TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

ORAL YOLLA VERILIS ICIN KANDESARTAN
SILEKSETIL ICEREN PRONIOZOMLARIN
HAZIRLANMASI: FORMULASYON PARAMETRELERI VE
ETKIN MADDE SALIMININ DEGERLENDIRILMESI

Murat ORAL

FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Niliifer YUKSEL

2010- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

ORAL YOLLA VERILIS iCIN KANDESARTAN
SILEKSETIL iCEREN PRONIOZOMLARIN
HAZIRLANMASI: FORMULASYON PARAMETRELERI VE
ETKIN MADDE SALIMININ DEGERLENDIRILMESI

Murat ORAL

FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Niliifer YUKSEL

2010- ANKARA



11

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisii
Farmasotik Teknoloji Tezli Yiiksek Lisans Program

cergevesinde ylriitiilmiis olan bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 19.10.2010

\b%y)”

Prof. Dr. Niliifer TARIMCI
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Juri Baskani

PhofDr. Asuman BOZKIR Prof. Dr. Nilifer YUKSEL

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmas6tik Teknoloji Anabilim Dali Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Q™

Yard. Dog. Dr. Canan HASCICEK
Giilhane Askeri Tip Akademisi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali




ICINDEKILER

SAYFA NO:
Kabul ve Onay ii
Icindekiler ii
Onsoz X
Simgeler ve Kisaltmalar Xi
Sekiller Xiii
Cizelgeler XVii
Esitlikler XXi
1. GIRIiS 1
1.1. Yeni Etkin Madde Salim Sistemleri 2
1.2. Etkin Madde Tastyic1 Sistemler 3
1.3. Vezikiiler Etkin Madde Tastyic1 Sistemler 3
1.3.1. Lipozomlar 4
1.3.2. Niozomlar 5
1.3.2.1.  Niozom Hazirlamada Kullanilan Maddeler ve Ozellikleri 6
1.3.2.2.  Niozomlarda Geometrik Ozellikler 8
1.3.2.3. Niozomlarin Hazirlanmasi 9
1.3.24.  Niozomlarin Etkin Madde Yiikleme Etkinligi 13
1.3.25.  Niozomlarin Stabilitesi 16
1.3.2.5.1. Niozomlarda Zamanla Vezikiil Biyiikliigiindeki Degisimler 17
1.3.2.5.2. Niozomlarda Polidispersite indeksi ve Zamanla Degisimi 18
1.3.2.5.3. Etkin Madde Yiikleme Etkinliginin Zamanla Degisimi 18
1.3.2.5.4. Niozomlarin Zeta Potansiyeli ve Zamanla Degisimi 21

1.3.2.5.,5. Niozom Dispersiyonlarinda Zamanla Dis Goriiniis Degisimi 21



1.3.2.6.
1.3.2.7.
1.3.2.8.
1.4.
1.4.1.
1.4.2.
1.5.
1.5.1.
1.5.2.
1.5.2.1.
1.5.2.2.

1.5.2.3.

1.5.24.
1.5.2.5.
1.5.2.6.
1.6.
1.6.1.
1.6.2.
1.6.3.
1.6.4.
1.6.5.
1.6.6.

2.1.

Niozomlarda Cams1 Gegis Sicakligmnin Onemi
Niozomlarin Toksisitesi

Niozomlarin Terapotik Uygulamalari
Lipozomlarin ve Niozomlarin Karsilastirilmasi
Lipozomlarin ve Niozomlarin Ortak Ozellikleri
Niozomlarm Lipozomlara Ustiinliikleri
Provezikiiler Etkin Madde Tasiyici Sistemler
Provezikiiler Sistemlerin Vezikiiler Sistemlere Ustiinliikleri
Proniozomlar

Proniozomlarin Hazirlanmasi

Proniozomlarda Etkin Madde Yiikleme Etkinligi

Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarin Partikiil Biiyiikligii ve
Dagiliminin Tayini

Proniozomlardan Etkin Madde Salimi
Proniozomlarin Stabilitesi

Proniozomlarla Yapilan Calisma Ornekleri
Kandesartan Sileksetil

Kimyasal Yapis1

Fizikokimyasal Ozellikleri

Farmakolojik Ozellikleri

Farmakokinetik Ozellikleri

Yan Etki Potansiyeli

Tanima ve Miktar Tayini Yntemleri

GEREC VE YONTEM

MATERYALLER

22
22
23
28
28
29
29
33
33
38
39

39
40
41
42
45
45
45
46
46
47

48

49

49



2.1.1.
2.1.2.
2.2.
2.2.1.
2.2.1.1.
2.2.1.2.
2.2.1.3.

2.2.1.3.1.

2.2.1.3.2.
2.2.1.3.3.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Aletler

YONTEM

Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Etkin Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi ile Analizi
Etkin Maddenin X-Isin1 Toz Difraktometrisi ile Analizi

Etkin Maddenin Ultra Viole Spektrofotometrisi ile Analizi

UV Spektrofotometrik Yontem Kullanilarak Etkin Maddenin
Kalibrasyon Dogrularinin Hazirlanmasi

Kalibrasyonda ve Coziinme Hiz1 Analizlerinde Kullanilan Ortamlar

Ortamlardaki Kalibrasyon Dogrularinin Istatistiksel Verileri ve
Analitik Validasyonu

2.2.1.3.3.1. Dogruluk ve Geri Elde

2.2.1.3.3.2. Kesinlik

2.2.1.3.3.3. Teshis ve Tayin Sinirlar

2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.1.1.
2.2.2.1.2.

2.2.2.1.3.

2.2.2.1.4.

2.2.2.2.
2.2.3.

2.24.

2.24.1.

Formiilasyon Calismalari

Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalar1

Proniozom Uretimi Esnasinda Kullanilacak Olan Yontemin Secimi
Sorbitoliin Partikiil Biiyiikliigliniin Tayin Edilmesi

Farkli Partikiil Biiyiikliigiinde Sorbitol ile Hazirlanan
Formiilasyonlar

Proniozomdan Niozom Elde Edilmesinde Sicakligin ve Vorteks
Isleminin Etkisinin Degerlendirilmesi

Kandesartan Sileksetil Igeren Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontroller

Kandesartan Sileksetil Iceren Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan
Kontroller

Formiilasyonlarda Uriin Verimi

49
49
51
51
51
51

51

52

52

54
54
54
55
55
55
55
58

58

59
61
65

65

65



2.24.2.

2.2.4.3.

2.24.4.

2.2.4.5.

2.2.5.

2.2.5.1.

2.2.5.2.

2.2.5.3.

2.2.54.

2.2.5.5.

3.1

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.

3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.1.3.2. 1.
3.1.3.2. 2.

3.1.3.2.3.

Formiilasyonlarda Etkin Madde Yiikleme Etkinliginin
Hesaplanmasi

Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik
Mikroskop ile incelenmesi

Proniozomlardan Etkin Madde Saliminin Incelenmesi I¢in
Coziinme Hizi Test Yonteminin Belirlenmesi

Farkli Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde
Saliminin incelenmesi

Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan Incelemeler

Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil
Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin
Olgiilmesi

Sorbitol Partikiil Bityiikligiiniin Etkin Madde Salimna Etkisi

Etkin Madde Saliminin Farkli pH Degerlerindeki Ortamlarda
Incelenmesi

Etkin Madde Salim Kinetiklerinin Incelenmesi

Etkin Madde Yardimc1 Madde Etkilesiminin incelenmesi

BULGULAR

Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizi Bulgular:
X Isin1 Toz Difraktometrisi Analizi Bulgulari

Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi Analizi
Bulgulari

Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontemi Kullanilarak
Olusturulan Kalibrasyon Dogrulari

Kalibrasyon Dogrularinin  Istatistiksel ~Verileri ve Analitik
Validasyona Ait Bulgular

Dogruluk ve Geri Elde
Kesinlik

Teshis ve Tayin Sinir1

Vi

66

66

67

71

71

72

73

73
74

76

77
77
77

78

78

81

84
86
89
94



3.2.

3.2.1.

3.2.1.1.

3.2.1.2.

3.2.1.3.

3.2.1.4.

3.2.2.

3.2.2.1.
3.2.2.2.

3.2.2.3.

3.2.2.4.

3.2.2.5.

3.2.3.

3.2.3.1.

3.2.3.2.

3.2.3.3.

3.2.3.4.

3.2.3.5.

Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular
Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

Proniozom Uretimi Esnasinda Kullanilacak Olan Y6ntemin
Se¢imine Ait Bulgular

Sorbitol’lin Partikiil Biiyiikliigiiniin Tayin Edilmesine Ait Bulgular

Proniozomdan Niozom Eldesinde Ortam Sicakliginin ve Vorteks
Isleminin Etkisinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait
Bulgular

Kandesartan Sileksetil iceren Formiilasyon Calismalarina Ait
Bulgular

Uriin Verimi Bulgulari
Etkin Madde Yiikleme Etkinligi Bulgular

Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik
Mikroskop ile Incelenmesine Ait Bulgular

Proniozomlardan Etkin Madde Saliminin Incelenmesi igin Coziinme
Hiz1 Test Yonteminin Belirlenmesine Ait Bulgular

Farkli Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde
Salimmin Incelenmesine Ait Bulgular

Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan incelemelere Ait Bulgular

Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil
Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin
Ol¢tilmesi

Sorbitol Partikiil Biiyilikliigiiniin Etkin Madde Salimina EtkKisinin
Incelenmesine Ait Bulgular

Etkin Madde Salimmin Farkli pH Degerlerindeki Ortamlarda
Incelenmesine Ait Bulgular

Etkin Madde Salim Kinetiklerinin incelenmesine Ait Bulgular

Etkin Madde Yardimc1 Madde Etkilesiminin incelenmesine Ait
Bulgular

TARTISMA

vii

97

97

97

99

100

107
107

107

108

112

118

121

121

122

124

127

127

130



4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.1.2.1.

4.2.

4.2.1.

42.1.1.

4.2.1.2.

4.2.13.

4.2.2.

4.2.2.1.

4.2.2.2.

4.2.2.3.

4.2.2.4.

4.2.2.5.

4.3.

4.4,

Etkin Maddeye Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Etkin Maddenin DSC Analizi ve X-Isim1 Toz Difraktometrisi
Analizlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi Analizine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Etkin Maddenin Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalarima Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Proniozom Uretimi Esnasinda Kullanilacak Olan Yo6ntemin
Se¢imine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Proniozomdan Niozom Eldesinde Ortam Sicakliginin ve Vorteks
Isleminin Etkisine Yénelik Yapilan Calismalarin Degerlendirilmesi

Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Kandesartan Sileksetil Iceren Formiilasyonlar Calismalarma Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Uriin Verimi (%) Bulgularinin Degerlendirilmesi

Etkin Madde Yiikleme Etkinligi (%EE)  Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik
Mikroskop Gériintiilerinin Degerlendirilmesi

Proniozomlardan Etkin Madde Salimmm Incelenmesi Igin
Coziinme Hizi Test Yonteminin Belirlenmesine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Farkli Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde
Salimiin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hazirlanan Formiilasyonlar Arasindaki Son Degerlendirme ve En
Uygun Formiiliin Se¢ilmesi

Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan incelemelere Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

viii

130

130

130

131

132

132

132

133

134

135
135

135

136

137

139

140

141



4.4.1. Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil
Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin
Olgiilmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.2. Sorbitol Partikiil Biiylikliiginiin Etkin Madde Salimima Etkisinin
Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.3. Secilen Formiilasyondan ve Ticari Preparattan Etkin Madde
Saliminin Farkli pH Degerlerindeki Ortamlarda Incelenmesine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.4. Etkin Madde Salim Kinetiklerinin Incelenmesine Ait Bulgularmn
Degerlendirilmesi

445, Etkin Madde Yardimc1 Madde Etkilesiminin incelenmesine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

5. SONUC VE ONERILER

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

OZGECMIS

141

141

142

142

143

145
149
150
151

156



ONSOZ

Bu g¢alismada hipertansiyon tedavisinde kullanilan, anjiyotensin II tip I (AT,)
reseptor antagonisti olan ve suda ¢oziiniirligi c¢ok diisiikk olan (0,0003 mg/mL)
kandesartan sileksetilin, son yillarda eczacilik teknolojisinde yeni yeni ¢alisilmaya
baslanan ve provezikiiler etkin madde tasiyici sistemlerden olan proniozomlar igine
yiiklenerek viicut sivilarindaki ¢Oziiniirliigiiniin ~ arttirilmas1  ve dolayisiyla
biyoyararlaniminin arttirilmast amaglanmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca biiyiik ilgi ve destegini gérdiiglim, engin bilgi
ve deneyimlerinden yararlandigim tez yoneticim, Saym Prof. Dr. Niliifer YUKSEL’e
tesekkiirlerimi ve giikranlarimi sunarim.

Bu ¢aligmay1 A. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nda
yapabilmem i¢in sagladiklar1 imkan ve yardimlardan dolayr Anabilim Dali
Bagkanimiz Saym Prof. Dr. Asuman BOZKIR’a ve oOnceki Anabilim Dali
Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Nurten OZDEMIR ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢aligmalarim siiresince ilgi ve desteklerini gordiiglim Anabilim
Dalimizdaki tiim 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalanm sirasinda benden yardim ve ilgilerini esirgemeyen Uzm. Ecz.
Zerrin SEZGIN BAYINDIR’a ve diger degerli o6gretim iiye yardimcilaria
tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda olan ve her konuda gosterdikleri biiylik manevi
desteklerini hissettigim degerli dostlarim Ecz Berkay ARIKAN’a, Ecz. Tugrul Mert
SERIM’e, Ecz. Umut Can Oz’e, ve Ecz. Selin COBAN’a c¢ok tesekkiir ederim.

_ Yiiksek lisans c¢aligmalarim  siiresince, beni maddi olarak destekleyen
TUBITAK Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Tim hayatim boyunca oldugu gibi tez doneminde de gosterdikleri
fedakarliklardan ve Ozverilerden dolayr haklarint hi¢cbir zaman 6deyemeyecegim,
verdikleri destek sayesinde bugiinlere geldigim sevgili annem, meslektasim Ecz.
Nurgiil ORAL’a, babam Cetin ORAL’a ve kardesim Hakan ORAL’a sonsuz
tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.
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1.GIRIS

Hedeflenmis reseptorlere afinite gosterebilmeleri i¢in etkin maddeler yapilarinda
genelde hidrofobik gruplar tasirlar. Boyle etkin maddelerin gastrointestinal kanaldaki
¢ozlinirliikleri, oral biyoyararlanimlarini kisitlayan baslica faktordiir (Sezgin ve ark.,

2007).

Son yillarda arastirmalar, oral yolla verilen ve ¢oziintirliikkleri diisiik olan etkin
maddelerin biyoyararlanimlarinin arttirilmasi {izerinde yogunlagmistir. Bu tip etkin
maddelerin sudaki ve fizyolojik pH degerlerinde olan biyolojik sivilardaki
¢ozlinirliklerinin arttirllmast igin pek¢ok c¢alisma yapilmaktadir; 6rn. etkin
maddenin inert vezikiillere yliklenmesi, kendiliginden emiilsifiye olan sistemlerin
gelistirilmesi, stirfaktan dispersiyonlarin hazirlanmasi, siklodekstrin komplekslerine

dayanan kati dispersiyonlarin hazirlanmasi gibi (Yiiksel ve ark., 2003).

Kandesartan sileksetil, kandesartanin esterlestirilmis On etkin madde seklidir;
hipertansiyon tedavisinde kullanilan, peptid olmayan anjiyotensin II tip I (AT,)
reseptor  antagonistidir.  Kandesartan  sileksetil, gastrointestinal  kanaldan
absorpsiyonu sirasinda ester hidrolizi ile hizlica ve tamamen biyoaktive edilir ve
kandesartana dontisiir. Kandesartan sileksetilin peroral yolla kullanilan dozaj formu
olarak terapotik uygulanma ve etkinligi agisindan en biiyiik dezavantaji suda
¢Oziiniirliigliniin ¢ok diisiik olmasidir (0,0003 mg/mL). Kandesartan sileksetilin
fizyolojik pH degerlerindeki diisiik ¢Oziiniirliigiiniin gastrointestinal kanaldan tam
olmayan absorpsiyona neden oldugu belirtilmistir. Fizyolojik olarak iliskili pH
durumlart ve absorpsiyon oOzellikleri baz alindiginda kandesartan sileksetil, FDA
(Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Kurumu) tarafindan yapilan etkin
maddelerin biyofarmasdtik siiflandirma sistemine gore II. siifta yer alan bir etkin
maddedir (Amidon ve ark., 1995, Nekkanti ve ark., 2009). Kandesartan sileksetil,
¢cOzlinirliigi diisiik ancak emilimi yiiksek olan bir etkin maddedir; dolayisiyla etkin

maddenin viicuttaki biyoyararlanimi i¢in ¢ézilintirliik kritik parametredir.



Bu caligmada kandesartan sileksetilin, son yillarda eczacilik teknolojisinde yeni yeni
calisilmaya baslanan ve provezikiiler etkin madde tasiyici sistemlerden olan
proniozomlar igine yiiklenerek viicut sivilarindaki ¢oziintirligiiniin arttirilmasi ve

dolayisiyla biyoyararlaniminin arttirilmasi amaglanmistir.

Bu c¢aligmada oncelikle etkin madde igcermeyen proniozomal vezikiiller
olusturulmustur ve liretim yontemi optimize edilmistir. Sonraki asamada etkin madde
iceren proniozomal vezikiiller se¢ilen liretim yontemiyle iiretilmistir; formiilasyon
parametrelerinin degerlendirilmesi ve optimizasyonu yapilip en uygun sonug¢ formiile

ulastimistir.

Konu ile ilgili kaynak kitaplar ve literatiirler incelendiginde, proniozomlarin peroral
yol ile kullanimlar ile ilgili siirli sayida calismanin bulundugu goriilmiistiir.
Genellikle topikal uygulamalar i¢in ve kozmetik amagli olarak proniozom formiilleri
gelistirilmistir. Lipozomlar ve niozomlar ile karsilastirildiginda proniozomlar,
peroral verilis icin bu sistemlerin avantajlarini tasirken dezavantajlarinin iistesinden
gelebilecek etkin madde tasiyici sistemlerdir. Bu calismada ¢oziiniirliik problemi
olan kandesartan sileksetilin proniozomal vezikiiller i¢ine yiiklenmesi sonucu elde

edilen iiriiniin peroral yol ile uygulanmas1 amaglanmistir.

1.1. Yeni Etkin Madde Salim Sistemleri

Son yillarda yeni etkin madde salim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok sayida
calisma yapilmaktadir. Niozomlar ve proniozomlar da yeni etkin madde salim
sistemleri igerisindedir; bu etkin madde salim sistemleri partikiiler etkin madde

tasiyici sistemlerin i¢inde yer almaktadir.



1.2. Etkin Madde Tasiyic1 Sistemler

Hastaliklarin tedavilerinde etkin madde tasiyict sistemlerden ¢esitli amaglarla
yararlanilmaktadir. Baslica etkin madde tasiyici sistemler (Jain, 2007, B6lim 12):

> Makromolekiiler etkin madde tastyici sistemler: Ornegin implant mikrogipler.

> Supramolekiiler etkin madde tasiyici sistemler: Ornegin siklodekstrinlerin
olusturdugu inkliizyon kompleksleri.

» Polimer tabanli etkin madde tasiyict sistemler.

» Vezikiiler etkin  madde tasiyict  sistemler:  Genis  spektrumlu
immiinoglobulinler, serum proteinleri, sentetik polimerler, lipozomlar,
niozomlar (Baymndir, Z.S., Yiiksel, N., 2010), nanopartikiiller, polimerik
miseller (Sezgin ve ark., 2006), mikrokiireler, ters miseller, farmakozomlar

ve virozomlar.

1.3. Vezikiiler Etkin Madde Tasiyici Sistemler

Amfifilik molekiiler diizenli birimlerin bir formu olan vezikiil sistemi, kiiresel veya
elipsoidal sekilde tek hiicreli veya cok hiicreli sistemdir. Vezikiiller viicutta
kendiliginden olusabilir ve ayrica fosfolipidlerden, yiizey etkin maddelerden,
karisik katyonik ve anyonik yiizey etkin maddelerden hazirlanabilir (Liu ve ark.,
2007).

Vezikiiler sistemler sadece hedeflendirilmis olarak etkin madde tasimak igin
kullanilmazlar; bunlara ilave olarak biyolojik membranlar ile proteinlerin iliskilerinin
degerlendirilmesinde kullanilirlar. Vezikiillerin baslica elde edilis yontemleri basing
altinda membran filtreden gecirme ydntemi, eter enjeksiyonu yontemi, sonikasyon

yontemi ve ters faz buharlastirma yontemidir (Hua ve Liu, 2007).

Lipozomlar ya da niozomlar gibi kolloidal partikiiller halinde etkin madde salim
sistemlerinin ~ konvansiyonel dozaj formlarma gore ayirict  {stlinliikleri

bulunmaktadir; ¢iinkii partikiilleri etkin madde igeren depolar gibi davranirlar.



Partikiil bilesiminin ya da ylizeyinin modifikasyonu hedeflendirilmis bdlgeye
afiniteyi ve/veya etkin madde salim oranini ayarlayabilir; dolayisiyla etkin madde
salim oran1 yavaglarsa etkin maddenin toksik etkileri de azaltilabilir. Sonug olarak bu
tasiyici sistemler etkin madde saliminda giderek artan derecede dnemli rol oynayan

sistemlerdir (Hao ve ark., 2002).

Partikiiler etkin madde salim sistemlerinin basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in bazi
sartlarin saglanmasi gereckmektedir. Bu sistemler hem biyolojik olarak iyi bir
performansa sahip olmali, hem de ekonomik &zellikleriyle de iliskili olan arttirilmis
stabiliteye sahip olmalidir (Bayindir, Z.S., Yiiksel, N., 2010).

1.3.1. Lipozomlar

Lipozom kelimesi Weissmann tarafindan Yunanca’dan tiretilmistir; “lipo”
denmesinin sebebi lipofilik bilesime sahip olmalaridir, “zom” denmesinin sebebi de
bir yapi olmalaridir; yani ‘lipozom” kelimesi ‘lipofilik yap1” anlamina gelmektedir
(Kaur ve ark., 2007). Lesitinin hidratasyonunu takiben vezikiiler yapilarin
olusturulmas1 Lehman tarafindan gosterilmesine ragmen, bunlarin potansiyel
uygulamalar1 1960’larin ortasinda Bangham ve arkadaslar tarafindan saptanmistir.
Lipozomlar eski yillarda ¢ogu biyolojik membranlarda bulunan g¢esitli lipidlerden
elde edilmistir. Lipozomal vezikiiller ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda elde
edilmeleri ve Ozeliklerinin degerlendirilmesi i¢in c¢esitli yontemler gelistirilmistir

(Onyiiksel, H.A., Son, K., 1992; Kozubek ve ark., 2000).

Lipozomlar su veya su igeren tamponlarla ayrilan, bir veya daha fazla es merkezli
lipid film tabakasindan olusan c¢aplart 80 nm ile 10 pum arasinda degisen,
mikroskobik vezikiillerdir (Sekil 1.1.). Bu vezikiiller hidrofilik ya da hidrofobik
etkin maddeleri enkapsiile edebilmektedir ve oOzellikle suda c¢oziinmeyen etkin
maddelerin lipid dozaj formu seklinde uygulanmasi miimkiin olabilmektedir.
Biiyiikliiklerine bagli olarak lipozomlar, biiyiikliikleri 10 ile 100 nm arasinda olan
kiiciik tek tabakali vezikiiller (SUV), 100 ile 3000 nm arasinda olan biiyiik tek



tabakali vezikiiller (LUV), ve eger bir cift tabakadan daha fazlasi1 yapida bulunuyor
ise cok tabakali vezikiiller (MLV) olarak siniflandirilabilirler (Kaur ve ark., 2004).
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Sekil 1.1. Fosfolipit molekiiliinde su i¢inde agregasyon sonucu lipit ¢ift tabakanin ve lipozom
yapisinin olugumu.

Lipozom yapisinda fosfolipidlere ek olarak bazi maddeler de yer almaktadir.
Lipozomlarda cifte tabakanin 0&zelliklerini gelistirmek icin yapiya kolesterol
eklenebilmektedir. Kolesterol c¢ifte tabakanin mikroviskozitesini arttirmaktadir,
membranin suda ¢oziinen molekiillere kars1 gegirgenligini azaltmaktadir, membrani
stabilize etmekte ve vezikiiliin stabilitesini arttirmaktadir (Dhamecha ve ark., 2009).
Ayrica pozitif veya negatif yliklii maddelerin yapiya eklenmesi ile de lipozom yapisi

stabilize edilebilmektedir.

1.3.2. Niozomlar

Noniyonik yiizey etkin maddelerin kendiliginden vezikiil olusturduklar1 ilk defa
1970’lerde kozmetik sanayiindeki arastirmacilar tarafindan kaydedilmistir.
Niozomlar, sulu ortamlarda noniyonik yiizey etkin maddelerin kendiliginden kapali
cifte tabakalar olusturmalar1 sonucu olusurlar. Bu olusum nadiren kendiliginden
olmakla beraber genelde fiziksel olarak calkalama veya 1sitma gibi enerji girisleri
gerektirmektedir. Sonucta olusan yapida molekiiliin hidrofobik kisimlar1 sulu ¢oziicii
tarafindan kaplanmaktadir ve molekiiliin hidrofilik bas gruplar1 kendilerine benzer
olan gruplarla maksimum etkilesim halinde olmaktadir. Olusan bu niozom yapilari

fosfolipid vezikiiller olan lipozomlarin analoglaridir, bu yapilar su bazli maddeleri



enkapsiile edebilmekte ve etkin madde tasiyici sistem olarak kullanilabilmektedir

(Uchegbu, I.F., Vyas, S.P.,1998).

1.3.2.1. Niozom Hazirlamada Kullamilan Maddeler ve Ozellikleri

Niozomlar iki bilesenden olusurlar, bu iki bilesenden biri ana bilesendir ve digeri ise
membrana eklenen maddelerdir. Ana bilesenin i¢inde temel olarak noniyonik ylizey
etkin maddeler bulunur. Membrana eklenen maddeler ise niozomlar stabilize etmek
icin formiilasyona eklenen maddelerdir. Niozomal sistemlerde bulunan ana
membrana eklenen madde kolesteroldiir (Sekil 1.2.). Kolesterol, lipozomal ve
niozomal sistemlerde jel fazindan siv1 fazina gecisi engelleyen maddedir; bu 6zelligi
sayesinde vezikiillerden sizinti daha az olmaktadir. Bununla birlikte kolesteroliin
membran permeabilitesi iizerine, enkapsiilasyon etkinligi iizerine, ¢ift tabakanin
sertligi lizerine, dondurulmus kurutulmus niozomlarda rehidratasyon iizerine ve
toksisite lizerine etkileri vardir. Genel olarak fiziksel olarak stabil niozomal
vezikiillerde kolesterol ile noniyonik yiizey etkin madde arasindaki en uygun molar
oranin [1:1] oldugu bulunmustur. Niozomlar1 stabilize etmede kullanilan
yontemlerden biri de cift tabakaya yiik verici madde eklenmesidir. Disetilfosfat
(DCP) ve fosfatidik asit negatif yiik verici molekiiller olarak, stearilamin ve
setilpridinyum kloriir de pozitif yiik verici molekiiller olarak bilinirler (Sekil 1.2.) ve
bu maddeler esas olarak niozomlarin agregasyonunun Onlenmesi ig¢in
kullanilmaktadir. Normal olarak niozomal formiilasyona yiiklii molekiil % 2,5-5 mol
oraninda eklenmektedir, ¢ilinkii yiikli maddelerin yiiksek konsantrasyonu

niozomlarin olusumunu engelleyebilmektedir (Junyaprasert ve ark., 2008).
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Sekil 1.2. Niozom yapist ve niozomal vezikiilii olusturan maddeler ( A: Noniyonik yiizey etkin
maddeler, B: Kolesterol, C: Yiik verici maddeler).



Gelistirilmekte olan ve pazarda bulunan c¢ogu etkin maddenin suda diisiik
¢Oziiniirliikleri nedeniyle biyoyararlanim problemleri vardir. Bu tip etkin maddelerin
niozomlar ic¢ine yliklenmesi ile bu problemin {istesinden gelinebilir. Niozomlar
ozmotik olarak aktif sistemlerdir ve iglerine yiiklenen etkin maddelerin stabilitesini
arttirirlar. Yiizey etkin maddelerin tasinmasi ve depolanmasi herhangi bir 6zel durum
gerektirmemektedir. Niozomlarin hidrofilik ve hidrofobik igerikleri beraber
bulunduran bir i¢ yapilar1 vardir ve bu 6zelliklerinin sonucu olarak niozomlar ¢ok
genis aralikta ¢oziiniirliige sahip olan etkin maddeleri enkapsiile edebilirler (Solanki

ve ark., 2008).

Teorik olarak niozom olusumu 06zel bir amfifil simifinin ve sulu bir ¢dziiciiniin
olmasini gerektirir. Bu amfifiller hidrofilik bir bas gruba ve hidrofobik bir kuyruga
sahiptir. Hidrofobik kisim bir veya iki alkil veya perfloroalkil gruplarindan olusabilir
ya da Ozel durumlarda tek bir steroidal gruptan olusabilir. Alkil grubunun zincir
uzunlugu genellikle karbon zinciri cinsinden 12 ile 18 arasinda degismektedir (Ci2-
Cis). Molekiiller bir, iki veya ti¢ adet alkil zinciri igerebilirler. Vezikiil olusturan
perfloroalkil ylizey etkin maddelerinde karbon zinciri cinsinden zincir uzunlugu 10
gibi diisiik sayilarda olabilmektedir (C10). Bunlara ek olarak kron eter amfifilleri olan
steroidal Cy4 ve Cig alkil uzunlugundaki hidrofobik birimlerin vezikiil olusturduklari
gozlenmistir. Vezikiil olusturan ylizey etkin maddelerde hidrofobik kuyruk kismina
nazaran daha fazla ¢esitte hidrofilik bas grup bulunmaktadir. Molekiiliin bu iki kismi1
eter, amid veya ester baglar ile birbirlerine baglanmaktadir (Uchegbu, L.F., Vyas,

S.P.,1998).

Hidrofilik lipofilik balans (HLB), herhangi bir yiizey etkin maddenin vezikiil
olusturabilme yetenegini gosteren iyi bir parametredir. HLB degerleri 4 ile 8 arasinda
degisen ve lipofilik olan sorbitan monostearat (Span) yiizey etkin maddelerinin
vezikiil olusumuna uygun oldugu bulunmustur. Suda ¢oziinen polisorbat 20 yiizey
etkin maddesi de kolesterol varliginda vezikiil olusturabilmektedir. Ilk bakista
polisorbat 20’nin HLB degeri 16,7 oldugu i¢in yani vezikiil olusturabilmek i¢in ¢ok

hidrofilik bir ylizey etkin madde oldugu i¢in vezikiil olusturamayacag diisiiniilebilir,



fakat uygun miktarda kolesterol ilavesiyle polisorbat 20 de vezikiil
olusturabilmektedir (Uchegbu, L.F., Vyas, S.P.,1998).

1.3.2.2.Niozomlarda Geometrik Ozellikler

Amfifillerin vezikiil olusturabilme yeteneklerinin tahmininde sadece HLB
degerlerinin  g6zoniline alinmasi yeterli olmamaktadir, yiizey etkin maddelerin
kimyasal yapist ve cesitli bircok faktor isin igine girmektedir. Yiizey etkin
maddelerin kendiliginden vezikiil olusturabilmeleri i¢in gerekli olan parametreler
Israclachvili tarafindan tanimlanmistir; Israclachvili kritik yerlesme parametresini

(CPP) tanimlamistir (Uchegbu, L.F., Vyas, S.P.,1998).

Vv
CPP = 7—— (Esitlik 1.1.
xa, Bk 1.1

c

V hidrofobik grup hacmini, | kritik hidrofobik grup uzunlugunu, ao ise hidrofilik bas
grubun alanini ifade etmektedir (Sekil 1.3).

05<CPP<] wmmmm. Yizey etkin madde vezikiil olusturabilmektedir.
0,5>CPP mmmm) . Yiizey etkin madde kiiresel misel olusturma egilimindedir.
CPP>1 mmm) . Yiizey etkin madde ters misel olusturma egilimindedir.

Yani yilizey etkin madde yapisinda hidrofilik kisim agirlikta ise kiiresel miseller
olusmakta, hirofobik kisimlar agirlikta ise ters miseller olusmaktadir.

ll.'

Hidrofilik ug v Hidrofobik u¢

Sekil 1.3. Yiizey etkin madde yapisinin sematik gosterimi (Uchegbu, I.F., Vyas, S.P.,1998).



