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OZET

Ates M., Barsaklardan Paraseliiler ilac Absorpsiyonu Uzerine Permeabilite
Artinict  Ajanlarin  Etkisinin Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2013. Bu c¢alismanin amaci barsaklardan paraseliiler ila¢ absorpsiyonu
lizerine permeabilite artirict ajanlarin  etkisinin arastirilmasidir. Bu amagla
Biyofarmasotik Smiflandirma Sistemi’ne gore Smif 111 (yiiksek ¢oziintirliik ve diisiik
permeabilite) 'de yer alan ve paraseliiler yoldan pasif diflizyonla taginan asiklovir
model ilag olarak kullanilmistir. Asiklovirin sigan barsaginin farkli segmentlerinden
(Jejunum, ileum ve kolon) absorpsiyon ve permeabilitesi iizerine polimer ve
sirfaktan Ozellikteki yardimci maddelerin (suda c¢oziinen kitosan, dimetil B-
siklodekstrin, sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat) etkisi in sifu intestinal perfiizyon
calismalariyla incelenmistir. Tiim segmentler simultane olarak 6nce asiklovir iceren
perflizyon c¢ozeltisiyle daha sonra asiklovir ve permeabilite artirici ajan igeren
perflizyon ¢ozeltisiyle perflize edilmistir. Tim perfliizyon c¢ozeltilerine referans
madde olarak metoprolol ve fenol kirmizist eklenmistir. Asiklovir, metoprolol ve
fenol kirmizisinin numunelerdeki miktarlar1 valide edilmis HPLC yontemi
kullanilarak tayin edilmistir. Perflizyon deneylerinden elde edilen bulgular en yiiksek
permeasyon artirici etkinin sodyum kaprata ait oldugunu gostermistir. Sodyum
kaprat, asiklovirin permeabilite degerlerini jejunumda 6.71 kat, ileumda 6.83 kat ve
kolonda 4.14 kat artirmistir. Dimetil B-siklodekstrinin secilen model ilag (asiklovir)
lizerine permeabilite artirict etkisi gozlenmemistir. Diger taraftan suda ¢oziinen
kitosan ve sodyum lauril siilfatin permeabilite artiric1 etkisi bulunmakla birlikte,
permeasyon artiginin istatistiksel olarak anlamli bulundugu tek segment ileum
olmustur (p=0.043). Jejunum ve kolonda permeasyon artis1 gézlenmesine ragmen bu
artis anlamli degildir (p>0.05). Bu ¢alismadan elde edilen bulgular paraseliiler yolla
absorplanan ve absorpsiyonu diisiik olan ilaglarin biyoyararlanimini artirmada

permeasyon artirici ajanlarin etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asiklovir, Barsak perfiizyonu, Paraseliiler Absorpsiyon,

Permeabilite

Bu c¢aligma Tiibitak tarafindan desteklenmistir (Proje No: 111S335).
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ABSTRACT

Ates M., Investigation of Effect of Permeability Enhancing Agents on the
Paracellular Drug Absorption in the Intestine. Hacettepe University Health
Sciences Institute, M.Sc. Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara, 2013.
The aim of this study was to investigate the effect of permeability enhancers on
paracellular drug absorption. For this purpose, acyclovir classified as Class III drug
(high solubility and low permeability) according to Biopharmaceutics Classification
System and transported via paracellular pathway with passive diffusion was used as
the model compound. Effect of excipients with polymer and surfactant properties
(chitosan, dimethyl B-cyclodextrin, sodium caprate, sodium lauryl sulphate) on the
absorption and permeability of acyclovir across different rat intestinal segments
(Jejunum, ileum and colon) was investigated using in situ intestinal perfusion studies.
Initially, all segments were perfused simultaneously with acyclovir containing
perfusion medium, and then perfused with acyclovir and permeability enhancer
containing perfusion medium. Metoprolol and phenol red were added as the
reference compounds to all perfusion mediums. Acyclovir, metoprolol and phenol
red amounts in the samples were determined by means of a validated HPLC method.
The results obtained from the perfusion studies indicated that sodium caprate has the
highest permeability enhancing effect. Sodium caprate increased the permeability
values of acyclovir 6.71-fold im jejunum, 6.83-fold in ileum and 4.14-fold in colon.
Dimethlyl B-cyclodextrin has not demonstrated permeability enhancing effect on the
selected model compound (acyclovir). On the other hand, although chitosan and
sodium lauryl sulphate have permeability enhancing effect this effect was statiscally
significant only in the jejunum (p=0.043). Even though, increase in permeation was
observed in jejunum and colon, this increase was not significant (p>0.05). The
results obtained from this study indicate that permeation enhancing agents can be
effective in increasing bioavailability of compounds with low absorption and
absorbed via paracellular route.

Keywords: Acyclovir, Intestinal perfusion, Paracellular absorption, Permeability

This study was suppoted by TUBITAK (Project No: 111S335).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BCS Biyofarmaso6tik Siniflandirma Sistemi

Caco-2 Kolon adenokarsinom hiicre hatti

DMC Dimetil B-siklodekstrin

LOD Dedeksiyon limiti

LOQ Kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik
konsantrasyon

MDCK Madin Darby Canine Kidney

NWF Net su akist

OBH Ortalama bagil hata

Ort Ortalama

Papp Goriiniir permeabilite

Pesr Efektif permeabilite

SH Standart hata

SLS Sodyum lauril siilfat

SS Standart sapma

TEER Transepitelyal elektriksel direng

VK Varyasyon katsayisi
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Sekil 4.21. Permeasyon artirici ajan icermeyen [Enh (-)] ve iceren [Enh 91
(+)] ortamlarda asiklovir (A) ve metoprolol tartarat (B) icin

kolondan tayin edilen P g degerleri (Ortalama + SS, n = 6)
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1. GIRIS VE AMAC

llaglarin uygulama yollar1 ilacin 6zelliklerine ve tedavi amacina gore
belirlenmektedir. Bu uygulama yollar1 enteral, parenteral ve diger uygulama yollari
olarak ii¢ temel gruba ayrilmaktadir. Oral (enteral) uygulama, en giivenli ve en kolay
uygulama oldugu i¢in sistemik etki etmek amaciyla en ¢ok tercih edilen uygulama
yoludur.

Oral yolla verilen ilaglarin absorpsiyonu ve biyoyararlanimi {izerine ilacin
fizikokimyasal 6zellikleri, dozaj sekline ait faktorler ve fizyolojik faktorler 6nemli
derecede etki etmektedir. Oral yolla uygulanan ilaglarin gastrointestinal kanaldan
absorpsiyonlarinin  kisitli olmast diisiik biyoyararlanim nedenlerinden biridir.
Ilaglarm barsaklardan paraseliiler (hiicreler arasi) yolla tasinmasi sirasinda siki
kavsaklar olarak adlandirilan ve hiicrelerin apikal yiizeyinde bulunan hiicresel
uzantilar, gastrointestinal absorpsiyonu kisitlayan bolgeler olarak bilinmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda siki kavsak baglantilarinin yapisal diizenlenmesiyle ilaglarin
intestinal permeabilitelerinin artacagi gosterilmistir. ila¢ formiilasyonlarina eklenen
bircok yardimci madde, barsak epitel hiicrelerinin apikal yiizeyinde bulunan siki
kavsak baglantilarinda yapisal degisikliklere yol acarak ilaclarin permeabilitelerini
artirmaktadir. Permeasyon artiricilar olarak da bilinen bu maddeler formiilasyona
eklenerek ilaclarin absorpsiyon ve biyoyararlanimini artirilabilir. Farkli permeasyon
artiricilarin model ilaglarin absorpsiyonlari iizerine etkilerinin incelendigi ¢ok sayida
hiicre kiltiirii caligmasit bulunmasima ragmen literatiirde in situ sican barsak
perfliizyonu ¢alismasi sinirli sayida yer almaktadir. Bu ¢alismada cesitli permeasyon
artirict ajanlarin (suda ¢oziinen kitosan, dimetil B-siklodekstrin, sodyum kaprat,
sodyum lauril stilfat) segilen model ilacin (asiklovir) barsaklardan paraseliiler
absorpsiyonu {izerine etkisi jejunum, ileum ve kolonun simultane olarak perfiize
edilecegi tiglii barsak perfiizyonu teknigi kullanilarak incelenecektir. Bu amagla;

e Model ilacin (asiklovir) farkli barsak segmentlerinden absorpiyonu ve
permeabilitesi incelenecektir.

e Asiklovirin absorpsiyonu ve permeabilitesi ila¢ formiilasyonlarinda ylizey
etkin madde olarak kullanilan sodyum lauril siilfat varliginda incelenecektir.

e Asiklovirin absorpsiyonu ve permeabilitesi orta zincirli yag asitlerinden biri

olan sodyum kaprat varliginda incelenecektir.



Asiklovirin absorpsiyonu ve permeabilitesi bir siklodekstrin tiirevi olan
dimetil B-siklodekstrin varliginda incelenecektir.

Asiklovirin absorpsiyonu ve permeabilitesi yeni ilag tasiyici sistemlerde
polimer olarak kullanilan suda ¢oziinen kitosan varliginda incelenecektir.
Metoprolol tartarat ve asiklovirin her bir barsak segmentinden
permeabiliteleri kiyaslanarak asiklovirin Biyofarmasdtik Siniflandirma

Sistemi (BCS) igerisinde hangi siifta oldugu degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

Teshis, tedavi ve profilaktik amagcla kullanilan ilaglarin uygulama yolu ilacin
Ozelliklerine (suda veya yagda ¢oziintirliik, iyonizasyon gibi) ve tedavi amacina (hizlh
etki istenmesi, uzun donem kullanilma ihtiyaci, sistemik veya lokal etki istenmesi

gibi) gore belirlenir. ilag uygulama yollari temel olarak 3 gruba ayrilir. Bunlar;

e Enteral (oral, sublingual gibi)
e Parenteral (intramuskiiler, intravaskiiler gibi)

e Diger uygulama yollar1 (inhalasyon, intranasal, topikal gibi) dir.

Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan uygulama yolu oral yoldur (1).
Oral yolla verilen ilaglarin absorpsiyonu ve biyoyararlanimi {izerine ilacin
fizikokimyasal Ozellikleri (partikiil biiyiikliigli, kristal sekli, polimorfizm, tuz-ester
yapist gibi), dozaj sekline ait faktorler (dozaj seklinin tipi, liretim degiskenleri,
formiilasyondaki diger bilesenler ve kullanilma oranlari) ve fizyolojik faktorler
(mide-barsak kanalindan gegis siiresi, pH’s1, gastrointestinal membranin kalinligi,
kan akis hizi, bireysel farkliliklar gibi) 6nemli derecede etki etmektedir (2, 3).
Dolayisiyla biyolojik sivilarda diisiik ¢oziiniirlik ve diisiik ¢oziinme hizi, fizyolojik
pH’larda ¢oziinmiis ilacin stabilite problemi, biyolojik membranlardan diisiik
permeasyon, asirt presistemik metabolizasyon ve gastrointestinal kanaldan
absorpsiyonun kisitlanmasi oral yolla kullanilan ilaglar icin biyoyararlanimin
azalmasina neden olmaktadir. Biyoyararlanimla ilgili problemleri giderebilmek i¢in
farkl1 yaklasimlar bulunmaktadir. Genel olarak bu yaklasimlar farmasétik,
farmakokinetik ve biyolojik olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir (4). Ilag iiriiniiniin
fizikokimyasal Ozellikleri ve {retim yontemi degistirilerek, formiilasyonda
degisiklikler yapilarak farmasotik yaklagimla, kimyasal yap1 degisiklikleriyle ilacin
absorpsiyon, metabolizasyon ve eliminasyonu diizenlenerek farmakokinetik
yaklasimla veya ilacin uygulama yolu degistirilerek biyolojik yaklagimla
biyoyararlanim degistirilebilir.

Oral yolla uygulanan ilaglarin stabilite ve ¢0Oziniirlik problemleri,
membranlardan permeasyonun diisiik olmasi ve/veya gastrointestinal kanaldan

absorpsiyonun smirlanmas: diisiik biyoyararlanim nedenleri arasmdadir. Ornegin



ilaglarin barsaklardan paraseliiler (hiicreler arasi) yolla taginimi esnasinda siki
kavsaklar (tight junctions) olarak adlandirilan ve hiicrelerin apikal yiizeyinde
bulunan hiicresel uzantilar gastrointestinal absorpsiyonu kisitlayan bolgeler olarak
bilinmektedir. Sik1 kavsak baglantilarinin yapisal diizenlenmesi ilaglarin intestinal
permeabilitelerini artirmaktadir. Ilag formiilasyonlarma eklenen birgok yardimci
madde, enterositlerin apikal ylizeyinde bulunan bu siki kavsak baglantilarinda
yapisal degisikliklere yol acarak ilaglarin intestinal permeabilitelerini artirmaktadir.
Permeasyon artiricilar olarak da bilinen bu maddeler formiilasyona eklenerek
0zellikle paraseliiler yoldan absorplanan ilaglarin biyoyararlanimini artirilabilir.

Oral yolla uygulanan bir ilacin absorpsiyon ve biyoyararlaniminda

gastrointestinal kanalin fizyolojisi de 6nem tagimaktadir.

2.1. Gastrointestinal Kanal

Gastointestinal sistem fizyolojik ve histolojik 0Ozelliklerine goére agiz,
Ozefagus, mide, ince barsak (duodenum, jejunum, ileum) ve kalin barsak (¢cekum,
kolon, rektum) olmak iizere farkli boliimlerden olugmaktadir (5). Gastrointestinal

kanal boliimleri farkli pH degerlerine sahiptir (Sekil 2.1) (6).

Agz, ozefagus, mide: AZ1z mukozasinin yiizey alani diisiik olmakla birlikte
baz1 kiiclik molekiiller genelde pasif diflizyonla emilir. Oral mukozadan emilen
ilaglar dogrudan sistemik dolasima katildiklar1 i¢in intravendz uygulamaya benzer bir
biyoyararlanim olustururlar. Ozefagus ise besinlerin ya da ilaglarin agiz boslugundan
mideye taginmasini saglayan kasli bir borudur (pH: 6-7). Saglikli kisilerde yutulan
maddelerin  0zefagustan gecis siiresi olduk¢a kisa oldugu i¢in Ozefagus
mukozasindan ilag absorpsiyonu s6z konusu degildir (7). Mide’nin absorpsiyon alani
(1m?) diisiik olmakla birlikte glikoz, baz1 basit sekerler, amino asitler, yagda ¢6ziinen
baz1 maddeler, alkol ve aspirin mideden absorplanmaktadir. Mide her biri farkli
fonksiyona sahip olan ii¢ bolgeden (fundus, gévde ve pilor) olusur. Saglikl bir kiside
mide pH’s1 1-3 arasinda olup, bu kadar diisiik pH besinlerle yutulan bakterilerin yok
edilmesi ve proteinlerin sindiriminden sorumlu olan pepsinin aktivasyonu igin

gereklidir (7, 8).

Ince barsak; duodenum (20-30 cm, pH: 6.5-7.6), jejunum (2.5 m, pH:6.3-

7.3) ve ileum (3.5 m, pH: 7.6) olmak iizere ii¢ kisimdan olusmaktadir. Ince barsagn



yiizey alan1 Kerckring kivrimlari, villi ve mikrovilli (firca kenar) adi verilen 6zel
olusumlar tarafindan oldukea fazla artirilmustir (200 m?). Ince barsak oldukga biiyiik
ylizey alan1 ve yiiksek kan akimi (25 mL/dk) nedeniyle gastrointestinal kanalin
absorpsiyon i¢in en énemli bolgesidir. Yiiksek kan akim hizi intestinal liimenle kan
dolasimi arasinda konsantrasyon gradyani olusumuna yardim ettigi icin pek cok
ilacin absorpsiyonu bu bolgeden gerceklesir (9). Gastrointestinal kanalda ilag
absorpsiyonu genellikle pasif difiizyonla ger¢eklesmektedir. Ancak yapilan
arastirmalarda  gastrointestinal kanalda 1ila¢ absorpsiyonunu etkileyebilecek
tagiyicilarin (transporter) enterositlerin apikal ve bazolateral yiizeylerinde bulundugu

gosterilmistir.

Kalin barsak yaklasik 1.5 metre uzunlugunda olup (pH 5.5-7) ¢ekum, kolon
ve rektumdan olusur. Kalin barsak, villiler olmadig1 i¢in ince barsaga gore ¢cok daha
kiigiik yiizey alanina sahiptir. Kolon su ve elektrolitlerin emilmesinden ve
sindirilmeyen besinlerin uzaklastirilmasindan sorumludur (10). Bu bolgeden ilag
absorpsiyonu sinirli olmakla birlikte ¢oziintirliigli az olan maddelerin ve geciktirilmis

salim yapan {iriinlerin absorpsiyonunda énemli bir bolgedir (11).

ince barsak;
Doudenum,
Je junum

pPH = 5.7-6.4

Kahn barsak;
Cekum, Kolon
pH=57-6.8

Ince barsak;
Tleum
pH =7.3-7.7

Sekil 2.1. Gastrointestinal kanal boliimleri ve pH degerleri (6).



2.2. Membranlardan Ge¢is Mekanizmalari
Ilaglar barsak epitelinden transseliiler veya paraseliiler yollarla absorbe

olmaktadir (Sekil 2.2).

APIKAL

BAZOLATERAL

Sekil 2.2. Intestinal absorpsiyon yollar1 (A) Paraseliiler difiizyon, (B) Siki kavsaklari
diizenleyici maddeler tarafindan artirilmis paraseliiler diflizyon, (C) transseliiler pasif
diflizyon (C* hiicre i¢i metabolizasyon), (D) tasiyici aracili transseliiler tasinma, (E) Apikal
yiizeydeki polarize eksorptif (efflux) mekanizmasiyla diizenlenmis transseliiler difiizyon, (F)

transseliiler vezikiiler taginma (12).

Transseliiler absorpsiyon epitel hiicre membranindan, paraseliiler
absorpsiyon ise epitel hiicreler arasindaki siki kavsaklardan absorpsiyonu ifade eder
(13-15). Her iki absorpsiyon yolagi da farkli mekanizmalarla ger¢eklesmektedir
(Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Membranlardan gecis mekanizmalari (3).

Transseliiler absorpsiyon mekanizmalar1 | Paraseliiler absorpsiyon mekanizmalari

e Pasif Difiizyon e Pasif Difiizyon
e Aktif Transport
e Kolaylastirilmig Difiizyon

e Vezikiiler Transport

2.2.1. Transseliiler Absorpsiyon Mekanizmalar:

2.2.1.1.Pasif Difiizyon

Bircok ilacin  barsak membranlarindan  tasimmast daha  yliksek
konsantrasyonda oldugu yerden daha diisiik konsantrasyonda bulundugu tarafa dogru
pasif diflizyonla gerceklesmektedir. Herhangi bir dis enerjiye gerek olmayan pasif
difiizyon Fick yasasiyla (Esitlik 2.1) agiklanmaktadir.

Co —Cp

(;—? =D.AK 2.1
Esitlikte:
dQ/dt : Diflizyon hiz1
D : Difiizyon katsayisi
A : Membran yiizey alani
K : Partisyon katsayis1
Car . Gastrointestinal kanaldaki ila¢ konsantrasyonu
Cp . Plazmadaki ila¢ konsantrasyonu
h : Membran kalinlig1

Oral yolla verilen ilaglar icin Cg>>Cp olup absorpsiyon siiresi boyunca bir
konsantrasyon gradyani olusur. Bir¢ok ilacin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu
1. derece kinetigine gore gergeklesir. Ayrica gastrointestinal liimenle kan arasindaki
bliyiik konsantrasyon gradyanina bagli olarak absorpsiyon genelde eliminasyondan

daha hizli olarak gergeklesir (16).



Pek ¢ok ila¢ zayif asidik veya zayif bazik yapida olup, iyonizasyon dereceleri
membranlardan gecisi etkilemektedir. pH partisyon hipotezine gore sadece non-
iyonize ila¢ molekiilleri membran1 geger ve membranin her iki tarafinda non-iyonize
ila¢ konsantrasyonu esitleninceye kadar bu gecis devam eder. Bir ilacin iyonizasyon
derecesi dolayisiyla absorpsiyonu o ilacin pK, degerine ve ortamin pH’sina baglh

olarak degismektedir. Bu iliski, Henderson-Hasselbalch esitligi ile ifade

edilmektedir.
Zayf bazlar:
Crmn onize
pH = pK , +log—= (2.2)
Esitlikte :
Ciyonize : Iyonize haldeki ila¢ konsantrasyonu
Choniyonize : Iyonize halde olmayan ila¢ konsantrasyonu

pKa degeri 5’ten kiiciik olan bazik ilaclarin absorpsiyonu pH’dan bagimsiz
olarak gergeklesirken pKa degeri 5.0-11.0 arasinda olan kuvvetli bazlarin
absorpsiyonu pH’ya bagimlidir. Diistik pH’larda kuvvetli bazlar tamamen iyonize
olduklar1 i¢in absorpsiyonlar1 ¢ok azdir ancak alkali ortamda absorpsiyonlar1 artar

(17).

Zayf asitler:

Ci onize
pH = pK , +log—=— (2.3)

noniyonize



pKa degeri 7.5’ten daha biiylik olan zayif asit ilaglar tiim pH’larda non
iyonize halde olduklar1 i¢in absorpsiyonlari pH’dan bagimsizdir. pKa degeri 3.0-7.5
arasinda olan zayif asit ilaglarin iyonizasyonu pH tarafindan etkilenecegi i¢in bu
ilaglarin absorpsiyon dereceleri pH nin bir fonksiyonu olarak gergeklesir. pKa degeri
2.5’ten daha kii¢lik olan kuvvetli asitlerin membranlardan difiizyonu teorik olarak
pH’ya bagli olmakla birlikte non iyonize formun c¢ok az olmasi nedeniyle

absorpsiyon dereceleri her zaman diisiiktiir (17).

2.2.1.2. Aktif Tasima

Aktif transport, konsantrasyon gradyanina karsi (diisiik konsantrasyondan
yiiksek konsantrasyona dogru) tasiyici proteinler aracilifiyla tasinmayi ifade eder.
flag molekiilleri bu tasiyicilarla kompleks olusturarak membrandan gegerler ve
membranin diger tarafinda ila¢ molekiiliinii serbest birakirlar. Sistem doygunluga
ulasincaya kadar absorpsiyon hizi ila¢ konsantrasyonuyla orantili olarak artar ancak
yiiksek konsantrasyonda absorpsiyon hizi sabittir. Aktif transport enerji gerektiren
bir taginma islemi olup sistemde doygunluk ve tasiyict molekiiller i¢in yarigma

sozkonusudur (3).

2.2.1.3. Kolaylastirilmis Difiizyon

Kolaylagtirllmig  diflizyon konsantrasyon gradyant yoniinde (yliksek
konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru) tasiyicilar araciligiyla gergeklesen
absorpsiyonu ifade etmektedir. Kolaylastirilmis difiizyonda enerjiye gereksinim
yoktur. Ancak sistem doygunluga ulasabilir ve benzer yapidaki ilaglar arasinda

tastyici igin yarigma goriilebilir (3).
2.2.1.4. Vezikiiler Tasima
Makromolekiiller ve partikiiler yapidaki maddelerin hiicre igerisine alinmasi

sirasinda hiicre membraninin bir kismi uzayarak nesneyi sarar ve hiicre i¢ine dogru

cekerek vakuol olusumuna yol agar. Makromolekiillerin bu sekilde hiicre igerisine
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alinmasi1 endositoz olarak adlandirilir. Pinositoz ve fagositoz vezikiiler transport
cesitleri olup hiicre igerisine alinan materyal agisindan farklilik gdsterirler.
Pinositozde kiigiik partikiiller ve sivilar hiicre igerisine alinir. Daha biiyiik partikiiller
veya makromolekiillerin makrofajlar tarafindan alinmasi ise fagositoz olarak
adlandirilir. Biiyiik molekiillerin ve proteinlerin absorpsiyonu vezikiiler transport

aracilifiyla gerceklesmektedir (3).

