyla sudaki zayif ¢oziiniirliigiiniin
tyilestirilmesi hedeflenmistir. Siklodekstrinler, ¢oziiniirliigli artirmalarinin yani sira
intestinal permeabiliteyi de iyilestirerek ilacin biyoyararlanimi iizerine etkili
olabilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ile SEF trihidratin permeabilite iizerine

etkisinin incelenmesi de bu ¢alismanin hedefleri arasindadir.

5.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

Etkin maddenin safliginin kanitlanabilmesi ve hazirlanan inkliizyon
kompleksleri ile karakterizasyonlarmin kiyaslanarak, kompleks olusumuna karar
verilebilmesi amaciyla, SEF trihidratin karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
dogrultuda; etkin maddenin FTIR spektrumu cekilmis (Sekil 4.1), X-1s1n1 kirinimi
analizi ve (Sekil 4.2), diferansiyel taramali kalorimetrik analizi gergeklestirilmis
(Sekil 4.3), 'H-NMR spektrumu ¢oziimlenmis (Sekil4.4) ve SEM gorintiileri
(Sekil4.5) kaydedilmistir. SEF trihidratin UV spektrumu (Sekil 4.6) da alinarak,

miktar tayini yonteminde kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

e FTIR Spektrumu: SEF trihidrata iliskin FTIR spektrumu ¢oziimlendiginde,
1650-1740 cm™’de C=0 asit baglarina ait gerilme titresimleri, 1640-1690 cm’
de C=0 amid baglarina ait gerilme titresimleri, 1590-1640 cm™de C=C
¢ifte bag gerilme titresimleri, 710-570 cm™de C-S bagma ait gerilme
titresimleri gézlenmistir. Bu titresimler literatiir ile ortiismektedir (161-163).
SEF trihidrata spesifik bu titresimlerin, siklodekstrinlerle inkliizyon
kompleksleri olusturuldugunda tamamen kaybolmasi veya kiiclilmesi

beklenmektedir.
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X-Isim1 Kirmnimi Analizi:  X-1sm1 kirinimi analiz sonuglar1 Sekil 4.2°de
verilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde, SEF trihidratin kristal yapisindan
kaynaklanan, son derece yogun sekilde pik verdigi goriilmektedir.
Kristalogramlara bakildiginda, SEF trihidratin 2 teta agis1 20 — 40 derece
arasinda kristal pikler verdigi goriilmektedir. Bu sonuglar literatiir ile uyum
igerisindedir. Siklodekstrinlerle olusturulan inkliizyon komplekslerinde ve
fiziksel karisimlarinda etkin maddenin kristal pikinin bulunup bulunmamasi
veya kristal pikinde azalma durumu incelenecektir (155,164).

DSC Analizi: DSC analizi sonuglar1 Sekil 4.3’de verilmistir. Analiz sonuglari
incelendiginde SEF trihidratin 1 ekzotermik ve 2 tane endotermik pik verdigi
gozlenmektedir. Bu pikler yaklasik olarak sirasiyla, 104 °C, 180 °C ve 250
°C’de goriilmiistiir. ikinci endotermik pik olan ve yaklasik 250 °C’de
gozlenen pik, SEF trihidratin erime pikidir. SEF trihidratin diferansiyel
taramal1 kalorimetrik analizi ile ilgili elde edilen sonuglar, literatiirle uyum
icerisindedir (158). Siklodekstrinlerle olusturulan inkliizyon komplekslerinde,
etkin maddenin erime pikinin kaybolmasi beklenmektedir.

'H-NMR Analizi: SEF trihidrata ait ‘H-NMR spektrumu Sekil 4.4’de
verilmistir. SEF trihidratin yapisinda bulunan protonlar gosterilmis ve
literatiirle karsilastirarak uyumlu olduklar1 goriilmiistiir (165).

SEM Goriintillemesi: SEF trihidrata ait SEM gorintiileri Sekil 4.5°de
verilmigtir. SEM goriintiileri, X-1g1m1 kirinimi analizini dogrulayarak SEF
trihidratin kristal yapida oldugunu ortaya koymaktadir.

UV Analizi: SEF trihidratin UV spektrumunda maksimum pik, literatiirle
paralel sekilde 289 nm’de 6l¢iilmiistiir (160). Belirlenen dalga boyu, SEF
trihidratin HPLC ile miktar tayininde kullanilmistir.
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5.2. SEF trihidratin Miktar Tayini

SEF trihidratin miktar tayini Bolim 3’de verildigi sekilde 289 nm dalga
boyunda, 6 farkli konsantrasyonla valide edilen HPLC yontemi ile yapilmistir. Tez
kapsaminda yapilacak olan analizlere uygun olarak genis bir aralikta, 10 — 500
pug/mL  konsantrasyonda  calisilmistir. Analitik  yontem  validasyonu
parametrelerinden biri olan dogrusallik icin r* degeri 1,00 olarak bulunmustur. Bu
deger 1’e yaklastikca, yontemin giivenilirligi artmaktadir. Inkliizyon kompleksi
olusumunda kullanilan siklodekstrinlerin (HP-B-CD, M- B-CD, a-CD, B-CD, y-CD),
hiicre kiiltliri c¢alismalarinda kullanilan HBSS’nin, tablet formiilasyonunda
kullanilan eksipiyanlarin (Avicel pH 102, Misir nigastasi ve Magnezyum stearat),
¢ozlinme ortami olarak kullanilan pH 7,2 fosfat tamponunun ilacin tayini tizerinde
etki yapmadiklari, 6zglinlik ¢alismasi ile kanitlanmistir. Yontem validasyonu
kapsaminda; kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik), dogruluk,
gozlenebilirlik alt siir1 (LOD) ve tayin edilebilirlik smir1 (LOQ) incelenmistir.
Gozlenebilirlik alt sinir1 ve tayin edilebilirlik sinir1 sirasiyla 0,373 pg/mL (S/N=3) ve
1,24 pg/mL (S/N=10) olarak bulunmustur. Bulunan degerler, ¢alisma kapsaminda
tayin edilecek olan SEF miktarlarinin oldukga altinda oldugundan, yontem g¢alisma
icin uygundur. Yontem validasyonu i¢in yapilan deneyler ve elde edilen bulgular
sonucunda, miktar tayini yonteminin hassas ve tekrarlanabilir oldugu sdylenebilir

(166,167).

