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ONSOZ

Bu tez calismasinda diisiik biyoyararlanim ve stabilite problemlerinden dolayi
kullanimi kisith S-Adenozil-L-metiyonin molekiiliniin oral biyoyararlaniminin
arttirtlmas1 amaciyla kolona hedeflendirme ¢alismalar1 yiiriitilmistir. Kolona
hedefleme amaciyla prebiyotik etkili ve kolon-spesifik degrade olan iniilin ve pektin
ile biyoadezif etkili ve kolonda siki birlesim yerlerini (tight junction) agarak
permeabiliteyi artiran kitozan nanopartikiilleri hazirlanmistir. Prebiyotik 6zellikte
oligo- ve polisakkaritlerin kullanilmasi ile mikrobiyota iizerine yararl etki saglanarak
SAMe’nin depresyon tedavisindeki etkinligine katkida bulunmasi hedeflenmistir
(enterik sinir sistemi-beyin iliskisi). Bu c¢aligmalar sonucunda stabil ve
biyoyararlanimi arttirilmis formiilasyonlar elde edilmistir. Bu formiilasyonlar yeni

tiretilecek formiilasyonlar igin 6rnek teskil edecektir.

Doktora egitimim boyunca ilgisini ve yardimlarini esirgemeyen, bana her asamada
birseyler 6gretmeye calisan, caligkanligl, iiretkenligi ve yiiksek is ahlaki gibi 6nemli
meziyetler agisindan her zaman 6rnek aldigim ve alacagim Saym Hocam Prof. Dr.
Niliifer YUKSEL’e tez calismamda gosterdigi bilimsel katkilarindan dolayr ¢ok

tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarim boyunca bilimsel deneyimlerinden sikga yararlandigim, ilgisini,
bilgisini ve yardimlarm esirgemeyen ¢ok sevgili hocam Dog.Dr. Zerrin SEZGIN-

BAYINDIR a ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora tez calismami 115S339 no’lu arastirma projesi kapsaminda destekleyen

TUBITAK Arastirma Destek Programlar1 Bagkanligi’na ¢ok tesekkiir ederim.

Caligma siireci boyunca sagladiklar1 imkan ve ilgilerinden dolayr Farmasdotik
Teknoloji Boliim Baskanimiz Prof.Dr. Nurten OZDEMIR’e ve egitimim boyunca

sevgilerini ve bilgilerini esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Niliifer TARIMCI’ya,
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Prof.Dr. Asuman BOZKIR’a, Prof.Dr. Aysegiill KARATAS’a, Prof.Dr. Tansel
COMOGLU’na, Prof.Dr. Canan HASCICEK e, Dog. Dr. Miige KILICARSLAN’a,
Dog.Dr. Ceyda Tuba SENGEL TURK ’e, Do¢.Dr. Ulya BADILLI’ya, Do¢.Dr. Burcu
DEVRIM’e, Dr.Ogr.Uyesi Ozge INAL’a, Dr.Ogr. Uyesi Ongun Mehmet SAKA’ya
tesekkiir ederim. Doktora tez izleme komitemde yer alan degerli 6gretim iiyeleri Sayin
Prof.Dr.Ismail Tuncer DEGIM ve Prof.Dr.Erem BILENSOYa ¢alismalarim boyunca

verdikleri destekler ve Oneriler i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

In vivo deneylerin yapilmasinda laboratuvarlar imkanlarmi sunan Farmakoloji
Anabilim Dali’na, deney asamasinda bizzat bulunarak bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Arif Tanju OZCELIKAY ve teknisyen
Ismail BASER’e ve desteklerini esirgemeyen Farmakoloji Anabilim Dali’dan
Dr.Ogr.Uyesi Isil OZAKCAY’a, Arastirma gorevlisi Ecz. Betiil ERDOGAN’a,
Arastirma gorevlisi Ecz. frem KARAOMERLIOGLU’na tesekkiir ederim. In vivo
HPLC caligmalarim boyunca bilimsel deneyimlerinden ve bilgilerinden faydalandigim
Prof. Dr. Sibel OZKAN, Dr.Ogr.Uyesi Mehmet GUMUSTAS, Doc¢.Dr. Gékhan
Mehmet CAGLAYAN ve Dog¢.Dr. Ismail Murat PALABIYIK’a ve Ecz. Aysenur
OKTAY a ¢ok tesekkiir ederim.

XPRD analizlerinin yapilmasinda saglamis olduklar1 destek igin Nobel Ilag ve
Sanayii’ne ve Ar-Ge sorumlusu Dr.Ecz. Abdullah USLU’ya tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan ve en biiyiik destek¢imlerimden olan degerli arkadaslarim
Dr.Ecz.Berrin KUCUKTURKMEN’e, Dr.Ecz Giilin AMASYA’ya, Dr.Ecz. Aslihan
Hilal ALGAN’a, Dr. Ecz. Umut Can OZ’e, Dr. Ecz.Tugba EREN BONCU’ye,
Uzm.Ecz.Riiya TOPAL’a, Ecz. Miray ILHAN’a, Ecz. Ozge GUN’e ¢ok tesekkiir

ederim.

Evlatlar1 olmaktan her zaman gurur duydugum sevgili babam Zeki ERGIN’e ve annem
Tiirkan ERGIN’e, her zaman ve her kosulda yanimda olan camim kardesim Sabir

Batuhan ERGIN’e ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1.Nanopartikiiler fla¢c Tasiyic1 Sistemler

Nanopartikiiller, boyutlar1 1-1000 nm arasinda olan, dogal veya sentetik
polimerler, lipit veya fosfolipitler kullanilarak {iretilen modern ilag tasiyict sistemleri
olarak tanimlanmaktadir. Nanoteknoloji, materyallerin nanometre boyutlarinda
uygulandigt modern bir yaklasimdir. Nanoteknolojinin farmasétik uygulamalarinda
tagiyict sistemin partikiil biiyiikliigiiniin nano boyutlara diisiiriilmesi ile bir ¢ok yenilik
ve kolaylik saglanabilmektedir. Nanoteknolojinin farmasotik teknolojideki
uygulamalarinin bazi1 avantajlar1 sunlardir (Bilensoy, 2014; Merisko-Liversidge ve
Liversidge, 2008; Zirh-Giirsoy, 2014)

e Artan ylizey alan1 ve buna bagli artan ¢oziintirliikk

e Artan ¢oziinme hizi

e Artan biyoyararlanim

e Hizl terapotik yanit olusturulmasi

e Artan ylizey alanmi ile dozun azaltilmasi saglanirken buna bagli olarak yan
etkilerin azalmasi,

e Kanser ve enflamasyonli bolgelerde kan damarlarinin yapilar1 bozulmakta ve
porlar 100-600 nm arasinda a¢ilmaktadir. Bu sebeple partikiil boyutlarinin uygun
araliga getirilerek nanopartikiillerin bu dokularda birikmesinin saglanabilmesi
(pasif hedefleme)

e Yiizey modifikasyonlarina olanak saglanabilmesi

e Aglk/tokluk ve hastaya bagl degiskenlerin azaltilmasi

Farmasotik teknolojide ilag tasiyict sistem olarak kullanilan nanopartikiiller

genel olarak Sekil 1.1°de belirtilen tiplerdir. Tez ¢aligmasinda polimerik



nanopartikiiller kullanildigindan dolayi, daha sonraki boliimlerde polimerik

nanopartikiiler ilag tastyici sistemler iizerinde durulacaktir.
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Sekil 1.1.Boyutsal dl¢eklendirilmis sistemde genel olarak kullanilan nanopartikiil ilag tasiyici sistemler
(NIOH, 2019).

1.1.1.Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller dogal veya sentetik polimerik bir matristen olugsmus
ilag tastyict sistemlerdir. Dogal polimerler olarak genellikle protein bazli polimerler
ve polisakkaritler kullanilirken sentetik polimerler olarak biyolojik olarak
pargalanabilen polimerler daha ¢ok kullanilmaktadir. Dogal polimerler biyolojik
olarak pargalanabilmeleri , biyolojik olarak uyumlu olmalari ve toksik olmamalar
nedeniyle  yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Polimerik  nanopartikiillerin

hazirlanmasinda genel olarak kullanilan polimerler Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda genel olarak kullanilan polimerler.

Protein Bazh Polisakkaritler ~ Biyolojik olarak pargalanan Biyolojik olarak

Polimerler Polimerler parcalanamayan Polimerler

Albiimin Agaroz Poli-alkil-siyano-akrilat Akrilik polimerler
(PACA)
Jelatin Aljinat Poli-D,L-laktit-ko-glikolik asit Etil vinil asetat

Kolajen Dekstran Poli-E-kaprolakton (PCL) Polivinil pirolidon

Heparin Polilaktik asit (PLA) Poloksamin
Hyaliironik asit Polianhidritler Poloksamer
Karagen Silikonlar
Kitozan
Siklodekstrin

1.1.1.1.Uretim Yontemleri

Polimerik nanopartikiiller, ¢ok farkli yontemler ile hazirlanabilmektedir. Bu
yontemler asagida 6zetlenmistir (Bilensoy, 2014; Li ve ark., 2008; J. Yang ve ark.,
2015).

Polimerizasyon: Polimerizasyon nanopartikiill —olusturmada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak nanopartikiiller monomerlerden baslayarak emiilsiyon
ve dispersiyon polimerizasyonuyla iretilmektedir. Monodispers ve homojen
partikiiller olugturmasina ragmen katalizor ihtiyaci, yiiksek sicaklik gerektirmesi veya

toksik yardimer maddeler kullanilmasindan dolay1 bu yontemin kullanimi sikintilidir.

Emiilsiyon olusturma / Coziicii buharlastirma: Etkin madde ve polimerlerin ¢oziinme
ozelliklerine gore su ile karismayan ucucu bir ¢oziicii i¢indeki ¢ozeltilerinin dis faza
ilavesi ile tekli emiilsiyon veya hidrofilik etkin maddelerin bir organik ¢oziicli icindeki
polimer ¢ozeltilerine ilave edilmesini takiben olusan emiilsiyonun ikinci bir sulu faza

ilavesi ile coklu emiilsiyonlart hazirlanir. Emiilsiyon hazirlandiktan sonra yag



fazindaki organik ¢oziici ucurularak kolloidal nanopartikiil dispersiyonlar
olusturulmaktadir.. Nanoemiilsiyonlar hazirlandiktan sonra organik faz ugurulurken
polimerin sertlesmesini saglamak tizere capraz baglayicilar ilave edilerek de polimerik

nanopartikiiller olusturulabilmektedir.

Koaservasyon: Sicaklik degisimi, pH, tuz, iyonlar , non-solvan veya ge¢imli olmayan
polimer eklenmesi ile baslangigta kullanilan polimerin ¢oziiniirliigiiniin diisiiriilmesi,
boylece olusan flokiile agregatlardan polimerin sertlestirilmesi ile nanopartikiillerin

elde edilmesi islemidir.

Basit koaservasyon tuz, kosolvan, pH gibi parametrelerde degisiklik yapilmasiyla,
kompleks koaservasyon ise genellikle zit yiiklii baska bir polimerin ilavesiyle
gerceklestirilmektedir. Disperse edilen bu partikiillerin yapisinin korunmasi amaciyla
cesitli ¢apraz baglayicilar (glutaraldehit, genipin gibi) kullanilir. Bu yéntem peptid-
protein yapisindaki polimerlerde ve hidrofilik etkin maddelerin enkapsiilasyonunda

kullanilmaktadir. Coziicii kalintist riski vardir (Li ve ark., 2008).

Nanogoktiirme (Nanopresipitasyon): Polimerik nanopartikiillerin tiretiminde oldukga
stk kullanilan ve basit bir yontemdir. Hidrofobik polimerler suyla karisan organik
¢oziiclide (etanol, aseton, tetrahidrofuran gibi) ¢oziindiiriiliir ve bu ¢ozelti karigmakta
olan su fazina eklenir. Organik ¢6ziiciiniin sulu faza difiize olmasi nedeniyle polimerik
nanopartikiiller kendiliginden olusmaktadir. Hidrofobik etkin maddeler i¢in oldukca

uygun bir yontemdir.

Iyonik jellesme: Bu ydntem iyonik polimerlerden nanopartikiillerin hazirlanmasinda
kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Yiiklii polimer ¢ozeltisi, zit yiiklii maddenin
cOzilindiiriildigli  ¢ozelti igerisine eklendiginde elektrostatik etkilesim ile
nanopartikiiller olusmaktadir. Ozellikle katyonik kitozan nanopartikiillerinin
olusumunda anyonik yiiklii tripolifosfat sik¢a kullanilmaktadir (Bilensoy ve ark.,
2009).



Piiskiirterek kurutma / dondurma: Polimer ve ilag ¢6zeltisinin, kuru ve sicak ortamda
atomize edilerek katilastirmasiyla piiskiirterek kurutma yontemi uygulanir. Polimerle
ilag ¢ozeltisi erime derecesinin {izerinde atomize edilir ve bu damlaciklarin soguk
havayla karsilasmas1 sonucu kat1 nanopartikiiller olusturulur. Bu yontem ise
puskiirterek dondurma olarak isimlendirilmektedir. Olduk¢a sik kullanilmakta ve

endiistriyel boyutta iiretime olanak saglamaktadir(Demirbolat ve ark., 2018).

Stiperkritik st teknolojisi: Kritik sicaklik ve kritik basing {izerinde bulunan maddeye
stiperkritik s1tvi denilir. Stiperkritik sivilar hem sivi hem de gaza ait fizikokimyasal
ozellikler tagmaktadir. Polimer ve etkin madde siiperktirik akigkan (CO2 gibi) i¢inde
¢oOziiliir. Cozelti siiperkritik sivi ekstraktorii igerisinde piskiirtiilerek c¢oziiciiniin
polimeri ¢ozme etkinligi diisiiriilmekte ve nanopartikiillerin ¢okmesi saglanmaktadir.
Bunun i¢in stiperkritik sivilarin hizla genlesmesi ve siiperkritik antisolvan teknikleri

uygulanmaktadir (Sun ve ark., 2005).

1.1.2.Nanopartikiiller ila¢ Tastyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu

Etkin madde yiiklii polimerik nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri ilacin
performasint etkileyen onemli faktorlerdir. Bu o6zellikler ilacin farmakokinetik,
farmakodinamik karakteri hakkinda fikir vermektedir. Nanopartikiillerin ve polimerik
nanopartikiillerin karakterizasyonunda genel olarak partikiil biiytikliigii ve dagilima,
polidispersite indeksi, yiizey yiikii, yiikkleme etkinligi, yiizey morfolojisi ve
permeabilite incelenmektedir.

1.1.2.1.Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim

Nanopartikiiler sistemlerin en biiylik avantaji azalan partikiil boyutuyla orantili

artan yiizey alanina bagl olarak ilag etkisinde artistir. Bu artis hem ilacin etkinligini



arttirtken hem de viicutta absorpsiyonunu, dagilimini ve atilimini etkilemektedir
(Onoue ve ark., 2014). Ozellikle partikiil boyutu istenen biiyiikliige getirilerek viicutta
pasif hedeflendirme de yapilmaktadir (Lamprecht ve ark., 2001; Yildiz ve ark., 2015).
Bu sebeple partikiil boyutunun belirlenmesi nanopartikiiler sistemler icin oldukca
onemlidir. Lamprecht ve ark. (2001) yaptiklart ¢alismada, farkli boyutlardaki (10 um,
1 um ve 0,1 um) floresan isaretli polistiren mikro / nanopartikiiller saglikli ve iilseratif
kolitli sicanlara uygunlanmis ve inflamasyonun ve partikiil boyutunun absorpsiyona
etkisi incelenmistir. Partikiiller 3 giin boyunca uygulandiktan sonra sicanlar
oldiiriilerek organlarindaki partikiil miktarlari saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore
inflamasyonlu dokularda birikme, kontrole gore yiiksek bulunmustur. Bunlarin
yaninda boyutun da absorpsiyonda oldukga etkili oldugu goriilmiistiir. Kolonda 10 pm
partikiillerin % 1.4 + 0.6 kontrol grubunda , %5.2 + 3.8’1i kolitli olanlarda; 1 pm
partikiillerin % 2.0 = 0.8’si kontrol grubunda, %9.1 + 4.2’si kolitli olanlarda; 0,1 pym
partikiillerin % 2.2 £+ 1.’si kontrol grubunda, %14,5 + 6,3’si kolitli olanlarda

bulunmustur.

Literatiirlerin bircogunda ve bu tez ¢caligmasinda nanopartikiillerin boyutlarinin
Olciilmesinde dinamik 151k sacilimi yontemi (DLS) kullanilmistir. Foton korelasyon
spekstroskopisi veya Quasi-elastik 151k sagilimi olarak da bilinen DLS y6nteminde su
igerisinde disperse olmus partikiillerin Brown hareketinden faydalanilmaktadir.
Boyutlar Brownian hareket ile elde edilen hidrodinamik ¢ap iizerinden
tanimlanmaktadir. Sabit dalga boyunda kuvvetli 15181n partikiile ¢arpip yaptig sagilma
acist ve sacilma yogunlugu foton detektorlerle izlenerek partikiil boyutu
belirlenmektedir. Zamana bagli degisen sagilma yogunlugu ve bu zaman
araliklarindaki dalgalanma yogunlugundan yola cikilarak elde edilen diflizyon
katsayist ile Brown hareketi yapan nanopartikiillerin boyutlar1 6l¢iilmektedir. Kiiciik
partikiiller cok dalgalanma gosterirken, biiyiik partikiiller daha az dalgalanma
gostermektedir (Kaszuba, 2015; Malvern Instruments, 2019).

Elde edilen wveriler 1s183inda Stokes-Einstein esitligi uygulanarak partikiiliin

hidrodinamik cap1 belirlenmektedir.
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Bunlarin yaninda akustik metod, tlirbidimetrik, niikleer manyetik rezonans
(NMR) ve yiizey morfolojisini incelemek amaciyla kullanilan gegirimli elektron
mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile de partikiillerin boyutlar1 dl¢iilebilmektedir (Roy, 2006).
Partikiillerin dagilimlarin genisligi kiimiilatif analizlerden elde edilen boyutsuz olarak
Olclilen polidispersite indeksi (PDI) ile ifade edilmektedir ve 0 ile 1 arasindadir.
Cizelge 1.2°de polidispersite indekslerinin ifade ettigi dispersite diizeyleri

verilmektedir (Shaw, 2013).

Cizelge 1.2. Polidispersite indeksleri ve ifade ettigi dispersite diizeyleri.

Polidispersite indeksi Yorum
<0,05 Monodispers
<0,08 Hemen hemen monodispers
0,08-0,7 Ortalama PDI degeri
>0,7 Genis partikiil dagilimi

1.1.2.2.Yiizey yiikii

Nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontem zeta
potansiyelidir. Dispersiyon i¢indeki bir partikiil elektrik alandan gecerken ylizey
yiikiine zit olan elektrot tarafina ¢ekilir. Partikiillerin ¢ekilirken yaptig1 hiz 6l¢giilerek
zeta potansiyeli bulunur. Elektroforetik 1s1ik sagilimi adi verilen bu yoOntem
partikiillerin hizin1 hesaplamadaki en c¢ok kullanilan yontemdir. Lazer 1sik ile

partikiiliin iizerine 151k dalgas1 gonderilerek partikiilden sagilan 15181 frekansta



olusturdugu degisim izlenir. Bu degisimden partikiillerin elektroforetik ortamdaki hiz1
tespit edilir. Elde edilen deger Smoluchowski esitliginde (Henry yasasi) yerine
konularak zeta potansiyel hesaplanir (Esitlik 2). Kolloidal yiiklii dispersiyonlarin
stabilitesinin degerlendirilmesinde kullanilir. Zetametre ile Olglliir ve birimi

milivolttur (Malvern Instruments, 2013).

4nU
€

x 9.107 Esitlik 2.

. Zeta potansiyel (mV)

: Ortamin vizkozitesi (poise)

: Dielektrik sabiti

: Elektroforetik mobilite ((v/(5))
: Partikiil hiz1 ( cm/sn)

: Voltaj (V)

: Elektrotlar aras1 mesafe (cm)
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Elde edilen zeta potansiyel degerleri, £30 mV’dan fazla ise stabil kabul edilir
(Malvern Instruments, 2013).

1.1.2.3.Yiizey morfolojisi

Partikiillerin ylizey ozelliklerini belirlemek amaciyla elektron mikroskoplari
kullanilmaktadir. Bu mikroskoplar TEM ve SEM mikroskoplaridir. SEM, c¢ok kii¢iik
bir alana odaklanan yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi prensibiyle
calismaktadir. TEM, cismin ic¢inden gecirilen yiliksek enerjili elektronlarin
goriintiilemesi prensibine dayanmaktadir. TEM’de maddelerin iki boyutlu yapisi
incelenirken, SEM ile ii¢ boyutlu yiizey 6zellikleri incelenir. Fakat TEM ile maddenin
yapisal Ozellikleri ve i¢ yapist daha net olarak incelenebilmektedir (Gupta ve ark.,
2018).



1.1.2.4.Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

DSC analizi maddelerin termal 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilir. Numune
sicakligir kontrollii bir sekilde arttirilirken numunedeki 6zelligin (agirlik, enerji,
iletkenlik vb.) referans fiiriine gore degisikligi ile numunenin termal ozellikleri
belirlenir. Numunedeki fiziksel 6zellik degisimlerinin sicakligin fonksiyonu olarak
olgiildiigli tekniklerdir. Referans maddeye gore Olciimlerin yapildigindan dolay:
““diferansiyel’” terimi kullanilmaktadir. En c¢ok kullanilan termal analiz yontemleri

asagida verilmistir:

» Termogravimetri (TG) : Sicaklik degisimleri sonucu agirlikta meydana gelen
degisimleri inceler.

» Diferansiyel Termal Analiz (DTA): Sicaklik degisimine bagli faz degisimlerini
inceler. Diferansiyel Taramali Analiz (DSC): Sicaklik degisimini 1siya

cevirerek faz degisimlerini inceler.

Termal analiz yontemleri, maddelerin yap1 analizlerinde ve safliklarinin
kontroliinde kullanilmaktadir. Farmasotik teknolojide DSC ile etkin madde, yardimci
maddeler ve formiillerin faz degisimleri incelenerek formiilasyonun termal
karakterlerindeki degisiklikler ve etkin madde:yardimci madde etkilesimleri

incelenmektedir (Diiz, 2018; McKinnon, 2014) .

1.1.2.5.X Isim Toz Difraktometresi (XRPD)

Kristal yap1, yapida bulunan atom veya molekiil gruplarimin katiya 6zgii olacak
sekilde uzayda belirli bir diizen i¢indeki sirali yapidir. Bir malzemenin atomik yapisini
goriintiilemek amaciyla ¢esitli elektron mikroskoplar1 kullanilmaktadir. Fakat katilarin
kristal yapilarin1 belirlemek amaciyla en ¢ok kullanilan yontem XRPD yontemidir. X
1s1nlarinin sagilimlart yikicr degildir ve numunenin yapisini degistirmediginden yaygin

olarak kullanilmaktadir.



X 1ginlart kati madde iizerine disiiriildiiglinde, 1sinlar gelis acilariyla ayni olacak
sekilde yansir ve sacilirlar. Bu sagilimlar kirinim olarak adlandirilir ve Bragg Kanunu

ile agiklanir (Esitlik 3).

nA= 2dSin0 Esitlik 3.
n : Kirinim derecesi

A : Dalga boyu

d : Diizlemlerarasi mesafe

0 : Kirinim agis1

Bu kirinima ugrayan 1sinlarin siddetleri 6l¢iilerek birim hiicredeki atomlarin dizilisleri
hakkinda bilgi elde edilir, toplanir ve sonuglara gore desenler elde edilerek analiz

edilecek maddenin kristal yapist belirlenir.

X Isinlar1 genel olarak;
- Kiristal ve amorf maddelerin belirlenmesi,
- Kiristal veya yar1 kristalen maddelerin yapilarinin belirlenmesi,
- Bir hiicredeki atomlarin i¢indeki elektron yogunluklarinin belirlenmesi,
- Tek kristallerin yoneliminin belirlenmesi,
- Coklu kristallerin iceriginin belirlenmesi,
- Zorlanma ve kiiciik boyutlarinin 6l¢iilmesi,
- Formiilasyonda etkin madde ve yardimcit madde etkilesiminin belirlenmesi,

amaglari i¢in kullanilir (Arslan, 2012; Gokge, 2012).

1.1.2.7.Permeabilite Calismalari

[lacin etkinligi, plazma kan konsantrasyonu ile degerlendirilir. Viicuda giren
etkin madde, absorpsiyon-dagilim-metabolizasyon-eliminasyon evrelerinden gegerek

vicuttan atilir.
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[k adim olan absorpsiyon, 6ncelikle viicut stvilarinda ¢oziinen etkin maddenin,
biyolojik membranlardan sistemik dolasima ge¢mesiyle permeabilite gergeklesir.
Etkin maddenin biyolojik membranlardan geg¢isi transeliiler,paraseliiler ve aktif

tasiyicilar yoluyla gerceklesmektedir (Sekil 1.2).

Transeliiler Ozel Paraseliiler
Tastyicilar
Pasif Vezikiiller H Siki Kavsak Noktalar: ile (Tight Junction)
L L
- - -

Sekil 1.2. Membranlardan ge¢is mekanizmalari.

Etkin maddeler ¢oziiniirliik ve permeabilite 6zelliklerine gore Biyofarmasotik
Smiflandirma Sistemi’ne (BCS) gore siniflandirilmaktadir (Sekil 1.3). Ozellikle
peptid-protein yapisindaki maddelerin absorpsiyonunda, permeabilite kisitlayict

basamak olmaktadir.

Distk Gozunarlik
Dustik Permeabilite

Sekil 1.3. BCS Siniflandirma sistemi.

Permeabiliteyi arttirmak amaciyla nanosistemlerin  kullanimi  baslica
yaklagimdir. Permeabilitesi diisilk etkin maddelerin nanotasiyicilar igerisine
hapsedilerek membranlardaki porlardan paraseliiler yollarla ya da g¢esitli permeabilite

arttirict ajanlar yardimiyla 6zel tasiyict mekanizma / transeliiler yollarla permeasyonu
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arttirilabilmektedir(Cano-Cebrian  ve ark., 2005; Shaikh ve ark., 2012).
Formiilasyonlarin permeabilitelerinin test edilmesi amaciyla c¢esitli metodlar
uygulanmaktadir. Bu metotlar organizma biitiinliigli acisindan karmasiktan basite

olacak sekilde asagida ele alinmistir.

1. In Vivo Hayvan Modelleri : Canli modeli olmas1 agisindan gercekgi absorpsiyon

sonuglar1 alinmaktadir. Permeabilitede rol oynayan absorpsiyon, metabolizma, disatim
(efluks) pompasi gibi mekanizmalarin etkisi goriilmektedir. Fakat pahali olmasi,
uygulama zorlugu ve hayvan haklar etigi agisindan kisithi denek sayist kullanimini
sinirlandiran etmenlerdendir. Bunlarin yaninda bireysel farkliliklar da permeasyonu

etkileyen 6nemli bir faktordiir (Shahbazi ve Santos, 2013).

2. In Situ Intestinal Permeabilite Calismalari: Bu galismalarda absorpsiyonun
gerceklestigi bolgeler cerrahi islemlerle izole edilerek iki ortam arasinda membran
gorevi gorerek gecis calismalar yiriitilmektedir (Sekil 1.4). Bu amagla daha ¢ok
Ussing Chamber ve ters cevrilmis bagirsak kesesi (everted gut sacs) yontemi

kullanilmaktadir (Boudry, 2005; Shahbazi ve Santos, 2013).

K 0,:C0O, (95:5

.: W N : Cam Ttipler t Ornek baglantisi
A=
{ P!
% ___ :\Zt_— Perfiizyonu saglayan gaz valfi l
= = Perfiize Edilmis Doku  ° ilac Cozeltisi
3 ‘ Koriisi ———————  llag Cozeltisi
— —— ‘ Agar Kop | T 1 Krebs Ringer Gézeltisi
— - Akim enJEktoru \ Ters cevrilmis
F o — r \ bagirsak kesesi
|| - - — Termostatik Su
%Z\_ KCl doldurulmus Kap [— Banyosu (37°C)
\——— Voltmetre F

Sekil 1.4. Ussing chamber ve ters ¢evrilmis bagirsak kesesi (Luo ve ark., 2013) .

3. Tek Tabakali Hiicre Kiiltiirii ile Yapilan Permeabilite Calismalari:
Permeabilite ¢alismalarinda hiicre kiiltiirii aktif olarak kullanilmaktadir. MDCK, HT-
29 CLAB, 2/48A1 gibi hiicre hatlarimin kullanimi mevcut olsa da permeabilite
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calismalarinda agirliklt olarak CaCo-2 hiicre hatt1 kullanilmaktadir. Caco-2 hiicreleri
insan kolorektal karsinoma hiicreleri olup, ince bagirsaktan gegisin tahmininde
kullanilan, uzun yillardir kullanildigindan yapis1 aydinlatilmis, glivenilir bir hiicre
hattidir. Intestinal permeabilite igin altin secenek olarak sunulan Caco-2 hiicreleri
caligmasindan elde edilen goriiniir permeabilite degeri, transepitelyal permeabiliteyi
degerlendirmek amagli kullanilir (Shahbazi ve Santos, 2013; van Breemen ve Li,
2005)

4. Paralel Yapay Membranlar ile Yapilan Permeabilite Calismalart (PAMPA-
Parallel Artificial Membrane Assay): PAMPA, Caco-2 transport sistemlerinin daha
ucuz bir alternatifi olarak Kansy ve ark.i (1998) tarafindan gelistirilmistir. Hiicre
membranlarim taklit etmek amaciyla fosfolipitler kullanilarak permeabilite hakkinda

fikir edinmek amaciyla kullanilmaktadir (Sekil 1.5).

Hiicre Akseptd
tabakasi L
L ]
/ . ®
A
L —
U
Dondi -
Lipit kapl P )
filtre b
membran ® o @
e

Sekil 1.5. Paralel yapay membranlar.

Bu sistem 1ki adet kuyucuklu plaktan olugsmaktadir. Bir plagin tabaninda porlu
filtre bulunur. Diger plak ise rezervuar gorevi goriir ve filtreli plakanin tam olarak
altina yerlesir. Bu sayede her iki plak filtre temas ederler. Filtre, lipit materyalin
organik ¢oziicli i¢erisindeki ¢ozeltisi ile kaplanir ve permeabilite ¢aligmalari igin yapay
membran olusturulur. Bir plaktaki kuyucuklar dondr ¢ozelti (etkin madde gibi) ile
doldurulurken digerine akseptor c¢ozelti (tampon gibi) ilave edilir ve plaklar
birbirlerine kenetlenerek inkiibe edilir. Donér ve akseptor fazlardaki etkin madde
miktar1 uygun analiz ile tayin edilerek permeabilite tayin edilir. Bu yapay membranlar

deri, kan beyin bariyeri ve intestinal bariyeri taklit edecek sekilde olabilmektedir ve
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buna gbére permeabilite c¢alismalarinda kullanilacak lipit tirti  farklilik
gosterilebilmektedir (Seo ve ark., 2006). Bu modelde aktif transport igin tasiyici
sistemler ve membran akis sistemleri olmadigi i¢in sadece transseliiler pasif difiizyon
ile gecis belirlenebilmektedir. Pasif difiizyonla absorbe olan maddeler i¢cin, PAMPA
ve insanda intestinal aborpsiyon arasinda ¢ok iyi bir korelasyon gozlendigi
belirtilmektedir (Chen ve ark., 2012; Shahbazi ve Santos, 2013). Bunlarin yanisira
ucuz ve otomasyona uygunlugu nedeniyle hiicre kiiltiirii gecis calismalarina 6nemli bir

alternatiftir.

PAMPA ve hiicre kiiltiiriinde yapilan permeabiliteleri kiyaslamak iizere yapilan
calismada pasif difiizyonla transeliiler yoldan absorbe olan maddeler icin PAMPA ve
hiicre kiiltiiriideki permeabilite sonuglari dnemli 6lciide paralel bulunmustur (R?=0,76-
0,92). Oysaki diger yollarla absorbe olan maddeler i¢in farkli sonuglar elde edilmistir.
Bu sonuglardan bir grup etkin maddenin PAMPA degerleri, hiicre kiiltiiriinden elde
edilenlerden yiiksek ¢ikarken, bir grup ilacin degerleri diisiik ¢ikmistir. Bu durumun
efluks pompasi, pH’dan dolay1 azalan veya artan diflizyon hiz sabiti, aktif transport
gibi hiicresel aktivite sonucu meydana geldigi belirtilmistir. Bu sebeple absorpsiyon
mekanizmasinin aydinlatilmasi acisindan PAMPA ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin
beraber yliriitilmesi, elde edilecek sonucglara gore modifikasyonlarin yapilmasi

gerektigi belirtilmistir (Kerns ve ark., 2004).

1.2.Kolona Hedeflendirilmis Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Hedeflendirilmis ilag tastyici sistemlerle basta kanser olmak tizere bir¢ok iltihabi
hastaliklar, saglikli dokular zarar gérmeden sadece hastalikli organ / dokuya ulasip,
tedavi edilebilmektedirler. Bu hedef organlardan biri de kolondur. Ge¢gmiste kolon
sadece kolondaki lokal iltihabi rahatsizliklarin tedavi bolgesi olarak diisiiniiliip, ilag
absorpsiyonunun diisiik oldugu kabul edilirdi. Farmakosintigrafi ile kolon boyunca
onemli derecede absorpsiyon gergeklestigi goriilmiis ve oral yolla kolona

hedeflendirilmis bir¢ok ilag tastyict sistemleri gelistirilmistir (Gazzaniga, 2013).
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1.2.1.Kolon Yapisi ve Fizyolojisi

Kolon, ileuma ileogekal valf ile baglanir. Uzunlugu 1.5 m, ¢ap1 ortalama 6-7
cm’dir. Apandis, ¢ekum, (6n) ¢ikan kolon, yatay kolon, inen kolon, sigmoidal kolon,
rektum ve anal kanaldan olugsmaktadir (Sekil 1.6). Cikan kolon ve yatay (transvers)
kolonun fizyolojisi farklilik gostermektedir, bu da ilag absorpsiyonunu etkilemektedir.
Liimendeki s1v1 igerigi ¢ekumdan rektuma dogru azalmaktadir. Kivrim ve ¢ikintilar
olmadigindan yiizey alani ince bagirsaga gore kiicliktiir. Sindirim amagli enzim
salgilanmas1 yoktur.

«» Transvers

"-}ﬂx

- -/

"~ L
e

inen

tkan
Cikan_ Kolon

Kolon

I 3

.  Sigmoid
(;ekum__;’_,- Kolon ™
Appendix _

Rektum —’

Sekil 1.6. Kolonun yapisi.

Kalin bagirsagin  temel gorevleri, selilloz, bagirsak sekresyonunun
absorplanmayan kismi, atilan epitel hiicreleri ve bakteriler gibi sindirilemeyen
materyali elimine etmek, kolonik mikroorganizmalar i¢in uygun ortam olusturmak,
suyu ve elektrolitleri geri absorplamak, K* ve HCO3" sekresyonu olarak siralanabilir.
Kolona hedeflendirilmis ilag tasiyict sistemler belirli amaglarla gelistirilmektedir. Bu

amaclar,

* Kolonda meydana gelen hastaliklarin lokal olarak tedavisi (Coco ve ark., 2013;
Kim ve ark., 2006)

* Qastrointestinal ortamda elimine edilen (enzim ve asidik pH varliginda),
sistemik dolagima gegemeyen etkin maddelerin verilebilmesi (peptid-protein)

(Maroni ve ark., 2012; Patel, 2013)

15



* QGastrointestinal sistemde ciddi yan etkileri olan etkin maddelerin uygulanmasi
(Paharia ve ark., 2007)

*  Geciktirilmis salim yapan formiilasyonlarin gelistirilmesi (Subudhi ve ark.,

2015)

* Absorpsiyon bolgesi kolon olan etkin maddelerin viicuda verilebilmesi

(Bautzova ve ark., 2012; Xu ve ark., 2014).

Ik gegis etkisi nedeniyle karacigerde elimine olan etkin maddelerin verilmesi

olarak siralanabilir (Nepolean ve ark., 2012; Varshosaza ve ark., 2012).

Gastrointestinal sistemin pH’s1 mideden rektuma kadar degiskenlik gosterir. Bu

degerler bireyler icinde ve bireyler arasinda farklilik gosterir. Bu farklilik diyet,

hastalik ve beslenmeye gére degismektedir. In vivo calismalarda sigan kullanildigs i¢in

gastrointestinal kanaldaki pH degerleri insan ve sigan i¢in Sekil 1.7 ve Cizelge 1.3’te

verilmistir (Evans ve ark., 1998).
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Sekil 1.7. Farkli gastrointestinal segmentlerdeki pH degisimi.

Cizelge 1.3. Farkli gastrointestinal segmentlerdeki pH degerleri (Pharmacological Sciences, 2019).

Yer Ortalama pH (insan) Ortalama pH (Sican)
Mide 1,1-1,7 1,93-4,15
Jejenum 6,63+0,53

Ince Bagirsagin Orta Kisrm 7,41£0,36 5.89-7.10
fleum 7,49+0,46

Cikan Kolon 6,37+0,58

Yatay Kolon 6,61+£0,83 6.23-6.70

Inen Kolon 7,04+0,67
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Kolonda besinler segmentasyonel kasilmalar ve peristaltik / antiperistaltik hareketle
ilerler. Yiyecekler ¢cekumda yaklasik 4 saat durur, fakat kolondan gegis siiresi 6-20
saate kadar degisebilir.

14 saglikli insan tizerinde elektromagnetik kapsiil verilerek 3D-Transit sistem
ile yapilan ¢alismada elde edilen gastrointestinal sistemden gecis siireleri Cizelge

1.4.’te belirtilmistir (Gregersen ve ark., 2015; Pharmacological Sciences, 2019).

Cizelge 1.4. Farkli gastrointestinal segmentlerden gecis siireleri .

insan (saat) Sican (saat)
Gastrointestinal gecis siiresi 25,1 (13,1-142,3) 7,51-14,06
Gastik bosalma 3,8(2,1-5,7) 0,25
Ince bagirsak gecis siiresi 4,4 (1,8-7,2) 1,46-1,82
Cikan Kolon 3,6 (0,1-46,3)
Yatay/inen Kolon 12,6 (0,8-80,4)
Kolorektal gecis siiresi 18,1 (5,0-134,0)

1.2.2.Mikrobiyota

Gastrointestinal sistem boyunca farkli 6zellikte ve miktarlarda biiyiik bakteri
kolonileri vardir. Mikrobiyota denilen bu koloniler mideden rektuma kadar tiim
bolgelerde farkli oranlarda bulunmaktadir. Midede nispeten az sayida, aside dayanikli
gram pozitif aerob bakteriler bulunur. Ince bagirsagn iist kisimlarinda mideye benzer
ozellikte bakteriler bulunurken, ¢ekuma yaklastikca gram negatif bakteri orani
artmaktadir. Ileogekal kanaldan sonra bakteri konsantrasyonu ciddi derecede artmakta
ve kolon 10%-10 CFU/mL diizeyinde bakteri florasina sahip olmaktadr.
Gastrointestinal sistemde baskin olarak Bacteroides, Clostridiacea, Fusobacterium,
Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium ve
nispeten daha az olarak Escherichia and Lactobacillus bulunmaktadir (Guarner ve
Malagelada, 2003). Sican, fare ve primatlarda Bacterioides,Firmicutes,
Proteobacteres, Cyanobacteria gibi tiirlerin farkli oranlarda bulundugu gosterilmistir

(Nagpal ve ark., 2018)
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Kolondaki mikrobiyotanin bugiine kadar gorevini sindirilmeyen maddelerin bu
bakterilerin enzimleri sayesinde sindirilip, viicuda kazandirilmasi olarak
gorilmekteydi. Oysa son yillarda yapilan bilimsel aragtirmalar, sayesinde her gecen

giin kolondaki bakterilerin insan saglig1 lizerine farkli bir etkisini gostermektedir.

Mikrobiyotanin genel olarak 3 ana fonksiyonu vardir (Bull ve Plummer, 2014).

Metabolizma: Kolondaki bakteriler, vitamin sentezleme, tiim esansiyel ve esansiyel
olmayan aminoasitlerin sentezi, safranin biyotransformasyonu gibi insanlarin
yapamadig1 ya da kisith yapabildigi isleri yapar. Bunun yanisira ¢apraz bagl nisasta,
seliiloz, pektin ve zamklar gibi sindirilmeyen karbonhidratlar1 sindirerek dolagima
katilmasina yardimei olur. Bu sindirim islemi sayesinde bakteriyel biiyiime ve

proliferasyon gerceklesir.

Immiin sistem geligimi: Immiin sistemin gelismesinde de mikrobiyotanin ciddi 6nemi
vardir. Birgok bakteri besin temin etmek amaciyla patojen bakterilerle yaris halindedir.
Bu yararli bakteriler bakteriosin ad1 verilen antimikrobiyal salgilayarak patojenleri yok
ederek kolonizasyonunu onler ve epitel hiicreleri iizerinde tabakalanir. Boylece
hayatta kalmak adina epitel hiicreleri iizerinde koruyucu gorevi goriir. Intestinal
epitelyum immiin sistemle dis ¢evre arasindaki temel ara ylizeydir. Bu nedenle immiin
sistem, bakteriler ve metabolizasyon {irlinlerinden dogrudan etkilenmektedir.
Patojenlere kars1 mikrobiyota tarafindan gelistirilen savunma, reseptorler araciligiyla
immiin sinyal olusturarak immiin sistemi uyarir ve koruyucu protein, sitokin ve
akyuvarlarin salinmasima yardimci olur. Alerjik reaksiyonlarin da bozulmus

mikrobiyatadan kaynaklandig: iddia edilmektedir.

Intestinal Sistem - Beyin Aksi: Mikrobiyota ve iiriinlerinin beyni ¢ift yonlii etkilemesi
son yillarda olduk¢a heyecan verici gelismelerdendir. Mikrobiyotaya dayali bu sistem,
otonom sinir sisteminin bir alt grubu olan ve vagus siniri tizerinden beyinle ¢ift yonlii

sinyalleserek davraniglarimizi etkileyen “ikinci beyin” olarak adlandirilan enterik sinir
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sistemi (ESS) olarak adlandirilmistir (Gershon, 1998). Enterik sinir sistemi yaklagik
500 milyon ndrondan olugmaktadir ve dokuz metre uzunlugundadir. Bagirsak
duvarina gémiilii olan enterik sinir sistemi, sindirim sistemini diizenlemesinin yanisira
fiziksel ve zihinsel sagligi da 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Enterik sinir sisteminde
duygu yoktur; fakat beyne gonderilen sinyallerle ruhsal durumumuzu etkiledigi
diisiiniilmektedir. Ornegin stresin kolon epitelinin biitiinliigiinii, peristaltizmi, miisin

tiretimini ve dolayisiyla mikrobiyotay1 degistirdigi goriilmiistiir.

Yapilan bir arastirmaya gore (2006) kronik depresyonlu 11 hasta {izerinde vagal
sinir stimiilasyonuyla depresyonda dnemli yanitlar alinmistir (Corcoran ve ark., 2006;

Powley, 2002). ESS, beynin bazi 6zelliklerine benzerlik gostermektedir:

. Cok ¢esitli néronlardan olusur ve aralarindaki destegi glial hiicreleri saglar.

. Fizyolojik ortamin1 dengede tutabilmek i¢in kendine 6zgii kan - beyin bariyeri
vardir.

. Beyinde bulunan ayn1 tip hormonlar ve 40 ¢esit ndrotransmitter iiretir.

. Bagirsaktaki noronlarin  kafadakilerle ayni miktarda dopamin iirettigi
sanilmaktadir.

. Viicuttaki serotoninin %951 ESS’deki enterokromafin hiicreleri tarafindan

tiretilmekte ve plazmaya salinmaktadir. Bu serotonin viicutta karaciger ve

akcigerlerdeki hasarli hiicreleri de onarmaktadir.

Bu sebeplerden dolay1 sagliksiz ve tam gelisememis bir ESS’nin, sadece
hazimsizlik degil, ruhsal durumumuz basta olmak {izere obezite, diyabet, Alzheimer
gibi bir¢ok kronik hastaliga sebep olacag diisliniilmektedir. Spastik kolit hastaliginin
en belirgin semptomlar1 kronik karin agrisi, diyare veya kabizliktir. En 6nemlisi bu
semptomlara depresyonun da eslik etmesidir (Wood ve ark., 2012). Bu ¢alismalar
15181nda son yillarda kolon sagliginin ruhsal duruma etkisi iizerinde ciddi ¢aligmalar
yapilmis ve yapilan calismalara gore enterik mikroflora ile beyin fonksiyonlar
arasinda ciddi bir baglanti bulunmustur. Siganlarda prebiyotik enjeksiyonuyla,
mikroflora ile depresyon ve anksiyete arasinda baglanti oldugu kanitlanmistir
(Carabottia ve ark., 2015; Gruenwald ve ark., 2002; Rhee ve ark., 2009). Oxford
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Universitesi’nde 2014 Aralik ayinda 45 saglhikli goniillii iizerinde yapilan ¢alismada,
goniilliilerin yarisina ii¢ hafta boyunca hergiin piyasada mevcut bulunan iki prebiyotik,
Bimuno® -galaktooligosakkarit (B-GOS) ve fruktooligosakkarit (FOS), diger
yarisina ise plasebo uygulanmistir. B-GOS, plaseboya gore noroendokrinal stres
cevabini digiirmiistiir ve  Onceki calismalardaki mikrobiyota proliferasyonu ile
hormonal ve anksiyolitik etki iligkisi insanlarda da kanitlanmistir. Stres - iliskili
hastaliklarda B-GOS’un yararliligini test etmek icin ilave ¢alismalarin gerekliligi de

belirtilmistir (Schmidt ve ark., 2015).

Bu ¢alismada prebiyotik 6zellikteki oligo- ve polisakkaritlerin kullanilmasi ile
mikrobiyota iizerine yararli etki saglanarak SAMe’nin depresyon tedavisindeki

etkinligine katkida bulunulmasi hedeflenmistir (enterik sinir sistemi-beyin iliskisi).

Bu fonksiyonlarinin sonucu olarak mikrobiyotanin dogrudan ya da dolayh

etkiledigi baz1 hastaliklar ve olusum mekanizmasi Cizelge 1.5°da belirtilmistir.

1.2.3.Kolonik Tla¢ sahm Stratejileri

Kolona ilag tasiyici sistemlerin tasarimi yapilirken kolonun genel 6zellikleri
gozoniinde bulundurulur. Bu kapsamda genel olarak ii¢ yaklasim mevcuttur. Bu
yaklagimlar 1) pH duyarl: sistemler, 2) mikrobiyota aktivasyonuna dayanan sistemler,
3) zaman kontrollii sistemlerdir. Bu sistemlerin yaninda bu yaklagimlarin kombine

edildigi sistemler de gelistirilmektedir (pH ve mikrobiyal enzim kontrollii sistemler).
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Cizelge 1.5. Cesitli hastaliklarda mikrobiyotanin rolii.

