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ONSOz

Bu calsmada antifungal Ozellikli suda dils ¢ozunurlig sahip flukonazol ve
ketokonazol'in B-Siklodekstrin ile komplekskgne suretiyle fizikokimyasal
Ozelliklerinde iyilsmenin sglanmasi amaclang ve farkli yontemlerle
hazirlanan komplekslerin kapsul ve vajinal supozituvar formilasyonu haline
getirilmesi planlannstir.

Calisma suresinde kullanilan puskurterek kurutma cihazinda meydana gelen hasar
nedeniyle bu yontem ile bir seri kompleks hazirlanakiie ketokonazol icin bu
yontem ile hazirlanan yeterli miktarda kompleks bulunmamasi nedeniyle vajinal
supozituvar formilasyonu hazirlanamatmni

Ketokonazol komplekslerinde kullanilan dondurarak kurutma gakini Gglncl
yonteminde, dondurarak kurutmaleiminden ~ 1 gin sonra, elde edilen toz
seklindeki drinde meydana gelen renklenme nedeniyle ketokonazolin asit
hidrolizindenstiphelenilmg ve bu formul ile yalnizca karakterizasyon gaialar
yapilmstir.

Calismam siresince her turli olanasglayan, bilgi, yardim ve &nerilerini
esirgemeyen, sonsuz bir lydy U, iyi niyet ve sabir gostererek gatamin her
safhasinda benimle ayni heyecani pgaadamgman hocam Dog.Dr. Sayin
Muzeyyen Demirel’e sonsuzsekkirlerimi sunarim.

Her zaman gesibilgi birikiminden yararlandim, anlays ve hogoru gostererek
beni destekleyen ve yardimci olan Farmasoétik Teknoloji Anabilim Dalkdsa
Prof.Dr. Sayin Yasemin Yazan’'a sonsugtekirlerimi sunarim.

Bilgi ve deneyimlerinden vyararlangim ve HBBAM'da gerceklgtirdigim
calismalarima olanak gtayan, bolim hocalarimdaniBAM Mudur Yardimcisi
Doc¢.Dr. Sayin Ltfi Gencg’e gekkirlerimi sunarim.

BIBAM’'da gerceklatirilen Nukleer Manyetik Rezonans vefrared analizlerinin
gerceklatirimesinde yardimci olan AgaGor. Ozgir Alvere ve Giiner Saka'ya,
stereomikroskop ile goéruntileme gahalarinda bana sabirla yardimci olan
Sennur Gorguli’'ye ve dondurarak kurutmglemlerinin gerceklgtiriimesinde
BIBAM personeline tgekkir ederim.

Antimikrobiyal etkinlik calsmalarini gercekkgiren, Anadolu Universitesi
Biyoloji Bolumi'nden Arg.Gor. Rasime Demirel’e gekkir ederim.

Calismalarim sirasinda yakin ilgi ve yardimlarini gérdigim sevgili hocalarim ve
bolim arkadglarim, Yrd.Dog¢.Dr. Gulay Buyukkoéroglu'na, Yrd.Dog.Dr. Ebru
Basaran’a, Yrd.Doc¢.Dr. Evrim Yenilmez'e, Yrd.Doc¢.Dr. Murat Sami Berkman’a,
Uzm. Sefa Avclier'e ve AgaGor. Behiye gnel’e cok tgekkir ederim,

Beni her zaman destekleyen, yureklendiren, sevgi ve ilgilerini her zaman yanimda
hissettgim c¢ok sevgili annem, babam ve kaguee; goOsterdii anlays ve
varliglyla bana mutluluk veren biricik arkagdem Melih Kirimlioglu'na sonsuz
tesekkUrlerimi sunarim.

Gulsel YURTDA
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FLUKONAZOL ve KETOKONAZOL'UN B -CD ile HAZIRLANAN
KOMPLEKSLER I UZERINDE YAPILAN CALI SMALAR

OZET

Flukonazol (FZ) ve ketokonazol (KZ), mikotik enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan azol tirevi antifungal farmasotik etkin maddelerdir. Her iki etkin
maddenin de sudaki c¢ozinGglu dogiktir. Doygunluk ¢ozUnUrlaginin
arttirlmasina yonelik olarak kullanilan teknolojilerden bir tanesi siklodekstrin
komplekslerinin hazirlanmasidir. Bu amagcla, c¢o6zunurluk faz diyagrami
calismalarinin ardindan farkh yontemler (dondurarak kurutma, puskirterek
kurutma, birlikte buharkirma ve yogurma) kullanilarak FZ ve KZ'nin
B-siklodekstrin §-CD) ile kompleksleri hazirlanrtir.

1:1 molar oran ile hazirlanan kompleksler tGizerinde % verim, termal, ¢ozUnurluk,
parcaciksekli, X-1sini kirinimi, infrared, nikleer manyetik rezonans, etkin madde
miktari veCandida albicansle antifungal etkinlik analizleri yapilmgiir. FZ/3-CD
kompleksleri ile hazirlanan sert seliloz kapsullénivitro ¢coziinme hizi, saf FZ

ve piyasa kapsulu ile; KB/CD kompleksleri ile hazirlanan vajinal
supozituvarlaririn vitro ¢cézinme hizi, saf KZ ve piyasadaki vajinal supozituvari
ile kasilastinlmis ve # (fark), f. (benzerlik) etkenleri acisindan
degerlendirilmistir. /n vitro ¢coziinme deneylerinde, USP 31’de tanimlanan palet
yontemi ile birlikte yiuksek basingli sivi kromatografisi miktar tayini yontemi
kullaniimistir.

B-CD komplekslerinin hazirlanmasi ile etkin maddelerin sudaki ¢ozunurliginde
ve antifungal etkinliklerinde, hazirlama yontemineslbalarak farkh oranlarda

artis tespit edilmgtir. B-CD komplekslerinden salimin saf etkin maddelere oranla
yiuksek olmasi, etkin madde ve siklodekstrin arasindaki gtkijeyiiksek enerjili
amorf durum vep-CD’nin sahip oldugu yilizey etkin 0zellik nedeniyle suda
c6zinmeyen etkin maddeler ve ¢dzinme ortamlar arasindaki yizey geriliminin
dastrilmesine bganmstir.

Sonug olarak, gefiirmek istedgimiz FZ/B-CD ve KZB-CD komplekslerinin
genel olarak deerlendiriimesinde; ¢ozunurlik ve ¢oztinme hizinin arttirilmasi ile
biyoyararlanim problemlerinin dizeltilebilegeayni zamand&andida albicans
uzerindeki antifungal etkingin artmasi ile de klinikte kullanilan etkin madde
dozunun azaltilabile@e gorulmugar.

Anahtar kelimeler: flukonazol, ketokonazol, B-siklodekstrin kompleksi,
c6zinme hizi, antifungal etkinlik, Candida Albicans
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STUDIES on FLUCONAZOLE and KETOCONAZOLE COMPLEXES
PREPARED with B-CYCLODEXTRIN

ABSTRACT

Fluconazole (FZ) and ketoconazole (KZ) are azole derivative antifungal
pharmaceutical active agents which are widely used for the therapy of micotic
infections. Both of the active agents have low aqueous solubility. Preparation of
cyclodextrin complexes is one of the technologies used to enhance saturated
solubility. For this purpose, following phase solubility diagram studies
B-cyclodextrin 3-CD) complexes of FZ and KZ were prepared using different
preparation methods (freeze drying, spray-drying, co-evaporation and kneading).

Characterization of complexes prepared with molar ratio of 1:1 was performed by
yield %, thermal, aqueous solubility, particle shape, X-ray diffraction, infrared,
nuclear magnetic resonance, active agent amount and antifungal activity studies
against Candida albicans In vitro dissolution from hard cellulose capsules
containing FZB-CD complexes was compared to pure FZ and its commercial
capsules whilein vitro dissolution from vaginal suppositories containing
KZ/B-CD complexes were compared to the pure KZ and its commercial vaginal
suppositories. During comparison (Hifference) andf (similarity) factors were
evaluated. Paddle method defined in USP 31 together with high pressure liquid
chromatographic method were used in in vitro dissolution experiments.

By means ofi-CD complex preparation, varying enhancements in solubilities and
antifungal activities of active agents were determined depending on preparation
methods. High release of active agents ff@D complexes compared to pure
active agents was attributed to the interactions betyegeb and active agents,

high energetic amorphous state and decrease in the interfacial tension between
insoluble active agents and dissolution media.

As a conclusion, the overall of FECD and KZB-CD complexes designed to be
developed showed that bioavailability problems could be overcome by increasing
the aqueous solubility and dissolution and also clinical doses of active agents
could be decreased by increase in the antifungal activity on Candida albicans.

Key Words: fluconazole, ketoconazol@;cyclodextrin complex, solubility rate,
antifungal activity, Candida Albicans



@» ANADOLU UNIVERSITESI

OZGECMIS

ONSOz

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER DiziNi
CIZELGELER D iziNi

SEKILLER DiziNi

SIMGE ve KISALTMALAR D iziNi
GIRIS ve AMAC

KAYNAK B iLGisSI

Siklodekstrinler

Yap! ve Cgitleri

Kompleks Olgumu

Cozunarluk Faz Diyagrami
Kompleks Hazirlama Yo&ntemleri
Birlikte Coktirme Yontemi
Dondurarak Kurutma Yontemi (Liyofilizasyon)
Puskurterek Kurutma Yontemi
Notralizasyon Yontemi

Birlikte Buharlagirma Yontemi
Cimento Yontemi

Pasta (Yogurma) Yontemi

Kapall Kapta Isitma Yontemi
Ekstriizyon Yontemi

Ogiitme Yontemi

Mikrodalga Radyasyon Yodntemi
Super Kritik CQ Yontemi

Ilag Teknolojisinde Siklodekstrinlerin Kullanim Amaclari
Etkin Madde Cozinrfii ve Dissoliisyonu Uzerine Etkisi
Biyoyararlanim Uzerine Etkisi

Nlag Guvenlgi Uzerine Etkisi

Etkin Madde Kararlilg1 Uzerine Etkisi
Farmakolojik Etkinlik Uzerine Etkisi

Vi

SAYFA

vi
XV
Xviii

XXii

© © © 00 0 0 0 0O N N N N o o o b~ BB DNMNDNMNDN P

e
N B Rk O



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Siklodekstrinlerin Uygulama Yollari
Flukonazol

Flukonazol'in Farmakolojik Ozellikleri
Flukonazol'in Farmakodinamik Ozellikleri
Flukonazol'iin Farmakokinetik Ozellikleri
Flukonazol'in Kararliligi

Flukonazol'iin Yan Etkileri ve Toksisitesi
Flukonazol'lin Miktar Tayini Yontemleri
Flukonazol keren Ticari Preparatlar
Ketokonazol

Ketokonazol'iin Farmakolojik Ozellikleri
Ketokonazol'uin Farmakodinamik Ozellikleri
Ketokonazol'iin Farmakokinetik Ozellikleri
Ketokonazol'in Kararllgi

Ketokonazol'iin Yan etkileri ve Toksisitesi
Ketokonazol’'in Miktar Tayini Yontemleri
Ketokonazol éeren Ticari Preparatlar
Kapsduller

Sert Jelatin Kapstller

Sert Hidroksipropil Metilseltloz (HPMC) Kapsduller
Kapstllerde Yapilan Kontroller

Vajinal Supozituvarlar

Vajina Anatomisi ve Fizyolojisi

Vajinal Sivi

Vajinal Enzim Etkinfi

Vajinit

Vajinal Yolla flagc Uygulanmasi

Vajinal Supozituvarlarin Hazirlangi

Vajinal Supozituvarlarda Yapilan Kontroller
GERECLER

Kullanilan Maddeler

Kullanilan Cihazlar

YONTEMLER

Kullanilan Maddeler ile Yapilan Calismalar

Vii

13
13
13
15
15
16
16
17
18
19
19
20
20
21
22
24
25
25
26
26
26
27
27
27
27
28
28
29
30
32
32
33
35
35



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Flukonazol ile Yapilan Cakmalar

Erime Derecesi Tayini

Termal Analiz

Cozundrluk Tayini

X-Isint Kirtnim Analizi

Infrared Analizi

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi

Ince Tabaka Kromatografisi

Flukonazol'iin YUksek Basingli Sivi Kromatografisi ile
Analitik Miktar Tayini

-Dogrusallik

-Kesinlik

-Dogruluk

-Duyarhlik

-Segicilik

-Sistem Uygunluk Testleri

-Kararlihk

*Kompleks Hazirlama Kaylarindaki Kararlilik
*Coziunme Ortamindaki Kararllik
Ketokonazol ile Yapilan Caimalar

Erime Derecesi Tayini

Termal Analiz

Cozunarluk Tayini

-Saf Su Ortamindaki Cozundrlik Tayini
-Yapay Vajinal Sivi (YVS) Ortamindaki Cozunurlik Tayini
X-lsin1 Kiritnim Analizi

Infrared Analizi

NuUkleer Manyetik Rezonans Analizi

Ince Tabaka Kromatografisi

Ketokonazol'iin Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi ile
Analitik Miktar Tayini

-Dogrusallik

-Kesinlik

-Dogruluk

viii

35
35
35
35
35
35
35
35

36
36
36
36
37
37
37
38
38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39

39
39
40
40



@» ANADOLU UNIVERSITESI

-Duyarhlik

-Secicilik

-Sistem Uygunluk Testleri

-Kararhlik

*Kompleks Hazirlama Kaglarindaki Kararllik
*Cozunme Ortamindaki Kararlilk
p-Siklodekstrin ile Yapilan Capmalar
Erime Derecesi Tayini

Termal Analiz

X-lsin1 Kiritnim Analizi

Infrared Analizi

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi
Formulasyon Calsmalari

FZ ve pCD Uzerinde Cozunurlik Faz Diyagrami Camalari
Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi
Cozundrlik Faz Diyagraminin Saptanmasi
FZ/p-CD Komplekslerinin Hazirlang
Dondurarak Kurutma Yontemi

Puskurterek Kurutma Yontemi

Birlikte Buharlagirma Yontemi

Yogurma (Pasta) Yontemi

FZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar
Verim Degeri

Termal Analizleri

COzundrligin Saptanmasi

Parcacik Sekli Analizleri

X-lsint Kirtnim Analizleri

Infrared Analizleri

Nukleer Manyetik Rezonans Analizleri
Etkin Madde Miktar Tayini

Antifungal Etkinlik Calgmalari

FZ/B-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Kapstiller Uzerinde Yapilan

Calismalar
Agirhik Sapmasi

40
40
40
40
40
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
42
42
42
42
42
43
43
43
43
43
43
43
43
44
44
44

45
45



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Co6zunme Hizi Testleri

KZ ve #CD Uzerinde Cozunurlik Faz Diyagrami Camalari
Cozunarluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi
Cozundrluk Faz Diyagraminin Saptanmasi

KZ/p-CD Komplekslerinin Hazirlang

Dondurarak Kurutma Yontemi

Puskurterek Kurutma Yontemi

Birlikte Buharlagirma Yontemi

Yogurma (Pasta) Yontemi

KZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar

Verim Degeri

Termal Analizleri

COzundrligin Saptanmasi

Parcacik Sekli Analizleri

X-lsint Kirtnim Analizleri

Infrared Analizleri

Nukleer Manyetik Rezonans Analizleri

Etkin Madde Miktar Tayini

Antifungal Etkinlik Calgmalari

KZ ve KZB-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Vajinal Supozituvarlara

ait Caligmalar

On Formiilasyon Caimalari
Formilasyonlarin Hazirlagi

Vajinal Supozituvarlar Uzerinde Yapilan Caimalar
Agirhik Sapmasi

Organoleptik Kontroller

Sertlik Tayini

Etkin Madde Miktar Tayini

In Vitro Coziinme Hizi Camasi
BULGULAR ve TARTI SMA

Kullanilan Maddeler ile Yapilan Calismalar
Flukonazol ile Yapilan Cakmalar

Erime Derecesi Tayini

Termal Analiz

45
46
46
46
46
47
47
47
47
48
48
48
48
48
48
48
48
49
49

50
50
51
51
51
51
51
51
52
53
53
53
53
53



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Cozundrluk Tayini

X-lsin1 Kiritnim Analizi

Infrared Analizi

NuUkleer Manyetik Rezonans Analizi
Ince Tabaka Kromatografisi

Flukonazol'iin Yuksek Basingl Sivi Kromatografisi ile

Analitik Miktar Tayini
-Dogrusallik

-Kesinlik

-Dogruluk

-Duyarlilik

-Secicilik

-Sistem Uygunluk Testleri
-Kararhlik

Ketokonazol ile Yapilan Cagmalar
Erime Derecesi Tayini

Termal Analiz

Cozundrl Uk Tayini

X-Isint Kirtnim Analizi

Infrared Analizi

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi
Ince Tabaka Kromatografisi

Ketokonazol'iin Yuksek Basincli Sivi Kromatografisi ile

Analitik Miktar Tayini
-Dogrusallik

-Kesinlik

-Dogruluk

-Duyarhlik

-Segicilik

-Sistem Uygunluk Testleri
-Kararlihk

p-Siklodekstrin ile Yapilan Cajmalar
Erime Derecesi Tayini
Termal Analiz

Xi

53
53
54
55
56

56
56
57
57
57
58
62
62
63
63
63
64
64
65
66
67

67
67
68
68
68
69
73
73
73
73
73



@» ANADOLU UNIVERSITESI

X-lsint Kirinim Analizi

Infrared Analizi

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi

Formulasyon Calsmalari

FZ ve #CD Uzerinde Cozunirlik Faz Diyagrami Camalari
Cozundrluk Faz Diyagrami icin Denge Suresinin Belirlenmesi
Cozundrluk Faz Diyagraminin Saptanmasi

FZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar

Verim Degeri

Termal Analizleri

COozundrligin Saptanmasi

Parcacik Sekli Analizleri

X-lsint Kirtnim Analizleri

Infrared Analizleri

Nukleer Manyetik Rezonans Analizleri

Etkin Madde Miktar Tayini

Antifungal Etkinlik Calgmalari

FZ/B-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Kapstiller Uzerinde Yapilan

Calismalar

Agirhik Sapmasi

COzunme Hizi Testleri

KZ ve #CD Uzerinde Cozunurlik Faz Diyagrami Camalari
Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi
Cozundrlik Faz Diyagraminin Saptanmasi

KZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar

Verim Degeri

Termal Analizleri

Cozunarligin Saptanmasi

Parcacik Sekli Analizleri

X-lsint Kirtnim Analizleri

Infrared Analizleri

NuUkleer Manyetik Rezonans Analizleri

Etkin Madde Miktar Tayini

Antifungal Etkinlik Calgmalari

Xii

73
74
75
76
76
76
76
77
77
77
79
79
80
82
82
85
85

86
86
87
91
91
91
92
92
92
95
96
96
100
101
106
106



@) ANADOLU UNIVERSITESI

KZ ve KZp-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Vajinal
Supozituvarlara ait Cakmalar

On Formiilasyon Cagmalari

Formilasyonlarin Hazirlagi

Vajinal Supozituvarlar Uzerinde Yapilan Caimalar
Agirhik Sapmasi

Organoleptik Kontroller

Sertlik Tayini

Etkin Madde Miktar Tayini

In Vitro Coziinme Hizi Camasi

SONUC ve ONERLER

KAYNAKLAR

EKLER

EK-1

Poster Bildiriler

Xiii

109
109
109
110
110
110
111
111
112
116
117



@» ANADOLU UNIVERSITESI

CIZELGELER D iziNi

CIZELGE NO ve ADI

Cizelge 1
Cizelge 2

Cizelge 3
Cizelge 4

Cizelge 5
Cizelge 6

Cizelge 7
Cizelge 8

Cizelge 9
Cizelge 10

Cizelge 11

Cizelge 12

Cizelge 13
Cizelge 14

Cizelge 15

Cizelge 16

SAYFA
Siklodekstrinlerin Ozellikleri 3
Siklodekstrin Kullanimi ile C6zunurlik ve Dissoltiisyonun
Iyilestiriimesine ait Ornekler 10
Etkin Madde Kararlig Uzerine Siklodekstrin Etkisi 12
Flukonazol ile § Zamanli Kullanimda Bazldc
Etkilesimleri 17
Flukonazoligeren Ticari Preparatlar 18
Ketokonazol iles&Zamanh Kullanimda Bazldg
Etkilesimleri 23
Ketokonazol ¢eren Ticari Preparatlar 25
Polietilen Glikollerin Csitleri ve Ozellikleri 30
Yiksek Basingl Sivi Kromatografisi Caha Kaosullari 36
Flukonazol ve Flukonaz@/Siklodekstrin Kompleksleri
icin 4 mg.50 ul* Konsantrasyonda Etkin Maddeefigi
Hazirlamak Amaci ile Kullanilan Miktarlar ve
Cozunduruldukleri Ortamlar 45
Ketokonazol ve Ketokonaz@lSiklodekstrin Kompleksleri
icin 0.13 mg.50 pl! Konsantrasyonda Etkin Maddgefigi
Hazirlamak Amaci ile Kullanilan Miktarlar ve
Cozunduruldukleri Ortamlar 49
Vajinal Supozituvarin On Formiilasyon Gatalarinda
Kullanilan Formilasyonlarin Kod, B§en ve Miktarlari 50
Yapay Vajinal Sivi Bilgimi 52
Flukonazol'iin Tek Konsantrasyonda Gli-
ve Gunler-Arasi Kesinlik Sonuglari 57

Flukonazol'iin Dogruluk Camasi icin Hazirlanan

Seriler ve % Geri Kazanim Sonuglari 57
Yuksek Basincli Sivi Kromatografisi Cihazinin Parca,
Marka ve Modelleri 62

Xiv



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 17

Cizelge 18

Cizelge 19

Cizelge 20

Cizelge 21

Cizelge 22

Cizelge 23

Cizelge 24

Cizelge 25

Cizelge 26

Cizelge 27

Cizelge 28

Cizelge 29

Ketokonazol'in Farkli Ortamlardaki Cozunurlik
Degerlerine ait Bulgular

Ketokonazol'iin Tek Konsantrasyonda Gidgm-

ve Gunler-Arasi Kesinlik Sonuclari

Ketokonazol'lin Dogruluk Cajmasi igin

Hazirlanan Seriler ve % Geri Kazanim Sonuglari
FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerine ait

Verim Dezerleri

FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerinin Saf Sudaki
Cozunarluk Dgerlerine ait Bulgular
FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerine ait

% Yuklenen Etkin Madde Miktarlarinin

Ortalamalari ve Standart SapmagP#eri

Flukonazol ve Flukonazd@/Siklodekstrin
Komplekslerinin Candida albicandzerinde
Olusturduklari hhibisyon Zonlari

Flukonazol ve Flukonazd@}#/Siklodekstrin Komplekslerini
Iceren Sert Seliiloz Kapsiillerin ve Flukonazol Piyasa
Kapsulunun A&irlik Degerleri

Flukonazol ve Flukonazg@/Siklodekstrin Komplekslerini
Iceren Sert Seluloz Kapstillerin ve Flukonazol Piyasa
Kapsulinin Coézunme Verileri

Flukonazol ve Flukonazg@#/Siklodekstrin Komplekslerini
Iceren Kapsiiller ile Flukonazol Piyasa Kapsulinin
(Fluzolé®) Coztinme Profillerinin Katlastirilmasina

ait Fark (f) ve Benzerlik (f) Etkenleri

Flukonazolp-Siklodekstrin Kompleksleriniceren Kapsiiller

ile Flukonazol Kapsultnin Cozunme Profillerinin
Karsilastiriimasina ait Fark {j ve Benzerlik (f) Etkenleri

Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerine ait
Verim Deserleri
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin

Saf Sudaki Cozinurluk Zerlerine ait Bulgular

XV

64

68

68

77

79

85

85

86

88

90

90

92

95



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 30

Cizelge 31

Cizelge 32

Cizelge 33

Cizelge 34

Cizelge 35

Cizelge 36

Cizelge 37

Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerine ait

% Yuklenen Etkin Madde Miktarlarinin

Ortalamalari ve Standart SapmagBeeri 106

B-Siklodekstrin, Plasebo Formulasyonlar ve

Coziiculerin Candida albicaridzerinde

Olusturduklari hhibisyon Zonlari 107
Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin

Komplekslerinin Candida albicans

Uzerinde Oluturduklariinhibisyon Zonlari 108

Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin Komplekslerini
Iceren Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa

Vajinal Supozituvarinin Airlik Degerleri 110
Ketokonazol ve Ketokonafliiklodekstrin Komplekslerini

Iceren Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa

Vajinal Supozituvarindaki Etkin Madde Miktarlari 111

Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin Komplekslerini

Iceren Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa

Vajinal Supozituvarina ait Céziinme Verileri 113

Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin Kompleksleri

ile Hazirlanan Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol

Piyasa Vajinal Supozituvarinin (KetotalCoziinme

Profillerinin Kagilastirilmasina ait

Fark (f) ve Benzerlik () Etkenleri 115

Ketokonazolp-Siklodekstrin Kompleksleri ile Hazirlanan

Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Vajinal

Supozituvarinin Céztunme Profillerinin

Karsilastirilmasina ait Fark (j ve Benzerlik (§) Etkenleri 115

XVi



@» ANADOLU UNIVERSITESI

SEKILLER DiZiNi

SEKIL NO ve ADI SAYFA
Sekil 1 A) Siklodekstrinin $matik Gosterimi

B) Glukopiranoz Unitesinin Kimyasal Yapisi
Sekil 2 Cozunurluk Faz Diyagramlari
Sekil 3 Flukonazol'in Kimyasal Yapisi, A¢ik ve Kapali Formulu 13
Sekil 4 Ketokonazol'in Kimyasal Yapisi, Acik ve Kapali Formuli 19
Sekil 5 Flukonazol'iin Termal Analizine ait Termogram 53
Sekil 6 Flukonazol'in X-kini Kirinim Profili 54
Sekil 7 Flukonazol'iin hfrared Analizi Spektrumu 54
Sekil 8 Flukonazol'uin"H-NMR Analizi Spektrumu 55
Sekil 9 Flukonazol'in**C-NMR Analizi Spektrumu 55
Sekil 10 Flukonazol'iin Dogrusallik §tli gi ve Grafigi 56
Sekil 11 Hareketli Faza ait Kromatogram 58
Sekil 12 Flukonazol'in Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram 59
Sekil 13 B-Siklodekstrinin Sulu Cozeltisine ait Kromatogram 59
Sekil 14 Flukonazol ve fSiklodekstrinin Sulu Cozeltisine

ait Kromatogram 59
Sekil 15 Flukonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram 60
Sekil 16 Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan Plasebo

Formulasyona ait Kromatogram 60
Sekil 17 Dondurarak Kurutma Yoéntemi ile Hazirlanan

FlukonazolB-Siklodekstrin Kompleksine ait Kromatogram 60
Sekil 18 Flukonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram 61
Sekil 19 Sert Sellloz Kapsul Kabuguna ait Kromatogram 61
Sekil 20 Flukonazoliceren Sert Seliiloz Kapsiile ait Kromatogram 61
Sekil 21 Flukonazol ve Ketokonazol'in Catna Ortamlarindaki

Kararliligina aitince Tabaka Kromatogrami 63

XVii



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 22
Sekil 23
Sekil 24
Sekil 25
Sekil 26
Sekil 27

Sekil 28
Sekil 29

Sekil 30
Sekil 31

Sekil 32

Sekil 33

Sekil 34

Sekil 35

Sekil 36
Sekil 37
Sekil 38

Sekil 39
Sekil 40
Sekil 41
Sekil 42
Sekil 43

Sekil 44

Ketokonazol'in Termal Analizine ait Termogram
Ketokonazol'in X-§in1 Kirinim Profili
Ketokonazol'uiin hfrared Analizi Spektrumu
Ketokonazol'imH-NMR Analizi Spektrumu
Ketokonazol'in°*C-NMR Analizi Spektrumu
Ketokonazol'in Dogrusallik tli gi ve Grafii

Hareketli Faza ait Kromatogram

Ketokonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram

B-Siklodekstrinin Sulu Cozeltisine ait Kromatogram
Ketokonazol ve {Siklodekstrinin Sulu Cozeltisine

ait Kromatogram

Ketokonazol'in Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram

Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan Plasebo
Formulasyona ait Kromatogram

Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan

64
65
65
66
66
67

69

70
70

70

71

71

Ketokonazolp-Siklodekstrin Kompleksine ait Kromatogram 71

Ketokonazol'in Hareketli Fazdaki Cozeltisine

ait Kromatogram

Plasebo Vajinal Supozituvara ait Kromatogram
Ketokonazol ¢eren Vajinal Supozituvara ait Kromatogram
B-Siklodekstrin’in Termal Analizine ait Termogram

B-Siklodekstrin’in X-kini Kirinim Profili
B-Siklodekstrin’in hfrared Analizi Spektrumu
B-Siklodekstrin’in'H-NMR Analizi Spektrumu
B-Siklodekstrinin**C-NMR Analizi Spektrumu
Flukonazol'in Cozunurluk Faz Diyagrami

FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerine

ait Termogramlar

XViii

72
72
72
73

74
74
75
75
76

78



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 45

Sekil 46

Sekil 47

Sekil 48

Sekil 49

Sekil 50

Sekil 51

Sekil 52

Sekil 53

Sekil 54

Sekil 55

Sekil 56

Sekil 57

Sekil 58

Flukonazol ve Flukonaz@/Siklodekstrin
Komplekslerinin Stereomikroskop Gortntileri
FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerinin

X-Isint Kirinim Analizleri

FlukonazolB-Siklodekstrin Komplekslerinin

Infrared Analizi Spektrumlari
Flukonazolp-Siklodekstrin KomplekslerininH-NMR
Analizi Spektrumlari

Flukonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinit®C-NMR
Analizi Spektrumlari

Flukonazol ve Flukonaz@/Siklodekstrin
Komplekslerine aiinhibisyon Zonlari

Bos Seliiloz Kapsiil Kabuguna ve Saf Flukonaz@rén
Seliloz Kapsillere ait Goruntuler

Flukonazol ve Flukonazd@}#/Siklodekstrin Komplekslerini
Iceren Kapsiiller ile Flukonazol Piyasa Kapsiiliine ait
Cozunme Profilleri

Ketokonazol'in Cozunurlik Faz Diyagrami

Farkli Dondurarak Kurutma Yodntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerine

ve Plasebo Formiulasyonlara ait Termogramlar
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerine ait
Termogramlar

Ketokonazol ve Ketokonaz@/Siklodekstrin
Komplekslerine ait Stereomikroskop Goriuntuileri
Farkli Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin ve
Plasebo Formulasyonlarin XHhi Kirinim Profilleri
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin

X-Isint Kirinim Profilleri

XiX

81

82

83

84

85

86

89
91

94

98

99

80

93

97



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 59

Sekil 60

Sekil 61

Sekil 62

Sekil 63

Sekil 64

Sekil 65

Sekil 66
Sekil 67

Sekil 68

Sekil 69

Farkh Dondurarak Kurutma Yontemleri ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin ve

Plasebo Formilasyonlarinfiared Analizi Spektrumlari 100
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin

Infrared Analizi Spektrumlari 100
Farkli Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin ve

Plasebo Formiilasyonlarthl-NMR Analizi Spektrumlari 102
Ketokonazolp-Siklodekstrin KomplekslerinitH-NMR

Analizi Spektrumlari 103
Farkh Dondurarak Kurutma Yontemleri ile Hazirlanan

Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin ve Plasebo

Formilasyonlarif®C-NMR Analizi Spektrumlari 104
Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinit®C-NMR

Analizi Spektrumlari 105
B-Siklodekstrin ve Plasebo Formulasyonlara ait

Inhibisyon Zonlari 106
Kullanilan Coziictilere ainhibisyon Zonlari 107

Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin

Komplekslerine aitnhibisyon Zonlari 107
Saf Ketokonazolderen Vajinal Supozituvarlara ait

Goruntuler 109
Ketokonazol ve Ketokonaz@l/Siklodekstrin Komplekslerini
iceren Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa Vajinal

Supozituvarina ait Cézinme Profilleri 114

XX



@» ANADOLU UNIVERSITESI

SIMGE ve KISALTMALAR D izZiNi

o

B-CD
BSS
Cap
CD
(CD3).CO
CSF
CZE
DSC
DMSO
D.O
FZ
F-CE

F-FD

F-KN

F-SD

GA
GC

Gl
HME
HPMC

ITK
KBr
K

KZ
K-CE

: Secicilik Faktora

: Beta-Siklodekstrin

: B&ll Standart Sapma

: Kapsul

: Siklodekstrin

: Dotero-aseton

. Serebrospinal Sivi

: Kapiller Bolge Elektroforezi

: Diferansiyel Taramali Kalorimetri

: Dimetilsulfoksit

: Déteryum Oksit

: Flukonazol

: Birlikte Buharlgtirma Ydntemi ile Hazirlanan
Flukonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

: Dondurarak Kurutma Yodntemi ile Hazirlanan
Flukonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

: Yogurma Yontemi ile Hazirlanan
Flukonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

: Puskurterek Kurutma Yontemi ile Hazirlanan
Flukonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

: Glven Aralg

: Gaz Kromatografisi

: Gastrointestinal

. Istyla Eritme Kaliplgtirma

: Hidroksipropil Metilseltiloz

. Infrared

: Ince Tabaka Sivi Kromatografisi

: Potasyum Bromur

: Kapasite Faktoru

: Ketokonazol

. Birlikte Buharlatirma Yontemi ile Hazirlanan
Ketokonazo-Siklodekstrin Kompleksi

XXi



@» ANADOLU UNIVERSITESI

K-FD1 : Birinci Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan
Ketokonazof}-Siklodekstrin Kompleksi

K-FD2 : kkinci Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan
Ketokonazof}-Siklodekstrin Kompleksi

K-FD3 : Ucuincli Dondurarak Kurutma Yoéntemi ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

K-KN ' Yogurma Yontemi ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

K-SD : Puskurterek Kurutma Yontemi ile Hazirlanan
Ketokonazolp-Siklodekstrin Kompleksi

LC-MS : Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrofotometrisi
LOD : Saptama Siniri

LOQ : Miktar Tayini Alt Siniri

MECC : Miseller Elektrokinetik Kapiller Kromatogtrafi
MeOH : Metanol

MIC : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

n : Tekrarlanan Deney Sayisi

N : Teorik Tabaka Sayisi

NMR : NUkleer Manyetik Rezonans

Ort : Ortalama

PEG . Polietilen Glikol

PLA : Plasebo

Rs : Ayirim Gucu

SH : Standart Hata

SS : Standart Sapma

T : Kuyruklanma Faktori

TBAHS : Tersiyer Butil Amonyum Hidrojen Sulfat
uv . Ultraviyole

VSup : Vajinal Supozituvar

XRD : X-Isint Kirinimi

YBSK : Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi
YVS : Yapay Vajinal Sivi

XXii



@» ANADOLU UNIVERSITESI

GIRIS ve AMAC

FZ ve KZ, mikotik enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan azol
turevi antifungal farmasotik etkin maddelerdir. Her iki etkin maddenin de sudaki
¢Ozunurlugi dugktor.

Tedavide 50, 100 ve 150 mg dozlarda oral olarak kullanilan FZ’nin eliminasyon
yarl 6émrl otuz saattir. Gastrointestinal (Gl) kanaldan iyi emilim gdstermekle
birlikte renal ve hepatik bozuklugu olan hastalarda dikkatli kullaniimasi
gerekmektedir. KZ ylzeysel ve sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde oral (200,
400 ve 800 mg) ya da topik (% 2) olarak kullaniimaktadir. Oral yeriKZ nin

kana ulama miktari dozun % 37-97 argindadir. Gl kanaldaki bu emilim
degiskenligi nedeniyle biyoyararlanimi da gigkenlik gostermektedir. KZ
tedavisinde nadir gorilmesinggraen en ciddi yan etki hepatotoksisitedir.

Suda c¢Ozundrligt duk ilaclarin, FZ ve KZ'de de oldugu gibi, dilk oral
biyoyararlanim ve dgsken biyoyararlanim gibi sorunlari  mevcuttur.
Biyoyararlanim problemini ¢6zmek igin sudaki ¢6zunurligt Uduglaglarin
¢Ozunurluginid  artirmak gerekir. Bu yakimlar arasindaki fiziksel
modifikasyonlar igerisinde, kristal yapinin modifikasyonu ve komplgksiee
yer almaktadir.

Calismada secilen etkin maddelerin ¢ozinarlik problemlerinin ¢bziimine yonelik
olarak toksisitesi diiikk, kimyasal modifikasyon bolgesi fazla, hidrofobik merkezi
bos ve hidrofilik dis ylizeye sahip olafi-siklodekstrin f-CD) ile komplekslerinin
hazirlanmasi planlangiir. Calsmanin amaci, her iki etkin madderrCD ile
komplekslerinin hazirlanmasi yoluyla ¢ozunurluk, biyoyararlanim, yan etki ve
toksisite problemlerine ¢6zim aranmasidir. Komplekslerdeki etkin maddelerin
¢Ozunurluk aryi ispatlandiktan sonra, komplekslerin dogaillerinde kullanimi

ile piyasa preparatlari ile kalkastirilmasi da bu ¢cajmanin amaclar arasindadir.
Bu calsmadaki bir dger amac ise, FB/CD ve KZB-CD komplekslerinin
Candida albicangizerindeki antifungal etkinliklerinin incelenmesi ile etkinlikte
artis sgzlanip sglanamadginin argtiriimasidir.
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KAYNAK B ILGiSi
Siklodekstrinler

Siklodekstrinler (CD’ler) ilk defa 1891 yilinda Villiers tarafindan izole editmi
Villiers, nisasta iceren ortamda bulunaBacillus amylobactéin kalttr
ortamindan az miktarda kristal maddeyi izole etmiVilliers bu kristal maddeye
‘cellulosine’ adini verngitir. Daha sonra Schardinger 1903 — 1911 yillar arasinda
yaptgl calsmalar sonucunda, izole ditikristal yapidaki Grlnleri dekstrin ve
dekstrin B olarak adlandirmgtir (Del Valle, 2004). Yap# calsmalarla CD
kimyasinin temelini olgturan Schardinger’in onuruna sonraki yillarda CD’ler
“Schardinger dekstrinleri” olarak anilgtur (Loftson ve Duchéne, 2007). 1930’lu
yillarda y-dekstrini izole eden Freudenberg ve ark&ada ise, CD’lerin glikoz
unitelerinden oluan siklik oligosakkaritler oldgunu gosternstir (Vyas ve ark.,
2008).