Valide edilen HPLC yontemi, faz ¢6zliniirliik ¢alismalarinda, ¢6ziinme tayininde ve

Caco-2 hiicrelerden geg¢is ¢alismalarinda miktar tayini analizlerinde kullanilmistir.

5.3. Faz Coziiniirliik Calismalari

SEF trihidratin farkli konsantrasyonlardaki farkli siklodekstrinlerin (HP-f-
CD, M- B-CD, a-CD, B-CD, y-CD) fonksiyonu olarak ¢oziiniirliigiindeki degisimleri
gosteren veriler Tablo 4.8 ve 4.9°da , faz ¢oziliniirlik diagramlar ise Sekil 4.11, 4.12,
4.13, 4.14 ve 4.15’te verilmistir. SEF trihidratin tek basina olan ¢ozlntrligi

incelendiginde, ¢oOzilinirlikteki artisin  en fazla HP-B-CD ile saglandig
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goriilmektedir. HP-B-CD ile ¢oziintirlitk 32 kat artarken, M-B-CD ile 29 kat, a-CD ve
B-CD ile 13 kat, y-CD ile 12 kat artmustir.

HP-B-CD ve M-B-CD’in SEF trihidratin ¢oziiniirliigli tizerine etkileri, faz
¢Oziinlirlik ¢alismalarinda hemen hemen aymi olmakla birlikte HP-B-CD’le
¢Oziinlirliiglin daha fazla arttig1 goriilmektedir. En disiik artis ise dogal
siklodekstrinlerle goriilmektedir. Dogal siklodekstrinlerin ¢oztiniirliigi, siklodekstrin
tirevlerine gore daha diisiiktiir. Bu durum intramolekiiler hidrojen baglarindan
kaynaklanmaktadir. HP-B-CD ve M-B-CD ise B-CD’in ¢oziliniirligii artirtlmis
tirevleridir. HP-B-CD’in, M-B-CD’e gore ¢ozlniirligii daha yiiksektir (43,82). Bu
nedenle, SEF trihidratin ¢oziintirligii HP-B-CD ile daha fazla artmistir diyebiliriz.

Faz ¢oziiniirliik ¢calismalar1 da bu durumu dogrular niteliktedir.

Faz ¢oziiniirlik diyagramlarmmin dogrusal kisimlarindan yararlanilarak 1:1
asosiyasyon katsayist Kj.1 , SEF: HP-B-CD ve SEF: M-B-CD kompleksleri igin
hesaplanmistir. SEF: HP-B-CD i¢in Kj.; 23378,3 M‘l, SEF: M-B-CD igin Kj
21287,4 M olarak bulunmustur. Asossiyasyon katsaysi, ilag:CD komplesksleri i¢in
genellikle 0-100.000 M™ arasinda degismektedir (168). SEF: HP-B-CD ve SEF: M-p-
CD i¢in bulunan degerler bu araliga girmektedir. SEF: a-CD, SEF: B-CD ve SEF:y-
CD i¢in K31 asosiyasyon sabitleri ise sirasiyla 7394 M?, 7606 M, 6250 M olarak
hesaplanmistir. Asosiyasyon sabitinin sifir olmasi, ilag ile CD arasinda inkliizyon
kompleksi olusmadigini gostermektedir. Asosiyasyon katsayisinin artmasi, ilag ile
CD molekiilii arasinda etkilesimin arttigini ve daha dayanikli komplekslerin

olustugunu gostermektedir (169,170).

5.4. Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

SEF:CD inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasinda HP-B-CD, M- B-CD, a-
CD, B-CD, y-CD kullanilmistir. Kompleksler yogurma (kneading) ve birlikte
¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma (coprecipitation-colyophilisation) yontemleri
kullanilarak hazirlanmig, ayrica SEF trihidratin HP-B-CD, M- B-CD igin fiziksel

karigimlar1 da hazirlanmistir.



132

SEF trihidratin HP-B-CD ve M- B-CD i¢in karakterizasyon caligmalar

gerceklestirilmistir. Fiziksel karisim, yogurma yontemi ve birlikte ¢oktiirme birlikte

dondurarak kurutma yontemi;

FTIR spektrumlarina gore, en etkin yontemin yogurma yontemi oldugu
goriilmiistiir. Yogurma yonteminde SEF trihidrata spesifik piklerin tamamen
yok oldugu gozlenmistir. Fiziksel karisim ve birlikte ¢oktiirme birlikte
dondurarak kurutma yontemlerinde ise SEF trihidrata spesifik piklerin
siddetinde azalma goriilmiistiir.

X-1s11 kirmnimi analizine gore; yogurma yontemi ve birlikte ¢oktiirme birlikte
dondurarak kurutma yontemleri arasinda belirgin bir fark goriillmemistir.

DSC termogramlarina gore kiyaslandiklarinda; SEF trihidrata ait olan 1
ekzotermik 2 endotermik pikin, bitiin fiziksel karisim ve inklizyon
komplekslerinde kayboldugu goriilmektedir.

'H-NMR spektrumlarina gore; yogurma yontemiyle siklodekstrinlerin H3 ve
H5 protonlarinda, birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemine
gore daha fazla kayma gozlenmistir.

SEM goriintiilerine gore; birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma
yontemi ve yogurma yontemi ile olusturulan komplekslerde, hem
siklodekstrinlerin amorf yapisindan uzak hem de SEF trihidratin Kristal
yapisindan daha farkli gOrlinen yeni bir yapt gozlenmektedir.
siklodekstrinlerin amorf yapida olduklar1 gozlenebilmektedir. Fiziksel
karigimlarda hem siklodekstrinin amorf yapisi, hem de SEF trihidratin Kristal
yapist gozlenebilmektedir. Birlikte ¢oktiirme ve birlikte dondurarak kurutma
yontemi ve yogurma yontemi arasinda SEM goriintiileri agisindan belirgin bir

farklilik gézlenmemistir.