Hastahk Mikrobiyotanin Etkisi
Akciger Mikrobiyota tarafindan iiretilen kisa zincirli yag asitleri araciligiyla immiin
Rahatsizhklan cevabi  arttirarak akcigerlerdeki alerjik inflamasyon onlenir (Trompette ve
ark., 2014).
Alerjik Mikrobiyota tarafindan iiretilen kisa zincirli yag asitleri araciligiyla immiin
rahatsizhklar cevabi arttirarak alerjik inflamasyon 6nlenir (Trompette ve ark., 2014).
Verilen sinyallerle T hiicrelerinin tiretimi diizenlenir (Wang ve ark., 2017).
Bobrek Bozulmug mikrobiyota sonucu Trimetilamin-N-oksit salimmin artirmaktadir.
Rahatsizhiklar:

Bozulmus mikrobiyota iiretimi azalan kisa zincirli yag asitleri iskemi

nedeniyle bobrek rahatsizliklarina neden olmaktadir (Antzaa ve ark., 2018).

Gastrik Kanser

Gastrik kanserin en biiyiik sebebi olan Helycobacter pylori suslart ve belirteci
olan sitotoksin kaynakli antijen A (CagA) ve vakuolli sitotoksin (VacA)
gastrik kanseri tetiklemektedir (Wang ve ark., 2017).

Hipertansiyon

Bozulmug mikrobiyota sonucu Trimetilamin-N-oksit, GLP-1 ve gastrin
saliminin artmasi hipertansiyona neden olmaktadir.
Bozulmus mikrobiyota sonucu damarlarda koruyucu etkili kisa zincirli yag

asitleri tretimi azalmaktadir.

Hipertansiyon nedenlerinden obezite olusumu tetiklenmektedir (Antzaa ve
ark., 2018; Jose ve Raj, 2015).

Karaciger

hastahklari

Mikrobiyota iiriinleri olan etanol, amonyak ve asetaldehit ile karaciger
fonksiyonlart dogrudan etkilenmektedir. Bu iriinler endotoksin salimi ve
karaciger metabolizmasi iizerinde etkilidir (gut-liver axis) (Wang ve ark.,
2017).

Kolorektal Kanser

Kolon epitelinin patojenlere agik hale gelmesinden ve koruyucu etkilerin
azalmasindan dolay1 toksinlere ve serbest radikallere maruziyet kolorektal

kansere sebep olmaktadir (Wang ve ark., 2017).

Obezite

Homeostazis, enerji metabolizmasi, asetat, safra ve intestinal hormon salimi
gibi metabolik ve fizyolojik yolaklarin bozulmasi obeziteye neden olmaktadir

(Gao ve ark., 2017).

Tip 2 Diyabet

Bozulan mikrobiyota dengesiyle metabolik reaksiyonlarin bozulmakta ve
Prevotella copri ve Bacteroides vulgaris gibi bakteriler ile de insiilin direnci

tetiklenerek Tip 2 diyabete sebep olmaktadir (Wang ve ark., 2017).

Psikiyatrik
Rahatsizhiklar

Enterik sinir sistemi yoluyla mikrobiyotadaki degisimlerin beyini ve duygu
durumunu ¢ift yonlii etkiledigi kanitlanmigtir (n=1054) (Valles-Colomer ve
ark., 2019).
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1.2.3.1.pH Duyarh Sistemler

Gastrointestinal kanalin pH’s1 mideden rektuma dogru Sekil.1.7°de belirtildigi
gibi degisiklik gostermektedir. Bu pH farkliligi gozéniinde bulundurularak pH duyarh
polimerler kullanilarak kolona hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler gelistirilmistir.
Bu amagla en ¢ok kullanilan polimerler polivinil asetat ftalat (PVAP), hidroksipropil
metilseliiloz ftalat (HPMCP), hidroksipropil metilseliiloz asetat siiksinat (HPMCAS),
metakrilik asit kopolimeri (Eudragit L100-55), metakrilik asit kopolimeri
dispersiyonu, (Eudragit L30D-55), Eudragit L100, Eudragit S100, seliiloz asetat ftalat
(CAP), sellak olarak siralanabilir.

Naeem ve ark.’nin (2018) yaptiklari caligmada bu polimerlerden Eudragit S100
kullanilarak kolondaki inflamasyonlu bélgeye hedefleme yapilmustir. Uretilen lipit
nanopartikiiller (LNPs) 6nce katyonik polietilenimin (PEI) ile daha sonra kolona
hedeflemek amaciyla Eudragit S100 (ES) ile kaplanmustir. Sirastyla 211 + 17 nm , 243
+ 11 nm ve 302 + 13 nm boyutunda iiretilen nanopartikiiller sirastyla % 64 + 2.5, %
63 +£ 3.0 ve % 58 + 5.2 oranda floresanla yiiklenmiglerdir. Bu iiretilen formiiller
saglikli ve kolit yapilmis farelere uygulanarak gastrointestinal sistemdeki analizi
biyogoriintiileme ve konfokal mikroskopla incelenmistir. Eudragit S100 ile kaplanmis
nanopartikiillerin hastalikli ve saglikli farede en yiiksek oranda kolonda biriktigi
goriilmis, inflamasyonlu kolonda daha ¢ok biriktigi gortilmiistiir (Sekil 1.8). Boylece
pH hedeflemeyle kolondaki inflamasyonlu dokularda etkili  tedavinin

gerceklestirilebilecegi goriilmiistiir.

2000 —Reax%

1 LNPs
Emm PEI-LNPSs

1500 | | ™= ES-PEI-LNPSs

(ng/g doku)

500
=
o —=— e— - I 5

Saghkh Kolon inflamasyonlu Kolon

Floresan Konsantrasyonu

Sekil 1.8. Yapilan ¢aligmada farkli formiilasyonlarin dokulardaki konsantrasyonu(Naeem ve ark., 2018)
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Asfour ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada kolon kanserini tedavi
etmek amaciyla rutin yiiklenmis Eudragit S100 nanopartikiil sistemleri gelistirilmistir.
Farkli etkin madde:polimer oranlar1 kullanilarak, nanopresipitasyon yoluyla tiretilen
nanopartikiil sistemler, Poloksamer 188 ile stabilize edilerek hazirlanmistir. %94,19-
98,1 yiiklenme etkinligine sahip, 154,9- 968,6 nm biiyiikliiglinde nanopartikiiller elde
edilmistir. Bu nanopartikiiller {izerinde yapilan ¢éziinme hiz1 ¢alismalar1 0,1 N HCI
ortaminda 2 saat, pH 6.8’de 3 saat daha sonra 24. saate kadar pH 7,4 ortaminda
yiiriitilmiistiir. Ik 2 saatte ¢dziinen etkin madde miktar1 % 2,68 iken 24. saatin
sonunda pH 7,4’de % 84,99 olmustur. Bunlarin yaninda rutinin kolon kanseri
hiicrelerindeki (HCT-116) sitotoksisite c¢aligmasina gore normal rutine gore

nanopartikiil formiilasyonu 2 kat yiiksek sitotoksik etki gdstermistir.

1.2.3.2.Mikrobiyal Parcalanma ile Salinan Sistemler

Kolon mikroflorasindaki enzim aktivasyonuna dayanmaktadir. On ilag seklinde

ve biyolojik olarak parcalanan polimerlerle olmak iizere iki sekilde hazirlanabilir.

On Ilag Yaklasimi: Konjugasyonla farkli yardimei gruplar baglanmis etkin madde
etkisizdir. Bu sistemin mikrobiyotadaki bakterilerin enzimleriyle degrade olarak
fonksiyonel gruptan ayrilmasi ve agiga c¢ikmasiyla etkin madde terapotik etkisini
gostermektedir. 1942 yilina kadar sadece romatid artritte kullanilan siilfasalazinin 6n
ilag seklinde oldugu asil etki gosteren kismin azo bagiyla bagli 5-aminosalisilik asit
oldugu ve enzimlerin etkisiyle parcalandiktan sonra aci§a ciktifi kanitlanmistir.
Azorediiktazlarin en yiiksek oldugu bolge kolon oldugundan, kolondaki inflamasyonlu
hastaliklar i¢in iyi bir tedavi oldugu gosterilmistir. Bu mekanizmadan yola ¢ikarak
kolondaki enzimler tarafindan metabolize edilen 6n ilag tasarimlar1 gelistirilmistir.
Kolona hedeflendirilmek amaciyla yapilan bazi 6n ila¢ sistemlerinin 6zeti Cizelge

1.6°da belirtilmistir.
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Cizelge 1.6. Kolona hedeflendirilmis bazi 6n ilag calismalari.

Etkin madde Yapilan ¢alismalar
Azo konjugasyonu 5-Aminosalisilik asit (Jain ve ark., 2008)
Siklodekstrin konjugasyonu Bifenilil asetik asit (Hirayama ve ark., 1996)
Dekstran konjugasyonu 5-Aminosalisilik asit (Shrivastava ve ark., 2013)
Lektin konjugasyonu Doksorubisin (Minko, 2004; Wirth ve ark., 1998)

Polimerlerin kullanimi: Kolonda yer alan azorediiktaz enzimleri ile metabolize
olabilen, yapilarinda azo bag1 igeren polimerler kolona hedeflendirilme sistemlerinde
kullanilmaktadir.  Polietilen glikol, m,m’-di(hidroksimetil)azobenzen ve 1,2
propanediol monomerleri kullanilarak farkli oranlarda azo bagi igeren poliiiretan
polimerler tiretilmistir. Farkli ¢oziiniirlige sahip iki etkin madde (ONO-3708 ve OKY -
046) cesitli yardimc1 maddeler kullanilarak kaplama kazaninda inert pelletler iizerine
kaplanmistir. Daha sonra alt kaplama olarak karboksimetil etil seliiloz ve ardindan azo
bag1 igeren farkli poliiiretan polimerleri ile kaplanmstir. Intestinal flora iceren ve
icermeyen ortamlarda yapilan ¢oziinme hizi ¢aligmalarina gore etkin maddelerin erken
salimi etkili bir sekilde geciktirilmis ve salim dogrudan floraya dayali olarak
degismistir. Etkin maddenin ¢6ziinme hizi ise etkin maddenin hidrofilligine ve

polimerin tipine gore degismistir (Yamaoka ve ark., 2000).

Ma ve ark. (2016) tarafindan kolona hedeflendirilmis misel sistemleri {iretmek
amaciyla azo bagi iceren, yildiz sekilli amfifilik polimer sentezlemislerdir. Yildiz-
PCL-azo-mPEG@(SPCEG-azo)@(yildiz sekilli PCL (polikaprolakton)@mPEG
(metoksipolietilenglikol) @ olsalazin miseller sentezlenmis ve dimetil fumarat etkin
maddesi yiiklenmistir. Misellerin ortalama ¢ap1 153,6 nm iken polidispersite indeksi
0,195tir. Yapilan ¢oziinme hizi ¢alismalarinda, mide ortaminda 10 saat i¢cinde etkin
madde ¢ikist % 20’yi gegmezken, kolon ortaminda ilk 2 saatte % 60, 10. saatin
sonunda % 100 olmaktadir. Sitotoksisite gdstermeyen azo bagli misel sistemi kolona

hedeflendirmede oldukc¢a basarili bulunmustur.
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1.2.3.3.Zaman Kontrollii Sistemler

Etkin maddenin kolonda aci8a ¢ikmasi i¢in mideden ve ince bagirsaktan gegmesi
belirli bir siire almaktadir (Cizelge 1.4). Bu nedenle kolona hedeflendirilmis ilag
tasiyici sistemler, geciktirilmis salim sistemlerine girmektedir. Kolona ilag
salimindaki zaman kontrollii yaklasim, etkin maddenin hidrofobik polimerler

kullanilarak saliminin geciktirilmesi seklinde tanimlanabilmektedir.

Nagaraja ve ark. (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada zaman kontrollii salim
saglamak amaciyla mikropartikiil sistemi gelistirmislerdir. Losartan potasyum (LP)
hipertansiyonda kullanilan, diisiik yar1 omiire sahip (1,5-2 saat), yiiksek ilk gecis
etkisine ugrayan anjiyotensin II reseptor blokoriidir. Kullanim sikhigr  ve
biyoyararlanimi arttirmak amaciyla kolonda pulsatil salim yapan mikrosistem
gelistirilmesi hedeflenmistir. LP, Eudragit L100 ve Eudragit S100’den olusan
mikropartikiil sistemine ¢oziicli buharlastirma yontemi ile yliklenmistir. Daha sonra
bu mikropartikiiller ¢esitli hidrojel olusturucu ajan ile sert jelatin kapsiillere konulmus,
% 5 etil selilozun alkol ¢ozeltisiyle kapatilmis (sealing) ve sistemin kolonda
¢oziinmesi amactyla kapsiil, % 5 seliiloz asetat ftalat ile kaplanmistir. Kaplama % 8-
12 agirlik artis1 olana kadar devam edilmis ve karakterizasyon calismalari
yuritilmistir. 135-655 um biiyiikliigiinde elde edilen partikiiller, 23°95” - 30°40”’
aras1 y1gin agisina ve % 68,934+0,37 - 80,12+0,62 yiikleme etkinligine sahip oldugu
bulunmustur. Yapilan ¢oziinme hizi caligmalarina gére mikropartikiillerin pH 6,8
fosfat tamponunda 12. saat sonunda etkin maddenin % 84,96+1,53 ile 98,45+0,24 {inii
saldig1 bulunmustur. Daha sonra bu mikropartikiiller kapsiillere doldurularak, %5

seliiloz asetat ftalat ile kaplanarak kolonda salim yapan sistemler gelistirilmistir.

1.2.3.4.Kombine Sistemler

Genel olarak her sistemin bazi avantajlar1 ve dezavantajlari mevcuttur. Bu

dezavantajli durum, sistemlerin kombine kullanimiyla asilmaktadir.
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Kolondaki pH degerleri kisilerarasi, hastalik, diyet ve beslenmeye gore
degismektedir. Bu sebeple pH hedefli sistemler amacina ulasamayabilmektedir. Bunu
engellemek amaciyla bu sistemler baska yaklasimlarla kombine edilebilmektedir
(Gupta ve arkadaslari) pH ve zaman duyarli polimerler kullanarak kolona
hedeflendirilmis pelletler gelistirilmistir. Yapilan calismada S5-aminosalisilik asit
kaplama kazaninda inert pelletlerin iizerine kaplanmistir. Daha sonra i¢ tabakada pH
bagimsiz, zaman kontrollii salim yapan Eudragit RL ve Eudragit RS (2:8) ile dis
tabakada pH duyarli ¢6zilinen Eudragit FS ile kaplanarak pH ve zaman kontrollii salim
yapan pellet sistemleri gelistirilmistir. Coziinme hizi caligsmalari sirasiyla pH 1,2°de, 2
saat; ardindan pH 6,5, 7,0 ve 7,5’te olmak iizere 3 ortamda 12 saat yiirtitiilmustiir. pH
6,5’te hi¢ salim goriilmezken pH 7,5’te pH 7,0’de oldugundan daha hizli bir salim elde
edilmistir. Bu degerlerin gastrointestinal sistem pH’sina benzerliginden dolay1 yapilan
calismanin kolona hedeflenmis ila¢ tasiyici sistemler amaciyla kullanilabilecegi

distintilmustiir (Gupta ve ark., 2001).

Mikrobiyal enzimlerle parcalanan sistemler genel olarak kolona
hedeflendirmede sik¢a kullanilmaktadir. Fakat bu amagla kullanilan bazi1 polimerler
(intilin, pektin, zamk) hidrojel yapisinda oldugundan dolay1 su ile karsilastiginda
jelleserek etkin maddenin ortama sizmasma sebep olabilmektedir. Ozellikle suda
¢Oziinen etkin maddeler bu sistemlerden kolaylikla sizabilmektedir. Bu amagla ya
enterik polimerle ya da hidrofobik polimerle kombine uygulanarak kolona ulagmadan

etkin maddenin s1zmas1 engellenmektedir.

Subudhi ve ark. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada S5-florourasil maddesi
iyonik jelasyonla pektin nanopartikiilleri i¢erisine yiiklenmistir. Daha sonra enterik
polimer olan Eudragit S100 ile kaplanmistir. Nanopartikiiller partikiil boyutu, zeta
potansiyeli agisindan genel karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan ¢dziinme hizi
caligmalarina gore 24. saat sonunda kapli nanopartikiillerden etkin maddenin % 70’1
aciga cikmistir. Yapilan in vivo ¢alismalarin sonuglarina gore kolondaki etkin madde
konsantrasyonu, kapli nanopartikiiller i¢in % 92,90 £+ 4,65 iken, 5-FU ¢0zeltisi i¢in
%15,09+1,88 ve kaplanmamis nanopartikiiller i¢in % 62,47 + 3,65 olarak

bulunmustur.

26



Varum ve ark. (2011) tarafindan ekstriizyon-siferonizasyon yontemiyle
mukoadezif polimerleri (Carbopol 971P, Carbopol974P, Polycarbophil AA-1)
kullanarak prednisolon yiiklii pelletler elde edilmistir. Bu pelletler alttan piiskiirtmeli
akigkan yatakta ilk olarak kismen nétralize edilmis Eudragit S (pH 7°de ¢6zlinmeye
baglar) ve tampon tuzu ile daha sonra sadece Eudragit S ile kaplanmistir.
Kaplanmamius, tek tabakali kaplanmis ve iki tabaka kaplanmis olmak iizere formiiller
iiretilmistir. Ex vivo mukoadezyon c¢aligmalarina gore ¢ift katli kaplanmis formiil, tek
tabakali kaplanmis formiile gére daha adeziv bulunmustur. Pelletler 0,1 N HCI’de 2
saat ve sonrasinda 4 saat boyunca pH 7,4 Krebs bikarbonat tamponunda tutularak
¢oziinme hiz1 g¢aligmalart yapilmistir. Kaplama tabakalarina konulan floresan
isaretleyicilerle konfokal lazer tarayict mikroskopla kaplamanin c¢oziinmesi
izlenmistir. Kaplanmamis pelletler ilk 2 saatte etkin maddenin % 80’inden fazlasini
salarken, kapli formiillerden % 5 civarinda ¢ikmistir. Tek tabakali kaplamadan ¢ikis
Krebs tamponunda 2. saatten sonra gerceklesirken, c¢ift katli kaplamadan 75 dakika
sonra gerceklesmeye baslamistir. Sonug olarak kolonda etkin maddeyi salabilen ve
adezyon Ozelligiyle biyoyararlanimin arttirildigi kolona hedeflendirilmis bir formdil

gelistirilmistir.

1.3.Kaplama Teknolojisi

Kaplama, ilaca fonksiyonel veya fonksiyonel olmayan (goriintii, tat, sekil...)
ozellik kazandirmak amaciyla gesitli materyaller kullanilarak uygulanan islemdir. Ilag
teknolojisinde kaplama, uzun yillardir uygulanan, islem adimlar1 tanimlanmis ve
optimize edilmis bir prosestir. Kaplama 1)seker kaplama, i1)film kaplama, ii1)basingla
kaplama, iv)eriterek kaplama (hot melt), v)kuru toz kaplama vb. gibi sekillerde

yapilabilmektedir. Kaplamanin avantajlar ise su sekilde siralanabilir:
- Organoleptik 6zellikleri iyilestirilmektedir.

- Hasta uyuncu arttirilmaktadir.

- Etkin maddenin 1s1, 151k ve nemden korunmasi saglanmaktadir.
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- lacin iiretimi, paketlenmesi ve tasmmasi sirasinda fiziksel ve kimyasal
stabilitesi arttirilmaktadir.

- Etkin maddenin dozaj formundan salim 6zellikleri degistirilebilmektedir.

1.3.1.Film kaplama

Kaplama s1visinin ¢ekirdek iizerinde homojen film halinde kaplanmasi islemidir.
Kaplama kalinlig1 ve siiresinin kisa, dolayistyla ucuz olmasi,
Cekirdek geometrisinin seker kaplamaya gore daha az 6nemli olmasi,
Tablet lizerinde isaret ve yazilarin kapanmamasi,

Otomasyona uygun olmasi,

NN RN

Kontrollii salima olanak vermesi,
gibi avantajlar1 dolasiyla giinlimiizde seker kaplamanin yerini almistir ve ilag

endiistrisinde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Film kaplama etkin madde salimin1 modifiye etmek amaciyla fonksiyonel veya
estetik goriiniimii diizeltmek ve tat-koku maskelemek amaciyla fonksiyonel olmayan
amagla uygulanabilmektedir. Film olusum mekanizmasi genel olarak Sekil 1.9°da

verildigi sekilde gerceklesmektedir (Dortung, 2004; Yiiksel, 2014).

Damlacik olusumu Damlacik gocti ® X
. e oo > "
* ., e o°® ® Ylzeye
| — ST T e ® () garpma
. ¢ ® [ ] [ ) 4
@
Koalesans, Yayilma
adezyon, Film olusumu *+—— Islanma
kohezyon

Sekil 1.9. Film kaplama asamalari.
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Film kaplamada genel olarak kullanilan polimerler Cizelge 1.7’de belirtilmistir.

Cizelgel.7. Film kaplamada kullanilan bazi polimerler.

Seliiloz esterleri
e  Seliiloz asetat ftalat
e  Hidroksipropilmetilseliiloz ftalat
e  Karboksimetil etil seliiloz
e  FEtil seliiloz
Metakrilik Asit Kopolimerleri
e FEudragitE
e FEudragitR /S
e  Eudragit NE
Polivinil Asetat Ftalat

Film kaplama, polimerlerin organik c¢oziiciilerdeki ¢ozeltileri veya sulu
dispersiyonlarlar1 ile olugturulmaktadir. Polimerlerin organik solvandaki ¢ozeltileri
cekirdek iizerine piskiirtillerek  Sekil 1.9’deki  mekanizmayla kaplama

gerceklestirilmektedir.

Yapilarindaki organik ¢oziiciilerin toksik etkisi, filmlerdeki ¢oziicli kalintilari,
cevre kirliligi riski ve ¢alisanlarin maruziyeti gibi sebeplerden dolay: bu polimerlerin
su icerisinde kolloidal dispersiyonlar1 daha ¢ok tercih edilmeye baslamistir. Bu
dispersiyonlar ¢ozeltiler gibi uygulanmaktadir; fakat film olusum mekanizmas: Sekil

1.10’da verildigi tizere farklidir (Maroni ve ark., 2013).

Sulu Dispersiyon Polimerlerin yakinlagmasi
OO0 000 Su Kaybi
00 0¥y 0
008 ® o%
OO OO0 O o)
T> MFFT Polimerlerin
Interdifuizyon deformasyonu
Homojen Film T> Tg
Dodekahedral yapi

Sekil 1.10. Sulu dispersiyonun film olusturma mekanizmasi (T:sicaklik, Tq:Cams1 gegis sicakligi,

MFFT: minimum film olusum sicaklig1) (Keddie, 2019).
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1.3.2. Kaplamada Kullanilan Cihazlar

Kaplama islemi icin klasik kaplama kazanlar1 ve akigkan yatak sistemleri

kullanilmaktadir. Klasik kaplama kazanlar1 Sekil 1.11°te verilmistir (Cole, 2002).

Cikis Havasi

Giris Havas1 Hava

Basinch Giris

e

Cikis Havasi

Kaplama
Sivisi
Standart Kaplama Kazam

I e
eV Dasi
silna

Kaplama Kazam

\

J Kontrol paneli ‘ Pompa

Kaplama
SIVISI

Basmnch Hava

! él
Cong:

Sivisi

Glatt Coater

= =3
Manesty Accelacota

Sekil 1.11. Kaplamada kullanilan klasik kaplama kazanlar1 (Cole, 2002).

1.3.3.Akiskan Yatak Sisteminde Kaplama islemi

Akigkan yatak ilag teknolojisinde pelletlerin, graniillerin ve tabletlerin
kaplanmasinda oldukga sik kullanilan bir yontemdir. Mekanizmasi, temel olarak belirli
bir bir prosesten gecen havanin akigkan hale getirdigi ¢ekirdek iizerine kaplama

stvisinin puskiirtiiliip film seklinde kaplanmasi seklindedir.
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1.3.3.1. Akiskanhk

Kaplama isleminin gergeklesmesi igin partikiillerin akis 6zelliklerinin bilinmesi
gerekmekte ve buna uygun hizda havanin gonderilmesi gerekmektedir. Diisiik
oldugunda partikiiller akiskanlasamayacak, yiiksek oldugunda ise pnomatik transport
gecilerek partikiiller filtrelere yapisacaktir. Partikiillerin akisinin oldugu minimum
hiza minimum akiskanlastirma hizi (Umf) denir ve bu nokta yergekimiyle siirtiinme
kuvvetinin esit oldugu, partikiillerin havada asili kaldig1 noktadir (Sekil 1.12).
Partikiillerin boyut, sekil ve dansitesine gore degisir. Umf’yi belirlemek igin genel
olarak manometre yardimiyla lgiilen basincin diisme degeri kullanilmaktadir (Badday

ve ark., 2014).

Sekil 1.12. Tozlarin akigkanlagtiriimasi.

Tozlar akis oOzellikleri agisindan Geldart siniflandirmasina goére 4 gruba
ayrilmaktadir. Geldart siniflandirmasi partikiil boyutu ve dansiteye dayanmaktadir.
Farmasotik tozlarin dansitesi genel olarak 1,5 g/cm? diir, bundan dolay1 900 pm’den
biiyiik tozlar D, 900-150 um arast B, 150-20 um aras1 A, 20um den kii¢iik olanlar C
tipi olarak siniflandirilir. A ve C kohezif ve adezif tozlardir; bundan dolayr B ve D
tipine aglomere olarak serbest akis oOzelligi kazanabilmektedirler (Ichikawa ve
Fukumori, 1991). Bu amagla bu tiir tozlarin yilizeyine nanoboyutlu partikiiller kuru
kaplama islemi ile kaplanabilmektedir. Chen ve arkadaslar1 partikiiller arasi ¢ekim
kuvvetini diislirmek amaciyla, C tipi tozu, nanopartikiillerle 6n kaplama yaparak
akigkanligini arttirmis daha sonra kolaylikla graniilasyon / kaplama islemini

uygulamiglardir (Chen ve ark., 2009a; Chen ve ark, 2009b).
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1.3.3.2.Akigkan Yatak Sisteminin Tipleri

Akigkan yatak sistemleri piiskiirtme basliginin konfiglirasyonuna gore Sekil
1.13’de gosterildigi gibi ii¢ farkl sekilde olabilmektedir. Bu farkl: tipler ayn1 akiskan

yatak sisteminin farkli insertleri seklinde bulunabilmektedir.

Ustten Puskiirtmeli Alttan Puskirtmeli Yandan Puskturtmeli

Sekil 1.13. Akigkan Yatak Tipleri (Pharmaspray, 2019).

Ustten Piiskiirtmeli Akiskan Yatak Sistemi

Bu sistem graniilasyon isleminde sik¢a kullanilsa da kaplama isleminde de
kullanilmaktadir. Ozellikle 100 um boyutundaki kiigiik partikiillerin kaplanmasinda
basartyla kullanilmistir ( Jones, 1988). Kaplama sivisi piiskiirtiildiikten sonra olusan
aglomeratlar yercekimi etkisi ile dibe dogru algalirken kiiciik partikiiller havada kalir.
Genel olarak homojen bir partikiil dagilimi elde etmek kolaydir. Ancak, istenmeyen
biiyiikliikte aglomerasyon riski yiiksektir; bunu engellemek i¢in diisiik kaplama sivisi
piskiirtme hizi veya sisteme giren hava miktarinin artirilmast gerekmektedir.

(Dewettinck ve Huyghebaert, 1998).

Alttan Piskiirtmeli Akiskan Yatak Sistemi

Kaplamada en ¢ok kullanilan yéntemdir. Ustten piiskiirtmeli sisteme gore farki,

tiriin kabinda alt kisminda bir silindirik partisyonun bulunmasidir . Kaplama sivist,
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tiriin kabt dibinde bulunan sprey bashigindan bu partisyonun igine dogru
puskiirtiilmektedir. Piskiirtme kalib1, partisyon i¢inde akigkanlagan tozlarin kaplama
stvist ile kaplanip partisyondan ayrilan partikiillerin genisleyen yataga ge¢cmesi,
hizinin diismesi ve alttan gelen havanin ventliri etkisiyle tekrar partisyon ig¢ine girerek
sirkiile etmesi seklindedir. Optimum konfigiirasyon ve seri yiiklemesinde partikiiliin
bir devri 6-10 saniyedir. Partisyon olmadan da ayni akis kalib1 saglanabilmektedir.
Partisyon cikarilarak da islem yapilabilmektedir. Hava dagitim plagindaki farklh
buytikliikteki deliklerle basing farki yaratilarak partisyon etkisi elde edilmektedir
(Pusapati ve Rao, 2014).

Yandan Puskiirtmeli Akiskan Yatak

Alttan piiskiirtmeli akiskan yataga benzer, fakat iiriin hareketi rotor disk
tizerindedir. Akis kalib1 farklilik gostermektedir. Bu sistemde rotor ¢evresinden giren
hava ile yukariya dogru akiskanlagma, santrifiij etkisi ile ¢epere yaklasma ve
yergekimi etkisi ile diigme haraketlerinin bir bilesimi olarak partikiiller helezon - spiral
seklinde bir akis gostermektedir. Diger tiplere gore fazla miktarda toz, kurutma ve
fiziksel hareketten dolayr uniform boyutta, yogun ve diizgiin ylizeyli aglomeratlar
olusturabilir. ( Pusapati ve Rao, 2014). Bu nedenle daha ¢ok pelletlerin kendisinin elde

edilmesi i¢in kullanilir.

Akiskan yatak sistemlerinden elde edilen iiriinlerin kalitesini etkileyen ve iriin
bazinda degerlendirilmesi ve optimize edilmesi gereken parametreler Cizelge 1.8°de

gosterilmistir.
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Cizelge 1.8. Akiskan yatak sistemlerinde islem parametreleri.

Cihaz Parametreleri Formiilasyon Parametreleri Proses Parametreleri

Partisyon yiiksekligi Toz partikiil biiyiikliigi ve dagilimi Seri biytikligii

Girig hava dagitim plag Toz materyal Uriin sicaklig

Piiskiirtme baslig1 konfigiirasyonu Baglayici/kaplama materyali Akigkanlastiric havanin

hizi/sicakligi/nemi/miktari

Baglayici/Kaplama konsantrasyonu Sprey hizt

Baglayici ¢oziiciisii Sprey nozzle ¢api/basinct

Baglayici yardimer maddeleri S1vi damlacik biyikligi

1.3.3.3Akiskan Yatak ile Partikiiler Sistemlerde Yapilan Calismalar

Akigkan yatakta kaplama, otomasyona uygunlugu, 6l¢ek biiyiitmeye olanak
vermesi nedeniyle konvansiyonel dozaj formlarinin kaplanmasinda endiistride
olduk¢a sik kullanilan bir yontemdir. Bunun yaninda biiylik serilerin graniilasyon
isleminde de kullanildigindan farmasdtik endiistride en ¢ok bilinen ve kullanilan

cihazlardandir.

Akigkan yatak cihazinda modern dozaj sekillerinden {izerinde en ¢ok bilimsel
calisma yapilan ve piyasada da mevcut olan sistemler mikropartikiillii sistemlerdir. Bu
sistemler genellikle inert selilloz veya seker pelletler iizerine etkin maddelerin
kaplanmasi ile olusturulmaktadir. Bu sistemler konvansiyonel dozaj sekillerine gore
yiiksek biyoyararlanim, diistik lokal irritasyon, diislik sistemik yan etki, ¢oklu doza
imkan saglama, kolona kolayca ulasabilme, kolonda daha uzun kalma, boyutlar
nedeniyle gastrointestinal kanaldan daha kolay gegebilme, gastrointestinal kanalda tek
diize dagilim verebilmeleri gibi Ozellikleri nedeniyle daha avantajlidir. Ayrica
polimerlerle kaplama ile etkin madde salimi kontrol edilebilmekte ve sifir derece
salima ulagilabilmektedir (You ve ark., 2014; Terebesi ve Bodmeier, 2010; Yamada

ve ark., 2014).
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Son yillarda nanosistemlerin énem kazanmasiyla polimer, lipit, siirfaktan gibi
farkli materyaller kullanilarak degisik nanopartikiil tipleri iretilmektedir.
Nanopartikiiller, boyutlarinin kiigiik olmas1 dolayisiyla oldukga genis yiizeye sahip
olmalar1 nedeniyle, konvansiyonel ilaglara gére daha etkili oldugu diisiintilmektedir.
Fakat nanopartikiiller yiiksek yiizey alani ve yiiksek yiizey enerjisi nedeniyle
agregasyona meyillidir. Agregasyon ¢esitli stabilizorlerle engellenmeye ¢alisilsa dahi
uzun siireli saklamada kristal biliylimesi (Ostwald ripening) etkisiyle agregasyon
gerceklesmektedir (Bhakay ve ark., 2018). Bunu engellemek ve stabiliteyi artirmak
icin nanopartikiiller, nanokompozit mikropartikiiller haline doniistiiriilerek yapilari

korunabilmektedir..

Bunlarin yanisira 6zellikle lipit ve vezikiiler nanopartikiil sistemlerinin {iriin
haline déniistiiriiliip piyasaya ¢ikabilmesi i¢in kati dozaj formu haline getirilmeleri
tercih edilmektedir. Bu formlarinin kat1 dozaj sekli haline getirilmelerinde piiskiirterek
kurutma, provezikiiler sistemler gibi farkli yaklasimlar olsa da son yillarda akigkan

yatak cihazinda bu sistemlerin kati hale getirilmesi yenilik¢i bir yaklasimdir.

Tian ve ark.min (2013) yaptiklar1 ¢aligmada, etkin maddesi fenofibrat olan ve
Precirol ATO5, Captex100 ve Tween 80 kullanarak eritme-emiilsifikasyon yontemiyle
nanoyapilt lipit tasiyicilar (NLC) tiretilmistir. Bu NLC siispansiyonu, film olugturan
polivinil prolidon K17 ¢o6zeltisinde disperse edilerek akiskan yatak cihazinda inert
pelletler iizerine piiskiirtiilmiis, pelletlerin kaplanmasi saglanmistir. Uretilen NLC
kapli pelletler ilk 15 dakika i¢inde NLC’lerin % 90’11 salmis, yapilan rekonstitlisyon
calismasinda da orijinal NLC ile aym kiiresel morfolojiyi gostermesine ragmen
partikiil boyutu 94,1 nm’den 227,5 nm’e ¢ikmistir. Fakat NLC kapl pelletlerle orijinal
NLC siispansiyonunun benzer lipoliz profili ve farmakokinetik parametrelere sahip
oldugu bulunmustur(Tian ve ark., 2013). Nanoboyutta lipozom {iiretiminde genel
olarak sonikasyon kullanilmaktadir. Fakat sonikasyon, biiylik 6l¢ekte iiretime izin
vermemektedir. Biiylik 6lgekli tiretim i¢in ¢oziicii enjeksiyon temelli siiperkritik ters
faz evaporasyonu gibi yontemler kullanilmakta, bu yontemlerin de yiiksek maliyet,
diisiik verim gibi problemleri bulunmaktadir. Provezikiiler sistemler bu sistemlerin

bliyiik o6lcekte iiretilmesini saglayan ve lipozom / niozomun stabilitesini koruyan
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alternatiflerdir. Fosfolipitlerin / ylizey aktif maddelerin suda ¢oziinebilir bir kati
tagtyictya yiliklenmesi sonucu elde edilen provezikiiler sistemler, kullanilacagi
zamanda suyla hidrate edilerek partikiillerin olusturulmasi esasina dayanmaktadir
(Bayindir ve Yiiksel, 2015). Gala ve ark. (2015) tarafindan yapilan g¢alismada,
hidrojenlenmis fosfatidilkolin ve etkin madde beklametazon dipropiyonat,akiskan
yatak cihazinda siikroz yiizeyine kaplanmistir. Hidratasyonun ardindan olusan
lipozomlarda yiiksek basingli homojenizasyon ve prob sonikasyon ile boyut
kii¢iiltiilmiis ve dondurarak kurutularak stabil lipozomlar elde edilmistir. Bu ¢alismada

siikroz hem prolipozom tasiyicist hem de kriyoprotektan olarak gorev yapmistir.

Lei ve ark. (2011) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, siklosporin A’nin
¢Oziiniirliiglinii arttirmak amaciyla liggen faz diyagrami yardimiyla kendiliginden
olusan nanoemiilsiyonlar olusturulmustur. Yag olarak Labrafil M 1944 CS ve etil
oleat; siirfaktan olarak Cremophor EL ve RH40; kosiirfaktan olarak da Transcutol P
ve 1,2-propilen glikol kullanilmistir. Cesitli kompozisyonlarda yag ve siirfaktan /
kosiirfaktan oranlar1 degistirilerek optik 6zelliklerine gore emiilsiyonlar belirlenmis,
daha sonra belirlenen emiilsiyonlara siklosporin eklenerek nanoemiilsiyonlar
olusturulmustur. Olusan nanoemiilsiyonlar PVP K30 igerisinde disperse edildikten
sonra akiskan yatak cihazinda inert seker pelletler lizerine kaplanmistir. Elde edilen
pelletlerden ¢ikis hizi, nanoemiilsiyon siispansiyonuna gore diisik olsa da
rekonstitiisyon ¢aligmalar1 sonucuna gore partikiil boyutlar1 arasinda anlamli degisim

olmamistir (21,242,6 nm -23,7 + 2,9 nm)(Lei ve ark., 2011).

Bunlarin yanisira nanopartikiillerden graniil elde edilerek nanokompozit
mikropartikiillerin elde edilmesiyle de stabil nanopartikiiller elde edilebilmektedir (de
Andrade ve ark., 2018).

36



1.4.Calismada Kullanilan Polimerler

Bu tez calismasinda nanopartikiillerin hazirlanmasinda kolona hedefleme
amaciyla  prebiyotik etkili ve kolon-spesifik degrade olan iniilin ve pektin ile
biyoadezif etkili ve kolonda siki birlesim yerlerini (tight junction) agarak
permeabiliteyi artiran kitozan nanopartikiillerinin hazirlanmasi; bu nanopartikiillerden
SAMe’nin st GI sistemde salimin1 6nlemek icin enterik polimerlerle kaplanmasi
amaclanmustir. Prebiyotikler, GI sistem {ist kisminda hidrolize edilmeyen ve absorbe
edilmeyen, ancak kolonik mikroflorada ¢ok sayida yararli bakterilerden bir veya
daha fazlasi i¢in segici substrat olan maddelerdir. Bu nedenle kolonik mikrofloranin
saglikl bilesimine katkida bulunarak, insanlarda genel saglik i¢in yararli luminal veya
sistemik etkileri indiikleyen maddelerdir (Gibson ve Roberfroid ,1995). Dolayisiyla
SAMe igerecek prebiyotik maddelerin, ESS sistemi ile de iligkili olarak depresyona

kars1 etkinligin artmasi s6z konusu olacaktir.

1.4.1.Kitozan

Kitozan tizerinde yillardir genis arastirmalarin yapildigi, yapisi ve terapotik
etkileri tanimlanan, viicutta absorbe edilebilen ve giivenilir olarak tanimlanan (GRAS)
onemli bir polimerdir. Kitozan, D-glukozamin ile N-asetil-D-glukozaminin 1—4
baglanmasiyla olusan diiz zincirli bir aminopolisakkarittir. Midye ve 1stakoz
kabuklarindan elde edilen kitinin deasetilasyonuyla elde edilir (Sekil 1.14). Asidik
ortamlarda ¢oziinlir. Kitinin %75’ten fazla deasteliasyon derecesine sahip olan
formuna kitozan adi verilmektedir. Kitozanin vizkozite, ¢oziiniirliikk, reaktivite,
selasyon gibi fizikokimyasal 6zellikleri, deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligiyla

degismektedir.
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Sekil 1.14. Kitin deasetilasyonu.

Deasetilasyon derecesi kitozan c¢dzeltilerinin yiizey gerilimi, viskozite ve
iletkenligini; nanopartikiil formiillerinde partikiil boyutunu, yiiklenme etkinligini ve
bazi biyolojik aktiviteleri (pre-osteoblast hiicre kiiltiiriindeki aktivite) etkilemektedir

(Yang ve Hon, 2010; Yuan ve ark., 2011; Zhuang ve ark., 2019).

Deasetilasyon digindaki etkili parametre olan molekiil agirligi da kitozanin
ozelliklerini ve bundan dolay1 kullanim amacini etkileyen dnemli bir 6zelliktir. Chen
ve ark. (1996) ayni asetilasyon derecesine sahip (%90) farkli molekiil agirlikli kitozan
filmlerin etkisini incelemek tizerine yapmis olduklari ¢alismada molekiil agirliginin
gerilme kuvveti, gerilim uzamasi (tensile elongation) ve entalpinin molekiil agirligiyla
dogru orantili, permeabiliteyle ters orantili oldugu bulmuslardir. Yang ve Hon’un
(2009) molekiil agirliginin kitozan nanopartikiillerine etkisini inceledikleri ¢calismada
molekiil agirlig1 partikiil boyutlarini dogru orantil etkilerken, yiikleme etkinligine ters

oranda etki etmistir.

Kitozan yapisindaki amin gruplari nedeniyle katyonik 6zellik gostermektedir.
Viicutta membranlarin yiizeyi ve kapl oldugu mukus tabakasi negatif yiikliidiir. Bu
sebeple katyonik ozellikteki kitozan, bu negatif membranlarla etkilesmektedir
(mukoadezyon). Kitozanin mukoadezyon etkisi kullanilarak biyoyararlanimi arttirma
caligmalar yiritilmiis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Ways ve ark., 2018).
Kitozan, katyonik ozelliginden antimikrobiyal etki de gdstermektedir. Kitozanin
antimikrobiyal etkisi kitozanin ¢oziiniirligii arttikga artmaktadir (Du ve ark., 2009;

Kahya, 2018). Kitozan, katyonik 6zelliginden dolay1 hiicre membranlariyla etkileserek
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tight junction denilen siki baglanti noktalarin1 acar ve epitel dokulardan etkin
maddenin gegisini artirarak biyoyararlanimin artmasina neden olur (Saremi ve ark.,

2011).

Kitozan yapisindaki reaktif fonksiyonel gruplardan dolay1 da bir¢ok kimyasal
modifikasyona olanak saglamaktadir. Kitozan kendi basina kullanilabildigi gibi istege
bagli etkiler dogrultusunda yapisinda degisiklik yapilarak da kullanabilmektedir.
Ornegin N,N,n-trimetil kitozan, tiyollenmis kitozan, kitozan kloriir, kitozan glikol ve

kitozan-siklodekstrin inkliizyon bilesigi gibi.

Kitozan yukarida sayilan Ozelliklerinin yaninda bazi  terapdtik ozellikler de

gostermektedir:

» Yaraiyilestirici 6zellige sahiptir: (Dai ve ark., 2011).

» Kitozanin antihiperkolesterolemi etkisini gosteren ¢alismalar mevcuttur. (Jaffer
ve Sampalis, 2007; Tao ve ark., 2011).

» Kitozanin kan basincini diizenledigine dair klinik ¢alismalar mevcuttur. (Huang
ve ark., 2018).

» Agn kesici ve antienflamatuvar etkiye sahiptir. (Baltaru ve ark., 2013).

1.4.1.1 Kitozan nanopartikiil iiretim yontemleri

Kitozan nanopartikiillerinin tiretiminde kitozanin 6zelliklerinden yararlanilarak
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilanlar1 asagida

agiklanmustir.

Iyonotropik jelasyon: Kitozanin tasidign amin gruplaridan dolay: katyonik dzellige
sahiptir ve bu 6zelliginden dolay1 iyonotropik jelasyon en ¢ok kullanilan yontemdir.
Anyonik etkili bir madde ile iyonik kompleks olusturarak kitozan nanopartikiillerinin
olugmasi saglanmaktadir. En ¢ok kullanilan anyonik ajan tripolifosfattir (Bilensoy ve
ark., 2009; Tilkan ve Ozdemir, 2018).
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Baz1 kaynaklarda polielektrostatik kompleks yontemi adi verilen yontemde kitozan,
polianyonlarla  (pektin, jelatin  gibi) etkilesime girerek nanopartikiiller

olusturulmaktadir (Alkhader ve ark., 2017; Yoncheva ve ark., 2019)

Emiilsiyon ¢oziicii difiizyon teknigi: Bu yontemde hidrofobik etkin maddeyi igeren
organik faz, kitozan ve stabilizor iceren su fazina ilave edilip s/y veya s/y/s tipi
emiilsiyon hazirlanir ve ardindan organik fazin ugurulmasi sonucu kolloidal
dispersiyon elde edilir. Bu dispersiyon sudan santrifiijle ayrilarak nanopartikiiller elde
edilir. Ozellikle suda ¢dziiniir etkin maddelerin, peptit-proteinlerin enkapsiilasyonunda
oldukga sik kullanilmaktadir (Karnchanajindanun ve ark., 2010; Prado ve ark., 2017).
. S/y tipinde ilretilen nano/mikroemiilsiyonlar daha sonra bir capraz baglayici
yardimiyla sertlesmesi saglanip daha stabil nanopartikiiller de elde edilebilmektedir
(Karnchanajindanun ve ark., 2010). Kitozan nanopartikiillerinde genel olarak
gluteraldehit, genipin, epiklorohidrin, sitrik asit, tartarik asit, malik asit ve vanilin
capraz baglayicilar1 kullanilmaktadir(Bodnar ve ark., 2005; Coelho ve ark., 2007;
Gupta ve Jabrail, 2007; Karnchanajindanun ve ark., 2010; Peng ve ark., 2010)

Desolvasyon yontemi: Bu yontemle kitozan sulu ¢ozeltisi organik solvan iceren faza
damla damla damlatilarak partikiillerin olusturulmasi saglanmaktadir. Cozeltide
tirbidite meydana geldikten sonra c¢apraz baglayicilarla nanopartikiiller
sertlestirilmektedir. Bunlarin  yaninda desolvasyon ¢esitli tuzlarla da
olusturulmaktadir. Suya ilgisi yiiksek bir tuz kitozan ¢ozeltisine ilave edildigi zaman
polimerin ¢ozintirliigl diismekte ve kolloidal partikiiller olusmaktadir (Mao ve ark.,
2001).

Ters misel yontemi: Normal miseller kritik misel konsantrasyonuna ulastiktan sonra
hidrofil u¢lar1 disarda hidrofob uclar iceride olacak sekilde meydana gelen yapilardir.
Lipofilik siirfaktanlar organik solvanda aymi sekilde davranarak dista hidrofob igte
hidrofilik uclar kalacak sekilde dizilerek ters miselleri olustururlar. Bu 06zellikten
yararlanilarak s/y tipi emiilsiyonlar olusturularak kitozan nanopartikiilleri hazirlanir.
Genellikle sodyum bis(etil hekzil) siilfasiiksinat (AOT) ve setil trimetilamonyum
bromiir (CTAB) kullanilir. Su fazina eklenen g¢apraz baglayicilarla (gluteraldehit,
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CaCly) bu sistemin stabil olmas1 saglanir (Kafshgari ve ark., 2012; Orellano ve ark.,
2017; Sailaja ve Amareshwar, 2011).

1.4.2.Pektin

Pektin, Yunanca mnxtikdg pektikods kelimesinden tiiretilmis koyu kivamli, agir
anlamina gelmekte olup, seliiloz, hemiseliilozla birlikte bitkilerin hiicre duvarlarinda
destek doku islevi géren bir polisakkarittir (Liddell ve Scott, 2019). Ayrica hiicre
sitoplazmasinda ¢Ozlinmiis olarak bir¢ok meyve ve sebzede bulunmaktadir. Son
yillarda  jel olusturabilme, emiilsifiyan ve stabilizan etkileri nedeniyle gida
endiistrisinin yaninda ; biyouyumlu, non-toksik ve biyoparcalanabilir 6zelliklerinden
dolay1 ilag ve protein tasiyici sistem olarak da kullanimi artmaktadir. Molekiiliin
modifikasyona agik ve esnek olmasi farkli klinik kullanimlara olanak saglamaktadir.
Ozellikle degredasyonu kolondaki bakteriler tarafindan iiretilen pektinaz enzimiyle
gerceklestiginden kolona hedeflendirme sistemlerinde kullanilan en Onemli
polimerlerdendir.