1.3.2.3.Niozomlarin Hazirlanmasi

Niozomlar hidrofilik bas gruplar1 gliserol, etilen oksit, kron eter, polihidroksi veya
seker olabilen yiizey etkin maddelerden ve noniyonik yiizey etkin maddelerden
olusabilmektedir. Cizelge 1.1.’de niozom olusturan ¢esitli yiizey etkin maddelerin

formiilleri verilmektedir.
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Cizelge 1.1. Vezikiil hazirlamada kullanilan yiizey etkin madde ornekleri ( (a) Gliserol bas gruplu
yiizey etkin maddeler, (b) Etilen oksit bas gruplu yiizey etkin maddeler, (c) Kron eter bas gruplu
yiizey etkin maddeler, (d) Polihidroksi bas gruplu yiizey etkin maddeler, (e) Seker bas gruplu yiizey
etkin maddeler, (f) Noniyonik yiizey etkin maddeler) (Uchegbu, I.F., Viyas, S.P.,1998).
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Cizelge 1.1.in devami
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Niozom hazirlama yontemi niozomun kullanimina uygun olacak sekilde se¢ilmelidir;
clinkii hazirlama yontemi niozomun ¢ifte tabaka sayisini, biyiikliigiinii, bliyiiklik
dagilimini, etkin madde yiikleme etkinligini ve vezikiiliin membran permeabilitesini

etkileyebilmektedir. Baslica niozom hazirlama yontemleri sunlardir (Arora,R.,

Jain,C.P., 2007):

Eter Enjeksiyon Yontemi: Yiizey etkin madde/kolesterol karisimi dietil eterde
¢oziiliir ve bir enjektdr yardimiyla yavasca 60 °C’deki sulu faza enjekte edilir. Eterin
buharlasmasi sirasinda LUV (biiyiik tek tabakali vezikiiller) tipi vezikiiller elde edilir
(Sekil 1.4). Az miktarda da olsa eterin vezikiiler slispansiyonda kalma ihtimalinin
olmasi ve sistemden uzaklastirllmasinin olduk¢a zor olmasi bu yoOntemin

dezavantajlaridir.

Elle Calkalama (Film) Yontemi: Yiizey etkin madde/kolesterol karigimi yuvarlak
althi balon iginde dietil eterde ¢oziiliir ve organik ¢oziicii oda sicakliginda, algak
basingta uzaklastirilir. Kuru yiizey etkin madde filmi, 50-60 °C’deki sulu faz ile
yavas¢a calkalanarak hidrate edilir. Biliyik MLV (¢ok tabakali vezikiiller) tipi

vezikiiller elde edilir.

Sonikasyon Yontemi: Cam bir flakondaki yiizey etkin madde / kolesterol karigimina
sulu faz eklenir. Karisim ¢ubuk tipi sonikatérle belli siire karistirilir. Elde edilen
vezikiiller kiiciik tek tabakali (SUV) ve tekdiize halde vezikiillerdir (Sekil 1.4). Bu
yolla elde edilen niozomlar, lipozomlardan daha biiyiik olup biiyiikliikleri 100

nm’nin altina inmez.

Handjani-Vila ve ark.’nin Yontemi: Esdeger miktardaki lipid (veya lipid karigimi)
etkin maddenin sulu ¢ozeltisiyle karistirilir ve homojen lamellar film elde etmek icin
calkalanir. Elde edilen karisim, kontrollii bir sicaklikta calkalanarak veya

ultrasantrifiij islemi ile homojenize edilir.

Ters Faz Buharlastirma Yontemi (REV): Lipidler kloroformda ve 4 hacim fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) ¢oziiliir. Karigima sonikasyon uygulanir ve karisim

algak basingta buharlastirilir. Lipidler bir jel olusturur ve bu jel sonraki asamada
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hidrate edilir. Hidratasyon islemi tamamlanana kadar buharlastirma islemine devam

edilir.

Sekil 1.4. Cift tabakadan cesitli yapt ve biiyiiklikteki vezikiillerin olusumu. ( SUV: Kiigiik tek
tabakali vezikiil, LUV: Biiyiik tek tabakali vezikiil, MLV: Cok tabakali vezikiil, MVV: Cok vezikiilli
vezikiil).

Alternatif Yontemler: Polioksietilen alkil eter ve kolesterolden olusan vezikiillerin
cift tabakalarmm sayis1 ve biiyiikliikleri alternatif bir yol ile degistirilebilir. 60°C
tizerindeki sicaklik artis1 kiiciik tek tabakali vezikiilleri biiyilk tek tabakali
vezikiillere doniistiirmektedir ( > 1um); oda sicakliginda kuvvetlice calkalama islemi
ise tam olarak ters etki gOsterir yani ¢ok tabakali vezikiilleri tek tabakali vezikiillere
dontstiiriir (Sekil 1.4). Yiksek sicaklikta tek tabakali vezikiillerin ¢ok tabakali
vezikiillere doniismesi polioksietilen alkil eter ylizey etkin maddelerinin
ozelliklerindendir; ¢ilinkii polietilen glikol (PEG) ve su molekiilleri arasindaki

hidrojen baglarinin kirilmasi nedeniyle karisma iglemi yliksek sicaklikta olmaktadir.

1.3.2.4. Niozomlarin Etkin Madde Yiikleme Etkinligi

Vezikiiler sistem i¢ine etkin maddenin yiiklenme etkinliginin hesaplanmasi i¢in 6nce
cesitli yontemlerle vezikiiler sistem ic¢ine yliklenemeyen etkin maddenin (serbest
etkin maddenin) ayrilip analiz edilmesi gerekmektedir (Uchegbu, LF., Vyas,
S.P.,1998). Serbest etkin maddeyi tayin etmek i¢in kullanilan yontemler:

a. Jel filtrasyon yontemi
b. Diyaliz yontemi
c. Ultrasantrifiij yontemi
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a. Jel Filtrasyon Yontemi :

Bu yontemde sephadex kolonlar kullanilmaktadir. Jel filtrasyon yonteminde iistten
kolonlara génderilen niozomal dispersiyondan ayrim yapilmaktadir. Once biiyiik
molekiiller, sonra kii¢iik molekiiller elde edilmektedir. Sonug olarak alttaki tiiplerde
elde edilen bulanik sivi niozomal dispersiyon igine yiiklenen etkin maddeyi, berrak
stv1 ise vezikiiler sisteme yiiklenemeyen serbest etkin maddeyi igermektedir. Berrak

stvidan yapilan analizlerle serbest etkin madde miktart saptanmaktadir (Sekil 1.5.).

Niozom
dispersiyonu

Jel

Jel

Boncuk M
Kiguk
molekuller
Jel
boncukiar Biyik
molekiuller

Sekil 1.5. Jel filtrasyon yonteminin sematik gosterimi.

b. Diyaliz Yontemi :

Diyaliz yonteminde etkin madde igeren niozomal dispersiyon diyaliz kesesine
konulmaktadir ve uygun bir tampon ortamu ile diyaliz islemine baglanmaktadir. Belli
bir zaman sonra denge hali olusmaktadir ve diyaliz kesesi igindeki bulanik sivi
niozomal dispersiyon i¢ine yliklenmis olan etkin maddeyi icerirken, diyaliz kesesi
disindaki berrak sivi serbest etkin maddeyi igeren sividir. Bu berrak sividan uygun

yontemlerle analizler yapilir ve serbest etkin madde miktar1 saptanir (Sekil 1.6.).
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Sekil 1.6. Diyaliz yonteminin sematik gdsterimi.

c. Ultrasantrifiij Yontemi :

Ultrasantrifiij isleminde nizomal dispersiyonlar yiiksek devirde (40.000-45.000 rpm)
4°C’de 1 saat siireyle santrifiij islemine tabi tutulmaktadir. Ultrasantrifiij sonrasi
siipernatan kisim serbest etkin maddeyi icermektedir. Alt kisim olan presipitat kismi1
ise etkin madde yiiklenmis olan niozom vezikiillerini icermektedir. Serbest etkin

maddeyi iceren siipernatan kisimda uygun bir analitik yontemle serbest etkin madde

miktar1 saptanmaktadir (Junyaprasert ve ark., 2008) (Sekil 1.7.).

L‘)

Serbest etkin
maddeyi igceren
supernatan kisim

etkin maddeyi igeren
alt kKisim

Sekil 1.7.  Ultrasantrifiij sonrasi elde edilen siipernatan ve presipitat kisimlari.

Yukarida anlatilan ii¢ degisik yontemden biriyle serbest etkin madde miktar1 tayin
edildikten sonra asagidaki formiil ile (Alsarra ve ark., 2008) vezikiiler sistem iginde
etkin madde (e.m.) yiikleme etkinligi (EE) hesaplanmaktadir (Esitlik 1.2.) (Sekil
1.8.).
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Sekil 1.8. Niozom i¢ine yiiklenmis olan etkin maddenin ve niozom yapisinin sematik gosterimi.

1.3.2.5. Niozomlarin Stabilitesi

Niozomlarin stabilitesi incelenirken, Oncelikle niozom yapisinda bulunan etkin
maddenin 6zellikleri incelenmelidir. Etkin maddenin polimorfizm 6zelliginin olup
olmamasi, nem c¢ekici oOzelliginin olup olmamasi, pH degerlerinden etkilenip
etkilenmemesi, hidrofilik mi lipofilik mi yoksa amfifilik mi oldugu, sicaktan ve
1siktan etkilenip etkilenmedigi, impiiritelerinin neler oldugu ve hangi sartlarda ortaya
ciktigl, vb. Ozelliklerinin bilinmesi gerekmektedir. Ayrica etkin maddenin niozom
yapisinda bulunan kolesterol, noniyonik yiizey etkin madde ve yiik verici madde ile

gecimli olup olmadig1 da 6nem tagimaktadir.

Niozomal sistemler, dispers sistemlerdir ve ortamda sivi bulundugu ig¢in cesitli
stabilite sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Niozomlarin stabiliteleri incelenirken yapilan
testlerde su oOzellikler incelenmektedir: Vezikiil biyiiliigii, polidispersite indeksi,

vezikiiler yap1 i¢ine etkin madde yiikleme etkinligi, zeta potansiyeli ve dis goriiniis.
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1.3.2.5.1. Niozomlarda Zamanla Vezikiil Biiyiikliigiindeki Degisimler

Niozomlarda zamanla goriilen en 6nemli degisimlerden biri vezikiil biytikligliinde
olan degisimdir. Zamanla vezikiillerin biiyiikliigli artmaktadir; bu artisin vezikiillerin
sedimentasyonu, agregasyonu ve flizyonundan kaynaklandigr belirtilmektedir

(Varshosaz ve ark., 2005; Elbary ve ark., 2008; Junyaprasert ve ark., 2008).

Mullen ve ark. (Uchegbu, 2000, Bolim 6) leysmanyoz hastaliginin tedavisinde
kullanilan sodyum stiboglukonat etkin maddesini yiizey etkin madde olarak
poligliserol stearatlarin kullanildigi niozomlarin igine yliklemigler ve siispansiyon
formunda hazirlamiglardir. Yaptiklar1 incelemelerde vezikiilleri 4 °C, 25°C ve
40°C’de 1 ay siireyle agz1 kapal flakonlarda karanhik ortamda saklamislardir. Bu
arastirmacilar da zamanla vezikiillerin agregat olusturdugunu ve vezikiil

biiyiikliigiiniin 6zellikle 40 °C’de artis gdsterdigini saptamislardir (Sekil 1.9.).

800 —|
[ o]
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- W 2500
A 400 — —_—
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P 200
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Q T 1 1
0 10 20 30

Saklama zamam (gin)

Sekil 1.9. Hazirlanan niozomlarin ¢esitli sicakliklarda 1 ay siireyle tutulmalar1 sonucunda ortalama
vezikiil caplarinda olusan degisimler (Uchegbu, 2000, Boliim 6).

Yapilan calismalardan nizomlarn 2-8 °C’de saklanmalarinin uygun oldugu
anlasilmaktadir; ytliksek sicakliklarda ise zamanla vezikiil biiyiikliiglindeki artis daha

fazla olmaktadir.
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1.3.2.5.2. Niozomlarda Polidispersite Indeksi (PDI) ve Zamanla Degisimi

Polidispersite indeksi vezikiil biiyiikliigii dagiliminin yayginliginin bir 6l¢iitiidiir;
yani nizomal sistemdeki vezikiillerinin biylikliik dagilimlarinin homojen olup
olmadigini gosteren bir indekstir (Esitlik 1.3.) (Chew, N., Chan, H.K., 2002).

_ [d., (V,2090) —d,, (V,%10)]

PDI — (Esitlik 1.3.)
d,, (\V,%50)

dav (V,%90) : Niozomal dipersiyonun kiimiilatif hacim olarak % 90’1nin ortalama
partikil biyiikliigii.

dav (V,%10) : Niozomal dipersiyonun kiimiilatif hacim olarak % 10’unun ortalama
partikiil buytkIigi.

dav (V,%50) : Niozomal dipersiyonun kiimiilatif hacim olarak % 50’sinin ortalama
partikiil buytikligi.

Polidispersite indeksi olabildigince kiicliik olmalidir; ne kadar kiiciik bir degerde
olursa partikiil biiyiikliigii dagilimi o kadar homojen olmaktadir (Chew, N., Chan,
H.K., 2002). Polidispersite indeksinin 1 olmasi, partikiil biiyiikliigli dagiliminda
varyasyonun ¢ok oldugunu ifade etmektedir; 0 olmasi ise herhangi bir varyasyonun
olmadigmi gostermektedir (Nasr, M., 2010). Stabilite agisindan zamanla bazi
partikiiller agregat olusturduklarindan polidispersite indeksi zamanla degismektedir.
Formiilasyon tasariminda bu degisimin minimum degerde tutulmasina calisilmasi

gerekmektedir.

1.3.2.5.3. Etkin Madde Yiikleme Etkinliginin Zamanla Degisimi

Stabilite acisindan vezikiillerin etkin madde yiikleme etkinliklerindeki degisim 6nem
tasimaktadir. Cilinkli zamanla vezikiillerin etkin madde yiikleme etkinlikleri
azalmaktadir. Bu da ilacin raf omrii boyunca ve hasta ilacit kullanincaya kadar
gececek olan siirede  etkinliginin azalacagmin bir gostergesidir. Niozomal

sistemlerdeki etkin madde yiikleme etkinligindeki azalma dispers sistemler i¢indeki
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dispersiyon ortami olan sividan (genellikle sudan) kaynaklanmaktadir. Etkin
maddenin niozomal sistemlerden dis ortama sizarak vezikiil i¢inde miktarinin

azalmasinda, saklama sicaklig1 da 6nemli rol oynamaktadir.

Varshosaz ve ark. (2003) antidiyabetik olan insiilin ile 4 °C’de yaptiklar1 ¢alismada,
zamanla silispansiyon formundaki cesitli sorbitan esterleri kullanilarak hazirlanan
vezikiillerin etkin madde yiikleme etkinliginde ciddi diisiis oldugunu saptamislardir
(Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. 4 °C’de 2 ay boyunca saklanan niozomlarin insiilin yiikleme etkinliklerinde zamanla
goriilen degisim (Varshosaz ve ark., 2003).

Etkin madde yiikleme etkinligi (%) + Standart Sapma

Formiilasyonlar
0 ay 1ay 2ay
F1 (Span 20) 30,37 + 6,13 21,29+ 6,78 10,33 + 9,45
F2 (Span 40) 38,68 + 2,15 30,00 + 9,21 25,63 + 17,66
F3 (Span 60) 39,35+2,34 33,12 + 2,65 27,40+ 6,34
F4 (Span 80) 37,51+7,16 21,20 + 5,22 8,03 + 3,39

Elbary ve ark. (2008) da, kromolin sodyum etkin maddesi ile yaptiklar1 ¢caligmada 2-
8 °C’de 90 giin siireyle saklanmalar1 sonucu, zamanla niozomal vezikiillerin etkin
madde ylikleme etkinliginde % 10,81 oraninda bir azalma saptamislardir. Ayni etkin
maddeyi proniozomlar i¢ine yiiklediklerinde ise 90 giin sonunda vezikiillerin etkin
madde yiikleme etkinliginin % 4,59 oraninda azaldigim1 saptamislardir ve klasik
niozomal sistemlere gore daha 1iyi fiziksel stabiliteye sahip olduklar1 igin
proniozomlarin kullanilmasini 6nermislerdir.

Gupta ve ark. (2007), antihipertansif bir ajan olan kaptopril ile yaptiklar1 ¢aligmada
zamanla vezikiiler sistem icinde kalan etkin madde ylizdelerini incelemislerdir.
Kaptopril igeren niozomlar1 buzdolabi sicakliginda ( 2 °C — 8 °C ), oda sicakliginda (
25 + 2 °C ) ve etiivde ( 45 + 2 °C ) 4 hafta boyunca saklamislardir. Zamanla
niozomlar i¢inde kalan etkin madde yiizdelerini kiyasladiklarinda, 4 hafta sonunda en
cok etkin madde ylizdesini buzdolab1 sicakliginda saklanan niozomlarda

saptamiglardir.
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M. Nasr ve ark. (2008), NSAID (nonsteroidal antienflamatuar) olan aseklofenak
etkin maddesi ile lipozom ve niozomlar arasinda karsilastirici bir ¢alisma
yapmiglardir. 90 glin boyunca aseklofenak yiiklii lipozom ve niozomlar1 buzdolabi
sicakligi olan 2°C — 8°C’de saklamislardir. Bu arastirmacilar ayrica vezikiiler
sistemlerin stabilitesi lizerinde formiilasyonda yer alan kolesteroliin molar oraninin
etkisini de incelemislerdir. Bulduklar1 sonuglara gére 90 giin sonunda kalan etkin
madde yiizdelerini kiyasladiklarinda, niozomlarin lipozomlardan ¢ok daha stabil
sistemler oldugunu saptamislardir. Ayrica kolesteroliin formiilasyondaki diger
maddelere molar oran1 belli bir degere yiikseltildiginde, 90 giin sonunda daha yiiksek
miktarda etkin maddenin vezikiiler sistem ic¢inde kaldigini saptamiglardir. Yani
kolesteroliin uygun oranlarda kullanildiginda vezikiiler yapiyr stabilize eden bir

madde oldugunu saptamislardir.

Ruckmani ve ark. (2000), meningeal 16semide kullanilan ve miyelosupresan bir etkin
madde olan sitarabin HCI ile yaptiklar1 ¢alismada, hidrofilik ve lipofilik karakterde
olan cesitli yiizey etkin maddeler kullanarak olusturduklar1 formiilasyonlarda 30 giin
sonunda kalan etkin madde miktarin1 incelemislerdir. Bu arastirmacilar da niozomal
dispersiyonlarin saklanma sicakliklariin buzdolabr sicakligi olmasi gerektigini

saptamislardir (Cizelge 1.3.).

Cizelge 1.3. Hidrofilik ve lipofilik karakterde olan g¢esitli yiizey etkin maddelerle hazirlanan
niozomlarda 30 giin sonunda kalan sitarabin HCI yiizdelerinin gosterimi (Ruckmani ve ark., 2000).

30 giin sonra kalan etkin madde yiizdesi

4°C RT 3700
Span 60 Q040 6808 36.21
Span 80 50 60 8025 4020
Tween 20 82.47 76.48 5022
Tween 80 90.03 81.91 45.M

BT = Odasicakhfn, 279C + 2°C

Yapilan calismalar saklama sirasinda etkin madde yiikleme etkinliginin degisimi
acisindan niozom formiilasyonlarinin bilesiminin ve saklama sicakliginin 6nemini

gostermektedir.
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1.3.2.5.4. Niozomlarin Zeta Potansiyeli ve Zamanla Degisimi

Niozom formiilasyonlarinda vezikiiler yapiy1 stabilize etmek i¢in ¢esitli yiik verici
maddeler kullanilmaktadir. Genelde negatif yiik verici olarak DCP (disetil fosfat),
pozitif yiik verici olarak da stearilamin kullanilmaktadir (Sekil 1.10.).

o

|
CH5(CH,), ,CH,O Fl’ OCH,{CH),4,CH;, —) DCP (Disetil fosfat)

OH

(X\/\N\NHz —) Stearilamin

Sekil 1.10. Niozom yapisinda yiik verici olarak kullanilan maddelerin molekiil formiilleri.

Yiik verici bu maddeler, vezikiiller arasinda elektrostatik kuvvet olusturarak bu
yapilari stabilize etmekte ve agregasyonu onlemektedir. Niozomlarin zeta potansiyel
degerleri de hem olusturulmalar1 ve hem de saklanmalar1 sirasinda 6l¢iilmesi gereken

bir parametredir (Junyaprasert ve ark., 2008).

1.3.2.5.5. Niozom Dispersiyonlarinda Zamanla Dis Goriiniis Degisimi

Niozomal sistemler sivi dispers sistemler olduklar1 i¢cin zamanla faz ayrismasi ya da

renklenme gibi dis goriiniis degisiklikleri gozlemlenebilmektedir.

Lesieur ve ark. (Uchegbu, 2000, B6liim 4), oktil glikozid ile yaptiklar1 formiilasyon
caligmalarinda niozomal dispersiyonlarda bir faz ayrismasi gozlemlemislerdir. Faz
ayrismasinin nedeni olarak da kolesterol ile formiilasyonda kullandiklar1 noniyonik
yiizey etkin maddeler olan monoalkil digliserol tiirevleri arasinda fiziksel bir

gecimsizlik olmasini ileri siirmiislerdir.
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1.3.2.6. Niozomlarda Cams1 Gegis Sicakhigimin (T.) Onemi

Niozom formiilasyonlarinda kullanilan siirfaktanlarin camsi gecis sicakliklari,

vezikiiller olusturulurken kullanilan hidratasyon sicakligi i¢in ¢ok onemlidir.

Vezikiiller olusturulurken yapida bulunan siirfaktanlarin camsi gegis sicakliklarinin
istlindeki bir sicaklikta hidratasyon yapilmalidir. Aksi taktirde iiretim sirasinda ya da
zamanla vezikiiler yap1 bozunmaya ugrayabilmektedir (Hao ve ark., 2002). Sekil
1.11.°de vezikiiler sistemin yapisindaki yiizey etkin maddenin camsi gecis
sicakliginin iizerinde olan bir sicaklikta hidratasyon yapildiginda vezikiiler sistemin
olustugu, altinda olan bir sicaklikta hidratasyon yapildiginda ise vezikiiler yapinin

bozunmaya ugradig1 goriilmektedir.
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Sekil 1.11. Niozomal vezikiillerin olusumunda hidratasyon sicakliginin ve kullanilan siirfaktanlarin
camsi gegis sicakliklarinin dnemi.

1.3.2.7. Niozomlarin Toksisitesi

Yiizey etkin maddelerin her birinin toksisitesiyle ilgili pek ¢ok ¢alisma olmasina
karsin, niozomlarin toksisitesiyle ilgili arastirmalarin sayis1 ¢ok kisithidir. Teorik
bilgi olarak ester tipi yiizey etkin maddelerin eter tipi ylizey etkin maddelerden daha
toksik oldugu bilinmektedir.
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Alkil polioksietilen niozomlarinin nazal mukozada siliotoksik etkilerini incelemek
icin yapilan in vitro ¢aligmalarda, alkil zincir uzunlugu arttiginda siliotoksisitenin
azaldig1 ve polioksietilen zincir uzunlugu arttiginda ise siliotoksisitenin arttigi
saptanmistir. Genel olarak zincir uzunlugundaki artis jel sistemden siv1 sisteme gecis
sicakligini arttirmaktadir ama polioksietilen zincir uzunlugundaki artis jel sistemden
sivi sisteme gegis sicakligini azaltmaktadir. Bu ¢alisma sonucu jel durumundaki
niozomlarin sivi durumdaki niozomlardan daha az siliotoksik olduklar1 bulunmustur

(Uchegbu, I.F., Vyas, S.P.,1998).

1.3.2.8. Niozomlarin Terapdétik Uygulamalari

1) Transdermal Niozom Uygulamalari:

Flurbiprofen, piroksikam, estradiol, levonorgestrol, nimesulid, ditranol, ketokonazol,
enoksazin, ketorolak ve benzeri etkin maddelerin viicuda transdermal yolla

uygulanabilmeleri i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Arora, R., Jain, J.P., 2007).

Niozomlarin transdermal yol ile uygulamada tercih edilmelerinin gesitli sebepleri
vardir (Kaur ve ark., 2007) :
v Niozomlar iglerine yiiklenen etkin maddeleri derinin i¢ kisimlarindan veya
tizerinden salan etkin madde tasiyici sistemlerdir.
v Penetrasyon arttirict 6zellikleri bulunmaktadir.
v" Dermal olarak aktif olan etkin maddelerin uzatilmis salimlari i¢in depo
gorevi gormektedirler.
v Sistemik emilimin modiilasyonu igin sinirlayict bir membran 6zelligi
tasirlar ve dolayisiyla kontrollii bir transdermal salim sistemi Ozelligi

gosterirler.
ii) Parenteral Niozom Uygulamalari:

Bu yolla uygulamada niozomun yiizey oOzellikleri, in vivo stabilitesi ve vezikiil

blyiikligl etkin maddenin viicuttaki dagilimin etkileyen faktorlerdir. Yik wverici
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madde olarak pozitif yiiklii stearilamin i¢eren iopromid yiiklii niozomlar i.v. olarak
uygulandiklarinda, etkin maddenin bobreklerde biriktigi saptanmistir (Uchegbu, LF.,
Vyas, S.P.,1998).

Doksorubisin, metotreksat, sodyum stiboglukonat, iopromid, diklofenak sodyum,
vinkristin, kolsisin, indometazin, rifampisin, zidovudin, sisplatin, kamfotesin ve
benzeri etkin maddelerin viicuda i.v. yolla uygulanabilmeleri i¢in g¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucu antitiimor etkili etkin maddelerin timor yapisinda
birikimleri arttirilmistir ve dolayisiyla antitiimor etkinlikleri arttirilmistir. Antitimor
etkili etkin maddelerin yan etkileri azaltilmistir ve serbest etkin maddeye kiyasla
niozom ig¢ine yliklendiklerinde serum ve plazmadaki konsantrasyonlari 6nemli
derecede arttirilmistir. Antienflamatuar etkili etkin maddelerin biyoyararlanimlar

arttirtlmastir (Arora, R., Jain, J.P., 2007).
iii) Oftalmik Niozom Uygulamalari:

Niozomlarin topikal okiiler etkin madde saliminda diger vezikiiler sistemlere nazaran
tercih edilmelerinin ¢esitli sebepleri vardir (Kaur ve ark., 2004) :
v Analoglar olan lipozomlarla karsilastirildiklarinda kimyasal olarak stabil
sitemlerdir.
v Noniyonik yapilarindan dolay: toksisiteleri diisiiktiir.
v Biyolojik olarak pargalanabilir, biyolojik olarak uyumlu ve immiinojenik
olmayan sistemlerdir.

v" Etkin maddenin biyoyararlanimini arttirmaktadirlar.

Timolol maleat ve siklopentolat etkin maddelerinin oftalmik niozomal sistemlerinin
olusturuldugu ¢alismalar yapilmistir. Timolol maleat etkin maddesi nizomlarin i¢ine
yiiklendiginde  ¢ozeltisine  kiyasla okiiler biyoyararlannominda 2,48 kat artis
saptanmustir (Kaur ve ark., 2004).



25

IV) Nazal Niozom Uygulamalari:

Sumatriptan etkin maddesi ve influenza viral asisinin nazal yolla uygulanabilmesi
icin ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Sumatriptan ile yapilan c¢alismada, niozomlarin
etkin madde absorpsiyonunu ve viicutta bulunma siiresini uzattigi saptanmistir

(Arora, R., Jain, J.P., 2007).
V) Peroral Niozom Uygulamalari:

Diisiik degerde ve degisken bir biyoyararlanima sahip olan asiklovir etkin maddesi
niozomal sistemler i¢ine yiiklenmistir. Niozomlar, film hidratasyon yontemi ile
hazirlanmistir. Lipid karistmi molar oranlari sirasiyla 65:60:5 olan kolesterol, Span
60 ve disetil fosfattan olugmaktadir. Niozomlarin asiklovir yiikleme etkinligi % 11
olarak bulunmustur. /n vivo ¢alismalarda tavsanlara tek bir oral doz olarak 40 mg
kg™

biyoyararlanimini 6nemli derecede arttirdigi saptanmistir. Niozomal dispersiyon

asiklovir uygulandiginda, niozomal dispersiyonun asiklovirin  oral

i¢indeki asiklovirin serbest asiklovir ¢ozeltisine gore ortalama bagil biyoyararlanimi
2,55 olarak saptanmistir; yani serbest asiklovir ¢ozeltisinin biyoyararlanimi 2 kattan

daha fazla arttirllmistir (Sekil 1.12.) (Attia ve ark., 2007).

Etkin

Madde

Kons.
(ng/ml)

NIOZOM ICINE YUKLU
‘s l ETKIN MADDE
=g .
o oy ‘ .
g T
] ’i serbest etkin madde - 7"4
5 10 15 20 25

Zaman (Saat)

Sekil 1.12. Asiklovir yiiklii niozomlarda biyoyararlanimin arttigini gosteren serum etkin madde
konsantrasyonu-zaman grafigi (Attia ve ark., 2007).

Diger bir calismada BALB/c fareleri kullanilarak niozomal sistemlere etkin madde

olarak ovalbumin yiiklenerek peroral  yolla uygulanacak olan as1 sistemi
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gelistirilmistir. Ovalbumin etkin maddesi siikkroz esterleri, kolesterol ve disetil
fosfattan olusan ¢esitli liyofilize niozomal sistemlerin igine yiliklenmistir. Bu
calismada 2 ayr1 formiilasyon karsilastirilmistir. Intragastrik uygulamadan sonra
serum, tiikriik ve barsaktaki spesifik antikor titreleri ELISA yontemi ile 7, 14, 21 ve
28. glinlerde saptanmistir. Wasag 7 (%70 stearat siikroz esteri, %30 palmitat siikroz
esteri (%40 mono, %60 di-tri ester)) niozomlart antikor titrelerinde onemli derecede
artis saglarken; ovalbuminin, bos niozomlarin veya herhangibir kontrol
formiilasyonunun uygulanmasi, benzer bir etki meydana getirememistir. Wasag 7
niozomlarinin aksine daha hidrofilik olan Wasag 15 (%30 stearat siikroz esteri, %70
palmitat siikroz esteri (%70 mono, %30 di-tri ester)) niozomlar1 arastirildiginda
antikor titrelerinde herhangi bir artis goériilmemistir (Sekill.13.) (Rentel ve ark.,
1999).

Serum IgG Cevab
ABSORBANS

0.20 7 (490 nm)

Wasag 7
0.15 1

0.10 - B Ovalbumin yiiklii niozom

[J Tampon

[J Ovalbumin
| Bos niozom

[ Niozom + ovalbumin (ayn ayn)

Serum IgG Cevala

ABSORBANS

0.20 1 (490 nm)

D=1 5 1 B Onvalbumin viiklii niczom
[0 Tampon
Wasag 15 O Ovalbumin
0.10 - | Bos niozom
I Niczom + ovalbumin (aym ayn)
0.05 ~
I - T T T T I I
0.00 Lk i el gl @]
0] 7 14 21 28
GUN

Sekil 1.13. Ovalbumin yiiklii peroral as1 sistemi seklinde olan niozomlarda Wasag 7 ve Wasag 15’in
serum immiin cevaplarini gosteren grafikler (Rentel ve ark., 1999).
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Baska bir ¢caligmada peroral yol ile kullanilmak iizere peptid yapili bir etkin madde
olan insiilin, sorbitan esterlerinden (Span 20, 40, 60 ve 80) hazirlanan niozomlarin
icine ylklenmistir ve Span 60 ile olusturulan niozomlarin insiilini proteolitik
enzimlerden en ¢ok koruyan niozomlar oldugu saptanmistir (Sekil 1.14.) (Varshosaz
ve ark., 2003).

100 -

o { i
_}. O Kimotripsin
0 O Tripsin

% DEGISMEDEN ®
KALAN INSULIN
40 4
4 I | I ’—I—I—I—I
0 T T T T N
Span 20 Span 40 Span 60 Span 80 Insulin
(Saf cozeltisi)

Sekil 1.14. Insiilin yiiklii gesitli sorbitan esterleriyle hazirlanan niozomlarda proteolitik enzimlere
kars1 degismeden kalan insiilin miktarini gésteren grafik (Varshosaz ve ark., 2003).

Yapilan bir diger ¢alismada antineoplastik bir ajan olan paklitaksel peroral yolla
uygulama i¢in gesitli yiizey etkin maddelerden (Tween 20, 60; Span 20, 40, 60; Brij
78, 76, 72) olusan niozomlarin igine yiliklenmistir. Hazirlanan niozomlarin
paklitaksel yiikleme etkinlikleri % 12,1 ile % 96,6 arasinda degisim gostermistir.
Paklitakselin niozomlardan diflizyon kontrollii sistem ile yavas¢a salindig
bulunmustur ve bu yavas salimin toksik etkileri azaltabilecegi saptanmistir.
Paklitakselin gastrointestinal enzimlerden (pepsin, tripsin, kimotripsin) korunabilip
korunamadig1 arastirilmistir ve en etkin korumanin Span 40 ile hazirlanan niozomlar

ile saglandigi bulunmustur (Sekil 1.15.) (Bayindir, Z.S., Yiiksel, N., 2010).
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Sekil 1.15. Paklitaksel yiiklii gesitli sorbitan esterleriyle hazirlanan niozomlarda proteolitik enzimlere
kars1 degismeden kalan paklitaksel miktarim1 gosteren grafik (Sp: Span, Twn: Tween, Brj: Brij)
(Bayindir, Z. S., Yiiksel, N., 2010).