Biitin bu karakterizasyon ¢alismalari sonucunda yogurma (kneading)

yonteminin, birlikte ¢oOktiirme birlikte dondurarak kurutma (coprecipitation-

colyophilisation) yontemine goére daha iyi sonug¢ verdigi soylenebilir. Ayrica,

yogurma yontemi, iiretim verimi agisindan da birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak

kurutma yontemine ustiinlilk saglamaktadir. Literatiirde, hazirlama yOnteminin

ilag:CD inkliizyon kompleksleri {izerine etkisi incelendiginde, yogurma yontemi ve
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birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemlerine iliskin benzer sonuglar
goriilmiistiir. Ketoprofenin B-CD ve M-B-CD ile kurutma ve birlikte ¢oktiirme
birlikte dondurarak kurutma yontemleri ile olusturulan inkliizyon komplekslerinin
karakterizasyonlart DSC, FTIR, X-1ismn1 kirinimi analizi ve SEM ile yapilmistir.
Sonug olarak, kristal yapr gosteren ketoprofen yapisinin inkliizyon kompleksi
olusumuyla, her iki yontemle amorf yap1 gosterdigi gozlenmistir. Gliklazid ve B-CD
kullanilarak, hazirlama yonteminin, inklizyon kompleksi olusumuna etkisi
incelenmistir. Hazirlanan inkliizyon komplekslerinin karakterizasyonu FTIR ve X-
1511 kirinim analizi ile yapilmistir. Sonugta, yogurma yonteminin birlikte ¢oktiirme
birlikte dondurarak kurutma yontemine gore daha etkin oldugu goriilmiistiir
(171,172).

5.5. Inkliizyon Kompleksleri Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
Karakterizasyon amaciyla hazirlanan kompleks ve fiziksel karigimlarin;

e FTIR spektrumlari ¢ekilmis (Sekil 4.16, Sekil 4.17)

e X-1s1n1 kirmnimi analizi yapilmis (Sekil 4.18, Sekil 4.19)

e DSC analizleri yapilmis (Sekil 4.20)

e H-NMR coziimlemesi yapilmis (Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26,
4.27,4.28)

e SEM goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35,
4.36)

SEF trihidrat i¢in de ayni analizler yapilmis, ve sonuglar SEF trihidratin
karakterizasyon sonuclar1 ile kiyaslanarak kompleks olusup olusmadigi

yorumlanmustir.

Tiim karakterizasyon sonuclar1 i¢in, fiziksel karigimlarda kompleks
olusumunun ihmal edilebilecek kadar diisik oldugu soOylenebilir. Yogurma
(kneading) yonteminin, birlikte ¢Oktiirme  birlikte dondurarak  kurutma
(coprecipitation-colyophilisation) yontemine gore daha iyi sonuglar verdigi, yine

biitlin karakterizasyon sonuglar1 incelendiginde sdylenebilecek ortak bir durumdur.
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Fakat kullanilan ilaca gére, hazirlama yonteminin etkinligi degismektedir. Varfarinle
yapilan bir ¢aligmada, kompleksler evoporasyon, dondurarak kurutma ve yogurma
yontemleri ile hazirlanmig, kompleks olusumunda en etkin yontemin dondurarak
kurutma oldugu goriilmiistiir (173). Yapilan baska bir ¢alismada ise, karakterizasyon
sonuclart yogurma yonteminin birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma
yontemine gore daha uygun oldugu gostermistir (154). Yogurma yontemi, birlikte
¢coktiirme birlikte dondurarak kurutma yontemine gore daha uygulanabilir, liretim

veriminin daha yiiksek oldugu, maliyeti daha diisiik bir yontemdir (171).

Her iki CD tiirevi icin de kompleks olusumu gozlenmis, fakat en etkin
kompleks olusumu yogurma (kneading) yontemi ile hazirlanan SEF:HP-B-CD
inkliizyon komplekslerinde goriilmiistiir. Tez kapsaminda yapilacak olan ¢dziinme
deneyleri, antibakteriyel etkinlik tayini ve permeabilite ¢alismalar1 da bu sonuglari

dogrular nitelikte bulunmustur.
5.5.1. Inkliizyon Komplekslerinin FTIR Spektrumlari

SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD inkliizyon kompleksi ve fiziksel
karigimlarinin FTIR spektrumlarina SEF trihidrat ile karsilastirmali olarak Sekil 4.16,
Sekil 4.17°de verilmistir. SEF trihidrat FTIR spektrumunda 1640-1740 cm™de
gozlenen, SEF trihidrat yapisindaki C=0O baglarina iliskin gerilme titresimlerinin,
1590-1640 cm™*de gozlenen C=C gifte baglarina iliskin gerilme titresimleri ve 710-
570 cm™de gozlenen C-S bagna iliskin gerilme titresimlerinin, siklodekstrinlerle
olusturulan fiziksel karisim ve inkliizyon komplekslerinde siddetlerinin azaldigi,
yogurma yontemiyle elde edilen komplekslerde ise neredeyse tamamen
kaybolduklar1 saptanmistir. Bunun nedeni, SEF trihidratin siklodekstrinlerle
inkliizyon kompleksi olusturmasiyla, ortamdaki serbest SEF trihidrat miktarinin
azalmasidir (154).

