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OZET

KARVEDILOL ICEREN NANOPARTIKUL FORMULASYONU GELISTIRILMESI
VE IN VITRO KARAKTERIZASYONU

Irem ARAL

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Subat 2025
Danigsman: Prof. Dr. Evrim AKYIL

Karvedilol, tigiincii kusak, non-selektif bir B-adrenoreseptdr blokori olarak farmasotik
kategorizasyonda Lipofilik Rasemik yap1 ile Smif 2’de simiflandirilmistir. Kalp
yetmezligi, kronik angina pektoris ve kronik hipertansiyonun tedavisinde
kullanilmaktadir; ancak diisiik ¢oziliniirliige ve sinirli biyoyararlanima sahiptir. Oral yolla
almdiginda, ilacin hedef dokuya ulasmasinda ve etkin maddenin serbest birakilmasinda
bazi zorluklar mevcuttur. Bu problemleri ¢ozmek ve ilacin hedef dokudaki etkisini
artirmak amaciyla yapilan bu arastirmada, Eudragit S100 polimeri kullanilarak iki farkli
yontemle  nanopartikiill ~ formiilasyonlar1  olusturulmustur.  Arastrmada, bu
formiilasyonlarin karakterizasyonu yapilmus, in vitro ozellikleri incelenmis ve yapilan
salim ¢aligmalar1 sonucunda ilacin etki stiresinin artirildig1 ve etkin maddenin basarili bir
sekilde salindig1 belirlenmistir.

Anahtar Sozclkler: Karvedilol, Ilag Tasima Sistemleri, NP Formiilasyon Gelistirme,

Karakterizasyon, Spektrofotometrik Analiz



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND IN VITRO CHARACTERIZATION OF CARVEDIOL-
CONTAINING NANOPARTICLE FORMULATION
Irem ARAL

Department of Pharmaceutical Technology

Anadolu University, Graduate School of Education, Februaray 2025
Supervisor: Prof. Dr. Evrim AKYIL

Carvedilol, a third-generation, non-selective B-adrenoreceptor blocker, is classified in
Class 2 with a lipophilic racemic structure in pharmaceutical categorization. It is used in
the treatment of heart failure, chronic angina pectoris and chronic hypertension; however,
it has low solubility and limited bioavailability. When taken orally, there are some
difficulties in getting the drug into the target tissue and releasing the active substance. In
order to solve these problems and increase the effect of the drug in the target tissue, in
this study, nanoparticle formulations were created by two different methods using
Eudragit S100 polymer. In the study, these formulations were characterized, their in vitro
properties were examined and as a result of the release studies, it was determined that the

effect of the drug was increased and the active substance was successfully released.

Keywords: Carvedilol, Drug Delivery Systems, Nanoparticle Formulation Development,

Characterization, Spectrophotometric Analysis
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1. GIRIS

Nanoteknolojinin giiniimiizdeki gelisimi, nanometre dlgekli ilag tastyict sistemlerin (ITS)
hizl1 bir sekilde gelistirilmesine ve diinya ¢apinda bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
ilaclar arasina eklenmesine olanak tanimaktadir. Bu nanotasiyicilar, kii¢iik boyutlari,
genis ylizey alanlar1 ve avantajli fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde bilim insanlarinin
dikkatini gekmektedir.

Diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp yetmezligi (KY) gibi ciddi sonuclar
dogurdugundan dolay:r bu hastaliklarin tedavisi kritik dneme sahiptir. Diinya Kalp
Federasyonu'nun raporuna gore her yil 17,3 milyon insan bu hastaliklar nedeniyle
yasamini yitirmekte, bu saymin ilerleyen yillarda artmasi Ongoriilmektedir. KY
tedavisinde kullanilan Karvedilol(KRV), stabil durumdaki hastalar i¢in miyokard
enfarktiisiinden sonra ejeksiyon fraksiyonunun azaldigi durumlar, hipertansiyon ve sol
ventrikiil disfonksiyonu i¢in Onerilen, secici olmayan bir adrenerjik blokor olarak islev
gorur. KRV'un endikasyon dig1 kullanimlar1 arasinda stabil angina, atriyal fibrilasyon,
sirotik  O0zofagus varislerinin kanamasmin Onlenmesi ve ventrikiiler aritmiler
bulunmaktadir. Bu ilag, alindiktan 1-2 saat sonunda maksimum plazma konsantrasyonuna
ulagir ve yiyeceklerle alindiginda emilim hiz1 diiserken, biyoyararlanimi degismez.
Yiiksek dagilim hacmine (yaklasik Vd=1,5 L/kg) sahip ve dokulara kolaylikla yayilabilen
bu lipofilik ilacin sistemik biyoyararlanimi, ilk gecis metabolizmasi nedeniyle diistiktiir
(%25). Bu bilgiler dogrultusunda, tez kapsaminda KRV iceren yeni nanopartikil (NP)
bazli ITS gelistirilmesi, bu sistemlerin karakterizasyonu ve saglikli epitel hiicreleri
iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi planlanmaktadir.

Kontrollii TS lerin gelistirilmesi ile ilag dozajmimn azaltilmasi ve yan etkilerin minimize
edilmesi amaclanmaktadir. Bu sistemler, bir ilacin viicutta kontrollii bir sekilde
salinmasini saglayarak, terapotik etkilerini maksimize etmek iizere tasarlanmistir. 1-1000
nm boyut araligindaki bu partikiiller, dogal veya sentetik polimerlerden, ya da yaglardan
iiretilmis kat1 ve kiiresel kolloidal yapilardir. ilag molekiilleri, NP’lerin matriksinde
cozunebilir, enkapsule edilebilir veya bu NP’lere adsorbe olabilir. Tez ¢alismasinin bir
pargasi olarak, yan etkileri minimum diizeye indirmek ve doz araliklarini genisletmek i¢in
biyouyumlu polimerler ve lipitler kullanilarak farkli sistemler gelistirilecek ve bu
sistemlerin etkinlikleri karsilastirilacaktir. Gelistirilecek formiilasyonlarmm morfolojik
ozellikleri, yiizey yiikleri, partikiil boyutlar1 ve dagilimlari, yiikleme kapasiteleri ve

enkapsulasyon verimlilikleri, in vitro ¢ozundrlik profilleri ve hicre kiltiirii ¢alismalari
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ile degerlendirilecektir. Bu kapsamda yapilan calismalarla KRV iceren yeni ITS
formiilasyonlar1 lizerinde caligmalar siirdiiriilmekte ve yan etkileri azaltan bir sistem
gelistirme ¢abalar1 devam etmektedir.

Bu tez caligmasinin temel amaci, KY ve kardiyak aritmiler i¢in kullanilan antihipertansif
bir beta bloker olan KRV tabanli Nanopartikiiler iTS’lerin gelistirilmesi ve bu sistemlerin
in vitro salim profillerinin detayli bir sekilde analiz edilmesidir. Caligmanin sonucunda,
piyasadaki mevcut alternatiflerden daha yiiksek biyoyararlanim ve kontrollii salim
Ozelliklerine sahip bir formiilasyon gelistirilerek tedavi basarisinin artirilmasi
amaglanmaktadir. Bu tez kapsaminda, KRV icerikli yeni nanopartikiiler ITS’lerin
gelistirilmesi, bu sistemlerin ayrintili bir sekilde karakterize edilmesi ve gelistirilen
formiilasyonlarm saglikli epitel hiicreleri iizerindeki etkilerinin test edilmesi
planlanmaktadir.