1.4. Lipozomlarin ve Niozomlarin Karsilastirilmasi

Hem lipozomlar hem de niozomlar etkin madde tasiyici vezikiiler sistemler i¢cinde
yer almaktadir. Bu iki vezikiiler etkin madde tasiyici sistemin hem ortak 6zellikleri

hem de birbirlerine olan bazi tistinlukleri bulunmaktadir.

1.4.1. Lipozomlarin ve Niozomlarin Ortak Ozellikleri

« Iki vezikiiler sistem de cifte tabakali sistemdir (Kaur ve ark., 2004).

+ ki vezikiiler sistem de hem hidrofilik hem de lipofilik etkin maddeleri
enkapsiile edebilmektedir. Hidrofilik etkin maddeleri sulu merkez veya ara
tabakalara, hidrofobik etkin maddeyi ise lipidlerden olusan vezikiil
membranina ylikleyebilirler (Kaur ve ark., 2004).

« Iki vezikiiler sistemin de fiziksel 6zellikleri, yapilar1 ve iiretim yontemleri

birbirlerine benzemektedir (Junyaprasert ve ark., 2008).
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1.4.2. Niozomlarm Lipozomlara Ustiinliikleri

Lipozomlarin yapisinda bulunan fosfolipid molekiiliiniin hidrolizi stabilite ile ilgili
ciddi sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. Fosfolipidlerin hidrolizi sonucu lizofosfolipidler
ve yag asitleri olugmaktadir. Fosfolipit molekiiliiniin hidrolizi sonucu olusan yag
asitleri lipit peroksidasyonuna ugrayabilmektedir. Niozomlarin lipozomlara olan en
onemli {stlinliikleri, lipozomlarin kimyasal stabilite sorunlarinin {istesinden
gelmeleridir;  lipozom  yapisindaki  fosfolipidler  oksidatif  bozunmaya
ugrayabilmektedir (Bozkir, A., Kogyigit, S., 1995). (Cizelge 1.4.).

Cizelge 1.4. Lipozomlarin negatif 6zellikleri ve niozomlarin pozitif 6zellikleri (Dhamecha ve ark,
2009; Kaur ve ark., 2004; Kaur ve ark., 2007).

LiPOZOMLAR ( -) NIOZOMLAR (+)

Pahal1 sistemlerdir. Ucuz sistemlerdir.

Fosfolipidlerin depolanmalar1 ve Yiizey aktif maddeler herhangi bir

islenmeleri 6zel kosullar gerektirir. ozel kosul gerektirmemektedir.

Dogal fosfolipidlerin safliklar Yiizey aktif maddelerin herhangi

degiskendir. bir saflik problemleri
bulunmamaktadir.

Fosfolipidler oksidasyon ile Yiizey aktif maddelerde boyle bir

bozunmaya ugrayabilmektedir. bozunma goriilmemektedir.

1.5. Provezikiiler Etkin Madde Tasiyic1 Sistemler

Etkin madde salimi i¢in uygulanan vezikiiler sistemlerde genel uygulama agisindan
onemli bir problem vardir. Disperse edilmis sulu bir sistemde konvansiyonel
vezikiillerin hidroliz, oksidasyon, sedimentasyon, agregasyondan kaynaklanan
bozulmaya dayali problemleri veya depolama sirasinda fiizyona dayali problemleri

vardir. Modifiye edilmis olan provezikiillerin yapilar1 ve 6zellikleri konvansiyonel
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vezikiiler sistemlere benzerdir, ama onlara ek olarak geligsmis bir stabilite (fiziksel

stabilite) saglarlar.

Prolipozomlar ve proniozomlar provezikiiler sistemlerdir. Prolipozomlar ve
proniozomlar, yapilarinda fosfolipidler, kolesterol ve c¢esitli yiizey etkin maddeler
tagiyan, su ile hidrate edildiklerinde kendiliginden lipozomlara veya niozomlara
dontigebilen kuru toz, miseller ¢ozelti ya da jel halindeki formiilasyonlardir. Yapi
olarak birbirlerine ¢ok benzeyen bu iki formiilasyondan proniozomlarin
prolipozomlardan farki, yapilarinda fosfolipidler yerine noniyonik yiizey etkin
maddeleri igermesidir. Genel olarak bu etkin madde tasiyici sistemler kuru graniiler
form ve sivi kristal jel formu olmak tizere 2 farkli tipte formiile edilebilmektedir

(Jain, 2007, Bolim 12):

1) Kuru Graniiler Form: Kuru graniiler tipteki proniozomlar, sorbitol ya da

maltodekstrin gibi suda ¢Oziinebilen bir tasiyicinin yiizey etkin madde ile
kaplanmasin1 gerektirir. Kaplama islemi sonucunda, suda ¢dziinen her partikiiliin
etrafinin ince bir yiizey etkin madde tabakasiyla kaplandigr kuru bir formiilasyon
elde edilir. Sulu fazin, yapidaki maddelerin camsi gegis sicakliklarindan daha yiiksek
bir sicaklikta eklenmesiyle ve c¢alkalamayla niozomlar yeniden olusturulur.
Formiilasyonda kullanilan noniyonik yiizey etkin maddenin camsi gegis sicakliginin

tizerinde bir sicaklikta vezikiillerin hazirlanmasi gerekir.

Kuru filmlerden niozom elde etmede yiizey etkin maddenin basarili
rehidratasyonunda, saf graniiler yiizey etkin madde dogrudan hidrate edildiginde
goriilen y1ginlasma ve ¢okelme gibi durumlar1 6nlemek i¢in film olabildigince ince
olmalidir. Etkisiz olan rehidratasyon, proniozomlar {izerinde kirilmis olan yiizeylere
ve final niozomal {riinde/slispansiyonda agregasyonun ya da c¢okelmenin

goziikkmesine neden olur.
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Tastyicinin tipine ve kuru graniiler proniozom hazirlama yontemine gore genel
olarak iki alt baslikta incelenirler: Sorbitol tabanli proniozomlar, maltodekstrin

tabanli proniozomlar.

Sorbitol tabanli proniozomlar tasiyici madde olarak sorbitol igeren Kkuru
formiilasyonlardir. Sorbitol, noniyonik yiizey etkin maddeyle kaplanir ve sicak su
eklenmesini takiben ¢alkalamayla birka¢ dakika i¢inde niozom olarak kullanilir hale
gelir. Sorbitol tabanli proniozomlar genelde organik bir ¢oziiciide hazirlanmis olan
yiizey etkin madde karisiminin toz halindeki sorbitole piiskiirtiilmesiyle veya birden
tim karigimin  sorbitol iizerine dokiilmesiyle ve sonra da ¢Oziiciiniin
buharlastiriimasiyla elde edilirler. Tasiyici olan sorbitol organik ¢oziiciidde ¢oziindiigii
icin istenen ylizey etkin madde kaplamasi elde edilene dek isleme devam edilir.
Tastyic1 iizerindeki yiizey etkin madde tabakasi c¢ok incedir ve tasiyicinin
¢oziinmesiyle beraber bu tabakanin hidratasyonu ¢ok lamelli vezikiillerin olugsmasina
olanak saglar. Sorbitol tabanli proniozomlarin konvansiyonel yontemle hazirlanan
niozomlara ¢ok benzemesi ve biyiiklilk dagiliminin tekdiize olmas1 avantajidir (Jain,

2007, Boliim 12).

Maltodekstrin tabanli proniozomlarda tasiyici olarak maltodekstrin kullanilir ve
hazirlanmalar1 i¢in ~ hizli bulamag¢ yontemi kullanilir. Bulamag¢ yontemiyle
proniozom tliretmenin zamani yiizey etkin madde ¢ozeltisinin tasiyiciya oranindan
bagimsizdir. Yiizey etkin madde ve tasiyict orami yiiksek olan proniozomlar
hazirlanabilir. Bu yontem endiistri dlgiisiine uygundur. Proniozom iiretimindeki bu
esneklik, final formiilasyonda maltodekstrinin tipine ve miktarima gore etkin
maddenin optimizasyonuna olanak saglar. Boyle bir ydntemle proniozom
formiilasyonundan niozom elde etmek c¢ok kolaydir. Maltodekstrinin morfolojisi
korundugu halde oyuk ve sismis olan maltodekstrinler yiizey alaninda 6nemli bir
kazang saglamak i¢in kullanilabilirler. Yiiksek yiizey alani, ylizey etkin madde
tabakasini inceltir ve bdylece rehidratasyon islemi daha etkili hale getirilmis olur.

(Jain, 2007, Bolim 12).
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i) Stv1 Kristal Jel Formu: Yiizey etkin madde molekiilleri su ile temas halinde

olduklarinda, yiizey etkin maddenin lipofilik zincirlerinin “liyotrofik sivi kristal
durumu” denen diizensiz, sivi duruma doniistiiriilmesi ti¢ yolla miimkiindiir:

1) Kraft noktasindaki sicaklig1 yiikseltmek (Tc).

2) Yaglar1 ¢ozen bir ¢oziicii ilavesi.

3) Hem sicaklik hem de ¢oziiciiniin kullanilmas.

Bu liyotrofik sivi kristal durumu ya da lamel fazi, su ortaminda birbirinin {izerine
gelecek sekilde diizenlenmis cift tabakalar igerir. Bu tipteki yapilar tipik x-151n1

kirinim1 gosterir ve polarize mikroskopta cift kirilan yapida lifler goziikdir.

Uglii lesitinler igin monogliserit gibi yiizey etkin maddeler ve alkol sistemi kullanilir;
lamelli siv1 kristaller kraft sicakliginda alkol varliginda olusur. Bu lamelli siv1 kristal
fazi, yiiksek su konsantrasyonlarinda niozomal dispersiyonlara g¢evrilir. Bu yontem
farmasotik olarak uygulanamayan ¢oziiciileri onler ve bu yontemle o&lglimler
kolaydir. Bu sistem dogrudan transdermal olarak uygulanmak {izere formiile
edilebilir ve iiretilen proniozomlar derideki su tarafindan hidratasyona ugrayip
niozom sekline doniisebilirler. Formiilasyon deriyle dogrudan temas halindeyse,
kendisi bir penetrasyon arttiricidir (Jain, 2007, Bolim 12).

S1vi1 kristal proniozomlarin avantajlar1 sunlardir:

1) Dabha stabil olmalari,

2) Yiksek yiikleme kapasiteleri,

3) Penetrasyon arttirict olmalari,

4) Stratum corneum tabakasinin  membran Gzelliklerine higbir  etki
gostermemeleri,

5) Dogrudan transdermal yolla uygulanabilir olmalar1 ve vezikiil dispersiyonu

icin polimer bir matrise gerek olmamasi.
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1.5.1. Provezikiiler Sistemlerin Vezikiiler Sistemlere Ustiinliikleri

Konvansiyonel vezikiillerle karsilasilabilecek olan sorunlar:

1) Disperse edilmis olan bir sulu sistemde lipozomlar hidrolizle veya
oksidasyonla bozunmaya elverislidir.

2) Depolama esnasinda vezikiillerin sedimentasyonu, agregasyonu, veya
fiizyonu kontrol altina alinamaz (Solanki ve ark., 2008).

3) Sterilizasyon sirasinda ve yeniden elde edilemeyen Ozellikler nedeniyle
biiyiik oranda iiretim esnasinda zorluklar yasanir.

4) Vezikil iginde yiiklenmis olan etkin maddenin sizintisi ve hidrolizi

dispersiyonun raf dmriinii sinirlandirir.

Sonug olarak bu vezikiiler dispersiyonlar1 provezikiiller halinde hazirlayarak kuru ya
da jel sistemler haline getirmek, vezikiiler etkin madde salimina yeni bir alan
dogurmustur. Bu sayede ulasim sirasinda, dagitim sirasinda, depolama sirasinda ve

dozlamada daha fazla olanaklar elde edilmis olur (Jain, 2007, Bolim 12).

1.5.2. Proniozomlar

Niozomal sistemlerin Ozelliklerini etkilemeden stabilize etmek igin olusturulan
yaklasimlar proniozomal sistemlerin gelismesini saglamistir. Lipozomlarin alternatif
ve analogu olan niozomlar lipozomlara gore iistiin 6zellikleri olmasina ragmen (Bkz.
Bolim 1.4.2.), bu sistemler de sivi dispers sistemler olduklar1 i¢in depolama
sirasinda fiizyon, agregasyon, sedimentasyon ve etkin madde sizintis1 gibi fiziksel

stabilite ile ilgili sorunlar yaratmaktadir.

Proniozomlar yiizey etkin madde ile kapli olan suda c¢oziinebilir 6zellikte olan
tastyiclt materyallerin kuru formiilasyonlaridir. Proniozomlar birka¢ dakika i¢inde,
sicak sulu bir ortamda kisa bir calkalama islemi ile niozomal dispersiyonlara
doniistiiriilebilen sistemlerdir. Proniozomlardan olusan niozomlar konvansiyonel

niozomlara ¢ok benzer ozellikler tagirlar ve hatta daha tekdiize vezikiil biiyiikliigiine
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sahiptir. Proniozomlar kuru ve serbest akan toz {irlinler olduklar1 i¢in niozomal
sistemlerin stabilite ile ilgili sorunlarmi 6nemli derecede azaltirlar; depolama ve
sterilizasyon sirasinda niozomlara gore daha stabil sitemlerdir. Tasima, dagitma,
depolama ve 6lgiim yapma kolayligi proniozomlar1 genis bir etkin madde ¢esitliligi

ile kullanilabilir kilan sistemler haline getirmistir (Sankar ve ark., 2010).

Kuru graniiler form ve sivi kristal jel formu olmak tizere iki farkli tipte formiile
edilebilen proniozomlardan kuru graniiler formda olanlar, peroral yol ile viicuda

uygulanabilmeleri i¢in daha uygun goriilmektedir.

Kuru graniiler formdaki proniozomlar, maltodekstrin ya da sorbitol gibi bir tasiyici
maddenin, kolesterol ve yilik verici maddeler varliginda noniyonik yiizey etkin bir
maddeyle muamele edilmesi sonucu olusan (kaplanmasi sonucu olusan) akiskan ve
kuru olan tozlardir. Proniozomlar kullanilmadan hemen 6nce kolayca hidrate edilip
niozomal dispersiyon haline getirilebilmektedir (Hu ve Rhodes, 1999) (Sekil 1.16.).
Boylece raf omrii siiresince ve hasta ilac1 alip kullanana dek sivi sistemler olan
niozomal dispersiyonlarda, yapilarindaki sivi nedeniyle olusabilecek olan stabilite

sorunlarinin listesinden gelinmis olur.

/ \ PRONIOZOM @@
\/ SL(KTAN r @

TASIYICI Niozom

Sekil 1.16. Kuru graniiler formda proniozomlarin eldesinin ve proniozomlardan niozomlarin eldesinin
sematik gosterimi.

Proniozomlar kuru tozlar olduklari igin, eger peroral yolla uygulanacak olan etkin
maddeler tedavide kullanilacaksa dogrudan tablet, kapsiil ya da boncuk gibi kati
dozaj formlar1 haline doniistiiriilebilmektedir. Bu sayede de hasta ilac1 kullanana dek

ilag hicbir sekilde sivi ile etkilesmemis olur. Kati ilag¢ sekilleri i¢inde bulunan
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proniozomlar, viicuda alindiktan sonra viicut sivilartyla niozomal dispersiyon haline

gelebilmektedir.

Niozom yapisinda bulunan noniyonik yiizey etkin maddeler, kolesterol, ¢esitli yiik
verici maddeler proniozomlarin yapisinda da bulunmaktadir. Kuru graniiler formdaki
proniozomlarin niozomlardan tek farki, yapisinda sorbitol veya maltodekstrin gibi
tastyici bir madde icermesidir.

Proniozomlar ile ilgili yapilan bilimsel ¢calismalarda kullanilan maddeler sunlardir:

v’ Tasiyic1 maddeler: Siikroz stearat (Elbary ve ark., 2008), Sorbitol (Hu ve
Rhodes, 1999; Gupta ve ark., 2007), Maltodekstrin (Maltrin M500 ve 700)
(Blazek-Welsh ve Rhodes, 2001), Glukoz monohidrat (Elbary ve ark., 2008),
Laktoz monohidrat (Elbary ve ark., 2008), Piiskiirtme ile kurutulmus laktoz
(Elbary ve ark., 2008).

v" Noniyonik yiizey etkin maddeler: Span 20 (Alsarra ve ark., 2008), Span 40
(Fang ve ark., 2001), Span 60 (Blazek-Welsh ve Rhodes, 2001), Span 80
(Gupta ve ark., 2007), Span 85 (Fang ve ark., 2001), Tween 20 (Alsarra ve
ark., 2008), Tween 60 (Alsarra ve ark., 2008), Tween 80 (Fang ve ark.,
2001).

v" Membran stabilize ediciler: Kolesterol (Solanki ve ark., 2007; Elbary ve ark.,
2008), Lesitin (Fang ve ark., 2001; Gupta ve ark., 2007).

v" Yiizey yiikii saglayan maddeler: Disetil fosfat (DCP) (Azeem ve ark., 2008),
Stearilamin (Mokhtar ve ark., 2008).

Iyi bir tasiyici maddenin sahip olmasi gereken Ozellikler (Elbary ve ark.,

2008):

Gtivenli olmalidir.

Toksik olmamalidir.

Hidratasyonu kolaylastirmak i¢in suda iyi ¢6ziinmelidir.

Organik ¢oziictide ve yiiklenen karisim ¢6zeltisinde az ¢oztinmelidir.
Rahat akabilmelidir.

Hausner indeksi kiigiik olmalidir.

NN N N N RN

Sekli kiiresel ya da kiiresele yakin olmalidir.
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Elektron mikroskop bulgularina gore, proniozomlarin hidratasyonuyla elde edilen
niozomlar, klasik niozomlara gore daha tekdiize ve daha homojendir (Hu ve Rhodes,

1999) (Sekil 1.17.).

(B)

Sekil 1.17. A: Konvansiyonel niozomlarin, B: Proniozomlarin hidratasyonuyla elde edilen
niozomlarin optik mikroskop goriintiileri (Hu ve Rhodes, 1999).

Proniozomlarin morfolojileri, partikiil biytiklikleri ve partikiil biiytkligi
dagilimlart ve in vitro mide ya da barsak sivist igindeki etkin madde salim
performanslarinin en az klasik niozomlar kadar iyi oldugu saptanmistir (Hu ve

Rhodes, 1999).

Proniozomlara pek ¢ok ilag¢ etkin maddesinin yiiklenebilmesi miimkiindiir. Hapsettigi
etkin maddenin biyoyararlanimim1  ve aktivitesini arttirdifi  gozlenmistir.
Proniozomlarin klinik etkinlikleri gozoniine alindiginda ekonomik ve giivenli
sistemlerdir; bu sistemler biyolojik olarak toksik ve irritan Ozellik gdstermez.
Proniozomlarin kullanimdan hemen 6nce hidrate edilmese bile uygulandigi bolgeden
su alarak, terle ya da mukozal sivi ile kendiliginden niozomlara doniistiikleri tespit

edilmistir.
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Solanki ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢aligmada tastyict maddenin ve proniozom tozunun
yiizey morfolojilerini incelemislerdir; proniozomlarin yiizeyinin tasiyict maddenin

yiizeyinden daha piiriizsiiz bir yapida oldugunu saptamislardir (Sekil 1.18.).

- - v C —
Tasmu maddeh ‘ .74 E’roni({zgm )
. N (e

Sekil 1.18. Tastyict maddenin ve proniozomlarin tarayici elektron rhikrosl%op gérﬁntﬁléri (Solanki ve
ark., 2007).

Hu ve Rhodes (1999) yaptiklari ¢aligmada tasiyict maddenin ve proniozomal tozun
yiizey morfolojisini tarayict elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Tastyici
maddede keskin kenarli yapilar gibi bir¢ok diizensizlik oldugunu saptamislardir,
proniozomal tozda ise bu diizensizliklerin azaldigini1 ve yapimin daha piiriizsiiz hale

geldigini saptamiglardir (Sekil 1.19.).

Sekil 1.19. Tasiyict madde ile proniozomal tozun yiizey morfolojilerinin tarayici elektron mikroskobu
ile karsilastirilmasi (Hu ve Rhodes, 1999).

Hu ve Rhodes (1999) yaptiklar1 ¢alismada, tasiyict madde olan sorbitoliin y1gin
acisinin  proniozomal tozdan fazla oldugunu saptamislardir. Hatta proniozom
yapisindaki sorbitol miktar1 iki katina c¢ikarildiginda bile y18in acgis1 degerinin sade

haldeki sorbitolden daha az oldugunu saptamiglardir. Yani proniozomal tozun,
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serbest haldeki tasiyict maddeden daha iyi akis oOzelligi gosterdigi saptanmistir
(Cizelge 1.5.).

Cizelge 1.5. Tasiyict madde olan sorbitol tozu ile proniozomal tozlarin yigin agilarinin
karsilastirilmas: (2x: Iki kat sorbitol igeren proniozom) (Hu ve Rhodes 1999).

Yigin Agist1 + S.S.*

Sorbitol 43,19+ 0,75
Proniozom 34,66 + 2,10
Proniozom (2x) 37,65+ 1,07

*: Standart Sapma

1.5.2.1. Proniozomlarin Hazirlanmasi

Kuru grantiler formdaki niozomlar iki ayr1 yontemle hazirlanabilirler. Yontemlerin

ilki sprey yontemi, ikincisi ise bulamag yontemidir.

Sprey yonteminde tasiyict madde yuvarlak dipli cam balona konulur, etkin madde,
noniyonik yiizey etkin madde, kolesterol ve yiik verici maddenin ise uygun bir
organik ¢oziiciide ¢ozeltisi hazirlanir. Tasiyici maddeyi i¢eren yuvarlak dipli cam
balon bir rotavapora baglanir ve rotavapordaki suyun sicaklig1 65-70 °C’ye ayarlanr.
Organik ¢oziiciilii ¢ozeltinin bir kismi yuvarlak dipli cam balonun igindeki tasiyici
maddenin yiizeyine piiskiirtiiliir, ama bu piskiirtme islemi porsiyonlar halinde
yapilir; ¢iinkii tasiyict madde tamamen 1slanmamalidir. Bu islemden sonra yuvarlak
dipli cam balon rotavapora baglanir ve tasiyict maddenin yiizeyi kuru olana dek
rotavapor calistirilir. Bu porsiyonlar halindeki piiskiirtme islemine organik ¢dzeltinin
tamami bitene dek devam edilir. En son rotavapora bagli olan yuvarlak dipli cam
balonun i¢inde tamamen kuru goriiniimlii toz elde edilir; bu toz proniozomal tozdur.
Fakat en son olarak yuvarlak dipli cam balonun {istii parafilmle kaplanir ve
parafilmin {izeri yer yer delinerek cam balon bir gece boyunca vakumlu etiivde veya
vakumlu desikatorde bekletilir, ¢iinkii rotavaporda tamamen ugamayan organik

¢oziicii kalintilarinin da tamamen ugmasi gerekmektedir. En sonda elde edilen
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tamamen kuru toz, tam anlamiyla kuru olan proniozomal tozdur (Hu ve Rhodes,

1999).

Bulamag¢ yonteminde ise tasiyici madde yuvarlak dipli cam balona konulur; etkin
madde, noniyonik yiizey etkin madde, kolesterol ve yiik verici maddenin ise uygun
bir organik ¢oziiciide ¢ozeltisi hazirlanir. Rotavapordaki suyun sicaklign 45-50°C’ye
ayarlanir. Organik ¢oziiciilii ¢6zeltinin tamami birden yuvarlak dipli cam balonun
icindeki tagiyict maddenin tizerine bosaltilir ve yuvarlak dipli cam balon rotavapora
baglanir ve tasiyict maddenin yiizeyi kuru olana dek rotavapor calistirilir. En son
rotavapora bagli olan yuvarlak dipli cam balonun i¢inde tamamen kuru goriiniimlii
toz elde edilir, bu toz proniozomal tozdur. Daha sonra yuvarlak dipli cam balonun
iistli parafilmle kaplanir ve parafilmin {izeri yer yer delinerek cam balon bir gece
boyunca vakumlu etiivde veya vakumlu desikatorde bekletilir, boylece organik
¢oziicli kalintilarinin  tamamen ug¢mast saglanir. En sonda elde edilen kuru toz,

proniozomal tozdur (Hu ve Rhodes, 1999).

1.5.2.2. Proniozomlarda Etkin Madde Yiikleme Etkinligi

Proniozom toz yapist dis ortamda hidrate edilip, viicut sivilartyla hidrate olup ya da
topikal yolla viicuda uygulandiginda deriden su alip niozomal vezikiil haline doner.
Dolayisiyla niozomlarda etkin madde yiikkleme etkinligi nasil saptaniyorsa,
proniozomlar da hidrate olup niozomal vezikiil olacaklari i¢in niozomlar igin

kullanilan yontemlerin aynis1 kullanilir (Bkz. Boliim 1.3.2.4.).

1.5.2.3.Proniozomlardan Elde Edilen Niozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve

Dagiliminin Tayini

Kolloidal sistemlerde partikiil biiyiikliigii ve dagiliminin tayin edilmesi, hazirlanan
sistemin amaca uygunlugunun belirlenmesi, kullanilan madde ve yoOntemin

standardize edilmesi, hazirlanan proniozomlarin stabilitesinin incelenmesi agisindan
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onemlidir. En sik kullanilan yontemler arasinda lazer difraksiyonu (LD) (Solanki ve
ark., 2007), coulter counter (Fang ve ark., 2001), optik mikroskop yontemi (Gupta ve
ark., 2007) ve dinamik 1s1k sagilimi (DLS) yontemi (Varshosaz ve ark., 2005) yer

almaktadir.

1.5.2.4.Proniozomlardan Etkin Madde Salimi

Kuru graniiler formdaki proniozomal tozlarin in vitro salim c¢alismalarinin
yapilabilmesi i¢gin proniozomal tozlarin hidratasyonla niozomal dispersiyon sekline
doniistiiriilmesi  gerekmektedir. Olusturulan niozomal dispersiyonlar diyaliz
membranlarin igine belli bir miktarda konulmaktadir; diyaliz membranlarin uglari
baglanmaktadir ve ¢6ziinme ortamini igeren tampon siviya diyaliz membranlar
atilmaktadir. Belli zaman araliklarinda belli miktarda numuneler alinmakta ve ortama
taze ¢oziinme ortami ilave edilmektedir. Alinan numuneler uygun yontemlerle analiz
edilmektedir (Azeem ve ark., (2008); Gupta ve ark., (2007); Hu ve Rhodes, (1999)).
Coziinme hizi analizlerinde diyaliz membran kullanilmayan ¢aligmalar da mevcuttur.
Elbary ve ark., (2007) kromolin sodyum yiiklii proniozomlardan etkin madde salimi
icin yaptiklar1 deneyleri Amerikan Farmakopesi’nin ¢oziinme hizi testi kisminda yer
alan doner sepet (Apparatus 1) yontemi ile, Nasr, M. (2010) ise selekoksib yiiklii
proniozomlarda etkin madde salim ¢alismalarini Amerikan Farmakopesi’'nin
¢oziinme hizi testi kisminda yer alan doner palet (Apparatus 2) yontemi ile

gerceklestirmistir.

Hu ve ark. (1999), ibuprofen ve karboksifloressein yiiklii toz pronizomlari
hazirlamislar, her iki maddenin de ayr1 ayri in vitro salimini incelemislerdir. Her iki
etkin maddenin de toz proniozom sistemlerinden saliminin, en az klasik niozomlar

kadar etkin oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Varshosaz ve ark., (2005) ve Fang ve ark., (2001) transdermal yolla uygulanacak

olan proniozomlar i¢in Franz difiizyon hiicresi kullanmislardir.
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Alsarra ve ark. (2008), proniozomal jel formiilasyonlar1 hazirlamislardir;
hazirladiklar: bu formiilasyonlarin in vitro salim ¢aligmalari i¢in proniozomal jelleri
yuvarlak cam disklere koymuslardir ve fzerlerini diyaliz membranlarla

kaplamiglardir.

In vitro salim galismalar1 incelendiginde genellikle proniozom sistemlerinden etkin
madde saliminin klasik niozomlara gore daha yiiksek degerlerde oldugu ya da bu
sistemlerin en az klasik niozomlar kadar etkin sistemler olduklar1 kaydedilmistir. Bu
sistemlerin, diisiik ¢Oziiniirliige sahip etkin maddelerin biyoyararlanimlarinin
arttirllmasinda, kontrollii ya da stirekli salim sistemlerinin gelistirilmesinde ve etkin
maddelerin yan etkilerinin azaltilmasinda {imit verici sistemler olduklar

anlagilmaktadir.

1.5.2.5. Proniozomlarin Stabilitesi

Proniozomlar kuru ya da jel sistemler olduklari i¢in sivi dispers sistemler olan
niozomlarin fiziksel stabilite ile ilgili sorunlarinin {istesinden gelebilmektedir.
Dispers sistemler olan niozomlarin biinyelerinde bulunan sivi nedeniyle stabilite ile

ilgili sorunlari ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sorunlar:

e Disperse edilmis olan bir sulu sistem hidrolizle veya oksidasyonla
bozunmaya elverislidir.

e Depolama esnasinda vezikiillerin sedimentasyonu veya agregasyonu kontrol
altina alinamaz.

Cizelge 1.6.’dan anlasilacag1 gibi proniozomal sistemler niozomlardan ¢ok daha

stabil sistemlerdir.
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Cizelge 1.6. Kromolin sodyum yiiklii olan niozom ve proniozomlarda yapilan stabilite ¢aliymasina ait
veriler (Elbary ve ark., 2008).

Niozom ve proniozomlarin 90 giin boyunca 2-8 °C’de saklanmasi sonucu vezikiil
biiyiikliigii ve etkin madde yiikleme etkiligindeki % degisimler
(Ortalama + standart sapma, n=3)
Vezikiil bityiikliigii (nm) Etkin madde yiikleme etkinligi
Saklama Zamam (%)
Niozom Proniozom Niozom Proniozom
Taze Hazirlanan 2,50+0,51 1,75+0,12 42,15+ 2,19 49,96 + 2,36
90 giin sonra 2,87 +0,48 1,87 +0,36 37,59 + 2,45 47,66 + 2,21
% Degisim T 14,84 T 6,85 ¢ 10,81 i 4,59

1.5.2.6. Proniozomlarla Yapilan Calisma Ornekleri

Alsarra ve ark. (2008), NSAID olan piroksikam etkin maddesini proniozomal kuru
tozlar icine ylikleyip TTS (transdermal terapdtik sistem) seklinde viicuda uygulamay1
amaglamislardir. Piroksikam yiiklii niozomal jel formiillerinin sican derisinden in
vivo permeasyonu incelenmistir. Noniyonik siirfaktan olarak Span 80, Span 60, Span
20, Tween 80 ve Tween 20 kullanilmistir. Sigcan derisinden en yiiksek permeasyonun

Span 60 ile hazirlanan niozomal jellerden elde edildigi saptanmustir.

Azeem ve ark. (2008), diiiretik bir ajan olan furosemid etkin maddesini proniozomlar

icine yikleyip TTS seklinde viicuda uygulamayr amaclamislardir. Vezikiil
tiretiminde Span 40, soya lesitini ve kolesterol kullanilmistir. Deneyler sonucunda

proniozomal vezikiillerin uzatilmis etkin madde salim1 gerceklestirdigi saptanmustir.

Mokhtar ve ark. (2008), NSAID olan flurbiprofen etkin maddesini proniozomlar
icine yiikleyip jel ve ¢ozelti halinde viicuda uygulamay1 amaglamislardir. Calismada
noniyonik yiizey etkin madde olarak Span 80, Span 60, Span 40 ve Span 20
kullanilmistir. Sonug olarak etkin madde yiikleme etkinliginin formiilasyondaki lipid
miktarina, kolesterol miktarina, etkin madde miktarina ve serbest etkin maddenin
niozomal vezikiillerden ayrilmasinda kullanilan yonteme

bagli oldugunu
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saptamiglardir. Ayrica en stabil vezikiillerin, kolesterol miktar1 formiilasyonun %

10’u oldugunda elde edildigi saptanmastir.