2.2.2. Paraseliiler Absorpsiyon

Komsu hiicreler (enterositler) arasinda kalan alan boyunca uzanan sulu ortam
paraseliiler yol, molekiillerin bu hiicreler arasinda bulunan bosluklardan (tight
junctions, sik1 kavsak) gegmesi islemi de paraseliiler gecis olarak adlandirilmaktadir.
Paraseliiler bosluk 10 ile 30-50 A arasinda olup, molekiil biiyiikliigii 3.5 kDa
(molekiil yaricapi 15 A)’nu asmayan molekiillerin gecisine olanak saglar (18).
Paraseliiler yolun sulu bir ortam olmasi nedeniyle suda ¢6ziinmiis besin, iyon gibi
kiiciik maddelerin pasif diflizyon araciligi ile gecisi kolaylagsmaktadir. Paraseliiler
transport kii¢iik hidrofilik molekiiller ve bazi ilaglarin ana absorpsiyon yolu olup,
paraseliiler boslukta yer alan su akimindaki degisiklikler maddelerin tagimasini
etkilemektedir. Paraseliiler absorpsiyon ve permeabilite siki kavsaklar tarafindan

diizenlenmektedir (19, 20).

2.2.2.1. Siki Kavsaklarin Yapisi

Sik1 kavsaklar omurgali canlilarda hem epitel hem de endotel hiicrelerde
bulunur. Bu siki kavsaklar epitel hiicrelerde adherens kavsaklarin yaninda yer
alirken, endotel hiicrelerde siki kavsaklar ve adherens kavsaklar birbiri igerisine
gecmis haldedir. Adherens kavsaklar siki kavsaklar gibi interseliiler boslukta yer alan
¢Ozlinmiis maddelerin gegisini kontrol eden bariyerler olup, hiicrelerin bazolateral
ylizeylerinde yer almaktadir (21). Siki kavsaklar transmisyon elektron
mikroskobunda kapali hiicre-hiicre temaslar1 gibi goriiniirken, freeze-fracture
elektron mikroskobunda bir dizi transmembran protein partikiilleri olarak

goriinmektedir. Bu transmembran proteinlerinin paraseliiler boslukla birlestikleri
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yerde siki kavsaklar olusmaktadir (Sekil 2.3). Epitel, endotel ve miyelinli hiicrelerde
40’dan fazla siki1 kavsak proteini bulunmaktadir (22).

Siki1 kavsaklarin en 6nemli bilesenleri genis bir transmembran protein ailesi
olan klaudinlerdir (23). Klaudin ailesi molekiil biiyiikliikleri 20-27 kDa arasinda
degisen en az 24 tliyeden olugmaktadir. Tetraspan yapida olan bu proteinler iki adet
ekstraseliiler loop, sitoplazmaya uzanmis amino- ve karboksil- terminal uglar1 ve dort
adet transmembran alanindan olusur. Klaudinler dizim benzerligine gore klasik ve
klasik olmayan klaudinler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bulunduklar1 dokuya,
biiyiikliik ve yiiklerine gdre paraseliiler transportu sinirlama gorevini istlenirler (24).
Ornegin klaudin-1 deride, klaudin-5 kan-beyin engelinde, klaudin-14 i¢ kulak
epitelinde bu gorevi yerine getirmektedir (25). Klaudinler haricinde siki kavsaklari
olusturan ve yapisi aydinlatilmis olan okludinler ve sitoplazmik plak proteinler (ZO:
Zonula occludens, singulin ve 7H6) de bulunmaktadir (18). Okludin yaklagik 65 kDa
molekiil biiyiikliigline sahip tetraspan bir protein olup siki kavsaklardaki
lokalizasyonu fosforilasyon ile diizenlenir (26). Okludin proteinlerinin siki kavsak
bariyerlerinin modiilasyonunu saglamalar1 haricinde yara iyilesmesinde de rolleri
vardir. Okludin yikimi yara kapanmasini engellemektedir. (27). Sitoplazmik plak
proteinlerinden olan ZO proteinleri (ZO-1, ZO-2, Z0O-3) membrana bagli guanilat
kinaz (membrane-associated guanylate kinase-MAGUK) homologlar1 ailesinin
iiyesidir (26). Integral membran proteinleri ile ipliksi hiicre iskeleti arasinda bag
gorevi yapan ZO-proteinleri, hiicre gelisiminde diizenleyici rol oynamaktadir (28,
29). Bu proteinlerden ZO-1 proteini hiicre proliferasyonunu ve gen ekspresyonunu
(30), ZO-2 proteini ise hiicre proliferasyonu ve apoptozisi diizenler. Sik1 kavsaklarin
yapisinin ve biitlinliigiintin korunmasi farkli fizyolojik ve patolojik olgulara baghdir.
Siki kavsaklarin yapisinda bulunan transmembran proteinleri ile aktomiyozin halkasi
arasindaki etkilesim bazi sinyalizasyon proteinleri tarafindan kontrol edilmektedir.
Ayrica siki kavsak yapisinda bulunan proteinlerin fosforilasyonu epitel bariyerlerin
fonksiyonlarmi etkilemektedir. Ornegin yiiksek TEER (Transepithelial Electrical
Resistance) degerine sahip MDCK (Madin Darby Canine Kidney) hiicrelerinde ZO-1
proteininin fosforilasyon derecesi, diisik TEER degerine sahip hiicrelerden daha

diistiktiir. Yine klaudin proteinlerinin fosforilasyonu siki kavsak permeabilitesini
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hem artirabilir hem de azaltabilir. Okludinin ise siki kavsaklarla olan baglantisi
fosforilasyon ile ger¢eklesmektedir (31).

Sik1 kavsaklarmin iki 6nemli gorevi bulunmaktadir. Birinci gorevi hiicrede
apikal ve bazolateral membranlar arasinda membran proteinlerinin karigsmasini
onlemek, ikinci gorevi ise hiicreler arasindan iyon ve molekiillerin paraseliiler
gecisini kontrol etmektir (26, 32, 33). Siki kavsaklar hiicresel polariteyi korurken,
viicutta farkli icerikteki stvi kompartmanlarin olusumunu da saglamaktadir. Intestinal
sik1 kavsaklar oldukca hareketli yapilar olup, hiicre i¢i ve hiicre disindan
stimiilanlarla uyarilarak permeabilite degisikliklerine yol acarlar. Siki kavsak
permeabilitesi bakteriyel toksinler, sitokinler, hormonlar ve ilaglarla modifiye
edilebilir (34). Dinamik yapida olan siki kavsaklar zararli dis etkenleri viicuttan uzak
tutarken, yararli besinler, iyonlar ve suyun gec¢isine olanak saglamaktadir (18, 35).

Siki kavsaklarin hareketli yapis1 fizyolojik olarak diizenlenir ve bu yapinin
bozulmasi fizyolojik rahatsizliklara yol agmaktadir (23). Baz1 patojenik bakteri ve
virlisler siki1 kavsak fonksiyonlarini etkileyerek gastrointestinal kanalda bakteriyel

enteritlere neden olmaktadir (36).

siki kavgak

Apik;l Paraseliiler yol
membran
A A

(
A\

Basolateral  J ¥y Iransseliiler yol

membran

Sekil 2.3. Siki kavsaklarin yapisi (37).
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In vivo ve in vitro ¢alismalarda barsagin farkli segmentlerinde absorpsiyon
yizey alam1 ve siki kavsak yogunlugunun farkli olmasi nedeniyle paraseliiler
permeabilitenin farkli oldugu gosterilmistir. Siganlarda kolon epitelinin daha siki,
elektriksel direncin daha yiiksek, paraseliiler permeabilitenin daha diisiik ve bunun
sonucu olarak pasif ila¢g absorpsiyonunun daha az oldugu belirtilmistir (38).
Sicanlarda yapilan bir in vivo perflizyon calismasinda ise pasif absorpsiyonun
kolonda diger segmentlere gore daha fazla oldugu bulunmustur (39). Diger taraftan
kiiciik hidrofilik molekiillerin (Atenolol, PEG 400, Fenilalanin-aspartik asit)
permeabilitelerinin kolon ve ileumda benzer oldugu bildirilmistir. Sicanlarda yapilan
caligmalarda ileum ve kolonda paraseliiler transportta villiler ile artan total absorptif
yiizey alaninin 6nemli bir degisken oldugu belirtilmistir (40).

Kiiciik hidrofilik molekiiller (mannitol: molekiil biiyiikliigii 6.7 A; PEG 400:
molekiil biyiikligi 5.3 A; *'Cr-EDTA: molekiil biyiikligi 10.5 A) paraseliiler
yoldan absorplanmalar1 nedeniyle paraseliiler transport i¢in referans madde olarak
siklikla kullanilmaktadir. Genel olarak molekiil biiyiikliigii 11.5 A’dan biiyiik olan
maddeler paraseliiler yolla absorplanmazlar. Insanlarda siki1 kavsaklarin por
biiyiikliiklerinin jejunumda 0.8 nm, ileum ve kolonda 0.3 nm oldugu belirtilmistir.
Bu nedenle mikropartikiillerin transportu i¢in paraseliiler yolagin uygun olmadigi
bildirilmistir (41).

Paraseliiler =~ permeabilitenin  iyilestirilmesi,  ilag¢  absorpsiyonunun
artirilmasinda bir ¢6ziim olarak diistiniilmektedir. Bunun gergeklestirilmesi i¢in siki
kavsaklarin yapisinin anlasilmasi ve diizenlenmesi gerekmektedir (42). Palomo ve
digerlerinin yaptig1 bir ¢caligmada tavsan ileum mukozasinin normalde lantana kars1
gecirgen olmadig bildirilmistir. Ancak lizin ile hipertonik hale getirilmis luminal
¢Ozeltinin lantan permeabilitesini artirdigi  gosterilmistir. Bu durumun siki
kavsaklarin ags1 yapisinin karmasikligr ile kavsaklarin ve kavsaklari olusturan
fibrillerin 6zelliklerine bagl oldugu belirtilmistir (43).

Sik1 kavsaklarin yapisal olarak diizenlenmesi permeasyon artirici ajanlar
araciligiyla da gergeklesmektedir. Bu sayede diisiik permeabiliteye sahip ilaglarin
absorpsiyonu artirilmaktadir (44). Ozellikle hidrofilik yapidaki antibiyotikler, peptit
ve protein yapili ilaglarin absorpsiyonlarini artirmada permeasyon artirici ajanlar

etkin molekiiller olarak degerlendirilmektedir (45, 46).
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2.3. Permeasyon Arfirict Ajanlar

Permeasyon artirict ajanlar intestinal permeabiliteyi artirarak oral
biyoyararlanim iyilestiren yardime1 maddelerdir. Yiizey etkin maddeler, yag asitleri,
orta zincirli gliseridler, steroidal deterjanlar, agil karnitin ve alkanoilkolinler, N-asetil
a-amino asitler, suda ¢oziinen kitosan ve diger mukoadhezif polimerler permeasyon
artirict ajanlara Ornek olarak verilmektedir. Bu yardimci maddeler 6nemli bir
intestinal hasara neden olmaksizin, zayif absorplanan ilaglarin  oral
biyoyararlanimlarini artirmaktadir (42, 47).

Junginger ve digerleri tarafindan permeasyon artirict ajanlar ‘sistemik
tedavide goriilen yan etkileri azaltarak daha etkin tedavi saglamak amaciyla biyolojik
bariyerlere kars1 ilag absorpsiyonunu artirmak ig¢in ihtiya¢ duyulan yardimci
maddeler’ olarak tanimlanmistir (48). Bu durum genellikle hidrofilik ilaglar i¢in
gecerlidir. Cogunlukla kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilan peptid yapili ilaglar
yiiksek molekiil agirhigi, yliksek ¢oziiniirliik ve stabilite sorunu nedeniyle etkin tedavi
saglayamaz. Permeasyon artiricilar hidrofilik ilaglarin absorpsiyonunu artirarak bu
problemlerin ¢oziimiinii saglayabilir. Permeasyon artiricilar mukus tabakasini,
membran bilesenlerini veya siki kavsaklart etkileyerek etkilerini gosterirler. Diisiik
molekiil agirhigina sahip permeasyon artirici ajanlar fizikokimyasal ozelliklerine
bagli olarak absorbe olabilecekleri i¢in genellikle tercih edilmezler. Polimerik yapida
olan permeasyon artiric1 ajanlar absorbe olmadiklar1 ve sistemik yan etkileri
bulunmadigr i¢in daha ¢ok kullanilmaktadir. Ayrica polimerik yapili ajanlarin daha
giicli mukoadhezif 6zellik gosterdikleri bulunmustur (49). Permeasyon artirict
ajanlarin herhangi bir farmakolojik aktiviteye sahip olmamasi, alerjenik ve toksik
olmamasi istenir (50). Tablo 2.2°de ¢esitli permeasyon artiricilar siniflandirilarak etki
mekanizmalart ile birlikte verilmistir (48). Bu c¢alismada permeasyon artirici
ajanlardan suda ¢ozilinen kitosan, sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat ve dimetil -

siklodekstrin  kullanilmistir.
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2.3.1. Kitosan ve Tiirevleri

Deniz kabuklarindan elde edilen, biyobozunabilir ve non-toksik dogal bir
polimer olan kitin (2-asetamido-2-deoksi [-1,4-D-glukan)’den deasetilasyonla
sentezlenen katyonik bir polisakkarit olan kitosan (poli[B-(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoz]; Sekil 2.4) hidrofilik, biyouyumlu ve biyodegradasyona ugrayabilen
bir polimerdir (48). Kat1 halde iken yar1 kristalize formdadir (51).

Sekil 2.4. Kitosanin kimyasal yapis1 (52).

Kitosanin molekiil agirligr yliksek oldugu igin gastrointestinal kanaldan
absorplanmaz ve sistemik bir yan etki gostermez. Kitosan (52) flokiilasyon ajani,
afinite kromatografisi kolon matriksi, gaz-se¢ici membran, antikanser, yara
iyilestirici ve antimikrobiyal olarak siklikla kullanilmaktadir (47). Kitosanin
toksisitesi diisiik olup, piyasa preparatlarinda farkli molekiil agirligina (kitosanin
polimerleri 50.000 Da, oligomerleri 2000 Da) ve farkli deasetilasyon derecesine (%
40-98) sahip formlari, farkli tuzlar (glutamat, laktat gibi) mevcuttur (48). Kitosan
notral ve alkali pH’larda ¢6ziinmez. Glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit, asetik
asit gibi organik ve inorganik asitlerle kitosanin tuzu olusturulmaktadir (53).
Kitosanin asidik ortamdaki ¢oziiniirliigli, tekrarlayan D-glukozamin {initelerinin C-2
pozisyonunda bulunan amin (-NH;) fonksiyonel gruplarinin protonlanmasiyla
meydana gelir. Bu durum kitosanin asidik ortamda polielektrolit gibi
davranmasindan kaynaklanmaktadir (51). Kitosanin pH 7.0’nin altindaki sulu
coOzeltilerdeki ¢oziintirliigii deasetilasyon derecesi, molekiiler yap1 ve fiziksel durumu

(konformasyon, partikiil biiytikligi gibi) ile iliskilidir (47). Molekil i¢i ve
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molekiiller aras1 hidrojen baglar1 kitosanin kristalize yapisinda O6nemli rol
oynamaktadir. Bu durum kitosanin sudaki ¢oziiniirliigiine etki etmektedir (54).

Kitosan lineer poliamin yapisinda olup reaktif amino ve hidroksil gruplar
tasir. Degisik metal iyonlart ile selat yapmaktadir. Dogal, non-toksik ve biyouyumlu
bir polimer olan kitosan, memeli ve mikrobiyal hiicrelerle girisim yaparak baglanir.
Baglandig1 dokularda rejeneratif etki saglar. Ayrica hemostatik, fungustatik,
spermisidal, antitiimoral etkileri vardir. Santral sinir sistemi depresanidir (55).
Kitosan katyonik poliamin yapisinda oldugu i¢in polianyonlarla jel olusturmaktadir
(56). Kitosan giiclii bir mukoadhezif 6zellige sahip olup C-2 pozisyonunda bulunan
pozitif yiiklii amino grubunun hiicre yiizeyi ve siki kavsaklarda yer alan negatif
yiiklii gruplarla etkilesmesine bagl olarak paraseliiler gecise olanak saglar (57, 58).

Kitosan ve tiirevlerinin permeasyon artirict ozellikleri in vitro ve in vivo
calismalarla gosterilmistir. Kitosan hidrokloriir ve kitosan glutamat hafif asidik
ortamda giiclii permeasyon artirict 6zellik gostermektedir (59). Caco-2 hiicre hatti
kullanarak yapilan bir g¢alismada kitosan glutamatin C-mannitoliin transportunu
artirdigi bulunmustur (60). Deasetilasyon derecesi ve molekiil agirhigi kitosanin
permeasyon artirict 6zelligini 6nemli derecede etkilemektedir. Yiiksek deasetilasyon
derecesine sahip formlarin hem diisiik hem de yiiksek molekiil agirligina sahip
tirevleri etkin bir permeasyon artirict 6zellik gosterirken, diisiik deasetilasyon
derecesine sahip formlarin sadece yiiksek molekiill agirligina sahip tiirevleri
permeasyon iizerine etkilidir. Ayrica yiliksek deasetilasyon derecesine sahip
formlarda toksisite de daha disiiktiir (58). Yiiksek deasetilasyon derecesine ve
yiiksek molekiil agirhigina sahip formlarda siki kavsaklarin yapisal diizenlemesi ile
paraseliiler permeabilitede artis daha hizli bir sekilde baglamaktadir (61).

Kitosanin ¢oziinlirligliniin sinirli olmasi1 ve nétral pH’ya sahip dokularda
permeasyon artirict etkisinin olmamasi nedeniyle kitosan tiirevleri kullanilmaktadir.
Bu amagla farkli katernizasyon derecelerine sahip N-trimetil kitosan hidrokloriir
(TMC) sentezlenmistir. TMC siki kavsaklarin  yapisindaki bilesenlere geri
dontistimlii olarak baglanarak paraseliiler yolun genislemesini saglar. Bu mekanizma
ile paraseliiler permeabiliteyi artirirken hiicre membranina zarar vermez ve intestinal
epitel hiicrelerinin canliligini degistirmez. Caco-2 hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada,

TMC’nin nétral ve katyonik peptit analoglarinin permeabilitesini 6nemli derecede
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artirdig1 gosterilmistir. Baska bir kitosan tiirevi olan mono-karboksimetil kitosan
(MCC) poliamfolitik yapida bir polimer olup sulu ortamlarda ve anyonik
makromolekiillerle  beraber ndétral ortamlarda  viskoelastik jel formuna
dontisebilmektedir. MCC’nin anyonik bir polisakkarit olan diisiik molekiil agirlikli
heparinin intestinal epitel hiicrelerinden absorpsiyon ve permeasyonunu artirdigi
bulunmustur (53). Kitosanin tiyol gruplarmmin immobilizasyonu ile olusturulan
kitosan-4-tiyo-biitilamidin (kitosan-TBA) konjugati, permeasyon mediyatérii olan
glutatyon (GSH) ile kombine edilerek permeasyon artirict etkisi incelenmistir.
Ussing chamber kullanilarak Rodamin  123’iin  barsak  mukozasindan
permeabilitesinin incelendigi bir ¢aligmada kitosan-TBA konjugati/GSH nin
permeasyon artirici etkisinin modifiye edilmemis kitosana oranla 3 kat daha fazla
oldugu gosterilmistir. Ayrica kitosan-TBA konjugatinin mukoadhezif 6zelligi pH
3.0, 5.0 ve 7.0’de donen silindir yontemi ile incelenmis ve diisiilk pH’da konjugatin
mukoadhesif 06zelliginin daha fazla oldugu bulunmustur (62). Floresein
izotiyosiyanat dekstran yiiklenmis TMC nanopartikiillerinin Caco-2 hiicrelerinin
transepitelyal elektriksel direng (TEER) degerleri iizerine etkisinin incelendigi bir
calismada, TEER degerlerinin azaldigi ve TMC’nin katernizasyon derecesi arttik¢a
mukoadhezif 6zelligin artmasina bagli olarak nanopartikiillerin intestinal mukozada
kalis siiresinin uzadigr gosterilmistir (63). Hem everted intestinal sac (Tersine
cevrilmis barsak) hem de barsak perfiizyonu yontemleri kullanilarak gergeklestirilen
bir ¢aligmada farkli katernizasyon derecelerine sahip TMC polimerlerinin (%0.0625 -
9%0.5) mannitoliin permeasyonunu artirdigi bulunmustur (64).

Guo ve digerleri loprolid asetatin intestinal permeabilitesi iizerine EDTA,
kitosan, aljinat gibi maddelerin etkisini Caco-2 hiicre hatt1 ve everted gut sac (tersine
cevrilmis barsak) teknigi kullanarak incelemistir. Kitosan permeabilitede yaklagik 5
katlik bir artis saglayarak (4.87+0.36x107 cm/sn ve 2.53+0.17x10 cm/sn) 16prolidin
absorpsiyonunu artirmistir. Loprolidin permeabilitesindeki bu artis membrana baglh
glikoproteinlerin negatif yiiklii siyalik gruplar ile kitosanin pozitif yiiklii amino
gruplarinin etkilesmesi sonucu komsu hiicreler arasindaki siki kavsak baglantilarinin
acilmasina bagli olarak gerceklesmistir (65). Kitosanin igerdigi hidrofobik
fonksiyonel grup tipi, N-siibstitlisyon orani ve katernizasyon derecesi Caco-2 hiicre

hattinda TEER degeri ve permeabilite lizerine etki etmektedir. Paraseliiler yolla
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taginan floresein izotiyosiyanat dekstran 4.400 (FD-4)’in model madde olarak
kullanildig1 bir calismada, suda ¢oziinen katerner amonyum Kkitosan tiirevlerinin
Caco-2 hiicre hattinda permeabilite {izerine etkisi incelenmistir. Yiiksek
katernizasyon derecesi ve N-siibstitiisyon orani, FD-4 permeabilitesinin artmasina
yol agmaktadir. Optimum katernizasyon derecesinin % 60-73 arasinda oldugu
bulunmustur. Kitosan hidrofobik fonksiyonel gruplarla [alifatik aldehit (n-oktil) veya
aromatik aldehit (benzil)] siibstitiiye edildiginde FD-4 permeabilitesinin azaldigi
tespit edilmistir (66).

2.3.2.Sodyum Kaprat

Orta zincirli yag asitleri (trigliseritler) gliseroliin 6-12 karbonlu yag asidi
esterleridir. Diger trigliseritler gibi bir gliserol ve ii¢ yag asidi omurgasina sahiptirler
ve karbon sayilarina gore isimlendirilirler (Cg: kaproik asit, Cg: kaprilik asit, Cio:
kaprik asit, Cyy: laurik asit gibi). Orta zincirli yag asitleri insan viicudu i¢in inert ve
biyolojik enerji kaynagidir. Erime noktalar1 uzun zincirli yag asitlerine nazaran daha
diistik olup, kii¢iik molekiil agirligina sahip olduklar: i¢in suda nispeten ¢oziiniirler.
Lipit metabolizmasindaki absorpsiyon bozukluklarina kars1 ve hiperlipidemide klinik
kullanimlar1 da vardir (67).