1940’h yillarda yapilari aydinlatilam-, B- ve y-CD’nin inklizyon kompleksi
olusturma yeteng fark edilmistir (Del Valle, 2004). CD ve komplekslerine
ili skin ilk patent 1953 yilina aittir. Bununla birlikte, 1970’e kadar ¢ok az miktarda
CD duretilms ve yliksek uretim maliyetleri nedeniyle endustriyel kullanimlar
sinirlanmgtir.  Daha sonra biyoteknolojik getheler sayesinde Uretim
maliyetlerinin dugiriimesi, yuksek saflikta CD ve turevlerinin Uretilmesiyle CD
Uretim teknolojisinde buyuk ilerlemeler kaydedigtini (Singh ve Aboul-Enein,
2005).

CD’ler ilag, kimyasal tarim, gida ve kozmetik endustrilerinde “molekuler kafes”
adi ile biyuk ilgi gormigrdir. ilag endistrisinde genellikle suda ¢oziindrlugi
zayif olan ilaglarin ¢ézanarlagind, biyoyararlanimini ve kargnli arttirmak
icin kompleks yapici ajan ve tablet eksipiyani olarak kullantlirlar. Ayrica CD’ler
Gl ilag irritasyonunu azaltmak, sivi ilaclari amorf ya da mikrokristaghle
donugurmek ve ilag-ilag, ilag-yardimci madde etkitelerini 6nlemek icin
kullanilabilirler (Rasheed ve ark., 2008).

CD’ler iyi bir ilag tagiyici sistem adayidir. ClUnku:

* Kimyasal yapilar iyi tanimlanmstir ve kimyasal modifikasyon boélgeleri
fazladir.

* Farkl i¢c balugu buyikliklerine sahip olmalari sayesinde ¢ok sayida etkin
madde icin kullanima uygundurlar ve hapsettikleri etkin maddeleri
biyodegredasyondan korurlar.

» Dusuk toksisite ve diigk farmakolojik etkinlge sahiptirler.
Yap! ve Cgitleri

CD’ler farkh sayidan-D-glukopiranoz tniteleri iceren, lipofilik merkezi Hok ve
hidrofilik dis ylzeye sahip siklik oligosakkaritlerdir (Rasheed ve ark., 2008).
Glukopiranoz uniteleri arasindaki garin serbest doniyetersizlgi nedeniyle

CD molekaulleri, silindirsekilli degildir. Kesik koni ya da toroidajekilli olan CD
yapisinda primer hidroksil gruplari halkanin dar kenarinda sekonder hidroksil
gruplari halkanin daha genikenarinda, apolar hidrojenler ve eter benzeri
oksijenler molekulin igerisinde yer aliggkil 1A) (Loftson ve Brewster, 1996;
Del Valle, 2004).
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Dogal CD’ler sirasiyla 6, 7 ve 8 glukopiranoz tnit&sKil 1B) iceren a, B- vey-
tipleridir (Cizelge 1). Dogal CD’lerin yani sira primer ve sekonder hidroksil
gruplarinin modifikasyonu ile gili CD tlrevleri sentezlenrgiir. Farmasotik
ilgiyi Uzerine ¢eken ggtli CD tarevleri; B-CD, B ve y hidroksipropil CD (HPB-

CD ve HPy-CD), rastgele metillenmip-CD (RM--CD), sulfobutil eterp-CD
(SBE{}-CD) ve maltosilp-CD gibi dallanmg CD’leri kapsar (Rasheed ve ark.,
2008, Vyas ve ark., 2008). Ayrica yuksek hidrofilik 6zellikteki CD molekullerine
bagil dis hidrofobik 6zellik kazandirmak amaciyla amfifilik CD molekiilleri de
sentezlenmektedin, B veyay-CD’ye hidrokarbon zincirlerinin eklenmesiyle elde
edilen amfifilik CD’ler ilac hedeflenmesi vesi@amasinda kullanilirlar (Duchéne
ve ark., 1999)B-CD ve tirevleri ise kolay elde edilebilirlik ve goksitk ilaglar

icin uygun boluga sahip olma 6zellikleri nedeniyle farmasétik uygulamalar icin
siklikla tercih edilirler.

Selonder Hidrolisil
Gruplan

Sekil 1. A) Siklodekstrinin Sematik Gosterimi B) Glukopiranoz Unitesinin Kimyasal Yapisi
(Becket, 1999; Vyas ve ark., 2008)

Cizelge 1. Siklodekstrinlerin Ozellikleri (Del Valle, 2004)

Ozellik o- CD B-CD y- CD
Glukopiranoz unitelerinin sayisi 6 7 8
Molekul agirligi (g/mol) 972 1135 1297
25° C’'de sudaki ¢cozunurlugl (%, a/h 14.5 1.85 23.2
Dis cap A 14.6 15.4 17,5
iccap A 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Yikseklik A 7,9 7.9 7.9
Bosluk hacmi & 174 262 427

3
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Kompleks Olgumu

CD’lerin en 6nemli 6zelfi cesitli kati, sivi ve gaz bilgkleriyle molekdler
dizeyde komplekseneyle kati inkliizyon bilgkleri olusturma yetenekleridir.
Farmasotik alandaki bu komplekslerde etkin madde molekilt (misafir molekul)
CD molekdlinin (ev sahibi) bluguna alinir ya da kB&a bir ifade ile CD
molekill etkin madde molekulini kaplar. Kompleks oing ev sahibi molekl
bogugu ve misafir molekill arasindaki boyutsal bir uyumdur. CD molekullerinin
lipofilik boslugu, icerisine uygun boyuttaki apolar gruplarin inkliizyon dikleri
olusturmak Uzere girebildi bir mikroortam sglar. Inkltizyon kompleksi olusmu
sirasinda kovalan Baolusmaz ya da kirlimaz. Komplekslae sirasinda
kompleksteki ila¢ molekulleri ve ¢ozeltideki serbest etkin madde moleklleri hizla
dengeye esir. Kompleks olugimunda merkezi bagktan su salimi, hidrojen Ba

Van der Walls etkilgmleri ve yuk aktarimi gibi etkikgmleri kapsayan itici
gucler yer alir. Kompleks olugnunun esas itici gticid CD molekdlinin
bodugundan entalpi agisindan zengin su molekdllerinin serbest birakilmasidir. Su
molekulleri apolar-apolar birfene sglamak Uzere c¢oOzeltide bulunan daha
hidrofobik olan etkin madde molekdlleri ile yer gigirir ve bdylece CD
halkasinin gergingini azaltarak daha kararli glik enerjili durum olugr (Del
Valle, 2004; Rasheed ve ark., 2008).

Kompleks olugimunu etkileyen cdtli etkenler mevcuttur. Oncelikle
komplekslgmenin  gerceklgebilmesi icin  etkin  madde  molekilinin
baydkliginin CD bdgguna uygun olmasi gerekir. didiklari yik agisindan
degerlendirildiginde CD ve etkin madde molekult farkli yiklerde oldugunda
komplekslgme artar. Genellikle etkin maddelerin non-iyorsgkilleri iyonize
olmus durumlarina goére daha kararli kompleks tluyaktadir.iyonize olabilen
etkin maddelerle kompleks olugunda ise pH etkin rol oynar. Bunlara ek olarak
kompleks olugmunda sicaklik dgsimi ve hazirlama yontemi de 6nemlidir
(Challa ve ark., 2005).

Cozundrluk Faz Diyagrami

CD komplekslerinin kararhlik sabitinin belirlenmesi, inkllizyon sonrasinda etkin
maddenin fizikokimyasal 6zelliklerindeki ggimin goéstergesi oldugundan c¢ok
onemlidir. Bu konuda en yaygin kullanilan analitik ydontem Higuchi ve Connors
tarafindan tanimlanan c¢ozindrlik faz yontemidir. Bu yonteme gore, bir seri
flakon ya da ampul icerisine substratin yani misafir molekil§insa ve git
miktarda ¢ozicu eklenir. Bu karm Uzerine artan konsantrasyonda ligand yani
CD eklenerek gz1 sikica kapatilan kaplar sabit sicaklikta ¢ézunarlik dengesine
ulasincaya kadar kagtirilir. Denge siresi sonunda Ustte kalan berrak kisim analiz
edilir (Higuchi ve Connors, 1965).

Cozundrluk faz diyagrami CD molar konsantrasyonunai karsafir molekilin
¢Ozelti fazinda bulunan total molar konsantrasyonununggragciriimesi ile elde
edilir. Cozundrlik faz diyagramlart A ve B tipi olmak Uzere iki ana kategoriye
ayrilir. A tipi diyagramlar ¢ozunidr kompleks olmunu gdsterirken, B tipi
diyagramlar digk cozandrlige sahip kompleks olumunu gosterir Sekil 2)
(Higuchi ve Connors, 1965).
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Misafir Molekiil Eonsantrasyonu [M]

Siklodekstrin Konsantrasvenu [M)]

Sekil 2. C6zunurlik Faz Diyagramlari (Higuchi ve Connors, 1965)

A-tipindeki  ¢ozunurluk faz diyagramlarinda, CD konsantrasyonunun
arttinlmasiyla substratin konsantrasyonu artar. A tipi diyagramlaAA ve Ay
olmak uUzere g tiptir. Atipi diyagramda CD konsantrasyonunun fonksiyonu
olarak misafir molekulin ¢ézuniginde dogrusal aktigorulir. A tipi sistemin
egimi 1’den blyukse yuksek dereceli kompleks (S-CRCPH, S$-CD,..., S»-CD)
olustugu digunuldr; e€im 1'den kicikse ve Bka bir bilgi yoksa 1:1 oraninda
komplekslgtigi varsayilir. A tipi diyagramlarda pozitif yone dogrusiim soz
konusudur ve yiksek dereceli inklizyon kompleksi (SSGBCD;,.... S-CDy)
olusumunu gosterir. Q tipi diyagramlarda negatif yone dogrigilen vardir ve
yorumlanmasi zor olan sistemlerdir (Higuchi ve Connors, 1965; Del Valle, 2004).
Dogrusalliktan negatif sapma, kompleks c¢ozundrlagindelgisdikler, CD
molekdllerinin kendi aralarindaki birliktggi, c6zinen-¢éziclu ya da cozinen-
¢cozlnen etkilgmi ile ili skilidir (Basaran, 2005; Rasheed ve ark., 2008).

B tipi ¢cozunurlik faz diyagramlari 8ve B olmak Uzere iki tiptir. B tipi
diyagramlarda A noktasinda kompleks ¢ozunurluk siniringr ee ¢ozuanarlik
sabitlenir. Daha fazla CD eklenmesine skigk B noktasinda substratin tamami
daha az c¢ozunur inklizyon kompleksine cevgtmi B, tipi diyagramlarda
inklizyon kompleksi pratik olarak c¢6zinmez (Higuchi ve Connors, 1965;
Basaran, 2005).

Cozundrluk faz diyagramlar nitel gerlendirmenin yani sira ayni zamanda
kararhlik deismezinin belirlenmesinde kullanilir. Higuchisi#i gine gore
¢c6zunurlik denge katsayisi {K¢ozunurlik faz diyagraminin dogrusal kisminin
egim ve kesgim deserlerinden hesaplanir (Higuchi ve Connors, 1965; Del Valle,
2004).

K=/ kesisim (1-egim) ¢Elik 1)

Bu katsayl ayni zamanda kompleksin kargnini ifade eder. Biyoyararlanimin
lyilestiriilmesi calsmalarinda Il sabitinin misafir molekilin mukozadan
emilimine izin verecek kadar kiicuk olmasi istenirken kararhlikigalarinda ise
mumkin oldugunca buyuk olmasi istenir §Bean, 2005).
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Kompleks Hazirlama Yontemleri

CD komplekslerinin hazirlanmasinda coksitie yontemler kullanilir. Yontemin
etkinligi basta misafir molekil ve CD yapisina ga olmak utzere sicaklik
degisiklikleri, yardimci madde 6zellikleri gibi faktorlerden etkilenebilir (Challa ve
ark., 2005).

Birlikte Coktirme Yontemi

Yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. CD suda ¢6zindurilur ve CD ¢ozeltisi
karistirihrken etkin madde ya da etkin maddenin organik ¢ozeltisi eklenir. Etkin
madde g0z oOnune alinarak belirlenen sicaklikta, bir saatten bir haftaya kadar
istenilen sire kagtirma slemine devam edilir. Bu yontemin kullaniggibircok
durumda, CD ve etkin madde molekuliu iceren ¢ozeltinin ¢okelekmaldan
sogutulmasi gerekir (Del Valle, 2004). Sogutma o6ncesi ¢dzucunin bir kismi
ucurularak uzakkdirilabilir. Sogutma glemi kademeli olarak ya da buzdolabinda
gerceklatirildikten sonra ya da uygun kanrma slresi sonunda Kkristaiiee
gercekleir (Arshady, 1999; Braga ve ark, 2003).

Olusan cokelek dekante etme, santriflij ya da (vakumla) filtrasyonla alinabilir ve
az miktarda su veya suyla kgabilen etanol, metanol veya aseton gibi ¢oziculerle
yikanabilir (Del Valle, 2004). Etivde ya da oda sigakbla kurutma sonrasi
gerekli goruldugl taktirde, elde edilen kompleks istenilen gbzenek capina sahip
elekten elenir.

Bu yontemde yalnizca CD ya da yalnizca etkin maddenin g¢okeltisalmling
Yalnizca CD ¢Okmesini 6nlemek icin suda ¢ozunurligl olan organik ¢ozucilerin
kullaniimasi  tercih  edilebilir  (Baran, 2005). Ortamda bulunan
komplekslgemems etkin madde molekillerini ayirmak icinse c¢oktirme oncesi
filtrasyon uygulanabilir (Stancanelli ve ark., 2008).

Bu yontemin en bilyuk sakincasi blUyuk o6lcekte hazirlanmgsnasindadir.
CD’nin sinirli suda ¢Ozunurligt nedeniyle blyik hacimde su kullaniimasi
gerekir. Tank kapasitesi, 1sitma ve sogutma icin gegen zaman ve enerji 6nemli
etkenlerdir (Del Valle, 2004).

Dondurarak Kurutma Yontemi (Liyofilizasyon)

Etkin madde ve CD iceren sulu c¢oOzeltilerin ya da ender olarak sulu
suspansiyonlarin kurutulmalari icin uygulanan yontemlerden birisi de dondurarak
kurutma yontemidir. Genellikle stspansiyon yontemi denilen yontem kullanilir.
B-CD c¢oOzeltisine sri miktarda misafir molekil eklenmesi ile elde edilen
suspansiyonlar ¢ozunurlik faz diyagrami esas alinarak belirlenen denge suresi
boyunca calkalanir. Dengeye sem suspansiyonlarin santriftj edildikten sonra
suzulmesiyle elde edilen suzintld dondurarak kurutulur (Bilensoy ve ark., 2007).
Bunun yani sira uygun molar oranda eklenen misafir moleklliin denge zamani
suresince calkalama sonrasi tamamen ¢6zindigl durumlarda da elde edilen
cOzelti dondurarak kurutulmtuyr (Araujo ve ark. 2008).

Tek fazli ¢Ozelti yontemi ile dondurarak kurutmada ise misafir molekil asit
ortamda ya da etanol vb. ¢ozicilerde ¢ozUndurll(-€®'nin sudaki ¢ozeltisi
ile karstirihr. Karistirma sonrasi elde edilen berrak c¢ozeltiden ismini alan
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yontemde3-CD ve misafir molekull iceren tek fazli kam dondurarak kurutulur
(Badr-Eldin ve ark., 2008).

Dondurarak kurutma ydntemi, ucucu kilderin kaybini en aza indirir. Ozellikle
sicaklga duyarl misafir molekuller vB-CD, HP$-CD gibi ¢6ziinen kompleksler
icin kullanslh bir ydontemdir (Del Valle, 2004).

Dondurarak ve puskirterek kurutma yontemlerinde Uretim veriminin yiuksek

olmasi, buyuk 6lgekte Gretim yapilabilmesi gibi tstunlikler s6z konusudur. Ancak

yontemlerin pahali ve zaman alici olmasi, elde edilen Grinin inklizyon

kompleksi yaninda serbest CD molekulii ile serbest etkin maddeyi de icerebilmesi
gibi sakincalari s6z konusudur @aan, 2005).

Puskirterek Kurutma Yontemi

Kompleksler puskirterek kurutma yontemi ile de hazirlanabilir. Konik ya da
silindirik kurutma kazaninda Usttegagiya dogu puskurtilen etkin madde CD
cOzeltisi damlaciklari, ayni yonden gelen sicak hava icinde her biri birer kiresel
parcacik olacalksekilde kurutulur. Puskirtme nedeniyle kurutulacak maddenin
yuzey alani artgindan kurumasiemi hizl gerceklgr (Doganay, 2004).

Puskirterek kurutma yontemi i¢ vesdicaklgin, aks hizinin ve hava basincinin
kontrol edilebilmesi avantajina sahiptir. Sicglkagi kararlilik problemi olan ve
ucucu maddeler igin puskirterek kurutma Wtay uygun hale getirilebilir (Del
Valle, 2004; Baaran, 2005).

Notralizasyon Yontemi

Asidik veya alkali ortamda CD iceren co6zelti icerisinde misafir molekil
¢Ozundurdlur ve daha sonra ¢oOzelti notralize edilir. Notralizasyon ile denge
noktasina ulgldiginda inkliizyon bilgigi olusumuna bgli olarak beyaz c¢okelti
gozlenir. CoOkelti dekante etme, santriflj ve filtrasyonla ayrilabilir (Moyano ve
ark., 1997).

Birlikte Buharlagirma Yontemi

CD ve misafir molekil sirasiyla distile su ve etanolde ya da yalnizca distile suda
¢bzindurdlur. Etanol ve su kullanilarak elde edilen ¢ozeltilegtkair. CD ve
misafir molekull iceren cozeltiler doner buhatlacida c¢ozicllerinden
uzaklgtirilir (Al-Marzougi ve ark., 2009). Gerekli gorulgi taktirde kompleks
etlivde kurutulabilir.

Cimento Yontemi

Kompleks olugimu igcin CD’nin tamamen c¢6zinmesi gerekli giidir. Bu
yontemde CD, kati maddenin % 50-60"1 kadar distile suya eklenir vgtikari
Sulu faz co6zelti icindeki CD ile doygun hale gelir. Eklenen misafir molekuller
cOzelti icerisindeki CD ile kompleks olwyur. CD molekilleri sulu fazi
doyuracg&indan olugn kompleksler sulu fazin ginda kristallenecek ya da
gcOkecektir. Oluan kompleksler birlikte c¢oktirme yonteminde oldugu gibi
ayrilabilir (Del Valle, 2004).

Bu yontemin dugk enerji tuketimi, organik ¢ozicu kullanilmamasi, gereken su
miktarinin azaltilmasi, yiuksek verim ve buylk 6lcekte tretim yapilabilmesi gibi
ustinluklerinin  yaninda, uzun zamanda hazirlamasi ve birlikte ¢oktirme
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yontemine oranla daha dilg saflikta kompleks elde edilmesi gibi sakincalari s6z
konusudur (Bgaran, 2005).

Pasta (Yogurma) Yontemi

Cimento yonteminin bir tirevi olan bu yoéntemd@eCD ve misafir molekilin
fiziksel kargimi Uzerine pasta kivami elde etmek icin distile su, etanol ya da
su:etanol (50:50, h/h) karmindan az miktarda eklenir. Homojen bulamac elde
etmek icin misafir molekule I olarak belirlenen stire icerisinde ya da ¢6zici
tamamen uzakigncaya kadar elde edilen kam yogrulur. Elde edilen kagim
istege bali olarak oda sicakiinda ya da daha yiksek sicakliklarda vakum altinda
kurutulur (Moyano ve ark., 1997; Al-Marzougi ve ark., 2009). Pastalarin tamamen
kurutulmasi sonucu ortaya ¢ikan sert kitle dguttlerelge@linde elde edilebilir

(Del Valle, 2004).

Kapall Kapta Isitma Yontemi

Bu yontemde ¢ok az miktarda su kullanilir ya da hi¢ kullanilmaz. Kullanilacak su
miktar1 CD ve misafir molekuldeki hidrasyon suyu miktarinin en fazla % 20-25’i
kadar olmalidir. Oncelikle misafir molekilin ve CD molekilunin fiziksel
karisimi cam kaba konulur. Uzerine ¢ok az miktarda su eklenmesinin ardindan
cam kaplar alevle kapatilir. Kapali kap ve igeri00°C’'ye kadar isitilir ve
icerisindeki kompleks alinip kurutulur. Her misafir molekdl igcin eklenecek uygun
su miktari, fiziksel kagim hazirlanirken kullanilacak olan uygun karma
derecesi ve 1sitma suresi belirlenmelidir (Del Valle, 2004; Al-Marzougi ve ark.,
2009).

Ekstriizyon Yoéntemi

Kapall kapta Isitma yonteminin tirevi olan bu yéntem, strekli bir sistemdir. Bu
yontemde CD, misafir molekil ve su Onceden ya da ekstridere eklenirken
karistirihr. Karistirma derecesi, 1sitma miktari ve siresi ekstriderin silindiri icinde
kontrol edilebilir.icerigindeki su miktarina kg olarak ekstriide edilen kompleks
sogutuldugunda kuruyabilir ya da kurutma igin firina ygitaebilir.

Ekstrlzyon sistemi, slrekiiin sa&lanmasi ve cok az su kullanilimasi
ustunluklerine sahiptirlslem sirasinda 1si1 uygulargdndan isiya dayaniksiz olan
misafir molekuller bu yontem kullaniliginda parcalanabilir (Del Valle, 2004).

Ogiitme Yontemi

Bu yontemde su ve organik ¢6zici kullaniimamaktadir. Misafir molekil ve CD
vibrasyonlu 6gutiucide ya da havanda birlikte dgutultir. Misafir molekigh ba
olarak belirlenen sire agme slemine devam edilir. Basit ve hizli olmasi, ¢ozticl
gerektirmemesi, blyuk 6lge uyabilen bir yontem olmasi ustinluklerinin yani
sira, butin etkin maddelere uygulanamamasi, kismi inklizyon kompleksinin elde
edilmesi, olugn tozun fiziksel kagim niteliginde olma riski, yiksek nem bulunan
ortamlarda inklizyon komplekslerinin pargcalanmasi gibi sakincalari vardir
(Moyano ve ark., 1997; Baran, 2005).

Mikrodalga radyasyon yontemi

Farmasottik Teknoloji'de termal etkisinden dolaylr kurutmglemlerinde,
enjeksiyon ve inflizyonseklindeki preparatlarin sterilizasyonunda kullanilan
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mikrodalga radyasyon son zamanlarda inklizyon kompleksi hazirlamada da
kullaniimaktadir. Bu yontemde, misafir molekil-CD fiziksel kaminin Gzerine
minimum miktarda etanol:su kammi eklenir ve homojenize edilir. Karm
mikrodalga firinda tepkimeye birakilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
istenilirse kalar3-CD ve misafir molekulini uzakjfarmak icin yeterli miktarda
cbzlicu (etanol:su karmi) eklenebilir. Elde edilen cokelti stzulerek ayrilir.
Vakum altinda kurutma sonucu tgeklinde kompleks elde edilir. Mikrodalga
radyasyon yontemi diak reaksiyon suresi, yiksek verim ve az miktarda ¢ozlcu
ihtiyaci gibi buyuk Usttnliklere sahiptir (Wen ve ark., 2004; Nacsa ve ark.,2008).

Super Kritik CQ Yontemi

Son yillarda argiirma ve uygulama alanlarinda stper kritik sivi teknolojisi blyuk
onem taimaktadir. Stper kritik C®yanicl, toksik ve pahali olmamasi, kimyasal
acidan kararli, cevre yonunden kabul edilebilir olmasi vesikadan kolaylikla
ayrilabilmesi yoninden farmasotikslemlerde siklikla tercih edilmektedir.
Inkltizyon kompleksi hazirlanmasinda da kullanilan stper kritik y@@teminde,

CD ve misafir molekdliin fiziksel kagimi aletteki hiicreye yerérilir. Istenilen
basing ve sicalga kadar sisteme basing uygulanir ve sistem isitilir. Genellikle tg
saat siUresince sistem istenilen basing ve sicakliktgzaturanodda cagtirilir.

edilir (Al-Marzougi ve ark., 2009).
Ia¢ Teknolojisinde Siklodekstrinlerin Kullanim Amaclari

CD’ler farmasottik alanda c¢ozundrlugu, karagh)i biyoyararlanimi  ve
farmakolojik etkinlgi arttirmak, yan etkileri azaltmak gibi amaglar ile yaygin
olarak kullaniimaktadir.

Etkin Madde Cozunurfii ve Dissolusyonu Uzerine Etkisi

CD’ler, inklizyon kompleksi ya da kati dispersiyon yoluyla goéruntr etkin madde
¢ozunarliginin  ve dissolisyonunun iytlelmesi amaciyla suda zayif
¢Ozunurlug sahip etkin maddelerin formilasyonunda ©nemli rol oynarlar.
Arttinimis ¢ozdndrlik ve c¢ézinme hizi, ¢oézandrlik faz diyagrami ve ilag
dissolisyon kinetikleri yardimiyla belirlenebilir (Singh ve Aboul-Enein, 2005;
Rasheed ve ark., 2008). CD molekdlleri komplejie icin elvergsiz molekdl
Ozelliklerine sahip etkin maddeler icin hidrofilikstguci gorevi gorirler. CD’lerin
¢6zunduricu ajan olarakg#i kullanimlari Cizelge 2’ de 6zetlenstir.

Ticari CD’ler arasinda, dii&k molar substitisyon gosteren metil CD en gicli
¢cbzundurdacudur. Ayrica yukli CD’ler bazi durumlarda iyi ¢ézinduricu ozellik
gosterebilirler. Cozunduricu etkileri, yukin CD hguna yakinigina ve
lokalizasyonuna kg olarak deisir.

Sulu co6zeltilerde suda c¢ozinen polimerler, etkin madde-CD kompleksinin
kararlihk deismezini arttirarak CD’lerin ¢ozunduricu etkilerini arttirirlar. Ayni
sekilde sitrik, malik ve tartarik asit gibi hidroksi asitlerin eklenmesi sonucu tuz ya
da super kompleks olugnu yoluyla CD’nin ¢ozunduricu etkisi iygrilebilir
(Singh ve Aboul-Enein, 2005).
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CD’lerle komplekslgmede ya da kati dispersiyonda etkin madde krigtaifi
azaltilmasi ile, etkin madde c¢ozunurliginin ve ¢dzinme hizinin arttirimasina
katki s&lanir (Rasheed ve ark., 2008).

Cizelge 2. Siklodekstrin Kullanimi ile Cozunurlik ve Dissollsyonun
Tyilestiriimesine ait Ornekler (Rasheed ve ark., 2008)

CD Etkin Maddeler

Nimesulit, sulfometiyazol, lorazepam, ketoprofen,
B-CD griseofulvin, prazikuantel, klortalidon, etodolak,
piroksikam, itrakonazol, ibuprofen

o-CD Prazikuantel

y-CD Prazikuantel, omeprazol, digoksin,

Albendazol, DY-9760e, ETH-615, levopamil HCI,
HP$-CD sulfometiyazol, ketoprofen, grisofulvin, itrakonazol,
karbamazepin, zolpidem, fenitoin, rutin

DM-B-CD Naproksen, kamfotesin
SBE$-CD DY-9760e, danazol, fluasteron, spiranolakton
RM-B-CD ETH-615, takrolimus

Rasgele acillenmi

amorf pFCD Naproksen

Biyoyararlanim Uzerine Etkisi

CD, suda c¢ozunmeyen etkin maddelerin ¢6zundrligund, dissolisyonunu ve
permeabilitesini arttirarak biyoyararlanimini igtier. Bu iyilestirme; deri,
mukoza, g6z korneasi gibi biyolojik engel ylzeyinde etkin maddeyi bulunur hale
getirmeleri ile olur. Etkin madde buradan lipit engellere zarar vermeden
membrandan partisyona ugrayarak gecer (Challa ve ark, 2005). Bu gibi
durumlarda, sulu ortamda etkin maddeyi ¢dzmek icin yeterli miktarda CD
kullanmak 6énemlidir ¢ciinkusarisi etkin madde yararlanimini azaltabilir (Vyas ve
ark, 2008). Polimer eklenmesi ile sulu CD c¢ozeltilerinden etkin madde
permeabilitesi daha da iyfie. Suda ¢c6zinen etkin maddeler i¢cin, CD mukoza
membranlari Uzerine direkt etki ederek etkin madde permeabilitesini arttirir,
emilimini ve biyoyararlanimini iyilgirir (Rasheed ve ark., 2008).

Hidrofilik CD’ler ile kompleks oluguran etkin maddelerin emiliminin arttiriimasi

ile biyoyararlaniminin iyilgtiriimesi doért mekanizma ile gercekle (a) CD’ler

suda az c¢Ozunen etkin maddelerin islanal@imlj ¢oézinme hizini ve
cozanarlagana arttinir; (b) CD’ler kimyasal acidan kararsiz etkin maddelerin
saklama esnasinda ve Gl sistemde dispozisyonunu ve bozunmasini 6nler. (c)
CD’ler nazal ve rektal mukozanin membran sk&nligini bozarak peptit ve
protein yapili etkin maddelerin emiliminini arttirirlar. (d) CD’nin i¢egidetkin

10
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maddeyi salmasi icin Uc¢uncul bitnlerle (safra asidi, kolesterol, lipit vb.)
yarismall komplekslgmesi s6z konusu olabilir (Vyas ve ark, 2008).

Etkin madde irritasyonunu iyigeirme yetenekleri ile transdermal, rektal, okuler,
nazal emilim bolgelerinde etkin maddenin temas siresini arttirmalari CD’ler ile
biyoyararlanimin iyilgtiriilmesine katki sglayan dger onemli etmenlerdir (Challa

ve ark, 2005).

Nla¢ Giivenlgi Uzerine Etkisi

CD’ler etkin maddelerin neden oldugu irritasyonu iyilenek icin kullanilirlar.

ila¢ ¢ozundrlagind arttirmalar sonucu etkin madde egkmilarttinrlar. Boylece
daha dugk dozlarda etkin madde etkili oldugundan, toksisite azaltilabilir
(Rasheed ve ark., 200$)--CD’nin insan sitomegalo virlist tzerinde gansiklovirin
antiviral etkinligini arttirdigl ve etki artgl sonucu toksisitenin azaltilabilege
gosterilmitir (Nicolazzi ve ark, 2002). Parenteral formulasyonlarda suda zayif
cbzinen etkin maddelerin kristalizasyonunaskihi toksisite, c¢ozinir etkin
madde/CD kompleks oumu ile azaltilabilir. Ayrica, CD’lere molekiiler diizeyde
etkin madde hapsedilmesi ile etkin maddenin biyolojik membranla direk temasi
Onlenir ve boylece terapotik yararlanimda etkili kayiplar olmaksizin lokal
irritasyon ve yan etkiler azaltilir (Vyas ve ark, 2008).

Etkin Madde Kararlilg1 Uzerine Etkisi

CD’ler, kati ve sivi hal kararlggina etki ederek géli kararsiz molekullerin
sicaklga, dehidrasyona, hidrolize, oksidasyona ve fotobozunmayg kar
kararliligini iyilestirir ve boylece etkin maddelerin raf Gmrini uzatirlar (Acarturk,
1993, Challa ve ark., 2005}izelge 3’'te CD’lerin etkin madde kararfilitizerine
etkileri 6zetlenmgtir. CD’lerin, etkin maddenin ortamla etkgienini engellemesi

ve emilim bolgesinde etkin maddenin biyoddimindini bloke etmesi sonucunda
ila¢c kararllgindaki artgi indukledgi bildirilmistir (Rasheed ve ark., 2008).
Molekuler kalkan sgamasi nedeniyle, CD kompleksi kararsiz etkin maddeleri
molekiler dizeyde enkapsule eder ve bdylegtlicetkin madde bozunmalarina
karsi etkin madde molekdllerini ortamdan izole eder. SBED diger CD’lere
oranla kimyasal a¢idan kararsiz bir¢cok etkin madde icin kararllik acisindan daha
blyuk iyilesme gosterir (Loftson ve Brewster, 1996; Rasheed ve ark., 2008).
CD’lerin ortam ve etkin madde kararfindaki stabilize edici etkisi, icergli
fonksiyonel gruplarin yapisina ve etkisinglodir (Acarttirk, 1993).

CD’lerin trimeprazin, prometazin ve metronidazol benzoatin fotokaganlli
lyilestirdigi bildirilmi stir (Acartirk, 1993, Rasheed ve ark, 2008). CD’ler ile
enkapsule edilmi etkin maddenin hidrolizi serbest etkin maddeye gére daha
yavg oldugundan, etkin madde/CD kompleksinin karaghli korumanin
derecesinin belirlenmesinde énemli rol oynar (Nagase ve ark., 2001; Kang ve ark,
2002). Ancak kompleks olugnu bozunma reaksiyonunu her zaman
engellemeyebilir. Hatta belirli koglar altinda, CD kompleks$§enesi CD tipine ve
kompleksleme sirasinda etkin madde molekilinde atuyapisal d&sikliklere

bagli olarak etkin madde bozunmasini hizlandirabilir (Rasheed ve ark, 2008).
Genellikle kararhlik, kompleksin tam olarak olys olugnadgina ve olugn
kompleksin yapisina lgadir (Acartirk, 1993).
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Cizelge 3. Etkin Madde Kararliligi Uzerine Siklodekstrin Etkisi (Rasheed ve ark., 2008)

(dimetilamino)benzoa

 HP-$-CD

Etkin Madde CD Etki
Prometazin HP$-CD, DM- 3-CD | Fotokararlilik
2-etilhekzil p-

Fotokararlilik

4 yil stresince ¢ozinme

Glibenklamid B-CD hizinin etkilenmeddi raf
omru

Diklofenak sodyum | B-CD Kati halde termal kararllik

Kuinaril B-CD, HP- BCD Kati halde molekdl ici

halkalgmaya kagi kararlilik

Doksorubisin

HPB-CD, HPy- CD

Fotobozunmaya ve asid
hidrolizine kas! kararlilik

Gansiklovir’ in agil

ester 6n ilaci HP- 3-CD Hidrolize kagi kararlilik
Digoksin vy- CD Hidrolize kagi kararlilik
Rutin HP- 3-CD Hidrolize kagi kararlilik
Kamfotesin RDM- B-CD Hidrolize kasgi kararhlik

Melfalan, Karmustin

SBE-£€D, HP- BCD

Hidrolize kag! kararlilik

Paklitaksel

v- CD, HP-y- CD, HP-

Hidrolize kag! kararhlik

B-CD

SBE-u-CD, SBE- B
CD, HP- BCD, y- CD, | Deacilasyon veya bozunma
B-CD

Spiranolakton

Flutamit B-CD Fotoreaktivite

Farmakolojik Etkinlik Uzerine Etkisi

CD’ler farkh farmakolojik etki grubuna Uye ajanlarla inklizyon kompleksi
olusturmak suretiyle etkin maddelerin farmakolojik etkgi arttirabilirler.
Etidokain, lipokain, prilokain, mepivakain, bupivakain ve ropivakaininHEb
veya dger CD tiarevleri ile inklizyon kompleksi olwymalari sonucunda
anestezik etkilerinin arttiril@ ve etki surelerinin uzatilgh bildirilmistir (Araujo

ve ark., 2008).

Tamoksifen sitrat, DY-9760e ve paklitaksel gibi antitimdral etkin maddelerin,
sirasiyla, amfifilik B-CD, sulfobutil eterp-CD ve dimetil B-CD ile kompleks
haline getirilmesi ile igkili olarak in vitro antikanser etkinlikte agtigoraldugi
bildirilmi stir (Nagase ve ark, 2001; Alcaro ve ark., 2002; Bilensoy ve ark., 2007).

B-CD, a-CD ve DM{$-CD gibi farkli CD turleri ve klotrimazol ile gercekfgrilen
bir baska calgmada, kullanilan tim CD tirleri ile komplekgiee sonunda
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antifungal etkinlik arn goraldigi ve en yiksek aim DM-B-CD kullanilan
koplekslerde oldugu gosterilgtir (Ahmed ve ark., 1998).

Siklodekstrinlerin Uygulama Yollari

Oral: CD kompleksleriyle hizli, kontrolli ve geciktirilgisalim yapan oral dozaj
sekilleri hazirlanabilir.

Rektal: Cozunudrligt zayif olan etkin maddelerin CD’ler ile inklizyon
kompleksleri hazirlanarak rektal yoldan emilimleri arttirilabilir.

Dermal: CD’ler dermal biyoyararlanim ve karargiiarttirir; yan etkileri azaltir.
B-CD deriye penetrasyon yet@mnen fazla olan turevdir.

Okdler: Lokal irritasyonun az olmasi ve korneadan giagnodifiye edilebilmesi
acisindan okuler uygulamada avantajhdir.

Nazal:-CD, HP- BCD ve yCD nazal mukozada kalsuresini uzatir.

Pulmoner: Peptitlerin, proteinlerin, testosteron, salbutamol, insdlin gibi
maddelerin CD kompleksleri pulmoner yoldan uygulanabilir.