Varshosaz ve ark. (2005), klorfeniramin maleat etkin maddesini proniozomlar i¢ine
yiikleyip TTS seklinde viicuda uygulamay1 amag¢lamiglardir. Formiilasyonlarda Span
40, kolesterol, disetil fosfat ve ¢esitli alkoller kullanmislardir (etanol, propanol ve
izopropanol). Calisma sonucunda kullanilan alkol tipinin vezikiil stabilitesini
etkilemedigi saptanmistir. En biiylik vezikiiller etanol ile iiretilen vezikiillerdir ve
dolayisiyla en fazla etkin madde bu vezikiillere yiiklenmistir. Ayrica kolesterol ve
disetil fosfat yerine lesitin kullanildiginda daha stabil ve daha biiyiik vezikiillerin
elde edildigi saptanmistir.

Fang ve ark. (2001), hormonal yapida bir etkin madde olan estradiolii proniozomlar
icine ylikleyip TTS seklinde viicuda uygulamay: hedeflemislerdir. Noniyonik ylizey
etkin madde olarak Span 40, Span 60, Span 85, Tween 20, Tween 60 ve Tween 80
kullanilmistir. Proniozomlarin deride penetrasyon arttiric1 olarak etki gosterdikleri
saptanmistir. En yiiksek estradiol penetrasyon artiginin Span 40 ve Span 60 ile

tiretilen proniozomlardan elde edildigi saptanmaigtir.

Mohamed Nasr (2010), suda ¢oziiniirliigii diisiik olan selekoksib etkin maddesini
proniozomlar i¢ine yiiklemistir ve peroral yol ile kullanilmak iizere proniozomal toz
tiretmistir. Formiilasyonda Span 60, kolesterol ve disetil fosfat sirasiyla 1:1:0,1 molar
oranlarinda kullanilmistir. /n vitro ¢dziinme hizi calismalarinda, selekoksib yiiklii
proniozomal tozdan saf haldeki selekoksib tozuna goére daha iyi sonuglar elde
edilmistir. 200’er mg selekoksib igeren proniozomal tozun ve ticari kapsiil seklindeki
miistahzarin biyoyararlanim caligsmalar1 goniillii insanlarda gergeklestirilmistir. Elde
edilen bulgulardan proniozomal tozun selekoksibin biyoyararlanimini ticari {iriiniine
gore onemli derecede arttirdigr saptanmistir (Sekil 1.20., 1.21., Cizelge 1.7.) (Nast,
M., 2010).
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Sekil 1.20. Selekoksib yiiklii proniozom ile saf selekoksibin ¢6ziinme hiz1 grafikleri (Nasr, M., 2010).
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Selekoksib yiiklii proniozom ile selekoksib igeren ticari kapsiil miistahzarinda

gerceklestirilen bioyoyararlilik ¢aligmasina ait grafik (Nasr, M., 2010).

Cizelge 1.7. Selekoksib yiikli proniozomda ve selekoksib

iceren ticari kapsiil {irliniinde

biyoyararlanimla ilgili parametreler (C..: Etkin maddenin viicutta eristigi maksimum kan
konsantrasyonu, T Etkin maddenin viicutta maksimum kan konsantrasyonuna ulagma siiresi, Ky
Absorpsiyon hiz sabiti, K: Salim sabiti, Typ:Yaritlanma oOmrii, AUC: Serum etkin madde
konsantrasyonu zaman egrisinde egri altindaki alan, K¢: Eliminasyon hiz sabiti) (Nasr, M., 2010).

Farmakokinetik
parametreler

Miistahzar
(kapsiil)

Proniozomal iiriin

Crnax (ng/ml)
AUCq_4g (ng.h/ml)
AUC .. (ngh/ml)

T05.17+31.89
6,761.58+612.73
7.210.58 +689.02

842.5+34.72%
11,681.21+£523.90%
12,406.21£469.11%*

2.5+0.55 4=0.00%=
1.52+0.17 0.73+0.05%
0.051+0.01 0.059+0.002
13.33+1.98 11.75+0.55




45

1.6. Kandesartan Sileksetil

Kandesartan sileksetil bir 6n etkin maddedir ve peptid olmayan yapidadir. Ester

hidrolizi ile kandesartana doniisiir (Nekkanti ve ark., 2009).

1.6.1. Kimyasal Yapis1 (PDR 2005)

Kimyasal Formiilii: 1-Hidroksietil-2-etoksi-1-[p-(0-1H-Tetrazol-5-il-fenil)benzil]-

7-benzimidazolkarboksilat,siklohekzilkarbonat esteri

Kapali formiilii:C33H34N6O0s

Acik Formiilii:
e O
N
= !
H oo—locoo—<:> Kandesartan
O CH, Sileksetil

¥  Ester hidrolizi

N S CHs
S—d v

N N=M

) ]
COOH O Ny -NH Kandesartan

1.6.2. Fizikokimyasal Ozellikleri (PDR 2005)

Kandesartan sileksetil beyazla kirli beyaz arasinda bir tozdur. Coziiciilerden
kristalizasyonu sirasinda form I ve form II olarak iki polimorfu elde edilmektedir.

Ticari olarak bulunan polimorfu, stabil olan form I’dir (Matsunaga ve ark., 1999).
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Molekil Agirligi: 610,67.

-

Oziiniirliigi: Pratik olarak suda ¢6ziinmez (0,0003 mg/ml) (Nekkanti ve ark., 2009);

metanolde zor ¢Oziiniir, ve kloroformda ¢ok ¢oziiniir.

Optik Yapisi: Kandesartan sileksetil, siklohekziloksikarboniloksi etil ester grubunda
bir kiral merkez igeren rasemik bir karigimdir. Oral yolla uygulamayi takiben
kandesartan sileksetil yapisi ester hidrolizine ugrayip kiral olmayan kandesartana

doniistir.

1.6.3. Farmakolojik Ozellikleri (PDR 2005)

Esas etkin maddeye doniisim sekli ve veri: Kandesartan sileksetil maddesi bir 6n

etkin maddedir ve gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu sirasinda ester hidrolizi ile

esas etkin madde olan kandesartana doniisiir.

Farmakolojik sinifi: Kandesartan anjiyotensin-11 (A-II) reseptorlerinin AT; alt tipinin
selektif antagonistidir (Nekkanti ve ark., 2009).

Endikasyonlari: Hipertansiyon tedavisinde endikedir (Nekkanti ve ark., 2009).

Kombine olarak kullanildigi etkin madde grubu: Tiyazid grubu diiiretiklerden

hidroklorotiyazid ile kombine olarak kullanilabilmektedir. Hidroklorotiyazid ile
birlikte kullanildiginda aditif antihipertansif etki ortaya ¢ikmakta ve kandesartan iyi
tolere edilmektedir.

Dozu: Peroral kullanim i¢in tabletlerde 4 mg, 8 mg, 16 mg ya da 32 mg’dir.

1.6.4. Farmakokinetik Ozellikleri (PDR 2005, Atacand® prospektiis)

Absorpsiyonu: Oral yolla uygulandiktan sonra kandesartan sileksetil, gastrointestinal
kanaldan absorpsiyonu sirasinda ester hidrolizi ile biyoaktivasyonu sonucu hizlica
ve tamamen kandesartana doniisiir.

Karacigerde ilk gecis etkisi: Karacigerde ¢ok az da olsa O-deetilasyon reaksiyonu

nedeniyle inaktif metabolitine doniisiir. Bu reaksiyonda, sitokrom P 450 izoenzimi

CYP 2C9 rol oynar.
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Biyoyararlanimi: Oral yolla kandesartan sileksetil uygulanmasindan sonra,

kandesartanin biyoyararlanimi yaklasik %15’ tir.
Yar omrii: Kandesartanin eliminasyon yar1 émrii yaklasik 9 saattir.

Farmakokinetik Ozelliklerinin lineerligi: Tekli veya tekrarli alimdan sonra oral

uygulamada kandesartan sileksetil maddesi, dozu 32 mg’a kadar lineer
farmakokinetik gosterir.

Serumda birikme: Giinliik tek dozun tekrarlanmasiyla kandesartan ve kandesartanin

inaktif metaboliti (karacigerde ilk gecis etkisiyle olusan) serumda birikmez.

Maksimum kan konsantrasyonuna (Cmax) ulasma siiresi (Tmax): Oral yolla

uygulamadan sonra Cnax’a 3 ila 4 saat arasinda ulasir.

Besinlerden etkilenme: Yiiksek oranda yag igeren besinler kandesartan sileksetil

maddesinin biyoyararlanimin1 etkilemez. Kandesartanin serum konsantrasyonu-
zaman egrisi altindaki alan (AUC), gida alimindan belirgin olarak etkilenmez.

Dagilma ve plazma proteinlerine baglanma 6zelligi: Kandesartanin dagilma hacmi

(Vo) 0,13 L/kg ‘dir. Kandesartan plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir
(>%99) ve kirmizi kan hiicrelerine penetre olmaz. Yapilan deneylere gore
kandesartan kan-beyin bariyerini ¢ok az asabilir; ama plasenta bariyerini asar ve
fetlise dagilir.

Metabolizmasi ve uzaklastiriimasi: Kandesartan esas olarak idrar ve safra yoluyla

degismeden atilir, cok kiiclik bir kismi karacigerde metabolize edildikten sonra atilir.
Kandesartanin toplam plazma klerensi yaklasik 0,37 mL/dak/kg, renal klerensi ise
yaklasik 0,19 mlL/dak/kg'dir. Kandesartanin renal eliminasyonu, hem glomertiler
filtrasyon hem de aktif tiibiiler sekresyon ile gerceklesir. ct isaretli kandesartan
sileksetilin oral uygulanmasindan sonra idrarla dozun yaklasik % 26’s1 kandesartan
ve % 7’si inaktif metabolit olarak, feceste yaklasik % 56’s1 kandesartan ve % 10’u

inaktif metabolit olarak atilir.

1.6.5. Yan Etki Potansiyeli

Yan etkileri arasinda bas agrisi, list solunum yolu enfeksiyonu, agri, uyusukluk

sayilabilir. Dokiintii, kasinma, noropsikiyatrik bozukluklar, hiperglisemi, karaciger
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islev bozuklugu ve hiperkalemi seyrek olarak gozlenebilir. Yan etki ozellikleri
plasebo ile benzerdir. ATII reseptér antagonistlerine oranla sadece kandesartanin,
digoksin, warfarin, hidroklorotiyazid gibi etkin maddelerle 6nemli etkilesimi yoktur.
ADE (anjiyotensin doniistiiriicii enzim) inhibitorleri gibi gebelikte ve renal arter

stenozunda kullanimlar1 kontrendikedir (Kayaalp, 2005, Boliim 38).

1.6.6. Tanima ve Miktar Tayini Yontemleri

- Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi: Serumda kandesartan ve kandesartan

sileksetilin teshis konsantrasyonu 2 pg/L, iirede ise kandesartan sileksetilin teshis
konsantrasyonu 10 ug/L’dir (Mofftat, 2005, s:740).

- UV _Spektrofotometrik Yontem: Kandesartan sileksetilin maksimum pik verdigi
dalga boylart sulu asit ortamda 246-281 nm, etanol ortaminda 253 mm, sulu baz

ortaminda ise 251 nm olarak belirtilmistir (Mofftat, 2005, s:740).

- Kandesartan sileksetilin kare dalgali adsorblayici voltametrik tayini (Siisli ve ark.,
2009).

- Siv1_kromatografisi ve sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (Mehta ve ark.,
2009).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Brij 72 : Fluka (Isvigre)

Brij 76 : Fluka (Isvigre)

Brij 78 : Fluka (Isvicre)

Disetil fosfat : Sigma Aldrich (A.B.D.)

Etanol : Al Abbas Sugar Mills (Pakistan)

Hidroklorik asit (konsantre) : Riedel-de-Haen (Almanya)

Kalsiyum kloriir 2 hidrat : MERCK (A.B.D.)

Kandesartan sileksetil : Abdi Ibrahim ila¢ San.ve Tic. A.S.

Kandesartan sileksetil ticari preparati . Astra Zeneca (Atacand®)
seri no:LL1529

Kloroform : MERCK (A.B.D.)

Kolesterol : Sigma Aldrich (A.B.D.)

Metanol : Riedel-de-Haen (Almanya)

Propilen glikol : Aklar Kimya (Tiirkiye)

Sodyum klortir : Carlo Erba Reagent (Italya)

Sorbitol : MERCK (A.B.D.)

Span 20 : MERCK (A.B.D.)

Span 40 : Fluka (Isvigre)

Span 60 : Sigma Aldrich (A.B.D.)

Span 80 : Fluka (Isvicre)

Tween 20 : MERCK (A.B.D.)

Tween 80 : MERCK (A.B.D.)

2.1.2. Kullanilan Aletler

Cam malzeme : Isolab, Ildam (Tiirkiye)



Cam pipetler
Calkalayici su banyosu
Diyaliz membran
Diyaliz membran tucucu
DSC cihazi

Elek Takimi

Elek Analizi Cihazi
Elektrikli hassas terazi
Etiiv

Filtre tutucu

Filtreler

[statistiksel Analiz Programlar1

Liyofilizator

Manyetik Karistiric
Mikropipetler

Optik Mikroskop

Rotavapor

Ustten Kefeli Terazi

Parafilm

Partikiil biiyiikliigii analizi cihaz1
Partikiil biiyiikliigli analizi cithazi
pHmetre

Plastik enjektor

Termometre

Tygon boru

Ultrasantrifiij cihazi ve tiipleri
UV-Spektrofotometresi
Vakumlu etiiv

Vorteks cithaz

XRD cihazi
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: Rainin10-100,100-1000um (A.B.D.)
: Memmer WB14 (Almanya)

: Sigma Aldrich (A.B.D.)

: Spectrum Laboratories, Inc (A.B.D.)
: Q100-MET (A.B.D.)

: Priifsieb DIN (Almanya)

: Retsch RV (Almanya)

. Sartorius (Almanya)

: Heraeus T 5042 (Almanya)

: Sartorius (Almanya)

. Sartorius,Whatman (Alm.,A.B.D.)

: SPSS 11 for Windows (A.B.D.)

INSTAT 5.0. for Windows (A.B.D.)

: Christ Gamma 2-16 LSC (Almanya)
: Heidolph (Almanya)

: Precicolor HBG, Witeg (Almanya)

: Leica DM 4000B (A.B.D)

: BUCHI R200 (Almanya)

: Mettler P 203 (A.B.D.)

: Parafilm, Chicago (A.B.D.)

: Malvern Zetasizer NanoZS (ing.)

: Sympatec GmbH Helos (A.B.D.)

: Inolab WTW Series pH720 (Ispanya)
: Tibset inject (Tiirkiye)

: Isolab (Tiirkiye)

: Tygon R 3603 (A.B.D.)

: Beckman (A.B.D.)

: Shimadzu UV-1202 (Japonya)

: Selecta Vaciotem (italya)

: Heidolph D91126 (Almanya)

: Rigahu-Miniflex (A.B.D.)
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2.2. YONTEM

2.2.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada model etkin madde olarak kandesartan sileksetil kullanilmistir.

2.2.1.1. Etkin Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi ile Analizi

Etkin maddenin termal davranisini incelemek ve kristal formunu belirlemek igin
bilgisayar ve plotter donanimlt MET Q100 diferansiyel tarama kalorimetrisi cihazi
kullanilmistir. 5 mg miktarda hassas olarak tartilmis numune, aliiminyum kapsiil
icine konmus ve preslendikten sonra alete yerlestirilmistir. 0-300 °C sicaklik
araliginda, dakikada 10 °C artisla, 1,5 bar azot gaz1 altinda hazirlanan numunenin

termogrami alinmigtir.

2.2.1.2. Etkin Maddenin X-Isim Toz Difraktometrisi ile Analizi

Kandesartan sileksetil cam bir lamele yayildiktan sonra X-isin1 toz difraksiyon
spektrumlari, nikel filtreli CuKa radyasyonu (0,154 nm) ile 30 kV’ta ve 15 mA’de
2-40° ag1 aralifinda 20 difraksiyon agis1 ile elde edilmistir.

2.2.1.3. Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi ile Analizi

Kandesartan sileksetilin metanol i¢inde 25 mg / 50 mL konsantrasyonda stok
cozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti, metanol ile, pH 1,2 suni mide sivist ile,
%0,2 a/h Tween 80 iceren pH 1,2 suni mide sivisi ile, %0,2 a/h Tween 80 iceren pH
4,5 asetat tamponu ile, %0,2 a’/h Tween 80 igeren pH 6,8 suni barsak sivisi ile

seyreltilerek etkin maddenin bu ortamlarda UV spektrofotometresinde 200-400 nm
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arasinda spektrumlart alinmis ve maksimum absorbans gosterdikleri dalga boylar

(Amax) saptanmustir.

2.2.1.3.1. UV Spektrofotometrik Yontem Kullanilarak Etkin Maddenin

Kalibrasyon Dogrularinin Hazirlanmasi

Kandesartan sileksetilin standart dogru denklemlerinin belirlenmesinde metanol
icinde 25 mg / 50 mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden metanol ile, pH 1,2 suni
mide sivist ile, %0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 suni mide sivist ile, %0,2 a/h
Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponu ile, %0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 suni
barsak sivist ile uygun seyreltmeler yapilarak herbir ortam igin bir seri farkh
konsantrasyonda c¢ozelti elde edilmistir. Bu c¢ozeltilerin absorbans degerleri Amax
dalga boylarinda okunmustur. Her bir konsantrasyon (x) ve buna karsilik gelen
absorbans (y) degerleri kullanilarak dogru denklemleri hesaplanmistir. Dogru
denklemlerinin olusturulmasinda SPSS paket programi kullanilmistir. Coziinme hizi
tayininde ve etkin madde yiikleme etkinligi tayininde konsantrasyon hesaplar1 i¢in bu

dogru denklemlerinden yararlanilmistir.

2.2.1.3.2. Kalibrasyonda ve Coziinme Hiz1 Analizlerinde Kullanilan Ortamlar

pH 1,2 Enzimsiz suni mide s1vis1
% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 1,2 enzimsiz suni mide sivisi

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 4,5 asetat tamponu

M W np e

% 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 enzimsiz suni barsak sivisi

pH 1,2 Enzimsiz Suni Mide Sivis1 (USP 30-NF 25)

Hidroklorik asit, derigik ...............coooiiiiiiii, 7 mL
Sodyum KIOrlir. ........ooouii i 2g
Distile SU....ooviiiiii yM............ 1000 mL

Hazirlanisi:
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Sodyum kloriir derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinde ¢oziiliir ve distile su ile 1 L’ye

tamamlanir.

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 1,2 Enzimsiz Suni Mide Sivis1 (USP 30-NF 25)

Hidroklorik asit, derigik .............coooiiiiiiiiiiiiiii e, 7 mL
Sodyum KIOrlir. . .......ooiiii i 2g
TWeen 80.. ..o s 2g
Distile SU...uiiniiiiii yM............ 1000 mL
Hazirlanisi:

Sodyum kloriir derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinde ¢oziiliir; Tween 80 eklenir ve

distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 4,5 Asetat tamponu (USP 30-NF 25)

Sodyum asetat (NaC,H302.3H20). ..., 2,99 ¢
Asetik asit (2N CH3COOH).........ccovviiiiiiiiiiiieene, 14 mL
TWeen 80. .. .ot s 2g
Distile SU....covviiiii y.m.............1000 mL
Hazirlanisi:

Sodyum asetat ve asetik asit konulur, lizerine Tween 80 eklenir ve distile su ile 1

L’ye tamamlanur.

% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 6,8 Enzimsiz Suni Barsak Sivis1 (USP 30-NF 25)

I. Monobazik potasyum fosfat (KH,PQO,) ¢ozeltisi............ 250 mL
IT 0,2 N Sodyum hidroksit(NaOH) ¢ozeltisi.................... 77 mL
TWeen 80. .. .o s 2g
Distile SU....cvviniiiii y.m... 1000 mL

I. 6,8 g monobazik potasyum fosfat 250 mL distile suda ¢oziiliir.
II. 8g sodyum hidroksit 1000 mL distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanist:
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250 mL 1. ¢ozelti iizerine 77 mL II. ¢ozelti eklenir ve 2g Tween 80 eklenir. 0,2 N
hidroklorik asit veya 0,2 N sodyum hidroksit ile pH 6,8 + 1’e ayarlanir; ve distile su

ile 1 L’ye tamamlanur.

2.2.1.3.3. Ortamlardaki Kalibrasyon Dogrularimin istatistiksel Verileri ve
Analitik Validasyonu

USP 30-NF25’e gore parametreler belirlenerek analitik validasyon yapilmistir.

2.2.1.3.3.1. Dogruluk ve Geri Elde

Bunun i¢in herbir ortamda 3 farkli konsantrasyonda numune ¢ozeltileri hazirlanmis
ve 6 kez Ol¢iim yapilmistir. Standart dogru denklemlerinden hesaplanan
konsantrasyon degerlerinden hareketle % geri elde degerleri bulunmustur. Sonuglar
% geri elde degerlerinin ortalamasi, standart sapmast (SS) ve % bagil standart

sapmasi (BSS) seklinde verilmistir.

2.2.1.3.3.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, nomal test kosullarinda testin tekrarlanabilirliginin ve
tekrar elde edilebilirliginin bir olgiistidiir. Tekrarlanabilirlik iki ayr1 giinde kisa bir
zaman siireci i¢inde, ayni analist tarafindan ve ayni cihazlar kullanilarak tayin
edilmistir. Herbir ortam i¢in hazirlanan numunelerde 6’sar kez okuma yapilmistir ve
okunan degerle karsilik gelen konsantrasyonlar hesaplanmistir. Tekrar elde
edilebilirlik ise ayni analitik yontemin farkli analist ve ayni cihazlar kullanilarak
uygulanmas1 ile tayin edilmistir. Ayn1 stoktan farkli kisiler tarafindan

spektrofotometrede absorbanslari 6’sar kez okunan numunelerin okunan degerlere
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karsililk  gelen  konsantrasyonlar1 ~ hesaplanmistir.  Sonuglar  hesaplanan

konsantrasyonlarin ortalamasi, SS ve % BSS seklinde verilmistir.

2.2.1.3.3.3. Teshis ve Tayin Sinirlari

Teshis ve tayin simrlari, diisiik konsantrasyona sahip bir seri Ornegin analiz
edilmesiyle belirlenmistir. Herbir ortam icin ii¢ paralel kalibrasyonun en diisiik
degerindeki absorbanslarindan standart sapma degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin
ortalamasi, se¢ilen kalibrasyon dogrusunun egimine boliinmiistiir. Bu deger 3,3 ile

carpilarak teshis sinir1 (LOD), 10 ile ¢arpilarak da tayin sinir1 (LOQ) belirlenmistir.

2.2.2. Formiilasyon Calismalari

2.2.2.1. Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalari

Oncelikle etkin madde olmadan bos proniozomlarin olusup olusmadig1 denenmistir.
Bu formiilasyon ¢aligmalarinda {iretim yontemi, organik ¢oziicii olarak kullanilacak
kloroformun miktari, tasiyict madde olan sorbitoliin formiilasyondaki miktar1 ve
diger maddelere olan orani ile kullanilan sorbitoliin partikiil biiylikliigliniin niozom

olusumuna etkisi degerlendirilmistir.

2.2.2.1.1. Proniozom Uretimi Esnasinda Kullanilacak Olan Yéntemin Secimi

Kuru graniiler formdaki proniozomlar sprey yontemi ve bulamag¢ yontemi olmak
tizere iki ayr1 yontemle iiretilebilmektedirler. Formiilasyon caligmalarinda 6ncelikle
etkin madde icermeyen formiiller iki ayr1 yontemle olusturulmaya ¢aligilmistir. Sonra
elde edilen bulgulara goére hangi yoOntemin uygun yontem olarak segilmesi

gerektigine karar verilmistir.
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Sprey Yontemi: 1g tastyict materyal olan sorbitol tozu yuvarlak dipli cam balona

konulmustur. 12 mL kloroform iginde noniyonik yiizey etkin maddenin, kolesteroliin
ve yuk verici madde olan disetil fosfatin stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti
hazirlanirken 59,13 mg Span 60, 53,08 mg kolesterol ve 7,79 mg disetil fosfat
tartilmistir ve bu maddeler uygun bir renkli cam siseye konulmustur; maddelerin
tizerlerine 12 mL kloroform eklenmistir. Cam sigenin igine magnet atilmistir ve
kapagi kapatildiktan sonra sisenin kapak kismi1 parafilm ile sarilmistir. Sisenin i¢inde
berrak olan ve homojen goriiniimlii bir ¢dzelti olana dek sivi magnetik karistiricida
karigtirilmistir. Sise ig¢indeki ¢ozeltinin 10 mL’si spreyleme yapilacak olan kabin
icine konulmustur. Tasiyici maddeyi igeren yuvarlak dipli cam balon rotavapora
baglanmistir ve rotavapordaki suyun sicakhigi 65-70 °C’ye ayarlanmustir. Organik
¢oziiciilii ¢ozeltinin bir kismi yuvarlak dipli cam balonun i¢indeki tasiyict maddenin
yiizeyine piskiirtiilmiistiir; ama bu piiskiirtme islemi porsiyonlar halinde yapilmaistir,
clinkii tagiyict madde tamamen islanmamalidir. Bu piliskiirtme isleminden sonra
yuvarlak dipli cam balon rotavapora baglanmistir ve tasiyict maddenin yiizeyi kuru
olana dek rotavapor 60 rpm donii hizinda ¢alistirilmigtir. Bu porsiyonlar halindeki
piskiirtme islemine organik ¢oziiclideki karisim c¢ozeltisinin tamami bitene dek
devam edilmistir. En son rotavapora bagli olan yuvarlak dipli cam balonun iginde
tamamen kuru goriinimli toz elde edilmistir. Fakat en son olarak yuvarlak dipli cam
balonun iistii parafilmle kaplanmistir ve parafilmin iizeri yer yer delinerek cam balon
bir gece boyunca vakumlu etiivde bekletilmistir, Elde edilen kuru toz halindeki
proniozom preparati, i¢inde desikan olarak kalsiyum kloriir dihidrat ve silikajel
bulunan bir desikator iginde muhafaza edilmistir (K1 formiilasyonu, Cizelge 2.1.,
Sekil 2.1.).

Bulamag¢ Yontemi: Bu yontemde tasiyici materyal olan sorbitol, 1-3 g arasi

miktarlarda olmak tlizere yuvarlak dipli cam balona konulmustur. 12 mL kloroform
icinde noniyonik yiizey etkin maddenin, kolesteroliin ve yiik verici madde olan
disetil fosfatin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢6zelti hazirlanirken 59,13 mg Span
60, 53,08 mg kolesterol ve 7,79 mg disetil fosfat tartilmistir ve bu maddeler uygun
bir renkli cam siseye konulmustur; maddelerin lizerlerine 12 mL kloroform

eklenmistir. Cam sisenin i¢ine magnet atilmistir ve kapagi kapatildiktan sonra sisenin
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kapak kismi parafilm ile sarilmistir. Sisenin iginde berrak olan ve homojen
goriinimlii bir ¢ozelti olana dek sivi magnetik karistiricida karistirtlmistir. Sise
icindeki cozeltinin farkli miktarlar1 (5 mL ve 10 mL), i¢inde sorbitol bulunan
yuvarlak dipli cam balona dogrudan konulmustur. Yuvarlak dipli cam balon
rotavapora baglanmistir ve rotavapordaki suyun sicakligi 45-50°C’ye ayarlanmustir.
Yuvarlak dipli cam balonun i¢inde tamamen kuru goriiniimlii toz elde edilene dek
rotavapor 60 rpm donii hizinda ¢alistirilmistir. Cam balonun i¢inde kuru goriinimlii
toz elde edilmistir; fakat en son olarak yuvarlak dipli cam balonun iistii parafilmle
kaplanmistir ve parafilmin iizeri yer yer delinerek cam balon bir gece boyunca
vakumlu etiivde bekletilmistir. Elde edilen kuru toz halindeki proniozom preparati,
icinde desikan olarak kalsiyumkloriir dihidrat ve silikajel bulunan bir desikator

icinde muhafaza edilmistir (K1-K5 formiilasyonlari, Cizelge 2.1, sekil 2.2.).

SPREY
YONTEMI

Sirfaktan (+ etkin madde)
gozeltisi

PRONIOZOM

Sekil 2.1. Sprey yontemi ile proniozom eldesi.
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BULAMAG YONTEMI

Siirfaktan (+ etkin madde)
gozeltisi

PRONIOZOM

Sekil 2.2. Bulamag yontemi ile proniozom eldesi.

2.2.2.1.2. Sorbitol’iin Partikiil Biiyiikliigiiniin Tayin Edilmesi

Proniozom yapisinda tasiyict madde olarak bulunan sorbitol tozunun partikiilleri ¢ok
heterojen bir dagilima sahip oldugu i¢in sorbitol partikiilleri elenmistir. Bunun i¢in
1,25mm, 1mm, 0,75mm, 0,50mm, 0,25mm, 0,125mm c¢apl elekler titresimli elek

analizi cihazina yerlestirilmistir ve 100 g sorbitol tozunun elek analizi yapilmistir.

2.2.2.1.3. Farkh Partikiil Biiyiikliigiinde Sorbitol ile Hazirlanan Formiilasyonlar

Bulamag yontemi ile Cizelge 2.2.’de verilen partikiil biiytikliigii araligina sahip olan
sorbitoller kullanilarak gesitli formiilasyonlar gelistirilmistir (K1-KS5).
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2.2.2.1.4. Proniozomdan Niozom Elde Edilmesinde Sicakligin ve Vorteks

Isleminin Etkisinin Degerlendirilmesi

Oda sicakliginda ve 37°C viicut sicakliginda K4 kodlu formiilasyonlarla hazirlanan
proniozomlardan niozomlarin elde edilebilirligi arastirilmistir. 0,1°er gram
proniozomal toz 1 ml oda sicakhigindaki ve 1 ml 37 °C’deki su ile hidrate edilmis ve
2 dakika siire ile vorteks islemine tabi tutulmustur. Elde edilen dispersiyonlar optik
mikroskopta incelenmistir ve dispersiyonlarin partikiil biiyiikliikleri dinamik 1s1k
sacilimi yontemiyle bulunmustur. Ayrica proniozomlarin hidratasyonundan sonra
herhangi bir vorteks islemi uygulanmadiginda da niozomal vezikiillerin olusup

olugmadigi incelenmistir.



Cizelge 2.1. Gelistirilen etkin maddesiz formiilasyonlar.

(Kisim cinsinden oran)

K1 K2 K3 K4 K5
mg M* mL mg M mL mg M mL mg M mL mg M mL
Span 60 49,28 | 0,0114 - 49,28 | 0,0228 --- 49,28 | 0,0114 --- 49,28 | 0,0114 49,28 | 0,0114 | ---
Kolesterol | 44,23 | 0,0114 --- 44,23 | 0,0228 --- 4423 | 0,0114 --- 4423 | 0,0114 4423 | 0,0114 | ---
DCP 6,490 | 0,0012 6,490 | 0,0024 6,490 | 0,0012 6,490 | 0,0012 6,490 | 0,0012 | ---
Sorbitol 1000 | 0,5488 1000 | 1,098 1000 | 0,5488 2000 | 1,098 3000 | 1,646 | ---
Kloroform --- 10 --- --- 5 --- --- 10 --- 10 10
*: Molar konsantrasyon
K1 K2 K3 K4 K5
Span 60 : Kolesterol : DCP 475:475:5 475:475:5 475:475:5 475:475:5 475:475:5
(Molar oran)
Siirfaktan karisimi : Sorbitol 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10

09



Cizelge 2.2. Etkin maddesiz formiilasyonlarda kullanilan farkli sorbitol partikiil biiytikligi

araliklari.
Kullamlan Sorbitoliin Partikiil Biiyiikliigii Arahiklar: (mm)
K1 K2 K3-Biiyiik K3-Orta K3-Kiic¢iik K4 K5
Partikiillii Partikiillii Partikiillii
0,25-0,50 | 0,25-0,50 0,75-1 0,25-0,50 0-0,125 0,25-0,50 | 0,25-0,50

2.2.2.2. Kandesartan Sileksetil iceren Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

61

Cizelge 2.3.’te verilen formiilasyonlar boliim 2.2.2.1.1.°de belirtildigi sekilde ve

bulama¢ yoOntemi ile hazirlanmistir. Kandesartan sileksetil, kloroform iginde

hazirlanan organik faza ilave edilmistir (Sekil 2.2.). Tim formiillerde stirfaktanlar

0,0114M ve etkin madde 0,0114M olarak ayarlanmistir. Formiillerdeki siirfaktan :
kolesterol : DCP oram1 47,5 : 47,5 : 5’tir (Cizelge 2.3.).



Cizelge 2.3. Gelistirilen formiilasyonlar.

Kandesartan | Kolesterol | Sorbitol | DCP | Span80 [ Span60 | Span 40 Span 20 | Brij 72 Brij 76 Brij 78 | Tween 80 | Tween 20

(mg) (mg) (mg) | (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
F1 69,61 44,23 2000 | 6,490 48,86
F2 69,61 44,23 2000 | 6,490 49,28
F3 69,61 44,23 2000 | 6,490 45,89
F4 69,61 44,23 2000 | 6,490 39,49
F5 69,61 44,23 2000 | 6,490 40,75
F6 69,61 44,23 2000 | 6,490 81,00
F7 69,61 44,23 2000 | 6,490 131,3
F8 69,61 44,23 2000 | 6,490 1493
F9 69,61 44,23 2000 | 6,490 140,0

29



Kullanilan stuirfaktanlarin acik formiilleri ve HLB (hidrofilik lipofilik balans)

degerleri asagida verilmektedir.