Bunun yanisira adezifligi artirmaya yonelik ¢esitli modifikasyonlar ile nazal ve
mukozal ilag tasiyict sistemlerinde de oldukga basarili sonuglar alinmistir (Charlton ve

ark., 2007; Liu ve ark., 2006).

[ Metoksillenmis karboksil grup |

COOH  CH,0CO @ OH

0 o o) 0 0
R OH OH OH ‘
of o o o

@ COOCH; OH COOH

Asetillenmis karboksil grup |

Sekil.1.15. Pektinin kimyasal yapisi.

Pektin, serbest halde ve esterlenmis haldeki karboksilik asit gruplari tasiyan
poligalakturonikasit zincirlerinden olusur (Sekil 1.15). Uzerindeki karboksilik asit
gruplart nedeniyle anyoniktir. Esterlesme derecesi; bitki kaynagindan, nerede- ne

zaman toplandigindan, proses sartlarina ( izolasyon, ekstraksiyon, saflastirma) gore
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degismektedir ve bu farklilik pektinin ¢oziiniirliik, jellesme ve film olusturabilme
ozelliklerini degistirmektedir. Esterlesmis galakturonik asit/ toplam galakturonik asit,
esterlesme derecesini verir ve bu esterlesme miktarinin %50’°den biiyiik ya da kiigiik
olmasima gore diisilk ya da yliksek esterlesme dereceli pektin olarak adlandirilir.
Diisiik  esterlesme  dereceli pektin  yiiksek esterlesme dereceli  pektinin
demetilasyonuyla elde edilir. Bunun yaninda diisiik esterlesme dereceli pektinin baska
bir alt tipi de amidasyona ugramis pektindir. Karboksilik asitin amonyum ile
mualemesi sonucu amid olusumuyla gergeklesir. Amide edilmis galakturonik asidin
toplam galakturonik aside orani amidasyon derecesini verir. Resmi diizenlemelere
gore pektindeki amit oraninin % 25 olmasina izin verilmektedir. Esterlesme derecesi
pektinin 6zelliklerini etkileyen en 6nemli parametredir. Piyasadaki HM pektinler %
60-75 ; LM pektinler ise % 20-40 esterlesme derecesine sahiptir (Aslan, 1994;

International Pectin Producer Association , 2019) .

1.4.2.1.Pektin nanopartikiilleri iiretim yontemleri

Pektin, siispansiyon, emiilsiyon, tablet gibi konvansiyonel dozaj sekillerinde
yaygin olarak kullanilmakatdir. Biyolojik olarak uyumlu ve giivenilir bir polimer
oldugundan basta oral olmak iizere nazal, vajinal, bukkal, topikal uygulamalari
mevcuttur. Bunlarin yaninda son yillarda farmasotik nanoteknolojide kullanimi
giderek artmaktadir. Pektin nanopartikiillerinin iiretim yOntemleri asagida

verilmektedir. .

Iyonotropik jelasyon: Pektin, tasidig1 karboksil gruplarinin iyonlasmasi ile negatif
yiiklenir. Boylelikle pozitif yiiklii gruplarla iyonik kompleks olusturarak kompleksler
halinde ¢6kmektedir. Pektin hakkindaki ¢aligsmalarin biiylik cogunlugunda kullanilan
yontem iyonik jelasyon yontemidir. Pektin, anyonik bir polisakkarit oldugundan
dolay1 genellikle divalan katyonlarla kompleksleserek partikiiler yap1 olusturmaktadir.
Divalan katyon olarak basta kalsiyum kloriir olmak {izere ¢inko kloriir ve magnezyum
kloriir komplekslestirici ajan olarak kullanilir (Jonassen ve ark., 2013; Opanasopit ve
ark., 2008)
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Koaservasyon: Koaservasyon; sicaklik degisimi, pH, tuz, iyonlar , non-solvan veya
gecimli olmayan polimer eklenmesi ile pektinin ¢oziiniirliigliniin diisiiriilerek kolloidal
partikiillerin  ¢ozeltiden ayrilip flokiile agregatlar olusturmasi  seklinde
gerceklesmektedir. Basit koaservasyon tuz, ko-solvan, pH gibi parametrelerde
degisiklik yapilmasiyla; kompleks koaservasyon ise genellikle zit yiiklii bagka bir

polimerin ilavesiyle ¢oziiniirliigiin diistiriilip komplekslesme ile karakterize edilir.

Pektin molekiiliiniin suda ¢oziiniirliigli pH’ya bagimlilik gosterir ve pH’nin
degistirilmesiyle ¢oziiniirliigii azaltilarak agregatlar olusturur. Ozellikle HM
pektinlerin jellesme mekanizmasi, ¢oziinen madde varlig1 ve asit ortamda gerceklesir.
Nakagawa ve ark.nin (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, pozitif yiiklii kazein ile
(HM) pektin ¢ozeltisi inkiibasyona birakilmis ve pH 4 - 7 arasinda agregat olusturarak
nanopartikiil olusumu saglanmistir. Tiirbidite ¢calismalarina gore ¢ozelti berrakligi, pH
5’ten sonra saglanmis ve pH 5’in altinda presipitasyon gozlenmistir. En net faz ayrimi
pH 4.0’de gozlenmistir. pH 7.0°den pH 5.2°ye gecerken partikiil biiyiikligi 30
nm’den 98 nm’ye kadar degismekte; pH 5.3’te keskin bir artisla 270 nm’ye
cikmaktadir (Nakagawa ve Kagemoto, 2013).

HM pektin ve B-laktoglobulin kullanarak iki farkli sekilde nanopartikiil
tretilmistir. Tip 1 metotta B-laktoglubiilin nanopartikiilleri iretilip , basit bir
karistirmayla uygun pH’da ( pH < 6 ) pektin ile kaplanmistir; Tip 2 metotta termal
denatiirasyon sicakliginin {istiine ¢ikilarak denatiire edilen B-laktoglobulin proteini ile
pektinin komplekslestirilmesi ve daha sonra sicakligin diistiriilmesiyle nanopartikiiller
elde edilmistir. Zeta potansiyelleri genel olarak aymi olmasma ragmen Tip 1
nanopartikiillerin (d= 430 nm ) Tip 2 nanopartikiillere (d= 300 nm) gore daha biiyiik

oldugu gozlenmistir (Jones ve ark., 2010).

Emiilsiyon olusturma - ¢oziicii buharlastirma: Bu yontemde y/s veya s/y/s tipi

nanoemiilsiyonlar hazirlanarak oda sicakliginda, sicaklik veya vakum altinda
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bekletilerek organik solvan uzaklastirilmasiyla nanopartikiiller elde edilmektedir.
Polisakkaritler genellikle suda ¢oziindiiglinden hazirlanan sulu ¢ozeltileri su ile
karigsmayan organik fazlara ilave edilerek, ultrasonla ya da homojenizasyon ile y/s
veya sly tipi emiilsiyonlar elde edilmektedir. Bu emiilsiyondan organik faz
coziiciilerinin buharlastirilmastyla kati kolloidal partikiiller seklinde nanopartikiilleri

iceren bir dispersiyon olusmaktadir.

Burapapadh ve ark. (2012), suda c¢oziinlirliigi diisiik olan itrakonazolii
emiilsiyon buharlagtirma yontemini kullanarak pektin bazli nanopartikiillere
yiikklemislerdir. LM, HM ve amide edilmis LM pektinlerin sulu ¢ozeltisi, emiilgator
ve etkin maddenin kloroformdaki ¢ozeltisi ile karistirilarak yiiksek basingh
homojenizator yardimiyla y/s tipi nanoemiilsiyon iiretilmistir. Daha sonra kloroformun
ucurulmasiyla itrakonazol yiiklii nanopartikiiller elde edilmistir. HM pektin
nanopartikiilleri ~00 nm, LM pektin boyutu ise 100-220 nm arasinda degigsmektedir.
Yikleme etkinlikleri ise % 59.69 - 82.01 arasinda degismektedir. In vivo — in vitro
calismalar sonucunda HM pektinler daha stabil, biyoyararlanimi ve ¢dziinme profilleri

daha yiiksek olarak bulunmustur.

Kimyasal sentez: Thakur ve ark. (2014), polianilin ve pektin konjugasyonuyla iirettigi
nanopartikiilleri ~ fonksiyonalize ederek amperometrik glukoz biyosensorii
olusturmustur. Pektin ve polianilin ¢6zeltisinde kimyasal yollarla nanopartikiiller
sentezlenmis, hidroalkolik (1:1) antisolvan ilavesiyle dispersiyonun presipitasyonu
saglanmistir. Daha sonra bu nanopartikiil dispersiyonuna kimyasal konjugasyon ile
glukoz oksidaz baglanarak fonksiyonellik kazanmistir. Glukoz oksidaz bagh
nanopartikiil boyutu 237+6 nm bulunmus, pektin bu formiilasyonda stabilizer ve
ligandin baglayic1 gorevini iistlenmigtir. Ayrica sensdr hassasiyetini pektinsiz

nanopartikiillere gore 3 kat artirmigtir.

Mikroakiskanlastirma yontemi: Siispansiyonlarin homojenizasyonunda kullanilan bir
yontemdir. Yiiksek basing altinda ( -4000 bar) 2 akimin yiiksek hizlarda ¢arpismasiyla

homojenizasyon gerceklesir. Bu esnada ortamdaki tiirbiilan akis, gerilme kuvveti ve
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partikiillerin ¢arpigsmasi partikiilleri nanoboyutuna getirir. Pektin boncuklarla yapilan
cesitli caligmalar mevcut olsa da nanopartikiil iiretiminde de kullanilmaktadir. Tang
ve ark. (2010), yaptiklar1 calismada adriamisinle pektinin konjugatin1 (PAC % 25.8
ADM ), PVP K30 ve gliserolle karistirarak olusturduklar1 siispansiyonu 120 mPa
basing altinda mikroakigkanlastiricidan gegirerek yaklasik 152 nm biiyilikligiinde
nanopartikiiller olusturmuslardir. Ogonczyk ve ark. (2011), hazirladiklart altin ve
gliimiis nanopartikiilleri mikroakiskanlastirma cihaz1 ile pektin boncuklarina
hapsetmislerdir. Nanopartikiil siispansiyonu pektinle karistirilmis, eksternal divalan
katyon kaynagi olarak CaCOs kullanilmis ve ¢esitli hizlarda farkli nanokompozit
pektin boncuklari olusturmuslardir. Emiilsifikasyon yontemine gére daha monodispers

partikiiller elde etmislerdir(Ogonczyk ve ark., 2011).

Ogonczyk ve ark. (2011), hazirladiklar1 altin ve glimiis nanopartikiilleri
mikroakigkanlagtirma cihazi ile pektin boncuklarina hapsetmislerdir. Nanopartikiil
stispansiyonu pektinle karistiritlmis, eksternal divalan katyon kaynagi olarak CaCOs
kullanilmis ve ¢esitli hizlarda farkli nanokompozit pektin boncuklar: olusturmuslardir.

Emiilsifikasyon yontemine gore daha monodispers partikiiller elde etmislerdir.

1.4.3.iniilin

Iniilin, Cichorium intybus (Karahindiba), Dahlia pinnata CaV. (Yildiz cicegi)
bitkilerinden elde edilen; fruktoz {initelerinin  (2—1) baglanmasiyla olusan ve bir
glikozla sonlanan polisakkarittir (Sekil 1.16). Yapisindaki f (2—1) bagin1 sindirecek
enzim insanlarda bulunmamakta, insan kolonunda bulunan bifidobakteri ve laktobasil
bakterilerindeki iniilinaz tarafindan sindirilebilmektedir. Sindirim sonucu olusan
biitirik asit ve propiyonik asit gibi kisa zincirli yag asitleri sayesinde kolon ortaminda
saglikl1 bir ortam olusmakta, kolon kanseri olusumu engellenmektedir. Iniilinin insiilin
sekresyonu ve aglik baskilayict etkisi olan GLP-1 hormonunu indiikledigi
bilinmektedir ve bu sayede insiilin sekresyonunu arttirmakta, beyindeki aclik
baskilama boélgesini indiiklemektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle gida endiistrisinde,

diyet tirlinlerinde sik¢a kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda iniilinin antikanser etkisi,
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immiin yaniti arttirdig1 i¢in asilarda adjuvan olarak kullanimi, peptit-proteinlerde
stabilizor, immiinomodulatdr ve bobrek fonksiyonlarinin teshisi gibi kullanim alanlari

mevcuttur (Barclay ve ark., 2010; Mensink ve ark., 2015).
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Sekil 1.16. Iniilin kimyasal formiilii

@)

Kolon saglhiginin basta mental rahatsizliklar olmak iizere romatizma, obezite,
diyabet, bobrek, otizm gibi bir ¢ok hastalikda etkisi oldugu ve probiyotiklerin
hedeflendirilmesinin zorlugu goézoniine alindiginda prebiyotik etkili iniilin kolonik
mikrobiyota diizenlenmesi agisindan ¢ok onemlidir. Iniilinin hidrojel ve mikrokiire
formiilasyonlar1 hazirlanarak kolona spesifik ilag tasiyict sistemler olarak kullanimi
tizerinde pekgok ¢alisma mevcuttur (Akhgari ve ark., 2006; Jain ve ark., 2014; Lopez-
Molina ve ark., 2015; Van Den Mooter ve ark., 1997). Iniilin ile yapilan partikiiler
caligmalar genel olarak c¢ok hidrofilik oldugundan hidrofoblastirildiktan sonra
gerceklestirilmektedir.
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1.5. S-Adenozil-L-Metiyonin

Ik olarak 1952 yilinda C.L. Cantoni tarafindan kesfedilen SAMe, esansiyel
aminoasit metiyonin ve adenozin trifosfattan olusmaktadir. SAMe tiim canli
hiicrelerinde  dogal olarak bulunan, metiyonin aminoasitinin metiyonin
adenoziltransferaz enzimi ile ATP’ye baglanmasiyla olusan bir kofaktérdiir. IUPAC
okunusu: (2S)-2-amino-4-[[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-aminopurin-9-il)-3,4-
dihidroksoksolan -2-il] metil-metilsulfonio] butanoat olan madde S-Adenosyl-L-
methionine; SAM-¢; SAMe, AdoMet, ademetiyonin adiyla da bilinmektedir (Sekil
1.17). Bu molekiil kanda dogal olarak bulunaran L-metiyoninin direk metabolitidir.
Kapali formiilii C15H22NeOsS olan SAMe’nin molekiil agirligi 399.45 g/mol’diir, aktif
ve inaktif formlarda enantiyomerleri (S,S-aktif; S,R-inaktif) bulunmaktadir ve

yartlanma Omrii 100 dk’dir. Diger fizikokimyasal Ozellikleri Cizelge 1.9’de

belirtilmistir.
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Sekil 1.17. SAMe’nin ve diastereoizomerlerinin kimyasal formiili.
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Cizelge 1.9. SAMe’ye ait fizikokimyasal 6zellikler ((The Toxin And Toxin Target Database), 2019)

Kapali Formiil C15H23N6O5S
Suda ¢oziiniirliik 1.19 mg/ml
Log P -2ve-5.3

pKa (En kuvvetli asit) 1.71

pKa (En kuvvetli baz) 9.41
Fizyolojik net yiik +1

Refraktivite 96.23 m*mol*
Yarilanma Omrii 100 dk

SAMe yasayan her canli hiicrede bulunmakta ve metiltransferaz enzimleri ile
katalize edilen 100 iizerinde farkli reaksiyonda metil gruplarinin dondrii (trans-
metilasyon) olarak fonksiyon gérmektedir. SAMe poliaminlerin sentezini yonlendiren
trans-aminopropilasyon yolaginda ve glutatyon sentezini yonlendiren trans-

stilfiirasyon yolaginda bir prekiirsor molekiil olarak da rol oynamaktadir (Sekil 1.18).

1.5.1.SAMe’nin Molekiiler Diizeyde Fonksiyonlari

1-Trans-metilasyon: SAMe hiicresel metilasyon reaksiyonlarinda tek basina metil

donorii olarak islev goriir. Buna bagli olarak viicutta rol aldig1 6nemli olaylar sunlardir:

Kalitim: Hastaliklarin olusmasinda epigenetiksel degisimler s6z konusudur. Bu
degisimlerin en 6nemlisi de DNA metilasyonudur. Okaryotik ve prokaryotik
hiicrelerde DNA sitozin kalintilarinin C-5 pozisyonunda enzimatik metilasyonla
olusan 5-metilsitozin, belirli gen gruplarinin baskilanmasi, transkripsiyon inhibisyonu
ve hiicresel farklilagmalara neden olmaktadir (Chiang, 1996). DNA hipometilasyonu,
kromozomal instabiliteye yol agabilmekte ve mutasyonlara neden olabilmektedir.
Hastalik ve DNA metilasyonundaki degisiklikler arasindaki en iyi bilinen iliskiler,
kanser i¢in tanimlanmistir ve kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha
hipometile oldugu gosterilmistir. Metilasyon kaybinin 6zellikle kanserde timor
slipresyonunu, hastaligin ciddiyetini ve metastazi etkiledigi gosterilmistir (Bora, 2007;

Bottiglieri, 2002).
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DNA hipometilasyonu onkogen transkripsiyonunu aktive ederek kanserin olusmasini
ve timor hiicrelerinin gelismesini saglar. Genel metil donérii SAMe tedavisiyle kanser
hiicrelerinde DNA metilasyonu saglanarak kanser hiicrelerinde genlerin susturulmasi
lizerine cesitli calismalar mevcuttur. Yapilan bir calismada SAMe gastrik ve kolonik
kanser hiicrelerin lizerine uygulanarak C-myc ve H-ras onkogen genleri ile timor
supresOr gen olan p16 (I NK4a) genlerine olan etkileri incelenmistir. Tedavi sonucu
kanser hiicrelerindeki biiyliimenin inhibisyonu normal hiicrelere gore belirgin sekilde
saglanmistir. Normal sartlarda C-myc ve H-ras onkogen genleri hipometiledir.
SAMe tedavisiyle bu genlerdeki mRNA ve protein ekspresyonu Onemli Olgiide
azaltilmistir. Fakat timor siipresor geni tizerinde etkili bulunamamistir (Luo ve ark.,
2010). Meme kanseri hiicrelerinde yapilan g¢alismalarda da SAMe’nin metastazi
yavaslattigi ve hiicre proliferasyonunu durdurdugu gosterilmistir (Delle ve ark., 2017;
Mahmood ve ark., 2018).

Hiicresel Transdiiksiyon: Metilasyon hiicresel membranlarin biitiinliigii agisindan da

son derece onemlidir. SAMe’nin, fosfatidiletanolamine ii¢ metil grubu vermesiyle
fosfatidilkolin olugmaktadir.  Fosfatidil kolin,  Okaryotik hiicrelerin biyolojik
membranlarin ana bilesenlerinden birisidir ve  membranlarin olusturulmasinda
yapisal islevi olan bir molekiill olmasi yanisira hiicre zarinda sinyal
transdiiksiyonunda da rol oynamaktadir. SAMe sayesinde gergeklesen fosfolipit
metilasyonu, membran viskozitesinde azalma saglamakta; bdylece proteinlerin ve

reseptorlerin hareketini kolaylastiran bir ortam saglanmaktadir (Munzel, 1982).

Norotransmitter:  SAMe monoamin norotransmitterlerin -serotonin, melatonin,

epinefrin, dopamin- sentezinde de etkilidir. Ayrica SAMe tarafindan metil grubunun
verilmesi dopamin noronlarimi da korumaktadir. Ozellikle sinirler {izerinde etkili olan
bu ndrotransmitterler, stres, malabsorpsiyon, hastalik ve ¢esitli genetik faktorler ve
hipometilasyon nedeniyle azalmaktadir. Bu da depresyon, anskiyete, uykusuzluk,
diisiik biligsel durum gibi etkilere neden olmaktadir. Bu sebeple metilasyonu
gerceklestirecek maddelerle bu durumun desteklenmesi ve semptomlarin énlenmesi

gerekmektedir (Miller, 2008).
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2-Trans-siilfiirasyon: SAMe, sekonder antioksidan olan ve protein metabolizmasinda
onemli olan siilflir igeren diger aminoasitlerin -Sistein ve taurin- iiretimine katkida
bulunmaktadir (Broshan, 2006). Siilfiir donasyonu ile proteoglikan sentezini
uyarmakta ve bu sebeple osteoartritte de kullanilmaktadir (Padova, 1987). Viicudun

en etkili antioksidanlarindan olan glutatyon iiretiminde hayati 6nemdedir.

3-Trans-aminopropilasyon: SAMe’nin dekarboksilasyonu vasitasiyla sentezlenen
poliaminler, spermidin, spermin, putresindir. Spermidin ve spermin poliaminleri,
hiicre biiyiimesinin kontroliinde etkilidir; analjezik ve antieflamatuvar etkilere sahip
olduklar1 da gosterilmistir (Bottiglieri, 2002).

Metilen THF Poliamin

Metilen THF HF

T
rediiktaz . . T
Vitamin B12 Metiyonin Dekarboksillenmig
(hiicrede)
SAME ucrede SAMe TRANS-
etair@ i

5-metiltetrafolat - SAMe

Karaciger) SAMe I /‘ =
Homosistein

Serin/Vitamin BS\
Sistationin-R- '\ .
sentaz SAH
-

SAMe Metil THF 4
[SAH]/[SAMe]

(Spermin,Spermid\'n,Putresin)

TRANS- Sistationin

SULFURASYON ©
Yy -Sistationinaz Metil ahc:
ATP ATP

Sistein = y-Glutamilsistein =" GSH

Glisin
Glutamat

Sekil.1.18. SAMe’nin metabolizmasi.

SAMe’nin molekiiler yapisinin 1952 yilinda kesfedilmis olmasina ragmen 1973
yilina kadar herhangi bir klinik ¢aligmasi bulunmamaktadir. SAMe dogal formunda
stabil olmayan ve hizla degrade olan bir molekiildiir. ilk klinik ¢alismalar1 SAMe nin
stabil tuz formlarinin olusturulmasindan sonra gergeklestirilmistir.  Farmasotik
formiilasyonlarinda da kullanilan stabil tuz formlari, toluen stilfonat, tosilat disiilfat ve
1,4-biitan disiilfonat  tuzlaridir. SAMe’nin biyokimyasal reaksiyonlarina dayanarak

tanimlanan klinik kullanim alanlar1 depresyon, osteoartrit, demans ve karaciger
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hastaligin1 icermektedir. SAMe’nin antidepresan etkisi ozellikle ilgi ¢cekmektedir;
clinkii depresyonla birlikte folat eksikliginin yliksek insidansi goézlenmektedir ve
SAMe ve folat arasinda yakin bir metabolik iliski s6z konusudur. SAMe, vitamin B12
ve folat (vitamin B9) ile ¢alismaktadir; herikisinden birisindeki eksiklik viicutta SAMe
diizeyini azaltabilmektedir. Deney hayvanlarinda yiiriitilen c¢alismalar, folat
eksikliginin beyinde SAMe konsantrasyonlarin1 azaltabildigini gostermistir. Folat
eksikligi olan hastalarin serebrospinal sivilarinda SAMe ve serotonin-dopamin
metabolitlerinin onemli derecede diisiik konsantrasyonlarda bulundugu tespit
edilmistir  (Bottiglieri, 2002; Cantoni, 1952; Delle Chiaie, 2002; Fazio, 1973),
yaptiklar1 ¢alismada, major depresyon tanisi konmus hastalarin 143‘line oral SAMe
(1600 mg/giin; 6 hafta), 138’ine oral imipramin (150 mg/giin; 6 hafta),147’sine i.m.
SAMe (400 mg/giin; 4 hafta) ve 148’ine oral imipramin (150 mg/giin; 4 hafta)
uygulamislardir. Depresyon cevaplarinda SAMe’nin, imipraminle esit etki
gostermesine ragmen yan etki agisindan daha tolere edilebilir oldugu kanitlanmistir.
(Cerutti, 1993) dogum yapmis 190 depresif bayan iizerinde yaptigi calismada,
SAMe’nin plaseboya gore yiiksek etkinligi kanitlanmistir. Sarris, (2014), 144 major
depresyonlu hastada yaptigi 12 haftalik ¢alisma sonunda da SAMe, essitalopram’a
esit, plasebodan iistiin bulunmustur. Son yillarda yapilan 6nemli ¢alismalara gore
SAMe, serotonin geri alim inhibitdrlerine cevap vermeyen major depresyonlu
hastalarda ek tedavi olarak kullanimda plaseboya karst 6nemli iistiinliik gostermistir
(Dording, 2012; Levkovitz, 2012; Papakostas, 2010).

Amerika’da Mart-1999°dan beri besin deste§i olarak SAMe preparatlari
mevcuttur. Avrupa’da bazi lilkelerde 1979°dan itibaren mevcut oldugu
belirtilmektedir. SAMe’nin farmasotik dozaj formlar: intravendz, intramiiskiiler ve
peroral formlardir. Ayrica folik asit ve B12 vitamini ile birlikte SAMe igeren bir dilalt1
tableti de bulunmaktadir.

Depresyon ve demans tedavisinde giinde bir kez 200 mg dozda ve enterik kaph
tabletleri olarak oral yolla veriliste giinde iki veya ii¢ kez 400 mg dozlarda SAMe
kullanim1 6nerilmektedir (Bottiglieri, 2002; Cantoni, 1952). SAMe, sirkadyen ritme

uygun olarak sentezlenmektedir. Sirkadiyen ritmde ¢ok Onemli olan melatoninin
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biyosentezine katilmakla beraber melatoninle ters olarak sentezlenmektedir. Gece
SAMe oranmi diisiikkenken melatonin yiiksek, gilindiiz melatonin diisiikken SAMe
(biyosentezine katildigi i¢in) yiiksektir. Bundan dolayr SAMe’nin gece alinmamasi,
sabah alinmasi tavsiye edilmektedir (Guchhait, 1981; Sitaram, 1995) . SAMe, en ciddi
yan etkisi maniklik olmak iizere, bas agrisi, mide bulantisi, kusma, terleme, diyare gibi
diisiik ve tolere edilebilir yan etkilere sahiptir. Homosistein diizeyleri, koroner
ateroskleroz gelisiminde etkili olabileceginden, SAMe kullaniminda, SAMe’nin
homosisteine doniistimiiniin homosistein diizeylerini artirip artirmayacagi veya
koroner arter hastaligi gelisiminde bir etkiye sahip olup olmadigi bilinmemektedir.
Bazi klinik ¢alismalar aksini iddia etseler de genel kani manik ve bipolar kisilerde
kontrendike oldugu yoniindedir. Yine bazi klinik ¢aligmalarda ise bu etkinin tedavi
stiresi uzarken kayboldugu gozlenmistir. Yapilan klinik ¢caligmalarda SAMe ve olasi
metabolitlerinin toksik olmadigi kanitlanmistir. Ayrica ¢ocuklarda ve hamilelerde
yapilan az sayida ¢alismada giivenilir oldugu bulunmustur (Gaster, 1999; Goren, 2004;
Popper, 2013). SAMe’nin depresyon etkisi lizerinde yapilan klinik ¢alismalar Cizelge
1.10’da verilmistir.

1.5.2.SAMe’nin Farmakokinetik Ozellikleri

Absorpsiyon: S-Adenozilmetiyonin oral alimdan sonra ince bagirsakta duedonumdan
absorbe olmaktadir; fakat diisiik permeabiliteye sahiptir. Mutlak biyoyararlanimi %1
civarindadir. Bunun nedeni olarak diisiik permeabilitesi yanisira karacigerde yiiksek
ilk gecis etkisine ugramasi gosterilmektedir. Intramiiskiiler veriliste mutlak
biyoyararlanimi %80-90 olarak bulunmustur (Garcia-Trevijano, 2000; Macdonald,
2011; McMillan ve ark., 2005; Zappia, 1987).

Metabolizasyon: SAMe tasidig1 pozitif yiiklii siilfonyum iyonundan dolay1 viicuttaki
bir¢cok biyokimyasal reaksiyonda rol oynamaktadir. Viicutta ATP’den sonra en ¢ok
kullanilan ikinci substrattir  (Fontecave, 2004). SAMe, S-adenozilhomosistein’e
(SAH) metabolize olmakta ve bu da daha sonra homosisteine doniismektedir. Bu

doniisiim sirasinda vitamin B12, folik asit ve betain kofaktor olarak etki gosterir.
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Eliminasyon: Saglikli goniilliiler iizerinde i.v. enjeksiyon ile yapilan farmakokinetik

caligmalarda, SAMe’nin renal eliminasyondan daha ¢ok metabolizma yoluyla elimine

edildigi gosterilmistir (Giulidori, 1984).

Dagilma: Yapilan farmakokinetik calismalarla SAMe’nin dagiliminin iyi oldugu,

serum proteinlerine baglanmasinin ihmal edilir diizeyde oldugu gosterilmistir. Beyine

ise Ozel transport sistemiyle gectigi literatiirlerde gosterilmistir(Giulidori, 1984;
McMiillan ve ark., 2005).

Cizelge 1.10. SAMe’ nin depresyon etkisi tizerine yapilan klinik ¢aligmalar.

Literatiir Calisma Hasta sayisi Sonug
Dizaym
(Caruso ve ark., J Ciftkor 49 49 depresyonun eslik ettigi romatoid artritli hastada 21 giinliik
1984) SAM-e uygulamasmm ardinda depresyon seviyelerinde
plaseboya gore ciddi diistis goriilmiistiir.
(Criconia ve ark., | Tek kor 55 Beck depresyon 6lgegine gore depresyon yanitinda parenteral ve
1994) oral uygulanan SAM-¢’yle ciddi diisiis goriilmiistiir.
(Ancarani ve ark., [ - 53 Uzun siireli intravendz uygulama plaseboya gore tistiin ¢ikmustir.
1993)
(Konig , 1987) 108 2 yil boyunca osteoartritli hastalarda giinliik 400 mg oral tablet
kullanimindan sonra mental durum ve sikayet sayilari onemli
Olctide azalmis ve ciddi yan etkiler goriilmemistir.
(Schifano ve [ Tek kor 51 Alkolizme eslik eden depresyonda kullanilan dotiepin ve SAM-e
Garofoli,1993) iki hafta boyunca uygulanmus, etkileri esit bulunmustur.
(Sarris ve ark., J Cift kor 144 12 haftalik c¢alisma sonunda SAMe’nin, esitalopram’a esit,
2014) plasebodan {istiin etkisi bulunmustur.
(Levkovitz ve ark., § Cift kor 46 Serotonin geri alim inhibitoriine cevap vermeyen major
2012) depresyonlu hastalarda ek tedavi olarak plaseboya kars1 6nemli
gelisme gortilmiistiir.
(Papakostas ve | Cift kor 73 Serotonin geri alim inhibitoriine cevap vermeyen major
ark., 2010) depresyonlu hastalarda ek tedavi olarak plaseboya karst 6nemli
gelisme goriilmiistiir.
(Delle  Chiaie ve J Cift kor 143 oral SAM-e SAMe’nin imipraminle benzer etki gosterse de yan etki agisindan
ark., 2002) (6 hafta) daha tolere edilebilir oldugu kanitlanmistir.
138 imipramin
(6 hafta)
147 im SAM-e
(4 hafta)
148 imipramin
(4 hafta)
HIV seropozitif ve depresyon tanis1 konulmus 20 kisiyle 8 hafta
(Shippy ve ark., § Acik etiket 20 boyunca yapilan ¢aligmada oral SAMe, depresyon semptomlarini
2004) ciddi 6l¢iide diigtirmiistiir.
(Cerutti ve ark., J Ciftkor 190 190 dogum yapmus kadin tizerinde yapilan ¢alismada plaseboya
1993) gore ¢ok ciddi sonuglar alinmustir.
(Dording ve ark., J Cift kor 73 (44kadint+29erkek) Serotonin geri alim inhibitoriine cevap vermeyen tedavide ek

2012)

olarak kullanimda seks fonksiyonunda 6nemli artig goriilmiistiir.
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Bircok farmasotik preparatta kullanilan SAMe stabilite agisindan degisik
sicaklik ve pH degerlerinde yliksek kimyasal instabilite, diastereoizomerizm, alkali
duyarhiligi, oksidasyon, termal degredasyon gibi problemler barindirmaktadir. Bu
sebeplerden dolayr molekiil {izerinde kimyasal modifikasyonlar yapilmis ve anyonik
grubu daha yiiksek maddelerle tuzlari hazirlanmistir. Bir¢cok farkli tuzu olmasina
ragmen stabilitesi ve gilivenilirligi agisindan SAMe’nin 1-4 biitandisulfonat tuzu

formiilasyon ¢alismasi ig¢in uygun bulunmustur (Delle Chiaie, 2002).

1.5.3. SAMe’nin Stabilitesi

SAMe’nin, stabilite agisindan gozoniine alinmasi gereken Onemli ydnleri

bulunmaktadir (Desiderio ve ark., 2005). Bunlar su sekilde siralanabilir:

Yiiksek kimyasal instabilite
e Diastereoizomerizm

e Alkali duyarhiligs

e Oksidasyon

e Termal degradasyon

S-Adenozil-L-metiyonin, a-amino ve siilfonyum izomer merkezlerini tagimasi
nedeniyle diastereoizomerik Ozellik gostermektedir ve S,S izomeri aktifken R,S
izomeri inaktiftir. Farmasotik preparatlarda S,S ve R,S izomerleri karisim halinde
verilmektedir ve yukaridaki nedenlerden kaynakli stabilite sorunlarinda bu formlarin

oranlarinda degismeler goriilmektedir.
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Tez c¢alismasinda oral yolla veriliste stabil olmamasi, diisilk permeabilitesi ve
karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi nedeniyle diisiik biyoyararlanima sahip
SAMe’nin biyoyararlanimimi artirmak i¢in farkli formiilasyon yaklagimlarinin
arastirtlmasi1 ve degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu formiilasyon yaklasimi, etkin
maddenin, ilk gecis etkisini onlemek {izere, kolonda salimini saglayacak partikiiler

dozaj formlarinin hazirlanmasi temeline dayanmaktadir.
Bu sayede:

. Depresyonda  kullanilan  konvansiyonel ilaglarin  yan etkileri ile
karsilastirildiginda daha diisiik yan etki profili gdsteren etkin, emniyetli ve endojen bir

madde olan SAMe’nin antidepresan olarak kullaniminda yararlig: artirilacaktir.

. Prebiyotik etkili tasiyici materyaller kullanilarak bagirsak florast saglig
korunurken, dolayli olarak ruh sagliginin korunmasinda sinerjik etki saglanacaktir

(enterik sinir sitemi iligkisi).

. Etkin madde, konvansiyonel antidepresanlara goére pahalidir. Fakat
biyoyararlanimini artirarak ve dozunun azaltilmasi ile maliyetin disiiriilmesi

planlanmaktadir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Akiskan Yatak Cihazi
Bifenil ters faz HPLC kolonu

Cam malzemeler
C18 ters faz HPLC kolonu

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Diyaliz membran
(Molecular mass cutoff: 12.000 Da)
Diyaliz membran klipsleri

Gegirimli elektron mikroskobu
(Transmission electron microscope-TEM)
Hassas terazi

Inert pelletler

Insiilin ignesi

Liyofilizator

Manyetik karistirict
Membran filtre (Seliiloz asetat)

Mikropipetler (10-100 ul ve 100-1000 pl)

Mikropipet uglar1 (10-100 pl ve 100-1000

ul)
Optik Mikroskop
Paket Programlar

pH-metre

Su aritma sistemi

Taramali elektron mikroskobu
Ultrasantrifiij cihazi

Ultrasonik homojenizator (Prob sonikator)

Ultrasonik banyo
X-Ismi1 kirinim cihazi
Vorteks

Yiiksek Basingl
(HPLC)

S1vi

Kromatografisi

Mini Glatt (Almanya)

Kinetex bifenil (250 mm x 4,6 mm x 5
um) (ABD)

Ildam (Tiirkiye), Pyrex (ABD)
Supelco Discovery ( C18 ters faz ; 250
mm X 4,6 mm x 5 um) (ABD)
Shimadzu DSC 60 (Japonya)

Spectra/Por (ABD)
Sigma-Aldrich (Almanya)

FEI Tecnai G2 Spirit Bio (TWIN)
(Hollanda)

Sartorius BL 210 S (Almanya)

Dow (ABD)

1 ml,Microfine plus (Iingiltere)

Chriss Gamma 2-16 LSCplus
(Ingiltere)

Heidolph (Almanya)
0,45 pm; Minisart;
(Almanya)

Rainin (ABD)

LP Italiana Spa (italya)

Sartorius

Leica (Almanya)

SPSS 13 (ABD)

STATISTICA 8.0; Stat Soft. Inc.
(ABD) Kinetika-ThermoFisher
Scientific (ABD)

Hanna Instrument,HI183141 (ABD)
Milipor Mili-Q Plus System-(Fransa)
ZEIS Evo-40(USA)
Hettich-Mikro 12-24 (ABD)
Bandelin ~ Sonoplus  HD
(Almanya)

Ultrasonic LC 30 (Almanya)
Rigaku T01451 (Japonya)
Heidolph reax-top (Almanya)
Agilent 1260 Infinity (ABD)

2070
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Yiiksek Basingli Sivi  Kromatografisi

(HPLC)

Shimadzu
(Japonya)

Prominence-LC2030C

Zeta potansiyel ve partikiil bilyiikliigii Nano ZS, Malvern (Ingiltere)

Olciim cihazi

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat

Asetonitril (HPLC grade)
Aseton

Baryum kloriir

Diklorometan

Etanol

Eudragit FS 30D

Eudragit L30D-55
Gluteraldehit
Heptanesiilfonik asit sodyum tuzu
Hidroklorik asit ( %37 a/h )
Hidroksi Propil Metil Seliilloz (HPMC)
Inert pellet

Iniilin

Kalsiyum kloriir dihidrat
Magnezyum klortir
Magnezyum siilfat

Metanol

N,N karbonildiimidazol (CDI)
N-hidroksistiksinimid (NHS)
Pektin

Pharmacoat 606

PlasACRYL T20

Polietilen Glikol 6000
Poloksamer 188

Potasyum fosfat monobazik
Protasan UP 214 CL

S- adenozilmetiyonin 1,4 butanedisiilfonat

Sodyum bikarbonat
Sodyum fosfat dibazik
Sodyum hidroksit
Sodyum tripolifosfat
Sitrik asit

Sodyum kloriir
Sodyum lauril siilfat
Trifloroasetik asit
Trikloroasetik asit
Trietil sitrat
Tetrahidrofuran

Merck (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
Fluka (ABD)

Aklar Kimya (Tiirkiye)
Merck (Almanya)
Aklar Kimya (Tiirkiye)
Evonik (Almanya)
Evonik (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
Merck (Almanya)
Riedel de Haen (Almanya)
Dow (ABD)
FMC(Belcika)

Sigma Aldrich (ABD)
Aklar Kimya(Tiirkiye)
Aklar Kimya(Tiirkiye)
Merck (Almanya)
Riedel de Haen (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
Fluka (ABD)

Sigma Aldrich (ABD)
Shin-Etsu (Japonya)
Evonik (Almanya)
Sigma (ABD)
Sigma(ABD)

Daejung (Japonya)
NovaMatrix (Norveg)
Carbosynth NA (ingiltere)
Merck (Almanya)
Fluka (ABD)
MolyChem (Hindistan)
Sigma (ABD)

Aklar Kimya ( Tiirkiye)
Merck (Almanya)

Emir Kimya (Tiirkiye)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
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Tripolifosfat (TPP) Sigma Aldrich (ABD)

Tween 20 Merck (Almanya)
Tween 80 Merck (Almanya)
Vanilin Sigma Aldrich (ABD)
1-Etil-3-(3- Sigma Aldrich (ABD)

dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)

2.3.Calismalarda Kullanilan Ortamlarin Bilesimi ve Hazirlanmasi

1IN NaOH cozeltisi
NaOH......ooooiiiiiiiiiiiiiviiieeen 44 g
Distile su.............. 1 U 1000 ml

Hazirlamisi: Sodyum hidroksit distile suda ¢oziiliir ve ¢ozeltinin hacmi distile su ile

1000 ml’ye tamamlanir.

1IN HCI ¢ozeltisi
Derisik HCI ¢Ozeltisi......................... 85 ml
Distile su................. yM.....o....... 1000 ml

Hazirlanigi: Derisik HCI ¢ozeltisinden alinarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Suni Mide Ortam - pH 1,2 (SGF)

Derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi................. 7 ml
Sodyum Kloriir...........cooviiiiiiiiiiii, 2g
Distile su................. /28 1o PO 1000 ml

Hazirlanisi: Sodyum kloriir distile suda ¢oziiliir, derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi ilave

edilir, pH’s1 1,2’ye ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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Suni Kolonik Ortam 1- pH 7,0 ( SCoF1)

Potasyum klortir.............coooeeiiiiiinnin, 0,20 g
Sodyum Kloriir.............cooviiiiiiinn 8,00 g
Potasyum fosfat monobazik....................0,24 g
Sodyum fosfat dibazik ......................... 1,44 ¢
Distile su............ /281 1 PO 1000 ml

Hazirlamisi: Potasyum kloriir, sodyum kloriir, potasyum fosfat monobazik, sodyum
fosfat dibazik distile suda ¢oziiliir, pH’s1 7°ye ayarlandiktan sonra distile su ile 1000
ml’ye tamamlanir (Marques, 2011).

Suni Kolonik Ortam 2 - pH 5,8 ( SCoF2)

ASEtIK aSit.. ... 10,21 g
Sodyum hidroksit................ccooeiiii 6,28 g
Distile su................. /8 11 DR 1000 ml

Hazirlanisi: Asetik asit ve sodyum hidroksit distile suda ¢oziiliir, ¢ozelti pH’s1 5,8’e

ayarlanir. Daha sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir (Marques, 2011).

In vitro HPLC Analizi icin Mobil Faz Cozeltisi — pH 5,4

Amonyum asetat............coooeiiiiiiiiiiiiien, 3,854 ¢
Trifloroasetik asit...........c.cooeviiiiiiinnie 10 ml
Distile su............... YM...oooiiiiiiiienne.... 1000 ml

Hazirlamisi: Hesapli miktar amonyum asetat bidistile suda ¢oziiliir, %1 h/h

trifloroasetik asit (TFA) ilave edilir. Cozeltinin pH’s1 5,4’e ayarlanir ve bidistile su ile
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1000 ml’ye tamamlanir. Yiiksek basinglt sivi kromatografisi (HPLC) ¢alismalari i¢in
mobil faz olarak hazirlanan bu tampon ¢dzeltisi kullanilmadan 6nce 0,2 pm - seliiloz
asetat membrandan siiziiliir ve 15 dk ultrasonik banyoda degaze edilir (Zhang ve

Klinman, 2015).

Plazmada HPLC Analizi i¢cin Mobil Faz Cozeltisi — pH 6,0

Heptanesiilfonik asit sodyum tuzu.................. 6¢g
Potasyum dihidrojen siilfat........................... 2g
Metanol........ooiiiiiiiiii 200 ml
Distile su.................. 28 11 PR 1000 ml

Hazirlanmist: Hesapl miktar heptanesiilfonik asit sodyum tuzu ve potasyum dihidrojen
stilfat bidistile suda ¢oziiliir ve 200 ml metanol ilave edilir. 1 N NaOH ile pH’s1 6’ya
ayarlanir ve bidistile suyla istenen hacme tamamlanir. HPLC ¢alismalar1 i¢in mobil
faz olarak hazirlanan ¢6zelti kullanilmadan 6nce 0,2 pm - seliiloz asetat membrandan

stiziiliir ve 15 dk ultrasonik banyoda degaze edilir (Poirier ve ark., 2001).

2.4. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

2.4.1. SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin su ile g¢ozeltileri hazirlanmis ve Bolim 2.3’te verilen mobil faz
kullanilarak UV dedektorii ile 200 — 400 nm arasinda spektrumu alinmistir;
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) belirlenmistir. SAMe’nin S,S ve
R,S olmak iizere iki tip diastereoizomeri oldugundan yapilacak analizlerde SAMe’nin
bu diastereoizomerlerini ayirmak ve aktif olan S,S miktarlarin1 tayin etmek

gerekmektedir.
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Oncelikle SAMe’nin su ig¢inde 5 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. HPLC’de mobil faz akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler

degistirilerek iki diastereoizomerin belirgin sekilde ayrilacagi kosullar belirlenmistir.

24.2. SAMe’nin HPLC ile Su Ortamindaki Standart Dogrularinin

Hazirlanmasi

SAMe’nin su icerisinde 50 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmig ve
bu stok ¢ozeltiden yapilan seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda (2,5-10 pg/ml) bir
seri ¢ozelti hazirlanmistir. Cozeltilerin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
(Amax) analizleri yapilmis ve bilinen konsantrasyonlar x eksenine, buna karsilik
okunan S,S ve R,S diastereoizomerlerinin alan degerleri toplami1 y eksenine koyularak
SAMe’nin standart dogrusu ¢izilmistir. Bunlarin yaninda alikonma zamanlari da
kaydedilmistir. islemler ii¢ farkli stok ¢dzelti iizerinde calisilarak yiiriitiilmiistiir. S,S
ve R,S izomerlerinin alan degerlerinin toplam igindeki yiizdesinden hareketle herbir

izomerin yiizdesi hesaplanmustir.

2.4.3. SAMe’nin Su, SGF ve SCoF2 Ortamlarinda UV Spektrofotometrisi Analizi

SAMe’nin su, SGF ve SCoF ortamlarinda, 50 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin 200 — 400 nm arasinda spektrumu alinarak maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) tayin edilmistir.
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2.44. SAMe’nin Su, SGF ve SCoF2 Ortamindaki Standart Dogrularinin

Hazirlanmasi

SAMe’nin su, SGF ve SCoF2 ortamlari i¢inde hazirlanan 50 pg/ml
konsantrasyondaki  stok  ¢ozeltilerinden  yapilan  seyreltmelerle  farkl
konsantrasyonlarda (2,5-50 pg/ml) bir seri ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda (Amax) analizleri yapilmis ve bilinen
konsantrasyonlar x eksenine, buna karsilik okunan absorbans degerleri y eksenine
konularak standart dogrulari ¢izilmistir. Islemler {i¢ farkli stok ¢ozelti {izerinde

calisilarak ylriitilmiistiir.

Calismada iki farkli kolon ortaminda ¢oziinme hizi yapilmasi planlanmistir.
Ancak SAMe’nin HPLC ile yapilan stabilite ¢aligmalarinin sonuglara gore suni
kolon ortami olarak SCoF1°de (pH 7) stabilitesinin diisiik olusundan dolay1 SCoF2
(pH 5,8) kullanilmustir.