Parenteral: CD kompleksleri ile etkin maddelerin hemolitik etkileri azaltilabilir.
Bu etki en iyi HP- BCD’de gorular (Challa ve ark., 2005; Rasheed ve ark., 2008).

Flukonazol

FZ, yuzeysel ve sistemik fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, floganmi
bistriazol yapisinda tUguncu lkalg azol turevi, lipofilik karakterli antifungal bir
ajandir (The Merck Index, 1989; Holler ve Valenta, 2007; Martindale, 2009).
Molekul agirligr 306.3 olan FZ polimorfizm 0zefl gosterir. Kristal yapida olan
FZ'nin erime derecesi 138-140°C agahdadir. Beyaz veya beyazimsi tozdur.
Suda yavgga, asetonda ve metanolde serbestce ¢6zinur (The Merck Index, 1989;
British Pharmacopaeia, 2008).

oH

K Il Formulu: H1oFN
( "—CH—Ji—CH,—fl > apall Formalu: CysH12F2NeO

Acik Formali: a-(2, 4-Diflorofenil)- o
‘ (1H-1,2,4-triazol-1-iimetil)-1H-1,2,4-
S triazol-1-etanol

Sekil 3. Flukonazol'in Kimyasal Yapisi, Acik ve Kapali Formuli (The Merck Index, 1989)
Flukonazol’ (in Farmakolojik Ozellikleri

FZ geng spektrumdaki fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullantlir. Oral yolla ya
da intravendz inflizyon yoluyla uygulanan FZ yilizeysel mukozal kandidiyaziste
(orofarinjal, 6zofajiyal veya vajinal), idrar yolu enfeksiyonlari, pnémoni, peritonit
tedavisinde ve fungal deri enfeksiyonlarinda kullanilir. Ayni zamanda sistemik
kandidiyazis, koksidioidomikozis ve kriptokokozis gibi sistemik enfeksiyonlarda
da kullanilir (Martindale, 2009). FZ histoplazmozis, blastomikozis, sporotrikozis,
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onikomikozis ve vicut ringformuna karetkinlik gosterir (Goodman Gilman’s,
1995).

FZ baisiklik yetmezlgi olan hastalarin timinde neredeyse tum kandida
enfeksiyonlarinda birincil tedavi secedir (Bachhav ve Patravale, 2009).
Ozellikle sitotoksik ila¢ kullanan kanser hastalarinda ve HIV viriisii ile enfekte
olmus AIDS’li hastalarda yaygin gorilen orofarinjal kandidiyazis tedavisinde
yiksek tedavi orani ve hizli cevap dlugnasi nedeniyle tercih edilir (Al-
Marzougi, 2009). Oude Lashof ve ark.’larinin (2004) nétropenik olmayan kanserli
hastalar Uzerinde yapti calsmada, orofarinjal kandidiyazis Uzerine itrakonazol
ve flukonazol kapsdllerinin etkisi agtariimistir. Calsma sonucunda FZ'nin
orofarinjal kandidiyazis tedavisinde daha iyi klinik sonu¢ ve mikolojik yok etme
sagladigl bildirilmistir. Barbaro ve ark.larinin (1996) benzer galasinda
AIDS’li orofarinjal kandidiyazis hastalarinda kisa sureli tedavide FZ itrakonazole
oranla daha ylksek tedavi hizigkamistir. Orofarinjal kandidiyaziste gunlik
50-100 mg dozda etkili oldugu bildirilgtir (Goodman Gilman’s, 1995).

Vulvovajinal kandidiyazis ise her kadinin sgan doéngusinde en az bir kez
karsilasmasi muhtemel fungal enfeksiyonlardan biridir. Bachhav ve Patravale
(2009), FZ ile vajinal kandidiyazis tedavisiningdr bélgelere gére daha etkili
olmasi ve vajinal tamanin vyararhigni g6z ©6ntne alarak vyaptiklari
mikroemulsiyon bazl jel sistemi ile vajinal yoldan FZ&itemasini sglamilardir.
Hazirlanan jel sistemi FZ standardina ve klotrimazol iceren Careliel oranlan

vitro agidan antifungal etkinlik asti gostermgtir. Tavsanlarda irritasyona neden
olmadgl ve kadinlarda yapilan klinik deneylerde kandidiyazis tedavisinde
kullanilan mevcut topik formilasyonlara alternatif oldugu gostegtimiBachhav

ve Patravale, 2009).

% 0.2 oraninda FZ iceren goz damlasi formulasyonu g6zdeki fungal enfeksiyonlar
icin hazirlanmgtir ve iyi tolere edilmgtir. Hazirlanan oftalmik jel formilasyonu

ile yiksek penetrasyon @anms, FZ'nin derin korneal stromaya ve akdz g6z
sivisina ulstigl saptanmtir (Behrens-Baumann, 1999).

FZ AIDS nedeniyle baisiklik yetmezIgi olan hastalarda kriptokokal meneniitin
akut tedavisinde kullanilir; ancak bu grupsiddaki hastalarda kriptokokozis
tedavisinde FZ'nin roli tam olarak tanimlanamgmi Ayrica koksidioidal
menenijit tedavisinde 6lim yuzdesi dahaiddgldugundan @er antifungal etkin
maddelere tercih edilir (Goodman Gilman’s, 1995).

Bagisiklik yetmezlgi olan (AIDS’li hastalar, kemoterapi tedavisi goren kanser
hastalari ya da kemik @i transplantasyonu sonrasi radyasyon tedavisi goren
hastalar ve fungal enfeksiyon riskisigan hastalarda profilaksi amaciyla
kullanilabilir  (Shrum ve Milikan, 2000; Martindale, 2009). FZ geti
antifungallerin  bgarisiz oldugu ya da tolere edilem@di kandidiyazis
enfeksiyonlarin profilaksisinde de kullanilir.

FZ'nin yaygin kullaniminin ardindan son yillarda FZ'ye skadireng gekimi
bildirilmi stir. Yapilan biyokimyasal ¢caimalar direnc gegiminde; efflux (disariya
atma), geri alma, hedef bolgeler ve sterol biyosentezindekisikléler gibi
mekanizmalari vurgulamaktadir (Sun ve ark., 2004).
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Flukonazol'iin Farmakodinamik Ozellikleri

FZ maya ve mantarlarda mikrozomal enzim olan sitokrom P45@-defnetilazi
secici olarak inhibe eder. Lanosteroliin ergosterole diniigde rol oynayan bu
enzimin inhibisyonu ile fungal sitoplazmik membran butinluga icin gerekli olan
ergosterol sentezi engellenir. #&4metilsterollerin birikimi ile metilsterollerin
membran bilgenleri ile etkilgimi nedeniyle membranin gercgkkli ve fiziksel
Ozellikleri dezisir; permeabilite d@siklikleri ve membran proteinlerindeslev
bozukluklari goéralir. Sonucta fungal blyime etkikilde 6nlenir (Shrum ve
Milikan, 2000; Martindale, 2009).

Flukonazol'iin Farmakokinetik Ozellikleri

FZ oral uygulamay takiben Gl kanaldan iyi emilim gdsterir (Martindale, 2009).
Oral ya da intraventz verilmesi ile elde edilen plazma konsantrasyonlarinin
benzer oldgu bildirilmistir. Biyoyararlanimi besinle ya da gastrik asidite ile
degismez. 100 mg'lik tekrarlanan dozlamadan sonra maksimum plazma
konsantrasyonu 4-8 pg.nfldir (Goodman Gilman’s, 1995). Oral uygulama
sonrasi maksimum konsantrasyona bir veya iki saatjgirei-10 giinde, ger
yikleme dozu verildiyse 2 gunde kararli durum konsantrasyonuram eri
salanabilir (Martindale, 2009).

FZ vicutta geni Olcide dgihm gosterir. Goranlur dalim hacmi vicuttaki
toplam su hacmine yakindir. Anne siti, eklem sivisi, tukdrtk, balgam, vajinal sivi
ve peritonal sividaki konsantrasyonlari plazmadasilala miktara benzerlik
gosterir. Oral verilinin ardindan FZ'nin tikdrik konsantrasyonlari, tukorik
salgisi azalmi AIDS’li hastalarda dahi Ozofajiyal ve orofarinjal kandidiyazis
tedavisi icin yeterlidir. Menenjiyal inflamasyon yoklugunda dahi serebrospinal
sividaki (CSF) konsantrasyonu, plazma konsantrasyonunun % 50-90'i
aralgindadir. Elde edilen CSF konsantrasyonu kriptokokal menenijit tedavisi icgin
yeterlidir (Martindale, 2009). Go6ze penetrasyonusedkendirildiginde iyi ve
uygun bulunmusve fungal endoftalmide kariyla kullanildgl bildirilmistir
(Behrens-Baumann, 1999). Plazma proteinleringlamena orani diisk olup,
yaklasik % 12’dir (Martindale, 2009).

Alinan FZ dozunun yakigk % 80'i idrarla dgismeden, yaklgk % 11’ i ise
1,2,3-triazol ve 2-N-dealkile edilmbilesik olan metabolitlerseklinde renal yolla

atilir. Otuz saat olan eliminasyon yari dmru, renal fonksiyon bozuklugu olan
hastalarda daha uzundur ve doz ayarlamasi gerektirir (Shrum ve Milikan, 2000;
Martindale, 2009).

Uzun sureli FZ kullanimi ile deri ve tirnaklardaki FZ dizeyi yukselir. FZ diuzeyi
ekrin ter ve dermis-epidermiste serum dizeyinden daha yiksekualdugFZ
hem dermis-epidermisten direk diftizyon ile hem de teiSt@tum Corneufa
ulasir. FZ tedavisinin birakilmasindan birka¢ hafta sonra dahi uzatkeratin
dizeyine rastlanir (Shrum ve Milikan, 2000).
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Flukonazol'in Kararliligi

FZ’'nin gama ginlarina maruziyet sonucu fizikokimyasal 6zelliklerininggenesi
sonucunda radyokimyasal olarak kararli yapiya sahip offnade gama
radyasyonla sterilize edilmemesi gergkbildirilmi stir (Marciniec ve ark., 2007).

FZ'nin hava gecirmeyen kaplarda saklanmasi oOnerilmektedir (British
Pharmacopaeia, 2008).

Flukonazol'in Yan Etkileri ve Toksisitesi

Patolojik durumlar (6rngn; renal ve hepatik bozukluk) veya farkli ilag tedavileri
ile es zamanli kullanimi sonucu ortaya ¢ikan etiitder FZ'nin farmakokinetik
profilini etkileyebilir. Bu durum terapoétik etkinlikte @sime ve yan etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Jovardove ark., 2005).

FZ kullanimi ile bildirilen yan etkiler genellikle Gl sistemle etkitei ile

ili skilidir. Abdominal &ri, diyare, flatilans (mide veya barsaktairia gaz
toplanmasi), mide bulantisi, kusma ve tat bozuklugu gibi yan etkiler bildititmi
Diger yan etkiler; bg agrisi, bg donmesi, |0kopeni (kanda Iokosit &z)i

trombositopeni, hiperlipidemi ve karger enzim dgerlerlerindeki arttir.

Siddetli hastalgl olanlarda hepatotoksisite bildirilgtir (Martindale, 2009).
Hepatik yetmezfie bali olarak nadiren 6lum vakalari gorulntiis (Goodman
Gilman’s, 1995).

Nadir olmakla birlikte anaflaksi ve anjiyoddem saptagimiDeri reaksiyonlarina

da az rastlanir ancak AIDS'li hastalardastbaolmak Uzere toksik epidermal
nekroz ve Stevens-Johnson sendromu gibi eksfoliyatif kitan6z reaksiyonlar
goruldagl bildirilmstir. Uzun sdreli FZ kullaniminda nadiren alopesi (sag
dokulmesi) gorulmitgir (Martindale, 2009).

FZ, renal ve hepatik bozuklugu olan hastalarda dikkatle kullaniimahdir.
Hayvanlara yiksek dozda FZ verilmesiyle teratojenite belirfgndén gebelikte
kullanimi 6nerilmemektedir. Anne sitine gggiden emziren kadinlarda da
kullaniimamalidir (Martindale, 2009).

FZ ile g zamanh kullanimda bazi ila¢ etkjimleri Cizelge 4’te verilmgtir. FZ

bazi ajanlarla € zamanh kullanildiinda bilyik olasilikla sitokrom P450
inhibisyonu nedeniyle bu ajanlarin metabolizasyonunu engeller. Bu durum
fenitoinin, sulfoniltrenin ve hipoglisemik ajanlarin plazma
konsantrasyonunundaki arhh ve sulfametoksazolin toksik metabolitinin
Uretimindeki azalmanin aciklamasidir. Yiksek doz FZ'nin ardindan terfenadin
konsantrasyonundaki agtelektrokardiyogram anomalileri ile gkilidir. Benzer

etki astemizol ile de beklenir. FZ'nin astemizol, sisaprit veya terfenadirsile e
zamanl kullanimindan kardiyak aritmi riski nedeniyle kaginiimalidir. FZ ayni
zamanda bazi oral antikoagulanlarin etkisini arttirabilir ve teofilinin atilimini ve
oral kontraseptiflerin etkingini azaltabilr (Goodman Gilman’s, 1995;
Martindale, 2009).
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Cizelge 4. Flukonazol ile § Zamanli Kullanimda Bazi ilag Etkilesimleri
(Goodman Gilman’s, 1995; Martindale, 2009)

Etkin Madde Ismi Etkilesim Sekli

Rifampin FZ metabolizmasi artar.

Siklosporin Sllflogporlnln plazma konsantrasyonu ve AUC
degeri artar.

. Fenitoinin plazma konsantrasyonu artar ve toksisite

Fenitoin ORI
olasilgl goraldr.

Rifabutin

Takrolimus

Sdlfonilareler

Zidovudin

Sisaprit Bu etkin maddelerin serum konsantrasyonu artay.

Terbinafin

Trisiklik Antidepresanlar
Benzodiazepinler
Kortikosteroitler

Varfarin Protrombin zamani artar.

Hidroklorotiyazitin renal klirensi azalir, serum

Hidroklorotiyazit
konsantrasyonu artar.

FZ serum konsantrasyonu azalir. Bu

Simetidin kombinasyondan kaginiimalidir.

Flukonazol'iin Miktar Tayini Yontemleri

Formilasyonlardaki ve vicut sivilarindaki FZ miktarinin belirlenmesinde miseller
elektrokinetik kapiller kromatografi (MECC) (Heeren ve ark., 1996), gaz
kromatografisi (GC) (Faergemann, 1999), ince tabaka sivi kromatogid#§i (
(Selguk ve ark., 1995) ve yuksek basinc¢h sivi kromatografisi (YBSK) (Kim ve
ark., 2007; Bachhav ve Patravale, 2009) giRitite@nalitik yéntemler literattirde
tanimlanmgtir.

FZ’'nin argtirmacilar tarafindan en ¢ok tercih edilen miktar tayini yontemlerinin

basinda YBSK gelmektedir. Ornek olarak Bachhav ve Patravale (2009)
hazirladiklart mikroemulsiyon bazli jel sistemine vyikledikleri FZ miktarini,

YBSK yontemini kullanarak, 214 nm’de analiz ederek beliribendir.

Kim ve arkadglari (2007), i¢ standart olarak kullandiklari fenasetin yardimiyla,
gonullilerden elde edilen plazma o6rnekleri Uzerinde YBSK yodntemi ile FZ
miktarini belirlemglerdir. Baka bir calgmada, i¢ standart olarak diamonyum
hidrojen sulfat kullaniing ve sican kanindaki ve dermal dokularindaki FZ
mikrodiyaliz 6rnekleyici sisteme sahip YBSK sistemi ile 210 nm’'de analiz
edilebilmistir (Mathy ve ark., 2003). Jovandvie ark. (2005) ve Porta ve ark.
(2005), ekstraksiyonsleminde ya da kullanilan analitik kalfarda kromatografik
ayrilmada sorun c¢ikarabilen i¢c standart madde kullanmaksizin, plazma
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orneklerindeki FZ miktarini farkli hareketli faz ve kolon sistemleri ile sirasiyla
260 nm ve 210 nm’de barili sekilde analiz etngierdir.

Selcuk ve ark. (1995), FZ kapsul werruplarindaki etkin madde miktarinin
belirlenmesinde YBSK, ultraviyole (UV) spektroskopisi /8K dansitometrik
yontemlerini kullanarak u¢ analitik yontemin de kantitatif analiz icin uygun
oldugunu ve yontemler ksaiastirildiginda anlamli farkhlik gozlenmegini
belirtmislerdir.

Yapilan baka bir calgmada, insan plazmasi ve tukurigindeki FZ tayininde
MECC yontemi 190 nm’'de UV belirleme ile deproteinize ve ekstre egdilmi
plazma drnekleri ile denenstir (Heeren ve ark., 1996).

Faergemann (1999), gondlliler tzerinde yaptki farkli calisma ile tirnak,
serum,Stratum Corneurrdermis-epidermis ve ekrin terdeki FZ konsantrasyonunu
belirli ekstraksiyon prosedurleri sonrasinda, elektron yakalama dedektori ya da
azot secici dedektor kullanimi ile i¢ standart @nlda kapiller gaz kromatografisi
yontemi ile belirlemjtir.

Flukonazol Keren Ticari Preparatlar

FZ iceren ticari preparatlar kapsglirup, intravendz inflizyon ¢ozeltisi gibi dozaj
sekilleri ile Cizelge 5te sunulmugir (Farmalist Vademecum, 2008;
RxMediaPharmg, 2009).

Cizelge 5. Flukonazoliceren Ticari Preparatlar
(Vademecum, 2008; RxMediaPharm@, 2009)

iPSrr?][i)arat Firma Ismi Farmasotik Sekli
Triflucan® | Pfizer 2 mg.mL?, 50 mL i.v. infiizyon ¢ozeltisi
Triflucan® | Pfizer 50 mg.mL*, 70 mL wrup
Flucarf Pfizer 150 mg FZ iceren kapsdul
Lumerf Mustafa Nevzat | 2 mg.mt, 50 mL i.v. infiizyon ¢ozeltisi
Zolax® Sanovel 50, 100, 150 ve 200 mg FZ iceren kapsul
Kandizof | Nobel 150 mg FZ iceren kapsdul
Trizol® Kocak 50, 100 ve 150 mg FZ iceren kapsill
Fungar? I.E. Ulagay 150 mg FZ iceren kapsdul
Funoltevd | Meddlag 150 mg FZ iceren kapsdul
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Ketokonazol

KZ, insanda gortlen mikotik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan imidazol
yapisinda ikinci kugk azol tirevi antifungal ajandir (Micromedex, 2003). Yuksek
permeabilitesi ve suda dils ¢ozundrligl ile Biyofarmasotik Siniflandirma
Sistemi'nde ikinci sinifta yer alir (Mooter ve ark., 2001). Molekgirlaz1 531.4

olan KZ zayif baz 6zelliktedir (British Pharmacopaeia, 2008; Wang ve Tang,
2008). Erime derecesi 148-152°C gimidadir. Beyaz veya beyazimsi tozdur.
Suda ¢o6zunmezken, metilen klortr ve etanolde ¢dzunir (British Pharmacopaeia,
2008; USP 31, 2008).

M .
;Y Kapali Formali :
$

Co6H25Cl2N4O4
Acik Formulu: 1-asetil-4-[4-

o
o6/ \/ﬁj) [(2RS,4SR)-2-(2,4-diklorofenil)-
>—r~: N 0. 0 ¢ | 2-(1H-imidazol-1-ilmetil)-1,3-
A/ H ¢l

dioksolan-4illmetoksi]fenil]

piperazin

Sekil 4. Ketokonazol'iin Kimyasal Yapisi, Acik ve Kapali Formuli
(The Merck Index, 1989; British Pharmacopeia, 2008)

Ketokonazol'iin Farmakolojik Ozellikleri

KZ, yuzeysel ve sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde oral ya da topik
olarak kullanilan geni spektrumlu antifungal etkin maddedir. KZ, kronik
mukokitandz kandidiyazis, vajinal kandidiyazis, Gl kanaldaki mantar
enfeksiyonlari, topik uygulamaya yanit vermeyen deri ve gimalermatofit
enfeksiyonlari, sistemik blastomikozis, kandidiyazis, koksidioidomikozis,
histoplasmozis ve parakoksidioidomikozis enfeksiyonlari tedavisinde oral yolla
verilir (Martindale, 2009).

Vajinal kandidiyaziste oral KZ uygulanmasinin yani sira biyoadezif tabletinin
gelistiriimesi ile sistemik uygulama ile gorilen yan etkilerin azaltilmasi ya da
ortadan kaldiriimasi ve vajinal yolla uygulamanin dstunlukleglasenstir.
Karasulu ve ark. (2004) hazirladiklari biyoadezif tablet ile vajinal mukoza ile
temas siresini ve salim zamanini arttirarak vajinal kandidiyaziste KZ'nin
terapotik etkinlgini arttirmslardir. Baka bir calgmada, Wang ve Tang (2008)
gelistirdikleri efervesan biyoadezif vajinal tablet ile gercelitdikleri

in vitro-in vivo c¢algmalar sonucunda biyoadezif tabletin en az 24 saat etkisini
surddrduguna bildirngierdir.

KZ Tineaenfeksiyonlarinin ggtli tiplerinde (T. cruris, T. corporis, T. versicolpr
basari ile kullanilir (Shrum ve Milikan, 2000Y.inea enfeksiyonlarinda oral yolla
200-400 mg KZ iceren tablet ya da topik olarak % 2 oraninda KZ iceren krem
formilasyonunun uygulanmasi ile enfeksiyona skaetkinlik goruldugu
bildirilmi stir (Micromedex, 2003; Martindale, 2009).

KZ hem kortikosteroit hem de androjen yolaklarinda steroit metabolizmasini
engelledginden, Cushing sendromu, hirsutizm a1 killanma), erken puberte
(ergenlik) ve prostat kanseri gibi durumlarda terapotik amacla kullanilabilir
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(Shrum ve Milikan, 2000).Cushing sendromunda ila¢ tedavisi yardimci ve
palyatiftir. Hipofiz radyoterapisine yardimci olarak KZ kullanimina ait guvenilir
sonuglar bildirilmgtir (Martindale, 2009).

KZ'nin Pityrosporum ovalge kari etkinligi nedeniyle sacli deri, yliz ve gdir
bolgelerdeki seboreik dermatit tedavisinde % 2 oraninda KZ igampuan, jel
ve krem formilasyonlarinin etkili oldugu bildirilgtir (Faergemann, 2000;
Micromedex, 2003).

Onikomikozis (tirngin mantar enfeksiyonu) tedavisinde antimikotik maddelerin
tirnak plaina zayif penetrasyonu nedeniyle daha cok plastik sanayisinde
kullanilan 1siyla eritme-kalipairma (HME) teknginin uygulanmasiyla KZ
iceren ilag tayici filmler gelistirilmistir. KZ igeren ince filmler % 20’ye kadar
yuklenme kapasitesi veex vivo calsmalarla kanitlanan uygun biyoadezif
Ozellikleri ile onikomikozis ve der fungal enfeksiyonlarin tedavisi igin
potansiyel dozajekli olarak dnerilmgtir (Mididoddi ve Repka, 2007).

GoOzun fungal enfeksiyonlarindan keratomikozis ve kandida kaynakli fungal
endoftalmide oral yolla uygulanan KZ'nin etkili oldugbildirilmistir. Hint
yaginin sivg olarak kullanildgr % 2 oraninda KZ iceren yh gtz damlalari
Aspergillus, Fusarium solanve Alternia tirlerine kan etkili bulunmugur
(Behrens-Baumann, 1999).

KZ degisken emiliminden ve yawa terapotik cevabindan dolayr daiklik
yetmezlIgi olan hastalardaki ciddi enfeksiyonlarda ve fungal menenijit gibi hayati
tehdit edici mantar enfeksiyonlarinda kullanilmamalidir (Martindale, 2009).

Ketokonazol'iin Farmakodinamik Ozellikleri

KZ mantarlarda bulunan bir mikrozomal enzim olan sitokrom P450
14-a-demetilazi inhibe eder. Lanosterolliin ergosterole dimigde rol oynayan
bu enzimin inhibisyonu ile fungal sitoplazmik membran batinlugu icin gerekli
olan ergosterol sentezi engellenir. Fungal hiicre membrani permeabilissi; de
membran proteinlerindeslev bozuklugu goralir. Sonug¢ olarak fungal biyime
etkili sekilde onlenir (Shrum ve Milikan, 2000; Martindale, 2009). KZ'nin
membran permeabilitesini gigtirmesinin yani sira oksidatif ve peroksidatif
enzimlerin sentezi ve RNA ve DNA prekursorlerinin aliminin inhibisyonu yoluyla
da antifungal etkinlik gostergii bildirilmi stir (Micromedex, 2003).

KZ, duyarlh mantarlar tzerinde etkili olurken, kortikosteroit ve androjen sentez
yollarinda insan steroit metabolizmasini engeller (Shrum ve Milikan, 2000).

Ketokonazol'iin Farmakokinetik Ozellikleri

KZ'nin Gl kanaldan emilimi dgiskenlik gosterir (Goodman Gilman’s, 1995).
Emilim ve caitli bireysel faktorlere bgl olarak, KZ oral dozunun % 37-97
aralginda kana ulkan miktari dgisken biyoyararlanima neden olur (Shrum ve
Milikan, 2000). KZ ¢6zunurligu igin asit ortam gerekli ofgundan mide pH’'sinin
azalmasi ile emilim artar (Martindale, 2009). Ayni zamanda aklorhidri ya da
antiasit, antiparkinson, antikolinerjik veya,Heseptdr antagonisti gibi ajan
gruplari kullanimi ile gérilen hipoasidite durumlarinda KZ emilimi azalir
(Micromedex, 2003). Emilimi arttirmak ve Gl bozukluklari azaltmak amaciyla
besinlerle birlikte verilmesi onerilir. Tok karnina KZ alinmasi ile emilim hizinda
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ve miktarinda azalma goérulir (Goodman Gilman’s, 1995). KZ iceren tabletlerle
kopekler Uzerinde vyapilan bir c¢ahada, ac¢ karnina uygulama ile
karsilastirildiginda beslenme sonrasi uygulamada plazma konsantrasyonu zaman
egrisinde emilime bgh olarak faz gecikmesi gozlergli ve biyoyararlanimda
bireylerarasi d&@skenlik goruldigi bildirilmitir (Vertzoni ve ark., 2006).

200, 400 ve 800 mg KZ oral dozunun ardindan elde edilen maksimum plazma
konsantrasyonlar yaldek olarak 4, 8 ve 20 pg.mtdir. Saglikli deneklerde
topik ve vajinal uygulama sonrasi sistemik emilimin minimum oldugu
belirlenmitir (Goodman Gilman’s, 1995; Martindale, 2009).

KZ vicutta geni Olciide dgilim gosterir. Akcger, karacter, bobrekler, kemik

iligi ve kalp kasinda yuksek konsantrasyonda olmak lzere tum vicgda. da
Anne sutunde goralir (Micromedex, 2003). Guclu keratin adherensi nedeniyle
keratinositlere yeterli 6lcide yia. Eklem sivisi, idrar, tuktrik, sebum, ekrin ter
ve vajinal sividaki konsantrasyonlari plazmadailda miktara benzerlik gosterir
(Shrum ve Milikan, 2000). CSF'ye penetrasyonu zayiftir. Fungal menenijitli
hastalarda CSF'deki KZ konsantrasyonu plazmadaki toplam etkin madde
konsantrasyonunun % 21’inden azdir (Goodman Gilman’s, 1995). Kga ba
albimin olmak tGzere % 90 oraninda plazma proteinlerirgaba (Martindale,
2009).

KZ metabolizasyonunda yapisinda bulunan imidazol ve piperazin halkalari okside
olur ve KZ hepatik mikrozomal (sitokrom P450) enzimler argiglla karacgerde
degradasyona ugrar; inaktif metabolitlere metabolize edilir (Micromedex, 2003).

KZ eliminasyonu iki saatlik bgangi¢ yarilanma dmriu ve sekiz saatlik sonlanma
yarilanma omru ile bifaziktir (Micromedex, 2003). KZ gilgneden ya da
metabolitleri seklinde balica fecesle, az miktarda idrar ve safra yolu ile atilr
(Martindale, 2009).

Ketokonazol'iin Kararllgi

Sulu c¢ozelti halinde genellikle tim etkin maddelerde kimyasal bozunma
reaksiyonlari gorulir. KZ de oOzellikle sulu ortamda uygiekilde formule
edilmedgi takdirde hidroliz ve oksidasyona ugramaktadir.

Skiba ve ark. (2000), sulu ortamdaki KZ karaghliizerine pH ve antioksidan
dizeylerinin  etkisini ardirmiglardir. KZ  kararlilginda pH etkisinin
aratirlimasinda pH 1'de bozunma hiz sabitinin en yuksetede oldugunu ve
buna bgl olarak KZ'nin spesifik asit katalizine maruz katch bildirmislerdir.
KZ'nin bir baska bozunma mekanizmasi olan oksidasyon Uzerine yaptiklar
calsmada antioksidan konsantrasyonunun arttiriimasiyla 06zellikle pH 1'de
kararliligin anlamli 6l¢tde iyilgtirildi gini rapor etmglerdir.

KZ'nin 1siktan korunarak saklanmasi onerilmektedir (British Pharmacopaeia,
2008).
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Ketokonazol’'in Yan etkileri ve Toksisitesi

KZ'nin oral uygulanmasinin ardindan en ¢ok goérilen yan etkiler kusma, mide
bulantisi ve abdominalga gibi Gl bozukluklardir. Bu etkiler doza gadir
(Martindale, 2009). KZ'nin besinlerle, uykudan 6nce ya da bélinen dozlarla
kullanimi toleransi arttirabilir (Goodman Gilman'’s, 1995).

KZ kullanan hastalarin % 10’'unda serum transaminazlarinda asemptomatik gecici
yiukselmeler meydana gelebilir. Tedavinin sonlandiriimasi veya KZ tedavisine
devam edilmesi ile de karger enzim dizeylerinin normale dondugi
bildirilmi stir (Shrum ve Milikan, 2000; Martindale, 2009).

KZ tedavisinde nadir olarak go6rilmesine gmeen en ciddi yan etki
hepatotoksisitedir. KZ nedenli semptomatik hepatik hasarin tahmin edilen
gorulme sikigr 1:2000 ile 1:50000 arghindadir. Sarilik, anoreksi, halsizlik ve
mide bulantisi ile seyreden semptomlar potansiyel olarak dlime ilerleme gdsterir.
Hepatotoksisite semptomlari gozlegidde KZ'ye devam edilmemelidir (Shrum

ve Milikan, 2000; Micromedex, 2003).

KZ sitokrom P450'ye bamh enzim sistemlerini inhibe eginden steroit
biyosentezini de engeller. Bu inhibisyongbalarak erkeklerde jinekomasti (tek
veya iki tarafli meme biyumesi), oligospermi (spermgaglve libido (cinsel
istek) kaybina ve kadinlarda menstrial dizensizliklere neden oldugu bilghirimi
(Goodman Gilman’s, 1995). KZ'nin bir gér endokrinolojik yan etkisi adrenal
korteks supresyonudur (Micromedex, 2003).

KZ kullanimina bgh olarak bildirilen dger yan etkiler urtiker, anjiyobdem,
prurit, sa¢ dokulmesi, kaagrisi, bg donmesi vesuur bulaniklgl gibi alerjik yan
etkilerdir. Nadir olarak anaflaksi, trombositopeni, parestezi ve fotofobi goruldigu
belirtiimistir (Goodman Gilman’s, 1995; Shrum ve Milikan, 2000).

Hepatotoksisite ve hipoadrenalizm riski nedeniyle, adrenal bez ve hepatik
fonksiyon bozuklugu olan hastalarda dikkatle kullaniimalidir (Micromedex,
2003). Hayvan camalariyla teratojenik etkisi gOsterilgr. Hamilelikte
yalnizca annenin yarar fetusun zarar riskinden ustinse kullaniimalidir. Anne
sutiine geggiinden emziren kadinlarda da kaginilmalidir (Martindale, 2009).

KZ'nin bazi ajanlarla ¢ zamanlh kullanimi sonucunda ortaya ¢ikan eghkiiéer
Cizelge 6'da yer almaktadir. Ayrica alkolle birlikte KZ kullanimi sonucunda
kizarma, kusma, solunum hizinda avie taikardi ile seyreden disulfiram benzeri
reaksiyon gorulebilir (Martindale, 2009).
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Cizelge 6. Ketokonazol ile § Zamanl Kullanimda Bazi ilag Etkilesimleri
(Goodman Gilman’s, 1995; Micromedex, 2003)

Etkin Madde ismi

Etkilesim Sekli

Antimuskarinikler
Antiasitler

Histamin (H) antagonistleri
Proton pompasi inhibitorleri

Mide pH’sini arttirdiklari icin KZ
emilimini azaltirlar.

Rifampisin
[zoniazit
Fenitoin

Karacger enzimlerini indtkledikleri
icin KZ'nin plazma konsantrasyonu
dizeylerini azaltirlar.

Fenitoin

Alfentanil

Midazolam ve triazolam
Siklosporin

Sisaprit

Dihidropridin kalsiyum kanal blokérlefi
HIV-proteaz inhibitorleri
Imminosupresanlar (takrolimus)
Metilprednisolon

Delavirdin

Pimazit

Kinidin

Sertindol

Sildenafil

Statinler (lovastatin, simvastatin)
Tolbutamit ve verapamil
Buspiron

Karbamazepin

Digoksin

Dosetaksel

Trimetreksat

Vinka alkoloitleri

KZ, CYP3A4'l inhibe etti icin, bu
etkin maddelerin plazma
konsantrasyonunu arttirabilir.

Astemizol
Sisaprit
Pimazit
Kinidin
Terfenadin

Bu ilaglar KZ ile birlikte alindginda
kardiyak aritmi riski artar.

Oral kontraseptifler

KZ oral kontraseptiflerin etkingini
azaltir.

Sukralfat

Sukralfat, KZ'nin oral
biyoyararlanimini azaltir.
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Ketokonazol’'iin Miktar Tayini Yontemleri

Dozajsekillerinde, insan biyolojik materyallerinde KZ miktarinin belirlenmesinde
ve kararhlik gagmalarinda UV spektrofotometri, YBSK (Vertzoni ve ark., 2006;
Staub ve ark., 2007), kapiller bolge elektroforezi (CZE) (Velikinac ve ark., 2004),
sivi kromatografisi-kitle spektrometrisi (LC-MS) (Chen ve ark., 2002) ve
mikrobiyolojik yontemler (Staub ve ark., 2005) kullangtm

KZ'nin miktar tayininde en yaygin kullanilan ve farmakope yontemi olan
YBSK'dir. USP 31'de oral KZ slispansiyonu icin tanimlanan yontemde 30°C’de
223 nm dalga boyu 6nerilirken KZ tabletleri icin yer alan yontemde i¢ standart
olarak terkonazol kullanimi ile 225 nm’de analiz 6ngoruliai§USP 31, 2008).
Ornek olarak, Staub ve ark. (2005), hazirladikjampuan formilasyonlarindaki

KZ miktarini USP’'de KZ tabletleri icin ©6ngorilen YBSK yodntemi ile
belirlemilerdir.

Brujin ve ark. (2001), ic standart olarak kullandiklari klotrimazol yardimiyla KZ
ve antikanser etkin maddeler arasindaki egkile arastirdiklari calsmalarinda,
insan plazmasindaki KZ miktarini  belirlemek icin  YBSK ydntemini
kullanmsglardir. Baka bir calgmada, i¢ standart olarak 9-asetilantrasen
kullaniimis ve kopek plazmasindaki KZ miktari YBSK ile 240 nm'de analiz
edilmistir (Vertzoni ve ark., 2006).

Antioksidan ve pH dizeyi gibi g#li formilasyon faktorlerinin KZ kararhfi
Uzerine etkisinin incelengi calismada, farkl kosllardaki ¢cozeltilerde bulunan
KZ miktar1 YBSK ile 254 nm’de belirlenrgiir (Skiba ve ark., 2000). Mididoddi
ve Repka (2007) ise, HME teknoloijisi ile hazirladiklar filmlerdeki KZ miktarinin
belirlenmesine yodnelik kararlilk caimasini KZ bozunma Uurlnlerini saptama
yetengine sahip YBSK sistemi ile 225 nm’de gercekilenislerdir.

YBSK yontemi ile kitle spektrometrisinin kombinasyonunun kullapildir

baska calgmada, insan plazmasinda KZ miktari tek basamakli sivi-sivi
ekstraksiyon prosedurinin ardindan kisa analiz suresinde ve yuksek duyarlilikla
belirlenmitir (Chen ve ark., 2002).

Velikinac ve ark. (2004), KZ iceren krem ve tablet formulasyonlarinda CZE ve
YBSK yontemi ile analiz ettikleri KZ miktarlarinin birbirine yakin oldugunu
bulmudardir. Elde edilen verilere gore, her iki yontemin de krem ve tablet
formulasyonlarinda KZ miktarinin belirlenmesinde analitik (Kiag1 saladigini

ve gelitirdikleri CZE yontemi daha secici iken YBSK yonteminin de daha duyarli
oldugunu bildirmglerdir (Velikinac ve ark., 2004).

Wang ve Tang (2008), hazirladiklari KZ iceren biyoadezif tabletler Uzerinde
yaptiklariin vitro salim ¢cakmasinda belirli zamanlarda aldiklar érnekleri UV ile
222 nm’de analiz etrglierdir. Baska bir calsmada KZ iceren biyoadezif tabletler
Uzerinde yapilan dissolisyon gahtasinda elde edilen stztntulerdeki KZ miktari
269 nm’de UV yardimiyla belirlengtir (Karasulu ve ark., 2004).

