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OZET

Pezik, E., Hipertansiyon Tedavisinde Etkili Coziiniirliik Sorunu Olan Bir Etkin
Madde Uzerinde Onformiilasyon Calismalari, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2022. Bu tez kapsaminda hem L-tipi hem de T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke etme
yetenegine sahip bir molekiil olan M3'in nanokristal teknolojisi (NKT) ile zayif
¢Oziiniirliglinlin iyilestirilmesi ve pullulan bazli agizda dagilan film (ADF)
formiilasyonlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Coziintirliik ve Caco-2 permeabilite
calisma sonuglart M3’ilin Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi’ne (BCS) gore Simif
4’de yer alabilecegini gostermistir. Coktiirme ve ultrasonikasyon yoOntemlerinin
kombinasyonu ile farkli tiir ve oranlarda stabilizan ve kriyoprotektan kullanilarak
gerceklestirilen  formiilasyon c¢alismalar1  sonucunda optimum  nanokristal
formiilasyonu (%5 trehaloz ile dondurularak kurutulmus %0,5 poloksamer 188 ile
hazirlanan nanosiispansiyon; 320,2 = 15,3 nm, -27,4 + 0,1 mV) belirlenmistir.
Optimum nanokristal formiilasyonu ve ¢oziicii dokme yontemine gore hazirlanan
ADF formiilasyonlar ¢esitli fizikokimyasal ¢alismalar (XRD, DSC, FT-IR, SEM) ile
analiz edilmis ve sonuglar M3’iin kristal halden amorf yapiya donistiigiini
gostermistir. Kisa siireli hizlandirilmis stabilite ¢alismalari ile pullulan bazli ADF
formiilasyonlarinin 4 hafta boyunca fiziksel stabilitesini korudugu tespit edilmistir.
M3 nanokristalleri ile M3’lin ¢6ziinme profili iyilestirilirken, ¢oziintirliglinde
yaklagik 200 kat ve permeabilitesinde yaklasik 30 kat artis elde edilmistir. Farkli
kanser hiicre hatlar1 (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3, A549) iizerinde yapilan hiicre
kiiltiri caligmalari, M3 ve M3 nanokristallerinin anlamli bir sitotoksik etkiye sahip

olmadigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Agizda dagilan filmler, biyofarmasétik siniflandirma — sistemi,
¢oziiniirliik ve permeabilite, dihidropiridin tiirevleri, nanokristal
teknolojisi

Destekleyen Kurumlar: Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Koordinasyon  Birimi  (Proje  Numarasi: THD-2019-18409) tarafindan

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Pezik, E., Preformulation Studies on an Active Substance with Solubility
Problems in the Treatment of Hypertension, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, Pharmaceutical Technology Programme, Ph.D
Thesis, Ankara, 2022. This thesis aims to improve the poor solubility of M3, a
molecule that can block both L-type and T-type calcium channels, with nanocrystal
technology (NKT), and to develop orally disintegrating film (ADF) formulations
pullulan based. The equilibrium solubility and Caco-2 permeability study results
indicated that M3 could be a Biopharmaceutical Classification System (BCS) Class 4
compound. Optimum nanocrystal formulation (nanosuspension prepared with 0.5%
poloxamer 188 freeze-dried with %5 trehalose; 320.2 + 15.3 nm, -27.4 = 0.1 mV)
was determined as a result of formulation studies using different types and ratios of
stabilizers and cryoprotectants by the combination of precipitation and
ultrasonication methods. The optimum nanocrystal formulation and the ADF
formulation prepared by the solvent casting method were analyzed by various
physicochemical studies (XRD, DSC, FT-IR, SEM) and the results showed that M3
transformed from crystalline to amorphous structure. Short-term accelerated stability
studies were shown that pullulan-based ADF formulation maintain their physical
stability for 4 weeks. Dissolution rate, solubility (200 times), and permeability (30
times) of M3 were improved and increased by preparing M3 nanocrystals compared
to raw M3. The cell culture studies on different cancer cell lines (Caco-2, MCF-7,
SK-BR-3, A549) showed that M3 and M3 nanocrystals did not have a significant

cytotoxic effect.

Key Words: Orally disintegrating films, biopharmaceutics classification system,
solubility and permeability, dihydropyridine derivatives, nanocrystal
technology

Supporting Institution: This study was supported by Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (Project Number: THD-2019-
18409).
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Oral biyoyararlanim problemi yasayan bazi antihipertansif ilaglar
ve nedenleri.

Oral biyoyararlanim problemi yasayan bazi antihipertansif ilaglar
ve nedenleri (Devam).

Antihipertansif ilaglarin  oral biyoyararlanimmin artirilmasi
amaciyla kullanilan baz1 nanotasiyici sistemler.

Antihipertansif ilaglarin  oral biyoyararlanimimin artiriimasi
amaciyla kullanilan bazi nanotasiyici sistemler (Devam-1).

Antihipertansif ilaglarin  oral biyoyararlanimmin artirilmasi
amaciyla kullanilan bazi nanotasiyici sistemler (Devam-2).

Antihipertansif ilaglarin  oral biyoyararlanimimin artiriimasi
amaciyla kullanilan bazi nanotasiyici sistemler (Devam-3).
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Antihipertansif ilaglarin nanokristal bazli formiilasyonlarinda
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kromatografik yontem kosullart.

Farkli yontem kosullar1 kullanilarak hazirlanan PVA-M3
nanokristal formiilasyonlarina ait formiilasyon parametreleri.

Onformiilasyon calismalarinda kullanilan plasebo film bilesenleri
ve oranlari.

M3-NK igeren ADF formiilasyon bilesenleri ve oranlari.

Oromukozal preparatlarin  kiitle tekdiizeligi icin  Avrupa
Farmakopesi'nde belirtilen kriterler.
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M3’1in farkli konsantrasyonlarda saptanan refraktif indeks degerleri
(n=3).

M3’iin farkli ¢oziinme ortamlar1 ve farkli bekletme siirelerine ait
¢ozlinlirliik sonuglar1 (Ortalama + SS; n=3).

M3’iin farkli ¢oziinme ortamlarindaki ¢6ziiniirliik sonuclari.

M3 i¢in farkli ortamlarda hesaplanan DSV degerleri (Ortalama =+
SH; n=3).

Varyans analizi tablosu.
Farkli ¢6zlinme ortamlarina iliskin ikiserli karsilagtirmalar.

M3, FK-1 ve MS3-NK formiilasyonunun distile su ortaminda
yapilan ¢oziiniirliik ¢alisma sonuglart (Ortalama + SS; n=3).

M3 ve optimum formiilasyonlarin 0,01 N HCI ortaminda yapilan in
vitro ¢6ziinme hizi ¢alisma sonuglar1 (%Coziinen, %VK; n=6).

M3’e ait dogrusallik bulgulari.

M3’iin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢oziicli ortamindaki
dogruluk bulgulari.

M3’lin in vitro miktar tayin yOntemine ait tekrarlanabilirlik
bulgulari.

M3’ln in vitro miktar tayin yontemine ait ara kesinlik bulgulari
(Ortalama + SS; n=3).

M3’lin in vitro miktar tayin yontemine ait tekrar elde edilebilirlik
bulgular1 (Ortalama + SS; n=6).

M3’iin in vitro miktar tayin yontemine ait dayaniklilik bulgulari
(Ortalama + SS; n=6).

Farkli  yontem kosullar1 ile PVA-M3 nanokristallerinin

hazirlanmasina iligkin yapilan Onformiilasyon calisma sonuglari
(Ortalama + SS; n=6).

Farkli stabilizan tiri ve oranlart kullanilarak hazirlanan M3
nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilari (Ortalama + SS; n=6).

Farkli kriyoprotektan tiirli ve oranlari kullanilarak hazirlanan M3
nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilari (Ortalama + SS; n=6).

Onformiilasyon  calismalarindan  elde  edilen  formiilasyon
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M3-ADF formiilasyonlarinin kiitle tekdiizeligi bulgulari.
M3-ADF formiilasyonlarinin kalinlik kontrol tayinine ait bulgular.
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M3-ADF formiilasyonlarinin igerik tekdiizeligi bulgulari.
M3-ADF formiilasyonlarinin mekanik kontrollerine ait bulgular.

M3-ADF formiilasyonlarinin distile su ortaminda yapilan dagilma
testine ait bulgular.

M3-ADF formiilasyonlarinin pH 5,7 yapay tiikiirik sivist
ortaminda yapilan dagilma testine ait bulgular.

M3-ADF formiilasyonlarinin kisa stireli hizlandirilmis stabilite
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M3-ADF formiilasyonlarinin kisa stireli hizlandirilmig stabilite
calismalarina ait ortalama icerik tekdiizeligi bulgular1 (40°C = 2°C,
%75 nem).

M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite
caligsmalarina ait distile su ortaminda yapilan dagilma testi bulgulari
(40°C £+ 2°C, %75 nem).

M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmig stabilite
caligmalarina ait pH 5,7 yapay tiikiiriik sivis1 ortaminda yapilan
dagilma testi bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem).

M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite
calisma bulgular1 (40°C £ 2°C, %75 nem, Ortalama + SS).

M3’tin Caco-2 hiicreleri iizerindeki in-vitro Sitotoksisite g¢alisma
bulgular1 (Ortalama + SH; n=3).

M3’iin in vitro permeabilite 6n ¢alisma bulgulari.

M3, %0,5 stabilizan iceren M3 nanosiispansiyon formiilasyonlari
ve DMSO kontrollerinin sitotoksisite ¢aligma bulgular: (Ortalama +
SH; n=3).

Farkli kanser hiicreleri {izerinde yapilan sitotosisite calisma
bulgular1 (Ortalama + SH; n=3).
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n=3).
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1. GIRIS

Hipertansiyon (HT) siirekli kan basinct yiiksekligi ile seyreden ve tiim
diinyada sik goriilen 6nemli bir halk sagligi sorunudur (1-3). HT’un ciddi
komplikasyonlara sebep oldugu ve tedavi edilmezse kalp yetersizligi, koroner kalp
hastaligi, hemorajik ve trombotik inme, bobrek yetmezligi, periferik arter hastaligi,
aort diseksiyonu gibi hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Ayrica, HT nun 6liim
oranini da artirdig1 yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (4). HT u olan yetiskin
birey sayisinin 2025 yilina kadar, sagliksiz diyet (yliksek sodyum ve diisiik potasyum
alimi) ve fiziksel aktivite eksikligi gibi yasam tarzi faktorlerine ve HT farkindalik
oraninin oldukga diisiik olmasina bagli olarak, artacagi ve diinya ¢apinda yaklasik 1,5
milyara ulasacagi tahmin edilmektedir (2, 5, 6). Bu durum, son yillarda, HT
tedavisinde basar1 ve farkindalik oranlarmin artirilmast hususunda yapilan

caligmalara odaklanilmasi gerekliligini dogurmustur (7).

Gilinimiizde HT un tedavisinde 6nerilen yaklasimlardan biri olan kalsiyum ve
potasyum kanallarinin modiile edilmesi 6nemli bir tedavi sec¢enegidir. Kalsiyum
iyonlari; norotransmitter salimi ve ndrolojik etkilerinin yani sira, uyarilabilir
hiicrelerde kasilma gibi bir¢ok anahtar fizyolojik olaymn diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Elektriksel olarak uyarilmis bir hiicrede, hiicre i¢indeki kalsiyum iyonu
diizeyinin artmasi sonucu damar diiz kas1 kasilmakta ve kan damarlar biiziilerek kan
basinci artmaktadir. Siirekli kan basinci yiiksekligi de klinikte karsimiza HT olarak
¢ikmaktadir (8-10).

Kalsiyum kanal blokorleri (KKB), hiicre membraninda yer alan voltaja
bagimli kalsiyum kanal proteini ve reseptorlerine yiliksek bir afiniteyle
baglanmaktadir. KKB ve reseptorlerinin etkilesmesinin dogal bir sonucu olarak
hiicre i¢ine kalsiyum iyonlarinin gecisi engellenmektedir. Hiicre igine kalsiyum
iyonu girisinin engellenmesi sonucunda ise, kan damarlar1 gevsemekte ve kan basinci
diismektedir. Uzun siireli kan basinci yiiksekligini onlemelerinin yani sira, daha
seyrek ve daha az ortostatik hipotansiyona sebep olmalarindan dolay1 bu ilaglar
sempatolitik ilaglara gore; kalp, beyin ve bobrek gibi organlarin kanlanmasinin yani
sira diger bolgelerdeki doku perflizyonunu azaltmamalari, karbonhidrat ve lipit

metabolizmasini olumsuz etkilememeleri gibi istiinliiklere sahiptirler ve bu nedenle



ditiretik ve beta blokor grubu ilaglara tercih edilmektedirler. KBB’ler 6zellikle hafif
ve orta derecedeki primer (esansiyel) HT’nun tedavisinde tek ilag olarak
kullanilabilmektedirler (9, 10). KBB, yap1 6zelliklerine gore temel olarak ti¢ alt
gruba ayrilmaktadir. Bunlar; 1,4-Dihidropiridin (DHP) tiirevleri, fenilalkilamin
tirevleri ve benzodiazepin tiirevleridir (11). Bu ilaglar DHP’ler ve DHP yapisi
tasimayanlar (non-DHP) olarak da smiflandirilmaktadir (12). Bu grubun en 6nemli
iiyesi olan DHP tiirevi ilaglar, giinimiizde angina pektoris ve HT olmak {izere
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ila¢ grubudur (8, 13).
DHP tiirevleri, diger iki alt gruptan farkli olarak vazoselektif 6zellige sahip olmalari
sayesinde kardiyak depresyona neden olmamaktadir (9, 10). Bu gruptaki ilaglar,
farmakolojik etki profili acisindan da o6zellikle kalp ile ilgili bir komplikasyonu
olmayan olgularda diger iki alt grup ilaclara tercih edilmektedir. Bunlara ek olarak,
DHP tiirevleri yeni baslayan kalp krizinden korunmada yetersiz kalsa da felg
vakalarini 6nemli 6l¢lide azaltmaktadir. Bu ilaglarin “Joint National Committee on
Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC 7)”
raporuna gore, sistolik HT hastalarinda, 6zellikle felg riskinin azaltilmasi amaciyla,

ilk ilag olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (14).

1,4-DHP’lerin ilk sentezleri Hantzsch tarafindan 1882’de yapilmistir ve
grubun prototipi olan nifedipin, 1975 yilinda “Adalat®” ticari adiyla Bayer firmasi
tarafindan Almanya’da tedaviye sunulmustur (8, 13). Klinikte nifedipin kullanim ile
basarili sonuglarin elde edilmesi, DHP tiirevleri iizerinde daha yogun c¢aligmalarin
yapilmasini saglamis olup, toksisitenin azaltilmasi ve biyoyararlanimin iyilestirilmesi
ile daha giivenli ve daha uzun etki siireli yeni kusak tiirevlerin arastirilmasia hiz
vermistir (15, 16). Amlodipin, isradipin ve nifedipin gibi ticari DHP'ler, farmakolojik
etkilerini gostermek igin Oncelikle L-tipi kalsiyum kanallarin1 hedeflemektedir (17).
DHP yapis1 iizerinde yapilan cesitli modifikasyonlar sonucu DHP halkasinin
kondanse sistem igerisine alindig1 “hekzahidrokinolin” tiirevlerinin ise L-tipi
kalsiyum kanallarinin yani sira farkli fizyolojik fonksiyonlara sahip T-tipi kalsiyum
kanallar1 iizerinde de etkili olduklari gosterilmistir (18). T-tipi kalsiyum kanallar
aldosteron sekresyonunda yer aldigindan, tek bir DHP tiirevi ile hem L- hem de T-
tipi kalsiyum kanallarinin hedeflenmesi, giiniimiizde HT’nun daha basarili bir klinik

kontrolii i¢in rasyonel bir yaklasim olarak kabul edilmektedir (19, 20). DHP yap1



iskelesini gelistirmeye yonelik ¢alismalar, heksahidrokinolin halka sistemi igeren ve
hem L- tipi hem de T-tipi kalsiyum kanal blokori olan “M3 ™ (benzil 4- (2-hidroksi -
5-nitrofenil) - 2,6,6-trimetil - 5-okso - 1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin - 3-karboksilat)

ile sonu¢lanmis olup tez kapsaminda bu ilag adayr molekiil ile ¢alisilmistir (18).

1,4-DHP tiirevlerinde, biyolojik aktivitenin diismesine neden olacak olumsuz
karakteristik 6zellik olarak; molekiilde degisme (DHP’ler giin 1s18inda (400-600 nm)
hizla “nitrozopiridin” tirevlerine doniismektedir), sudaki zayif ¢oziiniirliikleri ve
farmakolojik etkide azalmaya hatta toksik etkiye yol acacak yiiksek fotosensitivite
sorunlari bildirilmistir (21). Bu sorunlarin iistesinden gelmek igin bazi aragtirmacilar,
molekiil tizerinde fotodegredasyondan sorumlu yapilarin  modifikasyonunu
Onerirken; bazi aragtirmacilar ise, fiziksel ve kimyasal dayanikliligini arttirmak igin

uygun bir formiilasyon yaklagimini énermektedir (22).

Nanokristal teknolojisi (NKT), ¢6ziiniirlik sorunu olan etkin maddelerin
partikiil boyutunun kii¢tiltiilmesi ile biyoyararlanim profilini iyilestirmek amaciyla
uygulanan evrensel bir yaklasim olmakla birlikte, literatiirde 1,4-DHP tiirevlerine
uygulanabilirligi ile ilgili ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. NKT yaklasimi ile,
diger nanofarmasotiklere gore daha az miktarda etkin madde kullanilarak daha
yuksek yiikleme etkinligine sahip ve daha stabil yapilarin elde edilmesi ve 1,4-DHP
tiirevi gibi etkin maddelerin ¢oziiniirliik sorunun asilarak dozaj sekli haline

getirilmesi miimkiin olabilecektir.

1,4-DHP tiirevi yeni sentezlenmis bir ila¢ aday1 olan M3’iin NKT’ne dayali
agizda dagilan film (ADF) formiilasyonlarinin gelistirilmesi, karakterize edilmesi ve

degerlendirilmesini kapsayan bu tezin temel amaclari;

- Suda c¢oziniirligli ¢ok diisiik oldugu bilinen M3’iin Biyofarmasotik
Siniflandirma Sistemin’deki (BCS) yerini tespit etmek,

- Zayif ¢oOziniirlik ve diisik ¢o6ziinme hizina bagh olarak oral
biyoyararlanim sorunu yasayacagl oOngorilen M3’lin bu sorununu
gidermek i¢in NKT ile ¢ozliniirliigiini iyilestirmek,

- Optimum nanokristal formiilasyonu kullanarak ¢oziicii dokme yontemi ile

ADF formiilasyonlarini gelistirmek,



- Insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatt1 (Caco-2) kullanilarak yapilan
hiicre kiiltiirii calismalar1 (sistotoksisite ve permeabilite ¢alismalari) ile
gelistirilen formiilasyonlarin in-vitro etkinlik profilini degerlendirmek

olarak siralanabilir.

Tez kapsaminda, hem L-tipi hem de T-tipi kanallar1 bloke etme yetenegine
sahip olan M3 vyeni sentezlenmis bir molekiil olup, M3 igeren nanokristal
formilasyonlar1 ilk kez calisilmistir. Tez calismasit kapsaminda gelistirilen M3
nanokristallerini igeren ADF formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve karakterizasyonu
piyasada heniiz antihipertansif ila¢ iceren ADF formiilasyonunun olmamasindan
dolay1 olduk¢a Onem tagimaktadir. Nanokristallerin hazirlanmasi1 asamasinda
oncelikle farkli stabilizan ve kriyoprotektan tiirleri/oranlart ve farkli yontem
parametreleri ile M3 i¢in uygun olan formiilasyon kompozisyonu tasarlanmis,
ardindan optimum nanokristal formiilasyonlar1 ile pullulan bazli ADF
formiilasyonlar1  hazirlanmistir. Hazirlanan formulasyonlar {izerinde ¢esitli
fizikokimyasal analizler, stabilite ¢alismalar1 ve hiicre kiiltiiri ¢alismalari ile in-vitro
etkinlik calismalar1 yapilmistir. Yeni sentezlenen bu etkin maddenin icerdigi yap1
sayesinde HT nun daha basaril1 bir klinik kontrolii i¢in yenilik¢i bir yaklagim olarak
kabul edilmesi, nanokristallerinin hazirlanmasi ile ¢6ziiniirliik probleminin asilmasi
ve ADF formiilasyonlarinin hazirlanmas: ile tablet kullaniminda zorluk yasayan
ozellikle geriatrik ve psikotik hasta popiilasyonlart gibi genis bir hasta
poplilasyonunu da i¢ine alarak hasta uyuncunun artirilmasi, suya erisimi kisith olan
hasta gruplarma hitap etmesi agisindan 6zgiin bir deger tasidig1 ve literatiire bir¢ok

yonden katk1 saglayabilecek nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipertansiyon Tam ve Tedavisi

HT, genel olarak tekrarlayan dl¢iimlerde sistolik kan basincinin 140 mm Hg
ve/veya diyastolik kan basincinin 90 mm Hg ya da iizerinde olmasi ile karakterize
kardiyovaskiiler bir hastaliktir. HT na bagl yasanan komplikasyonlarinin her yil 9,4
milyon 6liime neden oldugu bildirilmistir (3). Bu sebeple HT, 2010 yilinda yapilan
bir arastirmaya gore, ekonomik olarak hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerdeki bireyleri etkileyen ve kiiresel hastalik yiikii i¢cin 6nde gelen bir risk
faktorii olarak gosterilmistir (23). Bu kardiyovaskiiler riskin ileriye yonelik
degerlendirilmesi icin de Sistematik Koroner Risk Degerlendirmesi (SCORE)
Modeli gibi gesitli bilgisayar temelli yontemler gelistirilmistir. Avrupa’da yapilan
kohort c¢alismalar 1s18inda olusturulan SCORE Modeli; yas, cinsiyet, sigara
aligkanligi, toplam kolesterol ve sistolik kan basincina gore 10 yillik siirede

kardiyovaskiiler hastaliktan 6liim riskinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir (24).

HT’un goriilme siklig1 yas, cinsiyet, irk ve etnik kdkene gore degismektedir
(25). Tirkiye’de erigkinlerde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarla hastaligin goriilme
sikliginin yiiksek oldugu, tan1 ve tedavi oranlarinin yeterli olmadig: bildirilmistir. Bu
durum, yasli niifusun ve obezitenin artigi, diyette fazla tuz alimmin yani sira
antihipertansif ilaglarin biyolojik ortamda karsilastig1 kisitlayici faktorler ve bireysel
farkliliklar ile de iliskilendirilmistir (3).

HT, temelde primer (esansiyel) ve sekonder HT olarak tanimlanmakla birlikte
giin icerisindeki sirkadiyen ritme gore degisen kan basincina bagli olarak farkli
sekillerde de simniflandirilabilmektedir. Tim HT olgularimin yaklasik %80-90’1m
mekanizmasi tam olarak bilinmeyen ve herhangi bir ikincil hastaliga bagh
olugsmayan primer HT olustururken, %10-20’sini ise endokrin, renal ve ndrolojik

nedenler gibi gesitli hastaliklarin neden oldugu sekonder HT olusturmaktadir (3, 4).

HT tanis1 i¢in Oncelikle kisi en az 5 dak. dinlendikten sonra, avucu acik ve
kol kalp seviyesinde olacak sekilde tekrarlayan olc¢limler yapilarak kan basinci
kaydedilmektedir (3). Burada sistolik kan basinci 6l¢timii 6zellikle dnemlidir. Ciinkii

yasa bagli olarak artan kan basinci sebebiyle, 80 yas ve lizeri hasta gruplarinda



sistolik kan basincinin 150 mm Hg {izerinde olmasinin kabul edilebilir bir durum
oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (3, 24). Ayrica aritmi olan hastalarda kan
basinct Ol¢limii i¢in kullanilan otomatik cihazlar hatali sonu¢ verebileceginden
nabzin degerlendirilmesi hastalik tanmisinda kritik bir 6nem arz etmektedir. Bu
sebeple aritmisi olan hasta gruplarinda risk faktorlerini belirlemek ve hastalik tanist
icin her klinik muayenede 30 sn’den kisa olmamak kosulu ile nabiz 6l¢limii, hastalik
Oykisiiniin irdelenmesi, fiziksel muayene ve gerekli laboratuvar verilerinin
incelenmesi gerekir (3). Tim bu incelemelerden sonra hasta igin g¢esitli yasal

otoritelerin tanimlamig oldugu siniflamaya gore tan1 konulabilir.

HT’un tedavisinde ilk asamada; tuz ve alkol kisitlamasi, saglikli beslenme,
hareketli bir yasam, stres yonetimi, ideal viicut agirligina dikkat etme gibi yasam
tarz1 degisiklikleri Onerilmektedir. Yasam tarzi degisikleri ile kontrol altina
alinamayan ya da bu tedavi yonteminin basarili olmadig1 olgularda ilagla tedaviye
basvurulmaktadir. Kiginin yasi, kan basinci degerleri ve eslik eden sekonder
hastaliklar1 dikkate alinarak antihipertansif ilaglarin biri ya da birkaginin

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

Antihipertansif ilaclar, genel olarak primer etki bolgeleri, etki mekanizmalari
ve tarihsel gelisim siralarina gore; ditiretikler, beta blokorler, KKB’leri, anjiyotensin
dontstiirici  enzim inhibitorleri ve anjiyotensin reseptdr blokorleri olarak
smiflandirilmaktadir (3, 9, 24). Klinikte siklikla kullanilan bazi antihipertansif ilaglar
Sekil 2.1.’de 6zetlenmistir.



DIURETIKLER (-tiazid) BETA BLOKORLER (-olol)
* Hidroklortiazid *  Propranolol
* Metolortiazid «  Atenolol
* Politiazid KALSIYUM KANAL * Bisoprolol
* Klopamid BLOKORLERI (-dipin) * Metoprolol
* indapamid * Asebutolol
+  Nifedipin +  Benidipin + Timolol
* Nitrendipin *+ isradipin
* Nimodipin * Manidipin
i § o foeit : 5 ¢ Lasidipin * Nikardipin i i =
ACE iNHIBITORLERI (-pril) « Felodipin ¢ Nialdipin ANJIYOTENSIN RESEPTOR
« Kaptopril . Amlqdfp_in . V?r;.apamil BLOKORLERI (-sartan)
+  Enalapril * Barnidipin * Diltiazem * Losartan
* Benazepril ) Yalsartan
¢ Fosinopril * lIrbesartan
*  Moeksipril ¢ Kandesartan Sileksetil
*  Ramipril . Olmgsartan
* Perindopril ¢ Telmisartan

* Eprosartan

Sekil 2.1. Klinikte siklikla kullanilan antihipertansif ila¢ gruplar1 ve drnekleri.

2.2. Antihipertansif Tlaclarin Oral Biyoyararlammm Kisitlayan

Faktorler ve Biyoyararlanimlarinin Artirllmasina Yonelik Genel Stratejiler

Terapotik agidan etkisi onaylanmis bir ilag etkin maddesinin viicutta hedef
bolgeye etkili ve giivenilir bir sekilde ulasabilmesinde oral, parenteral, pulmoner,
okiiler ve topikal uygulama gibi bir¢ok uygulama yolu mevcuttur (26). Giiniimiizde
hala bu uygulama yollar1 arasinda en yaygin ve en popiiler olani oral uygulamadir
(27). Ciinkii oral yol; ozellikle 6zel hasta popiilasyonlart i¢in bireysel uygulama,
agridan kacinma, uygulama kolayligi, yiiksek hasta uyuncu, tasarim esnekligi, diisiik
maliyet ve kontrolli o6lgeklendirme gibi avantajlar sunmaktadir (28, 29).
Antihipertansif ilag tedavisinde de sagladigi bu avantajlar sebebiyle genellikle oral
uygulama yolu tercih edilmektedir. Fakat oral yoldan uygulanan bir¢ok
konvansiyonel dozaj formunda, antihipertansif ila¢ etkin maddelerinin sahip oldugu
bir takim fizikokimyasal 6zellikler ve biyolojik faktorler nedeniyle biyoyararlanim
sorunlar1 yasanmaktadir (30, 31). Antihipertansif ilaglarda oral biyoyararlanimi

kisitlayan faktorler asagidaki gibi siralanabilir.

a) Ilacin absorbsiyon bdlgesinde ¢ozelti formunda olmasi gereklili§ine karsi

bir¢ok antihipertansif etkili ilacin suda zay1f ¢oziiniir 6zellige sahip olmasi,



b) Ilacin lipit yapili membrandan gegis oranmmi belirleyen faktdr olan

partisyon katsayisinin (Log P) uygun olmamasi,
¢) llacin karacigerde presistemik eliminasyona ugramast,

d) P-glikoprotein (P-gp) aracili iletim sisteminin ilacin absorbsiyonunu

siirlandirmasi,

e) Ilacin gastrointestinal sistem fizyolojisinden etkilenmesi ve cesitli

enzimatik yolaklarla par¢alanmasi (28, 32),

f) Bazi antihipertansif ilaglarin yarilanma Omriinlin kisa olmasi ve 1s18a

maruziyette bozunmasidir (31),

Oral biyoyararlanim sorunu yasayan bazi antihipertansif ilaglar ve

nedenlerine iligkin genel bilgiler Tablo 2.1.°de verilmistir.



Tablo 2.1. Oral biyoyararlanim problemi yasayan bazi antihipertansif ilaglar ve nedenleri.

Simf Etkin Madde Yar1 Omiir Coziiniirliik LogP  Presistemik P-gp BCS Simif Oral Kaynak
(t1r, Saat) (ng/mL) Eliminasyon  Substrat Biyoyararlanim (%)
Diiiretikler Hidroklortiazid 5,6-14,8 7x10? 4 65 33,34
(-tiazid)
Beta blokorler Celiprolol 4-5 + 30-70 35-37
(-lol) 3
Atenolol 6-9 1x10 0,5 3 46-62 38-41
Labetolol 3,5 33,3 7,08 + 1 60-75 42-44
Talinolol 12 20 35 + 2 55 43, 45- 48
Karvedilol 6-10 pH bagimli ¢oziiniirlitk 38 + + 2 25-30 42, 49-51
pH>9, ¢oziniirlik<l
pH=7, ¢oziiniirliik=23
pH=5, ¢6ziiniirliik=100
Anjiyotensin doniistiiriicti Kaptopril 2-3 3 75 42,43, 52
enzim inhibitorleri (Yiyecek etkisi
(-pril) sonucu; 30-50)
Lizinopril 12,6 102 -2,86 3 25 43,53
Anjiyotensin Reseptor Valsartan 5-6 <100 5,8 + + 2 <25 54-56
Blokorleri
(-sartan)
Telmisartan 24 9,9 7,7 + + 2 42 57-60
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Simf Etkin Yar1 Omiir Coziiniirlik Log P Presistemik P-gp BCS Simif Oral Kaynak
Madde (i, Saat) (ng/mL) Eliminasyon  Substrat Biyoyararlanim (%)
Anjiyotensin Olmesartan 10-15 <8 4,31 + + 2 28 61, 62
Reseptor Blokorleri medoksomil
(-sartan) Kandesartan 9-13 <015 >1 ¥ 2 15 46, 63-65
sileksetil
Kalsiyum kanal Nifedipin 0,2-1 20 2,5 + + 2 45-68 35, 42, 66-70
blokorleri
. Nitrendipin 12-24 2,0 (37 °C) 3,59 + + 2 10-20 42,71-74
(-dipin)
Nikardipin 6-8 7,9x10° 18,6x10° + + 2 35 35, 67, 75-78
(37 °C)
Nisoldipin 7-12 5,7 3,1 + 2 5.5 30, 67, 79, 80
Nimodipin 1-2 2,3 3,41 + + 2 4-13 67, 81-83
Isradipin 8-12 <10 4,28 + + 2 15-24 67, 84, 85
Felodipin 11-16 7,15 4,36 + + 2 10-20 30, 67, 86-88
Amlodipin 44 74,3 2,22 + + 1 64 30, 42, 43, 67, 89
Verapamil 6-8 7x10° 3,8 + + 1 10-20 30, 35, 39, 67, 90
Diltiazem 6-8 >590x10° 1,54 + + 1 ~40 35,42, 43, 67, 89, 91-93

(37 °C)
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2.2.1. Coziiniirlik

Bir ilacin ¢oztnirligii (doygunluk ya da denge ¢oziintirligi; literatiirde
“saturation solubility”, “equilibrium solubility” ve genel bir ifade olarak “aqueous
solubility” ifadeleri kullanilmaktadir), viicut sicakliginda ve biyolojik sivilarda ilacin
maksimum ¢oziinen madde miktarini ifade etmektedir (94-96). Baska bir deyisle
doygunluk ¢6ziiniirliigii, ¢dzlinen ve ¢dziinmeyen bilesenin dengede oldugu degerdir.
Giiniimiizde ilag endiistrisindeki ilag etkin maddelerinin %40°1 diisiik ¢oziiniirliige
sahip iken, son yillarda gelistirilen ila¢ etkin maddelerinin %90’min sudaki
¢ozinlirlik degerlerinin diisiik oldugu bildirilmistir (97-99). Sadece ¢oziinmiis ilacin
iyonik olmayan kismimin kan dolasimima gegebilmesi nedeniyle oral yoldan
uygulanan ilacin sistemik etki gosterebilmesi i¢in gastrointestinal ortam sivilarinda
¢oziinmesi gerekmektedir. Dolayisiyla bir ilacin oral biyoyararlanimi etkin maddenin
viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigline baglhdir ve ¢oziiniirliik problemi, dozaj seklinden
diizensiz salim ve diizensiz absorpsiyon (erratic absorption) gibi problemler
sebebiyle ilacin oral biyoyararlanimini kisitlamaktadir (32, 98, 100). Ozellikle DHP
grubu KKB’leri olmak iizere bircok antihipertansif ilacin suda zayif ¢oziiniir 6zellige
sahip olmasi, oral yoldan uygulamay1 yavas ve yetersiz absorbsiyon sebebi ile
sinirlandirmakta ve bunun yani sira bu etkin maddelerle formiilasyon gelistirme
calismalar1 agisindan da sorun yaratmaktadir (28, 30, 32, 101, 102). Ayrica, suda
¢ozlntirliigl disiik ilaglarin kanda terapotik seviyeye ulagmasi icin yiiksek dozda
uygulanmalari, ilacin gastrointestinal mukozal toksisitesini de artirmaktadir (103).
Tim bu nedenlerle, formiilasyon tasarimi ve gelistirme siireci boyunca ilacin
¢oziliniirliik 6zelliklerinin iyilestirilmesine yonelik ¢alismalar fayda saglayicidir (32).
Bu amagla, cesitli fiziksel ve kimyasal temelli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar partikiil boyutunun azaltilmasi (mikronizasyon, nanonizasyon), kristal yap1
modifikasyonu (polimorflar, psddopolimorflar), kompleks olusturma
(siklodekstrinler ya da siirfaktan maddeler kullanilarak hazirlanan kompleksler,
dendrimerler ile konjugasyon), ko-solvent ilavesi ve cesitli tasiyicilar ile ilag
dispersiyonlarinin  hazirlanmast ~ (6tektik  karisgimlar, kati  ¢ozeltiler, kati
dispersiyonlar) gibi fiziksel yontemler ve ilacin ¢oziinebilen 6n ilag veya tuz

formunun kullanilmas1 gibi kimyasal yontemlerdir (32, 98, 99, 104-106). Coziintirliik
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artirma yonteminin se¢imi, ilacin fizikokimyasal 6zelliklerine, emilim bolgesine ve

gerekli dozaj formuna bagl olarak yapilmaktadir (105).

Ik kez 1995 yilinda, Amidon ve ark. (107) tarafindan gelistirilen BCS,
glinimiizde Ozellikle oral yoldan uygulanan formiilasyonlarin gelistirmesi ve
biyomuafiyet (biyoesdegerlikten vazgegme) calismalarinin temelini olusturmaktadir
(32). BCS’ne gore hemen salim saglayan sistemlerde (Immediate-release (IR); bazi
kaynaklarda “hizli salimli sistemler” olarak da adlandirilmaktadir) kullanilan
ilaclarin absorbsiyon hizi ve orani, ilacin viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigiine ve
bagirsak permeabilitesine baghidir. Bu ozelliklere gore ilaglar dort ana smifta
degerlendirilmistir. Yiiksek ¢oziintirliik/yiiksek permeabilite gosteren ilaglar, Sinif I,
diisiik  ¢oziniirliik/yiiksek permeabilite gosteren ilaglar, Swuf 2; yiiksek
¢Oziiniirliik/diisiik permeabilite gosteren ilaclar, Sinif 3 ve diisiik ¢oziiniirliik/diisiik
permeabilite gdsteren ilaglar ise, Swmf 4’de yer almaktadir (107). Amerika ilag ve
Gida Dairesi (FDA) basta olmak iizere, Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ve Avrupa Ilag
Ajanst (EMA) gibi yasal otoritelerce belirlenen kriterler dogrultusunda; ilacin hemen
salim saglayan kati dozaj formunun piyasadaki en yiiksek dozu, pH 1,2-6,8
aralifinda ve 250 mL veya daha az miktardaki ortamda ¢oziiniiyorsa ilacin yiiksek
¢coziiniirlige ve %85°den fazla emilim profili gosteriyorsa yiiksek intestinal
permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir (108-113). Sinif 2°de yer alan ilaglar
yiiksek permeabiliteye sahip olmasina ragmen oral biyoyararlanimlar, diisiik
¢oziiniirliik sebebi ile kisithdir (32, 98). Bu ilaglar, gastrointestinal sivilarda hem
tamamen ¢0zlinmedigi hem de olas1 ¢oziinme daha uzun siirede gergeklestigi i¢in,
absorbsiyonda hiz sinirlayict basamak ¢oziinme hizidir ve ¢6ziinme hizlarinin
artirilmasi ile oral biyoyararlanimin artirilabilecegi bildirilmistir (32, 98, 101, 103).
Cozlinme hizi, oral kat1 dozaj seklinden birim zamanda ¢6ziinerek ¢dziinme ortamina
gecen madde miktarini ifade etmektedir ve ilk kez 1897 yilinda Noyes ve Whitney
(114) tarafindan tanimlanmustir (Esitlik 2.1.). Sonrasinda 1904 yilinda Nernst-
Brunner ve ark. (115) tarafindan ¢éziinme hiz sabiti ve ¢oziinme kinetiginde etkili
olan parametreler arastirilmig ve bir esitlik ile ifade edilmistir (Esitlik 2.2.). Nernst-
Brunner esitligine gore; ¢oziinme hizi ¢éziinme ortami ile temas halinde bulunan
etkin maddenin yiizey alani ile dogru orantilidir. Partikiil biiyiikliiglindeki azalma ile

artan spesifik yiizey alanma bagli olarak ¢oziinme hizi artirilabilmektedir. Bu
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sebeple, genel olarak c¢oziiniirligi az olan maddelerin ¢6ziinme hizlarinin
artirtlmasinda partikiil boyutunun azaltilmasi etkili bir strateji olarak karsimiza

¢ikmaktadir (101, 103).
dC/dt=k(Cs-C) (2.1.)
dC/dt=DS/Vh(Cs-C) (2.2.)

dC/dt: t zamaninda etkin maddenin ¢dziinme hizi, k: Céziinme hiz1 sabiti, Cs: ilacin doygunluk
konsantrasyonu, C: t zamaninda V ¢dziinme hacmindeki ¢dziinmiis madde miktari, S: ilacin spesifik

ylizey alani, D: Difiizyon katsayisi, h: Diflizyon tabakasinin kalinligi, V: C6ziinme hacmi

Swnif 3’de yer alan ilaglar i¢in yiiksek ¢oziintirliik sayesinde hizli bir ¢oziinme
elde edilebilirken oral biyoyararlanim permeabilite orani ile sinirlidir. Cesitli emilim
arttiricilar (absorption enhancer) ile permeabilitenin iyilestirilmesi Siif 3’de yer alan
ilaclar i¢in uygun bir formiilasyon secenegi olabilmektedir. Sinif 4’de yer alan ilaglar,
her ne kadar hem ¢o6ziiniirlik hem de permeabilitenin simirli olmasi sebebiyle
formiilasyon gelistirme calismalari i¢in zayif adaylar olsalar da Swnif 2’de yer alan
ilaglar i¢in kullanilan mevcut yaklasimlar, emilim arttiricilar ile birlikte Sinif 4’de yer
alan ilaglar1 formiile etmek i¢in uygulanabilmektedir (32). Xia ve ark. (71) yapmuis
olduklar1 bir ¢alismada, Sinif 2°de yer alan bir KKB olan ve oral biyoyararlanimi
diisiik c¢oOziintirlik sebebiyle yaklasik 9%10-20 arasinda degisen nitrendipinin
¢oziinme hizim1 ve biyoyararlanimini iyilestirebilmek i¢in, presipitasyon-
ultrasonikasyon  yontemi  kullanarak  nanosilispansiyon  formiilasyonunu
gelistirmiglerdir. Ortalama 36,6 pm partikiil boyutuna sahip ilacin ortalama partikiil
boyutu 209 + 9 nm’ye diisiiriilmiis ve bu sayede ¢6ziinme hizinda ve doygunluk
¢Oziinlirliiglinde anlaml bir artis gézlenmistir. Ayrica Wistar cinsi erkek siganlarda
yapilan in vivo biyoyaralanim c¢aligmalari, oral biyoyararlanimin ilacin ticari
tabletlerine gore 5 kat arttigin1 gostermistir (12 saat boyunca izlenen plazma profiline
gore, farmakokinetik parametrelerden Cmaks’in 6,1 ve AUCo—12’nin ise 5 kat ilacin

ticari tabletlerine kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir) (71).

(Coziiniirliik probleminin yan1 sira gastrointestinal toksisite, stabilite ve zayif
absorpsiyona bagli diisiik biyoyararlanim sorunlarina karst bazi antihipertansif

ilaglarin oral uygulamasinda ilacin aktif olmayan tiirevi olan 6n ilag (prodrug)
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yaklasimi uygulanmaktadir (116). Fosinopril, enalapril, imidopril, kinapril,
moeksipril, perindopril, ramipril ve zofenopril gibi anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri smifinda yer alan bir¢cok antihipertansif ilacin 6n ilag formu
biyoyararlanim probleminin iistesinden gelmek icin kullanilmaktadir (116-118). On
ilag, bagirsaktan absorbe edilen tiirevin karacigerden gecerken kimyasal veya
enzimatik biyotransformasyona ugramasi sonucu aktif sekline donligmesi ile

terapotik etkinligini géstermektedir.

2.2.2. Partisyon Katsayisi

Bir ilacin Log P degeri, maddenin lipofilik ve hidrofilik karakterini
gostermekle birlikte, ilacin absorbsiyon hizi ve orani ile yakindan iligkilidir. Oral
uygulama sonrasi Log P degerinin absorbsiyon iizerindeki rolii incelendiginde; genel
olarak Log P degerleri 1-3 arasinda olan bilesikler iyi emilim gosterirken Log P
degeri 6'dan biiylik veya 3'den kiigiik olmast durumunda ilacin zayif emilim
gosterdigi bildirilmistir. Log P degeri arttik¢a yap1 daha lipofilik iken azaldik¢a daha
hidrofilik 6zellik gostermektedir. Yiiksek Log P degerine sahip bilesiklerde gozlenen
diistik emilim, bu bilesiklerin suda zayif ¢oziiniirliigline ve membranin lipofilik
bolgelerini tercih etmelerine baglanmaktadir. Cok polar olan maddeler ise membran
bariyerine niifuz edemedikleri i¢in zayif biyoyararlanim gostermektedir (53, 119,
120). Ayrica Lipinski ve ark.’na (119) gore; formiilasyon yaklagimi agisindan en iyi
ilaglar Log P degeri 5 den kiiciikk olan maddelerdir. Niaz ve ark. (31) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, olduk¢a hidrofobik yapida olan amlodipin, kaptopril ve
valsartanin asidik mide ortaminda parcalanmasii engellemek, intestinal hiicreler
tarafindan alimin artirmak, gastrointestinal kanalin daha asag: kisimlarinda kontrollii
ve etkin ilag salimin1 saglamak amaciyla, toksik olmayan iki dogal polimer (sodyum
aljinat ve kitosan) kullanarak hibrit nanopartikiillerini hazirlamistir. Enkapsiilasyon
etkinliginin en yiiksek tespit edildigi (%96 + 1,9) kaptoprilin in-vitro salim
calismalar1 sonucu 24 saat boyunca siirekli salim yaptig1 gosterilmis ve polityonik
hibrit nanopartikiillerin antihipertansif ilaglarin oral yoldan verilmesinde umut vaad

edici sistemler oldugu bildirilmistir (31).
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2.2.3. Presistemik Eliminasyon

Oral yoldan almman bir ilacin gastrointestinal sistem mukozasindan
absorpsiyonu sonrasinda portal dolasim ile karaciger hiicrelerine gegmesi ve bu
hiicrelerde enzimatik yikim sonucu aktif olmayan metabolitlere donistiiriilmesi “ilk
gecis eliminasyonu (literatiirde “first pass elimination” ve “first pass effect” gibi
ifadeler kullanilmaktadir)” ya da “presistemik eliminasyon (presystemic
elimination)” olarak adlandirilmaktadir. Sistemik etki hedeflenen antihipertansif
etkili ila¢ molekiiliiniin presistemik eliminasyon sebebi ile tlimiiniin sistemik
dolasima gecememesi, terapdtik etkinligin saglanabilmesi i¢in uygulanan dozun
artirllmasi gerekliligi ile sonug¢lanmaktadir ve dozun artirilmasina bagli olarak ilacin
yan etki profilinde artis gozlenebilmektedir. Terapdtik araligi dar olan ilaglar igin
dozun yiikseltilmesi bireyler arasi farkliliklar sebebiyle sakincali oldugu i¢in farkli
alternatif yaklagimlar Onerilmektedir. Bir KKB olan nifedipinin, gastrointestinal
kanaldan kolayca ve neredeyse tamamen emilmesine ragmen, presistemik
eliminasyona ugramasi ve ¢oziniirliik probleminin olmasi oral biyoyararlanimini
yiiksek oranda sinirlandirmaktadir (66, 121-123). Literatiirde ilacin ¢oziiniirliik ve
biyoyararlaniminin artirilmasi amaciyla, etkin maddenin mikronizasyonu, kati
dispersiyonunun veya nanokristal formunun hazirlanmas: gibi yOntemler
onerilmektedir (66, 121). Ayrica polimer bazli nanotasiyict sistemlerin ince
bagirsagin lenfoid dokusundaki M hiicreleri araciligiyla lenfatik sisteme dogrudan
gecisi ile presistemik eliminasyonunun engelleyebilecegi bildirilmistir (30, 124,
125). Labetolol, karvedilol, verapamil, diltiazem, nifedipin, nitrendipin, nikardipin,
nimodipin, nisoldipin, isradipin, felodipin, amlodipin, valsartan, telmisartan ve
olmesartan presistemik eliminasyon sebebi ile oral biyoyararlanimi olumsuz
etkilenen diger antihipertansif ilaglardir (42, 44, 55, 58, 62, 64, 70, 75, 79, 81, 84,
86, 90, 91).

2.2.4. P-glikoprotein Aracih Iletim Sistemi

Ik defa 1976 yilinda Juliano ve Ling (126) tarafindan tamimlanan P-gp,
gastrointestinal kanalda enterositlerin apikal membraninda yer alan bir membran
proteini olup ATP hidrolizine bagimli olarak ¢alismaktadir (35, 127). Bazi ilaglara

kars1 membran gecirgenligi iizerindeki rolii nedeniyle, “permeability” kelimesinin
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bas harfi olan “P” harfi ile isimlendirilmistir (126). Son yillarda yapilan ¢aligmalar P-
gp aracili iletim sisteminin, bazi ilaglarin enterositlere alinmasini sinirlandirdigini ve
intestinal sekresyon ile kandan bagirsak liimenine atilmasini kolaylastirdigi igin
absorbsiyon ve oral biyoyararlanimi olumsuz etkiledigini ve sonug olarak ilaglarin
farmakokinetigi ve farmakodinamigini degistirdigini gostermistir (28, 35, 46, 127).
Bu sorunun iistesinden gelebilmek i¢in ¢esitli P-gp inhibitorleri gelistirilmistir. Fakat,
simdiye kadar hi¢bir P-gp inhibitorii igeren oral tasiyici sistem, cesitli sistemik yan
etkiler olusturmasi nedeniyle resmi otoriteler tarafindan onaylanmamaistir. Sonrasinda
ilag formiilasyonlarinda kullanilan ve genellikle farmasdtik etkinligi bulunmayan
(inert) yardimc1 maddeler (eksipiyanlar), 6zel bir P-gp inhibitorleri sinifi olarak
ortaya ¢ikmistir (46). Gurunath ve ark. (46) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, P-gp
iletim sisteminin yani sira diisiik ¢Oziiniirlilk sebebi ile biyoyararlanim sorunu
yasayan kandesartan sileksetilin kat1 dispersiyonlarini hazirlamistir. Dogal bir P-gp
inhibitorii olan naringin’in kullanildig1 formiilasyonlarda, ilacin siispansiyonuna
kiyasla daha yiiksek ¢oziiniirliik elde edilmesinin yani sira albino erkek tavsanlarda
yapilan in vivo biyoyararlanim ¢alismalar1 sonucunda intestinal permeabilite artigina
bagli olarak ilacin biyoyararlaniminda 3,7 kat iyilesme goézlenmistir (46). Bir diger
antihipertansif ila¢ olan talinolol i¢in, Deferme ve ark. (45) yapmis oldugu bir
caligmada, kayisi ekstraktinin ilacin oral biyoyararlanimi iizerinde olumlu etki
gdstermesinin yani sira P-gp’ye bagli ilag-besin etkilesimine de dikkat ¢ekmistir.
Ayrica celiprolol ve asebutolol gibi bazi ilaglar i¢in uygulanan doz arttikca
biyoyararlanimin arttig1 gézlenmis ve bu durum intestinal limendeki transport
sisteminin doygunluga ulagmasina baglanmistir (36). Celiprolol, bunitrolol,
karvedilol gibi beta blokorler, nifedipin, nitrendipin, nikardipin, nimodipin, isradipin,
felodipin, amlodipin, diltiazem, verapamil gibi birgok KKB ve telmisartan,
olmesartan gibi anjiyotensin reseptor blokorleri P-gp substrati olan diger

antihipertansif ilaglardir (30, 35, 36, 46, 49, 54, 55, 60, 62, 73, 75, 82, 84, 89, 90).
2.2.5. ilacin Gastrointestinal Sistem Fizyolojisinden Etkilenmesi

Gastrointestinal sistem pH’1 1 ile 8 arasinda degismekle birlikte pH
araligindaki bu genis fark oOzellikle protein yapili ilaglarin  oksidasyonu,

deamidasyonu veya hidrolizi sonucu ilacin farmakolojik aktivitesini ciddi sekilde



17

engelleyebilmektedir. Anjiyotensin reseptor blokorii olan kandesartan sileksetil’in
asidik pH’da kimyasal bozunmaya ugramasi sonucu oral biyoyararlaniminin olumsuz
etkilendigi ve buna kars1i ilacin gastrointestinal sistem sivilariyla dogrudan
etkilesmesini engelleyecek bir nanotasiyici sistem igerisine enkapsiile edilmesinin

biyoyararlanima katki saglayacagi bildirilmistir (30).

Antihipertansif ilaglarin oral yoldan uygulanmasinda kullanilan bir diger
yaklasim, antihipertansif ilaglarin kisa yar1 omiir ve kisa gastrik kalig sliresine bagli
diisik biyoyararlanim problemlerine karsi onerilen “Gastroretentif Ila¢ Tasiyici
Sistemler’in (Gastroretentive Drug Delivery Systems (GRDDS))“ hazirlanmasi
yaklagimidir (27). Bu tasiyici sistemler sayesinde ilacin gastrik bosalma siiresi
uzatilarak gastrointestinal sistem membranlar ile etkilesimin ve biyoyararlanimin
artirilmasinin yaninda ¢6ziiniirliigiin de artirilabilecegi bildirilmistir (27, 128, 129).
Gilintimiizde bu tasiyict sistemler kullanilarak gelistirilmis ve ticarilesen birgok {iriin
bulunmaktadir. Prazopress XL® (Prazosin hidrokloriir, Efervesan ve sisme bazli
yiizer sistem, Sun Pharma, India), Coreg CR® (Karvediol, Ozmotik sistem,
Glaxosmithkline, USA), Covera HS® (Verapamil Hidrokloriir, OROS teknolojisi,
DURECT Corporation, USA) ve Sular® (Nisoldipin, Geomatrix® teknolojisi,
Skyepharma, Shionogi Pharma Inc., UK) antihipertansif ilaclar i¢in ila¢ piyasasinda

bulunan gastroretentif ilag tastyici sistemlerdir (129).

Antihipertansif ilaglarin klinikte kullanilmalarinda yasanan bagka bir
problem, yar1 omiirlerinin kisa olmasi sebebiyle sik dozlama gereklilikleridir (27,
30). Uzatilmis salim sistemlerinin hazirlanmasi, sik dozlama gerekliligine bir ¢dziim
sunarken, oral biyoyararlanimin artirilmasi1 hususunda daha ¢ok ¢esitli nanotasiyici

sistemlerin kullanilmasi 6nerilmektedir (7, 28, 30).

2.3. Antihipertansif Ilaclarin Oral Biyoyararlamimmn Artirilmasi icin

Kullanilan Nanotasiyici Sistemler

Son yillarda yapilan calismalar ve elde edilen olumlu sonuglar oral
biyoyararlanimin artirllmast amaciyla nanotasiyict sistemlerin  kullanilmasi
yaklagimina dikkat ¢ekmistir. Gastrointestinal sistem kisimlarindan ince bagirsakta

villus ve mikrovillus yapilarinin varlii, genis bir absorbsiyon alani sunarken
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tasarlanan nanotasiyict sistemin Ozellikle bu bolgede salim yapmasinin oral
biyoyararlanimi istenilen diizeyde artiracagi diisliniilmektedir. Fakat nanotastyici
sistemin oral uygulamasinin ardindan organizmada karsilastigi ve asmasi gereken
bir¢cok bariyer bulunmaktadir. Bu bariyerlerden en 6nemlisi bagirsak epitelini orten
mukoza tabakasidir (30, 125, 130, 131). Bu tabakay1 olusturan goblet hiicrelerinin
stirekli mukus iiretimi, ilaglarin penetrasyonunu ve absorpsiyonunu engellemektedir.
Mukozal yapmin gozenek agikligi 50-1800 nm aralifindadir ve kiiciik partikiil
bliyiikliigline sahip nanotasiyici sistemler, mukustaki bu bosluklardan gegebilmekte
ve partikiil biiytikliigiine bagl olarak bariyerin asilmasini saglayabilmektedir (125,
130, 131). Mukozal bariyerin asilmasinin ardindan bagirsak epitel hiicrelerinden
nanotastyici sistemin gecisi, paraseliiler, transseliiler, tasiyict ve reseptor aracili
transport gibi cesitli transport mekanizmalar1 ile gergeklesmektedir (30, 131). Ince
bagirsagin lenfoid dokusundaki Peyer plaklari igerisinde ve bagirsak epitel hiicreleri
arasinda konumlanmis olan M hiicreleri, mukus salgilayamadigi ve P-gp
ekspresyonunu gergeklestiremedigi i¢cin nanotasiyicilarin  hedeflendirilmesinde
onemli bir role sahiptir. Nanotasiyici sistemin bu yolla hiicre i¢ine alimi1 P-gp iletim
sistemi nedeniyle absorpsiyonu diisiik olan ilaglarin absorpsiyonunu artirmasinin
yani sira presistemik eliminasyonun da asilmasini sagladigi i¢in biyoyararlanimin
artmasina katki saglamaktadir (30, 124, 125). Tasiyic1 sistemin partikiil boyutu, sekli,
ylizey Ozellikleri, gastrointestinal kanalda ve hiicre i¢ine alim bolgesindeki kalig
stiresi, bagirsak epitel yiizeyine adezyon ve mukus bariyerini asabilme yetenegi gibi
Ozellikler ilacin oral biyoyararlanimint  dogrudan etkilemektedir  (124).
Antihipertansif ilaglarin oral biyoyararlanimimin artirilmasi amaciyla kullanilan
tastyici sistemler genel olarak, polimer bazli sistemler (polimerik nanopartikiiller,
kat1 lipit nanopartikiiller, dendrimerler, polimerik miseller, karbon nanotiipler),
mezoporlu silika nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar, kendiliginden emiilsifiye olan
sistemler (SEDDS), nanosiispansiyonlar, nanokristaller, ve nanovezikiiler sistemler
(lipozomlar, niozomlar, etozomlar, invazomlar, transferozomlar) olarak bildirilmis
olup oral biyoyararlanim problemi olan antihipertansif ilaglar i¢in tasarlanmis bazi

nanotastyici sistemler ve 6zelliklerine ait bilgiler Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.
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flac Tasiyir  Etkin Kullanilan Hazirlama Partikiil Boyutu (nm) ilag Yiikleme Kapasitesi  in vitro/ex Yorum Kaynak
Sistem Madde Yardimer Yontemi (% =+ Standart sapma vivo/in vivo
Maddeler (SS)) Model
Kati lipit  Karvedilol Monogliserit, Sicak 61,8+2,8-108,2+4,3 958+1,4-985+1,3 Wistar cinsi  Karvediol siispansiyonuna kiyasla MCC 132
nanopartikiil Soya lesitini, homojenizasyon erkek sigan kapli kati lipit nanopartikiiller ile ilacin
Poloksamer 188, ve bagil biyoyararlamminda yaklagik 3,2
Stearilamin, ultrasonikasyon kat artiy elde edilmistir. Kati lipit
N-Karboksimetil nanopartikiillerin MCC ile kaplamasi
kitosan (MCC) sonucu tagtyict sistem hem  gastrik
ortamdan korunmustur hem de ilacin ani
saliminin engellenmesi ile kontrollii ve
uzun bir ilag salimi saglanmustir.
Nitrendipin Trigliserit Sicak 1216 +1,75-136,2+ 1,34 91,8+0,36-97,53+0,11 Wistar cinsi  Franz diflizyon hiicresi kullanilarak (pH 133
(tripalmitin), homojenizasyon erkek sigan 6,8 fosfat tamponunda) 48 saat boyunca
Monogliserit ve gerceklestirilen in vitro salim galigmalari
(gliseril ultrasonikasyon sonucu kati lipit olarak  gliseril
monostearat), monostearat  kullamlan  kati lipit
Balmumu nanopartikiil formiilasyonunda daha iyi
(setil palmitat), bir salim profili (%37,8) elde edilmistir.
Poloksamer 188 Intraduodenal uygulama sonrasi
nitrendipin biyoyararlanimi
stispansiyonuna kiyasla 3-4 kat kadar
artmigtir.
Nimodipin Palmitik asit,  Yiiksek basinghh  116,0 £21 —525,5+ 34 84,45+9,2-93,96+1,73  Albino pH 6,8 fosfat tamponunda 83
Poloksamer 188,  sicak Wistar cinsi  gergeklestirilen in vitro salim ¢aligmalart
Soya lesitini homojenizasyon sigan sonucu, 22 faktdriyel dizayn kullamlarak

optimize edilen nimodipin kat1 lipid
nanopartikiil formiilasyonunun (F8), 10
saat boyunca siirekli salim (%87,52 +
2,54) sagladigi  gosterilmigtir.  Oral
uygulama sonrast elde  edilen
farmakokinetik  parametreler, ilacin
biyoyararlanimmin nimodipin
¢ozeltisine kiyasla yaklagik 2,08 Kat
arttigini gostermistir.
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Antihipertansif ilaglarin oral biyoyararlaniminin artirilmasi amaciyla kullanilan bazi nanotasiyici sistemler (Devam-1).
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ilag Tasiyia  Etkin Kullanilan Hazirlama Partikiil Boyutu (nm) ila¢ Yiikleme Kapasitesi  in vitro/lex Yorum Kaynak
Sistem Madde Yardimer Yontemi (% £ SS) vivo/in vivo
Maddeler Model
Kat1 lipit  Nebivolol Kitozan Yiiksek  devirli 213,4+17,47-438,8+39,4  83,89+1,8-98,04+0,2 Caco-2 pH 12 ve pH 68 tampon ortamlarinda 134
nanopartikiil hidrokloriir oligosakkarit homojenizasyon hiicre hatt1 gergeklestirilen in vitro salim ¢aligmalari sonucu 8
laktat, saat  boyunca  kontrolli ilag  salimmin
Polietilen Spague saglanabilecegi ve lipaz, pepsin ve pankreatinin
glikel  (PEG) Dawley gibi  enzinmlerin  ilacn  salim  profilini
stearat, cinsi erkek etkileyebilecegi gosterilmistir. Caco-2 hiicre hattt
Kompritol 188, sigan tizerinde yapilan in vitro permeabilite ¢aligmalari
Poloksamer sonucunda ilacin ticari tabletine kiyasla
188, Soya permeabilite  katsayisinda anlamli  bir artis
lesitini gozlendigi belirtilmistir. Ayrica efluks orammnin
optimize edilen tim formiilasyonlarda 2’den
diisiik olmasi, ilacin Caco-2 hiicre tek tabakasi
boyunca permeabilitesinde herhangi bir tasiyicinin
etkili olmadigmi gostermistir. Farmakokinetk
calismalar, PEG ile modifiye edilmis kati lipit
nanopartikiillerin ilacin biyoyararlanimini ticari
tabletine oranla yaklasgik 1,5 kat artirdigim
gostermistir.
Irbesartan Gliseril Solvent 363 +9,19- 1129+ 14,14 412+2,69-73,8+2,12 Wistar cinsi 0,1 N HCI ve pH 6,8 fosfat tamponu ortaminda 135
monostrearat, emiilsifikasyon erkek sigan gergeklestirilen in vitro salim galigmalart sonucu,
Poloksamer hazirlanan optimum formiilasyondan (F3) ilk 2
407 saat igerisinde ilacin yaklagik %20’sinin ve
ardindan % 97,58'inin 48 saate kadar yavas yavas
salindigr gosterilmistir. Oral uygulama sonrast
elde edilen farmakokinetik parametreler, optimum
formiilasyonun ilacin biyoyararlanimini yaklagik
1,48 kat artirdigin1 gostermistir.
Olmesartan Gliseril Sicak 80,2 - 595,9 49,23 - 95,89 Wistar cinsi  Merkezi kompozit tasarimu ile  optimum 136
medoksomil ~ monostrearat, homojenizasyon erkek sigan formiilasyon parametreleri belirlendikten sonra
Poloksamer optimum formiilasyon tizerinde ve %1 SLS igeren
188, pH 6,8 fosfat tampon ortaminda yapilan in vitro
Poloksamer salim c¢aligmalari, tasiyict sistemin 24 saat
407, Tween 80 boyunca ilacin kontrollii salimini sagladigini

gostermigtir. Oral uygulama sonrasi elde edilen
farmakokinetik parametreler, optimum
formiilasyonun ilacin biyoyararlanimimi yaklasik
2,3 kat artirdigini gostermistir.
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ila¢ Etkin Madde Kullamilan Yardima  Hazirlama Partikiil ila¢ Yiikleme 1in vitro/ex Yorum Kaynak
Tastyic Maddeler Yontemi Boyutu (nm) Kapasitesi vivo/in vivo
Sistem (% £ SS) Model
Dendrimer Kandesartan Tris (hidroksimetil) Dendrimerlerin Sise ¢alkalama yontemine gore 24 saat boyunca gergeklestirilen 137
sileksetil aminometan(TRIS), sentezinde ¢oziinirlik caligmalart; PAMAM dendrimerlerinin
Etilendiamin (EDA), terminal ucu ¢oziiniirlestirme etkisinin dendrimer konsantrasyonu, jenerasyon
Poliamidoamin amin ve TRIS sayis1 ve terminal fonksiyonel gruplara bagli olarak degistigini
(PAMAM)-NH2 olanlar igin gostermistir. Sonuglara gore karboksi ve TRIS dendrimerleri ile
(Gn.NH2), divergent sentez elde edilen ¢Oziiniirliik artist amin dendrimerlerine gore daha
PAMAM-TRIS kullanilmustir. fazladir ve en yiksek ilag ¢ozinirligi 2 mM dendrimer
(Gn.TRIS), konsantrasyonunda elde edilmistir. Genel olarak jenerasyon sayist
PAMAM-COOH arttikga tagtyici sistemin ¢oziiniirlestirme etkisi de artmigtir.
(Gn.COOH),
Metil akrilat,
EDA, Dendrimer Sise ¢alkalama yontemine gore 48 saat boyunca gergeklestirilen 138
Metil akrilat, sentezi igin ¢oziiniirlik ¢ahigmalar; sudaki ¢oziiniirliigii 2,63 pg/mL olan
PAMAM dendrimer wraksak  sentez kandesartan sileksetil’in ¢oziiniirliigiiniin kullanilan PAMAM
yontemi konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigini dogrulamustir. 10
kullanilmustir. mg/mL  dendrimer konsantrasyonunda ilacin ¢dziiniirligiiniin
maksimum oldugu ve yaklasik 373 kat arttig1 gosterilmistir.
Propranolol EDA ¢ekirdekli Caco-2 Permeabilite ¢ahgmalart G3 ve lauril-G3 PAMAM dendrimerleri 139
PAMAM dendrimeri, hiicre hatti ile konjuge edilen propranololiin permeabilite katsayisinin énemli
Trietilamin, oranda arttigini ve lauroil-G3 bazli dendrimer konjugatlarinda
Lauroil kloriir maksimum oldugunu gostermistir. Lauroil-G3 bazli dendrimer
konjugatlarinin  permeabilite katsayisi, G3 bazli dendrimer
konjugatlarinin yaklagik 3,5 kati olarak saptanmugtir.
Ramipril Diaminobiitan (DAB)  Tlag ve dendrimer Sise calkalama yontemine gore 24 saat boyunca gergeklestirilen 140

Hidroklortiazid

G4.0 PAMAM-NH2,
DAB G4.0 PAMAM-
OH, DAB G35
PAMAM-COONa

kompleksi, Faz
dengeleme
yontemine

(phase
equilibration
method) gore
hazirlanmugtir.