2.4.5. SAMe’nin Plazma Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin Sekil 2.1°de gosterilen ekstraksiyon protokoliine uygun olarak
hazirlanan plazma i¢indeki ¢ozeltilerinin HPLC kosullarinda UV dedektori ile 200 —
400 nm arasinda spektrumlar1 alinmistir; maksimum absorbans gozlenen dalga boyu
(Amax)  belirlenmistir. Oncelikle SAMe’nin su icinde 5 pg/ml konsantrasyonda
cozeltileri hazirlanip plazmaya ilave edilmistir. HPLC’de mobil faz akis hizi,
enjeksiyon hacmi gibi parametreler degistirilerek SAMe’nin belirgin sekilde

ayrilacagi kosullar belirlenmistir.
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2.4.6. SAMe’nin HPLC ile Plazmadaki Standart Dogrularinin Hazirlanmasi

SAMe’nin su igerisinde 40 ug/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve
bu stok ¢ozeltiden yapilan seyreltmelerle farkli konsantrasyonlarda (0,10-20 pg/ml)
seri ¢oOzeltileri hazirlanmistir. Daha sonra Sekil 2.1°de belirtilen ekstraksiyon
prosediiriine gore standart ¢ozeltileri elde edilmistir. SAMe’nin endojen bir madde
olmasindan dolayi, t=0 aninda elde edilen alan degerleri standart ¢ozeltilerinden
okunan alan degerlerinden ¢ikarilmistir. Elde edilen alan degerleri (y), bilinen SAMe
konsantrasyonlarina (x) kars1 grafige gegirilerek SPSS istatistik programi yardimiyla
standart dogrular ¢izilmistir. Sonug¢ standart dogrusu giiven sinir1 (% 95) icerisinde
belirlenmistir. Bunlarin yaninda alikonma zamanlar1 da kaydedilmistir. Analizlerde 3

paralel calisilmis ve plazmadan gelebilecek kalintilar i¢cin 6n kolon kullanilmistir.

EKSTRAKSiYON
100pl plazma

!
+ 200 ul %10 (a/h) trikloroasetik asit ¢ozeltisi
+ 33 ul farkli konsantrasyonlardaki SAMe ¢ozeltisi

30 dk buz banyosunda inkiibasyon ve proteinlerin tam olarak ¢oktiiriilmesi
!
3 000 rpm’de 10 dakika santrifiij
!

Siipernatanin 0,22 um por ¢apindaki membran filtreden siiziilmesi

!
HPLC analizi

Sekil 2.1. Ekstraksiyon yontemi akis semas.

2.5. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlar:

Analitik validasyon parametreleri olarak dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri
elde, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), teshis sinir1 (LOD) , tayin siniri
(LOQ) ve sistem uygunlugu incelenmistir. Bu parametrelerin degerlendirilmesinde
kullanilan kabul kriterleri resmi kilavuzlar, kitaplar ve bilimsel ¢alismalar referans

almarak belirlenmistir (Ozkan ve ark., 2011; Food and Drug Administration, 2019;

63



European Medicines Agency, 2019; Shabir, 2004; Center for Drug Evaluation and

Research, 2019; International Center of Harmonization, 2019) .

Dogrusallik ve Arahgi

Dogrusallik bir analitik islemin numunedeki madde konsantrasyonu ile orantili
bir sekilde test sonuclarint verebilmesidir. Aralik ise uygun kesinlik, dogruluk ve
dogrusallig sagladig1 gosterilen analitik islem i¢in numunedeki maddenin en yiiksek
ve en diisiik konsantrasyonlari arasindaki araliktir. SAMe’nin farkli ortamlarda miktar
tayininde kullanilacak olan standart dogrularini tespit etmek amaciyla Cizelge 2.1°de
belirtildigi sekilde stok ¢dzeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler yine kendi ortamiyla
seyreltilmek suretiyle ayni ¢izelgede verilen araliklarda seri ¢ozeltileri hazirlanmstir.
Plazma ortaminda analiz i¢in ise suda hazirlanan seri ¢ozeltiler Sekil 2.1°de verilen
semaya gore plazma i¢inde hazirlanmistir. Bilinen konsantrasyonlar x ekseninde, elde
edilen alan degerleri toplam1 y ekseninde grafige gegcirilerek SPSS istatistik programi
yardimuiyla standart dogrulari ¢izilmistir. Sonug standart dogrusu giiven sinirt (% 95)

igerisinde belirlenmistir.

Dogruluk

Kabul edilen deger ile dogru denkleminden elde edilen degerin yakinliginin
Ol¢iistidiir. SAMe’nin miktar tayininde kullanilacak olan standart dogrulardan elde
edilen dogruluk ve yiizde geri eldeyi tespit etmek amaciyla SAMe’nin yiiksek, orta,
diisiik olmak suretiyle li¢ farkli konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
konsantrasyonlar Cizelge 2.1°de goriilmektedir. Olgiimler tekrarli olarak yapilmuigtir
ve buradan % geri elde, standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma (BSS)
hesaplanmigtir.  HPLC ile su ortaminda yapilan Olgiimlerde S,S ve R,S
diastereoizomerlerinin alan degerleri toplami standart dogru denkleminde yerine
konarak toplam SAMe miktar1 ve alan yiizdelerinden yararlanilarak ayr1 ayr

konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.
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Kesinlik

Gelistirilen yontem kullanilarak ayni numuneden yapilan ¢oklu 6rneklemenin

dogrulugunun &lgiisiidiir. Olgii olarak sonuglar arasindaki % BSS kullanilir. Analizi

yapilacak ¢ozeltinin en az 5-6 6l¢iimii yapilir. Kesinlik {i¢ asamada degerlendirilir:

Tekrarlanabilirlik ( repeatability )

Ara kesinlik ( intermediate precision )

Tekrar edilebilirlik ( reproducibility )

SAMe’nin  miktar tayini yontemlerinin kesinligini tayin etmek i¢in yontemlerin

tekrarlanabilirligi ve ara kesinlikleri incelenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Ayni islem kosullarinin kisa zaman araliklarinda yapilan tekrarli okumalarindaki

kesinlik 6l¢iisiidiir. Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde yapilan 6l¢tim degerleri standart

dogru denklemlerinde yerlerine konularak bulunan konsantrasyonlarin % BSS

degerleri bulunmustur.

Cizelge 2.1. Farkli yontemler ve farkli ortamlarda yapilan etkin madde miktar tayinlerinin analitik

validasyonlari i¢in uygulama kosullart.

Dogrusallik ve | Dogruluk Kesinlik
aralig
Tekrarlanabilirlik Ara kesinlik
Stok Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
cozelti aralig1
Spektrofotometri n=3 5’er kez 6l¢iim 10 kez 6l¢tim 5 kez dlgiim
Su ortami 50 pg/ml 2,5- 50 pg/ml 5 pg/ml 20 pg/ml 20 pg/ml
20 pg/ml
50 pg/ml
SGF 50 pg/ml 2,5- 50 pg/ml 2,5 pg/ml 35 ug/ml 25 ug/ml
30 pg/ml
50 pg/ml
SCoF2 50 pg/ml 2,5- 50 pg/ml 3,75 ng/ml 40 pg/ml 35 pg/ml
30 pg/ml
50 pg/ml
HPLC n=3 5’er enjeksiyon | 12 enjeksiyon 12 enjeksiyon
Su ortami1 50 pg/ml 0,5-10 pg/ml 1 pg/ml 8 ng/ml 8 ug/ml
4 pg/ml
8 ug/ml
n=3 5’er enjeksiyon | 10 enjeksiyon 5 enjeksiyon
Plazma ortamu | 20 pg/ml | 0,01-2 pg/ml 0,025 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
(su) (plazma ile birlikte | 0,25 pg/ml
ekstraksiyon) 1 pg/ml
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Ara kesinlik

Laboratuvar i¢i deneysel farkliliklari belirlemek amaciyla yapilir. Farkli giinler
veya farkli analistler tarafindan elde edilen sonuglar degerlendirilir. % BSS degeri
kullanilarak ifade edilir. Cizelge 2.1°de verilen islem kosullarinda farkli analistlerin

hazirladigi ¢ozeltiler ve dlgiimleri ile incelenmistir.

Teshis ve Tayin Simirlar:

Teshis Sinir1 ( LOD )

Analizi yapilacak 6rnegi tayin edebilen fakat nicel verilerle saptanamayan en
diistik derisimdir. Bu degerin bulunmasinda gorsel degerlendirme yontemi, HPLC i¢in
sinyal / giirliltii oranina dayali yontem ve dogrusallik ve araligindaki en diisiik
konsantrasyona karsilik dl¢ctimlerin standart sapmasi — standart dogrunun egimi ile
hesaplama yontemi gibi farkli yontemler mevcuttur. Yapilan ¢alismada LOD Esitlik

4’te belirtilen denklem yardimiyla hesaplanmistir (n=3).
LOD =>x3.3 Esitlik 4

SS: Standart Sapma

m : Egim

Tayin Sinir1 (LOQ )

Maddenin uygun kesinlik ve dogrulukta tayin edilebilen, dogrusallik sinirlari
icerisinde kantitatif olarak saptanabilen en diisiik konsantrasyon derisimidir. Diisiik
konsantrasyonlu yapilar, safsizliklar ve degradasyon {iriin tayinlerinde sik¢a kullanilan
bir veridir. Bu degerin bulunmasinda gorsel degerlendirme yontemi, sinyal/giiriiltii
oranina dayali yontem ve dogrusallik ve araligindaki en diigiik konsantrasyona karsilik

Ol¢iimlerin standart sapmas1 - egim ile hesaplama yontemi gibi farkli yontemler
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mevcuttur. Yapilan calismada LOQ Esitlik 5’de belirtilen denklem yardimiyla

hesaplanmistir (n=3).

LOD = fn—sxw Esitlik 5

SS: Standart Sapma

m : Egim

Sistem Uygunluk Testleri

S1vi kromatografisi ve diger ayirma yontemlerinin yeterli dogruluk ve kesinlikte
oldugunu belirtmek amaciyla Amerikan Gida ve Ilag¢ Birligi ( FDA) ve Amerikan
Farmakopesi (USP) tarafindan 6nerilen ¢alismalardir (USP 40, 2017). Bu testlerle sivi
kromatografik sistemin yeterince dogru ve diizgiin ¢alistig1 kanitlanmis olur. Yapilan
calismada su ortaminda miktar tayini i¢in HPLC cihazinda aktif form olan S,S
diastereoizomerinin uygunluk testleri kapsaminda SAMe’nin sudaki 8 pg/ml
konsantrasyonda ¢ozeltisi ile tekrarlanabilirlik (alan ve alikonma zamani), teorik plaka

sayis1 ve kuyruklanma faktorii belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik  ¢aligmalar1  kapsaminda sudaki SAMe’nin 8 pg/ml
konsantrasyonundaki ¢ozeltisinin 12 defa enjeksiyonu sonucunda belirlenen alan ve

alikonma zamanlarinin % BSS degerleri belirlenmistir.

Teorik Plaka Sayisi

Kolonun icinde ¢ok fazla iist iiste siralandig1 kabul edilen tabakalar oldugu
varsayilir ve bunlar teorik plaka olarak isimlendirilir. Analizi yapilan maddenin
cinsine bagl oldugu gibi deney kosullarina da baghdir. Kolonun verimliligi ile ilgili
bir terimdir. USP 40°da (2017) belirtilen hesaplama yontemi asagidaki gibidir (Sekil
2.2).
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N =16 (V./w,)?

Ilnjection

N = Teorik plaka sayisi

Ve=Alikonma uzakligi,zamani(dk veya cm )
H= pik yiksekligi

Wy= Pik genisligi (ml, dk veya cm)

Sekil 2.2. Teorik plaka sayisinin hesaplanmasi ve sematik gosterimi.

Stabilite Calismalar:

Stabilite, etkin maddenin belirli bir siire ve kosullar altinda yapisin1 bozunmadan
muhafaza etmesidir. Etkin madde c¢o6zeltisinin belirli siireler igerisinde analiz
edilmesiyle belirlenir. USP’de zorunlu bir validasyon parametresi olarak verilmese de
stabilite c¢aligmalarmin yapilmasi Onerilmektedir. Boylece gerek Olclime kadar
bekletilecek siirede, gerekse de preparat hazirlama kosullarmin etkisi altinda etkin
maddenin stabilitesi belirlenmektedir. SAMe stabilite agisindan degisik sicaklik ve pH
degerlerinde,

i) yiiksek kimyasal instabilite

i) diastereoizomerizm

iii) alkali duyarlilig

iv) oksidasyon

V) termal degredasyon
gibi problemler barindirmaktadir (Desiderio vd., 2005). SAMe, a-amino ve siilfonyum
izomer merkezleri bulundugundan dolay: diastereoizomerik 6zellik gdstermektedir ve
S,S diastereoizomeri aktifken, S,R diastereoizomerinin inaktif oldugu belirtilmektedir.
Farmasotik preparatlarda S,S ve R,S diastereoizomerleri karisim halinde verilmektedir
ve yukaridaki nedenlerden kaynakli stabilite sorunlarinda bu formlarin oranlarinda

degismeler goriilmektedir.
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Stabilite ¢alismalart SAMe’nin su, SGF, SCoF1, SCoF2 ortamlar1 i¢indeki 5
pg/ml konsantrasyondaki 10 ml’lik ¢ozeltilerinin  buzdolabinda (5+£3°C), iklim
dolabinda (25 £ 2 °C, % 60 bagil nem) ve etiivde (37 = 2°C) 24 saat boyunca inkiibe
edilmesi seklinde yiirtitiilmiistiir. Cozeltilerden belirli zaman araliklarinda (0, 8. ve 24.
saat) Ornekler almarak HPLC’de analiz edilmistir. Bunun yanmisira pektin
nanopartikiillerinin imalat kosullarinda sicakligin 55°C’ye kadar ¢ikacak olmasindan
dolayr bu asamadaki etkin madde stabilitesini tespit etmek amaciyla SAMe, su
ortaminda, 55°C’de, 6 saat inkiibasyona birakilmistir; 6. saatin sonunda ¢ozelti analiz
edilmistir (Dutta ve Sahu, 2012). Stabilite incelemeleri, etkin maddenin S,S ve R,S

diastereizomerlerindeki konsantrasyonun degisiminin izlenmesi seklinde yapilmistir.

Ayrica UV spektrofotometrisi ile de stabilite degerlendirmesi yapilmustir.
SAMe’nin su, SGF ve SCoF2 ortamlar1 i¢indeki 40 pg/ml konsantrasyondaki 10 m1’lik
¢ozeltilerinin buzdolabinda (5+£3°C), iklim dolabinda (25 + 2°C, % 60 bagil nem) ve
etivde (37 £ 2°C) 24 saat boyunca inkiibe edilmesi seklinde yiiritiilmistiir.
Cozeltilerden belirli zaman araliklarinda (0, 8. ve 24. saat) ornekler alinarak UV

analizleri yapilmistir (Dutta ve Sahu, 2012).

2.6. Etkin Maddenin Piyasa Preparati Uzerine incelemeler

SAMe’nin piyasadaki tek preparatt olan BIOSAME® iizerinde HPLC’de
analizler yapsekil 1.51lmistir. BIOSAME® Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi SAMe nin

yanisira vitamin B12 ve folik asit icermektedir.

Cizelge 2.2. BIOSAME® etkin madde igerigi.

S-Adenozil-L-Metiyonin 200 mg
Vitamin B12 18 ug
Folik Asit 400 pg
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Tablet formundaki piyasa preparati havanda ezilerek toz haline getirilmis, bu toz
karisimi suda ¢oziilmiis ve tabletteki ¢oziinmeyen diger maddeleri ayirmak i¢in siizgeg
kagidindan (Whatman No:42) sliziilmiistir. HPLC analizinde S,S / R,S
diastereoizomer konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Bu g¢alismada kullanilan etkin

maddenin S,S oran1 ve S,S / R,S oraniyla karsilagtirilmistir.

2.7. Formiilasyon Calismalari

2.7.1 Kitozan Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve Formiilasyon Optimizasyonu

Kitozan nanopartikiiller, suda ¢oziiniir kitozan kloriir (Protasan UP 214 CL)
kullanilarak iyonik jelasyon teknigi ile hazirlanmistir. Kullanilan kitozan kloriiriiriin
viskozitesi 20-200 mPa.s, molekiil agirhigi 150-400 kDa , deasetilasyon derecesi
>%90’d1r. Su igerisinde 1 ve 3 mg/ml kitozan kloriir ¢ozeltisi ve 0,5 mg/ml ve 1,0
mg/ml tripolifosfat (TPP) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cizelge 2.3’te verilen miktarlarda
SAMe, 15 ml kitozan ¢ozeltisine eklenerek manyetik karistiricida 400 rpm’de 2 dk
stire ile kanistirilmistir. Anyonik 6zellikteki 6 ml TPP ¢ozeltisi, katyonik 6zellikteki
kitozan-SAMe ¢ozeltisine insiilin ignesi yardimiyla 1,25 ml/dk hizda damla damla
eklenmis ve elektrostatik etkilesim saglanmistir. Elde edilen nanopartikiilleri
coktliirmek i¢in 26 000 rpm hizda, 1 saat, 10°C’de ultrasantrifiij uygulanmis ve
slipernatan ayrilmistir. Coken etkin madde yiiklii nanopartikiiller 1,5 ml distile suda
stispande edilerek -80°C sicaklik ve 0,01 mbar basing altinda liyofilizatorde
dondurularak kurutulmustur. Cizelge 2.3’te X1, X2 ve X3 olarak gosterilen
formiilasyon parametrelerinin, bagimsiz degiskenler olmak {izere, nanopartikiillerin
partikiil biiytikliigii, zeta potansiyeli, yiikleme etkinligi ve islem verimi gibi 6zellikleri
(bagimli degiskenler) iizerine etkisi ¢oklu lineer regresyon ile incelenmistir

(STATISTICA 8.0; Stat Soft. Inc., OK, USA).
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Cizelge 2.3. Kitozan formiilasyonlarinin bilesimleri.

Formiil Kitozan Konsantrasyon arahigi TPP SAMe
kodu —mg/ml Konsantrasyon arahig - mg/ml miktar1 — mg
(15 ml ilave edilen) (6 ml ilave edilen)
X1 X2 X3
FK1 1 0,5 13,5
FK2 1 0,5 45
FK3 1 1 13,5
FK4 1 1 45
FK5 3 0,5 13,5
FK6 3 0,5 45
FK7 3 1 13,5
FK8 3 1 45

2.7.2.Pektin Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve Formiilasyon Optimizasyonu

Pektin nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi ile hazirlanmistir ve bilesimleri
Cizelge 2.4’te verilmektedir. Manyetik karistiricida karigsmakta olan I nolu pektin
¢ozeltisine instilin enjektorii yardimiyla dnce Il nolu ¢ozelti, ardindan I1I nolu sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Olusan nanopartikiil stispansiyonu 25+2°C
sicaklikta 30 dk boyunca 600 rpm’de karistirilmigtir (Chittasupho ve ark. 2013). Elde
edilen pektin nanopartikiilleri 13 000 rpm, 10 dk, 10°C’de santrifiij edilmis ve her
seferinde 2 ml bidistile suyla 3 kez yikanarak, tekrar santrifiij edilmistir ve ayrilan
siipernatanlar birlestirilmistir. Coken etkin madde yiiklii nanopartikiiller 1,5 ml distile
suda siispande edilerek -85°C sicaklik ve 0,01 mbar basing altinda liyofilizatorde
dondurularak kurutulmustur. Calismada oncelikle capraz baglayicinin belirlenmesi
amaciyla FP1-FP4 formiilleri denenmis, formiillerin partikiil bilytkligl, zeta
potansiyeli ol¢iilmiis ve yiikleme etkinligi tayin edilmistir. Daha sonra belirlenen
capraz baglayict ile optimizasyon c¢alismast yapilmig ve FP5-FP12 kodlu
formiilasyonlara ¢oklu lineer regresyon analizi uygulanarak formiilasyon

parametrelerinin etkileri incelenmistir (STATISTICA 8.0; Stat Soft. Inc., OK, USA).
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Cizelge 2.4. Pektin nanopartikiil formiilasyonlarinin bilesimleri.

Bilesenler | FP1 | FP2 [ FP3 [ FP4 [ FP5 | FP6 [ FP7 | FP8 | FP9 [ FP10 [ FP11 | FP12

SAMe (mg) | 15 15 15 15 30 15 30 15 30 15 30 15
| Pektin (mg) | 80 80 80 80 80 80 80 80 160 | 160 160 160

Distile su | 4 4 4 4 4 4 4 4 8 8 8 8
(ml)
1 MgClz(mg) | 40 - - - - - -
MgSO4 - 40 |- - - - -
(mg)
CaCl2.2H:0 | - - 40 - - - -
(mg)
BaCl2(mg) | - - - 40 |40 |40 |80 |80 |40 |40 80 80
Distile su | 4 4 4 4 4 4 8 8 4 4 8 8
(ml)
111 | NaHCOs 20 (20 |20 [20 |20 |20 |20 |20 |20 |20 20 20
(mg)
Distile su | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
(mi)

2.7.3.Iniilin Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi ve Formiilasyon Optimizasyonu

Iniilin  nanopartikiilleri ~ olusturmak amaciyla desolvasyon ydntemi
uygulanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin bilesimleri Cizelge 2.5’te verilmektedir.
Cizelgede belirtilen miktarlarda iniilin ve SAMe su fazinda ¢6ziilmiis ve 700 rpm’de
karismakta olan organik faza insiilin ignesiyle damla damla ilave edilmistir. Organik
fazda dagilan dispersiyon damlaciklarinin sertlesmesi i¢in su veya organik faza farkli
capraz baglayicilar (N,N-karbonildiimidazol (CDI), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC), vanilin, N-hidroksisiiksinimid (NHS), sitrik
asit, glutaraldehit) eklenmistir. Karisim, ¢eker ocak altinda 25+2°C’sicaklikta 4 saat
boyunca karistirilarak organik fazin ugmasi saglanmistir (Jahanban-Esfahlan ve ark.,
2016 ve Li ve ark., 2008) . Uretim islemi 25+2°C’te gerceklestirilmistir. Ancak, CDI
ve EDC i¢in ilk 15 dk 2-8°C’te capraz baglanma reaksiyonu yiiriitiilip daha sonra
25+2°C sicakliga alinmistir. SAMe ile iyon cifti olusturulmasi amaciyla, anyonik
yiizey aktif madde sodyum lauril siilfat (SLS) 300 pul formik asit yardimiyla organik
fazda ¢oziilerek iyon kompleksi olusturulmasi saglanmistir. Organik fazin
ucurulmasindan sonra dispersiyon, 30 dk boyunca 20 000 rpm hizda, 10°C’de santrifiij
edilerek nanopartikiiller ayirilmistir. Coken etkin madde yiiklii nanopartikiiller distile
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suda siispande edilmis ve -85°C sicaklik ve 0,01 mbar basing altinda liyofilizatorde

dondurularak kurutulmustur.

Cizelge 2.5. Iniilin nanopartikiil formiilasyonlarinin bilesimleri.

FI1* | FI2** | FI3

Fl4

FI5

FI6

FI7

FI8

FI9

FI110

Fl11

Fl12

FI13

Fl14

Su faz1

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

SAMe(mg) 10 12,5 12,5
SLS(mg) -

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

Inulin(mg) 160 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 250

Gluteraldehit | 1 4
(mh)

Sitrik asit | - - 25 - - - - - - - - - B _
(mg)

Tween 20 - - - - %0,1 | %0,1 | - - %0,1 | -

CDI (mg)

EDC (mg) - - - - - - - - - R

Su (ml) 8 4 4 4 4 4 4 4 4 4

[ N I 1S
' 151 KN K
[$)]

(3]

Organik Faz

Formik - - - - - - - 300 | 300 -
asit(ul)

Vanillin (mg) | - - - 25 - 25

CDI(mg) - - - - - - 2 2 - 2 - - - -

NHS(mg) - - - - - - - - - 04 | - - B B

THF (ml) - - - - - - 8 |8 8 - - - -

Aseton(ml) 16 8 8 8 8 8 - 8 - 8 8 8 8

*Gluteraldehit konsantrasyonu: %25 a/h, **Gluteraldehit konsantrasyonu: %50 a/h; Kisaltmalar: SLS:Sodyum
lauril siilfat; CDI: N,N karbodiimidazol, EDC: I-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid; NHS: N-
hidroksisiiksinimid;, THF: Tetrahidrofuran

Cizelge 2.5’te yer alan formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii, zeta potansiyeli 61¢iilmiis
ve ylkleme etkinligi tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara bagli olarak SLS’nin
SAMe ile 5:1 molar oranda birleserek iyon ¢ifti olusturdugu formiilasyon (F114) temel
alinarak bu formiilasyonun optimizasyonu icin ii¢ diizey — iki faktorlii (3?) bir tasarim
yapilmistir. Bu tasarimda SAMe miktar1 ve SLS:SAMe molar orani bagimsiz
degiskenler olarak alinmistir. Bagimli degiskenler, yani cevap faktorler olarak
nanopartikiillerin karakterizasyon bulgular1 alinmistir. Coklu lineer regresyon ile
degiskenler arasinda korelasyonlar degerlendirilmistir. Cizelge 2.6’da bagimsiz
degiskenler ve diizeyleri, Cizelge 2.7°de ise buna goére hazirlanan formiilasyonlar

verilmektedir.

Cizelge 2.6. Faktoriyel tasarim bagimsiz degiskenleri ve diizeyleri.

Bagimsiz Faktorler

SAMe Miktari (mg) SLS:SAMe oran1 (M)
Seviye X1 Kod X2 Kod
Diisiik 25 -1 1 -1
Orta 50 0 3 0
Yiiksek 75 +1 6 +1
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Cizelge 2.7. Iniilin nanopartikiilleri tasarim formiilleri.

Bilesenler FI15 | FI16 | FIL7 | FI18 | FI19 | FI20 | FI2L | FI22 | FI23
SAMe(mg) 25 |25 |25 |5 |50 |5 |75 |75 |75
3 SLS (mg) 20,80 | 14,90 | 4,966 | 59,60 | 29,80 | 9,032 | 89,40 | 44,70 | 14,90
3 Tnilin(mg) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
2 EDC (mg) 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Su (mly 45 |45 |45 |45 |45 |45 |45 |45 |45
< Formik asit (ul) | 300 | 300 | 300 |300 |300 |300 |300 |300 |300
= N
S [“Aseton (ml) 8 8 8 8 8 8 8 8 8
S

2.8 .Nanopartikiillerin In Vitro Karakterizasyonu

2.8.1.Etkin Madde icerigi ve Yiikleme Etkinligi Tayini
Kitozan Nanopartikiilleri

Hazirlanan kitozan nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktar tayini i¢in
indirekt yontem tercih edilmistir. Ultrasantrifiij sonras1 silipernatanda UV
spektrofotometresinde tayin edilen etkin madde miktari, nanopartikiillere
yiiklenemeyen etkin maddedir ve toplam etkin madde miktarindan ¢ikartilarak
baslangicta ilave edilen etkin maddenin nanopartikiiller i¢inde tutulan % miktar1

bulunmustur (n=3) (Esitlik 6).
% Yiikleme Etkinligi = “=x100 Esitlik 6

A: Toplam etkin madde miktar1 (mg)

B: Siipernatandaki etkin madde miktar1 (mg)

Etkin madde icerigi ise elde edilen nanopartikiiller i¢inde % agirlik olarak etkin

madde fraksiyonudur. Esitlik 7°ten yararlanilarak hesaplanmistir.
% Etkin madde icerigi = %xlOO Esitlik 7
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C: Nanopartikiiller i¢inde tutulan etkin madde miktar1 (mg)
D: Nanopartikiil kiitlesi (mg)

Pektin nanopartikiilleri ve Iniilin Nanopartikiilleri

Hazirlanan pektin ve iniilin nanopartikiillerinde yiiklenen etkin madde miktar
tayini i¢in direkt yontem tercih edilmistir. Liyofilizasyondan sonra elde edilen kuru
nanopartikiil kiitlesinde bulunan etkin madde miktar1 belirlenerek etkin madde igerigi
tayin edilmistir. Bunun i¢in liyofilize formdaki etkin madde yiiklii nanopartikiil
formiillerinden 5 mg tartilmis, 1 ml metanolde 5 dk inkiibe edilerek pektinin
pargalanmasi saglanmistir, ardindan 5 ml’ye distile suyla tamamlanarak 30 dk siire ile
ultrasonik banyoda tutulmustur; boylece etkin maddenin suya ge¢cmesi saglanmistir.
Polimerin uzaklagtirilmas1 amaciyla 0,45 pm-membran filtreden siiziilen numune UV
spektrofotometrede etkin madde miktarinin tayini amaciyla analiz edilmistir. Esitlik 7

yardimu ile igerdigi etkin madde miktart hesaplanmistir (n=3).

2.8.2.Nanopartikiil Uretim islemi Veriminin Tayini

Nanopartikiil iretim isleminin verimi Esitlik 8’den yararlanilarak hesaplanmaistir.

% islem verimi = %xwo Esitlik 8
NP : Elde edilen nanopartikiil miktar1 (mg)
Total kati : Formiilasyonda kullanilan total kati madde miktar1 (mg)

2.8.3.Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliikleri ve Dagilimlarinin incelenmesi

Dinamik 151k sagilimi (DLS) yontemiyle oOl¢iim yapan zetasizer cihazi
kullanilarak nanopartikiillerin partikiil biiytlikliikleri, dagilimlari ve polidispersite

indeksleri tayin edilmistir. Analizler 25°C’de He-Ne lazer (633 nm) ile 173"’lik sa¢ilim
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acist ile gergeklestirilmistir. Nanopartikiil siispansiyonlarinin  dl¢imiinde tek

kullanimlik zetasizer kiivetleri kullanilip, her bir numune i¢in 6 6l¢iim yapilmistir.

2.8.4. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyellerinin Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlarinda zeta potansiyeli zetasizer cihazi ile tayin
edilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinda zeta potansiyeli 6l¢iimii i¢in cihaza ait

0zel kiivetler kullanilarak her bir numune i¢in 4 6l¢iim yapilmistir.

2.8.5. Nanopartikiillerden Etkin Madde Salim Tayini

Etkin madde salim tayini, ¢6ziinme testi cihazinin mini kitleri kullanilarak doner
palet yontemi ile yapilmistir. Saf etkin madde veya nanopartikiiller ¢éziinme ortamina,
deneye baslamadan 12 saat 6nce ultra saf su icinde hidrate edilmis diyaliz membran
(cut-off 12000 Da) iginde 0,5-1,0 ml ultra saf su ile disperse edilerek, konmustur.
Coziinme hiz1 testi 2 saat 100 ml - SGF ortaminda (37°C) yapildiktan sonra, diyaliz
membranlar 100 ml - SCoF2 ortamina (37°C) tasinmis ve ¢6ziinme hizi devam
ettirilmistir. Siras ile 5.,10.,15.,30.,60.,90.,120.,180.,240.,360.,480. dakikalar ve 24.
saatte 3 ml hacimde numuneler alinmistir. Alinan miktarda taze numune ortama ilave
edilmistir. Almman numuneler UV spektrofotometrede analiz edilerek gerekli

hesaplamalar yapilmistir .

Formiilasyonlarin degerlendirilmesi ve uygun formiilasyonun se¢imi igin

¢oziinme hiz1 calismalar1 sonucunda elde edilen verilere Weibull kinetigi uygulanarak
etkin maddenin % 63,2’sinin ¢6ziinmesine/salimina karsilik gelen siire (Tq), Esitlik 9

kullanilarak hesaplanmistir (Yiiksel ve ark., 2000).
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log[In(1/1-Q)]= PBlogt—Plogtg Esitlik 9

Q :Coziinen etken madde % ’si
B :Sekil faktorii
T :Zaman - dk

1d:Etken maddenin % 63.2’sinin ¢éziinmesi i¢in gegen siire — dk

Her bir nanopartikiil grubu i¢in uygun formiil se¢ilmesinden sonra, bu formiilasyonla
hazirlanan tim nanopartikiillerin enzim igeren SGF ve SCoF2 ortamlarinda da
coziinme testi ayn1 sekilde yapilmistir. SGF i¢ine 0,1 mg/ml konsantrasyonda pepsin,
SCoF2 igine ise pektin i¢in 5,7 IU/ml miktarda pektinaz; iniilin i¢in 5 IU/mL iniilinaz
ilave edilmistir. Bu testten alman numunelerde etkin madde igerigi, pektinaz
varliginda SAMe’nin miktarinin UV spektrofotometrik olarak tayin edilememesi

nedeniyle HPLC yontemi ile belirlenmistir.

Enzimli ve enzimsiz ortamlarda uygulanan testler sonucunda salim profilleri
arasindaki benzerligin degerlendirilmesi amaciyla f> benzerlik faktorii hesaplanmistir

(Yiiksel ve ark., 2000).

-0.5
n

_ 1 TR
f2=50log|| 1+ )" Re-Tef? | X100 Esitlik 10
i=1

Rt: t aninda enzimsiz ortamda ¢oziinen % madde
Tt t aninda enzimli ortamda ¢6ziinen % madde

n: Coziinme ortaminda alinan numune sayisi

2.8.6.Yapay Membran (PAMPA) Modeli Kullanilarak SAMe Permeabilitesinin
Tayini

Permeabilite ¢calismasinda filtreli 96 kuyucuklu plaka reseptor faz, 96 kuyucuklu

plaka ise donér faz olarak kullanilmistir; dondurucuda (-20°+ 5) saklanan kolonik
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PAMPA sistemi dondurucudan ¢ikarilarak yarim saat 25+2°C’te bekletilmistir. Daha
sonra dondr plakanin her bir kuyucugunda 300 ul SCoF2 iginde 100 pg SAMe igerecek
sekilde liyofilize haldeki FP9 (Cizelge 2.4) ve FI18 (Cizelge 2.7)
formiilasyonlarindan tartilarak SCoF2 i¢inde disperse edilmistir. Reseptor plaklara ise
200 pl SCoF2 ortami koyulmustur. Numune igeren donor plaka, membranin alt kismi
tamponla temas edecek sekilde reseptdr plakanin iizerine yerlestirilmistir. Daha sonra
donér-reseptor sisteminin iizeri sikica kapatilarak buharlasmanin 6niine gecilmistir.
25+2°C’te, calkalayicili inkiibatérde 25 rpm hizda karistirilan sistemden 3, 6 ve 9.
saatlerde numuneler alinmistir ve UV mikroplaka okuyucuda absorbanslar okunarak
etkin madde miktar1 hesaplanmistir. Esitlik 11°den faydalanilarak permeabilite

katsayisi tayin edilmistir (Squillante ve ark., 1998).

a9
p=—4_ Esitlik 11
(ACs)
P : Permeabilite katsayis1 (cm/saat)

dQ/dt : Penetrasyon egrisinin dogrusal kisminin egimi (pg/saat)
1/A  : Penetrasyon yiizey alan1 (cm?)
Cs : Baglangig¢ etkin madde konsantrasyonu (pg/ml)

2.9.0ptimum Formiiliin Se¢ilmesi

Farkli polimerler kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda en
yiiksek yiikleme etkinligi, islem verimi ve en kiigiikk partikiil biiyiikliigline sahip
formiiller optimum formiil olarak secilmistir. Bu kapsamda kitozan nanopartikiilleri,
diisiik yiikleme etkinligi, diisiik islem verimi ve zayif tekrarlanabilirligi nedeniyle,

bundan sonraki ¢aligsmalara alinmamustir.

Kitozanin diginda, yukarida bahsedilen parametreler gozoniine alinarak pektin
nanopartikiilleri i¢cin FP9, iniilin nanopartikiilleri i¢in FI18 optimum formiil olarak
secilmigtir. Tekrarlanabilirlik kapsaminda formiillerden 3’er seri iretilerek

nanopartikiillerin partikiil boyutu, etkin madde igerigi, % yiikleme etkinligi ve % etkin
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madde icerigi incelenmistir. Pektin nanopartikiillerinde ¢apraz baglayict se¢iminde

tiretimler {i¢ tekrarli yapildigindan tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmamuistir.

2.9.1.Secilen Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde ve Yardimci
Madde Etkilesimlerinin incelenmesi

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) cihazinda 2-10 mg araliinda tartilan
maddeler i¢in 20°C/dk hizda, 20-300°C araliginda termogramlar alinmistir. Etkin
maddenin, yardimec1 maddelerin, formiilasyondaki maddelerin fiziksel karigimlarinin,
nanopartikiil formiillerinin DSC termogramlari almmarak maddeler arasindaki
etkilesimler incelenmistir. Fiziksel karisimlar, formiilasyon bilesenlerinin orjinal
formiildeki oranlarinda, havanda homojen bir sekilde karistirilmasiyla elde edilmistir

(Cizelge 2.8).

X Isim1 Toz Difraktometrisi (XRPD)

X 1s1m1 toz difraksiyometrisi (XPRD) ile etkin maddenin, yardimci maddelerin,
formiilasyondaki maddelerin fiziksel karisimlarmin ve nanopartikiil formiillerinin
kristal yapilari incelenerek aralarindaki etkilesimler degerlendirilmistir (Cizelge 2.8).
Numuneler spatiil yardimiyla cihaza ait 6zel hazneye dokiildiikten sonra 30 kV, 15 mA
ve 2-40° araliginda analiz gergeklestirilmistir (Rigaku MiniFlex XRD; Seri:
2005G303) .

Cizelge 2.8. Nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin madde ve yardimer madde etkilesimlerinin
incelenmesi amaciyla DSC ve XRPD analizi i¢in hazirlanan numuneler.

Pektin Nanopartikiilleri (FP9) iniilin Nanopartikiilleri (F118)

a | SAMe SAMe

b | Pektin Iniilin

¢ | Baryum kloriir SLS

d | Sodyum bikarbonat EDC

e | FP9 formiilasyonu F118 formiilasyonu

f | SAMe, pektin, baryum kloriir, sodyum bikarbonattan | SAMe, inulin, SLS ve EDC’den olusan
olusan fiziksel karisim fiziksel karisim

79



2.9.2.Secilen Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Goériintiilenmesi

Taramal Elektron Mikroskobu ( SEM) ile Goriintiileme

Se¢ilen nanopartikiil formiilleri, 2 ml suda disperse edilmis, bu dispersiyonlar
yapiskan karbon bant iizerine damlatilarak kurumasi saglanmistir. Daha sonra kuruyan
tozlar lizerine nanometre civarinda altin kaplama yapilarak 20 kV, 10,5 mm mesafede

tarayici elektron mikroskobunda (ZEIS, Evo-40) goriintiileme yapilmistir.

Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Goriintiileme

Gegirimli elektron mikroskobu ile gériintiileme yapmak i¢in suda disperse edilen
nanopartikiil formiilasyonlarindan bir damla karbon kapli bakir grid iizerine
damlatilmigtir. Bir dakika beklenerek partikiillerin karbon substrata adhere olmasi
saglanmistir. Formiilasyonun fazlas1 filtre k&gidi ile alinip ve su tamamen
uzaklasincaya kadar kurutulmustur. Elektron mikroskobunda 120 kV’da inceleme

yapilmugtir.

2.9.3.Secilen Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Stabilite Calismalar:

Stabilite tayini icin liyofilize formda secilen nanopartikiil formiilasyonlar1 cam
flakonlar igerisine koyulup agzi sikica kapatildiktan sonra, buzdolabinda 5+3°C’te ve
oda sicakligi olarak 25£2°C, % 6045 bagil nemdeki iklim dolabinda 6 ay boyunca
tutulmustur; 1., 3. ve 6. aym sonunda numuneler suda disperse edildikten sonra
partikiil bliyiikliigii, zeta potansiyeli, yliklenme etkinligi, etkin madde icerigi ve SS/RS
yiizde oranlar1 (HPLC) test edilmistir.

Pektin nanopartikiillerin stabilite ¢alismalarinda flakon igerisinde kalan hava
nedeniyle etkin madde miktarinda 6nemli degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Bu iki

formiilde yapilan stabilite ¢caligmalarinda formiilasyonlar 6zel kaplara aktarilmis ve
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havasi alinarak hermetik olarak kapatilmistir. Bu ambalaj icinde de nanopartikiiller

yukarida belirtilen kosullar altinda stabilite testine alinmustir.

2.10.Etkin Madde Saliminin Modifiye Edilmesi icin Calismalar

SAMe’nin gastrointestinal sistemin iist kisimlarinda ortaya ¢ikmasini
engellemek, ilk gecis etkisinin biiyiik oranda engellendigi kolonda salimin1 saglamak
icin nanopartikiillerden etkin madde ¢ikist modifiye edilmistir. Bu kapsamda akiskan
yatak ile pektin ve iniilin nanopartikiilleri inert pelletler {izerine kaplanmis, daha sonra
bu kaplanmis formlar {izerine enterik kaplama gerceklestirilerek salim modifikasyonu

saglanmstir.

2.10.1.Akiskan yatak cihazinda kaplama ¢alismalari

On formiilasyon calismalari

Nanopartikiil formiilasyonlarinin inert mikrokristal seliiloz pelletler {izerine
yiklenmesi ve elde edilen mikropartikiillerin kolona spesifik bir polimerle
kaplanmasinda akiskan yatak cihazi kullamilmistir. Alt kaplama isleminin
optimizasyonu igin suda ¢oziiniir bir boya (Scharlach GN) alt kaplama ¢6zeltisinin
icerisine katilarak bu ¢ozelti pelletler lizerine kaplanmistir. Alt kaplama ¢6zeltisinin

bilesimi asagida yer almaktadir:

Alt Kaplama Cozeltisi

Pharmacoat 606*................ 28g
PEG 6000..........c.ccovenennen. 7g
Suda ¢6ziiniir boya............ y.m.
SU. 447¢g

(*:Hidroksipropil metil seliiloz, %2 lik ¢ozelti viskozitesi: 6 mPa.san, SD:2910).

Pharmacoat 606 manyetik karigtiricida bir miktar suda 30 dk boyunca

karistirtlarak ¢oziilmiistiir. Daha sonra PEG 6000 bu ¢6zeltinin tizerine ilave edilerek
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geri kalan su, ¢ozeltiye ilave edilmis ve renklenmesini saglamak amaciyla bir miktar
suda ¢oziiniir kirmizi boya cozeltiye katilmistir. Cizelge 2.9 ve Cizelge 2.10°da
belirtilen proses parametreleri kullanilarak alt kaplama ¢o6zeltisi ile inert pelletler
kaplanmustir. Pelletler mikrokristal seliilozdan iiretilmistir ve partikiil cap araligir 106-
212 pm’dir. Kaplama isleminde istten piskiirtmeli akigkan yatak modiilii
kullanilmistir (Sekil 2.3). Kolonda etkin madde saliminin saglanmasi amaciyla kapl
pelletler ilizerine fonksiyonel kaplama yapilmistir. Fonksiyonel kaplama ¢ozeltisinin

bilesimi asagida yer almaktadir:

Fonksiyonel Kaplama Dispersiyonu-1

Eudragit FS 30D*................ 606,1g
PlasACRYL T20**................. 909 ¢
Distile sU........coeviiviiiiinnnn. 3030 ¢g

(*:Metil akrilat, metil metakrilat ve metakrilik asit anyonik kopolimerinin sulu dispersiyonu;
**PlasACRYL™ T20: Gliserol monostearat, Trietil sitrat, Polisorbat 80)

Eudragit FS 30D suyla 10 dk karistirildiktan sonra PlasACRYL T20
stispansiyonuna eklenerek tiim karisim 10 dk boyunca karistirllmistir  Hazirlanan bu
dispersiyon akiskan yatak cihazina ait tygon borularda ve plskiirtme basliginda
tikanikliklara neden olmus ve etkin kaplama saglanamamistir Bu nedenle Eudragit FS
30D yerine diger bir enterik kaplama materyali olan Eudragit L30D-55 kullanilarak

asagidaki kaplama formiilasyonu olusturulmustur.

Fonksiyonel Kaplama Dispersiyonu-2

Eudragit L30D-55*............... 578,7¢g

Trietil sitrat ...........cccoeeiiiine.. 90¢g
PlasACRYL T20................... 86,5 g
Distile Su........ccvvviiiiinn. 3258 ¢

(*Eudragit L30D-55:Metakrilik asit: etil akrilat —1:1; )

Eudragit L 30D-55, su ve trietil sitrat 10 dk karigtirildiktan sonra PlasACRYL

T20 siispansiyonuna eklenmis ve tiim karisim 10 dk daha karistirilmistir(Evonik
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Industries, 2019). Akiskan yatak cihazinda kaplama isleminde iistten piiskiirtmeli

baslik kullanilmistir (Sekil 2.3); uygulanan iglem parametreleri Cizelge 2.10°da

verilmistir.

Yapilan 6n c¢alismada kaplama sonunda elde edilen toz partikiillerin birbirine

yapismamasi, renk tekdiizeligi gorsel olarak degerlendirilmis ve islem verimi (Esitlik

12) hesaplanmistir.

% Islem Verimi == x 100

E:Elde Edilen Kaplanmis Toz Miktar1

F: Toplam ( Toz+ Kuru Baglayici ) Madde Miktari

Esitlik 12

Cizelge 2.9. inert pelletler iizerine kaplama prosesi parametreleri 6n denemeleri.

. | E
C — 5 N ‘T
2|0 |83 % |¢
o | £ |2E|EX |8 Ta | ;8 |E
z |2 |[Tc |28 | & 85 | 2E =
£ | = SE | 2= | _ |EE | S22 |2
2 N EZ | ES |20 | S% | ¥za| 2
& | B OF |0k |2 | < | AEE| &
P1 5 13.6 45 35 0.3 11 2dk piiskiirtme + 4dk kurutma
P2 5 13.6 50 40 0.3 11 2dk piiskiirtme +4dk kurutma
P3 5 13.6 45 35 0.3 8 2dk piiskiirtme + 4dk kurutma
P4 5 13.6 50 40 0.3 8 2dk piiskiirtme +4 dk kurutma
P5 5 13.6 50 40 0.3 10 2dk piiskiirtme + 4dk kurutma
P6 5 13.6 50 40 0.3 10 (1dk piiskiirtme+2dk kurutma) x 2
P7 5 13.6 50 40 0.3 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma
P8 5 13.6 50 40 0.3 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma
P9 5 13.6 50 40 0.3 10 (1,5dk puskiirtme+4dk kurutma) x 2
P10 | 5 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma
P11 |5 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma) x 2
P12 | 5 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma) x 2
18.6
P13 | 4 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma) x 1 [HPMC]
1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma)x3 [Eudragit]
P14 | 4 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk puskiirtme+4dk kurutma) x 1 [HPMC]
3dk piiskiirtme+4 dk kurutma) x 5 [Eudragit]
P15 | 4 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piskiirtme+4dk kurutma) x 1 [HPMC]
11.5 dk piiskiirtme+4 dk kurutma [Eudragit]
P16 | 4 13.6 50 40 0.5 10 Araliksiz Eudragit piiskiirtme
P17 | 4 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+7dk kurutma)x1 [HPMC]
Araliksiz Eudragit piiskiirtme
P18 | 4 13.6 50 40 0.5 10/5 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma)x1 [HPMC]
30 dk araliksiz piiskiirtme [Eudragit]
P19 | 4 13.6 50 40 0.5 10 1,5dk piiskiirtme+4dk kurutma)x1 [HPMC]
Araliksiz piiskiirtme [Eudragit]
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Sekil 2.3. Akiskan yatakta kaplama islemi.

Cizelge 2.10. Inert pelletler iizerine kaplama prosesi parametreleri.