KZ'nin antifungal etkinlgine dayanan mikrobiyolojik ydntemler genellikle
0zgunlukten yoksun ve diik duyarllga sahip yontemlerdir (Chen ve ark., 2002;
Vertzoni ve ark., 2006). Bunun tersine Staub ve ark.’nin (2005) KZ iceren
sampuanlar Gzerinde yaptiklari gahada, mikrobiyolojik yontem ile YBSK
yontemi kagilastirmali olarak kullanilmy, ANOVA testi ile yapilan istatistiki

24



@) ANADOLU UNIVERSITESI

degserlendirme sonucunda iki yoéntem arasinda hicbir anlamh fark ofmadi
gosterilmitir. Sampuan formulasyonundaki KZ miktarinin tayininde kullanilan
mikrobiyolojik yontemin dogrusal, kesin ve tekrarlanabilir oldugu bildirgftni
(Staub ve ark., 2005).

Ketokonazol ¢eren Ticari Preparatlar
Tarkiye’'deki mevcut KZ iceren ticari preparati@izelge 7'de sunulmusr.

Cizelge 7. Ketokonazolgeren Ticari Preparatlar
(Vademecum, 2008; RxMediaPharma 2069

Mustahzar Ismi | Firma ismi Farmasotik Sekli

Ketoral® Bilim % 2 KZ iceren deri kremi

Ketoraf’ Bilim 400 mg KZ iceren vajinal supozituvar
Ketoraf’ Bilim % 2 KZ iceren medikalampuan
Ketoraf’ Bilim 200 mg KZ iceren tablet

Nizoral® Janssen-Cilag % 2 KZ iceren krem

Nizoral® Janssen-Cilag 400 mg KZ iceren vajinal supozituyar
Nizoral® Janssen-Cilag % 2 KZ iceren medikampuan
Nizoraf® Janssen-Cilag 200 mg KZ iceren tablet

Konazof’ Kurtsan % 2 KZ iceren krem

Konazof’ Kurtsan % 2 KZ iceren medikahmpuan
Ketodern? Terra % 2 KZ iceren krem

Fungoraf Sandoz % 2 KZ iceren ampuan
Kapsduller

Kapsduller, etkin maddenin géi sekil ve kapasitede, ¢oziinebilen kap veya kabuk
icine doldurulmasiyla hazirlanan tek dozluk kati gekilleridir. Tatsiz, kolaylikla
yutulabilen, bir veya daha fazla etkin maddenin formile edilghildozaj
sekilleridir. Sert, yumuak, mide asidine dayanikl (enterik) ve modifiye salim
yapan kapsdul tipleri bulunmaktadir (Acarturk, 2004).

Sert kapsuller kapak ve govde olmak Uzere iki parcadarurlsert kapsul
hazirlamakta kullanilan maddeler sta jelatin olmak (zere gasta, sellloz
turevleri ve polivinilalkol/vinil asetat kagimlaridir (Jones, 1990; Acartirk, 2004).
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Sert kapsdullere toz, granil, pellet, tablet, sivi ve yari dediler doldurulabilir.
Kapsdullere doldurulan her tir formulasyon icin iki temel gereklilik s6z konusudur:

* Formulasyon dogru dozda doldurulmalidir.

» Etkin madde hastanin tedavisi igin yeterli miktarda salinmalidir (Acarturk,
2004).

Basit toz doldurulmusiemen salim yapan sert kapsduller en ¢ok kullanilan kapstil
tipleridir. Hazirlanmalari kolaydir ve kullanilan yardimci maddelerin sayisi tablet
ve kapli tabletlerle kadastirildiginda daha azdir. Sert kapsul formulasyonlarinin
hazirlanmasi amaciyla kullanilan maddeler etkin madde, dolgu maddejasini
laktoz, vb.), aky 6zelliklerini diizelten maddeler (glidanlar) (talk, kolloidal silika,
vb.), strtinmeyi dnleyici maddeler (lubrikanlar) (magnezyum stearat, kalsiyum
stearat, vb.), daticilar (kroskarmeloz sodyum, vb.) ve ylizey etkin maddelerdir
(sodyum lauril sulfat) (Acarttrk, 2004).

Sert Jelatin Kapsuller

Sert jelatin kapsduller tabletler ile kdestirildiginda biyoyararlanimlarinin daha

lyi olmasi, hazirlanmalarinin tabletlere gére daha kolay olmasi, Uretim proses
validasyon olcutlerinin daha az olmasi ve kapsillere sgegssitlilikteki
maddelerin doldurulabilirfii (mikrokapsul, yari katt maddeler, tiksotropik
karisimlar, patlar, vb.) gibi Gstunliklere sahiptir.

Sert jelatin kapsullerin sakincalari ise yuksek nem icerikleri nedeniyle kolay
hidrolize ugayan maddeler icin uygun olmamalari, bazi etkin maddelerin jelatinin
amin gruplari ile reaksiyona girebilmesi, cevre W@rina bglh olarak nem
cekmesi ya da kaybetmesi, hayvansal kaynakl olduklari icin vejeteryan diyete
veya dini inanclara g olarak kullanimlarinin kisittanmasi olarak siralanabilir
(Acarturk, 2004).

Sert Hidroksipropil Metilseltloz (HPMC) Kapsduller

Son yillarda HPMC’den yapilmikapsuller farmasoétik endistride yaygin olarak
kullaniimaktadir. HPMC’den yapilan kapstller fiziksel ve kimyasal olarak
dayaniklidirlar. Jelatin kapsillere oranla dahaiédimiktarda nem icerdikleri igin
hidrolize hassas maddeler i¢in daha uygundurlar. Kuru ortamlarda nemlerini
kaybetseler dahi jelatin kapsiller gibi kirllgan hale gelmezler. Saklama
kosullarindan ya da aldehitlerden kaynaklanan capragdabma riski yoktur.
Iclerine 80°C’ye kadar sivi madde doldurulabilir. Coziinme 6zellikleri jelatine
esdegerdir. Koruyucu madde icermezler. Bu kapsuller bitkisel kokenli oldugu icin
katl vejeteryan diyet uygulayanlar ve dini inanclari gejelatin kullanmayan
hastalar tarafindan tercih edilmektedir (Acarttirk, 2004).

Kapsullerde Yapilan Kontroller
Kapsillerin kontrolti amaciyla yapilan testlga@ada yer almaktadir:

» Dagilma kontroli

* Co6zinme kontroli

« Icerik tekdlzeki

* Agirhk sapmasi (Acartirk, 2004; Allen ve ark., 2005).
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Vajinal Supozituvarlar

Vajinal supozituvarlar, vajinaya uygulanan oval ya da kigddinde, genellikle
lokal amagla antiseptik, anestezik, antimikrobiyal ve kontraseptif etki igin
kullanilan preparatlardir (Ozer, 2004). Tek dozluk kati preparatlar olan vajinal
supozituvarlar vajinaya uygulanacak kivamdadir (Acarturk, 2007). Bir veya
birden fazla etkin maddenin suda ¢Ozineglda veya vicut sicaldinda eriyen
sivagz icerisinde daitilmasi veya c¢Ozunmesi ile hazirlanirlar. Gerekli ise
seyrelticiler, adsorbanlar, ylzey etkin maddeler, lubrikanlar, koruyucular ve
boyalar yardimci madde olarak kullanilabilir (European Pharmacopeia 5.0, 2004).

Vajinal supozituvarlar ile ilgili bilgiye ge¢cmeden 6nce vajina ve vajinal yolla
uygulanan ilaclar hakkinda bilgi vermek yararli olacaktir.

Vajina Anatomisi ve Fizyolojisi

Vajina yaklgik 7-10 cm uzunlugunda, 2 cm ge¢inginde, uterusla sonlanan S
seklinde bir kanaldir. Vajina olduk¢a fazla ggeme 0Ozellgine sahiptir
(Acarturk, 2007). Vajina duvartunica mucosa, tunica muscularige tunica
adventita olmak Uzere klaca U¢ tabakadan olus. Vajina mukozasinda bezler
bulunmaz. Mukozay: surekli 1slak ve kaygan tutan salginin bir kismi uterusun
serviksinden gelir, ger kismi ise uterus salgisinin iggidenzimler ve vajinada
bulunan bakterilerin etkisi ile ologaktadir (Cak ve ark., 1994).

Vajinal Sivi

Vajinanin yuzeyi film tabakasi ile kaplidir. Bu sivi Bartholin ve Skegmeerinden
salgilanir. Vajinal sivi, elektrolitler (kalsiyum, potasyum, sodyum ve klortir),
enzimler, ceitli enzim inhibitorleri, proteinler, karbonhidratlar, aminoasitler,
alkoller, hidroksiketonlar, aromatik bii&ler, laktik asit, asetik asit, gliserin, Ure,
glikojen ve glikozdan olugr. Bu sivinin bilgimi yasa, hastalik durumuna ve
menstrial siklusa gore gigkenlik gosterir (Owen ve Katz, 1999; Acartirk,
2007).

Normalde vajinal sivinin pH’si 4-5 arasindadir. Bu asiditenin glikojenin yikim
urint olan laktik asit kaynakl oldugu bilinmektedir (Gake ark., 1994).
Menopoz sonrasi hicrelerdeki glikojen igarin artmasina gl olarak pH artar

ve 7'ye yukselir. Hamilelik doneminde de glikojen i@erartar. Vajinal sivinin
hacmi ve pH’si intravajinal uygulanan lokal ve sistemik ilaglarin
biyoyararlanimini etkilegi icin 6nem tair (Acarttirk, 2007).

Vajinal Enzim Etkinki

Vajinal enzim etkinlgi GI kanala gore diigk olmakla birlikte vajinada da géi
enzimler bulunmaktadir. Vajinal sivida bulunan enzimler arasinda nikleaz,
lizozim, esteraz, gayakol, peroksidaz, aldolag3sglukuronidaz yer alir. Vajinal
mukozada bulunan enzimler ise aminopeptifaglukuronidaz, fosfatazlar, laktat
dehidrojenaz ve esterazlardir.

Vajinal enzim etkinlgi, ilag biyoyararlanimini ve intravajinal uygulanan
sistemlerin uzun sureli kararfini etkiler (Acartirk, 2007).

27



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Vajinit

Vajina mukozasinin enfeksiyonu olan vajinitte en silkgikaglan mikroorganizma
Candida’dir. Trichomonasve Hemophilusgibi mikroorganizmalar da vajinit
etkenidir (Asikoglu, 1992). Bu bdlgede normal kdiarda da bulunabilen bu
mikroorganizmalar duygusal hassasiyet, dokudgiste, bakteriyel flora, pH,
beslenme ve hijyenik ko$lar gibi bazi faktorlerin etkisi nedeniyle enfeksiyon
olusturabilmektedir (Cabi ve ark., 1994).

Vajinal kandidiyazis kadinlarin % 75’inin yamlarinin en az bir déneminde
karsilastigl yaygin bir enfeksiyondur. Vajinal kandidiyazis akut seyredebildi
gibi  kronik enfeksiyonlar da gorulmiiy. Candida albicans vajinal
kandidiyazisin en 6nemli etkenidir. Kandidal vajiniti olan bir gok hastanin nistatin
veya imidazol yapisindaki antifungal ajanlarin topik tedavisine yanit grerdi
bildirilmi stir (Asikoglu, 1992; Wang ve Tang, 2008).

Vajinal Yolla flagc Uygulanmasi

Vajina gerek lokal gerekse sistemik ila¢ uygulamalari i¢cin uygun ygoludur.
Vajinal ilac uygulamasinin tstunltklekyle siralanabilir:

* Vajinanin ylzey alani gegtir.

* Vajinada damarlanma fazladir, bungbalarak emilim artar.

» Karacgerdeki ilk gegg etkisi gilmistir.

* Gl kanala gore enzim etkigli distktur.

* Vajinaya lokal uygulanan sistemler, cok énemli irritasyon yapmaksiger di
mukozal membranlara gore uzun sire vajinada kalabilir.

» Parenteral ila¢ uygulamalarina uygun alternatif tolouy.

» Uygulanan dozu tutma kapasitesi fazladir.

* Pek ¢ok etkin madde igin gegirgenlik oldukga yuksektir.

» Vajinal ilag sekillerini hasta kendisi uygulayabilir ve gergltide cikararak
uygulamaya hemen son verebilir.

Vajinal ila¢c uygulamasinin sakincalar isag@adadir:

» Uygulama cinsiyete t@hdir, yalnizca kadinlarda uygulanabilir.

» Vajinal gecirgenlik menstrual siklusaglaolarak deisir.

» Sosyal ve kultirel etmenler vajinal ilag uygulamasini sinirlar (Acarttrk,
2007).

Vajinaya uygulanan ilac g§ayici sistemler; supozituvarlar, tabletler, biyoadezif
tabletler, kapstller, c¢ozeltiler, emulsiyonlar ve slUspansiyonlar, krem, jel ve
merhem gibi yari-kati preparatlar, kopukler, etkin madde iceren tamponlar ve
halkalardir (European Pharmacopeia 5.0, 2004; Acartirk, 2007).

Sistemik ve lokal etki ggamak amaciyla vajinal mukoazadan uygulanan etkin
madde gruplari ve kullanim alanlagegidadir:

1. Steroit hormonlarKontrasepsiyon veya hormon yerine koyma tedavisinde,

2. Spermisitler:Kontrasepsiyon amaciyla,

3. Antibakteriyel, antifungal, antiparaziter ve antiviral ajanldakteri, mantar
ve virlslerin neden oldiw vulvovajinal enfeksiyonlarin tedavisinde,

28



@» ANADOLU UNIVERSITESI

4. Prostoglandinler:Serviksin olgunlgmasinin gerekli oldugu, doguma hazirhk
evresinde veya gebgin erken sonlandiriimasinin gergktdurumlarda,

5. Ast ve Serumlar: Aktif ve pasif ba&siklama sglamak amaciyla
kullaniimaktadir (Acarttrk, 2007).

Vajinal Supozituvarlarin Hazirlangi

Vajinal supozituvarlar genellikle eritme yontemi ile hazirlanirlar. Eritme yontemi,
etkin maddenin eringisivag karsiminda dgitiip veya ¢ozundurdlup, kaliplara
dokulmesinin ardindan sogutulmasidir (Ozer, 2004). Etkin maddenin ortalama
partikil buyukligu ve dalmi 6nemlidir. Gerekli ise etkin maddegenende toz

edilir ve elenir (European Pharmacopeia 5.0, 2004).

Vajinal supozituvarlarin hazirlanmasi amaciylglyae suda ¢oziinen sigar
kullanilmaktadir. Witeps®6l tipi sivaglar, jelatin-gliserin-su sidari ve caitli
molekul &irligina sahip polietilen glikol (PEG) turevleen c¢ok kullanilan
supozituvar sivgdaridir (Acartirk, 2007). Sngmla aranan O6zellikler vicut
sicaklginda erimesi, c¢ozinmesi ya da gdmasi, uygulama vyerini taBri
etmemesi, etkin madde ile gecimli olmasi, toksik olmamasi, 1sI ve basinca
dayanikli olmasi ve etkin maddeyi kolayca serbg#tébilmesidir (Asikoglu,
1992).

Vajinal supozituvarlar genellikle galik esasina gore hazirlandiklarindan
supozituvar hazirlanmasinda her etkin maddenin ne kadagirsivgerini
tutac&inin bilinmesi gereklidir. Sivan etkin maddeyle yer detirme orani,
etkin maddenin yogunluguna ve madde givginde c¢ozunuyorsa molekullerin
karsilikli etkilesmesine bglidir (Ozer, 2004; Dgm, 2007).

Etkin maddenin yer dgstirme faktori (deplasman faktérid), etkin maddenin bir
graminin hacmine sdeger hacimdeki sivan agirligidir. Hesaplanan bir ger
olup etkin madde ve kullanilan sygin 6zeldir (Asikoglu, 1992).

Kullanilacak toplam siyamiktari gagidaki formulle hesaplanir:
M=Fxn-(fxsxn) §Hik 2)

Burada; M:Toplam sivag miktari, F: Sivag ile hazirlanan supozituvarlarin agirh gi
(bos kalip), f: Deplasman faktorl, s: Bir supozituvarda bulunmasi gereken etkin
madde miktari, n: Hazirlanacak supozituvar sayisidir.

Vajinal supozituvar hazirlanmasinda ¢ok yaygin kullanilan madde gruplarindan
birisi PEG’lerdir. PEG’ler suda ¢6zinen ya da suylaskarsivglardir. Kimyasal
olarak Kararli, fizyolojik olarak inerttirler (Ozer, 2004). stk PEG'ler ve
Ozellikleri Cizelge 8'de sunulmusgr. Farkli 6zellikteki PEG’lerin kagimi
supozituvar siv@& olarak kullaniimaktadir. Hidrofob sigkara oranla PEG’lerden
etkin madde saliminin sigen erime derecesine gieé cézinmesine bai olmasi;
dretim, tgima ve depolama sirasinda ¢ksilan sicakhikla ilgili kararlihk
sorunlarinin az olmasi ve vicut sivilari ile kolaycasdnilmesi gibi tstunltkleri
vardir (Kibbe, 2000).
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Farkli molekdl girhigindaki PEG’lerin ¢gtli karisimlari vajinal supozituvarlar
icin en ¢ok kullanilan sngir (Allen ve ark., 2005). PEG’ler eritme yontemi ile
supozituvar hazirlama tekniklerine uygun 0zellikte supozituvar gkamdir.
Bazilarinda erime noktasi 50-60°C’ye kadar ylksek olmasigmera suda
¢Ozundukleri igin etkin madde rezorbsiyonu kolay olur. Gorangggh degildir,
yapsmaz ve kolay donar. Y& sivaslarda gortlen hidroliz veya oksidayon gibi
kararhlik problemleri yoktur. Yapilari mikroorganizma Gremesine uyggildie
Viskozitesi fazla oldugu icin sedimentasyon olgsidzdir (Gecgil, 1991).

Cizelge 8. Polietilen Glikollerin Caitleri ve Ozellikleri (Geggil, 1991; Kibbe, 2000)

PEG Ortalama Erime Derecesi GOorunim

Cesitleri Molekul Agirli g (°C)
PEG 200 190-210 - Sivi
PEG 300 285-315 - Sivi
PEG 400 380-420 - Kivamli sivi
PEG 600 570-630 17-22 Koyu kivamli sivi
PEG 1000 950-1050 35-40 Yari kati ya
PEG 1500 1400-1500 44-48 Balmumu kivaminda
PEG 4000 3900-4800 53-58 Kati
PEG 6000 5600-7000 55-60 Kati

PEG’lerin yiksek erime noktalari, 1siya duyarl etkin maddeler ilesigadn

dikkate alinmahdir. Yuksek molekulgalikli PEG’lerin etkin madde salimini
geciktirmek gibi sakincasi vardir (Ozer, 2004). S§ivalarak PEG’lerin
kullanildigi supozituvarlarin hazirlanmasinda g\aliplara dokulirken kaliplar

cok soguk olmamalidir; aksi halde kaliptan cikartilirken ambalajlama esnasinda

kirilabilir (Asikoglu, 1992).
Vajinal Supozituvarlarda Yapilan Kontroller

Bitmis Urtnde kalitenin gdanmasi igin bir seri test yapilmasi gerekir. Bu testler
depolama sirasinda da belirli araliklarla tekrarlanmalidir. Bu testler:

» GoOzle dgerlendirme (Organoleptik kontroller)
* Agirhik sapmasi

» Erime derecesi

* Erime zamani

* Mekanik dayaniklilik

+ Icerik tekduzeli

» Etkin madde miktar tayini

e (COzunme testi

« Dagllma testi (Gecgil, 1991; Ozer, 2004).
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Kontrollerin yanisira 0zellikle alkali pH enfeksiyon riskini arttgaidan
hazirlanan vajinal supozituvar kutlesinin pHgdenin asit 6zellikte olmasi
istenmektedir. Ayrica vajinal supozituvar hazirlanmasinda teteizipk dikkat
etmek gerekmektedir. Hassas vicut dokusuna sahip olan vajinaya uygulanan
preparatlarda enfeksiyon hizl gercekiektedir (Geggil, 1991).
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GERECLER
Kullanilan Maddeler
Asetik Asit

Asetonitril

Bovin Serum Albimini
B-Siklodekstrin
Candida Albicans

Dimetilsulfoksit
Do6teryum Oksit
Dotero-aseton
Etanol

Etil Asetat
Flukonazol
Fluzolé®

n-Hekzan
Hidroklorik Asit
Izopropil Miristat
Glasiyel Asetik Asit
Gliserin

Glikoz

Kalsiyum Hidroksit
Ketoral®
Ketokonazol
Kloroform

Laktik Asit
Metanol

PEG 400

PEG 1000

PEG 6000

Potasyum Bromur
Potasyum Hidroksit
Sabouraud Glikoz Agar

: Riedel-de Haén, Seelze, Almanya

: Sigma, Steinheim, Almanya

: Merck, Darmstadt, Almanya

: Sigma, Steinheim, Almanya

: Eskisehir Osmangazi Universitesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hastdzolati

: Sigma Aldrich, Seelze, Almanya
: Merck, Darmstadt, Almanya

: Merck, Darmstadt, Almanya

: Carlo Erba, Rodanotdlya

: Carlo Erba, Rodanotdlya

: Bilim ilag, Turkiye

: Umut lag, Turkiye

: Merck, Darmstadt, Almanya

: Sigma Aldrich, Seelze, Almanya
: Fluka, Steinheim, Almanya

: Riedel-de Haén, Seelze, Almanya
: Carlo Erba, Rodanotdlya

: Sigma, Steinheim, Almanya

: Merck, Darmstadt, Almanya

: Bilim Ilag, Turkiye

: Bilim ilag, Turkiye

: Merck, Dramstadt, Almanya

: Merck, Darmstadt, Almanya

: J.T Baker, Hollanda

Merck, Darmstadt, Almanya

: Fluka, Steinheim, Almanya

: Merck, Hohenbrunn, Almanya
: Merck, Hohenbrunn, Almanya
: Merck, Darmstadt, Almanya

: Merck, Darmstadt, Almanya

: Fluka, Steinheim, Almanya
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Silikajel 60 Fs4
Sodyum Klorur

Tersiyer Butil Amonyum
Hidrojen Silfat

Ure

Kullanilan Cihazlar
Buzdolabi

Cozunme Hizi Cihazi
Derin Dondurucu
Diferansiyel Taramali Kalorimetri
Dondurarak Kurutma Cihazi
Doner Buharlgtirici

Erime Derecesi Tayin Cihazi
Etiv

Fouriyer DOnugimlG
Infrared Spektrofotometresi

Hassas Terazi
Inktibator
Manyetik Karstirici

Nukleer Manyetik
Rezonans Spektrofotometresi

Otoklav

pH metre

Saf Su Cihazi
Santriflj

Supozituvar Sertlik Tayin Cihazi

Stereomikroskop ve
Kamera Sistemi

Su banyosu
Ultrasonik Banyo

: Merck, Darmstadt, Almanya
: Fluka, Steinheim, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

: Merck, Hohenbrunn, Almanya
: Fluka, Steinheim, Almanya

: Arcelik No Frost, Tarkiye
: Aymes, Turkiye
: Bosch, Ttrkiye

: Shimadzu DSC-60, Japonya
: Leybold Heraeus Lyovac GT-2, Almanya

: Buchi, Japonya
: Electrothermal 9300, Amerika
: Nuve FN500, Turkiye

: Perkin Elmer Spektrum 20afiitére

: Ohaus, $vicre
- Nuve EN120, Turkiye
: Heidolph MR 3001 K, Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR, Brucker,
Almanya

: Hirayama H5, Japonya

: WTW Profi Lab pH 597, Almanya

: Millipore, Fransa

: Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg,

Almanya
Beckman Coulter Avanti J-30, Amerika
: Erweka, Almanya

: Leica, EM UCB6, Almanya
: Buchi, kvicre
: EIma T470/H, Singen, Almanya
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Vibrasyonlu Calkalayici

X-Isini Kirinim Cihazi
Yatay Calkalayici

Yuksek Basincli
Sivi Kromatografisi

: Heidolph Vibramax 100, Almanya
Heidolph Unimax 1010, Almanya
: XRD-Rikagu D/Max-3C, Japonya

: WEB MLW Labortechnik ILMENAU TYS2,

Almanya

: Shimadzu 20-A, Japonya
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YONTEMLER

Kullanilan Maddeler ile Yapilan Calismalar
Flukonazol ile Yapilan Cakmalar

Erime Derecesi Tayini

FZ'nin erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi kullanilarak
gerceklatirilmi stir. Analiz 3 kez tekrarlanngtir.

Termal Analiz

FZ'nin (~4 mg @irliginda) termal analizi diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
cihazi kullanilarak, basing yardimiyla kapatgmaluminyum oOrnek kabinda,
50 mL.dk' azot gazi aki hizi, 10°C.dR 1si artsi ile 50-200°C araginda
aluminyum referansa kar gerceklatiriimis ve maddenin termogrami elde
edilmigtir.

Cozunarluk Tayini

FZ'nin saf sudaki ¢ozundrliginin saptanabilmesi icin, balonjojelere konulan saf
su tzerine FZ’'nin @ri miktari konulmusve oda sicakinda 15 dk galkalanmtir.

Bu slre sonunda 0.45 pum por capina sahip sellloz asetat filtreden sizilerek
alinan ornekler YBSK cihazi ile gerekli seyreltmelerden sonra analiz gtiilmi
Deney 3 kez tekrarlangtir.

X-lsint Kirinim (XRD) Analizi

FZ'nin XRD analizi, 2-40°C arglinda, 40 kV voltaj, 20 mA akingiddeti ve
2°C.dK" ilerleme hizinda Rikagu jeneratér yardimiyla gerggileni stir.

Infrared (IR) Analizi

FZ'nin IR analizi, 4000-400 cthdalgaboyu araginda, potasyum bromiir (KBr)
ile hazirlanan diski kullanilarak gercegtielmi stir.

Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizi

FZ'nin yapisi, *H-NMR ve ®C-NMR analizleri ile 25°C'de, ¢oziicli olarak
doteryum oksit (RO) kullanilarak argtiriimistir.

Ince Tabaka KromatografisiTK)

FZ’nin taninmasi ve ¢aima ortamlarindaki kararlginin izlenmesi amaciyl&rK
calismasi yapilmgtir. Yontem olarak pratik olmasi acisindan ve FZ icin de uygun
oldugu yapilan 6n denemelerle ispatlanan, USP 31'de KZ igin oneiTign
yontemi kullamimgtir (USP 31, 2008). Calnada FZ'nin kloroform igerisindeki

10 mg.mL* konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 10 uL 6rnek, Silikajel £Q Kapli
plaga uygulanmy ve plak, icerisinde n-hekzan: etil asetat: metanol: su: glasiyel
asetik asit (42: 40: 15: 2: 1) kamindan oluan hareketli faz bulunan tanka
yerlestirilmi stir. Hareketli faz uygulama noktasindan itibaren 5.5 cm yuratGimus
plak kuruduktan sonra 254 nm’'de UV lamba yardimiyla gorintakgmmi
Gozlenen eflatun renkli leke yardimiyla dzeri hesaplanngtir.
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Flukonazol'iin Yiksek Basinc¢li Sivi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini

FZ'nin miktar tayini YBSK yontemi ile farmakopede yer alan gah kowllari
kullanilarak gercgekigirilmistir (USP 31, 2008). Analizlerde kullanilan gaha
kosullari Cizelge 9'da sunulmigr.

-Dogrusallik

FZ'nin YBSK yonteminde kullanilacak standagirisinin belirlenmesi amaciyla,
hareketli faz icerisinde stok ¢ozelti hazirlagim Bu stok ¢Ozeltiden hareketle
10 — 1000 pg.mtt aralginda seyreltmeler yapilarak elde edileg hekta icin FZ
konsantrasyonuna kahk gelen alan dgerleri bulunmutur. Kalibrasyon
esitlikleri olusturulmus ve guven aral tespit edilmgtir. Deney 6 kez
tekrarlanmgtir (Shabir, 2003).

-Kesinlik

FZ'nin 3 farkli konsantrasyonunda (10 pg.fL500 pg.mr', 1000 pg.mL)
cOzeltileri hazirlanmgi ve YBSK ile analiz edilmitir. Her bir konsantrasyon icin
analizler, 6 kez tekrarlangtir. 1. gun icinde yapilan tum cainalar 2. ve 3.
giinde de tekrarlangtir (k=3). Ug giinde elde edilen ghrler ile yontemin gun-
ici ve glUnler-arasi tekraredilebilirlik gderleri ve gliven aratl hesaplannstir.

Cizelge 9. Yuksek Basinc¢h Sivi Kromatografisi Cagma Kosullari (USP 31, 2008)

Cihaz Shimadzu-20 A
4.6 x 250 mm, 5 um g ACE kolon
Kolon
Parcacik Boyutu: 100A
Firin Sicakig 30°C
Saf su [% 0.34 oraninda tersiyer n-butil amonyum
Hareketli Faz hidrojen sulfat (TBAHS) iceren]:Asetonitril
[75:25, h/h]
Dedektor Diode Array

Calisilan Dalga Boyu 223 nm

Akis Hizi 1 mL.dk*
Enjeksiyon Hacmi 25 uL
-Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuclarinin gercek
degerlere olan yakingidir (ICH, 1996).

FZ’'nin 3 farkli konsantrasyonunda (500 pg.mL1000 pg.mt, 1500 pg.mr)
cOzeltileri hazirlanng, YBSK yontemi ile analizler gercekfgrilmistir. Elde
edilen sonugclarin, kalibrasyosi#i gi yardimi ile hesaplamalari yapilarak, eklenen
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FZ konsantrasyonlari ile bulunangaeler kagilastiriimis ve yontemin dogrulugu
ylzde geri kazanim olarak hesaplagtmi Her deney 3 kez tekrarlangtir.

-Duyarhlik

Duyarhlik calsmalarinda, sistemin kantitatif sinirlar icerisine girmeyen erikiUs
dersimi olan saptama sinirt (LOD) geri sagidaki sitlik yardimiyla
hesaplanmtir (Esitlik 3) .
[83.3x SS sitik 3)

m

Burada, SS: y ekseni kesim dgerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996)

Analizi yapilan 6rngin kabul edilebilir diizeyde kesin ve gla olarak miktarinin
belirlenebildgi miktar tayini alt sinir (LOQ) deeri ise Esitlik 4 kullanilarak
belirlenmitir.

LOD=

[10 x SS stk 4)
m

Burada, SS: y ekseni kesim dgerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996)

-Segcicilik

LOQ=

Secicilik karsim icerisindeki tek bir maddenin, formilasyonda ya da ortamda
bulunan déer maddelerin vafinda, degiminin tam ve dogru olarak
belirlenebilecgini gbsteren en dnemli analitik parametrelerden biridir.

Yontemin segcicilgini  belirlemek amaciyla; c¢ozunurlik faz diyagrami
calismalarina yonelik olarak, FZ'nin hareketli fazdaki ¢cozeltisi, FZ icermdiren
CD/sulu ¢ozeltisi ve FZ iceren@D/sulu ¢ozeltisi YBSK ile analiz edilstir.

FZ kompleksleri tzerinde yapilan gahalara yonelik olarak, matris ginminin
araggtiriimasi igin dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan plasebo formilasyon
ile; dissolisyon cajmalarina yonelik olarak da kapsul kabugunun sgirini
argtirmak icin dissolisyon ortaminda c¢oziundurilens B@apsul kabugu ile
secicilik calgmalari yapilnmgtir.

Komplekslere ait segcicilik c¢aimalarinda, kompleks formulasyonlarinda ayni
maddeler ayni oranlarda kullangdiicin secicilik aratirmasi tek bir plasebo
formulasyon ile yapilnstir.

-Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testi ekipman bilgileri i¢cin, YBSK cihazinin parca, marka ve
modelleri, kalibrasyonu ve caanin nerede yapilgh hakkinda bilgiler
verilmigtir. Yapilan analizlerden elde edilen kromatogramlardaki FZ'nin pik
morfolojisi YBSK cihazinin yazilim programi kullanilarak hesaplatumi

USP tarafindan tanimlanan ve hesaplamalari yapilan sistem uygunluk testi
parametreleri ggida verilmitir.
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*Teorik Tabaka Sayisi (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan c¢ikan pikin sivri/dar olmasi ile
ilgilidir. N'nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsinegbaoldugu gibi
deney kosllarina da bghdir. Onerilen dger N>2000’dir (USP 31, 2008).

*Kuyruklanma (T) Faktéri

Bu faktor pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. T pik taban yuksgkiin % 5'i
civarinda 6lc¢ulir ve T'nin 2.0 olmasi istenir (USP 31, 2008).

Bu kriterlerden bgka USP tarafindan pik morfolojisi ile ilgili olarak tanimlanan
Kapasite Faktora (k'), Segicilik Faktord)( Ayirnm Gucu (R), Pik Yukseklgi ve
Alanin % BSS'si dgerleri de mevcuttur (USP 31, 2008). Ancak analizlerimizde
ic standart kullanmagimiz i¢in ve tum kriterlerin en az iki tanesinin gerekli
kosullar1 sa&lamasinin yontemin sistem uygunlugunu goéstermesi nedeniyle,
yalnizca N ve T dgerleri hesaplanngtir.

-Kararlihk

FZ'nin calsma ortamlarindaki fiziksel ve kimyasal karagilfarkli yéntemlerle
arastirilmistir.

*Kompleks Hazirlama Kaglarindaki Kararlilik

Kompleks hazirlama yontemleri igerisinde yuksek sigaklien uzun suireli
kullanimi nedeniyle birlikte buhagarma yodnteminde kullanilan kolarda
inceleme yapilnstir.

FZ'nin etanol:su (50:50) kasmi icerisinde 10 mg.mt konsantrasyonunda
cOzeltisi hazirlanmgtir. Hazirlanan cozelti taze iken ve 75°C'de 24 saat
bekletmenin ardindardTK sistemine 10 pL hacimde uygulargtm. Ayrica,
hazirlanan komplekslerin 6zelliklerini incelemek icin yapilan IR, termal ve XRD
analizlerinden elde edilen termogram, spektrum ve analiertbi, saf etkin
maddeye ait sonuglar ile kalastirllarak FZ’'nin kararhlg incelenmstir.

*CoHzunme Ortamindaki Kararllik

FZ'nin saf su icerisinde 5 mg.miL konsantrasyondaki cozeltisi, ¢oziinme
calismasinin kogllari g6z 6nine alinarak 37°C’de bekletgtini Taze hazirlanngi
ve 37°C'de 24 saat bekletilgnicozeltilerden alinan 20 pL’lik 6rnekleiTK
sistemine uygulanngiir.

Ketokonazol ile Yapilan Cagmalar
Erime Derecesi Tayini

KZ'nin erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi kullanilarak
gerceklgtirilmi stir. Analiz 3 kez tekrarlanngtir.

Termal Analiz

KZ'nin (~7 mg a&irhginda) termal analizi DSC cihazi kullanilarak, basing
yardimiyla kapatilng aliminyum 6rnek kabinda, 50 mL:dlazot gazi akihizi,
10°C.dk" s artgi ile 50-200°C arafinda aliiminyum referansa kar
gerceklatirilmi s ve maddenin termogrami elde edgtii
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Cozundrluk Tayini
-Saf Su Ortamindaki Cozunurlik Tayini

KZ'nin saf sudaki ¢ozundrliginin saptanabilmesi igin, balonjojelere konulan saf
su Uzerine KZ'nin @risi konulmusve oda sicakfinda 15 dk calkalanmtir. Bu

sure sonunda 0.45 pm por ¢apina sahip sellloz asetat filtreden sizilerek alinan
ornekler YBSK cihaziyla analiz edilgtir. Deney 3 kez tekrarlangtir.

-Yapay Vajinal Sivi (YVS) Ortamindaki Cozunurluk Tayini

KZ'nin YVS'deki ¢ozundrliaginin saptanabilmesi igin, balonjojelere konulan
YVS Uzerine KZ'nin ainsi konulmugur. Oda sicakfiinda (25°C) ve 37°C’'de

15 dk calkalanmstir. Bu sire sonunda 0.45 um por capina sahip seliloz asetat
filtreden siizilerek alinan ornekler YBSK cihaziyla analiz egtlmiDeneyler 3

kez tekrarlannytir.

X-lsint Kirtnim Analizi

KZ'nin XRD analizi, 2-40°C araginda, 40 kV voltaj, 20 mA akingiddeti ve
2°C.dK" ilerleme hizinda Rikagu jeneratér yardimiyla gerggileni stir.

Infrared Analizi

KZ'nin IR analizi, 4000-400 cih dalgaboyu arafinda, KBr ile hazirlanan diski
kullanilarak gerceklgirilmi stir.

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi

KZ'nin yapisi,’*H-NMR ve **C-NMR analizleri ile 25°C’de ¢oziicii olarak dotero-
aseton [(CRQ).CO] kullanilarak argtirilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi

KZ'nin taninmasi ve ¢caima ortamlarindaki kararlginin izlenmesi amaciylarK
calsmasi yapilimgtir. Calsmada KZ'nin kloroform icerisindeki 10 mg.miL
konsantrasyondaki c¢oOzeltisinden 10 pL ornek, Silikajel 66, kapli plaza
uygulanmg ve plak, icerisinde n-hekzan: etil asetat: metanol: su: glasiyel asetik
asit (42: 40: 15: 2: 1) kammindan olugn hareketli faz bulunan tanka
yerlestirilmi stir. Hareketli faz uygulama noktasindan itibaren 5.5 cm yaratGgimus
plak kuruduktan sonra iyot tankina ysatiglerek lekenin renklenmesi
beklenmitir (USP 31, 2008). Elde edilen kizil kahve renkli leke yardimiyla R
degeri hesaplanmtir.