Orta zincirli yag asitlerinin [kaprilat (Cg), kaprat (Cyy), laurat (C;3)] sodyum
tuzlar1 hidrofilik ilaglarin paraseliiler permeabilitesini artirdi1 i¢in permeasyon
artirict ajan olarak kullanilmaktadir. Sodyum kaprilat, kaprat, laurat ve kaproatin
permeabilite artirict etkilerinin karsilagtirmali olarak incelendigi bir g¢alismada
sodyum kaprilat, kaprat ve lauratin Caco-2 hiicre hattindan mannitoliin ge¢isini doza
bagli olarak artirdiklar1 gozlenmistir. Bu calismada sodyum kaproat etkisiz
bulunurken, en etkili bilesigin sodyum laurat oldugu belirtilmistir (68). Orta zincirli
yag asitlerinden kaprik asidin sodyum tuzu olan sodyum kaprat (CH3(CH;)sCOONa
M.A: 194.25 g/mol, Sekil 2.5) (69) bilinen en iyi permeasyon artirict maddeler
arasindadir. Anyonik siirfaktan 6zelliginde olan sodyum kaprat suda kolay
coziinmektedir (70). Sodyum kaprat hidrofilik yapidaki ilaglarin paraseliiler yolla,
hidrofobik yapidaki ilaglarin hem paraseliiler hem de transseliiler yolla transportunu

artirmaktadir (71). Sodyum kaprat siki kavsaklar1 acarak paraseliiler yolla ilag
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tasinmasim saglar. Barsak mukozasinda ise Ca™® iyonlarini gegici olarak elimine
ederek hiicreler arast bosluklar1 daha girilebilir hale getirir (72). Caco-2 hiicreleriyle
yapilan c¢aligmalarda mannitol, fenol kirmizis1 veya sodyum floresein gibi referans
maddelerin paraseliiler permeabilitelerinin sodyum kapratla 6nemli Olglide arttigi
gosterilmistir (73). Ayrica sodyum kaprat peptit yapili ilaglarin Caco-2 hiicrelerinden
permeabilitesini artirmaktadir (73, 74). Absorpsiyonu diisiik bir antibiyotik olan
sefmetazolun jejunumdan absorpsiyonunun % 0.25 konsantrasyonda sodyum kaprat
kullanilarak artirildigi da bildirilmistir (75). Sodyum kapratin permeabilite artirici

etkisi doza bagimli olarak gerceklesmektedir.

O

N

CH3(CH»)7CH5 ONa

Sekil 2.5. Sodyum kapratin kimyasal yapisi (69).

Sodyum kapratin etki mekanizmasini aciklamak amaciyla farkli
mekanizmalar One siiriilmiistiir. Plazma membraninda bulunan fosfolipaz C’nin
sodyum kaprat tarafindan aktivasyonu sonucu intraseliiler kalsiyum seviyesinin
artmasiyla paraseliiler permeabilitenin diizenlenmesinin  miimkiin oldugu ve
kalsiyum seviyesindeki bu artigin kalmoduline bagimli aktin mikrofilamentlerinin
daralmasini indiikleyerek paraseliiler permeabiliteyi artirdigr belirtilmistir (Sekil 2.6)
(68, 76-78).
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Sekil 2.6. Sodyum kapratin etki mekanizmasi (62).

Baska bir caligmada ise sodyum kapratin siki kavsak porlarinda dilatasyon
yaparak degil, bu porlarin sayisinda artig saglayarak etki gosterdigi ileri siirtilmiistiir
(79). Etki mekanizmasiyla ilgili olarak one siiriilen bagka bir teoriye gore sodyum
kaprat intraseliiller ATP miktarin1 azaltarak maddelerin hiicre i¢ine alinabilmesi i¢in
gerekli potansiyel enerji yiikiinli artirarak paraseliiler permeabiliteyi artirmaktadir.
Sodyum kapratin farkli molekiillerin permeasyonunu artirict etkisi mitokondriyal
dehidrojenaz aktivitesinin azalmasuyla iliskilidir (80).

Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada sodyum kapratin siki
kavsaklarda yapisal degisikliklere yol agarak etkisini gosterdigi bulunmustur.
Sodyum kapratin etkisinin doza ve uygulama siiresine bagli olarak degisip
degismedigini incelemek amaciyla model ila¢ olarak mannitol kullanilmistir.
Caligmadan elde edilen bulgular 10-24 mM doz araliginda sodyum kapratin etkisinin
doza bagimli oldugunu gostermistir. Diger taraftan 10 mM konsantrasyonda zamana
bagl olarak etkide 6nemli bir degisiklik goézlenmezken 13 mM ve daha yiiksek

konsantrasyonlarda sodyum kapratin siki kavsaklar iizerine etkisinin zamana bagl
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olarak degistigi bulunmustur. Caco-2 hiicreleri sodyum kapratla muamele edildikten
sonraki ilk 20 dk ig¢inde mannitoliin permeabilite degeri (Pap, = 9.22+5.55 x 107
cm/dk) kontrol grubuna goére (P, = 2.36+0.54 x 107 cm/dk) daha vyiiksek
bulunmustur.  Ikinci 20 dk iginde de sodyum kaprat grubundaki mannitoliin
permeabilite degerleri (P, = 3.82+1.37 x 10 ecm/dk) kontrol grubundan (Papp =
2.62+0.20) x 107 cm/dk) oldukea yiiksek bulunmustur (81). Baska bir ¢alismada ise
farkli permeasyon artiric1 ajanlar ve farkli lipofilisiteye sahip etken maddeler
kullanilarak permeasyon artiric1 etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla absorpsiyon
artirict ajan olarak yag asitleri (sodyum kaprat, sodyum kaprilat), siklodekstrinler (B-
siklodekstrin, hidroksipropil B-siklodekstrin) ve safra tuzlar1 (sodyum deoksikolat,
sodyum kolat), farkli lipofiliteye sahip etken maddeler olarak hidrofilik ilaglar
(sefoksim sodyum, seftazidim pentahidrat) ve lipofilik ilaglar (lovastatin, siklosporin
A) kullanilmustir. In vitro everted sican intestinal sac (tersine gevrilmis barsak)
teknigi ile yapilan caligmalar sonucunda sodyum kaprat ve kaprilatin lovastatinin
permeasyonunu sirastyla 10 ve 8 kat artirdigr bildirilmistir. Yag asitlerinin
permeasyon artirici bu etkilerini hem siki1 kavsaklarin agilmasini saglayarak hem de
cift katli membran tabakasini bozarak gosterdikleri belirtilmistir (82). Sasaki ve
digerlerinin sicanlar iizerinde yaptiklari bir ¢alismada glisirizin ve sodyum kapratin
oral yolla uygulamasindan sonra ilk dort saat i¢erisinde plazma konsantrasyon-zaman
egrisi altinda kalan alan degerleri tayin edilerek etkinin doza bagimli olup olmadig
incelenmigstir. Ayrica birden fazla orta zincirli yag asidinin in vivo etkileri de
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar etki giiciiniin sodyum kaprat > laurat >
kaprilat sirasina gore azaldigini gostermistir (83). Sodyum kapratin toksisitesini
incelemek amaciyla yapilan calismalarda farkli dozlarda [intrajejunal-intrakolonik:
%0.5-1, intraileal: 0.05, 0.2, 0.5 mmol/kg (1 ml/kg), intrajejunal: 25, 50 ve 100
mg/kg (0.5 ml/kg)] ¢ozelti uygulamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar calisilan
dozlarda intestinal mukozada herhangi bir hasara yol agmadigin1 gostermistir (84).
Berberinin barsaklardan (duodenum, jejunum ve ileum) absorpsiyonu iizerine
sodyum kapratin etkisinin incelendigi bir calismada, sodyum kapratin intestinal
mukozaya Onemli bir hasar vermeden absorpsiyonu arttirdigi bildirilmistir (85).
Levotroksin sodyumun MDCK hiicrelerinden permeabilitesi iizerine farkli yag

asitlerinin (kaprik asit, laurik asit ve oleik asit) etkisinin incelendigi bir calismada ise
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TEER degerlerinin azaldig1 ve permeabilitenin arttig1 bulunmustur. Ayrica diger yag
asitleri yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye yol agarken sodyum kapratta
boyle bir etkiye rastlanmamaistir (86).

2.3.3. Sodyum Lauril Siilfat

Yiizey etkin maddeler iki sivi veya bir sivi ile bir kat1 arasindaki yiizeyler
arast gerilimi azaltarak deterjan, 1slatici ajan, emiilgator, kopiirtiicii ajan veya
dispersiyon ajani olarak kullanilmaktadirlar. Katyonik (6r. setiltrimetil amonyum
bromiir), anyonik (6r.sodyum lauril siilfat) ve nétral yiizey etkin maddeler (or.
dodesil betain) olarak siiflandirilirlar (50). Cesitli yiizey etkin maddelerin intestinal
permeasyonu artirici etkileri arastirilmistir. Ornegin noniyonik yiizey etkin maddeler
icin hem alkil zinciri hem de polar grubun yapisi ve biiytikliigii absorpsiyon artiric
etkilerini degistirmektedir. Genel olarak membran bilesenlerini ¢ozerek hiicre
membranina etki etmektedirler (42). Yiizey etkin maddeler farkli mukozal
yiizeylerde ve deride de permeasyon artirici etki gostermektedirler.

Anyonik bir siirfaktan olan sodyum lauril (dodesil) siilfat (SLS) permeasyon
artirict ajan olarak bir¢cok ¢aligmada kullanilmigtir. Sodyum lauril siilfat’in formiilii
CH3(CH;);,0SOsNa (M.A: 288.372 g/mol) olup, Sekil 2.7°de gosterilmistir (87).
Beyaz toz seklinde olan SLS suda ¢6ziiniir (1g/10 mL), etanolde az ¢oziiniir (88).

o
CHa(CHz);0CH,0—~S—ONa
O

Sekil 2.7. Sodyum lauril siilfatin kimyasal yapis1 (87).

Farkli konsantrasyonlarda (%2, 3, 4) sodyum lauril siilfat kullanilarak
hazirlanan mukoadhezif asiklovir tabletlerinin permeabilitesinin piyasada bulunan
asiklovir tabletleri ile kiyaslandigi bir calismada, piyasadaki tabletlerin permeabilite
degerlerinin mukoadhezif tabletlerden daha diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica

sodyum lauril siilfat konsantrasyonu arttikca permeabilitenin de arttig1 ve en yliksek
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permeasyon artirict etkinin %4 sodyum lauril siilfat iceren mukoadhezif tablette
gbzlendigi bildirilmistir (89).

Anderberg ve digerleri anyonik (sodyum lauril siilfat, sodyum dioktil
siilfostliksinat), noniyonik (polisorbat 80, polioksil 40), sentetik ylizey etkin
maddeler ve safra asitlerinin (sodyum taurokolat, sodyum taurodeoksikolat, sodyum
taurodihidrofusidat) Caco-2 hiicrelerinin permeabilite, enzim aktivitesi ve hiicre
morfolojisi iizerine etkilerini arastirmiglardir. Permeabilite iizerine etki referans
molekiillerin (mannitol ve polietilen glikol) transportu ve TEER degerleri ol¢iilerek
belirlenmistir. Elde edilen bulgular ¢alismada kullanilan yilizey etkin maddelerin
permeabilite artirict etkisinin konsantrasyona bagimli oldugunu ve anyonik yiizey
etkin maddelerin permeabilite artiric1 etkisinin noniyonik yilizey etkin maddelere
kiyasla ¢ok daha fazla oldugunu gostermistir (81). Siirfaktanlarin membran
permeabilitesini hangi mekanizma ile artirdigin1 belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, siirfaktanlarin membran ile sulu yiizey arasina yerlestigi gosterilmistir.
Stirfaktanlarin membranla etkilesim derecesi membran ve siirfaktanin 6zelliklerine
bagl olup, kritik yiizey basinci degerinin iizerinde membranda birikme, membran
permeabilitesinde artma ve buna bagli olarak akut membran hasar1 gézlenmektedir
(90).

Farkl1 eksipiyanlarin (laktoz, sodyum lauril stilfat, Tween 80, hidroksipropil
metil seliiloz, dokusat sodyum, EDTA, propilen glikol, PEG 400, susuz cilek
aromasi) ve permeabilitesi diisiik ilaclarin (asiklovir, atenolol, simetidin, furosemid,
hidroklorotiyazid, ranitidin hidrokloriir, mannnitol) kullani1ldig1 bir ¢alismada, Caco-
2 hiicre hattinda en fazla permeabilite artiric1 etki gosteren eksipiyanin SLS oldugu
bulunmustur. Bu ¢aligmada SLS 0.139 mM dozda kullanilmis ve atenolol hari¢ diger
ilaglarda permeabilite artiric1 etki gostermistir. Sadece apikal kompartmana SLS
eklendiginde ranitidin hidrokloriir, asiklovir ve hidroklorotiyazidin permeabilite
degerleri sirasiyla 1.53, 1.27 ve 1.42 kat artmistir. Hem apikal hem bazolateral
kompartmana SLS eklendiginde ise bir saat i¢erisinde simetidinin permeabilitesi 1.43
kat artarken, furosemidin permeabilitesinde 6nemli bir degisme goézlenmemistir.
Ancak 2. ve 3. saat igerisinde zamana bagli olarak furosemid ve simetidinin
permeabilitesi artmigtir. Her iki kompartmana da SLS eklendiginde siki kavsaklarin

yapisinda ciddi bozulmalara neden olarak permeabiliteyi artirdigi belirtilmistir (91).
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Diger bir ¢aligmada ise sodyum lauril siilfatin 80 mg/L konsantrasyon {izerinde siki
kavsaklarin acilmasini sagladifi ve mannitoliin paraseliiler transportunu geri
dontistimlii olarak artirdigi bulunmustur (92).

Caco-2 ve MDCK hiicre hatlarindan asiklovirin transepitelyal permeasyonu
lizerine absorpsiyon artiricilarin  (dimetil p-siklodekstrin, kitosan hidrokloriir,
sodyum lauril siilfat ve bunlarin kombinasyonlari) etkisi incelenmis, bu hiicrelerde
sik1 kavsaklarin ve paraseliiler biitlinliigiin degerlendirilmesinde referans madde
olarak mannitoliin permeabilite degeri ve TEER degeri esas alinmistir. Asiklovirin
permeabilitesi absorpsiyon artiricilarin  varhiginda daha yiiksek bulunmustur.
Absorpsiyon artiricilarin kombine halde kullanildig1 gruplarda ise sinerjistik etki ile
asiklovirin permeabilitesi daha da artmistir. Caco-2 hiicrelerinde % 0.015
konsantrasyonda sodyum lauril siilfat kullanildiginda mannitoliin permeabilite degeri

kontrol grubuna kiyasla 6 kat artarken, MDCK hiicrelerinde 8 kat artmistir (93).

2.3.4. Dimetil B-Siklodekstrin

Siklodekstrinler siklik yapidaki oligosakkaritler olup, (a-1,4 bagl) o-D-
glikopiranoz iinitelerinden olusmus, kesik koni seklinde esnek olmayan (rijit)
molekiillerdir. Nigastadan enzimatik yolla tiretilmektedirler. Yapilarinda hidrofilik
dis yiizey ve merkezde hidrofobik 6zellikte bir bosluk bulunmaktadir. Bu bosluk, ilag
molekiillerin baglanmasi i¢in uygun bir bolgedir.

Siklodekstrinler ila¢  formiilasyonlarina absorpsiyon artirict  olarak
eklenmektedir. Iyi bilinen ve dogal olarak olusturulan tiirevleri o, B, v —
siklodekstrinler olup, a-siklodekstrin siklik yapi igerisinde 6 glikoz monomeri, [3-
siklodekstrin 7 glikoz monomeri ve y-siklodekstrin 8 glikoz monomeri tasimaktadir
(Sekil 2.8) (94). a-, B-, y-siklodekstrinlerin bazi fizikokimyasal 6zellikleri Tablo
2.3’de verilmistir (95).
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Sekil 2.8. a-,-,y-siklodekstrinlerin (CD) kimyasal yapis1 (94).
Tablo 2.3. Siklodekstrinlerin fizikokimyasal 6zellikleri (95).
a-siklodekstrin p-siklodekstrin | y-siklodekstrin
Glikopiranoz Unite 6 7 8
Sayisi
Molekiil Agirhig 972 1135 1297
(g/mol)
Merkezi Bosluk Cap1 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
A)
Suda Coziiniirliikk 14.5 1.85 23.2
(2/100 mL; 25 °C)

Diger siklodekstrin tiirevleri (hidroksipropil B-siklodekstrin, siilfobiitileter -

siklodekstrin gibi) suda c¢oziinlirliiglin artirilmas1 veya parenteral uygulamadaki

stabilite sorunlari nedeniyle kimyasal modifikasyonla {iretilmektedir (96). Suda

¢Oziiniirliigli cok az olan siklodekstrin tiirevlerine serbest —OH (hidroksil) gruplar

tizerinden metil, etil, propil gibi alkil zincirlerinin baglanmasiyla suda ¢oziiniirliik

onemli derecede artar. Ornegin B-siklodekstrinin sudaki ¢oziiniirliigii %1.85 (a/h)

iken, (2-hidroksipropil)- [B-siklodekstrinin sudaki ¢oziintirliigii %60 (a/h)’dir.
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Siklodekstrinler iizerinde yapilan kimyasal modifikasyonlarla ila¢ molekiilleriyle
etkilesim ve kompleks olusturma egilimleri artirilmigtir

Farmasotik formiilasyonlarda B-siklodekstrin, ozellikle hidroksipropil B-
siklodekstrin (HP-B-CD), siilfobiitileter [B-siklodekstrin (SBE-B-CD) oral ilag
absorpsiyonunu artirmak i¢in kullanilmaktadir. B-siklodekstrinlerin absorpsiyon
artirict etkisi iki mekanizma ile iligskilendirilmistir. Bu mekanizmalardan birincisinde
B-siklodekstrinler intestinal membran ylizeyinde ilaglarin permeabilitesini artirarak
direkt etki gostermektedirler (97). Diger mekanizmada ise P-siklodekstrinler ilag
tastyic1 olarak gorev yaparak ilaglarin ¢ozlintlirliiglinii artirirlar ve gastrointestinal
stvida ilacin bozunmasini engellerler (98). Baska c¢aligmalarda ise metillenmis [3-
siklodekstrinlerin membran kolesteroliiniin ekstraksiyonu ile hidrofilik ilaglarin
mukozal permeabilitesini gegici olarak degistirdigi ve siki kavsaklar1 actig
belirtilmistir (99, 100).

Asiklovirin permeasyonunun absorpsiyon artiricilar varliginda in vitro olarak
degerlendirildigi bir caligmada ise dimetil [-siklodekstrin, kitosan hidrokloriir,
sodyum lauril siilfat ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir.  Etkinin
degerlendirilmesi i¢in mannitoliin permeabilite (P,,,) ve TEER degerleri
kullanilmistir. Calisma, %1, 3, 5 (a/h) oranlarinda dimetil B-siklodekstrin
kullanilarak Caco-2 ve MDCK hiicre hatlarinda yapilmigtir. Her iki hiicre hattinda da
absorpsiyon artiricilar varliginda mannitoliin permeasyon katsayist doza bagimli
olarak artmistir. Caco-2 hiicrelerinde %5 (a/h) oraninda dimetil B-siklodekstrin
kullanildiginda mannitoliin permeabilitesi 11 kat artarken, MDCK hiicrelerinde 14
kat artmistir. Caco-2 hiicrelerinde %5 (a/h) oraninda dimetil B-siklodekstrin
kullanildiginda TEER degeri 2 saatte baslangic degerinin %42’sine ulasirken,
MDCK hiicrelerinde baglangi¢ degerinin %39’una ulagmistir. Bununla birlikte
%35(a/h) oraninda dimetil [B-siklodekstrin kullanildigi durumda asiklovirin
permeabilitesi Caco-2 hiicre hattinda 11 kat, MDCK hiicre hattinda 15 kat artmistir
(93).



28

2.4.Asiklovir
2.4.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Asiklovir (CsHj1NsO3 M.A: 225.2 g/mol, Sekil 2.9) (101) genellikle herpes

viriislerinin tedavisinde kullanilan antiviral bir ilagtir (102).

o)
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Sekil 2.9. Asiklovirin kimyasal yapis1 (101).

Beyaz bir toz olan asiklovir polar bir yapiya sahip olmasi nedeniyle suda
¢Oziiniir (0.7 mg/mL) ancak organik ¢oziiciilerde ¢coziinmez (103). Asiklovir (9-[(2-
hidroksietoksi)-metil|metil]-guanozin) asiklik bir guanozin tiirevi olup yapisal olarak
endojen maddelere benzemektedir. Guaninden hareketle sentezlenen sentetik bir
piirin niikleozid analogudur (104, 105). Zwitter iyon (106) olan asiklovir iki ayr1 pK,
degerine (2.16 - 2.27 ve 9.04 - 9.95) sahiptir (107-109). Asiklovirin n-oktanol
igerisindeki logP degeri iki farkli arastimaci tarafindan oldukga benzer bulunmustur

(-1.57 ve -1.59) (110, 111).
2.4.2. Kalitatif ve Kantitatif Analiz Yontemleri

Asiklovirin miktar tayini amaciyla HPLC ve spektrofotometrik yontemler
siklikla kullanilmistir. Insan serum (LOQ:100 ng/mL, LOD: 25 ng/mL; 112),
serebrospinal sivi (LOQ: 0.5 uM; 113), ve plazma (LOQ: 400 +0.9 ng/mL;
114)’sindan asiklovirin tayini HPLC kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Ayrica kitosan
mikrokiireleri (115) ve krem formiilasyonlarindan (LOQ: 0.15 mg/L; 116) asiklovir
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tayini amaciyla da HPLC yontemi kullanilmigtir. Asiklovirin  farmasotik dozaj
formlarindan (tablet, kapsiil, krem ve g6z merhemi) miktar tayini igin

spektrofotometrik yontem de mevcuttur (LOD :1.14-157.00 pg/mL; 117).

2.4.3. Farmakolojik Ozellikler

Asiklovir herpes simpleks ve varicella zoster viriislerine karst kullanilan
antiviral bir ilagtir. Ozellikle vajinal herpes simpleks (HSV) ve tekrarlayan orofasial
herpes simpleks enfeksiyonlarinda yiiksek terapotik etki gosterir (118). Asiklovir
antiviral aktivitesini gosterirken viral DNA’y1 yarigsmali olarak inhibe eder. HSV-
timidin kinaza memeli enziminden 200 kat daha fazla afiniteyle segici olarak
baglanir (119). Asiklovirin etki mekanizmasinin agiklandig1 calismalarda antiviral
aktivitenin viral kodlu timidin kinaz enzimlerine spesifik oldugu belirtilmistir.
Asiklovir enfekte hiicreler tarafindan segici olarak absorbe edilerek viral timidin
kinaz ile asikloguanozin monofosfata metabolize edilir. Saglikli hiicrelerde timidin
kinaz asikloguanozini kullanmaz. Enfekte hiicrelerin kinaz enzimleri monofosfati
trifosfata dontistiirtir. Aktif asikloguanozin trifosfat viral DNA polimeraz araciliiyla
cogalan DNA zincirleriyle birleserek viriis DNA’sinin c¢ogalmasi inhibe edilir.
Asikloguanozin trifosfat enfekte DNA ¢ogalmasim1 enfekte olmayan DNA
cogalmasindan 10-30 kat daha fazla inhibe eder (120, 121). Asiklovir trifosfat viral
DNA replikasyonunu 3 yolla durdurmaktadir. Bunlar viral DNA polimerazin
yarismali inhibisyonu, viral DNA polimerazin inaktivasyonu ve viral DNA zincirinin
biiyiimesini sonlandirma seklindedir. Asiklovir sitomegalovirus ve Epstein Barr virus
enfeksiyonlarina karst da kullanilmaktadir (105). Ayni1 zamanda immiinosiipresif
hastalarda sitomegaloviriis enfeksiyonlarinin proflaksisinde de kullanimi vardir
(122). Asiklovir, in vivo herpes simpleks enfeksiyon modellerinde, diger niikleozid
analoglarina kiyasla daha etkili bulunmustur. (118).