C=0 piklerindeki kii¢iilmenin bir diger nedeni ise SEF trihidratin
siklodekstrinler ile etkilesmesi ile H bagi olusumu olabilir. Yapilan bir ¢alismada,
karbonil gruplarinin (C=0O) hidrojen bagi olusumuna bagli olarak siklodekstrin

yapisindaki gibi hidroksilik gruplardan etkilendigi gosterilmistir (174).
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SEF trihidrata ait FTIR spektrumu ve SEF:CD komplekslerinin FTIR
spektrumlar incelendiginde 3300 - 3500 cm™de ise SEF trihidrata ait NH,
yapisindan dolayr N-H gerilme titresimleri goriilmektedir. Siklodekstrinlerle
kompleks olusturdugunda ise, siklodekstrinlere ait ve aymi bolgede goriilen O-H
titresimlerinin altinda kaldig1 ya da siklodekstrinlerle NH; yapisinin oldugu kisimdan
kompleks olusturdugundan, SEF:CD komplekslerine ait FTIR spektrumlarinda N-H
titresimleri kaybolmustur. SEF trihidrata ait 1500 — 400 cm™’de (parmak izi bélgesi)
goriilen piklerin, SEF:CD kompleksi halinde tamamen kayboldugu goriilmektedir. O
bolgede asidik ve amidik C=O titresimleri, C=C ¢ifte bag titresimleri, C-S
titresimleri goriilmektedir. Bu iki bilgi 1s18inda, SEF trihidrat ya tamamen
siklodekstrin kavitesi icerisine girmis, ya da tiyazol halkasi disinda kalan kismindan

siklodekstrin kavitesi igerisine dahil olmustur seklinde yorumlanabilir.

SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD inkliizyon kompleksleri ac¢isindan
degerlendirildiginde ise, siklodekstrinler arasinda FTIR spektrumlar1 acgisindan ¢ok

biiyiik bir farklilik goriilmemistir.
5.5.2. Inkliizyon Komplekslerinin X-Isim1 Kirinimi Analizleri

X-1s1m1 kirmimi analizi, hazirlanan inkliizyon kompleksleri ve fiziksel
karisimlarda etkin maddenin kristal halde bulunup bulunmadiginin ve kristal
miktarinda azalma olup olmadiginin tespiti amaciyla yapilmistir. Sekil 4.18 ve Sekil
4.19°da hazirlanan komplekslerin, fiziksel karisimlarin ve SEF trihidratin tek basina

verdigi kristalogramlar, siklodekstrin tiirevlerine gére gruplandirilarak verilmistir.

Fiziksel karigimlar da dahil olmak tizere, SEF trihidratin 2 teta agis1 20 — 40
derece arasinda verdigi kristal piklerin kiiciildiigii goézlenmektedir. Fiziksel
karisimlarda bu kii¢iilmenin daha az oldugu go6zlenirken, yogurma yontemi ile
hazirlanan inkliizyon komplekslerinde kristal piklerin neredeyse tamamen
kayboldugu goézlenmistir. Kristal piklerindeki bu azalma, siklodekstrinlerle
inklizyon kompleksi olusumunun bir gostergesidir (175). Fiziksel karigimda
gozlenen, kristal piklerin siddetindeki azalma, SEF trihidrat konsantrasyonunun

siklodekstrin ile seyrelmis olmasindan kaynaklanabilir.
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Norflurazon ve B-CD kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, X-1sin1 kirinimi
analiz sonuglar1 incelendiginde, bu tez g¢alismasina benzer nitelikte sonuglar elde
edilmistir (176). Ila¢ etkin maddesine iliskin kristal piklerin kaybolmasi, inkliizyon

kompleksi olusumu seklinde yorumlanmustir.

Kristal piklerindeki en belirgin azalmanin yogurma yontemi ile elde edildigi

gozlenmistir fakat siklodekstrin tiirevleri arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir .
5.5.3. Inkliizyon Komplekslerinin DSC Analizleri

Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz, inkliizyon kompleksi olusumuyla
SEF trihidratin erime pikindeki degisikliklerin incelenmesi amaciyla test edilmistir.
SEF, Boliim 4.4.3’te bahsedildigi iizere yaklasik olarak sirasiyla, 104°C, 180°C ve
250°C’de 1 egzotermik ve 2 endotermik pik vermektedir. Inkliizyon komplekslerine
ve fiziksel karisimlara iliskin DSC termogramlari karsilastirmali olarak Sekil 4.20°de

verilmigtir.

Ilag molekiilleri siklodekstrin kavitesi igerisine girdiklerinde, erime, kaynama
noktalarina ait piklerindeki kaybolma veya azalma, muhtemel bir ilag:siklodekstrin

etkilesiminin bir gostergesidir (155,177,178).

SEF:HP-B-CD ve SEF:M- B-CD ile her iki yontemle (yogurma, birlikte
¢oktiirme-birlikte dondurarak kurutma) hazirlanan inkliizyon komplekslerine ait DSC
termogramlar1 incelendiginde, SEF trihidrata ait olan 1 egzotermik 2 endotermik
pikin, hemen hemen kayboldugu gozlenmektedir. Fiziksel karigimlarda ise SEF
trinidrat erime piklerinde kiigiilme gozlenmektedir. Bu sonuglara gore,
ilag:siklodekstrin arasinda bir etkilesme oldugu ve inkliizyon komplekslerinin

olusumu gergeklestigi seklinde yorumlanabilir (155,179).
5.5.4. inkliizyon Komplekslerinin *H-NMR Spektrumu

Konuk molekiil siklodekstrin kavitesi igerisine girdiginde, siklodekstrin
protonlarinin NMR spektrumlarinda kayma gozlenmektedir. Bu kaymalar, 6zellikle
H3 ve HS5 protonlarinda oldugunda, inklizyon kompleksi olusumuyla

yorumlanmaktadir (180,181). Tablo 4.10’da HP-B-CD ve M-B-CD’in ve hazirlanan

inkliizyon komplekslerinin kayma degerleri verilmistir.
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Bu degerler incelendiginde, her iki siklodekstrin i¢in de yogurma yontemiyle
H3 ve HS5 protonlarindaki kaymanin, birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma
yontemine gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum, yogurma yontemi ile
inkliizyon kompleksi olusumunun, birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma
yontemine gore daha etkili oldugu seklinde yorumlanabilir. HP-B-CD ve M-B-CD ile
olusturulan komplekslerin NMR spektrumlar1 karsilastirildiginda ise, HP-B-CD ile
olusturulan komplekslerin H3 ve H5 protonlarindaki kaymanin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu durumda, HP-B-CD ile yogurma yontemiyle hazirlanan

komplekslerin daha etkin oldugu séyleneilir.