Ketokonazol'iin Yuksek Basincgli Sivi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini

KZ'nin analitik miktar tayini YBSK yontemi kullanilarak gercekieilmi stir.
Analizde kullanilan ¢agma kogillari FZ'nin analitik miktar tayininde kullanilan
kosullar ile aynidir (Cizelge 9)

-Dogrusallik

KZ'nin YBSK yonteminde kullanilacak standargresinin belirlenmesi amaciyla,
hareketli faz icerisinde stok cotzelti hazirlagim Bu stok c¢ozeltiden hareketle
10 — 1000 pg.mt aralginda seyreltmeler yapilarak elde ediles bekta icin KZ
konsantrasyonuna kahk gelen alan dgerleri bulunmgtur (Shabir, 2003).
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Kalibrasyon eitlikleri olusturulmus ve glven ara@ tespit edilmitir. Deney 6
kez tekrarlannytir.

-Kesinlik

KZ'nin 3 farkli konsantrasyonunda (10 pg.hL500 pg.mC, 1000 pg.mLh)
cozeltileri hazirlanmgive YBSK cihazi ile analiz edilrgtir. Her bir konsantrasyon
icin analizler, 6 kez tekrarlangtir. 1. gin icinde yapilan tim cginalar 2. ve 3.
ginde de tekrarlangtir (k=3). Ug giinde elde edilen ghrler ile ydntemin
gun-ici ve gunler-arasi tekrar edilebilirlik gerleri ve given ardl
hesaplannstir.

-Dogruluk

KZ'nin 3 farkli konsantrasyonda (500 pg.mhL1000 pug.mr}, 1500 pg.mL)
cOzeltileri hazirlanng, YBSK yontemi ile analizler gercekférilmistir. Elde
edilen sonugclarin, kalibrasyogi#i gi yardimi ile hesaplamalari yapilarak, eklenen
KZ konsantrasyonlari ile bulunan gler kagilastiriimis ve yontemin dogrulugu
ylzde geri kazanim olarak hesaplagtmi Her deney 3 kez tekrarlangtir.

-Duyarhlik

KZ'nin analitik miktar tayininin duyarliik cajmalarinda, LOD ve LOQ
degerleri, FZ'nin YBSK ile analitik miktar tayini boliminde sunulan ilgili
esitlikler yardimiyla hesaplanrstir (ICH, 1996).

-Segicilik
Yontemin segcicilgini  belirlemek amaciyla; c¢ozunurlik faz diyagrami

calismalarina yonelik olarak, KZ'nin hareketli fazdaki ¢ozeltisi, KZ icermeyen
B-CD/sulu ¢ozeltisi ve KZ icereprCD/sulu ¢cozeltisi YBSK ile analiz edilstir.

KZ kompleksleri Gzerinde yapilan ¢ahalara yonelik olarak, matris ginmninin
aragstirlimasi icin dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan plasebo formilasyon
ile; YVS’de yapilanin-vitro dissolliisyon ¢camalarina yonelik olarak hem YVS

ile hem de plasebo vajinal supozituvar formulasyonu ilesitdak secicilik
arastirmalari gerceklgirilmi stir.

-Sistem Uygunluk Testleri

KZ'nin analitik analizleri, FZ’'nin analitik analizlerinin yapiigl YBSK cihazi ile

ve ayni calma kowllar ile gergeklgtirildi gi igcin; KZ analizlerine ait sistem
uygunluk testi ekipman bilgileri FZ'ninki ile aynidir. KZ analizlerinden elde

edilen kromatogramlardaki KZ’nin pik morfolojisine ait N ve Tgdderi YBSK
cihazinin yazihmi kullanilarak hesaplargtm

-Kararlilik

KZ'nin ¢alisma ortamlarindaki fiziksel ve kimyasal karagilfarkli yontemlerle
arastiriimistir.

*Kompleks Hazirlama Kagllarindaki Kararlilik

KZ'nin etanol:su (50:50) icerisindeki 10 mg.mlkonsantrasyonundaki ¢ozeltisi
hazirlanmgtir. Hazirlanan ¢ozelti taze iken ve 75°C’de 24 saat bekletmeyi takiben
ITK sistemine 10 pL hacimde uygularstm. Ayrica, hazirlanan komplekslerin
Ozelliklerini incelemek icin yapilan IR, termal ve XRD analizlerinden elde edilen

40



@» ANADOLU UNIVERSITESI

termogram, spektrum ve analiz gaeleri saf etkin maddeye ait sonuclar ile
karsilastirilarak KZ'nin kararllgi izlenmitir.

*C6zinme Ortamindaki Kararlilik

KZ'nin YVS icerisinde 0.1 mg.mt konsantrasyondaki cézeltisi, ¢oziinme
calismasinin kogllari g6z 6niine alinarak 37°C’de bekletgtim Taze ve 37°C’de
48 saat bekletilngicozeltiden 35 pL’lik 6rnekleiTK sistemine uygulanngtir.

p-Siklodekstrin ile Yapilan Cajmalar
Erime Derecesi Tayini

B-CD’nin erime derecesi analizi, erime derecesi tayin cihazi kullanilarak
gerceklatirilmi stir. Analiz 3 kez tekrarlanngtir.

Termal Analiz

B-CD’nin (=9 mg @irliginda) termal analizi DSC cihazi kullanilarak, basing
yardimiyla kapatilngi aliiminyum 6rnek kabinda, 50 mL:4lazot gazi akihizi,
10°C.dk" 1s1 artgi ile 50-200°C arafinda aliiminyum referansa kar
gerceklgtirilmi stir.

X-Isint Kirinim Analizi

B-CD’nin XRD analizi, 2-40°C aralinda, 40 kV voltaj, 20 mA akingiddeti ve
2°C.dk* ilerleme hizinda Rikagu jeneratér yardimiyla gercgklemi stir.

Infrared Analizi

B-CD’nin IR analizi, 4000-400 cth dalga boyu arafinda, KBr ile hazirlanan
diski kullanilarak gergekkgirilmi stir.

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi

B-CD’nin yapisi,"H-NMR ve *C-NMR analizleri ile 25°C’de, ¢oziicii olarak@®
kullanilarak arsgtirilmistir.

Formulasyon Calsmalari
FZ ve #CD Uzerinde Cozunirlik Faz Diyagrami Camalari

FZ ile B-CD’nin inklizyon bilsigini olusturmak amaciyla her iki maddenin hangi
oranlarda kastirilacagzini argtirmak icin oncelikle ¢oézunurlik faz diyagrami
calismasi gerceklgirilmi stir.

Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi

B-CD’nin 0 - 10x10° M konsantrasyon arginda (0x10°M, 1x10°M, 2x103M,
3x10°M, 4x10°M, 5x10°M, 6x10°M, 7x10°M, 8x10°M, 9x10°M ve 10x10°M)
sulu c¢ozeltileri hazirlanngtir. Hazirlanan c¢ozeltilerin  her 10mL’sinesiia
miktarda (150 mg) FZ eklenstir. Calkalayicida oda sicaklnda (25°C)
calkalanan kagimlar yardimiyla denge suresini belirlemek igin 2., 4. ve 7. giinde
alinan drnekler 0.45 um por capina sahip selliloz asetat filtreden stzuldikten ve
gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra YBSK cihazi ile analiz eglilmiDaha
sonra, FZ icin dogusallk calsmasinda olugrulan kalibrasyon giligi
kullanilarak FZ miktarlari saptangtir. Deney 3 farkh kastirici tipi (yatay
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calkalayici ve iki farkli marka vibrasyonlu calkalayicl) ile 7 defa
gerceklatirilmi stir.

Cozundrlik Faz Diyagraminin Saptanmasi

B-CD’nin  Ox10°M, 2x10°M, 4x10°M, 6x10°M, 8x10°M, 10x10°M ve
20x10°M konsantrasyonlarda sulu cozeltileri hazirlastmi  Hazirlanan
cOzeltilerin her 2 mL’sine sar1 miktarda FZ ilave edilip 25°C sicaklikta daha
onceden belirlenen denge stresince (4 gun) secilen calkalayici geritdrktan
sonra 0.45 um por ¢apina sahip sellloz asetat filtreden stzulerek dérnekleg alinmi
ve gerekli seyreltmeler yapilarak YBSK ile analiz editimi Elde edilen dgerler

ve daha oOnceden belirlenen kalibrasyositligi kullanilarak miktar tayini
yapilmstir. Bulunan dgerlere gore grafik cizilip Higuchi'nin ¢6zunurluk
diyagramina gore diyagram tipi belirlergti (Higuchi ve Connors, 1965). Her

bir deney 3 kez tekrarlansgtir.

FZ/p-CD Komplekslerinin Hazirlang

FZ ve B-CD iceren kompleksler c¢ozunurlik faz diyagrami gaalarinda
belirlenen diyagram tipi nedeniyle 1:1 molar oran kullanilarak dondurarak
kurutma, puskurterek kurutma, birlikte buharilama ve yogurma yontemleri ile
hazirlanmgtir,

Dondurarak Kurutma Yontemi

20x10°M derisimde hazirlanan sulp-CD ¢dzeltisinin her 10 mL'sine, 1:1 molar
oran igin gerekli miktarda tartilan FZ eklergtm. C6zunurluk faz diyagrami igin
denge slresinin belirlenmesi gahalarinda elde edilen sonuglara gére secilen
calkalayiciya yerlgiriimis ve kargimlar 25°C’de yine denge siresinin
belirlenmesi cabmalari ile tespit edilen 4 gin suresince, dengeygloasi icin
calkalanmgtir. Calkalama sonunda o6rnekler 15000 rpm’de 15 dk santriflj
edildikten sonra, 0.45 um por capina sahip sellloz asetat filtreden suZiilmus
Elde edilen ¢oOzelti -18°C’de 24 saat sire ile dondurumusDaha sonra
liyofilizatorde 48 saat kurutularak katl kompleks elde edtim{Bilensoy ve ark.,
2007).

Puskirterek Kurutma Yontemi

1:1 molar oran igin gerekli miktarlarda tartilan FZB+€D sirasiyla etanol ve saf
suda cozinduralmtigr. Hazirlanan iki berrak c¢ozelti karildiktan sonra

0.7 mm capta puskirtme gha olan puskirterek kurutma cihazinda 105°C’lik
giris sicaklpl ve 58°C'lik ¢iks sicaklgl kullanilarak 7mL.dk besleme hizinda
kurutulmugur. Kurutma sonunda toplama kabinda ince toz halde kompleks elde
edilmistir (Demirel ve ark., 2006).

Birlikte Buharlagirma Yontemi

1:1 molar oran i¢in gerekli miktarlarda tartilan FZB+€D sirasiyla etanol ve saf
suda c¢oOzundaralmiigr. Hazirlanan iki berrak c¢ozelti doner buhginlaci
balonunda kagtirildiktan sonra su banyosu 75°C’ye ayarlanan doner
buharlgtiriciya yerlgtiriimis ve 210 rpm’de, 520 mbar'dan hareketle basincin
kademeli olarak azaltilmasiyla dncelikle etanol ardindan sulu kisim vakum altinda
buharlgtirimistir. Elde edilen kati kompleks 24 saat desikatorde beklgtifmi
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Tamamen kuruyan kitlenin spatil yardimiyla alinmasi ileséétinde kompleks
elde edilmgtir (Al-Marzoqui ve ark., 2008).

Yogurma (Pasta) Yontemi

1:1 molar oran igin gerekli miktarlarda tartilan FZ f«CD havanda homojen
olarak kargtiriimistir. Bu fiziksel kargim (zerine etanol:su (50:50, h/h)
cOzeltisinden porsiyonlar halinde ilave edilerek havan eli yardimiyla pasta
hazirlanmgtir. Havan ile birlikte 24 saat desikatorde bekletildikten sonra,
tamamen kuruyan sert kitlenin havan eli yardimiyla havanda 6gutilmesi ile toz
seklinde kompleks elde edilgtir (Al-Marzoqui ve ark., 2008).

FZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar
Verim Degeri

Kompleks olugimu icin kullanilan madde miktarlari bilinmektedir. Farkli
hazirlama yontemleri ile elde edilen toz halindeki kompleksler tartilarak ve
kullanilan madde miktarlarina oranlanarak ytzde verim hesapiannideney
farkli yontem ile hazirlanan her bir kompleks igin 2 kez tekrarlgimmi

Ancak puskurtme k&gl bozulan puskirterek kurutma cihazi ile hazirlanan
kompleks ile yalnizca bir seri hazirlanabigtmi.

Termal Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan F2CD komplekslerinin termal analizleri, DSC
cihazi kullanilarak, basin¢ yardimiyla sikica kapatilatiiminyum 6érnek kabinda,
50 mL.dk' azot gazi aki hizi, 10°C.dR 1si artgi ile 50-200°C araginda
aliminyum referansa kargerceklgtirilmi stir.

Cozundrligin Saptanmasi

Kompleks olugmu nedeniyle FZ'nin sudaki c¢6zundrliginde sartolup
olmadgini argtirmak icin, balonjojelere konulan saf su Uzerine hazirlanan
komplekslerin arisi konulmusve oda sicak#inda 15 dk calkalantir. Bu sire
sonunda 0.45 um por capina sahip seliiloz asetat filtreden stzllerek alinan
ornekler YBSK cihazi ile analiz edilgtir. Deneyler 3 kez tekrarlangtir.

Parcacik Sekli Analizleri

Farkli yéntemlerle hazirlanan HEZCD komplekslerinin parcacigekli analizleri,
yluzey Ozelliklerinin vesekillerinin belirlenmesi amaciyla komplekslerin 1PM
icerisinde baget yardimiyla gidulmasini takiben stereomikroskop cihazinda
goruantileme ile gercelgerilmi stir.

X-lsint Kirinim Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan HFZCD komplekslerinin XRD analizleri, 2-40°C
aralginda, 40 kV voltaj, 20 mA akirsiddeti ve 2°C.dR ilerleme hizinda Rikagu
jenerator yardimiyla gerceklailmi stir.

Infrared Analizleri

Farkl yontemlerle hazirlanan FZCD komplekslerinin 4000-400 chrdalgaboyu
aralginda, KBr ile hazirlanan diskleri kullanilarak gercagkidmi stir.
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NuUkleer Manyetik Rezonans Analizleri

Farkll yontemlerle hazirlanan FZCD iceren komplekslerin biami, yapi sekli
molekilller arasi veya molekil ici olasi gigmleri H-NMR ve “C-NMR
analizleri ile 25°C’de, ¢ozlicl olarak® kullanilarak argtirilmistir.

Etkin Madde Miktar Tayini

Hazirlanan komplekslerde FZ miktar tayini, FZ’'nin YBSK ile Analitik Miktar
Tayini béliminde anlatilan analiz kdkarinda gercekigirilmi stir.

~10 mg tam tartilmi kompleks, 5 mL hareketli fazda ¢ozundurulmdis Elde
edilen ¢ozelti YBSK yardimiyla analiz edilgtir. Daha 6énce FZ icin belirlenen
kalibrasyon gitligi kullanilarak FZ miktarlari saptangtir. Deney farkh
yontemlerle hazirlanan her kompleks icin 3 kez tekrarlgimmi

Antifungal Etkinlik Calgmalari

Kompleks hazirlama yontemleri sonrasinda etkin maddenin sahip oldugu
antifungal etkinlikte bir dgsim olup olmadginin argtiriimasi amaciyla, saf FZ

ve FZpB-CD komplekslerininCandida albicandizerindeki antifungal etkinlikleri
mikrobiyolojik yontemle belirlennstir. FZ'nin farkl verilis yollariyla mukozal
(orofarinjal, 6zofajiyal veya vajinal) ve sistemik kandidiyaziste kullanimi ile
bagisiklik yetmezlgi olan hastalarda neredeyse tim kandida enfeksiyonlarinda
birincil tedavi secen® olmasi nedeniyle c¢aimada Candida albicans
kullaniimistir (Kustimur ve ark., 1993; Bachhav ve Patravale, 2009).

-Calismada Kullanilan Besi Ortami ve Hazirlani

Pepton 109
D (+) Glikoz 209
Agar agar 179
Distile su 1000 mL (pH 5.6)

Yukarida bilgimi sunulan hazir Sabouraud %2 Glikoz AG8GA) litrede 47 ¢
olacak sekilde distile su ile kagtirllip agar c¢Ozununceye kadar isitgmve
121°C’ de 15 dk 1.5 atm basincta otoklavda sterilize egliimiSterilizasyon
isleminden sonra, steril petrilere yafla 15-20 mL hacminde dgailmistir.
Hazirlanan besiyerlerCandida albicansh etkinlstiriimesi ve antimikrobiyal
etkinligin belirlenmesinde kullanilngtir.

-Flukonazol ve FZ-CD Kompleksleri ile Yapilan Mikrobiyolojik Caina

-85°C’de gliserol ortaminda muhafaza ediléandida albicansSGA besiyerine
cizgi ekim tekngi ile inokule edildikten sonra 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon ile
aktive edilmgtir. Diger taraftan 100 mL % 1 oraninda asetik asit iceren serum
fizyolojik ¢cozeltisi (Sodyum klorr 0.85 g, Asetik asit 1 g, Distile su k.m.100 mL)
hazirlanarak, 10’ar mL hacimlerde tipleresdiémis ve 121°C’ de 15 dk 1.5 atm
basincta otoklavda sterilize ediktii. Daha sonra steril ko$larda, 24 saatlik
Candida albicanskultiri ve % 1 oraninda asetik asit iceren serum fizyolojik
karisimi ile hicre siUspansiyonu hazirlagim Hazirlanan stispansiyon Thoma
lami ile sayilarak, siispansiyonun 1xIbnsantrasyonunda olmasiggmmstir
(Kustimur ve ark., 1993; Logu ve ark., 2000).
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1x10° konsantrasyonund@andida albicansceren hiicre siispansiyonundan SGA
besiyerlerinin ylzeyine 250 pL aktarilip steril drigalski spatull ile petri ylizeyine
homojen yayilmasi ganmstir. inokiile edilen hiicre siispansiyonunun agar
tarafindan emilmesi icin bir stire beklendikten sonra 6 mm capli, steril agar delici
yardimi ile kuyucuklar acilngtir. Acgilan kuyucuklara FZ ve FR/CD
kompleksleri icin, Marangon ve arkagkrinin (2004) dgisik Candida izolatlari
ve FZ ile minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) belirlemesgadlarinda
kullanilan 4 mg.m[* deseri temel alinarak, 4 mg. 50 jflkonsantrasyonunda FZ
iceren c¢ozeltilerinden 50 ve 100 pL hacimlerindeki ornekler aktatimi
(Marangon, 2004). 37°C’de 3 gun sdrdurdlen inkibasyon sonundanolus
inhibisyon zonlar cetvel yardimi ile dl¢uintisg. B-CD, plasebo formulasyonlar
ve ¢OzuclU olarak kullanilan dimetilstlfoksit (DMSO) ile % 50’lik metanolin
(MeOH) antifungal etkinlik test kontrolii KZ bolimiinde gdficas! icin burada
tekrarlanmangtir. Kullanilan kimyasal maddelerit€andida albicanstizerine
antifungal etkinlgini belirleme slemi 4 paralel ¢cajma ile sonuclandirilngtir.
Elde edilen verilerin ortalama gerleri alinmstir.

Cizelge 10. Flukonazol ve Flukonazd-Siklodekstrin Kompleksleri icin 4 mg.50 pL*

K onsantrasyonda Etkin Maddeicerigi Hazirlamak Amaci ile Kullanilan Miktarlar ve
Cozunduruldikleri Ortamlar

Kod Etkin Madde igerigi Kullanilan Kitle Cozundaruldigu
(%) (mg) Ortam
Fz 100 80 1 mL DMSO
F-FD 25.466 314 1 mL DMSO
F-CE 21.604 370 1 mL DMSO
F-KN 21.981 363.92 1 mL DMSO

FZ/B-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Kapstiller Uzerinde Yapilan Gahalar

Calismada referans olarak kullanilan FZ’'nin piyasa kapstiliinde (FRRjz6&mg

FZ mevcuttur. Bu nedenle, etkin madde miktar tayinisgaarini takiben her
kompleksten, 50 mg FZ igeren miktar tartilarak 0 no’lu sert seltloz kapstllere
doldurulmugur. Ayrica kompleks olugmu sonrasinda FZ'deki ¢ozunurlik
artisinl, ¢ézinme hizi testleri ile gosterebilmek amaciyla ayni sert seliloz
kapsiller ile 50 mg saf FZ iceren kapsuller hazirlaimiYardimci maddenin
FZ'nin ¢6zinme hizina olabilecek herhangi bir etkisinin 6nlenmesi, dolum
sirasinda kayma problemi ggmmamasi ve saf FZ iceren kapsul haricinde yeterli
kitle icergi nedeniyle dolgu maddesine ihtiya¢c duyulmamimasi nedeniyle ve
mevcut olan kapsul i¢edi bilesiminde hicbir yardimci madde kullaniimagtr.

Agirlik Sapmasi

Doldurulan kapstller tartilarakgaliklari kaydedilmgtir, ortalamalari, standart
sapmalari ve standart hatalari hesaplanmi

COzunme Hizi Testleri

Kapstller tzerinde ¢oziinme hizi gaiasi yapilirken USP 31'de tanimlanan palet
yontemi (Apparatus IlI) esas alinarak ve kapsulin ortam yuzeyinde yidzmesini,
kontrolsiizce dalmasini veya kivetin dibine yapnasini dnlemek amaciyla
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kapsiller Gzerine helezon tel sargtm. Calsma kogllari 500 mL degaze edilsi

saf su ortami, 37£0.5°C sicaklik, 50 rpm palet ddmizg olarak belirlenngtir
(http-1). Kapstiller ¢oziinme ortamina konulduktan ve cihaztigdtiktan sonra
c6zinme ortamindan dnceden belirlenen zaman araliklarinda enjektor yardimi ile
alinan 2 mL’lik 6rnekler 0.45 um por capina sahip seliloz asetat filtreden
suzllmus ve daha once FZ icin belirtilen kdtarda YBSK cihazi ile analiz
edilmistir. Farkh zamanlarda ¢6ztiinen madde konsantrasyonlari ile hesaplanan
% kumdalatif ¢coziinme derleri zamanin fonksiyonu olarak grgdi gecirilmitir.

Her bir yontem ile hazirlanan kompleks i¢in deneyler 6 kez tekraranmi

Ayni calsma saf FZ iceren sert seliiloz kapsiil ve FZ piyasa kapsuli (Fiyzole
Uzerinde de gercelderiimistir. Bu testlerde kullanilan cama kogwllar
kompleksler ile hazirlanan kapsillerde kullanilansgad kogllar ile ayni olup
deney sayisi 6'dir.

KZ ve pCD Uzerinde Cozunirlik Faz Diyagrami Camalari

KZ'nin B-CD ile inklizyon bilgigini olusturmak amaciyla her iki maddenin hangi
oranlarda kastirilacazini aratirmak icin, oncelikle ¢ozunurlik faz diyagrami
calismasi gerceklgirilmi stir.

Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi

B-CD’nin 0 - 10x10°M konsantrasyon arginda (Ox10°M, 1x10°M, 2x103M,
3x10°M, 4x10°M, 5x10°M, 6x10°M, 7x10°M, 8x10°M, 9x10°M ve 10x10°M)

sulu cozeltileri hazirlanngtir. Hazirlanan c¢ozeltilerin her 10 mL’sinesiia
miktarda (150 mg) KZ eklenstir. Vibrasyonlu c¢alkalayicida oda sicakhda
(25°C) calkalanan kaimlardan denge stresini belirlemek amaciyla 1., 2., 3., 4.,
6. ve 7. gun alinan ornekler 0.45 um por capina sahip seliiloz asetat filtreden
suzuldiukten ve gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra YBSK cihazi ile analiz
edilmistir. Daha sonra KZ icin belirlenen kalibrasyositiegi kullanilarak KZ
miktarlari hesaplanmgtir. Deney 3 kez tekrarlangtir.

Cozunurluk Faz Diyagraminin Saptanmasi

B-CD’nin  0x10°M, 2x10°M, 4x10°M, 6x10°M, 8x10°M ve 10x10°M
konsantrasyonlarda sulu cozeltileri hazirlagtmi Hazirlanan c¢ozeltilerin her

2 mL’sine gir miktarda KZ (30 mg) ilave edilip 25°C sicaklikta daha 6nceden
belirlenen denge suresince (3 gun) secilen calkalayici ilestikéimaya
birakilmstir. Bu surenin sonunda 0.45 um por ¢apina sahip selliloz asetat filtreden
suzulerek ornekler alinmive YBSK ile analiz edilngtir. Elde edilen dgerler ve

daha 6nceden belirlenen kalibrasyaitiliezsi yardimiyla miktar tayini yapilngtir.
Bulunan dgerlere gore grafik ¢izilip Higuchi'nin ¢ézunurluk diyagramina gore
diyagram tipi belirlenmtir (Higuchi ve Connors, 1965). Her bir deney 3 kez
tekrarlanmgtir.

KZ/p-CD Komplekslerinin Hazirlang

KZ ile B-CDnin kompleksleri, c¢ozundrlik faz diyagrami gatelarinda
belirlenen diyagram tipi nedeniyle 1:1 molar oranda dondurarak kurutma,
puskurterek kurutma, birlikte buhagtama ve yogurma yontemleri ile
hazirlanmgtir.
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Dondurarak Kurutma Yontemi

KZ ile hazirlanan komplekslerde 3 farkli dondurarak kurutma yontemi
kullaniimistir.

Birinci yontemde; 20x18M derisimde hazirlanan sul$-CD cozeltisinin her

10 mL’sine, 1:1 molar oran igin gerekli miktarda tartilan KZ eklegimi
Vibrasyonlu yatay calkalayiciya yegtgilen karsimlar wsiktan korunarak
25°C’de 3 gun siresince, dengeyesiiiaasi icin calkalanngtir ve 15000 rpm’de

15 dk stresince santrifilj edildikten sonra, 0.45 um por ¢apina sahip selllloz asetat
filtreden suzilmigir. Elde edilen c¢oOzelti -18°C'de 24 saat sire ile
dondurulmytur. Daha sonra liyofilizatérde 48 saat kurutularak kati kompleks elde
edilmistir (Bilensoy ve ark., 2007).

ikinci yontemde; 20x18M derisimde hazirlanan sul$-CD cozeltisinin her
10 mL’sine, 1:1 molar oran igin gerekli miktarda tartilan KZ eklegimi
Vibrasyonlu calkalayiclya yergrilen karsimlar siktan korunarak 25°C’de 3 gin
suresince dengeye wibmasi icin calkalanmgtir. Elde edilen sispansiyonlar
-18°C’de 24 saat sure ile dondurulmurs Daha sonra liyofilizatérde 48 saat
kurutularak kati kompleks elde ediktir.

Ucuincti yontemde; 1:1 molar oran icin gerekli miktarlarda tartilan KB-@D
sirasiyla % 3’luk (h/h) asetik asitte ve saf suda ¢ozunduréimikarstirilan
cOzeltiler -18°C’de 24 saat sire ile dondurulmes liyofilizatorde 48 saat
kurutularak kati kompleks elde ediktir (Castillo ve ark., 1999; Badr-Eldin ve
ark., 2008).

Puskirterek Kurutma Yontemi

1:1 molar oran icin gereken miktarlarda tartilan KZpv€D sirasiyla etanol ve

saf suda ¢ozundurulmiiy. Hazirlanan iki berrak ¢ozelti ksinrildiktan sonra 0.7

mm capta puskirtme dagi olan puskirterek kurutma cihazinda 105°C’lik giri
sicaklgl ve 58°C'lik c¢iks sicaklgl kullanilarak 7 mL.dR besleme hizinda
kurutulmugur. Kurutma sonunda toplama kabinda ince toz halde kompleks elde
edilmistir (Demirel ve ark., 2006).

Birlikte Buharlagirma Yontemi

1:1 molar oran igin gerekli miktarlarda tartilan KZ <€D sirasiyla etanol ve saf
suda c¢ozandaralmigr. Hazirlanan iki berrak cozelti doner buhginlaci
balonunda kastirildiktan sonra su banyosu 75°C'ye ayarlanan doner
buharlgtiriciya yerlgtiriimis ve 210 rpm’de, 520 mbar’dan hareketle basincin
kademeli olarak azaltilmasiyla dncelikle etanol ardindan sulu kisim vakum altinda
buharlgtiriimistir. Elde edilen kati kompleks 24 saat desikatorde beklgtifmi
Tamamen kuruyan kutlenin spatil yardimiyla alinmasi ileg¢édinde kompleks

elde edilmgtir.

Yogurma (Pasta) Yontemi

1:1 molar oran icin gerekli miktarda tartilan KZ $eCD havanda homojen
karistirilmistir. Bu fiziksel kargim Uzerine etanol:su (50:50, h/h) ¢dzeltisinden
porsiyonlar halinde ilave edilerek havan eli yardimiyla pasta haziganmi
Havan ile birlikte 24 saat desikatdrde bekletildikten sonra tamamen kuruyan sert
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kitlenin havaneli yardimiyla havanda 6gutilmesi ile geklinde kompleks elde
edilmigtir.

KZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar
Verim Degeri

Kompleks olugimu ic¢in kullanilan madde miktarlari bilinmektedir. Farkli
hazirlama yontemleri ile elde edilen toz halindeki kompleksler tartilarak ve
kullanilan madde miktarlarina oranlanarak ytzde verim hesapiannibeney
farkli yontem ile hazirlanan her kompleks icin 3 kez tekrarlgimi

Ancak puskurtme &gl bozulan puskirterek kurutma cihazi ile hazirlanan
kompleks icin yalnizca 1 seri hazirlanabgtii

Termal Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan KZCD komplekslerinin termal analizleri, DSC
cihazi kullanilarak, basing yardimiyla sikica kapaglahiminyum ornek kabinda,

50 mL.dk' azot gazi akl hizi, 10°C.dK 1si artsi ile yogurma, birlikte
buharlgtirma ve puskirterek kurutma yontemi ile hazirlanan kompleksler igin
50-200°C, dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan kompleksler i¢in 50-250°C
aralginda aliminyum referansa kagerceklatirilmi stir.

COzundrlugin Saptanmasi

Kompleks olugimu nedeniyle KZ'nin sudaki c¢o6zindrliginde srtolup
olmadgini argtirmak icin, balonjojelere konulan saf su Uzerine hazirlanan
komplekslerin airisi konulmusve oda sicakginda 15 dk calkalanmtir. Bu stire
sonunda 0.45 um por capina sahip seliloz asetat filtreden stzllerek alinan
ornekler YBSK cihazi ile analiz edilgtir. Deney 3 kez tekrarlangtir.

Parcacik Sekli Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan KZCD komplekslerinin pargacigekli analizleri,
yluzey Ozelliklerinin vesekillerinin belirlenmesi amaciyla komplekslerin IPM
icerisinde baget yardimiyla giulmasini takiben stereomikroskop cihazinda
goruntileme ile gercelderilmi stir.

X-lsint Kirtnim Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan KZCD komplekslerinin XRD analizleri, 2-40°C
aralginda, 40 kV voltaj, 20 mA akirsiddeti ve 2°C.dR ilerleme hizinda Rikagu
jenerator yardimiyla gercelglailmi stir.

Infrared Analizleri

Farkl yontemlerle hazirlanan KZCD komplekslerinin  4000-400 ch
dalgaboyu araginda, KBr ile hazirlanan diskleri kullanilarak gercgkidmi stir.

Nukleer Manyetik Rezonans Analizleri

Farkli yontemlerle hazirlanan KZCD komplekslerinin bilgimi, yapi sekili,
molekiller arasi veya molekil ici olasi gigmleri H-NMR ve “C-NMR
analizleri ile 25°C’de, ¢Ozlicl olarak® ve (CD}),CO kullanilarak argiriimistir.
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Etkin Madde Miktar Tayini

Hazirlanan komplekslerde KZ miktar tayini, KZ'nin YBSK ile Analitik Miktar
Tayini béliminde anlatilan analiz kdkarinda gercekigirilmi stir.

~10 mg tam tartimi alinan kompleks, 5 mL hareketli fazda c¢ozindurilmuUs
Elde edilen ¢ozelti YBSK yardimiyla analiz ediftni. Daha 6nce KZ icin
belirlenen kalibrasyon séli gi kullanilarak KZ miktarlari saptangtir. Deney
farkli yontemlerle hazirlanan her kompleks icin 3 kez tekrarlgtnmi

Antifungal Etkinlik Calgmalari

KZ kronik mukokitan6z kandidiyazis, vajinal kandidiyazissthaolmak Uzere
bircok ylUzeysel ve sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir
antifungaldir (Martindale, 2009). Bu nedenle KZ'nin antifungal etkinin
kompleks hazirlama yontemleri sonrasindaggigme ugrayip ugamadginin
aratiriimasi Candida albicandle yapilmstir (Kustimur ve ark., 1993; Bachhav

ve Patravale, 2009).

Cizelge 11. Ketokonazol ve Ketokonazgl#Siklodekstrin Kompleksleri igin 0.13 mg.50 pl*

K onsantrasyonda Etkin Maddeicerigi Hazirlamak Amaci ile Kullanilan Miktarlar ve
Coziundurialdukleri Ortamlar

Kod Etkin Madde | Kullanilan | czandiiraldiigi Ortam
Icerigi (%) Kitle (mg)

KZ 100 2.6 500 pL MeOH:500 uL Distile su
B-CD - 104 ve 720 | 1 mL Distile su

K-FD1 7.928 32.7 500 pL MeOH:500 pL Distile su
K-FD2 42.592 6.1 500 pL MeOH:500 pL Distile su
K-FD3 27.367 9.5 500 pL MeOH:500 pL Distile sy
K-CE 35.419 7.3 500 pL MeOH:500 pL Distile sy
K-KN 29.279 8.9 500 pL MeOH:500 pL Distile su
PLAFD2 | - 333 1 mL Distile su

PLAFD3 | - 333 1 mL Distile su

FZ ile yapilan mikrobiyolojik camada aciklanamsekilde hazirlanan 1x£0
konsantrasyonundaCandida albicansiceren hiicre suspansiyonundan SGA
besiyerlerinin ylzeyine 250L aktarilip steril drigalski spatili ile petri yuzeyine
homojen yayillmasi ganmstir. inokiile edilen hiicre siispansiyonunun agar
tarafindan emilmesi icin bir stire beklendikten sonra 6 mm capli steril agar delici
yardimi ile kuyucuklar acimtir. Agilan kuyucuklara KZ ve KRCD
komplekslerinin, Marangon ve arkatkrinin degisik Candida izolatlari ve KZ ile
MIC degerini belirleme cakmalarinda kullanilan 0.128 mg.mLdeseri temel
alinarak, 0.13 mg. 50 plkonsantrasyonunda KZ iceren cozeltileri hazirlanmi
ve bu c¢oOzeltiden 50, 100 ve 150 pL hacimlerindeki ornekler aktatufmi
(Marangon ve ark., 2004). 37°C’de 3 gun surdurilen inkiibasyon sonunda olus
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inhibisyon zonlar cetvel yardimi ile dl¢ulntis (Kustimur ve ark., 1993; Logu
ve ark., 2000) .

Ayrica B-CD, plasebo formulasyonlar ve ¢ozicu olarak kullanilan DMSO ile
%50’lik MeOH’Un antifungal etkinlik test kontroli de ayni prensip ile kontrol
edilmistir. Kullanilan kimyasallarin Candida albicans tzerine antifungal
etkinligini belirleme glemi 4 paralel ¢cagma ile sonuclandiriingtir. Elde edilen
verilerin ortalama deerleri alinmstir.

KZ ve KZp-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Vajinal Supozituvarlara ait
Calismalar

Kompleksler ile hazirlanacak dozggklinin, piyasa preparati ile kalastirilmasi

icin vajinal supozituvarsekli secilmgtir. Yapilmasi planlanan ¢ozinme hizi
calismalarinda, kompleks formilasyonlarinda beklenilen olasi ¢6zinme hizi
farklihgini s&likli izleyebilmek amaciyla dalma suresi agisindan, segilen piyasa
preparatina benzer bir formulasyon gi@iimeye calsiimistir.

On Formiilasyon Cagmalari

KZ'nin vajinal supozituvarini hazirlamak amaciyla yapilan 6nsgallarda,
vajinal supozituvar sia olarak PEG 6000, PEG 1000 ve PEG 400'Un farkl
oranlarda kullanildy ¢ssitli formilasyonlar hazirlanmtir.

Cizelge 12. Vajinal Supozituvarin On Formilasyon Cagmalarinda Kullanilan
Formilasyonlarin Kod, Bilesen ve Miktarlari

Formulasyon Kodu PEG 6000 PEG 1000 PEG 400
= 70 - 30
F> - 70 30
Fs 50 - 50
Fa - 50 50
Fs 50 50 -

Tam degerler % girligl [a/a] ifade etmektedir.

Formilasyonlarin  hazirlanmasinda sicakta eritme yontemi kullahrimi
Formilasyonlar, 65 £ 1°C’de ve 800 rpm k@arma hizi ile mekanik kagtiric
kullanilarak hazirlanmgtir. 15 dakika stresince mekanik lgainici ile karstirilan
farkli bilesenler iceren sngar vajinal supozituvar kalibina dokudlnis. Oda
sicaklginda bekletilen supozituvarlar donduktan sonra kaliptan ¢ikamtmi

On formilasyon c¢ajmalarinda kullanilan farkli  vajinal supozituvar
formilasyonlari  d@lma suresi ve organoleptik kontroller agisindan
degerlendirilmistir. Bu dezerlendirme sonucunda secilen en uygun formulasyon
KZ ve KZ/B-CD komplekslerinin eklenege ve ¢ozinme hizi c¢gimalarinda
kullanilacak olan vajinal supozituvar formulasyonu olarak segfiimi
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Formilasyonlarin Hazirlagi

Supozituvarlar @rlik esasina gore hazirlandiklarindan o6ncelikle kullanilacak
vajinal supozituvar kalibi igin bdgalip a&irhg hesaplanmtir (n=6). Esitlik 2'de
belirtilen formilasyona gore kullanilacak toplam gvaiktari hesaplanngir.
Secilen formilasyona ait hesaplanan miktarlardagshitesenleri tartilmg ve

65 + 1°C'de su banyosunda eritikti. Karisima piyasa preparatindaki KZ
miktarini (400 mg) icerecek oranda KACD komplekslerinin eklenmesini
takiben 15 dk mekanik katirici ile karstirilmistir. Karisim baget yardimiyla
surekli kargtirllarak vajinal supozituvar kalibina dokilniig Kitle dokilmeden
once supozituvarlarin kaliptan kolay cikabilmesi icin kalip sivi parafin ile
yaglanmstir. Soguyunca kitlenin hacmi kiculegoeden kitle kalip deliklerini
tamamen doldurup biraz dasézak sekilde dokulmutir. Oda sicakfiinda
bekletilen supozituvarlar donduktan sonra jilet yardimiyla tzerindeki fazlalhk
kismi alinarak kaliptan cikarilgtir. Ayni calsma saf KZ ile 400 mg iceren
supozituvarlarin hazirlanmasi ile tekrarlagini Ancak birinci dondurarak
kurutma yontemi ile hazirlanan komplekgeli komplekslere gore diik oranda

KZ (% 5) icerdgi icin, vajinal supozituvara yuklenebilen maksimum miktari ile
100 mg dozda hazirlanabilgtir.