¢oziinirlik caligmalarinda; en yiiksek ilag ¢oziiniirligi %0,8
dendrimer konsantrasyonunda elde edilmistir. Hidroklortiazid
dendrimerin terminal ucu karboksi grubu oldugunda ilacin
¢ozindirligi 4,91 kat artarken, Ramipril dendrimerin terminal ucu
amin grubu oldugunda ise ilacin ¢oziiniirligi 3,72 kat artmustir. In
vitro salim ¢aligmalarma gore, dendrimer formiilasyonlar1 saf
ilaglara kiyasla daha hizli ve tam bir ¢6ziinme profili gosterirken
ilag yiiklii dendrimer formiilasyonlari, dendrimer bazli hibrid
formiilasyonlar1 ile benzer bir ¢oziinme profili gostermistir.




Tablo 2.2. Antihipertansif ilaglarin oral biyoyararlaniminin artirilmasi amaciyla kullanilan bazi nanotasiyici sistemler (Devam-3).

22

ila¢ Etkin Kullanilan Hazirlama Partikiil Boyutu (nm) ila¢ Yiikleme Kapasitesi  in Yorum Kaynak
Tastyic Madde Yardimer Yontemi (% £ SS) vitro/ex
Sistem Maddeler vivo/in
vivo
Model
Polimerik  Nifedipin Metoksi poli (etilen  Coziicii 34,8+3,2-40,8+29 4,48 +0,37-18,43+1,06  Wistar Oral uygulama sonrasi elde edilen farmakokinetik 141
misel glikol) -b-  buharlastirma cinsi parametreler, optimum formiilasyonun ilacin ticari
polikaprolakton yontemi erkek tabletine kiyasla biyoyararlanimi yaklasik 2,6 kat
diblok kopolimer sigan artirdigini gostermistir.
(mPEG-b-PCL)
Nimodipin Poli(e kaprolakton),  Coktiirme 455 —-595,8 16,7 — 44,42 Triblok kopolimer yapisini olusturan 142
PEG 1590, yontemi polikaprolaktonun  farkli  oranlart  kullanilarak
PEG 6000, hazirlanan ~ formiilasyonlar  iizerinde  yapilan
PEG 10000 ¢aligmalar; genel olarak polikaprolakton orani
artikga misel boyutu ve ilag yiikleme Kapasitesinin
arttigim  fakat ilag salim oraninin azaldigini
gOstermigtir.
Lasidipin Pluronik F127, Film hidratasyon 20,03 0,21 — 58,73 = 1,56 727+0,47-99,55+0,18  Albino Sise ¢alkalama yontemine gore distile su ve 0,1 M 143
Pluronik P123 yontemi erkek HCI (pH 1,2 tampon) ortamlarinda 24 saat boyunca
tavsan gergeklestirilen ¢oziniirliik ¢aligmalar;; merkezi
kompozit tasarimi  ile  belirlenen  optimum
formiilasyonun ilacin ¢oziinirligiinii her iki ortam
icin de yaklagik 450 kat artirdigini gostermistir. In
vitro salim c¢aligmalari, optimum formiilasyonun
ilaca kiyasla daha hizli ve 30 dak. i¢inde %100’ e
yakin bir ¢dziinme profili sergiledigini gostermistir.
Oral uygulama sonrasi elde edilen farmakokinetik
parametreler, optimum formiilasyonun ilacin oral
siispansiyonuna kiyasla biyoyararlanimi yaklasik
6,85 kat artirdigin1 gostermistir.
Olmesartan Pluronik F127, Ince film 13,73 +£0,02-364,00+30,4 295-84 pH 6,8 fosfat tampon ortaminda (Sorensen's 144
medoksamil Pluronik P123 hidratasyon phosphate buffer ) ve 37 + 0,5°C’de gergeklestirilen
yontemi salim ¢aligmalari ilag siispansiyonuna (% 35) kiyasla

polimerik misel formiilasyonunun 1 saat boyunca
ilacm  %70’ini etkin bir sekilde saldigim
gostermistir.
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2.4. Mikronizasyon ve Nanonizasyon

Oral biyoyararlanimin iyilestirilmesinde kullanilan partikiil boyutunun
azaltilmas1 stratejisi, mikronizasyon ve nanonizasyon olmak Ttzere iki temel
yaklasimi igermektedir. Cesitli teknikler kullanilarak etkin madde partikiil boyutunun
mikron diizeyine diisiiriilmesine “mikronizasyon”, nano boyuta diisiiriilmesine ise,
“panonizasyon” denir. Mikronizasyonda elde edilen partikiil boyutu kullanilan
teknige de bagh olarak 1-50 um arasinda degisirken, nanonizasyonda 10-1000 nm
arasinda degismektedir (103, 145, 146). Ozellikle yeni gelistirilen ilaglar i¢in partikiil
boyutunun mikron boyutuna diisiiriilmesi, biyoyararlanimin istenilen diizeyde
artirllmasi i¢in yeterli olmamaktadir. Bu yiizden son zamanlarda partikiil boyutunun
azaltilmas1 yaklasimi i¢in mikronizasyon yerini nanonizasyona birakmistir. 1 mm
boyutunda olan temsili bir kiibik partikiiliin boyutu 10 pm’ye disiirildiigiinde
toplam yiizey alaninda yaklasik 100 kat bir artis gézlenirken partikiil boyutu 100
nm’ye diisiirildigiinde ise 10000 kat artis gozlendigi bildirilmistir (146, 147). Buna
gore partikiil boyutunun nanometre boyutuna diisiiriilmesi, yiizey alaninda énemli bir
artisa neden olmaktadir ve bu durum Noyes-Whitney esitiligine gore, tek basina daha
yiiksek bir ¢oziinme hiz1 ile sonuglanmaktadir. Ayrica Prandtl esitligine (Esitlik 2.3.)
gbre, nanonizasyon ile birlikte azalan diflizyon mesafesine (hn) de bagli olarak
partikiil etrafinda daha yiiksek bir konsantrasyon gradyani olugsmaktadir ve ¢ézlinme

hizinda beklenilenin {izerinde bir artig saglanmaktadir (1, 146, 148).
hu=k(LY2/\/Y?) (2.3)

hu: Hidrodinamik sinir tabaka kalinligi, k: Sabit, L: Akis yoniinde yiizey, V: Akan bir sivinin diiz bir
ylizeye gore bagil hizi

Oral biyoyararlanimin iyilestirilmesinde 6nemli olan bir diger faktor ilag
etkin maddesinin doygunluk ¢oziiniirligidir (Cs). Cs, sadece ilaca, ¢oziiciiye ve
sicakliga bagl degil ayn1 zamanda partikiil boyutu 1 pm’nin altinda oldugunda,
partikiil boyutuna da bagli bir degiskendir. Bu durum Ostwald-Freundlich esitligi
(Esitlik 2.4.) ile agiklanmakla birlikte nanonizasyon ile ilacin doygunluk
¢Ozliniirliigiiniin 6nemli 6l¢iide artirilabilecegi bildirilmistir (146, 149). Ayrica, artan

doygunluk c¢oziiniirliiglinden dolay1, bagirsak limeni ve kan arasindaki
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konsantrasyon gradyani arttigir icin pasif difiizyonla emilim de Onemli olgiide
artmaktadir (98, 146). Sonug olarak, biyoyararlanimdaki iyilesme, mikronizasyonda
sadece ylizey alanindaki artisa bagli olarak ¢o6ziinme hizindaki artis ile
gergeklesirken, nanonizasyonda hem daha fazla artan yiizey alani ve azalan diflizyon
mesafesine hem de artan doygunluk ¢oziiniirliigline bagl olarak ¢éziinme hizindaki
artis sayesinde gerceklesmektedir. Suda ¢oziiniirliik problemi yasayan ilaglarin
mikrokristal formlarinin oral absorpsiyonunda hiz kisitlayic1 basamak ¢dziinme iken,
nanokristal formlarinin oral absorpsiyonunda hiz kisitlayic1 basamak permeabilitedir

(150).
In(S/S0)=2M y/prRT (2.4)

S: r ¢apindaki partikiillere sahip etkin maddenin T sicakhigindaki doygunluk ¢oziiniirliigi, So: Etkin
maddenin partikiil biiyiikliigiiniin sonsuz oldugu (r: o) durumdaki doygunluk ¢6ziiniirligii, M: Etkin
maddenin molekiil agirligi, y: Yiizeyler arasi gerilim, p: Etkin maddenin yogunlugu, r: Etkin

maddenin partikiil ¢ap1, R: Gaz sabiti, T: Mutlak sicaklik

Fu ve ark., (80) islem gérmemis nisoldipinin, kati dispersiyonu (sicak eriyik
ekstriizyon teknigi (hot melt extrusion) ile hazirlanmig, T5), mikrokristal
formiilasyonu (jet Ogiitme teknigi ile hazirlanmis, T1) ve farkli stabilizan
sistemleri/oranlart ve farkli Oglitme siirelerine gore (yas Ogltme teknigi ile)
hazirlamis olduklar1 nanokristal formiilasyonlarin1 (T2, T3 ve T4) ¢esitli in vitro ve
in vivo ¢alismalarla karsilagtirmistir. Sprague Dawley cinsi erkek sicanlar tizerinde
yapilan in vivo oral biyoyararlanim ¢alismalarindan elde edilen farmakokinetik
parametreler, kat1  dispersiyon ve  mikrokristal = formiilasyonlarin  oral
biyoyararlaniminin genel olarak birbirine yakin olmakla birlikte nanokristal
formiilasyonlarindan diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica T1’e kiyasla, polivinil
prolidon (PVP K30; %1,25, a/h) ile 15 dak.’lik bir 6giitme siiresi kullanilarak
hazirlanan T3’iin ve PVP K30-Sodyum lauril siilfat (SLS) stabilizan kombinasyonu
(PVP K30:SLS, %1,25:0,4) ile 80 dak.’lik bir 6giitme siiresinde iiretilen T4’lin oral
biyoyararlaniminin sirasiyla 5,1 ve 7,1 oraninda arttig1 gézlenmistir. Sonug olarak bu
calisma ozellikle ¢oziiniirliik sorunu sebebiyle oral biyoyararlanim problemi yasayan

ilaglar i¢in nanonizasyonun ne kadar dnemli oldugunu vurgulamistir (80).
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2.5. Nanokristal Teknolojisi

NKT, ilk kez 1990’11 yillarin basinda kesfedilmesinin ardindan 2000 yilindan
itibaren hizli bir sekilde ilag piyasasinda yerini alan ve genel olarak coziintirliik
problemi yasayan ilaglara uygulanan evrensel bir yaklasimdir. Ila¢ nanokristalleri,
genel olarak ¢esitli yontemler kullanilarak partikiil boyutu nano boyuta diisiiriilmiis
kristal yapidaki partikiiller olarak tanimlanmaktadir ve bu sistemleri nanopartikiiler
ilag tastyict sistemlerden ayiran en belirgin 6zellik herhangi bir tagiyici icermemeleri
ve bu sayede neredeyse %100’¢ yakin ilag etkin maddesinden olugmasidir (98). NKT
kullanilarak elde edilen partikiil boyutu aralifina iliskin literatiirde farkli
tanimlamalar mevcuttur. Bu teknolojiye ait ilk patentte elde edilen kristal yapilarin
boyutunun 10-1000 nm arasinda oldugu belirtilirken, Keck ve ark. (151) kristal
yapilarin boyutunun 1 pum’nin altinda olmasinin yaninda tipik olarak 200-500 nm
arasinda degistigini belirtmistir (152). Ila¢ nanokristallerinin bir siv1 ortam igerisinde
dagilmast sonucu olusan dispersiyon “nanostispansiyon” olarak adlandirilmaktadir
ve bir nanosiispansiyon formiilasyonu temelde etkin madde, stabilizan ve dispersiyon
ortamindan olusmaktadir. Dispersiyon ortami olarak su, sulu ¢ozeltiler ve susuz
ortamlar (Polietilen glikol (PEG) ve yaglar) kullanilirken sistemi stabilize etmek
amaciyla ¢esitli yiizey aktif madde ve polimerik yapidaki stabilizanlar
kullanilmaktadir (98).

NKT’nin son yillarda 6n plana ¢ikmasmin nedeni asagida belirtilen birgok

tistlinliige sahip olmasindandir.

I) Kullanilan ilacin doygunluk ¢o6ziiniirliigiinii, ¢6ziinme hizin1 ve hiicre
membranlarina tutunma oranini artirmasi ile oral biyoyararlanimda belirgin 6lgiide

bir artis saglamasi,

IT) Yiiksek oranda ilag igermesi sayesinde kullanilan dozun azaltilabilmesi ve

buna bagli olarak ilacin sistemik yan etki profilinin azalmasina olanak saglamasi,

IIT) Basit, hizli ve tekrarlanabilir {iretim prosesi sayesinde Olcek biiyilitme

(scale-up) i¢in uygun bir teknoloji olmasi,
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IV) Formiilasyon i¢in kullanilan yardimci madde gereksiniminin az olmasi

sayesinde iiretim maliyetinin diger sistemlere gore daha diisiik olmasi,

V) Mikronize edilmis ilaglarin aksine bir¢ok yol (parenteral, pulmoner,
topikal ve oftalmik) ile uygulanabilmesi ve cesitli yontemlerle kolayca sterilize

edilebilmesi,
VI) Doz orantisalligini iyilestirebilmesi,

VII) Ozellikle suda ¢oziiniirliigii az olan lipofilik ilaclarda gozlenen aglik-
tokluk durumlarindaki biyoyararlanim farkliliklarinin ve bireyler arast degiskenligin

azaltilabilmesine olanak saglamasidir (98, 145, 153, 154, 155).

Ayrica NKT’inde sistemi stabilize etmek amaciyla formiilasyona eklenen
tween 80, d-alfa-tokoferil poli (etilen glikol) 1000 siiksinat (TPGS)(TPGS, FDA
onayli suda ¢oziinen bir stabilizandir), poloksamer 188 (pluronik F68) gibi noniyonik
siirfaktanlarin etkin maddenin permeabilitesini, P-gp inhibisyonuna neden olarak
artirabilecegi ve verapamil veya siklosporin A gibi diisiik molekiil agirlikli P-gp
inhibitorlerinin aksine biyolojik ortam icin olumsuz bir etkiye neden olmayacagi
bildirilmistir (156-159). TPGS i¢indeki PEG zincirlerinin inhibitor aktivite {izerinde
etkisinin olmasinin yani sira en iyi inhibitdr aktivite 1100-1500 Da uzunluguna sahip
PEG zincirlerinde gozlenmistir (158, 160). NKT ne karsi son zamanlarda artan ilgi,
endistriyel olarak uygulanabilir iiretim teknikleri ile iiretilmesi sayesinde iiriine
doniigebilme  ihtimali  yliksek  formiilasyonlarn  hazirlanabilmesi  ile
iliskilendirilmistir. Bu tiir {stiinliiklerin  haricinde tiim etkin maddelere
uygulanamamasi, kullanilan yonteme bagli olarak uygulanan yiiksek basing ve
sicakligin etkisiyle etkin madde ya da stabilizanlarin polimorfik doniisiime ugramasi,
dispersiyon halinde fiziksel stabilitenin korunmasinin zorlugu ve kurutma

asamasinda goriilen partikiil bilyiimesi gibi durumlar NKT’nin sinirlamalaridir (100).

Antihipertansif ilaglarin NKT ile formiile edilmesine iliskin literatiirde bir¢cok
calisma bulunmasia ragmen giinlimiizde bu teknoloji ile tretilip ticarilesen ¢ok
fazla iiriin bulunmamaktadir. Gilinlimiizde bu teknoloji ile 1slak Ogiitme teknigi

kullanilarak tretilmis, KKB’leri sinifinda yer alan verapamil ve diltiazemi igeren
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Verelan PM® kapsiil ve Herbesser® tablet ticarilesen iiriinlerdir. Verelan PM®
kapsiil, Schwarz Pharma firmas: tarafindan gelistirilip 1998 yilinda ve Herbesser®
tablet Mitsubishi Tanabe Pharma firmasi tarafindan gelistirilip 2002 yilinda
FDA’den onay alarak ilag piyasasinda yerini almistir (26, 161, 162). Literatiirde
NKT’nin antihipertansif ilaglardan daha ¢ok KKB’leri ve anjiyotensin reseptor

blokdrleri lizerine yogunlastigi goriilmektedir.
2.5.1. Nanokristal Teknolojisinde Stabilizasyon

Nanokristallerin en 6nemli 6zelliklerinden biri uzun bir donem kararliliga
sahip olmalaridir. Etkin madde boyutunun nano boyuta indirilmesi sonucu sistemde
artan spesifik ylizey enerjisine bagli olarak olusan termodinamik kararsizligi
minumuma indirmek amaciyla partikiiller bir araya gelerek agregat olusturma egilimi
gostermektedir. Bu ylizden ila¢ nanokristalleri, ¢ogu zaman yiizey aktif madde ve
polimerik yapidaki stabilizanlar veya bunlarin kombinasyonu ile stabilize edilme

ihtiyact duymaktadir (98).
Agregasyon ve Carpisma Mekanizmalari

Literatiirde olas1 agregasyon mekanizmalari; perikinetik agregasyon,
diferansiyel sedimentasyon ve ortokinetik agregasyon olmak iizere ii¢ ana baslik
altinda simiflandirilmistir. Perikinetik agregasyon, Brown hareketleri ile indiiklenen
agregasyonu ifade etmektedir. 5 pum’nin altinda partikiil biiyiikliigline sahip
partikiillerin dispersiyon ortamindaki rastgele hareketleri olan Brown hareketleri
sonucu partikiiller birbiriyle carpismakta ve aralarinda olusan elektrostatik ¢ekim
kuvvetleri nedeniyle birbirine yapisarak agregatlar olusturmaktadir. Bagka bir
ifadeyle perikinetik agregasyon coklu g¢arpismalar sonucu olusan agregasyondur.
Diferansiyel sedimentasyon, farkli cap ve yogunluktaki partikiiller tarafindan
indiiklenen agregasyonu ifade etmektedir. Farkli ¢ap ve yogunluktaki partikiiller
farkli hizlarda hareket etmektedir ve dispersiyon ortaminda daha hizli hareket eden
parcaciklar daha yavas hareket eden parcaciklara ¢arpmaktadir. Bu carpismalar
partikiillerin topaklanarak sedimentasyonuna neden olmaktadir. Ortokinetik
agregasyon ise, kayma giicleri tarafindan indiiklenen agregasyonu ifade etmektedir.

Dispersiyonun hareketinden oOtiirii meydana gelen partikiil tasinmasi, parcacik i¢i
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carpismalarda artisa neden olmaktadir ve bu sekilde meydana gelen agregasyon
ortokinetik agregasyon olarak adlandirilmaktadir. Ortokinetik agregasyonun, partikiil
boyutu ve hiz gradyanindan etkilenmesinin aksine sicakliktan bagimsiz oldugu

bildirilmistir (162).
Stabilizasyon Mekanizmalari

Bir nanosiispansiyon formiilasyonunun = stabilitesi, etkin maddenin
morfolojisi, miktar1 (ilag konsantrasyonu), Log P degeri, erime noktasi, ¢ozlniirliigii
gibi etkin maddeye ait Ozellikler, stabilizan tiirii, oran1 ve kombinasyonlar1 gibi
kullanilan stabilizanlara ait 6zellikler ve hazirlanma sirasinda kullanilan 6giitme
enerjisinin siddeti, 6glitme siiresi ve hizi, 6glitmede kullanilan bilyelerin biiyiikligi
ve Ogilitme haznesini kapladigi alan (hacmi) gibi yonteme ait parametrelere baglh
olarak degismektedir (163-167). NKT’nde agregasyonu engelleyerek sistemin
fiziksel stabilitesinin saglanmasinda ve korunmasinda kullanilan stabilizanlar, temel
olarak partikiil yiizeyine kendiliginden adsorblanmakta ve yiizeyler arast gerilimi
diistirerek sistemde artan serbest ylizey enerjisini azaltmaktadir. Stabilizanlarin
serbest ylizey enerjisini azaltarak sisteme termodinamik acidan kararlilik kazandirma
mekanizmalart literatiirde temelde elektrostatik, sterik ve elektrosterik stabilizasyon
olmak iizere li¢ ana bashik altinda siniflandirilmistir (162, 163). Elektrostatik
stabilizasyon, stabilizanlarin 1iyonize olabilen gruplarmin partikiiliin ylizeyini
yiikleyerek itici bir kuvvet olusturmasi sonucu olusurken, sterik stabilizasyon,
stabilizanlarin hidrofobik partikiiller etrafinda yogun bir hidrofilik tabaka olusturarak
partikiiller arasinda sterik engel ve giiclii bir itme meydana getirmesi ile
olusmaktadir. Elektrosterik stabilizasyon ise, polimerik 6zellik sayesinde olusan
sterik stabilizasyon ve ylizey aktif madde 06zelligi sayesinde olusan elektrostatik
stabilizasyonun birlesimi ile meydana gelmektedir. NKT’ nde yiizey aktif 6zelikte ve
polimerik yapida olan stabilizanlarin kombinasyonlarinin kullanimi daha etkili bir
stabilizasyon i¢in siklikla tercih edilmektedir (162). Stabilizanlarin sisteme kararlilik

kazandirma mekanizmalar1 Sekil 2.2.”de verilmistir.
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Elektrostatik yiizey aktif madde 6zelligi Sterik Stabilizasyon
Stabilizasyon sayesinde olusan elektrostatik

stabilizasyonun birlesimidir
(ylizey aktif madde + polimer)

Elektrosterik
Stabilizasyon

Sekil 2.2. Stabilizanlarin sisteme kararlilik kazandirma mekanizmalari (162).
2.5.2. Nanokristal Teknolojisinde Kullanilan Stabilizanlar

Ila¢ nanokristallerinin hazirlanmasinda en kritik asama stabilizan sisteminin
tirli ve oraninin belirlenmesidir (162). Stabilizan sisteminin se¢imi, daha ¢ok
yapilan deneysel ¢aligmalar neticesinde belirleniyor gibi goriinse de stabilizanlarin
hidrofobik  partikiil yiizeylerine olan ilgisinin varli§i ve adsorpsiyon
mekanizmalarina iliskin daha 6nceden yapilan calismalar formiilasyon ¢aligmalarini
hizlandirabilmektedir (166). NKT’inde genel olarak, PVP, polivinil alkol (PVA),
hidroksi propil metil seliiloz (HPMC), hidroksi propil seliilloz (HPC), hidroksi etil
seliloz (HEC), sodyum karboksi metil seliloz (NaCMC), sodyum aljinat (Na
aljinat), kitosan, PEG tiirevleri, SoluPlus®, Kollidon® VA 64 gibi polimerik
stabilizanlar ve SLS, sodyum dokusat (SD), sodyum deoksikolat (SDC),
poloksamerler (pluronikler), tween 80, TPGS gibi ylizey aktif ozellikteki
stabilizanlar kullanilmaktadir (66, 162). PVP, PVA, HPMC ve HPC gibi polimerler
partikiil yiizeyine hidrojen baglar1 ile adsorplanarak hidrofilik bir sinir tabakasi
olusturabilmektedir. PVP ve HPC’nin polar fonksiyonel grup icermeyen hidrofobik
ilag yiizeyleri i¢in fiziksel adsorpsiyon ve sterik stabilizasyonun saglanmasinda ideal
olduklar1 bildirilmistir. Fakat yiizey aktif maddelere ve poloksamerler (poloksamer
407, poloksamer 188) gibi hem hidrofilik hem de hidrofobik zincir igeren amfifilik
kopolimerlere kiyasla daha zay1f 6zellikte stabilizan olduklar1 belirtilmigtir. Amfifilik
blok kopolimerler, genellikle homopolimerlere kiyasla daha iyi stabilizasyon

saglamakla birlikte, bu etkiyi hidrofobik kisimlari ile partikiiliin yiizeyine hidrofobik
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etkilesimler sayesinde adsorbe olurken, hidrofilik kisimlar1 ile partikiilii sararak
sterik bir engel olusturmalari suretiyle gergeklestirmektedir (168). Ayrica kullanilan
polimerlerin morfolojik yapisi, molekiil agirlig1 ve tasidigi fonksiyonel gruplar elde
edilen partikiil biytikliigiinii ve sistemin stabilitesini etkilemektedir (162). Lee ve
ark. (169) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, basarili bir polimer adsorpsiyonun
saglanmas1 ve partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesi i¢in polimerin hidrofilik/hidrofobik
oranin énemli oldugunu ve hidrofobik kisimlarin mol fraksiyonunun en az %15 mol

olmas1 gerektigini belirtmistir.

Nanokristal formiilasyonlarida dikkat edilmesi gereken diger bir 6nemli
parametre kullanilan stabilizanin miktar1 ve oramidir. Stabilizan miktar1 yetersiz
oldugunda agregasyon sorunu yasanirken, fazla olmasi durumunda ise kristal
biiylimesi (Ostwald Ripening Etkisi; Ostwald olgunlagmasi) goriilmektedir. Ostwald
olgunlagmasi, temelde farkli boyuttaki partikiillerin ¢oziiniirliik farkina bagli olarak
gerceklesen bir stabilite sorunudur. Ozellikle partikiil biiyiikliigii dagilim aralig:
genis olan sistemlerde kiiclik partikiiller iizerinde serbest yiizey enerjisi daha
yiiksektir. Bu partikiiller ortamda biiyliikk olan partikiillere nazaran daha fazla
¢oziinmekte ve daha biiylik partikiiller halinde kristallenmektedir. Ayrica bu
kristallenmeye sistemde kristal ve amorf yapimin birlikte kullanilmas1 ve sicaklik
degisimleri gibi durumlar da neden olabilmektedir. Ostwald olgunlagsmasinin
engellenebilmesi i¢in; partikiiliin en dayanikli kristal seklinin kullanilmasi, asiri
sicaklik degisimlerinden kacinilmasi ve partikiil biiytikligii dagilim araligi dar olan
sistemlerin hazirlanmasi Onerilmektedir. Ayrica hazirlama asamasinda kullanilan
¢coktiirme sicakligr gibi yontem parametrelerinin de kristal biiylimesi iizerine etkisi
bulunmaktadir. Xia ve ark. (71) yapmis olduklar1 bir caligmada ¢oktiirme-
ultrasonikasyon yontemine gore; 3°C ve 35°C olmak iizere iki farkli ¢oktiirme
sicakliginda nitrendipin nanokristalleri hazirlamis ve sicakligin 35°C’den 3°C’ye
diisiiriilmesi ile partikiil boyutunun 4,43 um’den 211 nm’ye azaldigini saptamistir.
Yiiksek sicaklikta daha biiyiik partikiillerin elde edilmesi baglica iki nedene
dayandirilmistir. Birincisi; sicakligin yiikselmesinin nitrendipinin ¢oziliniirliigliniin
artmasina neden olmasi ve Kkaristirma sirasinda siipersaturasyon seviyelerinin
azalarak ve daha diisiik ¢ekirdeklenme oranina bagl olarak kristal biiylimesine neden

olmasidir. ikincisi ise; daha yiiksek bir sicaklikta kristalin arayiizeyinde daha yiiksek
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bir diflizyon ve artan reaksiyon kinetigine bagli olarak kristal biiylimesinin daha hizli
gerceklesmesidir (71). Nanokristal formiilasyonlarinda kullanilan ilag:stabilizan
oranlar1 genellikle 1:20 den 20:1 oranina kadar genis bir Olgliide degiskenlik
gostermektedir (170, 171).

Nanokristal formiilasyonlarinda stabilizasyonun saglanmasi amaciyla
kullanilan bagka bir stateji, sinerjik etki saglamak amaciyla polimer-yilizey aktif
maddde ve polimer-polimer kombinasyonlarnin kullanilmasidir. Ayrica stabilizan
kombinasyonlari, olusan nanokristallerin boyutunu ve dagilimimi da etkilemektedir.
Bilgili ve ark. (172) yapmis olduklari bir caligmada 1slak 6giitme teknigini kullanarak
hazirladiklar1 griseofulvin nanosiispansiyonlarinda polimer ve yiizey aktif madde
kombinasyonunda bu stabilizanlarin ayr1 ayr1 kullanilmasina kiyasla daha iyi partikiil
biiytikliigii dagilimi1 ve daha kiiciik partikiiller elde edildigini bildirmistir. Meruva ve
ark. (167) tarafindan yapilan bir diger caligmada islak &giitme teknigine gore
hazirlanan irbesartan nanokristallerinde kullanilan ila¢ konsantrasyonu (%5-10, a/a),
stabilizan tiirii (tween 80, poloksamer 407, poloksamer 188) ve ilag:stabilizan
oraninin (10:0,6, 10:1) sistemin partikiil boyutu ve dagiminin yani sira ilacin
stabilitesini nasil etkiledigi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; ilag
konsantrasyonu ile partikiil boyutu arasinda negatif bir korelasyon gézlenmistir. Yani
ilag konsantrasyonu arttikga, ilag-ilag partikiilleri ve ilag-bilyeler arasindaki ¢arpisma
sayisinin artmasimna bagli olarak daha kiiclik partikiil boyutu elde edilmistir.
Kullanilan stabilizanin tiirii ve orami istatistiksel olarak partikiil boyutu iizerinde
onemli bir etkiye sahip olmakla birlikte en kiigiik boyutlar poloksamer 407’ nin %1
oraninda kullanildigi formiilasyonlarda elde edilmistir ve bu sonuglar poloksamer
407’nin diger stabilizanlara kiyasla daha iyi ylizey aktif madde ozelliklerine sahip
olmasma baglanmistir. Ayrica tween 80 ve poloksamer 188 kullanilan
formiilasyonlarda stabilizan orami arttik¢a partikiil boyutunun arttig1 saptanmstir.
Genel olarak nanokristal formiilasyonularinda Onemli bir parametre olan
ilag:stabilizan oram1 bu calismada O6nemli bir parametre olarak bulunmamustir.
Yapilan kisa donem stabilite calismalar1 ise irbesartanin %10 (a/a) ve poloksamer
407°nin %1 oraninda kullanildig1 formiilasyonlarin diger formiilasyonlara kiyasla

fiziksel olarak daha stabil oldugunu gostermistir (167). NKT kullanilarak hazirlanan
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diger antihipertansif ilag formiilasyonlarinda kullanilan stabilizanlar ve oranlar

Tablo 2.3.’de 6zetlenmistir.



Tablo 2.3. Antihipertansif ilaglarin nanokristal bazli formiilasyonlarinda kullanilan yontemler ve formiilasyon bilesenleri.

Simif

Etkin Madde

Nanokristal
Hazirlama
Teknigi

Stabilizan

Etkin
Maddenin
Baslangic¢
Partikiil
Boyutu
(um)

Elde Edilen
Partikiil Boyutu
(nm)

Yorum

Kaynak

Anjiyotensin
Reseptor
Blokoérleri

Irbesartan
(%10, a/a)

Islak Ogiitme

Poloksamer
407
(%1 a/a)

246

pH 2 (0,01 N HCI) ve pH 6,8 fosfat tamponu ortamlarinda pedal yontemine gore
(USP Type Il Apparatus - 75 rpm - 900 mL ¢6ziinme ortamu - 37°C + 0,5°C)
gergeklestirilen in vitro ¢oziinme ¢aligmalari, hazirlanan optimum formiilasyonun
irbesartan siispansiyonuna kiyasla her iki ortam i¢in de (ilk 2 dak. iginde %100’e
yakin ¢oziinme) yaklasik 1 saat boyunca etkili bir ¢éziinme profili sergiledigini
gOstermistir.

167

Kandesartan
sileksetil
(%0,5, a/h)

Coziicii-
Anti¢oziicli
¢Oktiirme

HPMC E3:
Pluronik
F127
(50:50, a/a)
(%0,5, a’h)

159+ 8,1

Sise calkalama yontemine gore distile su, 0,1 N HCI ve pH 6,8 fosfat tamponu
ortamlarinda 24 saat boyunca gergeklestirilen ¢oziiniirlilk galismalari nanokristal
formiilasyonunun her 3 ortam i¢in de ilacin doygunluk ¢oziiniirligiinde 6nemli bir
artis sagladigim gostermistir. %0,15 oraninda Polisorbat 20 igeren pH 6,8 fosfat
tamponu ortaminda pedal yontemine gore (USP Type 11 Apparatus - 50 rpm - 900
mL ¢oziinme ortami - 37,5°C + 0,5°C) gergeklestirilen in vitro ¢6ziinme
¢aligmalari, nanokristal formiilasyonlarinin saf etkin madde ve ilacin ticari
preparatina kiyasla ilacin ¢dziinme profilini iyilestirdigini gostermistir (ilk 10 dak.
icinde %80 civarina ulasan ¢oziinme 1 saat boyunca %100’e yakin seyretmistir). 4
saat boyunca gergeklestirilen Caco-2 permeabilite ¢aligmalart nanokristal
formiilasyonu i¢in hesaplanan yiizde gecirgenlik oraninin etkin maddeye kiyasla
yaklasik 4 kat arttigin1 gostermistir. Sprague Dawley cinsi disi siganlarda yapilan
in vivo biyoyararlanim ¢aligmalarindan elde edilen farmakokinetik parametreler
ilacin oral biyoyararlaniminin yaklasik 4 kat arttigin1 gostermistir.

63

Alisartan
izoproksil
(%5, arh)

Islak Ogiitme
ve
Piiskiirterek
kurutma

PVP K30
(%0,1, alh)

3005+2,2

Piiskiirterek
kurutma  sonrasi
optimum
formiilasyon igin
(F16) 304,00 =+
14,8

Puskiirterek kurutulmus optimize nanokristal formiilasyonu ile (F16) ilacin
yiikleme kapasitesinin artirildigr (%61,7) ve elde edilen kati nanokristallerin
yiiksek oranda redisperse oldugu saptanmistir. pH 6,8 fosfat tampon ortaminda
pedal yontemine gore (USP Type II Apparatus - 50 rpm - 900 mL ¢6ziinme
ortami - 37,5°C + 0,5°C) gergeklestirilen in vitro ¢6ziinme ¢aligmalari, optimize
nanokristal formiilasyonlarin saf etkin maddeye kiyasla ilacin ¢dziinme profilini
iyilestirdigini gostermistir (1 saatte saf ilag %10 civarma ¢oziiniirken piiskiirterek
kurutulmus nanokristal formiilasyonu %14 ¢oziinmiistiir). Sprague Dawley cinsi
erkek siganlarda yapilan in vivo oral biyoyararlanim ¢aligmalarindan elde edilen
farmakokinetik parametreler ilacin oral biyoyararlanimmin saf etkin maddeye
kiyasla yaklasik 4,73 kat arttigin1 gostermistir.

173
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaglarin nanokristal bazli formiilasyonlarinda kullanilan yontemler ve formiilasyon bilesenleri (Devam-1).
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Simif Etkin Nanokristal Stabilizan Etkin  maddenin Elde Edilen  Yorum Kaynak
Madde Hazirlama Baslangic Partikiill Partikiil Boyutu
Teknigi Boyutu (um) (nm)
Beta Atenolol Yiiksek  basinghh  SLS 125,6 Atenolol  nanokristalleri ~ve nanokristalleri igeren kapsil 38
blokorler (% 0,125, homojenizasyon (%1,25 a/h) formiilasyonu i¢in in vitro salim ¢aligmalart pH 6,8 fosfat tamponu
a/h) ortaminda gergeklestirilmistir ve 2 saatin sonunda saf atenolole
kiyasla tiim nanokristal formiilasyonlari i¢in ilacin ¢6ziinme oraninda
(%78,30-98,28 araliginda) belirgin bir artig oldugu gézlenmistir. In
vitro permeabilite calismalari sakrifiye edilen bir kegiden alinan ince
bagirsagin duodenal kismu {izerinde gerceklestirilmis olup 60 dak.
sonunda nanokristal formiilasyonlarmin gecirgenlik yiizdesinin
(%90,88) islem gérmemis ilaca (%31,22) kiyasla ¢cok daha yiiksek
oldugunu gostermistir.
Kalsiyum Nifedipin ~ Yiiksek basingi HPMC 98,7+0,4 291 + 0,006 3 saat boyunca gergeklestirilen ¢oziiniirlik ¢aligmalarn nifedipinin =~ 69
kanal (%5, a/lh)  homojenizasyon (Methocel E15 Mannitol doygunluk ¢oziintirligiiniin nanokristal teknolojisi ile yaklagik 1,5
blokorleri (%0,5, a/a) kullanilarak kat arttigini gostermistir. %0,05 polisorbat 20 igeren deiyonize su
puskiirterek ortaminda pedal yontemine gore (Apparatus Type Il - 60 rpm - 900
kurutma teknigine mL ¢6ziinme ortami - 37°C + 1°C) gerceklestirilen ¢oziinme
gore  hazirlanan  galismalan hazirlanan nifedipin nanokrsitallerinin ilacin dissoliisyon
optimum profilini iyilestirdigini gdstermistir.
formiilasyon ig¢in;
399 + 0,006
Nifedipin  Islak Ogiitme HPC SSL 14 302 Pepsin icermeyen pH 1,2 simiile gastrik ¢oziinme ortaminda pedal 66
(%0,1, (%1, a/h), yontemine gore (USP Type II Apparatus -100 rpm - 500 mL
a/h) Poloksamer 407 ¢oziinme ortami - 37°C + 0,5°C) gergeklestirilen in vitro ¢6ziinme
(%0,1, a/h) caligmalari, nanokrsital formiilasyonlarinin ilacin saf hali ve ticari
preparatina (nifedipin kapsiil) kiyasla yaklasik 1 saat boyunca daha
etkili =~ bir  ¢oziinme  profili  sergiledigini  gostermistir
(Nanopsiispansiyon formiilasyonunda ilk 15 dak iginde etkin
maddenin yaklasik %85°1 ¢ziinmiistiir).
Lasidipin  Coziici- SDC 273,21 0,1 M HCI (pH 1,2 tampon) ve distile su ortamlarinda 24 saat 174
(%0,1, Anti¢oziicti (%100, a/h), boyunca gergeklestirilen  ¢Oziiniirlik ¢alismalari  nanokristal
a/h) sonopresipitasyon  Pluronik F127 teknolojisi ile ilacin doygunluk ¢oziiniirligiiniin her iki ortam i¢in de
(/0,1, ash) yaklagik 70 kat arttigimi gostermistir. pH 1,2 / 0,1 M HCI tampon

ortaminda pedal yontemine gore (USP Type Il Apparatus - 100 rpm -
100 mL ¢oziinme ortami - 37°C + 1°C) gergeklestirilen in vitro
¢oziinme ¢aligmalari, hazirlanan optimum formiilasyonun (N3) ilacin
¢oziinme hiz profilinde belirgin bir artig sagladigini gostermistir.




Tablo 2.3. Antihipertansif ilaglarin nanokristal bazli formiilasyonlarinda kullanilan yontemler ve formiilasyon bilesenleri (Devam-2).

Simif Etkin Nanokristal Stabilizan Etkin Elde Edilen  Yorum Kaynak
Madde Hazirlama Maddenin Partikiil
Teknigi Baslangic Boyutu (nm)
Partikiil
Boyutu (um)
Kalsiyum Nimodipin Mikrogoktiirme ~ Poloksamer 407 159 Sise calkalama yontemine gore 37°C’de ve farkh ¢oziinme ortamlarinda 175
kanal %0,7, a/h) ve Yiiksek  (Lutrol®) (distile su, %0,05 ve %0,3 SLS igeren distile su ve Fasted State Simulated
blokorleri basingh (%0,4, a/h), Intestinal Fluid (FaSSIF)) 72 saat boyunca gerceklestirilen ¢oziiniirliik
homojenizasyon HPMC E5 caligmalari, hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinin (Nano-1, Nano-2 ve
(%0,1, a/h), Nano-3) ilacin doygunluk ¢oziiniirligiinde belirgin bir artis sagladigini
SDC (%0,05, a/h) gostermistir. Pedal yontemine gore farkli ¢6ziinme ortamlarinda (USP
Apparatus Il - 50 rpm - 900 mL, ¢oziinme ortamlari; distile su, %0,05 ve
%0,3 SLS igeren distile su ve FaSSIF, 37°C) gergeklestirilen in vitro ¢6ziinme
¢aligmalari, hazirlanan nanokristal formiilasyonlarinin ilacin ticari tabletine
(Nimotop®; kat1 dispersiyon yéntemine gdre hazirlanms) kiyasla daha diisiik
bir ¢6ziinme profili sergiledigini gostermistir. Beagle cinsi erkek kopekler
iizerinde yapilan in vivo oral biyoyararlanim ¢aligmalar1 optimize nanokristal
formiilasyonlarmin (Nano-1 ve Nano-3) ilacin ticari tabletine kiyasal oral
biyoyararlanimi yaklasik 2,6 kat artirdigin1 gostermistir.
Nimodipin Mikrogoktiirme ~ Poloksamer 407 833,3+20,6 %0,1 (a/h) ve %0,2 (a/h) oraminda SLS igeren pH 6,8 fosfat tamponu 176
%0,7, a’h) ve Yiiksek  (Lutrol®) ortaminda pedal yontemine gére (Apparatus II - 100 rpm - 900 mL ¢oziinme
basingh (%0,4, a/h), ortami - 37°C + 0,5°C) gergeklestirilen in vitro ¢dziinme caligmalari,
homojenizasyon HPMC E5 hazirlanan optimum formiilasyonun saf nimodipine kiyasla ¢oziinme hiz
(%0,1, a/h), profilinde belirgin bir artig sagladigini gostermistir. Sprague-Dawley cinsi
SDC (%0,05, a/h) erkek siganlar iizerinde yapilan in vivo oral biyoyararlanim c¢aligmalart
optimize nanokristal formiilasyonunun ilacin ticari tabletine (Nimotop®)
kiyasla oral biyoyararlanimi yaklasik 4 kat artirdigini gostermistir.
Nitrendipin  Presipitasyon ve ~ PVA 36,6 209+9 48 saat boyunca gergeklestirilen ¢Oziniirlik c¢alismalart nitrendipinin =~ 71
(%0,3,a/h)  Ultrasonikasyon  (%0,15, a/h) doygunluk ¢oziiniirligiiniin NKT ile artinldigini gostermistir. %0,1 (a/h)

oraninda SLS igeren pH 1,2 / 0,1 M HCI tamponu ortaminda pedal yontemine
gore (Apparatus III - 100 rpm - 200 mL ¢oziinme ortami - 37°C + 0,5°C)
gerceklestirilen in  vitro ¢dziinme ¢alismalari, hazirlanan optimum
formiilasyonun ilacin ¢dziinme hiz profilinde belirgin bir artis sagladigin
gostermistir (1 saat iginde %100’e yakimn bir ¢oziinme). Wistar cinsi erkek
siganlar tizerinde yapilan in vivo oral biyoyararlanim caligmalart optimize
nanokristal formiilasyonun ilacin ticari tabletine kiyasla oral biyoyararlanimi
yaklasik 5 kat artirdigini1 gostermistir.
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Tablo 2.3. Antihipertansif ilaglarin nanokristal bazli formiilasyonlarinda kullanilan yontemler ve formiilasyon bilesenleri (Devam-3).

Simif

Etkin
Madde

Nanokristal
Hazirlama
Teknigi

Etkin Elde
Maddenin Partikiil
Baslangic
Partikiil
Boyutu (um)

Stabilizan

Edilen

Boyutu (nm)

Yorum

Kaynak

Kalsiyum
kanal
blokorleri

Nitrendipin
(%10, a/h)

Coktiirme  ve
Yiiksek basingli
homojenizasyon

PVA
(%0,1, a/h)

175+ 13

%70 HCl (0,1 mol/L) ve %30 etanol (h/h) igeren ¢bziinme ortaminda
(Chinese Pharmacopeia 2010; pedal yontemi - 100 rpm - 900 mL ¢6ziinme
ortami - 37°C = 0,5°C) gergeklestirilen in vitro ¢oziinme c¢aligmalari,
hazirlanan optimum formiilasyonun fiziksel karigim ve ilacin ticari
preparatma kiyasla ¢oziinme hiz profilinde belirgin bir artis sagladigim
gostermistir (ilk 1 dak. i¢inde %100’e yakmn bir ¢oziinme). Wistar cinsi erkek
sicanlar {izerinde yapilan in vivo oral biyoyararlanim ¢aligmalari optimize
nanokristal formiilasyonun ilacin ticari tabletine kiyasla oral biyoyararlanimi
yaklasik 10 kat artirdigini gostermistir.

74

Nisoldipin
(%5, ash)

Islak Ogiitme

PVP K30
(%1,25, a/h),
SLS

(%0,4, alh)

240,3

%3 (a/h) oraninda SLS iceren ¢oziinme ortaminda (Chinese Pharmacopeia;
pedal yontemi - 50 rpm - 900 mL ¢oziinme ortamu - 37°C + 0,5°C)
gergeklestirilen in vitro ¢oziinme calismalari, saf etkin maddeye kiyasla
nanokristal formiilasyonlarinin (10 dak.’da %80’¢ yakin ¢dziinme) ilacin
¢oziinme profilini belirgin sekilde iyilestirdigini gostermistir. Sprague Dawley
cinsi erkek siganlar kullanilarak yapilan in vivo oral biyoyararlanim
calismalarindan elde edilen farmakokinetik parametreler, genel olarak
nanokristal formiilasyonlarda oral bioyararlanimin belirgin 6lgiide artmasi ile
birlikte ilacin jet 6giitme ile elde edilen mikrokiristal formiilasyonuna kiyasla
optimize nanokristal formiilasyonunda oral biyoyararlanimin yaklasik 7,1 kat
arttigini gostermistir.

80

Efonidipin
(%4, a/h)

Islak Ogiitme

SLS 20-100
(%0,04, a/h),
Poloksamer 188

(%0,4, a/h)

108,6 £ 5,2

%0,5 (a/h) oraminda tween 80 igeren pH 6,5 fosfat tamponu ortaminda (USP
39 Type Il Apparatus - 100 rpm - 500 mL ¢oziinme ortami - 37°C £ 0,5°C)
gerceklestirilen in vitro ¢Oziinme c¢aligmalart organik ¢oziicii ile kati
dispersiyon teknigine gdre hazirlanmus piyasa preparati (Landel® tablet) ve
nanokristal formiilasyonunun ¢oziinme profilinin etkin maddenin ¢oziinme
profilinden daha iyi oldugunu ve {2 benzerlik hesabina gore; piyasa preparati
ve nanokristal formiilasyonu arasinda benzerlik oldugunu gostermistir.
Sprague Dawley cinsi erkek siganlar kullanilarak yapilan in vitro intestinal
permeabilite ¢aligmalari, nanokristal formiilasyonlarinin etkin maddeye
kiyasla daha yiiksek permeablite katsayilarina sahip oldugunu kanitlamigtir.
Oral uygulama sonrasi elde edilen farmakokinetik parametreler, optimum
formiilasyonun ilacin oral biyoyararlanimini yaklagik 2,2 kat artirdigini
gostermistir.
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2.5.3. NanoKristallerin Kurutulmasi

Nanosiispansiyonlarda uzun siire fiziksel ve kimyasal stabilitenin korunmasi
ve oral yolla kullanilacak ilaclarin tablet ya da kapsiil gibi kati ila¢ formunda
verilerek hasta uyuncunun artirilabilmesi amaciyla genellikle kati hal tercih
edilmektedir (153). Bu amagla daha ¢ok piiskiirterek kurutma ve dondurarak
kurutma (liyofilizasyon) gibi teknikler kullanilmaktadir (66, 163, 167). Fakat
puskiirterek ve dondurularak kurutulmus tozlar zayif toz 6zellikleri nedeniyle oral
kat1 dozaj formlari i¢in dogrudan kullanilamazlar. Ayrica bu teknikler zaman alict
ve pahali tekniklerdir. Bu sebeple literatiirde sprey graniilasyon ve pelletleme (bead
layering; bilye tabakalama), nanosiispansiyonlarin kurutulmasinda nispeten daha
basit ve ekonomik alternatif kurutma yaklasimlar1 olarak Onerilmistir. Fakat bu
yontemler her ne kadar nanosilispansiyonlari kurutmak i¢in kullanilabilse de,

bugiine kadar bu iki teknigi incelemis ve karsilastirmis c¢ok fazla calisma

bulunmamaktadir (167).

Kurutma isleminde yontem kosullarinin dogru tasarlanmamasi, sistemde
giiclii agregatlarin olugsmasi ve sistemin tekrar disperse edilememesi gibi sorunlara
neden olabilmektedir. Bu durum dispersiyon halinde sistemdeki kristal yapilarin
ylizey enerjisi kullanilan stabilizanlar ile kontrol edilirken sistemin kurutulmasi
sonrasinda stabilizan sistemlerinin de kati hale ge¢mesi nedeniyle partikiillerin
etrafindaki koruyucu etkilerinin azalmasina baglanmaktadir (178). Bu yiizden
nanosiispansiyonun kurutulmasi sonug {iriinii etkileyen kritik bir iglemdir ve uygun

yontemin se¢ilmesi ¢ok dnemlidir.

Piiskiirterek kurutma tekniginde c¢esitli kurutma kazanlarinda piiskiirtiilen
nanosiispansiyonun sicakligin etkisi ile kiiresel partikiiller halinde kurumasi
saglanmaktadir. Burada piiskiirtiilecek dispersiyonun derisimi, vizkozitesi, sicaklik
ve puskiirtme hiz1 kurutma prosesini etkileyen 6zellikler olmakla birlikte bu teknik,
sicakliktan etkilenen etkin maddeler i¢in uygun bir yontem degildir (167, 179, 180).
Patel ve ark. (66) islak ogiitme teknigine gore hazirlamis olduklar1 nifedipin
nanosiispansiyonunun stabilitesini artirmak i¢in matriks olusturmasi amaciyla %35

(a/h) oraninda mannitol kullanarak (Piskiirterek kurutma kosullar; giris sicakligi:
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125°C, ¢ikis sicakligi: 60°C ve akis hizi: 2 mL/dak.) piiskiirterek kurutma teknigine
gore kurutmustur. Liyofilizasyon sonrast optimum nanokristal formiilasyonun
partikiil boyutunun 302 nm’den 349 nm’ye c¢iktig1 bildirilmistir. Partikiil
boyutundaki artisin nedeni, formiilasyonda bulunan mannitoliin varligindan 6tiirti
kabuk olusum teoremi (shell formation phenomena) ile aciklanmustir. Partikiil
boyutu artmis olmasina karsilik daha stabil bir sistemin hazirlandig: bildirilmistir
(66). Yapilan bir bagska calismada, Ouan ve ark. (74) kombine bir yontem
kullanarak  (¢oktirme ve yiiksek basingli  homojenizasyon) nitrendipin
nanokristalleri hazirlamis ve nanosilispansiyonu tasiyici olarak laktoz ve mannitoliin
farkli oranlarimi kullanarak piskiirterek kurutma teknigine gore kurutmustur.
Mannitol konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu (%1,7, a/h) formiilasyonlarda
daha diisiik kullanildig1 (%0,7, a/h) formiilasyonlara kiyasla liyofilizasyon sonrasi
partikiil boyutunda daha az bir artis gozlenirken her iki tasiyict ayni oranda
kullanildiklarinda (%0,3), laktoz ile hazirlanan formiilasyonlarda liyofilizasyon
sonrast partikiil boyutunda daha fazla bir artis gozlenmistir. Bu calisma,
puskiirterek kurutma tekniginde kulanilacak tasiyici sistemin tiirii ve miktarinin
kurutma prosesi sonrasi elde edilen sonug {iriiniin partikiil boyutunu énemli 6lglide

etkileyebilecegini gostermistir (74).

Dondurarak kurutma tekniginde ani bir dondurma isleminin ardindan primer
ve sekonder kurutma islemleri gergeklestirilmektedir. Bu teknik kompleks ve pahali
bir teknik olmasina ragmen, nanosiispansiyonlar ve diisiikk konsantrasyonda etkin
madde igeren sistemler icin diger yontemlere kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir.
Ayrica dondurarak kurutma isleminde kurutma prosesi oncesinde formiilasyona
siikroz, laktoz, trehaloz, maltoz, dekstran ve mannitol gibi suda ¢6ziinen sekerler
gibi cesitli kriyoprotektanlar ilave edilmektedir. Kriyoprotektanlar donmamis sivi
fazin olusumunu, donmus ve donmamis fazin ayrismasi ve sistemde agregatlarin
meydana gelmesini engellemektedir (153, 178). Dondurarak kurutma tekniginde
kullanilan kriyoprotektanin tiirii ve miktari olduk¢a 6nemli olmakla birlikte bu
amagla en sik kullanilan madde mannitoldiir (181). Li ve ark. (176) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, nimodipin nanokristallerini hazirlamis ve farkli
kriyoprotektan tiirli, oran1 ve kombinasyonlari (mannitol, sorbitol, trehaloz ve

maltoz) ile elde edilen tozlarin c¢esitli karakteristik 6zelliklerini incelemistir. Bu
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calismada sorbitol kullanilarak kurutulan formiilasyonlarin giic redisperse
edilebilirken diger kriyoprotektanlar ile kurutulan formiilasyonlarin kolay bir
sekilde redisperse edildigi gosterilmistir. Sadece mannitoliin kullanildig:
formiilasyonlarda ise, partikiil boyutunda ciddi bir artis oldugu bildirilmistir. Diger
kriyoprotektanlar ile partikiil boyutu istenilen seviyelerde korunabilmesine ragmen,
elde edilen tozun hacimli olmasi nedeniyle farkli kriyoprotektan kombinasyonlari
da incelenmis ve optimum kosullar %2 (a/h) maltoz ve %2 (a/h) mannitol
kombinasyonu ile elde edilmistir. Ayrica stabilite c¢alismalari, nimodipin
nanosiispansiyonunun 15 giin boyunca stabil oldugunu, bunun yani sira
liyofilizasyon teknigi ile hazirlanan optimum nanokristal formiilasyonun hem
akiciliginin iyi oldugunu hem de en az 24 ay boyunca stabil oldugunu gostermistir
(176). Bazen liyofilizasyon sonrasi sonu¢ Urliniin partikiill boyutunda artig
gbzlenirken, bazen uygun kurutma yontemi ile sonug iriiniin partikiil boyutunun
istenilen diizeyde korunmasi saglanabilir, hatta partikiil boyutunda bir azalma bile
gozlenebilir. Fu ve ark. (175) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, mikro¢oktiirme ve
yiiksek basingli homojenizasyon teknigini kullanarak nimodipin nanokristallerini
(Nano-1, Nano-2 ve Nano-3) hazirlamistir. Hazirlanan nanokristal formiilasyonlart,
kriyoprotektan olarak %5 maltoz ve %5 mannitol kullanilarak dondurarak kurutma
teknigine gore kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi Nano-1 formiilasyonunun
partikiil boyutunun arttig1 saptanirken, Nano-2 ve Nano-3 formiilasyonlarinda
partikiil boyutunun azaldig1 goriilmiistir ve bu durum genel olarak kullanilan
liyofilizasyon tekniginin yeniden dagilan partikiillerin boyutunu etkilemedigi

seklinde yorumlanmistir (175).