Nanopartikiiler ITS’ler, 1000 nanometreden daha kiiciik boyutlu aktif maddeleri iceren
ve i¢ faz ile dig fazdan olusan s1v1 dispersiyon sistemleridir. Bu sistemler uzun raf 6mriine
sahip olup, kati dozaj formlarina kolayca doniistiiriilebilir (Merisko-Liversidge ve
Liversidge, 2008). Nanopartikullere entegre edilen etkin maddeler cevresel faktorlere
kars1 korunur ve NP matrisinde bulunduklar1 i¢in suda daha iyi ¢oziiniirliik gosterirler.
Ayrica, geleneksel dozaj bicimlerine kiyasla yan etki risklerini azaltir, hedeflemeye daha
uygun olmalar1 ve ilk gecis etkisini ortadan kaldirma potansiyelleri sayesinde etkin
maddelerin toksik etkilerini de minimize ederler (Sobczynski ve Bielecka, 2019).
Nanopartikiler, yiliksek basingli homojenizasyon, ¢Oziicti emiilsifikasyon/ugurma,
¢cozlcu enjeksiyonu, mikroemilsiyon, cift emulsiyon teknikleri (Nasirizadeh ve
Malaekeh-Nikouei, 2020), tuz ile ¢oktiirme, ¢6ziclt deplasman/coktirme yontemleri ve
stiperkritik akiskan (SKA) teknolojisi (Bhatia, 2016) gibi ¢esitli yontemlerle tiretilebilir.
KRV ile yapilan biyoyararlanim calismalari, ilacin oral yolla alimini1 bypass ederek
biyoyararlanimi artirmay1 amaglamistir; bu amagla bukkal (Vamsi, 2013), nazal (Prathi
ve Sudhakar, 2013) ve transdermal (Ahmed vd., 2010) gibi alternatif dozaj formlari
gelistirilmistir. KRV'iin bukkal dozaj formlar1 arasinda film, yama ve tablet gibi ¢esitler
gelistirilmis olup, Venkatalakshmi R vd. (2011) HPMC E15 polimeri ile mukoadhezif
bukkal formiilasyon gelistirmislerdir. Anuj vd. (2011) ise HPMC K15 ve karbopol 940
polimerlerini kullanarak 8 saatte %77.05-97.2 ilag salim1 saglayan bukkoadhezif yamalar
hazirlamiglardir. Aijaz vd. (2011) ise HPMC K4M kullanarak kontrol edilebilir bukkal

tablet formiilasyonu gelistirmistir. Aboud vdadaslarinin ¢aligmasinda, nazal uygulama
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icin gelistirilen KRV yuklu polimerik NP’ler, oral yolla alinan KRV’e gdre daha yuksek

bir biyoyararlanim saglamis ve bu yontemle ilacin etkinliginin artirilmasi miimkiin

olmustur (Aboud vd. 2016).



2. ALAN YAZIN
2.1. KRV

KRV, genellikle beyaz ya da beyaza yakin bir toz formunda bulunur. KRV, beta blokerler
sinifina aittir. Bu madde, 114 ile 115°C arasinda erir. Dimetilsiilfoksit, metilen kloriir ve
metanol i¢inde ¢oziinebilirken, etanol ve izopropanolde sinirh ¢oziiniirliige sahiptir ve
suyla neredeyse hi¢ karismaz (Moffat, 2004). Bu bilesigin IUPAC ismi, ()-1-(karbazol-
4-iloksi)-3-((2-(O-metoksifenoksi)etil)  amino)-2-propanol  seklindedir. Molekiiler
agirhigi 406,47 gram/mol olan bu kimyasalin molekiiler formilii C2sH26N204't0r.
KRV’nin agik kimyasal formiili Sekil 2.1.’de gosterilmistir (Rashad vd, 2024).

Sekil 2.1
KRV ’nin a¢ik kimyasal formiilii.
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Kaynak: Gannu vd., 2007