Her bir supozituvar formulasyonu n=10 Uzerinden sdatis, elde edilen 9
supozituvar analizlere kadar aliminyum folyo ile sarilarak +4°C’de buzdolabinda
saklanmgtir.

Vajinal Supozituvarlar Uzerinde Yapilan Caimalar
Agirlik Sapmasi

Hazirlanan vajinal supozituvarlar tartilargkraklar kaydedilmgtir, ortalamalari,
standart sapmalari ve standart hatalari hesapyanmi

Organoleptik Kontroller

Hazirlanan vajinal supozituvarlar yuzey rengi ve gorinégisindan catlama,
cukur, sizintl ve etkin madde gocu gibi faktérlerin kontrol edilmesi amaciyla
degerlendirilmistir.

Sertlik Tayini

Saf KZ ve dort farkh KZB-CD kompleksi kullanilarak hazirlangnolan 5 farkli
vajinal supozituvar formulasyonu Uzerinde supozituvar sertlik tayin cihazi ile
kirlmaya kagi gosterdikleri direng @rlik cinsinden oOl¢iimuigir. Kagilastirma
amaciyla ayni test referans olarak secilen Ketovajinal supozituvari tizerinde
de gerceklgtirilmi stir. Her bir test U¢ kez tekrarlangtr.

Etkin Madde Miktar Tayini

Saf KZ ve KZB-CD kompleksleri ile hazirlanan vajinal supozituvarlar ile referans
irinde (Ketordl) gerceklgtirilen etkin madde miktar tayininde, her bir
supozituvar 65°C’de su banyosunda eriglnvie elde edilen eriyik 400 mL
YVS’de daitiimistir (Owen ve Katz, 1999) ve 60-65°C’de manyetik §tarcida
karstirilmistir.  Karistirma sirasinda 3 kez olmak (zere 1'er mL numune
alinmstir. Numune tzerine 2 mL etanol ilave edilmesi ile elde edilen ¢c6zelti daha
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once KZ icin belirtilen kogllarda YBSK ile analiz edilngtir. Deney her bir
yontem icin 3 kez tekrarlansgtir.

In Vitro Coziinme Hizi Camasi

Vajinal supozituvarlar tzerinde ¢6zinme hizi gadsi USP 31'de tanimlanan
palet yontemi (Apparatus 1) esas alinarak gergtikileni stir (Ozyazici ve ark.,
2003; Azarmi ve ark., 2007; @en ve ark., 2008). Caima kogllari 1000 mL
YVS, 37 £ 0.5°C sicaklik, 50 rpm palet d@ntizi olarak belirlennstir. Ancak
birinci dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan kompleksin vajinal
supozituvarlarinda 100 mg KZ bulundugundan,skagtirmalarin sglkl olmasi
icin bu supozituvarlarin ¢ézinme hizi galasinda kullanilan ¢éziinme ortami
hacmi dozla orantili olarak azaltilarak, 250 mL YVS kullargtmi KZ'nin
YVS’deki sinirli ¢ézindrligl nedeniyle sink kds sgslanamamakla birlikte,
KZ'nin rahat ¢Ozunebilmesi i¢in ¢dzinme ortami hacmi ve palet ddmzig
literatlirdeki benzer ¢gimalarda kullanilan dgerlerde tutulmuur (Alam ve ark.,
2007; Wang ve Tang, 2008%alismada ¢6zunme ortami olarak kullanilan YVS
bilesimi Cizelge 13'te sunulmugr (Owen ve Katz, 1999). Hazirlan YVS’nin
pH’s1 1IN HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 4.2'ye ayarlargtm.

Vajinal supozituvarlar ¢6zinme ortamina konulduktan ve cihazticédiiktan
sonra ¢6zunme ortamindan belirli zamanlarda enjektdor yardimi ile alinan 2 mL’lik
ornekler 0.45 um por capina sahip sellloz asetat filtreden stuzutmvBSK ile
analiz edilmgtir. CoOzinen madde konsantrasyonlari hesaplandiktan sonra
% kumdalatif ¢oziinme derleri zamanin fonksiyonu olarak grgdi gecirilmitir.

Her farkh yontemle hazirlanan kompleks i¢in deney 3 kez tekrarfainmi

Ayni calsma saf KZ iceren vajinal supozituvar ve 400 mg KZ iceren piyasa
vajinal supozituvari (Ketor8) lizerinde de gercelgérilmistir. Tum in vitro
c6zinme hizi deneylerinde kullanilan gada kagullari aynidir.

Gergeklgtirilen ¢ozinme hizi caimalari sirasinda, deneyin gingicindan
itibaren vajinal supozituvarlar izlengnive supozituvarseklinin kayboldugu
sureler tespit edilrgtir.

Cizelge 13. Yapay Vajinal Sivi Bilgimi (Owen ve Katz, 1999)

Madde Miktar
Sodyum klortr 351¢g
Potasyum Hidroksit 1.40¢
Kalsiyum Hidroksit 0.222 g
Bovin Serum Albimini 0.018 g
Laktik Asit 20g
Asetik Asit 109
Gliserin 0.16 g
Ure 0.40¢g
Glikoz 500
Saf su k.m. 1000 mL
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BULGULAR ve TARTI SMA

Kullanilan Maddeler ile Yapilan Calismalar
Flukonazol ile Yapilan Cakmalar

Erime Derecesi Tayini

FZ'nin erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gercgkiéen analizlerinde
erime derecesi 139.833 + 0.153 (ort + SS) olarak buluthumygp=3). Bulunan
deger literatir bilgileri ile paralellik gosterstir (British Pharmacopaeia, 2008).

Termal Analiz

FZ'nin DSC cihaz! ile 50-200°C arginda yapilan termal analizinde, erime
sicaklgl 142.66°C olarak bulunmtwy, termogram8ekil 5'te sunulmugur. Bilim

llag tarafindan hkaslanan maddenin, firma tarafindan goénderimi
spesifikasyonunda, erime derecesi 138-142°C olarak belgtiimiElde edilen
sonucun ~142°C olmasi nedeniyle madde spesifikasyonu ve literatir bilgileri ile
uyumlu oldugu gorulmiigir (Alkhamis ve ark., 2002; Desai ve ark., 2003).
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Sekil 5. Flukonazol'in Termal Analizine ait Termogram
Cozundrluk Tayini

FZ'nin saf su ortaminda oda sicakhdaki ¢oziunurluk dgeri 5.550 = 1.002
mg.mL* (ort + SS) olarak bulunmtyr (n=3). Bu dger Bilim ilac (Turkiye)
tarafindan gonderilen sertifikada yer alan 5.000 mg.rdeseri ile uyumludur
(Fluconazole Certificate of Analysis, 2008). Bulunan ¢ozunurliedditerattr
ile de desteklenmektedir (Ayub ve ark., 2007).

X-lsint Kiritnim Analizi

FZ'nin XRD profili Sekil 6’da sunulmutur. FZ'nin X-isin1 kirinim analizinden
elde edilen spektrumunda karakteristik FZ pikleri gozlgtimFZ'nin X-isini
kirnmim  profili  incelendginde, maddenin kristal yapiya sahip oldug
gorulmektedir $ekil 6). Elde edilen paternler cok az kayma ile literatiirde FZ’'nin
anhidrat Isekli icin verilen paternlere uygunluk gostestim (Alkhamis ve ark.,
2002). Karakteristik pikler 99 16.¢, 16.44, 19.9, 25.54 ve 29.18 20
degerlerinde tespit edilgtir.
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Infrared Analizi

FZ'nin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR spektrugelil 7'de
sunulmugur. FZ'ye ait IR spektrumu inceleriginde saf FZ'ye ait karakteristik
pikler 1621, 1417, 1272, 1137 ve 968 tde tespit edilmiir. Bu sonuclar
literatdr ile uyumludur (Al-Marzougqi ve ark., 2009).
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Sekil 6. Flukonazol'in X-Isini Kirinim Profili
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Sekil 7. Flukonazol'iin infrared Analizi Spektrumu
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Nukleer Manyetik Rezonans Analizi
FZ'nin *H-NMR analizine ait spektrumuekil 8'de sunulmutur.
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Sekil 8. Flukonazol'iin "H-NMR Analizi Spektrumu
FZ'nin "C-NMR analizine ait spektrumuegil 9'da sunulmutur.
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Sekil 9. Flukonazol'iin *C-NMR Analizi Spektrumu
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Yapilan analizler sonucunda elde edilen spektrumlarda karakteristik FZ pikleri
gozlenmitir (Upadhyay ve Kumar, 2009). FZ'nifH-NMR analizine ait
spektrumunda; 6-8 ppm ar@inda benzen halkasinda bulunan hidrojenlere ait
pikler, 4-5 ppm araganda (¢o6zicli pikinin her iki yaninda olmak lzere) FZ
yapisindaki —CH ve —CHyruplarina ait pikler gozlenstir.

FZ’nin *C-NMR analizine ait spektrumunda 100-150 ppm gradia goriilen 6

adet pik benzen halkasina aittir. Bu pikler benzen halkasinda sibstitie halde
bulunan flor atomlari nedeniyle yarilgtir. 40-80 ppm aragiinda gorulen pikler

ise yapidaki —CH ve —CHyruplarina ait piklerdir.

Ince Tabaka Kromatografisi

Yontemler bolimiinde anlatiigh sekilde gerceklgirilen yontemde FZ'nin R
degeri 0.45 olarak bulunmuigr ve pl&a ait gorinti §kil 21'de sunulmutur.

Flukonazol'iin Yiksek Basinc¢li Sivi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini
-Dogrusallik

FZ'nin hareketli fazda hazirlanan 10 - 1000 pg:hkonsantrasyonlarina kairk
gelen alan deerleri kullanilarak kalibrasyongeisi cizilmis ve eri ile egriye ait
dogru denklemiSekil 10’da sunulmutur. Dogrusallik ¢akmasi i¢in hazirlanan
seriler ile yapilan analizdegenin % 95 guven argh (GA) 1109.874-1211.983
olarak bulunmuiur. Yontemin dogrusallinin yiuksek oldugu 0.9997 gerindeki
korelasyon katsayisi ile tespit ediltii (Shabir, 2003).
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Sekil 10. Flukonazol'iin Dggrusallik Esitli gi ve Grafigi (n=6)

[ Dogrusallik Esitli gi: y=1160.93x+13490.37, r= 0.9997%¥ 0.9994,
Egim+SS=1160.93+36.556,dmin % 95 Glven Araligi= 1109.874-1211.983 ]
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-Kesinlik

Analitik yontemin kesinii ile ilgili tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
Olchtlerinin deerlendirildigi ¢ farkll konsantrasyonda (dilg, orta, yuksek)
yapilan olcimlerde, kal standart sapma (BSS) gleri 2'nin altinda ise
kullanilan  yontemin kesinti kanitlanmg denebilir.  Literatir ayrica,
tekrarlanabilirlik icin BSS < % 2, maksimum < % 3; tekrarlanabilirlik icin BSS
< % 5 deerini vermektedir (Shabir, 2003). Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik test sonuclarina ve bu literatir bilgisine gore, yontemin kgsinli
istenilen araliklar iginde bulunmuy (Cizelge 14)

Cizelge 14. Flukonazol'iin Tek Konsantrasyonda Giirici ve Giinler-Arasi Kesinlik

Sonuglari
_ Gun-ici(n=6) Ginler-Arasi
1
500 pg.mL 1. Gun 2.Gin 3.GUn | Ort. (n=18)
Ort. Alan 608985 606218 601033 605412
BSS 0.2373 0.0813 1.0550 0.8095
SH 589.7 201.4 2589 1155
% 95 GA 607469 605701 594378 602975
610501 606736 607687 607849

FZ'nin kesinlik calsmalarinda dgerlendirmeye alinan ger iki konsantrasyona
ait kesinlik sonuclari ise; 1000 pg.ficin giin ici BSS 0.756, giinler arasi BSS
0.803, 10 pug.mtticin giin ici BSS 2.108, giinler arasi BSS 2.160'd1r.

-Dogruluk

Dogruluk calsmalarindan elde edilen sonuglar ve dogru denklemi yardimi ile FZ
miktarlari  hesaplanm eklenen FZ miktarlari ile bulunan gkxler
karsilastirilarak Cizelge 15te sunulmugr. Yuzde olarak bulunan dogruluk
degerinin, literatlrlere gore tum konsantrasyonlar igin %98-102 arasinda olmasi
gerekmektedir (Shabir, 2003). Yontem iyi geri kazanim sonuglari gostermi

Cizelge 15. Flukonazol'iin Dgruluk Cali smasi i¢cin Hazirlanan Seriler ve % Geri Kazanim
Sonuglari (n=6)

Fz Geri Kazanim % Geri Kazanim SS
(ug.mL™) Ort. (ug.mL™) (Ort)
1500 1524.432 100.674 1.461
1000 1022.412 102.241 3.966
500 498.74 99.750 1.970
-Duyarhlik

Esitik 3 kullanilarak hesaplanan LOD geri 1.898 ug.mb, Esitlik 4
kullanilarak hesaplanan LOQ @i ise 5.751 pg.mt olarak bulunmugr.
YBSK yontemi igin olduk¢ca yliksek olan bu gdgler, calgma aralginin ¢ok
altinda olmasi nedeniyle uygun bulunriuss
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-Secicilik
Analitik calismalarda, yontemin belirli bir madde icin secici oldugunun

kanitlanmasi ve safsizliklarin belirlenmesi amaciyla segicilik analizi mutlaka
yapiimahdir (ICH, 1996).

Cozunarluk faz diyagrami caimalarina yonelik olarak; hareketli faz, FZ'nin
hareketli fazdaki ¢ozeltisi ve FZ icermey@rCD/sulu ¢ozeltisi ve FZ iceren
B-CD/sulu ¢ozeltisi analiz edilerek sistemin segigibelirlenmeye cafilmistir.
Hazirlanan ¢ozeltilerin YBSK ile secicilik analiz kromatogram$akil 11 - 14te
sunulmugur.

Gercgeklgtirilen YBSK analiz kromatogramlarinda FZ icermey@rCD/sulu
cOzeltisinde herhangi bir pik gérilmezken, FZ icefe@D/sulu cbozeltisi ve
FZ' nin hareketli fazda ¢ozundurildugi sistemlerde FZ kolaylikla belirlgirmi
Cozeltilerde bulunan ger maddelerden sistemin etkilenmemesi ile yontemin
secici oldug gorulmugir.

FZ kompleksleri Uzerinde yapilan gahalara ait segicilik incelemelerinde;
FZ'nin hareketli fazdaki kromatogrami, plasebo formilasyon ve FZ iceren
kompleksin YBSK ile analizinden elde edilen kromatogranflakil 15-17'de
verilmistir.

FZ/3-CD kompleksleri ile hazirlanan kapstuller tGzerinde yapilarspalara ait
secicilik incelemelerine ait FZ'nin hareketli fazdaki kromatogrami, sert sellloz
kapsil kabgu ve FZ iceren sert seltloz kapstle ait kromatograigddail 18-
20'te verilmistir.
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204

204

104

Sekil 11. Hareketli Faza ait Kromatogram
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Sekil 12. Flukonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine ait Kromatogram
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Sekil 13. B-Siklodekstrinin Sulu Cdzeltisine ait Kromatogram
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Sekil 14. Flukonazol ve B-Siklodekstrinin Sulu C6zeltisine ait Kromatogram
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Sekil 15. Flukonazol'iin Hareketli Fazdaki C6zeltisine ait Kromatogram
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Sekil 16. Dondurarak Kurutma Ydéntemi ile Hazirlanan Plasebo Formilasyona ait
Kromatogram
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Sekil 17. Dondurarak Kurutma Yontemi ile Hazirlanan Flukonazol/g-Siklodekstrin
Kompleksine ait Kromatogram
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Sekil 18. Flukonazol'iin Hareketli Fazdaki C6zeltisine ait Kromatogram
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Sekil 19. Sert Sellloz Kapsul Kabguna ait Kromatogram
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Sekil 20. Flukonazoliceren Sert Seliiloz Kapsiile ait Kromatogram
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Gergeklgtirilen YBSK analiz kromatogramlarinda FZ icermeyen 6rneklerde
FZ'nin alikonma zamaninda herhangi bir pik gorilmezken, FZ iceren érneklerde
FZ kolaylikla belirlenmgtir. Cozeltilerde bulunan ger maddelerden sistemin
etkilenmemesi ile yontemin secici oldugu gorilriiis

-Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testinin ekipman bilgileri icin, YBSK cihazinin parcalari, marka
ve modelleriCizelge 16'da verilmitir. YBSK yontem validasyonu ve miktar
tayini islemleri icin Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiltesi Eczacilik
Teknolojisi Bolumu Aratirma Laboratuvari'nda bulunan, Shimadzu marka cihaz
kullaniimstir. Cihaz kalibrasyonu 01.18.2006 tarihinde Ant Teknik firmasi
tarafindan yeni alinrgiolan cihazin teslimi sirasinda yapigtm.

Cizelge 16. Yuksek Basinch Sivi Kromatografisi Cihazinin Parca, Marka ve Modelleri

Parcalar Marka Model
Degazer Shimadzu DGU-20As
Pompa Shimadzu LC-20 AT
Sistem Kontrol Shimadzu CBM-20A
Otoenjektor Shimadzu SIL-20A
Diode Array Dedektor Shimadzu SPD-MZO A
Kolon Firini Shimadzu CTO-10AS VP

USP tarafindan tanimlanan ve YBSK cihazinin yazihmi kullanilarak
hesaplamalari yapilan sistem uygunluk testi parametrelerindegeyi @d@92.838

T degeri 1.057 bulunmugir. Bulunan sonuglar N > 2000, ¥ 2.0 olmasi
nedeniyle uygun bulunmtuy (USP 31, 2008).

-Kararllik

ITK ile yapilan kararhlik incelemelerine ait kromatograSekil 21'de
sunulmugur. 1-5 numaralarinda yer alan tim lekelere addRerlerinin (0.45) FZ
referansi ile uyumlu olmasi, hazirlama yontemlerinden kaynaklanan herhangi bir
kararhlik probleminin mevcut olmagini gostermitir.
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Sekil 21. Flukonazol ve Ketokonazol'iin Cagma Ortamlarindaki
Kararlilh gina ait ince Tabaka Kromatogrami

1 FZ'nin Kloroformicerisindeki Referans Cozeltisi

2 FZ'nin Etanol:Su (50:50icerisindeki Bekletiimengi Cozeltisi

3 FZ'nin Cdzinme Ortamindaki Bekletiimegr€ozeltisi

4 FZ’nin Etanol:Su (50:50)cerisindeki 24 saat BekletiimCozeltisi
5 FZ’'nin Céziinme Ortamindaki 24 saat Bekletii§iozeltisi

6 KZ'nin Kloroform icerisindeki Referans Cozeltisi

7 KZ'nin Etanol:Su (50:50jcerisindeki Bekletilmensi Cozeltisi

8 KZ’'nin Cozunme Ortamindaki BekletiimesnCozeltisi

9 KZ'nin Etanol:Su (50:50jcerisindeki 24 saat BekletilmGozeltisi
10KZ'nin Coéziinme Ortamindaki 24 saat Beklet§rmiozeltisi

11 KZ'nin Cdziinme Ortamindaki 48 saat Bekletgngiozeltisi

Ketokonazol ile Yapilan Calmalar
Erime Derecesi Tayini

KZ'nin erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gercgttden analizlerinde
erime derecesi, 149.7 £ 0.265 (Ort £ SS) olarak bulutumn=3). Bulunan bu
veri literatr bilgileri ile paralellik gostertir (British Pharmacopeia, 2008; USP
31, 2008).

Termal Analiz

KZ'nin DSC cihazi ile 50-200°C ar@inda yapilan termal analizinde, erime
sicaklgl 154.18°C olarak bulunmtuy, termograms$ekil 22’de sunulmutur. Elde
edilen sonucun madde spesifikasyonu ve literatur bilgileri ile uyumlu oldugu
gorulmagur (Taneri ve ark., 2003; USP 31, 2008).
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Sekil 22. Ketokonazol'lin Termal Analizine ait Termogram
Cozundrluk Tayini

KZ'nin 25°C’de saf suda ve 25°C ile 37°C’de YVS ortaminda gergéeilen
¢6zunurluk sonuclar Cizelge 17'de gosteritimi

Cizelge 17. Ketokonazol'iin Farkli Ortamlardaki Cozuntrlik Degerlerine ait Bulgular

Coziinme ortami ve | Ortalama Coziinurliik (mg.mL ™) + SS
sicakligi

Saf su (25°C) - -

YVS (25°C) 0.143 0.004

YVS (37°C) 0.165 0.021

KZ'nin 25°C’de saf sudaki ¢ozindrligine ait g¢adalarda, YBSK ile pikler
izlenmis ancak bu pik alanlarinin kalibrasyositiegi ile degerlendirilemeyecek
dizeyde dlgk olmasi nedeniyle hesaplama yapilanstimi KZ'nin sudaki
¢bzunarligine ikkin  bu bulgu literatirii destekler niteliktedir (British
Pharmacopeia, 2008; USP 31, 2008). YVS ile yapilagmalarda sicaklik ag
ile ¢cozundrlikte de paralel olarak aizlenmistir.

X-Isint Kirtnim Analizi
KZ’'nin XRD profili S ekil 23'te sunulmutur.

KZ'nin X-1sini kirnim analizinden elde edilen spektrumunda karakteristik KZ
pikleri gozlenmitir. KZ’nin X-1sini kirnim profili 10-30 aralginda keskin yogun
pikler sergilemesi nedeniyle maddenin kristalin karakterini ispatlamaktadir
(Sekil 23). Bu literatlire benzer bir sonuctur (Taneri ve ark., 2003). Bu analiz ile
karakteristik pikler 15.96 17.42, 20.56° 21.14° 23.62° ve 27.48° 20
degerlerinde tespit edilrgiir.
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Sekil 23. Ketokonazol'iin X-Isini Kirinim Profili

Infrared Analizi

KZ'nin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR spektrusekil 24'te
sunulmusur.
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Sekil 24. Ketokonazol'uninfrared Analizi Spektrumu

KZ'ye ait IR spektrumu incelenginde saf KZ'ye it karakteristik pikler 1646,
1535, 1512, 1458, 1291, 1244 ve 1106™e tespit edilmitir. Bu sonuclar
literattr ile uyumludur (Hanh ve ark., 2000).
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Nukleer Manyetik Rezonans Analizi
KZ’nin *H-NMR analizine ait spektrumuekil 25'te sunulmutur.

o i
g —
3%U 3.65 EE‘IU ppm 3.5‘5 3.5‘0 pr’f:
! LMLJM LN r A
SID 11‘5 AID 3‘5 SID 2‘5 QID 1‘5 1‘D DIS PF;'H
Sekil 25. Ketokonazol'in*H-NMR Analizi Spektrumu
KZ'nin *C-NMR analizine ait spektrumuekil 26'da sunulmutur.
I R RN | N |
] H\M k{ e e
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Sekil 26. Ketokonazol'iin*C-NMR Analizi Spektrumu

Yapilan analizler sonucunda elde edilen spektrumda karakteristik KZ pikleri
g6zlenmgtir (Redenti ve ark., 1999; Mooter ve ark., 2001).
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KZ’nin *H-NMR analizine ait spektrumunda, 3-5 ppm analdaki pikler —CH ve
—CH; gruplarina ve 2.8 ppm’de gorulen pik -€gtubuna aittir.

KZ'nin *C-NMR analizi spektrumunda, KZ yirmi alti karbonlu bir yapiya sahip
olmasina rgmen, benzen halkasindaki 6zdgapidan dolayl yirmi dort adet
karbon piki gozlennstir. Bu piklerden 170 ppm’de gorilen pik karbonil grubuna,
110-140 ppm arghindaki pikler yapidaki benzen halkasina, 40-80 ppm
aralgindaki pikler yapidaki —-CH ve —GHyruplarina ve 21 ppm’deki pik -GH
grubuna ait piklerdir.

Ince Tabaka Kromatografisi

Yontemler béluminde anlatiigh sekilde gerceklgtirilen yontemde KZ'nin R
deseri 0.31 olarak bulunmuigr ve pl&a ait gorintt 8kil 21'de sunulmutur.

Ketokonazol'iin Yuksek Basincgli Sivi Kromatografisi ile Analitik Miktar Tayini
-Dogrusallik

KZ'nin hareketli fazda hazirlanan 10 - 1000 pg:hkonsantrasyonlarina kgirk
gelen alan deerleri kullanilarak kalibrasyongesi cizilmis ve eri ile egriye ait
dogru denklemiSekil 27°de sunulmutur. Dogrusallik ¢cakmasi icin hazirlanan
seriler ile yapilan analizde genin % 95 GA 57719.67-63713.39 olarak
bulunmugur. Yontemin dogrusalmnin yiksek oldugu 0.9996 gerindeki
korelasyon katsayisi ile tespit ediltii (Shabir, 2003).

70000000
B0D000CD
50000000

> 40000000 {

=

=

=

30000000

20000000 4

10000000

0 20 400 500 800 1000 1200
Ketokonazol Konsantrasyonu (ng.mL-)

Sekil 27. Ketokonazol'in Dgrusallik Esitli gi ve Grafigi (n=6)

[ Dogrusallik Esitli gi: y=60716.53x+728102.13, r= 0.99967=r0.9993,
Egim+SS=60716.53+941.8172 gknin % 95 Guven Araligi= 57719.67-63713.39]
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-Kesinlik

Yapilan analizler ile elde edilen sonuclar formiller yardimiylgedendirilerek
yontemin BSS dgerleri hesaplanmive sonuglari Cizelge 18’de sunulntwsg

Cizelge 18. Ketokonazol'in Tek Konsantrasyonda Gurdei ve Giinler-Arasi Kesinlik

Sonuglari
_ Gun-ici(n=6) Gunler-Arasi
1
10 pg.mL 1. Gin 2.Gin 3.Gan | oOrt. (n=18)
Ort. Alan 727843 724208 725589 725880
BSS 0.4956 3.2645 1.9025 2.0740
SH 1473 9652 5636 3548
% 95 GA 724058 699397 711102 718393
731629 749018 740076 733367

KZ'nin kesinlik calsmalarinda dgerlendirmeye alinan ger iki konsantrasyona
ait kesinlik sonuglari ise; 1000 pg.micin giin ici BSS 0.108, giinler arasi BSS
1.524, 500 pg.mt icin giin ici BSS'si 0.205, giinler arasi BSS'si 2.143'tir.

Analitik yontemin kesinki ile ilgili tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
Olcatlerinin degerlendirildigi G¢ farkli konsantrasyonda (dils, orta ve yuksek)
yapilan olcimlerde, BSS'nin 2’nin altinda olmasi yontemin kegmh kanitidir.
Bulunan sonuclara gore en yiksek BSSedmin 3.2645 olmasi nedeniyle
yontemin yeterli kesinlikte oldugu gorulmtiig. Cunku literatir tekrarlanabilirlik
icin BSS < % 2, maksimum < % 3, tekrar elde edilebilirlik i¢cin BSS < % 5
degerini vermektedir (Shabir, 2003).

-Dogruluk

Dogruluk ¢algmalarindan elde edilen sonuglar ve dogru denklemi yardimi ile KZ
miktarlari  hesaplanmgy eklenen KZ miktarlart ile bulunan gerler
karsilastirilarak Cizelge 19'da sunulmdigr. DUglik konsantrasyon haricindeger
degerlerin % 98-102 aragiindan fazla sapmamasi nedeniyle yontemin yeterli geri
kazanim sonuglari gostegdisaptanmytir (Shabir, 2003).

Cizelge 19. Ketokonazol'in D@ruluk Cali smasi icin Hazirlanan Seriler ve % Geri Kazanim
Sonuglari (n=9)

Kz Geri Kazanim % Geri Kazanim SS
(ug.mL™) Ort. (ug.mL™) (Ort.)
1500 1539.070 102.61 0.873
1000 995.181 98.69 3.681
500 522.579 104.51 1.855
-Duyarhlik

Esitik 3 kullanilarak hesaplanan LOD deri 3.032 pg.mb, Esitlik 2

kullanilarak hesaplanan LOQ ghi ise 9.187 pg.mt olarak bulunmugr.
Bulunan sonuglar, LOD ve LOQ gerleri igin yuksektir. Ancak bu gerlerin
calisma aralginin altinda olmasi ve cama siresince duk dergimleri 6lgcme
zorunlulugu olmamasi nedeniyle olumsuzluk yaratmamaktadir.
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-Secicilik

Secicilik calsmasi icin KZ ile yapilan tim ¢amalar géz 6ntine alinarak KZ’'nin
YBSK ile analiz edildgi tum ortamlarda incelemeler yapignr. Elde edilen
kromatogramlar c¢ozundrlik faz diyagrami gaalari, KZ kompleksleri ve

vajinal supozituvarlar Uzerinde yapilan ¢alalar olmak Uzere 3 grupta
incelenmitir.

Cozunarluk faz diyagrami camalarina yonelik olarak; hareketli faz, KZ'nin
hareketli fazdaki ¢ozeltisi, KZ icermeyepCD/sulu c¢ozeltisi ve KZ iceren
B-CD/sulu ¢ozeltisi analiz edilerek sistemin segigibelirlenmeye cafilmistir.
Hazirlanan c¢ozeltilerin YBSK ile secicilik analiz kromatogramfekil 28-31'de
sunulmugur.

KZ kompleksleri tzerinde yapilan cghalara ait secicilik incelemelerinde
KZ'nin hareketli fazdaki ¢ozeltisi, plasebo formuilasyon ve KZ iceren kompleks
ile YBSK ile analizinden elde edilen kromatogramlak$ 32-34'te verilmitir.

KZ kompleksleri ile hazirlanan vajinal supozituvarlar Uzerinde yapilan
calsmalara ait secicilik incelemelerinde KZ'nin hareketli fazdaki cozeltisi,

plasebo vajinal supozituvar ve KZ iceren vajinal supozituvarin kromatogramlari
Sekil 35-37'de verilmitir.

Gerceklatirilen YBSK analizlerinde KZ icermeyen orneklerde KZ'nin alikonma
zamaninda herhangi bir pik gorilmezken, KZ iceren orneklerde KZ kolaylkla
belirlenmitir. Cozeltilerde bulunan ger maddelerden sistemin etkilenmemesi ile
yontemin segici oldugu goralmdiiy.
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Sekil 28. Hareketli Faza ait Kromatogram
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Sekil 29. Ketokonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine ait Kromatogram
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Sekil 30. B-Siklodekstrinin Sulu Cdzeltisine ait Kromatogram
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Sekil 31. Ketokonazol ve B-Siklodekstrinin Sulu Cozeltisine ait Kromatogram
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Sekil 32. Ketokonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine ait Kromatogram
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Sekil 33. Dondurarak Kurutma Ydéntemi ile Hazirlanan Plasebo Formiilasyona ait
Kromatogram
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Sekil 34. Dondurarak Kurutma Yéntemi ile Hazirlanan Ketokonazol/p-Siklodekstrin
Kompleksine ait Kromatogram
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Sekil 35. Ketokonazol'iin Hareketli Fazdaki Cozeltisine ait Kromatogram
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Sekil 36. Plasebo Vajinal Supozituvara ait Kromatogram
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Sekil 37. Ketokonazoliceren Vajinal Supozituvara ait Kromatogram
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-Sistem Uygunluk Testleri

Ekipman bilgileri FZ icin verilen bilgilerle aynidir. Pik morfolojisi ile ilgili olarak
YBSK cihazinin yaziimi kullanilarak hesaplagnolan N dgeri 6171.367 T

degeri 1.031'dir. Bulunan sonuglarda N > 2000 ve<T2.0 olmasi nedeniyle
uygun gorulmigir (USP 31, 2008).

-Kararllik

ITK ile yapilan kararliik incelemelerine ait kromatogragekil 21'de
sunulmugur. 6-11 numaralarinda yer alan tum lekelere aitl&erlerinin (0.31)
referans ile uyumlu olmasi hazirlama yontemlerinden kaynaklanan kararhlik ile
ilgili bir problemin mevcut olmagini gostermitir.

p-Siklodekstrin ile Yapilan Cajmalar
Erime Derecesi Tayini

B-CD’nin erime derecesi tayin cihazi kullanilarak gercgkiéen analizlerinde
erimeden dekompoze oldugu gozlegtni Dekompozisyon sicaldi
293.780 = 1.670 (ort. £ SS) olarak buluntuug(n=3).

Termal Analiz

B-CD'nin DSC cihaz! ile 50-200°C arginda yapilan termal analizinde, tepe
noktasi 133.64°C olan bir endotermik pik gorultiids termogramSekil 38'de
sunulmugur.

Literatirdep-CD’nin erime derecesi olarak 255-265°C analierilmistir (Kibbe,

2000). Erime derecesi tayin cihazi ile yapilan analizlerde erime derecesi olarak
belirtilen derecelere daha wgimadan 200°C’'nin Uzerinde dekompozisyon
goralmugdr. Benzer durum DSC’de de gozlegidicin, DSC’deki ¢alsma aralg!
50-200°C arafiinda tutulmutur. Maddenin yuksek sicakliklarda dekompoze
olmasi nedeniyle elde edilen yayvan pikin dehidratasyamasindaki su kaybini
gosteren endotermik bir pik olduguna karar vegtmi(Sekil 38).

mw
5.00-
0.0
133,64°C
B0
5000 100.00 160,00 200.00
Sicakhk (°C)

Sekil 38. B-Siklodekstrin’'in Termal Analizine ait Termogram
X-Isint Kirtnim Analizi
B-CD’nin XRD profili Sekil 39'da sunulmutur.
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Sekil 39. B-Siklodekstrin’in X-Isin1 Kirinim Profili

B-CD’nin X-i1sint kinnim analizinden elde edilen spektrumunda karakteristik
B-CD pikleri gdzlenmitir. B-CD'nin 10-3C 20 aralginda izlenen keskin pikler
nedeniyle kristalin yapiya sahip olglugoralmugur (Sekil 39). Bu bilgi literatar

ile uyumludur (Badr-Eldin ve ark., 2008).

Infrared Analizi

B-CD'nin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR spektrugekil
40’da sunulmuur.
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Sekil 40. g-Siklodekstrin'in infrared Analizi Spektrumu
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B-CD’nin IR spektrumu incelenginde B-CD yapisinda bulunan —OH gruplarina
ait cok sayida pik gorulmtigr. Elde edilen spektrum literatr ile uyumludur (Al-
Marzoqui ve ark., 2009).

Nukleer Manyetik Rezonans Analizi
B-CD’nin *H-NMR analizine ait spektrumuekil 41'de sunulmutur.
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Sekil 41. p-Siklodekstrin'in *H-NMR Analizi Spektrumu
B-CD’nin **C-NMR analizine ait spektrumuegil 42’de sunulmutur.
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Sekil 42. B-Siklodekstrin'in **C-NMR Analizi Spektrumu
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Yapilan analizler sonucunda elde edilen spektrumlarda karaktg¥i€tik pikleri
goralmugdr (Braga ve ark., 2003; Bilensoy ve ark., 2007).

B-CD’nin *H-NMR analizine ait spektrumund@;CD yapisinda bulunan —GH
grubuna ait pikler 5-6 ppm arginda, -CH gruplarina ait pikler 3-4 ppm
aralginda gorulmektedir.

B-CD’nin  *C-NMR analizine ait spektrumdaf-CD yapisinda bulunan
glukopiranoz Unitesine ait pikler gorulmektedir. 60-105 ppm grada (103.68,

82.73, 74.78, 73.69, 73.59 ve 61.77 ppm’de olmak Uzere) 6 adet karbon piki yer

almaktadir.

Formulasyon Calsmalari

FZ ve pCD Uzerinde Cozunurlik Faz Diyagrami Camalari
Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Suresinin Belirlenmesi

Yontemler kisminda anlatiigh sekilde gerceklgtirilen deneyler sonucu elde
edilen sonuclarda; FZ ¢Ozunurliginin calkalama suresi geliilolarak arts
gostermesi ancak 4 ginde en yuksek ¢cozunirlgkrdes ulamasi ve bu stireden
sonra da arl gbstermemesi nedeniyle, c¢ozinurlik dengesingmak icin 4
gunluk strenin FZ igin yeterli olduga karar verilmitir. Ayrica bu cakmada test
edilen 3 calkalayicidan en yiksek ve en tutarlgederin vibrasyonlu yatay
calkalayici ile elde edilmesi nedeniyle, ileriki galalarda bu calkalayici
kullaniimistir.