Herpes simpleks ve varicella zoster wvirlisleri latent enfeksiyon
olusturmaktadirlar. Hem ilk hem de tekrarlayan hastaliklar deri ve mukoz
membranlarda vezikiil ve iilser olusumuna yol agmaktadir. Asiklovir viriis kodlu
enzimler gibi davranmasina ragmen viriislerin diger hiicrelere yayilimi ve erken

lezyonlarin gelisimi gozlenebilir. Genel kural olarak tedavinin baslarinda hastaligin
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etkilerinin devam etme olasiligi vardir. Bu nedenle ¢ogu hasta tedavi olmasi

gerektigini geg¢ fark etmektedir (123).

2.4.4. Klinik Kullanimi ve Dozu

Herpes simpleks ve varicella zoster enfeksiyonlarinda kullanilan asiklovirin
ticari olarak kullanilan intravendz, oral ve topikal preparatlart mevcuttur. Oral tablet
formiilasyonlar1 200, 400 ve 800 mg asiklovir icerirken oral siispansiyon
formiilasyonlar1 200mg/5mL ve 400 mg/5 mL dozda asiklovir igerir. IV dozaj formu
5 mg/kg dozda 8 saat arayla uygulanmaktadir. Topikal olarak uygulanan krem
formiilasyonlar1 %S5 asiklovir icerirken, oftalmik merhem formiilasyonu %3 asiklovir
icermektedir (124). Intravendz yolla uygulamada kandaki ilag¢ seviyesinde hizli bir
artis goriilmesine ragmen, bu uygulama sadece akut durumlarda tercih edilir. Herpes
simpleks enfeksiyonlar1 kronik tedavi gerektirir. Bu durum diisiik hasta uyuncuna ve
enjeksiyon bolgesinde lokal toksisiteye yol agar. Asiklovirin topikal uygulamasinda
ise absorpsiyon oldukca yavastir. Bu nedenle oral uygulama en ¢ok tercih edilen
uygulama yoludur. Oral uygulamanin dezavantaji ise ilacin gastrointestinal kanaldan

absorpsiyonunun diisiik, zayif ve degisken olmasidir.

2.4.5. Yan Etkiler ve ila¢ Etkilesimleri

Asiklovir genellikle iyi tolere edilmektedir. Oftalmik uygulamada nadiren
reaksiyon gozlenebilir. Topikal uygulamada ise yanma, batma, hafif kizariklik ve
ciltte kuruma olusabilir. Intravendz asiklovir uygulamasinda enjeksiyon bdlgesinde
inflamasyon ve flebit olusumu bildirilmistir. Intravenéz uygulamanmn ardindan
uyusukluk, titreme, konfiizyon, haliisinasyon ve ndbet gibi norolojik ve psikiyatrik
etkiler gozlenebilir. Asiklovirin kisa siireli oral kullaniminda en yaygin goriilen yan
etkiler bulant1 ve kusmadir (118). Bu yan etkilere ek olarak bas agrisi, ensefalopati,
kristaliiri ve renal tiibiiler obstriiksiyon gibi etkiler de gézlenebilir.

Asiklovirin tenofovir (antiretroviral), telbivudin (antiviral) ve entekavir
(antiviral) ile birlikte kullanilmas1 durumunda bu ilaglarin plazma konsantrasyonu

degisebilir. Bu ilaglar bobrekler araciligiyla elimine edildikleri igin asiklovirin
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nefrotoksisitesine bagli olarak plazma konsantrasyonlar1 degisebilmektedir. Bu
durum ciddi yan etkilere yol agmaktadir. Ayrica secici immiinsupresif bir ajan olan
mikofenolik asit ile asiklovir bir arada kullanildiginda hastanin kan hiicresi
sayimlarinin izlenmesi gerekmektedir. Her iki etkin madde renal tiibiiler sekresyona
ugradig icin, 6zellikle bobrek yetmezligi olan hastalarda l6kopeni gibi yan etkiler

gozlenebilir (125).

2.4.6. Biyoyararlanim ve Farmakokinetik Ozellikleri

Asiklovirin oral biyoyararlanimi %10-30 arasinda degismektedir. Azalan
doza bagli olarak biyoyararlannom da azalmaktadir. 200 mg asiklovir aliminin
ardindan o6l¢iilen en yiiksek plazma konsantrasyonu 0.4-0.8 pg/mL, 800 mg asiklovir
aliminin ardindan 6lgiilen en yiiksek plazma konsantrasyonu ise 1.6 pg/mL’dir (119).
Kopek ve insanlarda yapilan bir c¢alismada insanlarda verilen dozun %720’si,
kopeklerde ise %100’ absoplanmaktadir (106). Plazmada kararli durum
konsantrasyonuna (6.7-20.6 mg/L) 2.5-15.0 mg/kg dozda 8 saat intravendz uygulama
ile ulagilmaktadir (118). Renal fonksiyonlar1 normal olan saglikli yetiskin bireylerde
asiklovirin eliminasyon yar1 émrii (t;,) 1.5-6 saat arasinda degismektedir. Yetersiz
bobrek fonksiyonu olan bireylerde bu siire 20 saate kadar uzamaktadir.

Asiklovirin yiyeceklerle birlikte kullaniminda barsaklardan absorpsiyonu
degismektedir. Asir1 yaglh diyetle beslenen kisilerde, barsaklardaki tasiyici
proteinlerin inhibisyonu nedeniyle biyoyararlanim azalmaktadir. Ayn1 zamanda mide
bosalmasinin gecikmesi ve yavag absorpsiyon nedeniyle maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasmak igin gerekli siire (Tpaks) Uzamaktadir (126). Insanlardaki
aclik ve tokluk durumlarimi taklit etmek amaciyla gerceklestirilen hiicre kiiltiirti
calismalarinda iki saat igerisinde apikalden bazolateral kompartmana gegen ilag
miktar1 incelenmistir. Iki saat sonunda a¢hik durumunu taklit eden kosullarda
baslangi¢ dozunun % 0.049’u, tokluk durumunu taklit eden kosullarda ise baslangic
dozunun % 0.029’u bazolateral kompartmana ge¢mistir. (127). Saglikli goniilliilerde
yapilan bir ¢aligmada asiklovirin hafif ve agir bir kahvalt1 sonras1 absorsiyonlari
incelenmis ve agir beslenme sonucu gastrik bosalma hizinin yavaglamasina bagh

olarak ilag absorpsiyonunun énemli 6l¢iide azaldig: belirtilmistir (128).
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Viicut dokularina (akciger, beyin, bobrek, dalak, kalp, karaciger, kas,
plasenta, uterus gibi) yaygin olarak dagilan asiklovir, terapdtik plazma
konsantrasyonlarinda plazma proteinlerine diisiik oranda (%9-33) baglanmaktadir
(108, 109).

Asiklovirin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu yavas, degisken ve tam
degildir. Verilen oral dozun yaklasik %80’i absorbe olmadan fegesle atilir.
Glomeriiler filtrayon ve tiibiiler sekresyon ile degismemis ilag halinde bobreklerden
atilimi ana eliminasyon yoludur. Diisiik oranda (%8-14) oraninda karacigerde
metabolize  edilerek  farmakolojik  olarak  inaktif metaboliti olan 9-
karboksimetilguanine doniistiiriilerek bobreklerden atilir (110, 119). Bobrek hiicre
hatt1 (HEK293) kullanilarak yapilan bir calismada, asiklovirin insan gogiis kanseri
resistans proteinin (BCRP) substrati1 oldugu gosterilmistir (129).

Amidon ve digerleri tarafindan gelistirilen Biyofarmasotik Siniflandirma
Sistemi (Biopharmaceutical Classification System-BCS) ila¢ etkin maddelerini
¢Oziiniirliik ve permeabilitelerine gore 4 sinifa ayirir. Yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek
permeabiliteye sahip ilaglar Simif I’de, diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek permeabiliteye
sahip ilaglar Sinmif II’de, yiiksek ¢oziiniirliik ve diisiik permeabiliteye sahip ilaglar
Smuf III’te ve diisiik ¢oziintirliik ve diisiik permeabiliteye sahip ilaglar ise Siif IV’te
yer alirlar (130). Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi’ne gore Sinif III’de yer alan
asiklovirin ¢oziintirliigii yliksek permeabilitesi ise diisiiktiir (131). Paraseliiler yoldan
pasif diflizyonla taginan asiklovirin (93) Caco-2 hiicre hatt1 kullanilarak tayin edilen

permeabilite degerleri Tablo 2.4.’te 6zetlenmistir.



Tablo 2.4. Caco-2 hiicre hatlarinda asiklovirin permeabilite degerleri (110).
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Konsantrasyon pH Goriiniir Permeabilite (P,,,)
(xl()'6 cm/s)

0.02-6 mM 7.4 0.12
0.01-0.1 mM 7.4 0.25
10 mM 7.4 0.43
Belirtilmemistir - 1.08
Doygunluk degerinin 6.8 1.26
altindadir

Belirtilmemistir 6.5 (Apikal) 2.00

7.4 (Basolateral)

0.5 mCi/mL 7.0 11.9




3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler

3.1.1. Kimyasal Maddeler
Asetonitril

Asiklovir

Dimetil B-siklodekstrin
Fenol Kirmizisi

Furosemid

Suda ¢o6ziinen kitosan
Mannitol

Metanol

Metoprolol Tartarat
Sodyum Bikarbonat
Sodyum Kaprat

Sodyum Kloriir

Sodyum Lauril Siilfat
Sodyum Siilfat

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Klortir

3.1.2. HPLC Geregcleri

Dedektor (Agilent DAD G1315B)
Vakumlu Pompa (Agilent G1311A)
Manuel Enjektor (Agilent G1328B)
Kolon (C18; 250 x 4.6 mm, 5 pm)

3.1.3. Perfiizyon Gerecleri
Peristaltik Pompa
Tubingler

Sigma-Aldrich / Almanya
Nobel / Tiirkiye
Sigma-Aldrich / Almanya
Merck / Almanya

Sanofi Aventis / Tiirkiye
Novamatrix / Norveg
Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
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Novartis Pharma AG / Isvigre

Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya

Agilent / U.S.
Agilent / U.S.
Agilent / U.S.
Fortis HPLC Coloums

Ingiltere

Gilson / Fransa

Gilson / Fransa



3.1.4. Aletler

Derin Dondurucu (-20 °C)

Membran Filtre (0.45 um)

Mikropipet (10-100 pL, 100-1000 pL)
Ultrasonik Banyo

pH Metre

3.1.5. Deney Hayvani
Sprague-Dawley Disi Sigan
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[1Shin Lab. Co. Ltd. / Amerika
Alltech Ass. Inc. / Avustralya
Brand / Almanya

Bandelin / Almanya

Hana Ins. / ABD

Firat Universitesi / Tiirkiye
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3.2. Yontem

Tim perfiizyon deneylerinde liimenden kayip esasina dayanan ve farkli
barsak segmentlerinin (jejunum, ileum ve kolon) simultane olarak sirkiile edilmeden
perflizyonuna imkan veren in sifu barsak perfiizyon teknigi kullanilmistir (132, 133).
Barsaklardan paraseliiler ilag absorpsiyonu iizerine permeasyon artirict ajanlarin
etkisini incelemek i¢in model ila¢ olarak asiklovir, permeasyon artirici ajan olarak
suda ¢oziinen kitosan, sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat ve dimetil B-siklodekstrin

kullanilmaistir.

3.2.1. Perfiizyon Cozeltisi

Tiim perfiizyon ¢aligmalarinda perfiizyon ortami olarak Golytely (Tablo 3.1)
olarak adlandirilan izo-ozmotik ¢dzelti kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan
perfiizyon c¢ozeltisine model ilag (asiklovir) ve permeasyon artirici ajan (suda
¢Ozilinen kitosan, sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat, dimetil B-siklodekstrin)
ilavesinin ardindan gerekli hacme tamamlama yapilarak iyice karigtirilmistir.
Perfiizyon ¢ozeltisine eklenen madde konsantrasyonlarina literatiirdeki verilerden
yararlanilarak karar verilmistir. [Asiklovir: 45 pg/mL, suda ¢oziinen kitosan %0.1
(93), sodyum kaprat %2 (74), sodyum lauril siilfat: %0.015 (93), dimetil B-
siklodekstrin: %1 (93)]. Barsak permeabilitesi oldukga yiiksek olan metoprolol
tartarat referans madde olarak 20 pg/mL konsantrasyonda, su dengesine ulasilip
ulasilmadigini tayin etmek amaciyla referans madde olarak fenol kirmizis1 50 pg/mL

konsantrasyonda perfiizyon ¢dzeltisine eklenmistir.



37

Tablo 3.1. Barsak perfiizyonu calismalarinda kullanilan perfiizyon ¢ozeltisinin

bilesimi.

Madde Konsantrasyon (mmol/L) Konsantrasyon (mmol/L)
(A) (B)

NaCl 25 105

KCl1 10 10

Na,SOq4 40 -

NaHCO; 20 20

Mannitol 80 80

(A) Permeasyon artirici olarak sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat ve dimetil B-siklodekstrinin
kullanildig1 deney gruplarinda kullanilan perfiizyon ¢ozeltisi bilesimi
(B) Permeasyon artirict olarak suda ¢oziinen kitosanin kullanildigr deney grubunda kullanilan

perfiizyon ¢ozeltisi bilesimi

Sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat ve dimetil B-siklodekstrinin permeasyon
artirict olarak kullanildigr deney gruplarinda perfiizyon calismalarinda kullanilan
Golytely c¢ozeltisinin pH degeri 7.4’e¢ ayarlanmistir. Suda ¢6ziinen kitosanin
permeasyon artirict olarak kullanildigi deney grubunda ise kitosanin ¢oziiniirliigiiniin
saglanmasi amactyla Golytely ¢ozeltisinin pH degeri 6.2’ye ayarlanmigtir. Ayrica
perfiizyon ¢ozeltisinde yer alan sodyum siilfat tuzu suda ¢6ziinen kitosanin ¢ozelti
igerisinde ¢okmesine yol agtigr icin Golytely c¢Ozeltisinin ozmotik dengesi

degismeyecek sekilde icerigi degistirilmistir (Tablo 3.1B).

3.2.2. In situ Uclii Barsak Perfiizyonu

Perfiizyon deneylerinde 200-250g agirligindaki Sprague-Dawley cinsi disi
sicanlar kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar Inonii Universitesi Deney Hayvanlar Etik
Kurulu’ndan alinan izinle gergeklestirilmistir (EK I).

Deneyden bir gece once igme sulari kisitlanmadan a¢ birakilan hayvanlarda
anestezi ketamin (90 mg/kg) ve ksilazinin (5 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonu

yoluyla saglanmigtir. Anestezi derinligi deney hayvanlarinin ayak parmaklarinin
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sikigtirilmasina verilen reaksiyona gore degerlendirilmistir. Deney siiresince anestezi
derinligi takip edilerek gerektiginde ek doz anestezik yapilmistir.

Anestezi altinda karin duvar1 kesilerek jejunum, ileum ve kolon aciga
cikarilmistir. Perfiize edilecek segment uzunluklari jejunum igin 4.0-10.0 cm, ileum
icin 3.0-4.8 cm ve kolon i¢in 2.0-3.0 cm olarak ayarlanarak izole edilen barsak
segmentlerinin proksimal ve distal uglarina silikon tiipler yerlestirilip cerrahi iplikle
sabitlenmistir. Izole segment serum fizyolojik (37°C) ile yikanarak temizlenmis ve
temizlenme gostergesi olarak cozeltinin berrak gelmesi esas alinmistir. Peristaltik
pompa aracilifiyla akis hiz1 0.2 mL/dk olacak sekilde ayarlanmig ve deney siiresince
perflizyon ¢ozeltisi sirkiile edilmemistir.

Deney siiresince siganlarin viicut sicakligr 37°C'de sabit tutulmustur. Perfiize
edilen segmentlerin kurumasini énlemek i¢in serum fizyolojikle ara ara 1slatilmis ve
tizerleri parafilm ile kapatilmistir. Deney sonunda hayvanlar servikal dislokasyon
yontemiyle oldiiriilmiistiir ve her deney sonunda perfiize edilen barsak segmentleri
cikarilarak uzunluklar tekrar Ol¢lilmiistiir. Perfiizyon sistemi ve cerrrahi islem Sekil

3.1°de sematik olarak gosterilmistir (132, 133).

37 9% Plastik Kaniil

Peristaltik Pérhpa

“Tleum

< Jejunum

Sekil 3.1. Pefiizyon sistemi ve cerrahi yontemin sematik olarak gosterilmesi.
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3.2.3. Yapilacak Olciimler ve izlenecek Parametreler

3.2.3.1. Asiklovir’in Barsaklardan Absorpsiyonunun Incelenmesi
Amaciyla Yapilan Calismalar
Izole edilen barsak segmentleri serum fizyolojikle yikandiktan sonra Golytely
perfiizyon cozeltisiyle 0.2 mL/dk hizda dengeye ulasana kadar (yaklasik 30 dk)
perfiize edilmistir. Perfiize edilen barsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra
asiklovirin barsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesini incelemek amaciyla yapilan
deneyler 5 grup altinda gerceklestirilmistir.
e Kontrol grubu
o (Grup 1): Asiklovir (45 pg/mL) kullanilarak yapilan ¢aligmalar
e Deney gruplan
o Grup 2: Asiklovir (45 pg/mL) ve sodyum lauril siilfat (% 0.015)
kullanilarak yapilan ¢aligmalar
o Grup 3: Asiklovir (45 pg/mL) ve sodyum kaprat (% 2)
kullanilarak yapilan ¢alismalar
o Grup 4: Asiklovir (45 pg/mL) ve dimetil B-siklodekstrin (% 1)
kullanilarak yapilan ¢aligmalar
o Grup 5: Asiklovir (45 pg/mL) ve suda ¢oziinen kitosan (% 0.1)

kullanilarak yapilan ¢alismalar

Her bir grup kapsaminda yapilan caligmalar asagida belirtildigi iizere

gergeklestirilmis ve perflizyon akis semasi Sekil 3.2°de verilmistir.

e Kontrol Grubu

Grup 1: Uygun konsantrasyonda asiklovir (45 pg/mL), metoprolol tartarat
(20 pg/mL) ve fenol kirmizist (50 pg/mL) perfiizyon ¢ozeltisine eklenerek her bir
barsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 60 dk siireyle perfiize edilmis ve her 10

dakikada bir 6rnek toplanmistir.
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e Deney Gruplari

Grup 2: izole segment perfiizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar
(yaklasik 30 dk) perfiize edilmistir. Ardindan uygun konsantrasyonda asiklovir (45
pg/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve fenol kirmizisi (50 pg/mL) igeren
perfiizyon ¢ozeltisi ile her bir barsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 45 dk siire
boyunca perfiize edilmis ve her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra
sodyum lauril siilfat (% 0.015) perfiizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve
kolon 30 dk siireyle perfiize edilerek perfiizyon dengesine ulasilmasi saglanmstir.
Bu siire sonunda izole edilen segmentler sodyum lauril siilfat igeren perfiizyon
cozeltisiyle tekrar 45 dk siireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis
ve asiklovirin absorpsiyonunda bir degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.

Grup 3: Izole segment perfiizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar
(yaklasik 30 dk) perfiize edilmistir. Ardindan uygun konsantrasyonda asiklovir (45
pg/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve fenol kirmizisi (50 pug/mL) igeren
perflizyon ¢ozeltisi ile her bir barsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 45 dk stire
boyunca perfiize edilmis ve her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra
sodyum kaprat (% 2) perfiizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30 dk
siireyle perfiize edilerek perflizyon dengesine ulagilmasi saglanmistir. Bu siire
sonunda izole edilen segmentler sodyum kaprat iceren perfiizyon ¢ozeltisiyle tekrar
45 dk stireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve asiklovirin
absorpsiyonunda bir degisiklik olup olmadigi incelenmistir.

Grup 4: Izole segment perfiizyon c¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar
(yaklasik 30 dk) perfiize edilmistir. Ardindan uygun konsantrasyonda asiklovir (45
pg/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve fenol kirmizisi (50 pg/mL) igeren
perfiizyon ¢ozeltisi ile her bir barsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 45 dk siire
boyunca perfiize edilmis ve her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra dimetil
B-siklodekstrin (% 1) perfiizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30 dk
siireyle perflize edilerek perfiizyon dengesine ulasilmasi saglanmistir. Bu siire
sonunda izole edilen segmentler dimetil B-siklodekstrin igeren perfiizyon ¢ozeltisiyle
tekrar 45 dk stlireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve

asiklovirin absorpsiyonunda bir degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.
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Grup 5: Izole segment perfiizyon c¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar
(yaklasik 30 dk) perfiize edilmistir. Ardindan uygun konsantrasyonda asiklovir (45
ug/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve fenol kirmizisi (50 pg/mL) igeren
perfiizyon ¢ozeltisi ile her bir barsak segmenti (jejunum, ileum ve kolon) 45 dk siire
boyunca perfiize edilmis ve her 5 dakikada bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra suda
¢oOziinen kitosan (% 0.1) perflizyon ¢ozeltisine eklenerek jejunum, ileum ve kolon 30
dk siireyle perfiize edilerek perfiizyon dengesine ulasilmasi saglanmistir. Bu siire
sonunda izole edilen segmentler suda ¢oziinen kitosan iceren perfiizyon ¢ozeltisiyle
tekrar 45 dk siireyle perfiize edilerek her 5 dakikada bir 6rnek toplanmis ve
asiklovirin absorpsiyonunda bir degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.

Deney siiresince toplanan tiim perflizyon ornekleri analiz edilinceye kadar -
20°C' de dondurularak saklanmistir. Toplanan 6rnekler analiz Oncesi ¢oziindiiriilerek
1000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Ustte kalan berrak kisim
ayrildiktan sonra i¢ standart (furosemid) eklenmis ve mobil faz ile uygun

seyreltmeler yapilarak HPLC kolonuna enjekte edilmistir.
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3.2.3.2. Calismada Kullanilan Maddeler i¢in Miktar Tayini

3.2.3.2.1. Asiklovir

Barsaklardan paraseliiler absorpsiyonu incelemek amaciyla model madde
olarak asiklovir secilmistir. Bu etkin maddenin tek basina ve bazi paraseliiler
absorpsiyon artiric1 ajanlar varliginda barsaklardan absorpsiyonu incelenmistir.
Asiklovirin miktar tayini HPLC yontemi kullanilarak asagidaki kosullarda
gercgeklestirilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Asiklovirin miktar tayini i¢in kullanilan HPLC kosullari.