2.1.1. KRV farmakolojik 6zellikleri

KRV, birincil olarak KY tedavisinde kullanilan bir ilag ve ti¢iincii nesil, segici olmayan
bir B-adrenoreseptor antagonisti olarak FDA tarafindan onaylanmig rasemik lipofilik bir
ariloksipropanolamin ilagtir (Brunton vd., 2017, Frishman vd., 1998). Ayrica, al-
adrenerjik blokoéri, antioksidan, kalsiyum antagonisti antiproliferatif ve anti-endotelin
etkisinin oldugu hayvan deneyleri ile desteklenmistir (Dulin ve Abraham, 2004; Kayaalp,
2012). KY tedavisinde, KRV hem P1- hem de B2-adrenerjik reseptorleri bloke eder ve
bu da kalp fonksiyonlarmi diizeltir ve olumsuz miyokardiyal yeniden sekillenmenin
zayiflamasina yol agar. KRV ayrica, vazodilatasyon yoluyla periferik vaskiiler direnci
azaltmak icin al-adrenerjik reseptorlerin antagonizmasindan yararlanmaktadir. Bu farkli
etkiler, KRV molekiliiniin farkli béliimlerine baglanabilir. KRV, asimetrik bir karbon
atomuna sahip oldugundan, sadece tek bir enantiyomer gifti Gretir (Dulin ve Abraham,
4



2004). B1 adrenoreseptor blokaj etkisi oncelikle (S) enantiyomerine atfedilirken, al
adrenoreseptor blokaj aktivitesine hem (S)- hem de (R) enantiyomerleri sahiptir. Klinik
olarak kullanilan rasemik karisim, KRV’ln tim farmakolojik etkilerini saglar (Beattie
vd., 2013).

KRV, non-selektif beta-adrenoreseptor blokerleri sinifina ait bir ilagtir ve ayn1 zamanda
vazodilator 6zelliklere sahiptir. Bu iki temel 6zellik, KRV’un hipertansiyon, KY ve
iskemik kalp hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmasini saglar. Ilacm etki
mekanizmasi, beta-1 ve beta-2 adrenoreseptorlerini bloke ederek adrenerjik uyarilma
sonucu kalbin ¢aligma hizin1 ve kuvvetini azaltirken, alfa-1 reseptorlerini bloke ederek de
periferik damar direncini disiirip kan akigimmi artirr. Bu ¢ift yonlii etki, KRV’U

kardiyovaskiiler tedavilerde dne ¢ikan bir segenek haline getirir (Gliven vd., 2020).

Sekil 2.2
KRV’iin Kimyasal Yapisi ve Aktif Bolgeleri
B-Bloker
[ OH l
|
O-CH,~CH-CH,~NH-CH,~CH,0 @
" CH,0 |
N
l 4 o,-Bloker
Karbazol
(Antioksidan)

Not*: “*” Asimetri noktasini gésterir.

Kaynak: Dulin ve Abraham, 2004

Tek bir reseptdr Uzerinden etki gdstermeme durumu KRV’( selektif olmayan blokorler
grubuna dahil etmektedir. B1 reseptorler kalp hiicrelerinde bulunur ve sempatik etkinligin
kalbe ulagmasindan sorumludur. B2 reseptorler ise damar, brons ve diiz kaslarin
gevsemesinde rol oynar. Hem 1 hem B2 reseptdrlerinin inhibisyonu KRV tarafindan
gerceklestirilebilmektedir (Kayaalp, O.S., 2012).

Sistolik disfonksiyona baglh konjestif KY tedavisinde, terapdtik etkililik genellikle B-
blokor etkisi ve vazodilator etkisi ile iliskilidi. COPERNICUS denemesi, agir konjestif
KY olan hastalarin da dahil edildigi 6 aylik bir ¢alismadir ve KRV’(in hastalarin mortalite
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oranlarm1 ve hastaneye yatirilma sikliklarini azalttigmi gostermistir (Packer, M. vd.,
2002). KRV’iin iyi tolere edilebildigi ve tedaviye baslanmadan once hastalarda sivi
retansiyonu olmamasi kosulu ile kullanilabilecegi de bu calismada belirlenmistir. Bu
nedenle, KRV, konjestif KY tedavisinde etkili bir secenek olarak kabul edilmektedir.
KRV’in, oral formulasyon halinde, semptomatik kronik KY’de diiiretiklere, anjiotensin
antagonistlerine (ADE inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokorleri) ve digoksine
yardime1 olarak kullanilmaktadir (Kayaalp, O.S., 2012).