Sprey graniilasyon, nanosiispansiyonun mikrokristalin seliiloz, mannitol gibi
etkisiz bir tasiyici iizerine piskiirtiilmesiyle graniillerin olusturulmasi teknigidir.
Pelletleme ise, nanosiispansiyonun bir ya da daha fazla film olusturucu polimer ile
inert bilyeler (seker, mikrokristalin seliiloz) iizerine kaplanmasi teknigidir (167).
Meruva ve ark. (167) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 1slak 6giitme teknigine gore
hazirlamis olduklar1 irbesartan nanokristallerinin stabilitesini ve elde edilen toz
karisiminin akiciligini sprey graniilasyonu ve pelletleme yontemlerini kullanarak
iyilestirmeyi hedeflemistir. Sprey graniilasyon tekniginde baglayic1 ¢ozeltisi olarak

kullanilan HPMC E3 ¢ozeltisi (%0,5, a/a) hazirlanan nanokristal dispersiyonuna
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ilave edilmis ve karistirilarak graniilasyon dispersiyonu hazirlanmigtir. Daha sonra
bu dispersiyon 6n denemeler sonrasi optimize edilen yontem kosullarinda bir
akiskan yatak icerisindeki mikrokristalin seliiloz (Avicel® pH 200) ve mannitol
(Pearlitol® 200) iizerine piiskiirtiillerek nanokristal formiilasyonunun kurumasi
saglanmistir. Sprey graniilasyon islemi sonrasi tozun X-isin1 kirmimi1 (Powder X-
ray diffraction (PXRD)) ve diferansiyel taramali kalorimetre (Differential scanning
calorimetry (DSC)) analizleri herhangi bir polimorfik doniisiimiin olmadigin1 ve
kristal yapinin korundugunu gosterirken ilag yiikleme etkinligi %94-100 arasinda
bulunmus ve kurutma ile kayip %1°den diisiik olarak saptanmigtir. Ayrica sprey
graniilasyon i¢in kullanilan tastyicinin ilacin ¢oziinme profilini etkiledigi ve
irbesartan nanokristalleri iceren mannitol graniillerinin, mikrokristalin seliiloz
graniillerine kiyasla daha hizli bir ¢6ziinme gosterdigi bildirilmistir. Bu durum bir
seker alkolli olan mannitoliin suda yiiksek oranda ¢éziinmesi ve bunun yani sira
mikrokristalin seliilozun suda sisebilir 6zellige sahip olmasi ile iligskilendirilmistir.
Pelletleme yonteminde de baglayici ¢ozeltisi olarak HPMC E3 ¢ozeltisi (%0,5, a/a)
kullanilmistir ve irbesartan nanosiispansiyonu ile hazirlanan kaplama dispersiyonu
bir akigkan yatak kullanilarak 200 pm boyutundaki mikrokristalin seliiloz
tanecikleri iizerine kaplanmustir. Islem sonrast PXRD ve DSC analizleri ile
polimorfik doniigiimiin olup olmadigini arastirilmigtir. PXRD analizi kristal yapinin
korundugunu gosterirken, DSC analizinde irbesartanin erime sicakligindan daha
diisiik bir sicakliga dogru hafif bir kayma gozlenmistir. Bu durum kiigiik partikiil
boyutuna sahip nanokristaller ve irbesartan yiizeyinde bulunabilecek stabilizan
varligi ile aciklanmistir. Bu teknik ile elde edilen ilag yiikleme etkinliginin %98-
110 arasinda oldugu bulunmus ve kurutma ile kayip %1’den diisiik olarak
saptanmigtir.  Ayrica  kurutulan  nanokristal ~ formiilasyonun, irbesartan
nanosiispansiyonuna kiyasla daha yavas bir ¢ozlinme profili gosterdigi saptanmis
ve bu durum kapli nanokristallerin daha yavas islanmasi ve pargalanmasi ile
iliskilendirilmistir (167). Meruva ve ark. yapmis olduklari bir diger ¢aligmada
hazirladiklar irbesartan nanokristallerini sprey graniilasyon ve pelletleme teknikleri
ile kuru toz haline getirip ilacin mini-tabletlerini gelistirmistir. Elde edilen sonugclar,

sprey graniilasyonunun irbesartan nanosiispansiyonunun kurutulmasi ve mini
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tabletinin hazirlanmasi icin pelletleme teknigine kiyasla daha iistiin bir kurutma

yaklasimi oldugunu gostermistir (182).

2.5.4. Nanokristal Hazirlama Teknolojileri

Nanokristal formiilasyonlarinin hazirlamasinda temelde asagidan yukariya
(bottom-up) ve yukaridan asagiya (top-down) olmak iizere iki yOntem
kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda bu tekniklerin birlikte kullanildig1 kombine
yontemler de siklikla tercih edilmektedir. Sekil 2.3.’de gosterildigi gibi yukaridan
asagiya yontemler biiylik partikiillerin gesitli tekniklerle daha kiiciik partikiillere
dontistiiriilmesini  kapsarken, asagidan yukariya yontemler basit¢e bir ¢oziicii
igerisinde ¢Oziinmiis ila¢ molekiillerinin ¢oktiirtiilmesini kapsamaktadir (98, 151,

153).

ASAGIDAN YUKARIYA YUKARIDAN ASAGIYA
(BOTTOM-UP) (TOP-DOWN)

Sekil 2.3. Nanokristal hazirlama teknolojileri.
Asagidan Yukariya (Bottom-Up) Teknolojisi

Ik kez 1988 yilinda List ve Sucker tarafindan Hydrosol® hazirlanmasinda
kullanilan bu teknolojide, siv1 ¢oziicii-anti¢oziicii eklenmesi ile ¢oktiirme, ¢oziici
uzaklastirilmasi ile ¢oktiirme, yiiksek enerji yontemi ile ¢oktlirme ve siiperkritik
stvi varhiginda ¢oktiirme gibi gesitli ¢oktliirme teknolojileri kullanilmaktadir (101,

183). Bu teknigin, daha diisiik enerji ve daha basit ekipman gerektirmesi, istenilen
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partikiil boyutunun en iyi sekilde kontroliiniin saglanabilmesi ve ila¢ partikiillerinin
iyi disperse edilebilmesine olanak saglamasi gibi istiinliikleri bulunmaktadir (101,
184-186). Bunlara ek olarak diisiik sicakliklarda g¢alisilabiliyor olmasi bu yontemi
1stya duyarh etkin maddeler igin tercih edilebilir hale getirmektedir. Fakat asagidan
yukartya yontemler organik ¢ozilicli artigmin bulunabilmesi, stabilize edilme
gereklilikleri  (partikiiller biiyiime egiliminde oldugu i¢in) ve her ilaca
uygulanamamasi (ilacin en az bir ¢oziicii i¢cinde ¢dziinmesi gerekmektedir) gibi
dezavantajlarindan dolay1 genellikle 06l¢ek biliyiitme c¢aligmalar1 i¢in uygun
degillerdir (98, 184-186). ilac endiistrisinde heniiz bu teknoloji ile gelistirilmis bir

urin bulunmamaktadir.

Coktiirme teknolojileri arasinda en ¢ok tercih edilen yontem, daha basit
olmasi1 sebebiyle sivi ¢oziicii-anti¢oziicli eklenmesi ile ¢oktiirmedir. Sivi ¢oziicii-
anti¢ozlicii eklenmesi ile ¢oktiirme isleminde; etkin madde uygun bir ¢oziiciide
(solvent) c¢oziindiriiliir. Daha sonra, ¢oziicii ortam ile karigabilen fakat etkin
maddenin ¢oziinmedigi bir anti¢dziicli (anti-solvent) ¢oziicii faza eklenir ve ilag
partikiilleri nanokristaller halinde ¢okerler. Bu yontemde nanokristallerin olusumu
niikleasyon ve kristal biiylimesi olmak tizere iki temel basamaga bagli olarak
gerceklesmektedir (101, 183). Asagidan yukariya teknolojileri Sekil 2.4.’de
Ozetlenmigtir. Bu teknolojide kullanilan ila¢ konsantrasyonu, segilen stabilizan
sistemi, ilag/stabilizan orani, ¢Oziicii ve anti¢Oziici hacmi, karistirma hizi,
sonikasyon siiresi ve siddeti ve ¢oktlirme sicakligi sonug {iirlinii etkileyen genel
formiilasyon parametreleridir (101). Ayrica ¢oziicii/anti¢dziicii oraninin hazirlanan
sistemde partikiil boyutunu etkileyen dnemli faktorlerden biri oldugu bilinmektedir
(63). Jain ve ark. (63) ¢oziicii-antigoziicii ¢oktiirme yontemine gore kandesartan
sileksetil nanokristallerini hazirlayarak ilacin diisiik ¢oziiniirliik sebebi ile smirh
olan oral biyoyararlanimini artirmayr hedeflemistir. Bu amagla 6n ¢alismalar
sirasinda ¢esitli formiilasyon ve yontem parametreleri degerlendirilmis ve optimum
formiilasyon iizerinde in vivo caligmalar yapilarak oral biyoyararlanimin nasil
etkilendigi  degerlendirilmistir. On calismalar sirasinda  farkli  stabilizan
konsantrasyonlart (%0,1-0,25-0,5-1-2), stabilizan kombinasyonu orani1 (25:75,
50:50, 75:25, a/a), ¢oziicii/anti¢dziicii oran1 (0,5:10, 1:10, 2:10), ¢oktiirme sicakligi
(4°C - 25°C), karistirma hiz1 (600, 1200, 1800 rpm) ve ila¢ ¢ozeltisinin anti¢dziicii
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igerisine ilave edilme hiz1 (2-6-10 mL/dak.) gibi parametreler incelenmistir.
Optimum formiilasyon; %0,5 stabilizan konsantrasyonu, 50:50 (a/a) stabilizan
orant, 1:10 ¢oziicii-anti¢Oziicii orani, 4°C ¢oktiirme sicakligi, 1200 rpm karistirma
hizi ve 1 mL/dak. ilave edilme hizi kosullarinda elde edilmistir. Genel olarak
coktiirme sicakligi ve ilaci ilave etme hizi arttikga ve stabilizan konsantrasyonu

azaldikga, partikiil boyutu artmistir (63).

g Kristal -
Anti-¢éziicii biiyiimesi U
Evaporasyon - L

ilag cozeltisi Cekirdek Nanokristal

>
»

A 4

Kristalizasyon

Anti-¢oziici
Su

mmu e § mamm e § |
- - - - l
Manyetik
kanstinc b ki
s Cokgirisii girdaph Siiperkritik siv1 (SCF)
Nanocoktiirme Karnistirica ile ¢8ktiirme
ile ¢coktiirme

Sekil 2.4. Asagidan yukariya (Bottom-up) teknolojilerinin sematik gdsterimi (159).

Coziicii uzaklastirilmas: ile ¢oktiirme isleminde; temelde dondurarak ve
puskiirterek kurutma teknikleri kullanilmaktadir. Bu teknikler tek basina genellikle
nano boyuta inmek icin yeterli olmadig: igin her iki yontem i¢inde s1vi atomizasyon
teknigi (liquid atomization technique) gerekmektedir (101). Fakat sivi atomizasyon
tekniklerinde organik fazin hizli uzaklastirilmasi nedeniyle sistemde stabilite
problemi yaratabilecek amorf yapilar olusabilmektedir (187). Yiiksek enerji
yontemi ile ¢Oktiirme isleminde; c¢oOktiirme teknigi, yiliksek basingl
homojenizasyon, ultrasonik dalga ve yiiksek enerjili karistirma gibi yiiksek enerji

iceren bir yontem ile birlikte kullanilmaktadir (101). Ciinkii ¢oktiirme islemi tek
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basina bazen partikiil boyutunun nano boyuta disiiriilmesi i¢in yeterli
olmamaktadir. Bu ylizden ¢oktiirme isleminin ardindan genellikle sonikasyon
isleminin uygulandigr kombine yontemler tercih edilmektedir. Ayrica ¢oktiirme
islemi sonrasinda elde edilen partikiiller genellikle amorf yapidadir ve bu yapilarin
¢ozliniirliikleri daha yiiksek olmasmna ragmen daha kararsizdirlar. Bu Kararsizlik
kendini kristal biiylimesi (Oswald olgunlagsmasi) seklinde gostermektedir. Bu
ylzden ultrasonikasyon gibi ekstra bir enerji uygulanarak hem partikiil boyutu
azaltilmakta hem de yapmin kararli kristal hale donlismii saglanmaktadir (71).
Kaseem ve ark. (174) yapmis olduklart bir ¢alismada, c¢oziicii-anticoziicii
sonopresipitasyon (¢oktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu)
teknigine gore lasidipin nanokristallerini hazirlayarak oldukega lipofilik karakterde
olan bu etkin maddenin doygunluk ¢oziiniirliigii ve ¢éziinme profilini iyilestirmeyi
amaclamustir. ilag:stabilizan orami, siirfaktan yiizdesi ve sonikasyon siiresi gibi
formiilasyon ve yonteme ait parametreleri optimize edebilmek i¢in Box-Behnken
tasarimi ile yapilan calismalar sonucunda, optimum kosullar sirasiyla; 1, %100 ve
6,5 dak. olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan istatistiksel model, tim
parametrelerin olusan nanokristallerin partikiil boyutu ve polidispersite indeksi
(PDI) degerlerini degistirdigini bunun yani sira sadece stabilizan yiizdesinin zeta
potansiyel degerlerini etkiledigini gostermistir (174). Baska bir ¢alismada ise, Xia
ve ark. (71). ¢oktiirme-ultrasonikasyon yontemine gore nitrendipin nanokristallerini
hazirlamis ve etkin madde (20, 30, 40, 60, 100 mg/mL) ve stabilizan
konsantrasyonu (%0,1-0,15-0,25-0,5-1-1,5, a/h), ¢oktiirme sicakligi (3°C-35°C),
sonikasyon siiresi (5, 10, 15, 20 dak.) ve sonikasyon isleminde kullanilan giiciin
(200, 300, 400, 580 W) formiilasyon optimizasyonu tizerine etkisini incelemistir.
Optimize formiilasyon; 30 mg/mL ila¢ konsantrasyonu, %0,15 stabilizan orani, 15
dak. sonikasyon siiresi, 3°C ¢oOktiirme sicakligi ve 400 W sonikasyon giicii
kosullarinda elde edilmistir. Genel olarak c¢oktiirme sicakligi arttik¢ca partikiil
boyutunun arttig1, sonikasyon siiresi ve giicii arttik¢a partikiil boyutunun azaldigi
saptanmistir. 15 ve 20 dak.’lik ultrasonikasyon siireleri ve 400 W ve 580 W’luk
sonikasyon gii¢leri sonunda elde edilen partikiill boyutlarinin yakin olmasi
sebebiyle, 15 dak.’lik sonikasyon siiresi ve 400 W’luk sonikasyon giiciiniin

istenilen partikiil boyutunun elde edilmesinde yeterli olacagi belirtilmistir (71).
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Stiperkritik sivi varliginda ¢oktiirme isleminde; karbondioksit (CO2), amonyak,
etan, etilen ve Kkloroform gibi siiperkritik ¢oziicii igerisinde ¢6ziinen ilag
molekiillerinin  stiperkritik ¢6ziiclinlin genlesmesi sonucu ilag nanokristalleri
seklinde c¢okmesi ile elde edilmektedir. Bu stliperkritik ¢oziiciilerin bazilarinin
toksisite ve yanicilik sorunu bulunmaktadir. CO2, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi,
toksik ve yanict olmamasi nedeniyle en fazla kullanilan siiperkritik ¢oziiciidiir
(101). Uzun bir iiretim prosesi igermesi ve pahali bir yontem olmasina ragmen bu
yontem ile nano boyutta partikiil eldesi ve partikiil boyutu dagilim araligi dar

sistemlerin hazirlanmas1 mimkiindiir (186, 188).
Yukaridan Asagiya (Top-Down) Teknolojisi

Yukaridan asagiya teknolojisi ultrasonikasyon, 6giitme ve yiiksek basinglt
homojenizasyon gibi tekniklerle mikro boyuttaki partikiiliin boyutunun nano boyuta
indirilmesi temeline dayanmaktadir. Yukaridan asagiya teknolojileri Sekil 2.5.’de
Ozetlenmistir. Ultrasonikasyon tekniginde; ses dalgalar1 ile olusan yiiksek enerji
sayesinde boyut kiiciiltme islemi yapilmaktadir. Bu teknikte sonikasyon siiresi ve
uygulanan sonikasyon giicii, sonu¢ Uriiniin partikiil boyutu iizerinde etkili olan
formiilasyon parametreleridir. Ultrasonik prob kullanilarak yapilan kontrolli ve
tekrarlanabilir ultrasonikasyon, yontemin Olgek biiylitme ¢alismalart agisindan
uygun oldugunu gostermektedir. Fakat 6giitme ve yiiksek basingli homojenizasyon
tekniklerine kiyasla daha basit ve kisa bir yontem olmasina ragmen, sonikasyon
sirasinda sicakligin kontrol edilmesinin oldukga gii¢ olmasi yontemi 1siya duyarl

etkin maddeler igin bu teknigin kullanimin1 sinirlandirmaktadir (159).

Boyut Kiiciiltme

— >
ilag ' Mikrokristal Bﬁinq Nanokristal
Bilye [ I
= .
A -
L] L \ *
Ultrasonikasyon Ogsiitme

Yiiksek basimch homojenizasyon

Sekil 2.5. Yukaridan asagiya (Top-down) teknolojilerinin sematik gosterimi (159).
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Ogiitme tekniginde; jet degirmenleri, kolloit degirmenler ve bilyeli
degirmenler gibi cesitli ogiitliciiler kullanilarak mekanik bir kuvvet yardimi ile
boyut kiicliltme islemi yapilmaktadir. Bilyeli degirmenler kullanilarak
gergeklestirilen 1slak Ogiitme (media milling), en cok tercih edilen Ogiitme
teknigidir. Literatiirde yas 6glitme (wet milling), inci 6giitme (pearl milling) ve
boncukla 06giitme (bead milling) gibi farkli isimlerle de yer almaktadir. Islak
ogiitme tekniginde, ilag dispersiyonu temel olarak etkin madde, stabilizan sistemi
ve dispersiyon ortamindan olusmaktadir. Ila¢ dispersiyonunun boyutu, dénen bir
ogitme kazani icindeki bilyeler ile olusturulan mekanik gii¢ yardimiyla
azaltilmaktadir. Bu teknikte; Ogiitme siiresi, 0giitme hizi, 6giitmede kullanilan
bilyelerin sayisi, biiyiikliigli, yapilmis oldugu materyal (krom agat, zirkonyum
oksit, porselen, cam, akik veya 6zel polimerler kullanilarak iiretilmis bilyeler),
ogiitme kazaninda kapladigi hacim ve ortam sicakligi gibi parametreler sonug iiriin
lizerinde etkili olan formiilasyon parametreleridir. Ogiitme siiresinin nanokristal
eldesine kadar siirmekle birlikte 30 dak.’dan birka¢ giline kadar degisebilmekte
oldugu, kullanilacak bilyelerin dglitme kazani icerisinde kapladigi hacmin 6giitme
kazanmin %30-50’si kadar olmasi gerektigi ve 1slak Ogiitme i¢in kullanilan en
yaygin bilye boyutlarinin 0,1 mm ve 0,5 mm araliginda oldugu bildirilmistir (99,
159, 167). Meruva ve ark. (167) yapmis olduklari bir ¢aligmada, 1slak 6giitme
teknigine gore hazirladiklar1 irbesartan nanokristallerinin hazirlanmasi sirasinda
kullanilan 6giitme hiz1 (100 rpm ve 250 rpm), 6glitme siiresi (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 saat),
oglitme haznesine yerlestirilen bilyelerin biiyiikligi (0,1 mm ve 0,5 mm) ve hacmi
(%20, 40, 50, a/h) gibi yontem parametrelerinin sistemin ortalama partikiil boyutu
ve dagilim iizerine etkisini incelemistir. Her iki bilye boyutu i¢in de yiiksek hizda
(250 rpm) ogiitiilen siispansiyonun renginde meydana gelen degisim, ilacin
amorfizasyonunu ya da kimyasal bozunmaya ugrayabilecegini diistindiirmiistiir.
Stispansiyon diisiik hizla (100 rpm) ogiitiildiigiinde ise, 0,1 mm boyutundaki
bilyeler kullanilarak hazirlanan formiilasyonda elde edilen partikiil biiyiikligii
(3000 nm) sebebi tam olarak agiklanamamakla birlikte 0,5 mm boyutundaki
bilyeler ile elde edilen partikiillerin boyutundan (442 nm) yaklasik 7 kat biiytik
olarak tespit edilmis ve tiim bu sonugclar neticesinde optimum yontem parametreleri

0,5 mm boyutundaki bilyeler ve 100 rpm 6giitme hiz1 olarak belirlenmistir. Ogiitme
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haznesindeki bilyelerin hacmi %20 den (750 nm) %40’a (442 nm) ¢ikarildiginda
elde edilen kristallerin partikiill boyutunda bir azalma gdzlenirken, %50’ye
cikarildiginda meydana gelen renk degisikligi yiiksek bilye miktarinda artan
carpisma  sikligindan  dolayr irbesartanin  kimyasal bozunmasina veya
amorfizasyonuna baglanmis ve optimum hacim %40 olarak belirlenmistir. Ayrica
oglitme siiresi arttikga partkiil boyutunun azaldigi ve 5, 6 ve 7 saat sonunda elde
edilen boyutlarin birbirine yakin olmasi sonucu 5. saatin istenilen boyut i¢in uygun

bir zaman oldugu sonucuna varilmistir (167).

Ogiitme islemi sirasinda karsilasilan ana sorunlar; bilyelerin asinmasi
sonucu sistemin kontamine olmasi ve ilacin 6glitme haznesi ve bilyelerin iizerine
yapigmasidir. Ayrica uzun siireli 6giitme islemlerinde mikrobiyal ilireme gibi
problemlerle de karsilasilabilmektedir. Yavas ve uzun bir prosesi igermesi ve
tiretim hacminin 6glitme haznesinin hacmi ile siirlt olmasi bu yontemi kisitlayan
genel faktorlerdir. Fakat ¢oziiniirligi 10 mg/mL’den diisiik birgok ilaca
uygulanabilir olmasi, organik ¢oziicii kalintisin1 engellemesi, elde edilen ilag
yiikleme etkinliginin yiiksek olmasi, kristal yapimnin korunmasi ve bircok farkli
dozaj seklinin (tablet, kapsiil, steril iirlinler gibi) hazirlanmasina ugun olmasi gibi
ustiinliikler sayesinde giliniimiizde bu teknoloji kullanilarak hazirlanmis ve
ticarilesen bir¢ok iriin bulunmaktadir (153, 184, 185). Ayrica antihipertansif
tedavide kullamlmak iizere gelistirilen Verelan PM® kapsiil ve Herbesser® tablet

1slak dgiitme teknigi kullanilarak tiretilmistir (26, 161, 162).

Yiiksek basingli homojenizasyon tekniginde; ilacin bir stabilizan sistemi ile
hazirlanan dispersiyonunun yiiksek basing (1000, 2000 bar) yardimiyla ¢esitli
homojenizatorlerden iist liste gecirilmesi ile boyut kiiciiltme islemi yapilmaktadir.
Bu teknik kullanilan homojenizatoriin tiirline ve homojenizasyon prensibine gore
mikroakigkan teknolojisi ve piston bosluk homojenizasyon olmak iizere iki sinifta
degerlendirilmistir (151, 159, 184, 185, 189). ilk kez SkyePharma tarafindan
gelistirilen Mikroakistan teknolojisi (IDD-P™, Insoluble Drug Delivery Particle
Technology) jet akis prensibine gore ¢alismaktadir ve akis yoniine bagh olarak Z
veya Y tipi homojenizasyon hiicrelerinin bulundugu jet akis homojenizatorleri

kullanilmaktadir. Cok sayida dongii gerektirdiginden biiyiik hacimdeki tiretimler
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icin uygun olmamasit ve genis partikiil bliylikligli dagilim aralifina sahip
sistemlerin olusturulmasi bu yontemin sakincalaridir (151, 185). Piston bosluklu
homojenizasyon yonteminde ise; ilag dispersiyonun sulu olup olmamasina gore
farkli teknolojiler gelistirilmistir. Sulu dispersiyonlarda nanokristal eldesi yontemi
(DissoCubes®, SkyePharma), ilk kez Miiller ve ark. tarafindan 1995 yilinda
gelistirilmistir ve kullanilan dispersiyon ortami sudur (184). Fakat bu yontemde
sistemin tikanmamasi i¢in ilag¢ partikiillerinin 6ncelikle 6giitme ve sonikasyon
islemleri ile mikron boyutuna getirilmesi gerekmektedir. Suyu azaltilmig/susuz
dispersiyonlarda nanokristal eldesi yonteminde (Nanopure®, Pharmasol) ise, su ile
karigabilen karisimlar (gliserol/su, etanol/su ve PEG/su gibi) kullanilmaktadir.
Yiiksek basingli homojenizasyon tekniklerinde elde edilen partikiillerin boyutu ve
dagilim aralig1 uygulanan homojenizasyon basinci, dongii sayisi ve sicakliga baglh
olarak degismektedir (151, 185). Li ve ark. (176) yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
mikrogoktiirme ve ardindan yiiksek basingli homojenizasyon yontemi ile nimodipin
nanokristallerini hazirlamistir. Yiiksek basingli homojenizasyon tekniginde farkl
dongii sayilan (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ve 20) ve homojenizasyon basinglari
(600, 800, 1000 ve 1200 bar) kullanilarak bu parametrelerin sonug {iriin tizerindeki
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar genel olarak homojenizasyon basinci ve
dongii sayist arttikca elde edilen partikiillerin boyutunun azaldigini géstermistir. Bu
nedenle optimum yOntem kosullari i¢in homojenizasyon basinci 1000 bar ve dongii
sayis1 20 olarak segilmistir (176). Bunun yani sira, homojenizasyon basinci ve devir
sayisinin artmasina bagli olarak her zaman partikiil boyutunda 1yilesme
gozlenmeyebilir. Bu durum formiilasyonda kullanilan bir¢ok parametreye bagl
olarak degismektedir. Quan ve ark.’nin (74) yapmis oldugu bir ¢alismada ¢oktiirme
ve ardindan yiiksek basingli homojenizasyon yoOntemi kullanarak nitrendipin
nanokristalleri hazirlanmis ve yontem optimizasyonu icin farkli homojenizasyon
basinglar1 (500, 1000 ve 1400 bar) ve devir sayilar1 (5, 10, 20, 30 ve 40)
incelenmistir. Homojenizasyon basinci arttik¢a partikiil boyutu artarken span
degerlerindeki azalma 1000 bar’in optimum kosullarda kullanilmak tizere segilmesi
ile sonuglanmistir. 5 devir ile elde edilen nanokristal formiilasyonun span degerine
kiyasla 10, 20, 30 ve 40 gibi devir sayisilarinda elde edilen span degerleri daha
diisiik bulunmustur (74).
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Kombine Yontemler

Ogiitme ve yiiksek basingli homojenizasyon gibi yukaridan asagiya
teknikler kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda ilacin ¢0Oziniirliik ve oral
biyoyararlaniminda daha yiiksek bir artis elde edildigi bildirilmistir (163). Fakat bu
yontemlerde karsilasilan bazi sorunlar istenilen 6zellikte ve etkili formiilasyonlarin
hazirlanmasin1 ~ sinirlandirmaktadir. Bu  ylizden yasanan sorunlarin en aza
indirilebilmesi amaciyla son zamanlarda yukaridan asagiya yontemlerin gesitli
asagidan yukariya yontemler ile birlikte kullanilmasi ile gerceklestirilen kombine
yontemler Onerilmistir. Bu amagla gelistirilmis ve patentlenmis ilk kombine
yontem, mikro¢oktiirme isleminin ardindan yiiksek basingli homojenizasyon
tekniginin uygulandigi Nanoedge™ yéntemidir. Ikinci kusak teknoloji olarak
bilinen SmartCrystal® teknolojisi ise, birden fazla teknoloji yerine bir seri
teknolojinin bir arada kullanilmasini kapsamaktadir. SmartCrystal® teknolojisi ile
daha kii¢iik nanokristaller ve fiziksel stabilitesi daha iyi sistemlerin elde edilebildigi
bildirilmistir (185). Ayrica literatiirde kombinasyon teknigi ile gelistirilen
yontemler farkli kodlama numaralariyla belirtilmistir. H69 kodlu yontemde,
coktiirme yonteminin ardindan yiiksek basingli  homojenizasyon teknigi
uygulanmakta ve sonrasinda organik solvan uzaklastirilmaktadir. H96 kodlu
yontemde, sicakliga duyarli etkin maddeler i¢in dondurularak kurutulan ilag
dispersiyonunun yiiksek basingli homojenizasyon gibi bir yukaridan asagiya
yontemle partikiil boyutu azaltilmaktadir. H42 kodlu yontemde ise, piiskiirtiilerek
kurutma sonrasinda yiiksek basingli homojenizasyon teknigi kullanilarak

nanokristal eldesi saglanmaktadir (98, 159, 185).

NKT ile tiretilerek piyasaya siiriilen ilk tiriin 2000 yilinda FDA’dan onay
almis olan Rapamune® tablettir. Rapamune® tablet bébrek transplantasyonu sonrasi
organ reddinin Onlenmesinde kullanilan immiinosupresan etkili bir ilactir. Su an
ila¢ piyasasinda NKT ile tiretilmis antihipertansif etkili iki ila¢ etkin maddesine
(verapamil ve diltiazem) ait ruhsatl {iriin bulunmaktadir. Fakat endikasyon olarak
antihipertansiyon endikasyonu ile degil antiaritmik ve antianginal olarak
ruhsatlandirilmiglardir. NKT ile {retilen diger ruhsath ilaglar Tablo 2.4.°de

verilmistir. Nanokristal formiilasyonlar1 oral, parenteral, pulmoner, transdermal ve
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oftalmik olmak {izere bircok yolla uygulanabilmektedir. Ayrica nanokristal
formiilasyonlarina yapilan cesitli yiizey modifikasyonlar1 ile aktif ve pasif

hedeflendirme de yapilabilmektedir.

Tablo 2.4. NKT ile iiretilmis ruhsath ve faz ¢alismalar1 asamasinda olan ilaglar

(26).

Jenerik Endikasyon Ticari Isim Firma Durum
Aprepitant Antiemetik Emend Merck Pazarda
Deksmetilfenidat Hidrokloriir Antipsikotik Focalin XR Novartis Pazarda
Diltiazem Antianjinal Herbesser Mitsubishi Tanabe Pharma Pazarda
Ensulzon ve Oktinoksat Kirisiklik kargitt Renergie Microlift Lancome Pazarda
Fenofibrat Hiperkolesterolemi Tricor Abbott Pazarda
Fenofibrat Hiperkolesterolemi Triglide Sciele Pharma Inc. Pazarda
Fenofibrat Hiperkolesterolemi Tridlide Skye Pharma Pazarda
Griseofulvin Antifungal Gris-Peg Novartis Pazarda
Giimiis Antimikrobiyal SILCRYST Nucryst Pharmaceuticals Pazarda
Megestrol Antianoreksik Megace ES Par Pharmaceutical ~ Pazarda
Companies
Metilfenidat Hidrokloriir Antipsikotik Ritalin LA Novartis Pazarda
Morfin Siilfat Analjezik Avinza King Pharm Pazarda
Nabilon Antiemetik Cesamet Lilly Pazarda
Nabilon Antiemetik Cesamet Lilly Pazarda
Naproksen Sodyum Antiinflamatuar Naprelan Wyeth Pazarda
NP1 32101 Antiinflamatuar Acticoat Nucryst Pharmaceuticals Pazarda
Paliperidon Palmitat Antidepresan Invega Sustenna Johnson & Johnson Pazarda
Rapamisin Immunsupresif Rapamune Wyeth Pazarda
Teofilin Bronkodilator Theodur Mitsubishi Tanabe Pharma Pazarda
Tizanidin Hidrokloriir Kas Gevsetici Zanaflex Acorda Pazarda
Verapamil Antiaritmik Verelan PM Schwarz Pharma Pazarda
Giimiis ve Giimiis siilfadiazin ikinci derece yanik NCT02108535 University of Sorocaba Faz 4
Titanyum dioksit Giines yanigi NCT01552135 Oslo University Hospital Faz 4
Giimiis Antibakteriyel NCT00659204 Madigan Army Medical Faz3
Center
Paklitaksel Antikanser R American  Pharmaceutical ~ Faz 3
Partners
Paklitaksel Antiinflamatuvar Paxceed Angiotech Faz 3
2-Metoksiestradiol Over kanseri Panzem NCD EntreMed Faz 2
Bevacizumab Antikanser (Karsinoid ~ Panzem NCD and  EntreMed Faz 2
Timor) Avastin
Estradiol ve Progesteron Menopoz Sendromu NCT02467673 University  Potiguar and Faz 2
InBios International, Inc.
Fenofibrat Uyku Apnesi Solvay Pharmaceuticals Faz 2
Guanilhidrazon TNF-o inhibitori Semapimod Cytokine Pharmasciences Faz 2
Giimiis Antibakteriyel Nucryst Nucryst Pharmaceuticals Faz 2
Temozolomid Antikanser Panzem NCD EntreMed Faz 2
Timektasin Antikanser Theralux Celmed Faz 2
Timektasin Antikanser e NewBiotics/llex oncology Faz 1/2
Budesonid Astim R Sheffield Pharmaceuticals Faz 1
Busulfan Antikanser o Supergen Faz 1
Insiilin Antidiyabeti —_— Self-developed Fazl
Kalsiyum Fosfat Herpes igin mukozal ast ——— Self-developed Faz 1

adjuvani

2.6. Kalsiyum Kanal Blokérleri ve Etki Mekanizmalari

Kalsiyum iyonlari, damar diiz kast membraninin lipit tabakalarina
gomiilmiis kanal veya proteinlerin olusturdugu porlardan pasif difiizyon ile
geemektedir. Kalsiyum iyonu gegisine izin veren bu kanallar, belli bir voltajda

kanalin kalsiyuma karst agilip kapanmasini saglamaktadir. Normalde hiicre ici
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kalsiyum iyonu konsantrasyonu (107 M), hiicre dis1 kalsiyum iyonu
konsantrasyonundan (102 M) diisiiktiir. Elektriksel bir uyar1 sonucunda voltaja
bagimli kalsiyum kanallar1 a¢ilmakta ve hiicre i¢ine kalsiyum iyonu akisiyla hiicre
ici iyon konsantrasyonu artmaya baglamaktadir. Bu durum ayrica hiicre igi
kalsiyum deposu olan sarkoplazmik retikulumdan da kalsiyum iyonlarinin
saliverilmesini harekete gegirmektedir. Sonug¢ olarak hiicre i¢i kalsiyum iyonu
konsantrasyonun 10® M’a kadar yiikselmesi ile kalp ve damar diiz kasindaki

flamentler kasilmakta ve kan basinci ylikselmektedir (8).

Aktive edilme mekanizmalarina gore kalsiyum kanallari, reseptore ve
voltaja duyarl kalsiyum kanallar1 olarak iki gruba ayrilmaktadir. Reseptore duyarli
kalsiyum kanallar1 katesolaminlerle (adrenalin ve noradrenalin) aktive edilmekle
birlikte farmakolojik olarak a-reseptér ve B-reseptor blokorleri tarafindan inhibe
edilmektedir. Voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 ise; iyon 6zellikleri, aktivasyon ve
inaktivasyon kinetikleri ile ilaclara ve toksinlere duyarliliklarina gore farkli
sekillerde siiflandirilmaktadir. Bu kanallar; L (uzun siireli), T (kisa siireli), N
(sinirsel), P (Purkinje), Q (beyin ndronlarinda bulunan) ve R (rezidiiel) gibi ¢esitli
alt tiplerden olusmaktadir. Bunlardan N, P, Q ve R tipi kanallar ¢ogunlukla sinir
sisteminde yer almaktadir. L-tipi kalsiyum kanallar1, 6zellikle kalp kasi ve damar
diiz kaslarinda genis¢e yayilmakla birlikte bu kanallardan kalsiyum girisi kas
kasilmasinin baglamasinda anahtar bir olay olarak goriilmektedir. L-tipi kalsiyum
kanallar1 DHP’lere duyarli kanallar olarak adlandirilmaktadir. T-tipi kalsiyum
kanallar1 ise, kardiyak sinus nodu ile afferent ve efferent arteriyollerde yer alan
diisiik voltajla aktive edilebilen kanallardir (190-193). Ayrica bu kanallar
anjiyotensin II ve potasyumla indiiklenen aldosteron sekresyonunda da rol

almaktadir (193).

KKB, HT ve angina pekoris, periferik vaskiiler bozukluklar ve bazi aritmiler
gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
ilag grubudur. Bu ilaglar, voltaj-bagimli kalsiyum kanallarina (¢ogunlukla L-tipi
kalsiyum kanallarina) veya reseptorlere yiiksek afinite ile baglanarak hiicre igine
kalsiyum iyonu girisini azaltmakta, dzellikle arteriyollerde diiz kaslar1 gevseterek

kan basincini diisiirmektedir.
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KKB, giiniimiizde farkli seklillerde siniflandirilmaktadir. Kimyasal yap1
ozelliklerine gore; DHP, Fenilalkilamin (verapamil, gallopamil, bepridil, fendilin)
ve Benzodiazepin (diltiazem) tiirevleri olarak adlandirilirken daha genis cercevede
DHP yapisi tasiyanlar (DHP tiirevleri) ve DHP yapisi tasimayanlar (non-DHP
tirevleri;  fenilalkilamin ~ ve  benzodiazepin  tiirevleri)  olarak  da
smiflandirilabilmektedir (11, 12). DHP tiirevlerinin, non-DHP tiirevlerine kiyasla
cok daha giiclii vazodilator etkiye sahipken non-DHP tiirevlerinin ise daha belirgin
negatif inotrop etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Doku selektivitesi, etki siiresi ve
uygulama siklig1 gibi farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklerine gore KKB,
son zamanlarda “jenerasyon” olarak gruplandirilmistir. Yeni jenerasyon KKB,
yakin zamanda (temel yap1 flizerinde yapilan ¢esitli modifikasyonlar ile)
gelistirilmis, daha lipofilik yapidaki DHP tiirevleridir ve giiniimiizde klinik olarak
etkili dort farkli jenerasyonda DHP tiirevi KKB tanimlanmistir. Bu ilaglar, grubun
prototipi olan nifedipine kiyasla daha yiiksek vaskiiler segicilige, daha yavas
baslayan ve daha uzun siiren hipotansif etkiye ve daha diisiik yan etki profiline

sahip olmalar1 sayesinde HT un tedavisinde oldukga etkilidir (193).

Birinci jenerasyonda yer alan nifedipin ve nikardipinin HT’a kars1
kanitlanmis etkileri olmasina ragmen hipotansif etkilerinin ¢ok hizli gelismesi, kisa
yart Omiirlii olmalar1 ve tedavi sirasinda baroreseptor aktivasyonu ve sempatik
aktivite ile iligili bazi yan etkilerin gelismesi nedeniyle klinik olarak
kullanimlarinda kisitlamaya gidilmistir (194). ikinci jenarasyon DHP’ler; yavas
saliveren nifedipin, felodipin ve nikardipin ile yeni DHP'ler olan benidipin,
efonidipin, manidipin, nilvadipin ve nitrendipindir. Bu ilacglarla hipotasif etkinin
daha yavag baglamasinin yani sira daha az baroreseptor aktivasyonu ve daha diisiik
refleks tasikardi gibi iistiinliikler elde edilmistir. Ugiincii jenarasyon DHP’ler;
amlodipin, barnidipin ve azelnidipin olup diger ilaclara kiyasla kimyasal olarak
daha lipofilik bir yapidadirlar. Bu ilaglar, daha uzun hipotansif etkilerine ek olarak
daha stabil bir farmakokinetik sergilemektedir ve kalp ya da bobrek yetmezligi olan
hastalarda daha az kardiyoselektif olmalar1 nedeniyle daha 1iyi tolere
edilebilmektedir. Dordiincii jenerasyon DHP’ler ise; cilnidipin ve lerkanidipin (L/N
tipi KKB) olup bu ilaglar da daha lipofilik yapidadir ve daha uzun siireli bir
hipotansif etkiye sahiptir. Ozellikle miyokard iskemisi ve konjestif kalp yetmezligi
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olan hasta gruplarinda sempatik aktivasyon ve refleks tasikardiyi
indiiklemediklerinden ve negatif inotropik etkileri olmadigindan daha genis bir

terapotik spektrum sunmaktadirlar (193).

2.6.1. 1,4-Dihidropiridin Tiirevleri

DHP, piridin halkasiin kismi rediiksiyonuyla olusan bir halka sistemidir ve
kimyasal olarak teorikte bes izomerik DHP tiirevinin olusumu s6z konusudur. Bu
izomerlerden, en kararli olanlart “1,2-Dihidropiridin” ve “1,4-Dihidropiridin”
izomerleridir (195). 1,4-DHP’lerin ilk kez sentezleri Hantzsch tarafindan 1882
yilinda gergeklestirilmistir. Bu grubun prototipi olan nifedipin, 1975 yilinda
“Adalat®” ticari adiyla Bayer firmasi tarafindan Almanya’da tedaviye sunulmustur
(8, 13). Klinikte nifedipin kullanimi1 ile basarili sonuglarin elde edilmesi,
toksisitenin azaltilmasi ve daha uzun etki siireli yeni kusak tiirevlerin sentezlenmesi
icin DHP tiirevleri {izerinde daha yogun calismalarin yapilmasini saglamistir (15,
16). DHP yapisi tizerinde yapilan gesitli modifikasyonlar sonucu DHP halkasinin
kondanse sistem igerisine alindigi “hekzahidrokinolin” tiirevlerinin farkli tip
kalsiyum kanallar lizerine etkili olduklar1 gosterilmistir (18). Amlodipin, isradipin
ve nifedipin gibi ticari DHP'ler, farmakolojik etkilerini gostermek i¢in oncelikle L-
tipi kalsiyum kanallari1  hedeflemektedir (17). Temel yap1 {iizerindeki
modifikasyonlarla sentezlenen yeni jenerasyon DHP’lerin N-tipi kalsiyum kanallari
ve T-tipi kalsiyum kanallarina baglandigi bildirilmistir. N-tipi kalsiyum kanallar
glomeriiler basincin kontroliinde ve T-tipi kalsiyum kanallar1 ise anjiyotensin II ve
potasyum ile indiiklenen aldosteron sekresyonunda 6nemli bir rol almaktadir. L-tipi
kalsiyum kanal1 blokajinin yani sira bu iki tip kanalin blokaji, glomeriiler kapiller
basincin azalmasini, renin-anjiotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir
sisteminin stabilizasyonunu saglamaktadir. Bu sayede her {i¢ kanali da bloke eden
benidipin ve efonidipin gibi DHP tiirevleri, renal protektif etkileriyle tuza duyarh
HT olgularinda {istiinliik sunan diiiretik etkiye sahip olmaktadir. Sonug olarak bu
ilaglar, anjiyotensin II reseptor blokdrleri ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleriyle birlikte hipertansiyonun kombine tedavisinde oldukca faydali bir
alternatif sunmaktadir (193).
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Yeni jenerasyon DHP’ler, etki mekanizmalar1 agisindan son zamanlarda
olduke¢a yenilik¢i ve faydali bir tedavi segenegi sunmasina ragmen, hala klinikte
kullanimlarin1  kisitlayacak sorunlara sahiptir. DHP’lerin giin 1s18inda hizla
fotodegradasyonu sonucunda “nitrozopiridin’ tiirevlerine doniistiigii bildirilmistir.
Oksijenli ve oksijensiz kosullarda yapilan fotostabilite caligsmalari, oksijenin
fotodegradasyon hizini artirdigini ve olusan yikim iriinlerinin farmakolojik etkide
azalmaya neden olmasinin yani sira hiicrede toksik etkilere neden olabilecegini
kanmitlamistir (21). Bu ilaglarin, biyolojik ortamda etkin bir sekilde kullanimini
kisitlayan bir diger sorun ise, suda zayif ¢oziiniirliikleri nedeniyle yasadiklar: diistik
biyoyararlanim problemidir. Bu sorunlarin rasyonel bir ¢oziimii i¢in bazi
arastirmacilar  molekiil iizerinde fotodegradasyondan sorumlu yapilarin
modifikasyonunu dnerirken, bazi arastirmacilar kimyasal yap1 modifikasyonuna ek
olarak fiziksel ve kimyasal dayanikliliklarini arttirmak i¢in uygun bir formiilasyon

yaklagimini dnermektedir (22).
2.7. M3’iin Sentezi ve M3’e Ait Bilgiler

1,4-DHP halkas1 tasiyan KKB bilesik gelistirme caligsmalari sonucunda,
DHP yapisin1 hekzahidrokinolin halka sistemi iginde tasiyan ve hem L- hem de T-
tipi kalsiyum kanallarini etkili bir sekilde bloke eden “M3” (benzil 4- (2-hidroksi -
5-nitrofenil)- 2,6,6-trimetil - 5-okso - 1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin - 3-karboksilat)
bilesigine ulagilmigtir (18). Tez kapsaminda bu ilag adayr molekiil ile ilgili

calismalar yapilmstir.

M3, modifiye Hantzsch sentezine gore, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-
hidroksi-5-nitrobenzaldehit, benzil asetoasetat ve amonyum asetatin etanol i¢indeki
reaksiyonuyla Sekil 2.6.’da ozetlendigi gibi elde edilmistir. Karisim mikrodalga
1simast kullanilarak isitilmig (microwave-assisted one-pot method), sogutulmasini
takiben c¢oken kati siiziilerek, etanolle yikanmistir. Daha sonra, elde edilen kati

etanol-su karigimindan kristallendirilerek M3 saf olarak elde edilmistir (18).
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benzil 4-(2-hidroksi-5-nitrofenil)-2,6,6-
trimetil-5-okso-1.4,5.6.7.8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat

amonyum asetat

Sekil 2.6. M3’{in sentezi.

M3, sar1 renkte, kristalize, higroskopik bir tozdur ve pratikte suda
¢oziinmemektedir. Kapali formiilii “C2sH26N20s olup molekiil agirhgr 462

g/mol’diir. Erime noktasi; 185-187°C olarak bildirilmistir (18).

M3’iin kalsiyum kanallarini bloke etme orani (yapi aktivite caligmalari)
“patch-clamp (yama-mentese) ” yontemine gore test edilmis ve molekiiliin, hem L-
hem de T-tipi kanallarda kalsiyum akimini etkili bir sekilde inhibe ettigi

gosterilmistir.

Yama-mentese yontemi, voltaj kenetleme tekniginin gelistirilmis bir
uygulanis1 olup, pipet icerisindeki elektrot yardimi ile hiicrelerdeki voltaj
degisikliklerinin Glgiilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem, modern bir
elektrofizyolojik teknik olup giinlimiizde hiicre zarlar1 ve hiicre zar1 kanallarindan
iyon akimlarini incelemek igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozetle bu
teknikte, 6zel olarak hazirlanmis mikroelektrotlar hiicrelere temas ettirilerek hiicre
membran potansiyeli istenen degere kenetlenmekte ve membrandan gecen iyonik
akim degisimi ya da akim kenetlenerek hiicre membran potansiyel degisimi kayit

ve analiz edilmektedir (196).
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2.8. Agizda Dagilan Film Formiilasyonlar:

Ik olarak nefes tazeleyiciler, dis bakim filmleri ve sabun filmleri olarak
gelistirilen ADF formiilasyonlar1 etkin maddelerin oral uygulamalarina olanak
saglayan yeni bir teknolojidir. ADF'ler, temel olarak etkin madde ve c¢esitli
yardimc1  maddelerden olusan ve posta pullarina benzeyen ultra ince
formiilasyonlardir. Bu yiizden literatiirde, ince serit (thin strip), oral film (oral
film), agizda dagilan film (orally dissolving film), hizli dagilan film (quick dissolve
film), eriyen film (melt-away film), ¢oziiniir film (soluble film) ve gofret (wafer)
gibi farkli isimlendirmelerle belirtilmislerdir (197, 198). Literatiirde her ne kadar
farkli isimlerdirmeler mevcutsa da EMA, ADF’lerin isimlendirmesi konusunda
“agizda dagilan film (orodispersibl film)” ve FDA, “¢coziiniir film (soluble film)”
ifadelerinin kullanilmasini tercih etmistir (199, 200). Avrupa Farmakopesi'ne
(Euroen Pharmacopoeia; Ph. Eur.) gore; ADF'ler hizla dagilmak i¢in agiz ici
mukozaya yerlestirilen uygun materyallerin tek veya ¢ok katmanli tabakalar1 olarak
tamimlanmig ve "orodispresible film™ terimi ile ifade edilmistir. Amerikan
Farmakopesi (United States Pharmacopoeia; USP) ise, ADF'leri agiz bosluguna
yerlestirilen, etkin madde iceren ya da icermeyen bir ya da daha fazla katmandan
olusan ince tabakalar olarak tanimlamis olup “oral film” seklinde adlandirmistir

(201-203).

Ozellikle ¢igneme ve yutma giicliigii yasayan pediatrik, geriatrik ve
onkolojik hasta gruplar1 ve suya erisimi kisitli olan hasta popiilasyonlar i¢in, dil
tizerine yerlestirildikten sonra suya ve ¢ignemeye gerek kalmadan tiikiirtik ile hizla
parcalanan ADF formiilasyonlar1, uygulama kolayli§1 ve hasta uyuncunu onemli
Olclide artirmistir. Bu da, son zamanlarda ADF’lere olan ilginin artmasini

saglamistir (203-205).

ADF’ler ile ilgili ilk ticari iiriin olan “Listerine® Pocketpaks”, nefes
tazelemek amaciyla 2001 yilinda Pfizer firmasi tarafindan gelistirilmistir ve Times
dergisi tarafindan en iyi bulus olarak kabul edilmistir. Bogaz agrisinin tedavisinde
kullanilmak {izere benzokain igeren “Chloraseptic®Relief Strips”, Zengen
sirketinin bir saglik yan kurulusu olan InnoZen (Oxnard) firmasi tarafindan 2003

yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Sistemik amacgli bu formda gelistirilen ilk receteli
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ilaglar ise; “Ondansetron Rapidfilm (ondansetron)”, “Zuplenz oral soluble film
(ondansetron, FDA tarafindan onay almis ilk receteli iiriin) ", “Risperidon HEXAL®
SF (risperidon) ”’dur (206, 207). Giiniimiizde 6zellikle Pharmathen S.A. ilag firmasi
tarafindan pediatrik hasta gruplar i¢in hipertansiyon tedavisinde kullanilmak iizere

gelistirilmis enalapril i¢eren patent alinmig ADF formiilasyonlari mevcuttur (206).
2.8.1. Ag1izda Dagilan Film Formiilasyonlarimn Ustiinliikleri ve Sakincalari

Oral yoldan ila¢ uygulamasina olanak saglayan yeni bir teknoloji olan ADF

formiilasyonlarinin asagida belirtildigi gibi birgok {istlinliigii bulunmaktadir.

-Yutma/cigneme giigliigii (pediatrik, geriatrik ve psikotik hasta gruplari) ve
mide bulantisi sikayeti olan (onkolojik) hastalar i¢in olduk¢a uygun bir teknolojidir

(206).

-lla¢ kullanim1 konusunda isbirlik¢i olmayan hasta gruplar igin ise,
kullanim sonras1 uzaklastirilmalarinin (tiikiiriilmesinin) zor olmasi nedeni ile yararlh

bir tedavi segenegidir (208).

-Yutmak i¢in suya gereksinimin olmamasi nedeniyle suya erisimi zor olan
hasta gruplar1 (yatalak hastalar ve askerler gibi) i¢in oldukca biiyiik bir kullanim
kolayligi sunmaktadir (205, 206).

-Damla ve surup gibi sivi dozaj formlarina kiyasla daha dogru ve kesin bir

dozlama saglanmaktadir (209).

- Alerjik atak, oksiiriik, brongit veya astim ataklari, tagit tutmasi gibi ani
gelisen ve hizli etki istenen hastaliklarin tedavisi i¢in olduk¢a uygun bir dozaj

formudur (208-210).

- Tablet ve kapsiill gibi geleneksel oral kati dozaj formlar ile
kiyaslandiginda kullanilmalar1 sirasinda bogulma hissi ve tikaniklik gibi riskleri

ortadan kaldirarak daha yiiksek bir hasta giivenligi saglamistir (208).

-Agizda kalinti birakmamast ve daha i1yi bir his olusturmasi ile pediatrik

hastalarda ila¢ kullanim zorlugunu ortadan kaldirmistir (208).



58

-Cok ince olmalar1 ve genig bir yiizey alanina sahip olmalar1 sayesinde agiz
boslugu mukozasi ile daha etkin bir temas sonucu hizlica dagilmakta ve

¢oziinmektedir (207).

-Bazi ilaglarin alindiktan sonra farinks ve 0zefagustan emilmeye baglamasi
uygulama dozunun ve istenmeyen yan etkilerin azaltilmasiyla daha gelismis bir

biyoyararlanim sunabilmektedir (208, 210).

-Yiiksek oranda damarli bir yapiya sahip olan oral ve bukkal mukozadan
yiiksek oranda emilmeleri presistemik eliminasyonun azalmasi ile uygulama dozu

ve dolayisiyla yan etki profilinin azalmasini saglamistir (211).

-S1v1 dozaj formlarma kiyasla (tiiketilene kadar daha stabil kalmalar1 nedeni
ile) saklama ve (esnek yapilar1 sayesinde) daha rahat tasima/depolama avantajlarina
sahiptir (207, 208, 210).

Tiim bu ustiinliiklerinin yan1 sira, ADF’ler, bukkal pH’da stabil olmayan ve
oral mukozayi tahris eden etkin maddeler ig¢in uygun bir teknoloji degildir (208).
Ozellikle yiiksek doz etkin madde yiiklenememesi, ADF’lerin her etkin madde igin
uygulanabilir bir dozaj formu olmasii kisitlamistir. Bazi arastirmacilar ADF’lere
yuklenebilecek ila¢ dozunun en fazla 30 mg olabilece§ini bildirse de Novartis
Consumer Health’s firmas tarafindan, birim dozaj agirligin %50’sine kadar etkin
madde yiiklenebildigi gosterilmistir. Bu firma tarafindan gelistirmis olan “Gas-X®"
isimli tirlinde, her serit i¢in 62,5 mg simetikon etkin maddesi kullanilmigtir (207).
Gilinlimiizde potansiyel ilag adayr olarak patent bagvurusu yapilmis yiiksek doz
etkin madde igeren triinler mevcuttur (206). Bu firiinlere ait etkin madde ve doz
bilgileri Tablo 2.5.°de o0zetlenmistir. ADF’lerin iiretim teknolojisi ac¢isindan
karsilagtig1 bir diger zorluk, icerik tekdiizeliginin istenilen diizeyde saglanamamasi
problemidir. Literatiirde bu sorunun giderilmesinde bireysel dozlama sunan
kaliplarin - kullanilmasinin  6nerildigi ¢alismalar bulunmaktadir (198). Nemli
ortamlarda stabil olmamalari, nemden korunmalari i¢in 6zel bir paketleme islemine
gereksinim duyulmasi ve bu 6zel pakatleme isleminin {irlin maliyetini artirmasi

ADF’lerin diger kisitlamalaridir (208, 209).
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Tablo 2.5. ADF formiilasyonlari igin potansiyel ilag adaylari (206).

Etkin madde Doz (mg)
Akrivastin 8
Amlodipin besilat 2,5-10
Atorvastatin 5-80
Azatadin maleat 1
Bromfeniramin maleat 4
Deksbrofeniramin 2
Deksklorfeniramin 2
Dekstrometorfan hidrobromiir 10-30
Difenhidramin hidroklorir 12,5-25
Eletriptan 10-40
Famotidin 5-10
Fenilefrin hidrokloriir 5-10
Ketoprofen 12,5-25
Klorfeniramin maleat 4-12
Loperamid 2
Loratadin 5-10
Nikotin 1-15
Nitrogliserin 0,3-0,6
Psodoefedrin hidrokloriir 15-60
Rofekoksib 5-25
Sertralin hidrokloriir 10-100
Setirizin 5-10
Sildenafil 25-100
Sumatriptan siiksinat 35-70
Triprolidin hidrokloriir 2,5
Valdekoksib 5-20
Ziprasidon 20-80
Zolmitriptan 2,5

Ideal bir ADF’in ince ve esnek olmasi, yapiskan olmamasi, dagilma

siiresinin kisa olmasima karsi kabul edilebilir mekanik o6zelliklere sahip olmasi,

kullanim sonras1 agizda hos bir his birakmasi, tiikiiriik sivisinda ¢dziinmesi ve

tikiiriik pH’sinda stabil olmas1 istenmektedir (205).
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2.8.2. Agizda Dagilan Film Formiilasyonlar’nda Kullamlan Yardimel

Maddeler

ADF formiilasyonlarinda, etkin madde (%5-30, a/a) haricinde film
olusturucu polimer (%40-50, a/a), plastizer (plastiklestirici) (%0-20, a/a), tiikiiriik
uyarict madde (%2-6, a/a), renklendirici (%0-1, a/a), yiizey aktif madde (yeterli
miktarda), tatlandirici (%3-6, a/a), koku maddeleri (aroma vericiler) (yeterli
miktarda), stabilize edici ve kivam artirict maddeler (%0-5, a/a) gibi farkl: tiplerde
yardimc1 maddeler kullanilmaktadir (212). ADF’lerde kullanilan etkin maddelerin
istenen nihai salim profiline bagh olarak 6giitiilebilir, mikronize edilebilir veya

nanokristal ya da partikiiler halde ADF’lere yiiklenebilecegi bildirilmistir (213).

ADF’in genel mukavemetinden sorumlu olan polimerler, istenen film
ozelliklerine  ulasilabilmek i¢in tek basmma ya da kombine halde
kullanilabilmektedir. Bir ADF’in saglamlig1 kullanilan polimerin tiirii ve oranina
gore degismektedir. Ideal bir ADF formiilasyonunun gelistirilmesinde uygun
polimer ve orani se¢iminin haricinde filmin biitiinliiglinden sorumlu film olusturucu
polimerin, saf olmasi, irritan ve toksik olmamasi, 1yi 1slanabilir 6zelliklere sahip
olmasi, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi istenmektedir. Genel olarak ADF
formiilasyonlarinda uygun mekanik o6zelliklere sahip olmasi, hizla dagilmasi ve
agizda hos bir his birakmasi nedeniyle diisiikk molekiil agirlikli (1000-9000 Da)
suda ¢oziinen polimerler daha ¢ok tercih edilmektedir. ADF formiilasyonlarinda
pullulan, nisasta/modifiye nisasta (Maltrin®, Lycoat®, Instant Pure-Coat®), sodyum
aljinat, pektin, jelatin ve polimerize resin gibi dogal polimerlerin yam sira HPC,
HPMC (Kollicoat® IR), NaCMC, PVA, Polietilen oksit (PEO)(Polyox™), PVP gibi
sentetik polimerler kullanilmaktadir ( 210, 212, 214).

Pullulan

IIk kez 1958 yilinda Bernier tarafindan rapor edilen pullulan, gida katki
maddesi ve farmasotik bir ajan olarak genis bir yelpazede patentli uygulamalarina
ek olarak Amerika'da “Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen” (Generally Regarded
As Safe - GRAS) bilesenler statiisiinde yer almasi ile giivenli bir gegmise sahiptir
(214-217). Pullulan, endiistriyel boyutta bir maya cesiti olan Aureobasidium
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pullulans’tan bir dizi fermentasyon siireci sonunda elde edilen, dogal, nétr ve suda
¢oziinebilen bir polisakkarittir (218). Pullulan iyi bir film olusturma 6zelliginin yani
sira diisilk oksijen gecirgenligine sahiptir. Ayni zamanda toksik degildir ve
biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikte bir polimerdir (219). Film olusturucu
polimer olarak pullulanin kullanildig1 agizda dagilan filmlerde, sicak ve soguk suda
rahatlikla ¢Oziinebilen berrak bir c¢ozelti olusmasi ile esnek filmlerin elde

edilebildigi ve pullulan bazli filmlerin genellikle hizli dagildig: bildirilmistir (214).