Kolon Fortis C18 (5um; 250x4.6 mm)

Mobil Faz 0.0125 M KH,PO,4 (pH:7.0) : Metanol (45:55)
Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dalga Boyu 254 nm

Alikonma Siiresi 2.8 dk

Distile su igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonda asiklovir igeren stok
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan uygun seyreltmeler yapilarak 1, 5, 10,
20, 30, 40, 60 pg/mL konsantrasyonda asiklovir igeren standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerin seyreltilmesinde mobil faz kullanilmistir. Hazirlanan
orneklerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alan1 yanit olarak kabul
edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alani degerleri i¢ standardin
(Furosemid) pik alan1 degerlerine boliinerek grafiklenmis ve lineer regresyon analizi

ile standart dogru denklemi ve korelasyon katsayisi tayin edilmistir.
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3.2.3.2.2. Metoprolol Tartarat

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemine gore Simif 1 (yiiksek c¢oziiniirliik,
yiiksek permeabilite)’de yer alan metoprolol tartarat hem kullanilacak permeabilite
yonteminin uygunlugunun degerlendirilmesinde hem de permeabilitesi tayin edilecek
maddenin (asiklovir) permeabilitesini karsilagtirmak amaciyla referans madde olarak
kullanilmistir. Metoprolol tartaratin miktar tayini HPLC yontemi kullanilarak

asagidaki kosullarda gercgeklestirilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Metoprolol tartaratin miktar tayini i¢in kullanilan HPLC kosullari.

Kolon Fortis C18 (5um; 250x4.6 mm)

Mobil Faz 0.0125 M KH,PO, (pH:7.0) : Metanol (45:55)
Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dalga Boyu 227 nm

Alikonma Siiresi 8.6 dk

Distile su igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonda metoprolol tartarat iceren
stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan uygun seyreltmeler yapilarak 1, 5,
10, 20, 30, 40, 60 pug/mL konsantrasyonda metoprolol tartarat iceren standart
coOzeltiler hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerin seyreltilmesinde mobil faz kullanilmastir.
Hazirlanan 6rneklerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alani yanit
olarak kabul edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alani degerleri i¢
standardin (Furosemid) pik alani degerlerine boéliinerek grafiklenmis ve lineer

regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 tayin edilmistir.

3.2.3.2.3. Fenol Kirmizisi

Barsak perflizyonu ¢alismalarinda su dengesine ulasilip ulasilmadigini tayin

etmek amaciyla referans madde olarak fenol kirmizis1 kullanilmistir. Fenol
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kirmizisinin - miktar tayini HPLC yontemi kullanilarak asagidaki kosullarda

gerceklestirilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Fenol kirmizisinin miktar tayini i¢in kullanilan HPLC kosullari.

Kolon Fortis C18 (5pum; 250x4.6 mm)

Mobil Faz 0.0125 M KH,PO4 (pH:7.0) : Metanol (45:55)
Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dalga Boyu 420 nm

Alikonma Siiresi 5.6 dk

Etanol igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonda fenol kirmizisi igeren stok
coOzeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan uygun seyreltmeler yapilarak 1, 2.5, 7.5,
12.5, 15, 20, 30 pg/mL konsantrasyonda fenol kirmizisi igeren standart ¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Stok ¢ozeltilerin seyreltilmesinde mobil faz kullanilmigtir. Hazirlanan
orneklerin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alan1 yanit olarak kabul
edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alan1 degerleri i¢ standardin
(Furosemid) pik alan1 degerlerine boliinerek grafiklenmis ve lineer regresyon analizi

ile standart dogru denklemi ve korelasyon katsayisi tayin edilmistir.

3.2.3.2.4. Furosemid

Analitik yontem ve validasyonu c¢alismalarinda standart madde olarak
furosemid kullanilmigtir. Bu amagla furosemid numunelere bilinen miktarda (20
pg/mL) eklenerek, analiz edilecek maddenin pik alani furosemidin pik alanina
oranlanarak verilmistir. Bu sayede yontemde olusabilecek hata(lar) telafi edilecektir.
Furosemidin tayini HPLC yontemi kullanilarak asagidaki sartlar altinda

gerceklestirilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Furosemidin miktar tayini i¢in kullanilan HPLC kosullari.

Kolon Fortis C18 (5um; 250x4.6 mm)

Mobil Faz 0.0125 M KH,PO,4 (pH:7.0) : Metanol (45:55)
Akis Hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dalga Boyu 270 nm

Alikonma Siiresi 4.4 dk

Metanol igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonda furosemid iceren stok
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan mobil faz ile seyreltme yapilarak 20
ug/mL  konsantrasyonda furosemid igeren standart c¢oOzeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan standart ¢ézeltinin HPLC kolonuna enjeksiyonu ile elde edilen pik alani
yanit olarak kabul edilmistir. Calismada kullanilan diger maddelerin (asiklovir,
metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi) pik alami degerleri furosemidin pik alani
degerlerine boliinerek grafiklenmis ve daha sonra lineer regresyon analizi ile her bir

madde i¢in standart dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari tayin edilmistir.

3.2.3.3. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Analitik yontemin validasyonu bir test yonteminin dogru ve kesin bir sekilde
bekleneni gergeklestirdigini  kanitlamaktadir. Kullanilacak analitik yOntemin
gecerliligini kontrol etmek amaciyla 6zgiilliikk, dogrusallik, duyarlilik, kesinlik ve

dogruluk parametreleri incelenmistir.
3.2.3.3.1. Ozgiilliik (Specificity)
Analizi yapilacak maddenin ortamda bulunan diger maddelerden

etkilenmemesi gerekmektedir. Kullanilacak analitik yOntemin sadece tayini

yapilacak madde veya maddeleri tayin edebilmesi 6zgiilliik olarak tanimlanmaktadir.
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Asiklovir: Jejunum, ileum ve kolonun Golytely ¢ozeltisi ile perfiizyonundan
toplanan perfiizyon ¢ozeltisi karisiminin, ayrica ¢alismada kullanilan diger maddeleri
(metoprolol tartarat, fenol kirmizisi, furosemid, sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat,
suda c¢oziinen kitosan, dimetil [-siklodekstrin) igeren Golytely ¢dzeltisinin
asiklovirin alikonma zamaninda (~2.8 dk) pik vererek girisim yapip yapmadigi
incelenmistir. Ozgiilliik c¢alismalarinda kullanilan asiklovir konsantrasyonu (9
ug/mL) perfiizyon deneylerinde kullanilan konsantrasyona gore belirlenmistir.

Metoprolol tartarat: Jejunum, ileum ve kolonun Golytely ile
perflizyonundan toplanan perfiizyon ¢o0zeltisi karisiminin, ayrica ¢alismada
kullanilan diger maddeleri (asiklovir, fenol kirmizisi, furosemid, sodyum kaprat,
sodyum lauril siilfat, suda ¢oziinen kitosan, dimetil B-siklodekstrin) iceren Golytely
¢Ozeltisinin metoprolol tartaratin alikonma zamaninda (~8.6 dk) pik vererek girigsim
yapip yapmadigi incelenmistir. Ozgiillik ¢aligmalarinda kullanilan metoprolol
tartarat konsantrasyonu (4 pg/mL) perfiizyon deneylerinde kullanilan konsantrasyona
gore belirlenmistir.

Fenol Kirmmzisi: Jejunum, ileum ve kolonun Golytely c¢ozeltisi ile
perflizyonundan toplanan perfiizyon ¢oOzeltisi karisiminin, ayrica ¢alismada
kullanilan diger maddeleri (asiklovir, metoprolol tartarat, furosemid, sodyum kaprat,
sodyum lauril stilfat, suda ¢6ziinen kitosan, dimetil B-siklodekstrin) iceren Golytely
¢Ozeltisinin fenol kirmizisinin alikonma zamaninda (~5.6 dk) pik vererek girigim
yapip yapmadig1 incelenmistir. Ozgiilliik ¢alismalarinda kullanilan fenol kirmizisi
konsantrasyonu (10 pg/mL) perfiizyon deneylerinde kullanilan konsantrasyona gore
belirlenmistir.

Furosemid: Jejunum, ileum ve kolonun Golytely c¢ozeltisi ile
perfiizyonundan toplanan perfiizyon c¢ozeltisi karisiminin, ayrica c¢alismada
kullanilan diger maddeleri (asiklovir, metoprolol tartarat, fenol kirmizisi, sodyum
kaprat, sodyum lauril siilfat, suda ¢oziinen kitosan, dimetil B-siklodekstrin) iceren
Golytely ¢ozeltisinin furosemidin alikonma zamaninda (~4.4 dk) pik vererek girisim
yapip yapmadigi incelenmistir. Ozgiilliik calismalarinda kullamilan furosemid
konsantrasyonu (20 pg/mL) perfiizyon deneylerinde kullanilan konsantrasyona gore

belirlenmistir.
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3.2.3.3.2. Dogrusallik (Linearity)

Asiklovir: Standart dogru denklemi olusturmak amaciyla 1000 pg/mL
asiklovir igeren stok cozeltiler hazirlanmis ve her stoktan uygun seyreltmeler
yapilarak 1, 5, 10, 20, 30, 40, 60 pg/mL konsantrasyonlarda etkin madde igeren
standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin - HPLC  kolonuna
enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit olarak kabul edilmistir. Konsantrasyonlar
ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak standart dogru denklemi ve
korelasyon katsayisi tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina
gore degerlendirme yapilmistir.

Metoprolol tartarat: Standart dogru denklemi olusturmak amaciyla 1000
pg/mL metoprolol tartarat iceren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her stoktan uygun
seyreltmeler yapilarak 1, 5, 10, 20, 30, 40, 60 pg/mL konsantrasyonlarda etkin
madde iceren standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢dzeltilerin HPLC
kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit olarak kabul edilmistir.
Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak standart dogru
denklemi ve korelasyon katsayisi tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin
olmasina gore degerlendirme yapilmistir.

Fenol Kirmizisi: Standart dogru denklemi olusturmak amaciyla 1000 pg/mL
fenol kirmizist igeren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her stoktan uygun seyreltmeler
yapilarak 1, 2.5, 7.5, 12.5, 15, 20, 30 ug/mL konsantrasyonlarda fenol kirmizisi
iceren standart cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC kolonuna
enjeksiyonuyla elde edilen pik alan1 yanit olarak kabul edilmistir. Konsantrasyonlar
ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak standart dogru denklemi ve
korelasyon katsayisi tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina
gore degerlendirme yapilmistir.

Furosemid: 1000 pg/mL furosemid igeren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her
stoktan uygun seyreltmeler yapilarak 20 pg/mL konsantrasyonda furosemid igeren
standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin - HPLC  kolonuna
enjeksiyonuyla elde edilen pik alam1 yanit olarak kabul edilmistir. Caligmada

kullanilan diger maddelerin pik alan1 degerleri i¢ standardin (furosemid) pik alani
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degerlerine boliinerek grafiklenmis ve diger maddelere ait standart dogru denklemi

ile korelasyon katsayisi tayin edilmistir.

3.2.3.3.3. Kesinlik (Precision)

Kesinlik aynmi1 analitik kosullar altinda yapilan belirli sayidaki 6l¢iimlerin
birbirlerine ne kadar yakin oldugunun gostergesidir. Yontemlerin kesinligi i¢in giin
ici ve giinler aras1 kesinlik ¢alismalar1 yapilmistir. Analitik yontemin kesinligini
gostermek i¢in ortalama deger bulunarak standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisi
(VK) parametreleri tayin edilmistir.

Giin ici kesinlik calismalar1 i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda kalan ve
calisilacak numunelerin  konsantrasyonlart da goz Oniline alinarak diisiik
(kalibrasyonun diisiik noktasi), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve yiiksek
(kalibrasyonun en yliksek noktasi) diizeyde ii¢ konsantrasyon belirlenerek her
konsantrasyon noktasi i¢in 6 tane standart hazirlanmistir. Hazirlanan standartlarin
ayni giin igerisinde maddeye ait miktar tayini yontemi kullanilarak analizleri
yapilmis ve elde edilen bulgulardan hareketle ortalama, SS ve VK hesaplanmustir.

Giinler arasi kesinlik caligmalar i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda kalan
ve c¢alisilacak numunelerin konsantrasyonlar1 da g6z Oniine alinarak diisiik
(kalibrasyonun diisilk noktas1), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve ylksek
(kalibrasyonun en yiiksek noktasi) diizeyde iic konsantrasyon belirlenerek her
konsantrasyon noktas1 i¢in 6 farkli glinde standartlar hazirlanmigtir. Hazirlanan
standartlarin maddeye ait miktar tayini yontemi kullanilarak analizleri yapilmis ve
elde edilen bulgulardan hareketle ortalama, SS ve VK hesaplanmistir. Giin i¢i ve
giinler aras1 kesinlik calismalarinda kullanilan konsantrasyonlar Tablo 3.6’da

verilmistir.
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Tablo 3.6. Giin i¢i, giinler arast kesinlik ve dogruluk c¢alismalarinda kullanilan

madde konsantrasyonlari.

Deney Diizey Cahisilan Madde Konsantrasyonu (pg/mL)
Asiklovir Metoprolol Fenol
Tartarat Kirmizisi
Barsak Diisiik 5 5 2.5
Permeabilitesi | Orta 20 20 12.5
Yiiksek 40 40 20

Cihaz Kesinligi, analitik yontemin ayn1 6l¢tim kosullar1 altinda kisa zaman
araliklar1 igerisindeki kesinligini belirtmektedir. Deney-i¢i kesinlik olarak da
adlandirilmaktadir. Analizde kullanilan cihazin kesinligini tayin etmek amaciyla
hazirlanan asiklovir (20 pg/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve fenol kirmizisi
(12.5 pg/mL) ¢ozeltilerinin HPLC’de pes pese alt1 kez dl¢limii yapilmustir.

Yontem Kesinligi, bir analitik yontemin farkli laboratuvarlar arasindaki
kesinligini gosteren bir parametredir. Kullanilan analitik yontemin kesinligini tayin
etmek amaciyla 6’sar adet asiklovir (20 pg/mL), metoprolol tartarat (20 pg/mL) ve
fenol kirmizis1 (12.5 pg/mL) ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’de dlglimleri yapilmistir.

3.2.3.3.4. Dogruluk (Accuracy)
Dogruluk, deneysel verilerin gergek verilere olan yakinhiginin dl¢titiidiir. %

ortalama bagil hata (OBH) olarak ifade edilmistir. Degerlendirme % ortalama bagil

hatanin + %15 ten kii¢lik olmasina gore yapilmistir.

%OBH = A];B x 100 3.1)

A: Tayin edilen konsantrasyon

B: Gergek konsantrasyon
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Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin miktar tayininde
kullanilan analiz yonteminin dogrulugunun tayini ic¢in glin i¢i kesinlik
caligmalarindan elde edilen sonuglar kullanilmistir. Dogruluk caligmalarinda

kullanilan madde konsantrasyonlar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

3.2.3.3.5. Duyarhlik (Sensitivity)

Bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiiclik konsantrasyon degeri olup
saptayabilme smir1 (limit of detection; LOD) ve kantitatif olarak tayin edebilecegi
(limit of quantification; LOQ) en kii¢iik konsantrasyon degeri ile ifade edilir.

Calismada kullanilan maddelerin (asiklovir, metoprolol tartarat, fenol
kirmizisi) bilinen konsantrasyonlardaki stok c¢ozeltilerinin seyreltilmesiyle elde
edilen Orneklerin her bir maddeye 6zgili yontemle analizi yapilarak sinyal/gliriiltii
oranlar tespit edilmistir. Sinyal/giiriiltii oran1 3.3 olan konsantrasyon LOD, 10 olan

konsantrasyon ise LOQ olarak belirlenmistir (134).

3.2.3.3.6. Stabilite

Perflizyon deneylerine baslamadan once gerceklestirilen 6n deneme
calismasindan elde edilen numuneler hemen ve -20 °C’de dondurulduktan 24 saat

sonra ¢Ozilindiiriilerek kullanilan miktar tayin yontemi ile analiz edilmistir.

3.2.4. Veri Analizi

Barsak perflizyonu ¢alismalarinda zamanin fonksiyonu olarak toplanan
orneklerdeki madde miktarlari hazirlanan standart dogru denklemleri kullanilarak
konsantrasyon olarak ifade edilmistir. Tayin edilen konsantrasyon degerleri
rezervuardaki madde konsantrasyonuna oranlanarak normalize edilmistir. Normalize
edilen bu konsantrasyon degerleri zamana kars1 grafiklenerek her bir barsak
segmentinin (jejunum, ileum ve kolon) liimeninden zamanin fonksiyonu olarak

absorpsiyonu gosteren konsantrasyon zaman profilleri elde edilmistir. Ayrica
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permeabilite artirict ajanlarin farkli barsak segmentleri lizerine etkilerini kiyaslamak
amaciyla neden olduklar1 % degisim degerleri zamana kars1 grafie gegirilmistir.
Asiklovir ve metoprolol tartaratin permeabilite degerleri (Pes) lizerine
permeasyon artirici ajanlarin etkisini incelemek amaciyla her grup kendi kontrol
degerleri ile karsilastirilmistir. Py degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik

kullanilmistir (135):

C
Q ln(CZ’)’
o= 2.r.L 3-2)
Q : Akis hiz1 (mL/sn)
Cout : Segmentten ¢ikan perfiizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu (pg/mL)
Cin : Segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki ila¢ konsantrasyonu (pg/mL)
r : Perfiize edilen barsak segmentinin yarigap1 (cm)
L : Perfiize edilen barsak segmentinin uzunlugu (cm)

Segmentlerin ortalama yarigaplari jejunum ve ileum i¢in 0.18 cm, kolon i¢in
0.2 cm olarak kabul edilmistir (136).
Esitlik 3.2°de verilen (Cou/Cin)' orani asagida verilen esitlik kullanilarak

hesaplanmistir (137):
Cou 1 Cou . Cin
(=) = (—*)ilag X(=")FK (3.3)
Cin Cin Cout
(Cout/Cin)itag : Segmentten ¢ikan ve segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki
ila¢ konsantrasyonlarinin orani
(Cin/Cout)rk . Segmente giren ve segmentten ¢ikan perfiizyon ¢ozeltisindeki

fenol kirmizisi konsantrasyonlarinin orani
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Segmente giren ve segmentten ¢ikan perfiizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizist
konsantrasyon degerleri kullanilarak net su akisi (net water flux; NWF) degerleri

hesaplanmistir (137):

C.
NWF = 3.4)
L
Q : Akis hizi (uL/dk)
L : Perfiize edilen barsak segmentinin uzunlugu (cm)
(Couw/Cin)rk . Segmentten ¢ikan ve segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki

fenol kirmizis1 konsantrasyonlarinin orani

Net su akisi degerinin negatif ¢ikmasi mukozal bolgeden (liimen) serozal
bolgeye (kan) sivi kaybi oldugunu ifade etmektedir. Bu degerin pozitif ¢ikmasi ise
mukozal bolgeye sivi girisi oldugunu ifade etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda

hesaplanan net su akis1 degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen biitiin veriler ortalama =+ standart sapma (SS) olarak
tablolanmistir. Konsantrasyon-zaman profillerinin  karsilastirilmasinda  yapilan
istatistiksel analizlerde giiven aralig1 en az % 95 olarak se¢ilmistir. Grup i¢i verilerin
istatistiksel karsilastirilmasinda non-parametrik bir test olan Wilcoxon eslestirilmis
iki 6rnek testi kullanilmistir. Analizler GraphPad Prism 5.01 for Windows programi
kullanilarak bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkin
onemliligi elde edilen p degerinin o yanilma diizeyinden biiyiik (p>a; istatistiksel
olarak anlamsiz) veya kiigiik (p<a; istatistiksel olarak anlamli) olmasina gore
degerlendirilmistir. Analitik yontem icin ise validasyon &lgiitlerinin varyasyon

katsayis1 (VK) degerleri hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsmada Kullanilan Maddeler icin Miktar Tayini

Farkli barsak segmentlerininin Golytely c¢ozeltisiyle perfiizyonundan elde
edilen perfiizat karisimina ¢alismada kullanilan maddelerin eklenmesiyle elde edilen
¢Ozelti HPLC kolonuna enjekte edilmistir. Etkin ve referans maddelerin analizi DAD
(Diode array dedector) dedektor kullanilarak kendi dalga boylarinda (Asiklovir: 254
nm; Metoprolol tartarat: 227 nm; Fenol kirmizisi: 420 nm; Furosemid: 270 nm)
gerceklestirilmistir. Asiklovir, furosemid ve metoprolol tartarat i¢in alikonma

zamanlari sirasiyla 2.8, 4.4 ve 8.6 dakika olarak tayin edilmistir (Sekil 4.1).

maw Asiklovir
2.8 dk Metoprolol Tartarat
= Furosemid 8.6 dk
4.4 dk
2mM A
Al 1

10

1 4

0 rd L W

L 2 H 5 2 o
Zatnar (dk)

Sekil 4.1. Asiklovir, metoprolol tartarat ve furosemid iceren Golytely ¢ozeltisinin
227 nm dalga boyunda elde edilen HPLC kromatogrami (Asiklovir: 20 pg/mL;
Furosemid: 20 pg/mL; Metoprolol tartarat: 20 ug/mL).

Boliim 3.2.3.2.1°de verilen HPLC yontemiyle tayini yapilan asiklovire ait

kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.2°de verilmistir.
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y=0,0667x+ 0,0089
R2=0,9996

Pik alam

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. Mobil fazla uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan asiklovir ¢ozeltilerine

ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama + SH; n=6).

Bolim 3.2.3.2.2°de verilen HPLC yontemiyle tayini yapilan metoprolol

tartarata ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.3’de verilmistir.

y = 0,0749x - 0,0266
R? = 0,9997

Pik alani
N
(6]

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3. Mobil fazla uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan metoprolol tartarat

coOzeltilerine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama = SH; n=6).

Fenol kirmizismin farkli barsak segmentlerininin Golytely c¢ozeltisiyle
perfiizyonundan elde edilen perfiizat karisimina eklenmesiyle elde edilen ¢ozeltinin
HPLC kolonuna enjeksiyonuyla 420 nm dalga boyunda pik verdigi gozlenmistir.

Fenol kirmizisi i¢in alikonma zamani 5.6 dakika olarak tayin edilmistir (Sekil 4.4).
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Boliim 3.2.3.2.3°de verilen HPLC ydntemiyle tayini yapilan fenol kirmizisina

ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.5’de verilmistir.

g Fenol Kirmizisi
5.6 dk
am -
150
m& T

i -

a

o —

L T y i I N
Zatnan (dk)

Sekil 4.4. Fenol kirmizisi igeren Golytely ¢ozeltisinin 420 nm dalga boyunda elde
edilen HPLC kromatogrami.

45 -
y=0,1346x-0,0837

R2=0,9980
35 -

25 4

Pik alani

1,5

0,5

0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.5. Mobil fazla uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan fenol kirmizisi

coOzeltilerine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama = SH; n=6).
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4.2. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

4.2.1.0zgiilliik

Uc farkli barsak segmentinin (jejunum, ileum, kolon) Golytely ¢dzeltisiyle
perfiizyonundan toplanan perfiizatlar birlestirilerek 227 nm’de HPLC’de
kromotogrami alinmistir (Sekil 4.6). Asiklovir (2.8 dk), furosemid (4.4 dk) ve
metoprolol tartaratin (8.6 dk) alikonma zamanlarinda pik vererek girisim

yapmadiklar1 gozlenmistir.

mal ]
@
e 4

ma T
i
A 4
o o
i 2 H & z o
Zatnaty (dK)

Sekil 4.6. Jejunum, ileum ve kolonun Golytely ¢ozeltisiyle perfiizyonundan elde

edilen perfiizat karigiminin 227 nm’deki HPLC kromatograma.