Cozundrlik Faz Diyagraminin Saptanmasi

Yontemler kisminda anlatilgh sekilde elde edilen FZ ¢ozunurlik faz diyagrami
Sekil 43'te sunulmutur.
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Sekil 43. Flukonazol'in Cozlnirlik Faz Diyagrami

76



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Farkli B-CD konsantrasyonlarina kark FZ konsantrasyonu grgg
gecirildiginde elde edilen ¢ozunurlik diyagraminin Higuchi'nin ¢ozunurlik faz
diyagramlarindan A tipi diyagrama uygunluk gostegdi tespit edilmstir
(Sekil 43). A tipi diyagramla ilgkili olarak, komplekslerin hazirlanmasinda 1:1
molar oranda F-CD kullanilmasina karar verilgtir (Higuchi ve Connors,
1965).

FZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar
Verim Degeri

FZ/3-CD kompleksleri igcin hesaplanan verim gdeeri Cizelge 20de
sunulmusur.

Cizelge 20. FlukonazoP-Siklodekstrin Komplekslerine ait Verim Degerleri

Kompleks % Verim Ortalama
Kodu (1.seri) (2.seri) verim
F-FD 64.29 75.09 69.69
F-SD 34.25 - -
F-CE 93.14 94.73 93.94
F-KN 93.93 94.31 94.12

Elde edilen verim degerleri incelendiinde ygurma ve birlikte buharfurma
yontemleri ile hazirlanan komplekslerin verimgdderinin yiuksek ve seriler arasi
farkin da dugk oldugu gorilmektedir. Dondurarak kurutma yonteminde denge
suresince calkalamadan sonra ¢ozinmeden kalan FZ'nin sizilerek ortamdan
ayrilmasi nedeniyle verim daha digtr. Puskurterek kurutma yontemi ise en
dusik verime sahiptir. Cok ince partikillgeklinde elde edilen trinin cihazin
cam bdlmelerinden toplanmasindaki zorlugun verimniggine neden olmasi
yaninda, bulunan ger literatirde de gorulmektedir (Bittner ve ark., 1998).

Termal Analizleri

FZ/B-CD komplekslerinin DSC analizlerine ait termograml§ekil 44'te
sunulmugur.

Maddelerin kristal yapilari ve olabilecek olasi polimorfizm DSC ile
saptanabilmektedir. Ek olarak inklizyon kompleksiesinin bazi kanitlari da
termal analiz ile elde edilebilmektedir. Misafir molekil CD loggina veya kristal
orgusiune yerkgiginde; erime, kaynama veya sublimasyon noktasi genel olarak
farkli bir sicaklga kayar veya CD’nin dekompoze oldugicaklik arafiinda
kaybolur (Cabral Marques ve ark., 1990). Bu nedenle kullanilan madde ve
hazirlanan kati komplekslerin termal incelemelerindegeditermal analiz
yontemlerine pek c¢ok ustunlikleri olan diferansiyel taramali kalorimetre
kullaniimig, tim analizlerde drneklere bir iIsitma programi uygulanmi
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Termogramlar incelenginde tim kati komplekslerde FZ'ye ait endotermik pikin
kayboldugu goriulmektedir Sekil 44). Termal analizlerde, ekzotermik veya
endotermik bir pikin kaybolmasi veya yeni bir pikin ortaya ¢ikmasi, etkie
ve/lveya gecimsizlik olarak @erlendirilir (Bulut ve Dingol, 1991).
Komplekslerde etkin madde erime pikinin kaybolmasi, kati kompleksin amorf
olmasina veya inklizyon kompleksinin al@gsina ve hatta her iki durumun
gecerli olmasina tganabilir (Yazan ve Sumnu, 1994; Fernandes ve ark., 2002).
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Sekil 44. Flukonazol-Siklodekstrin Komplekslerine ait Termogramlar
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Benzer sekilde loratadin ile yapilan bir cainada kompleksktirme islemi
sonrasinda etkin madde erime pikinin kaybolmasi iki olasilikla acikianmi
ornek, hazirlama yontemi sirasinda amarfigtir veya gercek kompleks
meydana gelmgtir (Nacsa ve ark., 2008).

F-FD kati kompleksinde FZ'nin erime piki mevcut olmamakla birlikte,
digerlerinden farkl olarak, 140-180 aralgindaki sicakliklara yayilngiyayvan
ve yeni bir pik ortaya cikmgiir, bu pikin ortaya ¢ikmasinin ise, literatirde ayni
dondurarak kurutma yodntemi ile elde edilen benzer sonuctgarolgercek
inklizyon kompleksinin erimesine @la oldugu dugindlmigur (Castillo ve ark.,
1999).

Tum formdlasyonlar igin yapilan gerlendirmeler ayrica IR, XRD ve NMR
analizleri ile desteklenecektir.

Cozundrligin Saptanmasi

FZ/B-CD komplekslerinin saf su ortaminda 25°C’'de gerggkien ¢cozinurlik
degeri sonuclan Cizelge 21'de gosteriktir.

Cizelge 21. Flukonazop-Siklodekstrin Komplekslerinin Saf Sudaki Cozunurlik
Degerlerine ait Bulgular

Kompleks Kodu | Ortalama Céziinurliik (mg.mL™) + SS + SH
F-FD 8.359 0.027 0.016
F-SD 7.806 0.062 0.036
F-CE 7.883 0.518 0.299
F-KN 8.270 0.116 0.067

FZ'nin sudaki cozinurluk deri (5.55 mg.mL) ile bulunan dgerler
karsilastinldiginda hazirlanan tum komplekslerde FZ c¢ozunurliginan grtmi
oldugu gorulmektedir. Kompleks olugu ile ¢ozindrlikte agti gozlenmesi
literattirde sik gortlen ve beklenen bir sonuctur (Moyano ve ark., 1997; Kang ve
ark., 2002; Al-Marzoqui ve ark., 2009).

Parcacik Sekli Analizleri

Stereomikroskop ile yapilan parcagekli analizlerine ait goruntule$ekil 45'te
sunulmugur. Elde edilen sonuclardan, hazirlama sonyekilsel olarak birbirine
benzer ve iyi dailim gosteren Urinler elde edilgtir. Ayrica formilasyon sonrasi
partiktl blytmesinin izlenmemesi de olumlu bir bulgudur.
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Sekil 45. Flukonazol ve FlukonazoB-Siklodekstrin Komplekslerinin Stereomikroskop
Gorintileri

X-lsint Kirtnim Analizleri
FZ komplekslerinin XRD profiller§ekil 46’da sunulmutur.

Sekil 46'daki FZ kati komplekslerinin Xsini kirinim analizleri incelendinde,
F-FD, F-SD ve F-CE kodlu formulasyonlarda FZ'nin karakteristik piklerinin
tamaminin kayboldugu gorulmiily. Literatirde bu U¢ formulasyonda da oldug
gibi, kristalinitenin kayboldugu bir ¢aimada bu sonuc¢ inklizyon kompleksi
olusumuna bir kanit olarak @erlendirilmistir. Ancak dger taraftan, dondurarak

ve puskurterek kurutma proseslerini takiben ilacin amorfizasyonu bilinen bir
gercektir. X-gin1 verileri ise boyle durumlarda yapinin gercek inklizyon
kompleksi mi yoksa amorf bgenlerin homojen dispersiyonu mu oldugunu ayirt
edememektedir (Redenti ve ark., 1996). Bununla birlikte, DSC analiz sonuglari
g0z O6nune alinginda FZ erime pikinin kaybolmasi ile bu X¥ni kirinim verileri
desteklendiinde inkliizyon kompleksi oltggu dugindlebilir.
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Infrared Analizleri

FZ komplekslerinin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR
spektrumlari $kil 47°’de sunulmutur.

Mﬁ-cn
MMWF—FD
WF-SD
M F-CE

4000 3200 2400 1800 1400 1000 600 400

% Gecirgenlik

Dalga boyu (cm™)

Sekil 47. Flukonazolf-Siklodekstrin Komplekslerinin infrared Analizi Spektrumlar

Sekil 47'deki saf FZ,p-CD ve FZB-CD komplekslerine ait IR spektrumlari
birlikte degerlendirildiginde, genel olarak tim komplekslerdeki FZ piklerinde saf
maddeye oranlagiddet azalmasi mevcuttur. Hatta FZ'nin 1137 ‘aeki piki
B-CD’nin —OH piki ile értilerek neredeyse kaybolrturs Kompleksler arasinda
F-KN'de FZ'ye ait piksiddetleri en yuksektir. Bunun yaninda F-CE’deki 968 ve
1503 cmdeki pikler ve F-FD'deki 1503 citideki pik siddetleri dier
komplekslere gore daha dikssiddete sahiptir. 1625, 1624 €ngibi —CN grubuna
ait absorpsiyon bantlarininsiddetindeki zayiflamanin  —CN  grubunun
siklodekstrinin icine yerlgigine iliskin bir sonug verdii literattirde belirtilmgtir
(Jianbin ve ark., 2002). Benzer durum galkmizda 1621 ve 1503 crdeki C=N
piklerinde de mevcut oldugu igin literatr ile uyumludur.

NuUkleer Manyetik Rezonans Analizleri

FZ/B-CD komplekslerinin *H-NMR analizine ait spektrumlaSekil 48'de
sunulmusur.

Sekil 48de yer alan FZ komplekslerine (F-FD, F-SD, F-CE ve F-KN) ait
spektrumlar dgerlendirildiginde, elde edilen spektrumlarda hem FZ hemBde
CD'ye ait karakteristik proton pikleri gorilmektedir. Kompleks spektrumlarinda
B-CD'ye ait proton piklerinde F-FD, F-SD, F-CE ve F-KN komplekslerinde
sirasiyla 0.078, 0.049, 0.026 ve 0.028 ppngedede kaymalar gorulmtigr.

B-CD protonlarindaki kayma derlerinin artmasi, yapinin elektron agisindan
zengin gruplari icermesinin sonucudur. Bu nedenle FZ yapisindaki fenil ve triazol
gruplarinin B-CD bogugundaki protonlar ile etkilgigi ileri stralmuagar
(Upadhyay ve Kumar, 2009).
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Sekil 48. Flukonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin *H-NMR Analizi Spektrumlari
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FZ/B-CD komplekslerinin **C-NMR analizine ait spektrumlaSekil 49'da
sunulmusur.

| 1] | ] | l | | \ . N FZ

.

}{ [T | 1 F-FD

| o | | } F-SD

) M 1 l | ‘ F-CE

F-KN

T T T T T T T T T T T T T T !
200 150 100 0 [ppmn]

Sekil 49. Flukonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin *C-NMR Analizi Spektrumlari

Sekil 49'da sunulan FZ(-CD ve FZB-CD komplekslerine ait spektrumlar
degerlendirildiginde, FZ kompleksleri spektrumlarinda hem FZ heng-d&D’ye

ait karakteristik pikler goérilmektedir. FZ yapisinda bulunan —Fl substitiie benzen
halkasina ait piklerde gorulen kaymasederi FZ ile-CD arasindaki etkikemin
gostergesidir (Wen ve ark., 2004; Misiuk ve Zalewska, 2009).
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Etkin Madde Miktar Tayini

FZ iceren komplekslerde, YBSK yontemi ile yapilan tayinlerden elde edilen

sonuglar Cizelge 22'de sunulntus.

Cizelge 22. FlukonazoP-Siklodekstrin Komplekslerine ait % YUklenen Etkin Madde
Miktarlarinin Ortalamalari ve Standart Sapma Degerleri (n=3 —her bir seri igin-)

Kompleks % Yuklenen FZ Miktari
Kodu 1.seri 2.seri
F-FD 25.466 £ 0.734 25.382 £ 0.180
F-SD 22.219 £ 0.264 -
F-CE 24528 + 0.786 23.008 £ 0.183
F-KN 21.981 £0.741 22.952 +0.283

Antifungal Etkinlik Calgmalari

YONTEMLER bolumianun ilgili kisminda anlatilgh sekilde gerceklgtirilen
calsma sonunda izlenen SGA besiyerine ait goruntilekil 50'de, dlcllen
degerler iseCizelge 23de sunulmutur.

Sekil 50. Flukonazol ve FlukonazoB-Siklodekstrin Komplekslerine ait inhibisyon Zonlari
FzZ (1), F-CE (2), F-KN (3), F-FD (4)
A: 4 mg FZ iceren uygulama B: 8 mg FZ iceren uygulama

Cizelge 23. Flukonazol ve Flukonazdd+Siklodekstrin Komplekslerinin Candida albicans
Uzerinde Olusturduklari inhibisyon Zonlari (n=4)

Kompleks Zon Cap! (mm)
Kodu Uygulanan Etkin Madde Uygulanan Etkin Madde
Miktari: 4 mg Miktari: 8 mg

FZ 0 0

F-FD 21.75+2.36 A 28.75+150 A
F-CE 0 0

F-KN 0 0

(A: Azaltma)
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Sekil 50 ve Cizelge 23degerlendirildiginde, saf FZ, F-CE ve F-KN'nin belirtilen
konsantrasyonlard€andida albicandizerine antifungal etkinliklerinin olmagi
gorulmektedir. Saf FZ, F-CE ve F-KN’'de uygulanan etkin madde miktarlari
literatirden alinngi olup (Marangon ve ark., 2004), gahanin devaminda
miktarin arttiriimasina ihtiya¢ duyuldugu tespit editini

Cizelge 23incelendginde yalnizca F-FD kodlu kompleksin 4 mg’inda 21.75 mm,
8 mg’inda da 28.75 mm zon c¢apina sahip azaltici bir etkinin tespit gedildi
gorulmektedir. “Azaltici etki” zon icerisindeki mikroorganizmalarin tamaminin
Olmedgini, yalnizca sayica azalmanin meydana g@eidi belirtmek igin
kullanilmis bir ifadedir. Saf FZ'de gdzlenmeyen bu etkinin FZ'nin ¢oézunurlik
degserinin en fazla artmgi oldugu bu komplekste ortaya c¢ikmasi, FZ'nin
fizikokimyasal 6zellgindeki degisime ek olarak farmakolojik etkide de @gmin

s6z konusu olabile@i dustindtrmagur.

FZ Kompleksleri ile Hazirlanan Kapstiller Uzerinde Yapilan Cahalar
Agirlik Sapmasi

Saf FZ ve FZ3-CD kompleksleri ile 50 mg doz icerecakkilde doldurulan

kapsillerin ve FZ piyasa kapsulunin ortalangalélari, standart sapmalari ve
standart hatalarCizelge 24’te sunulmugr. Ayrica bosve dolu kapstllere ait
goruntuler kil 51'de yer almaktadir.

Sekil 51. Bas Seliiloz Kapsiil Kabyguna ve Saf Flukonazoligeren Seliiloz Kapsiillere ait
Gorlntuler

Cizelge 24. Flukonazol ve Flukonazdp-Siklodekstrin Komplekslerini iceren Sert Seliiloz
Kapsillerin ve Flukonazol Piyasa Kapsulinin (Fluzolg) Agirlik Degerleri (n=6)

Formulasyon Kodu | Ortalama agirlik (g) +SS + SH

FZ-Cap 0.138 0.002 0.0008
F-FD-Cap 0.285 0.001 0.0004
F-SD-Cap 0.315 0.002 0.0008
F-CE-Cap 0.306 0.014 0.0060
F-KN-Cap 0.318 0.003 0.0012
Fluzolé® 0.168 0.003 0.0012
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Cozunme Hizi Testleri

Cozunme hizi calmalari sonucunda elde edilen veri@eelge 25'te, elde edilen
¢cbzinme hizi profilleri 8kil 52’de sunulmutur.

Bu calsma sirasinda ¢6zinme ortamina konulan piyasa kapsulinin 20.dk’da, toz
FZ ve FZB-CD kompleksleri ile doldurulan kapsullerin 10.dk’da tamamen
dagildiklari goralmuagir. Kullanilan sert seltloz kapsil kadwnun, piyasa kapsul
kabuguna gore daha hizli ¢ozinmesi nedeniyle; piyasa preparatindan 20.dk’da
% 11 FZ salinirken, FZ ve HZCD kompleksleri ile doldurulan kapstllerde
20.dk % 78-89 oraninda gigen miktarlarda FZ salingtir.

Hazirlanan kapsullerin tamami birlikte @glendirildiginde, FZ-Cap’in 45.dk’da

% 105’e, F-KN-Cap, F-CE-Cap, F-SD-Cap ve F-FD-Cap’in ayni surede sirasiyla
% 98, % 96, % 95 ve % 99 etkin madde saliminatigiagorilmektedir. Piyasa
preparatinin % 99 etkin madde salimingmiasi igin 240 dk zaman gegti.

Bu sonugclar géz 6nine aligghda piyasa preparatindan FZ saliminin, hazirlanan
kapsul formulasyonlarina gore daha yavaerceklgtigi acgiktir. Kapsul
formllasyonlarimizdan piyasa preparatina gore daha hizh etkin madde salimi,
kompleksler izerinde 6nceden tespitgttiz FZ'nin saf sudaki ¢ozunurlik agt
nedeniyle beklenilen bir sonuctur. Paralel olarak saf FZ ile hazirlanan FZ-Cap
formulasyonunun da FZ'nirglem gormemy olmasi nedeniyle piyasa preparatina
benzer hatta daha yavaalim vermesi beklenmiancak sonu¢ bdyle olmaghr.
FZ-Cap ve FZ kompleksleri ile hazirlanan kapsullerin birbirine yakin sonug
vermesi isesOyle aciklanmytir. Kullanilan tim kapsullerin ayni numaraya sahip
olmasi nedeniyle 50 mg saf FZ'nin bulundugu FZ-Cap formilasyonunda
kullanilan FZ deneyin yapilgh ortam sivisinda kolayca giémis; buna kagilik 50

mg FZ icermesi igin, kompleksler ile kapsullere ~ 220 mg kompleks kutlesi
konulmus ve vyerlatirilerek doldurulmus olan kitlenin ¢ézinme ortaminda
dagilmasi ve ¢Ozunmesi saf FZye gore guggietir.  Ayrica
formulasyonlarimizdaki standart sapma&eiterinin piyasa preparatina gore daha
kicuk degerlerde olmasi, birbirine yakin sonuclar nedeniyle de guvesgilirli
artirmstir.

Istatistiksel acidan coziinme profillerinin “yeterince yakin” olup olgmadh
degerlendiriimesine yonelik olarak, resmi otoritelerce de kabul edilen iki yontem
gelistirilmi stir: f1 (fark etkeni) ve f(benzerlik etkeni) (&abeyoglu, 2007).
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1 2
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Cozinme hizi profillerinin  kadastiriimasi sonucu elde edilen farkj)(fve
benzerlik (§) etkenleri Cizelge 26’da ve Cizelge 27’'de sunultous

f,=50log

2

Cizelge 26. Flukonazol ve Flukonazd-Siklodekstrin Komplekslerini iceren Kapsiiller ile
Flukonazol Piyasa Kapsiliiniin (Fluzol&) Céziinme Profillerinin Kar silastiriimasina ait
Fark (f,) ve Benzerlik (£) Etkenleri

FZ-Cap F-FD-Cap | F-SD-Cap | F-CE-Cap| F-KN-Cap
f1 58.740 52.182 48.340 49.903 50.74
fa 18.824 19.059 19.424 19.734 19.37¢

Cizelge 27. FlukonazoB-Siklodekstrin Komplekslerini iceren Kapsiiller ile Flukonazol

Kapsulinin Cézinme Profillerinin Kar silastiriimasina ait

Fark (f,) ve Benzerlik (£) Etkenleri
F-FD-Cap | F-SD-Cap | F-CE-Cap| F-KN-Cap
f1 7.369 10.188 8.208 8.051
fa 55.570 48.643 53.590 53.878

iki formilasyon arasinda benzerlikten bahsedebilmek igideterinin 0’a;
degerinin de 100’e yakin olmasi gerekmektedir. Genellikie fL5’e kadar (0-15)
ve K’'nin de 50’den buyuk (50-100) olmasi yeterli gorilmektedigdBeyoglu,
2007).

Cizelge 26'ya gore tum kapsul formulasyonlarinin ¢ézinme profiline jait f
degerlerinin 15'ten buyilk, Jfdegerlerinin de 50’den kucik olmasi nedeniyle
kapsil formilasyonlari ile referans driine (FluZplait ¢oziinme profillerinin
benzer olmadiklari agikga gorulmektedir.

Benzersekilde Cizelge 27 dgerlendirildiginde, f degerlerinin 15ten kuguk, f
degerlerinin de 50’den buyuk olmasi (F-SD-Cap hari¢) nedeniyle FZ-Cap ile
FZ/B-CD komplekslerini iceren kapsillerin  ¢ézinme profilleri  benzer
bulunmugur.
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KZ ve #CD Uzerinde Cozunurlik Faz Diyagrami Camalari
Cozunurluk Faz Diyagrami icin Denge Siresinin Belirlenmesi

Yontemler kisminda anlatiigh sekilde gerceklgtirilen deneyler sonucu elde
edilen sonuclarda, KZ ¢ozunurliginin calkalama siresi gkililiolarak arts
gostermesi ancak 3. gunde de en yuksek c¢ozunurlgiride ulamasi ve bu
sureden sonra da artgostermemesi nedeniyle, ¢ozunurlik dengesingmak
icin 3 gunluk sdrenin KZ igin yeterli olduguna karar vergtimi Bu calsmalarda
en yiksek ve en tutarli ¢ozunurluk géeleri vermesi nedeniyle secilgnblan
vibrasyonlu yatay c¢alkalayici kullanilgtir.

Cozunurluk Faz Diyagraminin Saptanmasi

YONTEMLER kisminda anlatiigh sekilde elde edilen KZ c¢ozunurlik faz
diyagrami kil 53'te sunulmutur.

1

8.9 -

88

08,7

05

85

84 -

mM Ketokonazol

083

8.2 -

8,1

0 . . : : :
0 2 4 6 8 10 12
mM Beta-Siklodekstrin

Sekil 53. Ketokonazol'iin Coézunurlik Faz Diyagrami

Farkli B-CD konsantrasyonlarina kark KZ konsantrasyonu grajfe
gecirildiginde elde edilen ¢ozunurlik diyagraminin Higuchi'nin ¢ozunurlik faz
diyagramlarindan A tipi diyagrama uygunluk gostegdi tespit edilmstir
(Sekil 53). A_ tipi diyagram elde edilmesi nedeniyle KZ komplekslerinin
hazirlanmasinda 1:1 molar oranda BZD kullaniimasina karar verilgtir
(Higuchi ve Connors, 1965).

91



@» ANADOLU UNIVERSITESI

KZ/p-CD Kompleksleri Uzerinde Caimalar
Verim Degeri

KZ/B-CD kompleksleri igin hesaplanan verim gdderi Cizelge 28'de
sunulmusur.

Cizelge 28. Ketokonazofl-Siklodekstrin Komplekslerine ait Verim Degerleri

Kompleks o Yerm Ort. Verim £ SS
Kodu 1.seri 2.seri 3.seri

K-FD1 51.01 62.82 63.36 59.06 + 6.981
K-FD2 72.05 90.54 92.60 85.06 + 11.34]1
K-FD3 99.84 97.89 99.98 99.24 +1.169
K-SD 51.00 - - -

K-CE 91.22 99.95 97.72 96.30 + 4.539
K-KN 91.34 96.69 92.37 93.47 +2.838

Degerler incelendiinde, yogurma, birlikte buhagarma ve dondurarak kurutma
yonteminin Ug¢inct yonteminde % verim sonuclarinin yiuksek (% 93, % 96 ve
% 99), seriler arasi farkin ise diks oldugu gorulmektedir. Seriler arasi SS
yuksek olmakla birlikte, % verim deri acisindan dondurarak kurutma
yonteminin ikinci yontemi de, nispeten yiksek verinfieténe sahiptir (% 85).

Dondurarak kurutma yodnteminin birinci yonteminde, calkalamadan sonra
¢ozunmeden kalan KZ'nin suzilerek ortamdan ayrilmasi nedeniyle verim % 59'a
dusmusttr. Cihaz parcasinin bozulmasi nedeniyle yalnizca birinci seri Uzerinden
hesaplanan puskurterek kurutma yonteminin veriggedg% 51) ise literatur ile
uyumludur (Bittner ve ark., 1998).

Termal Analizleri

Farkll dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan (KZD komplekslerinin ve
bunlarin plasebo formilasyonlarinin DSC analizlerine ait termograSdki
54'te sunulmutur.

Yogurma, birlikte buharlgtirma ve puskurterek kurutma yontemi ile hazirlanan
KZ/B-CD komplekslerinin DSC analizlerine ait termogramlar $ekil 55de
sunulmugur. Dondurarak kurutma yonteminin birinci ve ikinci ybnteminde
kullanilan formilasyonlar kalitatif ve kantitatif olarak ayni ve formilasyon
basamaklar da sizmgami disinda benzer oldugu igin, plasebo formilasyonlar
ikinci ve tclncu yontemler tzerinde gdmistir.
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Sekil 54. Farkh Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazol-Siklodekstrin Komplekslerine ve Plasebo Formilasyonlara ait Termogramlar
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Sekil 55. Ketokonazolf-Siklodekstrin Komplekslerine ait Termogramlar
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Kompleks olugimunu dogrulamak icin KBLCD kati komplekslerinin termal
davrangi DSC ile incelenmstir. KZ'nin DSC termograminda 154.7€’de erime
piki mevcuttur. Sap-CD termogrami ise dehidratasyogamasindaki su kaybini
gosteren geriendotermik pik gosterrytir.

Farkli  dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan formulasyonlarin
termogramlari, plasebo formuilasyonlar ve saf madde termogramlari ile
karsilastirildiginda, tim formualasyonlarda KZ'ye ait endotermik pikin kayboldugu
goralmugdr (Sekil 54). Bu sistemlerde endotermik piklerin kaybolmasi, 1:1 molar
orandaki KZ veB-CD’nin kompleks oluturmasinin acik kanitidir. Bu sonug
literattr tarafindan da desteklenmektedir (Yazan ve Sumnu, 1994; Rawat ve Jain,
2004).

Diger hazirlama yontemleri ile elde edilen formilasyonlarin termogramlari
incelendginde §ekil 55), K-SD’de kristalin yapilarin amorfa donmesi nedeniyle
hem KZ'nin erime piki hem d@-CD’nin yayvan endotermik dehidratasyon piki
kaybolmugur. K-KN'de KZ piki kaybolmus kompleks olugmunu dgindiren
yeni bir endotermik pik olupustur. K-CE formilasyonunda ise KZ'nin erime
derecesine kanik gelen bir endotermik pik mevcuttur. Birlikte buhatlama
yontemi ile hazirlanmgi olan K-CE o6rnginin DSC erisinde izlenen KZ pik
siddetindeki azalma, KZ il@-CD arasindaki etkilgnenin azlgini gostermektedir.

Bu nedenle, bu formilasyonda gercek kompleks ushunun gercekignedgi
dusinulmisg bunu destekleyebilmek icin ek analizlere gegitmi

Benzersekilde tim formulasyonlar icin yapilan g&rlendirmeler ayrica IR, XRD
ve NMR analizleri ile desteklenecekitir.

COzundrligin Saptanmasi

KZ/B-CD komplekslerinin saf su ortaminda 25°C’de gerggikilen ¢cozuntrlik
degeri sonuclan Cizelge 29'da gosteriktir.

Cizelge 29. Ketokonazof-Siklodekstrin Komplekslerinin Saf Sudaki C6zunirlik
Degerlerine ait Bulgular (n=3)

Kompleks Kodu | Ortalama Céziinurlik (mg.mL™) + SS + SH
K-FD1 2.581 0.153 0.088
K-FD2 0.562 0.012 0.006
K-FD3 > 65.226 - -

K-SD 2.420 0.104 0.060
K-CE 1.184 0.192 0.111
K-KN 0.683 0.013 0.007
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KZ ile yapillan cakmalarda; KZ'nin suda ¢6zinmeyen bir madde olmasi ve
kullanilan analitik yéntemin duyarlginin él¢ciim igin yeterli olamamasi nedenleri
ile KZ'nin saf sudaki ¢ozunurlik dgeri tespit edilemengiir. Ayni analitik
yontem ve ayni madde ile c¢alip, komplekslerinde o6lculebilir ¢ézunurluk
degerlerinin tespit edilmesi KZ'nin saf sudaki ¢ozunudigin artmy oldugunu
ispatlamaktadir.

Dondurarak kurutma yodntemine ait dglncu yontem ile hazirlanan kompleks
tizerinde gercekigirilen ilk deneyde, KZ'nin 65.226 mg.mtoranindan daha
yiksek oranda ¢oziinebilggdespit edilmstir. Hem ¢dzunarlik saptanmasi icin
yiksek miktarda formilasyona ihtiyac duyulmasi hem de hazirlama
basamaklarindan kurutmayi takiben formulasyonda meydana gelen (turuncu)
renklenme nedeniyle bu formulasyon igin ¢6zunUrlik saptanmasina ait 2. ve 3.
deneyler yapiimangive ileri argtirmalara gidilmemtir.

Parcacik Sekli Analizleri

Stereomikroskop ile yapilan pargagekli analizlerine ait goruntulegekil 56’da
sunulmugur. Elde edilen sonuglardan, hazirlama sonyakilsel acidan birbirine
benzer iyi dgihm gosteren Urinler gozlengtir. Ayrica formuilasyon sonrasi
partiktl blyimesinin izlenmemesi de olumlu bir bulgudur.

X-lsint Kirtnim Analizleri

KZ/B-CD komplekslerinin XRD profilleriSekil 57-58de sunulmutur. Sekil 57-
58'deki KZ/B-CD kati komplekslerinin Xsini kirinim analizleri incelendinde,
K-FD1, K-FD2, K-FD3 ve K-SD kodlu formilasyonlarda KZ'ye ait tim
karakteristik pikler kaybolmusrr. S6zkonusu dort formilasyonda da benzer
olarak, proses sonucunda amorf Urin ahgna neden olan dondurarak ve
puskirterek kurutma yontemleri kullanigr. Bu nedenle bu formulasyonlarda
KZ piklerinin izlenememesi kagimin amorf yapisindan dolayl beklenen bir
sonuctur (Demirel ve ark., 2006). Boyle bir durumda isesitikirinim analizi

ile karsimin gercek inklizyon kompleksi mi yoksa amorf f@elerin homojen
dispersiyonu mu oldugu ayirt edilememektedir (Redenti ve ark., 1996). Ancak bu
dort formulasyona ait XRD verileri ile DSC analizlerinde KZ erime piklerinin
kaybolmus olmasi bilgileri birlikte dgerlendirildiginde yapinin inklizyon
kompleksi olma olasih guclenmektedir.

K-CE kodlu formulasyonda KZ'nin tiim pikleri mevcut oluygddetlerinde azalma
gorulmugur. Yalnizca 17.3226 degerindeki piktesiddet artgl vardir. Bu veriler,
literatire benzer olarak, hazirlama yontemleri arasinda en fazla kristalin yapi
gosteren yontemin birlikte buhagtama yontemi oldugunu ispatlagtir
(Fernandes ve ark., 2002). Karakteristik KZ piklerinin izlenmesi KZ igin birlikte
buharlgtirma yontemi ile gercek inklizyon kompleksi hazirlanargeul
gostermgtir. Bu dezerlendirmeyi formilasyonun DSC analizinde go6zlenen KZ
erime piki de desteklemektedir.
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Sekil 56. Ketokonazol ve Ketokonazofl-Siklodekstrin Komplekslerine ait Stereomikroskop
Gorantileri
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Sekil 57. Farkh Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan

Ketokonazol/B-Siklodekstrin Komplekslerinin ve Plasebo Formilasyonlarin
X-lsini Kirinim Profilleri
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Sekil 58. Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin X-Isini Kirinim Profilleri

Ekonazol ile yapilan benzer bir gahada birlikte buharkirma yontemi ile elde
edilen drinde, Onemlsiddet azalmasina gamen yine de ekonazol vB-CD
karakteristik piklerinin tespit edilebilir olmasi, drtinde ilacin kristalinitesini
surdurdugiuni gosterstir ve B-CD ile kismen bir etkilgme oldugu belirtilmgtir
(Al-Marzougi ve ark., 2008).

K-KN kodlu formilasyonda ise FZ'nin ayni yogurma yontemi ile hazirlanan
formilasyonunda oldug gibi, etkin maddenin karakteristik piklerinin pek ¢ogu
kaybolmusolup, ensiddetli iki pik izlenebilmitir. K-KN kodlu formulasyondaki
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KZ'ye ait bu pikler 17.32ve 20.60 20 deserindeki karakteristik piklerdir. Say!
ve siddetlerinde azalma godzlenmesingmeen, yogurma yontemi ile hazirlanan
K-KN formulasyonunun difraktograminda KZ piklerinin vaili serbest kristalin
yapidaki KZ’'nin ortamdaki vargini ve literatir bulgusunu desteklemektedir
(Badr-Eldin ve ark., 2008).

Infrared Analizleri

KZ komplekslerinin KBr ile hazirlanan diski kullanilarak elde edilen IR
spektrumlari $kil 59-60ta sunulmytur.

W K7
M p-CD
W K-FDI1
W K-FD2
M PLA FD2
W K-FD3
MPLA FD3

4000 3200 2400 1800 1400 1000 600 400
Dalga boyu (cm™)

% Gecirgenlik

Sekil 59. Farkli Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazol/B-Siklodekstrin Komplekslerinin ve Plasebo Formilasyonlarin
infrared Analizi Spektrumlari

MWW .
M p-CD
W K-SD
MWW K-KN

4000 3200 2400 1800 1400 1000 600 400
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% Gecirgenlik

Sekil 60. Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin Infrared Analizi Spektrumlari
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KZ'nin farkh dondurarak kurutma yoéntemi ile hazirlanan ¢ kompleksi (K-FD1,
K-FD2, K-FD3) ile saf KZ'nin IR spektrumlari birlikte @erlendirildiginde
(Sekil 59), tim komplekslerde 1458, 1291, 1244 ve 1106“deki pikler
kaybolmugur. —CN grubuna ait 1512, 1585 ve 1646 ‘crpikler K-FD1
yonteminde tamamen kaybolurken, K-FD2'de 1512"cfeki pik mevcut ancak
siddeti azalmy, K-FD3'te ise 1512, 1585 ve 1646 tideki pikler yine mevcut
fakat siddetleri azalmgtir. Tam karakteristik piklerde ve 0zellikle de —-CN
grubundaki piklerde gozlenen gigimler KZ'nin —CN grubununB-CD igerisine
yerlestigine iliskin sonug vermsitir (Jianbin ve ark., 2002).

Sekil 60'ta yer alan KZ ve KZ-CD komplekslerinin IR spektrumlari
incelendginde, K-KN kodlu formilasyonda KZ'nin tim karakteristik pikleri
mevcut olupsiddetleri azalmygtir. Diger iki formulasyonda da (K-SD ve K-CE’'de)
ise 1512 ve 1244 cirdeki piklerin siddetinde azalma; 1106, 1219, 1458, 1585 ve
1646 cmdeki piklerin izlenmedii goriilmektedir.

Nukleer Manyetik Rezonans Analizleri

KZ/B-CD komplekslerinin'H-NMR analizine ait spektrumlagekil 61-62'de
sunulmugur. KZ'nin farkli dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan ug
kompleksi (K-FD1, KFD2, K-FD3) ile saf KZ ve plasebo formulasyonlarin
(PLA FD2 ve PLA FD3)'H-NMR spektrumlar birlikte dgerlendirildiginde
(Sekil 61), KZ/B-CD komplekslerinde hem KZ'ye hem ¢eCD’ye ait pikler
gorulurken, plasebo formuilasyonlarda yalnizBeCD’ye ait proton pikleri
gorilmektedir. Dondurarak kurutma yontemlerititNMR spektrumunda KZ ile
komplekslgme sonucunda aromatik halka protonlari piklerinde K-FD1'de 0.082
ppm yukar alana kayma, K-FD2 ve K-FD3 komplekslerinde 0.070 ppm ve 0.361
ppm &agl alan kayma gorulmigr. Bu piklerde meydana gelen kaymanin KZ
yapisindaki aromatik gruplarin (benzen halkasi ya da diklorofenil y@p@&D) ile
etkilesmesi sonucu goruldugu 6ngdorulntig (Becket ve ark., 1999).

Farkli dondurarak kurutma yontemlerine ait spektrumlarda KZ'nin —-CH
gruplarina ait pikler-CD’nin —CH gruplarina ait pikler tarafindan ortulnhiir
B-CD’ye ait 3-4 ppm arafinda gozlenen bu proton piklerinde meydana gelen
morfoloji degisimleri ve kaymala3-CD’nin —OH gruplarinin KZ ile etkilgigini
gostermektedir (Becket ve ark., 1999 CD’nin proton piklerinde meydana gelen
kayma dgerlerinin K-FD1'de daha yiksek olmasi nedeniyle bu komplekste daha
kuvvetli etkilesim oldugu duginulmugur (Becket ve ark., 1999; Bilensoy ve ark.,
2007).