ADF’lerin esnekliginin artirilmast ve kirilganhiginin azaltilmasi gibi
mekanik  Ozelliklerinin  iyilestirilmesinden sorumlu en Onemli bilesen
plastiklestiricilerdir. Plastiklestiriciler, filmlerin uzama ve gerilme direnci gibi
mekanik 6zelliklerini polimerin camsi gecis sicakligimi diistirerek saglamaktadir.
Cozici tipi ve polimer ile gegimliligine dikkat edilerek plastiklestiricilerin
secilmesi  Onerilmektedir. Plastiklestiricinin formiilasyon bilesimine uygun
olmamasi durumunda filmde ¢atlama, yarilma ve kenardan kopma gibi sorunlar
goriilmektedir (212). Ayrica bazi plastiklestiricilerin etkin maddenin emilim
hizinda da etkin rol oynadigi bildirilmistir. ADF’lerin gelistirilmesinde en sik
kullanilan plastiklestiriciler; propilen glikol (PG), gliserol, diisiik molekiil agirligina
sahip PEG’ler, dimetil, dietil ve dibiitil ftalat gibi ftalat tiirevleri, asetil, trietil ve
tribiitil sitrat gibi sitrat tiirevleri ve hint yagidir. Kullanilan plastiklestiricinin tiirt,
ADF {retimi siirecinde kuruma prosesini de etkilemektedir. Pullulan bazlh
ADF’lerin hazirlanmasinda kullanilan PEG ve PG gibi plastiklestiricilere kiyasla
gliserol ile hazirlanan filmlerin daha uzun siirede kurudugu bildirilmistir (198, 220).
Literatiirde ayrica pullulan bazli ADF’lerin hazirlanmasinda plastiklestirici olarak
sorbitoliin kullanildig1 ¢aligmalar da mevcut olup, bu plastiklestiricinin kullanildig:

ADF’lerde sertlik ve kirilganlik problemi yasanmistir (198).

ADF formiilasyonlarinda kotii tadin maskelenmesi ve lezzetin iyilestirilmesi
amaciyla formiilasyona eklenen tatlandiricilar 6zellikle pediatrik hasta gruplari igin
onemlidir. ADF formiilasyonlarinda sorbitol, mannitol, ksilitol, maltoz, dekstroz,
siikroz, ksiloz, riboz, glukoz, mannoz, galaktoz, friikktoz gibi dogal tatlandiricilarin
yani sira aspartam, sakkarin, siklamat, asesiilfam-K, siikraloz, alitam ve neotam

gibi yapay tatlandiricilar da kullanilmaktadir (205, 212).
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Aroma verici koku maddeleri ve renklendiriciler ADEF’lerin kabul
edilebilirligini artirmak i¢in kullanilmakla birlikte aromatizan seg¢imi, yas
gruplarinin  tat zevkine ve kullanilan etkin maddeye gore degisebilmektedir.
Pediatrik hasta gruplar i¢in gelistirilen ADF’lerde aroma verici koku maddesi
olarak portakal aromasinin kullanildig: bildirilmistir (221). Bunlarin yani sira nane
yagi, tar¢in yagi, yesil nane yagi, hindistan cevizi yagi gibi aroma yaglari, vanilya,
kakao, kahve, ¢ikolata ve narenciye gibi meyveli aromalar ve elma, ahududu, kiraz,
ananas gibi meyve 0zl aromalarit ADF’de siklikla kullanilmaktadir. Kullanilacak
aromanin tiiri ve miktari, tat maskelemek i¢in duyulan gereksinime gore
degismekle birlikte, aromanin giiciinii ve birakilan etkiyi artirmak i¢cin monometil
stiksinat gibi serinletici (cooling) maddeler de siklikla tercih edilmektedir (212).
ADF formiilasyonlarinda genellikle FD&C onayli dogal renklendirme ajanlari,
dogal meyve suyu konsantreleri, titanyum dioksit ve silikon dioksit gibi pigmentler
renklendirme amaciyla kullanilmakla birlikte formiilasyondaki oranlarinin %1'i

gecmemesi gerektigi bildirilmistir (210).

Tiiklirik  uyarict  ajanlar,  tiikiirik  retimini  artirarak ~ ADF
formiilasyonlarinin daha hizli dagilmasina katkida bulunan yardimer maddelerdir.
Bu amagla daha ¢ok sitrik asit olmak iizere malik asit, laktik asit, askorbik asit ve
tartarik asit gibi gidalarda kullanilan asitler kullanilmaktadir. Coziniirligi diisiik
olan etkin maddelerin ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda, nihai iriiniin
cozinlirliik ozelliklerini iyilestirmek amaciyla gesitli yiizey aktif maddelerden
faydalanilmaktadir. Yiizey aktif maddeler ¢oziindiiriicii, 1slatic1 veya dagitici olarak
gorev almakla birlikte bu amagla daha ¢ok poloksamer 407, SLS, benzalkonyum
kloriir, tween ve spanlar kullanilmaktadir. Stabilize edici ve kivam artiric1 ajanlar
ise, genellikle film c¢ozeltisi ya da dispersiyonunun viskozitesi ve kararliligini
artirmak amaciyla kullanilan yardimc1 maddelerdir. Ksantan ve ke¢iboynuzu zamkai,
karragenan ve seliilozik tiirevler ADF formiilasyonlarinda daha ¢ok tercih edilen

stabilize edici ve kivam artirict maddelerdir (212, 220).

2.8.3. Agizda Dagilan Film Formiilasyonlariin Hazirlanmasi

ADF’lerin iiretiminde her ne kadar ¢oziicti dokme (solvent casting), yar1 kati

dokme (semi-solid casting), sicak eriyik (hot-melt) ekstriizyon, kat1 dispersiyon,
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yuvarlama (rolling), piiskiirterek kurutma (spray-dry) ve baski (printing) yontemi
gibi gesitli yontemler kullanilsa da pratikte bunlardan daha ¢ok ¢oziicii dokme ile
sicak eriyik ekstriizyon yontemlerinin kullanildig: bildirilmistir (207, 209).

Coziicii dokme yontemi, genellikle su/su-alkol karisimlart iginde hazirlanan
etkin madde ve diger yardimci madde ¢ozelti/siispansiyonlarinin kaliplara
dokiilmesi, oda sicakliginda ya da etiivde kurutulmasi ve istenilen boyutta kesilmesi
esasma dayanmaktadir. Etkin maddenin ¢oziinmesi i¢in karistirma asamalarinda
bazen 1s1 uygulamasi yapilabilmekte ve sistem icindeki hava kabarciklarinin
uzaklastirilmas: igin elde edilen jel karisim belli siire bekletilebilmektedir. Jel
karisimin aktarildig kalip yiizeyleri cam, plastik ve teflon olabildigi gibi propilen
ya da polivinil kloriir ve polietilen tereftalat gibi inert maddelerden de
secilebilmektedir. Kullanilan ¢oziiciiniin uzaklastirilmast amaciyla sicak ekstriizyon
yontemine kiyasla bu yontemde daha diisiik sicakliklar kullanildigi i¢in 1s1ya hassas
etkin maddelerin ADF’lerinin hazirlanmasinda daha uygun bir yontem olarak tercih

edilmektedir (207, 208).

Yart katt dokme yonteminde, Oncelikle polimerin sulu ¢ozeltisi
hazirlanmakta ve asitte ¢oziinmeyen seliiloz asetat ftalat, seliiloz asetat biitirat gibi
polimerler, amonyum ya da sodyum hidroksit icerisinde dagitilip bu ¢ozeltiye ilave
edilmektedir. Daha sonra uygun miktarda plastiklestiricinin eklendigi jel karigim 1s1
kontrollii tamburlar kullanilarak film ya da seritlere aktarilip kurutulmaktadir (208-
210).

Sicak eriyik ekstriizyon yontemi, ADF formiilasyon icerigini olusturan
maddelerin kuru halde karistirildiktan sonra yiiksek sicaklikta ekstriizyonla
homojen bir kiitle halinde eritilmesi, ekstriizyon kalibindan ge¢gmeye zorlanarak
diisiik sicaklikta kurutulmasi ve istenilen boyutta kesilmesi esasina dayanmaktadir.
Bu yontemde ¢oziicli kullanilmadigindan ¢6ziicii dokme yonteminde oldugu gibi
bir ¢oziicii kalintt problemi goriilmemektedir, fakat ekstriizyon sirasinda yiiksek
sicakliklarin  kullanilmas: yontemin 1siya hassas etkin maddere uygulanmasini
siirlandirmaktadir. Ayrica 6zel ekipmanlarin gereksinimi maliyetin artmasina da

neden olmaktadir (210, 214).
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Son zamanlarda yontemin esnekligi ve maliyet etkinligi acgisindan ilag
endistrisinde giderek dnem kazanan baski yontemi, aktif farmasdtik bilesenlerin bir
film tabakasi lizerine basilmasi esasina dayanmaktadir. Bu amagla daha c¢ok
fleksografik baski kullanilmaktadir. Teorik olarak, baski yoOnteminin etkin
maddenin film i¢cinde daha homojen dagilmasi ve dogru dozajlanmasina énemli bir
katk1 sagladigr bildirilmistir. Yuvarlama yonteminde, spesifik reolojik ozelliklere
sahip olan etkin madde ve polimer ¢ozelti ya da siispansiyonu bir tasiyici lizerinde
yuvarlanmaktadir. Makaralar {izerinde kuruyan film istenilen boyutta kesilmektedir.
Bu yontemde ¢oziicli olarak daha ¢ok su ve su-alkol karigimlar1 kullanilmaktadir.
Kati dispersiyon yonteminde, PEG’in ic¢inde ¢Oziinmeyecegi bir ¢oziicli i¢inde
¢oziinen maddeler, PEG eriyiginin igine eklenmektedir. Olusan kat1 dispersiyonlar
kaliplara aktarilip kurutulduktan sonra istenilen boyutlarda kesilmektedir.
Piiskiirterek kurutma yonteminde ise, uygun bir ¢oziicii i¢inde ¢dziinen ADF igerigi
cozeltisi cam, polietilen film veya teflon tabakasi gibi ylizeylere piiskiirtiilmekte ve

daha sonra kurutulup soyularak istenilen boyutlarda kesilmektedir (207-210).

ADF’lerin kesilme ve ambalajlama isleminin bekletme esnasinda iiriiniin
ozelliklerinin degisebilme ihtimaline karsi hazirlanir hazirlanmaz yapilmasi
gerektigi bildirilmistir. Tekli ve ¢oklu ambalajlama secenekleri bulunmakla birlikte
filmlerin birbirine yapisma problemi nedeniyle genellikle primer ambalajda tekli
paketleme tercih edilmektedir. ADF’lerin ambalajlanmasi i¢in en ideal ve en ¢ok

kullanilan materyal aliiminyum folyodur (212).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler

3.1 1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

2-Hidroksi-5-nitrobenzaldehit Sigma-Aldrich/ABD
4,4-Dimetil-1,3-siklohekzandion Sigma-Aldrich/ABD

96 kuyucuklu plaka Therno Scientific/ABD
Absolii alkol Sigma-Aldrich/ABD
Amonyum asetat Sigma-Aldrich/ABD
Aseton Sigma-Aldrich/ABD
Asetonitril (HPLC Grade) Sigma-Aldrich/ABD
Aspartam Yigit Kimya/Tiirkiye
Benzil asetoasetat Sigma-Aldrich/ABD
Dekstran Merck-Millipore/Almanya
Dekstroz (D-(+)-glukoz) Merck-Millipore/Almanya

DMEM  (Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma-Aldrich/ABD
Medium)

DMSO (Dimetil stilfoksit (steril)) Applichem GmBH/Almanya
Etanol Sigma-Aldrich/ABD
Etil asetat Sigma-Aldrich/ABD

FDC Yesili (FD&C Green, No 3 (Fast Green Merck-Millipore/Almanya
FCF))

HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) Biochrom AG/Almanya
HEPES tampon ¢ozeltisi (1M) Corning/ABD

Hidroklorik asit (HCI, %37-39) Merck-Millipore/Almanya
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HPLC Inert Sustain® C18 Kolon (150mmx4.6 ~ Ant Teknik/Tiirkiye

mm, Sum)

Hiicre kiiltiir kaplar1 (Flask, T25 (25 cm?), T75 Greiner Bio- One/Almanya

(75 cm?))

Hiicre kiiltiirti insertleri (Transparan)

L-glutamin (200mM)

Mannitol (D-(-)-mannitol)

Membran filtre (0,22 pm/0,45 pm)
Metanol (HPLC Grade)

MTT (Metil tiyazol tetrazolyum bromiir)
PBS (Phosphate buffered saline, 10x)

PEG 200 (Polietilen glikol 200)

Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi (100x)

Poloksamer 188 (Kolliphor®P 188)
Poloksamer 407 (Kolliphor®P 407)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Potasyum Kloriir (KCI)

Propilen glikol

Pullulan

PVA (Polininil alkol, Mw 30-70 Da)
PVP K30 (Polivinil prolidon K30)
SDC (Sodyum deoksikolat)

SLS (Sodyum lauril siilfat)

ThinCerts™ Cell Culture Inserts;
1,0 um, 12 well plate, Greiner
Bio- One/Almanya

Biochrom AG/Almanya
Merck-Millipore/Almanya
Merck-Millipore/Almanya
Sigma-Aldrich/ABD

Applichem GmBH/Almanya
Biochrom AG/Almanya

Drogsan Pharmaceuticals/Tiirkiye

Cegrogen Biotech
GmbH/Almanya

Merck-Millipore/Almanya
Merck-Millipore/Almanya
Merck-Millipore/Almanya
Sigma-Aldrich/ABD
Merck-Millipore/Almanya
Nagase Co., Ltd./Almanya
Drogsan Pharmaceuticals/Ttlirkiye
Drogsan Pharmaceuticals/Ttlirkiye
Sigma-Aldrich/ABD

Merck-Millipore/Almanya
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Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat  Merck-Millipore/Almanya
(NaH2PO4.2H20)

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck-Millipore/Almanya
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich/ABD
SoluPlus® BASF Pharma/Almanya
Siikroz (D-(+)-sakkaroz) Merck-Millipore/Almanya
Siringa filtre (Steril, CA, 0,22 um) Merck-Millipore/Almanya
Trehaloz (D-(+)-trehaloz dihidrat) Sigma-Aldrich/ABD
Tripan mavisi Sigma-Aldrich/ABD

Tripsin (%0,25)-EDTA (%0,02) ¢ozeltisi (5x)  Biochrom AG/Almanya

3.1.2. Kullanilan Biyolojik Maddeler

A549 (Insan akciger kanseri hiicre hatt) American Type Culture
Hiicreleri Collection (ATCC)/ABD
Caco-2 (Insan epitel kolorektal American Type Culture
adenokarsinoma hiicre hatti) Hiicreleri Collection (ATCC)/ABD
FBS (Fetal Bovine Serum) Biochrom AG/Almanya

L.929 (Fare fibroblast hiicre hatt1) Hiicreleri American Type Culture
Collection (ATCC)/ABD

MCF-7 (Insan meme kanseri hiicre hatt1) American Type Culture
Hiicreleri Collection (ATCC)/ABD
SK-BR-3 (Insan meme kanseri hiicre hatt1) American Type Culture
Hiicreleri Collection (ATCC)/ABD

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Ambalaj kapatma cihazi SMPY202 20cm Masaiistii Manuel Poset
Agz1 Kapatma Makinas1 Demir/Ttirkiye



Biyogiivenlik kabini (Laminar flow)

Coziinme hiz1 tayin cihazi

Diferansiyel Taramali Kalorimetre

(DSC) Cihazt

Dijital mikrometre

Elektrik rezistans sistemi (Millicell-
ERS)

Fourier doniistimlii kiziltesi

spektrofotometresi
Hassas terazi

Hemasitometre

Inverted mikroskop Leica DMIL,

DFC 320 kamera sistemi ve software
Karbondioksit inkiibator

Liyofilizator

Manyetik karigtirict
Mikroplaka okuyucu

Millipore MilliQ su saflastirma

sistemi

Nem tayin cihazi

Partikiil Biiyiikliigii Tayin Cihazi
Partikiil Biiyiikliigli Tayin Cihazi

pH metre
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Faster BHG 2004 Biolab, Class 2/italya

CH-4312 Sotax ¢oziinme hiz1 tayin

cihazi/Isvicre

DSC Q 100 system, TA Instruments,
Delaware/USA

Mitutoyo Digimatic Micrometer
IP65/Japonya

Merck Millipore/Almanya

Perkin - Emler/ABD

Shimadzu AX200/Japonya

Marienfeld Haemacytometer Laboratory
Glassware/Almanya

Leica/Almanya

Sanyo MCO-18AIC/Japonya

Labconco FreeZone 4.5 Liter Benchtop
Freeze Dryer/ABD

IKA RET B/Almanya
VersaMax, Molecular Devices Co./ABD

Millipore Milli-Q-POD/ABD

Ohaus MB45/isvicre
Malvern Mastersizer 2000/Ingiltere
Malvern Zetasizer NanoZS/Ingiltere

Hannalnstruments HI 3220/USA



Refraktometre
Sogutmal1 versatile santrifiij

Taramal1 Elektron Mikroskobu

Texture Analyzer cihazi

Ultrasonik prob

Ultrasonik su banyosu

UV Spektrofotometre

X-Isim1 Difraktometresi

Yatay calkalayicili su banyosu

Yiiksek basinglt s1vi kromatografisi
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SCHMIDT HAENSCH ATRW2/Almanya
SIGMA 3-16K/Tiirkiye

QUANTA 400F Field Emission SEM,
Thermo Fisher Scientific, MA/USA

A.XT. Plus Texture Analyzer, Stable
Micro Systems/UK

Bandelin Sonopuls HD 2200
Homojenizator, Bandelin Electronic

GmbH & Co. KG/Almanya
Advantage-Lab AL04-12/ABD
Shimadzu UV-1700/Japonya

Ultima X-ray diffractometer, Ultima X-ray
diffractometer/Tokyo, Japan

Memmert/Almanya

Agilent 1200/Almanya
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3.2. Yontemler

3.2.1. M3, Nanosiispansiyon, Nanokristal ve Agizda Dagilan Film

Formiilasyonlar’’nin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

M3, nanosiispansiyon, nanokristal ve agizda dagilan  film
formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zelliklerini tayin etmek amaciyla; ultraviyole
(UV) spektrum taramasi, refraktif indeks, partikiil biylikligii dagilimi, taramali
elektron mikroskop (SEM), X-1smm1 kirinimi (XRD), fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopi (FT-IR) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizleri

yapilmistir.

UV Spektrum Analizi

Etkin maddenin miktar tayini ve validasyon c¢alismalarindan Once
maksimum absorbans verdigi dalga boyu tespit edilmistir. Bu amagla etkin
maddenin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢oziicli ortaminda 6,25 pg/mL
konsantrasyonundaki ¢6zeltisi hazirlanmistir. UV spektrofotometre (Shimadzu UV-
1700 Spektrofotometre, Japonya) cihazi ile 1x1 kuartz kiivetler kullanilarak 200-
800 nm dalga boyu araliginda tarama yapilmis ve etkin maddenin maksimum

absorbans verdigi dalga boyu kaydedilmistir.
Refraktif indeks Analizi

Bir maddenin refraktif indeksi (kirilma indisi), o maddenin erime, kaynama,
donma noktas1 ve yogunlugu gibi kendine has bir fiziksel o6zelliktir ve belirli
kosullar altinda sabit bir degerdir. Bu 0Ozellikten yararlanilarak maddelerin
taninmast veya Kkalitatif analizler yaninda, refraktif indeks ile konsantrasyon
arasindaki 1iliskiden yararlanilarak kantitatif analizler de yapilabilmektedir.
Elektromanyetik radyasyon bir ylizeye carptigt zaman ya yukar1 dogru
yansitilmakta ya da belli bir ag1 ile kirilarak yoluna devam etmektedir. Refraktif
indeks, temel olarak gelis agisinin siniisiiniin kirilma agisinin siniisiine orani ile

tespit edilmektedir.
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Etkin maddenin partikiil bliylikliigii analizi ve formiilasyon ¢alismalarinda
kullanilmak tizere oncelikle refraktif indeks analizi yapilmistir. Bu amagla M3’iin
asetonda (formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan organik ¢oziicii) 0,78 pg/mL, 1,25
pg/mL ve 2 pg/mL olmak iizere li¢ farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Hazirlanan c¢ozeltiler 25 + 0,5°C'de ¢ tekrarli olacak sekilde “SCHMIDT
HAENSCH ATRW2 Dijital Refraktometre” cihazi kullanilarak ve cihazin ilgili
kismina hazirlanan ¢ozelti 6rneklerinden damlatilmas: suretiyle analiz edilmistir
(Sekil 3.1.). Tekrarh olgiim degerleri ile konsantrasyon degerlerinden elde edilen
kalibrasyon dogrusunun x ekseni ile kesisim noktasi etkin maddenin refraktif
indeksi olarak kaydedilmistir. Refraktif indeks analizleri Ortadogu Teknik

Universitesi Merkez Laboratuvar’inda yapilmistir.

,h;,\\\

Sekil 3.1. Refraktif indeks 6lgiimii.
Partikiil Biiyiikliigii Analizleri

M3’lin sentez sonrasit herhangi bir islem uygulanmaksizin sahip oldugu
partikiil biytkligi analizi i¢in “Malvern Mastersizer 2000” cihazi kullanilmistir.
Oncelikle 30 mg M3, 5 mL distile suda dagitilarak dispersiyonu hazirlanmustir.
Hazirlanan dispersiyonun partikiil biiyiikliigii dagilimint 6lgmek i¢in, i¢ faz olan
M3’iin refraktif indeksi 1,3582 ve dis faz olan distile suyun refraktif indeksi 1,3300
olarak sisteme girilmistir. Ol¢iimler 6 kez tekrarlanmistir. Formiilasyon ¢alismalari
sirasinda hazirlanan nanosiispansiyon ve liyofilize edilmis kati toz halindeki
nanokristal formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiylikliigii ve polidispersite

indeksi (PDI), foton korelasyon spektroskopisi yontemi ve formiilasyonlarin zeta
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potansiyel degerleri, partikiillerin elektroforetik hareketliligi esasina gore “Malvern
Zetasizer NanoZS” cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim Olgiimler 3 kez

tekrarlanmistir.
Taramah Elektron Mikroskop Analizleri

Etkin maddenin, hazirlanan nanokristal ve agizda dagilan film
formiilasyonlarinin yiizey morfolojisi, sekilleri ve partikiil boyutunu incelemek
amaciyla oncelikle metal yuvarlak halkalar {izerinde cift tarafli bantlar yardimi ile
hazirlanan numuneler altin - palladyum ile kaplanmistir. Kaplama islemi sonrasi
numuneler 20 kV akselerasyon voltajinda “QUANTA 400F Field Emission SEM”
cihaz1 kullanilarak analiz edilmis ve farkli biiylitme oranlarinda goriintiiler
kaydedilmistir. Agizda dagilan film formiilasyonlarinin yiizey goriintiilemesine ek
olarak enine kesit goriintiileri de alimmustir. SEM analizleri Ortadogu Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvar’nda yapilmis olup analizler sirasinda hazirlanan

numuneler ve goriintiileme cihazi Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

Numunelerin yerlestirilmis oldugu
metal yuvarlak halkalar

Numune tablasimnin
yerlestirildigi kisim

Sekil 3.2. SEM analizleri sirasinda hazirlanan numuneler ve goriintiileme cihazi.
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Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizleri

Sicaklik degisimine karst kati bir maddenin fiziksel ve kimyasal
reaksiyonlar sonucunda degisen 6zelliklerinin 6lgiilmesi ve yorumlanmasi esasina
dayanan termal analizlerden DSC analizinde test 6rnegi ve referansi ayni sicaklikta
tutmak icin gerekli olan enerji Ol¢limii yapilmaktadir. Temelde maddenin 1s1
kapasitesinin sicaklikla nasil degistigini incelemek amaciyla kullanilan bir

analizdir.

Etkin maddenin, hazirlanan nanokristal ve agizda dagilan film
formiilasyonlarinin DSC analizleri Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ilag
ve Kozmetik AR-GE ve Kalite Kontrol Laboratuvar1 (HUNIKAL)’nda “DSC Q 100
system” cihazi kullanilarak yapilmistir. Aliiminyum pan igerisine tartilan
numunelerin (3-5 mg) DSC termogramlar1 50 mL/dak.’lik azot atmosferi altinda ve
10°C/dak. hizda 0-400°C sicaklik araliginda ¢ekilmistir.

X-Isin1 Kirimmmi Analizleri

XRD ile madde iizerine X-151n1 gonderilerek 1s1in sagilim 6zelligi gosterip
gostermedigi degerlendirilmektedir. Amorf yapidaki maddeler herhangi bir sagilma
ornegi gostermezken kristal yapidaki maddeler, maddenin kristal orgiistine spesifik
tekrarlanabilir bir pik deseni vermektedir. Maddenin amorf ya da kristal yapida
olmasi, bu yapilarin termodinamik agidan dayamklilik ve ¢6ziniirliik gibi bir¢cok
Ozelliginin birbirinden farkli olmasi sebebi ile formiilasyon ¢alismalar1 acisindan

oldukc¢a 6nemlidir.

Etkin maddenin, hazirlanan nanokristal ve agizda dagilan film
formiilasyonlarinin  XRD analizleri Ortadogu Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvar’inda “Ultima X-ray diffractometer” cihazi kullanilarak yapilmistir.
Analizler toz numuneler ic¢in 2°/dak. ve agizda dagilan filmler i¢in ise 1°/dak.

tarama hizinda, 40 kV voltajda ve 0-55 (20) tarama araliginda gerceklestirilmistir.
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Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi Analizleri

Molekiillerin infrared spektrumlar1 yardimiyla yapilarimin aydimnlatilmasi
esasma dayanan FT-IR analizleri ile kat1 ya da sivi halindeki organik bilesiklerin
yapilarindaki fonksiyonel gruplar, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve

yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilmektedir.

Etkin maddenin, hazirlanan nanokristal ve agizda dagilan film
formilasyonlarmin ~ FT-IR  spektrumlart  “Fourier  Doniistimlii  Kizilotesi
Spektrofotometre™ cihazi kullamlarak 4000-600/cm™ dalga sayis1 araliginda

¢ekilmis ve degerlendirilmistir.
3.2.2. Coziiniirliik Calismalar

M3'lin ¢oziiniirliik ¢alismalar1 igin WHO tarafindan 2018 yilinda yayinlanan
protokolde belirtilen kosullar dikkate alinmigtir (94). ilgili kilavuz baslangic noktas:
olarak aktif farmasotik bilesenden (API) ¢oOziiniirligiin 6n tahmini icin agik
kaynakli araclarin (¢izim programlari) kullanilmasini 6nermektedir. Bu amacla
Onerilen programlarda oncelikle yeni sentez iiriinii olan ila¢ adayr molekiiliin agik
kimyasal formiilii ¢izilmektedir. Sonrasinda program otomatik olarak molekiile ait
tahmini molekiiler agirlik, ¢oziintirlik, Log P ve P-gp substrati olup olmama
ozellikleri hakkinda bilgiler sunmaktadir. Buradan elde dilen bilgiler ¢oziintirliik
caligmalar1 sirasinda kullanilacak madde miktarlarinin (kilavuzda ilgili ¢oziicii
icinde ¢oziinecegi madde miktarindan %30-40 kadar fazla madde kullanilmasi
gerektigi bildirilmistir) belirlenmesinde de olduk¢a fayda saglamaktadir. Bu amagla
M3’lin tahmini ¢oziinilirlik degeri ve yaklasik %30-40 ¢Oziinmez olmasi igin

gereken kati miktar1 “http://www.swissadme.ch” adresinden hesaplanmustir.

M3’lin ¢oziiniirliik ¢alismasi, ilgili kilavuzda onerilen 3 farkli pH (pH 1,2
HCI, pH 4,5 Asetat, pH 6,8 Fosfat tamponlari) ve su ortaminda (3 mL), amber
renkli cam vialler kullanilarak, 80 devir/dak. hizda ve 37 + 1°C sicaklikta, yatay
calkalayicili su banyosunda, 2, 24, 48 ve 72 saat sonunda toplanan 6rneklerin daha
onceden gelistirilen ve valide edilen yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

yontemi ile analiz edilmesi suretiyle gerceklestirilmistir (n=3). Ornekler analiz
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edilmeden hemen 6nce 0,45 um por acikligina sahip seliiloz asetat (CA) filrelerden

stizlilmiistiir.

Kilavuzda maddeye ait ¢oziiniirliik degeri, farkli bekletme siirelerinde
yapilan analizlerle olusturulan ¢6ziiniirliikk (ng/mL)-zaman (saat) grafiginde egrinin
sabitlendigi nokta olarak bildirilmistir. Ayrica WHO 2018 kilavuzuna gore; etkin
maddenin ¢6ziiniirliigliniin dislik ya da yiiksek olma durumu “DSV (The dose:
solubility volume : Coziiniirlilk hacmi (mL))” hesabina gore yapilmaktadir. DSV,
etkin maddenin en yiiksek terapotik dozunu en diisiik ¢oziiniirliigiin gézlemlendigi
pH'da tamamen ¢o6zmek icin gerekli sivi hacmini temsil etmektedir. “mg /mL”
cinsinden hesaplanan en diisiik ¢oziiniirlige dayanarak DSV, en yiiksek terapotik
dozun (mg cinsinden), c¢alismada elde edilen c¢oziiniirlige (mL basina mg
cinsinden) boliinmesiyle hesaplanmaktadir. DSV; 1,2-6,8 pH araliginin tamaminda
250 mL'den az oldugunda bu etkin maddenin yliksek oranda ¢oziiniir oldugu kabul
edilmektedir. M3’tin ¢ozintrliginiin disik ya da yiksek olma durumun
belirlenebilmesi i¢in kilavuzun 6nerdigi gibi DSV degerleri hesaplanmistir ve elde
edilen sonuglar hem agik erisimli kaynagin bildirdigi tahmini sonuglar hem de ticari

DHP’lerin ¢oziiniirliik degerleri ile kiyaslanmistir.

Ayrica fiziksel karisim (FK-1) ve dondurularak kurutulmus nanokristal
formiilasyonlarinin (M3-NK) sudaki ¢oziintirligi, kilavuzda belirtildigi gibi M3’iin

¢Oziiniirliik calismalari ile ayn1 kosullar altinda 24 saat boyunca gerceklestirilmistir.
3.2.3. In vitro Céziinme Hiz1 Cahsmalar

M3, fiziksel karigim-1 (FK-1), nanosiispansiyon (M3-NS), nanokristal (M3-
NK) ve ADF formiilasyonlarinin (M3-ADF) in vitro ¢éziinme hizi galigmalari
“Sotax ¢oziinme hizi tayin cihazi” kullanilarak tayin edilmistir. C6ziinme ortami ve
analiz kosullar1 olarak FDA tarafindan ticari DHP tiirevlerinden amlodipin besilat
agizda dagilan tablet (ADT) formiilasyonlari i¢in 6nerilen kosullar temel alinmistir
(222). Bu amagla 0,12 mg etkin madde ve 0,12 mg etkin madde igeren
formiilasyonlar Tablo 3.1.’de belirtilen kosullar kullanilarak her bir seri i¢in 6
tekrarl1 olacak sekilde ¢ozlinme hizi tayin edilmistir. Coziinme hiz1 tayin yontemine

gore belirlenen siirelerde ornekler alinmistir ve her birine eksilen miktar kadar
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37°C’deki ¢oziinme ortamindan ilave edilmistir. Toplanan 6rnekler valide HPLC
yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen % ¢ozlinen M3 degerleri zamana karsi

grafige gecirilerek ¢oziinme hizi profilleri olusturulmustur.

Tablo 3.1. M3 ve formiilasyonlarin in vitro ¢dziinme hizi ¢alismalarinda kullanilan
kosullar (222).

Cihaz yontemi Aparat 2 (Pedal yontemi)
Aparat donme hiz1 (rpm) 50

Coziinme ortami 0,01 N HCI

Co6ziinme ortami miktart (mL) 500

Coziinme ortamu sicakligi (°C) 37+£0,5

Analiz siireleri (dak.) 2,5-5-7,5-10-15-20-25-30-45-60
Ornek hacmi (mL) 2

3.2.4. M3’iin In vitro Miktar Tayin Yontemi’nin Gelistirilmesi ve

Validasyon Calismalari

Deneysel ¢aligmalarda M3’lin miktar tayininde kullanilabilecek en uygun
analitik yontemin gelistirilebilmesi i¢in literatlir bilgileri dogrultusunda 6n
denemeler yapilmistir. Literatiirde DHP tiirevi etkin maddelerin HPLC miktar
tayini  yontemlerinde mobil faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su,
metanol:asetonitril:pH 3,0 trietilenamin ¢ozeltisi, metanol:su, metanol:pH 4,0
sodyum asetat, asetonitril:pH 4,8 postasyum dihidrojen fosfat monobazik (KH2PO4)
gibi karisimlarin kullanildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica ¢aligmalarin hemen
hemen hepsinde sabit faz olarak Cig kolon sistemi kullanilmistir (66, 80, 83, 223-
225). On denemelerden elde edilen bulgularin 1s13inda M3’iin miktar tayininde
kullanilmak iizere gelistirilen kromatografik yontem kosullar1 Tablo 3.2.°de

verilmistir.
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Tablo 3.2. M3’iin miktar tayininde kullanilmak iizere gelistirilen kromatografik
yontem kosullari.

Cihaz HPLC Agilent 1200 (Almanya)

Mobil Faz (h/h/h) Metanol:Asetonitril:Su (35:40:25)
Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4,6 x 150 mm, 5 pm)
Enjeksiyon Hacmi (uL) 20

Akis Hiz1 (mL/dak.) 1

Dedektor Diode Array Dedektor (DAD)

Analiz Sicakligi (°C) 25

Analiz Stiresi (dak.) 10

Dalga Boyu (nm) 241

Analitik yontem validasyon g¢aligmalari1 Uluslararas1 Uyum Konseyi (ICH)
ve WHO tarafindan 2015 ve 2018’de yayinlanan protokollerde belirtilen kosullar
dikkate alinarak yapilmistir (226, 227). Tablo 3.2.’de verilen kromatografik yontem
kosullar1 ¢oziintirliik, in-vitro ¢dziinme hizi, formiilasyonlarin yiikleme etkinligi ve
stabilite calismalarinda etkin madde miktarinin tayininde kullanilmistir. Bu analitik

yontemin validasyon c¢aligmalari i¢in asagidaki parametreler degerlendirilmistir.
-Dogrusallik (Dogrusal Aralik) (Linearity)
-Duyarlilik (Sensitivity)
- Dogruluk (Accuracy)
- Kesinlik (Precision)
- Tekrarlanabilirlik (Tekrar Edilebilirlik) (Repeatability)
- Ara Kesinlik (Orta Kesinlik) (Intermediate Precision)

- Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility)
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- Dayaniklilik (Stability)
- Ozgiinliik (Ozgiilliik, Segicilik) (Specifity, Selectivty)
Dogrusalhk

Dogrusallik, secilen konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile
orantilt olarak artan etkin madde pik alanlar1 arasindaki iligkinin dogrusal olup
olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan bir parametredir (226, 227). Bu
amagla, etkin maddenin mobil faz bilesimi i¢inde 100 ug/mL konsantrasyonda stok
cozeltisi hazirlanmistir. Stok c¢ozeltiden hareketle ve mobil faz ile yapilan
seyreltmeler sonucunda 0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25 ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarindaki standart ¢dozeltiler hazirlanmis ve HPLC analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen pik alanlart ve bunlara karsilik gelen
konsantrasyonlardan hareketle dogru denklemleri ve determinasyon katsayilar1 (R?)
hesaplanarak denklemin dogrusallig1 incelenmistir. Determinasyon katsayisinin 1°¢

yakin olmasina gore gelistirilen yontemin dogrusalligi degerlendirilmistir.
Duyarhhk

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesine yonelik saptanabilirlik
(limit of detection-LOD) ve tayin edilebilirlik smirlariin (limit of quantification-
LOQ) incelenmesi esasina dayanan bir parametredir. LOD degeri bir analitik
yontemin saptayabilecegi en kiiclik konsantrasyonu ifade ederken, LOQ degeri ise
kantitatif olarak kabul edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikte yontemin analiz
edebilecegi en kiiciik konsantrasyonu ifade etmektedir. LOD degeri, sinyal:giiriiltii
oranmin 3:1 oldugu konsantrasyon iken, LOQ degeri sinyal:giiriiltii oraninin 10:1

oldugu konsantrasyondur (226, 227).
Dogruluk

Kullanilan analitik yontem ile elde edilen bulgularin gercek degerlere
yakinliginin gosterilmesi amaciyla kullanilan bir parametredir (226, 227). Diisiik
(kalibrasyonun diisiik noktasi, 0,78 ug/mL), orta (kalibrasyonun orta noktasi, 6,25
pg/mL) ve yiliksek (kalibrasyonun en yiliksek noktasi, 50 pg/mL) diizeyde ii¢
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konsantrasyon belirlenerek her konsantrasyon noktasi igin 6 tane standart
hazirlanmistir. Standartlarin HPLC analizi ile elde edilen sonuglarinin gergek
degerlere yakinliklar1 Esitlik 3.1.’e gore hesaplanip % varyasyon katsayis1 (%VK)

ve % geri kazanim olarak ifade edilmistir.

% Geri Kazanim = (A-B) /Bx100 (3.1)
A: Tayin edilen konsantrasyon, B: Ger¢ek konsantrasyon

Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen 6l¢limleri arasindaki yakinliginin
derecesini ifade etmektedir. Yani spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen

bagimsiz analitik sonuglar arasindaki uyumun derecesidir (226, 227).
e Tekrarlanabilirlik

Diisiik (0,78 pg/mL), orta (6,25 pug/mL) ve yiiksek (50 pg/mL) diizeyde
belirlenen ii¢ konsantrasyon noktasi i¢in hazirlanan 6 standarttan hareketle, ayni
laboratuvar ve ayni cihaz kullanilarak gergeklestirilen tekrarli 6l¢timlerle uyum ve
uygunluk incelenerek tekrarlanabilirlik parametresi test edilmistir. Elde edilen
bulgulardan hareketle ortalama, SS ve % VK degerleri hesaplanmigtir. HPLC analizi
sonrast elde edilen sonuglar, %VK’nin %?2’den kii¢iik olma durumuna gore

degerlendirilmistir.
e Ara Kesinlik

M3 icin gelistirilen yontemin ara kesinlik c¢aligsmalari i¢in yine diistik (0,78
ug/mL), orta (6,25 pg/mL) ve yiiksek (50 pg/mL) olarak belirlenmis ti¢ diizeyde
her konsantrasyon noktasi i¢in 3 farkli giinde 3 standart hazirlanmistir. Hazirlanan
standartlarn HPLC analizleri yapilmis ve elde edilen bulgulardan hareketle
ortalama, SS ve %VK degerleri hesaplanmistir. Analiz sonrasi elde edilen sonuglar,

%VK’nin %2’den kii¢iik olma durumuna gore degerlendirilmistir.
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e Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, kullanilan analitik yontemin farkli analistler
tarafindan ayni1 giin igerisinde giivenirliliginin kanitlanmasi esasina dayanmaktadir.
Bu sebeple hazirlanan stok ¢ozeltiden hareketle ayni konsantrasyonlarda (0,78, 6,25
ve 50 pg/mL) 6 farkli ¢Ozelti hazirlanarak analiz edilmistir ve elde edilen
bulgulardan hareketle ortalama, SS ve %VK degerleri hesaplanmistir. Sonugclar,

%VK’nin %2’den kii¢iik olma durumuna gore degerlendirilmistir.
Dayamkhihk

Analiz siiresince kullanilan etkin maddenin dayanikli olup olmadiginin
saptanabilmesi i¢in yapilan bir validasyon ol¢iitiidiir (226, 227). Bu amagla, etkin
maddenin diistik (0,78 pg/mL), orta (6,25 pg/mL) ve yiiksek (50 pg/mL) diizeyde
belirlenen ii¢ konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler
25°C’de 0, 4, 12, 24 saat ve +4°C’de 24 saat bekletilmistir. Cozeltilerden
hazirlandig1 anda ve belirlenen siirelerin sonunda alinan drnekler analiz edilerek
konsantrasyondaki degisim incelenmistir. HPLC analizi ile elde edilen sonuglarin

degerlendirmesi % VK’ nin %2’den kiiclik olma durumuna gore yapilmistir.
Ozgiilliik

Gelistirilen yontemin analiti, 6rnek i¢inde bulunabilecek diger maddelerin
varhiginda (safsizlik, parcalanma ya da bozunma {iriinleri gibi) ayirt edebilme ve
dogru bir sekilde 6lgebilme yeteneginin derecesini gosteren bir parametredir (226,
227). Yontemin O6zgiinliigiinii test etmek amaciyla ayni dalga boyunda (241 nm)
M3’iin, ¢oziinme ortaminin ve formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin ayri

ayrt HPLC analizleri yapilarak elde edilen kromatogramlar karsilagtirilmistir.

3.2.5. Nanokristal Formiilasyonu Hazirlanmasinda Kullanilacak
Yontem ve Formiilasyon Bilesenlerinin Belirlenmesi

Bu tez kapsaminda formiile edilmek iizere segilen etkin madde olan M3’iin
suda ¢Oziiniirliik sorunu oldugu icin 6ncelikle ¢oziiniirliigiinii artirmak amaciyla
uygun bir teknoloji olan NKT ile nanosiipansiyonlart hazirlanmistir. M3

nanosiispansiyonlarinin hazirlanmasinda asagidan yukariya (bottom-up), yukaridan
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asagiya (top-down) ve bu yontemlerin kombinasyonu olan bir kombine yontem
kullanilmistir. Asagidan yukariya yontemi ¢oktiirme teknigi, top-down yontemi ise

ultrasonikasyon tekniginden olusmaktadir.

M3 Nanokristallerinin  Hazirlanmasinda Kullanilacak Yontem

Parametrelerine iliskin Onformiilasyon Calismalar

M3’iin yeni sentezlenmis bir molekiil olmasi en uygun stabilizan/stabilizan
orant ve en uygun kriyoprotektan/kriyoprotektan oraninin  belirlenmesi
calismalarindan 6nce, segilen hazirlama yontemleri icin degisen yontem kosullarina
kars1 formiilasyon c¢iktilarinin degerlendirilmesi gerekliligini dogurmustur. Bu
amagla, oOncelikle PVA ile degisen yontem kosullarina karst formiilasyon
ciktilarinin hangi yonde degistigi degerlendirilmistir. Farkli yontem kosullar
kullanilarak hazirlanan PVA-M3 nanokristal formiilasyonlarina ait formiilasyon
parametreleri Tablo 3.3.’de verilmistir. Ayni stabilizan kullanilarak farkli yontem
kosullar1 ile hazirlanan formiilasyon g¢iktilarindan yola ¢ikarak en iyi yontem

kombinasyonu belirlenmistir.

Tablo 3.3. Farkli yontem kosullart kullanilarak hazirlanan PVA-M3 nanokristal
formiilasyonlarina ait formiilasyon parametreleri.

Formiilasyon Stabilizan Kanstirma Kangtirma Coktirme Sonikasyon  Sonikasyon  Konsantrasyon

Yiizdesi Hizi (rpm)  Siiresi Sicakhigi Giicii (W) Siiresi (ng/mL)
(%) (dak.) (°C) (dak.)

F1 01 800 25 10°C | 200 2,5 1,25

F2 0,1 400 25 10°C | 200 2,5 1,25

F3 01 800 5 10°C | 200 2,5 1,25

F4 0,1 800 25 35°C 200 25 1,25

F5 0,1 800 25 10°C | 100 25 1,25

F6 0,1 800 25 10°C | 200 5 1,25

F7 0,1 800 25 10°C | 200 25 0,5

F8 0,5 800 25 10°C | 200 25 1,25
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PVA-M3 Nanokristal Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Stabilizan olarak PVA’nin kullanildigt M3 nanokristal formiilasyonlarini
hazirlamak tizere F7 haricindeki her bir formiilasyon i¢in aseton: PEG 200 (1:1,
h/h) ¢oziicii karigimi kullanilarak 5 mg/mL konsantrasyonunda M3 ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Amber renkli cam siselerde hazirlanan karisim 1 saatlik karisma
siiresinden sonra 0,45 um por agikligina sahip politetrafloretilen (PTFE) siringa
filtreden siiziilerek sar1 renkli berrak ilag ¢ozeltisi elde edilmistir (Coziicii fazi).
Ardindan F8 haricindeki her bir formiilasyon i¢in distile su kullanilarak hazirlanan
%0,1’lik PVA ¢ozeltisi 0,45 pm por agikligina sahip CA siringa filtreden siiziilerek
stabilizan ¢ozeltisi hazirlanmistir (Anti-¢oziicli fazi). Hazirlanan 9 mL anti-¢oziicii
faz1 farkli sicakliklarda (10°C’nin altinda-35°C) ve farkli karistirma hizlarinda
(400-800 rpm) karisirken 1 mL ¢oziicii faz1 hizli bir sekilde anti-¢6ziicli fazina ilave
edilmistir. Farkli karistirma siirelerinde (2,5-5 dak.) karisan nihai karisim farkli
sonikasyon giicii (100-200 W, %5x10 devir) ve sonikasyon siirelerinde (2,5-5 dak.)
“ultrasonik prob” kullanilarak sonike edildikten sonra santrifiij tiiplerine
aktarilarak 13500 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmistir. Ultrasantrifiij islemi sonrasi
siipernatan dekante edilerek ¢okelek 4 mL %0,1 PVA ¢ozeltisinde dagitilmistir. F7
icin ¢oziicli faz1 olarak 2 mg/mL’lik M3 ¢ozeltisi ve F8 i¢in anti-¢oziicii faz olarak
%0,5°lik PVA ¢ozeltisi kullanilarak ayni hazirlama teknigi ile PVA-M3 nanokristal
formiilasyonlar1  hazirlanmistir.  Hazirlanan  nanosiispansiyonlarin  partikiil
biylkligl, “Malvern Zetasizer NanoZS” cihazi kullanilarak ol¢iilmistiir (n=3).
Tiim formiilasyon denemeleri M3’iin giin 1518indan etkilenmesi nedeni ile karanlik

ortamda gergeklestirilmistir.

Farkhh Stabilizan Tiirii ve Oranlar1 Kullanilarak M3 Nanokristal

Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Stabilizan olarak PVA’nin kullanildig1 6nformiilasyon galismalarindan elde
edilen sonuglar dikkate alinarak belirlenen yontem kosullart ile daha ileri
formiilasyon c¢alismalari i¢in farkli stabilizan tiiri ve oranlar1t kullanilarak
denemeler yapilmistir. Bu amacla PVA, PVP K30, SoluPlus® gibi polimerik
stabilizanlar ve poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve SLS gibi yiizey aktif
madde  Ozelligindeki  stabilizanlar ~ %0,05-0,1-0,5-1-2  (a/h)  oranlarinda
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kullanilmistir. Coktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu ile M3
nanokristal formiilasyonlar1 asagidaki sekilde hazirlanmis  olup M3
nanosiispansiyonlarinin  hazirlanma teknigi Sekil 3.3.’de sematik olarak

Ozetlenmistir.

Her bir formiilasyon i¢in amber renkli cam siselerde aseton: PEG 200 (1:1,
h/h) ¢oziicii karisimi kullanilarak 5 mg/mL konsantrasyonunda M3 c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Karisim 1 saatlik karigma siiresinden sonra 0,45 um por agikligina
sahip PTFE siringa filtreden siiziilerek sar1 renkli berrak ilag c¢ozeltisi elde
edilmistir (Coziicti faz1). Ardindan her bir formiilasyon igin distile su kullanilarak
farkli stabilizan tiirti ve oranlarinda (%0,05-0,1-0,5-1-2, a/h) stabilizan ¢ozeltileri
hazirlanmis ve 0,45 pm por agikligina sahip CA siringa filtreden siiziilmiistiir
(Anti-¢oziicii fazi). Hazirlanan 9 mL anti-¢6ziicii fazi, (¢6zelti sicakligi 10°C’nin
altinda tutularak) 800 rpm’de bir manyetik karistirici lizerinde karigirken, 1 mL
¢oziicli faz1 hizli bir sekilde anti-¢oziicii fazina ilave edilmistir. 2,5 dak. karigtirma
ile elde edilen nihai karisim “ultrasonik prob” kullanilarak 200 W (%5x10 devir)
sonikasyon giiciinde 5 dak. sonike edilmistir. Sonikasyon islemi sonrasi igerik
santrifiij tiiplerine aktarilarak 13500 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmis ve siipernatan
dekante edilerek ¢okelek 4 mL kullanilan stabilizan ¢ozeltisinde dagitilmistir.
Hazirlanan nanostispansiyonlarin partikiil biiytikligi, “Malvern Zetasizer NanoZS™
cihazt kullanilarak 3 tekrarli olacak sekilde Olcililmiistiir. Tiim formiilasyon
calismalari M3’lin giin 1s18indan etkilenmesi nedeni ile karanlik ortamda

gerceklestirilmistir.
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Ultrasonik prob
M3 gozeltisi (200 W - %5 x 10 devir - 5 dakika)
(5 mg/mL)

M3

L. . nanokristalleri
Stabilizan ¢ozeltisi
(%0,05-0,1-0,5-1-2, a/h)

4> Buz banyosu (10°C |) * <
@
g ® = ®
- -
Manyetik karistirict - - - -—
(800 rpm — 2.5 dakika)
M3
Coktiirme Ultrasonikasyon nanosiispansiyonu

Sekil 3.3. M3 nanosiispansiyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Farkh Kriyoprotektan Tiirii ve Oranlarn Kullanilarak M3 Nanokristal

Formiilasyonlarinin Kurutulmasi

Farkli stabilizan tiirii ve oranlar1 kullanilarak hazirlanan nanosiispansiyon
formiilasyon c¢iktilar1 degerlendirilmis olup optimum formiilasyon olarak %0,5
poloksamer 188 ile hazirlanan M3 nanokristal formiilasyonu (M3-NS) secilmistir.
Farkli kriyoprotektan tiirli ve oranlart i¢in optimum formiilasyon ve distile su
kullanilarak farkli tiir (mannitol, trehaloz, siikroz, dekstran ve dekstroz) ve
oranlarda (%1,25-2,5-5) hazirlanan kryoprotektan ¢ozeltileri 1:1 (h/h) oraninda
karistirildiktan sonra -20°C’de 12 saat bekletilerek dondurulmustur. Kati haldeki
donmus karisim 12 saatin sonunda -55°C sicaklik ve 0,100 mBar vakum basinci
kosullarinda  “liyofilizatérde” 48 saat boyunca bekletilerek kurutulmustur.
Kurutulan kati nanokristal formiilasyonlarindan 4 mg tartilip, 2 mL distile suda
dagitildiktan sonra “Malvern Zetasizer NanoZS” cihaz1 kullanilarak 3 tekrarli
olacak sekilde partikiil biylkligi Ol¢iimi yapilmistir. Tim formiilasyon
calismalari M3’lin giin 1s18indan etkilenmesi nedeni ile karanlik ortamda
gergeklestirilmistir. M3 nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve kurutulmasi

Sekil 3.4.”de sematik olarak 6zetlenmistir.
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Ultrasonik prob
4 M3 gozeltisi (200 W - %35 x 10 devir -5 dakika)
(5 mg/mL)

M3 nanokristalleri
~430 nm

%0.5 Poloksamer 188 ¢ozeltisi LiYOFILIZASYON
2 banvos o (-35°C) - 0,100 mBar - 48 saat
- Buz banyosu (10 °C 1) » ‘ Kriyoprotektan gizeltisi
® (%1,25-2,5-5, arh)
=Y ® - ®
- -
- - -
Manyetik karigtirict - -
(800 rpm — 2,5 dakika) Dondurularak
R . . - kurutulmu
Coktiirme Ultrasonikasyon M3 nanosiispansiyonu mus
M3 nanokristalleri
~320 nm

Sekil 3.4. M3 nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve kurutulmasinin
sematik gosterimi.

Fiziksel Karisim-1’in Hazirlanmasi

Fiziksel karisim-1 (FK-1), M3-NK formiilasyon bilesiminde bulunan kati
maddelerden M3 ve poloksamer 188’in formiilasyonda bulundugu oranlarda (M3 :
poloksamer 188, 1 : 9, a/a) tartilarak homojen bir sekilde karistirilmas1 sureti ile

hazirlanmstir.

3.2.6. Agizda Dagillan Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasinda

Kullamlacak Yontem ve Formiilasyon Bilesenlerinin Belirlenmesi

Onformiilasyon Calismalar1 ile En Uygun Plastiklestiricinin
Belirlenmesi

Agizda dagilan film (ADF) formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in “¢coziicii
ddokme yontemi” segilmis olup film yapici ajan olarak “pullulan” tercih edilmistir.
Pullulan ile en uyumlu plastiklestirici tiiriiniin belirlenmesi amaciyla ¢esitli
onformiilasyon calismalar1 yapilmistir.  Onformiilasyon calismalar1 sirasinda
hazirlanan plasebo film bilesenleri ve oranlari Tablo 3.4.°de verilmistir.
Onformiilasyon ¢alismalarindan elde edilen plasebo ADF formiilasyonlar:
homojenlik, yayilabilirlik, yapiskanlik ve kaliptan ¢ikma, esneklik ve sertlik
acisindan degerlendirilmis olup en iyi film 6zelliklerine sahip olan kompozisyon ile

ADF formiilasyon calismalarina devam edilmistir.
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Tablo 3.4. Onformiilasyon ¢alismalarinda kullanilan plasebo film bilesenleri ve
oranlart.

Bilesen (%) Madde ADF-1 ADF-2 ADF-3
Fonskiyonu

Pullulan Film yapic1 ajan 5,6 5,6 5,6

Gliserol Plastiklestirici 3,3

Sorbitol Plastiklestirici - 3,3

Propilen Glikol Plastiklestirici - - 3,3

Aspartam Tatlandirici 0,2 0,2 0,2

FDC Yesili Renklendirici 1 1 1

(damla)

Distile Su Coziici 90,89 90,89 90,89

Bir birim plasebo ADF formiilasyonunun hazirlanmasi igin; 2 mg aspartam
bir cam sisede 0,6 mL distile suda ¢oziilirken (A), baska bir cam sisede 5,6 mg
pullulan ve 3,3 mg plastiklestirici madde 0,31 mL distile suda ¢oziilmiistiir (B). A
karigimi, 800 rpm’de bir manyetik karistirict iizerinde karisan B karisimi iizerine
ilave edilmis ve olusan karisima (C) son olarak 1 damla FDC yesili (10 pg/mL)
eklendikten sonra nihai karigim (D) oda sicakliginda yaklasik 10 saat
karistirilmistir. Homojen bir karisim elde edildikten sonra 0,8 mL viskoz sivi1 igerik
2x2 cm? boyutlarindaki Kare tekli dozlara boliinmiis plastik kaliplara aktarilmistir.
Kaliplardaki karigimlar etiivde 40°C’de yaklasik 18-20 saat kadar kurutulmustur
(Bir seri tiretim 10 ADF miktari iizerinden hazirlanmis olup iiretim sonunda 9 ADF

elde edilmistir).
M3-NK Iceren Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarimin Hazirlanmas:

NKT kullanilarak  sudaki ¢Ozlniirliigli artirilmis  optimum M3
nanokristallerinin (M3-NK) ADF formiilasyonlar1 “¢oziicii dokme ydntemine” gore
Sekil 3.5.°de oOzetlendigi gibi hazirlanmigtir. Hazirlanan M3-ADF formiilasyon

bilesenleri ve oranlar1 Tablo 3.5.’de verilmistir.

Bir birim M3-NK igeren ADF (M3-ADF) formiilasyonu; 0,15 mg M3’e
esdeger M3-NK tartilarak ve plastiklestirici olarak propilen glikol kullanilarak
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Bolim 3.2.6.’da “Onformiilasyon Calismalar1 ile En Uygun Plastiklestiricinin
Belirlenmesi” bashg altinda belirtildigi sekilde hazirlanip 2x2 cm? boyutlarindaki
kare tekli dozlara boliinmiis plastik kaliplara aktarilmistir. Kaliplara aktarilan sivi
film igerikleri Sekil 3.6.’da gosterilmistir. Kaliplardaki karisimlar etiivde 40°C’de
18 saat kadar kurutulmustur. Elde edilen kuru filmler M3’{in giin 1s18indan
etkilenmesi ve filmlerin nem ¢ekmesi nedeni ile aliiminyum folyodan yapilmis
ambalaj materyali kullanilarak paketlenmistir. Paketleme islemi i¢in kullanilan
aliminyum folyo materyali, ADF’lerin paketlenmesinde kullanilan ambalaj
kapatma cihazi, kuruma sonrasi elde edilen filmlerin goriintiisii ve ambalajlanmis

ADF formiilasyonu sirastyla Sekil 3.7. - Sekil 3.9.’da gdsterilmistir.

Tablo 3.5. M3-NK i¢eren ADF formiilasyon bilesenleri ve oranlari.

Bilesen (%) Kullanim amaci M3-ADF
M3-NK Etkin madde 0,15
Pullulan Film yapict ajan 5,6
Propilen Glikol Plastiklestirici 3,3
Aspartam Tatlandirici 0,2

FDC Yesili (damla) Renklendirici 1

Distile Su Coziici 90,89
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Aspartam + M3-NK Pullulan + Propilen glikol
Cozeltisi Cozeltisi A

C
— —
1 saat karisma (800 rpm)
Kaliplara N INTUNT . )
LN - @
NTIRTINT N

Ambalajlama
18 saat kurutma

(40 °C)

10 saat kariyma (800 rpm)

Sekil 3.5. M3-NK igeren ADF (M3-ADF) formiilasyonunun hazirlanmasi.

Sekil 3.6. Kaliplara aktarilan sivi film igeriklerinin goriintiisii.



89

Sekil 3.7. ADF formiilasyonlarinin ambalajlanmasinda kullanilan materyal
(aliminyum folyo).

Sekil 3.8. ADF formiilasyonlarinin paketlenmesinde kullanilan ambalaj kapatma
cithazi.
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Sekil 3.9. Kuruma sonrasi elde edilen filmlerin goriintiisii ve ambalajlanmis ADF
formiilasyonu.

Fiziksel Karisim-2’nin Hazirlanmasi

Fiziksel karigim-2 (FK-2), M3-ADF formiilasyon bilesiminde bulunan kati
maddelerden M3-NK, pullulan ve aspartamin formiilasyonda bulundugu oranlarda
(M3’e esdeger M3-NK : pullulan : aspartam, 0,12 : 44,8 : 1,6, a/a/a) tartilarak

homojen bir sekilde karistirilmasi sureti ile hazirlanmastir.

3.2.7. M3-NK Iceren Propilen Glikol Bazh Agizda Dagilan Filmlerin
Karakterizasyonu

Hazirlanan optimum ADF formiilasyonlar1 (M3-ADF) {izerinde cesitli
standartlar ve farmakope gerekliliklerine gore Kiitle tekdiizeligi (agirlik
degiskenligi), kalinlik, yiizey pH’s1, nem tayini, icerik tekdiizeligi, dagilma (petri
kab1 yontemi ve damla yontemi), mekanik kontroller (katlanma direnci (folding
endurance), gerilme direnci (tensile strength), % uzama (elongation at break/
percent elongation) ve elastik modiiliis (Young’s modulus) ve in vitro ¢éziinme

testi gibi karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmustir.
Kiitle Tekdiizeligi (Agirhk Degiskenligi) Testi

Kiitle tekdiizeligi testi, Avrupa Farmakopesi’nde “Oromukozal Preparatlar
(Oromucosal Preparations)” bolimiinde (Tek Dozluk Preparatlar igin Kiitle



91

Tekdiizeligi, yontem 2.9.5.) belirtilen kosullara gore yapilmistir. Bu amagla rastgele
secilen 20 adet ADF bir terazi yardimi ile tek tek tartilarak agirliklar1 belirlenmistir
(201). Elde edilen sonuglar ortalama, SS ve %VK olarak verilmis olup, sonuglarin
istatistiksel olarak farmakope gerekliliklerine uygunlugu degerlendirilmistir.
Avrupa Farmakopesi'ne gore; ikiden fazla filmin agirligi ortalama film agirliginin
Tablo 3.6.’da belirtilen %sapma degerinden fazla olmamalidir. Ayrica higbir filmin

agirhi@inin bu %sapma degerinin iki katindan fazla olmamasi gerekmektedir (201).

Tablo 3.6. Oromukozal preparatlarin kiitle tekdiizeligi i¢in  Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen kriterler (201).

Ortalama agirhk %Sapma

80 mg veya daha az +10

80 mg’dan biiylik ve 250 mg’dan kiigiik +75

250 mg veya daha fazla +5
Kalinhk Testi

ADF formiilasyonlarinin kalinligi, homojen ve tekdiize bir liretimin yani
sira doz orantisalligi ve filmin dagilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Hazirlanan
ADF formiilasyonlarinin kalinhigi, bir “dijital mikrometre (Mitutoyo Digimatic
Micrometer IP65, Japan)” yardimi ile filmin ortas1 ve kdse noktalari olmak tizere
bes farkli noktadan &l¢iim yapilarak belirlenmistir. Olgiimler 10 adet ADF
formiilasyonu i¢in gergeklestirilmis olup elde edilen bulgular hesaplanan cesitli
istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %Bagil standart sapma (%BSS)) ile
degerlendirilmistir (207-209, 211, 228). Ortalama film kalinliginin 5-200 pm
arasinda olmasi ve filmlerin kalinligindaki maksimum degisimin %5’in altinda

olmasi gerektigi bildirilmistir (209, 211, 229).