Calismada kullanilan permeasyon artiric1 ajanlarin  etkin ve referans
maddelerle girisim yapip yapmadiklarini incelemek amaciyla jejunum, ileum ve
kolonun Golytely ¢ozeltisiyle perfiizyonundan toplanan perfiizatlar birlestirilmistir.
Dort farkli permeasyon artirici ajan (sodyum kaprat, sodyum lauril siilfat, dimetil 3-
siklodekstrin, suda ¢oziinen kitosan) ayr1 ayri perflizat karisimi igerisine eklenerek
254 nm’de HPLC’de kromotogramlar1 cekilmistir (Sekil 4.7) Permeasyon artirict
ajanlarin ¢aligmada kullanilan diger maddelerle (asiklovir, metoprolol tartarat, fenol

kirmizisi, furosemid) girisim yapmadiklar1 gozlenmistir.
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Sekil 4.7. Permeasyon artirict ajanlar1 [Sodyum kaprat (A); Dimetil B-siklodekstrin

(B); Sodyum lauril siilfat (C); Suda ¢oziinen kitosan (D)] igeren Golytely ¢ozeltisinin

254 nm dalga boyunda elde edilen HPLC kromatogramlari
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4.2.2. Dogrusalhik

Bolim 3.2.3.3.2’de belirtildigi  sekilde gergeklestirilen dogrusallik
calismalarinda konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar
en kiiclik kareler yontemine gore degerlendirilerek standart dogru denklemleri ve
korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina
gore degerlendirilmistir. Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizina ait

dogrusallik bulgular1 Tablo 4.1 — 4.3’ de, verilmistir.

Tablo 4.1. Asiklovire ait dogrusallik bulgulari.

Dogru Denklemi y =0.0667x + 0.0089
Kesisimin Standart Hatasi 0.011
Egimin Standart Hatasi 0.002
Determinasyon Katsayisi (") 0.9996
Dogrusallik Arahg: (ng/mL) 1-64

Nokta Sayisi 7

LOD (pg/mL) 0.25

LOQ (ng/mL) 1.00




Tablo 4.2. Metoprolol tartarata ait dogrusallik bulgulari.
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Dogru Denklemi

y =0.0749x - 0.0266

Kesisimin Standart Hatasi 0.013
Egimin Standart Hatas: 0.002
Determinasyon Katsayisi ) 0.9997
Dogrusallik Arahg: (ng/mL) 2-100
Nokta Sayisi 7
LOD (pg/mL) 1.00
LOQ (pg/mL) 2.00

Tablo 4.3. Fenol kirmizisina ait dogrusallik bulgulari.

Dogru Denklemi

y = 0.1346x — 0.0837

Kesisimin Standart Hatasi 0.039
Egimin Standart Hatas: 0.005
Determinasyon Katsayisi ) 0.9980
Dogrusallik Arahg: (ng/mL) 4 -100
Nokta Sayisi 7
LOD (pg/mL) 1.00
LOQ (ng/mL) 4.00
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Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi icin elde edilen kalibrasyon
dogrularinin korelasyon katsayilari 1’e yakin bulunmustur. Bu sonuglar her madde
i¢in ¢aligilan konsantrasyon araliginda (asiklovir: 1-60 ug/mL; metoprolol tartarat: 1-
60 pug/mL, fenol kirmizisi: 1-30 ug/mL) pik alanlar1 ile konsantrasyonlar arasindaki

iliskinin dogrusal oldugunu gostermektedir.

4.2.3. Kesinlik

Calismada kullanilan maddelerin miktar tayini icin gelistirilen analitik
yontemin kesinligini gostermek amaciyla yapilan giin i¢i ve giinler arasi kesinlik
calismalarinda asiklovir i¢in elde edilen bulgular Tablo 4.4’de, metoprolol tartarat
i¢cin elde edilen bulgular Tablo 4.5°de, ve fenol kirmizisi i¢in elde edilen bulgular
Tablo 4.6’da verilmistir. Calisilan her ii¢ konsantrasyona ait varyasyon katsayisi
degerleri asiklovir i¢in %8’den, metoprolol tartarat i¢cin %7°den ve fenol kirmizisi

i¢in %14 ’ten daha kii¢iik bulunmustur.
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Tablo 4.4. Asiklovirin miktar tayininde kullanilan yonteme ait giin i¢i ve giinler arasi

kesinlik bulgulari.
Konsantrasyon (ng/mL) Giin I¢i (ng/mL) Giinler Arasi (pg/mL)

5 491 5.34
4.68 5.00

5.08 4.99

5.00 5.16

5.32 5.01

5.24 4.94

Ortalama 5.04 5.07

SS 0.23 0.15

% VK 4.56 2.96
20 18.91 19.44
19.61 19.82

18.80 20.01

21.16 19.42
20.86 20.19
22.38 20.40
Ortalama 20.29 19.88

SS 1.41 0.40

% VK 6.97 2.00
40 36.28 38.78
38.61 39.75
37.63 40.57

43.22 40.41

40.72 40.23
43.83 40.63
Ortalama 40.05 40.06

SS 3.06 0.70

% VK 7.65 1.75
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Tablo 4.5. Metoprolol tartaratin miktar tayininde kullanilan yonteme ait giin ici ve

giinler aras1 kesinlik bulgulari.

Konsantrasyon (ng/mL) Giin i¢i (ng/mL) Giinler Arasi (pg/mL)
5 4.90 5.07
5.02 4.96
4.85 5.03
5.46 4.98
5.40 5.05
5.52 4.98
Ortalama 5.19 5.01
SS 0.30 0.05
% VK 5.80 0.93
20 18.74 19.54
18.98 20.40
18.68 20.26
21.00 19.59
21.08 19.61
20.50 20.38
Ortalama 19.83 19.97
SS 1.15 0.42
% VK 5.79 2.13
40 36.31 39.84
38.37 39.61
37.65 41.34
41.67 40.02
42.98 39.06
40.77 40.05
Ortalama 39.62 39.99
SS 2.58 0.76
% VK 6.51 1.89
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Tablo 4.6. Fenol kirmizisinin miktar tayininde kullanilan yonteme ait gilin ici ve

giinler aras1 kesinlik bulgulari.

Konsantrasyon (ng/mL) Giin i¢i (ng/mL) Giinler Arasi (pg/mL)

2.5 2.65 3.45
3.26 2.87

2.88 2.68

2.69 2.47

2.52 3.27

3.44 2.51

Ortalama 291 2.88

SS 0.37 0.40
% VK 12.68 13.88
12.5 10.41 11.12
12.72 11.24
13.02 11.19

11.23 13.01

10.98 11.01

13.02 12.71
Ortalama 11.90 11.72

SS 1.16 0.90

% VK 9.71 7.69

20 19.75 22.31
20.38 21.66
21.64 21.33
21.05 20.34
17.00 19.79
21.35 21.05
Ortalama 20.19 21.08

SS 1.71 0.91

% VK 8.46 4.32
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e C(Cihaz Kesinligi

Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan
cihazin kesinligini gostermek amaciyla yapilan caligmalardan elde edilen bulgular
Tablo 4.7°de verilmistir. Calisilan tiim konsantrasyonlar icin tayin edilen varyasyon

katsayis1 degerleri %8’den kiiciik bulunmustur

Tablo 4.7. Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi i¢in cihaz kesinligi

bulgulari.

Konsantrasyon Asiklovir (ng/mL)

20 pg/mL 21.78
21.92
22.00
20.86
20.92
21.16

Ortalama 21.44

SS 0.52

%VK 2.42

Konsantrasyon Metoprolol tartarat (ng/mL)

20 pg/mL 19.87
19.07
21.26
20.00
19.10
19.31

Ortalama 19.76

SS 0.83

%VK 4.20

Konsantrasyon Fenol kirmizis1 (pg/mL)

12.5 pg/mL 11.19
12.72
11.12
13.02
11.23
13.01

Ortalama 12.05

SS 0.96

%VK 7.94
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e Yontem Kesinligi

Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan
analitik yontemin kesinligi Boliim 3.2.3.3.3’de belirtildigi sekilde yapilarak elde
edilen bulgular Tablo 4.8’de verilmistir. Calisilan tiim konsantrasyonlar icin tayin

edilen varyasyon katsayisi degerleri %10’dan kii¢iik bulunmustur

Tablo 4.8. Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisi i¢in yontem kesinligi
bulgulart.

Konsantrasyon Asiklovir (ng/mL)
20 pg/mL 18.91
19.61
18.80
21.16
20.86
22.38
Ortalama 20.29
SS 1.41
% VK 6.97
Konsantrasyon Metoprolol tartarat (pg/mL)
20 pg/mL 18.74
18.98
18.68
21.00
21.08
20.50

Ortalama 19.83

SS 1.15

% VK 5.79

Konsantrasyon Fenol kirmzis1 (pg/mL)

12.5 pg/mL 10.41
12.72
13.02
11.23
10.98
13.02

Ortalama 11.90

SS 1.16

%VK 9.71
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Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan
analitik yontemin giin i¢i, giinler arasi kesinlik ¢alismalart ile cihaz ve yontem
kesinligi

caligmalarindan elde edilen bulgular incelendiginde c¢alisilan tiim

konsantrasyonlarda varyasyon katsayist degerlerinin %15’ten kiiciik oldugu

gozlenmistir. Bu sonuglar kullanilan analitik yontemin kesinligini kanitlamaktadir.

4.2.4. Dogruluk

Asiklovir’in tayininde kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun
gosterilmesi amactyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo 4.9’da verilmistir. Her
bir konsantrasyon icin hesaplanan varyasyon katsayis1 degerleri %8’den kiiciik

bulunmustur.

Tablo 4.9. Asiklovire ait dogruluk ¢aligmasi bulgular1 (Ortalama + SS; n=6).

Gercek konsantrasyon Olciilen konsantrasyon | % Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) (ng/mL)
5 5.04+0.23 4.54
20 20.29 £ 1.41 6.97
40 40.05 +3.06 7.65
Metoprolol tartarat’in tayininde kullanilan analitik  ydnteminin

dogrulugunun gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.10’da
verilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in hesaplanan varyasyon katsayisi degerleri

%7’den kiigiik bulunmustur.
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Tablo 4.10. Metoprolol tartarata ait dogruluk calismasi1 bulgular1 (Ortalama + SS;

n=6).

Gerg¢ek konsantrasyon

Olciilen konsantrasyon

% Varyasyon Katsayisi

(ng/mL) (ng/mL)
5 5.19 +0.30 5.80
20 19.83+1.15 5.79
40 39.63 +2.58 6.51

Fenol kirmizisi’nin tayininde kullanilan analitik yonteminin dogrulugunun

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo 4.11°de verilmistir. Her

bir konsantrasyon i¢in hesaplanan varyasyon katsayisi degerleri %13’ten kiiglik

bulunmustur.

Tablo 4.11. Fenol kirmizisina ait dogruluk ¢aligmasi bulgular1 (Ortalama + SS; n=6).

Gerg¢ek konsantrasyon Olciilen konsantrasyon | % Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) (ng/mL)
2.5 291 +0.37 12.68
12.5 11.90 £ 1.16 9.71
20 20.20+1.71 8.46

4.2.5. Duyarhhk

Asiklovir, metoprolol tartarat ve fenol kirmizisinin tayininde kullanilan

analitik yontemin duyarliligi Bolim 3.2.3.3.5’de belirtildigi gibi yapilmistir. Tayin
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edilen LOD ve LOQ degerleri asiklovir i¢cin Tablo 4.1’de, metoprolol tartarat icin
Tablo 4.2°de, fenol kirmiz1 i¢in Tablo 4.3°de verilmistir.

4.2.6. Stabilite

Deneyden hemen sonra ve -20°C’de dondurma-¢ézme islemi uygulanarak 24
saat sonra tayin edilen konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(Tablo 4.12). Bu nedenle perfiizyon deneylerinden toplanan numuneler analiz

edilinceye kadar -20°C’de saklanmustir.

Tablo 4.12. Calismada kullanilan maddelere ait stabilite calismast bulgular

(Ortalama + SS; n=6)

Madde Gerg¢ek Deneyden hemen | Dondurma-cézme p
konsantrasyon sonra ol¢iilen isleminden 24 sa | Degeri
(ng/mkL) konsantrasyon sonra ol¢iilen
(ng/mL) konsantrasyon
(ng/mL)
Asiklovir 20 19.95+0.35 20.19 +1.35 0.646
Metoprolol 20 19.86 £1.11 19.97£0.42 0.859
Tartarat
Fenol 12.5 11.98 +1.09 12.23+1.42 0.203
Kirmizisi
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4.3. Perfiizyon Deneyleri

Tiim perfiizyon ¢alismalarinda kullanilan siganlara ait bilgiler kontrol grubu

icin Tablo 4.13.’te ve deney gruplari i¢in Tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.13. Kontrol grubunda kullanilan sicanlara ait bilgiler (Ortalama + SS).

Grup 1 (Kontrol Grubu) (n = 6)

e Sican Agirhig (g) 223.5+12.86

e Akis Hiz1 (Q; mL/dk) 0.2

e Perfiize Edilen Segment Uzunluklar1 (cm)
Jejunum 9.04 £2.32
leum 3.25+0.63

Kolon 1.88 +0.38




Tablo 4.14. Deney gruplarinda kullanilan siganlara ait bilgiler (Ortalama + SS).
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Grup 2 (Asiklovir + Sodyum Lauril Siilfat) (n = 6)

e Sigan Agirhig (g)

204.33 +16.29

e Akis Hiz1 (Q; mL/dak)

0.2

e Perfiize Edilen Segment Uzunluklari (cm)

Jejunum 8.42+1.65
lleum 3.93+1.29
Kolon 2.15+0.48
Grup 3 (Asiklovir + Sodyum Kaprat) (n = 6)
e Sican Agirhig (g) 235 +2291
e Akis Hiz1 (Q; mL/dak) 0.2
e Perfiize Edilen Segment Uzunluklar1 (cm)
Jejunum 9.10+2.50
fleum 4.10+1.34
Kolon 2.47+0.71
Grup 4 (Asiklovir + Dimetil B-Siklodekstin) (n = 6)
e Sican Agirligi (g) 214.66 + 6.18
e Akis Hiz1 (Q; mL/dak) 0.2
e Perfiize Edilen Segment Uzunluklar1 (cm)
Jejunum 9.00+1.78
fleum 4.33+2.02
Kolon 2.53+0.69

Grup 5 (Asiklovir + Suda coziinen kitosan) (n = 6)

e Sigan Agirhigi (g)

254.66 + 19.37

e Akis Hiz1 (Q; mL/dak) 0.2

e Perfiize Edilen Segment Uzunluklar1 (cm)
Jejunum 8.82+2.78
leum 597+1.81
Kolon 2.82+1.02
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4.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Herhangi bir permeabilite artirici ajanin  kullanilmadan gergeklestirilen
perfiizyon deneylerinde asiklovirin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamaninin
fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil

4.8’ de gosterilmistir.

1,2 1
[ =
S 1
(7]
i
E 08 - —e—jejunum
g 06 —a—ileum
x ——kolon
N 04
E
S 0.2
=
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dk)

Sekil 4.8. Kontrol grubunda jejunum, ileum ve kolonun asiklovir ile perfiizyonu

sonucu elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri.

Kontrol grubunda asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen
permeabilite (P.s) degerleri Tablo 4.15°de verilmistir. Pegr degerlerindeki degismeler

ise Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Tablo 4.15. Kontrol grubunda asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen P

degerleri (Ortalama + SS; n=6).

Barsak Segmenti | (10'4 cm/sn)
Asiklovir Metoprolol Tartarat
Jejunum 0.46 +£0.29 0.83 +0.37
Ileum 1.27+0.80 1.61 £0.76
Kolon 1.83 £0.68 3.17+1.20
5- . "
3 Asiklovir
= 4 Metoprolol
L
£ >
b
2 2 il
"'qu, ]
o 1- T l ]
&l XL o
P I N o I I I

Jeju'num ileum
intestinal Bolge

Sekil 4.9. Kontrol grubunda asiklovir ve metoprolol tartarat icin tayin edilen Pes

degerleri (Ortalama + SS; n=6).
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4.3.2. Deney Gruplarina Ait Bulgular

Asiklovirin farkli barsak segmentlerinden (jejunum, ileum ve kolon)
absorpsiyonu ve permeabilitesi tizerine sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat, dimetil
B-siklodekstrin ve suda ¢oziinen kitosan etkisi incelenmis ve her bir permeabilite

artirict ajan i¢in elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.3.2.1. Sodyum Lauril Siilfat Grubuna Ait Bulgular

Sodyum lauril siilfatin permeasyon artirict ajan olarak kullanildig1 perfiizyon
deneylerinde asiklovirin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu
olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.10°da
verilmistir. Asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite degerleri
Tablo 4.16’da Ozetlenmis ve Py degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.11°de
gosterilmistir.  Sodyum lauril siilfat kullanilarak gergeklestirilen perfiizyon
calismalarinda asiklovir ve metoprolol tartaratin jejunum ve kolondan absorpsiyonu
Oonemli derecede artmazken, ileumdan asiklovir absorpsiyonu Onemli derecede

(p=0.043) artmugtir.
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Sekil 4.10. Permeasyon artirict ajan olarak sodyum lauril siilfat (SLS) kullanilan
calismalarda jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) asiklovir ile perflizyonu sonucu

elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri (-): SLS yok; (+):SLS var.
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Sekil 4.11. Permeasyon artirici ajan olarak sodyum lauril siilfatin kullanildig
calismalarda asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen P degerleri (Ortalama

+ SS; n= 6). Enh(-): permeasyon artirict ajan yok; Enh(+):Permeasyon artirict ajan

var.
4.3.2.2. Sodyum Kaprat Grubuna Ait Bulgular

Permeasyon artirict ajan olarak sodyum kapratin kullanildigi perfiizyon
deneylerinde asiklovirin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin fonksiyonu
olarak absorpsiyonunu gosteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil 4.12°de
verilmistir. Asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite degerleri
Tablo 4.17°de oOzetlenmis ve P.r degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.13°te
gosterilmistir. Sodyum kaprat kullanilarak gerceklestirilen perfiizyon caligmalarinda
asiklovirin tiim segmentlerden absorpsiyonundaki artiglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Metoprolol tartaratin absorsiyonu ise jejunum ve ileumda
anlamli derecede artarken (Jejunum p=0.028, ileum p=0.043) kolondaki artis

istatistiksel olarak 6nemli olmamistir (Kolon p=0.068).
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Sekil 4.12. Permeasyon artiric1 ajan olarak sodyum kaprat kullanilan ¢aligmalarda
jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) asiklovir ile perfiizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri (-): Sodyum kaprat yok; (+):Sodyum kaprat var.
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Asiklovir Enh (+)
BE= Metoprolol Enh (-)
I Metoprolol Enh (+)

Jejunum i Kolon
intestinal Bélge

Sekil 4.13. Permeasyon artirici ajan olarak sodyum kapratin kullanildig: ¢alismalarda
asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Py degerleri (Ortalama + SS; n= 6)

Enh(-): permeasyon artirici ajan yok; Enh(+):Permeasyon artiric1 ajan var.

4.3.2.3. Dimetil B-Siklodekstrin Grubuna Ait Bulgular

Dimetil B-siklodekstrinin permeasyon artirict ajan olarak kullanildig
perfiizyon deneylerinde asiklovirin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin
fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gdsteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil
4.14’te verilmistir. Asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite
degerleri Tablo 4.18’de 6zetlenmis ve Py degerlerindeki degismeler ise Sekil 4.15°te
gosterilmistir.  Dimetil p-siklodekstrin  kullanilarak gercgeklestirilen perflizyon
caligmalarinda asiklovir ve metoprolol tartaratin jejunum, ileum ve kolondan

absorpsiyonunda 6nemli derecede bir artma bulunmamaistir (p>0.05).
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Sekil 4.14. Permeasyon artirict olarak dimetil B-siklodekstrin (DMC) kullanilan
calismalarda jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) asiklovir ile perflizyonu sonucu

elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri (-): DMC yok; (+):DMC var.
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Pess (107 cmisn)
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Sekil 4.15. Permeasyon artirici ajan olarak dimetil B-siklodekstrin kullanilan
calismalarda asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen P degerleri (Ortalama

+ SS; n= 6) Enh(-): Permeasyon artiric1 ajan yok; Enh(+):Permeasyon artiric1 ajan

var.

4.3.2.4. Suda Coziinen Kitosan Grubuna Ait Bulgular

Suda c¢oziinen kitosanin permeasyon artirict ajan olarak kullanildigi
perfiizyon deneylerinde asiklovirin jejunum, ileum ve kolon liimeninden zamanin
fonksiyonu olarak absorpsiyonunu gdsteren konsantrasyon-zaman profilleri Sekil
4.16’da verilmistir. Asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in hesaplanan permeabilite
degerleri Tablo 4.19’da Ozetlenmis ve P.y degerlerindeki degismeler ise Sekil
4.17°de gosterilmistir. Suda ¢oziinen kitosan kullanilarak gerceklestirilen perfiizyon
calismalarinda metoprolol tartaratin jejunum, ileum ve kolondan absorpsiyonundaki
artis onemli degildir (p>0.05). Asiklovirin absorpsiyonu ise sadece ileumda 6nemli

derecede artmistir (p=0.043).
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Sekil 4.16. Permeasyon artiric1 olarak suda ¢6ziinen kitosan kullanilan ¢alismalarda
jejunum (A), ileum (B) ve kolonun (C) asiklovir ile perfiizyonu sonucu elde edilen

konsantrasyon-zaman profilleri (-): Kitosan yok; (+): Kitosan var.
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Sekil 4.17. Permeasyon artirict ajan olarak suda c¢oziinen kitosan kullanilan
calismalarda asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Py degerleri (Ortalama

+ SS; n= 6) Enh(-): Permeasyon artiric1 ajan yok; Enh(+): Permeasyon artirict ajan

var.

4.3.3. Asiklovirin  Absorpsiyon ve Permeabilitesinin  Barsak

Segmentlerine Gore Kiyaslanmasi

Asiklovirin farkli barsak segmentlerinden (jejunum, ileum ve kolon)
absorpsiyonu iizerine perfiizyon c¢alismalarinda kullanilan permeabilite artirici

ajanlarin  etkisini  gOsteren konsantrasyon-zaman profilleri  Sekil 4.18’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Calismada kullanilan permeabilite artirict ajanlarin asiklovirin farklh
barsak segmentlerinden absorpsiyonu iizerine etkisini gosteren konsantrasyon-zaman
profilleri (A) Grup 2 (%0.015 Sodyum lauril siilfat); (B) Grup 3 (%2 Sodyum
kaprat); (C) Grup 4 (%1 Dimetil B-siklodekstrin); (D) Grup 5 (%0.1 Suda ¢6ziinen

kitosan).