Sekil 62'de yer alan KZ ve KZ-CD komplekslerinin®H-NMR spektrumlari
incelendginde, KZ'nin aromatik halka protonlarina ait piklerde K-SD, K-CE ve
K-KN olmak Uzere, sirasiyla 0.2856, 0.0798, 0.0950 ppm’lik kaymgertsi
goralmugdr. B-CD yapisindaki —CH gruplarina ait kaymagederi ise ~ 0.54
ppm ile birbirine benzerlik goOsterir. Kayma glerinin artmasi ile
komplekslgmenin ve etkilgimin arttigi literatirde belirtildginden, yiksek kayma
degerleri ile dondurarak kurutma yontemlerinin timinde egkidn oldugu ve
diger kompleksler g6z Onine aligthda en dugk etkilesimin birlikte
buharlgtirma yontemi ile elde edildi gorulmektedir. Ayrica piklerde gorulen
kayma dgerleri, sterik diizensizle bali olarak inklizyon kompleksi olugnunu
da desteklemektedir (Becket ve ark., 1999; Nagase ve ark., 2001).
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Sekil 61. Farkli Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazol/B-Siklodekstrin Komplekslerinin ve Plasebo Formilasyonlarin
'H-NMR Analizi Spektrumlari
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Sekil 62. Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin *H-NMR Analizi Spektrumlari
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KZ/B-CD komplekslerinin®*C-NMR analizine ait spektrumlagekil 63-64'te
sunulmusur.
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Sekil 63. Farkl Dondurarak Kurutma Ydntemleri ile Hazirlanan
Ketokonazol-Siklodekstrin Komplekslerinin ve Plasebo Formilasyonlarin
¥C-NMR Analizi Spektrumlar
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Sekil 64. Ketokonazolp-Siklodekstrin Komplekslerinin **C-NMR Analizi Spektrumlari

Sekil 63te yer alan farkli dondurarak kurutma yontemleri (K-FD1, K-FD2 ve K-
FD3) ile hazirlanan KZ-CD komplekslerinde KZ v@-CD’ye ait karbon pikleri
gorulurken; plasebo formuilasyonlarda yalnif=&D yapisindaki glukopiranoz
Unitesine ait altt adet karbon piki goérilmektedir. K-FD1 kompleksine ait
spektrumda KZ degimi dustkligine bgli olarak KZ'ye ait pik siddetleri
dusiiktir. B-CD’ye ait piklerde meydana gelen kaymageeri B-CD ile KZ
arasinda meydana gelen etkihein gostergesidir (Wen ve ark., 2004; Misiuk ve
Zalewska, 2009).

Dondurarak kurutma yontemlerine benzer olargkkil 64'te yer alan dier
yontemlerle hazirlanan komplekslerde de (K-SD, K-CE ve K-KN) hem KZ'ye
hem dep-CD'ye ait pikler gorulmektedir. Kompleks spektrumlarinda KZ'ye ait
tum piklerin gorilmemesi ile birliktep-CD piklerinde meydana gelen kayma
deserleri nedeniyle 3-CD ile KZ arasinda etkigm oldugu dugindimugtr
(Misiuk ve Zalewska, 2009).
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Etkin Madde Miktar Tayini

KZ/B-CD kompleksleri tzerinde YBSK yontemi ile yapilan tayinlerden elde
edilen sonuclar Cizelge 30’da sunulrwrs

Cizelge 30. Ketokonazof-Siklodekstrin Komplekslerine ait % Yiklenen Etkin Madde
Miktarlarinin Ortalamalari ve Standart Sapma Degerleri (n=3) (her bir seri i¢in)

Kompleks % Yuklenen KZ Miktari Ort. + SS
Kodu 1.seri 2.seri 3.seri (n=9)

K-FD1 5.374 5.272 5.352 5.333 + 0.054
K-FD2 16.753 33.558 34.413 28.241 + 9.958
K-FD3 27.367 28.277 25.911 27.185+ 1,193
K-SD 32.555 - - -

K-CE 33.668 35.419 27.722 30,603 + 6.881
K-KN 30.489 29.279 32.321 34.369 £ 7.791

Antifungal Etkinlik Calgmalari

B-CD, plasebo formilasyonlarda ve DMSO ile % 501lik MeOH uzerinde
ylrutilen antifungal etkinlik kontrol testine yonelik gatanin sonuclari
Sekil 65-66'da ve Cizelge 3He verilmitir.

Sekil 65-66 ve Cizelge 31 incelendginde kompleks olgumunda kullanilan
tastyict maddenin, gerek saf halde gerekse kompleks halindeki etkin maddenin
besiyerine ¢ozeltgeklinde tgainmasinda kullanilan ¢éziciler@andida albicans
tzerine antifungal etkinliklerinin olmagihi gorilmektedir. Tayici ve ¢ozuculerde
etkinliginin mevcut olmamasi, etkin madde ile yapilansgadlarda gercekiecek

olasi etkinlik élcimlerinde hataya yol acmamasi acisindan beklenilen ve istenilen
bir sonugtur.

Sekil 65. B-Siklodekstrin ve Plasebo Formilasyonlara aiinhibisyon Zonlari

PLA FD2 (11) (333 mg.mLY), PLA FD3 (12) (333 mg.mLY), p-CD (13) (104 mg.mL"),
B-CD (720 mg.mL?)
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Sekil 66. Kullanilan Coziiciilere aitinhibisyon Zonlar

Cizelge 313-Siklodekstrin, Plasebo Formilasyonlar ve CoziiculerirCandida albicans

Uzerinde Olusturduklari inhibisyon Zonlari

Kompleks Kodu | Uygulanan Madde Konsantrasyonu| Zon Capi(mm)
PLA FD2 333 mg.mL* 0
PLA FD3 333 mg.mL* 0
B-CD 104 mg.m(* 0
B-CD 720 mg.mL* 0
DMSO % 100 0
MeOH % 50 0

KZ ve KZ/B-CD kompleksleri ileCandida albicanstizerinde gercgekiérilen

antifungal etkinlik calkmalari sonunda izlenen SGA besiyerlerinde afus
inhibisyon zonlarina ait gérunttl&ekil 67°'de, zon caplarina ait dlcllengizler

ise Cizelge 32ie sunulmukur.
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inhibisyon Zonlari

C: 0.39 mg KZ iceren uygulama
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Sekil 67. Ketokonazol ve Ketokonazof-Siklodekstrin Komplekslerine ait
KZ (5), K-CE (6), K-KM (7), K-FD1 (8), K-FD2 (9), K-FD3 (10)

A: 0.13 mg KZ iceren uygulama B: 0.26 mg KZ iceren uygulama
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Cizelge 32. Ketokonazol ve KetokonazdifSiklodekstrin Komplekslerinin Candida albicans
Uzerinde Olusturduklari Inhibisyon Zonlari (n=4)

Ort Zon Capi (mm) + SS

Kompleks - - .
Kodu Uygulanan Etkin Uygulanan Etkin Uygulanan Etkin

Madde Miktari: Madde Miktari: Madde Miktari:

0.13 mg 0.26 mg 0.39 mg

KZ 20.00 = 0.00 2450+ 1.73 25.60
K-FD1 23.25+2.06 26.50+1.73 26.50
K-FD2 22.25 +5.32 28.00 =+ 2.45 27.90
K-FD3 29.75+4.50 30.00 + 3.74 38.00
K-CE 22.67 +2.31 29.75 +2.36 25.50
K-KN 19.33+3.79 23.75 +5.06 28.50

* ki paralel cagmaya ait sonuglardir.

Sekil 67'deki goruntuler veCizelge 32teki deserler incelendiinde tim
drneklerde antifungal etkir@in mevcut oldugu ve genel olarak artan KZ miktari
ile birlikte etkinligin de arttgl (K-CE ve K-FD2'nin 0.39 mg’lik) tespit edilrstir.
Calismanin bir amacinin da kompleks hazirlama ydntemleri sonrasinda KZ'nin
etkinligindeki olasi dgisimin argtiriimasi oldug igin; KZ/3-CD kompleksleri ile

saf KZ'ye ait sonuclar kadastiriimistir. Bu kasilastirmada komplekslerin
timunde KZ'ye oranla antifungal etkinin agiti gorilmektedir. Incelenen
komplekslerden dérdi zon capi olarak birbirine yakin sonuclar goésterirken,
K-FD3 kodlu kompleks daha belirgin bir arigdstermgtir. Bu formulasyonda
digerlerinden farkll olarak yalnizca asetik asit kullanimi mevcuttur. Ancak
formulasyonun plasebosu (PLA FD3)'nda hicbir etki olmamasi bu fankiili
asetik asitle ifkili olmadigini ispatlamgtir. Daha 6nceden de belirtifgdi gibi,
dondurarak kurutmasleminden ~ 1 gin sonra tgeklindeki bu formulasyonda
(K-FD3) meydana gelen renklenme nedeniyle KZ'nin asit hidrolizinden
suphelenilerek, bu formulasyon ile ileri gahalara devam edilmestir.

Tam komplekslerde KZ'nin sudaki ¢ozunurliginin artmasina benzer olarak
antifungal etkinlik de de agtigorilmis ancak KZ'nin sudaki ¢ozundrlik agti
orani ile antifungal etkinlik artt orani arasinda bir gki kurulamamgtir. Olasi bir
iliskinin  kurulabilmesi icin deney sayisinin artiriimasina ihtiya¢c aldug
dusinulmiagdr. Sonug olarak, KZ'nin kompleks sonrasi antifungal etkinlik
artisinin tespiti, bu alanda sinirh sayidaki literattrleri desteklemesi acgisindan
oldukca tmit vericidir (Ahmed ve ark., 1998; Bilensoy ve ark., 2007).
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KZ ve KZp-CD Kompleksleri ile Hazirlanan Vajinal Supozituvarlara ait
Cahgmalar

On Formiilasyon Cagmalari

On formulasyon ¢aymalarinda hazirlanan v@izelge 12'de kod ve bikmleri
verilen be farkll vajinal supozituvar formulasyonu organoleptik kontroller
acisindan deerlendirildiginde; renk agisindan peformilasyon arasinda bir
farklihk gorulmemitir. Ancak yapilan organoleptik kontrolde, Fe F, kodlu
formulasyonlarin dier formilasyonlara gore daha yurakigpldugu belirlennitir.

Bu durumun her iki formilasyonda spvhileseni olarak kullanilan sivi haldeki
PEG 400 ve yar kati haldeki PEG 1000'den kaynakfandiiginilmugir.
Ayrica F kodlu formilasyonda ¢l yiizeyden i¢ kisma dogru catlaklar
gozlenmstir. Bunun ise siva bilesimindeki kati kitle miktarinin fazlalgindan
kaynaklandgl dusgindlmuagar.

Formulasyonlar dalma sureleri acisindan gerlendirildiginde; F, ve F kodlu
formulasyonlarin 10 dk, iFkodlu formulasyonun 25 dk,skodlu formuilasyonun
30 ve k kodlu formilasyonun 40 dk icerinde neredeyse tamamendda
belirlenmitir.

Sivgz bilesenleri, organoleptik kontroller ve gdéma sureleri g6z ©Onlne
alindginda; 1:1 kitlesel oranda PEG 6000 ile PEG 40Gsdmlerinden oluan
sivagzin sertlik agisindan uygunlugu ve 30 dakikalikgittaa siresi ile referans
Uriine benzer§i nedeniyle, en uygun vajinal supozituvar formulasyonungn F
kodlu formulasyon oldguna karar verilmitir. KZ ve KZ/B-CD kompleksleri ile
hazirlanan vajinal supozituvarlarda bu formulasyon kullagtimi

Formulasyonlarin Hazirlagi

Vajinal supozituvar formulasyonlar ilgili bélimde anlatgdisekilde eritme
yontemi ile hazirlanmgtir.  Kullanilan yontem ile KzZ ve KZH-CD
komplekslerinin  homojen @adigl vajinal supozituvarlar elde edilgtir
(Sekil 68).

KZ ve KZ/B-CD kompleksleri ile vajinal supozituvar hazirlanmasinda tedavi dozu
400 mg oldgundan her bir vajinal supozituvar i¢in 400 mg KZ ya da 400 mg KZ
iceren miktardaki kompleksleri kullanilgtir. Yalnizca dondurarak kurutma
yontemi ile hazirlanan K-FD1 kodlu kompleksteeti yontemlere oranla dik
miktarda (% 5.333 £ 0.054 oraninda) KZ yiklenmesi nedeniyle ancak 100 mg KZ
iceren kompleks vajinal supozituvar formuilasyonlarigantbilmistir.
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Sekil 68. Saf Ketokonazoligeren Vajinal Supozituvarlara ait Goriintiler
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Vajinal Supozituvarlar Uzerinde Yapilan Cainalar
Agirlhik Sapmasi

Saf KZ ve KZB-CD kompleksleri ile 400 mg (K-FD1 igin 100 mg) doz icerecek
sekilde hazirlanan vajinal supozituvarlar ile KetSradferans triiniiniin ortalama
agirliklari, standart sapmalari ve standart hatgJazelge 33'te sunulmusr.

Cizelge 33. Ketokonazol ve Ketokonazg#Siklodekstrin Komplekslerini iceren Vajinal
Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa Vajinal Supozituvarinin Asirlik De gerleri (n=9)

Formulasyon Kodu | Ortalama agirlik (g) +SS + SH
KZ-VSup 4.794 0.090 0.027
K-FD1-VSup 5.034 0.110 0.037
K-FD2-VSup 4.953 0.083 0.028
K-CE-VSup 5.028 0.087 0.029
K-KN-VSup 4.960 0.083 0.028
Ketoral’ 2.979 0.004 0.002

Komplekslerle hazirlanan supozituvarlara ait sonuclar birbirlerine yakin olmakla
birlikte, referans drtn ile keastirildiginda supozituvar @rhgl 0 1.5 kat ary
gostermgtir. Referans Urlnle ayni dozda etkin madde kullaguldiikkate
alindginda, bu artin supozituvar hacminden kaynaklagidaciktir. Cinkl piyasa
preparatl hazir plastik kaliplarla satsunulmusyassisekilli bir supozituvardir,
hazirlanan supozituvarlar ise klasik koakkndedir.

Formilasyonlarin standart sapmageideri incelendiinde, referans driine ait
deserlerden yuksek oldugu belirlengtir. Komplekslerin aglomerasyona olan
egilimlerinin ve laboratuvarda eritme yonteminin kullangdikiiciik olcekteki
uretimde kagilasilan gucluklerin buna neden oldugu dagilmugiar. En yiksek
sapmanin elde edilgii K-FD1-VSup kodlu formuldeki sapmanin % 2.2 oldugu
g0z onune alnginda & rhk sapmalarinin kabul edilir sinirlarda oldug
dustindimugdar.

Organoleptik Kontroller

Saf KZ ve KZB-CD kompleksleri ile hazirlanan vajinal supozituvarlar
organoleptik kontroller agisindan glendirildiginde; renk agisindan K-CE ve
K-FD2 iceren vajinal supozituvarlarin hafif sarimsi, K-KN, K-FD1 ve saf KZ
iceren vajinal supozituvarlar ile Ketofaleferans uriiniiniin beyaz renkte oldugu
goOzlenmgtir. Ayrica organoleptik incelemelerde, tim vajinal supozituvarlarda
¢cobkmenin olmadinin ve rengin homojen oldugunun gbézlenmesi ile vajinal
supozituvarlarda etkin madde ve komplekslerin homojengildi&lari
dusintlmagar. Hazirlanan supozituvarlarda c¢atlak ya da delik gozlengtiemi
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Sertlik Tayini

Yapilan sertlik tayinlerinde, referans Uriine ait 3 test tekrarinda da 8p0Iig a
uygulamasinda kirildiklari, saf KZ ve KECD kompleksleri ile hazirlanan 5
formllasyon icin test edilen tim supozituvarlarin ise cihazin maksimum
uygulama girlhigi olan 6800 g’da kirilmadiklari tespit ediktir. 3 kez tekrar
edilen tum sonuglar ilgili supozituvar i¢in ayni oldugundan standart sapma yoktur.

Cozinme hizina ve dolayisiyla klinikte biyoyararlanima olumsuz etkisi olmamasi
kosuluyla, kirilmaya kan direncin yiksek olmasi istenilen bir sonuctur.

Etkin Madde Miktar Tayini

Saf KZ ve KZB-CD kompleksleri ile hazirlanan vajinal supozituvarlar ile referans
drinde yapilan etkin madde miktar tayini testleri ile elde edilen sonuclar
Cizelge 34'te sunulmusir.

Cizelge 34. Ketokonazol ve Ketokonazgl£Siklodekstrin Komplekslerini iceren Vajinal

Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa Vajinal Supozituvarindaki
Etkin Madde Miktarlari (n=3)

Formulasyon Ortalama Etkin Madde +SS + SH
Kodu Miktari (mg)

KZ-VSup 385.143 144.858 59.138
K-FD1-VSup 100.722 2.739 1.581
K-FD2-VSup 391.568 12.048 6.956
K-CE-VSup 423.018 20.562 11.871
K-KN-VSup 414.615 38.309 22.118
Ketoral’ 420.748 9.900 5.718

Cizelge 34’teki sonuclardan hazirlanan supozituvar formulasyonlarindaki etkin
madde miktar tayini sapmalarinin referans driine gore yiksek oldugu
izlenmektedir. &irlik sapmalarina ifkin yapilan dgerlendirmeye benzer olarak,
komplekslerin aglomerasyona olagilenleri ve laboratuvardaki kiicik olgcekteki
uretimde kagilasilan gucluklerin buna neden olabil@gtelUstntlmagir. Cunki
eriyik halindeki supozituvar kutlesinin kaliplara dokulmesi sirasinda hizlica
donmasi nedeniyle, kitlenin yeniden isitiimasi veskaimasi basamaklari, bu
sonucta da oldugu gibi gili olumsuzluklara yol agnstir.

Hidrofilik sivagda da&itilan katlenin hidrofilisitesinin etkin madde homojenitesine
olan etkisi en yuksek sapmanin elde edil#iZ-VSup ve en digk sapmanin elde
edildigi K-FD1-VSup formulasyonlarindan agik¢a gorilmektedir. Saf KZ sudaki
cok dugik ¢ozundrlik karakterine ve K-FD1 kompleksi ise sahip oldugu en
yuksek sudaki ¢ozunurlik agtidegerine paralel olarak davrgngodstermg olup;

saf KZ hidrofilik taglyicida ideal bir durumda @dailamaz iken K-FD1 ideal
olarak dgitilmistir. Cozinme hizi testlerinde % kiumulatif salinan miktarlarin
deserlendiriimesinde etkin madde miktarinin ortalamagedie kullanilarak,
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supozituvarlar arasi etkin madde miktari farkindan kaynaklanabilecek hatalar
azaltiimaya cagtimistir.

In Vitro Coziinme Hizi Camasi

Cozunme hizi calmalari sirasinda, deneyin stengicindan itibaren izlenen
vajinal supozituvarlarin supozituvaeklinin kayboldugu streler tespit edilgtir.
Dissolusyon cihazi ile yapilan gigma siresi tayini sonucunda K-KN, K-CE ve
saf KZ iceren vajinal supozituvarlarin 40 dk, K-FD2 ve K-FD1 iceren vajinal
supozituvarlar ile Ketor8l referans uriintiintin 50 dk icerisindegdi@ig tespit
edilmistir.

Formulasyonlarimizda referans tdringittaa sureleri acisindan benzerlik, sertlik
sonuglari agisindan farkhlik elde edggtiden, genel olarak referans urtine olasi
avantajinin tespiti icin ¢céziinme hizi sonuclarina ihtiya¢ duyubmus

Supozituvarlar tzerinde gercefdieilen ¢cézinme hizi ¢aimalari sonucu elde
edilen veriler Cizelge 35'te, elde edilen ¢o6zinme hizi profill§ekil 69'da
sunulmugur.

Cizelge 35 veSekil 69'daki sonuglar incelenginde, 24. saatte referans drindeki
etkin maddenin % 68.58 oraninda, K-CE-VSup, KZ-VSup, K-KN-VSup,
K-FD2-VSup ve K-FD1-VSup formulasyonlarindaki etkin maddenin de sirasiyla
% 70.83, % 73.32, % 84.87, % 88.44 ve % 97.93 oranlarinda galindi
gorulmektedir. Saf KZ ile hazirlanan supozituvar formilasyonunun salim
sonucunun referans drine benzgrlibeklenilen bir sonugtur. Ancak
komplekslerden bir tanesinin (K-CE), KZ'nin sudaki c¢ozundrligindes arti
gostermesine kain in vitro ¢ézinme testleri agisindan referans Urin ile benzer
sonu¢ vermesi agiklanamagtm. Benzersekilde KZ'nin sudaki ¢ozunurluginde
en az arty gosteren K-FD2 kompleksine ait supozituvarin referans triine kiyasla
daha vyiksek salim gostermesi de aciklanagtamiBu acidan saikh
degerlendirmeler yapilabilmesi i¢cin deney sayisinin arttirilmasina ihtiyag vardir.

Diger iki kompleks sudaki ¢ozunurlik atarina paralel olarak vitro ¢oziinme
testlerinde de salim agtigostermglerdir. Bu iki kompleks arasindan K-FD1 hem
en fazla sudaki ¢ozundrluk hem de en yiksekitro salim hizi sonuglari ile
dikkati cekmektedir. Ayrica, tim deneylerdeki sonuclara ait sapmalariik dis
olmasi sonuclarin birbirine yakigini da ispatlamaktadir.

Elde edilen ¢ozinme profillerinin yeterince benzer olup olfadch resmi bir
yontemle tespiti icin f ve f, etkenleri, ilgili formuller yardimiyla hesaplangni
sonuglariCizelge 36 ve37°'de sunulmur. Cizelge 36 ve37 incelendiinde %
degerlerine gore, K-CE-VSup formilasyonu, hem referans drine hem de
KZ-VSup formilasyonuna benzer bulunrtwrg Diger kompleksler ile hazirlanan
supozituvar formulasyonlarinin referans triin ve saf KZ'den farkli sonu¢ vermesi,
etkin maddenin fizikokimyasal Ozelliklerinde @gm olduguna dair bir kanit
olarak duginilmisve calsmanin amacina uygun bulungbur.
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Cizelge 36. Ketokonazol ve Ketokonazdl#Siklodekstrin Kompleksleri ile Hazirlanan
Vajinal Supozituvarlar ile Ketokonazol Piyasa Vajinal Supozituvarinin (Ketoral®) Céziinme
Profillerinin Kar silastiriimasina ait Fark (f,) ve Benzerlik (£) Etkenleri

KZ-VSup | K-FD1-VSup | K-FD2-VSup | K-CE-VSup | K-KN-VSup
f, | 12.504 58.904 22.347 7.124 20.882
f, | 42.371 10.445 30.498 53.018 32.046

Cizelge 37. Ketokonazof}-Siklodekstrin Kompleksleri ile Hazirlanan Vajinal Supozituvarlar
ile Ketokonazol Vajinal Supozituvarinin Céziinme Profillerinin Karsilastiriimasina ait
Fark (f,) ve Benzerlik (£) Etkenleri

K-FD1-VSup | K-FD2-VSup | K-CE-VSup | K-KN-VSup
fq 69.718 30.673 6.099 29.109
f, 7.849 25.153 56.261 26.505

iki formilasyon arasindaki benzerlikten bahsedebilmek igideterinin 0’'a; £
degerinin de 100’e yakin olmasi gerekmektedir. Genellikie fL5’e kadar (0-15)
f2’nin de 50'den bliyuk (50-100) olmasi yeterli gorulmektedirggBeyoglu,
2007).

Belirtilen bu limitler ile Cizelge 36 birlikte dgerlendirildiginde, K-FD1-Vsup,
K-FD2-Vsup ve K-KN-VSup formulasyonlarinin piyasa preparatindan farkli,
K-CE-VSup formilasyonun piyasa preparatina benzer oldugu tespit gdilmi
KZ-VSup icin sglikli tespit yapilamamtir. Komplekslgmenin tamamen ve/veya
kismen gercekkigi dondurarak kurutma ve yogurma yontemlerinin piyasa
preparatindan  farkli; kompleks olupwunun gercekignedii  birlikte
buharlgtirma yonteminde piyasa preparatina benzer sonu¢ elde edilmesi
beklenilen bir sonucgtur. KZ-VSup kodlu formilasyonun da piyasa preparatina
benzer olmasi beklengjiyine de § icin elde edilen 42 deri ile fazlaca farkl
olmadgi dusundlmugar.

Cizelge 37 dgerlendirildiginde, Cizelge 36y ve beklenilen sonuclari
destekleyen veriler elde edilgtir. Soyle ki; birlikte buharlagtirma yontemi
haricindeki dger yontemler saf KZ ile hazirlanan formilasyonla
karsilastinldiginda farkli bulunmugr. Gergek inklizyon kompleksinin tim
analizlerde ispatlanmioldugu K-FD1 ile hazirlanan vajinal supozituvarin ise
digerlerine gére en yuksek farki gostermesi, 6nceki bulgularimizi desggk{zdi
oldukca sevindiricidir.

Ancak mevcut farkliliklarin anlamlginin tespiti agisindan sonugclarin istatistiksel
olarak da dgerlendirilmesi uygun olacaktir.
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SONUC ve ONERLER

Calismaya konu olan etkin maddelerin fesiklodekstrinin erime derecesi, termal,
¢Ozunurluk, XRD, IR ve NMR analizlerine ait sonuglarin tamami literatir ve
maddelere ait firma spesifikasyonlarina uygunluk gostginmiKompleks ve
farmasotik sekillerin hazirlanma yontemleri ile bu formulasyonlaim vitro
dissolusyonlarinin yapilagaortam vesartlar goz 6nine alinarak, FZ ve KZ'nin
bu ortam vesartlardaki kararlig ITK ile incelenmgtir. Bu incelemeler
sonucunda etkin maddelerin analitik olarak takip egiildiim sekillerde ve
ortamlarda yapisal kararkgin korundugu tespit edilrgiir.

FZ ve KZ'nin analitik miktar tayinlerinde, KZ icin USP 31’de 6nerilen YBSK
yontemi valide edilerek kullanilgtir. Her iki etkin madde icin de validasyonu
yapilan yontemin guvenilir, dogrusal, kesin, dogru, hassas ve secici olduguna
karar verilmitir. Gergeklgtirilen YBSK ve ITK calismalari ile USP 31'de KZ

icin Onerilen bu yodntemlerin FZ igin de uygulanabilir ve guvenilir oldugu
sonucuna ukalmistir.

Kompleks formilasyonlari 6ncesinde, etkin maddeler pCD’nin  hangi
oranlarda kastirilacazinin tespiti igin ¢ozundrlik faz diyagrami gahalari
yapiimstir. Ydrttilen cakmalar sonucunda FZ ve KZ icin elde edilen
¢Ozunurluk diyagramlarinin Higuchi ¢ozindrluk faz diyagramlarindantipi
diyagrama uygunluk gostefiitespit edilerek komplekslerin hazirlanmasinda 1:1
molar oranin uygun olagabelirlenmitir.

FZ ve KZ'nin B-CD ile 1:1 molar orandaki komplekslerinin hazirlanmasinda
degsisik dondurarak kurutma, puskirterek kurutma, birlikte bulara ve
yogurma yontemleri kullaniiigir. Hazirlanan kati komplekslerin % verim
degerleri incelendiinde, birlikte buharlgtirma ve yogurma yontemlerinin verim
degerlerinin yiksek, dondurarak ve puskurterek kurutma yodntemlerinin verim
degerlerinin dugik oldugs gorulmagur.

Komplekslere yuklenen etkin madde miktarlari hesapfanda; FZB-CD
komplekslerinde tum hazirlama yontemlerinde birbirine yakin 9%euder
izlenirken (% 22-25 arasi), KE/CD komplekslerinde keytntemde birbirine
yakin (% 26-34 arasi) bir yontemde ise (dondurarak kurutma birinci yonteminde)
% 5 oraninda etkin madde yuklegditespit edilmgtir. Dondurarak kurutma
birinci yonteminde FZ ile yiksek (% 25), KZ ile dik (% 5) yuklenme
degerlerinin tespit edilmesinin nedeni olarak FZ molekulinin KZ'den kiguk
olmasi duginulmugdr.

Kompleksler iizerinde DSC, XRD, IRH-NMR ve '°C-NMR ile yapilan
karakterizasyon caimalari sonrasinda, FZ ve KZ ile kompleksleri birlikte
degerlendirilmis, kompleks hazirlama yonteminin etkin madde ieCD
arasindaki etkignede O©Onemli rol oynagh gordlmagur. Tum hazirlama
yontemlerinde her iki maddenin @eCD ile belli oranlarda etkileneye girdgi,
ancak dondurarak ve puskurterek kurutma yontemlerinde gercek inklizyon
komplekslerinin olugugu gorulmagur. Bu bilgilere ise birbirini destekleyen DSC,
XRD, IR, *H-NMR ve *C-NMR sonuclari ile ulglmistir. Ayni analiz sonuglari
degerlendirildiginde; KZ icin birlikte buharlgtirma yénteminde, FZ icin yogurma
yonteminde etkin madde vB-CD arasindaki etkigmin en diguk dizeyde
olduguna karar verilngtir.
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Komplekslerdeki etkin maddelerin su ortamindaki ¢ozuntrliginin belirlenmesi
icin kompleksler Gzerinde yapilan gahalarin timinde, FZ ve KZ'nin saf
halindeki ¢ozunurlinin kompleks hazirlanmasinin ardindan tim yontemler ile
artis gosterdgi tespit edilmstir.

FZ ve KZ'nin B-CD komplekslerinin literatir yardimi ile belirlenen oranlar ile
Candida albicandizerinde antifungal etkinlik camalari saf etkin maddeler ile
paralel olarak gercekdarilmistir. KZ/B-CD komplekslerinin timinde saf KZ'den
yuksek etkinlik tespit edilirken, saf FZ ve BZCD komplekslerinin biri harig
tuminde etkinlik tespit edilemesgtir. Etkinlik tespit edilen FZ3-CD kompleksi
dondurarak kurutma yontemi ile hazirlagrolup, s6z konusu etkinlik ise izlenen
zondaki  mikroorganizmanin  tamaminin  6lmesi gije bu  zondaki
mikroorganizmanin sayisinin azalmasidir. Bu nedenl@-ER kompleksleri igin
calismanin yiksek oranlarda tekrarlanmasinin uygun glatiainilmugur.

Kompleksler Uzerinde gercekteilen c¢ozundrlik ve farmakolojik etkinlik
verileri birlikte deserlendirildiginde, hem c¢o6zundrligin hem de farmakolojik
etkinligin kompleksleme derecesi ile dog orantih bir ary gosterdgi
saptanmygtir. Her iki etkin madde igin de en yuksek ¢ozunurluk ve antifungal
etkinlik dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan kompleksler ile elde
edilmistir.

FZ/3-CD kompleksleri ile hazirlanan kapsiller ve BZD kompleksleri ile
hazirlanan vajinal supozituvarlar ile yapilanvitro salim ¢cakmalarinda, fve f,
etkenlerine gére yapilan gerlendirme ile piyasa preparatlarina oranla olumliu
yonde farklihk tespit edilmtir. KZ/B-CD kompleksleri ile hazirlanan vajinal
supozituvarlar f ve f, etkenlerine gore, saf KZ ile hazirlanan vajinal
supozituvarlardan beklenen dogrultuda farkli bulunimus Ancak saf FZ ile
hazirlanan kapsuller, FFHCD kompleksleri ile hazirlanan komplekslekevé f,
etkenlerine gore benzer bulunnuws Buna neden olarak ise, BACD
kompleksleri ile saf FZ'nin ayni buyudklikteki kapsule konulmasi nedeniyle,
kompleksler ile hazirlanan kapsullerde ¢dziinme ortamingdnaa sorununun
yasanmg olabilecgi dustinulmugir. Sonug¢ olarak, FZ ve KZ'nig-CD ile
komplekslerinin hazirlanmasi sonucu elde edilen ¢ozunurlik ve farmakolojik
etkinlik artsinin, s6zkonusu etkin maddelerin biyoyararlanim, yan etki ve
toksisite problemlerine ¢6zim olabil@t&ngorulmagar.

Calsmanin sonraki samalarinda, hazirlanan kati komplekslerin kararhliklarinin
permeabilitelerinin ve farkli farmasotigekillerdeki davrarglarinin incelenmesi

ile dezisik amaclarla kullanimlarina yonelik olarak sterilizasyonlarinirgeielde
yapilabilecginin aratirilmasi planlanabilir. Antifungal etkinlik c¢amalarina
yonelik olarak ise etkin maddelerin terapotik spektrumu icerisindeki farkh
mikroorganizmalar Utzerind€andida albicangle yapilan caimaya benzer olarak
etkinlik calsmalari ve ek olarak da MIC derinin tespiti ile etki suresinin
belirlenmesi gibi ¢cagmalar yapilabilir.
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[HSPC], respectively), cholesterol and DOTAP

(62.5/32.5/5), were freeze-dried with 2
lyoprotectants. The sizes, before and after
freeze-drying, were measured with the
Nanosizer ZS.

Ratios of Ilyoprotectants (lyoprotectant/lipid

expressed in mass ratio) required to stabilise
the size are indicated on table.

I fTrehalose ]Sucrose
[EPC 5mM [15:1 ToERl
[spc 5mM [10:1 [5:1
[spc 10mm [5:1 [ND
[spc 15mM I5:1 IND
[spc 20mM [3:1 IND

Dilution of the lipid content from 20mM to 5 mM
was related with a destabilisation global effect
(p<0.001) and required higher l|yoprotectant
ratio to limit size increase. In the case of HSPC,
slow (versus fast) cooling rate (p<0.05), use of
trehalose instead of sucrose (p<0.05) and
increase in the lyoprotectant ratio (p<0.001)
limited the size increase but all batches failed to
maintain the initial size. On the contrary, SPC
and EPC met the size-stabilisation criteria.

This work highlights the importance of initial
lipid concentration, related to a probable bulk-
effect, and differences between PC related to
their rigidity. Further studies could be carried
out to assess the influence of an encapsulated
compound.
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Inclusion complexes of oral
chemotherapeutic exemestane with
cyclodextrins: characterization and phase
solubility studies
Yavuz, Burcin; Bilensoy, Erem; Sumnu, Murat
Hacettepe University, Faculty of Pharmacy,
Pharmaceutical Technology, Ankara, Turkey

Exemestane(EXE) is an irreversible aromatase
inactivator used for the treatment of advanced
postmenopausal breast cancer. EXE is oraily
active but its bioavailability is about 5% due to
its low solubility in water. It is known that
cyclodextrin(CD) complexation enhances oral
bioavailability of poorly soluble drugs. Thus, it
was aimed to design and develop CD complexes
containing EXE to improve aqueous solubility
and oral bioavailability. In this study, EXE's
inclusion complexes were prepared and
characterized. Phase solubility studies showed
that the solubility of EXE increased linearly as a
function of the CD concentration, a feature of
AL-type complexes. The inclusion complexes of
EXE with either methyl-B-cyclodextrin(M-B-CD),
hydroxypropy!-B-cyclodextrin(HP-B-CD) and
hydroxypropyl-B-cyclodextrin(HP-B-CD)  were
prepared by both kneading and coprecipitation
method and the molar ratio of EXE:CDs were
1:1. All complexes and physical mixtures were

189

characterized by Differential scanning
calorimetry(DSC), Fourier  transformation-
infrared spectroscopy(FTIR), Scanning electron
microscopy(SEM), 1H NMR spectrometry and X-
Ray diffractometry. Both phase solubility
studies and characterization methods showed
that the best results were obtained by kneading
method and M-B-CD indicating that EXE:M-fB-
CD(1:1) kneaded complex might be an
alternative to enhance EXE’s oral bioavailability.

P-290

Preparation and characterization of B-
cyclodextrin complexes toward improving
physicochemical properties of
ketoconazole
Demirel, M.; Geng, L.; Yurtdap, G.
Anadolu University, Faculty of Pharmacy,
Pharmaceutical Technology, Eskipehir, Turkey

Ketoconazole (KET) is an imidazole antifungal
agent with a broad spectrum of activity which is
administered topically and also orally. It is
taken orally for the treatment of chronic
mucocutaneous candidiasis, dermatophyte
infections of the skin, fungal infections of the
gastrointestinal tract and some other systemic
infections. Because of its variable absorption
from the gastrointestinal tract and slow
therapeutic response, KET should not be used
for the treatment of life-threatening fungal
infections.

The aim of this study was to prepare an
inclusion complex of KET and B-cyclodextrin (B-
CD), to improve the physicochemical and
biopharmaceutical properties of KET. A linear
increase in KET solubility as a function of p-CD
concentration was verified using the phase-
solubility diagram. The resulting diagram was
classified as AL type, is generally related to the
formation of a soluble complex.

Complexes were prepared in a 1/1 molar ratio
by different methods, namely kneading, co-
evaporation, spray-drying and freeze-drying.
The physicochemical properties of the complex
obtained were characterized by differential
scanning calorimetry (DSC), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), X-ray
diffractometry (PXRD) and 1H and 13C nuclear
magnetic resonance spectroscopy (1H NMR and
13C NMR). Characterization studies provided
additional evidences of comlexation.
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Pilocarpin HCl-loaded polymeric and lipid
nanopatrticles for ophthalmic application
Geng, L.; Demirel, M.

Anadolu University, Faculty of Pharmacy,
Pharmaceutical Technology, Eskipehir, Turkey

Pilocarpine (PLC) is used topically in the
treatment of glaucoma. High of PLC
concentrations in the eye cause undesirable
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PHASE SOLUBILITY AND CHARACTERIZATION OF
B-CYCLODEXTRIN/FLUCONAZOLE INCLUSION COMPLEX

L. Geng, M. Demirel, G. Yurtdag

Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology, Eskisehir,
Tiirkiye

Fluconazole (FZ) is a triazole antifungal drug whose efficacy is limited with its poor aqueous
solubility and low dissolution rate'>. The aim of this study was to prepare an inclusion complex of FZ
and B-cyclodextrin (B-CD) to improve the physicochemical and biopharmaceutical properties of FZ.
The effect of p-CD on the solubility of FZ was investigated according to the phase solubility
technique®. Excess amounts of FZ were added to either distilled water or aqueous solutions containing
increasing concentrations of the B-CD. The suspensions obtained were shaken at ambient temperature
for 4 days in a horizontal shaker. After equilibrium was attained aliquots were withdrawn, filtered and
assayed with HPLC (n=3).

mM Fluconazole

15 20 25
mM B-cyclodextrin

Figure 1. Phase solubility diagram for f-CD/FZ host-guest system.

Complexes were prepared in a 1/1 molar ratio using different methods, namely kneading, co-
evaporation, spray-drying and freeze-drying™. Physicochemical properties of the complexes obtained
were determined by DSC, FTIR, XRD and 'H NMR and “°C NMR’.

Phase solubility diagram of the B-CD/FZ system (Figure 1) verified that the solubility of FZ increased
linearly with increasing B-CD concentration. The diagram can be classified as A, type which is related
to the formation of a soluble inclusion complex. Characterization studies provided additional
evidences of complexation.
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