Yiizey pH Testi

ADF formiilasyonlarmin kullanim sonrasi dagilmasi ve c¢oziinmesi ile
olusan asidik ya da bazik pH oral mukozay1 yakindan etkilemektedir. Ideal bir
ADF’in yiizey pH’mnin nétre yakin olmasi istenmektedir (214). Hazirlanan ADF

formiilasyonlariin oral mukoza iizerinde olasi tahris etkilerinin degerlendirilmesi
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icin yilizey pH’smin &lgiilmesi ve belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla 2x2 cm?
boyutlarindaki 6 adet ADF’in her biri amber renkli cam siselerin igerisine
yerlestirilerek {izerlerine 5 mL distile su ilave edilmistir. Agizlar1 kapatilan siseler
manyetik karistiric1 tizerinde 1 saat kadar karistirildiktan sonra bir “pH metre
elektrotu” yardimi ile nihai ¢ozeltilerin pH degerleri olgiilmiistiir. Elde edilen
bulgular hesaplanan gesitli istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %BSS) ile
degerlendirilmistir (208, 230, 231).

Nem Tayini

ADF’lerin nem igerigi formiilasyonun stabilitesini etkileyen en Onemli
parametrelerden biridir. Hazirlanan ADF’lerin nem igeriginin belirlenmesi amaciyla
skalas1 sifirlandiktan sonra “nem tayin cihazina (Ohaus MB45, Switzerland)” 13
adet ADF (yaklasik 1 g) yerlestirilmis ve numune agirligi sabitlenene kadar
kizil6tesi 1s1ma bileseni kullanilarak 105°C’de analiz gergeklestirilmistir. Su
kaybinin sabitlendigi andaki %mnem miktar1 ADF’lerin nem igerigi olarak

kaydedilmistir (198, 207, 211).

Icerik Tekdiizeligi Testi

Doz homojenliginin saglanmasi amaciyla yapilan icerik tekdiizeligi testi,
Avrupa Farmakopesi’nde “Oromukozal Preparatlar (Oromucosal Preparations)”
boliimiinde (Tek Dozluk Preparatlar igin Igerik Tekdiizeligi, ydntem 2.9.6.)
belirtilen kosullar dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Bu amagcla rastgele segilen
2x2 cm? boyutlarindaki 10 adet ADF’in her biri amber renkli cam siselerin igerisine
yerlestirilerek tizerlerine 10 mL yapay tiikiirik sivis1 (pH 5,7) ilave edilmistir.
Agizlan kapatilan siseler manyetik karistirict iizerinde 1 saat kadar karistirildiktan
sonra her bir ¢ozelti 0,45 um por acikligina sahip CA siringa filtrelerden
stizilmiistiir. Yapay tiikiiriik sivisi ile seyreltilen 6rnekler 241 nm’de valide HPLC
miktar tayin yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar icin ¢esitli
istatistiksel parametreler (Ortalama, SS ve %BSS) hesaplanmistir. Ayrica
farmakope gerekliliklerine uygunlugun degerlendirilmesi amaciyla Esitlik 3.2."ye

gore kabul degeri (KD) de hesaplanip belirlenmistir (202).

KD=IM-XI +ks (3.2)
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X: Bireysel film igerik tekdiizeligi bulgularinin % ortalamasi, M: Referans deger, k: Kabul

edilebilirlik sabiti (n=10 iken 2,4 olarak alinmaktadir; n: Film say1s1), S: Standart sapma
Eger, % 98,5 <X <% 101,5 ise, M = X (KD = ks)
Eger, X <% 98,5 ise, M = % 98,5 (KD = 98,5 - X + ks)
Eger, X> % 101,5 ise, M = % 101,5 (KD = X - 101,5 + ks)

ADF formiilasyonlar1 iizerinde yapilacak igerik tekdiizeligi ¢alismalarinda
biyolojik ortami (viicut kosullarini) taklit etmek amaciyla yapay tikiiriik sivisi
kullanilmistir. Igerik tekdiizeligi calismalarinda kullanilan yapay tiikiiriik sivisi, Na
ve ark. (232) tarafindan belirtilen teknige gore hazirlanmis olup yapay tiikiiriik
sivist bilesenleri Tablo 3.7.’de verilmistir. Tablo 3.7.’deki maddeler belirtilen
miktarlarda hassas terazide tartildiktan sonra bir siseye aktarilarak distile su ile 1
L’ye tamamlanmistir. Yaklasik 1 saat bir manyetik karistirict lizerinde karigan
¢ozeltinin pH’s1, 0,1 N HCI ¢ozetisi ile pH metre kullanilarak 5,7 ye ayarlanmustir.
Nihai ¢ozeltide ortak iyon etkisi ile meydana gelen ¢okmenin (bulanma) giderilmesi

amaciyla ¢ozeltiden 2-3 dak. karbondioksit gaz1 gegirilmistir.

Tablo 3.7. pH 5,7 yapay tiikiiriik sivisinin bilesenleri (232).

Bilesen Miktar (g)
Sodyum kloriir 0,844
Potasyum kloriir 1,2
Kalsiyum kloriir dihidrat 0,193
Magnezyum kloriir hekzahidrat 0,111
Potasyum fosfat dibazik 0,342
Distile su km (mL) 1000

Mekanik Kontroller

Hazirlanan ADF formiilasyonlarinin  elastik  yapilarn  ve  fiziksel
dayanikliliklarin1 saptamak amaciyla % uzama (ADF’lerin uzama yiizdesini ifade

eden bir parametre) ve elastik modiiliis (ADF'lerin sertligini tanimlayan bir
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parametre) degerleri, katlanma (ADF'lerin kirilganliginin gostergesi olan bir
parametre) ve gerilme direngleri (ADF’in koptugu noktaya uygulanan maksimum
kuvveti ifade eden bir parametre) belirlenerek mekanik  6zellikleri
degerlendirilmistir. Mekanik testlerin yapilmast amaciyla “Texture Analyzer
(A.XT. Plus Texture Analyzer, Stable Micro Systems, UK)” cihazi kullanilmistir
(Sekil 3.10.). 2x1 cm? boyutlarinda kesilmis filmlerin (mekanik analizlerde
kullanilan ADF’in kemik seklinde kesilmesi 6nerilmektedir) u¢ kisimlar1 cihazin 10
mm araliklarla tutulan iki kiskaci arasina yerlestirilmistir. Filmin kiskaglar arasina
sabitlenmesinden sonra iist kiska¢ 0,5 mm/dak. sabit bir hizla ¢ekilerek film
gerilmeye baslamis ve filmin kopmus oldugu noktada cihaz verileri kaydedilmistir.
ADF'in katlanma direnci ise, filmin kirilincaya kadar ayni yerden katlanmasiyla
Olgtilmistiir (198, 208, 209, 228). Tiim mekanik 6lgiimler ti¢ ADF formiilasyonu

tizerinden gergeklestirilmistir (n=3).

Sekil 3.10. ADF formiilasyonlarinin mekanik kontrollerinde kullanilan cihaz.

Dagilma Testi

ADF formiilasyonlarinin dagilma siirelerinin belirlenmesi, literatiirde

onerildigi gibi “Petri Kabi Yontemi (petri dish method) ” ve “Damla Yéntemi (drop
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method) ” olmak tizere iki farkli yontem ve distile su (pH 6,4) ile yapay tiikiiriik
stvist (pH 5,7) olmak iizere iki farkli ortam kullanilarak gergeklestirilmistir. Petri
kab1 yonteminde Sekil 3.11.°de gosterildigi gibi bir petri kabina 2 mL distile su
veya yapay tiikiiriik sivisi alinip ortamin yiizeyine bir ADF yerlestirilmistir. ADF’in
dagilmaya basladigi ilk slire ve tamamen kayboldugu siire kaydedilmistir. Bu
yontemde ADF’in yerlestirildigi petri kab1 ¢alisma boyunca calkalanmadan sabit
tutulmustur. Damla yonteminde ise, Sekil 3.12.°de gosterildigi gibi diiz bir petri
kabina yerlestirilen ADF’in iizerine Sekil 3.13.’de gosterildigi gibi bir mikropipet
yardimut ile bir damla distile su veya yapay tiikiiriik sivist damlatilmigtir. Damlatilan
damlanin zamanla ADF’i ¢6zmesi sonucu ADF’de delik olusana kadar gegen siire,
dagilma siiresi olarak kaydedilmistir. Her iki yontem ve ortam i¢in 6’sar adet ADF
kullanilmis olup (n=6), sonuglar gesitli istatistiksel parametrelerin (Ortalama ve SS)

hesaplanmasi ile degerlendirilmistir (198).

Sekil 3.11. Petri kab1 yontemine gore ADF formiilasyonlarinin dagilma testi.
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Sekil 3.12. Damla yontemine gore ADF formiilasyonlarmin petri kaplarina
yerlestirilmesi.

Sekil 3.13. Damla yontemine gére ADF formiilasyonlarinin dagilma testi.

3.2.8. Stabilite Calismalar:

ADF formiilasyonlarin kisa siireli hizlandirilmig stabilite c¢aligsmalari
literatiirde Onerildigi gibi gergeklestirilmis olup, Oncelikle hazilanan M3-ADF’ler
ambalaj kapatma cihazi ile tekli paketler halinde paketlenmistir. Aliiminyum
paketler icerisindeki M3-ADF formiilasyonlar1 4 hafta boyunca 40°C + 2 °C ve
%75 + 5 nem ile kontrol edilen bir stabilite kabininde saklanmistir. Periyodik
araliklar (0, 15. ve 30. giin) ile alinan o6rneklerin morfolojik 6zellikleri, kiitle

tekdiizeligi, kalinlik degerleri, ylizey pH’s1, nem tayini, icerik tekdiizeligi ve
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dagilma (petri kab1 yontemi ve damla yontemi) siireleri Boliim 3.2.7.’de belirtildigi

gibi analiz edilerek ADF 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir (233).
3.2.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

M3’iin yeni sentezlenen bir molekiil olmas1 nedeni ile BCS’deki yerinin
tespiti, M3 iceren nanokristal ve agizda dagilan film formiilasyonlarinin hiicre
canlilig: iizerine etkisinin arastirilmast ve secilen optimum formiilasyonlarin etkin
maddenin intestinal geg¢irgenligi (permeabilitesi) tizerine etkisinin degerlendirilmesi

amaciyla cesitli hiicre hatlar1 kullanilarak hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 yapilmastir.
Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari i¢in Hiicrelerin Coziilmesi ve Cogaltilmasi

L929, Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 hiicreleri sivi azot i¢inde
dondurularak uzun siire saklanabilmektedir. ATCC’den temin edilen ve hiicre
kiiltiiri calismalarina kadar yaklasik -180°C’deki azot tanki i¢inde saklanan
donmus haldeki hiicreler deneysel ¢alismalarda kullanilacagi zaman azot tankindan
almarak 37 °C’deki su banyosunda c¢oziilmis ve 37 °C’deki kiiltiir ortamina
aktarilmigtir. 2000 rpm’de 3-5 dak. santrifiij edildikten sonra siipernatan
uzaklastirilarak ¢oken hiicreler kiiltiir ortaminda siispande edilmis ve kiiltiir
kaplarina (flask) aktarilmistir. 37°C’de %5 COz2 igeren bir atmosferde inkiibe edilen
hiicreler konfluent hale (flaskin yiizeyinin %80’ini kapladiklarinda) geldiklerinde
%0,25 Tripsin ve %0,02 EDTA iceren Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi yardimiyla flask
yiizeyinden kaldirihip (tripsinizasyon) taze kiiltiir ortaminda ATCC’nin Onermis
oldugu oranlarda siispande edilmistir. Hiicreler ATCC’de belirtilen protokoller

dikkate alinarak pasajlanmistir.

Hiicre kiltiiri calismalar1 kapsaminda kullanilan hiicreler %10 (h/h) FBS, 2
mM L-glutamin ve 50 U/mL penisilin-50 pg/mL streptomisin iceren DMEM (hiicre
kiiltiir ortami1) kullanilarak 25 cm? ve 75 cm? flasklarda, 37°C’de %5 CO2 igeren

inkiibatorlerde biiytitiilmiistiir.
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In Vitro Gegirgenlik (Permeabilite) Calismalar1 licin Caco-2
Hiicrelerinin Hazirlanmas1 ve Tek Tabaka Hiicre Biitiinliigiiniin

Degerlendirilmesi

Pasaj sayis1 24-36 arasinda olan Caco-2 hiicre siispansiyonlarindaki hiicre
sayisi, tripan mavisi kullanilarak inverted mikroskop yardimiyla belirlenmistir.
Canli hiicrelerin sayimi sonrasinda hiicreler 12 kuyucuklu plakalardaki
(ThinCert™, 12 well, por cap1; 1,0 pum) insertlere (1,13 cm?) 6x10° hiicre/insert
olacak sekilde ekilmistir. Bu amagla, apikal kompartmana 0,5 mL hiicre
siispansiyonu ve bazolaretal kompartmana 1 mL kiiltiir ortami eklenmistir. Hiicreler
21 giin boyunca, giin asir1 kiiltiir ortamlar taze kiiltiir ortamu ile degistirilerek takip
edilmistir. Caco-2 hiicrelerinin tek tabaka biitiinliigiiniin degerlendirilmesi amaciyla
21. giinlin sonunda kiiltiir ortamindaki membran potansiyeli (bos insert) ve Caco-2
hiicrelerinin (hiicre igeren insert) transepitel elektrik rezistans (TEER) degerleri bir
“elektrik rezinstans sistemi (voltometre) ” kullanilarak 6lgiilmistiir. TEER degerleri

Esitlik 3.3.’e gore hesaplanmistir.

TEERhﬁcre tek tabaka51:(R6mek - Rbos) XA (33)

Resmek: hiicre iceren insertlerin rezistansi (ohm.cm?), Ry hiicre icermeyen kontrol insertlerin

rezistansi (ohm.cm?), A: hiicre kiiltiirii insertinin yiizey alani (cm)

TEER degeri, elektrik rezinstans sisteminin (voltometre) elektrotlarinin
kullanilan kuyucuklarin apikal ve bazolateral kompartmanlarina yerlestirilerek, bu
bolgelerdeki elektriksel akim farkinin 6lgiilmesiyle elde edilen degerdir. TEER
degerlerinin  Ol¢iilmesi, Caco-2 hiicre tek tabakasmin  biitlinliigiiniin

degerlendirimesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir (234-237).
M3’iin Biyofarmasoétik Simiflandirma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti

Caco-2 hiicreleri, ilag gelistirme ¢alismalarinin erken fazinda bagirsaklardan
ilag gecirgenliginin degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan hiicre kiiltiirii
modelidir (238). M3’lin permeabilite c¢alismalarinda kullanilacak giivenli dozu
belirleyebilmek amaciyla Oncelikle Caco-2 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksisite

caligmalar1 gergeklestirilmistir.
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Sitotoksisite calismalart i¢in, hiicre kiiltiir kabindan tripsinizasyon islemi ile
kaldirilan ve hiicre kiiltiiri ortamu ile siispande edilen Caco-2 hiicreleri (pasaj no:
24), tripan mavisi ile 1:1 oranda seyreltildikten sonra hemasitometre yardimiyla
inverted mikroskopta sayilmistir. Canli hiicrelerin sayim1 sonrasinda hiicreler, hiicre
kiltiiri  ortam1 ile tekrar seyreltilerek ekim igin gerekli miktarda hiicre
siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan 100 pL  hiicre siispansiyonu (5x10*
hiicre/mL) 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve hiicrelerin hiicre kiiltiir kabina
tutunmalarin1 saglamak amaciyla 16-18 saat inkiibe edildikten sonra ortam
uzaklastirllmigtir. Plakalara uygulanacak ilag¢ ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin, etkin
maddenin DMSO’da ¢oOziinmesinin ardindan kiiltiir ortami iginde farkl
konsantrasyonlardaki diliisyonlart (200, 400, 600, 800, 1000, 1200 pg/mL)
yapilmistir. Ayrica sitotoksisite ¢alismalarinda degerlendirilecek her bir 6rnek icin
kullanilan DMSO oranlarinda DMSO kontrolleri (%0,8 - %1,6 - %2,4 - 3,2 - 4,0 -
4,8) hazirlanmigtir. DMSO  kontrollerinin  hiicre  canliligina  etkisinin
degerlendirilmesi i¢in ise, kontrol grubu olarak kiltir ortami (DMEM)
kullanilmistir. Hazirlanan o6rneklerden 100 pL alinarak 96 kuyucuklu plakalara
ekildikten sonra plakalar 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ikinci saatin
sonunda her bir kuyucuga 25 uL MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromit) (5 mg/mL) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 4 saat boyunca
tekrar inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga 200 uLL. DMSO ilave edilip
“mikroplaka okuyucu (ELISA plate reader, VersaMax, Molecular Devices Co.
/ABD)” yardimiyla 570 nm’de kolorimetrik olarak absorbans degerleri okunarak

sonuclar kaydedilmistir.

M3’iin permeabilite calismalari, ABD Saghk ve Insan Hizmetleri
Departmani, Gida ve Ilag Idaresi, Ilag Degerlendirme ve Arastirma Merkezi
(CDER) tarafindan 2017 yilinda yayinlanan kilavuzda belirtilen kosullar dikkate
alimarak gercgeklestirilmistir. Bu kilavuza gore, gastrointestinal sistemden bir ilag
maddesinin gecirgenligini (permeabilitesini) belirlemek i¢in ¢esitli yontemler (a-
Insanda in vivo intestinal perfiizyon ¢alismalari, b- Uygun hayvan modelleri
kullanilarak in vivo ve in situ intestinal perfiizyon calismalari, c)- Insan veya
hayvanlardan alinmis bagirsak dokulari kullanilarak yapilan in vitro gegirgenlik

caligmalari, d- Kiiltiire edilmis epitel hiicrelerin tekli tabakasinda in vitro



100

gecirgenlik c¢alismalarl) kullanilabilmektedir. Kilavuzda bir ila¢ molekiiliiniin
permeabilitesinin belirlenmesi i¢in tek bir yontemin kullanilmasinin yeterli oldugu
ancak kesin olarak sonuglarin elde edilememesi durumunda ikinci bir yontemin
kullanilmasinin da o6nerildigi belirtilmistir (239). Ayrica literatiirde bu ¢alismalara
iliskin laboratuvarlar aras1 farkliliklar nedeniyle standart bir protokoliin
bulunmadigi bildirilmistir (240). Tiim bu bilgiler 1s18inda M3’iin BCS’deki yerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmasi gereken permeabilite ¢aligmalar1 i¢in kilavuzda
belirtilen “Kiiltiire edilmis epitel hiicrelerin tekli tabakasinda in vitro gegirgenlik

caligmalar1” nin kullanilmasina karar verilmistir.

M3’iin BCS’deki yerinin tespit edilmesi amaciyla yapilacak olan in vitro
permeabilite ¢aligsmalari i¢in Caco-2 hiicreleri (pasaj no: 25) yaklasik 21 giin
boyunca uygun kosullarda biyiitilmistir. TEER degerlerinin dlgiilmesi ile tek
tabaka biitlinliigii degerlendirilmis ve tek tabaka biitiinliiglinlin istenilen diizeyde
(TEER>400 ohm.cm?) elde edildigi hiicreler ile transport c¢alismalar:
gerceklestirilmistir. Transport c¢alismalarinda, transport ortami olarak 25 mM D-
glukoz ve 10 mM HEPES igeren HBSS kullanilmistir.

In-vitro permeabilite ¢alismalarinda kullanilacak ila¢ dozu olarak
¢oOziiniirliik calismalarinda oldugu gibi kilavuzun 6nerdigi dogrultuda en yiiksek tek
terapOtik doza sahip olan ticarilesmis ayni tirev etkin maddenin dozunun
(Nifedipin’in en yiiksek oral terap6tik dozu = 90 mg) 250 mL (yaklasik bir bardak
su hacmi)’ye bdliinmesiyle elde edilen konsantrasyon degeri (360 pg/mL)

sitotokisite ¢aligma bulgulari da dikkate alinarak tercih edilmistir (239).

Transport calismalarinda ila¢ standartlar1 uygulanmadan ©nce hiicreler
uygun pH degerlerine sahip transport ortamlari ile (Apikal kompartman i¢in; %1,44
DMSO igeren pH 6,0 HBSS (intestinal pH’1 taklit etmesi i¢in) ve bazolateral
kompartman i¢in; %1,44 DMSO iceren pH 7,4 HBSS (kan pH 11 taklit etmesi i¢in)
30 dak. boyunca inkiibe edilmistir. On inkiibasyon sonrasi apikal ve bazolateral
kompartmanlardaki ortamlar uzaklastirilmigtir. Daha sonra apikal kompartmanda
bulunan hiicrelere %1,44 DMSO igeren pH 6,0 HBSS iginde hazirlanan ilag
standartlar1 (360 ug/mL konsantrasyonundaki M3 ¢6zeltisi - 0,5 mL) ve bazolateral
kompartmana ise aynt oranda DMSO igeren pH 7,4 HBSS ¢o6zeltisi (I mL)
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uygulanmigtir. Hiicreler 2 saat, 50 rpm ve 37°C’de inkiibe edildikten sonra
bazolateral kisimdaki ortamlar alinip valide HPLC miktar tayin yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Calismalar 6 tekrarli gergeklestirilmis olup (n=6),
Esitlik 3.4. kullanilarak M3’iin goriinlir permeabilite katsayist (Papp, CM/S)
hesaplanmistir (198).

Papp = dC/dt.1/(ACo) (3.4)

Papp = permeabilite katsayist (cm/s), dC/dt = ilag permeasyon oran1 (ug/s), A= insertlerin yiizey alani

(cm?), Cqo= apikal bélgedeki baslangi¢ konsantrasyonu (pg/mL)

Farkh Stabilizanlarin M3 Nanosiispansiyon Formiilasyonlarimmn in

Vitro Sitotoksisite Profili Uzerine Etkisinin incelenmesi

Yetigkin bir farenin deri alt1 bag dokusundan elde edilen L1929 hiicreleri,
sitotoksisite ¢aligmalart i¢in siklikla tercih edilmektedir. NKT ile gelistirilmis M3
nanosiispansiyonlarinda kullanilan stabilizanlarm (poloksamer 188, poloksamer
407, SDC ve SLS, PVA, PVP K30, SoluPlus®) formiilasyonlarm in vitro
sitotoksisite profili tizerine etkisini belirlemek amaciyla, L929 hiicre hatt1 {izerinde
24, 48 ve 72 saat siireyle sitotoksisite calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amacla
oncelikle farkli stabilizan tiirii ve oranlari ile hazirlanan M3 nanosiispansiyonlarinin
partikiil biiyiikliigii analizleri yapilmis ve en iyi sonuclarin elde edildigi stabilizan
orani (%0,5) ile hazirlanan nanosiispansiyonlar hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda

kullanilmistir.

Uygun kosullarda biiyiitiilen 1929 hiicre siispansiyonu (pasaj no: 35)
tizerinde yapilan sitotoksisite ¢alismalart Bolim 3.2.9.’da “M3’iin Biyofarmasdotik
Siniflandirma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti” bashig1 altinda belirtildigi sekilde 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri boyunca gergeklestirilmistir. Uygulanan 6rnekler
(M3 ve %0,5 stabilizan ile hazirlanmis M3 nanosiispansiyonlart), DMSO’da
coziindiikten sonra kiiltiir ortam1 i¢inde farkli konsantrasyonlardaki diliisyonlar:
(10, 50, 250 pg/mL) yapilarak hazirlanmistir.  Sitotoksisite calismalarinda
degerlendirilecek her bir 6rnek i¢in kullanilan DMSO oranlarinda DMSO
kontrolleri (%0,05 - %0,25 - %1,25) hazirlanmis ve DMSO kontrollerinin hiicre
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canliligina etkisinin degerlendirilmesi i¢in ise, kontrol grubu olarak kiiltiir ortami1

(DMEM) kullanilmistir.

M3 Nanokristal Formiilasyonlarimin Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549

Hiicrelerinin in Vitro Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisinin incelenmesi

Literatiirde yapisinda DHP halkas1 tasiyan bilesiklerin ¢ok sayida farkli
farmakolojik 6zelliklerinin yaninda antikanser aktivite sergiyebildikleri ve ilerleyen
zamanlarda gesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (10,
241-243). Tez kapsaminda kullanilan ve DHP tiirevi olan M3’{in ve M3 nanokristal
formiilasyonlarinin antikanser etkinliklerinin incelenmesi amaciyla farkli kanser
hiicre hatlar1 (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549) iizerinde sitotoksisite ¢alismalari
yapilmistir.

Uygun kosullarda biiyiitiilen hiicreler (Caco-2; pasaj no: 23, SK-BR-3; pasaj
no: 34, MCF-7; pasaj no: 14, A549; pasaj no: 26) lizerinde yapilan sitotoksisite
calismalar1 Bolim 3.2.9.da “M3’iin Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi’ndeki
Yerinin Tespiti” baghgi altinda belirtildigi sekilde 24 saat inkiibasyon siiresi
boyunca gergeklestirilmistir. Uygulanan oOrnekler (M3, FK-1, M3-NS,
kriyoprotektansiz M3-NK ve M3-NK), DMSO’da ¢oziindiikten sonra kiiltiir ortami1
icinde farkli konsantrasyonlardaki diliisyonlar1 (10, 50, 250 ug/mL) yapilarak
hazirlanmistir. Sitotoksisite calismalarinda degerlendirilecek her bir ornek i¢in
kullanilan DMSO oranlarinda DMSO kontrolleri (%0,04 - %0,2 - %1,0)
hazirlanmis ve DMSO kontrollerinin hiicre canlilifina etkisinin degerlendirilmesi

i¢in ise kontrol grubu olarak kiiltiir ortami1 (DMEM) kullanilmastir.

Nanokristal ve Agizda Daglan Film Formiilasyonlarimn In Vitro

Gecirgenlik (Permeabilite) Calismalar:

NKT ile ¢ozilintirlik ozellikleri iyilestirilen M3 nanokristal ve agizda
dagilan film formiilasyonlarinin ilacin in-vitro gegirgenligi lizerine etkisi, in-vitro
Caco-2 permeabilite g¢alismalart ile degerlendirilmistir. Bu amagla, Oncelikle
permeabilite caligmalarinda kullanilacak uygun ila¢ dozunun belirlenebilmesi i¢in

sitotoksisite calismalar1 yapilmistir.
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Uygun kosullarda biiyiitilen Caco-2 (pasaj no: 36) hiicreleri iizerinde
yapilan sitotoksisite caligmalari Bolim 3.2.9.°da  “M3’lin Biyofarmasotik
Smiflandirma Sistemi’ndeki Yerinin Tespiti” baslig1 altinda belirtildigi sekilde 2
saat inkiibasyon siliresi boyunca gerceklestirilmistir. Sitotoksisite caligmalarinda
kullanilacak baz1 6rnekler (M3, FK-1, M3-NS, M3-NK, FK-2, plasebo ADF ve
M3-ADF) DMSO’da ¢oziindiikten sonra kiltiir ortami i¢inde farkhi
konsantrasyonlardaki diliisyonlar1 (37,5, 50, 75, 100, 150, 200 pg/mL) yapilarak ve
bazi1 6rnekler (asiklovir (negatif kontrol) ve metaprolol tartarat (pozitif kontrol)) ise
kiiltiir  ortaminda ¢oziindiilkten sonra yine kiltiir ortami i¢inde farklh
konsantrasyonlardaki diliisyonlar1 (37,5, 50, 75, 100, 150, 200 pg/mL) yapilarak
hazirlanmigtir. Kiiltlir ortam1 i¢inde hazirlanan 6rnekler icin kontrol grubu olarak
kiiltiir ortam1 (DMEM) kullanilirken DMSO’da hazirlanan 6rnekler i¢in kontrol
grubu olarak DMSO kontrolleri kullanilmistir. DMSO kontrollerinin hiicre

canliligina etkisi ise, kiiltiir ortamina gore degerlendirilmistir.

In vitro Caco-2 permeabilite ¢alismalarinda formiilasyonlar uygulanmadan
once, Caco-2 hiicreleri (pasaj no: 35) uygun pH degerlerine sahip transport
ortamlar1 ile (Apikal kompartman icin; %0,8 DMSO ig¢eren pH 6,0 HBSS
(intestinal pH’1 taklit etmesi i¢in) ve bazolateral kompartman i¢in; %0,8 DMSO
iceren pH 7,4 HBSS (kan pH’m1 taklit etmesi i¢in)) 30 dak. boyunca inkiibe
edilmistir. On inkiibasyon islemi sonrasi apikal ve bazolateral kompartmanlardaki
ortamlar uzaklastirilmistir. Daha sonra apikal kompartmanda bulunan hiicrelere
%0,8 DMSO igeren pH 6,0 HBSS i¢inde hazirlanan ornekler (200 pg/mL
konsantrasyonundaki M3, FK-1, FK-2, M3-NS, M3-NK, M3-ADF, asiklovir
(negatif kontrol) ve metaprolol tartarat (pozitif kontrol) - 0,5 mL) ve bazolateral
kompartmana ise %0,8 DMSO igeren pH 7,4 HBSS ¢ozeltisi (1 mL) uygulanmuistir.
Hiicreler 2 saat, 50 rpm ve 37°C’de inkiibe edildikten sonra bazolateral kisimdaki
ortamlar HPLC miktar tayin yontemleri ile analiz edilmistir. Calismalar 3 tekrarli
gerceklestirilmis  olup (n=3), Esitlik 3.4. kullanilarak Orneklerin = goriiniir
permeabilite katsayilart (Papp, cm/s) hesaplanmistir (198).
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Asiklovir ve Metaprolol Tartarat Tayininde Kullamlan HPLC Miktar

Tayin Yontemleri

Caco-2 in vitro permeabilite ¢alismalarinda deney prosediiriiniin saglikli
ilerleyip ilerlemediginin incelenebilmesi amaciyla literatiir ve kilavuz bilgileri
dogrultusunda negatif kontrol olarak asiklovir (diisiikk permeabilite, absorpsiyon
derecesi < %50) ve pozitif kontrol olarak ise metaprolol tartarat (yiiksek
permeabilite, absorpsiyon derecesi > %85) kullanilmigtir (109). Permeabilite
caligmalar1 sonunda bazolateral kompartmandan alinan asiklovir ve metaprolol

tartarat 6rnekleri Tablo 3.8. ve Tablo 3.9.’daki HPLC yontem parametrelerine gore
analiz edilmistir (244).

Tablo 3.8. Asiklovir’in miktar tayininde kullanilan HPLC kosullari.

Cihaz HPLC Agilent 1200 (Almanya)

Mobil Faz (h/h/h) 0,0125 M KH2PO4 (pH 7,0) : Metanol (45:55)
Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4.6x250mm, Sum)
Enjeksiyon Hacmi (uL) 20

Akis Hiz1 (mL/dak.) 1

Dedektor Diode Array Dedektor (DAD)

Analiz Sicakligi (°C) 25

Analiz Siiresi (dak.) 15

Dalga Boyu (nm) 254
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Tablo 3.9. Metaprolol tartarat’in miktar tayininde kullanilan HPLC kosullari.

Cihaz HPLC Agilent 1200 (Almanya)

Mobil Faz (h/h/h) 0,0125 M KH2POg4 (pH 7,0) : Metanol (45:55)
Analitik Kolon Inert Sustain® C18 (4.6x250mm, Spm)
Enjeksiyon Hacmi (uL) 20

Akis Hizi (mL/dak.) 1

Dedektor Diode Array Dedektor (DAD)

Analiz Sicakligi (°C) 25

Analiz Siiresi (dak.) 15

Dalga Boyu (nm) 227

3.2.10. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software Inc., CA,
USA) programi kullanilarak yapilmistir. in vitro deneylerden elde edilen bulgular,
giiven aralig1 % 95 olarak kabul edilip student's t testi ve tek yonlil varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir. Belirlenen gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edildiginde farkliligin hangi ornekler arasinda oldugunu belirlemek amaciyla ise,
Mann-Whitney U testi veya Tukey yontemine gore ikili karsilagtirmalar yapilmistir.
Gruplar arasindaki farkliligin 6nemliligi elde edilen p degerinin yanilma
diizeyinden biiyiik (p>a , istatistiksel olarak anlamsiz) veya kii¢iik (p<a istatistiksel

olarak anlamli) olmasina gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. M3’iin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
4.1.1. UV Spektrum Analizi

M3’tin UV spektrum taramasi analizi incelendiginde maksimum pik verdigi
dalga boyu 241 nm olarak saptanmustir (Sekil 4.1.). Bu nedenle tiim analitik yontem

ve validasyon ¢aligmalar1 241 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.

1,000 : .

0,200 - =

0,600 — -

Abz.

0,400 - m

0200

L
-

0,000
200,00 400,00 G00.00 500,00
nm.

Sekil 4.1. M3’{in metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) c¢oziicii ortamindaki
¢ozeltisine (6,25 pg/mL) ait UV spektrumu.

4.1.2. Refraktif indeks Analizi

M3’lin farkli konsantrasyonlarda saptanan refraktif indeks 6l¢iim sonuglart
Tablo 4.1.°de ve refraktif indeks Ol¢liim sonuglarina ait kalibrasyon dogrusu ve
denklemi Sekil 4.2.de verilmistir. Bu sonuglara gore M3’lin refraktif indeksi

1,3582  olarak  saptanmis  olup etkin  maddenin ve  hazirlanan



107

nanosiispansiyon/nanokristal ~ formiilasyonlarmn  partikiil ~ biiytkligli analizi

calismalarinda bu deger kullanilmistir.

Tablo 4.1. M3’tin farkli konsantrasyonlarda saptanan refraktif indeks degerleri
(n=3).

Konsantrasyon (ng/mL) 1.0I¢iim 2. Ol¢iim 3.0lciim
2 1,35396 1,35382 1,35384
1,25 1,35414 1,35406 1,35412
0,78 1,35736 1,35698 1,35672
1,3575 -
1,357 - .
g L35 0,0024x + 1,3582
] y =-0,0024x + 1,
g 13%6 R2=0,6916
"= 1,3555 -
£ 135 -
[
& 1,3545 -
&
1,354 - N
1,3535 -
1,353 : : : : .
0 0,5 1 15 2 2,5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. M3’iin aseton ¢oziicli ortamindaki refraktif indeks 0l¢lim sonuglarina ait
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama; n=3).

4.1.3. M3’iin Partikiil Bityiikliigii Analizi
M3’lin tekrarli 6lgtimler sonrasi elde edilen analiz sonuglarina gére ortalama

partikiil boyutu d (0,1) igin 14,392 + 0,583 um, d (0,5) i¢in 102,006 + 7,518 pm ve
d (0,9) i¢in 507,993 + 64, 38 um olarak saptanmistir (Ortalama + SS, n=6).
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4.1.4. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

M3’tin SEM analizleri i¢in farkli biiylitme oranlarinda (2500x, 5000x ve
7500x) gorintiilemeler yapilmis olup temelde kristal yapida M3 partikiilleri
gozlemlenmistir (Sekil 4.3.). Ayrica kaba plaka seklinde diizensiz kristal seklindeki
partikiillerin varlig1 da dikkat ¢ekmis olup partikiil boyutlarinin 10 pum ve 100 um

araliginda degistigi saptanmustir.

Sekil 4.3. M3’lin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri (2500x (a, d),
5000x (b, €) ve 7500x (c, f)).

4.1.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizi

Aliiminyum panlar i¢indeki M3'iin azot atmosferi altinda, 10°C/dak. hizda
ve 0-400°C sicaklik araliginda analizi sonucu elde edilen DSC termogramlari

incelendiginde erime derecesi 196,79°C olarak belirlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. M3’e ait DSC termogramu.
4.1.6. X-Istm Kirimmm Analizi
M3’e ait X-1s1mn1 kirmmimu difraktogrami Sekil 4.5.°de verilmis olup 7°

civarinda gozlenen keskin pik M3’in kristal yapida bir madde oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.5. M3’e ait X-151n1 kirinimi difraktograma.

4.1.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi Analizleri

M3’lin FT-IR spektrumu (Sekil 4.6.) incelendiginde temel olarak DHP halka
sisteminde bulunan fonksiyonel gruplara ait gerilim bantlariin pikleri tespit
edilmigtir (66, 174). Ayrica kimyasal yapisina ait gruplarin pikleri de

goriilmektedir.
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4.2. M3 ve M3 Nanokristal Formiilasyonu I¢in Yapilan Coziiniirliik

Calisma Sonuglar:

M3’iin sudaki ¢oziiniirliikk degerini teorik olarak tahmin edebilmek amaciyla
kilavuzda Onerilen agik erisimli kaynaklardan http://www.swissadme.ch/ ile elde
edilen sonuglar Sekil 4.7.’da gosterilmis olup ¢oziiniirliik degerleri; 2,32 ug/mL
(ESOL), 0,118 ug/mL (Ali) ve 0,049 ug/mL (SILICOS-IT) olarak hesaplanmustir.

e Water Solubility
re Log S (ESOL) 5,30
Solubility 2.22e-02 mg/ml ; 5.01e-08 maol/|
h e ' e o Clas Moderately soluble
| | s
T A .- Log S (Ali) £.59
a Solubility 1.182-04 mg/ml ; 2.54-07 mol/l
P | "‘--._k Class Poorly scluble
sl g T FIE |og S (SILICOSHIT) £.97
Solubility 459205 mg/ml ; 1.08e-07 mol/l
T Class oorly soluble
Pharmacokinetics
SMILES 3'“”1":':”‘°'T"“‘“3'-'“'-:=“3'-"-3'":='3'“:“-‘3' Gl absarption High
- BEB permeant Mo
FPhysicochemical Properties e ;
P-gp substrate Neo
Formula C28H26N208 gp subsEE ¥
Molecular weight 462.49 g/mal CYPIAZ inhibiter e
Num. heawy stoms 24 CYP2C19 inhibitor es
CY P09 inhibitor Bs
Mum. arom. heavy atoms 12 CYP2CS inhibite e
CYP2D4G inhibitor Mo
Fraction Csp? 0.21 e :
CYF3A4 inhibitor Bs
Mum. rotatable bonds g |-r' = . ’
Mum. H-bond scoepters = Log Ky (skin permeation) -5.05 cmis
Num. H-bond donors 2 Druglikeness
Molar Refractivity 132.00 Lipinski ‘fes; 0 viclation
TFSA 121.45 Az Ghose Mao; 1 viclation: MR=130
Lipephilicity Veber fes
Leg Fay 3.09 Egan es
Log Fy 223 Muegge Yes
Bioavailability Score 0.55
Log Pa ) 412
Medicinal Chemistry
Log Fow (MLOGR) 2.04
PAINS 0 alert
og Paw (SILICOS-IT) 2.7 N
Log Py (SILICOS-IT) 270 F— 2 alerts: nitro_group, oxygen-
Consensus Log Foy 3.28 T nitregen_single_bond
Leadlikeness MNao; 2 violations: MW>=350, XLOGP3>3.5
Synthetic accessibility 453

Sekil 4.7. M3’iin sudaki ¢oziiniirliik degerine iliskin teorik tahminlerin sonuglari
(http:/lwww.swissadme.ch/).

M3’tin farkli ortamlarda (su, pH 1,2 HCI, pH 4,5 Asetat, pH 6,8 Fosfat
tamponlar1)) ve farkli bekletme siirelerinde gergeklestirilen ¢oziiniirlik c¢alisma
sonuglar1 Tablo 4.2. ve ¢oziiniirliik profilleri ise Sekil 4.8.’de verilmistir. Elde edilen

¢ozlinlirliik profiline gore egrinin 24, 48 ve 72 saat sonra sabitlendigi goriilmektedir.


http://www.swissadme.ch/
http://www.swissadme.ch/
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Bu nedenle M3’iin doygunluk ¢oOziiniirliigii 24-48 ve 72 saat sonra elde edilen

sonuclarin ortalamasi alinarak belirlenmistir.

Tablo 4.2, M3’in farkli ¢6ziinme ortamlar1 ve farkli bekletme siirelerine ait
¢Oziiniirlik sonuglar1 (Ortalama + SS; n=3).

Coziiniirliik (ng/mL)
Zaman pH 1,2 HCl Tamponu  pH 4,5 Asetat Tamponu pH 6,8 Fosfat Tamponu Distile su
(saat)
Ortalama SS Ortalama SS Ortalama SS Ortalama SS
2 1,738 1,128 1,661 1,901 1,154 1,254 1,063 0,945
24 0,665 0,946 0,788 1,183 1,243 1,049 1,141 1,016
48 0,633 0,718 0,751 0,987 1,095 0,910 0,824 1,115
72 0,565 0,778 0,587 0,918 0,986 0,856 1,203 1,088
2

~~
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Sekil 4.8. M3’1in farkli ¢6ziinme ortamlarindaki ¢oziiniirliik profili.

M3’iin farkli ortamlardaki ortalama doygunluk ¢oziiniirliik degerleri Tablo
4.3.de ve farkli ¢oziinme ortamlarindaki doygunluk ¢oziintirligi grafigi ise Sekil
4.9.°da  verilmistir. Coziiniirlik ¢alismalart  sonucunda M3’tin  doygunluk
¢Oziintirligl 1,056 pg/mL olarak saptanmis olup literatiir ile benzer nitelikte oldugu

belirlenmistir (245).
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Tablo 4.3. M3iin farkli ¢oziinme ortamlarindaki ¢oziintirliik sonuglari.

Coziiniirliikk (ng/mL)
pH 1,2 HCI pH 4,5 Asetat pH 6,8 Fosfat Distile su
Ortalama 0,621 0,709 1,108 1,056
SS 0,042 0,087 0,105 0,166

Doygunluk Coziiniirliigii
Ortalama = SS (ng/mL)
[

e ) .§®

2
A P (' L&
N $ $ &

Sekil 4.9. M3’iin farkli ¢oziinme ortamlarindaki doygunluk ¢oziintirliigii (Ortalama +
SS; n=3).

Farkli ortamlara ait DSV bulgulari Tablo 4.4.°de verilmistir. Yapilan
caligmada kullanilmak iizere ayni halka sistemine (1,4-DHP) sahip ticari etkin
maddeler i¢in “FDA Orange Book™” araciligiyla yapilan aramalarda DHP tiirevleri
icinde en yiiksek dozlarin nifedipin igin kullanildig: tespit edilmistir (246). Nifedipin
icin (oral yolla alinan ticari iriinler i¢inde) en yiiksek terapdtik doz, 90 mg’dir.
Yapilan matematiksel hesaplamalar sonucunda ayni tiirev etkin maddelerden
nifedipinin en yiiksek terapotik dozu temel alinarak yapilan hesaplamalar DSV nin
her dort ortam i¢in de 250 mL’den biiyiik oldugunu goéstermistir. Tiim sonuglar etkin

maddenin ¢dziiniirliigiiniin “DUSUK” oldugunu kanitlamaktadir.
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Tablo 4.4. M3 igin farkli ortamlarda hesaplanan DSV degerleri (Ortalama + SH;
n=3).

DSV (mL)

pH 1,2 HCl Tamponu  pH 4,5 Asetat Tamponu  pH 6,8 Fosfat Tamponu Distile su

145600,7 + 100,6 129132,3 £ 131,4 81977,9 + 87,8 87631,8 + 123,7

M3’lin farkli ortamlarda saptanan ¢oziiniirlik degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin olup olmadigr “Tek Yénlii Varyans Analizi (One Way
ANOVA)” ile test edilmistir. Farkli gruplarin belirlenmesi amaciyla ise “Tukey HSD
Yontemi” kullamlmistir. Tek yonlii varyans analizi etkin maddenin farkl
ortamlardaki ¢Ozilinlirlik degerleri arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir fark
bulundugunu gosterirken Tukey HSD Yéntemi bu farkin Su-HCI, HCI-Fosfat ve
Asetat-Fosfat ortamlari arasinda oldugunu, Su-Asetat, Su-Fosfat ve HCI-Asetat
ortamlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadigini gdstermistir. Istatistiksel sonuglar

Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da 6zetlenmistir.

Tablo 4.5. Varyans analizi tablosu.

Degisim Kareler Serbestlik Kareler F p
Kaynag1 Toplami Derecesi Ortalamasi

Genel 0,681 11

Gruplar Arasi 0,537 3 0,179 9,962 <0,05

Grup ici 0,144 8 0,018
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Tablo 4.6. Farkli ¢oziinme ortamlarina iliskin ikiserli karsilagtirmalar.

Gruplar Ortalamalarin farki HSD Karar
Su-HCI 0,435 0,351 p<0,05
Su-Asetat 0,347 0,351 p>0,05
Su-Fosfat 0,052 0,351 p>0,05
HCI-Asetat 0,088 0,351 p>0,05
HCI-Fosfat 0,487 0,351 p<0,05
Asetat-Fosfat 0,399 0,351 p<0,05

Fiziksel karisim (FK-1) ve dondurularak kurutulmus nanokristal
formiilasyonlarinin (M3-NK) 24 saat boyunca distile su ortaminda gergeklestirilen
¢ozlnlirlik ¢alisma sonuglart Tablo 4.7.’de verilmis ve ¢oziiniirliik profilleri Sekil
4.10.’da gosterilmistir. M3, FK-1 ve M3-NK icin sudaki ¢oziiniirliik degerleri
strastyla 1,055 pg/mL, 78,8 pg/mL ve 203,6 ng/mL olarak saptanmis olup NKT ile
M3’iin ¢ozlniirliglinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis elde edilmistir (FK-1 i¢in

yaklagik 80 kat ve M3-NK i¢in yaklasik 200 kat artis)(p<0,05).

Tablo 4.7. M3, FK-1 ve M3-NK formiilasyonunun distile su ortaminda yapilan
¢ozliniirliik ¢aligma sonuglari (Ortalama + SS; n=3).

Coziniirliik (ng/mL)
M3 FK-1 M3-NK
1 1,146 80,693 203,272
2 1,033 76,841 207,619
3 0,986 78,817 199,993
Ortalama 1,055 78,817 203,628

SS 0,067 1,574 3,123
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Sekil 4.10. M3, FK-1 ve M3-NK formiilasyonunun ¢oziinirliik profilleri (Ortalama
+ SS; n=3)(****p<0,0001, M3 ile karsilastirldiginda; **p<0,0001, farkli gruplar

karsilastirildiginda).

4.3. In Vitro Céziinme Hizi Cahsmalar:

M3 ve optimum formiilasyonlarin 0,01 N HCI ortaminda yapilan in vitro

¢oziinme hizi c¢alisma sonuglart Tablo 4.8.°de ve ¢oziinme hiz1 profilleri Sekil

4.11.°de verilmistir.

Tablo 4.8. M3 ve optimum formiilasyonlarn 0,01 N HCI ortaminda yapilan in vitro

¢oziinme hiz1 ¢alisma sonuglart (%Coziinen, %VK; n=6).

Formiilasyon Zaman 25 5 75 10 15 20 25 30 45 60

Kodu (dak.)

M3 Y%¢0oziinen 0,47 0,46 1,44 3,16 3,47 4,82 5,45 6,59 7,62 8,34

%VK 1,62 1,97 1,03 0,84 1,81 1,23 1,46 1,52 1,53 1,31

FK-1 %c¢Oziinen 4,49 14,78 18,64 2354 27,33 28,88 30,73 3593 41,90 50,62

%VK 0,94 0,79 1,74 191 1,72 1,87 2,00 0,55 0,99 1,52

M3-NS %c¢Ozinen 59,19 66,98 73,22 77,01 7861 79,48 81,25 82,08 82,76 87,10

%VK 1,56 1,99 1,05 1,28 1,93 1,99 1,79 1,74 1,85 1,96

M3-NK %c¢oziinen 54,99 5921 67,75 6828 69,29 71,58 75,93 78,52 78,77 82,71

%VK 1,33 191 1,78 1,31 1,81 1,94 1,74 1,95 1,37 1,58

M3-ADF %c¢oziinen 54,77 6251 6956 7335 7888 8514 89,11 91,14 94,14 94,27

%VK 1,61 1,76 1,13 1,79 1,41 1,10 1,95 1,04 1,69 0,38
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Sekil 4.11. M3 ve optimum formiilasyonlarin 0,01 N HCI ortamindaki in vitro
¢ozlinme hizi profilleri (Ortalama + SS; n=6), (FK-1: Fiziksel karigim-1, M3-NS:
optimum nanosiispansiyon formiilasyonu, M3-NK: optimum dondurularak
kurutulmus M3 nanokristal formiilasyonu, M3-ADF: optimum ADF formiilasyonu).

4.4. M3’iin In Vitro Miktar Tayin Yontemi’nin Gelistirilmesi ve
Validasyon Cahismalar:

M3’iin  metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢6ziicii ortamindaki UV
spektrum ¢aligmalart sonucu maksimum absorbans verdigi dalga boyu 241 nm olarak
saptanmis olup On calismalardan elde edilen bilgiler 1s18inda miktar tayini ve
validasyonu Bolim 3.2.4.°de verilen kromatografik kosullar kullanilarak

gerceklestirilmistir.

4.4.1. Dogrusalhk

On calismalar sonucu belirlenen mobil faz ortaminda (metanol:asetonitril:su
(35:40:25, h/h/h)) hazirlanan standartlardan (0,78-50 pg/mL) elde edilen pik alanlar
ve bunlara karsilik gelen konsantrasyonlardan hareketle dogru denklemi ve
determinasyon katsayisi belirlenmistir. Sonuglar M3 standartlari i¢in elde edilen pik
alanlar1 ile konsantrasyonlar arasindaki iliskinin dogrusal oldugunu gostermektedir.

Dogrusallik bulgular1 Tablo 4.9.da &zetlenmis ve kalibrasyon egrisine ait grafik
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Sekil 4.12.’de verilmistir. Determinasyon katsayisinin 1’e olduk¢a yakin saptanmasi,

gelistirilen analitik yontemin dogrusallik dlgiitiinii karsiladigini géstermektedir.

2500,0 -
2000,0 -
=
<
E 15000 -
=
= y =35,883x + 7,732
< 10000 R* = 0,9999
=
500,0 -
0,0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.12. M3’iin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢o6ziicti ortamindaki
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (Ortalama + SH; n=6).

Tablo 4.9. M3’¢ ait dogrusallik bulgulari.

Dogru denklemi y =35,883x + 7,732
Egimin standart hatasi 0,569

Kesisimin standart hatasi 1,421
Determinasyon katsayis1 (R?) 0,9999

Dogrusal aralik (ug/mL) 0,78-50

Nokta say1s1 7

LOD (ug/mL) 0,178

LOQ (ug/mL) 0,568
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4.4.2. Duyarhhk

M3’iin in-vitro miktar tayininde kulanilmak {izere gelistirilen yontemin LOD
ve LOQ degerleri; 0,178 ug/mL ve 0,568 ug/mL olarak saptanmis olup Tablo 4.9.’da

verilmistir.
4.4.3. Dogruluk

M3’in in vitro miktar tayininde kullanilmak {izere gelistirilen analitik
yontemin dogrulugunun gosterilmesi amaciyla yapilan ¢alismalara ait bulgular Tablo
4.10.°da verilmistir. Segilen tiim konsantrasyon degerlerinde %VK, %2’nin altinda
saptanmistir. Bu durum gelistirilen yontemin belirlenen standartlara uygun olmakla

birlikte analitik yontemin dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 4.10. M3’iin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢oziicii ortamindaki
dogruluk bulgulari.

Eklenen Tayin edilen konsantrasyon % Geri Kazanim
konsantrasyon (ng/mL)

(ng/mL) 0,78 6,25 50 0,78 6,25 50
1 0,685 6,289 50,084 87,778 100,624 100,168
2 0,662 6,127 49,003 84,920 98,038 98,006
3 0,657 6,286 48,872 84,205 100,579 97,744
4 0,660 6,283 49,705 84,563 100,535 99,410
5 0,676 6,403 49,772 86,706 102,452 99,544
6 0,687 6,320 49,917 88,135 101,114 99,834
Ortalama 0,671 6,285 49,559 86,051 100,557 99,118
SS 0,013 0,090 0,500 1,712 1,432 1,001
%VK 1,990 1,424 1,010 1,990 1,424 1,010

4.4.4. Kesinlik

M3’in in vitro miktar tayininde kulanilmak tizere gelistirilen analitik

yontemin kesinlik parametresi {i¢ diizeyde (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde
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edilebilirlik) incelenmis olup yontemin kesinliginin istatistiksel analizi i¢in ortalama,
SS ve %VK degerleri hesaplanmigtir. Secilen tiim konsantrasyon degerlerinde %VK,
%2’nin altinda saptanmas1 yontemin belirlenen standartlara uygun olmakla birlikte

analitik yontemin kesinligini kanitlamaktadir.
e Tekrarlanabilirlik

M3%n in vitro miktar tayininde kullanilan analitik  yOntemin
tekrarlanabilirliginin gosterilmesi amaciyla yapilan caligmalara ait bulgular Tablo

4.11.’de verilmistir.

Tablo 4.11. M3’{in in vitro miktar tayin yontemine ait tekrarlanabilirlik bulgulari.

Eklenen konsantrasyon Tayin edilen konsantrasyon (ng/mL)
(ng/mL) 0,78 6,25 50

1 0,668 6,668 51,494
2 0,674 6,682 51,505
3 0,671 6,690 51,494
4 0,674 6,693 51,486
5 0,674 6,690 51,505
6 0,665 6,690 51,491
Ortalama 0,671 6,686 51,496
SS 0,004 0,009 0,008
%VK 0,004 0,009 0,008

e AraKaesinlik

M3'iin in vitro miktar tayininde kullanilan analitik yontemin ara kesinliginin

gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.12.’de verilmistir.
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Tablo 4.12. M3’iin in vitro miktar tayin yOntemine ait ara kesinlik bulgular

(Ortalama + SS; n=3).

Konsantrasyon (ug/mL)

GUN
0,78 6,25 50
1 0,671 6,680 51,497
2 0,690 6,443 50,536
3 0,679 6,607 50,633
Ortalama 0,680 6,577 50,889
SS 0,010 0,121 0,529
%VK 1,439 1,844 1,040

e Tekrar Elde Edilebilirlik

M3'iin in vitro miktar tayininde kullanilan analitik yontemin tekrar elde

edilebilirliginin gosterilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalara ait bulgular Tablo 4.13.’de

verilmistir.

Tablo 4.13. M3’tn in vitro miktar tayin yontemine ait tekrar elde edilebilirlik
bulgulari (Ortalama + SS; n=6).

Eklenen konsantrasyon

Tayin edilen konsantrasyon (ug/mL)

(ng/mL) 0,78 6,25 50
1 0,668 6,557 51,413
2 0,660 6,504 51,369
3 0,648 6,473 51,452
4 0,665 6,584 51,124
5 0,676 6,518 51,330
6 0,682 6,590 50,876
Ortalama 0,667 6,537 51,261
ss 0,012 0,047 0,221
%VK 1,789 0,719 0,431
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4.4.5. Dayamkhhk

M3’tin in vitro miktar tayininde kulanilmak iizere gelistirilen analitik
yontemin dayanikliliginin gosterilmesi amaciyla yapilan caligmalara ait bulgular
Tablo 4.14.’de verilmistir. Segilen tiim kosul ve konsantrasyon degerlerinde % VK

%?2’nin altinda saptanmasi1 yontemin dayaniklili§ini gostermistir.

Tablo 4.14. M3’in in vitro miktar tayin yontemine ait dayaniklilik bulgular
(Ortalama + SS; n=3).

Konsantrasyon  0.saat 4.saat 12.saat 24.saat  24.saat (+4°C) Ortalama SS %VK
(ng/mL)

0,78 0,681 0,679 0,669 0,691 0,677 0,679 0,008 1,178

6,25 6,443 6,316 6,454 6,570 6,503 6,457 0,093 1,445

50 50,533 51,232 51,775 51,691 51,466 51,339 0,498 0,970

4.4.6. Ozgiilliik

Gelistirilen analitik yontemin M3’e 6zgiilliigiinii gostermek amaci ile ayni
dalga boyu araliginda etkin maddenin, ¢6ziinme ortaminin ve formiilasyonda
kullanilan yardimci maddelerin ayr1 ayr1t HPLC kromatogramlar: (Sekil 4.13. - Sekil
4.16.) karsilagtirlldiginda ¢oziinme ortaminin ve yardimci maddelerin M3’iin
alikonma zamaninda (yaklasik 7,9 dak.) pik vermedigi gézlenmistir. Etkin madde,
¢ozilicii ortam1 ve yardimer maddelerin kromatogramlarinda herhangi bir girisimin
saptanmamasi gelistirilen analitik yontemin belirlenen standartlara uygun olmakla

birlikte 6zgiil oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.13. M3’iin metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢oziicii ortaminda
hazirlanan 50 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltisine ait HPLC kromatograma.
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Sekil 4.14. M3’lin in vitro miktar tayini i¢in gelistirilen yontemdeki ¢oziinme
ortamina ait HPLC kromatograma.
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Poloksamer 188 (50 pg/mL) PEG 200 (500 pg/mL)
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Sekil 4.15. Nanokristal formiilasyon bilesimindeki yardimci maddelerin
metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢6ziicli ortaminda hazirlanan ¢ozeltilerine ait
ayr1 ayr1t HPLC kromatogramlari.

g Pullulan (100 pg/mL) FDC Yesili (50 ug/mL)
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Sekil 4.16. ADF  formiilasyon  bilesimindeki  yardimci  maddelerin
metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h) ¢oziicli ortaminda hazirlanan ¢ozeltilerine ait
ayr1 ayrt HPLC kromatogramlari.

4.5. Nanokristal Formiilasyonu Hazirlanmasinda Kullanilacak Yontem

ve Formiilasyon Bilesenlerinin Belirlenmesi

4.5.1. M3 Nanokristallerinin Hazirlanmasinda Kullanilacak Yontem
Parametrelerine Iliskin Onformiilasyon Calisma Sonuclar

Farkli yontem kosullar (stabilizan yiizdesi (%0,1-0,5), karistirma hiz1 (400-
800 rpm) ve siiresi (2,5-5 dak.), ¢oktiirme sicakligi (10°C’nin alt1 ve 35°C),
sonikasyon giicii (100-200 W) ve siiresi (2,5-5 dak.) ve ila¢ konsantrasyonu (0,5-1,25



ng/mL)) ile stabilizan olarak PVA’nin kullanildig:

hazirlanmasina iliskin yapilan onformiilasyon calisma sonuglari Tablo 4.15.’de

verilmistir.

Tablo 4.15. Farkli yontem kosullari ile PVA-M3 nanokristallerinin hazirlanmasina

M3 nanokristallerinin

iligskin yapilan 6nformiilasyon ¢alisma sonuglari (Ortalama + SS; n=3).

Formiilasyon Partikiil Bityiikliigii (nm) PDI Zeta Potaysiyel (mV)
F1 (Ultrasantrifiij dncesi) 1238,3+2,4 0,221 + 0,093 -1,91 £ 0,406

F1 (Ultrasantrifiij sonras1)  1102,3 + 3,6 0,174+0,197 -4,95+ 0,526

F2 1086,1 + 0,5 0,201+0,018 -4,16+0,478

F3 1685,5 + 0,1 0,563 +0,256  -3,51+0,124

F4 1778,6 + 5,7 0,354 +£0,048 -5,03 + 0,045

F5 1904,9+2.3 0,157 +0,166  -9,03 + 0,021

F6 811,2+44 0,375+ 0,213  -7,91+ 0,241

F7 894,8+43 0,244+0,113  -7,15+ 0,633

F8 1823,3 + 8,5 0,705+0,398 -4,1+0,528

4.5.2. Farkhh Stabilizan Tiirii ve Oranlar1 Kullanilarak Hazirlanan M3

Nanokristal Formiilasyonlarina Iliskin Sonuclar

Farkli  stabilizan tiirii  ve oranlar1 kullanilarak  hazirlanan M3
nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilar1 Tablo 4.16.’da verilmistir. Genel olarak
polimerik stabilizanlar (PVA, PVP K30, SoluPlus®), SDC ve SLS ile hazirlanan
nanosiispansiyonlarin partikiil biiytikliigliniin mikron boyutunda oldugu, poloksamer
188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan nanosiispansiyonlarin partikiil biiytikliigliniin
ise nano boyutta oldugu belirlenmistir. PVP K30, poloksamer 188 ve poloksamer
407 ile hazirlanan tiim nanosiispansiyonlar i¢in PDI degerlerinin, SoluPlus® (diisiik
stabilizan konsantrasyonlar1 i¢in; %0,05-0,1-0,5), poloksamer 188 ve poloksamer
407 ile hazirlanan nanosiispansiyonlarin ise, ZP degerlerinin istenilen degerlere
yakin oldugu belirlenmistir. Se¢ilen optimum nanosiispansiyon formiilasyonu (%0,5
poloksamer 188’in kullanildigi nanosiispansiyon; M3-NS) i¢in partikiil bilytkligii
dagilimi ve ZP 6l¢tim grafikleri Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.”de verilmistir.
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Tablo 4.16. Farkli stabilizan tiri ve oranlart kullanilarak hazirlanan M3
nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilar1 (Ortalama + SS; n=3).