F1-Span 80: Sorbitan monooleat HLB: 4,3
o]
o] S
HO J%,OJ C24H440¢
HQO OH
F2-Span 60: Sorbitan monostearat HLB: 4,7

HO o
0 0
OH
F3-Span 40: Sorbitan monopalmitat HLB: 6,7

HO
0OH
0 o]
0OH

F4-Span 20: Sorbitan monolaurat HLB: 8,6

HO OH
8] o
OH

F5-Brij 72: Polioksietilen (2) stearil eter HLB: 4,9

O
Hofi;\/ }CH2(CH2)16CH3 - C18H37(OCH2CH2)20H
n
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F6-Brij 76: Polioksietilen (10) stearil eter

O .
Ho{'\/ 1‘<:|42(<:|42)1,C,~<:H3 n:10
n

F7-Brij 78: Polioksietilen (20) stearil eter
@
HO'{\/ 1‘@42(@ Ho)16CH3
n

F8-Tween 80: Polioksietilen sorbitan monooleat

n:

a+b+c+d =20

F9-Tween 20: Polioksietiken sorbitanmonolaurat

HO‘L/\O] ,\},OH n=a+h+c+d
a L0
h
0 O/\']EO\H/\/\/\O
2

HLB: 12,4

C1gH37(OCH2CH2)100

HLB: 15,3

C1sH37(OCH2CH3)200

20

HLB: 15

C24H4406(C2H40)5

HLB: 16,7

C18H3406 (C2H40),

64
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2.2.3. Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontroller

a) Partikiil Biiyiikliigii Analizi

Uretilen proniozomlardan 0,1’er gram tartilmistir ve 1’er ml 80 °C’deki distile su ile
hidrate edilip 2’ser dakika vorteks islemine tabi tutulmustur. Olusan niozomal
vezikiillerin partikiil blyiikligi lazer 15181 kirinimi yontemi ile  Slglilmiistiir.
Olgiimler sonucu elde edilen verilerden yararlanilarak polidispersite indeksleri de

Boliim 1.3.2.5.2.°de anlatilan Esitlik 1.3.”e gore hesaplanmustir.

b) Optik Mikroskop Analizi

Uretilen proniozomal tozlardan lamlara konulmustur ve iizerlerine damla damla
distile su ilave edilmistir. Daha sonra lam iizerine yayma iglemi uygulanmistir ve lam
tizerine lamel konulup farkli biiyiikliikteki objektiflerle optik mikroskop analizi

gerceklestirilmistir.

2.2.4. Kandesartan Sileksetil iceren Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan

Kontroller

2.2.4.1. Formiilasyonlarda Uriin Verimi

Formiilasyonda yer alan toplam kati miktarindan ve final iiriin olarak elde edilen

proniozomal tozdan hareketle % {irtin verimi hesaplanmstir. (Esitlik 2.1.)

% Uriin Verimi = (A / B) x 100 (Esitlik 2.1.)
A: Elde edilen kiitlenin miktar1 (mg)

B: Formiilasyondaki toplam kat1 miktar1 (mg)
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2.2.4.2. Formiilasyonlarda Etkin Madde Yiikleme Etkinliginin Hesaplanmasi

Tiim formiilasyonlardan elde edilen 1’er g proniozomal toz, 10 mL’ye 80 °C’deki
distile su ile tamamlanip hidrate edilmistir ve 2 dakika vorteks islemi uygulanmistir.
Sonra elde edilen niozomal dispersiyonlara ultrasantrifiij islemi uygulanmistir.
Ultrasantrifiij islemi 45.000 rpm’de 4 °C’de 1 saat siireyle gergeklestirilmistir.
Ultrasantrifiij islemi sonrasinda, santrifiij tiiplinde iistteki bulanik siipernatan kisim
niozomal vezikiillerin i¢ine yliklenemeyen serbest etkin maddeyi icermektedir; alt
kisimdaki presipitat kismi ise etkin madde yiiklenmis olan niozomal vezikiilleri

icermektedir.

Stipernatan kismindan analiz i¢in silipernatanlardan iicer ayr1 deney tiipline liger
paralel yapmak icin 1’er mL alinmistir ve iizerlerine berraklasana kadar metanol
eklenmistir. Formiilasyonlardan elde edilen siipernatanlarin berraklagmasi igin
eklenen metanol miktarlar1 kaydedilmistir. Sonra elde edilen bu berrak ¢ozeltilerin
verdigi absorbans degerleri etkin maddenin metanol ortaminda maksimum pik
verdigi dalga boyunda UV-spektrofotometresi kullanilarak okunmustur. Bulunan
absorbans degerlerinden, etkin maddenin metanol ortamindaki kalibrasyon
dogrusunun denklemi kullanilarak konsantrasyonlar hesaplanmistir. Sonuglar, yiizde

etkin madde yiikleme etkinligi (% EE) seklinde verilmistir (Bkz. Esitlik 1.2.).

2.24.3. Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik

Mikroskop ile Incelenmesi

Elde edilen niozomal dispersiyonlardan mikropipet yardimiyla damla damla lam
tizerine damlatilmigtir ve birka¢ damla distile su ile lam iizerinde seyreltme ve lam
tizerinde yayma islemi yapilmistir. Sonra iizerlerine lamel kapatilmistir ve cesitli
biiylitme dercelerinde elde edilen niozomal vezikiillerin optik mikroskop goriintiileri

incelenmistir.
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2.2.4.4. Proniozomlardan Etkin Madde Saliminin incelenmesi i¢in Céziinme

Hiz1 Test Yonteminin Belirlenmesi

Proniozomlardan etkin madde c¢ikisinin incelenmesi i¢in farkli ¢Oziinme hizi
yontemleri, farkli ¢oziinme kosullar1 ve farkli ortamlar denenmistir. Bu denemelerde
incelenen formiil, F2 kodlu formiildiir. Yapilan ¢oziinme hizi ¢aligmalar1 asagida

verilmektedir (n=3).

Diyaliz yontemi:

A- Dogrudan proniozomlarin kullanildigi deney

Kandesartan sileksetilin dozu 8 mg olarak secilmistir ve formiilasyonlarin etkin
madde yiikleme etkinlikleri de dikkate alinarak pronizomal tozlardan 8 mg etkin
madde icerek sekilde proniozomal toz tartilmistir. Diyaliz keseleri 1 gece dnceden
distile su ile muamele edilmistir. Ertesi giin diyaliz keseleri sivri u¢lu bir materyal
yardimiyla agilmistir ve iclerine dnce ¢éziinme ortami olan pH 1,2 HCI ¢dzetisinden
2 mL konulmustur; sonra 8 mg etkin maddeyi i¢eren proniozomal toz konulmustur
ve lizerine tekrar 2 mL ¢oziinme ortami eklenmistir. Diyaliz keselerinin uglar1 uygun
materyallerle sikica kapatilmistir. Proniozom tozunu igeren diyaliz keseleri 400 mL
¢Oziinme ortami igeren beherlerin icine atilmistir, ve bu beherler c¢alkalayici su

banyosunun haznelerine yerlestirilmistir.

“Deneyin Devami1” : Bir behere de sadece ortam sivis1 konulmustur ve bu beher de
calkalayict su banyosunun haznelerinden birine yerlestirilmistir. Calkalayic1 su
banyosundaki suyun sicakligt 37 °C’ye ayarlanmistir ve dakikada 60 kez
calkalayacak sekilde cihaz 6. hiz kademesinde c¢alistirllmistir. Belirli zaman
araliklarinda 3’er mL numune 0,45 pm’lik filtrelerle siiziilerek ortamdan alinmistir
ve ¢Oziinme ortamina ayni anda 3 mL taze ¢O6ziinme ortami eklenmistir. Alinan
numunelerin verdigi absorbans degerleri, etkin maddenin kullanilan ¢6ziinme
ortaminda maksimum pik verdigi dalga boyunda UV-spektrofotometresi kullanilarak
Olciilmiistiir. Bulunan absorbans degerlerinden, etkin maddenin kullanilan ¢éziinme

ortamindaki kalibrasyon denklemlerinden yararlanilarak konsantrasyon degerleri
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hesaplanmistir. Her zaman diliminde agiga ¢ikan etkin madde miktarlari,
formiilasyonda bulunan total etkin madde miktarina oranlanarak agiga ¢ikan % etkin

madde miktar1 belirlenmistir.

B- Niozomal dispersiyonun kullanildig1 deney

3 adet diyaliz kesesinin i¢ine konulmak iizere 8’er mg etkin madde igeren F2 kodlu
proniozomal tozlar1 4’er mL 80 °C’deki distile su ile hidrate edilmistir ve niozomal
dispersiyonlar elde edilmistir. Elde edilen bu niozomal dispersiyonlar diyaliz
keselerinin i¢ine konulmustir. Diyaliz keselerinin agizlar1 kapatilmistir ve diyaliz
keseleri ¢alkalayict su banyosunda bulunan ve 400’er mL pH 1,2 HCI tamponu
iceren beherlerin igine atilmistir ve bu beherler c¢alkalayici su banyosunun
haznelerine yerlestirilmistir. Deneyin devami A sekmesindeki “Deneyin Devami”

kisminda anlatilan sekilde yapilmistir.

C- Coziinme ortami olarak % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 HCI ¢ozetisinin
kullanildig: deney

A sekmesinde yapilan deneyim aynist % 0,2 a’h Tween 80 iceren pH 1,2 ortaminda
gerceklestirilmistir.

D- Saf etkin maddenin, etkin madde-sorbitol karisiminin ve etkin maddenin metanol

icindeki ¢ozeltisinin kullanildig1 deneyler

D-1: Bir adet diyaliz kesesinin i¢ine 6nce 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF
konulmustur, sonra 8 mg saf etkin madde konulmustur, sonra da 2 mL % 0,2 a/h
Tween 80 iceren SGF daha konulmustur. Baska bir diyaliz kesesine ise 2 mL % 0,2
a/h Tween 80 iceren SGF konulmustur, sonra 8 mg saf etkin madde ve 92 mg
sorbitol igeren 100 mg toz konulmustur, sonra da 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren
SGF daha konulmustur. Diyaliz keselerinin agizlar1 kapatilmistir ve diyaliz keseleri
calkalayict su banyosunda bulunan ve iglerinde 400’er mL % 0,2 a/h Tween 80

iceren SGF bulunan beherlerin icine atilmistir ve bu beherler calkalayicit su
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banyosunun haznelerine yerlestirilmistir. Deneyin devami A sekmesindeki “Deneyin

Devami1” kisminda anlatilan sekilde yapilmstir.

D-2 : Bir adet diyaliz kesesinin i¢ine 6nce 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF
konulmustur, sonra 1 mg saf etkin madde iceren 0,1 mL metanoldeki etkin madde
¢oOzeltisi  konulmustur, sonra da 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF daha
konulmustur. Bagka bir diyaliz kesesine ise 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF
konulmustur, sonra 10 mg saf etkin madde ve 90 mg sorbitol iceren 100 mg toz
konulmustur ve bu islemin ardindan da 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 igeren SGF daha
konulmustur. Diyaliz keselerinin agizlar1 kapatilmistir ve diyaliz keseleri ¢alkalayici
su banyosunda bulunan ve ig¢lerinde 400’er mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF
bulunan beherlerin i¢ine atilmistir ve bu beherler calkalayici su banyosunun
haznelerine yerlestirilmistir. Deneyin devami A sekmesindeki “Deneyin Devami”

kisminda anlatilan sekilde yapilmistir.

E- Proniozom i¢indeki etkin madde dozunun azaltilmasiyla gerceklestirilen deney

3 adet diyaliz kesesinin her birinin i¢ine once 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF
(suni mide sivist pH 1,2) konulmustur; sonra 1 mg etkin madde igeren F2 kodlu
proniozomal toz konulmustur; sonra 2 mL % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF daha
konulmustur. Diyaliz keselerinin agizlar1 kapatilmistir ve diyaliz keseleri ¢alkalayici
su banyosunda bulunan ve iclerinde 400’er mL % 0,2 a/h Tween 80 igeren SGF
bulunan beherlerin i¢ine atilmistir ve bu beherler c¢alkalayic1 su banyosunun
haznelerine yerlestirilmistir. Deneyin devami A sekmesindeki “Deneyin Devami”

kisminda anlatilan sekilde yapilmistir.

F- Ultrasantrifiij sonras1 elde edilen presipitatlarin ve proniozomal tozlarin
kullanildig1, ¢oziinme ortaminin miktarinin  diisiiriildiigli, etkin madde dozunun

diistiriildiigli ve ¢oziinme ortamina sorbitoliin eklendigi deneyler

F-1 : Bu deneylerde F4 ve F8 ve F9 kodlu formiilasyonlardan elde edilen 1’er gram
proniozomal tozlarin ultrasantrifiij islemine tabi tutulmalari ile elde edilen presipitat

kisimlar1 kullanilmistir. Presipitat kisminda niozomlar ic¢ine yiiklenemeyen serbest
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etkin madde ve suda ¢Oziinen tasiyict materyal olan sorbitol bulunmamaktadir;
sadece niozomal toz yapisi (silirfaktan, kolesterol, DCP) ve niozomal toz igine
yiiklenen etkin madde bulunmaktadir. Diyaliz keseleriyle eskiden yapilan deneylerin
aksine; bu calismada ¢6ziinme ortaminin miktar1 400 mL’den 100 ve 50 mL’ye
disiirilmistiir. Ayrica bu calismada ¢oziinme hizi analizlerinde ortama konulan
etkin madde dozu 8mg’dan 2mg’a disliriilmiistiir. Ayrica bu calismada bazi
numunelerde diyaliz kesesinin i¢ine konulan ¢6ziinme ortaminin miktari da 4mL’den
1 mL’ye diistirilmiistiir. Coziinme ortami olarak % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren SGF’nin
kullanildig1 deneylerin devami A sekmesindeki “Deneyin Devami” kisminda

anlatilan sekilde yapilmistir.

F-2 : Bu deneylerde F8 ve F9 kodlu formiilasyonlardan elde edilen 1’er gram
proniozomlarin ultrasantrifiij islemine tabi tutulmalari ile elde edilen presipitat
kisimlar1 kullanilmistir. Bu calismada ¢6ziinme ortaminin miktar1 400 mL’den 100
mL’ye disiiriilmiistiir. Ayrica bu g¢alismada ¢dziinme hizi analizlerinde ortama
konulan etkin madde dozu 8mg’dan 4mg’a disiriilmiistiir. Ayrica bu calismada
diyaliz kesesinin i¢ine konulan ¢6ziinme ortaminin miktar1 da 4mL’den 2 mL’ye
diistiriilmiistiir. Deneyin diger kisminda ise, F2 ve F6 kodlu formiillerden elde edilen
proniozomal tozlar diyaliz keselerinin igerisine konulmustur ve diger tim ¢éziinme
hiz1 deneylerinden farkli olarak dis ortama diyaliz kesesi i¢inde bulunan miktar kadar
sorbitol eklenmistir. Coziinme ortami olarak % 0,2 a/lh Tween 80 iceren SGF’nin
kullanildig1 deneylerin devami A sekmesindeki “Deneyin Devami” kisminda

anlatilan sekilde yapilmstir.

Beher yontemi:

A-% 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 1,2 ortaminda gergeklestirilen deney

Bir adet beherin i¢ine 8 mg etkin madde iceren F2 kodlu proniozomal tozu
konulmustur; tizerine de dogrudan 400 mL % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 1,2 HCI

¢ozeltisi konulmustur (Diyaliz kesesi kullanilmamistir.). Bu beher c¢alkalayici su
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banyosuna yerlestirilmistir. Deneyin devami “Diyaliz Yontemi’nin” A sekmesindeki

“Deneyin Devami” kisminda anlatilan sekilde yapilmistir.

B- pH 1,2 ortaminda gergeklestirilen deney

A sekmesinde yapilan deneyin aynisi pH 1,2 ortaminda gergeklestirilmistir.

2.2.4.5. Farkh Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde

Saliminin incelenmesi

Bolim 2.2.4.4.°te anlatilan beher yontemi kullanilarak 400’er mL % 0,2 a/h Tween
80 igeren pH 1,2 ortamlarinda F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9 kodlu
formiilasyonlardan {iretilen ve 8’er mg etkin madde igerecek sekilde tartilan
proniozomal tozlardan etkin madde salimi incelenmistir. Ayrica 8 mg kandesartan

sileksetil igren ticari preparattan da etkin madde ¢ikisi ayn1 ortamda incelenmistir.

2.2.5. Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan Incelemeler

Yapilan deneyler sonucu segilen formiilasyon:
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& ( 10 mL kloroform icinde )
Rotavapor donii hizi: 60 rpm

mg Molar Sicaklik: 45 +2°C
Kandesartan : 69 .61 00114
Span 60 : 4028 00114
1z [ Span 60 : Kolestersl - DCF ]
1k Kolesterol : 423 00114 475 - 475 5
DCP: 6.450 0,0012
20k —— Sorhitol : 2000 (2g) 1,0076
(0,25-0,50mm)

2.2.5.1. Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil
Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin

Olciilmesi

Gelistirilen etkin maddeli formiillerden segilen final formiilde ise iiretilen niozomal
vezikiiller 0,8 pm’lik filtreden gegirilmistir ve niozomal vezikiillerin partikiil
biiyilikliigli, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi indeksi dinamik 1s1k sacilimi
(DLS) yontemi ile tayin edilmistir (Malvern Zetasizer Nano ZS). Olgiim i¢in 0,1 g
proniozomal toz, 1 mL 80 °C’deki distile su ile hidrate edilir ve 2 dakika vorteks
islemine tabi tutulur.. Plastik ve contali olan bir enjektore oda sicakligindaki distile
sudan 4 mL konulur ve iizerine elde edilen niozomal dispersiyondan mikropipet ile
50 pL konulur. Cihazin kiivetlerine yeterli seviyeye kadar elde edilen bu karisimdan
konulur. Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyeli Olgmek icin farkli kiivetler

kullanilmaktadir.
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2 dakika vortexlenir.

NiozoM
Dispersiyonu
PN

Kolesterol,
Siirfaktan,
Yiik verici madde

PRONIOZOM
{Kuru toz)

TASIYICI

0.1 g proniozomal
toz tartilir.

50 pL niozomal
dispersiyondan almur;
fizerme 4 mL distile su
eklenir. (S.F.=81)

. Partikiil Zeta potansiyeli
]\L-\L}'ER.\ & bityiikliigii tayim tayin kitveti
cthaz Kiiveti

Sekil 2.3. Niozomal vezikiillerin partikiil biiyiikliigiiniin, polidispersite indeksinin ve zeta
potansiyelinin 6l¢iimiinde izlenen yol ve 6l¢iim cihazi.

2.2.5.2. Sorbitol Partikiil Biiyiikliigiiniin Etkin Madde Salimina Etkisi

Elek analizi sonucunda elde edilen sorbitol fraksiyonlarindan ¢esitli partikiil
biiyiikliigii araligindaki sorbitoller (0,125-0,25 mm; 0,25-0,50 mm; 0,50-0,75 mm)
kullanilarak Boliim 2.2.1.1.°de anlatilan bulama¢ yontemi kullanilarak F2 kodlu
formiilasyondan olusturulan 8’er mg etkin madde igeren proniozomal tozlarin % 0,2
a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda ¢6ziinme hizi analizleri Bolim 2.2.4.4.’te
anlatilan beher yontemine gore yapilmistir ve sorbitol partikiil biiylikliigiiniin etkin

madde salimi iizerine etkisi incelenmistir.

2.25.3. Etkin Madde Salimmmn Farkhh pH Degerlerindeki Ortamlarda

Incelenmesi

Secilen F2 kodlu formiilasyondan elde edilen 8’er mg etkin madde igeren

proniozomal tozlarin ve ticari preparatin % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 1,2, pH 4,5
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ve pH 6,8 ortamlarinda ¢éziinme hizi analizleri Boliim 2.2.4.4.te anlatilan beher
yontemine gore yapilmistir. Anlatilan beher yonteminden farkli olarak zaman
birimlerinde 5’er mL numune alinmistir ve ¢oziinme ortami 5’er mL taze ortam sivisi
ile tamamlanmistir. Alinan numuneler 45.000 rpm’de 4 °C ‘de 1 saat siireyle
ultrasantrifiij islemine tabi tutulmustur. Ultrasantrifiif sonras: santrifiij tiiplerinin {ist
kismindaki, alt kismina gére daha berragimsi olan sividan UV spektrofotometrik

analiz gergeklestirilmistir.

2.2.5.4. Etkin Madde Salim Kinetiklerinin incelenmesi

Segilen formiilde % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 , pH 4,5 ve pH 6,8
ortamlarinda yapilan ¢dziinme hizi deneylerinden elde edilen veriler yardimiyla
cesitli ¢oziinme hizi kinetiklerindeki (0. derce kinetik, 1. derece kinetik, Hixson
Crowell modeli, Weibull modeli ve Higuchi modeli) parametreler, determinasyon
katsayilari (r%) ve artik kareler ortalamalart (RMS) lineer regresyon yardimiyla

hesaplanmuistir.

a) 0. derece kinetik (Costa ve Lobo, 2001)

t= Qo+ kot
Q:: t zamaninda agi18a ¢ikan etkin madde miktar
Qo : Cozeltide baslangigtaki etkin madde miktari
Ko : 0. derece hiz sabiti (% / dak)

t : zaman (dakika)
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b) 1. derece Kinetik (Costa ve Lobo, 2001)

INQt= InQg+Inkyt
Q:: t zamaninda aci18a ¢ikan etkin madde miktari
Qo : Cozeltide baslangigtaki etkin madde miktar
ki : 1. derece hiz sabiti (dak™)

t : zaman (dakika)

c)_Hixon Crowell Modeli (Costa ve Lobo, 2001)
W, '3 : Farmasotik dozaj formunda baslangictaki etkin madde miktarinin kiipkokii

W, '’ : t zamaninda farmasotik dozaj formunda ac¢iga ¢cikmadan kalan etkin madde
miktarinin kiipkoki

Ks : Yiizey-hacim iliskisi ifade eden sabit (dak™)

d) Weibull Modeli (Yiiksel ve ark., 2000)
% Q=100[ 1-e (*/TVP]
% Q¢ : t zamaninda agiga ¢ikan etkin madde yiizdesi
t: zaman (dakika)
B : Sekil faktorii

Tq: Etkin maddenin % 63,2’sinin agi8a ¢iktig siire

e) Higuchi Modeli (Costa ve Lobo, 2001)

Q= Ku Wt
Q:: t zamaninda agiga ¢ikan etkin madde miktari
1/2)

Ky : Higuchi ¢6ziinme hizi sabiti (dak™

t: zaman (dakika)



76

2.2.5.5. Etkin Madde Yardimci1 Madde Etkilesiminin Incelenmesi

Etkin maddenin yardimci maddelerle etkilesiminin olup olmadiginin incelenmesi i¢in
diferansiyel tarama kalorimetrisi ve X-isin1 toz difraktometrisi yontemlerinden
yararlanilmigtir. Numuneler, Bolim 2.2.1.1. ve 2.2.1.2.°de belirtildigi sekilde
incelenmistir. Secilen F2 kodlu formiilasyonun i¢inde yer alan kandesartan sileksetil,
Span 60, kolesterol, sorbitol ve DCP Cizelge 2.3.’te belirtilen miktarlarda tartilarak
kiiclik cam flakonlara konulmustur. Bu maddeler disinda etkilesimin incelenmesi i¢in
F2 kodlu formiilasyondan iiretilen proniozomal toz da ayr1 bir cam flakona

konulmustur. Ayrica geometrik seyreltme ile iki adet fiziksel karisim hazirlanmistir.

Fiziksel karisim (sorbitollii): Segilen F2 kodlu formiilasyonun iginde yer alan

kandesartan sileksetil, Span 60, kolesterol, sorbitol ve DCP Cizelge 2.3.’te belirtilen
miktarlarda tartilmistir ve geometrik seyreltme ile porselen bir kapsiilde

karistirilmistir. Hazirlanan bu fiziksel karisim baska bir cam flakona konulmustur.

Fiziksel karisim (sorbitolsiiz): Segilen F2 kodlu formiilasyonun iginde yer alan

kandesartan sileksetil, Span 60, Kkolesterol ve DCP Cizelge 2.3.’te belirtilen
miktarlarda tartilmistir ve geometrik seyreltme ile porselen bir kapsiilde
karistirilmistir. Bu toz karistmina 10 mL kloroform eklenmistir ve kloroform ugana
kadar porselen kapsiil i¢indeki karisim isitilmistir. Kloroformun ugmasi sonucu

porselen kapsiiliin i¢inde kalan toz baska bir cam flakona konulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.1.1. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizi Bulgular

Sekil 3.1.’de kandesartan sileksetilin DSC ile alinan termogramui, kiiclik sekilde ise
etkin maddenin literatiirde verilen termogrami goriilmektedir (Matsunaga ve ark.,
1999). Literatiirde kaydedilen etkin maddeye ait erime noktasi, 169 °C ve bir
digerinde 168 °C’dir (Matsunaga ve ark., 1999; Satturwar ve ark., 2007). Yaptigimiz

DSC analizinde kandesartan sileksetilin erime derecesi, 168,2 °C’dir.

1
168.16°C
81.75Jig
0 M
o
=
nu
E 1 I
'S ’: "\
P i ) S
T B = —\\"i-—._._.q—b
2l =il
- - - h_\_." || -
2k I
Eads |
-2 1
|
s @ — s =0
Tempeeasce (C) 17287°C
Fig. 1. DSC Thermograms of TCV-116 Heating rate; 5 *C/min
) Furm I, b} formn 1, €} amorphoss form
-3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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ExoUp Temperature (°C)

Sekil 3.1. Kandesartan sileksetilin DSC termogram (Kiigiik sekilde etkin maddenin literatiirde verilen
termogrami gorillmektedir (Matsunaga ve ark., 1999)).
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3.1.2. X Isimm Toz Difraktometrisi Analizi Bulgular

Sekil 3.2.°de c¢alismada kullandigimiz kandesartan sileksetilin x-1s1n1 difraksiyon

spektrumu gorilmektedir. Kiiglik sekildeki spektrumlarla karsilastirildiginda etkin

maddenin form I seklinde oldugu anlasilmaktadir (Matsunaga ve ark., 1999).
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Sekil 3.2. Kandesartan sileksetilin X-1sin1 difraksiyon spektrumu (Kiigiik sekilde etkin maddenin
literatiirde verilen spektrumu gériilmektedir (Matsunaga ve ark., 1999)).

3.1.3. Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi Analizi Bulgular:

Etkin maddenin Bolim 2.2.1.3.’de belirtildigi sekilde pH’s1 1,2 olan ortamda, pH’s1

1,2, 4,5 ve 6,8 olan ortamlara % 0,2 a/h oraninda Tween 80 eklenmesiyle elde edilen

ortamlarda ve metanol i¢inde alinan UV spektrumlar1 Sekil 3.3.’te goriilmektedir.
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Cizelge 3.1.°de ise bu analiz sonucunda etkin maddenin degisik pH ortamlarinda ve

metanol iginde maksimum absorbans verdigi dalga boylari (Amax) Verilmektedir.

a)pH 1,2
2.00
A
B
5
0
> 050/ -
A bilme)
X
5
0.00 i |
200.0 nm (50 / bilme)
DALGA BOYU (nm)
b) Metanol
2.00 \/L
A z [
2 -
5
0
R +
B (0.50/
S Dilme) 1 _
S ‘l
0.00 I ! \“““ﬁ
(30 / bilme)
DALGA BOYU (nm)
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¢) % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2

A 200
B i
S
o
R i
B (0.50/
A .
N bilme)
p 4
0.00 .
1
200.0 nm (50 / bilme)
DALGA BOYU (nm)
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s
g 050/ L
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]
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5
/
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Sekil 3.3. Kandesartan sileksetilin (a) pH 1,2; (b) metanol; (¢) % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 1,2;
(d) % 0,2 a’/h Tween 80 igeren pH 4,5; (e) % 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 6,8 ortamlarinda alinan

UV spektrumlari.



Ahsorbance

200

1 1 i ! I} 1 !
225 250 275 300 325 350 375 400
Wavelength

Sekil 3.4. Kandesartan sileksetilin metanol ortaminda UV spektrumu (Mofftat, 2005, s:740).

Cizelge 3.1. Kandesartan sileksetilin degisik ortamlar i¢inde maksimum absorbans verdigi dalga
boylart (Ama)-
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ORTAM
% 0,2 a/h % 0,2 a/h % 0,2 a/h
pH 1,2 Metanol Tween 80 Tween 80 Tween 80
iceren pH 1,2 iceren pH 4,5 iceren pH 6,8
(hna) 286,5 254,5 257,5 257,5 260,5
(nm)
3.1.3.1. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yoéntem Kullamlarak

Olusturulan Kalibrasyon Dogrular:

Etkin maddenin Boliim 2.2.1.3.1.°de anlatildig1 lizere yapilan dl¢timlerinden sonra

elde edilen deney sonuglarina gore olusturulan kalibrasyon dogrulari Sekil 3.5. —

Sekil 3.7.’de verilmistir.
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Sekil 3.5. Kandesartan sileksetilin pH 1,2 ve % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortamlarindaki
kalibrasyon dogrular1 ve denklemleri.
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Sekil 3.6. Kandesartan sileksetilin metanol ve % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5 ortaminda
kalibrasyon dogrular1 ve denklemleri.
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Lineer Regresyon

" %95 Giiven Smirlan

A=25,86C + 0,02416

0,003 0,004 0,005 0,006 0,008 0,009 0,01 0,012 0,013 0,014 0,015 0,017 0,018 0,019 002 0,022 0,023 0,024 0,026 0,027 0,028 0,029 0,031 0,032 0,033 0,035

Konsantrasvon (mg/ml.)

Sekil 3.7. Kandesartan sileksetilin % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 ortaminda kalibrasyon
dogrusu ve denklemi.

3.1.3.2. Kalibrasyon Dogrularinin Istatistiksel Verileri ve Analitik Validasyona
Ait Bulgular

Olusturulan kalibrasyon dogrularina ait parametreler Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kandesartan sileksetilin degisik ortamlarda elde edilen kalibrasyon dogrularina ait parametreler.

Ortam pH 1,2 %0,2 a/h Tween 80 Metanol %0,2 a/h Tween 80 | %0,2 a/h Tween 80
iceren pH 1,2 iceren pH 4,5 iceren pH 6,8
Egim (m) 13,59 26,20 29,71 24,37 25,86
Standart Hatasi 9,5x10 28x1072 24x107 28x107 39x1072
Giiven Smirlari(%95) 13,36-13,81 25,54-26,87 29,10-30,32 23,65-25,10 24,85-26,86
Kesisim (n) 15,2x10° 4,00 x10°® (-)17,02 x10°® 42,21 x10° 24,16 x10°®
Standart Hatasi 3,5x10° 5,6 x107 4,8x107 5,4 x10°® 7,5 x10°

Giiven Siirlari(%95)

7,1x10%-23x10°

(-)9,3x10%-17 x10°®

()29 x10°- (-)4,7 x10°®

2,8 x10°-56 x10°

4,8x10°-43x10°

Determinasyon 0,9997 0,9992 0,9997 0,9993 0,9990
Katsaysi (r%)
Artik Kareler 3,15 x10° 8,38 x10® 3,94 x10° 6,45 x10° 12,6 x10°
Ortalamas1 (RMS)

G8



3.1.3.2. 1. Dogruluk ve Geri Elde

Herbir ortam igin elde edilen dogruluk ve
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% geri elde degerleri ve bu degerlere ait

ortalama, standart sapma (SS) ve bagil standart sapma degerleri (%), Cizelge 3.3. —

3.7.”de yer almaktadir.

Cizelge 3.3. pH 1,2 ortaminda dogruluk testine ait veriler.

1. Konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon
Okuma (10,0010 mg/mL ) _ (35,0010 mg/mL ) _ (65,0010 mg/mL ) _
No Absorbans Bulunan Ger Bulunan C Gerl Bulunan C Ger
(Abs.) kons. (C) Elde Abs. (mg/mL) Elde Abs. (mg/mL) Elde
D | (mgmb) | (%) g (%) g (%)
1 0,137 8,964x10° | 89,64 | 0,482 | 34,36x10° | 98,17 | 0,871 | 62,99x10° | 96,91
2 0,138 9,038x10° | 90,38 0,482 | 34,36x10° | 98,17 0,870 | 62,91x10° | 96,78
3 0,138 9,038x10° | 90,38 0,481 | 34,28x10° | 97,94 0,871 | 62,99x10° | 96,91
4 0,138 9,038x10° | 90,38 | 0,483 | 34,43x10° | 98,37 | 0,872 | 63,06x10° | 97,02
5 0,139 9,112x10° | 91,12 | 0,484 | 34,50x10° | 98,57 0,871 | 62,99x10° | 96,91
6 0,139 9,112x10° | 91,12 | 0,482 | 34,36x10° | 98,17 | 0,871 | 62,99x10° | 96,91
Ort. 9,050x10°% | 90,50 34,38x10° | 98,23 62,98x10° | 96,91
5,571 X 7,494 X 4,750 x | 76,07
SS* 10° 0,5571 10° 0,2145 10° < 10°
(%0) 06155 | 06155 02180 | 02183 007543 | 0,0785
BES* , , , , : ,
*S8S  : Standart Sapma

** BSS : (%) Bagil Sapma
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Cizelge 3.4. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda dogruluk testine ait veriler.