&9

Farkli permeabilite artirict ajanlarin (sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat, p-
siklodekstrin, suda ¢ozilinen kitosan) asiklovir ve metoprolol tartaratin farkli barsak

segmentlerinden (jejunum, ileum ve kolon) permeabilitesi iizerine etkisi Sekil 4.19.-

4.21°de gosterilmistir.
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1.5- 3 Asiklovir Enh(-)
Bl Asiklovir Enh (+)

1oh 0 & L

] ]
Sodyum Lauril Siilfat Na-Kaprat B-siklodekstrin Kitosan
Permeasyon Artirici Ajan

Pess (1 0* cm/sn)
2
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1.5 3 Metoprolol Enh (-)
g Bl Metoprolol Enh (+)
€
(3]
s 1.01 _|_
e T
a®
0.5 T -|- J_ J_
0.0

! I ! !
Sodyum Lauril Siilfa. Na-Kaprat B-siklodekstrin Kitosan
Permeasyon Artirici Ajan

Sekil 4.19. Permeasyon artirici ajan igermeyen [Enh(-)] ve igeren [Enh(+)]

ortamlarda asiklovir (A) ve metoprolol tartarat (B) i¢in jejunumdan tayin edilen P.g

degerleri (Ortalama + SS, n= 6).
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Sekil 4.20. Permeasyon artirici ajan icermeyen [Enh(-)] ve igeren [Enh(+)]

ortamlarda asiklovir (A) ve metoprolol tartarat (B) i¢in ileumdan tayin edilen P.g
degerleri (Ortalama + SS, n= 6).
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Sekil 4.21. Permeasyon artirici ajan icermeyen [Enh(-)] ve igeren [Enh(+)]

ortamlarda asiklovir (A) ve metoprolol tartarat (B) i¢in kolondan tayin edilen P
degerleri (Ortalama + SS, n= 6).
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4.3.4. Net Su Akis1 Degerlerine Ait Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda yapilan perfiizyon caligmalarinda intestinal

segmente giren ve c¢ikan perfiizyon c¢Ozeltisi igerisindeki fenol kirmizisi
konsantrasyonlar1 belirlenerek net su akisi [net water flux (NWF)] degerleri

hesaplanmistir. Elde edilen degerler Tablo 4.20°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.20. Kontrol ve deney gruplarinda hesaplanan NWF degerleri (uL/dk/cm).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Jejunum | -1.83£1.30 | 2.71+1.42 | 2.99+1.13 | 2.05£1.91 | -1.93£1.24
fleum -1.22+0.78 | 6.51£2.97 | 5.48+3.10 | 3.88+1.86 | -3.99+1.96
Kolon 2.50+0.54 | 9.38+5.36 | 9.47+3.37 | 3.65+2.33 | 3.17+1.46

Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: Sodyum lauril siilfat grubu, Grup 3: Sodyum kaprat grubu, Grup 4:

Dimetil B-siklodekstrin grubu, Grup 5: Suda ¢dziinen kitosan grubu.

Net su akis1 degerinin negatif ¢ikmasi mukozal bolgeden (liimen) serozal
bolgeye (kan) sivi kaybi oldugunu ifade etmektedir. Bu degerin pozitif ¢ikmasi ise
mukozal bolgeye sivi girisi oldugunu ifade etmektedir. Buna gore kontrol grubu ve
suda ¢ozlinen kitosan grubunda liimenden kana sivi gegisi oldugu goriilmektedir.
Permeasyon artirict ajan olarak sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat ve dimetil -
siklodekstrinin kullanildig1 gruplarda ise NWF degerleri pozitif bulunmustur. Bu

durum liimene s1v1 girisi oldugunu gostermektedir.



93

5. TARTISMA

5.1. Analitik Yontem ve Validasyonu

Analizi yapilacak olan bir maddenin biyolojik bir matriks (kan, serum, idrar
gibi) veya sentetik bir ¢oziicii icinde bulunmasina bagli olarak kullanilan analiz
yontemi; biyoanalitik ya da analitik yontem olarak siiflandirilir ve validasyon
calismalarindan elde edilen bulgular bu siniflandirmaya gore degerlendirilir (138).
Asiklovirin barsaklardan absorpsiyonunu incelemek amaciyla yapilan c¢aligmalarda
kullanilan model (asiklovir) ve referans (metoprolol tartarat) maddelerin perfiizyon
orneklerinden es zamanli olarak tayini HPLC yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica barsak segmentlerinde su dengesine ulagsma zamanini
tayin etmek amaciyla kullanilan fenol kirmizisinin miktar tayini de HPLC ydntemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ozgiilliik, kesinlik (giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik,
cihaz ve yontem kesinligi), dogrusallik, dogruluk ve duyarlilik (LOD ve LOQ) gibi
validasyon c¢alismalarindan elde edilen bulgular HPLC yonteminin giivenle

kullanilabilecegini gostermistir.

5.2. Uclii Barsak Perfiizyon Teknigi

Bir ilacin dahil oldugu permeabilite sinifinin tayin edilmesi amaciyla kiitle-
denge caligmalari, mutlak biyoyararlanim c¢aligmalari veya intestinal perfiizyon
calismalar1 kullanilmaktadir. Intestinal permeabilitenin tayini i¢in barsak perfiizyonu,
dokulardan permeasyon ve tek tabakali epitel hiicre kiiltiiriinde permeasyon
calismalarinin yapilmasi onerilmektedir (139).

Barsaklardan absorpsiyon ve permeabiliteyi incelemek amaciyla perfiizyon
cozeltisinin tek gecisli (single pass) (140, 141) veya sirkiilasyonlu (recirculation)
(142) olarak gerceklestirildigi yontemler mevcuttur. Bolimiimiizde bu konuda
yapilan ilk ¢alismalarda trimetoprim/siilfometoksazol (143), furosemid ve naproksen
sodyumun barsaklardan permeabilitelerini tayin etmek amaciyla limenden kayip
esasina dayanan ve sadece jejunumun perfiize edildigi ve perfilizyon ¢ozeltisinin
sirkiile edildigi yontem kullanilmistir. Ancak bu yontemin en biiyiik dezavantaji,

zamanin fonksiyonu olarak perfiizyon ¢ozeltisinden eksilen kisim 6lgiildiigl igin,
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absorpsiyonu diisiik olan maddelerle c¢alisildiginda hatali  sonuglara yol
acabilmesidir(144).

Bu ¢alismada model ilag olarak secilen asiklovirin barsaklardan absorpsiyonu
lizerine permeasyon artirict ajanlar (sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat, dimetil -
siklodekstrin, suda ¢oziinen kitosan)’in etkisini incelemek amaciyla limenden kayip
esasina dayanan ve li¢ farkli barsak segmenti (jejunum, ileum, kolon) nin simultane
olarak sirkiile edilmeden perfiize edildigi in situ single pass perfiizyon teknigi
kullanilmistir (136). Boliimiimiizde daha once basariyla uygulanan (132, 133) bu
yontemin secilme nedenleri; cerrahi yoOntemin kolay olmasi, farkli barsak
segmentlerinin es zamanli olarak perfiizyonunun gerceklestirilebilmesi ve in vivo
kosullara yakin bir teknik olmasidir. Y6ntemin dezavantajlari ise; perfiizyon ¢ozeltisi
sirkiile edilmedigi i¢in daha fazla miktarlarda ¢ozeltiye ihtiya¢ duyulmasi, cerrahi
islem esnasinda barsaklarin iyi temizlenememesi ve perfiize edilen segmentlerden
kan sizintinin olmasina bagli olarak numunelerin liimen igerigi ile kontamine
olmasidir.

Perflizyon deneylerinde deney hayvani olarak disi sicanlar kullanilmistir.
Perflizyon c¢ozeltisi olarak ndtr pH degerine sahip, izoozmotik bir ¢dzelti olan
Golytely cozeltisi kullanilmistir (145). Kontrol grubunda ve ilk ii¢ deney grubunda
(sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat, dimetil B-siklodekstrin) Golytely ¢ozeltisinin
pH degeri 7.4°e ayarlanmistir. Ancak permeabilite artirici ajan olarak suda ¢dziinen
kitosan kullanildig1r ¢alismalarda kitosanin suda ¢oziiniirliigiintin diisilk olmasi ve
pH’s1 7.4°¢ ayarlanmis perflizyon ¢ozeltisinde ¢Okmesi nedeniyle literatiir
bilgilerinin 151831Inda  Golytely c¢ozeltisinin pH degerinin 6.2’ye ayarlanmasi
gerekmistir. Bu sayede suda c¢oziinen kitosanin perflizyon deneyleri siiresince
¢Ozlinmis halde kalmasi saglanmistir (146, 147). Ayrica perflizyon ¢6zeltisinde yer
alan sodyum siilfat suda ¢ozlinen kitosani ¢oktiirdiigii i¢in Golytely ¢ozeltisinin
ozmotik dengesi degismeyecek sekilde igerigi degistirilmistir.

Perflizyon c¢ozeltisine ilave edilecek madde miktarlarn literatiir verileri
kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada model ila¢ olarak kullanilan asiklovirin
konsantrasyonu 45 pg/mL olarak secilmistir. Asiklovirin barsaklardan absorpsiyonu
ve permeabilitesinin degerlendirilmesinde referans madde olarak kullanilan

metoprololiin  konsantrasyonu 20 pg/mL olarak secilmistir (148). Perfiizyon
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deneylerinde kullanilan permeasyon artirict ajanlardan sodyum lauril siilfat
(%0.015), dimetil B-siklodekstrin (%1) ve suda ¢oOziinen kitosan (%0.1)’1n
konsantrasyonlar1 Caco-2 ve MDCK hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii
caligmalarindan faydalanilarak belirlenmistir (93). Calismada kullanilan sodyum
kaprat konsantrasyonu (%?2) ise sodyum kapratin paraseliiler yoldan ilag

absorpsiyonu iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismadan alinmistir (74).

5.3. Asiklovirin  Barsaklardan  Paraseliiller = Absorpsiyonu ve

Permeabilitesini incelemek Amaciyla Yapilan Calismalar

Sistemik etki gdstermesi beklenen ve oral yolla verilen bir ilacin
gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu transseliiler (hiicre i¢inden) veya paraseliiler
(hiicreler arasindan) yollardan c¢esitli mekanizmalarla gerceklesmektedir (pasif
difiizyon, aktif transport, kolaylastirilmis diflizyon gibi). Bu calismada model ilag
olarak secilen asiklovir paraseliiler yoldan pasif diflizyonla absorplanmaktadir (93).
Paraseliiler yolla absorplanan ilaglarin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu
enterositlerin apikal yiizeyinde bulunan siki kavsaklar tarafindan kisitlanmaktadir.
Ancak bu siki kavsak baglantilarinin yapisal diizenlenmesiyle ilaglarin intestinal
permeabilitelerinin arttigi farkli galigmalarla gdsterilmistir. Ilag formiilasyonlarina
eklenen bir¢ok yardimc1 madde bu siki kavsak baglantilarinda yapisal degisikliklere
yol agmaktadir. Permeasyon artiricilar olarak da bilinen bu maddeler formiilasyona
eklenerek paraseliiler yolla absorplanan ilaglarin absorpsiyon ve biyoyararlanimi
artirilabilir. Bu calismada asiklovirin barsaklardan paraseliiler absorpsiyonu ve
permeabilitesi tizerine farkli permeasyon artirict ajanlarin (sodyum lauril siilfat,
sodyum kaprat, dimetil B-siklodekstrin, suda ¢oziinen kitosan) etkisi incelenmistir.
Asiklovirin permabilitesini  karsilastirmak amaciyla BCS smf I’de yer alan
metoprolol tartarat kullanilmagtir.

In vivo biyoyararlanim/biyoesdegerlik c¢alismalarindan vazge¢gmede BCS
kriterleri esas alinmaktadir. Bu sisteme gore ilaglar ¢oziiniirliik ve permeabilite
ozelliklerine gore 4 sinifa ayrilmaktadir (Sinif I-Smif IV) . BCS'ye gore oral yolla
verilen bir ilacin biyoesdegerlik calismalarindan vazge¢gmek igin etkin maddenin

yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek permeabiliteye, ilag iiriiniin ise yliksek ¢6ziinme hizina
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sahip olmasi1 gerekmektedir. Bir etkin maddenin ¢Oziliniirliigiiniin yliksek olmasi
demek en yiiksek terap6tik dozunun, 37°C de pH 1-8 (veya pH 1-7.5) araligindaki ti¢
tamponun (tercihen pH 1.0, 4.6, 6.8) herbirinin 250 ml’sinde ¢6zlinmesi demektir.
Bir ilacin dahil oldugu permeabilite smifi, kiitle-denge ¢alismalari, mutlak
biyoyararlanim caligmalar1 veya intestinal perfiizyon calismalar1 yapilarak tayin
edilebilir. Intestinal permeabilitenin tayini igin barsak perfiizyonu (insan veya
hayvanlarda), dokulardan permeasyon ve tek tabakali epitel hiicre kiiltiiriinde
permeasyon calismalariin yapilmasi dnerilmektedir. Intravendz referans doza oranla
absorpsiyon derecesinin %90’dan fazla olmasi durumunda etkin maddenin
permeabilitesinin yiiksek oldugu kabul edilir. Eger ilag {iriinii belirtilen ortamlarda
ilk 30 dk igerisinde %85’den fazla ¢oziinliyor ise, hizli ¢Ozliniiyor olarak
tanimlanmaktadir. Ancak c¢o6ziinme hiz1 profillerinin benzerlik testi (f2) ile
karsilastirilmas1 gerekmektedir. flacin etiketinde bildirilen miktarin en az %85 inin
15 dakika igerisinde ¢Oziinmesi durumunda herhangi bir test yapilmadan ¢oziinme
hiz1 profilleri benzer kabul edilir. FDA sadece Sinif I (yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek
permeabilite)’de yer alan ilaglar icin BCS’ye gore biyomuafiyeti kabul etmektedir.
EMA ise hem Sinif I hemde Siif III (yiiksek ¢oziiniirliik ve diigiik permeabilite)’de
yer alan ilaglar i¢in biyomuafiyete izin vermektedir (149).

Gastrointestinal kanal fizyolojisi i¢in olduk¢a 6nemli olan intestinal su akisi
(intestinal water flux) ilaclarin absorpsiyonunu etkileyen faktorler arasinda yer
almaktadir. Yapilan c¢alismalarda paraseliiler transportu incelemek amaciyla
kullanilan kiiclik molekiillii referans maddelerin barsaklardan absorpiyonlarinin net
su absorpsiyonuyla dogru orantili bir sekilde arttigt ve bu referans maddelerin
absorpsiyon derecesinin paraseliiler yolla absorbe edilen suyun akisina bagli oldugu
gosterilmistir (150). Perflizyon sirasinda su absorpsiyonu ve sekresyonu olmasi etkin
maddenin permeabilitesinin hatali olarak tayin edilmesine neden olabilmektedir. Bu
nedenle barsak duvarindan su akismi diizeltmek amaciyla barsaklardan
absorplanmayan bir referans madde kullanilmasi gerekmektedir (148). Bu amacla
fenol kirmizist yaygin olarak kullanilmakla birlikte literatiirde hemoglobin (151) ve
radyoaktif igaretli polietilen glikol’tin (152) kullanildig1 caligmalar da mevcuttur.
Fenol kirmizisi kullanilarak yapilan c¢alismalarda, bu maddenin ¢ikis ve giris

konsantrasyonlarinin oraninin 1’e esit olmasi1 barsak segmentlerinde su dengesine
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ulagsma gostergesi olarak alinmistir. Bu konuyla ilgili literatiirdeki mevcut ¢aligmalar
incelendiginde su dengesine ulagma siiresi ile ilgili farkli bilgiler mevcuttur. Dahan
ve Amidon farkli barsak segmentlerinde (proksimal jejunum, orta ince barsak ve
distal ileum) su dengesine ulasmak icin 1 saat siirenin yeterli oldugunu belirtmistir
(153). Wagner ve digerleri ise jejujum, ileum ve kolonda 30 dk igerisinde su
dengesine ulasildigin1 varsayarak deneylerini ger¢eklestirmislerdir (136). Zakeri-
Milani ve digerlerinin yaptig1 bir ¢calismada ise fenol kirmizisinin jejunumdaki ¢ikis
ve giris konsantrasyonlarinin oraninin yaklagik 40 dk sonra 1’e esit oldugu
belirtilmistir (137). Boliimiimiizde daha once gerceklestirilen ¢alismalarda her bir
barsak segmentinde fenol kirmizisinin kararli duruma ulagsmasi zamanin fonksiyonu
olarak incelenmis ve bu siire jejunumda 20 dk, ileumda 15 dk, kolonda ise 30 dk
olarak bulunmustur (132, 133). Bizim caligmamizda fenol kirmizisi asiklovir ve
metoprolol tartarat ile birlikte perfiizyon ¢ozeltisine eklenmis ve perfiizyon deneyleri
sonrast her bir barsak segmenti icin fenol kirmizist konsantrasyon oranlari
hesaplanmistir. Bu oran Bolim 3.2.4°te belirtildigi sekilde hem asiklovirin
permeabilite degerinin hesaplanmasinda kullanilan konsantrasyon oranini hem de net
su akis degerlerini hesaplamak amaciyla kullanilmistir. Bu ¢alismada tayin edilen net
su akis1 degerleri kontrol ve suda ¢oziinen kitosan gruplarinda liimenden kana dogru
stv1 gecisi oldugunu, sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat ve dimetil -siklodekstrin
kullanilan gruplarda ise liimene s1v1 girisi oldugunu gostermektedir. Bu konuyla ilgili
literatiir caligmalar1 (137, 148) incelendiginde hem negatif (liimenden kana sivi
gecisi; Or metoprolol i¢in -8 pl/sa/cm) hem de pozitif (kandan liimene s1v1 gecisi; 6r
propranolol i¢in 28 pl/sa/cm ) NWF degerleri mevcuttur. Stabil su akisinin olmasi
intestinal bariyer fonksiyonunun korunudugunun gostergesi olarak da alinmistir

(143).

5.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Bu grup kapsaminda gergeklestirilen perfiizyon deneylerinde herhangi bir

permeabilite artirici ajan kullanilmamistir, ancak perfiizyon ortamina referans madde

olarak fenol kirmizisi ve metoprolol tartarat eklenmistir.
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Asiklovir icin farkli barsak segmentlerinden tayin edilen permeabilite
degerleri (jejunum: 0.46 + 0.29 x 10 cm/sn; ileum: 1.27 + 0.80 x 10™* cm/sn; kolon:
1.83+ 0.68 x 10™* cm/sn) asiklovirin barsaklardan absorpsiyonunun en yiiksek oldugu
segmentin kolon ve en diisiik oldugu segmentin ise jejunum oldugunu gostermistir
(Bkz. Tablo 4.15). Her bir segment icin tayin edilen permeabilite degerleri
karsilastirildiginda  jejunum- ileum (p=0.0169) ve jejunum-kolon (p=0.0037)
arasindaki farkin anlamli oldugu, ileum-kolon arasinda anlamli bir fark olmadig
bulunmustur (p=0.259).

Asiklovir BCS’ye gore (119, 145) ve 400 mg’a kadar olan dozlarda (110)
Smif II’de (yiiksek c¢oziiniirliik, diisiik permeabilite) yer almakla birlikte daha
yiiksek dozlarda (800 mg) Sinif IV’de (diisiik ¢oziiniirliik, diisiik permeabilite) yer
almaktadir (110). Literatiirde asiklovirin permeabilitesinin farkli yOntemler
(PAMPA, hiicre kiiltiirii, barsak perfiizyonu) kullanilarak incelendigi caligmalar
mevcuttur. PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) ile yapilan
calismalarda asiklovirin permeabilitesi olduk¢a diisiik bulunmustur (0.0841 x 10°
cm/sn; (155). Asiklovirin Caco-2 hiicre hatt1 kullanilarak tayin edilen permeabilite
degerleri ise 1.19 x 107 cm/sn (11) ile 0.12 - 2.0 x 10 cm/sn (156, 157) arasinda
degismektedir. MDCK hiicreleri kullanilarak tayin edilen permeabilite degeri (0.533
x 10 cm/sn; 93) Caco-2 hiicreleri kullanilarak tayin edilen permeabilite degerine
oldukca benzerdir. Barsak perflizyonu caligmalarinda ise asiklovirin permeabilitesi
ileumda 0.07 % 0.02 x 10™ cm/sn (158), duodenumda 2.49 + 0.44 x 10° cm/sn ve
jejunumda 0.64 % 0.03 x 10” cm/sn olarak bulunmustur (159). Bizim ¢alismamizda
tayin edilen asiklovir permeabilite degerleri literatiirdeki mevcut permeabilite
degerlerine gore daha yiliksek bulunmustur. Aradaki bu farkin kullanilan yonteme,
perfiizyon ortaminin farkli olmasina, deney hayvanlarinin cinsiyetine ve
genetik/fizyolojik bir takim farkliliklara bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Metoprolol tartaratin permeabilitesi jejunumdan (0.83 + 0.37 x 10™ cm/s)
kolona (3.17 + 1.20 x 10™* cm/sn) dogru artis gostermistir (Bkz Tablo 4.15). Her bir
segment i¢in tayin edilen permeabilite degerleri karsilastirildiginda tiim segmentler
(jejunum-ileum, jejunum-kolon ve ileum-kolon) arasindaki farkin istatistiksel olarak

onemli oldugu bulunmustur (p < 0.05).
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Bolimiimiizde iki farkli perflizyon ortami (HBSS: Hank’s dengeli tuz
cozeltisi: ve Golytely) kullanilarak gerceklestirilen barsak perflizyonu ¢aligmalarinda
metoprolol tartarat referans madde olarak kullanilmistir. Perfiizyon ortami olarak
HBSS kullanildiginda metoprolol tartaratin permeabilite degerleri segmentler
arasinda faklilik gosterirken (jejunum, ileum, kolon i¢in sirasiyla 1.37, 4.83, 3.27 x
10~ cm/sn), Golytely ¢ozeltisi kullamdiginda tiim segmentler igin hemen hemen ayni
permeabilite degerleri (jejunum, ileum, kolon icin sirasiyla 2.90, 2.71, 2.91 x 107
cm/sn) bulunmustur (133). Literatiirde metoprolol tartarat i¢in verilen permeabilite
degerleri incelendiginde, PAMPA’dan tayin edilen permeabilite degerinin (1.53 *
0.05 x 10 cm/sn) oldukea diisiik oldugu gozlenmistir (155). Caco-2 (4.0 x 107
cm/sn; (155) ve barsak perfiizyonu calismalarindan tayin edilen permeabilite
degerleri (2.0 x 10° — 3.3 x10™ cm/sn (135, 137, 148) benzer bulunmustur. Bizim
calismamizda tayin edilen permeabilite degerleri literatiirde verilen degerlerden daha
yiikksek olmakla birlikte bolimiimiizde daha ©nce yapilmis olan perfiizyon
calismalarindan elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir.

Metoprolol tartarat bir ilacin permeabilite sinifin1 tayin etmek amaciyla
referans madde olarak kullanilmaktadir ve permeabilitesi metoprolol tartarattan daha
diisiik olan ilaglarin diisiik permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir (135).
Ayrica logP degeri metoprololiin logP degerinden (1.72) daha yiiksek olan
maddelerin permeabilitesinin yiiksek oldugu kabul edilmektedir (111). Bu ¢alismada
asiklovir ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen bu permeabilite degerleri, her bir
segment i¢cin ayr1 ayri degerlendirildiginde asiklovirin permeabilitesinin her {i¢
segmentte de (jejunum, ileum, kolon) metoprolol tartarattan daha diisiik oldugu
bulunmustur. Ilave olarak asiklovirin logP degeri (25°C’de -1.8) metoprololiin logP
degerinden daha diisiiktiir. Tiim bu veriler asiklovirin diigiik permeabiliteye sahip

oldugunu gostermektedir.

5.3.2. Deney Gruplarina Ait Bulgular

Asiklovirin  farkli barsak segmentlerinden (jejunum, ileum ve kolon)

paraseliiler absorpsiyonu ve permeabilitesi {lizerine permeasyon artirici ajanlarin
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etkisini incelemek amaciyla yapilan ¢aligmalar dort grup altinda (sodyum lauril

stilfat, sodyum kaprat, dimetil B-siklodekstrin, suda ¢oziinen kitosan) incelenmistir.