Literatiirde, omeprazol, M-B-CD ve B-CD kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
M-B-CD ile hazirlanan komplekslerin *H-NMR spektrumlarinda daha fazla kayma
goriilmistiir. Bu durum, M-B-CD ile kompleks etkinliginin daha fazla oldugu
seklinde yorumlanmistir (182). Zolpidem, M-B-CD ve HP-B-CD kullanilarak yapilan
baska bir calismada ise, HP-B-CD kullanilarak hazirlanan komplekslerin 'H-NMR

spektrumlarinda daha fazla kayma goriildigii gozlenmistir (183).
5.5.5. Inkliizyon Komplekslerinin SEM Gériintiileri

SEF trihidrata, siklodekstrinlere, hazirlanan inkliizyon komplekslerine ve
fiziksel karigimlara ilisgkin SEM goriintiileri Sekil 4.29 — 4.36’da verilmistir. SEM
goriintillerinde, SEF  trihidratin ~ kristal ~yapida oldugu  goriilmektedir.
Siklodekstrinlerin amorf yapida olduklart da SEM goriintiileri ile gozlenebilmektedir.
Fiziksel karigimlarda hem siklodekstrinin amorf yapisi, hem de SEF trihidratin kristal
yapist gozlenebilmektedir. Bu da fiziksel karigimlarda inkliizyon kompleksi
olusmadiginin  bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Fakat inkliizyon
komplekslerinde, hem siklodekstrinlerin amorf yapisindan uzak hem de SEF
trihidratin kristal yapisindan daha farkli gériinen yeni bir yap1 gézlenmektedir. Bu

yeni olusum inkliizyon kompleksi olusumunun bir gostergesi olabilir.

Birlikte ¢oktirme ve birlikte dondurarak kurutma yontemi ve yogurma
yontemi arasinda, olusan yapr acisindan cok biyiik farklilik gdzlenmemistir.
Kullanilan siklodekstrinler arasinda da SEM goriintiileri agisindan belirgin bir

farklilik goriilmemistir.
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Literatiir incelendiginde, omeprazol ve M-B-CD ile yapilan bir ¢aligmada,
fiziksel karisim ile CD partikiillerinin yiizeyine tutunmus omeprazol kristalleri
gozlenmistir. Yogurma ve birlikte ¢oktiirme birlikte dondurarak kurutma yonteminde
ise, bilesenlerin tek baslarma sahip olduklar1 sekillere benzemeyen ve kristalligi
azalmis goriintiller elde edilmistir (184). Ropivakain ve HP-B-CD kullanilarak
yapilan bagka bir calismada ise, SEM goriintiileri ile kompleks olusumu ve
komplekslerin morfolojisi gdzlenebilmistir. inkliizyon kompleksi olusumuyla, ilag ve
CD yapisina benzemeyen yapilar olusmus, bu da inkliizyon kompleksi olusumu

seklinde yorumlanmigtir (185).

5.6. SEF ve Formiilasyonlarin Coziinme Deneyleri

Cozlinme, absorpsiyonun birinci basamagini olusturmaktadir. Bu nedenle,
¢oziiniirliikteki degisikliklerin incelenmesi, absorpsiyon ve biyoyararlanim hakkinda
fikir edinmemizi saglayacaktir. Bu amagla, SEF trihidrat i¢cin Boliim 3’de agiklanan

¢Oziinme deneyleri gerceklestirilmistir.

SEF trihidratin HP-B-CD, M- B-CD, a-CD, B-CD, y-CD kullanilarak yogurma
(kneading) yontemi ve Dbirlikte ¢Oktiirme Dbirlikte dondurarak kurutma
(coprecipitation-colyophilisation) yontemi ile hazirlanan inkliizyon komplekslerine
¢ozlinme testi uygulanmigtir. Coziinme testi bulgulari Tablo 4.11°de verilirken,

¢oziinme profilleri Sekil 4.37 — 4.43’de verilmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde;

e Biitiin siklodekstrinler i¢in ¢oziiniirliikteki en fazla artis yogurma yontemi ile
saglanmistir

e SEF:HP-B-CD ve SEF:M- B-CD ile ¢oziniirlik SEF trihidratin kendi
¢oziintirliik profilinden daha iyi bulunurken, dogal siklodekstrinlerle bu basari
saglanamamis, ¢Oziiniirliikk daha diisiik bulunmustur.

e Siklodekstrinler her iki yontem i¢in de SEF trihidrat ¢o6ziinlirligiini

artirmalari agisindan siralandiginda asagidaki durum ile karsilagilmistir.
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HP-B-CD > M- B-CD > SEF trihidrat > a-CD > y-CD > $-CD

Siklodekstrinlerin, hidrofobik ilaglarin  ¢oziintirliiklerini,  dolayisiyla
absorpsiyon  ve  biyoyararlanimlarim1  artirdiklar1  bilinmektedir ~ (183).
Siklodekstrinlerle  kompleks  haline  getirilen ilag¢  etkin  maddelerinin
¢ozinirliklerinin  artinlmasmin  temelinde etkin  maddenin  kristalizasyona
yatkinligimin  azalmast ve ¢Ozlnirliginin artmasi  bulunmaktadir  (186).
Siklodekstrinlerin ¢éziinmeyi artirict etkileri, sudaki yiiksek ¢oziintirliikleri, amorf
yapilari, 1slanabilirligi artirmalart ve kompleks olusturma etkinlikleri ile artis
gostermektedir (56). Bu nedenle, siklodekstrin tiirevlerinin ¢oziiniirliik artirict

etkileri, dogal siklodekstrinlere gore ¢cok daha iyi bulunmustur.