1. Konsantrasyon

2. Konsantrasyon

3. Konsantrasyon

Okuma (5,000x10° mg/mL ) (20,00x10° mg/mL ) (35,00x10"° mg/mL )

No Absorbans Bulunan Geri Bulunan C Geri Bulunan C Geri
(Abs.) kons. (C) Elde Abs. (mg/mL) Elde Abs. (mg/mL) Elde

' (mg/mL) (%) g (%) 9 (%)

1 0,129 4,923x10° 98,46 0,531 | 20,27x10° | 1014 0,919 | 35,07x10° | 100,2
2 0,131 4,999x10°° 99,98 | 0530 | 20,23x10° | 101,2 | 0,926 | 3534x10°% | 100,9
3 0,133 5,076x107° 1015 | 0,532 | 20,30x10° | 1015 | 0,920 | 35,11x10° | 100,3
4 0,129 4,923x10°° 98,46 | 0532 | 20,30x10° | 101,5 | 0,923 | 35,23x10°% | 100,7
5 0,126 4,809x10°° 96,18 | 0531 | 20,27x10° | 101,4 | 0,919 | 35,07x10° | 100,2
6 0,132 5,038x10° 100,8 | 0,532 | 20,30x10° | 1015 | 0,920 | 35,11x10° | 100,3
ort. 4,961x10°° 99,23 20,28x10° | 1014 35,16x10° | 100,4
SS 9,653 x10° | 1,932 2,787 x10° | 0,1169 101'%95 X 0,2944

(%0)

BSS 1,946 1,947 0,1374 0,1153 0,3072 0,2932

Cizelge 3.5. Metanol ortaminda dogruluk testine ait veriler.

1. Konsantrasyon

2. Konsantrasyon

3. Konsantrasyon

Okuma (2,500x10°° mg/mL ) (17,50x10°° mg/mL ) (32,50x10°° mg/mL )

No Absorbans Bulunan Geri Bulunan C Geri Bulunan C Geri
(Abs.) kons. (C) Elde | Abs. (mg/mL) Elde | Abs. (mg/mL) Elde

' (mg/mL) (%) g (%) g (%)

1 0,071 2,963x10°° 1185 | 0,514 | 17,88x10° | 102,2 | 0,922 | 31,61x10° 97,26
2 0,070 2,929x10°° 117,2 | 0,519 | 18,04x10° | 103,1 | 0,922 | 31,61x10° 97,26
3 0,072 2,997x10°° 1199 | 0,521 | 18,11x10° | 1035 | 0,922 | 31,61x10° 97,26
4 0,070 2,929x10°° 117,2 | 0,520 | 18,08 x10° | 103,3 | 0,919 | 31,51x10° 96,95
5 0,069 2,896x10°° 1158 | 0,516 | 17,94x10° | 1025 | 0,921 | 31,58x10° 97,17
6 0,069 2,896x10°° 115,8 | 0,520 | 18,08 x10° | 103,3 | 0,921 | 31,58x10% 97,17
ort. 2,935 x10°° 117,4 18,02 x10° | 102,9 31,58 x10°° 97,18
SS 3,935 x 107 1,591 9,131 x10° | 0,5154 3’81%?5 X 0,1202

(%)

BSS 1,341 1,355 0,5067 0,5009 0,1229 0,1237




Cizelge 3.6. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5 ortaminda dogruluk testine ait veriler.
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1. Konsantrasyon

2. Konsantrasyon

3. Konsantrasyon

Okuma (5,000x10° mg/mL ) _ (15,00x10° mg/mL ) _ (25,00x10"° mg/mL ) _

No Absorbans | Bulunan kons. Ger Bulunan C Ger Bulunan C Ger
(Abs.) (C) (mg/mL) Elde Abs. (mg/mL) Elde Abs. (mg/mL) Elde

' (%) (%) (%)

1 0,168 5,161x10° 1032 | 0,407 | 14,97x10° | 99,80 | 0,654 | 25,10x10° | 100,4
2 0,166 5,079x10° 1016 | 0,415 | 1529x10° | 101,9 | 0,659 | 25,31x10° | 101,2
3 0,165 5,038x10° 100,8 | 0,405 | 14,89x10° | 99,27 | 0,654 | 25,10x10° | 100,4
4 0,168 5,161x10°° 1032 | 0,405 | 14,89x10° | 99,27 | 0,652 | 25,02x10° | 100,1
5 0,165 5,038x10°° 100,8 | 0,404 | 14,84x10° | 98,93 | 0,660 | 25,35x10° | 101,4
6 0,170 5,243x10°° 1049 | 0,410 | 15,09x10° | 1006 | 0,652 | 25,02x10° | 100,1
ort. 5,120x10° 102,4 14,99 x 10° | 99,96 25,15x10° | 100,6
ss 8,200x10° | 1,630 16,80x10° | 1,115 141"(‘)_55 X | 05621
S’?% 1,602 1,502 11132" 1115 05745 | 0,5588

Cizelge 3.7. % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 6,8 ortaminda dogruluk testine ait veriler.

1. Konsantrasyon

2. Konsantrasyon

3. Konsantrasyon

Okuma (5,000x10° mg/mL ) (15,00x10°mg/mL ) (25,00x10°mg/mL )
No Absorbans Bulunan Geri Bulunan C Geri Bulunan Geri
(Abs.) kons. (C) Elde Abs. (mg/mL) Elde Abs. C Elde
' (mg/mL) | (%) g (%) (mg/mL) | (%)
1 0,159 5,215x10° | 104,3 0,413 15,04 x10° | 100,3 | 0,674 | 25,13x10° | 100,5
2 0,153 4,983x10° | 99,66 0,404 14,69x10° | 97,93 | 0,685 | 2556 x10° | 102,2
3 0,157 5,138x10° | 102,8 0,408 14,85x10° | 99,00 | 0,674 | 2513x10° [ 100,5
4 0,157 5,138x10° | 102,8 0,410 14,92x10° | 99,47 | 0,680 | 2537x10° | 101,5
5 0,156 5,099x10° | 101,9 0,410 14,92x10° | 99,47 | 0,677 | 2525x10° | 101,0
6 0,154 5,022x10° | 100,4 0,403 14,65x10° | 97,67 | 0,676 | 2521x10° | 100,8
Ort. 5,009x10° | 101,9 14,85x10° | 98,97 251'3_83 X 101,1
8,471 x 14,92 x 16,56 X
SS 10° 1,709 108 1,004 0% 0,6616
(%)
BSS 1,661 1,678 1,005 1,015 0,6551 | 0,6544
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3.1.3.2. 2. Kesinlik
Iki farkli giin icinde tekrarlanabilirlik ve iki farkli analist tarafindan yapilan tekrar elde

edilebilirlik parametreleri incelenmistir. Deneyler ve teste ait veriler Cizelge 3.8. —

Cizelge 3.17.’de verilmistir.

v Tekrarlanabilirlik

Cizelge 3.8. pH 1,2 ortaminda tekrarlanabilirlik testine ait sonuglar.

Teorik C (mg/mL) 1. Giinde Bulunan C (mg/mL) 2. Giinde Bulunan C (mg/mL)
0,0250 0,0246 0,0232
0,0250 0,0247 0,0232
0,0250 0,0247 0,0230
0,0250 0,0246 0,0227
0,0250 0,0246 0,0230
0,0250 0,0245 0,0230

Ortalama C 0,02462 0,02302
(mg/mL)
SS 7,528 x 10°° 18,35 x 10°
% BSS 0,3058 0,7971




Cizelge 3.9. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda tekrarlanabilirlik testine ait sonuglar.

Teorik C (mg/mL)

1. Giinde Bulunan C (mg/mL)

2. Giinde Bulunan C (mg/mL)

0,0200 0,0202 0,0202
0,0200 0,0202 0,0202
0,0200 0,0203 0,0203
0,0200 0,0203 0,0204
0,0200 0,0202 0,0204
0,0200 0,0202 0,0202

Ortalama C (mg/mL) 0,02023 0,02028

SS 5,164 x 10° 9,832 x 10°
% BSS 0,2553 0,4848

Cizelge 3.10. Metanol ortaminda tekrarlanabilirlik testine ait sonuglar.

Teorik C (mg/mL)

1. Giinde Bulunan C (mg/mL)

2. Giinde Bulunan C (mg/mL)

0,0225 0,0228 0,0231
0,0225 0,0226 0,0234
0,0225 0,0226 0,0236
0,0225 0,0226 0,0232
0,0225 0,0227 0,0234
0,0225 0,0228 0,0234
Ortalama C (mg/mL) 0,02268 0,02335
SS 9,832x 10° 17,61 x 10°
% BSS 0,4335 0,7540
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Cizelge 3.11. % 0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 4,5 ortaminda tekrarlanabilirlik testine ait sonuglar.

Teorik C (mg/mL) 1. Giinde Bulunan C (mg/mL) 2. Giinde Bulunan C (mg/mL)
0,0200 0,0205 0,0200
0,0200 0,0203 0,0199
0,0200 0,0203 0,0199
0,0200 0,0200 0,0205
0,0200 0,0200 0,0203
0,0200 0,0200 0,0203

Ortalama C 0,02018 0,02015
(mg/mL)
SS 2,137 x 10™ 2,509 x 10™*
9% BSS 1,059 1,246

Cizelge 3.12. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 ortaminda tekrarlanabilirlik testine ait sonuglar.

Teorik C (mg/mL) 1. Giinde Bulunan C (mg/mL) 2. Giinde Bulunan C (mg/mL)
0,0200 0,0200 0,0197
0,0200 0,0198 0,0197
0,0200 0,0200 0,0197
0,0200 0,0199 0,0198
0,0200 0,0199 0,0197
0,0200 0,0199 0,0197

Ortalama C 0,01992 0,01972
(mg/mL)
SS 7,528 x 10°° 4,082 x 10°
% BSS 0,3779 0,2070
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v" Tekrar Elde Edilebilirlik

Cizelge 3.13. pH 1,2 ortaminda tekrar elde edilebilirlik testine ait sonuglar.

. 1. Analist’in buldugu 2. Analist’in buldugu

Teorik C (mg/mL) C (mg/mL) C (mg/mL)
0,0250 0,0239 0,0235
0,0250 0,0242 0,0233
0,0250 0,0243 0,0233
0,0250 0,0244 0,0236
0,0250 0,0244 0,0232
0,0250 0,0241 0,0238
Ortalama C (mg/mL) 0,02422 0,02345

Ss 1,941 x10™ 2,258 x 10
% BSS 0,8013 0,9630

Cizelge 3.14. % 0,2 Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda tekrar elde edilebilirlik testine ait sonuglar.
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Teorik C (mg/mL)

1. Analist’in buldugu

2. Analist’in buldugu

C (mg/mL) C (mg/mL)
0,0300 0,0300 0,0307
0,0300 0,0300 0,0309
0,0300 0,0300 0,0308
0,0300 0,0300 0,0308
0,0300 0,0310 0,0308
0,0300 0,0300 0,0308
Ortalama C (mg/mL) 0,03016 0,03080
Ss 40,82 x 10° 6,325 x 10°
% BSS 1,354 0,2053




Cizelge 3.15. Metanol ortaminda tekrar elde edilebilirlik testine ait sonuglar.
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Teorik C (mg/mL)

1. Analist’in buldugu

2. Analist’in buldugu

C (mg/mL) C (mg/mL)
0,0225 0,0223 0,0223
0,0225 0,0223 0,0224
0,0225 0,0223 0,0224
0,0225 0,0223 0,0224
0,0225 0,0222 0,0224
0,0225 0,0222 0,0223
Ortalama C (mg/mL) 0,02226 0,02236
SS 5,164 x 10°° 5,164 x 107
% BSS 0,2319 0,2309

Cizelge 3.16. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5 ortaminda tekrar elde edilebilirlik testine ait sonuglar.

. 1. Analist’in buldugu 2. Analist’in buldugu
Teorik C (mg/mL) C (mg/mL) C (mg/mL)
0,0100 0,0100 0,0100
0,0100 0,0097 0,0098
0,0100 0,0097 0,0098
0,0100 0,0097 0,0096
0,0100 0,0096 0,0096
0,0100 0,0096 0,0097
Ortalama C (mg/mL) 0,009716 0,00975
SS 1,4719 x 10" 1,5166 x 10™
% BSS 1,5149 1,555




Cizelge 3.17. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 ortaminda tekrar elde edilebilirlik testine ait sonuglar.

. 1. Analist’in buldugu 2. Analist’in buldugu
Teorik C (mg/mL) C (mg/mL) C (mg/mL)
0,0100 0,0100 0,0096
0,0100 0,0098 0,0095
0,0100 0,0100 0,0098
0,0100 0,0100 0,0096
0,0100 0,0100 0,0097
0,0100 0,0100 0,0100
Ortalama C (mg/mL) 0,009966 0,00970
Ss 8,165 x 10° 17,89 x 10°
% BSS 0,8193 1,844

3.1.3.2. 3. Teshis ve Tayin Sinir1
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Teshis ve tayin sinirlar1 Bolim 2.2.1.3.3.’de belirtildigi sekilde hesaplanmistir. Deneyler

ve teste ait veriler Cizelge 3.18. — Cizelge 3.22.’de goriilmektedir.



Cizelge 3.18. pH 1,2 ortaminda teshis ve tayin alt sinirlar1 tespitine ait veriler.

C(mg/mL)

5x10° mg / mL

10x10° mg / mL

15x10° mg / mL

1. paralel

0,082 0,145 0,216
absorbansi
2. paralel 0,067 0,139 0,208
absorbansi
3. paralel 0,070 0,145 0,205
absorbansi
0SS* 5,696 x 107
LOD** 1,383 x 107
LOQ*** 4,192 x 10
* : Ortalama Standart Sapma
** : Teshis Sinurt
*#% : Tayin Alt Sturt
Cizelge 3.19. Metanol ortaminda teshis ve tayin alt sinirlar tespitine ait veriler.
C(mg/mL)
-3
2,5%107 mg / mL 75x10° mg/mL | 12,5x10° mg/mL
1. paralel 0,055 0,201 0,355
absorbansi
2. paralel 0,075 0,225 0,373
absorbansi
3. paralel 0,072 0,202 0,370
absorbansi
-3
0SS 11,34x10
LOD 1,259 x 10°°
LOQ 3,817 x 10°
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Cizelge 3.20. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda teshis ve tayin alt sinirlar tespitine ait veriler.

Cizelge 3.21. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5 ortaminda teshis ve tayin alt sinirlar1 tespitine ait

veriler.

C(mg/mL)

2,5x10°% mg / mL

5x10° mg / mL

7,5x10% mg / mL

1. paralel

absorbansi 0,082 0,129 0,184
2. paralel 0.119 0,156 0226
absorbansi
3. paralel 0,097 0,167 0.248
absorbansi
-3

0SS 23,56 x 10

LOD 2,967 x 10°°

LOQ 8,992 x 10

C(mg/mL)

1,5x10% mg / mL

2,5x10% mg / mL

5x10° mg / mL

1. paralel 0,075 0,104 0,173
absorbansi
2. paralel 0,069 0,099 0,176
absorbansi
3. paralel 0,083 0112 0173
absorbansi
3
o5 51,04 x 10
LOD 6,910 x 10™
LOQ 20,94 x 10™




Cizelge 3.22. % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 6,8 ortaminda teshis ve tayin alt sinirlari tespitine ait

veriler.
C(mg/mL)
3
L5107 mg/mb ) 109 mg/mL | 5x10® mg / mL
1. paralel 0,064 0,102 0,168
absorbansi
2. paralel 0,085 0112 0173
absorbansi
3. paralel 0,088 0,108 0,179
absorbansi
-4
0SS 77,87 x 10
LOD 9,036 x 10™
LOQ 30,12 x 10™

3.2. Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.2.1. Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular
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3.2.1.1. Proniozom Uretimi Esnasinda Kullamlacak Olan Yontemin Secimine Ait

Bulgular

Etkin madde icermeyen proniozomlar Boliim 2.2.2.1.1.°de anlatilan iki ayr1 yontemle

tiretilmistir. 1ki ayr1 yontemle iiretilen proniozomlarin optik mikroskop goriintiileri Sekil

3.8.’de verilmektedir.
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Bulamag Yontemi Sprey Yontemi

Sekil 3.8. iki ayr1 yontemle iiretilen proniozomlardan iiretilen niozomlarin optik mikroskop
gorintiileri (x 100).

3.2.1.2. Sorbitol’iin Partikiil Biiyiikliigiiniin Tayin Edilmesine Ait Bulgular

Proniozom iiretimi esnasinda tasiyict materyal olarak kullanilan sorbitoliin partikiil
biiyiikliigii elek analizi ile Bolim 2.2.2.1.2.°de anlatildig1 sekilde tayin edilmistir. Elek
analizi sonucu farkli partikiil biiylikliigli araliginda olan sorbitol fraksiyonlar1 elde

edilmistir. Cizelge 3.23.’te sorbitol tozunun elek analizi verileri gosterilmektedir.

Cizelge 3.23. Sorbitol elek analizi verileri.

Daha Kiiciik
Elek Gozenek Elegin Ustiinde %
Gozenek Caplarimin Kalan Miktar Yigilmal | % Toz Miktar: x Ortalama Elek Cap1
Cap1 (mm) Aritmetik Miktar
Ortalamasi g %
(mm)
1,5-1,25 1,375 21,74 20,35 20,35 27,98
1,25-1 1,125 0 0 20,35 0
1-0,75 0,875 16,30 15,25 35,60 13,34
0,75-0,5 0,625 14,33 13,41 49,01 8,38
0,5-0,25 0,375 15,56 14,56 63,57 5,46
0,25-0,125 0,1875 19,98 18,70 82,27 3,50
0,125-0 0,0625 18,92 17,71 100 1,10

~ > (Y%tozxelekcapr) 59,76
v 100 100

=0,598mm  (Esitlik 3.1.)
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3.2.1.3. Proniozomdan Niozom Eldesinde Ortam Sicakhgmin ve Vorteks Isleminin

Etkisinin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Proniozomlardan niozom eldesinde ortam sicakliginin ve vorteks isleminin etkisi Boliim
2.2.2.1.4’te anlatildigr sekilde degerlendirilmistir. Deneylere ait optik mikroskop
goriintiileri Sekil 3.9. ve 3.10.°da, partikiil biiytikligii verileri ise Cizelge 3.24.’te
verilmektedir.

Sekil 3.9. 37 °C’deki suyla hidrate edilen proniozomlardan iiretilen niozomlarin optik mikroskop
goriintiisi (x 100).

Cizelge 3.24. 25°C’de ve 37 °C’deki distile su ile hidrate edilen proniozomlardan iiretilen niozomlara ait
partikiil biiytikliigii analizi verileri.

Ortalama partikiil bilyiikligii

(pm)

25 °C’de hidrate edilen 3,198
proniozom

37 °C’de hidrate edilen 3,860

proniozom
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Sekil 3.10. Herhangi bir vorteks islemi uygulanmadan dogrudan proniozomlarin hidratasyonuyla elde
edilen niozomlarin optik mikroskop goériintiisii (x 400).

3.2.1.4. Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait Bulgular

K1, K2, K3, K4 ve K5 kodlu etkin maddesiz formiilasyonlarin partikiil biyiikligii
analizleri ve optik mikroskop analizleri Bolim 2.2.3.°te belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir. Deneylere ait sonuglar Sekil 3.11. - 3.20.’de ve Cizelge 3.25.’te

verilmektedir.
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Sekil 3.11. Sprey yontemi ile tiretilen K1 kodlu formiilasyona ait partikiil bﬁyﬁklﬁgﬁ dagilim
grafigi.
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Sekil 3.12. Bulamag yontemi ile tiretilen K1 kodlu formiilasyona ait partikiil bityiikligii dagilim
grafigi.
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Sekil 3.13. K2 kodlu formiilasyona ait partikiil biiyiikligi dagilimi grafigi.
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Sekil 3.14. K2 kodlu formiilasyona ait optik mikroskop goriintiisii (x 100).
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Sekil 3.15. Biiyiik, orta ve kii¢iik partikiil biiyiikliigii araligina sahip olan sorbitolle hazirlanan K3 kodlu
formiilasyona ait partikiil biiytikligii dagilimi grafikleri.
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(a) K3-biiyiik

Sekil 3.16. Biiyiik, orta ve kiigiik partikiil biiylikliigii araligina sahip olan sorbitolle hazirlanan K3 kodlu
formiilasyona ait optik mikroskop goriintiileri (x 100).
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Sekil 3.17. K4 kodlu formiilasyona ait partikiil biiytikligii dagilim grafigi.

density distribution q3lg(x)
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(a) K4-vortekssiz

(b) K4-2 dakika vorteksli

Sekil 3.18. Cesitli vorteks islemi dereceleri ile hazirlanan K4 kodlu formiilasyona ait optik
mikroskop goriintiileri (x 400).
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Sekil 3.19. K5
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Sekil 3.20. K5 kodlu formiilasyona ait optik mikroskop gériintiisii ( x 400).

Cizelge 3.25. Etkin maddesiz 6nformiilasyon ¢alismalarina ait partikiil biiyiikliigii analizi bulgulart.

Formiilasyon | Z-av.* + SE** . Geometrik Standart
PDI*** + SE
kodu (um) Sapma + SE
K1-Bulama¢ | 11,83 +0,29 372+011 291+ 0,06
K1-Sprey 16,47 + 1,21 459 + 0,07 3,85 + 0,05
K2 11,96 + 0,34 5,01 + 0,06 4 +0,03
K3-bityik 9,13+ 0,18 2324013 211 +0,05
partikiillii
Ks-orta 12,58 + 0,22 26+0,05 242 +0,05
partikiillii
K3-kiigiik 6,77 + 0,055 2.43+0,08 216 + 0,06
partikiillii
K4 728 +0,013 212+ 0,02 2,03+0,01
K5 6,06 + 0,08 291+ 0,05 1,79 + 3x10°

**

*k*k

. Ortalama vezikiil biytikligi

: Standart hata

. Polidispersite indeksi
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3.2.2. Kandesartan Sileksetil iceren Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.2.2.1. Uriin Verimi Bulgular1

Gelistirilen formiilasyonlarin iiriin verimleri Bolim 2.2.4.1.’de ifade edildigi sekilde

hesaplanmistir. Elde edilen {iriin verimi bulgular1 Cizelge 3.26.’da verilmektedir.

Cizelge 3.26. Gelistirilen formiilasyonlarda {iriin verimi bulgulart.

Teorik kiitle (mg) Pratik kiitle (mg) Uriin Verimi (%)
F1 2169,19 2140 98,65
F2 2169,61 21355 98,42
F3 2166,22 2140 98,78
F4 2159,82 2130 98,61
F5 2161,08 2136 98,83
F6 2201,33 2155 97,89
F7 2251,58 2209,1 98,11
F8 2269,66 2206 97,19
F9 2260,33 2220 98,21

3.2.2.2. Etkin Madde Yiikleme Etkinligi Bulgular:

Gelistirilen formiilasyonlarin etkin madde yiikleme etkinlikleri Boliim 2.2.4.2.°de ifade
edildigi sekilde hesaplanmistir. Elde edilen etkin madde yiikleme etkinligi bulgulari
Cizelge 3.27.’de verilmektedir.
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Cizelge 3.27. Gelistirilen formiilasyonlarda (%) etkin madde yiikleme etkinlikleri ve standart hatalar.

Formiilasyon | Teorik Etkin Yiiklenen Etkin Etkin Madde Yiikleme
Kodu Madde Miktari Madde Miktari Etkinligi ( + Standart Hata)
(mg) (mg) (n:3)
F1 32,09 31,44 97,97 + 1,52x10™
F2 32,08 31,56 98,38 + 5,14x10™
F3 32,13 31,57 98,25 + 1,30x10™
F4 32,23 31,96 99,16 + 8,69x10°
F5 32,21 31,57 98,01 + 8,33x10*
F6 31,62 28,66 90,64 + 2,60x10™
F7 30,92 21,52 69,60 + 4,66x10™
F8 30,66 22,66 73,90 + 2,52x10™
F9 30,79 27,79 90,25 + 2,60x10™

3.2.2.3. Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik

Mikroskop ile Incelenmesine Ait Bulgular

Uretilen proniozomlarim hidratasyonu ile elde edilen niozomlarin optik mikroskop
incelemeleri Boliim 2.2.4.3.’te ifade edildigi sekilde yapilmistir. Elde edilen optik
mikroskop gortintiileri Sekil 3.21.-3.29.’da verilmektedir.
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Sekil 3.21. F1 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).
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Sekil 3.22. F2 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).

Sekil 3.23. F3 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).
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Sekil 3.25. F5 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).

Sekil 3.26. F6 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).
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Sekil 3.29. F9 kodlu formiilasyondan elde edilen optik mikroskop goriintiisii (X 100).
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3.2.2.4. Proniozomlardan Etkin Madde Saliminin incelenmesi i¢in Coziinme Hizi

Test Yonteminin Belirlenmesine Ait Bulgular

Diyaliz yonteminin kullanildig: deneylere ait bulgular:

A-Dogrudan proniozomlarin kullanildigi deney: Bolim 2.2.4.4.’te yer alan diyaliz
yonteminin A sekmesinde anlatildig1 sekilde yapilmistir. Deney sonucu Cizelge 3.28.’de

verilmektedir.

Cizelge 3.28. 8 mg e.m.’ye denk F2 kodlu proniozomal tozu ile ve diyaliz keseleri ile pH 1,2 HCI
ortaminda gergeklestirilen ¢éziinme hizi analizi verileri.

Zaman (dakika) % A.C.E.M.* £S.E. (n:3)

600’ 4,586 + 0,3242

* 1 Agiga Cikan Yiizde Etkin Madde Miktar1

B-Niozomal dispersiyonun kullanildigi deney: Bolim 2.2.4.4.°te yer alan diyaliz
yonteminin B sekmesinde anlatildig1 sekilde yapilmistir. Deney sonucu Cizelge 3.29.’da

verilmektedir.

Cizelge 3.29. 8 mg e.m.’ye denk F2 kodlu 4 mL niozomal dispersiyon ile ve diyaliz keseleri ile pH 1,2 HCI
ortaminda gergeklestirilen ¢éziinme hiz1 analizi verileri.

Zaman (dakika) % A.C.E.M. £S.E. (n:3)

600’ 5,445 + 0,7657
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C- Coziinme ortami olarak % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 HCIl ¢6zetisinin
kullanildig1 deneyden (Boliim 2.2.4.4.) elde edilen sonug Cizelge 3.30.’da verilmektedir.

Cizelge 3.30. 8 mg e.m.’ye denk F2 kodlu proniozomal tozu ile ve diyaliz keseleri ile % 0,2 a/h Tween 80
iceren SGF (pH 1,2) ortaminda gergeklestirilen ¢dziinme hiz1 analizi verileri.

Zaman (dakika) % A.C.E.M. £ S.E. (n:3)

240° 4,707 £ 1,978

D- Saf etkin maddenin, etkin madde-sorbitol karisimimin ve etkin maddenin metanol

icindeki ¢ozeltisinin kullanildigi deneyler:

D-1: Bolim 2.2.4.4.’te yer alan diyaliz yonteminin D-1 sekmesinde anlatildig1 sekilde

yapilmistir. Deney sonucu Cizelge 3.31.’de verilmektedir.

Cizelge 3.31. 8 mg saf e.m. ile ve 8 mg e.m. 92 mg sorbitol i¢eren 100 mg toz ile diyaliz keseleri
kullanilarak % 0,2 a/h Tween 80 iceren SGF (pH 1,2) ortaminda gerceklestirilen ¢oziinme hizi analizi
verileri.

% A.C.E.M
Zaman
(dakika) 8 mg saf etkin madde 8 mge.m. +92 mg
sorbitol
600’ 4,198 2,099

D-2: Boliim 2.2.4.4.’te yer alan diyaliz yonteminin D-2 sekmesinde anlatildig1 sekilde

yapilmistir. Deney sonucu Cizelge 3.32.’de verilmektedir.
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Cizelge 3.32. 0,1 mL metanol i¢inde 1 mg e.m. iceren e.m. ¢ozeltisi ile ve 10 mg e.m. 90 mg sorbitol i¢eren
100 mg toz karisimu ile diyaliz keseleri kullanilarak, % 0,2 a/h Tween 80 igeren SGF (pH 1,2) ortaminda
gerceklestirilen ¢dziinme hizi analizi verileri.

% A.C.EM
Zaman
(dakika) 1mgem./0.1ml 10 mg e.m. + 90 mg
metanol sorbitol
600’ 7,938 9,008

E- Proniozom igindeki etkin madde dozunun azaltilmastyla gerceklestirilen deney: Boliim
2.2.44. te yer alan diyaliz yonteminin E sekmesinde anlatildigi sekilde yapilmistir.

Deney sonucu Cizelge 3.33.’te verilmektedir.

Cizelge 3.33. 1 mg e.m.’ye denk F2 kodlu proniozomal tozu ile ve diyaliz keseleri ile % 0,2 a/h
Tween 80 igeren SGF (pH 1,2) ortaminda gergeklestirilen ¢ozlinme hizi analizi verileri.

Zaman (dakika) % A.C.E.M. £S.E. (n:3)

300° 27,99+ 11,33

F- Ultrasantrifiij sonras1 elde edilen presipitatlarin kullanildigi, ¢6ziinme ortaminin
miktariin  disiiriildigli, etkin madde dozunun diisiiriildiigi ve ¢6ziinme ortamina

sorbitoliin eklendigi deneyler:

F-1: Bolim 2.2.4.4.’te yer alan diyaliz yonteminin F-1 sekmesinde anlatildig1 sekilde

yapilmistir. Deney sonuglar Cizelge 3.34.’te verilmektedir.
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Cizelge 3.34. Etkin madde miktarinin 2 mg’a digiiriilmesiyle, diyaliz kesesi i¢indeki sivi miktarinin 1
ml’ye diigiiriilmesiyle ve ¢6ziinme ortaminin miktarinin 100 ve 50 mL’ye diisiiriilmesiyle diyaliz keseleri
kullanilarak elde edilen ¢dziinme hizi deneyine ait veriler.

% A.C.E.M.
F4 F4 Fa F8 F8
presipitat presipitat presipitat presipitat presipitat
Zaman | (ImLortam | (ImL ortam | (4mlortam | (4mlortam | (4mlortam
(dakika) | sivisi diyaliz | sivis1 diyaliz | sivisi diyaliz | sivisi diyaliz | sivisi diyaliz
kesesinde) - | kesesinde) - | kesesinde) - | kesesinde) - | kesesinde) -
50 mL dis 100 mL dis 100 ml dis 50 ml dis 100 ml dis
ortam ortam ortam ortam ortam
240° 2,481 2,099 7,061 1,240 1,718

F-2: Boliim 2.2.4.4.’te yer alan diyaliz yonteminin F-2 sekmesinde anlatildig1 sekilde

yapilmistir. Deney sonuglar1 Cizelge 3.35.’te verilmektedir.

Cizelge 3.35 Etkin madde miktarinin 4 mg’a diisiiriilmesiyle, diyaliz kesesi i¢indeki sivi miktarmin 2
mL’ye disiiriilmesiyle ve ¢oziinme ortamina sorbitol eklenip miktarinin 100 mL’yeddsiiriilmesiyle diyaliz
keseleri kullanilarak elde edilen ¢6ziinme hizi deneyine aitveriler.

% A.C.E.M.

Zaman
(dakika)

F2 proniozom

(2mL ortam
sivisi diyaliz
kesesinde) -
100 mL
sorbitollii dis
ortam

ortam

sorbitollii dis

F6 proniozom F8
Presipitat

(2mL ortam

swvisi diyaliz

kesesinde) -

100 mL

ortam

(2ml ortam sivisi
diyaliz kesesinde)

100 ml normal dis

F9
presipitat

(2ml ortam sivisi
diyaliz kesesinde)

100 ml normal dis
ortam

240°

2,195

0,859

1,145

4,485
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Beher yonteminin kullanildigi deneylere ait bulgular.

A-%0,2 a/h Tween 80 igeren pH 1,2 ortaminda gergeklestirilen deney: Boliim 2.2.4.4.’te
yer alan beher yonteminin A sekmesinde anlatildigr sekilde yapilmistir. Deney 6nce tek
paralel olarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.36.) . Olumlu sonug elde edilince 2 paralel
test daha yapilmistir (Cizelge 3.37.).