Proses Parametreleri Alt Kaplama Fonksiyonel Kaplama
Pellet miktari (g) 4 3,75

Giren Hava Miktar1 (m®/s) 10 10

Giris Hava Sicakhig (°C) 35-40 35-40

Cikis Hava Sicakh@ (°C) 34-35 34-35

Uriin Sicakliga (°C) 34-37 34-37

Atomize Hava Basinc (bar) 0,5 0,5

Baglayici Piiskiirtme Hiz1 (ml/dk) 0,5 0,5

Curing sicaklhigi(°C)/ siiresi(dk) 45/ 10 45/10

Fonksiyonel Kaplama Oraninin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin inert pelletler lizerine kaplanmasina gegmeden 6nce saf SAMe
kullanilarak uygun kaplama oranlar1 belirlenmistir. Bu amacla SAMe alt kaplama
¢ozeltisinde ¢oziilerek pelletler tizerine piiskiirtiilmiis, daha sonra fonksiyonel kaplama
icin Esitlik 13 kullanilarak farkli kaplama oranlar1 hesaplanmistir. Farkli oranlarda
kaplama yapilan pelletler lizerinde Boliim 2.8.5’te belirtildigi sekilde ¢oziinme hizi
caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢6ziinme hiz1 profillerine gore geciktirilmis bir salim i¢in

farmakope limitlerine uygun profilin elde edildigi kaplama orami kullanilarak
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nanopartikiillerin pelletler tizerine kaplanmasi agsamasina geg¢ilmistir.

% Kaplama oran1 = A/B x 100 Esitlik 13

A: Piskiirtiilen kaplama dispersiyonu kati kiitlesi

B: Pellet, nanopartikiil, 6n ve fonksiyonel kaplamaya ait toplam kati kiitlesi

Bunun i¢in SAMe igeren nanopartikiil kiitlesi (FP9 ve F118) alt kaplama ¢ozeltisinde
disperse edilerek pelletler iizerine piiskiirtiilmiistiir. Daha sonra alt kaplama uygulanan
pelletler {izerine belirlenen kaplama oram1 kullanilarak fonksiyonel kaplama
dispersiyonu piiskiirtiilmiistiir. Hazirlanan formiilasyon bilesimleri Cizelge 2.11°de

verilmistir.

Esitlik 13 kullanilarak hesaplanan % 7,12 a/a kaplama oran1 i¢in 3 ml, % 14,24 a/a
kaplama orani igin 6 ml, % 21,36 a/a kaplama orani i¢cin 9 ml dispersiyon, 4 g pellet

izerine uygulanmistir. Formiil kodlar1 su sekildedir:

K1F118 Alt kaplama ile FI18 formiilii ile kaplanmig pelletler
K2FI18 Fonksiyonel kaplama uygulanmis K1-FI18 pelletleri
K1FP9 Alt kaplama ile FP9 formiilii ile kaplanmis pelletler
K2FP9 Fonksiyonel kaplama uygulanmig K1-FP9 pelletleri

Cizelge 2.11. Nanopartikiiller kullanilarak kaplanmis pellet formiilasyonlari.

Miktar (mg) K112FI118 K12FP9
Iniilin Nanopartikiilii (mg) 350 mg -
Pektin Nanopartikiilii (mg) - 360 mg
inert pellet (mg) 4000 mg 4000 mg
Alt kaplama Pharmacoat 606 (mg) 105 mg 105 mg
PEG 6000 (mg) 26 mg 26 mg
Fonksiyonel Eudragit L30D-55 (mg) 625 mg 625 mg
kaplama PlasACRYL T20 (mg) 32 mg 32 mg
Trietil sitrat (mg) 63 mg 63 mg
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2.10.2. Kaplanmus Pelletlerde Yapilan Karakterizasyon Calismalari

2.10.2.1.Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Kaplanmis pelletlerin partikiil boyutlarim1 6lgmek amaciyla Mastersizer 3000
(Malvern) cihazi kullanilmistir. Partikiil biyiikligii 151k sagilim1 yontemi kullanilarak
Olclilmiistiir. Stispansiyon ortami olarak su kullanilmis ve bulutlanma (obscruration)
derecesi cihazda belirtildigi % 0,1-20 arasinda tutularak 6 Ol¢iim yapilmistir.
Pelletlerin %10, 50 ve 90’1na karsilik gelen hacim ve ylizey ¢ap Slgilimleri ve span

degerleri hesaplanmigtir (D90, D10, D50, D[3:2], D[4:3] ve span).

2.10.2.2.Zeta Potansiyeli Tayini

Kaplanmis pelletlerde zeta potansiyeli zetasizer cihazi ile tayin edilmistir.
Kaplanmis formiilasyonlarda zeta potansiyeli Olgiimii icin pelletler distile suda
disperse edildikten sonra zetasizer kiivetlerine koyularak her bir numune i¢in 6 6lgiim

yapilmistir.

2.10.2.3.Rekonstitiisyon Calismalari

Kaplama sonrast nanopartikiillerdeki degisikligi incelemek amaciyla
rekonstitiisyon ¢alismalari yapilmistir. Nanopartikiillerle kaplanmig (alt kaplama) 10
mg pellet 20 ml distile suyun igerisinde atilmig ve ultrasonik banyoda 20 sn
tutulmustur. Daha sonra ¢okeltiyi ayirmak amaciyla filtre kagidindan (Whatman 42)
stizlilmiis ve siipernatandaki nanopartikiillerin boyutu zetasizer ile dlgiilerek degisiklik

olup olmadig1 incelenmistir.
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2.10.2.4 Miktar Tayini Calismalari

Etkin madde yiiklii nanopartikiillerle kaplandiktan sonra fonksiyonel kaplama
uygulanan pelletlerde etkin madde miktar tayini i¢in direkt yontem tercih edilmistir.
Kaplanmis pelletlerden 5,0 mg tartilarak enterik kaplamay1 parcalamak amaciyla 0,5
ml aseton ilave edilerek geker ocak altinda aseton ugurulmustur. Daha sonra Boliim
2.8.1’de anlatildig1 gibi nanopartikiillerde SAMe miktari tayin edilmistir. Bu amagla
kalint1 tizerine 1 ml metanol eklenerek 5 dk inkiibasyon ile polimerin pargalanmasi
saglanmistir, ardindan 5 ml’ye distile suyla tamamlanarak 30 dk
ultrasonik banyoda tutulmustur, boylece etkin maddenin suya gecisi saglanmistir.
Polimerlerin  uzaklagtirilmasi  amaciyla 0,22 pm-membran filtreden siiziilen
numune UV spektrofotometrede etkin madde miktarinin tayini amaciyla analiz

edilmistir; Esitlik 7 yardimu ile % etkin madde igerigi (EMI) hesaplanmistir.

2.10.2.5.Etkin Madde Saliminin Tayini

Kaplanmis pelletlerden etkin madde salim tayini ¢6ziinme testi cihazinin mini
kitleri kullanilarak doner palet yontemi ile yapilmistir. Salim ¢alismalarina
baslamadan 12 saat dnce formiilasyonlarin i¢ine koyulacagi diyaliz membranlar (MW
cut-off 12 000 Da) ultra saf su i¢ine alinarak hidrate edilmistir. Belirli miktarda SAMe
(22 mg) iceren pellet kiitlesi tartilarak 0,5 ml SGF’de disperse edilerek diyaliz
membran i¢ine koyulmustur. Diyaliz membranlar iki ucundan agirlikli klipsler
kullanilarak kapatildiktan sonra ¢dziinme ortamina yerlestirilmistir. Test 2 saat SGF
ortaminda yapildiktan sonra, diyaliz membranlar SCoF2 ortamina taginmis ve salim
caligmasina bu ortamda devam edilmistir. Calisma, 100 ml’lik ¢6ziinme ortaminda,
37°C’de, 75 rpm karistirma hizi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sirasi ile 5., 10., 15.,
30., 60., 90., 120., 180., 240., 360., 480. dakikalar ve 24. saatte numuneler alinmistir.
Alman 3 ml numune yerine ayn1 miktar ortam sivisindan ilave edilerek ortam hacminin
sabit kalmas1 saglanmistir. Kaplama formiilasyonlarinin degerlendirilmesi ve uygun

formiilasyonun secimi i¢in ¢oziinme hizi ¢caligmalar1 sonucunda elde edilen verilere
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Weibull kinetigi uygulanarak etkin maddenin % 63,2’sinin ¢dziinmesine/salimina

karsilik gelen siire (Tq) Esitlik 9 kullanilarak hesaplanmustir (Yiiksel ve ark., 2000).

2.10.3.Pelletlerin Goriintiillenmesi

SEM ile Goériintiileme Boliim 2.9.2°de anlatildig: sekilde yapilmuigtir.

2.10.4.Pelletlerde Etkin Madde ve Yardimc1 Madde Etkilesimlerinin Incelenmesi

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Etkin maddenin, pellet formiilasyonlarindaki yardimci maddelerin,

formiilasyondaki maddelerin fiziksel karigimlarinin, pellet formiillerinin DSC
termogramlart Bolim 2.9.1’de anlatildigi sekilde alinarak maddeler arasindaki

etkilesimler incelenmistir (Cizelge 2.12).

Cizelge 2.12. Pellet formiilasyonlarinda etkin madde ve yardimci madde etkilesimlerinin incelenmesi

amaciyla yapilan DSC analizi i¢in hazirlanan numuneler.

Pektin nanopartikiilleri ile kaplanmms | iniilin nanopartikiilleri ile kaplanms
pelletler pelletler

a SAMe SAMe

b FP9 nanopartikiilleri FI18 nanopartikiilleri

c K2FP9 pelletleri K2F118 pelletleri

d Pharmacoat 606 Pharmacoat 606

e PEG 6000 PEG 6000

f Fonksiyonel kaplama formiilii Fonksiyonel kaplama formiilii

g K2FP9 pelletlerine ait bilesenlerin fiziksel | K2F118 pelletlerine ait bilesenlerin fiziksel
karigim karisim

h Inert pellet Inert pellet
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X Isim Toz Difraktometri (XRPD)

Etkin maddenin, pellet formiilasyonlarindaki yardimc1 maddelerin,
formiilasyondaki maddelerin fiziksel karisimlarinin, pellet formiillerinin XRPD

analizi B6liim 2.9.1°de anlatildig1 sekilde yapilmistir (Cizelge 2.13).

Cizelge 2.13. Pellet formiilasyonlarinda etkin madde ve yardimer madde etkilesimlerinin incelenmesi
amaciyla yapilan XPRD analizi i¢in hazirlanan numuneler.

Pektin nanopartikiilleri ile kaplanms | Iniilin nanopartikiilleri ile kaplanmus
pelletler pelletler

a SAMe SAMe

b FP9 nanopartikiilleri FI18 nanopartikiilleri

c K2FP9 pelletleri K2F118 pelletleri

d Alt kaplama bilegenlerinin fiziksel karigim Alt kaplama bilesenlerinin fiziksel karigim

e Fonksiyonel kaplama formiilii Fonksiyonel kaplama formiili

f K2FP9 pelletlerine ait bilesenlerin fiziksel | K2FI18 pelletlerine ait bilesenlerin fiziksel
karigim karisim

g Inert pellet Inert pellet

2.10.5.Kaplanms Pelletlerde Stabilite Calismalar:

Stabilite tayini i¢in kati toz haldeki pelletler 5+3°C’de buzdolabinda ve 25+2 °C,
% 6045 bagil nemdeki iklim dolabinda 6 ay boyunca tutulmustur; 3. ve 6. aylarin
sonunda numuneler suda disperse edildikten sonra etkin madde miktar tayini, SS/RS

yiizde oranlar1t HPLC analizi ile) tayin edilmistir.

2.11.SAMe Yiiklii Formiilasyonlarin In Vivo Etkinliginin Incelenmesi

In vitro karakterizasyon ¢aligmalar1 sonrasinda en uygun oldugu belirlenen FP9
ve FI18 formiilasyonlar1 ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kaplanmig formlarinin  in
vivo performanst sicanlarda incelenmistir. Bu c¢alisma i¢in ANKARA
UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU’ndan onay
almmustir (Tarih: 25-02-2015; Karar No: 2015-3-65 ). Arastirmada 350-580 ¢

agirhigindaki saglikli erkek Wistar sicanlari rastgele secilerek kullanilmistir. Siganlarin
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deney giinii dncesi yemleri alinarak gece boyunca (10-12 saat) ve deney siiresince a¢

kalmalar1 saglanmis ve bu siire i¢inde sadece su tiiketmelerine izin verilmistir.

Deney gruplar1 asagidaki sekilde olusturulmustur (n=6):

Grup 1: SAMe’nin sulu ¢dzeltisinin oral yolla verilisi (kontrol grubu)

Grup 2: SAMe igeren iniilin bazli nanopartikiil dispersiyonlarinin oral yolla verilisi
Grup 3: SAMe iceren pektin bazli nanopartikiil dispersiyonlarinin oral yolla verilisi
Grup 4: SAMe iceren iniilin bazli kaplanmis pelletlerin oral yolla verilisi

Grup 5: SAMe igeren pektin bazli kaplanmis pelletlerin oral yolla verilisi

In vivo olarak uygulanacak numune dispersiyonlar1 su sekilde hazirlanmustir:
Uygulama yapilacak hayvanin agirlhigina gore hesaplanan 1 mg/kg SAMe dozuna
karsilik gelen nanopartikiil / kaplanmis nanopartikiil  kiitlesinin, hayvanlara
verilmeden hemen 6nce 0,36-0,65 ml, % 0,45 a/h HPMC (viskozite 80—120 cP, %2’lik
sulu c¢ozeltisi), c¢ozeltisi igerisinde, vortex ile karistirilarak, sulu disperisyonlari
hazirlanmistir. Bu dispersiyonlar besleme tiipii (gavaj) ile oral olarak ratlara
verilmigtir. Uygulamadan hemen 6nce ve uygulamadan sonra 0,25., 0.5., 1., 2., 4., 6.,
8., 12., 24. saatlerde deney hayvanlarinin kuyruk venlerinden 0,25 ml kan numuneleri
onceden heparinlenmis tiiplerde toplanmistir. Bu amagla 24 saat icinde herbir deney
hayvanindan alinan toplam kan hacmi yaklagik 2,5 ml olmustur. Bu miktar literatiir ve
rehberlerdeki bilgiler dogrultusunda, calismamizda kullandigimiz siganlarin beden
agirliklarina (350-580 g) gore toplam kan hacimlerinin (40-60 ml) yaklasik % 10-
15’ine karsilik gelmektedir ve farmakokinetik calismalar icin kabul edilebilir sinirlar
icindedir. Bununla birlikte deney sirasinda yasamsal fonksiyonlar1 bozulacak olan
sicanlar ¢alismadan hemen ¢ikarilmis ve gerekirse 6tenazi yapilmistir. Tiim numuneler
6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir ve plazmalar alinarak analiz zamanina kadar -
80°C’de saklanmistir. Deney Oncesi siganlardan alinan kan numunelerinde de ayrica
endojen SAMe tayini yapilmistir ve elde edilen bazal degerler sonraki zaman

noktalarinda dlgiilen degerlerden diistilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.1.1.SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin sudaki ¢ozeltisinin 200-400 nm araliginda HPLC’de alinan
spektrumunda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax 260 nm olarak
bulunmustur (Sekil 3.1). Ayni zamanda SAMe’nin ¢oziinme ortamlart olarak
kullanilacak suni mide ortami - SGF, suni kolonik ortam 1 — SCoF1 ve suni kolonik
ortam 2 — SCoF2 i¢indeki ¢ozeltilerinin de spektrumlari alinmis ve Amax degerlerinin
degismedigi goriilmiistiir. Sonug formiilasyonlardan etkin madde salim hiz testlerinde

HPLC’nin ayn1 kosullarda incelenebilecegini gostermek icin yapilmustir.
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Sekil 3.1. SAMe’nin farkli ortamlardaki spektrumu.
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3.1.2.SAMe’nin HPLC ile Su Ortamindaki Standart Dogrularina fliskin Bulgular

SAMe’nin S,S ve R,S diastereoizomerleri Cizelge 3.1°de verilen kosullar altinda

ayrilmistir. Elde edilen HPLC kromatogrami ve standart dogru Sekil 3.2 ve Sekil 3.3°te

verilmistir. Uygulanan kosullar altinda SAME’nin iki izomerine iligkin pikler

ayrimistir.

Cizelge 3.1. SAMe’nin su ortamindaki HPLC ile miktar tayininde belirlenen kosullar.

Parametre Bulgular
Sicaklik 25+2°C
Cihaz Agilent 1260 Infinite
Kolon C18 ters faz ;(250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Dalga Boyu 260 nm
Mobil faz %]1 TFA igeren Amonyum asetat tamponu (pH 5.4)
Akis iz 1 ml/dak
Enjeksiyon hacmi 20 pl
Alikonma zamani 12,81/13,67 (S,S/R,S) dk

g
= ==

S.S

RE==T=tc]

R.S

Sekil 3.2. Su ortamindaki SAMe S,S ve R,S pikini gosteren kromatogram.
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Sekil 3.3. SAMe’nin HPLC cihazinda su ortamindaki standart dogrusu.
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3.1.3.SAMe’nin Su, SGF ve SCoF2 Ortamlarinda UV Spektrofotometrisi Analizi

SAMe’nin farkli ¢oziinme ortamlarindaki UV spektrumlart Sekil 3.4’te goriilmektedir.
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Sekil 3.4. SAMe’nin su, SGF ve SCoF2 ortamindaki spektrumlari.
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3.1.4.SAMe’nin UV Spektrofotometrisi ile Su, SGF ve SCoF Ortamindaki
Standart Dogrularina iliskin Bulgular

Bolim 2.4.3’te belirtildigi gibi hazirlanan SAMe stok cozeltilerinden (50
png/ml) hazirlanan seri SAMe ¢ozeltilerinin, maksimum absorbans verdikleri dalga
boylarinda (Amaxsu = 260 NM, Amax-seF=257 NM Ve  Amax-scor2=259 nm) okunan
absorbans degerlerinden herbir ortam i¢in standart dogrular1 olusturulmustur (Sekil

3.5-3.7).

F? Linear = 1,000
1,0000=]
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Sekil 3.5. SAMe’nin su ortaminda UV Spektrofotometre ile elde edilen standart dogrusu.
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Sekil 3.6. SAMe’nin SGF’de UV Spektrofotometre ile elde edilen standart dogrusu.
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Sekil 3.7. SAMe’nin SCoF2’de UV Spektrofotometre ile elde edilen standart dogrusu.

3.1.5.SAMe’nin Plazma Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin HPLC analizinde plazma ortamda 200-400 nm araliginda alinan 3D

spektrumunda, maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu Amaxsu = 260 nm olarak

bulunmustur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. SAMe’nin plazma ortamindaki spektrumu.
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3.1.6.SAMe’nin HPLC ile Plazma Ortamindaki Standart Dogrularina fliskin

Bulgular

SAMe’nin plazma ortaminda miktar tayini ¢aligmalar1 Cizelge 3.2°de verilen

kosullar altinda HPLC’de yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar ve standart dogru

Sekil 3.9 — 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.2. SAMe’nin plazma ortamindaki HPLC ile miktar tayininde belirlenen kosullar.

Parametre Bulgular
Sicakhik 25+2°C
Cihaz Shimadzu (Prominence-LC2030C)
Kolon Kinetex bifenil (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Dalga Boyu 260 nm
Mobil faz %20 metanol iceren 10 mM Heptansiilfonik asit sodyum tuzu, 50
mM Potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH 6)
Akis iz 0,8 ml/dak
Enjeksiyon hacmi 20 pl
Allkonma zamam 8,9 dk
o P ey
12000
11000 —
10000
0000 ]
8000 ]
- SAMe
6000 ]
5000 ]
4000 ]
3000 ]
2000 ]
1000 4
o]
0,b ‘ ‘ ‘ ‘ 2,‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ S,b ‘ ‘ ‘ ‘ 7,‘5 10‘,0 12‘,5 min‘

Sekil 3.9. SAMe’nin 1 pg/ml konsantrasyonda su ortaminda ve plazma ortamindaki kromatogramlari

(pembe:plazma, siyah: su).
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Sekil 3.10. SAMe’nin plazma ortamindaki standart dogrularinin kromatogramlari (a: genel goriiniim,

b: biiyiitiilmiis goriiniim).
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Sekil 3.11. SAMe’nin plazma ortaminda HPLC ile elde edilen standart dogrusu.
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3.2.SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlar:

SAMe’nin Bolim 2.5°te anlatildigi sekilde yapilan analitik validasyon

caligmalarinin bulgulari1 asagida verilmektedir.

Dogrusallik ve Arahg:

SAMe’nin (S,S ve R,S diastereoizomerleri ayrilmaksizin) su ortamindaki miktar
tayini icin HPLC’de gelistirilen analitik yonteminin dogrusallik ve araligi ile standart

dogruya ait istatistiksel veriler Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. SAMe’nin su ortaminda HPLC ile miktar tayini yonteminin dogrusallik ve araligr ile
standart dogruya ait istatistiksel veriler.

SAMe (S,S+R,S)
Dogrusallik ve Arahigi 2,5-10 ug/ml
Egim 20,104
Egimin %95 Giiven Arahg: Alt Sinir:20,012
Ust Sinir:20,195
Egimin Onemlilik Degeri < 0,001
Kesisim -1,935
Kesisimin % 95 Giiven Araligi Alt Siir:-2,373
Ust Sinir:-1,496
Determinasyon Katsayisi 0,9997

SAMe’nin UV Spektrofotometrisi ile miktar tayini i¢in su, SGF ve SCoF2
ortamlarinda hazirlanan standart dogrularia ait dogrusallik ve araligi ile istatistik
verileri Cizelge 3.4’te yer almaktadir.

Cizelge 3.4. SAMe’nin su, SGF ve SCoF2 ortamindaki UV spektrofotometrik miktar tayini i¢in
gelistirilen analitik yonteminin dogrusallik ve aralig1 ile standart dogruya ait istatistiksel

veriler.
Su Ortamm SGF Ortam SCoF Ortamm
Dogrusallik ve Arahig 2,5-50 pg/ml 2,5-50 pg/ml 2,5-50 pg/ml
Egim 0,01887 0,02008 0,01974
Egimi %95 Giiven Arahg Alt Sinir:0,01878 Alt Snir:0,02002 Alt Sinir:0,01970
Ust S1nir:0,01895 Ust S1n1r:0,02013 Ust S1nir:0,01978
Egimin Onemlilik Degeri <0,001 < 0,001 < 0,001
Kesisim -0,006690 -0,004610 -0,004746
Kesisimin % 95 Giiven Alt Sinir: -0,008867 Alt Sinir:-0,006153 Alt Sinir:-0,005726
Arahg Ust Sinur: -0,004512 Ust Sinir:-0,003067 Ust Sinir:-0,003765
Determinasyon Katsayisi 0,9997 0,9998 0,9999
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SAMe’nin plazma ortamindaki miktar tayini icin HPLC’de gelistirilen analitik
yonteminin dogrusallik ve araligi ile standart dogruya ait istatistiksel veriler Cizelge

3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. SAMe’nin plazma ortamindaki miktar tayini icin HPLC*de gelistirilen analitik yonteminin
dogrusallik ve araligi ile standart dogruya ait istatistiksel veriler.

SAMe (S§S+R,S)
Dogrusallik ve Arahgi 0,01-2 pg/ml
Egim 32632,533

Egimi %95 Giiven Arahg: Alt S1nir:32027,593
Ust Sinir:33237,473

Egimin Onemlilik Degeri < 0,001

Kesisim -21,224
Kesisimin % 95 Giiven Arahg: Alt Sinir:-486,575

Ust Sinir:444,127
Determinasyon Katsayisi 0,9994

Dogruluk

SAMe’nin su, SGF, SCoF2 ve plazma ortamlarinda miktar tayinleri i¢in gelistirilen
spektrofotometrik yontem ve HPLC  yontemlerinin  dogrulugu icin yapilan

caligmalarin bulgular Cizelge 3.6’da verilmektedir.
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Cizelge 3.6. Gelistirilen analitik yontemlerin dogrulugunun incelenmesine ait veriler .

Dogruluk
Konsantrasyon | Ortalama (%) | SS % BSS
Spektrofotometri 5’er kez dl¢iim
Su ortami 5 pg/ml 100,3 0,02304 0,02296
20 pg/ml 100,3 0,02881 0,02871
50 pg/ml 101,0 0,05760 0,05700
SGF 2,5 pg/ml 101 0 0
30 pg/ml 99,13 0,01178 0,01188
50 pg/ml 100,4 0,03290 0,03280
SCoF2 3,75 pg/ml 97,60 98,99 98,54
30 pg/ml 0,1633 0,01394 0,01342
50 pg/ml 0,1673 0,01408 0,01362
HPLC 5’er enjeksiyon
Su ortami 1 pg/ml 101,1 1,407 1,391
4 ng/ml 99,70 0,2424 0,2431
8 pg/ml 100,6 0,2043 0,2031
5’er enjeksiyon
Plazma ortami 0,025 pg/ml 107,52 15,56 14,47
0,25 pg/ml 85,02 1,582 1,861
1 pg/ml 100,3 2,608 2,601

Kesinlik

Gelistirilen analitik yontemlerin kesinligi Bolim 2.5’te  belirtildigi

sekilde,

tekrarlanabilirlik ve farkl gilinlerde, farkli analistler tarafindan yapilan ara kesinlik

calismalari olarak yapilmistir. Sonuglar Cizelge 3.7°de verilmektedir.
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Cizelge 3.7. Gelistirilen analitik yontemlerin kesinliginin incelenmesine ait veriler.

Kesinlik
Tekrarlanabilirlik Ara kesinlik
Konsantrasyon Konsantrasyon 1.Giin 2. Giin Farkh
Spektrofotometri 10 kez ol¢giim 5  kez dl¢iim analist
(1. Giin)
Su ortami 20 Ort (%) 100,3 20 pg/ml Ort 20,05 20,15 20,33
ng/ml Ss 0,068 Ss 0,00686 | 0,01470 | 0,00440
%BSS 0,068 %BSS 0,03420 0,07300 0,02160
SGF 35 Ort 98,62 25 ng/ml Ort 24,20 24,76 24,86
mg/ml e 4263 SS | 001782 | 0,00447 | 0,00548
%BSS 0,4323 %BSS 0,07364 0,01806 0,02204
SCoF2 40 Ort 100,2 35 pug/ml Ort 34,79 35,48 -
/ml
Hem SS | 0,03065 SS | 0,01294 | 0,00447 -
%BSS 0,03060 %BSS 0,03719 0,01260 -
HPLC 12 enjeksiyon 12 enjeksiyon
Su ortami 8 Ort 100,3 8 ug/ml Ort 8,024 8,179 7,967
pg/ml SS 0,5434 SS 0,04347 0,03683 0,04012
%BSS 0,5418 %BSS 0,5418 0,4503 0,5036
10 enjeksiyon 5 enjeksiyon
Plazma ortam 1 Ort 97,9 1 pg/ml Ort 1,00 0,961 -
png/ml
SS 0,027 SS 0,028 0,011 -
%BSS 2,713 %BSS 2,837 1,212 -

Teshis ve Tayin Simirlar:

SAMe’nin spektrofotometrik ve HPLC analitik yontemleri i¢in belirlenen teshis ve

tayin sinirlar Cizelge 3.8°de verilmektedir.

Cizelge 3.8. Gelistirilen analitik yontemlerin SAMe teshis ve tayin sinirlart

Teshis sinirlar: Tayin simirlari
(LOD) ng/ml (LOQ) ng/mi

Spektrofotometri

Su ortami 635,5 1906

SGF 199,7 665,8

SCoF2 328,8 986,2

HPLC

Su ortamu 25,85 86,16

Plazma ortamu 2,32 7,03
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Sistem Uygunluk Testleri

HPLC yonteminde Bolim 2.5°te belirtildigi sekilde yapilan SAMe’nin S,S

diastereoizomerinin su ortamindaki miktar tayininin uygunluk testleri sonuglar

Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. HPLC ‘de yapilan SAMe’nin S,S diastereoizomerinin Su ortamindaki miktar tayininin
uygunluk testleri sonuglari.

Enjeksiyon No | Alan Alikonma Kuyruklanma Teorik Plaka
Zamam (dk) Faktorii (USP) Sayis1 (USP)
1 1217 11,049 1,033 8587
2 121,0 11,035 1,000 12188
3 1214 11,046 1,160 12012
4 120,8 11,068 1,160 12544
5 120,7 11,112 1,000 11837
6 120,5 11,134 1,000 12012
7 120,4 11,14 1,100 12012
8 119,7 11,153 1,000 12544
9 119,9 11,168 1,100 8709
10 119,7 11,158 1,000 12188
11 119,5 11,16 1,100 10367
12 118,9 11,183 1,100 8836
Ortalama 120,4 11,117 1,063 11153
SS 0,830 0,0500 0,063 15735
BSS (%) 0,690 0,4500 6,021 14,108

SAMe Uzerinde HPLC ile Yapilan Stabilite Cahsmalarina Ait Bulgular

Stabilite calismalar1 Bolim 2.5’te aciklandig sekilde gercgeklestirilmistir. HPLC

yontemiyle SAMe’nin S,S/R,S diastereoizomerlerinin konsantrasyonlar1 belirlenmis

ve sonuglar Cizelge 3.10°da verilmistir. SAMe’nin aktif diastereoizomerik formu olan

S,S diastereoizomerinin su, SGF, SCoFl ve SCoF2 ortamlarinda go6zlenen

konsantrasyon degisimleri ise Sekil 3.12°de gosterilmistir.

Cizelge 3.10. Stabilite calismalarinda belirlenen S,S ve R,S diastereoizomer konsantrasyonlari.

Siire (saat) 5+3°C 25°C 37°C 55°C
(S,S/R,S-pg/ml) (S,S/R,S-pg/ml) (S,S/R,S-pg/ml) (S,S/R,S-pg/ml)
t=0 3,784/1,096 3,784/1,096 3,784/1,096 3,784/1,096
SU [ t=6 - - - 0,928/0,768
t=8 3,685/1,055 3,653/1,097 3,258/1,212
t=24 3,706/1,074 3,464/1,116 2,223/1,187
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Su Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-% S,S
izomeri Degisim Grafigi

120 102,4 1089
103,6 100 100
100 102 7 95,26
g 20 71,21
o 60 43,56
@ 40
N
20 0 0 .
o e L
55°C
Sicakhk
Ht=0 Wt=8 Wmt=24 Ht=6
SGF Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-% S,S
Izomeri Degisim Grafigi
120
100 103,02 101,8 100 101,01 98,21 100 92,81
_ 78,43
§ 80
& 60
(%)
x 40
20
0 o —_ - —_ - —_
25°C
Sicakhk

Ht=0 Wt=8 wt=24

Sekil 3.12. Farkli ortam, sicaklik ve siirelerde SAMe’nin S,S diastereoizomerinin % degisimi.
*55°C’de sadece 6. saatin sonundaki degisim incelenmistir.
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SCoF1 Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-%
S,S izomeri Degisim Grafigi

120
100 89,77 88,03 86,59 79,30
100
69,419
c 80
I
S 60
3 39,19
X 40
20
0 N — S e —
25°C
Sicakhk
mt=0 mt=8 mt=24
SCoF2 Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-%
S,S Izomeri Degisim Grafigi
120
100 103,6 101,23 100 102,02 96,43 100 89,87
100 \
67,27
c 80
I
g 60
(%)
X 40
20
0 ____&___& ______ ____&____ & ______ ____&____ 8 ______
5°C 25°C 37°C
Sicakhk

mt=0 Wt=8 mt=24

Sekil 3.12°nin devamu.

SAMe Uzerinde UV Spektrofotometrisi ile Yapilan Stabilite Calismalaria Ait
Bulgular

Stabilite ¢alismalar1 Boliim 2.5’te acgiklandig: sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 3.13’te verilmistir.
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Su Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-
%Konsantrasyon Grafigi

=}
C
o
2 150,00
s 100,00 104,60 103,05 100,00 101,67 103,46 100,00 102,82 102,73
c
S 100,00
c
[e]
= 50,00 1
]
>
g 0,00 I W — I S — e —
& 5°C 25°C 37°C
Sicaklik(°C)
Ht=0 Wt=8 mt=24
v
SGF Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-
% Konsantrasyon Grafigi
S 150,00
5 100,00 98,28 98,86 100,00 99,45 100,51 100,00 99,07 99,78
& 100,00
o
C
2
o 000 e TSN S e TSN S e TS S
<§( 5°C 25°C 37°C
§ Sicaklik

Ht=0 WMt=8 mt=24

SCoF2 Ortaminda Zamana Bagh Sicaklik-
% Konsantrasyon Grafigi

150,00
g 100,00 99,31 101,35 100,00 100,27 101,30 100,00 100,27 101,31
& 100,00
©
2
i)
. 000 I e ___8_8& R _8
<§( 5°C 25°C 37°C
§ Sicaklik

mt=0 Wt=8 mt=24

Sekil.3.13. UV spektrofotometrisi ile farkli ortam, sicaklik ve siirelerde SAMe’nin % konsantrasyon
degisim grafigi.
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3.3.Etkin Maddenin Piyasa Preparatinin Analizine Ait Bulgular

Calismada kullanilan etkin madde c¢ozeltisi ile piyasa preparatinin igerdikleri

SAMe’nin izomerbilesimi bakimindan karsilagtirilmasi Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. SAMe ve BIOSAME® karsilastirmast.

Konsantrasyon Alan (S,S) Alan (R,S) izomer Orami (S,S/R,S)
SAMe 5 ug/ml 74,90 21,80 3,436
BIOSAME® 5 pg/ml 64,70 58,10 1,114

3.4.Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.4.1 Kitozan Nanopartikiillerinin Hazirlanmas ve Formiilasyon

Optimizasyonuna Ait Bulgular

Kitozan nanopartikiilleri, Boliim 2.7.1°de acgiklandig1 sekilde hazirlanmistir.
Nanopartikiil formiilasyonlarmin in vitro karakterizasyonlar1  Bolim 2.8’de
aciklandig sekilde yapilmistir. Formiilasyon karakterizasyonuna ait sonuglar Cizelge
3.12°de, partikiil biiyiliklik dagilimlar1 Sekil 3.14’te, formiilasyon parametrelerinin
partikiil biiylikliigii, zeta potansiyeli, yiikleme etkinligi ve islem verimine etkisinin
istatistik verileri Cizelge 3.13’te verilmektedir. Anlamli (p<0,05) degiskenler
Cizelgede (*) isaretlenmistir. FK5 formiiliine ait mikroskop goriintiileri de Sekil

3.15’te goriilmektedir.
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Cizelge 3.12. Kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonuna ait bulgular.

Formiil Boyut + SH PDI Zeta Potansiyel % Yiikleme %
ad1 (nm) +SH etkinligi Verim
(mvVv) +SH
FK1 228,345,875 0,439+0,0245 14,1040,727 6,450+1,400 31,70
FK2 363,046,280 0,425+0,018 20,204+0,941 3,560+ 0,280 30,60
FK3 429,6+23,05 0,603+0,048 17,70+1,599 9,580+1,995 35,90
FK4 389,945,626 0,453+0,056 15,2040,416 9,302+0,840 34,60
FK5 763,94+34,94 0,398+0,046 18,4040,924 16,03+0,780 11,06
FK6 268,8+1,292 0,333+0,023 23,30+0,716 12,4440,370 13,70
FK7 484,8+14,29 0,448+0,003 16,90+1,905 2,520+1,199 20,16
FK8 351,2+14,87 0,553+ 0,014 15,40+0,831 0,500+0,302 24,14
i. KL f
b i
i. FK2 F.
i i
- .
; " FK3 é o
i i
° " .‘ . 1 10 100 1000 10001
- - E
E - FK4 é .
i, i, ;

Sekil 3.14. FK1 - FKS8 formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigi dagilima.

Size (d nmi)

10000

100
Size (d.nm}

10000

107



Cizelge 3.13. Formiilasyon parametrelerinin islem sonuglarina etkisinin istatistiksel verileri.

Partikiil Zeta Potansiyel | Yiikleme islem Verimi
Biiyiikliigii Etkinligi
Kitozan Katsay1 44,25 54,88 0,3196 -7,968
miktari P 0,579 0,108 0,065 -0,900
TPP miktar1 | Katsay1 130,3 -45,76 -8,269 13,87
P 0,426 -0,66 -0,420 0,390
SAMe Katsay1 -9,083 -9,788 3,674 -1,756
miktari p 0,040* -0,17 0,223 -0.060

*: p<0,05: ilgili 6zellik tizerinde etkisi istatistiksel olarak onemli olan parametreler

Sekil 3.15. Kitozan nanopartikiillerinin (FK5) 151k mikroskobundaki goriintiileri (Biiyiitme: x40, x100)

Kitozan Nanopartikiillerinin Uretiminin Tekrarlanabilirliginin

Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Kitozan nanopartikiillerinden yiiksek yiikkleme etkinligi ve uygun partikiil
biiytikliigiine sahip en ideal iki formiilasyon FK5 ve FK6 olmustur. Bu formiilasyonlar
ticer kez hazirlanarak iiretimin tekrarlanabilirligi degerlendirilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlara ait partikiil biiytikliigii, zeta potansiyeli ve yiikleme etkinligi bulgular
Cizelge 3.14’te ve Sekil 3.16’da verilmektedir.
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Cizelge 3.14. FK5 ve FK6 formiil serilerinin karakterizasyonuna ait bulgular.

Formiil Partikiil PDI Zeta %  Yiikleme | %Etkin Madde | %
biiyiikliigiin. + Potansiyeli =+ | Etkinligi+SH | icerigi+ SH islem
SH (nm) SH (mV) verimi
FK5-1 763,9+34,94 0,595 18,4+1,5 16,03+0,7303 31,82+1,449 11,06
FK5-2 750,14£21,32 0,566 21,5+4,38 12,63+1,988 17,2242,711 16,09
FK5-3 752,6+52,97 0,574 16,8+0,751 13,2340,812 32,49+1,994 8,94
%BSS 0,9732 2,590 12,64 13,00 31,75 30,53
F6-1 268,8+1,3 0,337 23,3 12,404+4,376 7,758+2,738 13,70
F6-2 322,444 .45 0,502 20,6 7,712+0,763 1,73540,1718 26,66
F6-3 229,9+19,405 0,436 18,0 9,235+1,01 2,976+0,3256 38,10
%BSS 16,97 19.54 12.84 20.69 76.52 46.68

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

1000 10000

Record 1254: fS-2 Record 1203: f5-1 2.

Record 1304: 15-3 .|

Size Distribution by Intensity

Intensty (Percent)

Size (d.nm)

Record 1083: f6 1

Record 1084: f6-3

Record 1257: f6-2

Sekil 3.16. FK5 ve FK6 formiillerinin partikiil biiyiikliik ve dagilimiu.
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3.4.2.Pektin
Optimizasyonuna Ait Bulgular

Nanopartikiil

Formiilasyonlarimin

Hazirlanmasi ve

Boliim 2.7.2°de anlatildig1 sekilde {iger seri halinde farkli ¢apraz baglayicilar

kullanilarak hazirlanan pektin nanopartikiillerinin (FP1-FP4 formiilasyonlar)

karakterizasyonlar1 Cizelge 3.15’te verilmektedir.

Cizelge 3.15. Farkli ¢apraz baglayicilarla iiretilen pektin nanopartikiil formiilasyonlarinin

karakterizasyonuna ait bulgular.

Formiil | Capraz Partikiil PDI + SH Zeta %Yiikleme | %Etkin %lislem
Baglayici biiyiikliigii =+ Potansiyeli | etkinligi Madde Tgerigi | Verimi
SH +SH +SH +SH

FP1-1 | MgClz 654,8+12,94 0,600+0,0318 -20,6+1,305 | 96,20* 10,70* 9,67
FP1-2 | MgClz 767,8+36,06 0,610+0,0202 -20,6+0,663 | 108,5* 12,06* 9,80
FP1-3 | MgCl: 775,1£25,47 0,612+0,0294 -20,5+0,551 | 107,5* 11,95* 9,10
FP2-1 | MgSO4 606,2+18,41 0,640+0,018 -24,6+0,779 | 99,61* 11,08* 5,23
FP2-2 | MgSO4 497,2+18,40 0,649+0,0155 -22,5+0,548 | 105,6* 11,75* 5,48
FP2-3 | MgSO4 454,244,062 0,411+0,0138 -23,4+0,433 | 96,38* 10,72* 5,09
FP3-1 | CaCl2.2H20 | 685,2+31,68 0,652+0,09 -19,9+1,386 | 71,4445,558 | 7,944+0,6181 30,64
FP3-2 | CaCl2.2H20 | 706,0+62,95 0,693+0,033 -21,6+0,264 | 63,96+1,511 | 7,112+0,1681 29,16
FP3-3 | CaCl2.2H20 | 469,1+62,34 0,546+0,033 -19,5+0,032 | 72,96+1,873 | 8,113+1,872 31,35
FP4-1 | BaClz 431,0+65,02 0,543+0,053 -20,9+1,379 | 52,92+1,986 | 5,885+0,2208 | 58,32
FP4-2 | BaClz 394,3+48,61 0,595+0,058 -22,4+0,841 | 46,5144,247 | 5,17240,4723 58,65
FP4-3 | BaClz 411,3+38,13 0,535+0,0205 23,540,405 | 50,60+0,616 | 5,626+0,0685 | 56,26

*:[slem verimleri diisiik oldugu icin paralel deney yapilamamis ve SH degerleri verilememigtir.

Capraz baglayici segmek amaciyla en yiiksek verime sahip BaCl, ve CaCl. gapraz

baglayicilarini

iceren FP3 ve FP4 formiilasyonlar

ile hazirlanan pektin

nanopartikiillerinden Bolim 2.8.5°te anlatildigi sekilde etkin madde salim hizi

calismalar1 yapilmistir (Sekil 3.17) .
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Sekil 3.17. BaCl,ve CaCl, ¢apraz baglayicili pektin nanopartikiillerinden etkin maddenin salim
profilleri (iistteki salim profilleri 24 saatlik salim, alttaki salim profilleri ise ilk 8 saatlik
salim1 gostermektedir).

Formiilasyonlarin karakterizasyonundan sonra ¢apraz baglayici olarak BaCl ile
formiilasyonlarin ~ gelistirilme  ¢aligmalar1  devam etmistir (FP5-F12). Bu
formiilasyonlara iliskin karakterizasyon ¢aligsmalarinin bulgular1 Cizelge 3.16’da ve
partikiil biiyiikliik dagilimlar1 Sekil 3.18’de goriilmektedir. Bu formiillerle hazirlanan
nanopartikiillerden etkin madde salim profilleri Sekil 3.19°da verilmektedir. Bolim
2.8.5’te yer alan Weibull esitligi ile etkin maddenin % 63.2’sinin ¢dziinmesi i¢in

gecen siireler (tq ) hesaplanmistir.
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Cizelge 3.16. Capraz baglayici olarak BaCl; ile hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonuna ait

bulgular.
) =~ =~
Z ) D > +H
z | 58§ Z 2% % £ E_ | o
E 235 H c = S =2 X5 & < E | 3
5 :.%% 2 95% iEI EEEI =g S
£ £ 2 4 &~ N C + SH=Tn SZ2n | 28 S
FP5 552,7419,45 | 0,580+0,0321 | -25,5+0,218 | 50,05+2,568 10,01+£0,5135 | 59,07 | 41,36
FP6 374,4431,50 | 0,555+0,0212 | -24,9+0,548 | 45,58+5,047 5,068+0,5612 | 67,19 | 40,49
FP7 363,4+24,05 | 0,511+0,0359 | -13,3£0,618 | 46,74+3,000 7,375+0,4734 | 47,37 | 88,09
FP8 203,7+7,508 | 0,463+0,0200 | -10,9+2,494 | 42,55+3,046 3,647+0,2611 | 67,09 | 155,0
FP9 301,5+20,31 | 0,517+0,0228 | -16,3£1,715 | 74,80+3,745 9,783+0,4885 | 69,61 | 56,55
FP10 | 328,3+25,61 | 0,461+0,0343 | -13,0+0,208 | 65,79+3,913 4,590+0,2729 | 70,70 | 62,35
FP11 | 399,5+14,03 | 0,455+0,0461 | -17,3%£1,778 | 55,97+4,303 6,224+0,4785 | 61,81 | 68,71
FP12 | 454,3+8,761 | 0,560+0,0204 | -20,1+1,287 | 62,83+1,818 3,696+0,1070 | 66,31 | 178,6
*Saf SAMe ¢oziinme testinde hesaplanan td degeri 45.77 dk’dir.
. FP5 ¢, FP9
i }
ﬂf FP6 ¢. FP10
1 ]
B .,
. FP7 ¢
i .
i: - i,
g FP8 § [ Fp12
i
Sekil 3.18. FP5-FP12 formiilasyonlari ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiytikligii dagilimi.
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Sekil 3.19. Optimizasyon i¢in hazirlanan pektin nanopartikiillerinden etkin maddenin salim profilleri
profilleri (iist profiller 24 saatlik salimy, alt profiller ilk 8 saatlik salimi gostermektedir).

FP5-FP12 formiilasyonlarinda pektin, c¢apraz baglayict BaCly, ve SAMe
miktarlar1 bagimsiz degiskenler ve dlciilen cevaplar Cizelge 3.16’daki bulgular olmak
{izere formiilasyonlarin optimizasyonu igin iki diizey — ii¢ faktorlii (2°) bir tasarim
yapilmis ve c¢oklu lineer regresyon (MLR) ile degerlendirilmistir. Bu istatistik
degerlendirmenin sonuglar1 Cizelge 3.17’de verilmistir. Sekil 3.20-3.22°de ise dnemli
bulunan faktorlerle nanopartikiillerin  6zelliklerinin ~ cevap-yiizey  degisimi

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.17. MLR analizinin sonuglar1 ve varyans analizinden (ANOVA) elde edilen P degerleri.

PE

P >
. === >
B <
1=
= =
I -

2

s
65 ™
65
60
55
50
45

Bagimsiz faktorler (Pektin (BaCl: (SAMe Intercent | R
(ol¢iilen cevaplar) miktari) X1 | miktarr) Xz | miktarn) Xs P
Katsay1 |-0,6625 -8,5 4,273 3311 0,3737
Partikiil Bityiikliigii
P 0,9779 0,725 0,5160 0,2372
) Katsay1 |0,4938 1,1313 -0,0583 -26,1 0,4914
Zeta Potansiyel
P 0,6797 0,3661 0,8535 0,0906
PDI Katsay1 |-0,0073 -0,0078 0,0004 0,5938 0,4643
P 0,5173 0,4907 0,8904 0,005367*
Katsay1 |4,6544 -1,7581 0,1802 34,11 0,9442
% Yiikleme Etkinligi
P 0,0060* 0,1151 0,4834 0,0212*
. Katsay1 |-0,1129 -0,5318 0,2732 4,021 0,9746
%ZEtkin Madde Icerigi
P 0,4447 0,016293* |0,001544* |0,0464*
. Katsay1 |1,7319 -1,4994 -0,5572 74,79 0,8704
%lIslem verimi
P 0,1195 0,1625 0,0758 0,001288*
Katsay1 |2,5779 18,099 -3,0279 30,45 0,8804
T
‘ P 06794  |00354* |01216  |0,6455
*p<0,05
a0 a0
EES 72
7 71
PR e
g # EE
: “ Za
E E
E =B

Sekil 3.20. Pektin (X1) - BaCl, (X2) miktarlar1 (soldaki grafik) ve pektin (X1) - SAMe (X3) miktarlari

ile (sagdaki grafik) nanopartikiillerin etkin madde yiikleme etkinliginin degisimini gosteren
yiizey grafigi.
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Sekil 3.21. BaCl, (Xz) ve SAMe (X3) miktarlari ile nanopartikiillerin etkin madde igeriginin degisimini
gosteren ylizey grafigi.