5.7. Tablet Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

SEF oral yoldan kullanilan sefalosporin grubu bir antibiyotiktir. Piyasada pek
cok tablet ve siispansiyon tipi dozaj sekli mevcuttur. Bu ¢alismada referans alinan
triin SEF’in ticari preparatidir. Siklodekstrinler ile inkliizyon kompleksi
olusturularak, ¢oziiniirliigiin siklodekstrin tlirevleri tarafindan iyilesmesinin ¢oziinme
testi ile gosterilmesinin ardindan, SEF:HP-B-CD ve SEF:M- B-CD ile yogurma
yontemi ile hazirlanan inkliizyon komplekslerinden, tablet formiilasyonu
hazirlanmis, bu tablet formiilasyonu referans tablet ile ¢oziinme hizlari ile ilgili

olarak karsilagtirilmistir.

SEF’in ticari preparatinin formiilasyonunda; mikrokristalize seliiloz,
prejelatinize nisasta, dibazik kalsiyum fosfat, magnezyum stearat, hidroksipropil

metil seliiloz, sodyum lauril stilfat ve titanyum dioksit bulunmaktadir.

Literatiirde, flurbiprofenin ¢6ziiniirliigiiniin artirtlmas1 amaciyla, B-CD, HP--
CD ve M- B-CD ile inkliizyon kompleksleri olusturulmus ve ¢oziiniirlik B-CD ile 16
kat M- B-CD ile 110 kat artirilmistir (187). Selekoksible yapilan bagka bir ¢alismada
ise B-CD ile ¢oziiniirliigiin 2 kat artirildigi gosterilmistir (188). Fenitoinle yapilan bir
caligmada ise HP-B-CD ile ¢oziiniirliigiin 8 kat arttigi (189), rapamisinle yapilan
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bagka bir ¢alismada ise ¢oziiniirliigiin B-CD ile 5 kat artarken M-B-CD 270 kat arttig1
gozlenmistir (47).

Siklodekstrinler biyouyumludurlar ve ¢ok yonlii ¢esitli 6zelliklerinden dolay1
cesitli ila¢ uygulamalarinda kullanilabilirler. Oral ilag uygulamasinda, hidrofilik ve
iyonize olabilen siklodekstrinler ani salim formiilasyonlar1 i¢in uygun tasiyicilarken,
hidrofobik siklodekstrinler suda ¢oziiniirliigii yliksek ilaglarin salimint geciktirerek
geciktirilmis  salim  formiilasyonlarinda  kullanilabilirler ~ (115).  Hidrofilik
siklodekstrinler i¢in pek c¢ok farmakolojik gruptaki ilacin oral biyoyararlanimini
diizelttikleri bildirilmistir. HP-B-CD’in albendazol, ketoprofen, fenitoinin ¢oziiniirlik

ve ¢oziinme hizini artirdigi bilinmektedir (45).

SEF trihidratin ¢oziiniirliik ve dolayisiyla biyoyararlaniminin artirilmasinin
amaclandig1 bu ¢alismada SEF:HP-B-CD ve SEF:M-B-CD ile hazirlanan inkliizyon
kompleksleri kullanilarak tablet basilmistir. Kompleksler karakterizasyon ve
¢ozlinme deney sonuglarina gére en iyi yontem olarak goriinen yogurma (kneading)
yontemi ile hazirlanmistir. Formiilasyonda avicel pH 102 seyeltici doldurucu, misir

nisastast dagitict ve magnezyum stearat kaydirici olarak kullanilmistir.

5.8. Tabletlerin Coziinme Deneyleri

SEF’in referans tablet ve hazirlanan SEF:HP-B-CD ve SEF: M-B-CD
tabletlerin ¢oziinme deneyleri Bolim 3.7°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir.
SEF’in, USP 30 ve FDA tarafindan kabul edilen yontem kullanilarak ¢6ziinme testi
gerceklestirilmistir. Farmakope ve FDA tarafindan verilen ¢éziinme ortami, SEF i¢in
pH 7,2 fosfat tamponudur. Buna alternatif olarak, su ortaminda da c¢oziinme

deneyleri yapilmistir.
Coziinme testi;

e Kiritik formiilasyon ve liretim degiskenlerinin saptanmasinda,
e En iyi formiilasyonun se¢ilmesinde,
e Stabilite ¢alismalari sirasinda olusan degisikliklerin kontrolii,

e Kalite kontrol,
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e Farmasotik dozaj formlariin benzerliginin kiyaslanabilmesi gibi amaglarla

kullanilmaktadir (190) .

Coziinme testi, baz1 durumlarda biyoyararlanim ve biyoesdegerlik testlerinin
yerini tutabilmektedir (Kiigiik ekipman veya formiilasyon degisikligi, ayni ilacin
farkl1 dozlarinda, iiretim yeri degisikliginde, {iretimin biiyiitiilmesi durumunda)
(191). Benzerlik faktori, f,, FDA tarafindan ¢6ziinme hiz profillerinin
karsilastirilmasinda tavsiye edilen, test ve referans tiriine iliskin benzerligi inceleyen,
bir karsilastirma yontemidir (192,193) . FDA ve EMA, iki ¢6ziinme profilinin f;,
benzerlik faktorii 50 ile 100 arasindaysa, karsilastirilan iki iirlinli benzer olarak
nitelendirmektedir (194). Benzerlik faktorii (f;) test ya da referans maddenin %

85’inden fazlasinin ¢6ziinmesinden sonra da hassasiyet gostermektedir (193).

S6z konusu tez calismasi kapsaminda, hazirlanan tablet formiilasyonlar1 ve
SEF’in referans tabletinin ¢oziinme profillerinin kiyaslanmasinda hem f; farklilik
faktorii hem de f; benzerlik faktorii kullanilmistir. 0-15 arasindaki f; degerleri icin
coziinme profilleri arasinda fark olmadigi sdylenirken, bu deger 15°ten biiyiik

oldugunda profiller birbirinden farklidir (192).