Jejunum: Sodyum lauril siilfat (SLS)’in permeabilite artiric1 ajan olarak
kullanildig1 perflizyon c¢alismalari sonucunda asiklovire ait Py degerlerinde 1.76
katlik bir artig (SLS bulunmayan ortamda Py : 0.25 + 0.20 x 10 cm/sn, SLS
bulunan ortamda P.s: 0.44 £ 0.30 x 107 cm/sn) gézlenmistir. Ancak P.g degerleri
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.144). Sodyum
kaprat kullanilan perfiizyon calismalarinda ise asiklovirin Py degerlerinde 6.71
katlik bir artig olmakla birlikte (sodyum kaprat bulunmayan ortamda Pg: 0.07 + 0.04
x 107 cm/sn, sodyum kaprat bulunan ortamda P.g: 0.47 £ 0.35 x 107 cm/sn) Peg
degerleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.109).
Suda ¢dziinen kitosanin permeabilite artirict ajan olarak kullanildig1 ¢aligmalarda da
asiklovire ait Py degerleri yaklasik 2 kat artmakla birlikte (kitosan bulunmayan
ortamda P.s: 0.51 £ 0.38 x 10 cm/sn, kitosan bulunan ortamda Peg: 1.03 + 0.78 x
10 cm/sn) aradaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p=0.080). Diger
permeabilite artirict ajanlardan farkli olarak dimetil B-siklodekstrin (DMC)’in
kullanildig1 calismalarda asiklovirin permeabilite degerlerinde bir azalma gdzlenmis
(DMC bulunmayan ortamda Peg: 0.54 = 0.29 x 10 cm/sn, DMC bulunan ortamda
P : 029 £ 0.21 x 107 cm/sn) ancak bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p=0.273). Deney gruplarinda permeasyon artirici ajanlar varliginda
hesaplanan P degerleri karsilastirildiginda, asiklovirin permeabilitesini en fazla
artiran ajan sodyum kaprat iken, en az artis saglayan ajan sodyum lauril siilfat olarak
belirlenmistir. DMC ise asiklovirde herhangi bir permeabilite artisina yol agmamustir.

Farkli permeabilite artirici ajanlar kullanilarak yapilan ¢alismalarda
metoprolol tartarat i¢in jejunumdan elde edilen permeabilite degerleri incelendiginde,
metoprolol tartaratin permeabilite degerleri SLS, (SLS bulunmayan ortamda Py :
0.36 £ 0.17 x 10™ cm/sn, SLS bulunan ortamda Pegr : 0.65 £ 0.49 x 10™ cm/sn),
sodyum kaprat (sodyum kaprat bulunmayan ortamda Peg: 0.25 + 0.18 x 10™ cm/sn,
sodyum kaprat bulunan ortamda P : 0.78 + 0.39 x 10™ cm/sn) ve suda ¢dziinen
kitosan (kitosan bulunmayan ortamda Peg: 0.70 &= 0.35 x 10 cm/sn, kitosan bulunan

ortamda Pgs: 0.86 £ 0.57 x 107 cm/sn) varliginda sirasiyla 1.81, 3.12 ve 1.23 kathk
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artiglar gdstermis ancak permeabilite degerlerindeki bu artiglar SLS ve kitosan igin
istatistiksel olarak anlamsiz iken (p>0.05) sodyum kaprat icin bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.028). DMC kullanilarak gerceklestirilen perfiizyon
calismalarinda ise metoprolol tartaratin permeabilite degeri azalmakla birlikte ( DMC
bulunmayan ortamda P.g: 0.59 £ 0.42 x 10 cm/sn, DMC bulunan ortamda Peg: 0.37
+0.20 x 10* cm/sn) P degerleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0.500). Permeasyon artiric1 ajanlar varliginda yapilan perfiizyon
deneylerinden elde edilen metoprolol tartarata ait P degerleri kiyaslandiginda, P.g
degerlerinde en fazla artis sodyum kaprat varliginda gozlenirken, en az artis suda
¢oziinen kitosan varhiginda gozlenmistir. DMC varliginda ise herhangi bir artis
gozlenmemistir.

Ileum: Sodyum lauril siilfat (SLS) kullamlarak yapilan perfiizyon
deneylerinde asiklovirin ileumdan permeabilitesinde 2.68 katlik bir artig (SLS
bulunmayan ortamda P :0.38 &+ 0.28 x 10 cm/ sn, SLS bulunan ortamda Peg:1.02 £
0.37 x 10™ cm/sn) gdzlenmis olup bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.043). Sodyum kapratin permeabilite artirict ajan olarak kullanildig
calismalarda asiklovirin ileumdan permeabilitesinde 6.83 katlik bir artis (sodyum
kaprat bulunmayan ortamda Pegr: 0.12 = 0.06 x 10™ cm/sn, sodyum kaprat bulunan
ortamda P.s: 0.82 + 0.54 x 10* cm/sn) olmakla birlikte P g degerleri arasindaki bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.068). Suda c¢odziinen kitosan
kullanilarak yapilan ¢alismalarda ise asiklovirin ileumdan permeabilitesinde (kitosan
bulunmayan ortamda P : 0.43 = 0.27 x 10 cm/sn, kitosan bulunan ortamda P :
1.29 + 0.67 x 10™ cm/sn) anlamli derecede bir artma gbzlenmistir (p=0.043). Diger
taraftan dimetil B-siklodekstrin (DMC) perfiizyon ortamina eklendiginde asiklovirin
permeabilitesinde (DMC bulunmayan ortamda P : 0.74 + 0.43 x 107 cm/sn, DMC
bulunan ortamda P.y : 0.65 + 0.40 x 10* cm/sn) azda olsa bir azalma gézlenmis
ancak P degerleri degerleri arasindaki bu fark 6nemli bulunmamistir (p=0.465).
Permeasyon artirict ajanlar varliginda hesaplanan P.g degerleri karsilastirildiginda,
asiklovirin permeabilitesini en fazla artiran ajan sodyum kaprat iken, en az artis
saglayan ajan SLS olarak belirlenmistir. DMC ise asiklovirde herhangi bir

permeabilite artigina yol agmamustir.
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Farklt permeabilite artirici ajanlar kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
metoprolol tartarat i¢in ileumdan elde edilen permeabilite degerleri incelendiginde,
metoprolol tartaratin permeabilite degerleri SLS (SLS bulunmayan ortamda P :
0.62 % 0.34 x 10™ cm/sn, SLS bulunan ortamda Pegr : 1.29 = 0.85 x 10™ cm/sn) ve
suda ¢oziinen kitosan (kitosan bulunmayan ortamda P.s: 0.98 + 0.66 x 10 cm/sn,
kitosan bulunan ortamda Per: 1.28 £ 1.11 x 10 cm/sn) varliginda sirasiyla 2.08 ve
1.31 kat artmis ancak P degerleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). Sodyum kapratin perflizyon ortamina eklenmesiyle
metoprolol tartaratin ileumdan permeabilitesinde (sodyum kaprat bulunmayan
ortamda (Pegr: 0.59 £ 0.35 x 10 cm/ sn, sodyum kaprat bulunan ortamda Pg: 1.31 +
0.52 x 10" cm/sn) 6nemli oranda bir artma gozlenmistir (p=0.043). DMC
kullanilarak gerceklestirilen perfiizyon ¢alismalarinda ise metoprolol tartaratin
permeabilite degeri artmasina ragmen (DMC bulunmayan ortamda P : 0.76 £+ 0.60
x 10™ cm/sn, DMC bulunan ortamda P.g: 0.85 = 0.70 x 10 cm/sn) Pegr degerleri
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.686). Metoprolol
tartaratin permeasyon artirict ajanlar varliginda hesaplanan P.g degerlerindeki artis
orant sodyum kaprat > SLS > suda c¢oziinen kitosan > DMC seklinde
siralanmaktadir.

Kolon: Sodyum lauril siilfat (SLS)’in perfiizyon ortamina eklendigi
calismalarda asiklovirin kolondan permeabilitesinde (SLS bulunmayan ortamda P.g:
0.74 £ 0.24 x 10™ cm/sn, SLS bulunan ortamda Pes: :0.75 + 0.48 x 10™* cm/sn)
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (p=0.285). Perfiizyon ortamina suda ¢oziinen
kitosan 1ilave edildiginde de asiklovirin kolondan permeabilitesinde (kitosan
bulunmayan ortamda P.s: 1.06 = 0.74 x 10 cm/sn, kitosan bulunan ortamda Peg:
1.13 + 0.68 x 10 cm/sn) 6nemli oranda bir artma bulunmamustir (p=0.893).
Perflizyon ortamima sodyum kaprat ilave edildiginde asiklovirin permeabilitesi
(sodyum kaprat bulunmayan ortamda P.g: 0.29 £+ 0.16 x 10* cm/sn, sodyum kaprat
bulunan ortamda P.s: 1.20 = 0.79 x 10 cm/sn; 4.14 katlik artis) 4.14 katlik bir artig
gostermistir (p=0.080). Diger taraftan dimetil B-siklodekstrin (DMC) ilavesiyle
asiklovirin permeabilitesi azda olsa azalmig (DMC bulunmayan ortamda Peg: 1.37 +
1.00 x 10™ cm/sn, DMC bulunan ortamda Peg: 1.26 = 1.16 x 10 cm/sn) ancak bu

azalma istatistiksel ag¢idan Onemsiz bulunmustur (p=0.715). Permeasyon artirici
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ajanlar varhiginda hesaplanan Py degerleri karsilastirildiginda, asiklovirin
permeabilitesini en fazla artiran ajan sodyum kaprat iken, en az artis saglayan ajan
SLS olarak belirlenmistir. DMC ise asiklovirde herhangi bir permeabilite artisina yol
acmamistir.

Metoprolol tartaratin kolondan permeabilitesi tizerine farkli permeabilite
ajanlarinin  etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda, sodyum lauril siilfat (SLS
bulunmayan ortamda P 0.54 + 0.29 x 107 cm/sn, SLS bulunan ortamda P : 0.87
+0.62x10™ cm/sn) ve suda ¢oziinen kitosan (kitosan bulunmayan ortamda Peg: 0.71
+ 037 x 10* cm/sn, kitosan bulunan ortamda (1.68+1.30 x 10 cm/sn)
permeabilitede sirasiyla 1.61 ve 2.37 katlik artisa neden olmus ancak bu artislar
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Perflizyon ortamina sodyum
kaprat ilave edildiginde metoprolol tartaratin kolondan permeabilitesi (sodyum
kaprat bulunmayan ortamda P :1.00 £ 0.60 x 10™ cm/sn, sodyum kaprat bulunan
ortamda P.s:1.68 £ 0.87 x 10 cm/sn) 1.68 kat artmistir (p=0. 068). Diger taraftan
dimetil PB-siklodekstrin (DMC) ilave edildiginde metoprolol tartaratin kolondan
permeabilite degerleri (DMC bulunmayan ortamda Py :1.79 + 1.02 x 10™ cm/sn,
DMC bulunan ortamda P.s :1.86 = 1.70 x 10* cm/sn) arasinda istatistiksel ac¢idan
fark bulunmamistir (p=1.00). Metoprolol tartaratin permeasyon artirict ajanlar
varliginda hesaplanan P.s degerlerindeki artis orani suda ¢dzilinen kitosan > sodyum
kaprat > SLS > DMC seklinde siralanmaktadir.

Deney gruplarinda yapilan ¢alismalardan elde edilen permeabilite degerleri
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bulunan doért sonug elde edilmistir. Fark
bulunan sonuglardan ikisi sodyum kaprat grubu, biri sodyum lauril siilfat ve bir
digeride suda ¢ozlinen kitosan grubuna aittir. Sodyum kaprat metoprolol tartaratin
jejunum ve ileumdan absorpsiyonunu Onemli derecede artirmistir. Perfiizyon
cozeltisine sodyum lauril siilfat ya da suda ¢ozilinen kitosan ilave edildiginde ise
asiklovirin sadece ileumdan absorpsiyonunda énemli oranda bir artma gozlenmistir.
Sonuglar incelendiginde bazi gruplarda permeasyon artirici ajanlar varhiginda P
degerleri artmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bunun
nedeninin kullanilan denek sayisinin (n=6) yetersiz olmasit ve/veya in vivo
calismalarda sik rastlanan denekler arasi degiskenligin fazla olmasindan

kaynaklanabilecegi diisiinlilmiistiir. Ayrica ¢alismada kullanilan bazi permeasyon
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artiricr ajanlarin konsantrasyonlarinin (SLS: %0.015 ve suda ¢6ziinen kitosan: %0.1)
diisiik olmasina da baglanabilir. Bu permeabilite artirict ajanlarin konsantrasyonlari
hiicre kiiltiirii caligmalar1 esas alinarak secilmistir. Ayrica suda ¢oziinen kitosanin
¢Oziiniirliigliniin diisiik olmas1 (146) ve SLS’nin yiiksek konsantrasyonlarda epitel
hiicrelere hasar vermesi de (160) goz Oniinde bulundurulmustur. Ancak segilen bu
konsantrasyonlar hiicre hatlarinda 6nemli oranda permeabilite artisina neden olurken
bizim ¢alismamizda 6nemli derecede artislar gozlenmemistir. Bu bulgular secilen
SLS ve suda ¢oziinen kitosan konsantrasyonlarinin barsak perfiizyonu caligmalari
icin yeterli olmayabilecegini isaret etmektedir.

Literatiirde suda c¢oziinen kitosan, sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat,
dimetil B-siklodekstrinin asiklovirin permeabilitesi iizerine etkisinin arastirildig1 bir
perfiizyon ¢alismasi bulunmamaktadir. Ancak bu maddelerin (veya tiirevlerinin)
kullanildigr gesitli in vitro ¢alismalar mevcuttur. Asiklovirin Caco-2 hiicrelerinden
permeabilitesi {lizerine kitosan glutamatin (%1) etkisinin incelendigi bir ¢alismada
permeabilite degeri 4.1 kat artmistir (161). Tiyol gruplar ile konjuge edilmis farkli
kitosan polimerleri Caco-2 hiicre hattinda asiklovirin permeabilite degerini (9.09 *
121 x 10° cm/sn) molekiil biiytlikliiklerine gore 1.6-2.8 kat artirmistir (162).
Pentoksifilinin biyoyararlaniminda gozlenen artig kitosanin oral biyoyararlanimi
artirmak amaciyla kullanilabilecegini gostermistir (163).

Asiklovirin piyasa tabletleri ile SLS iceren mukoadhezif tabletlerin everted
sac teknigi ile kiyaslandigi bir caligmada asiklovirin permeabilite degeri piyasa
tableti i¢in 0.78 x 10™ cm/sn bulunurken, %4 SLS iceren mukoadhezif tablette 5.23 x
10 cm/sn bulunmustur (89). Ayrica, asiklovirin Caco-2 hiicrelerinden permeabilitesi
SLS varliginda 1.27 kat artmistir (91).

Bu caligmadan elde edilen bulgular dimetil B-siklodekstrinin asiklovirin
permeabilitesi iizerine permeabilite artirict etkisinin bulunmadigini gostermektedir.
Perflizyon ortamima dimetil B-siklodekstrin ilave edildiginde permeabilite
degerlerinde gozlenen azalmanin dimetil B-siklodekstrin ile asiklovir arasinda
molekiiler kompleks olusturmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Zheng ve
digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada B-siklodekstrin ve suda c¢oziinen tilirevlerinin
propranololiin sican intestinal epitelinden permeabilitesi iizerine etkisi Ussing

chamber yontemi kullanilarak incelenmistir. B-siklodekstrin (%1) ve hidroksipropil-
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B-siklodekstrin (%1) uygulandiginda propranololiin P,,, degerlerinde herhangi bir
etki  gozlenmezken, %1.48 siilfobiitiileter-B-siklodekstrin ~ uygulandiginda
propranololiin P,,, degerlerinde azalma oldugu ve bu azalmanin siilfobiitiileter-f-
siklodekstrin ile propranolol arasindaki molekiiler kompleksten kaynaklanabilecegi
One siiriilmistiir (164). Bu sonuglar bizim c¢aligmamizdan elde ettigimiz bulgulari
destekler niteliktedir.

Calismamizdan elde edilen veriler istatistiksel agidan énemli bulunmamakla
birlikte sodyum kapratin paraseliiler yoldan absoplanan asiklovir {izerine
permeabilite artirict etkisinin diger permeasyon artirict ajanlara (SLS, dimetil B-
siklodekstrin, suda ¢oziinen kitosan) gore daha yiliksek oldugunu gostermektedir.
Insiilinin sigan barsaklarindan absorpsiyonunu artirmak igin farkli permeasyon
artiricilarin kullanildigr bir ¢alismada sodyum kapratin intestinal hasara yol agmadan
permeabiliteyi artirdigi ve kolon membraninda jejunal membrana oranla daha etkili
oldugu bulunmustur (165). Ancak sodyum kapratin asiklovirin permeabilitesi lizerine
etkisininin gosterildigi in vivo ve in vitro bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Shah ve digerlerinin yaptig1 calismada asiklovirin Caco-2 ve MDCK
hiicrelerinden permeabilitesi tizerine kitosan (%0.1, 0.3, 0.5), sodyum lauril siilfat
(%0.009, 0.012, 0.015) ve dimetil B-siklodekstrinin (%1, 3, 5) etkisi incelenmistir
(93). Tim gruplarda asiklovirin Caco-2 hiicrelerindeki permeabilitesinin MDCK
hiicrelerine gore daha diisiik oldugu, ve permeasyon artirici ajanlar kullanildiginda
asiklovirin permeabilitesinin kontrol grubuna gore Onemli oranda arttig
bulunmustur. Permeasyon artirict ajanlarin kombine halde kullanilmasiyla (6r.
kitosan+ SLS; dimetil B-siklodekstrinin +SLS; dimetil B-siklodekstrinin + kitosan)
sinerjistik etkiye bagli olarak permeabilitede daha yliksek oranda artis gozlenmistir.
Bu permeasyon artiricilarin oral formiilasyonlarda asiklovirle birlikte verilmesiyle
absorpsiyon ve biyoyararlanimin 1iyilestirilebilecegi belirtilmistir.  Literatiirde
asiklovirin kitosan, sodyum lauril siilfat, sodyum kaprat ve dimetil B-siklodekstrin
varhiginda absorpsiyonunun degerlendirildigi intestinal perfiizyon c¢aligmasi
bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda bu permeasyon artiricilarin  asiklovir
permeabilitesi lizerine etkisi intestinal perfiizyon calismasi ile incelenmis ancak
hiicre hatlarinda gozlenen artis elde edilememistir. Bu farkin kullanilan deneysel

yonteme bagl oldugu diisiintilmektedir.
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Bu calismadan elde edilen sonuclar sodyum kapratin permeasyon artirici
etkisinin suda ¢oziinen kitosan, sodyum lauril siilfata gére daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Dimetil [B-siklodekstrinin  permabilite  iizerine bir  etkisi
gozlenmemistir. Paraseliiler yoldan absorplanan ve oral biyoyararlanimi diisiik olan
ilaglarin absorpsiyon ve biyoyararlanimlart uygun konsantrasyonda uygun bir

permeasyon artirict ajan(lar) kullanilarak artirilabilir.
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6. SONUCLAR

Bu calismadan elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

1.

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BSS) ne gore Sinif I’de yer alan
metoprolol tartarat referans olarak kullanildiginda secilen model ilacin
(asiklovir) permeabilitesinin diisiik oldugu tayin edilmistir.

Model ilag (asiklovir) ve referans ila¢ (metoprolol tartarat) permeabilitesinin
barsak segmentlerindeki absorpsiyonlarinin jejunum, ileum ve kolon sirasina

gore arttig1 belirlenmistir.

. Asiklovirin barsaklardan absorpsiyonu ve permeabilitesini incelemek

amaciyla farkli permeasyon artiricilar perfiizyon ¢ozeltisine eklenerek etkileri
degerlendirilmistir. Sodyum lauril siilfat kullanilan ¢alismalarda permeabilite
degerlerinde jejunum (1.76 kat), ileum (2.68 kat) ve kolonda (1.01 kat) artig
gozlenmistir. [leumda tayin edilen P degeri artisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Sodyum kaprat kullanilan calismalarda permeabilite degerlerinde jejenum
(6.71 kat), ileum (6.83 kat) ve kolonda (4.14 kat) artis gozlenmistir. Ancak
P.srdegerlerindeki bu artisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Dimetil B-siklodekstrin kullanilan calismalarda permeabilite degerlerinde
jejunum, ileum ve kolonda azalma gozlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir.

Suda c¢oziinen kitosan kullanilan caligmalarda permeabilite degerlerinde
jejunum (2.02 kat), ileum (3 kat) ve kolonda (1.07 kat) artis gézlenmistir.

[leumda tayin edilen P.srdegeri artisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular paraseliiler yolla absorplanan ilaglarin

absorpsiyon ve biyoyararlanimlarini artirmada permeasyon artirict ajanlarin (kitosan,

sodyum kaprat ve sodyum lauril siilfatin) etkili olabilecegini kanitlar niteliktedir.

Permeasyon artiric1 ajanlarin etkinligini incelemek amaciyla ileride yapilacak

caligmalarda en uygun konsantrasyonu tayin etmek amaciyla bu maddelerin farkh

konsantrasyonlar1 kullanilabilir. Ayrica bu permeasyon artirict ajanlarin kombine

halde kullanilmasiyla (6r. sodyum kaprat ve kitosan) etkinin sinerjistik olarak artip

artmadigr da incelenebilir. Boylece paraseliiler yoldan absorplanan ve oral
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biyoyararlanimi disiik olan ilaclarin absorpsiyon ve biyoyararlanimlart uygun
konsantrasyonda uygun bir permeasyon artirict ajan (lar) veya kombinasyonlarini

kullanilarak artirmak mimkiin olabilecektir.
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PERMEASYON ARTIRICI AJANLAR
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OZET

Sistemik etki elde etmek amaciyla ilaclar farkli yollarla uygulanmaktadir.
Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan uygulama yolu oral yoldur. Oral yolla
verilen bir ila¢ etki edecegi bolgeye ulasana kadar birka¢ biyolojik membrandan
geemek zorundadir. Bu membranlardan en Onemlisi barsak epitelidir. Barsak
epitelinden absorpsiyon baslica iki mekanizmaya gore gerceklesmektedir. Bunlar
epitel hiicre membranlarindan absorpsiyon (transseliiler yol) ve epitel hiicreler
arasindaki siki kavsaklar (tight juction)’dan absorpsiyondur. Molekiillerin hiicreler
arasindaki siki kavsaklardan gegmesi paraseliiler (interseliiler) transport olarak
adlandirilmaktadir. Paraseliiler permeabilitenin diizenlenerek ila¢ absorpsiyonunu
artirmak icin en etkili yol siki kavsaklarin yapisal olarak diizenlenmesidir. Polimer
ve slirfaktan Ozellikteki bazi maddelerin membranlardan paraseliiler yolla gegen
ilaglarin absorpsiyonunu c¢esitli mekanizmalarla artirdigi belitilmistir. Bu maddeler
permeasyon artiricilar olarak da bilinmektedir. Bu derlemede, permeasyon
artiricilarin -~ fizikokimyasal — Ozellikleri ve intestinal absorpsiyonu artirma
mekanizmalarindan bahsedilecektir. Ayrica permeasyon artiricilara gesitli ornekler

verilecek, ve bu maddelerle yapilmis calismalar degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Permeasyon artiricilar, Paraseliiler absorpsiyon, Permeabilite