AP-pL
AP-pL

Sekil 3.22. BaCl, (Xz) — pektin (X1) miktarlar1 (soldaki grafik) ve BaCl, (X;) - SAMe (Xs3) miktarlari
ile (sagdaki grafik) nanopartikiillerin Td zamaninin degisimini gdsteren yiizey grafigi.

Yapilan bu c¢aligmalarin sonucunda FP9 formiiliiniin en optimum formiil
olduguna karar verilmis ve bu formiilden SAMe salimi iizerine enzim etkisinin
incelenmesi icin SGF’ye pepsin ve SCoF2’ye pektinaz ilave edilerek FP9

formiilasyonundan etkin madde salim testi yapilmistir (Sekil 3.23). Salim profilleri f2
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— benzerlik faktori ile karsilastirildiginda profillerin farkli oldugu anlasilmistir (f2 =
41,72).
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P9 formulinin enzimli ve enzimsiz ortamda Cézlinme Hizi
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< 80 ¢ —
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< 40

=

()

c 20

()

c

3 O
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e .23. Enzimli ve enzim igermeyen ortamlarda, ormiilasyonu ile hazirlanan pektin

kil 3.23. Enzimli im i y larda, FP9 formiilasyonu ile hazirl pekti
nanopartikiillerinden etkin maddenin salim profilleri (iist profiller 24 saatlik salimu, alt
profiller ilk 8 saatlik salim1 gostermektedir).

Yapay Membran (PAMPA) Modeli Kullanilarak Pektin Nanopartikiillerden
SAMe Permeabilitesinin Tayini

Pektin nanopartikiillerinden etkin maddenin in vitro permeabilitesi Bolim 2.8.6’da
anlatildig1 sekilde yapay membran modeli (PAMPA) ile belirlenmis ve Sekil 3.24 ve
Cizelge 3.18’de verilmistir.
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Sekil 3.24. SAMe’nin yapay membranlardan permeasyonu iizerinde pektin nanopartikiil

formiilasyonunun etkisi.
Cizelge 3.18.Pektin nanopartikiillerinden PAMPA ile elde edilen permeabilite bulgular.

Permeabilite

katsayisi

(cm/saat)
Saf SAMe* | 131x10°®
FP9** 3616x106

*T{im noktalar alinarak hesaplandi.
**Son li¢ nokta almarak hesaplandi.

3.4.3.Iniilin Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve

Optimizasyonuna Ait Bulgular

10

Cizelge 2.5’te yer alan formiilasyonlarla iniilin nanopartikiilleri Boliim 2.7.3’te

belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Baglangi¢ formiilasyonlarin karakterizasyon

sonuclar1 Cizelge 3.19°da verilmistir.
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Cizelge 3.19. Iniilin nanopartikiil 6n formiilasyonlarinin karakterizasyonuna ait bulgular.

Formiil Boyut+SH PDI+SH Zeta Potansiyeli % Etkin % Yiikleme | %islem
kodu (nm) + SH (mV) Madde i¢erigi Etkinligi verimi
Fl1 877,4+20,1 0,655+0,003 -14,5+0,50 2,829 38,48 58,12
Fl2* - - - - - -

FI3 562,8+30,5 0,552+0,023 -11,1+0,50 0,2418 1,209 4,000
Fl14 359,4+27.5 0,449+0,037 -13,4+0,20 3,800 19,00 14,72
FI5 449,14+40,0 0,499+0,029 -10,6+0,20 5,483 14,25 35,08
FI6 608,7+16,7 0,635+0,031 -7,97+0,24 6,314 31,57 25,92
F17 419,2+14,8 0,471+0,011 -8,38+0,71 3,022 7,857 37,23
FI8 651,4+£31,5 0,642+0,025 -11,9+0,80 15,81 63,25 46,20
F19 755,3+13,4 0,619+0,013 -13,6+0,20 8,000 32,00 30,00
FI10 647,5+15,5 0,554+0,012 -15,0+0,90 11,21 29,16 36,31
FI11 865,0+24,6 0,744+0,027 -16,2+0,60 10,85 28,21 26,46
F112 259,146,5 0,498+0,011 -15,6+0,80 10,91 28,36 20,00
F113 261,6+9,4 0,342+0,011 -12,5+0,02 19,45 97,26 23,20
Fl114 442,9+20,4 0,441+0,015 -14,9+0,50 4,068 85,43 61,31

*Nanopartikiil olusmamugtir.

Formiilasyonlarin karakterizasyonundan sonra SAMe miktar1 ve SAMe ile SLS
arasinda iyon cifti olusturarak yiikkleme etkinigini artirmak i¢in FI14
formiilasyonundan hareketle formiilasyon optimizasyonu icin Cizelge 2.7°de
bilesimleri verilen FI15 — F23 formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Bu formiilasyonlara
iligkin karakterizasyonlar Cizelge 3.20°de ve partikiil biiyiiklik dagilimlart Sekil
3.25’te verilmigstir. Bu formiillerle hazirlanan nanopartikiillerden etkin madde salim
profilleri Sekil 3.26’da verilmektedir. Boliim 2.8.5°te yer alan Weibull esitligi ile etkin

maddenin % 63,2’sinin ¢ozlinmesi igin gegen siireler (tq ) hesaplanmustir.
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Cizelge 3.20. Iniilin nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonuna ait bulgular.

Formiil | Boyut = SH | PDI Zeta % Yiikleme | % Etkin | % Td

kodu (nm) Potansiyel etkinligi Madde icerigi | Verim (dk)
+SH (mV) | +SH +SH

FI115 654,3£19,2 0,580+0,017 -8,13+0,22 73,86£18,76 | 6,06+1,54 67,91 170,8

Fl116 390,7+16,2 0,478+0,195 -8,54+0,06 68,73£17,24 | 5,93+1,48 65,60 473,2

FI117 364,0+6,70 0,563+0,031 -10,9+0,30 18,00+5,46 1,61+0,49 61,37 147,8

FI118 334,0£14,2 0,449+0,021 -6,89+0,79 72,33+1,00 10,06+0,14 67,46 193,8

FI119 313,5€23,3 0,494+0,056 -8,18+0,17 46,50+8,48 7,05+1,29 61,58 248,4

F120 293,4+5,80 0,428+0,026 -13,9+0,80 15,60+0,55 2,52+0,09 60,69 110,6

Fl21 434.8+14,6 0,446+0,022 -9,18+0,27 71,85+6,76 13,00£1,22 67,10 334,0

Fl122 382,4+16,7 0,440+0,029 -11,2+1,69 63,38+6,54 12,86+1,33 62,61 314,8

F123 193,9£11,9 0,417+0,037 -15,5+1,30 18,61+1,26 4,11+0,28 56,60 129,9

g 157+ o

Bl Fl-19

z

Eofo

M FI-16 F

£ i

z z

£ B

g UURMAT §

g e e 4

z 4 z
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% 10 H
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Sekil 3.25. SAMe miktar1 ve SAMe ile SLS arasinda iyon ¢ifti olusturarak yiikleme etkinligini artirmak
i¢cin hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikligi dagilimi.
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Sekil 3.26. Optimizasyon i¢in hazirlanan iniilin nanopartikiillerinden etkin maddenin salim
profilleri (iist profil 24 saatlik profili, alt profil ilk 8 saatlik profili gostermektedir).

FI15-F123 formiilasyonlar1 ii¢ diizey — iki faktorli (3%) olmak iizere
tasarlanmistir. Cizelge 2.6’da tasarim faktorleri gosterilmistir. Uygulanan MLR
analizinin sonugclar Cizelge 3.21°de goriilmektedir. Sekil 3.27°de ise 6nemli bulunan

faktorlerle nanopartikiillerin 6zelliklerinin degisimi gosterilmektedir.
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Cizelge 3.21. MLR analizinin sonuglar1 ve varyans analizinden (ANOVA) elde edilen P degerleri.

Bagimsiz degiskenler

Cevap faktorler (SAMe miktar1) X1 | (SLS:SAMe Intercept R
orani) X2

Partikiil Katsay1 -66,3 95,3 373,4 0,7983

Bityiikliigii p 0,113 0,037* 0,000***

PDI Katsay1 -0,053 0,011 0,477 0,8014
p 0,018* 0,524 0,000***

Zeta Potansiyel Katsay1 -1,39 2,86 -10,2 0,9016
p 0,068 0,004** 0,000***

%0 Yiikleme Katsay1 -1,13 27,6 499 0,9325

Etkinligi p 0,806 0,001*** 0,000***

% Etkin Katsay1 | 2,73 3,48 7,02 0,9000

Madde igerigi p 0,013* 0,004** 0,000***

% Islem verimi | Katsayr | -1,43 3,97 63,4 0,9552
p 0,037* 0,000%** 0,000***

Td (dk) Katsay1 -2,18 51,7 236 0,3771
p 0,968 0,357 0,001*

*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001
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Partikil boyutu(nm) = 373,4444-66,3167*x+95,3'y

PDI =0,4772-0,063x+0,0112"y

usdyrnhoa FHve d
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[] <380 > [ <045
B <280 Il <043
I <180 <041
Zeta Potansiyel(mV) = -10,1489-1,385"x+2,8633"y
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Sekil 3.27. SAMe miktar1 ve SAMe:SLS oraninin nanopartikiillerin karakteristikleri tizerine etkisini
gosteren cevap - yiizey grafigi.

122



Iniilin Nanopartikiillerinin Uretiminin Tekrarlanabilirliginin

Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Iniilin nanopartikiillerinin iiretiminin tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 secilen optimum
formiilasyon iizerinde (FI18), Boliim 2.9.6°da belirtildigi sekilde yapilmustir. Islem
sonuglar1 Cizelge 3.22°de, partikiil biiyiikliik dagilimlar1 Sekil 3.28’de verilmistir.

Cizelge 3.22. FI18 formiiliiniin tekrarlanabilirlik sonuglari.

Formiil kodu Boyut + SH | PDI Zeta % Yiikleme | % Etkin Madde | %
(nm) Potansiyel | Etkinligi icerigi +SH Verim
+SH(mV) | +SH

FI118 (1p) 334,0+14,2 0,449+0,021 -6,89+0,79 72,33+1,00 10,06+0,14 67,46
FI118 (2p) 354,4+5,8 0,434+0,007 -14,7+0,1 79,62+6,87 11,07+0,95 68,66
FI118 (3p) 301,7+£12,7 0,409+0,008 -10,6+0,6 71,70+6,62 9,970+0,921 69,41
F118* 317,3+19,1 0,371+0,036 -15,4+1,3 87,75+4,37 12,20+0,61 65,14
F118* 300,9+12,0 0,433+0,013 -16,7£1,2 93,68+7,22 12,84+1,24 -

* 2 dispersiyon birlestirilerek kurutulmugtur. ** Tiim paralel kuru toz kiitlesi birlestirilmigtir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

—— Record 5019: FI18 (1.seri) Record 5020: FI18 (2.seri)
— Record 5021: FI18 (3.seri) — Record 5022: FI18 ( Pooled)

Sekil 3.28. Uretilen 3 paralel formiiliin ve birlestirilmis kiitlenin partikiil boyut dagilimu.

Secilen FI18 formiilii ile hazirlanan nanopartikiillerden, enzim iceren SGF ve SCoF
ortamlarinda da etkin madde ¢oziinme testi ayni sekilde yapilmistir. SGF igine 0,1
mg/ml konsantrasyonda pepsin, SCoF ic¢ine ise 5 IU/ml miktarda iniilinaz ilave

edilmistir. Enzimli ve enzimsiz ortamlarda uygulanan testler sonucunda salim
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farkliliginin degerlendirilmesi i¢in hesaplanan f2 benzerlik faktorleri grafikler izerinde

yer almaktadir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. Enzimli ve enzim igermeyen ortamlarda, F118 formiilasyonu ile hazirlanan iniilin
nanopartikiillerinden etkin maddenin ¢6ziinme profilleri (iist profil 24 saatlik SAMe

salimini, alt profil ilk 8 saatlik salim1 gostermektedir) ve f> benzerlik faktorti.
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Yapay Membran (PAMPA) Modeli Kullamlarak Iniillin Nanopartikiillerden
SAMe Permeabilitesinin Tayinine Ait Bulgular
Iniilin nanopartikiillerinden etkin maddenin in vitro permeabilitesi Boliim 2.8.6’da
anlatildig1 sekilde yapay membran modeli (PAMPA) ile belirlenmistir. Elde edilen
bulgular Sekil 3.30 ve Cizelge 3.23’te verilmistir.

14
SAMe FI-18

. X

10

%SAMe

Zaman(saat)

Sekil 3.30. SAMe’nin yapay membranlardan permeasyonu iizerinde iniilin nanopartikiil
formiilasyonunun etkisi.

Cizelge 3.23. Iniilin nanopartikiillerinden PAMPA ile elde edilen permeabilite bulgulari.

Permeabilite
katsayisi
(cm/saat)
Saf SAMe* 131x10®
F118** 16155x106

*Tim noktalar alinarak hesaplanmustir.
**Son 3 nokta alinarak hesaplanmistir.

3.5.0ptimum Formiiliin Secilmesi

Yukarida bulgulari verilen formiilasyon ¢alismalarinin sonucunda segilen pektin
nanopartikiillerinin tiretimi i¢in FP9 ve iniilin nanopartikiillerinin {iretimi i¢in FI18
formiilasyonlarindan hazirlanan nanopartikiillere iligkin in vitro 6zellikler Cizelge

3.24°de verilmektedir. In vitro salim profilleri ise Sekil 3.31°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.24. Optimum formiilasyonlardan hazirlanan nanopartikiillerin 6zellikleri (+ SH).

FP9 FI118
% Yiikleme etkinligi 41,34 +1,608 92,38+8,95
% Etkin Madde icerigi 5,392 + 0,2097 12,84+1,24
% S,S izomeri 60,85+0,0864 57,10+0,23
% R,S izomeri 39,15+0,086 42,90+0,23
Partikiil Bityiikliigii (nm) 294,7+28,99 301,0+16,27
PDI 0,443+0,022 0,441+0,013
Zeta Potansiyel (mV)(n=4) -19,10+1,160 -16,70+1,24
Td (dakika) 56,55 193,80
P (cm/saat) 2,270x103 10,71x10°3
100 T 1
90 o T
s e B
3 60
S
c 50 |4
=R
5%y
x 30 W o
20
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Sekil 3.31. Optimum formiilasyonlardan hazirlanan nanopartikiillerden etkin madde salim profilleri.

3.5.1.Secilen Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde ve Yardimci

Madde Etkilesimlerinin Incelenmesine Ait Bulgular

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)
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Secilen nanopartikiil formiilasyonlarmma ait termogramlar Sekil 3.32-3.33 ‘de
verilmektedir.

<

10000 20000 300.00
Temp [(]

Sekil 3.32. FP9 formiilasyonuna ait DSC termogramlari (a:SAMe, b:Pektin, ¢:BaCly, d: NaHCOs,
e:FP9 nanopartikiilleri, f:FP9 fiziksel karigim ) .
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Sekil 3.33. FI18 formiilasyonuna ait DSC termogramlari (a: SAMe, b: Iniilin, c: SLS, d: EDC, e:
FI18 nanopartikiilleri, f: FI18 fiziksel karigim)
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X Isim Difraktometrisi ( XRPD)

Secilen formiillerin difraktogramlar1 Sekil 3.34-3.35’de verilmektedir.

3
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- 15 20 25 30 35 40
o 28()

Sekil 3.34. FP9 formiilasyonuna ait X 1s1m difraktogramlar1 (a: SAMe, b: pektin, c: BaCl2,
d:NaHCO3, e: FP9 nanopartikiilleri, f: FP9 fiziksel karigim).
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Sekil 3.35. FI18 formiilasyonuna ait X 1s1m1 difraktogramlar1 (a: SAMe, b: Iniilin, c: Sodyum lauril
stilfat, d: FI18 nanopartikiilleri, f: FI18 fiziksel karigim).

3.5.2.Nanopartikiillerin Goriintillenmesine Ait Bulgular

Secilen nanopartikiillere ait SEM ve TEM goriintiileri sirasiyla Sekil 3.36-3.37°de

verilmistir.

EHT =2000 kV Mag = 3000 K X WD= 95mm EHT = 2000 k¥ Mag= 1000 K X

Sekil 3.36. FP9 formiilasyonu ile iiretilen nanopartikiillerin SEM goriintiileri .
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WD =105 mm EHT = 20.00 kV Mag= 20.00 K X

Sekil 3.38. FI18 formiilasyonu ile iiretilen nanopartikiillerin SEM goriintiiler
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3.6.Etkin Madde Saliminin Modifiye Edilmesi icin Calismalara Ait Bulgular

3.6.1. Akiskan Yatak Cihazinda Kaplama Prosesinin On Denemelerine iliskin Bulgular

Akiskan yatakta inert pelletler lizerine kaplama icin Cizelge 2.9°da belirtildigi sekilde

cok sayida deney yapilmistir. Her bir deneyde ulasilan sonuglar ve karsilasilan problemler

Cizelge 3.25’te verilmektedir. Ayrica elde edilen iiriinlerin fotograflari ve mikroskop

gorintiileri ise Sekil 3.39°da goriilmektedir.

Cizelge 3.25. Kaplama deneylerinin optimizasyonuna yonelik ¢alismalara iliskin gézlem ve yorumlar.

%Islem Yorum
verimi

P1 63,30 Homojen kaplama yapilamadi

P2 81,05 Homojen kaplama yapilamadi

P3 79,57 Tikanma oldu, tekrarlandi

P4 73,66 8 rpm az geldi fakat segregasyon yok.

P5 82,65 Basaril1 oldu.

P6 81,28 Ik asama iy, gegti, ikinci asamada partikiiller asagida kald1.

P7 76,44 Tikandi, beyazken asagida birikme oldu.

P8 81,04 Ceperde toplanma yok, homojen ve basarili sonug elde edildi.

P9 82,74 [k agama basaril, ikinci asamada cepere yapisti, segregasyon oldu.

P10 91,22 Kaplama ve kurutma basaril1.

P11 86,72 Az miktarda topaklanma var, kaplama kurutma iyi.

P12 75,55 Homojen, basaril1.

P13 - Cihaz i¢inde toz dagilimi giizel oldu, birikme olmadi, basarili HPMC kaplamasi oldu. Eudragit
kaplamasinda ilk asamada ince hortum tikandi, ikinci asamada kalin hortum kullanildi fakat bu
sefer cihazda titkanma oldu.

P14 - Cihaz tikand1. Ince hortum kullanild.

P15 - Eudragit ¢ozeltisi araliksiz verildi. Ince hortum kullanild.

P16 - P15 pelletleri tekrar kullanild1. Araliksiz Eudragit ¢ozeltisi verildi. Cihaz tikandi.

P17 - Cihaz tikandi.

P18 - Cihaz tikandi.

P19 - Hortumda tikanma oldugu i¢in durduruldu, beyazlama vardi.
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Sekil 3.39. Kaplamadan elde edilen iiriinlerin fotograflar1 ve mikroskop goriintiileri.

Yukarida belirtilen 6n formiillerdeki tikanma problem Eudragit FS30D polimeri yerine
Eudragit L30D-55 kullanilarak ve bazi parametreler degistirilerek (Cizelge 2.10)

¢Ozilmiistiir.

Fonksiyonel Kaplama Oraninin Belirlenmesine Iliskin Cahismalara Ait Bulgular

Kaplama caligsmalar1 Boliim 2.10.1°de belirtildigi sekilde sadece SAMe kullanilarak
yirlitiilmistiir. Elde edilen SAMe yiiklii pelletlerden etkin madde salimi1 Boliim 2.10.2.5°te
belirtildigi sekilde uygulanmistir.  Sekil 3.40°da farkli kaplama oranlarina karsilik
pelletlerden SAMe salim profilleri goriilmektedir.

. 100 - T T T I
g i
= 80 1
S 60 1
_C
5 40
o
X 20
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (saat)
=== Kaplama %21 e=®==Kaplama %14  ==@==Kaplama %7  e=o==Kaplama %0

Sekil 3.40. Farkli kaplama oranlarina sahip pelletlerle yapilan ¢6ziinme hiz1 grafigi .
132



Bu salim profillerine gore geciktirilmis bir salim i¢in farmakope limitlerine uygun profilin

elde edildigi kaplama oran1 % 14 a/a olmustur.

3.6.2 Kaplanmus Pelletlerde Yapilan Karakterizasyon Calismalarina Iliskin Bulgular

Kaplanmis pelletlere ait partikiil biiytikliigi Bolim 2.10.2.1°de belirtildigi gibi
Olciilmiistiir. Sonuglar Cizelge 3.26, Sekil 3.41 ve Sekil 3.42°de verilmektedir.

Cizelge 3.26. Iniilin ve pektin nanopartikiillerinin kaplanmis oldugu pelletlerin partikiil biiyiikliik verileri ;
Dy:Hacim ¢ap1; Span=( D90 - D,10 )/ D\50.

Dv10 (um) | Dy50 (um) | Dv90 (um) | D[3:2] (rm) D[4:3] (um) Span
Medyan (Hacim/yiizey (Hacim
ortalamasi) ortalamasi)
Ko* 144 197 254 70,1 191 0,557
KiFI18 | 141 199 266 67,5 196 0,631
KiFP9 | 123 287 990 164 456 3,024
K2F118 | 44,6 201 432 66,1 265 1,930
K2FP9 | 98,2 346 1060 187 487 2,778

*Ko: Kaplanmamus inert pellet

=] =) =]

Volume Density (%]
s

Hacimsel yogunluk (%)

T T T
01 12 e 100,0 1.000,0 100000
Bovut(um)

£
©

Sekil 3.41. Pektin nanopartikiillerinin kaplandigi pelletlerin partikiil bitytikliigii dagilimlart (Kirmizi: Ko, Yesil:
K1-FP9, Kirmizi: K»-FP9).

Valume Density (%)

Hacimsel yogunluk (%)

T u T T T
01 10 100 100,0 1.0000 100000

=)

Bovut(um)

Sekil 3.42. Iniilin nanopartikiillerinin kaplandig1 pelletlerin partikiil biiyiikliigii dagilimlart (Mavi: Ko, Kirmzi:
Ki-FI18, Yesil: Ko-FI18).
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Kaplanms Pelletlere Ait Zeta Potansiyel Bulgular

Kaplanmis pelletlere ait zeta potansiyel degerleri Bolim 2.10.2.2°de belirtildigi sekilde
Ol¢tilmiistiir. Bulgular Cizelge 3.27°de verilmektedir.

Cizelge 3.27. Nanopartikiil kaplanmis pelletlerin zeta potansiyelleri.

Zeta Potansiyel £SH (mV) ( n=6)
Ko -2,46+0,22
KiFI18 -11,3+0,49
K1FP9 -18,1+0,84
K2F118 -18,3+0,58
K2FP9 -19,6+0,58

Rekonstitiisyon calismalarina Ait Bulgular

Fonksiyonel kaplama sonrasi nanopartikiillerin  yapisint ve &zelliklerini  koruyup
korumadigint incelemek icin Bolim 2.10.2.3’te belirtilen sekilde yapilmistir.
Rekonstitiisyon sonuglart Cizelge 3.28 ve 3.29°te ve Sekil 3.43 ve 3.44’te verilmektedir.

Cizelge 3.28. F118 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiillerin kaplama 6ncesi ve sonrasi partikiil boyutlari.

Size (nm) (n=10) PDI
Kaplama oncesi FI18 302,6 +£38,48 0,456+0,03
Kaplama sonrasi FI18 304,7+17,89 0,531+0,02

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 10000

Size (d.nm)

‘7 Record 5011: FI18 (kaplama dncesi) Record 5012: FI18 (kaplama 50nra5|)|

Sekil 3.43. FI18 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiillerin kaplama oncesi ve sonrasi partikiil biiytikligi
dagilim grafigi.
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Cizelge 3.29. FP9 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiillerin kaplama dncesi ve sonrasi partikiil boyutlari.

Size (nm) (n=10) PDI
Kaplama 6ncesi FP9 330,1£13,70 0,539+0,035
Kaplama sonras1 FP9 336,8+21,68 0,458+0,020

Size Distribution by Ihtensity

e
o

w

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

|— Record 5013: FP9 (kaplama sonrasi) Record 5014: FP9 (kaplama dncesi)

Sekil 3.44. FP9 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiillerin kaplama dncesi ve sonrasi partikiil biiyiikligi
dagilim grafigi.

Kaplanms Pelletlerde Yapilan Miktar Tayini Calismalaria Ait Bulgular

Kapl pelletlerde yapilan miktar tayininde (Boliim 2.10.2.4) elde edilen sonuglar Cizelge
3.30°da verilmektedir.

Cizelge 3.30. Nanopartikiil kaplanmus pelletlere ait etkin madde miktar tayini sonuglari.

K2FI118 K2FP9
% SAMe icerigi 1,26+0,10 0,32+0,013
% S,S izomeri 68,93+0,57 60,16+0,47
% R,S izomeri 31,06+0,57 39,83+0,47

Kaplanmis Pelletlerden Etkin Madde Saliminin Tayinine Ait Bulgular

Kaplanmis pelletlerden etkin madde salim tayini Bolim 2.10.2.5°te belirtildigi sekilde
yapilmustir (Sekil 3.45).
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10 12 14 16 18 20 22 24

o
N
N
()]
(o]

t
zaman (saat) 14 (FI18)=2,33 saat
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80 —
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S 40 T4 (FP9)=0,98 saat
T4 (K2FP9)=17,42 saat
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaaman (saat)
e=@unFP-9 e=@==Kaplanmis FP-9

Sekil 3.45. Nanopartikiiller ve kaplanmig formiillere ait etkin madde salim profilleri (a: KoFI18 formiiliinde
¢oziinme hiz1 ¢alismalari, b: KoFP9 formiiliinde ¢6ziinme hizi galigmalari)

3.6.2 Pelletlerin Goéruntiilenmesi

Kapli pelletlerin SEM goriintiileri Sekil 3.46-3.47°de verilmektedir.

Sekil 3.46. Pektin nanopartikiilleri ile hazirlanan K>FP9 pellet formiiliine ait SEM goriintiileri.
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Sekil 3.47. Iniilin nanopartikiilleri ile hazirlanan KoF118 pellet formiiliine ait SEM gériintiileri.

3.6.3.Pelletlerde Etkin Madde ve Yardimec1 Madde Etkilesimlerinin Incelenmesine Ait
Bulgular

Kapli formiillerdeki etkin madde ve yardimci madde etkilesimleri Boliim 2.10.4’te

belirtildigi sekilde incelenmistir.

Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri

Kapli pellet formiillerine ait yardimecr maddeler ve formiiliin termogramlar1 Bolim

2.10.3.4’te belirtildigi sekilde incelenmistir. Bulgular Sekil 3.48-3.49°da verilmistir.

NS

10000 20000 300.00
Temp [C]

Sekil 3.48. KFP9 formiiliine ait DSC termogramlari (a: SAMe, b: FP9, c: KoFP9, d: Pharmacoat 606, e: PEG
6000, f: Fonksiyonel kaplama dispersiyonu, g: K2FP9 fiziksel karigimu, h: inert pellet).
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40000 20000 30000
Temp [C]

Sekil 3.49. KoFI18 formiiliine ait DSC termogramu (a: SAMe, b: F118, c: KoFI118,d: Pharmacoat 606, e:
PEG6000, f: Fonksiyonel kaplama dispersiyonu , g: K218 fiziksel karigimi h:inert pellet)

X 1s1m1 Difraktometrisi

X 1sm difraktometrisi  Bolim  2.10.4°te  belirtildigi  sekilde yapilmustir.
Difraktogramlar Sekil 3.50-3.51 xe belirtilmistir.

1500 a
\ b
N —t
c
1000
g
g d
H
=
- e
500 f
g
. s 0 5 E:) = E) E3 )

20()
Sekil 3.50. K3FP9 formiilii bilesenlerine ait X 1511 difraktogramlari (a: SAMe, b: FP9 nanopartikiilii,c: K.FP9
pelletleri, d: Alt kaplama fiziksel karisim, e: Fonksiyonel kaplama formiilii, f: KoFP9 fiziksel
karigimi, g: inert pellet).
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Sekil 3.51. KyFI18 formiilii bilesenlerine ait X 1sin1 difraktogramlari (a: SAMe, b: FI18 nanopartikiil, c:
KoFI18 pellet, d: Alt kaplama fiziksel karigim, e: Fonksiyonel kaplama formiilii, f: KoFI18

fiziksel karisimi, g: inert pellet).

3.6.4.Nanopartikiiller, Kaplanmis Pelletlerde Stabilite Calismalarimin Bulgulari

Stabilite ¢alismalari nanopartikiillerde Bolim 2.9.3 ve kaplanmis pelletlerde ise

Bolim 2.10.5’te belirtildigi sekilde yapilmistir. Sonuglar Cizelge 3.31 — 3.35°te

verilmektedir.
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Cizelge 3.31. FP9 formiiliine ait stabilite bulgular1 (YE: Yiikleme etkinligi: EMI: Etkin madde

Baslangi¢ 5+3°C 1.ay 5+3°C 3.ay 5+3°C 6.ay 25+2°C l.ay 25+2°C 3.ay 25+2°C 6.ay
FP9 (cam flakon icinde saklanan nanopartikiiller)
% YE 41,34+1,61 24,3540,41 12,5240,17 2,4240,11 6,34+0,6104 1,09+0,15 0,38+0,01
% EMI 5,39+0,21 3,16+0,07 1,59+0,05 0,32+0,02 0,83+0,0764 0,14+0,08 0,05+0,01
% S,S izomeri 60,85+0,09 57,23£0,13 57,24+1,16 54,04+0,77 51,57+0,4686 53,40+0,9779 60,30+5,66
% R,S izomeri 39,15+0,09 42,77+0,13 42,76+1,16 45,96+0,77 48,43+0,4686 46,59+0,9779 39,20+5,66
Partikiil Biiyiikliigii (nm) (n=6) 294,7+£28,99 314,0+32,02 306,5+10,15 308,0+26,53 315,944,653 409,7+17,02 503,3+£21,31
PDI 0,443+0,022 0,440+0,067 0,426+0,057 0,511+0,042 0,380+0,023 0,557+0,070 0,595+0,076
Zeta Potansiyel (mV)(n=3) -19,10+1,160 -20,6+0,8902 -19,6+0,52 -25,5+0,5 -14,7+3,02 -19,5+1,46 -23,7+0,38
FP9* (vakumlu cam flakon icinde saklanan nanopartikiiller)
% YE 33,64+3,07 29,1242,54 12,44+0,69 6,24+0,444 15,40+1,53 11,49+0,69 3,06£0,35
% EMI 4,38+0,40 3,80+0,33 1,62+0,09 0.815+0,06 2,01+0,20 1,50+0,09 0.40+0,04
% S,S izomeri 49,68+1,24 47,71+0,82 45,22+1,19 40,75+1.35 47,96+0,68 46,52+1,49 42.1040.78
% R,S izomeri 50,30+2,22 52,29+0,82 54,78+0,71 59.7541.35 52,04+0,68 53,48+1,49 57.90+0.78
Partikiil Biiyiikliigii (nm) (n=6) 309,8+22,16 300,549,43 297,4+12,34 348,3 +44,86 335,2+10,16 305,7+10,44 321,9+19,26
PDI 0,603+0,034 0,417+0,026 0,504+0,03 0,627+0,104 0,542+0,046 0,449+0,02 0,491+0,07
Zeta Potansiyel (mV) (n=3) -20,0+1,29 -20,9+1,95 -19,5+1,03 6.2440.444 -20,3+0,35 -19,8+0,31 -6,78+0,885
Farkl kosullardaki FP9 formiiliiniin % Etkin Madde Iceriginin % Degisimi

% EMI Degisimi-FP9 100 58,42 29,51 14,61 15,21 2,6 0.9
% EMI Degisimi-FP9* 100 86,76 36,99 18,61 45,89 34,24 9.1




Cizelge 3.32. FI18 formiili stabilite sonuglari

Baslangig 5+3°C l.ay 5+3°C 3.ay 5+3°C 6.ay 25£2°C 1.ay 25+2°C 3.ay 25+£2°C 6.ay
% YE 92,38+8,95 95,73+3,79 85,114+2,46 96,41+3,28 97,94+0,72 84,68+24,28 78,72+4,97
% EMI 12,84+1,24 12,49+0,70 11,83+0,34 12,81+0,61 12,77+1,16 11,7743,37 10,27+0,53
% S,S izomeri 57,10+0,23 54,30+0,18 55,02+0,79 52,02+0,25 52,10+0,58 51,41+2,31 47,98+0,25
% R,S izomeri 42,90+0,23 45,70+0,18 51,41£2,31 49,58+0,28 47,90+0,58 48,59+2,31 50,42+0,28
Partikiil Biiyiikliigii (nm)(n=6) 301,0+16,27 301,5422,72 331,2042,97 306,8+13,03 298,5+7,94 326,40+11,61 480,00 +16,89
PDI 0,441+0,013 0,458+0,012 0,392+0,02 0,541+0,02 0,476+0,021 0,455+0,04 0,431+0,014
Zeta Potansiyel (mV) (n=3) -16,70+1,24 -19,10+1,10 -18,10+1,24 -17,40+0,48 -19,70+1,90 -20,60+1,31 -18,40+1,96
% EMI Degisimi 100 97,27 92,13 99,77 99,45 91,66 79,98
Cizelge 3.33. %14 oraninda fonksiyonel kaplanmis saf SAMe’nin stabilite sonuglari
Baslangi¢ 5+£3°C l.ay 5+£3°C 3.ay 5+£3°C 6.ay 25+2°C l.ay 25+2°C 3.ay 25+2°C 6.ay
%EMI 0,26+0,009 0,26+0,01 0,32+0,08 0,13+0,03 0,24+0,01 0,29+0,02 0,06+0,006
% S,S izomeri 54,8+2,22 50,06+1,60 49,09+4,01 44,99+1,42 51,47+0,10 48,64+0,36 45,24+1,06
% R,S izomeri 45,2+2.22 49,94+1,60 50,91+4,01 55,00+1,42 48,53+0,10 51,36+0,36 54,76+1,06
% EMI Degisimi 100,0 100,0 123,0 50,0 92,0 1115 23,1
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Cizelge 3.34. Iniilin nanopartikiilleri ile hazirlanan KoFP9 kodlu pellet formiiliiniin stabilite sonuglari

Baslangic 5+3°C 3.ay 5+3°C 6.ay 25+2°C 3.ay 25+£2°C 6.ay
%EMI 0,32+0,013 0,22+0,03 0,23+0,02 0,21+0,02 0,11+0,04
% S,S izomeri 60,16+0,47 50,12+1,55 50,82+2,02 51,14+0,99 41,3242.11
% R,S izomeri 39,83+0,47 49,88+1,55 49,88+2.02 48,86+0,99 58,86+2,11
%EMI Degisimi 100 68,8 71,9 65,6 34,4
Cizelge 3.35. Iniilin nanopartikiilleri ile hazirlanan K2FI18 kodlu pellet formiiliiniin stabilite sonuglar
Baslangic 5+£3°C 3.ay 5+£3°C 6.ay 25+2°C 3.ay 25+2°C 6.ay
% DL 1,26+0,10 1,06+0,12 1,24+0,36 0,99+0,02 0,75+0,05
% S,S izomeri 68,93£0,57 54,3440,55 50,42+2,75 55,9+0.43 45,942 .81
% R,S izomeri 31,06+0,57 45,66+0,55 49,58+2.75 44.,1+0,43 54,1+£2.81
%EMI Degisimi 100 84,1 98,4 78,6 59,5




3.7.SAMe Yiiklii Formiilasyonlarin in Vivo Etkinligine Ait Bulgular

In vitro karakterizasyon calismalar1 sonrasinda en uygun oldugu belirlenen FP9 ve
FI18 formiilasyonlari ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kaplanmis formlarinin  in vivo
performansit SAMe c¢ozeltisi ile karsilastirmali olarak ratlarda incelenmistir (Boliim 2.11).
Oral yolla verilisten sonra belirlenen plazma konsantrasyonu — zaman egrileri Sekil 3.52°de
goriilmektedir. Hesaplanan farmakokinetik veriler (Kinetica Software) ve istatistiksel

degerlendirmeleri Cizelge 3.36, 3.37, 3.38, 3.39°da verilmektedir.

280
260
240
220
200
180
160
140
120
100

80
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40

20

Plazma Konsantrayon (pg/mL.103)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

—@—SAMe —@—FI18 K2FI118 FP9 —@—K2FP9

Sekil 3.52. SAMe ¢ozeltisi ve formiilasyonlarinin plazma konsantrasyonu-zaman egrileri.
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Cizelge 3.37. Farkli formiilasyonlardan SAMe’nin maksimum plazma konsantrasyonlarinin

Cizelge 3.36. Farkli formiilasyonlardan herbir zaman noktasinda SAMe plazma  konsantrasyonlarinin -
ug/mix 107 (£SH) karsilastiriimas.
Ornekleme Uygulanan formiiller ve (kodlar1)
zamani (saat)
SAMe (1) F118 (2) FP9 (3) K2F118 (4) K2FP9(5)
005 53,98 (9.93) 64,17 (17,91) | 69,38 (13,4) 20,55 (7,77) | 24,38 (9,58)
05 5021(13.22) | 1057(994) [ 58.87(1608) | 18,60(374) | 28,66 (407)
L 4893 (11,30) | 5547 (13,87) | 75,59 (25,74) | 25,50 (8,32) | 39,51 (21,14)
2 23,30 (8,26) 28,41 (531) | 78,64(39,21) | 60,67 (22,32) | 77,70 (38,89)
4 20,75 (6,79) 17,10 (5,40) | 24,02 (9,88) 49,84 (25,3) 113,9 (23,98)
6 29,83 (11,13) 26,09 (9,41) | 69,26 (17,2) 230,2 (51,1) 48,77 (13,92)
12 820 (2.82) 22,28 (6,98) | 61,35(13,94) | 86,36 (23,33) | 45,66 (21,18)
24 63,64 (26,93) 44,02 (21,13) | 44,17 (9,82) 48,31 (10,62) | 25,70 (48,46)
P degerleri

Zaman (saat) 0.5 4 6 x  P<005

- = 2-1:0,020* 5-1:0,041* | 4-1:0,000%** . '

E'F P<0.01

2= 2-5:0.000*** | 5-2:0,012* 4-2: 0,000*** ***  P<0.001

=

~ g 2-6: 0.002** 4-3: 0,004**

£ - 2-7: 0,000 4-4: 0,000~

-

o= 4-6: 0,000%**

~ 9 b=}

z % < 4-7:0,000***

karsilastirilmasi.
Maksimum plazma konsantrasyonlari,
Cmaxx1073, pg/mL
(N=6) SAMe F118 FP9 KoFI118 K2FP9
58,01 124,5 114,7 1154 115,9
82,09 118,5 173,5 133,2 221,0
85,86 130,2 89,90 170,6 106,7
1432 143,3 84,12 389,3 195,8
87,61 1157 175,4 2928 162,4
87,61 1115 85,13 220,1 306,0
Ortalama 90,74 124,0 120,5 220,2 184,6
SH 11,47 4,712 17,67 42,78 30,26
AL (%95 GA) 61,26 111,8 75,04 110,3 106,9
UL (%95 GA) 120,21 136,1 165,9 330,2 262,4
P degerleri
SAMe - 0,960 0,977 0,011* 0,127
Flis 0,960 - 1,000 0,110 0,590
FP9 0,977 1,000 - 0,089 0,526
KoF118 0,011* 0,110 0,089 - 0,945
K2FP9 0,127 0,590 0,526 0,945 -
* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

*Cmax degeri herbir gruptaki deneklerin ayr1 ayr1 Cmax degerinin ortalamasidir.
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biyoyararlanimlarinin

Cizelge 3.38. Farkli formiilasyonlardan herbir zaman noktasinda SAMe
karsilastirilmasi.
AUC (1) X103, (ug/mL/saat)
(N=6) SAMe F118 FP9 K2F118 K2FP9
243,6 521,2 112,5 1842 1431
807,9 835,9 255,0 1285 825,9
19,40 95,69 1400 2412 636,3
1014 1420 1521 2358 548,9
500,1 562,1 1814 1975 2369
540,0 593,2 657,9 2084 2326
Ortalama 520,9 671,4 959,7 1992 1356
SH 147,8 178,8 2911 167,5 337,8
AL (%95 GA) 141,0 2116 2113 1562 487,9
UL (%95 GA) 900,3 1131 1708 2423 2224
P degerleri
SAMe > 0,999 0,862 0,003** 0,224
F118 0,999 - 0,980 0,009** 0,446
FP9 0,862 0,980 - 0,069 0,909
FYD6 0,666 0,892 1,000 0,150 0,985
K2F118 0,003** | 0,009** 0,069 - 0,533
K2FP9 0,224 0,446 0,909 0,533 -

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

Cizelge 3.39. Farkli formiilasyonlardan SAMe Tmax degerlerinin karsilastiriimasi.

(N=6) SAMe (1) FI118 (2) FP9 (3) K2F118 (5) K2FP9(6)
1 0,5 0,25 6 12
0,25 0,25 2 6 2
0,25 0,5 12 12 4
24 24 0,5 6 4
0,5 0,5 2 6 4
1 1 0,5 6 24
Ortalama 4,50 4,46 2,88 7 8,33
SH 3,90 3,91 1,85 1,88 1,00
AL (%95 GA) | -5,53 -5,59 -1,89 4,43 -0,51
UL (%95 GA) | 14,53 14,51 7,64 9,57 17,18
P degerleri
SAMe (1) - 1,000 0,999 0,994
FI118 (2) 1,000 - 1,000 0,993
FP9 (3) 0,999 1,000 - 0,928 0,778
K2FP9 (4) 0,948 0,946 0,778 1,000 -
K2F118 (5) 0,994 0,993 0,928 - 1,000
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4. TARTISMA

Tez caligmasinda oral yolla veriliste stabil olmamasi, diisiik permeabilitesi ve
karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi nedeniyle diisiik biyoyararlanima sahip SAMe’nin
biyoyararlanimini artirmak i¢in farkli formiilasyon yaklasimlarinin arastirilmast ve
degerlendirilmesi amaclanmistir. SAMe’nin oral veriliste mutlak biyoyararlanimi %1
civarindadir. I.M. veriliste mutlak biyoyararlanimi %80-90 olarak bulunmustur (Garcia-

Trevijano ve ark., 2000; Macdonald ve ark., 2011; McMillan ve ark., 2005).

SAMe, yapisindaki siilfonyumdan dolay: instabilite problemleri gostermektedir (Sekil
4.1). Bundan dolay1 SAMe, ¢esitli biiyiik anyonik gruplarla tuzlar1 olusturularak daha stabil
formlar1 haline getirilmistir. Bunlar arasinda SAMe’nin 1,4-biitandisiilfonat, disiilfat
ditosilat, disiilfat monotosilat, disiilfat tosilat, tosilat (p-toluensiilfonat) oldukca stabil oldugu
kabul edilen tuzlardir (Deshpande., 2001; Fiecchi, 1975; Gennari, 1984; Morana ve ark.,
2000). Bottiglieri, farmasotik formiilasyonlarda kullanilan stabil tuz formlari arasinda
toluendistilfonat ve 1,4-biitandistilfonat tuzunun en stabil oldugunu belirtmistir. Ayrica
bir¢cok klinik calismada da 1,4-biitandisulfonat tuzu kullanildigindan tez calismamizda
SAMe’nin 1,4-biitanedisiilfonat tuzu kullanilmistir (Bottiglieri, 2002; Delle Chiaie ve ark.,
2002) .

4.1.SAMe’nin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesine iliskin Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.1.1.SAMe’nin Su Ortamindaki HPLC Analizi

SAMe’nin su, SGF, SCoF1 ve SCoF2 ortamlarinda maksimum absorpsiyon gosterdigi
dalga boylart (Amax ) belirlenmistir. HPLC cihazinda tiim ortamlarda Amax = 260 nm (Sekil

3.1) olup bu veriler literatiir verileriyle uyum géstermektedir (Cannon, 2002).
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HPLC’de SAMe miktar tayini yontemi gelistirilirken etkin maddenin
diastereoizomerlerinin ve degradasyon firiinlerinin ayirdedebilmesi hedeflenmistir. Bu
amacla literatiirde kapiler elektroforez, enzime dayal1 spektrofotometrik tayin, LC/MS ve
HPLC gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir (Cannon, 2002; Desiderio ve ark., 2005; Krijt
ve ark., 2009; Zhang ve Klinman, 2015). Diastereoizomerik ayirim igin kiral kolonlar da
mevcut olmasina ragmen Zhang ve Klinman (2015), HPLC ile ayirimi basarmislardir
(Zhang ve Klinman, 2015). Arastirmacilarin kullandig1 analitik yontem bu tez ¢alismasinda
referans olarak alinmistir. Bu galismada 50 mM amonyum format tamponu (pH 4.0), 50 mM
%] trifloroasetik asit (TFA) igeren amonyum asetat tamponu (pH 5.4), 10 mM fosfat
tamponu (pH 6.8) olmak iizere ti¢ ayr1 mobil faz, C18 ters faz analitik kolon (Kinetex, 5 Im,
100 A, 250 4.6 mm, Phenomenex) kullanilarak akis hiz1 1 ml/dk akis hizinda ve 257 nm’de,
analiz ylritiilmiistiir. Diastereoizomer ayirimi 50 mM %1 trifloroasetik asit (TFA) iceren
amonyum asetat tamponu (pH 5.4) kullanilan analiz yOnteminde basariyla
gerceklestirilmistir. Bu sebeple tez ¢alismamizda bu yontem kullanilarak izomer ayirimi
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1) . Sekil 3.2°de goriildiigli gibi literatiir ile uyumlu bir
bicimde SAMe’nin izomerik ayirimi saglanmistir. Belirtilen kosullar altinda farkl
konsantrasyondaki ¢ozeltilerle yapilan analizler sonucunda SAMe nin su ortaminda standart
dogrusu olusturulmustur; standart dogru denklemi i¢in determinasyon katsayist (r?) 1.000
olarak hesaplanmistir (Sekil 3.3). Diger ortamlar i¢inde yapilan deneyler i¢in bu standart

dogru denkelemi kullanilmistir.

4.1.2. SAMe’nin Su, SGF ve ScoF2 Ortamlarinda UV Spektrofotometrisi Analizi

SAMe’nin UV spektrofotometrede Amax-su = 260 NM, Amax-scF = 257 NM, Amax-Scof2 =
259 nm (Sekil 3.4) olarak bulunmustur. Bu veriler literatiir verileriyle uyum gostermektedir
(Cannon, 2002). Bulunan Amax’ta farkli konsantrasyondaki cdzeltilerle yapilan analizler
sonucu standart dogrular ¢izilmistir (Sekil 3.5-3.7). Standart dogru denklemi igin

determinasyon katsayisi (r?) 1.000 olarak hesaplanmustir.
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4.1.3.SAMe’nin Plazma Ortamindaki HPLC Analizi

In vitro ydntemler belirlendikten sonra plazmada miktar tayini yontemi gelistirilmistir.
In vitro ydntemin aksine in vivo miktar tayin yonteminde yiiksek LOQ (86,16 ng/ml)
degerinden dolay1 diastereoizomerlerin kromotografik ayirimi yapilmamistir. Bunun yerine
birgok caligmada kullanilan analitik yontem lizerinde modifikasyonlar yapilarak miktar tayin
yontemi gelistirilmistir (Poirier ve ark., 2001). Plazma i¢inde SAMe tayini i¢in ekstraksiyon
yontemi Sekil 2.1°de verilmistir. SAMe’nin HPLC analizinde plazma ortamda 200-400 nm
araliginda alinan 3D spektrumunda, maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu Amax-su =
260 nm olarak bulunmustur (Sekil 3.8). Bu veriler literatiir verileriyle uyum gostermektedir
(Cannon, 2002).