SEF:HP-B-CD ile hazirlanan inkliizyon kompleksleri ile basilan tabletlerin
¢oziinme profilleri, referans tablet ile kiyaslandiginda pH 7,2 fosfat tamponunda f; ve
f, degerleri sirasiyla, 5 ve 67; su ortaminda ise 84 ve 24 olarak bulunmustur. SEF:M-
B-CD igin ise pH 7,2 fosfat tamponunda f; ve f, degerleri sirasiyla 12 ve 50, su
ortaminda ise 59 ve 29 olarak bulunmustur. Gorildigi tlizere, pH 7,2 fosfat
tamponunda f; ve f, degerlerine gore yorum yapildiginda, her iki CD tiirevi i¢in de
¢oziinme profillerinin referans tablet ile benzer oldugu sdylenebilmektedir. Su
ortaminda ise, ¢oziinme profillerinin birbirine benzemedigi sonucuna ulasilabilir.
Bunun nedeni, referans tabletlerin, su ortaminda ¢oziinmemesine ragmen, CD ile
olusturulan komplekslerin, su ortaminda da pH 7,2 fosfat tamponunda oldugu gibi

¢Oziinebilmesidir.

Burada, ¢oziinme testi igin sink kosul terimine deginmek gerekmektedir.
Etkin madde icin ¢dziinme ortami, ¢Oziinme deneyinin amacina gore farklilik

gostermektedir. Sink kosul, ilacin doygun ¢6zeltisinin hazirlanabilmesi icin gerekli
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olan ortam hacminin 3 kati1 hacimde ortam kullanilmas1 gerektigini ifade eder. SEF
icin farmakopede verilen yontem, pH 7,2 fosfat tamponudur. Coziinme testi, su
ortaminda gergeklestirildiginde, sink kosul saglanamamaktadir (195). Fakat, s6z
konusu c¢alisma kapsaminda, SEF’in sudaki ¢Oziiniirliigiiniin  artirilmasi
amaglandigindan, ¢éziinme deneyleri su ortaminda da gergeklestirilmistir. pH 7.2

fosfat tamponunda ise CD kompleksleri i¢in sink kosula ulagilamaz.

5.9. SEF trihidratin Antibakteriyel Etkinlik Testi

SEF trihidratin ve hazirlanan formiilasyonlarin Boliim 3.8’de anlatildig:
sekilde antibakteriyel etkinlik testi yapilmis, MIK (minimum inhibe edici
konsantrasyon, pg/mL) degerleri belirlenmistir. MIK degerlerine iliskin bulunan
sonuglar Boliim 4.7’de verilmistir. Escherichia coli iizerinde yapilan test sonucunda
SEF trihidrata iliskin MiK degeri literatiirle uyumlu sekilde olmas1 gereken aralikta
bulunmustur (0,06 - 16 upg/mL) (196) . SEF trihidratin ve hazirlanan
formiilasyonlarin MiK degerleri kiyaslandiginda, inkliizyon kompleksi olusumuyla
SEF trihidratin antibakteriyel etkisinde azalma olmadigi soylenebilir. Yani
siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksi olusumu, SEF trihidratin antibakteriyel
etkisini kaybettirmemekte aksine inkliizyon kompleksi olusumu ile SEF trihidratin
tek basina sahip oldugu MIK degerinden daha diisiik degerde MIK degerlerine
ulasilabilmektedir.  Literatiirde, itrakonazol ile itrakonazol:CD  inkliizyon
kompleksleri agisindan MIK  degerleri incelendiginde, herhangi bir iligki
bulunamamistir (197). Genis spektrumlu bakteriyostatik bilesik trimetoprimle, B-CD
ve HP- B-CD kullanilarak olusturulan inkliizyon kompleksleri, Gram pozitif ve Gam
negatif bakteriler lizerinde antibakteriyel etkinlikleri a¢isindan karsilastirilmistir.
[lag:CD inkliizyon komplekslerinde, MIK degerleri daha diisiik bulunmustur. Bu
durum, inkliizyon komplekslerinin, ilacin antimikrobiyal aktivitesini artirdig

seklinde yorumlanmigtir (198).
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5.10. Caco-2 Hiicreler ile SEF trihidrat Permeabilite Caliymalari

BCS, ilaglarin in vivo farmakokinetik performanslarinin tahmin edilebilmesi
amacityla  gelistirilmig, ilaglarin  sudaki  ¢Oziiniirliiklerine ve  intestinal
permeabilitelerine gore siniflandirildiklar bir bilimsel ¢ergevedir (135,199). BCS’ye
gore bir ilacin yiiksek permeabilite gosterdigini sdyleyebilmek i¢in % 90 veya daha
fazlasinin absorplanmasi gerekmektedir (134). Permeabilite tayini i¢in insanlarda
yapilan permeabilite ¢alismalari, in vivo veya in situ hayvan modellerini, insan
perfiizyon verilerini veya in vitro hiicre Kkiiltliri modelleri iizerinde

calisilabilmektedir (136).

In vitro hiicre Kkiiltiiri caligmalarinda Caco-2 hiicreler, MDCK hiicreleri,
LLC-PK1 hiicreleri, 2/4/A1 hiicreleri, TC-7 hiicreleri, HT-29 hiicreleri, IEC-18 gibi
cesitli hiicrelerle ¢alisilabilektedir (200).

Caco-2 hiicreleri, yukarida bahsedilen ve permeabilite c¢alismalarinda
kullanilan hiicreler arasinda, c¢ok iyi karakterize edilmis olan bir hiicre kiiltiirii
modelidir (146,201,202). Caco-2 hiicreleri, kiiltiir ortaminda spontane olarak
enterosit farklilasmasina ugramaktadir. Ilaglarin intestinal permeabilite kabiliyetleri,
Caco-2 hiicre tek tabakalarindan permeabilitesi ile korele oldugu igin, Caco-2
hiicreleri,  insanlarda  oral  absorpsiyonun  tahmin  edilebilmesi i¢in

kullanilabilmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda; a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M- B-CD ile
birlikte ¢oktlirme birlikte dondurarak kurutma ve yogurma yontemleri ile hazirlanan
inkliizyon kompleksleri ile Caco-2 hiicrelerden permeabilite ¢alismasi yapilmistir.
SEF trihidratin Caco-2 hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda, literatiirde ¢alisilan dozu olan 1
mM ile galisilmistir (203). Her siklodekstrin tiirevi i¢in birlikte ¢Oktiirme-birlikte
dondurarak kurutma ve yogurma yontemleriyle hazirlanan inkliizyon kompleksleri
HBSS’de ¢oziiliip, apikal ylize 0,5 mL olarak uygulanmis, bazolateral ylize 1 mL
HBSS elenmistir. SEF trihidrat ve inkliizyon komplekslerinin apikalden bazolaterale
gecis goriinir permeabilite katsayilari P, , Tablo 4.16 ve Sekil 4.48°de
gosterilmistir. SEF trihidrat Py, katsayist SEF:HP-B-CD komplekslerinin Pgp
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katsayist ile karsilagtirildiginda, 6zellikle yogurma yontemi ile permeabilitede gozle

goriiliir bir artis saglandig1 gézlenmektedir.