Cizelge 3.36. 8 mg e.m. iceren F2 kodlu proniozomal tozu ile diyaliz keseleri kullanilmadan % 0,2 a/h
Tween 80 igeren SGF (pH 1,2) ortaminda gergeklestirilen ¢éziinme hizi analizi verileri.

% A.C.EM
Zaman
(dakika) 8 mg e.m. iceren
proniozom icin
60’ 57,82
120° 71,37
180° 75,00
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Cizelge 3.37. 8 mg e.m. igeren F2 kodlu proniozomal tozu ile diyaliz keseleri kullanilmadan % 0,2 a/h
Tween 80 iceren SGF (pH 1,2) ortamunda gergeklestirilen ¢éziinme hizi analizi verileri (2. ve 3. paralel

verileri).
Zaman % A.C.E.M. % S.E. (n:2)
(dakika)
5 12,79 £ 0,385
15 15,75 £ 0,665
30 30,54 £ 0,385
45 41,61 1,335
60 43,42 +0,48
120 58,78 £ 0,575
180 68,51 +£1,335
240 74,52 £ 1,05
300 75,09 £0,29
420 75,19 +£0,19

B- pH 1,2 ortaminda gerceklestirilen deney: Boliim 2.2.4.4.’te yer alan beher yonteminin

B sekmesinde anlatildigi sekilde yapilmistir. Deney sonucu Cizelge 3.38.°de

verilmektedir.

Cizelge 3.38. 8 mg e.m. iceren F2 kodlu proniozomal tozu ile diyaliz keseleri kullanilmadan pH 1,2
tamponu ortaminda gerceklestirilen ¢oziinme hizi analizi verileri.

Zaman (dakika)

% A.C.E.M.

45’

4,709




118

3.2.25. Farkh Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde

Saliminin Incelenmesine Ait Bulgular

Gelistirilen formiilasyonlardan ve ticari preparattan etkin madde salim deneyi Bolim
2.2.4.5.°te belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.39.’da ve
Sekil 3.30.’da verilmektedir.



Cizelge 3.39. Gelistirilen formiilasyonlardan hazirlanan proniozomlarin ve ticari preparatin %0,2 a/h Tween 80 i¢eren pH 1,2 ortaminda ¢6ziinme hiz1 analizi

verileri (n:3).
Zaman % A.C.E.M. % A.C.E.M. % A.C.E.M. % A.C.E.M. % A.C.E.M. % A.C.E.M. %A.C.EM. | % A.C.E.M. % A.C.EM. | % A.C.E.M.
(dakika) +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E. +S.E.
(F1) (F2) (F3) (F4) (F5) (F6) (F7) (F8) (F9) (Ticari
preparat)
5 10,45 0,55 13,88 = 1,00 5,520 + 1,64 14,93 £ 6,00 6,730 £ 1,57 10,00 £ 0,87 75,83 £2,20 43,60 £1,2 18,86 +3,22 0,83 +0,23
15 19,85+ 0,33 16,82 +1,73 16,19 £2,14 30,30 13,6 13,13 £2,67 20,46 £ 3,3 94,23 1,35 45,48 £2,45 20,35 +3,38 1,27 +0,12
30 29,44 % 3,00 30,13 + 0,54 33,65 + 8,26 43,3+21,00 23,67+ 1,56 28,65+ 1,4 105,2 + 5,52 48,42 +3,5 21,14 +3,57 1,6 +0,17
45 39,30 +2,85 39,06 +2,75 41,76 +531 44,00+ 16,3 31,52+2,08 42,37+8,7 119+ 1,85 51,88 +4,76 21,70+3,9 2,68 +0,19
60 48,17+ 4,12 4421 0,57 53,67 = 11,03 4430+ 14,5 36,78 +3,18 | 48,14+10,25 123,6 + 0,80 2224388 4,20 +0,4
120 61,64 + 10,48 59,50 = 0,75 69,25 + 18,54 45,83 + 11,00 52,16 + 5,85 55,04 + 8,77 125,2 £ 0,55 22,91 +3,71 8,90 +0,78
180 64,79 £ 7,6 71,61 +2,82 73,92 19,56 46,60 = 8,6 64,17 + 9,47 57,96 +7,97 127,6 + 1,45 2447+343 14,50 + 0,5
240 69,98 + 3,73 76,86 % 1,94 80,63 23,35 48,20 + 7,86 60,67 + 8,35 2473+3,48 | 18,68+ 0,68

67T
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3.2.3. Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan Incelemelere Ait Bulgular

Yapilan caligmalar sonucu etkin madde yiikleme etkinligi bulgulari, optik mikroskop
goriintiileri ve in vitro etkin madde salim deneyleri sonucu elde edilen bulgular

degerlendirilmistir ve final formiil olarak F2 kodlu formiil se¢ilmistir.

3.2.3.1. Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil

Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin Ol¢iilmesi

Bolim 2.2.5.1.”de belirtildigi sekilde yapilmistir. Ortalama partikiil biiytikligii 679,9 nm,
polidispersite indeksi 0,493 olarak bulunmustur (Sekil 3.31.).

Size Distribution by Volume
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Sekil 3.31. F2 kodlu formiiliin partikiil biiyiikligii dagilimi grafigi.

F2 kodlu formiil ile iiretilen proniozomlarda tiiretilen niozomlarin ortalama zeta

potansiyeli — 43,6 mV bulunmustur (Sekil 3.32.).

Zeta Potential Dis tribution
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Record 3257 F2 0,8 fitre edilmis zeta ort.

Sekil 3.32. F2 kodlu formiiliin zeta potansiyeli dagilim grafigi.



122

3.2.3.2. Sorbitol Partikiil Biiyiikliigiiniin Etkin Madde Salimina Etkisinin

Incelenmesine Ait Bulgular

Sorbitol partikiil biiylikliiglinlin etkin madde salimina etkisi Bolim 2.2.5.2.’de belirtilen
sekilde incelenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.40.’da ve Sekil 3.33.’de verilmektedir.

Cizelge 3.40. 0,125-0,25 mm , 0,25-0,50 mm, 0,5-0,75 mm partikiil biiytikliigii araligindaki sorbitollerle
tiretilen proniozomlara ait ¢6ziinme hiz1 analizi verileri (F2 kodlu formiil %EE: 98,38).

0,125-0,25 mm 0,25-0,50 mm 0,5-0,75 mm
partikiil biiyiikliigii partikiil biiyiikliigii partikiil biiyiikliigii
Zaman arahgindaki arahgindaki arahgindaki
sorbitolle iiretilen F2 | sorbitolle iiretilen F2 | sorbitolle iiretilen F2
kodlu proniozomdan | kodlu proniozomdan | kodlu proniozomdan
% A.C.E.M. % A.C.E.M. % A.C.E.M.
5 32,60 15,80 12,40
15 37,23 18,81 21,23
30 49,87 29,13 24,00
45 56,36 33,76 34,87
60 63,41 45,25 38,00
120 70,47 60,83 50,27
180 74,02 76,95 59,38
240 76,05 80,57 68,43
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Sekil 3.33. Farkli partikiil biiyiikliigiinde sorbitollerle iiretilen proniozomlarin etkin madde salim profilleri.
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3.2.3.3.Etkin Madde Sahminin Farklh pH Degerlerindeki Ortamlarda incelenmesine
Ait Bulgular

Segilen F2 kodlu formiilasyondan elde edilen proniozomlarin ve ticari preparatin farkl
pH degerlerindeki ortamlarda ¢éziinme hizi analizi Bolim 2.2.5.3.’te belirtilen sekilde
yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.41.’de ve Cizelge 3.42.de ve Sekil 3.34.’te
verilmistir. Aym1 deneyler 8mg etkin madde igeren ticari preparat icin de
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.41. Gelistirilen formiiller arasindan segilen F2 kodlu formiiliin % 0,2 a/h Tween 80 iceren farkli
pH’lardaki ortamlarda ¢6ziinme hizi1 analizi verileri (F2 kodlu formiil %EE: 98,38) (n:3).

% A.C.E.M.+ S.E. % A.C.E.M.+ S.E. % A.C.E.M.+ S.E.
Zaman | (% 0,2 Tween 80 iceren | (% 0,2 Tween 80 iceren (% 0,2 Tween 80 iceren
(dakika) pH 1,2) pH 4,5) pH 6,8)
5 15,18 + 2,4 9,180 + 0,77 17,10+ 0,9
30 19,38 + 2,75 14,72+ 1,19 35,77 + 1,47
60 33,52+2,.2 20,97 + 0,72 59,81 + 0,91
120 35,69 +5,9 71,39 +1,57 84,25 + 0,87
240 4230+35 | - 99,38 + 0,16
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Cizelge 3.42. 8 mg kandesartan iceren ticari preparatin % 0,2 a/h Tween 80 iceren farkli pH’lardaki

ortamlarda ¢6ziinme hiz1 analizi verileri (n:3).

% A.C.E.M.+ S.E. % A.C.E.M.+ S.E. % A.C.E.M.+ S.E.
Zaman (% 0,2 Tween 80 iceren (% 0,2 Tween 80 iceren (% 0,2 Tween 80 iceren
(dakika) pH 1,2) pH 4,5) pH 6,8)
5 0,83+0,23 0,20 +5x10°° 0,56 + 0,055
15 1,27 +0,12 0,74 +0,43 1,39 +0,17
30 1,60 +0,17 1,00 + 0,17 4,04 +0,58
45 2,68 +0,19 1,74+0,5 14,71+ 0,3
60 420+0/4 3,75+0,53 52,54 + 0,79
120 8,90 +0,78 12,83+ 0,76 70,26 + 1,94
180 14,50+ 0,5 18,10 + 0,46 70,36 + 1,59
240 18,68 + 0,68 2560+018 | -
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Sekil 3.34. Secilen F2 kodlu formiilasyondan elde edilen proniozomlarin ve kandesartan sileksetil igeren ticari preparatin %0,2 a/h Tween 80 igeren cesitli pH

degerindeki ortamlarda etkin madde salim profilleri.
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3.2.3.4. Etkin Madde Salim Kinetiklerinin incelenmesine Ait Bulgular

Secilen F2 kodlu formiilden iiretilen proniozomlarin farkli pH degerlerindeki
ortamlarda etkin madde salim kinetiklerinin incelenmesi Bolum 2.2.5.4.’te ifade

edilen sekilde yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.43.’te verilmektedir.

Cizelge 3.43. Gelistirilen formiiller arasindan segilen F2 kodlu formiiliin % 0,2 a/h Tween 80 igeren
farkli pH’lardaki ortamlarda ¢oziinme hizi1 Kinetiklerine (modellerine) ait veriler.

Model Parametreler pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
0d Ko 0,1085 0,5515 0,3344
kirfgteif(e r 0,7871 0,9116 0,8606
RMS 37,29 108,6 212,1

1 d ky 1,57x10° 0,0102 21,06x10°
kin‘fa:?ﬁe r 0,8360 0,8669 0,9764
RMS 5,660x10° 59,50x107 0,1254

Hi ks 2,149x10° 12,83x10° 14,97x107
clr)é?sgu r 0,8120 0,8826 09972

RMS 12,51x10°° 80,62x10° 7,243x10°°
Ty 1485 224 52,48
Weibull B 0,3301 0,6977 0,8381
r 0,9132 0,7323 0,9446

RMS 5,745x10° 93,95x10°° 22,87x10°°
Ky 2,138 6,858 6,521
Higuchi r’ 0,9017 0,7746 0,9661
RMS 17,22 277,0 51,51

3.2.3.5. Etkin Madde Yardimc1 Madde Etkilesiminin Incelenmesine Ait

Bulgular

Etkin madde ile yardimc1 maddeler arasinda etkilesim olup olmadiginin incelenmesi
icin Bolim 2.2.5.5.’te belirtilen deneyler yapilmistir. Elde edilen veriler Sekil
3.35.°te ve Sekil 3.36.’da verilmektedir.
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Sekil 3.35. Etkin maddenin, segilen formiilasyonda yer alan maddelerin, iiretilen proniozomun ve
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hazirlanan fiziksel karigimlarin diferansiyel tarama kalorimetrisi termogramlari.
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Sekil 3.36. Etkin maddenin, se¢ilen formiilasyonda yer alan maddelerin, {iretilen proniozomun ve
hazirlanan fiziksel karigimlarin X-1s11 difraksiyon spektrumlari.
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4. TARTISMA

4.1. Etkin Maddeye Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.1. Etkin Maddenin DSC Analizi ve X-Isin1 Toz Difraktometrisi Analizlerine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Kandesartan sileksetilin DSC ile alinan termogrami incelendiginde 168,2°C’de erime
noktasina karsilik gelen keskin bir endotermik pik mevcuttur (Sekil 3.1.). Bu bulgu
literatiirlerde etkin maddenin erime noktasi i¢in verilen deger olan 168-169 °C ile
uyusmaktadir. Termogramdaki keskin endotermik piki takiben maddenin
dekompozisyonundan kaynaklanan bir ekzotermik pik gozlenmektedir; etkin
maddenin form | halinde bulundugu anlagilmaktadir (Sekil 3.1., Matsunaga ve ark.,
1999; Satturwer ve ark., 2007). Bu form etkin maddenin ticari olarak mevcut olan

formdur.

Etkin maddenin X 1sm1 difraktometresi ile yapilan incelemeleri sonucunda elde
edilen difraksiyon spektrumunda tek basina etkin maddenin kristal yapis1 keskin
pikler seklinde ortaya g¢ikmaktadir ve etkin maddenin form I seklinde oldugu
anlagilmaktadir (Matsunaga ve ark., 1999) (Sekil 3.2.).

4.1.2. Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi Analizine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Kandesartan sileksetilin pH 1,2 , metanol ve % 0,2 Tween 80 igeren SGF (pH 1,2),
% 0,2 Tween 80 iceren pH 4,5 ve % 0,2 Tween 80 igeren SIF (pH 6,8) ortamlarinda
verdigi piklerin sekilleri birbirine benzemektedir (Sekil 3.3.). Hazirlanan tiim
tamponlar ve metanol ortami da polar oldugu i¢in benzer sekiller elde edilmistir.
Bulunan pik sekilleri “Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons” (Mofftat, 2005,
s:740) adli kitapta kandesartan sileksetil bolimiinde yer alan pik sekli ile aynidir
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(Sekil 3.4.). Ayni kitapta kandesartan sileksetilin maksimum pik verdigi dalga
boylar1 sulu asit ortamda 246-281 nm, etanol ortaminda 253 nm, sulu baz ortaminda
ise 251 nm olarak belirtilmistir. Kandesartan sileksetilin maksimum pik verdigi dalga
boylar1 ise metanol ortaminda 254,5 nm, pH 1,2 tamponunda 286,5 nm, % 0,2 a/h
Tween 80 igeren SGF otaminda 257,5 nm, % 0,2 a/h Tween 80 igeren pH 4,5
otaminda 257,5 nm ve % 0,2 a/h Tween 80 iceren SIF (pH 6,8) otaminda 260,5
nm’dir (Cizelge 3.1.). Dalga boylar1 kitap verileri ile paralellik géstermektedir.

Etkin maddenin hazirlanan ortamlardaki kalibrasyon dogrularinin determinasyon
katsayilarmm (1) 1’e yakin olmasi, artik kareler ortalamalarinin (RMS) diisiik
degerlere sahip olmasi, kesisimin ve egimin standart hatasinin diisiik bulunmasi
(Sekil 3.5.-3.7., Cizelge 3.2.) okunan absorbanslardan bulunan konsantrasyon

degerlerinin giivenilir sonuglar olacagini géstermektdir.

41.2.1. Etkin Maddenin Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem ile elde edilen test sonuclarinin gergek
degerlere yakinligidir. Dogruluk, tanimlanan bilesime sahip olan bir ortama bilinen
miktarda ilave edilen bir analitin miktar tayininin yilizde geri eldesi olarak ifade
edilir. Bolim 2.2.1.3.3.1.°de anlatildigi sekilde incelenen analitik yOntem
dogruluguna iligskin sonucglar Cizelge 3.3. — Cizelge 3.7. ‘de verilmistir. Etkin
maddenin pH 1,2 tamponunda, % 0,2 a/h Tween 80 i¢ceren SGF (pH 1,2 ) otaminda,
% 0,2 a’/h Tween 80 igeren pH 4,5 ortaminda, % 0,2 a/h Tween 80 igeren SIF (pH
6,8) otaminda ve metanol ortaminda hesaplanan % geri elde degerlerinin bagil
standart sapma (%) degerleri % 2’den kiiciiktiir. Bu sonuglar yontemin dogrulugunu

gostermektedir.

Bir analiz yoOnteminin kesinligi ise normal test kosullarinda testin

tekrarlanabilirliginin ve tekrar elde edilebilirliginin bir o6l¢iisiidiir. Bir bagka
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anlatimla homojen bir karisimdan kisa araliklarla alinan birden fazla numunede elde
edilen sonuglarin birbiriyle uyumunu, yakinlik derecesini ifade etmektedir. Etkin
maddenin pH 1,2 tamponunda, % 0,2 a/h Tween 80 igeren SGF otaminda, % 0,2 a/h
Tween 80 iceren pH 4,5 ortaminda, % 0,2 a/h Tween 80 igeren SIF (pH 6.8)
otaminda ve metanol ortaminda iki farkli giin i¢inde tekrarlanabilirlik ve iki farkl
analist tarafindan gerceklestirilen tekrar elde edilebilirlik incelemesine ait
deneylerden elde edilen verilerin bagil standart sapma degerlerinin % 2’den kiigiik
oldugu bulunmustur (Cizelge 3.8. — 3.17.). Bu sonuglar yontemin kesinligini

gostermektedir.

Bir analitik yontemin teshis sinir1 (LOD) belirtilen deneysel yontemi kullanarak bir
ornek i¢inde izlenebilecek en diisiik analit miktaridir. Yontemin tayin sinir1 (LOQ)
ise belirtilen deneysel yontem kullanildiginda, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte
etkin maddenin oSlgiilebilecek en diisiik miktaridir. Hazirlanan ortamlardaki teshis ve
tayin sinirlart Cizelge 3.18. — 3.22.’de goriildiigl gibi dogrusallik araligini olusturan

alt sinirlarin asagisinda yer almaktadir.

4.2. Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

42.1. Etkin Maddesiz Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.2.1.1. Proniozom Uretimi Esnasinda Kullanilacak Olan Yontemin Secimine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Proniozom fiiretimi esnasinda sprey yontemi ve bulamag¢ yontemi karsilastirilmistir.
Sekil 3.8.’de de goriildiigii gibi sprey yontemiyle firetilen vezikiillerde biiyiik
agregatlar olusmustur ve vezikiillerin biiyiikliikleri artmistir. Ayrica rotavapora takil
halde bulunan cam balonun igindeki tasiyict materyale etkin maddeyi de iceren
¢Oziicii karisimi piskiirtiilirken ¢esitli  sorunlar yasanmaktadir, homojen bir

puskiirtme yapilamamaktadir. Piiskiirtme porsiyonlar halinde yapildig1 icin
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rotavaporun siirekli durdurulup kapatilmasi gerekmektedir. Ayrica etkin bir
puskiirtme yapacak uygun bir piiskiirtme aparatinin bulunmasi zordur. Ayrica
puskiirtme esnasinda organik ¢oziicii olan kloroform ugmaktadir. Bu nedenlerden
dolay1r bulama¢ yonteminin proniozom iiretiminde ¢ok daha uygun bir iiretim

yontemi oldugu saptanmistir.

4.2.1.2. Proniozomdan Niozom Eldesinde Ortam Sicakhigmm ve Vorteks

Isleminin Etkisine Yonelik Yapilan Cahsmalarin Degerlendirilmesi

flgili kaynaklarda proniozomlardan niozom elde edilitken, yapida bulunan yiizey
etkin maddenin camsi1 ge¢is sicakliginin iizerindeki sicaklikta olan bir siviyla
hidratasyon yapilmasinin gerektigi belirtilmistir (Hao ve ark., 2002). Yapilan
calismada proniozomal tozun hem oda sicakliginda (25 + 2 °C’de) viicuda
verilmeden oOnce dis ortamda hidrate edilip niozomal dispersiyon sekline
doniistiiriilmesi, hem de viicut sicakligi olan 37 °C’deki distile su ile hidrate edilip
niozomal dispersiyon sekline doniistiiriilmesi miimkiin olmustur (Sekil 3.9., Cizelge
3,24). Yani niozomal vezikiiller, oda sicaklifinda proniozomal tozun kullanimdan
hemen Once su ile hidratasyonuyla veya proniozomal toz viicuda alindiktan sonra

proniozomal tozun viicut sivilariyla hidratasyonuyla kolaylikla olusabilecektir.

llgili kaynaklarda, proniozomal tozdan niozomal dispersiyon elde edilirken
hidratasyon asamasindan sonra vorteks isleminin uygulandig: goriilmektedir (Hu, C.,
Rhodes, D., 1999). Oysa yapilan calismada herhangi bir vorteks islemi
uygulanmadan da niozomal vezikiillerin olusabildigi saptanmistir (Sekil 3.10.). Bu
bulgu sayesinde proniozomal tozun viicut sivilariyla hidratasyonu sonucu
proniozomal tozdan vorteks islemi gerekmeksizin niozomal vezikiillerin

olusabilecegi anlagilmaktadir.
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4.2.1.3. Etkin Maddesiz Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

K1 kodlu formiilasyon sprey yontemi ile hazirlandiginda agregat olusumundan
dolayr partikiil biiylikliigliniin bir hayli arttigi ve partikiil biyiikligi dagiliminin
heterojenlestigi goriilmektedir (Sekil 3.8.). Optik mikroskop verilerini partikiil
biiytikliigii analizi verileri de desteklemektedir (Cizelge 3.25.). Ayrica spreyleme
islemi ile tiretim esnasinda zorluklar yasandigi i¢in uygun yontem olarak bulamag

yontemi se¢ilmistir.

K1 kodlu formiilasyonda 10 mL kloroform varken, K2 kodlu formiilasyonda 5 mL
kloroform bulunmaktadir (Cizelge 2.1.). Kloroform ¢ok ugucu olan bir ¢oziicii
oldugu ig¢in tiretim esnasinda 5 mL kloroform yerine 10 mL kloroform kullanmak
islemi kolaylastiracak ve wugan kloroformun islemi daha az etkilemesini
saglayacaktir. Ayrica optik mikroskop goriintiileri de dikkate alinarak {iretim
esnasinda kullanilan kloroform miktarinin 10 mL olmasina karar verilmistir (Sekil

3.8., Sekil 3.14.).

K3 kodlu formiilasyon K1 kodlu formiilasyonun aynisidir (Cizelge 2.1.), tek farki K3
kodlu formiilasyonda tasiyict madde olan sorbitoliin ¢esitli partikiil biiyiikliikleri ile
deney gergeklestirilmistir. Bu denemelerin sonucunda optik mikroskop goriintiileri
(Sekil 3.16.) degerlendirildiginde, orta partikiillii sorbitoliin (0.25-0,50 mm) tasiyici

olarak kullanilmasinin daha uygun oldugu saptanmustir.

K4 kodlu formiilasyon gelistirilirken siirfaktan karigimmin sorbitole orani kisim
cinsinden 1 : 10’dan 1 : 20’ye yiikseltilmistir (Cizelge 2.1.), ve olumlu sonuglar elde
edilmistir. Tasiyict madde miktarinin artmasi proniozomal toz miktarmi da
arttiracagindan daha iyi fiziksel stabiliteye sahip iiriin elde etmemize ve lretim
esnasinda yasanan kayiplarin sonug iirlinii daha az derecede etkilemesine yardimci

olacaktir. Herhangi bir vorteks islemi uygulanmadiginda da sadece hidratasyonla
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niozomlarin olustugu gozlenmistir; bu da proniozomlarin peroral yolla kullanimi
oncesi hidratasyonu sirasinda veya toz seklinde viicuda uygulanmasi sonrasi viicut
stvilart ile hidratasyonu sirasinda niozom eldesinde herhangi bir sorun olmayacagini
gostermektedir. Vorteks isleminin siiresi arttik¢a vezikiil biiyiikligii kiictilmektedir

(Sekil 3.18.).

K35 kodlu formiilasyonda siirfaktan karigimi1 ve sorbitoliin kisim cinsinden oran1  1:
30’a yiikseltilmistir (Cizelge 2.1.). Bu deney sonucunda optik mikroskoptan elde
edilen veriler ve partikiil bliytlikliigli analizinden elde edilen veriler
degerlendirildiginde K5 kodlu formiilasyonun sekil olarak uygun olmadigi
saptanmistir (Sekil 3.20.).

Calismalarda K4 kodlu formiilasyonun temel alinarak bu formiilasyona etkin madde

eklenmesine karar verilmistir.

4.2.2. Kandesartan Sileksetil Iceren Formiilasyonlar Cahsmalarma Ait

Bulgularm Degerlendirilmesi

4.2.2.1. Uriin Verimi (%) Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tim formiilasyonlar iiriin verimi % 97 {izerinde olmustur (Cizelge 3.26.).
Proniozomlar cam balon i¢inde genel olarak akici tozlar seklinde elde edildiginden

cok fazla iiriin kayb1 olmamustir.

4.2.2.2. Etkin Madde Yiikleme Etkinligi (% EE) Bulgularinin Degerlendirilmesi

Kandesartan sileksetil pratik olarak suda c¢oziinmeyen, lipofilik bir etkin madde
oldugu i¢in HLB’si diisiik olan (lipofilik olan) siirfaktanlarla hazirlanan

proniozomlarin % EE (etkin madde yiikleme etkinligi) degerlerinin yap1
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benzerliginden dolay1 daha yiiksek olmasi beklenir (Bayindir, Z.S., Yiksel, N.,
2010). Deneyler sonucunda elde edilen bulgular da dstteki teorik bilgiyi
desteklemektedir. HLB degerleri diisiik olan Spanlar ve Brij 72 igeren FI1-F5
formiilleri ile hazirlanan niozomlarda % 98 ve lizerinde % EE degerleri elde
edilmistir. HLB degerleri yiiksek olan (hidrofilik olan) siirfaktanlarla iiretilen
proniozomlarda (F6, F7, F8, F9) % EE degerleri % 70-91 arasinda olmustur
(Cizelge 3.27.).

4.2.2.3. Proniozomlarin Hidratasyonu ile Elde Edilen Niozomlarin Optik

Mikroskop Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Optik mikroskop goriintiilerine bakildiginda en kiiresel ve en iyi sekilli niozomlarin
stirfaktan olarak sorbitan esterleri (Spanlar) kullanildiginda (F1, F2, F3, F4) elde
edildigi gozlenmistir (Sekil 3.21 — Sekil 3.24.). Brijler (polioksietilen stearil eterleri)
ile Uretilen niozomlarin (F5, F6, F7) optik mikroskop goriintiilerine bakildiginda
Spanlar ile iiretilen niozomlar kadar kiiresel vezikiiller elde edilememistir (Sekil
3.25. — Sekil 3.27.). Tweenler (polioksietilen sorbitan eterleri) ile iiretilen
niozomlarin (F8, F9) optik mikroskop goriintiilerine bakildiginda ise siirfaktanlarin
HLB degerleri yiiksek oldugu i¢in (hidrofilik olduklar1 icin) kiiresel yapidaki
niozomlarin tam anlamiyla olusamadig1 ve bunlarin yerine tiibiiler sekilli yapilarin ve
agregatlarin olustugu gozlenmistir (Sekil 3.28., Sekil 3.29.). Tween gibi hidrofilik
siirfaktanlarin hidrofilik gruplart ¢ok baskin oldugundan vezikiiler lipidik c¢ifte
tabakay1 olusturabilmeleri igin lipofilik siirfaktanlardan daha fazla kolesterol
molekiiliine ihtiyaclar1 vardir (Uchegbu, F.I., Vyas, S., 1998). Formiilasyonlarin
hepsinde kolesterol miktarlari sabit oldugu i¢in bu miktar tweenlerin vezikiiler ¢ifte
tabakayr tam anlamiyla olusturabilmeleri i¢in yetersiz kalmistir ve dolayisiyla

kiiresel sekilden uzak yapilar gozlenmistir (Sekil 3.28.-3.29.).

Kandesartan sileksetil lipofilik oldugu i¢in etkin madde vezikiiler yapinin alkil
zincirleri arasinda (yani siirfaktanlarin hidrofobik kuyruk kisimlarinda) dagilip

vezikiiler yapiya yiklenir. Dolayisiyla % EE (etkin madde yiikleme etkinligi)
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degerlerinin yiiksek oldugu proniozomlarda, etkin madde alkil zincirleri arasinda
tutuldugundan alkil zincirinin uzun olmasi ve niozom partikiil biiytlikliigliniin
(capinin) biiylik olmas1 gerekmektedir (Bayindir, Z.S., Yiiksel, N., 2010). En yiiksek
% EE degerleri beklenildigi gibi Spanlar ile iiretilen vezikiillerde elde edilmistir ve
teorik olarak bu niozomlarin daha biiyiikk olmasi beklenir. Fakat iiretilen
proniozomlarin optik mikroskop goriintiileri incelendiginde HLB’si yiiksek olan
siirfaktanlarla iiretilen niozomlarda agregatlarin olusmasindan dolay1 ve vezikiiler
cifte tabakay1 kolesterol azligindan dolay1 olusturamayan tiibiiler sekildeki yapilarin
bulunmasindan dolayi; teorik olarak, etkin madde yiikleme etkinligi verilerine gore

olmasi beklenenden daha biiyiik vezikiiller ve yapilar olusmustur (Sekil 3.21.-3.29.).

4.2.2.4. Proniozomlardan Etkin Madde Sahminin incelenmesi i¢cin Céziinme

Hiz1 Test Yonteminin Belirlenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Ilgili literatiirlerde ve kaynak kitaplarda proniozomal vezikiiller i¢in ve dogrudan
niozomlar i¢in ¢oziinme hizi analizleri genellikle diyaliz membranlar kullanilarak
yapilmistir (Bayindir, Z.S., Yiiksel, N., 2010; Hu. C., Rhodes, D., 1999; Alsarra ve
ark., 2005).

Kandesartan sileksetil etkin maddesi igeren proniozomal tozlarla calkalayict su
banyosunda  yapilan c¢oziinme hiz1 analizlerinde ilk olarak diyaliz ydntemi
denenmistir. Diyaliz yonteminde Oncelikle diyaliz membranlarin i¢ine dogrudan
proniozomal tozun ve niozomal dispersiyonun konuldugu denemeler yapilmstir.
Salman etkin madde yiizdelerinin ¢ok diisiik degerlerde kaldig1 sirasiyla 10 saat
sonunda ancak % 4,586 ve % 5,445 etkin madde salim1) saptanmistir (Cizelge 3.28-
3.29.). Bu denemelerden sonra ¢oziinme ortamina a/h cinsinden % 0,2 oraninda
Tween 80 eklenmistir, fakat yine etkin madde saliminin ¢ok diisiik degerde kaldig: (4
saat sonunda % 4,707 etkin madde salimi) saptanmistir (Cizelge 3.30.). Baska bir
denemede ise diyaliz membranlarin i¢ine saf etkin madde ve etkin madde ile
sorbitoliin karigimi olan toz konulmustur, bu analizlerde de etkin madde salimi ¢ok

diisiik degerlerde (sirasiyla 10 saat sonunda ancak % 4,198 ve %2,099 etkin madde
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salim1) gergeklesmistir (Cizelge 3.31.). Diger bir denemede etkin maddenin metanol
icinde ¢ozeltisi hazirlanmistir ve bu ¢ozelti diyaliz membranin i¢ine konulmustur,
fakat etkin madde salimmin yine ¢ok diisiik degerlerde (10 saat sonunda ancak %

7,938 etkin madde salim1) kaldig1 goriilmistiir (Cizelge 3.32.).

Etkin maddenin dozunun yiiksek olabilecegi diisiiniiliip etkin madde dozu 8 mg’dan
4 mg, 2 mg ve 1 mg’a diisiiriilerek diyaliz membranlar ile ¢alkalayici su banyosunda
tekrar ¢oziinme hiz1 analizleri gerceklestirilmistir. Diyaliz membranlarin igine
proniozomal toz ile beraber konulan ¢dziinme ortaminin miktarinin deneye etki
edebilecegi diisliniilip bu miktar azaltilarak da ¢6ziinme hiz1 analizleri
gerceklestirilmistir. Proniozomal tozdaki tasiyict materyal olan sorbitoliin etkin
madde salimini olumsuz etkileyebilecegi diisiiniilmiis ve ultrasantrifiij islemi
sonrasinda elde edilen ve sorbitol icermeyen presipitat kisimlarinin diyaliz
membranlarin  i¢gine konulmasi ile de deneyler gergeklestirilmistir. Ayrica
proniozomal tozdaki tasiyici materyal olan sorbitoliin diyaliz membran iginde
ozmotik basing olusturabilecegi ve olusan bu basincin etkin madde salimini olumsuz
yonde etkileyebilecegi diislinlilmiistiir. Bu basing farkini 6nleyebilmek i¢in, ¢éziinme
ortammna diyaliz membranlarda bulunan proniozomal toz i¢indeki sorbitol kadar
sorbitol eklenmistir. Fakat diyaliz membranlarla yapilan bu ¢oziinme hizi
deneylerinde de tutarsiz sonuclar alinmistir ve etkin madde salim yiizdeleri ¢ok

diisiik degerlerde kalmistir. (Cizelge 3.33., Cizelge 3.34., Cizelge 3.35.).