Plazma oOrneklerine ait kromotogram SAMe’nin ayni kosullarda su ortamindaki
numunelerinden elde edilen kromotogram ile ¢akistirilmis ve alikonma zamanlarinin ayn
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.9). Cizelge 3.2°de goriilen kosullar altinda  plazma
numunelerinde artan SAMe konsantrasyonu ile pik boylarindaki diizenli artis Sekil 3.10’da
goriilmektedir. Bu bulgu SAMe’nin plazma ortamindan basariyla ekstrakte edildigini ve
kullanilan analitik yontem ile etkin maddenin teshis ve tayin edilebildigini gostermektedir.
SAMe’nin plazma ortaminda ekstraksiyonla hazirlanan farkli konsantrasyondaki
c¢ozeltilerinin dlciimiinden olusturulan standart dogrular1 Sekil 3.11°de gosterilmistir (r?=
0,9990).

4.2.SAMe’nin  Miktar Tayini Yontemlerinin Analitik Validasyonlarma Tliskin

Bulgularin Degerlendirilmesi

Gelistirilen analitik yontemlerin validasyonu i¢in dogrusallik ve araligi, dogruluk ve
geri elde, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik), teshis sinir1 (LOD) ve tayin siiri
(LOQ) incelenmistir. Bunlarin yaninda HPLC cihazinda uygunluk testleri yapilmistir. Bu
parametrelerin degerlendirilmesinde kullanilan kabul kriterleri resmi kilavuzlar, kitaplar ve
bilimsel ¢alismalar referans alinarak belirlenmistir (Ozkan ve ark., 2011; Food and Drug
Administration, 2019; European Medicines Agency, 2018; Shabir, 2004; Center for Drug
Evaluation and Research, 2019; International Center of Harmonization, 2018).
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Dogrusallik ve araligi calismalarinda ICH kilavuzuna gére minimum 5 noktada 6l¢tim
yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Ol¢iimler en az 3 kere okunarak standart sapma ve bagil
standart sapmalar1 hesaplanmaktadir. Cizelge 2.1°de belirtilen analitik validasyon uygulama
kosullarinda, HPLC cihaz ile elde edilen SAMe’ye ait standart dogrunun dogrusallik ve
aralig ile istatistik verileri Cizelge 3.3’te; spetrofotometri ile elde edilen standart dogrularin
dogrusallik ve aralig1 ile standart dogrusuna ait istatistikler Cizelge 3.4’te verilmistir. Elde
edilen standart dogru denklemlerinin egim ve kesisimleri istatistiksel olarak ©nemli
bulunmustur. Determinasyon katsayilari, 2 degerleri 0,9990 iizerindedir (Food and Drug
Administration, 2019). Bu veriler, okunan absorbanslardan veya alanlardan hesaplanan
konsantrasyon degerlerinin giivenilir oldugunu gostermektedir. HPLC ile elde edilen plazma
icindeki SAMe’ye ait standart dogrunun dogrusallik ve aralig ile istatistik verileri Cizelge
3.5’te verilmistir. Elde edilen standart dogru denklemlerinin egimi istatistiksel olarak 6nemli
iken kesisim degeri ="dan 6nemli derecede farkl1 degildir. Determinasyon katsayisi, r? degeri

0,9994 tiir.

UV spektrofotometre ve HPLC’de yapilan dogruluk ve geri elde islemleri Bolim 2.5,
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde yapilmistir ve sonuglar Cizelge 3.6°da verilmistir. ilgili
ICH kilavuzunda, bu testler icin en az 3 farkli derisimden 3 tekrarli okuma yapilmasini
onermektedir. Se¢ilen konsantrasyonlar yiiksek, orta ve diisiik olmak {izere belirlenmistir.
Eger dogrusallik ve araliginin belirlenmesi sirasinda yapiliyorsa 5 farkli derisimden
yapilmasi 6nerilmektedir. SAMe’nin HPLC’de ve UV’de yapilan miktar tayini yonteminin
dogruluk ve geri elde calismalar1 sonuclari literatiirlerde belirtilen parametrelere gore
degerlendirilmistir. Buna gore geri elde ylizde limitleri %97 ile %103 arasinda olmali ve
BSS < % 2 olmalidir. Fakat biyolojik numunelerde bdyle bir zorunluluk bulunmamaktadir
(Shabir, 2004). Yapilan tiim dogruluk ve geri elde ¢alismalarinin sonuglari ve bu sonuglarin

bagil standart sapmalar1 bu limitlere uymaktadir.

SAMe’nin kesinlik ¢aligsmalar1 kapsaminda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik
calismalar1 Boliim 2.5’te, Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde yapilmistir. Tekrarlanabilirlik
caligmalarinda otoritelere gore analizi yapilacak konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanir. En az

10 6lgtim alinir. Tekrarlanabilirlik tayini i¢in giin ici olarak tekrarli okumalar neticesinde

149



elde edilen % BSS 1°den kiiciik olmalidir (Ozkan ve ark., 2011). Bu bakimdan calismamizda
HPLC ile UV spetrofotometre ile yapilan miktar tayinlerinin tekrarlanabilirlik sonuglar
literatiirlerde verilen kabul kriterlerine uymaktadir. Tekrarlanabilirlik sonug¢larinin % bagil
standart sapmalari, kabul kriteri olan %1 °den kiiciliktiir (Cizelge 3.7). Plazma icindeki
SAMe’nin tekrarlanabilirlik tayininde bulunan % bagil standart sapma degeri 2.713 tiir
(Cizelge 3.7). Biyolojik numuneler i¢in bu deger % 10-15’¢ kadar ¢ikabilmektedir.

Ara kesinlik ¢alismalari farkli giin ve farkli analistler tarafindan yapilmistir. HPLC ve
UV spetrofotometre ile yapilan miktar tayinlerinin ara kesinlik sonuglar1 literatiirlerde
verilen kabul kriterlerine uymaktadir (Cizelge 3.7). Tiim tekrarlanabilirlik sonuglarinin %
bagil standart sapmalar1 kriter olan % 2’den kiiciiktiir. Plazmada SAMe tayini i¢in ara
kesinlik calismalar1 kapsaminda giinlerarasi1 fark incelenmistir. HPLC ile yapilan miktar
tayinlerinin ara kesinlik sonugclari literatiirlerde verilen kabul kriterlerine uymaktadir. In
vitro yontemler i¢in % BSS < 2 olmalidir, fakat biyolojik numuneler i¢in bu deger % 10-
15’e kadar c¢ikabilir. Yapilan ara kesinlik tayininde bulunan % bagil standart sapma degeri

2,837 ve 1,212°dir (Cizelge 3.7).

UV spektrofotometri ve HPLC ile teshis ve tayin siirlart Bolim 2.5°te belirtildigi
sekilde dogrusallik ve araligindaki en diisiik konsantrasyona karsilik dlglimlerin standart
sapmast - egim ile hesaplama yontemi ile Esitlik 4 ve 5’ye gore hesaplanmistir. HPLC
yonteminde teshis ve tayin sinirlari, UV spektrofotometriye gore daha diisiik degerlerdir.

HPLC, UV’den daha hassas oldugundan dolay1 bu durum beklenmektedir (Cizelge 3.8).

FDA ve USP tarafindan kromatografik analizlerde onerilen sistem uygunluk testleri
HPLC analizlerinin dogrulugunu ispatlamak amaciyla yapilmistir. Bu kapsamda yapilan
uygunluk testlerinin kabul edilmesi i¢in BSStekrarlanavilirlik < 1, teorik plaka sayis1 > 5000 ve
kuyruklanma faktorii < 2 olmalidir (Shabir, 2004). HPLC’den elde ettigimiz sonuglara gore
kolon verimini gosteren teorik plaka sayisi, pikin simetrikligini gosteren kuyruklanma

faktori belirtilen kriterlere uymaktadir (Cizelge 3.9).
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SAMe’nin Stabilitesi

Bolim 2.5’te belirtildigi gibi SAMe’nin, stabilite agisindan gozoniine alinmasi
gereken onemli yonleri yiiksek kimyasal instabilite, diastereoizomerizm, alkali duyarliligs,
oksidasyon ve termal degradasyondur. Bu nedenlerden kaynakli stabilite sorunlarinda

SAMe’nin S,S:R,S formlarinin oranlarinda degigsmeler goriilmektedir.

Desiderio ve ark.. (2005), yapmis olduklar1 calismada, SAMe 1,4-biitandisiilfonat ve
mannitol igeren enjeksiyonluk Samyr® miistahzarim1 kullanarak kapiler elektroforezle
miktar tayini ve stabilite ¢calismalarini yiiriitmislerdir (Desiderio ve ark., 2005) . SAMe’nin
sulu ¢ozeltisi (5 ml, 50 mM), 2542°C’de 3 giin bekletilerek SAMe, SAMe
diastereoizomerleri ve degradasyon iirlin (bilesik 1 ve 2) igerikleri belirlenmistir. Buna gore
SAMe konsantrasyonlart % 95.15’ten 86.31’e kadar diismiis; S,S/R,S orani da 1,63 ‘ten
1,45’e diigmiistiir. Dogal bir sonug olarak degradasyon iiriinlerinin miktarlarinda da artig
goriilmustiir. SAMe sulu ¢6zeltisinin 38°C’de 14 giin siire ile inkiibasyonu sirasinda; 7. ve
14. giinlerde SAMe igerigi baslangic degerine gore sirastyla % 51.7 ve % 32.3 oraninda
azalirken, S,S ve R,S diastereoizomerleri 61:39 baslangi¢ oranindan neredeyse rasemik bir
karisim seklinde sabit bir degere ulasmustir. Ozellikle S,S formunun daha yiiksek derecede
degradasyona ugradigi gozlenmistir. Magesh ve ark. (2012), SAMe ve impiiritelerinin
miktar tayinlerini ters faz HPLC yontemiyle yaparak cesitli stres kosullarinda stabilite
incelemesi yapmiglardir. SAMe’nin Ozellikle alkali hidrolize ve oksidasyona duyarliligi

gosterilmistir.

Parks ve Schlenk (1958), SAMe’nin stabilitesi ve hidrolizi {izerine bir caligma
yiiriitmiislerdir. Bu calismada SAMe, koruyucu olarak toluen ilave edilen 0.05 uM /ml fosfat
tamponu i¢inde, 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir. SAMe’nin verilen hidrolitik {iriinleri
olarak 5’-metiltiyoadenozin, adenin, homoserin ve metiyonin olusumu tespit edilmistir.
Bunun yanisira SAMe degradasyonuna bagli olarak siilfonyum konfigiirasyonunun
bozulmasi asitlik derecesinde de artisa neden olmustur. Vezmar, (2005)’1n tez calismasinda
SAMe ve S-adenozinhomosistein’in (SAH) degisik pH’lara sahip ortamlarda, 37 °C’de, 48
saat siire ile stabiliteleri degerlendirilmis; pH 1’den 10’a dogru artista SAMe miktarinin %

100°den sifira diistiigli gdzlenmistir.
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Tim bu c¢aligmalar, miktar tayini yanisira formiilasyonlarin gelistirilmesi sirasinda
SAMe’nin stabilitesi agisindan dikkat edilmesi gereken noktalar1 gostermistir. Boliim 2.5°te
belirtilen HPLC ile yapilan stabilite c¢aligmalarinda SAMe’nin aktif olan S,S
diastereoizomeri incelenmistir. Sicakta bozundugu bilinen SAMe’nin, tahmin edildigi gibi

ortamin sicakligi arttik¢a aktif formunda belirgin bir diisiis goriilmiistiir (Cizelge 3.10).

In vitro etkin madde salim calismalarinda kullanmak iizere kolonu temsil edebilecek
¢Oziinme ortamini belirlemek amaciyla iki farkli ¢oziinme ortami (SCoF1 ve SCoF2)
se¢ilmis (Bolim 2.3) ve bu ortamlarda SAMe’nin stabilitesi incelenmistir. Sekil 3.12
incelendiginde SAMe’nin SCoF2’de SCoF1’e gore daha stabil oldugu goriilmiistiir. Bunun
SCoF2’nin pH’smin (pH 5.8) SCoF1’e gore (pH 7.0) daha diisiik olmasina baglanmistir.
SCoF2, etkin maddenin bu ortamda daha yiiksek stabilite gostermesi nedeniyle salim ortami
olarak secilmistir. Alkali hassasiyeti oldugu bilinen SAMe, beklenildigi gibi pH’s1 diisiik
suni mide ortaminda en stabil kalmistir. SAMe’nin asidik ortamda dayanikli olmasinin,
diisiik pH’larda yiizey yiikiiniin fazla olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Bu sayede
stabilitesini korudugu distiniilmektedir. Sekil 3.12 incelendiginde 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonucu S,S diastereoizomerinde diisiis gorilmiistiir. Buradan elde edilen
sonuglara gore yontem segerken yiiksek sicaklik ve/veya alkali ortam gerektirmemesi goz

Oniinde tutulmustur.

UV spektrofotometre ile yapilan stabilite calismalari Boliim 2.5’te agiklandigi sekilde
gergeklestirilmistir. Kolon ortami olarak HPLC ile belirlenen SCoF2 ortami kullanilmistr.
UV spektrofotometrisi ile 24 saat boyunca yapilan stabilite calismasinda SAMe’nin
konsantrasyonunda S,S+R,S olmak iizere belirgin bir diisiis goriilmemistir (Sekil 3.13).
Bunun sebebi spektrofotometrik tayinde iki diastereoizomerin ayrilamamasi ve ayni Amax’da

birlikte pik vermesidir.

4.3.Etkin Maddenin Piyasa Preparatinin Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Elimizdeki etkin madde ile piyasa preparatinin S,S ve R,S miktar tayini incelemesi

Bolim 2.6’da belirtildigi sekilde yapilmistir. Bolim 3.3’teki sonuglara gore piyasa
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preparatinin S,S yiizdesi (% 52,7) elimizdeki etkin maddeye (% 77,45) gore daha diisiiktiir
(Cizelge 3.11). Bununla birlikte, SAMe’nin instabilitesi gozoniine alindiginda halen yiiksek
bir degerdir; irliniin stabilitesi acisindan  primer ambalajinin ¢ok 1iyi secildigini
gostermektedir. Uriiniin ambalaji hava, nem, oksijen gecisini 6nleyecek sekilde aliiminyum

kapli blisterdir.

4.4.Formiilasyon Cahsmalarina iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.1.Kitozan Nanopartikiil Formiilasyonlar:

Biyolojik olarak uyumlu, biyopargalanir olabilen ve bir¢cok farkli etkin maddeyi
tastyabilen kitozan, nanopartikiiler sistemlerde en ¢ok ragbet géren polimerlerdendir. Sahip
oldugu pozitif yiikten dolay1 elektrostatik etkilesime olanak vermekte ve negatif yiikli

membranlar ile kompleks olusturarak mukoadezif 6zellik kazanmaktadir.

Kitozan nanopartikiillerine ait bulgular Bolim 3.4.1°de verilmistir. Kitozan
nanopartikiillerinin iiretiminde en c¢ok kullanilan iyonik jelasyon yontemi, ydntemin
basitligi, uygulama kolayligt ve 25+£2°C’de gergeklestirilebilmesi nedeniyle tercih
edilmistir. Formiilasyonlar olusturulurken hacimler sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda
kitozan, Na-TPP ve SAMe ¢ozeltileri kullanilmistir (Cizelge 2.3). Bunlarin digindaki
parametreler (Karistirma hiz1 ve siiresi, santrifiij kosullari) sabit tutulmustur. On calismalarla
belirlenen konsantrasyonlar gozoniinde tutularak formiilasyon degiskenleri belirlenmistir.
Bu bagimsiz degiskenlerin, nanopartikiillerin ozellikleri,  partikiil biytikligi, zeta
potansiyeli, % etkin madde yiikleme etkinligi ve islem verimi parametrelerine etkisi ¢oklu

lineer regresyon (MLR) analizi ile incelenmistir.

Kitozan nanopartikiillerinin iiretiminde kitozan ¢ozeltisinin pH’s1 iyonik jelasyonda
cok onemlidir. pKa’s1 yaklasik 6.5 olan kitozanin ylik yogunlugu ortamin pH’sina gore
degismektedir. Su ve Zhu (2002) ortam pH’sinin kitozanin protonasyon derecesine etkisini
inceledigi calismasinda pH’y1r 4,7°den 8,0’e ¢ikardiklarinda protonasyon derecesinin

%100’den % 0’a indigini gdzlemlemislerdir. En yiiksek protonasyon derecesinin pH 4.7’ de
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oldugunu gostermislerdir. Fan ve ark. (2012) kitozan ¢ozeltisinin pH’sinin nanopartikiiller
tizerindeki etkisini incelediklerinde, pH 4,5’in altinda monomodal partikiil biiytkligi
dagiliminin olmadigini, pH 5,2’nin {istlinde ise mikropartikiil olusmaya bagladigini
gozlemlemislerdir. Bu verilere dayanarak ¢alismamizda kullandigimiz kitozan ¢dzeltisinin

pH’s1 4,7’ ye ayarlanmistir.

Kitozan nanopartikiillerinin mikroskop gorintiileri incelendiginde kiiresel sekilli
partikiiller gozlenmistir (Sekil 3.15). Calismamamizda, kitozan nanopartikiilleri iginde
SAMe’nin tutulma etkinligi diisiik olmustur (Cizelge 3.12). Yapilan MLR analizi ile 3
degiskenin de yiikleme etkinligi ilizerine etkisi olmadigi gosterilmistir (Cizelge 3.13).
SAMe’nin sudaki ¢oziiniirliigii oldukca yiiksektir (1.19 mg/ml) ve tasidig1 net yiik pozitiftir.
SAMe katyonik 6zelliginden dolay: kitozan gibi katyonik etkili bir ilag tasiyici sisteme
diisiik oranda yiliklenmektedir. Bunun sebebinin elektrostatik itme oldugu diisiiniilmektedir.
Janes ve ark. (2001), antikanser etkili katyonik ve suda ¢oziinen bir ila¢ olan doksorubisin
hidroklortiri (DOX-HCIl) kitozan nanopartikiillerine yiiklemeye calismislardir. Etkin
maddenin diisiik yiikleme etkinligini artirmak amaciyla komplekslestirme yaklagimina
gidilmistir. Bu kapsamda DOX-HCI zit yiiklii polianyonik maddelerle komplekslestirip bu
kompleks nanopartikiillere yiiklenmeye calisilmistir. Bu isleme ragmen etkin maddenin

tutulma etkinligi diistik olmustur.

Elde edilen verilere gore tiretim islem verimi % 11,06 - 35,9 arasindadir (Cizelge
3.12). Nanopartikiil olusumu ortamdaki kitozan ve TPP’nin iyonik jelasyonu ile iligkilidir.
Ancak, jelasyona katilamayan maddeler ve suda yiiksek ¢oziiniirliigli olan etkin maddenin
biiyiik bir kismi ¢ozeltide kalmaktadir. Dolayisiyla da verimin ve yiikleme etkinliginin

diisiik olmasina sebep olmaktadir.

Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri ve dagilimlari, Sekil 3.14°te goriilmektedir.
Elde edilen sonuclara gore kitozan ve TPP miktar1 partikiil boyutu iizerine etkili degilken
nanopartikiillere yiiklenen SAMe miktarinin istatistiksel olarak onemli diizeyde etkili
oldugu goriilmektedir (P<0.05). Formiilasyonlarda kitozan miktar1 arttiginda partikiil
biiyiikliik dagilimi bimodal olmustur (FK5-FK8). Buna ragmen kitozan nanopartikiillerinin
tamaminda PDI degerleri 0,7 nin altinda olmustur (Cizelge 3.12). PDI degerinin 0,7 nin

154



tistlinde olmas1 durumunda genis bir partikiil biiyiikligii dagilimi oldugu kabul edilmektedir.
Bu nedenle biiyiiklikk dagilimimin dar bir aralikta oldugu sdylenebilir (Malvern Instrument
Limited, 2011).

Zeta potansiyel, partikiillerin tizerindeki elektriksel gerilimdir. Zeta potansiyel degeri
arttikca partikiiller birbirini iter, agregasyon egilimi azalir ve partikiiller daha stabil bir profil
cizer. Elde edilen nanopartikiillerin zeta potansiyelleri 14,1-20,7 mV arasindadir. Zeta

potansiyeli kitozanin yiikiinden dolay1 pozitiftir (Cizelge 3.12) .

Hazirlanan kitozan nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindan segilen FK5 ve FK6
nanopartikiilleri en yiiksek etkin madde yiikleme etkinligi ve etkin madde igerigine sahiptir
(Cizelge 3.12). Bu nedenle bu formiilasyonlarin {iretiminin ve Ozelliklerinin
tekrarlanabilirligini incelemek i¢in iretilen 3 serinin Ozellikleri karsilastirilmistir.
Karakterizasyon parametrelerinden elde edilen % BSS degerleri kullanilarak yontem
tekrarlanabilirligi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin BSS degerleri, Cizelge 3.14’te
verilmigtir. Sekil 3.16’da nanopartikiillerin partikiillerin ¢ap dagilimi goriilmektedir. FKS5
nanopartikiillerinin {iretiminde partikiil biyiikligi ve dagilimi agisindan ydntemin
tekrarlanabilir sonuclar verdigi (% BSS<S5), ancak etkin madde igerigi ve islem veriminin
seriler arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur. F6 formiilasyonunda ise karakterizasyon
parametreleri tekrarlanabilir bulunmamistir (%BSS>10). Elde edilen sonuglar kitozan

nanopartikiil tiretim prosesinin tekrarlanabilir olmadigin1 gdstermistir.

Diisiik yiikleme etkinligi, islem verimi ve lretimin tekrarlanabilirliginde goriilen
problemlerden dolay1 kitozan nanopartikiilleri i¢in kaplama asamasindan vazgecilerek in

vivo ¢alismalardan ¢ikarilmistir.

4.4.2.Pektin Nanopartikiil Formiilasyonlar:

Calismamizda pektin nanopartikiillerinin hazirlanmasinda iyonotropik jelasyon
yontemi kullanilmistir. Pektin, tasidigi karboksil gruplarinin iyonlagsmasi ile negatif
yiiklenir. Boylelikle pozitif yiiklii gruplarla iyonik kompleks olusturarak agregatlar halinde
cokmektedir. Pektin hakkindaki ¢aligmalarin biiylik ¢ogunlugunda kullanilan yontem iyonik
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jelasyon yontemidir. Katyon olarak basta kalsiyum klorlir olmak {izere ¢inko kloriir,

magnezyum kloriir gibi divalan katyonlar kullanilmaktadir (Opanasopit ve ark., 2008).

Calismamizda divalan capraz baglayicit ajanlarin yiikleme etkinligine etkisini
incelemek amaciyla MgClz, MgSOs, CaCl,.2H20 ve BaCl; gibi farkli divalan katyonlardan
olusan bilesikler kullanilmistir ve formiilasyonlar tiger seri olarak hazirlanmistir (Cizelge 2.4
ve Cizelge 3.15). Genel karakterizasyon bulgularina gore serilerin tekrarlanabilirligi, kitozan
nanopartikiillere gore daha yiliksek bulunmustur. Dort farkli tipte ¢apraz baglayici ajan
kullanilarak hazirlanan pektin nanopartikiillerinin (FP1-FP4) etkin madde yiikleme
etkinlikleri % 46,51 - 108,5 arasinda degismektedir (Cizelge 3.15) . SAMe katyonik bir etkin
madde oldugu i¢in anyonik yapidaki pektin ile hazirlanan nanopartikiillere yliklenmesinin
katyonik kitozanla hazirlanan partikiillere gore yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu durum
SAMe ve pektin arasindaki elektrostatik etkilesime baglanmistir. Farkli capraz
baglayicilarin etkin madde yiikleme etkinligi iizerine etkileri incelendiginde, MgCl», ve
MgSOs capraz baglayicilari kullanilarak hazirlanan pektin nanopartikiilleri (FP1 ve FP2) igin
en yiiksek yiikleme etkinlikleri gozlenmistir. Ancak bu formiillerin islem verimleri FP3 ve
FP4 formiillerine gore daha diisiik olmustur. Elde edilen verilere gore iiretim islem verimi
% 5,09-58,65 arasindadir. Hazirlanan nanopartikiillerde kullanilan ¢agraz baglayiciya baglh
olarak, islem veriminin BaCl, > CaCl..2H.O > MgCl, > MgSOs sirasinda azaldig
gozlenmistir (Cizelge 3.15).

Capraz baglayict olarak BaClz’tin  kullanildigi formiilasyonlardan hazirlanan
nanopartikiillerin daha kiigiik oldugu gozlenmistir. Uretim kolaylig1 da degerlendirilerek
sonraki formiilasyonlarda BaCl,’iin capraz baglayici olarak kullanimina karar verilmistir.
Giridhar ve Pandit tarafindan yapilan calismada farkli oranlardaki sodyum aljinat ve
lignosiilfonik asitten elde edilen filmler BaCl: ile ¢apraz baglanmis ve dayanikli filmler elde
edilmistir (Giridhar ve Pandit, 2013). Calismada BaCl; tercih etmelerinin sebebi en yaygin
kullanilan CaClz’e gore daha giiclii capraz baglama kapasitesi olarak agiklanmistir. Bizim
calismamizda da BaCl, diger capraz baglayicilara gore yukarida belirtilen parametreler
acisindan daha istiin bulunmustur. Capraz baglayiciya karar verilmesinden sonra
formiilasyon optimizasyonuna gecilmis ve 22 diizeyli bir faktoriyel tasarim uygulanarak
Cizelge 2.4’te bilesimleri verilen FP5-FP12 formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Pektin

nanopartikiillerinin karakterizasyon bulgulart MLR analizi ile degerlendirilmistir.
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Elde edilen tiim pektin nanopartikiilleri i¢in zeta potansiyel degerleri -10,9 ile -25,5
mV arasindadir (Cizelge 3.16 ve 3.17). Negatif yiik pektinin iizerindeki galakturonik asit

zincirlerinden gelmektedir.

Pektin miktarinin % yiikleme etkinligine pozitif etkisinin artan polimer miktarina bagh
olarak hapsettigi SAMe miktariyla ilgili oldugu (P<0,05); BaClz miktarinin % etkin madde
icerigine negatif etkisinin SAMe ile ayn1 yiike sahip oldugundan yarigmali olarak azalttig1
disiiniilmektedir (Sekil 3.20). SAMe miktarinin ise % etkin madde igerigine pozitif katkida
bulundugu; ve yine BaCl> miktarinin Weibull kinetigi zaman parametresi, td degerine pozitif
katki yaparak bu degeri artirdigl, boylece SAMe’nin salim hizinin yavasladigr (Sekil 3.21,
Sekil 3.22) bulunmustur (P<0.05) (Esitlik 9, Cizelge 3.17).

Bu bulgulara gére FP9 nanopartikiilleri, kiigiik partikiil biiyiikliigii, yiiksek yiikleme
etkinligi ve igslem verimi ile sonu¢ formiilasyon olarak se¢ilmeye uygun goriilmiistiir; ancak
bu karar i¢in etkin maddenin bu nanopartikiillerden salimi1 da degerlendirilmistir. Pektin
nanopartikiilleri etkin maddenin salimini bir miktar geciktirmistir; 1. saat sonunda saf
SAMe’nin %70’ ¢ozliniirken, Ba-pektinat ve Ca-pektinat nanopartikiillerinden SAMe’nin
sirasiyla % 59 ve 56°s1 aciga ¢cikmigtir. Fakat iki ¢apraz baglayici arasinda belirgin bir fark
gorilmemistir (Sekil  3.17). Optimizasyon caligmalar1 sonucunda iretilen
nanopartikiillerden etkin madde saliminda da bir ani salim s6z konusudur, ancak saf etkin
maddeye gore salim diizeyi diisiiktlir. Salimi1 en ¢ok yavaslatan formiiller FP7, FP8 ve FP12
olmustur; en yiiksek Tq degerleri bu formiilasyonlar i¢in gézlenmistir ve sirasiyla 88,09, 155
ve 178,6 dk olarak Weibull kinetiginden hesaplanmistir (Sekil 3.22, Cizelge 3.16, Esitlik 9).
FP8 formiiliinde ¢apraz baglayict BaCl, miktar yiiksek diizeyde iken diger iki formiilde
pektin miktar yiiksek diizeydedir (Cizelge 2.4). Bu bulgu ile uyumlu olarak, Sriamornsak
ve ark. (2012) yiiksek molekiil agirlikli pektin kullanarak hazirladiklar1 pektin
mikropartikiillerinden etkin madde salimmin capraz baglayici olarak gluteraldehit
kullanilmast durumunda geciktigini gostermislerdir. SAMe’nin, nanopartikiillerin kolona bir
biitlin halinde ulagsmasindan sonra gecikmeden salinmasi hedeflendiginden, Boliim
3.4.2°deki bulgular yanisira uzun olmayan bir td = 56,55 dk degeri veren FP9 formiilasyonu

sonug pektin nanopartikiil formiilasyonu olarak se¢ilmistir. Bunun yanisira kolon ortaminda
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pektinazin bu siire iizerindeki etkisini gormek i¢in de B6liim 2.8.5°te anlatildig: sekilde salim
testi yapilmistir. SGF i¢ine pepsin ve SCoF2 igine pektinaz enzimleri ilave edilmistir.
Yapilan ¢oziinme hizi ¢aligmalar1 sonucunda FP9 nanopartikiillerinden etkin maddenin
enzimli ortamda daha hizli salindig1 gézlenmistir (Sekil 3.23). Enzimli ve enzimsiz
ortamlarda elde edilen etkin madde salim profilleri f> benzerlik faktorii (Esitlik 10) ile
degerlendirilmistir ve f> degeri 40,88 olarak hesaplanmistir. Benzerlik i¢in bu degerin 50-
100 arasinda olmasi gerekmektedir . Dolayisiyla, bulunan f> degeri iki profilin benzer
olmadigimi ve pektinaz enziminin etkin madde salimimi belirgin sekilde etkiledigini /

artirdigini gostermistir.

SAMe’nin  saf halinin ve FP9 nanopartikiillerine yiiklendikten sonraki
permeabilitesinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan permeabilite ¢alismalar1 sonucunda saf
etkin maddenin PAMPA permeabilite katsayist 311x10° cm/saat iken , pektin
nanopartikiillerden 3619x10° cm/saat olarak bulunmustur (Sekil 3.24; Cizelge 3.18).. Bu
sekilde permeabilite artisi, SAMe’nin GI sistem mukozasindan gecisinin de saf etkin

maddeye gore artacagini ve biyoyararlanim artis1 saglayabilecegini géstermektedir.

4.4.3.Iniilin Nanopartikiil Formiilasyonlar

Iniilin nanopartikiillerinin hazirlanmasi ile ilgili literatiir oldukga azdir. Iniilin ile
mikro- veya nanopartikiillerin hazirlanmasi, iniilinin yapisindaki ¢ok sayida —OH grubu ile
etkilesime girecek bir etkin maddenin yiiklenmesi veya fonksiyonel bir grup ile iniilin
konjugasyonunu takiben etkin madde yiiklenmesini icermektedir (Fares ve Salem, 2015;
Krivorotova ve ark.,2016; Poulain ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2014). Iniilin suda kolayca
¢Oziinebilen bir polimer oldugundan suda ¢6ziiniir polimerlerle yapilan ¢alismalar referans
aliarak nanopartikiil hazirlama yontemi gelistirilmistir. Calismada kullanilan desolvasyon
yonteminde iniilin ve etkin madde suda ¢oziilerek ardindan organik fazda disperse olmasi
saglanmis, elde edilen nanopartikiil dispersiyonuna ¢apraz baglayici ilave edilmis, organik
faz ugurulmus ve ¢apraz bagli nanopartikiiller santrifiijle ayrilarak elde edilmistir. Bu sayede

iniilin matrisinin igerisinde etkin maddenin enkapsiilasyonu saglanmistir (Cizelge 2.5).
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On ¢aligmamizda literatiirlerde kullanilan farkli capraz baglayici ajanlar, ¢dziindiigii
faza gore eklenerek etkilerini incelemek amaciyla glutaraldehit, sitrik asit, Tween 20, CDI
(N,N-karbodiimizadol), =~ CDI/NHS  (N-hidroksisiiksinimid), =~ EDC  (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid), vanilin kullanilmistir (Poulain ve ark., 2003; Varshosaz
ve Alinagari, 2005; Li ve ark., 2008; Qazvini ve Zinatloo, 2011; Jahanban-Esfahlan ve ark.,

2016). FI1 ve FI2 formiilasyonlarinda ¢apraz baglayici olarak en ¢ok kullanilan maddelerden
birisi olan gluteraldehit yer almistir. Glutaraldehit miktar1 fazla olan FI2 formiiliinde {iriin
elde edilememistir. Gluteraldehitin toksik etkisi sebebiyle diger capraz baglayicilar
denenmistir. Iniilindeki fruktanlar iizerindeki -OH gruplar1 ve tasidig1 -COOH gruplari ile
reaksiyona girebilecegi diisliniilen sitrik asit FI3 formiilasyonunda c¢apraz baglayici olarak
kullanilmistir. Vanilin, genellikle kitozan igeren formiilasyonlarda kullanilmistir ve tasidigi
-OH gruplan etkilesime aciktir; bu nedenle FI4 formiilasyonunda ¢apraz baglayici olarak
kullanilmistir. Cesitli literatlirlere gore, desolvasyon yonteminde yiizey aktif madde
kullanilmis ve organik ¢dziiciide polimerin yapisal biitiinliigiintin korunmas1 amaglanmigtir
(Luque-Alcaraz ve ark., 2016; Poulain ve ark., 2003). Bu sebeple FI5 formiilasyonunda
Tween 20 kullanilmistir. FI6 formiilasyonunda ise vanilin ve Tween 20’nin birlikte etkisi
incelenmistir. FI7 formiilasyonunda c¢apraz baglayict olarak genel esterlesme ajanlarindan
CDI kullanilmistir. Hidrofobik iyon ¢ifti yontemi, suda ¢0Oziiniir iyonik maddelerin
enkapsiilasyonunu artirmak amaciyla kullanilmakta olup ozellikle protein yapisindaki
maddelerin enkapsiilasyonunda degerlendirilmektedir (Kashi ve ark., 2012). Bu amagla
formiilasyonlarda sodyum lauril siilfat (SLS) kullanilmistir. SAMe’nin proteine benzer
yapist ve pozitif yiikiinden dolayi, negatif yliklii SLS ile kompleks olusturabilecegi ve
bdylece etkin maddenin hidrofobik hale gelerek iniilin nanopartikiilleri i¢cinde daha yiiksek
oranda tutulabilecegi disiiniilmiistiir. FI8 formiilasyonunda CDI ¢apraz baglayicisina
ilaveten hidrofobik iyon ¢ifti olusturma etkisi incelenmistir. Suda ¢6ziinen SLS’nin, organik
¢oOziiciide ¢oziinebilmesi i¢in 300 ul formik asit ilave edilerek ¢6ziinmesi saglanmistir. FI9
formiilasyonunda iyon ¢ifti olusturulmasi yanisira Tween 20°nin etkisi incelenmistir. FI10
formiilasyonunda CDI yaninda yardimci ¢apraz baglayici ajan olarak N-hidroksisiiksinimid
ilave edilerek etkisi incelenmistir. FI11 formiilasyonunda CDI su fazina eklenmistir. Qazvini
ve ark. (2011) suda ¢oziiniir bir polimer olan jelatini kullanarak {irettikleri nanopartikiillerde
glutaraldehit ve EDC’yi ¢apraz baglayicilar olarak kullanmislardir. Elde edilen sonuglara
gore etkin madde yiiklemesi ve salimi1 modifiye etme acisindan EDC ¢apraz baglayicisi daha

basarili bulunmugtur. FI12 formiilasyonunda, suda ¢dziiniir karbonildimidazol tiirevi olan
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EDC ¢apraz baglayicisi kullanilmigtir. FI13 formiilasyonunda ise EDC ¢agraz baglayicisina

ilaveten iyon ¢ifti olusturulmasi i¢in sodyum lauril siilfat ilave edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonuna iliskin bulgular Cizelge 3.19’da
verilmistir. Bu formiilasyonlarda etkin madde ytikleme etkinligi % 1,209- % 97,26 arasinda
ve etkin madde igerigi % 0,2418- 19,45 arasindadir. Islem verimi ise % 4,00 - % 61,31
araliginda degismektedir. FI1 ve FI13 arasinda farkli ¢apraz baglayicilar denenmis, en
yiiksek yiikleme EDC capraz baglayicisi ile ve hidrofobik iyon ¢ifti olusturmak i¢in SLS’nin
kullanildig1 FI13 formiiliinde gériilmiistiir. Islem verimi ise polimer miktarinin artmasiyla
arttigi icin, FI13 formiiliinde 25 mg olan polimer miktari arttirilarak FI14 formiilasyonunda

250 mg’a yiikseltilmistir. Yiiksek yiikleme etkinligi ve islem verimi elde edilmistir.

Hazirlanan tiim formiilasyonlarda partikiil biiyiikligii 259,146,5 - 877,420 nm, 1; PDI
0,744+0,027 - 0,342+0,011; zeta potansiyeli -7,97+0,24 - -15,6£0,8 mV arasinda
degismektedir. En yliksek partikiil biiylikligi glutaraldehitin ¢apraz baglayic1 olarak
kullanildigr FI1 formiilasyonu (877,4+20 nm) ile hazirlanan nanopartikiiller i¢in
gozlenirken, en diistik partikiil biiyiikliiklert EDC’nin ¢apraz baglayici olarak kullanildigi
FI12 (259,1£6,5 nm), FI13 (261,6+9,4 nm) nanopartikiilleri i¢in elde edilmistir. Qazvini ve
Zinatloo (2011) da yaptiklar1 ¢aligmada jelatin nanopartikiillerinin ¢apraz baglanmasi
amaciyla glutaraldehit ve EDC ¢apraz baglayicis1 kullanmiglar ve c¢apraz baglayicinin
partikiil boyutu, etkin madde yilikleme etkinligi lizerine etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore glutaraldehit kullanildiginda nanopartikiil boyutlar1 (28011 nm), EDC’nin
kullanildig1 nanopartikiillere (184+7 nm) gore daha biiylik bulunmustur. Ayni sekilde
yiikleme etkinligi, EDC ile elde edilen nanopartikiillerde (%27) glutaraldehitle elde edilen
nanopartikiillere (%10) gore daha yiiksek olmustur. Bu literatiir bulgusu ¢alismamizda elde
edilen sonuglar ile uyumludur. Polidispersite indeksi (PDI) FI11 formiilasyonu hari¢ tiim
nanopartikiillerde 0,7’nin altinda olup partikiil biiylikligii dagilimmin dar bir aralikta
oldugunu gostermistir. PDI ac¢isindan en diisiik deger FI13 formiilasyonu (0,342+0,011 ) ile
hazirlanan nanopartikiiller i¢cin gézlenmistir. Elde edilen tiim iniilin nanopartikiilleri i¢in zeta
potansiyel degerleri -7,97 ile -16,2 mV arasindadir. Negatif yiik iniilin {izerindeki hidroksil
gruplardan kaynaklanmaktadir.
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Bu sonuglara gore FI1 ve FI2 formiilasyonlarinda incelendiginde, yiiksek oranda
glutaraldehit kullanildiginda FI2 formiilasyonu ile nanopartikiil elde edilememis, FI11°de ise
bliyiik boyutta partikiiller (877,4+20,1 nm) elde edilmistir. Sitrik asit kullanilan FI3
formiilasyonu i¢in etkin madde igerigi (% 0,2418) ve islem verimi ( % 4) diisiitkken olusan
partikiillerin boyutu (562,8+30,5) biiyiiktiir. Capraz baglayici olarak FI4 formiilasyonunda
sadece vanilin, FI5 formiilasyonunda sadece Tween 20, ve FI6 formiilasyonunda ise bu iki
capraz baglayici birlikte kullanilmistir. Capraz baglayicilar etkin madde igerigi ilizerine
sinerjik etki yaparken (swrasiyla % 3.80; 5,483; 6,314) partikiillerin de (sirastyla,
359,4+27,5; 449,14+40,0; 608,7+16,7) biiylimelerine sebep olmustur (Cizelge 3.19).

Formiilasyonda yiikleme etkinligini arttirmak amaciyla hidrofobik iyon eslesmesi
yontemi kullanilmistir. Bu yontem yiikii olan etkin maddelerin zit yiiklii bir yag asidi yada
yiizey aktif maddeyle elektrostatik bag olusturarak kompleks olusturmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Bu sayede ozellikle peptit-protein, DNA gibi hidrofilik maddelerin
biyoyararlanim artmasinda oldukga sik kullanilmaktadir. Basit elekstrostatik etkilesimden

de dolay1 maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmemektedir (Farshi, 2013).

FI7 ile FI8 formiilasyonlart SLS:SAMe komplekslesmesinin etkisini ¢ok net
gostermektedir. SLS eklenen FI8 formiilasyonu (% 15,81), FI7 formiilasyonuna (% 3,022)
gore yiikleme fraksiyonunu yaklasik 5 kat arttirmistir (Cizelge 3.19) . Yapilan bir caligmada
model etkin madde olarak lizozim proteini kullanilmis ve lipozom-hibrit nanopartikiillerine
yiiklenmistir. Yiiklemeyi arttirmak amaciyla SLS ile kompleks yapilarak nanopartikiillere
yiiklendiginde % yiikleme etkinligi 11,69’dan 42,85°e ¢cikmistir (Bozkir ve Devrim, 2015).
Bu calismada da benzer sonuglar elde edildiginden bundan sonraki formiillerde SLS:SAMe

kompleksi kullanilmasina karar verilmistir.

FI8 ile FI9 formilasyonlarinin karakteristikleri incelendiginde, Tween 20’nin etkin
madde icerigini diistirdiigl (%15,81 ve 8,00) goriilmektedir (Cizelge 3.19). Bu durumun,
Tween 20’nin hidrofobik olan kompleks yapinin ¢oziiniirliigiinii arttirarak kompleks yapiy1

bozmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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FI10 ile FI11 formiilasyonlarinda CDI'nin su veya organik faza katilmas1 yiikleme
fraksiyonunu (% 11,21 ile % 10,85) degistirmedigi ama partikiil boyutunu etkiledigi
(647,5£24,6; 865,0+24,6 nm) goriilmiistiir. FI12 ile FI13’de EDC kullanilmistir. Etkin
madde igerikleri sirasiyla % 10,91 ve % 19,45 olmustur. Hazirlanan bu formiilasyonlar
icinde en yiiksek etkin madde yiikleme fraksiyonu FI13 formiilasyonu (%19,45) icin elde
edilmistir (Cizelge 3.19). Bu nedenle bu formiildeki iniilin orani artirilarak FI14
formiilasyonu hazirlanmistir. Bu formiil, islem veriminin yiiksek olmasi nedeniyle
secilmistir.  Boylece ¢apraz baglayiciya (EDC) da karar verilmesinden sonra bu
formiilasyonun optimizasyonuna gegilmis ve 32 diizeyli bir faktoriyel tasarim (Cizelge 2.6)
uygulanarak Cizelge 2.7’de bilesimleri verilen FI15 - FI23 formiilasyonlart hazirlanmistir.
Iniilin nanopartikiillerinin karakterizasyon bulgulart MLR analizi ile degerlendirilmistir.
Yapilan istatistik ¢alismalarinda SLS:SAMe oran1 ve SAMe miktar1 bagimsiz degiskenler
olarak belirlenirken, bu bagimsiz degiskenlere yanit faktorler olarak partikiil biiytlikliigii, zeta
potansiyeli, PDI, % yiikleme etkinligi, % etkin madde icerigi, islem verimi ve td degerleri

incelenmistir.

SAMe miktari, PDI {izerine negatif, % yiikleme fraksiyonuna pozitif ve islem verimine
negatif; SLS:SAMe orani partikiil biiyiikliigiine, zeta potansiyeline, % yiikleme etkinligine,
% etkin madde igerigine ve islem verimine pozitif katkida bulundugu gorilmiistiir; bu

etkiler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05) (Cizelge 3.21, Sekil 3.27).

Bu bulgulara gore formiilasyonlardan hazirlanan nanopartikiillerin boyutu 193,9 -
654,3 nm arasindadir ve PDI degerleri 0,7’ nin altindadir (Cizelge 3.20, Sekil 3.25). Elde
edilen iniilin nanopartikiilleri i¢in zeta potansiyel degerleri -6,89 ile -16,2 mV arasindadir
(Cizelge 3.20).

FI18, FI21 ve FI22 formiilleri en yiiksek etkin madde icerigine sahip formiillerdir.
Genel olarak iniilin nanopartikiiler sistemler etkin maddenin salimini geciktirmistir; 1. saat
sonunda saf SAMe’nin %70’1 ¢oziiniirken, nanopartikiillerden SAMe’nin ¢ikist % 22,49 -
% 55,45 arasinda olmustur (Sekil 3.26). Bunun nanopartikiillerin ¢apraz baglanmasindan
kaynakl1 bir gecikme oldugu diisiiniilmektedir. Salim pH’ya bagl olarak degismektedir ve
salimi1 en ¢ok yavaslatan formiiller FI18, FI19, FI21 ve FI22 olmustur. En yiiksek 1d
degerleri bu formiilasyonlar i¢in gézlenmistir ve sirastyla 193,8 - 248,4 - 334,0 ve 314,8 dk
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olarak hesaplanmistir. SAMe’nin, nanopartikiillerin kolona intakt halde ulasmasindan sonra
gecikmeden salinmasi hedeflendiginden, Cizelge 3.20°deki bulgular yanisira uzun olmayan
bir ta = 193,8 dk degeri veren FI18 formiilasyonu, diger karakteristikler de g6zoniine

alinarak, sonug iniilin nanopartikiil formiilasyonu olarak se¢ilmistir.

Bunun yanisira kolon ortaminda iniilinazin bu siire tizerindeki etkisini gérmek i¢in de
Boliim 2.8.5’te anlatildig1 sekilde salim testi yapilmigtir. SGF igine pepsin ve SCoF2 igine
iniilinaz enzimleri ilave edilmistir. Yapilan ¢6ziinme hizi ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
salim profilleri Sekil 3.29°da verilmektedir. Enzimli ve enzimsiz ortamlarda elde edilen
etkin madde salim profilleri f> benzerlik faktorii (Esitlik 10) ile degerlendirilmistir: Benzerlik
- T faktorii 49,8 olarak hesaplanmistir. Bulunan f> degeri, iki profilin az da olsa farkli
oldugunu gostermektedir. Bu fark, 6zellikle ilk 8 saatte, iniilinaz enziminin etkin madde

salimini, iniilin degradasyonu ile artirma egiliminden kaynaklanmistir.

FI18 formiilii tekrarlanabilirlik ¢alismalarina tabi tutulmus, tekrar {iretilen formiiller
birlestirilmis ve birlestirilmis form tekrar karakterizasyona tabi tutulmustur. Elde edilen

karakterizasyon sonuglari arasinda fark bulunmamaistir (p>0,05) (Cizelge 3.22, Sekil 3.28).