S6z konusu c¢alismada, faz ¢oziiniirliik ve ¢oziinme deneyleri a-CD, B-CD, v-
CD, HP-B-CD ve M-B-CD ile denenmistir. Siklodesktrinlerin SEF’in ¢oziintirligiint
sulu ortamda 2 katina kadar ¢ikardign gdzlenmistir. Ozellikle yogurma ydntemi ile
elde edilen SEF: HP-B-CD inkliizyon kompleksleri ile hem ¢6ziinme ¢aligsmalart hem
de Caco-2 permeabilite ¢alismalarinda en iyi sonuglar elde edilmistir. o-CD, B-CD
ve y-CD’in faz ¢oziniirliik diagramlart B tipi bulunmus, ayrica ¢oziiniirlik ve
permeabiliteyi iyilestirmedikleri de gbzlenmistir. Faz ¢6ziiniirliik ¢calismalarindan da
goriildigii tizere, ilacin ¢oziiniirliigiini bir noktaya kadar artirmis sonrasinda bir artis
goriilmemistir. a-CD, B-CD ve y-CD, intramolekiiler hidrojen baglart nedeniyle
¢ozinirlikleri siklodekstrin tiirevlerine gore daha diisiik olan siklodekstrinlerdir
(82). Bu da ¢6ziinme profillerinin neden HP-B-CD ve M- B-CD ¢oziinme profilinin

altinda kaldiginin gerekgesi olarak sunulabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

SEF, 3. kusak sefalosporinlere dahil olan BCS’de Sinif IV bir ilagtir. Bu
nedenle ¢oziiniirliigli ve permeabilitesi diistiktiir. Coziiniirliik, bir ilacin absorpsiyonu
ve biyoyararlaniminda en Onemli basamaklardan biridir. Bu tez c¢alismasi

kapsaminda;

e SEF’in ¢oziiniirliik ve permeabilitesinin artirilmasi1 amaciyla 5 siklodekstrin
(a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD ve M- B-CD) denenmistir. Siklodekstrinlerin,
konuk molekiillerin hidrofobik kisimlarini internal kaviteleri igerisine
hapsederek inkliizyon kompleksi olusturma 6zelliklerinden yararlanilmistir.
Inkliizyon kompleksi olusumu igin 2 yéntem (yogurma ve birlikte ¢oktiirme
birlikte dondurarak kurutma yontemleri) denenmistir.

e Hazirlanan komplekslerin karakterizasyonlar1 yapilmigtir. Bu amagla
hazirlanan formiilasyonlarin FTIR spektrumu kaydedilmis, X-1s1n1 kirmimi
analizi yapilmig, diferansiyel taramali kalorimetrik (DSC) analizi
gerceklestirilmis, |H-NMR c¢oziimlemesi yapilmis ve SEM goriintiileri elde
edilmistir.

e Yapilan karakterizasyon ¢alismalart sonucunda, inkliizyon kompleksi
hazirlanmasinda en uygun yontemin yogurma yontemi oldugu goriilmiistiir.

e Yogurma yontemi ile hazirlanan SEF: HP-B-CD ve SEF: M- 3-CD inkliizyon
komplekslerinden hazirlanan tablet formiilasyonlar1 ile SEF referans
preparatinin ¢éziinme profilleri karsilastirilmistir. Coziiniirliikteki en yiiksek
artis SEF: HP-B-CD inkliizyon kompleksleri ile saglanmigtir.

e SEF’in antibakteriyel etkinliginin, inkliizyon kompleksi olusumuyla
kaybolmadiginin  gdsterilmesi amaciyla E.coli iizerinde MIK &lgiimii
gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak hazirlanan inkliizyon komplekslerinde
SEF’in etkinliginin kaybolmadig1 goriilmiistiir.

e (Cozinirligi ve ¢oziinme hiz1 siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusumu ile
artirtlan SEF’in  intestinal absorbsiyonunda artis olup olmadiginin
gosterilmesi amaciyla, gastrointestinal ilag absorbsiyonu ic¢in Onemli bir

calisma modeli olan Caco-2 hiicrelerden gegisleri incelenmistir. Caco-2
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hiicrelerden gegis ¢aligmalari, SEF:HP-B-CD inkliizyon kompleksi olusumu

ile in vitro permeasyonun da artirtldigi goriilmiistir.

SEF’in siklodekstrinlerle, 6zellikle de HP-B-CD ile inkliizyon kompleksinin

olusturulmasi ile ¢oziiniirliigiin ve in vitro permeasyonun artirilabildigi gosterilmistir.

Calismanin bundan sonraki agamalarinda, simdiye kadar elde edilen olumlu
verilerin 1s18inda, SEF:CD inkliizyon kompleksi olusumunun biyoyararlanim
tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla in vivo deneyler yapilarak, calismanin
ilerletilebilecegi diistiniilmektedir. Elde edilen veriler, biitiin CD’ler ve CD tiirevleri
icin olmasa da, SEF:CD komplekslesmesi ile in vitro ortamda yapilan ¢oziinme
deney sonuglari, in vivo biyoyararlanimin artabilecegi dogrultusunda umut vaad

etmektedir.
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