Stabilizan Parametre Stabilizan Yiizdesi (%6)
0,05 0,1 0,5 1,0 2,0

PB (nm) 2533,3+7,8 2724,7+175 1282,0 + 6,7 2036,3 7,2 2088,0 £ 8,2
PVP K30

PDI 0,275 + 0,049 0,269 £ 0,284 0,310+ 0,163 0,363 + 0,219 0,362 + 0,186

ZP (mV) -169+0,4 -13,8+0,5 -12,7+0,4 -11,5+0,4 -9,1+0,6

PB (nm) 969,6 +2,2 883,4+0,4 1823,3 + 8,5 993,6 + 5,3 11243 +4,0
PVA

PDI 0,304 + 0,188 0,609 £ 0,221 0,705 + 0,398 0,585+ 0,196 0,230+ 0,138

ZP (mV) -5,9+0,521 -6,3 +0,708 -4,7 +0,528 -3,0 + 0,586 -3,5+0,692

PB (nm) 10493 +£3,9 728,6 +7,0 976,0 £ 6,0 77,0 £ 0,592 64,3 +0,762
SoluPlus®

PDI 0,563 + 0,278 0,824 + 0,369 0,620 + 0,207 0,127 + 0,095 0,055 + 0,105

ZP (mV) -22,7+0,3 -21,5+0,8 -224+0,2 94+1,0 -124+1,3

PS (nm) 532,6 £ 0,7 487,8 +2,8 4314 +1,2 472,5+3,0 569,4 +2,4
Poloksamer 188

PDI 0,223 +0,127 0,416 +0,125 0,362 + 0,087 0,404 + 0,131 0,229 + 0,076

ZP (mV) -24,7+0,6 -28,1+0,8 -23,7+0,7 -252+1,0 -10,9+0,5

PS (nm) 615,7+2,4 534,6 +1,78 480,5+1,3 504,5+2,7 673,9+2,7
Poloksamer 407

PDI 0,393 + 0,67 0,291 + 0,169 0,381+0,1 0,200 + 0,123 0,226 + 0,152

ZP (mV) -20,1+0,4 244 +0,4 -193+0,5 -17,6+0,5 -19,4+0,4

PS (nm) 1950,7 £ 11,7 1633,7 +0,9 799,7+5,2 916,7+9,4 3156 +2,4
SDC

PDI 0,386 + 0,129 0,509 +0,178 0,991 + 0,091 0,859 + 0,246 0,434 +0,171

ZP (mV) -51,2+0,8 -48,7+0,9 -49,6 +0,9 -50,3+1,2 -553+1,0

PS (nm) 1289,7+3,5 1325,3 +4,8 591,5+4,0 866,1 +4,2 6018,0 + 36,6
SLS

PDI 0,386 + 0,113 0,395+0,121 0,593 + 0,323 0,449 + 0,218 0,954 + 0,254

ZP (mV) -57,7+£0,9 -57,0+£0,7 -54,0+1,2 -72,1+1,1 -708+1,5
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Result quality : Good

Size (d.nm}: % Intensity:
Z-Average (d.nm): 4355 Peak 1: 5432 1000
Pdl; 0,192 Peak 2: 0,000 0,0
Intercept: 0,892 Peak 3: 0,000 0,0

St Dev (d.nm}:

2615
0,000
0,000

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}
Sekil 4.17. M3-NS’nin partikiil biiytikliigi dagilim grafigi.
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -24,1 Peak 1: -241 100,0 6,83
Zeta Deviation (mV). 683 Peak 2. 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm). 0,0136 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

500000

400000

300000

200000

Total Counts

100000

0

Zeta Potential Distribution

=100

0
Apparent Zeta Potential {m)

Sekil 4.18. M3-NS’nin zeta potansiyel ol¢lim grafigi.
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4.5.3. Farkh Kriyoprotektan Tiirii ve Oranlarnn Kullanilarak M3
Nanokristal Formiilasyonlarimin Kurutulmasina iliskin Sonuclar

Kriyoprotektan kullanilmadan dondurularak kurutulmus M3 nanokristal
formiilasyonu icin partikiil biiyiikliigii, PDI ve ZP degerleri sirasiyla 547,8 + 10,3
nm, 0,545 + 0,075, -20,1 + 0,5 mV olarak saptanmistir. Sec¢ilen optimum
nanosiispansiyon formiilasyonunun (%0,5 poloksamer 188 ile hazirlanan
nanosiipansiyon (M3-NS); 4314 + 1,2 nm, 0,362 + 0,087, -23,7 = 0,7 mV)
kriyoprotektan kullanilmadan dondurularak kurutulmasindan sonra genel olarak
partikil biiytikligli ve PDI degerlerinde bir artis ve ZP degerlerinde kiiciik bir diisiis
oldugu goriilmektedir. Farkli kriyoprotektan tiirli ve oranlar1 kullanilarak hazirlanan
M3 nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilart Tablo 4.17.’de verilmistir. Deneysel
olarak en diisiik partikiil biytikligi (320,2 = 15,3 nm) ve en iyi ZP degeri (-27,4 +
0,1 mV) %S5 trehaloz ile dondurularak kurutulmus M3 nanokristal formiilasyonunda
elde edilmistir. Elde edilen optimum M3 nanosiispansiyon formiilasyon (M3-NS) ve
optimum dondurularak kurutulmus M3 nanokristal formiilasyon (M3-NK) resimleri
Sekil 4.19.’da verilmistir. Seg¢ilen optimum nanokristal formiilasyonu (%0,5
poloksamer 188’in kullanildig1 nanosiispansiyon; M3-NS) i¢in partikiil biyikligi
dagilim1 ve ZP 6l¢iim grafikleri Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.’de gosterilmistir.

Sekil 4.19. Optimum M3 nanosiispansiyon formiilasyonu (M3-NS) ve dondurularak
kurutulmus M3 nanokristal formiilasyonu (M3-NK).
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Tablo 4.17. Farkli kriyoprotektan tiirli ve oranlar1 kullanilarak hazirlanan M3
nanokristallerinin formiilasyon ¢iktilar1 (Ortalama + SS; n=3).

Kriyoprotektan Yiizdesi (%)

Kriyoprotektan Parametre
1,25 2,5 5,0
PB (nm) 731,2 + 50,0 492,4 +20,8 390,0 + 24,0
Mannitol PDI 0,576 + 0,020 0,469 + 0,111 0,347 £ 0,028
ZP (mV) -19,3+0,6 -23,1+0,6 -25,9+0,2
PB (nm) 649,8 £ 53,6 476,3 £ 30,6 320,2 £ 15,3
Trehaloz PDI 0,543 + 0,004 0,446 + 0,009 0,311 £0,042
ZP (mV) 23,0+ 1,4 -255+13 -274+0,2
PB (nm) 449.1 £ 24,7 4252+ 4,6 451,8+28.0
Dekstroz PDI 0,518 £ 0,030 0,413 + 0,031 0,417 £ 0,013
ZP (mV) 25,4402 -26,8 0,6 25+0,7
PB (nm) 477,2 £29,2 507,7+47,3 42,7+4,7
Siikroz PDI 0,479 £ 0,017 0,437 + 0,007 0,423 £ 0,029
ZP (mV) 25,4+ 0,6 -23,5+0,4 27,1+ 0,9
PB (nm) 733,6 £ 94,5 705,3 + 48,3 376,5+42,7
Dekstran PDI 0,667 + 0,025 0,649 £ 0,074 0,482 + 0,064
ZP (mV) -23,9+0,3 -20,4+1,2 -22,1+2.2
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Result quality : Good

Size (d.nm}: % Intensity: St Dey (d.nm});
Z-Average (d.nm): 3185 Peak 1: 4052 100,0 2361
Pdli: 0231 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity
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S'W (d nm}
Sekil 4.20. M3-NK’nin partikiil biiytikliigii dagilim grafigi.
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -27,6 Peak 1: -276 100,0 6,73
Zeta Deviation (mV): 6,73 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 00108 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
ADDOOD T+ v e
BOO000T - v v e el
o
=
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B E I S
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Apparent Zeta Potential (mVv)

Sekil 4.21. M3-NK’nin zeta potansiyel ol¢lim grafigi.
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4.6. A@gzda Daglan Film Formiilasyonlarnin Hazirlanmasinda
Kullanilacak Yontem ve Formiilasyon Bilesenlerinin Belirlenmesi

Onformiilasyon Calismalar ile En Uygun Plastiklestiricinin Belirlenmesi

Pullulan bazli ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda en uygun
plastiklestiricinin belirlenmesi amaciyla yapilan onformiilasyon c¢alisma sonuglar
Tablo 4.18.’de verilmistir. Genel olarak gliserol ile hazirlanan ADF’ler (ADF-1)
daha uzun siirede (20 saat) kurumustur. Gliserol bazli ADF’ler (ADF-1) her ne kadar
homojen ve iyi yayilabilir 6zellikte olsa da ¢ok fazla yapigkan olmalari ve kaliptan
cikarken sekil deformasyonuna ugramalari nedeni ile beklenen ve istenilen film
Ozelliklerini tam olarak tagimamaktadir. Sorbitol ile hazirlanan ADF’ler (ADF-2)
homojen ve iyi yayilabilir 6zellikte olmalarina ragmen oldukg¢a sert ve kirilgan
yapiya sahiptirler. Kaliptan ¢ikarken kirilarak pargalanma sorunu yasayan sorbitol
bazli ADF’ler (ADF-2) istenilen film esnekligine sahip olmamalar1 nedeni ile daha
ileri ADF formiilasyon ¢alismalarinda tercih edilmemistir. Propilen glikol ile
hazirlanan ADF’ler (ADF-3) homojen, iyi yayilabilir, esnek ve uygun sertlikte
tiretilebilmislerdir. Kaliptan ¢ok rahat ¢ikmalarinin yani sira herhangi bir sekil
deformasyonuna ugramamalar1 nedeni ile etkin maddeli ADF’lerin hazirlanmasi i¢in

plastiklestirici madde olarak propilen glikol secilmistir.

Tablo 4.18. Onformiilasyon galismalarindan elde edilen formiilasyon parametreleri.

Formiilasyon Homojenlik  Yayilabilirlik  Yapiskanhk ve Sertlik Kirilganhk
Kaliptan
Cikma
ADF-1 +++ ++ + ++ ++
ADF-2 +++ ++ ++ + +
ADF-3 +++ +++ +++ +++ +++

Morfolojik incelemelere dayali ADF 6zelliklerinin sonucu: +++ = ¢ok iyi; ++ = iyi; + = kotii
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4.7. M3-NK Iceren Propilen Glikol Bazh Agizda Daglan Filmlerin
Karakterizasyonu

4.7.1. Kiitle Tekdiizeligi (Agirhk Degiskenligi) Testi

Tez kapsaminda hazirlanan optimum ADF formiilasyonlarina (M3-ADF) ait
kiitle tekdiizeligi bulgular1 Tablo 4.19.’da verilmistir. Avrupa Farmakopesi’ne gore
ortalama film agirhigi 80 mg’dan az olan formiilasyonlar i¢in, ikiden fazla ADF,
ortalama agirligin = %10'luk sapma degerini gegmemeli ve higbiri bu yiizdenin iki
katindan fazla sapma gostermemelidir (201). Sonuglara goére ortalama kuru film
agirligr 79,05 = 1,3 mg olarak belirlenmistir ve genel olarak film agirliklarinin 76,7 -
81,1 mg arasinda degistigi gorilmistiir. Sonug olarak hazirlanan ADF'lerin bireysel
agirliklarindaki sapmalarin, Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen smirlar iginde

oldugu, higbir filmin agirligmin sinir disina ¢ikmadigr ve kiitle tekdiizeligi icin

belirtilen kosullar1 sagladigi goriilmektedir.
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Tablo 4.19. M3-ADF formiilasyonlarinin kiitle tekdiizeligi bulgulart.

ADF No Yas Kiitle (mg) Kuru Film Agirhg: (mg)

1 809,5 78,7

2 814,4 79,4

3 805,3 76,8

4 806,5 79,3

5 800,3 76,7

6 812,3 78,5

7 813,5 78,0

8 813,8 79,7

9 801,5 77,2

10 807 78,9

11 804,1 77,4

12 809,8 78,7

13 805,8 79,1

14 814,7 79,7

15 8145 79,7

16 813,1 81,0

17 811,9 79,6

18 811,5 80,5

19 816,2 80,9

20 811,6 81,1
Ortalama 809,86 79,05
SS 4,54 1,30

% BSS 0,56 1,64
En diisiik 800,3 76,7
En yiiksek 716,2 81,1
Alt sinir (Ortalama - %10 SS) - 71,2

Ust simir (Ortalama + %10 SS) - 87,0
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4.7.2. Kalinlik Testi

M3-ADF formiilasyonlarinin kalinlik kontrolii Boliim 3.2.7.’de anlatildig1
sekilde gergeklestirilmis olup elde edilen bulgular Tablo 4.20.’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin kalinligi 0,129 + 0,003

mm olarak saptanmaistir.

Tablo 4.20. M3-ADF formiilasyonlarinin kalinlik kontrol tayinine ait bulgular.

ADFNo Merkez 1.Kose 2.Kose 3.Kose 4.Kose Ortalama

(mm) — (mm)  (mm)  (mm) (MM) " Film Kalnhg (mm)

1 0,071 0,147 0,127 0,159 0,163 0,133

2 0,044 0,132 0,148 0,155 0,164 0,129

3 0,067 0,168 0,154 0,136 0,134 0,132

4 0,079 0,160 0,158 0,108 0,139 0,129

5 0,064 0,149 0,157 0,130 0,128 0,126

6 0,088 0,134 0,115 0,132 0,167 0,127

7 0,061 0,149 0,128 0,136 0,170 0,129

8 0,067 0,126 0,145 0,168 0,122 0,128

9 0,067 0,141 0,149 0,124 0,179 0,132

10 0,052 0,120 0,152 0,143 0,156 0,125

Ortalama 0,129

SS 0,003

% BSS 1,989

En diisiik 0,126

En yiiksek 0,133
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4.7.3. Yiizey pH Testi

Boliim 3.2.7.'de belirtilen sekilde gerceklestirilen ylizey pH calismalarindan
elde edilen bulgular Tablo 4.21.’de verilmistir. ~ Elde edilen sonuglara gore

hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin yiizey pH’s1 6,29 + 0,10 olarak saptanmaistir.

Tablo 4.21. M3-ADF formiilasyonlarinin yiizey pH 6l¢timiine ait bulgular.

ADF No pH Degeri
1 6,31
2 6,14
3 6,20
4 6,45
5 6,29
6 6,33
Ortalama 6,29
SS 0,10
% BSS 1,57

4.7.4. Nem Tayini

M3-ADF formiilasyonlariin nem tayini Bolim 3.2.7.'de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmis olup elde edilen bulgulara goére filmlerin nem igerikleri %6,58
olarak tespit edilmistir.

4.7.5. icerik Tekdiizeligi Testi

M3-ADF formiilasyonlarinin igerik tekdiizeligi c¢aligmalar1 Boliim 3.2.7.'de
belirtildigi sekilde gergeklestirilmis olup elde edilen bulgular Tablo 4.22.°de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore hazirlanan ADF formiilasyonlarinin igerik
tekdiizelikleri %91,96-%102,84 arasinda tespit edilmis olup, ortalama igerik
tekdtizeligi 95,36 + 3,15 olarak saptanmistir. Ayrica Esitlik 3.2. kullanilarak yapilan
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hesaplamalar sonucunda hazirlanan ADF’ler i¢in kabul degeri 10,7 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.22. M3-ADF formiilasyonlarinin igerik tekdiizeligi bulgulari.

ADF No Icerik Tekdiizeligi (%)
1 92,39
2 97,48
3 92,06
4 95,93
5 94,88
6 95,22
7 102,84
8 93,56
9 91,96
10 97,28
Ortalama 95,36
SS 3,15
% BSS 3,3

4.7.6. Mekanik Kontroller

M3-ADF formiilasyonlarinin mekanik kontrolleri Béliim 3.2.7.'de belirtildigi
sekilde gergeklestirilmis olup, elde edilen bulgular Tablo 4.23.’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore hazirlanan ADF formiilasyonlarinin % uzama, elastik modiiliis
ve gerilme direnci degerleri sirastyla %420,38 + 9,44, 0,216 + 0,02 MPa; 6,29 + 0,25
MPa olarak saptanmistir. Ayrica tiim ADF formiilasyonlarinda katlanma direncinin

200’den biiyiik oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.23. M3-ADF formiilasyonlarinin mekanik kontrollerine ait bulgular.

ADF No % Uzama Elastik Modiiliis Gerilme Direnci
(MPa) (MPa)

1 4249 0,200 6,2
2 429,0 0,199 6,6
3 407,2 0,250 6,3
Ortalama 420,4 0,216 6,3
SS 9,44 0,02 0,25
% BSS 2,3 11,0 4,0

4.7.7. Dagilma Testleri

M3-ADF formiilasyonlarinin dagilma testleri Bolim 3.2.7.'de belirtildigi
sekilde gergeklestirilmis olup distile su ortaminda yapilan dagilma testine ait elde
edilen bulgular Tablo 4.24.°de ve pH 5,7 yapay tiikiiriik sivisi ortaminda yapilan
dagilma testine ait elde edilen bulgular Tablo 4.25.°de verilmistir. Genel olarak
yapay tikirik ortaminda yapilan ¢alisgma verilerin distile su ortaminda yapilan
caligsma verilerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmekle birlikte veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir (p>0,05). Distile su ortaminda
ADF’lerin dagilma siiresi petri kabi1 yontemine gore 21,3 + 2,3 sn ve damla
yontemine gore 12,7 + 0,9 sn olarak belirlenmistir. pH 5,7 yapay tiikiiriik ortaminda
ise, ADF’lerin dagilma siiresi petri kab1 yontemine gore 23,0 = 1,2 sn ve damla

yontemine gore 14,5 + 0,5 sn olarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.24. M3-ADF formiilasyonlarinin distile su ortaminda yapilan dagilma
testine ait bulgular.

Dagilma Siiresi (sn)

Petri Kab1 Yontemi
ADF No ADF’in Dagilmaya ADF’in Damla Yéntemi
Basladig Siire Tamamen
Kayboldugu Siire
1 5 20 12
2 3 17 14
3 6 23 14
4 4 22 11
5 5 19 12
6 3 27 13
Ortalama 4,3 21,3 12,7

SS 11 3,2 11
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Tablo 4.25. M3-ADF formiilasyonlarinin pH 5,7 yapay tiikiiriik sivis1 ortaminda
yapilan dagilma testine ait bulgular.

Dagilma Siiresi (sn)

Petri Kab1 Yontemi
ADF No
ADF’in Dagilmaya ADF’in Damla Yontemi
Basladig Siire Tamamen
Kayboldugu Siire

1 6 23 12

2 5 21 14

3 8 24 14

4 8 26 13

5 7 19 12

6 5 25 15
Ortalama 6,5 23,0 13,3
SS 1,2 12 0,5

4.8. Caco-2 Permeabilite Calismalarinda Kullanilacak Nanokristal ve
Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarinin Fizikokimyasal Analiz Sonuclari

M3, M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlarinin fizikokimyasal o6zelliklerini
tayin etmek amaciyla; taramali elektron mikroskop (SEM) ile morfolojik 6zelliklerin
analizi, X-1s1n1 kirinimi analizi (XRD), fourier doniisiimli kizildtesi spektroskopi
analizi (FT-IR) ve diferansiyel taramali kalorimetri analizi (DSC), Bolim 3.2.1.’de

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

4.8.1. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yardimci
maddelerden poloksamer 188’in, fiziksel karigimlarin (FK-1 ve FK-2), M3-NK, M3-
ADF’nin yiizey morfolojisi, partikiil biiyiikliigii ve seklini incelemek amaciyla
yapilan SEM analizi sonuglart Sekil 4.22.-Sekil 4.26.’de gosterilmistir. M3-ADF
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formiilasyonlarinin yiizey goriintiileri haricinde enine kesit goriintiileri de incelenmis

olup Sekil 4.27.”de verilmistir.

Sekil 4.22. Poloksamer 188’in farkli biiylitme oranlarindaki SEM goriintiileri (200x
(a, ¢) ve 2500x (b)).

Sekil 4.23. FK-1’in farkli biiylitme oranlarindaki SEM goriintiileri (200X (a, b) ve
2500x (c)).

Sekil 4.24. FK-2’nin farkli biiylitme oranlarindaki SEM goriintiileri (5000x (),
20.000x (b) ve 50.000x (c)).
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Sekil 4.25. M3-NK’nin farkli biiylitme oranlarindaki SEM goriintiileri (200x (a),
1000x (d), 2000x (e), 2500x (b), 5000x (c, f), 6000x (g) ve 10.000x (h, 1)).

Sekil 4.26. M3-ADF’in farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goériintiileri (ylizey)
(1000x (a, b) ve 10.000x (c)).
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() (b)

20 pm
METU CENTRAL LAB

Sekil 4.27. M3-ADF’nin farkli bitylitme oranlarindaki SEM goérintiileri (enine kesit)
(100x (c), 200x (f), 250x (d, €), 1000x (a, h), 3000x (g) ve 5000x (b)).

4.8.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizi

M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yardimet1
maddelerden poloksamer 188, pullulan, fiziksel karigimlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK,
M3-ADF’nin DSC analizleri sonucu elde dilen termogramlar Sekil 4.28.—Sekil
4.33.’de gosterilmistir. M3-NK ve M3-ADF formiilasyon bilesiminde bulunan ve
DSC termogramlar1 ayr1 ayri verilmis olan analizlerin {ist iiste cakistirilmig

gortintiileri de Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.’de verilmistir.
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Sekil 4.28. Poloksamer 188’e ait DSC termogrami.
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Sekil 4.29. FK-1’e ait DSC termogrami.
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Sekil 4.32. FK-2’ye ait DSC termogrami.
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Sekil 4.33. M3-ADF’ye ait DSC termogramiu.
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Sekil 4.34. M3, Poloksamer 188, FK-1 ve M3-NK’nin
termogramlari.
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Sekil 4.35. M3-NK, Pullulan, FK-2 ve M3-ADF’nin st tste c¢akistirilmis DSC

termogramlari.
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4.8.3. X-Istm Kirinimi Analizi

M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yardimei
maddelerden poloksamer 188, pullulan, fiziksel karisimlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK,
M3-ADF’nin XRD analizleri sonucu elde dilen X-isin1 kirmimi difraktogramlari
Sekil 4.36.—Sekil 4.41.°de gosterilmistir. M3-NK ve M3-ADF formiilasyon
bilesiminde bulunan ve X-isim1 kirinimi difraktogramlar1 ayri ayri verilmis olan
analizlerin ve nanosiipansiyonlarin kurutulmasinda kullanilan trehalozun XRD
difraktogram pikleri ile FK-2’nin difraktograminin st tiste ¢akistirilmis goriintiileri
sirastyla Sekil 4.42., Sekil 4.43. ve Sekil 4.44.°de verilmistir.

MY
Y \._.,/ \ ~

Sod \
R SRSV e S S o R R |

T T T S S T S T S T T ST T S

Sekil 4.37. FK-1’e ait X-151n1 kirmimi difraktograma.
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Sekil 4.40. FK-2’ye ait X-1s11 kirinimi difraktogrami.
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Sekil 4.41. M3-ADF’ye ait X-11n1 kirinimi difraktogrami.
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Sekil 4.42. M3, Poloksamer 188, FK-1 ve M3-NK’nin {ist tiste ¢akistirilmig X-1s1n1
kirinimu difraktogramlari.
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M3-ADF

FK-2

Sekil 4.43. M3-NK, Pullulan, FK-2 ve M3-NK’nin iist iiste ¢akistirtlmis X-151m1
kirinimu difraktogramlari.
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Sekil 4.44. Trehaloza ait X-ismm1 kirinmmi piklerinin FK-2’nin X-1s1mn1 kirinimi
difraktogramu ile iist iiste ¢akistirilmis goriintiisii.
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4.8.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi Analizleri

M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yardimei
maddelerden poloksamer 188, trehaloz, pullulan, aspartam, fiziksel karigimlar (FK-1
ve FK-2), M3-NK, M3-ADF’nin FT-IR analizleri sonucu elde dilen FT-IR
spektrumlart  Sekil 4.45.—-Sekil 4.52.°de gosterilmistir. M3-NK ve M3-ADF
formiilasyon bilesiminde bulunan ve FT-IR spektrumlar1 ayri1 ayr1 verilmis olan
analizlerin st Uste cakistirilmig goriintiileri ise Sekil 4.53. ve Sekil 4.54.°de

verilmigtir.
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4.9. Stabilite Calismalari

ADF’lerin kisa siireli hizlandirilmis stabilite calismalar1 Boliim 3.2.8.'de
belirtildigi sekilde gerceklestirilmis ve elde edilen karakterizasyon bulgular1 Tablo
4.32.°de Ozetlenmigtir. Stabilite ¢alismalar1 kapsaminda M3-ADF’ler kiitle
tekdiizeligi, kalinlik, ylizey pH’s1, %nem igerigi, igerik tekdiizeligi ve dagilma stiresi
gibi ¢esitli karakterizasyon c¢aligmalari ile degerlendirilmis olup elde edilen bulgular
Tablo 4.26.—Tablo 4.31. arasinda detayli bir sekilde verilmistir. Kiitle tezdiizeligi
caligmalar1 haricinde elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir.  Yapilan  morfolojik  incelemeler  sonucunda  M3-ADF
formiilasyonlarinin boyut, renk ve genel goriiniislerinde bir bozulma olmaksizin

biraz daha yumusak ve biraz da yapiskan hale gelmeleri dikkat ¢ekmistir.
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Tablo 4.26. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis = stabilite
calismalarina ait kiitle tekdiizeligi bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem).

0. Giin 15. Giin 30. Giin
ADF No Kuru Film Agirhig Kuru Film Agirhgr  Kuru Film Agirhg:
(mg) (mg) (mg)
1 78,7 81,8 82,1
2 79,4 80,6 83,3
3 76,8 79,4 81,6
4 79,3 81,7 80,5
5 76,7 81,0 85,7
6 78,5 78,6 82
7 78,0 82,9 80,4
8 79,7 79,9 80,1
9 77,2 79,8 80,8
10 78,9 81,7 80,9
11 77,4 79,2 79,1
12 78,7 78,9 81,2
13 79,1 81,2 81,4
14 79,7 82,4 81,6
15 79,7 77,8 82,3
16 81,0 82,3 84,1
17 79,6 80,9 79,5
18 80,5 83,1 82,1
19 80,9 77,8 82,3
20 81,1 80,8 83,7
Ortalama 79,05 80,59 81,74
SS 1,30 1,57 1,56
% BSS 1,64 1,95 1,91
En diigiik 76,7 7138 79,1
En yiiksek 81,1 83,1 85,7
Alt sinir 71,2 74,5 75,6

Ust siir 87,0 86,6 87,9
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Tablo 4.27. M3-ADF formiilasyonlariin kisa siireli hizlandirilmis = stabilite
calismalarina ait ortalama kalinlik bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem).

ADF No 0. Giin 15. Giin 30. Giin
Ortalama film Ortalama film Ortalama film
kalinhigi (mm) kalinhig1 (mm) kalinh@ (mm)
1 0,133 0,131 0,135
2 0,129 0,132 0,129
3 0,132 0,133 0,131
4 0,129 0,135 0,126
5 0,126 0,128 0,131
6 0,127 0,131 0,127
7 0,129 0,128 0,128
8 0,128 0,129 0,127
9 0,132 0,126 0,131
10 0,125 0,130 0,132
Ortalama 0,129 0,130 0,130
SS 0,003 0,002 0,003

% BSS 1,989 1,853 1,946
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Tablo 4.28. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite
calismalarina ait yiizey pH bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem).

ADF No 0. Giin 15. Giin 30. Giin
pH Degeri pH Degeri pH Degeri

1 6,31 6,22 6,01

2 6,14 6,20 6,18

3 6,20 6,24 6,23

4 6,45 6,15 6,25

5 6,29 6,19 6,30

6 6,33 6,33 6,14
Ortalama 6,29 6,22 6,19

SS 0,10 0,06 0,09

% BSS 1,57 0,95 1,51
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Tablo 4.29. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite
calismalarina ait ortalama igerik tekdiizeligi bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem).

ADF No 0. Giin 15. Giin 30. Giin
Icerik Tekdiizeligi Icerik Tekdiizeligi  Icerik Tekdiizeligi
(%) (%) (%)
1 92,39 96,34 94,39
2 97,48 90,46 93,38
3 92,06 90,99 103,41
4 95,93 95,98 98,72
5 94,88 90,72 92,92
6 95,22 95,22 93,26
7 102,84 96,99 96,99
8 93,56 95,51 91,61
9 91,96 92,15 90,01
10 97,28 95,33 97,28
Ortalama 95,36 93,97 95,20
SS 3,15 2,44 3,74

% BSS 3,3 2,60 3,93
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Tablo 4.30. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite
calismalarina ait distile su ortaminda yapilan dagilma testi bulgular1 (40°C + 2°C,

%75 nem).
Dagilma Siiresi (sn)
Petri Kab1 Yontemi
ADF No ADF’in ADF’in Damla Yontemi
Dagilmaya Basladig Siire Tamamen Kayboldugu Siire
0.giin 15.giin 30.giin 0.giin 15.giin 30.giin 0.giin 15.giin 30.giin

1 5 5 5 20 18 18 12 11 11
2 3 4 3 17 21 19 14 12 12
3 6 5 6 23 19 21 14 13 14
4 4 3 5 22 17 17 11 10 13
5 5 3 4 19 23 20 12 11 9
6 3 4 4 27 25 21 13 10 10

Ortalama 43 4 45 213 20,5 19,3 12,7 11,2 11,5
SS 11 08 0,9 3,2 2,8 15 11 11 1,7
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Tablo 4.31. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis = stabilite

caligmalarina ait pH 5,7 yapay tiikiliriik sivisi ortaminda yapilan dagilma testi
bulgulart (40°C + 2°C, %75 nem).

Dagilma Siiresi (sn)

Petri Kab1 Yontemi

ADF No Damla Yontemi
ADF’in ADF’in
Dagilmaya Basladig Siire Tamamen Kayboldugu Siire
0.giin 15.giin 30.giin 0.giin 15.giin 30.giin 0.giin 15.giin 30.giin
1 6 7 4 23 22 20 12 13 12
2 5 3 6 21 21 22 14 12 10
3 8 7 7 24 19 18 14 14 13
4 8 6 5 26 23 20 13 11 9
5 7 4 4 19 22 21 12 12 15
6 5 7 3 25 24 24 15 14 16
Ortalama 6,5 5,7 4,8 23 21,8 20,8 13,3 12,7 12,5

SS 13 1,6 13 1,2 1,6 19 0,5 11 2,5
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Table 4. 32. M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite ¢alisma

bulgular1 (40°C + 2°C, %75 nem, Ortalama + SS).

GUN
KARAKTERIZASYON
0.Giin 15.Giin 30.Giin
Seffaf Seffaf Seffaf
e Piirlizsiiz Piirtizsiiz Piiriizsiiz
Goriiniis
Homojen Homojen Homojen
Tam kuru Yapigkan Yapigkan
*Agirhk (mg, n=20) 79,05+1,3 80,59+ 1,6 81,7416
Kalhinhik (mm, n=10) 0,129 + 0,003 0,130+ 0,002 0,130 + 0,003
Yiizey pH (n=6) 6,29+0,1 6,22+0,1 6,19+0,1
Nem icerigi (%, n=13) 6,58 6,72 6,92
icerik Tekdiizeligi (%, n=10) 95,36 + 3,2 9397+24 95,20 £3,7
Dagilma siiresi (sn) Damla - 127+11 112411 115+1,7
. Y ontemi
(Distile su)
Petri
Kabi 21,3+3,.2 205+2,8 19,3+15
Y 6ntemi
Dagilma silresi (sn) 5Z$fmi 133405 127+11 125425
(pH 5,7 Yapay tiikiiriik sivisi)
Petri
Kabi 23,0+1,2 218+1,6 20,8+1,9
Y ontemi

*Istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmustir (p<0,05).

4.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.10.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

L929, MCF-7, SK-BR-3 ve A549 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda 96 kuyucuklu

plakalara ekimi sirasinda inverted mikroskop ile ¢ekilen mikrograflart Sekil 4.55.’de

verilmistir.
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Sekil 4.55. Kiiltiir ortam1 i¢inde L929, MCF-7, SK-BR-3 ve A-549 hiicrelerinin
mikrograflari (10x).

4.10.2. In Vitro Gegirgenlik (Permeabilite) Calismalar1 icin Caco-2
Hiicrelerinin Hazirlanmasi

In vitro permeabilite aligmalarin yapildig1 21. giindeki bos insert ve hiicre
iceren insert gortntileri Sekil 4.56.°da ve inverted mikroskop ile g¢ekilen
mikrograflart Sekil 4.57.’de gosterilmistir. Genel olarak bos insertlerde porlu yap1
dikkat ¢cekmekte iken, hiicre iceren insertlerde Caco-2 hiicrelerinin insert yiizeyini
tamamen kapladig1 goriilmektedir. Tek tabaka hiicre biitiinliigiliniin degerlendirilmesi
amaciyla tiim insertlerin TEER degerleri dl¢iilmiistiir. Genel olarak Caco-2 hiicre tek
tabakalarmin TEER degerleri 200-1000 ohm.cm? olarak &l¢iilmiis olup TEER<400

ohm.cm? olan hiicreler transport ¢alismalarinda kullanilmamistir.



171

Sekil 4.56. in vitro permeabilite calismalarinda kullanilan bos ve hiicre igeren insert
goriintiileri.

Sekil 4.57. in vitro permeabilite ¢calismalarinda kullanilan bos ve hiicre igeren insert
mikrograflar1 (40x).

4.10.3. M3’iin Biyofarmasotik Simiflandirma Sistemi’ndeki Yerinin
Tespiti i¢in Yapilan On Deneme Sonuglar

M3’iin permeabilite calismalarinda kullanilacak giivenli dozun belirlenmesi
amaciyla yapilan sitotoksisite ¢alisma bulgular1 ve DMSO kontrollerine ait
sitotoksisite bulgular1 Tablo 4.33.’de verilmistir. Se¢ilen konsantrasyon araliginda
M3’tin Caco-2 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksisite profili ve DMSO
kontrollerine ait sitotoksisite profili Sekil 4.58.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.33. M3’iin Caco-2 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksisite g¢alisma
bulgular1 (Ortalama + SH; n=3).

Konsantrasyon Hiicre Canliigh (%) DMSO
(ng/mL) M3 DMSO (%)
200 1049+14 90,0+ 2,8 0,8
400 97,0+ 3,1 89,2+ 1,6 1,6
600 96,2+2,1 88,5+2,2 2,4
800 928+21 83,9+25 3,2
1000 91,3+0,6 85,1+2,3 4.0
1200 93,2+24 86,5+ 2,6 4.8
120 - *
I 1
~ 100 -
S
En 80 -
E 60 -
@]
e
zg 40 -
=
20 -
0 |
® M3 Konsantrasyon (ng/mL) 200 400 600 800 1000 1200 Kontrol
w DMSO (%) 08 16 2.4 3,2 4,0 4,8

Sekil 4.58. M3’iin ve DMSO kontrollerinin Caco-2 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksisite profili (Ortalama + SH; n=3) (*p<0,05, farkli konsantrasyonlarla
karsilastirildiginda).
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M3’lin in vitro permeabilite 6n calismalari i¢in tespit edilen bazolateral
kompartman konsantrasyonu ve Pqpp degerleri Tablo 4.34.’de verilmistir. Elde edilen
bulgulara gére M3 igin ortalama pemeabilite katsayis1 2,17 (£ 0,07) x107 cm/sn

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.34. M3’{in in vitro permeabilite 6n ¢caligma bulgulart.

Insert No Konsantrasyon Papp Degeri x 107
(ng/mL) (cm/sn)
1 0,632 2,15
2 0,626 2,13
3 0,653 2,23
4 0,615 2,10
5 0,622 2,12
6 0,674 2,30
Ortalama 0,637 2,17
SS 0,02 0,07
% BSS 3,21 3,20

4.10.4. Farkh Stabilizanlarin M3 Nanosiispansiyon Formiilasyonlarinin
In Vitro Sitotoksisite Profili Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

NKT ile gelistirilmis ¢Oziintirlik ozelliklerine sahip M3
nanosiispansiyonlarinda  kulllanilan stabilizanlarin  formiilasyonlarin in  vitro
sitotoksisite profili {izerine etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan sitotoksisite
calisma bulgular1 ve DMSO kontrollerine ait sitotoksisite bulgular1 Tablo 4.35.’de
verilmistir. M3 ve %0,5 stabilizan iceren M3 nanosiispansiyon formiilasyonlarinin
ve DMSO kontrollerinin in vitro sitotoksisite profilleri ise Sekil 4.59. ve Sekil

4.60.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.35. M3, %0,5 stabilizan igeren M3 nanosiispansiyon formiilasyonlari ve DMSO kontrollerinin sitotoksisite ¢alisma bulgular
(Ortalama + SH; n=3).

Hiicre Canlihig1 (%)
. 24 saat 48 saat 72 saat
Ornek
Konsantrasyon (ng/mL) — DMSO (%) Konsantrasyon (ug/mL) — DMSO (%) Konsantrasyon (ug/mL) — DMSO (%)

10-0,05 50 -0,25 250-1,25 10-0,05 50-0,25 250-1,25 10-0,05 50-0,25 250-1,25
M3 102,4+2,7 785+2,2 38,9+1,2 93,7+23 410+11 305+1,0 945+1,7 275+0,6 30,1+0,5
PVA-NS 936+14 86,7+14 81,0+24 1176 +£1,2 91,1+27 81,3+3,3 97,7+19 91,0+£2,0 67,1+1,9
PVP K30-NS  108,3+35  101,9+4,4 81,624 1055+2,3 83,1+2,0 70,7£2,2 955+2,1 86,3+2,7 58,7 +2,7
SoluPlus® NS 98,9+3,3 945+3,1 79,4+3,.2 1147 +2.2 929+27 97,4+1,9 89,5+2,4 932+11 853+24

Polggszrger 969+12  945+35  846+32  1093+28  984+26  821+28  982+19  885+10  800+24

Poigl;szrger 1308408 1136+26  855+27  1067+17  934+19  909+17  985+31  924+24  97,1+32
SLS-NS 790+22  67,6+14  301+10 1147422  940+18  31,3+10  1046+17  1023+27  293+13
SDC-NS  1086+42 932+43  580+09  1066+23 98124  659+23  1068+16  1097+22 63718
DMSO

Kontrol 1001+30 855+10  1165+27  1094+18  1032+30  1123+43  1239+36  1301+44  1165+45




® 250 pg/ml
o 50 pg/mL
= 10 pg/mL
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0.0 A 1500
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Sekil 4.59. M3’iin ve %0,5 stabilizan iceren M3 nanosiispansiyon formiilasyonlarmin 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C)
inkiibasyondan sonra 1.929 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksisite profilleri (Ortalama + SH; n=3) (*p<0,05, ** p<0,005, ***p<0,001,
***¥*p<0,0001, kontrol ile karsilagtirildiginda; #p<0,05, ##p<0,005, ###p<0,001, ####p<0,0001, farkli konsantrasyonlarla
karsilastirildiginda).
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Sekil 4.60. DMSO Kkontrollerinin 1929 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksisite
profilleri (Ortalama = SH; n=3) (**p<0,005, farkl1 yiizdelerle karsilastirildiginda).

4.10.5. M3 Nanokristal Formiilasyonlarinin Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve
A549 Hiicrelerinin in Vitro Hiicre Canhligi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Farkli kanser hiicre hatlar1 iizerinde gergeklestirilen sitotoksisite caligma
bulgulart ve DMSO kontrollerine ait sitotoksisite bulgulart Tablo 4.36.’de
verilmigtir. M3, FK-1, M3-NS, kriyoprotektansiz M3-NK ve M3-NK
formiilasyonlarinin ve DMSO kontrollerinin Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549
hiicreleri tizerinde in vitro sitotoksisite profilleri ise Sekil 4.61. ve Sekil 4.62’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.36. Farkli kanser hiicreleri iizerinde yapilan sitotosisite ¢aligma bulgulari
(Ortalama + SH; n=3).

Konsantrasyon
Ornek (ng/mL) Caco-2 MCF-7 SK-BR-3 A549
DMSO (%)

10 101,9+17 1081+24 1046+38 1129+38
M3 50 875+16 938+21 100,3+25  1069+15

250 913+16 87,7+13 832+20  1014+14
10 1074+12 1046+17 1004+31 1064+35
FK-1 50 102,7+24 1005+24  1119+28  1066+19
250 117,0+26 1068+29 1122+28 1200+15

10 959+14 1035+22 91,9+18 95422

M3-NS 50 959+25 963+19 99,0420  976+28

250 89,4+20 77,7+09 823+26  886+14
10 101,9+12 1075+24  103,7+27 1105+31
Kriyo&g‘it,\lei?ans'z 50 1020412 1029+14  1032+30 112623
250 1039+18 974+24 100,8+16  116,7+20
10 106,7+15 1135+21 1053+29 107,7+28
M3-NK 50 1032+11 1045+23 1143+33 1139+15
250 1051+19 964+15 107,1+21 1235+11
0,04 991+17 107,2+23 1023+16 107,9+08
DMSO Kontrol 0,2 99,1+25 106,0+14  93,7+15 105,8+0,9

1 89,7+1,3 98,9+1,8 96,8+1,0 98,7+1,2
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Sekil 4.61. Farkli kanser hiicreleri iizerinde yapilan in vitro sitotoksisite ¢alisma profilleri (Ortalama = SH; n=3) (*p<0,05, ** p<0,005,
kontrol ile Kkarsilastirildiginda; #p<0,05, ##p<0,005,
karsilastirildiginda).

**x0<0,0001,

H##p<0,001,

H##p<0,0001,

farkl

konsantrasyonlarla
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Sekil 4.62. DMSO Kkontrollerinin farkli kanser hiicreleri tizerindeki in Vitro
sitotoksisite profilleri (Ortalama + SH; n=3) (*p<0,05, kontrol ile karsilastirildiginda;
#p<0,05, ##p<0,005, farkl yiizdelerle karsilastirildiginda).

4.10.6. Nanokristal ve Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarinn In Vitro
Gecirgenlik (Permeabilite) Calisma Sonuclar:

NKT ile c¢oziintirliik o6zellikleri iyilestirilen M3 nanokristal ve ADF
formiilasyonlarinin permeabilite ¢aligmalarinda kullanilacak uygun ila¢ dozunun
belirlenebilmesi i¢in yapilan sitotoksisite c¢alisma bulgular1 Tablo 4.37.°de
verilmistir. Orneklerin ve DMSO kontrolerinin Caco-2 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksisite profilleri ise Sekil 4.63. ve Sekil 4.64.’de gosterilmistir. In vitro
permeabilite caligsmalar1 sonuglar1 elde edilen bulgular Tablo 4.38.’de ve orneklere
ait permeabilite katsay1 (Papp) profilleri Sekil 4.65.’de 6zetlenmistir. Sonuglara gére
M3, M3-NS, M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlar1 i¢in Papp degerleri sirastyla 0,15
(+ 0,01) X107 cm/sn, 1,24 (+ 0,07) x1077 cm/sn, 4,26 (+ 0,50) X107 cm/sn ve 4,44 (+
0,10) X107 cm/sn olarak tespit edilmistir.



180

Tablo 4.37. In vitro Caco-2 permeabilite ¢alismalarinda kullanilacak uygun ilag
dozunun belirlenebilmesi i¢in yapilan sitotoksisite calisma bulgular1 (Ortalama + SH;

n=3).
Hiicre Canlihig (%)
Ornek Konsantrasyon (ug/mL)
37,5 50 75 100 150 200
M3 125,7 +4,1 128,4+4,8 150,2+5,7 139,2+4,0 147,8+5,2 131,9+4,2
FK-1 117,6 £45 1143+51 162,6+7,0 156,6+49 140,7+39 153,3+5,9
M3-NS 105,7+3,0 946+21 89,8+1,6 103,2+30 978+18 780,0+27
M3-NK 1253+33 1194+18 1243+23 1304+42 1328+34 126,7+34
FK-2 127,3+31 124,127 1349+26 1472+3,3 143,1+35 144,8+33
Plasebo 116,631 109,7+14 1219+25 130,3+16 1464+30 156,7+2,3
ADF
M3-ADF 112,7+24 1150+3,0 133,5+£3,0 1554+20 1650+27 177,6+28
Asiklovir 1022+22 113,0+£31 107,3+24 1147+23 1182+35 118,4+5,6
Metaprolol  1089+16 1182+14 1172+27 122,1+31 1232+20 111,6+24
Tartarat
DMSO 109,1 +£2,3 122,7+19 120,7+2,9 1094+16 1143+2,7 110,5+23

Kontroleri
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Sekil 4.63. In vitro Caco-2 permeabilite ¢calismalarinda kullanilacak uygun ila¢ dozunun belirlenebilmesi i¢in yapilan in vitro sitotoksisite
caligma profilleri (Ortalama + SH; n=3).
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Sekil 4.64. DMSO kontrollerinin Caco-2 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksisite
profilleri (Ortalama + SH; n=3) (**p<0,005, kontrol ile karsilastirildiginda)

Tablo 4.38. in vitro Caco-2 permeabilite ¢aligma bulgular1 (Ortalama + SS; n=3).

Ornek Konsantrasyon Permeabilite Katsayisi
(ng/mL) (Papp X 1077, cm/s)

M3 0,02 + 0,002 0,15+ 0,01
FK-1 0,08 £ 0,016 0,48 +0,10
MS-NS 0,20+ 0,012 1,24 +0,07
M3-NK 0,69 + 0,081 4,26 + 0,50
FK-2 0,16 0,018 0,98 +0,11
M3-ADF 0,72 + 0,016 4,44 + 0,10
Asiklovir 0,02 + 0,001 0,09 + 7,72

Metaprolol Tartarat 126,24 £ 9,374 775,10 £ 5,76
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Sekil 4.65. In vitro Caco-2 permeabilite ¢alisma sonuclarina gore elde edilen
gegirgenlik profilleri (Ortalama + SS; n=3) (***p<0,001, (****p<0,0001 M3 ile
karsilastirildiginda; ##p<0,005, ###p<0,0001, farkl gruplarla karsilastirildiginda).
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S.TARTISMA
5.1. M3’iin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Tez calismalarimiz kapsaminda kullanmis oldugumuz etkin madde yeni
sentezlenmis bir ila¢ aday1r molekiildiir. Bu yilizden formiilasyon c¢alismalarimiza
baslamadan 6nce M3’iin fizikokimyasal 6zellikleri ¢esitli analizler ile incelenmis ve
sonuclar literatiiriin bildirmis oldugu ayni halka sistemini (DHP) igeren ticari etkin
maddeler ile kiyaslanmistir. M3’{in fizikokimyasal 6zelliklerini tayin etmek amaciyla
UV ve FT-IR spektrumlar ¢ekilmis, DSC, XRD, SEM analizleri, partikiil biiyiikligi
dagilim aralig1 ve ¢oziiniirliik caligmalart yapilmistir. M3’iin 200-800 nm dalga boyu
araliginda UV spektrumu incelendiginde (Bkz.Sekil 4.1.); metanol:asetonitril:su
(35:40:25, h/h/h) mobil faz sistemi i¢inde verdigi maksimum dalga boyu 241 nm
olarak belirlenmistir. Shaikh ve ark. (247) yapmis olduklar1 bir ¢alismada
nimodipinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu tez kapsaminda kullanilan ayni
bilesimdeki mobil faz karisimi i¢inde 234 nm olarak saptanmigtir. Ayrica literatiirde
farkli oranlarda olmak iizere aym1 mobil faz bilesimi kullanilarak yapilan
calismalarda nifedipin, nitrendipin ve felodipinin maksimum absorbans verdigi dalga
boylari sirast ile 240 nm (17:35:48, h/h/h), 232 nm (30:40:30, h/h/h) ve 238 nm
(50:15:35, h/h/h) olarak bildirilmistir (248-250). Dijital bir refraktometre kullanilarak
aseton icindeki ii¢ farkli konsantrasyona sahip cozeltisinden elde edilen analiz
sonuclarina gore M3’iin refraktif indeksi, literatiirdeki ticari etkin maddelerin
refraktif indeks degerlerine benzer olmak {izere 1,3582 olarak tespit edilmistir
(Bkz.Sekil 4.2.). M3 ile ayn1 halka sistemini igeren ticari etkin maddelerin refraktif
indeks degerleri; nifedipin, nitrendipin, nimodipin, felodipin ve amlodipin igin
sirastyla 1,54-1,33-1,41-1,33 ve 1,43 olarak bildirilmistir (69, 251-254).

M3’ilin partikiil biiyiikliigii, ylizey morfolojisi ve seklini incelemek amaciyla
2500x, 5000x ve 7500x biiylitme oranlarinda olmak iizere farkli biiylitme oranlarinda
SEM goriintiilemeleri  yapilmistir  (Bkz.Sekil 4.3.). Sonuclar kristal yapida
partikiillerin varliginin yan1 sira kaba plaka seklinde biiyiik partikiillerin de varligini
gostermis olup 10 pm ve 100 um aralifinda saptanan partikiil boyutu verileri
“Malvern Mastersizer2000” cihazi ile elde edilen partikiil boyutu 6lgiim verileri ile

uyumlu bulunmustur. Ayrica M3 partikiil sekli, ylizey morfolojisi ve partikiil boyutu
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ozellikleri ile literatiirdeki ticari etkin maddelere de benzerlik gostermektedir. Huang
ve ark. (177) yapmis olduklari bir ¢alismada ham efonidipin kristallerinin SEM
goriintiilemeleri sonucu partikiil boyutunu 20 um ve 100 pm araliginda saptarken Zu
ve ark.’nin (255) yapmis oldugu bir diger ¢alismada ham nimodipin krsitallerinin
134,4 um boyutunda olup kaba levhalar seklinde partikiiller oldugu saptanmaistir.
M3’tin Malvern Mastersizer2000 cihazi ile yapilan partikiil biyiikligii analiz
sonuglaria gore ortalama partikiil boyutu d (0,1) i¢in 14,392 &+ 0,583 um, d (0,5) i¢in
102,006 = 7,518 um ve d (0,9) i¢in 507,993 + 64, 38 um olarak saptanmis olup
literatlirdeki ticari etkin maddelere hem goriintli hem de partikiil boyutu olarak
benzerlik gostermektedir. Hecq ve ark. (69) yapmis olduklar1 bir ¢calismada Malvern
Mastersizer2000 cihaz ile saf nifedipin kristallerinin partikiil boyutunu 6lgmiis ve
ortalama partikiil boyutunu d (0,1) i¢in 21,9 £ 0,2 um, d (0,5) i¢in 98,7 + 0,4 um ve d
(0,9) i¢in 267,2 + 0,5 um olarak saptamislardir. Xia ve ark. (71) tarafindan yapilan
bir ¢alismada nitrendipin kristallerinin partikiil boyutu 36,6 um olarak ve Xiong ve
ark. (256) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise nimodipin kristallerinin partikiil
boyutu 30-100 pum olarak bildirilmistir.

M3’tin DSC termogramlari incelendiginde (Bkz.Sekil 4.4.) 196,79°C’de
endotermik bir pik gbzlenmis olup etkin maddenin erime derecesi 196,79°C olarak
belirlenmigstir. DSC analiz sonuglar1 etkin madde icin bildirilen erime derecesi
araligina (185-187°C) yakin olmakla birlikte literatiirdeki ticari etkin maddelerin
erime derecelerine de benzerlik gostermektedir. Huang ve ark. (177), Kassem ve
ark., (174) ve Patel ve ark. (66) yapmis olduklari galismalarda DSC analizleri sonucu
sirastyla efonidipinin erime derecesini 171°C, lasidipinin erime derecesini 180,6°C
ve nifedipinin erime derecesini 173,04°C olarak bildirmistir. XRD difraktograminda
amorf yap1 varliginda herhangi bir pik gdézlemlenmezken kristal yap1 varliinda
yapiya Ozgii tekrarlanabilir pikler bulunmaktadir. M3’iin XRD difraktogrami
incelendiginde ozellikle 7° civarinda gozlenen keskin pikin ve 5-20° araliginda
gozlenen tekrarli pik deseninin varligi etkin maddenin kristal yapisim isaret
etmektedir (Bkz.Sekil 4.5.). Ayrica elde edilen XRD sonuglari, SEM goriintiileme
sonuglarin1 da dogrulamakta olup M3’iin kristal yapida oldugu acik bir sekilde
goriilmektedir. XRD sonuglari literatiir ile kiyaslandiginda genel olarak nifedipin,
nitrendipin, felodipin ve lasidipin gibi 1,4-DHP tiirevlerinin de XRD
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difraktogramlarinda 5-20° araliginda tekrarli pik desenleri bildirilmistir (66, 71, 174,
257). M3"in FT-IR spektrumu incelendiginde (Bkz.Sekil 4.6.) sirasiyla O-H ve N-H
baglar1 nedeniyle 3300 cm™ ve 3200 cm™ civarinda karakteristik gerilme bantlarina
ek olarak, 1600-1500 cm™'de karbonil (C=0) ve cift bag (C=C) gerilim bantlar1 ve
1300- 1000 cm™ civarinda ester grubunun giiglii C-O gerilim bantlar1 gériilmektedir.
Ayrica 1000 cm™ ve 800 cm™ civarindaki p-disiibstitiie benzen gerilim bantlar1 da
M3'in kimyasal yapisini dogrulamaktadir. FT-IR analizleri sonucu M3'e iliskin elde
edilen FT-IR spektrumunda karakteristik fonksiyonel gruplara ait piklerin ticari DHP

tiirevlerininkine benzer oldugu goriilmektedir (66, 174).

5.2. M3 ve M3 Nanokristal Formiilasyonu I¢cin Yapilan Coziiniirliik

Calisma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

M3'iin ¢dziiniirliik ¢aligmalar1 Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan 2018
yilinda yayinlanan protokolde belirtilen kosullar dikkate alinarak 3 farkli pH (pH 1,2
HCI, pH 45 Asetat, pH 6,8 Fosfat tamponlari) ortami: ve su ortaminda
gerceklestirilmistir (94). Deneysel c¢alismalardan once aktif farmasotik bilesenden
(API) ¢oziinlirligiin 6n tahmini i¢in ilgili kilavuzda 6nerildigi tizere agik kaynakl
araglardan “http://www.swissadme.ch” kullanilarak M3’lin tahmini ¢6ziiniirlik
degerleri teorik olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére M3’iin teorik
¢Oziintirlik degerleri; 2,32 pg/mL (ESOL), 0,118 pg/mL (Ali) ve 0,049 pg/mL
(SILICOS-IT) olarak saptanmis olup bu degerlerden iist sinir olan 2,32 pg/mL degeri
baz alinarak ¢6ziinebilecek etkin madde miktarinin %30-40’1 kadar fazla madde
miktari ile ¢oziiniirliik calismalar1 yapilmistir (Bkz. Sekil 4.7.). M3’iin giin 151g1ndan
etkilenmesi nedeni ile amber renkli cam vialler kullanilarak, 80 devir/dak. hizda ve
37 + 1°C sicaklikta, yatay calkalayicili su banyosunda, 2, 24, 48 ve 72 saat
stirelerinde yapilan ¢oziiniirliik calismalarindan elde edilen 6rnekler valide HPLC
miktar tayin yontemiyle analiz edilmistir. Ilgili kilavuzun &nerdigi iizere M3’iin
¢oziiniirliik degerleri i¢in ¢izilen ¢oziiniirliik (ug/mL)-zaman (saat) grafiginde egrinin
sabitlendigi 24, 48 ve 72 saat verilerinin ortalamalar1 alinarak M3’lin farkhi
ortamlardaki ¢Oziliniirlik degerleri hesaplanmistir. Deneysel olarak M3’iin farkl
ortamlardaki ¢oziiniirliik degerleri su, pH 1,2 HCI, pH 4,5 Asetat ve pH 6,8 Fosfat
ortamlari igin sirastyla 1,056 + 0,166 pg/mL, 0,621 + 0,042 pg/mL, 0,709 + 0,087
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ug/mL ve 1,108 £ 0,105 pg/mL olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.3.). M3’iin farkli
ortamlardaki ¢oziiniirliikk degerleri istatistiksel agidan degerlendirilmis olup Su-HClI,
HCI-Fosfat ve Asetat-Fosfat ortamlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmistir (p<0,05). M3’in deneysel olarak elde edilen doygunluk
¢Oziiniirliigliniin (1,056 pg/mL) acgik erisimli kaynaktan elde edilen teorik ¢ozilintirliik
degerleri (0,049 pg/mL-2,32 ug/mL) arasinda yer aldigi tespit edilmistir. Ayrica
literatiirdeki ticari etkin maddelerin ¢oziiniirliik degerleri genel olarak 0,2-18 pg/mL
arasinda degismekte olup M3 i¢in tespit edilen doygunluk ¢oziiniirliik degerinin
ticari DHP’lerin ¢ozliniirliik degerleri ile de benzer nitelikte oldugu goriilmektedir

(245).

WHO 2018 kilavuzuna gore; etkin maddenin ¢6ziiniirliigiiniin diisiik ya da
yiksek olma durumu “DSV” hesabina gore yapilmaktadir. DSV 1,2-6,8 pH
araligindaki tim ortamlar i¢in 250 mL'den az oldugunda bu etkin maddenin yiiksek
oranda ¢oziiniir oldugu kabul edilmektedir. Deneysel ¢alismalar M3 igin hesaplanan
DSV degerlerinin her dort ortam icin de (su ortaminda; 87631,8 + 123,7 mL, pH 1,2
HCI ortaminda; 145600,7 + 100,6 mL, pH 4,5 Asetat ortaminda; 129132,3+131,4
mL, ve pH 6,8 Fosfat oratminda; 81977,9 + 87,8 mL) 250 mL’den biiyiik oldugunu
gostermistir (Bkz.Tablo 4.4.). Tiim bu sonuglar etkin maddenin ¢oziiniirliigliniin
diisiik oldugunu kanitlamakta olup BCS’de Sinif 2 ya da 4’te yer alabilecegine isaret

etmektedir.

Fiziksel karisim (FK-1) ve dondurularak kurutulmus nanokristal
formiilasyonlarinin (M3-NK) sudaki ¢oziiniirligii, kilavuzda belirtildigi gibi M3’iin
¢Oziinlirliik caligsmalart ile ayn1 kosullar altinda 24 saat boyunca gerceklestirilmistir.
FK-1 ve M3-NK’nin sudaki ¢éziiniirliikleri sirasiyla 78,8 pg/mL ve 203,6 pg/mL
olarak saptanmis olup NKT ile M3 iin ¢oziiniirliigiinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis elde edilmistir (FK-1 igin yaklasik 80 kat ve M3-NK ig¢in yaklasik 200 kat artis)
(p<0,05) (Bkz.Tablo 4.7. ve Sekil 4.10.). Kassem ve ark. (174) yapmis olduklar1 bir
calismada, c¢oziicli-anti¢dziicli sonopresipitasyon teknigine (¢oktiirme ve sonikasyon
yontemlerinin kombinasyonu olan kombine bir teknik) gore hazirladiklar: lasidipin
nanokristal formiilasyonlari ile ilacin sudaki ¢oziiniirliigiinde yaklasik 100 kat artig

oldugunu saptamistir. Yapilan baska bir ¢alismada, Jain ve ark. (63) ¢oziici-
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anticozlicii teknigine gore kandesartan sileksetil nanokristal formiilasyonlari
hazirlamis ve ilacin sudaki ¢oOziintirliigiinde yaklasik 15 kat artis oldugunu
bildirmistir. Tez kapsaminda hazirlanan M3 nanokristalleri ile ¢oziiniirliik problemi

olan ilacin ¢ozilniirliigiinde daha yiiksek bir artis elde edildigi goriilmektedir.
5.3. In Vitro Coziinme Hiz1 Calisma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bir aktif farmasdtik bilesenin biyolojik ortamdaki davraniginin 6ngoriilmesi
icin degerlendirilmesi gereken en Onemli parametrelerden biri, bilesenin dozaj
formundan ¢6ziinme hizidir. Tez kapsaminda yapilan in vitro ¢odziinme hizi
caligmalari, ¢oziinme ortami ve analiz kosullar1 olarak FDA tarafindan ticari DHP
tirevlerinden amlodipin besilat agizda dagilan tablet (ADT) formiilasyonlari i¢in
Onerilen kosullar temel alinarak gergeklestirilmistir (222) (Bkz. Tablo 3.1.). Bu
amagcla 0,12 mg M3 ve 0,12 mg M3 igeren formiilasyonlardan (Fiziksel karigim-1
(FK-1), optimum nanosiispansiyon formiilasyonu (M3-NS), optimum nanokristal
formiilasyonu (M3-NK) ve ADF formiilasyonu (M3-ADF)), 60 dak. boyunca belli
araliklarla Ornekler alinmistir. Alinan Ornekler gelistirilen HPLC miktar tayini
yontemi ile analiz edilmis ve in vitro ¢éziinme degerleri tayin edilmistir (Bkz. Tablo
4.8.). Deneysel ¢alismalardan elde edilen % ¢6ziinen M3 degerleri zamana Kkarsi
grafige gecirilmigtir. M3’lin ¢dziinme profili incelendiginde 60 dak. sonunda
¢oOziinen ilag miktar1 %8,34 olarak tespit edilmistir. Buna karsi fiziksel karigim ve tez
kapsaminda hazirlanan optimum formiilasyonlar i¢in genel olarak ¢oziinen ilag
miktarmm artmis oldugu gozlenmekle birlikte M3-NS, M3-NK ve M3-ADF
formiilasyonlar1 i¢in ¢ozlinen ilag miktariin ilk 2,5 dak.’da %50’nin iizerinde
oldugu saptanmustir. ilag ¢oziinme profilindeki bu artis M3’iin hazirlanan
formiilasyon matrislerinde amorf yapida olmasi ile birlikte artan doygunluk
¢Oziiniirligli ile iliskilendirilmistir. XRD ve DSC analiz sonuglart da ilacin

formiilasyon matrisi i¢indeki amorfizasyonunu destekler niteliktedir.