Yapilan permeabilite calismalari sonucunda saf etkin maddenin PAMPA permeabilite
katsayis1 131x10° cm/saat iken, iniilin nanopartikiillerine yiiklenmis etkin maddelerin
PAMPA permeabilite katsayis1 16155x10° cm/saat olmustur (Sekil 3.30; Cizelge 3.23). Bu
durumun, nedeninin SAMe ile kompleks olusturmasi i¢in kullanilan SLS’den kaynaklandig1
diistiniilmektedir. Clinkii SLS, anyonik ylizey aktif madde olup, permeasyon arttici olarak
bircok dozaj formunda kullanilmaktadir. SLS, PAMPA membranindaki lipitleri ¢ozerek
membran permeasyonunu arttirabilmektedir. Bunun yaninda katyonik ve suda ¢oziinen
SAMe ile kompleks olusturarak SAMe’yi hidrofoblastirarak membran lipitlerindeki
¢Oziiniirliglini arttirmis oldugu diistintilmektedir. Ruponen ve ark. (2018), yaptiklari
calismada duisiik ¢oziiniirliiklii, yiiksek permeabiliteye sahip glibenklamidin ¢oziintirliiglini
arttirmak adina kristal, amorf sekilleri yanisira ¢esitli permeasyon arttiricilarla (serin, arjinin
ve SLS) kati dispersiyonlari hazirlamiglardir. Coziiniirliikklerinin yanisira permeasyon
artist PAMPA sistemleriyle incelenmistir. En yiiksek artisin yiiksek oranda SLS igeren
arjinin-SLS kombinasyonuyla elde edildigini (yaklasik 25 kat) , SLS’nin permeasyon

tizerindeki dogrudan etkisini farkli oranlarda SLS kullanilarak bulmuslardir. Bizim
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calismamizdaki artisin yliksek olmasi da daha yiiksek konsantrasyonda kullanilan SLS’den
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu bakimdan formiilasyonda yer alan SLS’nin in vivo
kosullarda SAMe’nin permeabilite sorununun ¢6ziimiinde O6nemli bir etken olacagi

distinilmiistiir.

4.5.0ptimum Formiilasyonlarin Secilmesi

Formiilasyon caligmalarinin sonucunda SAMe yiikleme etkinlikleri, etkin madde
icerikleri, partikiil biiyiikliikleri ve dagilimlari, PAMPA permeabiliteleri agisindan en uygun
pektin nanopartikiillerinin iiretimi i¢in FP9 ve iniilin nanopartikiillerinin tiretimi i¢in FI18
secilmistir. Bu formiilasyonlarla, daha sonraki deneylerde kullanilmak iizere tekrarli olarak
nanopartikiiller {iretildikten sonra birlestirilmis ve in vitro Kkarakterizasyon testleri
uygulanmustir. Nanopartikiillerin 6zellikleri Cizelge 3.24’de verilmistir. In vitro salim
profilleri ise Sekil 3.31°de goriilmektedir. Ozellikle FI18 formiilasyonu ile hazirlanan
nanopartikiillerden etkin madde saliminin diger formiilasyonlarla hazirlanan
nanopartikiillere gore SGF i¢inde ilk iki saatte daha diisiik oldugu gozlenmistir.; en yiiksek
td degeri de bu formiilasyon i¢in hesaplanmustir. td degerleri sirasiyla FP9 i¢in 56,55 dk ve
FI18 i¢in 193,8 dk olmustur. Bu sonug, FI18 nanopartikiillerinin in vivo kosullarda
SAMe’nin  gastrik  ortamdan korunmasint ve biyoyararlanimiin  artirilmasini

saglayabilecegini gdstermektedir.

4.5.1.Secilen Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde ve Yardimc1 Madde

Etkilesimlerinin incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Secilen formiilasyonlarda etkin madde:yardimc1 madde etkilesimlerini incelemek i¢in

DSC ve XRPD analizi yapilmistir.

FP9 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiiller: Sekil 3.32°’de FP9 formiilasyonuna ait

termogramlar goriilmektedir. Nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin madde ve yardimci
madde etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla DSC ve XRPD analizi i¢in hazirlanan

numunelerin bilesimleri Boliim 2.9.1, Cizelge 2.8’de verilmistir. SAMe’ye ait termogramda
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158,4°C’de goriilen kii¢iik endotermik pikin SAMe’nin erimesine ait oldugu ve sonrasinda
dekompozisyona ugradigi anlagilmaktadir.  Pektine ait termogramda 100°C’ye kadar olan
genis endotermik pikin, fiziksel olarak adsorbe olan su molekiiliiniin ya da pektindeki
hidroksil gruplariyla hidrojen bagi yapabilen su molekiillerinin desorpsiyonuna  ait
olabilecegi diisliniilmektedir. Daha sonraki sicakliklarda goriilen ekzotermik pikler bazi
baglarin ya da fonksiyonel gruplarin yikimi, yapisal depolimerizasyon veya polisakkarit
zincirlerindeki yikima ait olabilir. Bu tip ekzotermik pikler kompleks veya bir dizi kimyasal
reaksiyonlarin gergeklestigini géstermektedir. Bu tip termal dekompozisyon reaksiyonlari,
genel olarak ugucu organik bilesenlerin oksitlenerek CO2, CO ve H20’ya doniismesi sonucu
olusan oksidatif reaksiyonlardir. Elde edilen termogram literatiir verileriyle benzerlik

gostermektedir (da Costa ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015).

BaCl;‘e ait termogramda 107,5°C ve 160,8°C’de 2 adet pik goriilmektedir. Bunun
ilkinin suyun desorpsiyonuyla ilgili oldugu, ikinci pikin de maddenin kristal yapisindan
kaynaklandig diistiniilmektedir. Sonugclar, literatiirdeki BaCl>.2H20 termogramiyla uyumlu
cikmaktadir (Wynne, 1975). Formiile ait fiziksel karigimin termograminda, SAMe ve BaCl
piklerinin kaydig1 goriilmiistiir. Ancak nanopartikiilerin termograminda yapiya katilan
maddelere ait kristal yapinin tamamen kaybolarak polimer i¢inde amorf halde bulundugu
gorilmistir. Bu sebeple etkin maddenin yiiksek oranda polimer i¢inde hapsoldugu

diistiniilmektedir.

Pektine ait X 1511 difraktogrami incelendiginde polimerin tamamen amorf oldugu
gorilmektedir (Sekil 3.34). SAMe de amorf yapida goriinmektedir; DSC termogramindaki
kiiciik erime piki ile birlikte degerlendirilirse, etkin maddenin yarikristalen durumda oldugu
diisiiniilmektedir. Capraz baglayici olan BaCl, ve NaHCOs kristal yapili olup belirli agilarda
keskin karakteristik pikleri mevcuttur. Bu veriler literatliir verileriyle benzerlik
gostermektedir (Chandra ve ark., 2013; Leonesa ve ark., 2014; Ozkazang ve ark., 2010).
Pektin nanopartikiiliine ait fiziksel karisimin difraktograminda BaCl, veNaHCOzs’a ait
karakteristik kirinim pikleri goriilmektedir, fakat BaClz’e ait bazi1 piklerin siddetinde diisiis
dikkat c¢ekmektedir (Sekil 3.34). Bu diisiisiin diger yardimci maddelerle etkilesmeden
kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. FP9 formiiliiniin difraktogrami incelendiginde higbir

karakteristik pik goriilmemektedir. Bu durum, DSC bulgular1 ile uyumlu olup etkin madde
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ve yardimct maddelerin nanopartikiiller iginde amorf formda bulunduklarini

gostermektedir.

FI18 formiilasyonu ile hazirlanan nanopartikiiller: Sekil 3.33°da verilen termogramlar

incelendiginde, inililin termogramindaki genis pik, suyun desorpsiyonuna bagli gelisen
endotermik bir piktir; 221°C’de camsi gegis sicakligina ait bir diisiis goriilmektedir ve
ilerleyen sicakliklarda yanma gerceklesmistir. SLS nin DSC termogrami 100°C civarinda
kiiciik endotermik pikler gostermistir. Bunlar SLS’nin dehidrasyonunu gostermektedir;
194.36°C’de SLS’nin erimesi nedeniyle endotermik bir pik goézlemlenmistir. SLS’nin
degradasyonu nedeniyle SLS’nin erime pikinin ilerisinde kiigiik pikler gozlemlenmistir.
Iniilin nanopartikiillerine ait termogram incelendiginde SAMe ve SLS etkilesmesiyle
formiilasyonda ikisinin de piklerinin azaldig1 fakat yine de SAMe’nin karakteristik pikinin

oldugu goriilebilmektedir.

Iniiline ait X 1511 difraktogrami incelendiginde, belirli noktalarda keskin pikler
goriilmektedir (Sekil 3.35). Bunlarin en karakteristik olanlar1 6=~12° ve ~21°’deki kirinim
pikleridir. Formiilasyona ait fiziksel karisimin difraktograminda da iniilinin karakteristik
pikleri goriilmektedir. FI18 nanopartikiil difraktograminda ise SLS’ye ait 0=2°deki
karakteristik pik diginda diger tiim kirinim pikleri kaybolmustur. Bu durumun nanopartikiiler
sistem igerisinde SAMe’nin kompleks olusturmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Formiilde iniilinin karakteristik tiim pikleri gériilmesine ragmen siddetlerindeki azalmanin

ise yapisinda meydana gelen ¢apraz baglanmadan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

4.5.2.Nanopartikiillerin Goriintillenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Pektin nanopartikiilleri SEM ve TEM analizinde kiiresel partikiiler sistemler olarak
gorlntiillenmistir. SEM goriintiileri incelendiginde kiiresel ve 100-400 nm civarinda
nanopartikiiller goriilmektedir (Sekil 3.36 ve Sekil 3.37). Sekil 3.38’da FI18 formiilasyonu
ile iretilen indlin nanopartikiillerinin SEM  goriintiileri  verilmistir. Iniilin

nanopartikiillerinin 1 pm’den kiigiik kiiresel sekle yakin agregatlar seklinde elde edilmistir.
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4.6.Etkin Madde Saliminin Modifiye Edilmesi icin Calsmalara Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Tezde temel amag¢ etkin maddenin kolona hedeflendirilerek biyoyararlaniminin
artirilmasidir. Kolona hedeflemede Boliim 1.2°de aciklandig iizere genel olarak ii¢ strateji
vardir: pH’ya duyarli sistemler, mikroflora aktivasyonuna dayanan sistemler ve zaman

kontrollii sistemler.

Bu sistemler genel olarak bazi dezavantajlar igerirler, ancak kombine bir sekilde
kullanimlar1 avantaj saglamaktadir. Calismamizda mikroflora aktivasyonuna dayanan
polimer kullanilarak etkin madde salimi hedeflenmistir. Fakat GI sistem boyunca suda
¢oziinen etkin maddenin midede erken salinmasi riski nedeniyle, pH duyarli sistemlerle
birlikte kullanilmistir. Bu sebeple nanopartikiiller enterik polimerlerle kaplanmis ve boylece
pH’ya duyarli sistemler ile mikroflora aktivasyonuna dayanan sistemlerin kombine

kullanimi hedeflenmistir.

4.6.1.Akiskan Yatak Cihazinda Kaplama Calismalarinin On Denemelerine iliskin

Bulgularin Degerlendirilmesi

Akigkan yatak, endiistride kurutma, graniilasyon ve kaplama gibi bir ¢ok temel islemde
kullanilan cihazdir. Konvansiyonel kati formdaki ilaglarda oldukca sik kullanilmasinin
yaninda nanopartikiillerin kati1 dozaj forma getirilmesi amaciyla, bir tastyici i¢inde spreyle
kurutarak mikro-iginde-nanopartikiiller, izerine baglayici ilave edilerek nanopartikiillerden
olusan graniiller elde edilmektedir. Bu sayede nanopartikiillerin tablet, kapsiil gibi
konvansiyonel dozaj formlarina dontigebilmesine olanak saglanmaktadir. Tez kapsaminda
bu motivasyonla Mini-Glatt akiskan yatak sistemi mikro kiti ile kullanilarak c¢aligmalar

yuritilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz nanopartikiiller sulu alt kaplama ¢ozeltisi icerisinde
disperse edildikten sonra inert pelletler iizerine kaplanmis ve daha sonra kolonda etkin
madde salimimin saglanmasi adina nanopartikiil kapl pelletlere ikinci bir iglem olarak

Eudragit FS 30D sulu dispersiyonu ile kaplama yapilmistir. Kaplama isleminin basarisi i¢in,
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inert pellet miktari, cihaza giren hava miktari/sicakligl, iiriin sicakligi, atomize edici hava
basinci ve baglayici piskiirtme hizi degistirilerek farkli piiskiirtme rejimlerinde, akiskan
yatak Wurster kolonu / alttan piiskiirtme yapan inserti ile 6n ¢aligmalar yapilmistir (Cizelge
2.9) (Dixit ve Puthli, 2009; Pusapati ve Rao, 2014). Akiskan yatak cihazinda etkin bir
kaplama yapmak icin ilk kosul partikiillerin giren hava yardimiyla bireysel olarak
akiskanlastirilmas: olmustur. Partikiillerin akiskanlagsmaya basladigi ilk hiza minimum
akiskanlastirma hizi denmektedir. Partikiiller akiskanlagsmaya basladiktan sonra uygulama
(kaplama, graniilasyon) gergeklestirilebilmektedir. Calismamizda toz partikiiller kontrol
panelinden takip edilerek tozlarin akigkanlagsmaya basladigi uygun yiikseklik belirlenmis ve
buna gére giren hava miktar1 13,6 m®/saat olarak sabit tutulmustur (Cizelge 2.9). Akiskan
yatak cihazina ait 0,5 ve 0,3 mm c¢apa sahip iki tane piiskiirtme baslhigi bulunmaktadir.
Kaplama ¢ozeltisinin viskozlugunun diisiik olmasindan dolay1 ve kiigiik damlacik boyutu
elde etmek i¢in 0,3 mm ¢apa sahip baslik kullanilmigtir. Caligmada minimum miktarda
pelletle calisilmistir. Bu sebeple 5 g pellet olarak baglanilan ¢aligmalara 4 g pellet kullanimi1
ile devam edilmistir. Yiizey alan1 yiiksek olacag i¢in elimizdeki en diisiik partikiil capina
sahip mikrokristal seliiloz pelletle (106-212 pm) calistlmistir. Kaplamada 6nemli
parametrelerden birisi de iiriin sicakligidir. Kaplama gergeklestikten sonra sulu ya da organik
¢oziicli igerisindeki kaplama materyali iirline temas edip sicaklik yardimiyla ¢dziiciiniin
buharlagmasi gergeklesmektedir. Bundan dolay1 kaplamanin olusmast igin sicaklik optimum
olmalidir. Yapilan ¢alismada tiriin sicakligi 35°C, giris hava sicakligr 45°C, iirlin sicakligi
40°C ve giris hava sicakligi 50°C olarak belirlenmistir. HPMC alt kaplama igin iirlin

sicakliginin 40°C ve giris hava sicakliginin 50°C olmasi uygun bulunmustur.

Bunun yanisira cihazda bir dakikada piskiirtiilecek sivi hacmini bulmak amaciyla
calismalar yapilmistir. Bu kapsamda ortalama ¢dzelti hacmi belirlenmis, sisteme s1v1 girisini
saglayan peristaltik pompanin donii hiz1 bu hacme gore ayarlanmistir. Yiiksek ve diisiik donii
hizlar1 kullanildiginda 10 rpm’in uygun piiskiirtme hizi oldugu bulunmus ve daha sonraki
caligmalarda bu deger sabit tutulmustur. Atomizasyon basinci yiiksek gerilim kuvveti
sayesinde damlacik ¢aplarii 10-40 um’e kadar diisiirmektedir. Bu da kaplamanin etkinligini
arttirmaktadir. Atomize hava basinci 0,5 bar oldugunda, daha homojen bir kaplama
yapilmistir. Sekil 3.39°de Cizelge 2.9°da kosullar1 verilen islemlerle elde edilen pelletler
goriilmektedir ve islem numaralar1 fotograflar {izerinde belirtilmistir. Buna gore P10 ve P11

pelletleri homojen olarak kaplanmis goriinmektedir. Bu durum, artan basing ile ¢ap1 azalan
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kaplama ¢ozelti damlaciklarinin, pelletin yiizeyini daha homojen olarak kaplamasindan

kaynaklanmaktadir.

Bu asamadan sonra nanopartikiil kapli pelletler iizerine fonksiyonel kaplama
uygulanmas1 asamasina gecilmistir (P13 — P19). On ¢alismalarda Eudragit FS 30D sulu
dispersiyonu kullanilmistir. Fakat i) pliskiirtme kanallarin siirekli tikanmast, ii) pKa’s1 7.0
oldugu i¢in hedefimiz olan proksimal kolonda (pH 5.7) etkin maddeyi salmaya uygun
olmamasi nedeniyle bu polimerden vazgegilmistir. Eudragit L 30D-55 (pKa ~5,5) sulu
dispersiyonuyla, daha oOnceki elde edilen parametrelerde bazi degisiklikler yapilarak

kaplama gergeklestirilmistir (Cizelge 2.10).

Daha onceki ¢alismalarda Wurster kolonu ile alttan piiskiirtme uygulanmistir. Ancak
bu asamada, toz miktarmin azhigt (4 g), yaklastk 100 pm kiiciikliiglinde tozlari
kaplayabilmesi ve islem kolaylig1 nedeniyle iistten piiskiirtmeyle kaplama islemine devam
edilmistir. Kaplanilacak siispansiyon/¢ozelti inert pelletler lizerine piiskiirtiilerek akiskan
haldeki pelletler iizerine film olusmasi saglanip, kaplama gerceklestirilmistir. Ustten
puskiirtmeyle kaplamada alttan piiskiirtmeyle kaplamaya (Wurster) gore kaplama iiriin
tekdiizeligi biraz diisiiktiir. Bunun sebebi kaplama sivisinin hizli (premature) buharlasarak
pelletleri birbirine baglamasidir. Bu durumu engellemek i¢in 10 rpm dénii hizin1 5 rpm doni
hizina diistiriilmistiir ve giren hava sicaklig1 35-40°C yapilarak iiriin sicakligi, 34-34°C’de
sabit tutulmustur. Boylece donii hizi, sicaklik ayarlanarak ve  ¢ozelti/slispansiyon
porsiyonlar halinde eklenerek kaplama islemi gerceklestirilmistir. Giren hava miktar
tozlarin akigkanlig1 ana piiskiirtme bashginin da altinda kalacak sekilde 13,6 m®/s’ den 10
m®s’e  ayarlanmustir.  Pelletlerin agregasyonu gozleme panelinden gozlenmis ve
gerektiginde vibrasyon uygulanarak partikiillerin olagan modelde bireysel sekilde
hareketiyle tekdiize kaplanmasi saglanmistir (Dewettinck ve Huyghebaert, 1998).
Kaplamanin kalinligin1 belirlemek amaciyla 6ncelikle saf etkin maddenin pelletler iizerine

kaplamas1 gergeklestirilmistir.

Sonuglara gore etkin maddenin HPMC i¢inde ¢oziilerek uygulandigi sadece alt
kaplama yapilmis pelletler ile gerceklestirilen ¢ozlinme hizi calismasinda etkin maddenin ilk
4 saatte yaklasik olarak % 89’u salinmistir (Sekil 3.40— Kaplama 0). Bu alt kaplama tizerine

yapilan fonksiyonel kaplamalarla gergeklestirilen ¢6ziinme hizi ¢alismalarinda ise kaplama
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orani arttik¢a ¢ikisin azaldigi goriilmektedir. Yaklasik olarak 24 saat sonunda %7 kaplama
icin SAMe salim1 %90, %14 kaplama i¢in salim %83 ve %21 kaplama icin salim % 43
olmustur (Sekil 3.40). Farmakope limitine gore, geciktirilmis salim i¢in, ilk 2 saatte salinan
etkin madde %10’dan fazla olmamalidir (USP 40, 2019). Bu sonuglara gore pelletlerde
optimum fonksiyonel kaplama orani olarak %14 a/a orani ile devam edilmesine karar

verilmisgtir.

4.6.2.Kaplanmis Pelletlerde Yapilan Karakterizasyon Cahsmalarmna Iliskin

Bulgularin Degerlendirilmesi

Kaplanmis pelletler: Alt kaplama ile nanopartikiillerin kaplanmis oldugu pelletlere ait

partikiil biytikliigii sonuglar1 incelendiginde (Cizelge 3.26; KiFI18 ve K1FP9) inert pellet
yiizeylerinin iniilin nanopartikiilleriyle olduk¢a homojen bir sekilde kaplandigi, partikiil
biiyiikliigiindeki diisiik seviyedeki artis (197 pum’den 199 pm’ye) ile anlasilmaktadir. Ancak
pektin nanopartikiilleri ile kaplanmis pelletlerde partikiil boyutu 197um’den 287 pm’e
cikmigtir. Span degeri boyut dagilimindaki homojeniteyi gostermektedir. Bu deger ne kadar
kiiciik olursa boyut homojenligi o kadar yiiksektir. Iniilin nanopartikiilleri ile kapl pelletlerin
span degeri 0,631 olup pektin nanopartikiilleri ile kapli pelletlerin span degerinden (3,024)
daha disiiktiir; bu bulgu da iniilin nanopartikiilleri ile daha homojen bir kaplama elde
edildigini gostermektedir. Tiim pellet formiilasyonlarinda partikiil biiyiiklik dagilimi
monomodal olmustur (Sekil 3.41, Sekil 3.42).

Eudragit L30D-55 ile fonksiyonel kaplama uygulanan pelletlerde partikiil
biiylikliiglinde artis  goriilmiistiir (Cizelge 3.26). Partikiil biiyiikliigi, iniilin
nanopartikiilleriyle kapli pelletlerde (K2FI18) 199 pm’den 201 um’ye c¢ikarken pektin
nanopartikiilleriyle kapl pelletlerde (K2FP9) 287 pm’den 346 um’ye ylikselmistir. Pektin
nanopartikiilleriyle hazirlanan K2FP9 pelletlerinde partikiil biiyiikligiindeki artisin daha
fazla olusu, jel yapisindaki pektinin pelletler arasindaki agregasyonu arttirmasiyla
aciklanmistir. Bununla uyumlu olarak, Dv90 degerleri incelendiginde KoFP9 pelletlerinin
K2FI118 pelletlerinden daha biiyiik agregatlara sahip oldugu goriilmektedir.
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Inert pelletlerin zeta potansiyeli -2,46 mV olup iniilin ve pektin nanopartikiilleriyle
kaplaninca bu degerin polimerlerin yiiklerine bagli olarak sirasiyla -11,30 ve -18,1 mV
yiikseldigi goriilmektedir (p<<0,001) (Cizelge 3.27). Fonksiyonel kaplama ise sadece intilin
ile hazirlanan KoFI18 pelletlerinde yiizey yiikiinde (-19,6 mV) anlamli degisiklige sebep
olmustur (p<0,0001). Her bir kaplamada pellet iizerindeki zeta potansiyel artigi kaplama

isleminin basariyla gerceklestigini gostermektedir.

Kaplanmis pelletlerde, nanopartikiiler sistemlerin karakteristik 6zelliklerinde
degisiklik olup olmadigini belirlemek amaciyla rekonstitiisyon ¢alismalar1 ylriitiilmistiir.
Pelletlerin iizerindelki enterik polimer kaplamasi ¢oziildiikkten sonra ortama salinan
nanopartikiillerin yapilarin1 korumalar1 hedeflenmistir. Bunu belirlemek amaciyla alt kapl
pelletler iizerindeki partikiillerin boyutu 6dlgiilerek degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.
Nanopartikiiller alt kaplama asamasindaki ¢ozelti igerisinde bulundugundan sadece alt
kaplanmis formiiller {izerinde rekonstitiisyon yapilmigtir. Her iki formil igin partikiil
boyutunda ve partikiil boyut dagiliminda degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.28,
Sekil 3.43, Cizelge 3.29, Sekil 3.44).

Iniilin nanopartikiilleri kaplanmis pelletlerde (K2FI18) etkin madde igerigi % 1,26°dir
ve baslangigta nanopartikiiller iginde bulunan etkin maddenin % 118’ine karsilik
gelmektedir ve etkin madde kaybi bulunmamaktadir. Pektin nanopartikiil kaplanmis
pelletlerde (K2FP9) etkin madde igerigi % 0,32°dir ve baslangigta nanopartikiiller iginde
bulunan etkin maddenin % 70’ine karsilik gelmektedir (Cizelge 3.30) Bu durum pektin

nanopartikiilleri i¢inde etkin maddenin stabilitesinin diisiik olmasi ile iliskili olabilir.

Kaplanmis pelletlerden etkin maddenin salimi1 beklenildigi gibi nanopartikiillere gore
salim1 geciktirmistir (Sekil 3.45). Iniilin nanopartikiiler sistemlerden 2. saatin sonunda % 31
salim olurken, kaplanmis pelletlerden etkin maddenin %10’u salinmistir. T4 degerleri
karsilastirilacak olursa iniilin nanopartikiillerinin tq4 degeri (2,33 saat), kaplandiktan sonra
onemli Ol¢iide (8,3 saat) artmistir. Benzer bir artis (0,98’den 17,42 saate) pektin
nanopartikiillerinde de goriilmiistiir. Calismamizda etkin maddenin hedef salim bdlgesinin
kolon oldugu goz 6niinde bulundurulursa kapl pelletler ile elde edilen bu gecikmis SAMe

saliminin avantaj getirecegi diistiniilmektedir.
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4.6.3.Pelletlerin Goriintillenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

K2F118 ve KoFP9 formiillerinin SEM goriintiileri incelendiginde kiiresel pellet yapisi
ve lizerine kaplanmis nanopartikiiller goriilmektedir. Bu sayede tek tabaka halinde

kaplamanin basariyla gerceklestigi goriintiilenmistir (Sekil 3.46, Sekil 3.47).

4.6.4.Kaplanmis Pelletlerde Etkin Madde ve Yardimc1 Madde Etkilesimlerinin

Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

K2FI18 formiilasyonunda yer alan maddelerin termogramlari incelendiginde, alt
kaplamada yer alan amorf karakterli Pharmacoat 606 (HPMC) polimerinin 71,78°C’de
cams1 gecis sicakligini gosteren bir omuz; formiilde yer alan diger madde PEG 6000
maddesinin ise 64,58°C’de erime noktasina karsilik gelen keskin bir endotermik pik verdigi
goriilmektedir (Sekil 3.48). Fonksiyonel kaplama dispersiyonunun yaklasik 60°C’de camsi
gecis sicakligi ve 241°C’de erime noktasina karsilik gelen genis bir endotermik pik verdigi
goriilmektedir. Fiziksel karisimda ve KoFI18 formiilasyonunda tiim bu karakteristik piklerin
kayboldugu goriilmektedir. Bu sonug, kapl pelletler iginde etkin madde ve yardimci

maddelerin amorf yapida bulunduklarini géstermektedir.

K2FP9 formiiliinde fark iniilin yerine pektin bulunmasidir. Diger bilesenler aynidir.
Bu pelletler i¢inde de etkin madde ve yardimci maddelerin amorf halde bulunduklarin

gostermektedir (Sekil 3.49).

XRPD difraktogramlar1 incelendiginde K2FI18 ve KzFP9 formiillerine ait
difraktogramlar, inert pelletlerin difraktogrami ile aynidir; bu durum, kaplanmis pelletlerde
bilesenlerin amorf sekilde bulundugunu gostermektedir (Sekil 3.50 ve Sekil 3.51). Kaplama
formiillerindeki amorf karakterin nedeninin Eudragit L30-55’den kaynaklanabilecegi gibi
alt kaplamadaki PEG 6000 ve fonksiyonel kaplamadaki trietil sitratin plastizer 6zelliginden
de kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Chomcharn ve Xanthos, 2013).
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4.6.5.Nanopartikiiller, Kaplanmis Pelletlerde Stabilite Calismalarinin Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Birgok ¢alismada pektin stabilite arttirici ajan olarak formiilasyonlara girmektedir (Qiu
ve ark., 2018; Yu ve ark., 2014). Bu agidan nanopartikiillerin hazirlanmasinda pektin
kullaniminin  SAMe’nin  stabilitesini  artiracagi  ongoriilmiistiir.  Ancak, pektin
nanopartikiillerinin (FP9) 6 aylik stabilite verileri, bu nanopartikiiller i¢inde etkin maddenin
miktarinin énemli derecede azaldigini1 ve formiilasyonun stabil olmadigin1 gostermektedir.
Nanopartikiiller i¢indeki SAMe miktari, 5£3°C’de % 5,392’den % 0,32’ye ve 25°C’de %
0,0492’e diismiistiir (Cizelge 3.31). Bu azalmanin, polimer ve etkin madde etkilesmesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan DSC ve XPRD ¢alismalartyla bu etkilesimler
goriilmektedir. Bunlarin yaninda hidrofilik yapidaki pektin molekiiliiniin ve higroskopik
etkili ¢apraz baglayict BaCl>’tin ortamdaki nemi absorplayarak hidroliz ve oksidasyona
dayaniksiz olan SAMe’yi kimyasal olarak instabil hale getirmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Partikiil biiyiikliigi acgisindan incelendiginde pektin nanopartikiilleri
54+3°C’de 6 ay boyunca stabilitesini korurken, 25°C’de ise 3. aydan itibaren anlaml1 bir boyut
artis1 oldugu bulunmustur (p<0,05). Bunun nedeninin higroskopik etkili ¢apraz baglayici
BaCly’lin muhtemelen ortamdaki nemi absorplamasindan ve  pektinin sismesinden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Stabilite testinde, zeta potansiyel degerlerinin 5+3°C’de ve
25°C’de sabit kaldig1 (p>0,05), fakat 6.ayda arttig1 goriilmiistiir. Bunun nedeninin azalan
katyonik etkin madde nedeniyle toplam yiizey yiikii degerinin diismesi oldugu

diistiniilmektedir.

Pektin nanopartikiillerinin stabilite acisindan dezavantajli durumunu ¢ozmek icin
tekrar iiretilen pektin nanopartikiilleri havadan gelebilecek nemi ortadan kaldirmak ve olasi
oksidasyon riskini onlemek i¢in havasit alinmis kaplarda tekrar stabilite caligmalarina
alimmustir. Bu stabilite testinin sonuglarina gore pektin nanopartikiillerinin i¢indeki SAMe,
ilk ay 5+3°C’de %100°den 86’ya inerken, 25 °C’de % 45°e diismiistiir; 3.ay verilerinde ise
5+3°C’de % 37 ve 25 °C’de % 34’e kadar etkin madde miktar1 diigsmiistiir. Bu sonug pektin
nanopartikiillerindeki stabilite sorununun havadaki nemden ziyade formiilasyona katilan

yardimc1 maddelerden kaynaklandigini gostermistir.
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Pektin nanopartikiilleri kaplanmig K2FP9 formiilii stabilite sonuglarina bakildiginda,
kaplamanin FP9 formiiliiniin stabilitesini kaplama isleminden sonra énemli 6l¢iide arttirdigi
gorilmektedir (Cizelge 3.34). FP9 formiiliinde 6. ayin sonunda etkin maddenin 5+3°C’de
%14°1, 25 °C’de % 0,9 “u kalmistir. Kaplanmis formiillerde ise 6. ayin sonunda 5+3°C’de
%71,86’s1, 25+£2°C’de % 34,38’1 kalmistir. Tim kapli formiillerde S,S/ R,S oram

incelendiginde zaman igerisinde bu oranin azaldig1 gézlenmistir.

Buzdolab1 kosullarinda (5+3°C) saklanan iniilin nanopartikiillerinin (FI18) 6 aylik
stabilite sonuglarina gore etkin madde miktari, partikiil biiyiikligii ve dagilimi, zeta
potansiyel agisindan stabilitesinin korundugu goriilmektedir (Cizelge 3.32). Bu durumun
SAMe’nin SLS ile olusturdugu kompleks yapi nedeniyle bozunmalara karst molekiiler

diizeyde korunmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Iniilin nanopartikiilleri kaplanmis KFI18 pelletlerin stabilite sonuglarma gore
54+3°C’deki formiiller 6 ay boyunca stabilitesini korurken, 25+2°C’de 6.ayin sonunda %
59,5’e diismiistiir. FI18 formiiliindeki stabilite kosullarinda 6 ayin sonunda, 25+2 °C’deki
stabilite bulgularina gore etkin madde igerigi %80’e diiserken kaplanmis formundaki bu
fazla miktardaki diisiisin SAMe’nin kapli pellet formiilasyonlarinda yardimc1 maddelerle

yiiksek oranda etkilesmesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir (Cizelge 3.35).

Ayrica SAMe’nin saf etkin madde olarak stabilitesine kaplamanin etkisini incelemek
amaciyla sadece SAMe ile kaplanmig pelletlerin stabilite sonuglart Cizelge 3.33’te
verilmistir. SAMe’nin stabilitesi 6 ay boyunca yapilan stabilite sonuglarina gore ilk 3 ay iki

kosulda da korunmus, 6.ayda 5+3°C’de %50’sine diiserken, 25+£2°C’de %23’e diismiistiir.

Incelenen tiim bu formiilasyonlar arasinda SAMe nin stabilitesi agisindan en uygun

formiil, iniilin nanopartikiil formiilasyonlar1 olmustur
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4.7.SAMe Yiiklii Formiilasyonlarin In Vivo Etkinligine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Formiiller Bolim 2.11°de belirtildigi sekilde si¢anlara uygulanmis, zamana karsilik
plazma SAMe konsantrasyonlar1 belirlenmistir. SAMe endojen bir madde oldugu icin
t=0’da ol¢iilen plazma SAMe konsantrasyonu, daha sonraki zamanlarda dSlgiilen plazma
SAMe konsantrasyonlarindan ¢ikarilarak elde edilen sonuclarla farmakokinetik
parametreler hesaplanmistir. Zamana kars1 plazma SAMe konsantrasyon profilleri Sekil
3.52’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore pektin (0,121 pg/mL) ve iniilin (0,124
ng/mL) formiilleri maksimum plazma konsantrasyonunu saf SAMe ¢ozeltisine gore (0,0907
png/mL) arttirmistir. Kaplanmis pektin (0,185 pg/mL) ve kaplanmis iniilin (0,220 pg/mL)
pelletler ise nanopartikiil formlarina gére maksimum plazma konsantrasyonunu daha fazla
arttirmistir. Bu artisin kolondaki enzim seviyesinin diisiik olmasindan dolayr SAMe’nin
metabolizasyonunu geciktirmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunlardan sadece

kapli iniilin pelletleri maksimum plazma diizeyini istatistiksel anlamli sekilde arttirmstir.

Maksimum plazma konsantrasyonuna ulasilan Tmax (Ortalama+SH) degerlerine
bakildiginda, en yliksek Tmax degerinin fonksiyonel kapli pelletlerde oldugu goriilmektedir
(KoFT18 formiilii i¢in 741,88 saat; KoFP9 formiilii igin 8,33+1,00 saat). Ancak bu degerler
SAMe c¢ozeltisi ve nanopartikiillerin = Tmax degerlerinden (FI18 nanopartikiillleri igin
4,46+3,91 saat; FP9 nanopartikiilleri i¢in 2,88+1,85 saat ve SAMe ¢dzeltisi i¢in 4,50+3,90

saat) ) istatistiksel olarak anlamli derecede farkli degildir.

Elde edilen bulgulara gére SAMe’nin biyoyararlanimi tiim formiillerde ¢ozeltisine
(0,521 pg/mL/saat) gore artis gostermektedir. Fakat bu artis sadece iniilin nanopartikiilleri
kaplanmig KoF118 pellet formiilasyonu (1,992 pg/ml/saat) icin SAMe ¢6zeltisinden (0,521
ug/mL/saat) anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,01). SAMe’nin ¢6zeltisine gore
bagil biyorarlanimi inulin ve pektin nanopartikiilleri ile % 128 ve % 184 ; inulin ve pektin
nanopartikiilleri ile kapli pelletler ile % 383 ve % 260 artmustir. Iniilin kapl pellet
formiilasyonunun, iniilin nanopartikiillerine goére biyoyararlanimi anlamli derecede
artirmasi, pellet formiiliiniin etkin maddeyi kolona basar1 ile hedeflendirdigini

gostermektedir. Kolonda iniilinin bakterilerle par¢alanmasi ile aciga ¢ikan etkin maddenin
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buradan absorbe edilebildigi anlagilmaktadir. Bu absorpsiyonda, PAMPA modeli ile de
gosterildigi gibi formiilasyondaki SLS’nin permeabilite artirict etkisinin katkist olmustur.
Ciinkii permeabilite artirict maddeler, diisiik enzim aktivitesi, diisiik sivi miktarindan
kaynakl1 yiiksek konsantrasyonlara kolay ulagsabilme gibi etkilerinden dolay1 ince bagirsaga

gore kolonda daha etkilidirler.

Buna benzer bir ¢alisma diisiik permeabilite 6zelligi gosteren atenolol iizerinde
yapilmistir. Atenolol ile zit yiikli brilliant mavisi ve bromofenol mavisi iyon kompleksi
olusturulmustur. Kolonik doku kullanilarak Doluisio metoduna dayali kapali membran
perfiizyon (close loop perfusion) metoduyla permeabilite tayini yapilmis ve membran
biitiinliiglinde herhangi bir bozulma ger¢eklesmemistir. Brilliant mavisiyle permeabilite
degeri 0.232+0.021 cm/s den 0.508+0.038 cm/s’ye ¢ikarken, bromofenol mavisi ile
0.405+0.044 cm/s’ye ¢ikmistir ve membran biitiinliigii bozulmadigindan dolay1 tiim artisin
iyon kompleksi sayesinde gerceklestigi goriilmiistiir. Daha sonra bu kompleksin poli(laktid-
ko-glikolid) (PLGA) nanopartikiillerine enkapsiile edilerek oral biyoyararlanim c¢aligmasi
yiirlitiilmistiir. Elde edilen sonuglara gore iyon kompleksi i¢eren nanopartikiiller, saf etkin
madde ¢ozeltisine gore biyoyararlanimi 2,4 kat arttirmistir (Lozoya-Agullo ve ark., 2016,
2019).

Samiei ve ark. (2017) yaptiklar bir calismada ytiksek elektrik ytikiinden dolay1 ytiksek
hidrofillige sahip alendronat etkin maddesinin iyon kompleksi ile ¢Oziiniirliigiiniin
diistiriilerek permeabilitesi ve biyoyararlanimi arttirilmast amaglanmigtir. Zit yiik olarak
arjinin, fenazopiridin, hyosin ve piridostigmin kullanilmistir. Elde edilen kompleksler n-
oktanol-su sistemindeki partisyon katsayisi ile baglanma oranlari ile karakterize edilerek
PAMPA ve Caco-2 hiicre hattinda permeabiliteleri Ol¢ililmiistiir. Arjinin ve fenazopiridin
kompleksleri alendronatin permeabilitesini PAMPA sisteminde 14-26 kat, Caco-2 hiicre
hattinda 6,5-4,4 kat arttirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

SAMe’nin diigiik biyoyararlanimi arttirmak amaciyla gergeklestirilen tez ¢calismasinda;

» Kitozan nanopartikiilleri karakterizasyon bulgularina gore etkin madde nanopartikiillere

cok diisiik oranda yiiklenebilmistir ve bu sebeple kitozan nanopartikiilleri ileri
karakterizasyon islemlerinden ve in vivo ¢alismalardan ¢ikarilmistir. Kitozan
nanopartikiillerinin ylikleme etkinligini artirmak amaciyla bagka polimerler yardimiyla
komplekslestirme veya emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma gibi ¢esitli yontemler

kullanilarak formiilasyon c¢aligmalar1 yapilabilir.

Pektin nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemiyle {iretilmistir. Ancak  pektin
nanopartikiillerinin SAMe’nin stabilitesini koruyamadigi gozlenmistir. Bunun
ortamdaki nemden ve oksijenden kaynaklandigi diisiiniilerek vakumlu cam flakonlar
icine koyulan formiilasyonlar tekrar stabilite ¢alismalarima alinmis ve 3.ay stabilite
testleri yapilmistir. Ikinci stabilite calismalari sonuglarina gére bozunma bir miktar
yavaglasa da devam etmistir. Bu sebeple SAMe ile yapilacak formiilasyon
caligmalarinda uygun ambalaj materyali se¢ilmeli, koruyucu eklenmeli ve yardimci
madde se¢iminde olas1 ge¢imsizlikler (alkali, higroskopik maddeler vb. maddeler ile

gecimsizlik) g6zoniinde bulundurulmalidir.

In vivo galismalara bakildiginda biyoyararlanimda artis goriilmiistiir; fakat istatistiksel
olarak bu artisin onemli olmadigr (p>0,05) gorilmiistiir. Pektin nanopartikiil
formiilasyonlarma eklenecek permeabilite artiricilar ile SAMe’nin biyoyararlanimini

anlaml sekilde arttirabilecegi diistiniilmektedir.

Iniilin nanopartikiilleri desolvasyon yontemiyle iiretilmistir. SAMe’nin, SLS ile
hidrofobik bir kompleksinin olusturulmasi iniilin nanopartikiiller igine etkin madde
yiikleme etkinligini onemli dlgiide artirmustir. Iniilin nanopartikiillerinin SAMe’nin
stabilitesini daha iyi derecede koruyabildigi tespit edilmisti. PAMPA modelinde
SAMe’nin permeabilitesinin iniilin nanopartikiilleri ile Onemli o6lclide arttig1
gbsterilmistir. In vivo caligmalarda iniilin nanopartikiillerinin SAMe biyoyararlanimini

artirdigi, ancak istatistiksel olarak bu artisin 6nemli olmadig (P>0,05) goriilmiistiir.
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Pektin (FP9) ve iniilin (FI18) nanopartikiillerinin kolona hedeflendirilmeleri ig¢in inert
pelletler lizerine kaplanmalarindan sonra enterik polimer Eudragit L 100 ile fonksiyonel

kaplamalar1 yapilmstir.

Elde edilen kaplama formiilleri ile in vivo ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Bu sonuglara gore
tiim kaplama formiilleri biyoyararlanimi arttirmasia ragmen sadece FI18 kaplanmis
formiil anlamli derecede arttirmistir (p<0,05). Bunun ise formiildeki permeabilite

arttirrcr olan SLS’den kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Bu sebeple kolona hedefli sistemlerde permeabilite arttiricilar yardimiyla onemli
sonuclar alinabilinmektedir. SLS’in toksik doza ulasip, membran yapisini bozma
riskinden dolay1 permeabilite arttirici olarak biyouyumlu gesitli safra tuzlar1 (Sodyum

taurokolat, sodyum tauroglikolat vb.) ile yeni ¢alismalar yiiriitiilebilir.

Sonug olarak SAMe, yillardir bilinen, viicudumuzda ATP’den sonra en ¢ok kullanilan
ikinci substrattir; ama iizerinde yapilan calismalar son derece azdir. Bu ¢alismayla

literatlire 6nemli bir katki saglayacagimizi diisiiniiyoruz.
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OZET

S-Adenozil-L-Metiyonin’in Oral Yolla Veriliste Biyoyararlanimini Artirmak igin Formiilasyon
Yaklagimlan: in Vitro Ve in Vivo Degerlendirilmeleri

S-adenozil-L-metiyonin (SAMe) viicutta tiim hiicrelerde dogal olarak bulunan metil
dondriidiir. Viicutta bagta metilasyon olmak {izere bir¢ok kimyasal reaksiyonda rol almaktadir. 1973
Yilina dayanan klinik ¢aligmalara gore depresyonlu hastalarda beyin omurilik sivisinda SAMe
oraninin diisiik oldugu ve oral veya parenteral SAMe uygulamasiyla bu molekiiliin beyine gegereck
antidepresan etki gosterdigi kanitlanmistir. Yapilan birgok ¢aligsma sonunda SAMe’nin tedavide tek
basia etkili olabildigi gibi konvansiyonel antidepresanlarin etkilerini potansiyalize etmek igin
kombine olarak da kullanilabilecegi tespit edilmistir. Psikiyatrik rahatsizliklarda onerilen SAMe
dozu genel olarak 800-1600 mg/gilindiir. Fakat gastrointestinal sistemde degradasyona ugramasi,
karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi ve diisiik permeabilitesinden dolay1 dozun yaklasik %11

sistemik dolagima gegebilmektedir.

Bu veriler 15181nda planlanan tezde, oral yolla verilecek SAMe nin biyoyararlanimini artirmak
icin ilk ge¢is etkisi biiyllk oranda elimine edildiginden, SAMe’nin kolondan absorbsiyonu
hedeflenmistir. Bu amagla prebiyotik etkili ve kolon-spesifik degrade olan iniilin ve pektin ile
biyoadezif etkili ve kolonda siki birlesim yerlerini (tight junction) acarak permeabiliteyi artiran
kitozan nanopartikiilleri hazirlanmistir. Tez kapsaminda SAMe yiiklii nanopartikiiller, in vitro
testlerle karakterize edilmistir. Uygun bulunan nanopartikiiller akiskan yatak teknolojisi kullanilarak
inert pelletler iizerine tabaka seklinde yiiklendikten sonra enterik polimerlerle kaplanmistir. Sonugta
secilen formiilasyonlarin in vivo olarak sicanlara oral yolla verilislerini takiben SAMe’nin
farmakokinetik 6zellikleri incelenmistir. Elde edilen verilere gére SAMe’nin ¢ozeltiye gore bagil
biyorarlanimu, iniilin ve pektin nanopartikiilleri i¢in % 128 ve %18; inulin ve pektin nanopartikiilleri
ile kapl pelletler i¢in ise % 383 ve %260 olmustur. Sonug olarak nanopartikiiler formiiller ve
fonksiyonel kaplama, basar ile etkin maddenin kolona hedeflenerek biyoyararlanimimnin artmasini

saglamistir.

Anahtar Sézciikler: S-adenozilmetiyonin, Pektin, Iniilin, Nanopartikiil, flag
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SUMMARY

Formulation Approaches for Oral Bioavailibility Enhancement of S-Adenosylmethionine: In
Vitro and In Vivo Evaluation

S-adenosyl-L-methionine (SAMe) is an endogenic methyl donor naturally present in all cells. It is
involved in many chemical reactions primarily in methylation. Based on the clinical studies in 1973,
it was found that SAMe levels in the cerebrospinal fluid of depressed patients were low and it was
proved that upon its oral or parenteral applications, SAMe has demonstrated antidepressant activity
by the passage of this molecule to the brain. According to multiple studies on SAMe, it was approved
that SAMe can be used in monotherapies alone or combined with conventional antidepressants to
potentiate their effects. The recommended dosage of SAMe in psychiatric disorders is 800-1600
mg/day. However, due to the degradation in the gastrointestinal system (GIS), the first-pass effect in

the liver and low permeability, only 1% of the administered dose can reach the systemic circulation.

In this thesis which was planned in the light of this knowledge, it was intended to increase the
bioavailability of oral SAMe by providing its absorption from colon so that the first pass effect could
be substantially eliminated. To achieve this goal effectively, it was planned to prepare nanoparticle
formulations of SAMe with pectin and inulin which can degradate in colon and possess prebiotic
activity Besides bioadhesive chitosan nanoparticles which modulate drug permeability via opening
tight junctions were prepared. In the scope of the thesis SAMe loaded nanoparticles were
characterized by the in vitro tests. Selected nanoparticle formulations were converted into granules
or loaded on inert pellets and coated with enteric polymers using fludized bed technology. Finally,
the pharmacokinetic properties of SAMe were evaluated following oral administration of selected
formulations to rats in vivo. According to the obtained data, SAMe relative bioavailabilities were
128 and 184 % for inulin and pectin nanoparticles and, 383 and 260% for inulin and pectin coated
pellets compared to SAMe solution. As a result, nanoparticle formulations and functional coating

successfully targeted the drug to colon and provided enhanced bioavailability.

Keywords: S-adenosylmethionine, Pectin, Inulin, Nanoparticle, Drug
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