Diyaliz membranlar1 ile yapilan iistte anlatilan denemelerin ardindan ¢éziinme hizi
analizlerinin diyaliz membranlar kullanilmadan sadece c¢alkalayic1 su banyosu ile
yapilip yapilamayacagi arastirilmistir. Bu amagla 8 mg etkin madde igeren
proniozomal toz dogrudan ¢dziinme ortamini igeren beherin i¢ine konulmustur, ve
beher c¢alkalayici su banyosuna yerlestirilmistir. Bu deneyde ¢6ziinme ortami olarak
% 0,2 a’/h Tween 80 igeren SGF kullanilmistir. Deney sonucunda 4 saat sonunda
etkin maddenin % 75’inin ortama salindigi saptanmustir (Cizelge 3.36., Cizelge
3.37.). Diyaliz kesesi kullanilmayip sadece calkalayici su banyosu ve beher
kullanildiginda etkin maddenin salindig1 saptandiktan sonra ortama yiizey etkin

madde konulmadan da etkin madde saliminin olup olmayacagi arastirilmistir. Bu
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deneyde bir listte anlatilan deneyden farkli olarak ¢oziinme ortami olarak pH 1,2
tamponu segilmistir. Fakat ¢oziinme ortaminda ylizey etkin madde olmadiginda
kandesartan sileksetilin salimmnin bir hayli diistiigti (45 dakikada % 4,709 etkin
madde salimi) gozlenmistir (Cizelge 3.38.). Bu deneylerin sonucunda ¢6ziinme hizi
analizleri, sink kosulunu saglayabilmek i¢in yiizey etkin madde igeren ortamlarda ve

diyaliz membran kullanilmaksizin beher yontemi ile gergeklestirilmistir.

4.2.2.5. Farkh Formiilasyonlarla Hazirlanan Proniozomlardan Etkin Madde

Saliminin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonlardan diyaliz keseleri kullanilmadan sadece calkalayici su
banyosu ile (beher yontemi ile) % 0,2 a’/h Tween 80 igeren SGF ortaminda yapilan
¢Ozlinme hizi analizlerinde 4 saat sonunda % 24,73-80,63 oraninda etkin madde
salim1 saptanmistir (Cizelge 3.39., Sekil 3.30.). Gelistirilen tiim formiillerde salinan
etkin madde yiizdesi kandesartan sileksetil igeren ticari preparattan yliksek
degerlerdedir (Sekil 3.30.). Kandesartan sileksetil lipofilik bir etkin madde oldugu
icin siirfaktan yapisinin hidrofobik olan alkil zincir kisimlarina sekonder baglarla
baglanmaktadir ve bu kisimlarda molekiiler diizeyde dagilmaktadir. Olusturulan
formiillerin tiimiinden iiretilen proniozomlar ¢ziinme ortami ile temas edince etkin
madde difiizyon mekanizmasi ile vezikiiler yapidan salinacaktir. Bizim ¢alistigimiz
proniozomlarda diisik HLB’ye sahip siirfaktanlarla hazirlanan formiilasyonlardan
(F1, F2, F3) etkin madde salimi daha fazla olmustur. Kandesartan sileksetil g¢ok
diisiik ¢oziiniirliige sahiptir; diisik HLB’ye sahip sistemlerin (lipofilik sistemlerin)
bu maddenin ¢oziiniir hale getirilmesinde daha etkin oldugu saptanmistir (Thalo
3.39. ve Sekil 3.30.). F8 kodlu formiilasyonda (Tween 80, HLB 15) ve F9 kodlu
formiilasyonda (Tween 20, HLB 16,7) baslangicta hizli bir ¢ikis (burst effect) ve
takiben son derece diisiik bir etkin madde salimi gozlenmistir ( F8= 5.dakikada %
43,60 ve F9= 5. dakikada % 18,86); yani bir salim devamlilig1 yoktur. Bu fark etkin
maddenin lipofilik ve hidrofilk siirfaktanlar igerisinde farkli yerlesimine baglanabilir.
F7 kodlu formiilasyonda HLB’si 15,3 olan Brij 78 kullanilmistir. Bunda ise
maksimum etkin madde ¢ikis1 (% 127,6) gozlenmistir (Cizelge 3.39.), fakat bu ¢ikis
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yiizdesi % 100’iin lizerindedir. En diisiik etkin madde yilikleme etkinligi (% 69,60)
bu formiil i¢in gozlenmistir; ¢oziinme testine alinacak 8 mg etkin madde igerecek
sekilde tartilan proniozomal toz miktar1 artmaktadir. Bu kiitle i¢inde etkin maddenin
homojen olarak dagilamadigr diisiiniilmiistiir. F7 haricinde en yiiksek etkin madde
saliminin gozlendigi F2 ve F3 formiilleri arasindan segilen formiil F2 formiili
olmustur. (Cizelge 3.39., Sekil 3.30.). Ciinkii F2 kodlu formiilasyon ile iiretilen
proniozomlardan elde edilen etkin madde salim yiizdelerinin standart hata degerleri
oldukg¢a diisiiktiir ve diislik standart hata degerleri elde edilen sonuglarin tutarh

oldugunu gostermektedir.

4.3. Hazirlanan Formiilasyonlar Arasindaki Son Degerlendirme ve En Uygun

Formiiliin Secilmesi

Spanlar arasinda degerlendirme yapildiginda en kiiresel ve homojen dagilimlh
partikiiller F2 kodlu formiilasyon ile liretilen niozomlarda elde edilmistir (Sekil

3.21.-Sekil 3.24.).

% EE (etkin madde yiikleme etkinligi) degeri en yiiksek oranda F4 kodlu
formiilasyonda (% 99,16 oraninda) elde edilmistir (Cizelge 3.27.); fakat etkin madde
salim verilerine bakildiginda F4 kodlu formiilasyonla iiretilen proniozomlardan agiga
cikan etkin madde yiizdesi (%48.,2), F2 kodlu formiilasyonla iiretilen
proniozomlardan salinan etkin madde ylizdesine (%76,86) kiyasla oldukca diisiik
degerlerde kalmaktadir (Cizelge 3.39., Sekil 3.30.). F2 ve F4 kodlu formiilasyonlarin
% EE degerleri arasindaki fark ¢ok az iken; % A.C.E.M. degerleri arasindaki fark
oldukga yiiksektir.

Yukarida anlatilan parametreler ve bulgular g6z oOniinde bulunduruldugunda, en
uygun formiilin Span 60 ile iretilen F2 kodlu formiilasyon olduguna karar

verilmistir.
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4.4. Secilen Formiilasyon Uzerinde Yapilan Incelemelere Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

4.4.1. Proniozomlardan Hidratasyonla Olusturulan Niozomlarin Partikiil
Biiyiikliigiiniin, Zeta Potansiyelinin ve Polidispersite Indeksinin

Olciilmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Segilen F2 kodlu formiilden iiretilen proniozomlardan elde edilen niozomlarin 0,8
um’lik filtreden gecirilmesi sonucu ortalama partikiil biiyiikligi 679,9 nm (Sekil
3.31.), ortalama polidispersite indeksi ise 0,493 bulunmustur. Polidispersite indeksi
orta bir degerde olmakla beraber 0,5’in altindadir ve 0’a daha yakindir, bu nedenle
olusturulan vezikiillerin partikiil bliylikligii dagiliminin dar dagilima yakin 6zellikte
oldugu soylenebilir. Ortalama zeta potansiyeli -43,6 mV bulnmustur (Sekil 3.32.),
yani niozomlarin agregasyona karst birbirlerine uyguladiklar1 itme kuvvetleri
yiiksektir ve agregasyona kars1 dayanikli vezikiiller elde edilmistir (Martin, 1993,
5:410).

4.4.2. Sorbitol Partikiil Bilyiikliigiiniin Etkin Madde Sahmma Etkisinin

Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Proniozom formiilasyonlarinda tasiyici madde olan sorbitoliin partikiil biiyiikligi
araliginin etkin madde salimina etkisi incelenmistir. Partikiil biiyiikliigli azaldikca
etkin madde salim1 hizlanmigtir; partikiil biiyiikligii arttikca da etkin madde salimi
yavaslamistir (Cizelge 3.40., Sekil 3.33.). Deney yapilan ii¢ partikiil biiyikligi
araliginda da salim profillerinde, deneyin en sonunda salinan etkin madde yiizdeleri
birbirine yakindir. Daha oOnceden cesitli partikiil biiyilikligiindeki sorbitollerle
tiretilen proniozomlar {izerinde yapilan partikiil biyiikligii ve optik mikroskop
analizleri de g6z Oniinde bulunduruldugunda ideal sorbitol partikiil biiyiikligi

araliginin 0,25-0,50 mm olmasina karar verilmistir.
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4.4.3. Secilen Formiilasyondan ve Ticari Preparattan Etkin Madde Saliminin
Farkh pH Degerlerindeki Ortamlarda Incelenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

8 mg kandesartan sileksetil iceren tablet formunda olan ticari preparatin etkin madde
salim oOzellikleri % 0,2 a/h Tween 80 igeren c¢esitli pH’lardaki ortamlarda
incelenmistir. A¢iga c¢ikan etkin madde yiizdeleri pH 1,2 ortaminda % 18,68; pH 4,5
ortaminda % 25,60; pH 6,8 ortaminda % 70,36’dir (Cizelge 3.42.). Secilen F2 kodlu
formiille iiretilen 8 mg kandesartan sileksetil iceren proniozomal tozun da etkin
madde salim &zellikleri % 0,2 a/h Tween 80 igeren ¢esitli pH’lardaki ortamlarda
incelenmistir. Belirli zaman dilimlerinde alinan numuneler ultrasantrifiij islemine
tabi tutulmustur ve santrifiij sonrasi santrifiij tiiplerinin tist kismindaki alt kisma gore
daha berrak olan sivilardan analiz yapilmistir. Agiga ¢ikan etkin madde yiizdeleri pH
1,2 ortaminda % 42,30; pH 4,5 ortaminda % 71,39; pH 6,8 ortaminda ise % 99,38’dir
(Cizelge 3.41.). Yani gelistirilen proniozomal toz ile ticari preparattan daha yiiksek
etkin madde c¢ikis degerleri elde edilmistir ( Sekil 3.34.). En yiiksek kandesartan
sileksetil salim1 diger ortamlara gore kismen daha alkali olan pH 6,8 ortaminda elde
edilmistir (Sekil 3.34.). Kandesartan, kismen asidik bir etkin madde oldugu i¢in diger
ortamlara gore kismen daha alkali olan pH 6,8 ortaminda daha iyonize halde
bulunmakta ve ¢oziiniirliigii artmaktadir (Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Kurumu’nun (FDA) etkin maddeler i¢in ¢6ziinme ortam tavsiyeleri listesinde
kandesartan i¢in % 0,35 Tween 20 iceren pH 6,8 fosfat tamponu ortami tavsiye

edilmistir).

4.4.4. Etkin Madde Salm Kinetiklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Secilen F2 kodlu formiille iiretilen 8 mg kandesartan sileksetil iceren proniozomal
toz ile % 0,2 a/h Tween 80 igeren cesitli pH degerlerindeki ortamlarda
gerceklestirilen ¢oziinme hizi testine ait verileri degisik ¢oziinme hiz1 kinetiklerine

uygulanmistir. pH 1,2 ortamindan elde edilen veriler incelendiginde (Cizelge 3.43.),
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en yiiksek determinasyon katsayisi (r?) Weibull modelinde elde edilmistir, ayni
ortamda en diisiik artik kareler ortalamalar1 (RMS) Weibull ve 1. derece kinetik
modellerinde birbirlerine ¢ok yakin degerler olarak bulunmustur. Determinasyon
katsayilar1 ve artik kareler ortalamalar1 beraber degerlendirdiginde pH 1,2 ortaminda
etkin madde salimi Weibull modeline uyum saglamaktadir. Weibul modeline gore
pH 1,2 ortaminda sekil parametresi olan  degeri 0,33 olarak bulunmustur, yani 83
degeri 1°den kiigiik oldugu i¢in artan baslangi¢ egimini takiben basit iissel bir egri ile
uyumlu olan etkin madde salim profili (Yiiksel ve ark., 2000) elde edilmistir. pH 4,5
ortamindan elde edilen veriler incelendiginde (Cizelge 3.43.) en yiiksek
determinasyon katsayisi 0. derece kinetik modelinde elde edilmistir, ancak artik
kareler ortalamalar1 incelendiginde 0. derece kinetik ile elde edilen artik kareler
ortalamasinin oldukca yliksek oldugu ve buna karsin 1. derece kinetik ile elde edilen
artik kareler ortalamasimin ¢ok diisiikk degerde oldugu bulunmustur; yani iiretilen
proniozomal toz zamanla i¢inde kalan etkin madde miktar1 ile orantili olarak etkin
maddeyi salmaktadir ve zamana bagli olarak agiga cikan etkin madde miktar iissel
sekilde azalmaktadir (Costa ve Lobo, 2001). pH 6,8 ortamindan elde edilen veriler
incelendiginde (Cizelge 3.43.) en yliksek determinasyon katsayisi ve en diisiik artik
kareler ortalamast Hixson-Crowell modelinde elde edilmistir. Determinasyon
katsayilar1 ve artik kareler ortalamalar1 beraber degerlendirdiginde pH 6,8 ortaminda
etkin madde salimi ozellikle partikiiler sistemlere uygun olan Hixson-Crowell

modeline uyum saglamaktadir, (Costa ve Lobo, 2001).

4.4.5. Etkin Madde Yardimc1 Madde Etkilesiminin Incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

DSC termogramlari incelendiginde etkin maddenin iiretilen proniozomal toz i¢inde
amorf halde oldugu goriilmektedir; etkin maddenin kristal formda oldugunu gosteren
keskin endotermik pik, proniozomdan elde edilen termogramda goriilmemektedir. Bu
durum etkin maddenin proniozomlar iginde amorf halde bulundugunu
gostermektedir; ¢oziinme hizindaki artiglar bu sonuca baglanabilir. Diger tiim

yardimc1 maddeler de normalde kristal yapi gosterirken proniozomlar igerisinde
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sorbitol hari¢ amorf hale dontigmiistiir (Sekil 3.35.). X- 1511 difraksiyon spektrumlari
incelendiginde de yine sorbitol hari¢ yardimeir maddelerin ve kandesartan sileksetilin

kristal yapilarinin amorf hale doniistiigi goriilmiistiir (Sekil 3.36.).



145

5.S0ONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma oral yolla salim icin kandesartan sileksetil iceren proniozomlarin
hazirlanmasi, formiilasyon parametrelerinin = ve etkin  madde saliminin
degerlendirilmesine yoneliktir. Yapilan kaynak taramalarinda proniozomlarin oral
yolla kullanimlarina dair kisith sayida ¢alismaya rastlanmamaistir. Ayrica kandesartan
sileksetilin genelde klasik tablet formu calisilmistir, kandesartan sileksetilin
proniozomlara veya herhangi bir vezikiiler yapiya yiiklendigi bir calismaya

rastlanmamuistir.

Kandesartan sileksetilin ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik oldugu icin, bu calismada etkin
maddenin proniozomal vezikiillerin i¢ine yiiklenmesi ile peroral yolla kullanim
amactyla viicut sivilarindaki  ¢Oziiniirliigiiniin ~ arttirnlmas1  ve  dolayisiyla
biyoyararlanimmin arttirilmasi  amaglanmigtir. Calismanin  sonuglar1  asagida

verilmistir:

v" Kandesartan sileksetil etkin maddesinden elde edilen DSC termogrami ve X-1gini
difraksiyon spektrumu, etkin maddenin saf halde ve form I halinde oldugunu

gostermektedir.

v DSC termogramlarindan ve X-igin1 difraksiyon spektrumlarindan elde edilen

bulgulara gore etkin madde proniozomal toz iginde amorf halde bulunmaktadir.

v' Etkin maddenin miktar tayini i¢in kullanilan analitik yontemler, dogruluk,

kesinlik, teshis ve tayin alt sinir1 gibi validasyon parametrelerini saglamistir.

v" Proniozom iiretim yontemleri degerlendirildiginde uygun yontem olarak bulamag

yontemi se¢ilmistir.
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v Yapilan etkin maddesiz formiilasyon calismalarinda iiretim sirasinda organik
¢Oziicii olarak kullanilan kloroform miktarinin 10 mL olmasinin 5 mL olmasindan

daha uygun oldugu saptanmustir.

v" Yapilan etkin maddesiz formiilasyon ¢alismalarinda, proniozom yapisinda tastyici
materyal olarak kullanilan sorbitoliin orta partikiil biiyiikliigii araliginda (0,25-

0,50 mm) olmasinin daha uygun oldugu saptanmustir.

v" Yapilan etkin maddesiz formiilasyon ¢aligmalarinda siirfaktan karigimi : tasiyici

madde oraninin ( 1k : 20 k ) olmasinin daha uygun oldugu saptanmaistir.

v Yapilan deneylerde herhangi bir vorteks islemi uygulanmadan, sadece
proniozomal tozlarin hidratasyonu ile de niozomal dispersiyonlarin elde
edilebildigi saptanmistir. Yani viicut diginda veya viicut icinde sadece
hidratasyonla, baska bir isleme gereksinim duyulmadan niozomal dispersiyonlar

olusabilecektir.

v Hazirlanan formiilasyonlarda % {iriin verimlerinin % 97,19 - % 98,83 araliginda

oldugu saptanmustir.

v' Hazirlanan formiilasyonlarda % EE (etkin madde yiikleme etkinligi) degerlerinin

% 69,60 - % 99,16 araliginda oldugu saptanmustir.

v Elde edilen % EE degerleri, HLB degerlerine goére daha lipofilik olan
siirfaktanlarla hazirlanan proniozomlarda daha yiiksektir. Suda ¢oziiniirliigii ¢ok
diisiik olan (pratik olarak suda ¢oziinmeyen) kandesartan sileksetilin lipofilik olan
stirfaktanlarla olusturulan vezikiillerin i¢ine yap1 benzerliginden dolayr daha

yiiksek oranda yiiklendigi saptanmaistir.

v' Diyaliz yontemi ve beher yontemi arasinda yapilan incelemeler neticesinde
hazirlanan proniozomlardan etkin madde saliminin incelenmesi i¢in en uygun

yontemin beher yontemi oldugu saptanmastir.
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v' Hazirlanan formiilasyonlarda % 0,2 a/h Tween 80 iceren pH 1,2 ortaminda %
A.C.E.M. degerlerinin (aciga ¢ikan etkin madde miktar1) 4 saat sonunda % 24,73
- % 80,63 araliginda oldugu saptanmistir. Ayni ortamda piyasa preparatindan
etkin madde salim yiizdesi ise % 20,54’tiir, yani gelistirilen tiim formiiller ticari

preparata nazaran daha iyi etkin madde salim 6zelligi géstermistir.

v  HLB’si diisiik olan siirfaktanlarla iretilen formiillerde agregasyona daha

dayanikli, daha stabil vezikiiller elde edilmistir.

v Optik mikroskop gorintiilerine bakildiginda en kiiresel ve en iyi sekilli
niozomlarin siirfaktan olarak sorbitan esterleri (Spanlar) kullanildiginda (F1, F2,

F3, F4) elde edildigi saptanmistir.

v’ Uretilen proniozomlarin optik mikroskop goriintiileri incelendiginde, HLB’si
yiiksek olan siirfaktanlarla tiretilen niozomlarda agregatlarin olusmasindan dolay1
ve vezikiler cifte tabakay1 kolesterol azligindan dolay1 olusturamayan tiibiiler
sekildeki yapilarin var olmasindan dolayi; daha biiyiik partikiillii niozomlar elde

edilmistir.

v Yapilan deneylerde proniozom yapisinda tasiyict materyal olarak bulunan
sorbitoliin partikiil blytikligi kiiclildiikce etkin madde saliminin hizlandig,
partikiil biiytikliigi biiyiidiik¢e ise etkin madde saliminin yavasladigi saptanmustir.

v’ Yukarida anlatilan parametreler ve bulgular g6z oniinde bulunduruldugunda, en
uygun formiiliin Span 60 ile {iiretilen F2 kodlu formiilasyon olduguna karar

verilmistir.

v' Kandesartan sileksetil pratik olarak suda ¢oziinmeyen ve FDA (Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Kurumu) tarafindan diizenlenen etkin maddelerin
biyofarmasétik siniflandirma sistemine gore ikinci sinifta yer alan bir etkin
maddedir; yani ¢oziiniirliigii diisiik olan, emilimi yiiksek olan bir etkin maddedir.
Dolayisiyla etkin maddenin viicuttaki biyoyararlanimi i¢in c¢oziiniirliik kritik
parametredir. Yapilan ¢alismada kandesartan sileksetil etkin maddesi proniozomal

vezikiil i¢ine yiiklenerek viicut sivilarindaki ¢oziintirliigii arttirilmistir.
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v" Segilen F2 kodlu formiilde ¢esitli pH degerindeki ortamlarda gergeklestirilen
¢oziinme hiz1 analizlerinde agiga cikan etkin madde yiizdeleri pH 1,2 ortaminda %
42,30; pH 4,5 ortaminda % 71,39; pH 6,8 ortaminda ise % 99,38’dir. Ticari
preparat ile gergeklestirilen ¢oziinme hizi analizlerinde aciga ¢ikan etkin madde
yiizdeleri ise pH 1,2 ortaminda % 18,68; pH 4,5 ortaminda % 25,60; pH 6,8
ortaminda % 70,36’dir. Yani iiretilen proniozomal formiil ile piyasa preparatina

nazaran daha yiiksek degerlerde etkin madde salimi elde edilmistir.

% A.C.E.M.. % A.C.E.M. % A.C.E.M.
(% 0,2 Tween 80 iceren (% 0,2 Tween 80 iceren (% 0,2 Tween 80 iceren
pH 1,2) pH 4,5) pH 6,8)
Zaman
(dakika)
Ticari F2 kodlu Ticari F2 kodlu Ticari F2 kodlu
preparat formiil preparat formiil preparat formiil
240 18,68 42,30 25,60 71,39 70,36 99,38

v' Provezikiiler sistemlerden olan proniozom yapisi kuru toz seklinde bir yapi
oldugu i¢in, olusturulan {irtin s1v1 sistemler olan niozomal dispersiyonlarin fiziksel

stabiliteleri ile ilgili Sorunlarin Gistesinden gelecek bir {irtindiir.

v lleriki ¢alismalarda pronizomlardan katt dozaj formlar1 hazirlanabilir.

Proniozomlardan tablet basilabilir, basilabilirlikleri ve parametreleri incelenebilir.

Proniozomlar sert jelatin kapsiiller i¢ine doldurulabilir.
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OZET

Oral Yolla Verilis Icin Kandesartan Sileksetil Iceren Proniozomlarin
Hazirlanmasi: Formiilasyon Parametreleri ve Etkin Madde Saliminin
Degerlendirilmesi

Calismamizda cesitli surfaktanlarla [sorbitan esterleri (Span), sorbitan esterlerinin
polioksietilen eterleri (Tween) ve polioksietilen stearil eterler (Brij)] ve ¢esitli oranlarda,
pratik olarak suda ¢oziinmeyen ve biyoyararlilig1 diisiik olan kandesartan sileksetil yiiklii
proniozomlar hazirlanmistir; formiilasyon parametreleri ve etkin madde salim ozellikleri
degerlendirilmistir.

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), X-isim1 toz difraktometrisi ile etkin maddenin
fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir ve etkin madde ile diger maddeler arasinda etkilesim
arastirilmigtir. Etkin madde miktar tayini igin kullanilan UV spektrofotometrik yontem
valide edilmistir. Proniozomlarin iiretim yontemleri (sprey yontemi ve bulamag¢ yontemi)
denenmistir ve uygun yontem sec¢ilmistir. Etkin madde kullanilmadan &nformiilasyon
calismalar1 yapilip, cesitli formiilasyon parametreleri (kullanilacak organik ¢oziicli miktart,
kullanilacak tasiyict materyalin partikiil biiyiikliigii araligi, surfaktan karisiminin tasiyict
materyale kisim cinsinden orani) optimize edilmistir. Yapilan deneylerde proniozomlardan
niozomal dispersiyonlar elde edilirken vorteks isleminin ve hidratasyon sicakliginin etkisi
degerlendirilmistir. Hazirlanan formiillerde kandesartan sileksetilin dozu 8 mg olarak
secilmistir. Hazirlanan formiillerden elde edilen proniozomlar optik mikroskop ile
goriintiilenmistir, ayrica % triin verimleri ve niozomal vezikiillerin etkin madde yiikleme
etkinlikleri hesaplanmigtir. Cozlinme hizi analizi i¢in Oncelikle ¢dziinme hizi yontemi
se¢ilmistir. Secilen F2 kodlu final formiilde partikiil biyiikliigli ve zeta potansiyeli analizleri
yapilmigtir. Secilen final formiilde etkin madde salim c¢aligmalar1 ¢esitli pH degerlerindeki
ortamlarda yapilmistir ve elde edilen bulgular kandesartan sileksetil igeren ticari preparattan
elde edilen bulgular ile karsilastirilmigtir. DSC ve X-1sm1 toz difraktometrisi analizleri
sonucu etkin maddenin form I halinde oldugu ve etkin maddenin proniozomlar icersinde
amorf halde bulundugu tespit edilmistir. Proniozomlarin iiretimi i¢in bulamag¢ yontemi
secilmistir. Proniozomlardan niozomlarin eldesinde herhangi bir vorteks islemi
uygulanmadan da niozomlarin olusabildigi saptanmistir, ayrica proniozomlarin oda
sicakligindaki ve viicut sicakligindaki sivilar ile hidratasyonu sonucu da niozomlar
olugabilmektedir. Hazirlanan formiillerde % iiriin verimleri % 97,19 - % 98,83 araligindadir,
niozomlarm etkin madde yiikleme etkinlikleri ise % 69,60 - % 99,16 araligindadir. Segilen
F2 kodlu formiilde gerceklestirilen ¢oziinme hizi analizlerinde agiga ¢ikan etkin madde
yiizdeleri pH 1,2 ortaminda % 42,3; pH 4,5 ortaminda % 71,39; pH 6,8 ortaminda ise %
99,38 bulunmustur. Ticari preparat ile gerceklestirilen ¢oziinme hizi analizlerinde agiga
¢ikan etkin madde yiizdeleri ise pH 1,2 ortaminda % 20,54; pH 4,5 ortaminda % 25,6; pH
6,8 ortamimnda % 70,36 bulunmustur. Yapilan deneylerde, proniozom yapisinda tasiyici
materyal olarak bulunan sorbitoliin partikiil biiyiikliigli azaldik¢a etkin madde saliminin
hizlandigy, partikiil biiyiikliigi arttik¢a etkin madde saliminin yavasladig: saptanmustir.

Sonug olarak, proniozomal vezikiillerin igine yiiklenen kandesartan sileksetilin
gastrointestinal sistemde gdzlenen pH’larda ¢oziinlirligii arttirtlmistir.  Sivi sistemler olan
niozomal dispersiyonlarin fiziksel stabiliteleri ile ilgili problemlerin iistesinden gelen
proniozomlar hazirlanarak, kandesartan sileksetilin oral yolla viicuda uygulanabilmesi igin
uygun bir tirlin elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bulamag¢ yontemi, ¢oziiniirlik arttirma, etkin madde salimi,
kandesartan sileksetil, proniozomlar.
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SUMMARY

Preparation of Proniosomes Containing Candesartan Cilexetil for Oral
Administration: Evaluation of Formulation Parameters and Drug Release

In our study, candesartan cilexetil which is practically insoluble in water and has low
bioavailability, loaded proniosomes were prepared with various surfactants [sorbitan esters
(Span), polyoxyethylene ethers of sorbitan esters (Tween) and polyoxyethylene stearyl ethers
(Brij)] and various ratios; formulation parameters and drug release properties were
evaluated.

The physicochemical properties of active agent and its interaction with other ingredients
were determined using differential scanning calorimetry (DSC) and X-ray powder
diffractometry. The spectrophotometric method used for quantitative assay of the active
agent was validated. The proniosome preparation methods (spray method and slurry method)
were evaluated and the optimum method was chosen. Preformulation studies were carried
out without using the active agent and various formulation parameters (quantity of the
organic solvent to be used, particle size range of the carrier material to be used, moiety ratio
of surfactant mixture to the carrier material) were optimized. In experiments, the effects of
vortex process and hydration temperature while preparing niosomal dispersions from
proniosomal powder were evaluated. The dose of candesartan cilexetil was chosen as 8 mg
in the formulations. Prepared proniosomes from formulations were visualized by optical
microscope and additionally, yields (%) and entrapment efficiencies (%) were calculated.
For drug release analysis, first the method to be used was chosen. Particle size analysis and
zeta potential analysis were carried out for F2 coded final formulation. Drug release
properties of the final formulation were assessed at different dissolution mediums with
different pH values; and these findings were compared with the results obtained from the
commercial drug containing 8mg candesartan cilexetil. The results of DSC and X-ray
powder diffractometry analysis showed that the active agent is in the state of form | and it is
in amorph form in proniosomes. The slurry method was chosen for proniosomes preparation.
When preparing niosomes from proniosomes it was shown that niosomes can be obtained
without using any vortex process, and besides this niosomes could be formed from by
hydratation of proniosomes with liquids in room and body temperature.Yields (%) in
formulations were between % 97.19 and % 98.83; entrapment efficiencies (%) of niosomes
were between 69.60 % -99.16 %. The percentages of drug release from F2 coded formulation
in the dissolution mediums containing 0.2 % w/v Tween 80 (pH 1.2, pH 4.5, and pH 6.8)
were 42.3 %, 71.39 % and 99.38 % respectively. The percentages of drug release from
commercial drug in the dissolution mediums containing %0.2 w/v Tween 80 (pH 1.2, pH
4.5, and pH 6.8) were % 20.54, %25.6 and %70.36 respectively. According to experimental
findings, as the particle size of sorbitol used during production of proniosomes decreases, the
drug release accelerates; and when the particle size of sorbitol increases the drug release
decelerates.

In conclusion, the solubility of candesartan cilexetil loaded into proniosomal vesicles, was
increased in the pH values of gastrointestinal system. By preparing proniosomal powders
which can overcome the physical stability problems of liquid niosomal dispersions, a
convenient formulation was obtained for oral administration of candesartan cilexetil.

Key Words: Candesartan cilexetil, drug release, proniosomes, slurry method, solubility
enhancement.
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OZGECMIS
Bireysel Bilgiler:
Ad: Murat ORAL
Uyrugu: TC Dogum Yeri: DUZCE
Dogum Tarihi: 16.11.1986 Medeni Durumu: Bekar
Askerlik Durumu: Tecilli e-mail: muoral@pharmacy.ankara.edu.tr

Adres: Umit Mahallesi 2531.Sokak (Eski 455.Sokak) No: 5/2 Umitkdy/ANKARA

Egitim:

Yiiksek Lisans: Eyliil 2008-, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji A.D. Tezli Yiiksek Lisans Programi

Lisans: Haziran 2008, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Ortaokul ve Lise: Haziran 2004, Diizce Arsal Anadolu Lisesi ve Ankara Etimesgut
Anadolu Lisesi

Ilkokul: 1997, Diizce Uzunmustafa Ik gretim Okulu

Egitim Hayat1 Boyunca Elde Edilen Basarilar:

-Diizce Arsal Anadolu Lisesi mezuniyetinde 2.’lik derecesi

-Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi mezuniyetinde 10.’luk derecesi

Yabana Dil:

*INGILIZCE:

Okuma: lyi diizeyde Yazma: lyi diizeyde Anlama: Iyi diizeyde
*ALMANCA:

Temel diizeyde
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Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar:

TUFTAD (Tiirk Farmasétik Teknoloji Arastirmacilar: Dernegi)

Bilimsel Ilgi Alanlar:

Aldig1 Burs: TUBITAK Yurt I¢i Yiiksek Lisans Bursu

Bilimsel Etkinlikleri:
Seminer: “fla¢ Salim Sistemleri Olarak Proniozomlar”

Katildig1 Konferans ve Egitimler:

- 3rd BBBB Conference on Pharmaceutical Sciences 2009 ( Antalya / Tiirkiye)
Poster Konu Basligi: Preliminary Studies on Proniosome Formulations

- Winter School and Workshop on Frontiers in Nanomedicine and
Nanobiotechnology 2010 (Bilkent Universitesi-Anara / Tiirkiye )

Egitim Programi Haricinde Katildig1 Egitim Seminerleri:

Tiirkiye Eczacilar Birligi Akademisi Mesleki Egitimleri

Organizasyonunda Katkida Bulundugu Bilimsel Toplantilar:

International Symposium on Pharmaceutical Sciences 2009 (Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi)