Amerikan Farmakopesi’nde amlodipin besilat tabletleri igin verilen test
kosullarina gore, etikette belirtilen ila¢ miktariin %75'inin 30 dak. i¢inde ¢6ziinmesi
beklenmektedir (202). Tez kapsaminda, modifiye ¢oziinme kosullari altinda, M3-NS,
M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlari igin ¢6ziinen ilag oraninin sirasiyla 10. dak.’da
(%77,1), 25. dak.’da (%75,93) ve 15. dak.’da (%78,88) %75’in iizerinde oldugu
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tespit edilmis olup, gerekli farmakope kosullarinin saglandigr goriilmektedir.
Coziinme hizi galigsmasi sonunda (60 dak.) ¢6ziinen ilag miktar1 M3, FK-1, M3-NS,
M3-NK ve M3-ADF i¢in sirasiyla; %8,34 + 0,1, %50,62 + 0,7, %87,10 + 1,7,
%82,71 + 1,3 ve %94,27 + 0,4 olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.8.). M3-NK igin
¢ozlinen ilag miktarmin diger formiilasyonlara kiyasla diisiikk seyretmesinin
nedeninin, sistem i¢indeki partikiillerin bir araya gelerek agregatlar olusturmasi ve
toz numunenin homojen bir sekilde alinamamasindan kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. in vitro ¢6ziinmenin 60 dak. sonunda tamamlanmamasinin ise yine
hazirlanan sistem igerisindeki partikiillerin agregasyonuna bagli olabilecegi

distiniilmektedir.

Kassem ve ark. (174) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢6ziicii-anti¢oziicii
sonopresipitasyon teknigine (¢oktiirme ve sonikasyon yontemlerinin kombinasyonu
olan kombine bir teknik) gore lasidipin nanokristal formiilasyonlar1 hazirlanarak 0,1
M HCI ortaminda 2 saat siireyle in vitro salim calismalar1 gercgeklestirilmistir.
Yapilan in vitro salim ¢alismalarindan elde edilen bulgular degerlendirildiginde ilk
30 dak.’da lasidipin nanokristallerinden ¢06ziinen ilag miktarinin %50 civarinda
oldugu saptanmistir. Patel ve ark.’nin (66) yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise,
yas Ogiitme teknigi ile nifedipin nanosiispansiyon formiilasyonlar1 hazirlanmis ve
optimum nanosiispansiyon formiilasyonu iizerinde in vitro salim c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Secilen optimum nanostiispansiyon formiilasyonu i¢in yapilan in
vitro salim caligmalarindan elde edilen bulgular incelendiginde ilk 15 dak. iginde
ilacin %85’inin ¢oziindiigi tespit edilmistir. Tez kapsaminda hazirlanan M3-NK
formiilasyonu i¢in elde edilen ¢oziinme hizi profili bulgular1 Kassem ve ark.’nin
(174) yapmis oldugu calisma ile kiyaslandiginda ilk 30 dak. iginde ¢6ziinen ilag
miktarmin (%82,08) daha yiiksek olmasina karst M3-NS i¢in elde edilen ¢oziinme
hizi profili bulgular1 Patel ve ark.’nin (66) yapmis oldugu ¢alisma ile kiyaslandiginda
ilk 15 dak. i¢inde ¢oziinen ilag miktarimin (%69,29) daha diisik oldugu
goriilmektedir. M3-NK i¢in ¢oziinen ilag miktarinin nifedipin nanosiispansiyon
formiilasyonuna kiyasla diisiik seyretmesi, temelde kullanilan etkin maddelerin
doygunluk ¢oziiniirliigiindeki artisa bagh olmakla birlikte sistem igindeki partikiil

agregasyonunun da in vitro ¢éziinme hizi profilini etkilemesi ile agiklanabilir.



190

Pezik ve ark. (198) tarafindan yapilan bir ¢alismada, pullulan bazli amlodipin
besilat iceren agizda dagilan film formiilasyonlari hazirlanmis ve segilen optimum
agizda dagilan film formiilasyonu i¢in 0,01 N HCI ¢oziinme ortaminda 60 dak.
boyunca in vitro salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore ilk
20 dak.’da ilacin %78,1°1 ve 60 dak. sonunda ise 86,2’si agizda dagilan film
formiilasyonundan salinmistir. Tez kapsaminda firetilen pullulan bazli M3-ADF
formiilasyonu igin literatiirdekine benzer in vitro ¢éziinme hizi galisma kosullar
kullanilmis olup ilk 20 dak.’da ilacin %85,14’inlin ve 60 dak. sonunda ise
94,27’sinin ¢oziindiigii tespit edilmistir. Literatiir sonuclarina kiyasla ayni siireler
icin elde edilen daha yiiksek ¢oziinme degerleri M3’ilin diisiik ¢oziintirliigiiniin NKT
ile iyilestirilmesiyle ve M3 nanokristal formiilasyonunda kullanilan poloksamer
188’in ylizey aktif madde 6zelliginde bir stabilizan olup ¢dziinme profili iizerindeki

olumlu etkisiyle iliskilendirilebilir (177).

5.4. M3’iin In Vitro Miktar Tayin Yénteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu

DHP tiirevlerinin miktar tayin c¢alismalarina iliskin yapilan literatiir
taramalari, bu halka sistemini iceren etkin maddeler i¢in birka¢ farkli yontemin
kullanilabilir oldugunu ortaya koymustur. Bu yontemler UV spektrofotometresi
(258), yiiksek basingl (performansli) sivi kromatografisi (HPLC) (71, 223, 247, 248,
250) ters faz yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografisi (RP-HPLC) (249),
yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi
(LC/MS/MS) (259) ve ultra performansli sivi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometrisi (UPLC-MS/MS) (260) gibi tayin yontemlerinden olusmaktadir. Bu
yontemlerden LC/MS/MS ve UPLC-MS/MS’in daha ¢ok in vivo miktar tayin
calismalarinda tercih edilmekle birlikte DHP tiirevlerinin nanofarmasotik dozaj
formlar1 ve kati dozaj formlarindan in vitro miktar tayini i¢in genellikle HPLC
miktar tayin yonteminin kullanildigr goriilmektedir. Bu yiizden tez kapsaminda
yapilan ¢Oziiniirlik, ¢éziinme hizi, formiilasyon verimlilik caligmalari ve hiicre
kiiltiirii ¢alismalarinda M3’ilin miktar tayini icin HPLC yontemi tercih edilmistir.
Literatiirde DHP tiirevi etkin maddelerin HPLC miktar tayini yontemlerinde mobil

faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su, metanol:asetonitril:pH 3,0 trietilenamin
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¢ozeltisi, metanol:su, metanol:pH 4,0 sodyum asetat, asetonitril:pH 4,8 potasyum
dihidrojen fosfat monobazik (KH2PO4) gibi ¢oziicii sistemlerinin kullanildigi
goriilmektedir. Ayrica ¢alismalarin hemen hemen hepsinde sabit faz olarak Cig kolon
sistemi kullanilmistir (66, 80, 83, 223-225). Tez kapsaminda yapilan miktar tayin
calismalarinda sabit faz olarak Cig kolon sistemi se¢ilmis ve farkli HPLC yontem
parametreleri ile denemeler yapilarak (farkli mobil faz bilesimi, akis hizi ve
enjeksiyon hacmi) madde kromatograminin en uygun sekilde elde edildigi ¢oziicii
sistemi ile miktar tayini ve validasyon calismalarina devam edilmistir. Yapilan
denemelerden elde edilen sonuglara gére M3’iin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu olan 241 nm’de mobil faz sistemi olarak metanol:asetonitril:su (35:40:25,
h/h/h) ¢oziicii sistemi se¢ilmistir. M3 {in sistemde alikonma zamani1 7,967 dak. olarak
saptanmis olup ayni tiirev etkin maddelerin ayn1 ¢oziicli sistemi ve ¢oziicii oranlar
ile analiz edildigi literatiir caligmalar1 ile olduk¢a yakin oldugu goriilmistiir (Bkz.
Sekil 4.13.). Shaikh ve ark. (247) yapmis olduklari bir ¢alismada, nimodipinin
miktar tayini i¢in gelistirmis olduklart HPLC miktar tayin yonteminde (mobil faz
sistemi; metanol:asetonitril:su (35:40:25, h/h/h), sabit faz sistemi; ARP-C18
(250mmx4,6 mm, 5u) kolon, akis hizi; 0,8 mL/dak., enjeksiyon hacmi; 20 pL)

alikonma zamanini 8,5 dak. olarak tespit etmistir.

Analitik yontem validasyon c¢aligmalar1 Uluslararas1 Uyum Konseyi (ICH) ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 2015 ve 2018’de yaymlanan protokollerde
belirtilen kosullar dikkate alinarak yapilmis olup dogrusallik, duyarlilik, dogruluk,
kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik), dayaniklilik ve
ozgiillik gibi  olgiitler ile incelenmis ve sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (226, 227). M3’iin 0,78-50 pg/mL konsantrasyon araliginda elde
edilen kalibrasyon dogrusunun (y=35,883x+7,732, R?=0,9999) determinasyon
katsayisinin 1’e oldukc¢a yakin saptanmasi, gelistirilen analitik yontemin g¢alisilan
konsantrasyon araligi i¢in pik alanlar1 ve konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir
iliskinin oldugunu ve bdylece yontemin dogrusallik Olgiitiinii karsiladigini
gostermistir. ' Yontemin dogrulugu ve farkli {i¢ diizeyde (tekrarlanabilirlik, ara
kesinlik, tekrar elde edilebilirlik) kesinligi degerlendirildiginde, caligilan ii¢ farkli
konsantrasyon (0,78-6,25-50 pg/mL) icin hesaplanan %VK degerlerinin %2’den

kiiciik olarak saptanmasi ile yontemin dogruluk ve kesinlik olgiitlerini de karsiladig:
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sonucuna varimistir. Gelistirilen yontemin duyarlilig1 saptanabilirlik sinir1 (LOD) ve
tayin edilebilirlik sinirinin (LOQ) sirasiyla 0,178 pg/mL ve 0,568 pg/mL olarak
hesaplanmasiyla gosterilmistir. Dayaniklilik bulgular1 incelendiginde; M3’iin 0,78
ug/mL, 6,25 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri hazirlandiktan
hemen sonra, 4 saat, 12 saat, 24 saat sonunda ve 24 saat boyunca +4 °C’de
tutulduktan sonra analiz edilmis ve HPLC analiz sonuglarindan elde edilen verilerden
yola ¢ikilarak yapilan istatistiksel hesaplanmalarda % VK degerlerinin %2’den
kiiciik oldugu saptanmistir. Bu sonuclar da gelistirilen yontemin dayanikliligini
kanitlamasinin yani swra M3’lin analiz siiresi boyunca dayanikli kaldigini
gostermistir.  Yontemin Ozgilligini test etmek igin gelistirilen HPLC yontem
kosullarinda, ¢oziicii ortami ve formiilasyon calismalarinda kullanilan yardimci
maddeler (aseton, PEG 200, poloksamer 188, trehaloz, PG, pullulan, aspartam ve
FDC yesili) teker teker analiz edilmistir. Coziinme ortami ve kullanilan yardimci
maddelerin M3’tn pik verdigi zaman aralifinda herhangi bir pik vermedigi
dolayisiyla herhangi bir girisimin s6z konusu olmadigi gozlenmis olup sonuglar

yontemin 6zgiilliik kriterini de karsiladigini gostermistir.

55. Farkh Yontem Kosullar1 ile PVA-M3 Nanokristallerinin
Hazirlanmasma fliskin  Yapilan Onformiilasyon Calisma Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Nanokristal formiilasyonlarinin hazirlanmasinda segilen etkin madde icin en
uygun yontemin ve yontem parametrelerinin belirlenmesi formiilasyon ¢alismalarinin
temelini  olusturmaktadir. Asagidan yukariya tekniklerin istenilen partikiil
bliyiikliigline ulasmakta yetersiz kalmasi, bunun yani sira 6gilitme ve yiiksek basinglt
homojenizasyon gibi yukaridan asagiya tekniklerin her etkin maddeye
uygulanamamasi bu tekniklerin  kombinasyonunu gerekli kilmistir. Coktiirme
teknolojileri arasinda sivi ¢oziicii-anticoziicli eklenmesi teknigi daha basit bir yontem
olmastyla en sik tercih edilen asagidan yukariya tekniktir. Fakat bu teknolojide
kullanilan ilag konsantrasyonu, segilen stabilizan sistemi, ilag¢/stabilizan orant,
¢oziicli ve anti¢dziicli hacmi, karigtirma hizi, sonikasyon siiresi ve giicii ve ¢coktlirme
sicakligr gibi parametreler nihai iriinii onemli derecede etkilemektedir. Ayrica

¢oziicli/anticOziicli oraninin, hazirlanan sistemde partikiil boyutunu etkileyen en
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onemli faktorlerden biri oldugu da bilinmektedir (63, 101). Tiim bu nedenlerden
dolay1 oOnformiilasyon calismalar1 ile en iyi yontem bilesenlerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla tez kapsaminda, hazirlanan M3 nanokristallerinin degisen
yontem parametrelerine verdigi yamitin ve istenilen formiilasyon c¢iktilarina
yakmlhigimin degerlendirilmesi i¢in bir dizi onformiilasyon galismasi yapilmstir.
Yapilan formiilasyon denemelerini literatiir ile daha rahat ve dogru bir sekilde
kiyaslamak i¢in, ticari DHP’ler ve aymi teknik kullanilarak yapilan ¢alismalarda
stabilizan olarak PVA kullanildigindan PVA tercih edilmistir. %0,1 PVA’nin
kullanildigr denemelerde F6 ve F7 haricindeki formiilasyonlarda partikiil biiytikliigii
1000 nm’nin altina indirilememistir (Bkz. Tablo 4.15.). %0,1 PVA’nin kullanildig1
F1 formiilasyonunun partikiil biiylikliigli santrifiij dncesi ve sonrasinda Olciilerek
santrifiij isleminin gerekliligi incelenmistir. Santrifiij oncesi 1238,3 = 2,4 nm olan
partikiil bliytkligi santrifiij sonrast 1102,3 + 3,6 nm’ye inmistir. Temelde
formiilasyon bilesimindeki organik solvan olan asetonun uzaklastirilmasi igin yapilan
ultrasantriflyj isleminin PDI ve ZP degerlerini de iyilestirdigi goriilmiistiir. Farkli
karistirma hizlarin1 (800-400 rpm) kiyaslamak igin yapilan F2 formiilasyon ¢iktilari
(1086,1 + 0,5 nm) karistirma hizinin partikiil biyikligini ©6nemli o6lgiide
etkilemedigini gosterirken (p>0,05), farkli karistirma siirelerini (2,5-5 dak.)
kiyaslamak i¢in hazirlanan F3 formiilasyon ¢iktilar1 (1685,5 + 0,1 nm) karistirma
stiresinin artmasit ile partikiil biiylikliglinliin arttigin1 gostermis olup bu sonug
coktiirme sonrasi olusan partikiillerin termodinamik agidan kararsiz olmalar1 ve
karigma ile olusan enerji karsisinda kararli hale gegmek i¢in partikiil agregasyonu
egiliminde olmalar ile agiklanabilir. Partikiil agregasyonu ZP degerlerini onemli
ol¢iide etkilemezken, PDI degerlerinde artisa neden olarak monodispers bir sistemin
olusumunu zorlastirmistir. Coktiirme sicakliginin etkisinin incelenmesi amaciyla
35°C’de firetilen F4 formiilasyonunda (1778,6 £ 5,7 nm) sicakligin karistirma
stiresindekine benzer bir etki ile partikiil biiylikligiinde yaklasik 2 kat artisa neden
oldugu goriilmistiir. Farklt sonikasyon giiclerini (200-100 W) kiyaslamak icin
hazirlanan F5 formiilasyon ¢iktilar1 (1904,9 + 2,3 nm) ve farkli sonikasyon siirelerini
(2,5-5 dak.) kiyaslamak i¢in hazirlanan F6 formiilasyon ¢iktilar1 (811,2 £ 4,4 nm)
partikiil biiylikligiiniin artan sonikasyon giicii ve siiresi ile azaldigini1 géstermis olup

literatiirde ayni1 hazirlama teknigi ve ayni stabilizan kullanilarak yapilan g¢alisma
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sonuglari ile uyumlu bulunmustur (71). Son olarak stabilizan yiizdesinin formiilasyon
ciktilarina etkisini degerlendirmek amaciyla iiretilen F8 formiilasyonunda (1823,3 +
8,5 nm) partikiil bliyiikliigiiniin yaklasik 2 kat arttig1 saptanmustir. Elde edilen tiim bu
sonuglar literatiir bilgileri ile paralellik gostermekle birlikte M3 nanokristallerinin
hazirlanmasinda yontem kosullar1 i¢in karistirma hizi; 800 rpm, karigtirma siiresi; 2,5
dak., ¢oktiirme sicakligr; 10°C’nin alt1, sonikasyon giicii; 200 W, sonikasyon siiresi;
5 dak., ila¢ konsantrasyonu; 1,25 pg/mL olarak segilmistir. Segilen ilag
konsantrasyonuna uygun stabilizan yiizdesinin belirlenmesi i¢in literatiir daha genis
bir aralikta ikiden fazla stabilizan yilizdesi denemesinin yapilmasini 6nermekte olup,
daha saglikli bir sonuca ulasabilmek i¢in formiilasyon c¢aligmalarinin devaminda

stabilizan yiizdesi daha ayrintili degerlendirilmistir.

5.6. Farkhh Stabilizan Tiiri ve Oranlar1 Kullanilarak M3 Nanokristal

Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

M3 nanokristallerinin hazirlanmasinda kullanilacak yontem parametrelerine
ilisgkin yapilan Onformiilasyon c¢aligmalarindan elde edilen sonuclar, partikiil
biiytlikliigiinde her ne kadar mikron boyutundan (102,006 + 7,518 um) nanometre
boyutuna (811,2 + 4,4 nm) diisiilebildigini gosterse de ZP degerlerinin (-7,91 + 0,241
mV) istenen degerlere (£30 mV) yakin olmamasi hazirlanan sistemlerin stabil
sistemler olmadigini gostermektedir. Ayrica daha stabil sistemlerin elde edilmesi
amaciyla cesitli kriyoprotektanlar kullanilarak yapilan kurutma isleminden sonra
partikiil buyiikligii artabilmektedir. Partikiil biiyiikliigiiniin kurutma isleminden
sonra tekrar mikron diizeyine c¢ikmasi, hedeflendigi gibi partikiil bilytikligi
tizerinden ¢Oziiniirliiglin ve biyoyararlanimin 1yilestirilmesi stratejisini olumsuz
etkileyebileceginden daha ileri formiilasyon calismalarinda farkli stabilizan tiirii ve
stabilizan oranlar1 arastirilmistir. Bu amagla; PVA, PVP K30, SoluPlus® gibi
polimerik stabilizanlar ve poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve SLS gibi yiizey
aktif madde Ozelligindeki stabilizanlar 90,05-0,1-0,5-1-2 (a/h) oranlarinda

kullanilmastir.

Farkl1 stabilizan tiirii ve orani ile hazirlanan nanosiispansiyon formiilasyonlari
icin ortalama partikiil biiyiikliigli, PDI ve ZP degerlerinin sonuglart incelenmis olup

(Bkz. Tablo 4.16.) genel olarak polimerik stabilizanlar (PVA, PVP K30, SoluPlus®),
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SDC ve SLS ile hazirlanan nanosiispansiyonlarin partikiil biiyiikligiiniin mikron
boyutunda oldugu, poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan
nanosiispansiyonlarin partikiil biiytikliigiiniin ise nano boyutta oldugu belirlenmistir.
Poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan nanosiispansiyonlar i¢in en uygun
stabilizan oraninin %0,1 ve %1 arasinda olup %0,1’den daha diisiik ya da %1’den
daha yiiksek oranlarda kullanildiginda partikiil biyiikligiinde artis oldugu
saptanmistir. Bu durum diisiik stabilizan orani i¢in kullanilan stabilizan miktarinin
sistemde var olan partikiillerin etrafinda koruyucu bir sistem olusturmasi i¢in yetersiz
olmasi nedeni ile agregasyonun olusmasina ve yiiksek stabilizan orani igin ise kristal

biiylimesine baglanmistir.

PDI degeri, partikiil biiyiikliigii dagilimin1 yorumlamak i¢in kullanilan bir
parametredir ve PDI degerinin 0,5'in altinda olmasi dar partikiil biiyiikligii dagilimi
ile birlikte daha monodispers sistemlerin olusumunu gostermektedir (261). PVP K30,
poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan tiim nanosiispansiyonlar igin PDI
degerlerinin, dar partikiil biylikligii dagilimlari teyit edecek sekilde 0,5'ten diisiik
oldugu belirlenmistir.

ZP degerleri, nanosiispansiyonlarin fiziksel stabilitesini gosteren bir
parametre olup sistemin uzun silireli stabilitesi stabilizanlar yardimi ile
saglanmaktadir. Optimum ZP degerlerinin + 30 mV civarinda oldugu ve daha ytiksek
bir ZP degerinin stabilitede artisa neden olabilmesine karst toksisite ve
gastrointestinal tahrise de neden olabilecegi bildirilmistir (186, 261). Bu yiizden ilag
nanokristallerinin hazirlanmasinda en kritik asamalardan birisi stabilizan sisteminin
tirli ve oraninin belirlenmesidir. Ciinkii stabilizan miktarinin yetersiz olmasi
durumunda sistemde agregasyon sorunu yasanirken, fazla olmasi durumunda ise
kristal biiytimesi (Ostwald Ripening Etkisi; Ostwald olgunlagmasi) gibi sorunlar ile
karsilagilmaktadir. En uygun stabilizan sistemi ve oranimnin se¢imi genellikle
deneysel calismalarla belirlenmektedir. Bu amagla tez kapsaminda farkli 7
stabilizanm (PVA, PVP K30, SoluPlus®, poloksamer 188, poloksamer 407, SDC ve
SLS) farkli 5 oran1 (%0,05-0,1-0,5-1-2) ile ¢alisilmis ve SoluPlus® (diisiik stabilizan
konsantrasyonlar1 i¢in; %0,05-0,1-0,5), poloksamer 188 ve poloksamer 407 ile
hazirlanan nanosiispansiyonlarin  ZP  degerlerinin  Onerilen aralikta oldugu

belirlenmistir. Ancak, bu nanosiispansiyonlarda formiilasyon parametreleri ile
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stabilizan konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iliski saptanamamustir. SoluPlus®
ile hazirlanan nanosilispansiyon formiilasyonlarinda ZP degerleri her ne kadar
istenilen degerlere yakin olsa da, PDI degerlerinin ¢ok yliksek olmasi ve partikiil
blyiikligli  degerlerinin  poloksamerler ile  diretilen  nanosilispansiyon
formiilasyonlarina kiyasla daha yiiksek olmasi en uygun stabilizan sistemi se¢iminde
elenmesine neden olmustur. ZP degeri + 60 mV ve lizerinde olan
nanosiispansiyonlarda ¢ok iyi bir stabiliteye karsi toksisite ve gastrointestinal tahris
gibi sorunlarin olabilecegi, £ 30 mV olan nanosiispansiyonlarda iyi stabilite, = 20
mV olanlarda kabul edilebilir stabilite, £ 5 mV altinda olanlarda ise hizl1 partikiil
agregasyonu sorunu olabilecegi bildirilmistir (178). SDC ve SLS ile hazirlanan
nanosiispansiyon formiilasyonlarinda partikiil biiyiikliigiiniin yliksek olmasinin yani
sira ZP degerlerinin sistemde toksisite ve gastrointestinal tahris problemlerine neden
olabilecek kadar yiiksek olmasi bu yiizey aktif madde 6zelligindeki stabilizanlarin da
en uygun stabilizan sistemi se¢iminde elenmesine neden olmustur. Poloksamer 407
ile elde edilen formiilasyon ¢iktilar1 poloksamer 188 ile elde edilen formiilasyon
ciktilarina ¢ok yakin olmakla birlikte daha diisiik partikiil biiyiikliigii ve 6nerilen ZP
degerlerine daha yakin ZP degerlerine sahip olmasi nedeni ile poloksamer 188 en
uygun stabilizan olarak segilmistir. Sonu¢ olarak optimum nanosiispansiyon
formiilasyonu, %0,5 poloksamer 188 ile hazirlanan nanosiispansiyon (M3-NS) olarak
belirlenmis olup bu formiilasyon i¢in partikiil biiyiikliigii ve ZP degeri sirasiyla 431,4

+ 1,2 nm ve -23,7 £ 0,7 mV olarak saptanmistir.

5.7. Farkhh Kriyoprotektan Tiirii ve Oranlar1 Kullanilarak M3

Naneosiispansiyon Formiilasyonlarimin Kurutulmasi

Nanosiispansiyonlarda uzun siire fiziksel ve kimyasal stabilitenin korunmasi
ve oral yolla kullanilacak ilaglarin tablet, film ya da kapsiil gibi kat1 ila¢ formunda
verilerek hasta uyuncunun artirilabilmesi amaciyla genellikle kati hal tercih
edilmektedir (153). Tez kapsaminda ¢oziiniirlik sorunu yasayan M3’iin NKT ile
nanosiispansiyonlar1 hazirlanarak ¢oziirliiglinlin artirilmasi stratejisinden sonra daha
genis bir hasta popiilasyonunu da i¢ine alarak hasta uyuncunun artirilmasi amaciyla
ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasi1 hedeflenmistir. Bu yilizden hem kat1 hal

stabilitesinin daha yiiksek seyretmesi hem de ADF’in hazirlanmas1 amaciyla segilen
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optimum nanosiispansiyon formiilasyonu (%0,5 poloksamer 188’in kullanildig:
nanosiispansiyon; M3-NS) dondurarak kurutma (liyofilizasyon) teknigi ile

kurutulmustur.

Nanosiispansiyonlarin kurutulmasi islemlerinde uygun yontem kosularimin
secilmemesinin sistemde giiclii agregatlarin olugmasi ve sistemin tekrar disperse
edilememesi gibi sorunlar ile sonuglanabilecegi bildirilmis ve bu sorunlar sistemin
kurutulmasi sonrasinda stabilizan sistemlerinin de kati hale ge¢mesi nedeniyle
partikiillerin etrafindaki koruyucu etkilerinin azalmasina baglanmistir (178). Bu
ylizden nanosilispansiyonun kurutulmasi sonug iriinii etkileyen kritik islemlerden
biridir ve uygun yontemin se¢ilmesi ¢ok 6nemlidir. Dondurarak kurutma isleminde
kurutma prosesi Oncesinde formiilasyona ¢esitli kriyoprotektanlar (siikroz, laktoz,
trehaloz, maltoz, dekstran ve mannitol gibi suda ¢oziinen sekerler) ilave edilerek
donmamis sivi fazin olusumu, donmus ve donmamis fazin ayrigsmast ve sistemde
agregatlarin meydana gelmesini engellemektedir. Ayrica kriyoprotektanlar, nihai
Uriiniin partikiil biyiikliigiiniin istenilen boyutta tutulmasi ve hatta partikiil
biiytikliigiiniin  kii¢iiltmesini de saglamaktadir (153, 178). Fakat bu asamada
kullanilan kriyoprotektanin tiiric ve miktart olduk¢a onemlidir. Bu amagla en sik

kulanilan kriyoprotektanin mannitol oldugu bildirilmistir (181).

Tez kapsaminda secilen optimum formiilasyonun dondurularak kurutulmasi
asamasindan en uygun kriyoprotektan tiirii ve oraninin belirlenebilmesi amaciyla
farkli 5 kriyoprotektanin (mannitol, trehaloz, siikroz, dekstran ve dekstroz) farkli 3
orani (%1,25-2,5-5) ile galisilmis olup elde edilen sonuglar degerlendirilmistir (Bkz.
Tablo 4.17.). Secilen optimum nanosiispansiyon formiilasyonunun Kriyoprotektan
kullanilmadan dondurularak kurutulmasindan sonra genel olarak partikiil biiytikliigii
ve PDI degerlerinde bir artis ve ZP degerlerinde kii¢iik bir diisiis (547,8 + 10,3 nm,
0,545 + 0,075, -20,1 + 0,5 mV) oldugu saptanmistir. Farkli kriyoprotektan tiirii ve
oranlar1 kullanilarak hazirlanan M3 nanokristallerinin  formiilasyon ¢iktilari
incelendiginde, kriyoprotektanlarin varliginda ZP degerlerinin korundugu veya
arttigit ve PDI degerlerinin ozellikle diisiik kriyoprotektan oraninin kullanildigi
formiilasyonlar haricinde istenilen sinir deger (0,5) altinda seyrettigi gozlenmistir.

Partikiil biiyilikliigiintin ise, diisiik kriyoprotektan oranlarinda (%1,25 ve %2,5)



198

artarken, yiiksek kriyoprotektan oranlarinda (%5) genel olarak azaldig:
belirlenmistir.  Partikiil ~ biiyiikliigiiniin ~ azalmasi, kullanilan stabilizan ile
kriyoprotektanin etkilesmesi sonucunda partikiil yiizeyinde daha siki bir bag ile
yerlesmesine baglanabilir. Sonug olarak en diisiik partikiil biytikligi (320,2 + 15,3
nm) ve en iyi ZP degerinin (-27,4 + 0,1 mV) elde edildigi %5 trehaloz ile
dondurularak kurutulmus M3 nanokristal formiilasyonu (M3-NK) optimum
nanokristal formiilasyonu olarak se¢ilmistir. Xia ve ark.’nin (71) yapmis oldugu bir
calismada nanogoktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu ile PVA-
nitrendipin nanokristalleri hazirlanmistir. Segilen optimum nanokristal formiilasyonu
icin stabilizan ylizdesi; %0,15, ¢oktiirme sicakligt; 3°C, sonikasyon giicli; 400 W,
sonikasyon siiresi; 15 dak., ilag konsantrasyonu; 30 mg/mL olarak kullanilmis olup
elde edilen nitrendipin nanosiispansiyonu herhangi bir kriyoprotektan kullanilmadan
dondurularak kurutma teknigine gore kurutulmustur. Elde edilen nitrendipin
nanokristallerinin partikiil bliylikligli ve ZP degeri sirasiyla 209 £ 9 nm ve -13,9 +
1,9 mV olarak belirlenmistir. Tez kapsaminda iiretilen optimum M3 nanokristal
formiilasyonunun formiilasyon ¢iktilar1 Xia ve ark.’nin (71) yapmis oldugu ¢alisma
ile karsilastirildiginda, (daha diisiik bir sonikasyon giicli kullanilmasina ragmen) M3
nanokristallerinin  partikiil ~biyiikliginin  (320,2 + 15,3 nm) nitrendipin
nanokristallerinin partikiil bliyiikliigline yakin oldugu goézlenmektedir. Buna karsi
M3 nanokristallerinin ZP degerinin (-27 £ 0,1 mV), nitrendipin nanokristallerinin ZP
degerinden daha iyi olmasi se¢ilen yontem kosullar1 ile daha stabil bir sistemin

hazirlandigin1 géstermektedir.

5.8. Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Agizda dagilan film formiilasyonlari suya ve ¢ignemeye ihtiyag olmadan
kullanilabilmeleri, yiiksek hasta uyuncu, kolay ve kesin dozlama gibi avantajlari
sayesinde diger kati1 dozaj sekillerine alternatif olabilecek potansiyele sahiptir. Bu
nedenle ¢Oziiniirlik problemi yasayan M3’iin  NKT ile ¢oziinirliigiiniin
tyilestirilmesinden sonra ADF formiilasyonlarinin iiretilmesi hedeflenmistir. ADF

formiilasyonlarinin hazirlanmasinda daha esnek ve homojen, daha tekdiize bir
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kalinlik ve iyi fiziksel ozelliklere sahip ADF’lerin {iiretilmesine imkan saglayan

“coziicti dokme yontemi” tercih edilmistir.

ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda film yapici polimer olarak pullulan,
nisasta/modifiye nisasta, sodyum aljinat, pektin, jelatin ve polimerize resin gibi dogal
polimerlerin yani sira HPC, HPMC, NaCMC, PVA, Polietilen oksit (PEO), PVP gibi
sentetik polimerler de kullanilabilmektedir (210, 212, 214). Pullulan, yiizlerce
patentli uygulamasi olan essiz, dogal ve biyouyumlu bir polimerdir. Biyolojik olarak
pargalanabilen pullulanin iyi film olusturma 6zelligine (esnek ve biyoadezif 6zellikte
filmlerin tiretimi) sahip bir polimer oldugu bildirilmistir (214-217, 219). Ayrica
pullulan suda kolayca ¢oziindiigii ve sulu cozeltilerinin pH’Sinin 5-7 arasinda
degismekte oldugu bilinmektedir. Oral uygulama sonras1t mukozanin tahris olmamasi
ve hastalar i¢cin kabul edilebilir ADF’lerin iiretilmesine olanak saglayan notre yakin
bir pH profiline sahip olmasi agisindan da diger polimerlere kiyasla istiin bir film
yapict ajandir (229). Literatiirde film yapici ajan olarak pullulan ile yapilmis gok
fazla ¢alisma bulunmamasina ragmen var olan c¢aligsmalar oral yolla alinan ilaglarin
farmasotik dozaj formu haline getirilmesi konusunda olduk¢a basarili sonuglarin
alindigin1 gostermektedir. Takeuchi ve ark. (262) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
pullulan ile hazirlanan filmlerin uygun film ozelliklerini gostermesinin yani sira
oldukg¢a hizli bir sekilde dagildigi bildirilmistir. Sharma ve ark. (233) tarafindan
yapilan bagka bir ¢aligmada, pullulan:pektin (30:70, a/a) karisimi ile hazirlanan
filmlerin uygun mekanik 6zelliklere sahip oldugu ve hazirlanan filmlerin 18 sn. gibi
kisa bir siirede dagildigi tespit edilmistir. DHP tiirevleri ile yapilan bir diger
calismada ise, etkin maddenin permeabilitesinde anlamli bir farklilik olmaksizin
oldukga kisa siirede dagilan ve iyi film ozelliklerine sahip ADF formiilasyonlariin
basarili bir sekilde hazirlandigi bildirilmistir (198). M3’{in sentez tiriinii yeni bir
molekiil olmas1 ve bir sentez dongiisii sonunda ¢ok fazla miktarda {iretilememesi
farkl tiir polimerler kullanilarak yapilacak deneme sayisini sinirlandirmis olup DHP
tiirevleri ile uyumlu ve iyi film 6zelliklerine sahip basarilit ADF’lerin hazirlanmasina
olanak saglamasi nedeniyle M3-ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda film

yapici ajan olarak pullulan tercih edilmistir.
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ADF formiilasyonlarinin esnekliginin artirilmasi ve kirilganliginin azaltilmasi
gibi mekanik o6zelliklerinin iyilestirilmesinden sorumlu olan plastiklestiricilerin
formiilasyon bilesimi i¢in uygun olmamasi durumunda filmde ¢atlama, yarilma ve
kenardan kopma gibi sorunlar goriilmektedir. Plastiklestiricilerin hazirlanan ADF
formiilasyonunun kuruma prosesini etkilemesinin yani sira, filmin morfolojik
ozellikleri, yapiskanligi ve etkin maddenin emilim hizinda da etkin rol oynadigi
bilinmektedir (198, 211, 212). Ayrica plastiklestiricinin yogunlugunun nihai filmin
kalinligin1 ve dolayisiyla dagilma siiresini etkiledigi ve yogunluk ile film kalinlig1
arasinda dogru bir orantinin oldugu bildirilmistir (211). Kullanilan ¢oziicii ve polimer
ile ge¢imli bir plastiklestiricinin sec¢ilmesi ADF formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
en kritik asamalardan birisidir. Bu nedenle pullulan ile en uyumlu plastiklestiricinin
secilmesi i¢in yapilan onformiilasyon calismalarinda; gliserol, sorbitol ve propilen
glikol ile denemeler yapilmistir. Yapilan calismalarla genel olarak gliserol ile
hazirlanan ADF’lerin (ADF-1) daha uzun silirede (20 saat) kurudugu, ¢ok fazla
yapiskan olup kaliptan ¢ikarken sekil deformasyonuna ugradig tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar ile gliserol bazli ADF’lerin (ADF-1), beklenen ve istenilen film
Ozelliklerini tam olarak tasimadigi belirlenmistir. Sorbitol ile hazirlanan ADF’lerin
(ADF-2) homojen ve iyi yayilabilir 6zellikte olmalarina ragmen oldukca sert ve
kirllgan yapida olmalari, kaliptan ¢ikarken kirilarak pargalanmalari istenilen film
esnekligine sahip olmadiklarini gostermektedir. Propilen glikol ile hazirlanan
ADF’lerin (ADF-3) ise homojen, iyi yayilabilir 6zellikte, esnek ve uygun sertlikte
oldugu bulunmustur. Kaliptan ¢ok rahat ¢ikmalarinin yaninda herhangi bir sekil
deformasyonuna ugramamalar1 nedeni ile etkin maddeli ADF’lerin hazirlanmasi i¢in
plastiklestirici madde olarak propilen glikol se¢ilmistir. Ayrica elde edilen filmlerin
kalinlig1 incelendiginde, gliserol (gliserol yogunlugu; 1,26 g/cm?®) ile hazirlanan
ADF’lerin daha kalin oldugu tespit edilirken propilen glikol (propilen glikol
yogunlugu; 1,04 g/cm?®) ile hazirlanan ADF’lerin daha ince oldugu tespit edilmis
olup elde edilen sonuglarn literatiir bilgileri ile uyumlu oldugu goriilmektedir (211).
Literatiir bilgileri dogrultusunda propilen glikol’iin en uygun plastiklestirici olarak
secilmesi ile daha uygun mekanik ve morfolojik Ozelliklerin yani sira daha iyi

dagilma ve ¢oziinme profillerinin de elde edilecegi diisiintilmektedir.
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Hazirlanan optimum ADF formiilasyonlar1 (M3-ADF) {izerinde kiitle
tekdiizeligi, kalinlik, yiizey pH’s1, nem tayini, icerik tekdiizeligi, dagilma testleri,

mekanik kontroller gibi karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmuistir.

M3-ADF formiilasyonlarinin kiitle tekdiizeligi testi sonuglarina gore (Bkz.
Tablo 4.19.) ortalama kuru film agirligt 79,05 + 1,3 mg olarak belirlenmis ve genel
olarak film agirliklarinin 76,7-81,1 mg arasinda oldugu tespit edilmistir. Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen kosullara gore (Bkz.Tablo 3.6.) hazirlanan M3-ADEF’lerin
kiitle tekdiizeligi i¢in alt snir 71,15 mg ve iist smir 86,96 mg olarak hesaplanmis
olup hazirlanan ADF'lerin bireysel agirliklarindaki  sapmalarin, Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen sinirlar i¢cinde oldugu ve kiitle tekdiizeligi i¢in belirtilen
kosullar1 sagladig1 goriilmektedir. Ilgili literatiir incelendiginde hazirlanan ADF
formiilasyonlarinin agirliklarinin kullanilan hazirlama teknigi, formiilasyon bilesimi
ve ADF boyutuna gore farklilik gostermekte olup genel olarak 10-170 mg arasinda
degistigi gorilmektedir (198, 207-209, 211). Sahin ve ark. (207) tarafindan yapilan
bir c¢alismada fosinopril sodyum igeren pullulan bazli optimum ADF
formiilasyonlarinin agirliklarinin yaklasik olarak 90 mg ve Pezik ve ark. (198)
tarafindan yapilan bagka bir calismada amlodipin besilat iceren pullulan bazlh
optimum ADF formiilasyonlarinin agirliklariin ise yaklasik 135 mg oldugu
bildirilmistir. Elde edilen sonuglar pullulan ile hazirlanan ADF formiilasyonlar1 i¢in

hesaplanan degerlere yakin olup literatiir ile uyumlu bulunmustur (198, 207).

ADF formiilasyonlarinin kalinligi, homojen ve tekdiize bir liretimin yan1 sira
doz orantisalligi, filmin dagilmasi ve etkin maddenin ¢6ziinmesi acisindan oldukca
onemli bir parametredir. Ideal bir ADF, ince ve esnek olmasinin yaninda
paketlemeye izin verecek ve hastaya ulasana kadar biitiinliiglinii koruyacak kadar
dayanikli olmadir (205, 207). Coziici dokme yonteminde genellikle ¢oziicii
ucurulduktan sonra filmin orta ve kenar kisimlarindaki kalinliklarinda yiiksek
sapmalar meydana gelebilmektedir. Bunun nedeni orta kisimlarda ¢6ziictiniin daha
hizl1 ve rahat buharlagmasi ve hazirlanan yas ADF kiitlesinin kaliplara manuel olarak
aktarilip etiive yerlestirilmesi nedeni ile filmin kenar kisimlarimin orta noktalara
oranla daha kalin olmasidir. Bu durum lietratiirde “coffee ring effect” olarak ifade

edilmektedir (263). Bu yiizden ADF’lerin kalinliklarinin tespit edilmesinde tek bir
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nokta o6l¢iimii yerine farkli 5 nokta (orta ve 4 farkli kenar) 6l¢iimii ile elde edilen
sonuclarin gercege daha yakin degerler sunacagi diisiiniilmekte ve Onerilmektedir.
Tekrarli kalinlik 6l¢timleri ile elde edilen maksimum %BSS degerlerinin %5’in
altinda olmast gerektigi Dbildirilmistir (209, 264). Hazirlanan M3-ADF
formiilasyonlarinin kalinlik kontrolleri ilgili literatiiriin 6nerdigi sekilde (Bkz. Bolim
3.2.7.) gergeklestirilmis olup elde edilen sonuglara (Bkz. Tablo 4.20.) gore
hazirlanan ADF formiilasyonlarinin kalinligi 129 + 0,003 pm ve %BSS degeri
%1,989 olarak saptanmistir. Film olusturucu polimer olarak pullulan kullanilan
benzer calismalarda optimize edilmis formiilasyonlar i¢in film kalinliklar1 70 pm
(265), 100 um (233) ve 116 um (207) olarak tespit edilmistir. Ayrica literatiirde
ortalama film kalinliginin 5-200 pm arasinda olmas1 gerektigi bildirilmis olup elde
edilen sonuglarin literatiir ile benzer ve uyumlu oldugu goriilmektedir (209, 211,
229).

Tikirik pH’smin 5,8 ve 8,4 aralifinda degismekte olup ADF
formiilasyonlarinin kullanim sonrasi dagilmasi ve ¢dzlinmesi ile olusan asidik ya da
bazik pH’nin oral mukozay: yakindan etkiledigi bilinmektedir. Ideal bir ADF’in
ylzey pH’sinin oral mukozay1 tahris etmemesi ve dolayisiyla hastalar i¢in kabul
edilebilir olmasi i¢in nétral pH’ya yakin olmasi istenmektedir (214, 265, 266).
Hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin ortalama yiizey pH’s1 6,29 + 0,10 olarak
saptanmigtir (Bkz. Tablo 4.21.). Film olusturucu polimer olarak pullulan kullanilan
benzer ¢aligsmalarda optimum ADF formiilasyonlari igin yiizey pH’s1 5,88 (198) ve
6,54 (207) olarak tespit edilmistir. Elde edilen yilizey pH bulgularinin literatiire
benzer olmasinin yaninda nétral pH’ya yakin olmasi, hazirlanan ADF’lerin biyolojik

ortam pH’sina uyumlu oldugunu gostermektedir.

ADF formiilasyonlari, suyun plastifiye edici etkisinden &tiirii nem varliginda
kuruma ve kirilmaya kars1 korunmaktadir. Bu ylizden nem igerigi ADF’lerin
mekanik o6zelliklerini ve stabilitesini dogrudan etkilemekte olan ve tespit edilmesi
gereken en Onemli kalite kontrol parametrelerinden biridir. Dogal bir polimer olan
pullulanin nem igeriginin (% loss on dying) %6 oldugu bildirilmistir (229).
Hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin nem igerigi kontroli Bolim 3.2.7.°de

anlatildigi gibi gerceklestirilmis olup %6,58 olarak saptanmistir. Elde edilen nem
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iceriginin in vivo kullanim i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Gorle ve Patil (267),
HPMC ile hazirlanan ve amlodipin besilat iceren ADF formiilasyonlarinin nem
igeriginin %4,88-7,38 araliginda oldugunu bildirmistir. Film yapici1 polimer olarak
pullulan kullanilan benzer ¢alismalarda ise, ortalama nem igerigi %4,59 (207) ve

%9,28 (198) olarak tespit edilmistir.

ADF formiilasyonlarinin 6nformiilasyon ¢aligmalarinda karsilagilan en
onemli sorunlardan biri icerik tekdiizeliginin saglanamamasidir. igerik tekdiizeligi
doz homojenliginin en dnemli gostergesi olmakla birlikte bu problemin {istesinden
gelebilmek i¢in literatiirde tekli dozlara bolinmiis plastik kaliplarin kullanilmasi ile
olduk¢a basarili sonuglar elde edilmistir (198, 207). Bu nedenle M3-ADF
formiilasyonlarinin iiretilmesinde tekli dozlara boliinmiis plastik kaplar kullanilmis
olup icerik tekdiizeligi calismalar1 Bolim 3.2.7.°de belirtildigi gibi yapilmis ve
farmakope gerekliliklerine uygunluk agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin igerik tekdiizelikleri %91,96-
%102,84 arasinda tespit edilmis olup ortalama igerik tekdiizeligi ve %BSS degerleri
sirastyla 95,36 + 3,15 ve %3,3 olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.22.). Ayrica
Amerikan Farmakopesi’nde belirtilen kosullara gore yapilan hesaplamalar sonucunda
M3-ADF’ler igin kabul degeri 10,7 olarak tespit edilmistir (202). Hazirlanan her bir
M3-ADF formiilasyonundaki ila¢ miktari, Amerikan Farmakopesi’nde ticari bir DHP
tiirevi olan amlodipin besilat i¢in verilen limit degerler olan % 90-% 110 araliginda,
%BSS degeri % 6’dan kiiglik ve kabul degeri 15°in altinda olarak saptanmistir.
Sonu¢ olarak elde edilen bulgular ile hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin

farmakopeye uygunlugu gosterilmistir.

Ideal bir ADF formiilasyonunun iiretiminden hasta tarafindan alinincaya
kadar gegen siirecte biitiinliiglinii koruyacak mekanik o6zelliklere sahip olmasi
istenmektedir. Avrupa Farmakopesi’nde ideal bir ADF’in sahip olmasi gereken
mekanik oOzellikler i¢in "hasar goérmeden ambalajlanmaya karst uygun mekanik
dayanikliliga sahip olmak" gibi genel bir ifade kullanilmistir (201). Hoffman ve ark.
(205) uygun mekanik dzelliklerin bir gostergesi olarak ADF’in yiiksek bir % uzama,
orta derecede bir gerilme direnci ve diisiik bir elastik modiiliis degerlerine sahip

olmasi1 gerektigini bildirmistir. Ayrica yiiksek katlanma dayaniklilik degerinin ADF
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formiilasyonu i¢in giiglii bir mekanik mukavemeti gosterdigi bilinmektedir (198, 204,
268). Elde edilen sonuglara gore (Bkz. Tablo 4.23.) hazirlanan M3-ADF
formiilasyonlarinin % uzama, elastik modiiliis ve gerilme direnci degerleri sirastyla
%420,38 + 9,44, 0,216 + 0,02 MPa, 6,29 £+ 0,25 MPa olarak saptanmistir. Ayrica
rastgele secilerek test edilen tim M3-ADF formiilasyonlarinda katlanma direnci
sayis1 200°den yiiksek olarak belirlenmistir. Akman ve ark. (211) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, didenozin igeren ADF formiilasyonlar: iiretilmis ve yapilan mekanik
kontroller sonucunda iiretilen ADF’lerin %uzama, elastik modiiliis ve gerilme direnci
degerlerini sirastyla; %9,79-49,29 arasinda, 0,019-0,490 MPa arasinda ve 0,219-
7,940 MPa arasinda tespit edilmistir. Biilbiil ve ark.’nin (208) yapmis oldugu baska
bir ¢alismada da, ketiapin fumarat iceren ADF formiilasyonlar1 tiretilmis ve iiretilen
ADF’ler iizerinde cesitli mekanik kontroller yapilmistir. Elde edilen sonuglar
hazirlanan ADF’lerin % uzama degerlerinin %5,013-6,333 arasinda, gerilme direnci
degerlerinin 2,120-3,650 N/cm? arasinda ve katlanma direnci degerlerinin ise 5,0-
11,83 arasinda oldugunu gostermistir. Film yapict polimer olarak pullulan kullanilan
benzer calismalarda ise, sirasiyla % uzama, elastik modiiliis ve gerilme direnci
degerleri %89,62, 9,45 MPa, 4,5 MPa (207) ve %124, 97,84 MPa, 6,65 MPa (198)
olarak tespit edilmistir. M3-ADF formiilasyonlarmin mekanik &zellikleri
literatiirdeki pullulan bazli ¢alisma sonuglart ile kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek
%uzama, yakin gerilme direnci ve daha diisiik elastik modiilis degerlerinin elde
edilerek daha iyi mekanik ozelliklere sahip ADF’lerin iiretildigi sonucuna varilabilir.
Katlanma direnci sonuglar ise literatiirdeki sonuglara benzer bulunmustur (198,

207).

Bir ADF formiilasyonunun mekanik olarak direngli olmasinin yani sira agizda
hizli bir sekilde dagilmasi ve icerdigi etkin maddeyi hizli bir sekilde salivermesi
istenmektedir (205, 207). ADF formiilasyonunun hazirlanmasinda kullanilan
polimerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ADF’lerin dagilma siiresinde 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir (198, 269). Kulkarni ve ark. (270) pullulan ve HPMC E15
olmak tizere farkli polimerler kullanarak yapmis olduklar1 bir ¢alismada pullulan ile
elde edilen ADF’lerin istenen film 6zelliklerini tasimasinin yani sira en kisa dagilma
stiresine sahip oldugunu tespit etmis ve pullulani diger polimer ile kiyaslayarak “en

i film olusturucu polimer” olarak tamimlamistir. Bu nedenle film yapict polimer
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olarak pullulan kullanilarak hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin dagilma
stirelerinin literatiir bilgileri 1s18inda  kisa olmasi beklenmektedir. M3-ADF
formiilasyonlarmin dagilma stiresi testleri, literatiirde Onerildigi gibi “Petri Kabi
Yontemi ve “Damla Yontemi” olmak {lzere iki farkli yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Biyolojik ortamin tam olarak taklit edilebilmesi ve aradaki farkin
tespit edilebilmesi amaciyla dagilma testleri distile su ortaminin haricinde pH 5,7
yapay tukiiriik ortami i¢in de ayni kosullarda gergeklestirilmis ve sonuglar
kiyaslanmistir. Yapilan calismalarda petri kabi yontemi igin petri kabi calisma
boyunca calkalanmadan sabit tutularak ADF’lerin tamamen parcalandigi/dagildigi ve
damla yontemi i¢cin ADF’de bir deligin olustugu zamana kadarki siireler dikkate
alinmigtir. M3-ADF formiilasyonlarinin dagilma testi bulgularma (Bkz. Tablo 4.24
ve Tablo 4.25.) gore; genel olarak yapay tiikiirik ortaminda yapilan g¢alisma
verilerinin distile su ortaminda yapilan ¢alisma verilerinden daha yiiksek oldugu
tespit edilmekle birlikte veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamistir (p>0,05). Distile su ortaminda ADF’lerin dagilma siiresi petri kab1
yontemine gore 21,3 + 2,3 sn ve damla yontemine gore 12,7 + 0,9 sn olarak
belirlenmistir. pH 5,7 yapay tiikiirik ortaminda ise ADF’lerin dagilma siiresi petri
kab1 yontemine gore 23,0 + 1,2 sn ve damla yontemine gore 14,5 + 0,5 sn olarak
hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi’ne gore; agizda dagilan tabletler ve liyolize
tozlar i¢in dagilma siiresi 3 dak.’dan az olmalidir (201). Kullanilan dagilma testi
cihazi her ne kadar agiz boslugundaki fizyolojik kosullari tam olarak taklit etmese de
dagilma siiresi i¢in belirtilen sinir degerlerin genellikle ADF’ler i¢in kullanilabildigi
belirtilmistir (205). Buna goére M3-ADF formiilasyonlart i¢in belirlenen dagilma
stiresi degerlerinin Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen sinir degerin altinda oldugu

goriilmektedir.

ADF formiilasyonlarinin dagilma ve ¢oziinme profillerinin 6ngoriilmesinde
dagilma testleri fikir vermesi acisindan biiyiikk bir éneme sahip olsa da bu dozaj
formlar1 i¢in dagilma ve ¢oOziinme prosediirlerinin giiclikle ayirt edilebildigi
bildirilmistir (207, 209). Sahin ve ark.’nin (207) yapmis oldugu bir ¢alismada
fosinopril sodyum igeren ADF’lerin dagilma testleri standart olmasi agisindan
farmakopelerde konvansiyonel tablet ve kapsiiller i¢in verilen testler temel alinarak

gerceklestirilmistir. Ancak dagilma testleri sirasinda islanmanin gergeklestigi an
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ADF’lerin seffaf hale gelmesi nedeniyle dagilma siirelerinin tam olarak ayirt
edilemedigi ve bu testin ortam hacmi agisindan da agiz boslugunun dogal kosullarini
tam olarak yansitmadigi sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak ADF’lerin dagilma
testleri literatlirde verilen iki farkli yontem (petri kab1 yontemi ve damla yontemi)
kullanilarak gerceklestirilmis olup fosinopril sodyum igeren pullulan bazli ADF’lerin
dagilma siireleri damla yontemine gore; 27 sn ve petri kab1 yontemine gore 75 sn
olarak tespit edilmistir. Film yapic1 polimer olarak pullulanin kullanildig1 bagka bir
caligmada ise, amlodipin besilat iceren ADF’lerin dagilma siireleri damla yontemine
gore; 28,8 sn ve petri kab1 yontemine gore 51,3 sn olarak saptanmistir (198). Shelke
ve ark. (271) yapmis olduklar1 bir bagka ¢alismada da, film yapic1 polimer olarak
sodyum aljinatin kullanildig1 amlodipin besilat iceren ADF formiilasyonlarinin 142
sn’de dagildigini bildirmistir. Tez kapsaminda iiretilen M3-ADF formiilasyonlarinin
literatlirde belirtilen ¢alismalara kiyasla daha kisa siirede dagilmasi, NKT ile M3’iin
doygunluk ¢oziiniirliigiiniin artirilmasinin ilacin dagilma ve ¢oziinme profilini de

tyilestirmesine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.9. Caco-2 Permeabilite Cahsmalarinda Kullanilan Nanokristal ve
Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarinin  Fizikokimyasal ~Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi
5.9.1. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

Nanokristal formiilasyonlarinin ylizey 0Ozelliklerinin, partikiil seklinin ve
partikiil boyutu dagiliminin belirlenmesi i¢in genellikle SEM ve transmisyon
elektron mikroskop (TEM) gibi goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir (168, 272,
273). Nanokristal formiilasyonlarinin kurutulmasi sonucu sistemde meydana
gelebilecek  agregasyon ile  partikiil ~ boyutu  biiylimesi SEM ile
goriintilenebilmektedir (168, 273). Ayrica ADF formiilasyonlarmin yiizey
Ozelliklerinin yani sira enine kesit gortintiileri de SEM ile tespit edilebilmektedir
(198). Bu yiizden M3, poloksamer 188, fiziksel karisimlar (FK-1 ve FK-2), M3-NK
ve M3-ADF’ye ait morfolojik analizler farkli biiyiitme oranlarinda (100X, 200X,
250x, 1000x, 2000x, 2500x, 3000x, 5000x, 6000x, 7500x, 10,000x, 20,000x ve
50,000x) SEM ile yapilmistir.
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M3’e ait farkli biiyiitme oranlarindaki (2500x, 5000x ve 7500x) SEM
goriintiilerinde uzun ince ¢ubuk seklinde kristal yapidaki partikiillerin varliginin yani
sira kaba plaka seklinde biiyiik partikiillerin de varhigi goriilmektedir (Bkz.Sekil
4.3.). 10 um ve 100 pm araliginda saptanan partikiil boyutu verileri, “Malvern
Mastersizer2000” cihazi ile elde edilen partikiil boyutu 6l¢iim verileriyle benzerlik
gostermektedir. Nanokristal formiilasyonlarinda kullanilan poloksamer 188’in SEM
goriintiilerinde ise, literatlir ile uyumlu olmakla birlikte tamamen kiiresel ve biiyiik
polimerik yapisina kanit olacak sekilde 40-1000 um araliginda partikiil boyutuna
sahip partikiillerin oldugu goriilmektedir (Bkz.Sekil 4.22.) (274). M3 ve poloksamer
188’1 igeren FK-1 i¢in elde edilen SEM goriintiilerinde (Bkz.Sekil 4.23.) poloksamer
188’in sahip oldugu kiiresel partikiillerin yani sira poloksamer 188’in pordz
acikliklar icinde M3’iin partikiil sekline benzer partikiil goriintiileri dikkat ¢ekmistir.
Bu goriintiiler etkin maddenin stabilizan madde olarak kullanilan poloksamer 188
partikiillerinin poréz bosluklarinda konumlanarak kaplanma egilimini acgikga

gostermektedir.

Coktiirme ve ultasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu ile hazirlanan M3-
NK formiilasyonlarinin (Bkz.Sekil 4.25.) farkli biiyiitme oranlarinda (200x, 1000x,
2000x, 2500x, 5000x, 60000x ve 10,000x) incelenen SEM goriintiilerinde 1000
nm’nin altinda yuvarlak-yass: tekdiize partikiiller goriilmektedir. Literatiirde
nanosilispansiyon hazirlama yontemlerinde uygulanan islemler (sicaklik, basing,
carpma ve itme kuvvetleri) ve liyofilizasyon islemi sonrasinda etkin madde
partikiillerinin kiiresel hale gelebilecegi bildirilmistir (168, 178). Uzun ince ¢ubuk
goriiniimli kristal yapidaki M3 partikiillerinin M3-NK formiilasyonlar1 i¢inde daha
tekdlize ve yuvarlak halde olmasi formiilasyon hazirlama islemleri sonrasinda
partikiillerin kristal halden amorf hale gegisi ile iliskilendirilmistir. Bu kati1 hal
karakteristiginin degisimini, DSC analiz termograminda etkin madde erime pikinin
ve XRD analiz difraktograminda herhangi bir pikin gézlenmemesi bulgulari da

desteklemektedir.

M3-NK, aspartam ve pullulant igeren FK-2’nin (Bkz.Sekil 4.24.) SEM
goriintiilerinde yuvarlak-yasst M3-NK partikiilleri ve ince uzun ipliksi pullulan

partikiilleri oldukca net goriilmektedir. Pullulanin SEM gériintiilerindeki ince agsi
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yapist literatiir ile uyumlu bulunmustur (275, 276). M3-ADF formiilasyonlarinin
ylizey goriintiileri (Bkz.Sekil 4.26.) incelendiginde herhangi bir c¢izik, kristal veya
aglomerasyon olmaksizin olduga homojen ve piiriizsiiz bir goriintiiniin yan1 sira film
yapici polimer olarak kullanilan pullulan molekiilleri arasindaki ¢apraz baglar da
acikeca goriilmektedir. Bu ¢apraz baglar ADF formiilasyonlarinda yliksek mekanik
mukavemetten ve filmin dayanikliligindan sorumlu olmakla birlikte elde edilen
sonuglar hazilanan M3-ADF formiilasyonlarimin iyi mekanik 6zelliklerini de
desteklemistir. Film ylizeyinde herhangi bir kristal yapiin goériilmemesi, literatiirde
ADF formiilasyonu i¢indeki etkin maddenin amorf halde olabilecegine atfedilmistir
(198). Literatiir bilgileri 1siginda M3-ADF formiilasyonlar1 i¢in kristal partikiil
goriintiilerine rastlanmamasi, M3-NK igindeki etkin maddenin amorf durumda
oldugu sonucunu desteklemistir. M3-ADF formiilasyonlarinin sivi azot kullanilarak
0zel bir teknikle numune hazirlama isleminden sonra yapilan SEM analizleri sonucu
elde edilen kesitsel goriintiilerinde (Bkz. Sekil 4.27.) filmlerin agizda hizh
dagilmasini destekler nitelikte homojen, yiiksek gozeneklilige ve yiizey alanina sahip
oldugu goriilmektedir. Kabas ve ark. (168) yapmis olduklari bir ¢alismada; ultra
turaks, bilyeli degirmen ve yiikksek basingli homojenizasyon yontemlerinin
kombinasyonu ile rivaroksaban nanokristallerini hazirlamis ve elde edilen SEM
goriintiiler1 ile kristal yapidaki etkin madde partikiillerinin nanokristal
formiilasyonlarinda diizensiz kiiresel sekilli partikiiller seklinde goriintiilendigini
bildirmistir. Taghan ve ark.’nin (277) yapmis oldugu bir diger ¢aligmada ise, yiiksek
basin¢li homojenizasyon yontemi ile ziprasidon nanosiispansiyonlar1 hazirlanmis ve
elde edilen SEM gorintilerinde etkin  maddeye ait kristal yapinin
nanosiispansiyonlarda kiiresel bir yapiya doniistiigii ve daha homojen bir partikiil
dagilimi goriildiigi tespit edilmistir (278).

5.9.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizi

Formiilasyon ¢alismalar1 sirasinda olusabilecek etkilesimler ve polimorfik
degisimler, DSC analizleri ile gozlenebilmektedir (178). DSC analizleri erime
endotermlerindeki ve ekzotermlerdeki kaymalari ve karsilik gelen reaksiyon
entalpilerindeki varyasyonlar tespit ederek formiilasyondaki ilacin fizikokimyasal

durumu hakkinda bilgi vermektedir (198). M3’tin kristal yapist ve termal
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ozelliklerindeki degisimin incelenmesi amaciyla bazi yardimci maddeler
(poloksamer 188 ve pullulan), hazirlanan formiilasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve
bu formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddeleri igeren fiziksel karisimlar (FK-1

ve FK-2) i¢in DSC analizleri yapilmustir.

Literatiirde bildirildigi gibi kristal yapidaki maddeler DSC termogramlarinda
karakteristik keskin ve genellikle siddetli bir erime piki verirken amorf yapidaki
maddeler herhangi bir pik vermemekte veya genis ve yayvan pike benzer bir goriintii
vermektedir (168, 178, 279, 280). M3’iin DSC termograminda (Bkz.Sekil 4.4. ve
Sekil 4.34.) 196,79°C’de endotermik bir pik gozlenmistir. Elde edilen sonuglar
M3’in DSC termograminda verdigi pikin ticari DHP’lerinkine benzer olmasinin

yaninda etkin maddenin kristal yapisini dogrulamistir (66, 174, 177).

Poloksamer 188’in DSC termogrami (Bkz. Sekil 4.28 ve Sekil 4.34.)
incelendiginde 55,59°C’de keskin bir pik verdigi goriilmekte olup sonuglar literatiir
ile uyumlu bulunmustur (178, 281). M3 ve poloksamer 188’1 iceren FK-1’in DSC
termogram: incelendiginde (Bkz. Sekil 4.29 ve Sekil 4.34.) ise, 55,77°C’de keskin
fakat poloksamer 188’inkine kiyasla daha diisiik siddette endotermik bir pik verdigi
ve M3’lin erime pikinin kayboldugu gorilmistir. Etkin madde pikinin
kaybolmasinin FK-1 bilesimindeki M3 miktarinin diisiik olmas1 ve poloksamer
188’in etkin maddeyi kaplamasina bagli olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir. FK-
I’in SEM goriintiilerinde poloksamer 188’in sahip oldugu pordz yapilar igindeki

etkin madde partikiillerinin varlig1 da bu sonucu destekler niteliktedir.

Fu ve ark. (175) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, mikrogoktiirme ve yiiksek
basin¢gli homojenizasyon yontemleri ile nimodipin nanokristal formiilasyonlari
hazirlamistir. DSC analizleri sonucu elde edilen termogramlardaki etkin madde
pikinin fiziksel karisim ve nanokristal formiilasyonlarinin termogramlarinda
kaybolmasini formiilasyonlara yiiklenen ila¢ miktarinin ¢ok diisiik olmasi ve
DSC’nin bu ilag kristallerini belirleyebilecek kadar hassas olmamasina ve Kristal

yapidaki ilacin poloksamer F127 i¢inde ¢oziinmiis olabilecegine dayandirmistir.

Coktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu ile hazirlanan

nanokristal formiilasyonlarinin DSC termogramlari incelendiginde (Bkz.Sekil 4.30.
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Sekil 4.34 ve Sekil 4.35.) M3’iin DSC termograminda goézlenen keskin ve siddetli
erime pikinin kayboldugu, 47,97°C ve 280,64°C’de diisiik siddette iki erime pikinin
var oldugu gozlenmistir. 47,97°C’de gozlenen diislik siddetli endotermik pikin biraz
kaymakla birlikte formiilasyon icinde etkin madde ile etkilesmeyen serbest
poloksamer 188 molekiillerine ve 280,64°C’de gbzlenen endotermik pikin ise biraz
kaymakla birlikte nanosiispansiyonlarin liyofilizasyonunda kullanilan trehaloz
molekiillerine ait olabilecegi diistiniilmektedir. Jackson ve ark. (282) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada pik kaymasinin nedenini Gibbs-Thomson esitligine gore
hidrodinamik yarigaptaki azalmanin Gibbs serbest enerjisini arttirmasina baglamistir.
Bazi ilaglarin nanokristal hazirlama islemleri (yiiksek basingli homojenizasyon,
ultrasonikasyon ve 0giitme) sirasinda kristal yapilarini korurken bazi ilaglarin ise
amorf hale doniisebildigi bilinmektedir. (83, 168). Literatiir bilgileri 1s18inda
nanokristal formiilasyonlarinda etkin maddenin vermis oldugu yerde herhangi bir
erime pikinin gozlenmemesinin ilacin poloksamer 188 ile kaplanmasina,
formiilasyon i¢inde diisiik miktarda olmasina ve amorf hale donlismesine bagh
olabilecegi diisiiniilmektedir. M3-NK’nin SEM goriintiilerinde ince uzun partikiil
goriintiilerinden ziyade daha yuvarlak ve tekdiize yapilarin varligt ve XRD
difraktogramlarinda herhangi bir pikin gézlenmemesi de etkin maddenin M3-NK

formiilasyonu iginde kristal yapidan ziyade amorf yapida oldugunu desteklemektedir.

Gulsun ve ark., (99) hazirladiklart furosemid nanosiispansiyonlarinin DSC
analizleri sonucunda elde edilen termogramlardaki etkin madde pikinin (210°C)
kaybolmasini etkin maddenin siirfaktanlar ile tamamen kaplanmasina dayandirmistir.
Chalikwar ve ark. (83) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, nimodipin’in 125°C’deki
erime pikinin kati lipid nanopartikiil formiilasyonlarinin termogramlarinda
kaybolmasini etkin maddenin formiilasyon i¢inde amorf halde olmasina baglamistir.
Xia ve ark.’nin (71) yapmis oldugu bir diger calismada ise, DSC bulgulari
neticesinde nitrendipin  nanosiispansiyonlarinda  kristal yapinin  korundugu

bildirilmistir.

Pullulanin DSC termogrami (Bkz. Sekil 4.31. ve Sekil 4.35.) incelendiginde
322,73°C’de endotermik bir pik verdigi goriilmekte olup sonuglarin literatiir ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir (198). M3-NK, aspartam ve pullulani igeren FK-
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2’nin DSC termogrami (Bkz. Sekil 4.32. ve Sekil 4.35.) incelendiginde ise, karigimin
292,39°C'de diisiik siddette endotermik bir pik verdigi, bu pikin biraz kaymis
olmakla birlikte M3-NK’nin erime piki (280,64°C) ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Coziici dokme yontemine gore hazirlanan M3-ADF formiilasyonlariin DSC
termogramlarinda (Bkz. Sekil 4.33 ve Sekil 4.35.) M3-NK’nin erime pikinin
kaybolmasi ve 320,68°C’de pullulanin erime pikine benzer genis ve diisiik siddetli
endotermik bir pikin varligt M3-NK’nin ADF i¢inde film olusturucu polimer olan
pullulan ile kaplandigin1 gostermistir. Pezik ve ark. (198) yapmus olduklar1 bir
calismada, amlodipin besilat igeren pullulan bazlt ADF formiilasyonlari1 hazirlamisg
ve elde edilen optimum formiilasyonlarin DSC termogramlarinda 202,95°C’de
gozlenen etkin madde pikinin kaybolmasimni etkin maddenin pullulan ile tamamen

kaplanmasina dayandirmaistir.

Elde edilen tim DSC analiz sonuglari nanokristal formiilasyonu ve ADF
formiilasyonu hazirlamak i¢in kulanilan yontemlerin (¢oktiirme ve ultrasonikasyon,

¢oziicli dokme) M3’lin yapisini ve termal davranislarini etkiledigini géstermistir.
5.9.3. X-Istm1 Kirinimm Analizi

XRD analizleri maddelerin kristal veya amorf yapilariin aydinlatilmasinda
siklikla tercih edilen bir analiz yontemidir. XRD analizlerinde madde iizerine
gonderilen X-1s11nin herhangi bir sagilim gosterip gostermemesine bagli olarak elde
edilen difraktogram pikleri yorumlanmaktadir. Amorf yapidaki maddelerin harhangi
bir sa¢ilim piki gostermezken kristal yapidaki maddelerin kristal orgiistine spesifik
tekrarlanabilir bir pik deseni verdigi bilinmektedir. Kristal yapilarin raf omiirleri
boyunca amorf yapilara kiyasla daha dayanikli olmasia karsin amorf yapilarin
¢oziinme profillerinde daha iyi bir artis saglamasi formiilasyon ¢aligmalar1 agisindan
yapmnin aydimlatilmas: gerekliligini dogurmustur. Ozellikle amorf yapilarin sistem
icinde zamanla kristal yapiya ge¢me egiliminin sistemin termodinamik agidan
dayanikliligi, ¢oziiniirliigli ve salim profili gibi bir¢ok 6zelligini etkileyebileceginden

formiilasyon ¢alismalari agisindan oldukga 6nemlidir (168, 283).

Nanokristal ve ADF formiilasyonlarinda bulunan M3’iin kristal yapida olup

olmadiginin, var olan kristal yapida herhangi bir azalma olup olmadiginin ve olas1 bir
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kristal - amof yap1 doniistimiiniin tespit edilebilmesi amaciyla M3, poloksamer 188,
pullulan, hazirlanan formiilasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve bu formiilasyonlarda
kullanilan yardimci maddeleri igeren fiziksel karigimlar (FK-1 ve FK-2) i¢in XRD
analizleri yapilmistir. M3’tin  XRD difraktogrami incelendiginde o6zellikle 7°
civarinda gozlenen keskin pikin ve 5-20° araliginda gozlenen tekrali pik deseninin
varlig1 ticari DHP’lere benzerlik gostermekle birlikte etkin maddenin kristal yapisini
isaret etmektedir (Bkz.Sekil 4.5. ve Sekil 4.42.) (66, 71, 174, 257). Poloksamer
188’in XRD difraktograminda (Bkz.Sekil 4.36. ve Sekil 4.42.) 19,14° ve 23,33°’de
tespit edilen iki siddetli pik literatiir ile uyumlu bulunmus olup yapmin Kkristal
oldugunu gostermektedir (280). M3 ve poloksamer 188’1 igeren FK-1’in XRD
difraktogrami incelendiginde (Bkz.Sekil 4.37. ve Sekil 4.42.), poloksamer 188’¢ ait
piklerin ayn1 yerde ve aym siddette yer aldig1 goriiliirken M3’e ait piklerden sadece
7° civarinda gozlenen keskin pik, siddeti azalmig bir sekilde goriilmektedir. M3 {in
diger piklerinin gézlenmemesi ve gozlenen pik siddetinin azalmasi FK-1 iginde
bulunan M3’iin poloksamer 188’¢ kiyasla ¢ok daha az miktarda olmasina
baglanmaktadir. Coktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin kombinasyonu ile
hazirlanan M3-NK formiilasyonlarinin XRD difraktogramlarinda (Bkz.Sekil 4.38. ve
Sekil 4.42) 10° ve 25° araliginda ¢ok kiigiik siddette gézlenen piklerin haricinde
siddetli herhangi bir kirinim piki gézlenmemis olup bu sonug sistem igindeki etkin
maddenin amorf yapiya donismesi ile iliskilendirilmigtir. SEM ve DSC analiz
bulgulart da bu sonucu destekler niteliktedir. 10° ve 25° araligindaki oldukg¢a diisiik
siddetli pik desenin ise nanosilispansiyonlarin liyofilizasyonu sirasinda kullanilan
trehalozun pik deseni ile (Bkz. Sekil 4.44.) ortiismekte oldugu igin trehaloz

molekiillerine ait oldugu diistiniilmektedir (284).

Pullulanin XRD difraktograminda (Bkz.Sekil 4.39 ve Sekil 4.43) yapinin
amorf oldugunu kanitlar nitelikte herhangi bir kirmim piki gézlenmemistir ve elde
edilen difraktogram literatiir ile uyumlu bulunmustur (285). M3-NK, pullulan ve
aspartami igeren FK-2’nin XRD difraktogrami (Bkz. Sekil 4.40., Sekil 4.43. ve Sekil
4.44.) pullulanin X-151n1 kirmimu deseni ile ortiismektedir. Fakat grafik iizerinde 10°-
25° araliginda olup 23,33°’deki digerlerine kiyasla daha siddetli olmak tizere ¢ok
kiiciik siddette piklerin varlig1 dikkat ¢ekmistir. Bu piklerin hemen hemen hepsi M3-

NK formiilasyonlarinda da goézlenmis olup nanosiipansiyonlarin kurutulmasi
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amaciyla kullanilan trehaloz molekiiliine ait oldugu diisiiniilmektedir. Trehalozun
XRD kirinim pikleri ile FK-2’nin XRD difraktogramu iist tiste ¢akistirildiginda (Bkz.
Sekil 4.44.) piklerin neredeyse birebir hepsinin FK-2’nin difraktogramindaki piklere
karsilik gelmesi bu sonucu destekler niteliktedir. Ayrica literatiirde trehaloz’un 23°-
24° arasinda daha siddetli bir pik olmakla birlikte 12°-26° araliginda tekrarli pik
desenleri  verdigi bildirilmistir  (284). M3-ADF formiilasyonlarinin  XRD
difraktogramu incelendiginde (Bkz. Sekil 4.41. ve Sekil 4.44.) pullulan ve FK-2’ile
benzer fakat daha az siddette yayvan bir grafik goriintiisii elde edilmis olup herhangi
bir kirmim piki gézlenmemistir. Ayrica FK-2’de gozlenen piklerinin de kayboldugu
goriilmekte olup tiim bu sonuclar film i¢inde bulunan M3-NK’nin amorf yapisi ile
iliskilendirilmistir. SEM ve DSC bulgulari da M3-NK igindeki etkin maddenin amorf

yapisini desteklemektedir.
5.9.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi Analizleri

FT-IR analizleri formiilasyon bilesimindeki maddelerin etkilesiminin ve
kullanilan yardime1r maddelerin etkin maddenin kimyasal stabilitesi iizerine etkisinin
incelenmesinde kullanilan analizlerdir. FT-IR analizleri ile bilesiklerin yapilarindaki
fonksiyonel gruplar, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik
ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilmektedir. Etkin maddeye ait yapisal
degisikliklerin incelenebilmesi ig¢in M3, poloksamer 188, trehaloz, pullulan,
aspartam, hazirlanan formiilasyonlar (M3-NK ve M3-ADF) ve bu formiilasyonlarda
kullanilan yardimci maddeleri iceren fiziksel karigimlar (FK-1 ve FK-2) i¢in FT-IR

analizleri yapilmistir.

M3’iin FT-IR spektrumunda 3311,32 - 3249,59 - 2969,71 - 2157,05 - 1652,82
- 1589,12 - 1518,94 - 1486,54 - 1469,28 - 1435,16 - 1378,21 - 1330,73 - 1293,97 -
1277,79 - 1217,98 - 1141,81 - 1113,61 - 1067,32 - 984,82 - 958,15 - 834,91 - 769,95
- 739,40 - 694,88 - 638,84 cm™’de goriilen karakteristik pikler molekiiliin sahip
oldugu fonksiyonel gruplar (3300 cm™ ve 3200 cm™ civarinda hidroksil (O-H) ve
amin (N-H) baglarma ait gerilim bantlari; 1600-1500 cm™'de karbonil (C=0) ve ¢ift
bag (C=C) gerilim bantlar; 1300- 1000 cm™ civarinda ester grubunun giiclii (C-O)
gerilim bantlar;; 1000 cm™ ve 800 cm™ civarinda p-disiibstitiie benzen gerilim

bantlari) ile uyumlu bulunmustur (Bkz.Sekil 4.6. ve Sekil 4.53). Ayrica M3'e iliskin
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elde edilen FT-IR spektrumunda karakteristik fonksiyonel gruplara ait piklerin ticari
DHP tiirevlerininkine benzer oldugu goriilmektedir (66, 174). Poloksamer 188’in FT-
IR spektrumu incelendiginde (Bkz.Sekil 4.45. ve Sekil 4.53.) tespit edilen
karakteristik gerilim bantlarmmn sirasiyla 2881,25 cm™’deki O-H (hidroksil) ve
1060,29 cm™’deki C-O (karbonil) gruplarina ait bantlar oldugu gériilmiis olup elde
edilen sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (286, 287). Trehalozun FT-IR
sperktrumunda (Bkz.Sekil 4.46.) ise literatiir verilerini destekler nitelikte 3266,38
cm®’deki O-H (hidroksil) ve 996,13 cm™’deki C-O (ester grubunun giiglii baglari)
gruplarina ait gerilim bantlari goriilmistiir (288). M3 ve poloksamer 188’i igeren
FK-1’in FT-IR spektrumunda (Bkz.Sekil 4.47. ve Sekil 4.53.) 2883,35 - 1341,77 -
1060,4 - 961,27 - 841,69 cmt’de gorililen karakteristik gerilim bantlarinin
poloksamer 188’in spektrumundaki gerilim bantlar1 (2881,25 - 1341,96 - 1060,29 -
961,61 - 841,76 cm™) ile neredeyse ayni yerde oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda 3308,26 - 1655,28 ve 1589,75 cm Y’ deki gerilim bantlarinin M3’{in
spektrumundaki gerilim bantlar1 ile (3311,32 - 1652,82 ve 1589,12 Cm'l) ortlismesi
nedeniyle M3’deki fonksiyonel gruplara ait oldugu diisiiniilmektedir. Bu gerilim
bantlarinin diisiik siddette gozlenmesi XRD ve DSC analizlerinde oldugu gibi FK-1
icinde bulunan M3’iin poloksamer 188’e kiyasla ¢cok daha az miktarda olmasina
baglanmaktadir. Sonu¢ olarak, FK-1’in FT-IR spektrumunun bilesimindeki
maddeleri yansittig1 tespit edilmistir. Coktiirme ve ultrasonikasyon yontemlerinin
kombinasyonu ile hazirlanan M3-NK formiilasyonlarinin FT-IR spektrumunda
(Bkz.Sekil 4.48., Sekil 4.53. ve Sekil 4.54.) 3305,77 cm™’de M3’e ait ve 2890,76 cm”
1*de poloksamer 188’e ait Karakteristik bantlar goriilmiistiir. Elde edilen tiim bu
sonuglar M3’iin kullanilan stabilizan ile herhangi bir etkilesiminin olmadigini ve
nanokristal bilesiminin yani sira hazirlama tekniginin M3’lin kimyasal stabilitesi

tizerinde goriinen herhangi bir etkisinin olmadigini gostermistir.

Pullulanin FT-IR spektrumu incelendiginde (Bkz.Sekil 4.49. ve Sekil 4.54.)
tespit edilen karakteristik gerilim bantlarmin sirastyla 3326,46 cm™’deki O-H
(hidroksil), 1638,18 cm™’deki C=0 (karbonil) ve 995,34 cm'’deki C-O (ester
gruplarina ait gii¢lii bag) gruplarina ait bantlar oldugu goriilmiis olup elde edilen
sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (285). Aspartamin FT-IR spektrumunda
(Bkz.Sekil 4.50.) ise literatiir verilerini destekler nitelikte 3321,61 cm™’deki O-H
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(hidroksil) ve N-H (amin), 1736,04 - 1664,80 - 1536,07 cm™*’deki C=0 (karbonil) ve
C=C (cift bag), 1360,16 cm™’deki C-O (ester gruplarina ait giiclii bag) ve 697,56 cm”
1*deki disiibstitiie benzen gruplarina ait gerilim bantlar1 goriilmiistiir (289). M3-NK,
pullulan ve aspartami iceren FK-2’nin FT-IR spektrumu incelendiginde (Bkz. Sekil
4.51. ve Sekil 4.54.) M3-NK’dan farkli olarak 1736,06 ve 1664,98 cm™’deki gerilim
bantlar1 dikkat ¢ekmistir. Bu bantlarin M3-NK bilesiminde bulunan aspartamdaki
fonksiyonel gruplara ait oldugu gerilim bantlarinin (1736,04 - 1664,80 cm™) hemen
hemen ayni olmasindan anlagilmaktadir. Coziicii dokme yontemine gore hazirlanan
M3-ADF formiilasyonlarmin FT-IR spekturumu incelendiginde (Bkz. Sekil 4.52. ve
Sekil 4.54.) ise M3-NK ve pullulanin spektrumlarini yansittigi goriilmiis olup ve
ADF formiilasyonu iiretim tekniginin hazirlanan M3-NK ve M3’iin kimyasal

stabilitesi lizerinde goriinen herhangi bir etkisinin olmadigini géstermistir.
5.10. Stabilite Calisma Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Ilag sekillerinin tasariminda ve gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken en
Oonemli unsurlardan birisi dozaj formu igindeki etkin maddenin ve sonug {iriiniin
stabilitesidir. Bir ilacin dayanikli olmasi, iiretim, depolama, nakil, saklama ve
kullanim siiresi boyunca {iretildigi tarihteki Ozelliklerinin Onceden belirlenmis

smirlar iginde kalmasi en dnemli kalite gostergelerinden biridir.

M3-ADF formiilasyonlarinin kisa siireli hizlandirilmis stabilite c¢alismalari
Bolim 3.2.8.°de (Bkz. Bolim 3.2.8.) belirtildigi sekilde 30 giin boyunca
gerceklestirilmis olup periyodik araliklar (0, 15. ve 30. giin) ile alinan 6rnekler
morfolojik 6zellikleri, kiitle tekdiizeligi, kalinlik degerleri, ylizey pH’1, nem tayini,
icerik tekdiizeligi ve dagilma (petri kab1 yontemi ve damla yontemi) siireleri analiz
edilerek ADF Kkarakterizasyon ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. M3-NK
yiiklii pullulan bazli ADF’lerin agirlik bulgulart haricindeki diger karakterizasyon
calisma bulgularinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmaksizin belirlenen
stire boyunca 40°C + 2 °C ve %75 + 5 nem kosullarinda stabil oldugu saptanmistir
(Bkz.Tablo 4.32.).

Kiitle tekdiizeligi bulgularina gore, baslangigta 79,05 = 1,3 mg olan filmlerin
ortalama agirhigi, 15. giin sonunda 80,59 + 1,6 mg ve 30. giin sonunda ise 81,74 + 1,6
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mg olarak belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.26). 0. giin, 15. giin ve 30. giin kiitle
tekdiizeligi sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigi
“Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA)” ile test edilmistir. Fakli gruplarin
belirlenmesi amaciyla ise “Tukey HSD Yontemi” kullanilmistir. Tek yonlii varyans
analiz sonuclart ADF formiilasyonlarinin farkli zamanlardaki agirlik sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugunu (p<0,05) gosterirken Tukey
HSD Yontemi bu farkin 0. giin-15. giin ve 0. giin-30. giin arasinda oldugunu, 15. giin-
30. giin arasinda anlamli bir fark bulunmadigini goéstermistir. Sonuglar agirlik
degiskenliginin 30 giin sonunda belli bir noktada sabitlendigini gostermis olup film
agirh@indaki degisme, filmlerin % nem oranlarindaki artis ile iligskilendirilmistir.
Stabilite ¢aligmalar1 sonuncunda elde edilen kiitle tekdiizeligi bulgular1 Avrupa
Farmakopesi’ne uygunluk agisindan degerlendirilmistir. Avrupa Farmakopesi'ne
gore; film agirhigr 80 mg’dan az ise; ikiden fazla filmin agirliginin ortalama film
agirligimin %10 sapma degerinden fazla olmamast ve higbir filmin agirliginin bu
%sapma degerinin iki katindan fazla olmamas1 gerekmektedir. Film agirligi 80 mg
ve 250 mg arasinda ise aymi kriterler sapma degeri %7,5 degerine gore
degerlendirmelerilmelidir. M3-ADF formiilasyonlarinin {iretilir {iretilmez yapilan
karakterizasyon c¢alismalar1 agirliklarinin 80 mg’dan az (79, 05 = 1,3 mg) oldugunu
gostermis olup Avrupa Farmakopesi gereklilikleri %10 sapma degerleri temel
aliarak degerlendirilmistir. Stabilite ¢alismalar1 sonuglarna gore 15. giin (80,59 +
1,57 mg) ve 30. giin (81,74 + 1,56 mg) film agirliklar1 80 mg’dan yiiksek oldugu i¢in
%7,5 sapma degerleri temel alinarak hesaplamalar yapilmistir. Her {i¢c zaman noktasi
icin de elde edilen degerlerin farmakope gerekliliklerini sagladigi saptanmistir (BKkz.

Tablo 4.26.).

Film kalinlik bulgularina gore, baslangigta 0,129 + 0,003 mm olan filmlerin
ortalama kalinlig1 15. giin sonunda 0,130 £+ 0,002 mm ve 30. giin sonunda ise 0,130 +
0,003 mm olarak ol¢iilmiistiir (Bkz. Tablo 4.27). 15. giin ve 30. giin igin %BSS
degerleri sirasiyla %1,853 ve %1,946 olarak hesaplanmistir. Ortalama film kalinlik
bulgular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmaz iken (p>0,05) %BSS

degerlerinin de %5’in altinda oldugu goriilmektedir.
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Baslangicta %6,58 olan M3-ADF formiilasyonlarinin % nem bulgulart 15. ve
30. giin sonunda sirasiyla %6,72 ve %6,92 olarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara
gore filmlerin az da olsa nem degerlerinde artis gozlenmis olup filmlerin biraz
yapigkan hale gelmesi ve agirlik degerlerindeki anlamli artisin, filmlerin % nem
oraninin artmasma bagli olarak gerceklesmis olabilecegi diigiiniilmektedir. Kisa
stireli hizlandirilmis stabilite ¢alismalar1 kapsaminda filmlerin elde edilen yiizey pH
bulgular1 (Bkz. Tablo 4.28.) baglangictaki degerlerine (6,29 + 0,10) kiyasla
degerlendirilmistir. 15. giin ve 30. giin sonunda filmlerin yiizey pH degerleri sirasiyla
6,22 £ 0,06 ve 6,19 + 0,09 olarak ol¢iiliirken giinler arasinda istatistiksel olarak

anlamli herhangi fark saptanmamistir (p>0,05).

M3-ADF formiilasyonlarmin icerdigi % ortalama ila¢ miktarlar1 15. ve 30.
giin sonunda sirasiyla %93,97 + 2,44 ve %95,2 + 3,74 olarak hesaplanmis olup igerik
tekdiizeligi bulgular1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Elde edilen igerik tekdiizeligi sonuglar1 (Bkz. Tablo 4.29.)
farmakope gerekliliklerine uygunluk agisindan degerlendirilmistir. Buna gore;
hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin 15. ve 30. giin sonunda igerik tekdiizelikleri
sirastyla %90,46-%96,99 ve %90,01-103,41 arasinda tespit edilmis olup %BSS
degerleri sirasiyla %2,6 ve %3,9 olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.29.). Ayrica
Amerikan Farmakopesi’nde belirtilen kosullara gore yapilan hesaplamalar sonucunda
15. ve 30. giin igin kabul degerleri 10,99 ve 12,28 olarak tespit edilmistir (202).
Stabilite ¢alisma sonuglarina gore her bir zaman noktasi i¢in hazirlanan her bir M3-
ADF formiilasyonundaki ila¢g miktari, Amerikan Farmakopesi’nde ticari bir DHP
tiirevi olan amlodipin besilat i¢in verilen limit degerler olan % 90 - % 110 aralifinda,
%BSS degeri % 6’dan kiiciik ve kabul degerleri 15’in altinda olarak saptanmistir.
Sonug olarak, elde edilen bulgular hazirlanan M3-ADF formiilasyonlarinin belirlenen
siire boyunca farmakope gerekliliklerini de saglayarak kisa stireli stabilitesini

korudugunu gostermektedir.

Stabilite caligmalar1 kapsaminda M3-ADF formiilasyonlarinin distile su ve
pH 5,7 yapay tiikiirik sivisi ortamlarinda, petri kabi yontemi ve damla yontemi
olmak tizere iki farkli yonteme gore dagilma siireleri tespit edimistir (Bkz. Tablo

4.30. ve Tablo 4.31.). Elde edilen sonuglar, her ortam igin farkli zaman siireleriyle (0.
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giin-15. giin ve 30. giin) kendi i¢inde ve her zaman noktasi i¢in farkli ortamlar
arasinda kiyaslanmistir. Genel olarak her iki ortam i¢in de zamanla dagilma
siirelerinde ¢ok az bir azalis gozlenirken bu azalisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 ve farkli ortamlar arasinda da anlamli bir farkin bulunmadigi sonucuna
vartlmistir (p>0,05). Distile su ile yapilan dagilma testi sonuglarina gore 15. ve 30.
giin dagilma siireleri; petri kab1 yontemine gore; 20,5 + 2,8 sn ve 19,3 + 1,5 sn ve
damla yontemine gore; 11,2 + 1,1 sn ve 11,5 + 1,7 sn olarak Sl¢iilmiistiir (Bkz. Tablo
4.30.). pH 5,7 yapay tiikiiriik sivist ile yapilan dagilma testi sonuglarina gore ise
15.ve 30.glin dagilma siireleri; petri kab1 yontemine gore; 20,5 +2,8 sn, 19,3 £ 1,5 sn
ve damla yontemine gore; 11,2 = 1,1 sn, 11,5 £ 1,7 sn olarak saptanmistir (Bkz.
Tablo 4.31.). Stabilite ¢alismalar1 sonucu elde edilen tiim bulgular, hazirlanan M3-
ADF formiilasyonlarinin 40°C + 2°C ve %75 + 5 nem kosullarinda 30 giin boyunca

stabilitesini farmakope sinirlari i¢ginde korudugunu gostermistir.
5.11. Hiicre Kiiltiirii Calisma Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiiri ¢alismalari, biyolojik ortami taklit eden hiicrelerin ve buna
bagli olarak in vivo fizyolojik ortam igin ger¢ege yakin sonuglarin elde edilebilmesi
sayesinde pahali, zaman alic1 ve etik kurul izni gerektiren in vivo hayvan deneyi
calismalarina alternatif ¢alismalar olarak son zamanlarda siklikla tercih edilmektedir
(290). Hiicre kiltlirii ¢aligmalar1 ilaglarin taginmasi (membran gegisleri) ve
metabolizasyonunun belirlenmesinin yani sira ¢esitli inhibitorlerin ve diger

metabolik faktorlerin incelenmesine de olanak saglamaktadir (237, 291, 292).

Ilag molekiilleri biyolojik ortama alindiktan sonra uygulama yoluna bagl
olarak farkli fiziksel bariyer ve ortamlar ile karsilasmaktadir. Bir ilacin dokuya
gecerken karsilasacagi ilk bariyer sikica dizilmis hiicrelerden olusan tekli veya coklu
hiicre tabakalar1 oldugu i¢in hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda secgilecek olan hiicre
kiiltiiri modelinin ¢aligmaya uygun fiziksel bariyer ve biyokimyasal ortami temsil
ediyor olmasi olduk¢a onemlidir (237, 292). Caco-2 hiicreleri belli bir biiyiime
prosesinden sonra (yari-gecirgen membranlar lizerine ekildikten yaklasik 21-28 giin
sonra), apikal ve bazolateral bolgeleri iceren tek katmanli polarize tabaka formunu

almaktadir. Ayrica Caco-2 hiicrelerinin fircams1 yapidaki mikrovillileri, siki
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kavsaklari, P-gp ve cesitli efflux pompa ve enzimlerine sahip olmasi, hiicrelere ince

bagirsagin yapisini taklit edebilme 6zelligi kazandirmistir (293).

Oral yolla uygulanan ilaglarin  biyoyararlaniminin  belirlenmesinde
gastrointestinal kanaldan gecis (permeabilite) anahtar faktorlerden biri olup bir etkin
maddenin gegirgenlik derecesinin belirlenmesinde farkli 6l¢iim  yOntemleri
kullanilabilmektedir (239). Tez c¢alismalar1 kapsaminda bu amagla Onerilen
yontemlerden “epitel kiiltiir hiicrelerinin tekli tabakasinda permeasyon g¢alismalar1”

tercih edilmis ve bu amacla Caco-2 hiicreleri ile ¢alisilmistir.

5.11.1. M3’iin Biyofarmasotik Simiflandirma Sistemi’ndeki Yerinin

Tespit Edilmesi

M3’lin in vitro permeabilite calismalarinda kullanilacak giivenli dozun
belirlenebilmesi amaciyla yapilan sitotoksisite c¢alisma sonuglarinda, DMSO
kontrolleri igin ylizde arttik¢a her ne kadar hiicre canliliginda azalma goriilse de
saptanan bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Artan M3
konsantrasyonlar1 i¢in ise, DMSO kontrollerinde oldugu gibi hiicre canliliginda
azalma saptanmig olup 200 pg/mL ve 1000 pg/mL ilag konsantrasyonlar: arasinda
anlaml bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Fakat hem DMSO kontrolleri hem de M3
icin tiim dozlarda/yiizdelerde hiicre canliliginin %80’den yiiksek olmasi, se¢ilecek
her ila¢ dozu ve DMSO yiizdesi i¢in Caco-2 hiicreleri iizerinde toksik bir etkinin
gozlenmeyecegini isaret etmektedir (Bkz. Tablo 4.33. ve Sekil 4.58.). Sitotoksisite
caligmalart M3’tn BCS’deki yerinin tespiti i¢in yapilacak ©on permeabilite
calismalarinda 200 pg/mL ve 1200 pg/mL arasinda herhangi bir ilag dozunun
secilebilecegini gostermistir. Bu nedenle hem Caco-2 hiicrelerinde toksik bir etkiye
neden olmamasi hem de kilavuzun onerdigi lizere M3’iin gegirgenlik ¢alismalarinda
kullanilmak tizere 360 pg/mL’lik M3 dozu (en yliksek tek terapotik doza sahip olan
ticarilesmis ayni tiirev etkin maddenin dozunun (Nifedipin’in en yiiksek oral
terapotik dozu = 90 mg) 250 mL (yaklasik bir bardak su hacmi)’ye boliinmesiyle

elde edilen konsantrasyon degeri) secilmistir.

M3’tin BCS’deki yerinin tespiti i¢in yapilacak transport caligmalarina

baslamadan Once biiyiitillen Caco-2 hiicrelerinin tek tabaka hiicre biitiinliigliniin
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degerlendirilmesi amaciyla TEER degerleri Ol¢iilmiis ve genel olarak 200-1000
ohm.cm? arasinda tespit edilmistir. Literatirde TEER degerleri ve gastrointestinal
epitel hiicrelerin tek tabaka biitliinliigli arasinda bir iligki oldugu bildirilmistir. 2000
ohm.cm?’nin iizerinde TEER degerine sahip olan epitel hiicreler “siki”; 50-100
ohm.cm? arasinda TEER degerine sahip olan epitel hiicreler “gevsek” ve 300-400
ohm.cm? arasinda TEER degerine sahip olan hiicreler ise “orta sik1” epitel hiicreler
olarak simiflandirilmistir (234-237). Biyolojik ortamin tam olarak taklit edilebilmesi
amactyla TEER<400 ohm.cm? olan hiicreler transport calismalarinda
kullanilmamustir. Transport ¢aligmalart sonucunda elde edilen bazolateral 6rnekleri
valide HPLC miktar tayin yontemi ile analiz edilmis ve M3’lin permeabilite katsayisi
(Papp) 2,17 (£ 0,07) x 1077 cm/sn olarak hesaplanmustir.

CDER tarafindan 2017 yilinda yaymlanan kilavuzda permeabilite
katsayilarindan yola ¢ikarak ila¢ gecirgenliginin degerlendirilmesine iligkin agik ve
net ifadelerin (laboratuvarlar arasi degiskenlikler ve deney prosediirlerinin farklilik
gostermesi sebebi ile) yer almamasi nedeniyle degerlendirmeler literatiir bilgilerine
dayandirilarak yapilmistir. Artursson ve ark. (294) yapmis olduklari bir ¢alismada in
vivo biyoyararlanim bulgulari ile in vitro permeabilite katsayisilari (Papp) arasinda 1yi
bir korelasyon oldugunu bildirmistir. Lennernas ve ark. (295) tarafindan yapilan bir
diger calismada ise farkli emilim mekanizmalarina (pasif gecis ve tasiyici aracili
gecis) sahip ilaglarin Caco-2 hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve in vivo biyoyararlanim
caligmalardan elde edilen sonuglar karsilagtirnmigtir. Elde edilen bulgular naproksen,
metoprolol gibi pasif gecisle emilen lipofilik ilaglar i¢in her iki yontemle tayin edilen

permeabilite katsayilarinin karsilastirilabilir oldugunu gostermistir.

Yee, (296) yapmis oldugu bir c¢alismada etkin maddeleri Caco-2
hiicrelerinden permeabilitelerine gore zayif (oral absorpsiyon yiizdesi %0-20; Papp<
1x10° cm/sn), orta (oral absorpsiyon yiizdesi %20-70; Papp: 1-10x10° cm/sn) ve iyi
(oral absorpsiyon yiizdesi %70-100; Papp>10x10° cm/sn) derecede emilen maddeler
olarak siniflandirmistir. Kogan ve ark. (297) yapmis oldugu bir ¢alismada genel
olarak Papp degeri 1x107° cm/sn’den daha diisiik olan maddelerin; diisiik gegirgenlige,
1x10~° cm/sn’den kiiciik olan maddelerin; orta gegirgenlige ve 1x107° cm/sn’den

bliyilk olan maddelerin ise yiiksek gecirgenlige sahip oldugunu bildirmistir.
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Yazdanian ve ark. (298) ise; permeabilite katsayis1 0,4x10° cm/sn degerinin altinda
olan molekiillerin oral emilimlerinin ¢ok zayif, 7x10° cm/sn degerinin iistiinde olan
molekiillerin ise oral emilimlerinin ¢ok iyi oldugunu belirtmistir. Tiim bu kriterler
temel alindiginda M3’iin (Papp = 2,17 (£ 0,07)x107 cm/sn<1x10® cm/sn ve
Papp=2,17(% 0,07)x10”" cm/sn<0,4x10® cm/sn) ¢ogu ticarilerilesmis DHP tiirevinden
farkli olarak (Ticarilesmis bircok DHP tiirevi Siif 2’de yer almaktadir) diisiik
gegcirgenlige sahip oldugu tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.34.).

BCS’ne gore hemen salim saglayan sistemlerde kullanilan ilaglarin
absorpsiyon hizi ve orani, ilacin viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigiine ve intestinal
permeabilitesine baghidir. Bu oOzelliklere gore ilaglar dort ana sinifta
degerlendirilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliik/yliksek permeabilite gosteren ilaglar, Sif 1;
diisiik  ¢ozlniirlik/yiiksek permeabilite gosteren ilaglar, Simf 2; yiiksek
¢Oziiniirliik/diisiik permeabilite gosteren ilaglar, Sinif 3 ve diisiik ¢oziiniirliik/diisiik
permeabilite gosteren ilaglar ise, Sinif 4’de yer almaktadir (298). Coziiniirlik ve
permeabilite ¢aligma bulgularina gore M3’lin  diisiik ¢oziniirlik ve disilik
permeabilite Ozelliklerine sahip olmast nedeni ile BCS’nde Smif 4°de yer aldigi

distiniilmektedir.

5.11.2. Farkh Stabilizanlarin M3 Nanosiispansiyon Formiilasyonlarinin

in Vitro Sitotoksisite Profili Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Nanokristal ~ formiilasyonlarinin ~ hazirlanmasinda  kullanilan  farkli
stabilizanlarin M3  nanosiispansiyonlarinin  hiicre canliligi iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla yapilan hiicre kiiltiirii ¢alisma bulgular1 genellikle tiim
ornekler (M3 ve %0,5 stabilizan i¢geren M3 nanosiispansiyonlari) i¢in uygulama dozu
arttikca hiicre canliliginin azaldigin1 gostermistir (Bkz. Tablo 4.35 ve Sekil 4.59.).
Tiim uygulama siireleri i¢in (24 saat, 48 saat ve 72 saat) M3’iin 250 pg/mL uygulama
dozunda hiicre canliliginin %40’1n altinda saptanmis olmas1 M3’lin yiiksek dozlarda
hiicreler iizerindeki sitotoksisitesini dogrulamistir. SLS hari¢ tiim stabilizanlarla
hazirlanan nanostiispansiyon formiilasyonlar1 i¢in hiicre canliliginin M3'e kiyasla
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. PVA ve PVP K30 ile hazirlanan
nanosiispansiyon formiilasyonlarinda yiiksek dozlarda hiicre canlilig1r %80'in altina

diiserken, en iyi sonuglar poloksamer 188, poloksamer 407 ve SoluPlus® ile
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hazirlanan nanosiispansiyon formiilasyonlarinda elde edilmistir. Poloksamerler
kullanilarak hazirlanan nanosiispansiyonlarda en diisiik partikiil boyutlarinin
saptanmasinin yani sira en iyi sitotoksisite profilinin elde edilmesi bu stabilizanlarin
hiicre zarinda olusan gozenekleri kapatarak hiicre onarim mekanizmalarinda rol
oynamasi ile iliskilendirilmistir (299-301). Ayrica kullanilan maksimum DMSO
yiizdesinde (%1,25) bile hiicre canliliginin %80'in iizerinde olmasi kullanlian DMSO
miktarlarinin hiicreler iizerinde ciddi bir toksik etkiye neden olmadigini géstermistir

(Bkz. Tablo 4.35. ve Sekil 4.60.).

5.11.3. M3 Nanokristal Formiilasyonlarinin Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve

A549 Hiicrelerinin in Vitro Hiicre Canhligi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Literatiirde yapisinda DHP halkasi tasiyan bilesiklerin ¢ok sayida farkl
farmakolojik 6zelliklerine isaret edilmistir. Vazodilator, bronkodilatdr, antiaritmik,
antitiiberkiiloz, antioksidan ve antitrombotik aktiviteler sergileyen DHP’lerin ayrica
antikanser, antibakteriyel ve antiviral aktiviteler de sergiledigi bildirilmistir (10,
241). Martin ve ark. (242) sentezledikleri baz1 1,4-DHP tiirevlerinin protein tirozin
kinaz inhibitorii etki gostererek c¢esitli  kanser tiplerinin  tedavisinde
kullanilabilecegini gostermistir. Zhang ve ark., (243) yapmis olduklar1 bir ¢alismada
sentezlemis olduklar1 steroidal DHP tiirevlerinin farkli hiicre hatlar1 iizerinde
antikanser etkinliklerini incelemis ve bazi bilesiklerde antikanser aktiviteye
rastladiklarin1  bildirmistir. Tez kapsaminda kullanilan M3 ve M3 nanokristal
formiilasyonlarinin antikanser etkinliklerinin incelenmesi amaciyla farkli kanser
hiicre hatlar1 (Caco-2, MCF-7, SK-BR-3 ve A549) iizerinde sitotoksisite ¢aligmalari
yapilmistir.

Farkli kanser hiicre hatlar1 {lizerinde yapilan sitotoksisite ¢aligmalari
sonucunda tiim hiicre hatlar1 i¢in kullanilan maksimum DMSO’da (%1) bile hiicre
canliliginin %80’in iizerinde olmast DMSO’nun hiicreler iizerinde ciddi bir toksik
etkiye neden olmadigimi gostermistir (Bkz. Tablo 4.36. ve Sekil 4.62.). Caco-2
hiicreleri hari¢ tim hiicre hatlarinda M3 dozu arttikca hiicre canlili§i azalmistir.
Ancak hiicre canliligi, MCF-7 hiicreleri hari¢ tiim hiicre hatlar1 ve tim 6rnekler i¢in
%80'in lizerinde saptanmistir. MCF-7 hiicre hattinda, en yiiksek (250 pg/mL) M3-NS
dozu i¢in hiicre canliligi %77,7 olarak tespit edilmistir. Dort farkli hiicre hatti
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lizerinde yapilan sitotoksisite c¢aligmalarinin sonuglar1 genel olarak, M3 ve M3
nanokristallerinin bu hiicre hatlar1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik

etkiye sahip olmadigini géstermistir (Bkz. Tablo 4.36. ve Sekil 4.61).

5.11.4. Nanokristal ve Agizda Dagilan Film Formiilasyonlarin in Vitro

Gecirgenlik (Permeabilite) Calisma Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

M3 iizerinde yapilan ¢Oziiniirliik ve 6n permeabilite ¢alismalari ilacin hem
¢ozlntrliginin (1,056 + 0,166 pg/mL) hem de intestinal gegirgenliginin
(Papp=2,17x10" cm/sn) diisiik olmasi nedeni ile BCS’ne gore Simf 4’de yer
alabilecegini gostermistir. Literatiirde Sinif 4’de yer alan ilaglar i¢in, formiilasyon
gelistirme ¢alismalarinda diistik ¢oziintirliik ve permeabilite 6zellikleri nedeni ile her
ne kadar zayif adaylarmis gibi goriinseler de Sinif 2°de yer alan ilaglar i¢in kullanilan
mevcut yaklagimlar (¢oziiniirlik artirma yontemleri) ve permeasyon artiricilar ile
oldukga basarilt sonuglarin alindig: bildirilmistir (32). Bu amagla NKT kullanilarak
coziinlirliik ozellikleri iyilestirilen M3 nanokristal ve agizda dagilan film
formiilasyonlarinin M3’lin in vitro gecirgenligi lizerine etkisini degerlendirmek
amaciyla Caco-2 hiicre hatt1 {izerinde siotoksisite ve permeabilite caligmalar

yapilmistir.

Sitotoksisite ¢alismalarinda M3, formiilasyon bilesimini olusturan karigimlar
(FK-1, FK-2, plasebo ADF), formiilasyonlar (M3-NS, M3-NK, M3-ADF) ve
kontrollerin  (Asiklovir, metaprolol tartarat ve DMSO kontrolleri) farkh
konsantrasyonlarindaki ( 37,5 - 50 - 75 - 100 - 150 ve 200 pg/mL) 6rneklerinden elde
edilen bulgular, tim ornekler ig¢in hiicre canliligmmin %80’in iizerinde oldugunu
gostermistir (Bkz. Tablo 4.37., Sekil 4.63.ve Sekil 4.64.). HPLC miktar tayinlerinde
deteksiyon problemi yagsanmamasi i¢in toksik olmayan en yiiksek doz (200 pg/mL)

ile permeabilite calismalarina gegilmistir.

In vitro permeabilite ¢alisma bulgularina (Bkz. Tablo 4.38. ve Sekil 4.65.)
gbre; M3’{in permeabilite katsayis1 0,15 (+ 0,01) x10”" cm/sn olarak saptanmis olup
on permeabilite calisma sonuclari  (Papp=2,17x107 cm/sn) ile benzerlik
gostermektedir. M3’tin literatlir siniflandirmalarina  goére diisik permeasyon

gostermesi BCS’deki yerini (Smif 4) bir kez daha dogrulamistir. M3 iceren
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nanosiispansiyon (M3-NS), nanokristal (M3-NK) ve agizda dagilan film (M3-ADF)
formiilasyonlarinin permeabilite katsayilart 1,24 (+ 0,07) X107 cm/sn, 4,26 (+ 0,50)
x107 cm/sn, 4,44 (+ 0,10) X107 cm/sn olarak saptanmus olup M3’e kiyasla sirasiyla
8,3 - 28,6 - 29,8 kat artisin oldugu goriilmektedir (p<0,05). M3 igeren formiilasyonlar
birbiri ile kiyaslandiginda; M3-NS diger formiilasyonlardan belirgin derecede farkl
iken (p<0,05), M3-NK ve M3-ADF’ nin permeabilite katsayilari arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark saptanmamstir (p>0,05). Ayrica in vitro permeabilite
caligmalarinda deney prosediiriiniin uygun kosullarda ilerleyip ilerlemediginin test
edilebilmesi icin diisiik (asiklovir; negatif kontrol) ve yliksek (metaprolol tartarat;
pozitif kontrol) permeasyon gosterdigi bilinen kontroller kullanilmistir. Kontroller
icin elde edilen Papp degerlerinin (Asiklovir; 0,09 (= 7,72) x107 cm/sn, Metaprolol
tartarat; 775,1 (£ 5,76) x107 cm/sn) liiteratiir ile uyumlu bulunmasi, ¢aligmanin
istenilen sekilde gergeklestirildigini ve transport calismasit oncesi TEER degeri
Ol¢iimii ile test edilen Caco-2 hiicrelerinin tek tabaka biitiinliigliniin, intestinal hiicre

yapisint istenildigi gibi taklit ettigini gostermistir (239, 302).

NKT kullanilarak ilaglarin ¢oziiniirliik 6zelliklerinin iyilestirilmesi sayesinde
permeabilitede belirgin bir artis elde edilebildigi bilinmekte olup bu konuda bir¢ok
literatlir 6rnegi bulunmaktadir (168, 277). Pinar ve ark., (178) yapmis olduklari bir
calismada, hazirladiklart  siklosporin A nanosiipansiyonlart  ile ilacin
permeabilitesinde yaklagik 5 kat artis saptamistir. Giilsiin ve ark.’nin (261) yapmis
oldugu bir diger calismada ise, farkli yontemler ile hazirlanan furosemid
nanosiispansiyonlarinda ilaca kiyasla Caco-2 hiicrelerinden ge¢isin anlamli sekilde

arttig bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda suda ¢oziiniirliik problemi oldugu bilinen ve hem L-tipi hem

de T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke etme yetenegine sahip bir molekiil olan M3 ile

calisilmistir. Tasarlanan M3 molekiiliiniin daha basarili bir klinik kontrol saglamasi

nedeniyle HT tedavisinde yenilik¢i bir yaklasim oldugu bildirilmistir. Coziiniirlik

problemi olan M3’ilin yeni sentezlenmis bir molekiil olmasi sebebi ile Oncelikle

BCS’deki yerinin tespit edilmesi ve NKT ile ¢oziiniirliigiiniin artirilmasi sonrasinda

ise konvansiyonel kat1 dozaj sekillerine kiyasla daha genis bir hasta popiilasyonuna

hitap edecegi ve daha yiiksek hasta uyuncuna ulasilabileceginin diistiniildiigiic ADF

formiilasyonlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla yapilan g¢alismalarda

asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Fizikokimyasal ¢aligmalar ile M3’lin erime derecesi ve kati hal karakteristigi
belirlenmis olup ticarilesmis DHP tiirevleri ile uyumlu olarak kristal yapida
ve mikron boyutunda oldugu tespit edilmistir.

Literatiir bilgileri dogrultusunda M3’lin miktar tayini i¢in dogru, kesin,
tekrarlanabilir ve secici bir HPLC in vitro miktar tayini yontemi
gelistirilmistir.

M3’iin BCS’deki yerinin tespiti icin WHO 2018 ve CDER 2017
kilavuzlari’nda Onerildigi gibi ¢ozliniirlik ve permeabilite calismalart
yapilmistir. Dort farkli ¢oziinme ortaminda (su, pH 1,2, pH 4,5, pH 6.8)
gerceklestirilen  ¢oziiniirlik calismalart  ile M3’lin  ¢oziiniirligliniin
ticarilesmis DHP tiirevleri ile uyumlu olarak zayif ve pH bagimli oldugu
tespit edilmistir. In vitro Caco-2 permeabilite calismalarma gére M3’iin
permeabilite katsaymin ¢ogu ticarilesmis DHP tiirevinden farkli olarak diisiik
oldugu ve sonug¢ olarak hem diisiik ¢oziiniirlik hem de diisiik permeabilite
profili nedeni ile BCS’ne gore Smif 4’de yer aldigi belirlenmistir.
Onformiilasyon ¢alismalarinda degisen yontem kosullarma (farkli stabilizan
ylzdesi, karigtirma hizi ve siiresi, ¢oktiirme sicakligi, sonikasyon giicii ve
siiresi ve ila¢ konsantrasyonu) kars1 formiilasyon ¢iktilar1 degerlendirilmis ve
en uygun yontem kombinasyonu belirlenmistir. Degerlendirilen ydntem

kosullarindan  karistirma hizt  haricindeki tiim  parametrelerin M3
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nanokristallerinin partikiil biiylikliigli ilizerinde anlamli bir etkiye sahip
oldugu sonucuna varilmstir.

Belirlenen yontem kosullar ile en uygun stabilizan tiirii ve oraninin tespiti
icin yapilan formiilasyon c¢aligmalari, genel olarak polimerik stabilizanlar
(PVA, PVP K30, SoluPlus®), SDC ve SLS ile hazirlanan
nanosiispansiyonlarin partikiil bliyiikliigliniin mikron boyutunda, poloksamer
188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan nanosilispansiyonlarin partikiil
biiylikliigiiniin ise nano boyutunda oldugunu gostermistir. Ayrica poloksamer
188 ve poloksamer 407 ile hazirlanan nanosiispansiyonlarinin ZP degerlerinin
yiiksek fiziksel stabiliteyi dogrular sekilde hedeflenen aralikta oldugu
saptanmistir.  Ancak  formiilasyon = parametreleri  ile  stabilizan
konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iliski saptanmamistir. %0,5
poloksamer 188 ile hazirlanan M3 nanosiispansiyonlar1 optimum
nanosiispansiyon (M3-NS) olarak segilmistir.

M3 nanosiispansiyonlarinin kurutulmasi asamasinda kriyoprotektan varliginin
etkisinin incelenmesi igin farkli kriyoprotektan tiiri ve oranlar ile
formiilasyon  denemeleri  yapilmistir.  Kriyoprotektan  kullanilmayan
formiilasyonlarda genel olarak partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerinde artis
ve ZP degerlerinde diislis oldugu goriilmiistiir. Buna kars1 yliksek oranda
kriyoprotektan varliginin partikiil biiyiikligiinde azalma ve ZP degerlerinde
art1s saglayarak formiilasyon ¢iktilarini iyilestirdigi saptanmistir.

En 1yi formiilasyon ciktilarinin elde edildigi %35 trehaloz ile dondurularak
kurutulmus 9%0,5 poloksamer 188 1ile hazirlanan M3 nanokristal
formiilasyonlar1 (M3-NK) ile pulluan bazli ADF formiilasyonlari
hazirlanmistir.  ADF  formiilasyonlar1 iizerinde yapilan karakterizasyon
calismalar1 olduk¢a hizli dagilma siirelerine sahip ve farmakope
standartlarina uygun filmlerin basarili bir sekilde hazirlandigin1 gostermistir.
M3 nanokristalleri ile M3’{lin ¢oziiniirliiglinde yaklasik 200 kat artig elde
edilmistir.

In vitro ¢oziinme hizi ¢alismalari ile 60 dak. sonunda M3’iin %coziinen

miktarinin %8,34 iken nanokristal ve ADF formiilasyonlarinda %82,71 ve
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%94,27 oldugu belirlenmis ve ¢oziinme profilinde hedeflenen iyilesmenin
saglandig1 gosterilmistir.

M3-NK ve M3-ADF formiilasyonlar1 {izerinde yapilan fizikokimyasal
calismalar M3’iin formiilasyon ic¢inde kristal hal karakteristiginden amorf
yapiya doniistiiglinii dogrulamis olup M3-ADF formiilasyonlar1 i¢in yapilan
kisa siireli hizlandinnlmis stabilite ¢alismalar1 pullulan bazli ADF
formiilasyonlarinin 4 hafta boyunca fiziksel stabilitesini korudugunu
gostermistir. Ancak amorf yapilarin formiilasyon i¢inde zamanla kristal
yaptya gecme egiliminin sistemin termodinamik ag¢idan dayanikliligi,
¢cOziiniirligi ve salim profili gibi bircok formiilasyon ¢iktisini
etkileyebileceginden uzun siireli stabilite testlerinin yapilmasi onerilmektedir.
Nanokristal ~ formiilasyonlarinin =~ hazirlanmasinda  kullanilan  farkh
stabilizanlarin M3 nanosiispansiyonlarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalar ile M3’iin yiiksek
dozlardaki toksisite profilinin poloksamer 188, poloksamer 407 ve SoluPlus®

bazli nanokristal formiilasyonlari ile iyilestirilebilecegi tespit edilmistir.

Literatiirde yapisinda DHP halkas1 tasiyan bilesiklerin ¢ok sayida farkli
farmakolojik 6zelliklerinin yaninda antikanser aktivite sergileyebildikleri ve
ilerleyen zamanlarda c¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmigtir. M3’iin ve M3 nanokristal formiilasyonlarinin antikanser
etkinliklerinin incelenmesi amaciyla farkli kanser hiicre hatlar1 (Caco-2,
MCF-7, SK-BR-3 ve AS549) ilizerinde 24 saat silire ile gergeklestirilen
sitotoksisite calismalar1 genel olarak, M3 ve M3 nanokristallerinin bu hiicre
hatlar1 tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etkiye sahip
olmadigin1 géstermistir. M3 ve M3 nanokristallerinin potansiyel antikanser
etkilerini degerlendirmek icin farkli kanser hiicre hatlari, farkli dozlar ve
farkli  inkiibasyon siirelerinde daha ileri c¢aligmalarin  yapilmasi
Onerilmektedir.

In vitro Caco-2 permeabilite calismalar1 M3-NS, M3-NK ve M3-ADF
formiilasyonlar1 ile M3’iin permeabilite katsayisinda sirastyla 8,3 - 28,6 -

29,8 kat artisin elde ediledigini ve boylece hedeflendigi gibi M3’iin



228

cozlinlirliik Ozellikleri ile iligkili olarak gecirgenliginin iyilestirildigini

gostermistir.

Sonug olarak tez kapsaminda HT tedavisinde daha kapsamli bir tedavi
sunacak farmakolojik etkinlige sahip oldugu gosterilen fakat ¢oziintrlik
problemi yasayan, yeni bir ila¢ aday1r olan M3’tin karakterize ve formiile
edilmesi icin hedeflenen amaglara ulagilmistir. NKT sayesinde ¢oziiniiriikk ve
¢oziinme hiz1 6zellikleri ile iliski olarak permeabilite Ozellikleri iyilestirilen
M3’lin sahip oldugu farmakolojik etki yelpazesine ek olarak hasta uyuncunun
artirllmasi ve suya erisimi kisitli olan hasta gruplarina da hitap etmesi agisindan
ADF formiilasyonlarinin gelistirilmesi, HT’da tedavi etkinliginin artiriimasi
acisindan umit vadetmektedir. Calismalarin in-vivo ¢alismalar ile desteklenmesi

onerilmektedir.
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