KRV, diger B-blokor ilacglara kiyasla daha olumlu sonuglara yol agabilecek bazi
ozelliklere sahiptir. Bu ilag, KY tedavisinin yani sira, koroner arter hastaligi, inme bébrek
yetersizligi, diyabet ve atriyal fibrilasyon gibi KY ile siklikla birlikte goriilen diger
rahatsizliklarin tedavisinde de etkili oldugu bir¢ok arastirma tarafindan gosterilmistir
(Ongun Ozdemir ve Ertas, 2005).

2.1.1.1. Farmakokinetik

Bilimsel caligmalarin sonuglarina gore, KRV'Un farmakokinetik (FK) Ozellikleri, 1
mg/mL infiizyon hizinda 15 mg'hk dozun intravendz inflizyonu {izerine
degerlendirilmistir. Bu 6zellikler, KRV'lin eliminasyon yar1 dmrii (T1/2) degeri olan 2,2
saat, Vd degeri olan 1,5 L/kg ve toplam viicut klirensi degeri olan 0,521 L/sa/kg olarak
belirlenmistir. KRV, rasemik ve/veya bireysel enantiyomerleri olarak saglikli
gondllulerde, hipertansiyonlu hastalarda, konjestif KY olan veya miyokard
enfarktiisiinden (MI) sonra yetiskinlerde ve pediatrik hastalarda incelenmistir. Bu
calismalar, KRV'lin FK o6zelliklerinin farkli popiilasyonlarda benzer oldugunu
gostermistir (Beattie vd., 2013).

KRV’iin FK profilinin degerlendirilmesi, insan serumu veya plazmasinda tayin edilmesi
icin birincil hedeftir. Ancak, KRV ayni zamanda bazi sporlarda yasaklanmis bir ilag
oldugu icin, idrarda tespit edilmesi de anti-doping taramas1 i¢in 6zel bir 6neme sahiptir.
Bu nedenle, KRV’iin idrarda tayini, diger p-blokdrlerle birlikte anti-doping kurallara

uygunlugu saglamak i¢in gereklidir (Beattie vd., 2013).

2.1.1.2. Absorbsiyon (Emilim)

KRV’iin emiliminin hizli oldugu ve en yiiksek plazma konsantrasyonlarmna (Cmax)
uygulanan dozdan 1 ila 2 saat sonra ulasgtig1 bildirilmistir. KRV 50 mg'in gida ile birlikte
uygulanmasinin arastirilmasi ile ortaya ¢ikan sonug, Cmax degerlerine ulasma siiresi

(tmax) aclik kosullarinda 0.97 saatten 1.3 saate degistiginden, emilim hizinin gida ile
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degistigi goriilmiistiir (Morgan, T., 1994). ila¢ gida ile birlikte uygulandiginda emilim
hizinin diistiigl, ancak biyoyararlanimin gidadan etkilenmedigi degerlendirilmisti. Oral
yolla alman KRV’iin, yaklasik %25'lik nispeten diisiik ve degisken bir mutlak
biyoyararlanim g0stermesi de ilk ge¢is metabolizmasma ugramasi ve bagirsak
kanalindaki yavas ¢oziinme hizi ile agiklanmaktadir (McTavish vd., 1993; Liu vd, 2015).
Iki enantiyomer arasmndaki mutlak oral biyoyararlanimda farkliliklar oldugu
bilinmektedir; R(+) ve S(-) enantiyomerler i¢in mutlak biyoyararlanim sirasiyla %31,1
ve %15,1'dir (Dulin ve Abraham, 2004).

2.1.1.3. Distriibsiyon (Dagilim)

KRV, yiiksek lipofilik 6zelligi nedeniyle viicutta yaygin olarak dagilir ve yaklasik 1,5 ila
2 L/kg arasmda bir Vd’ne sahiptir (Morgan, 1994; Singh ve Preuss, 2022). Ilag, %95
oraninda proteine baglanir ve R-( +) enantiyomeri S-( - )-enantiyomerine gore daha gugli
bir sekilde baglanir. Bu nedenle, KRV’iin B-bloke edici ve al-bloke edici etkilerinin
dokular {izerindeki etkisi, karigimdaki ila¢ oranlarina, kkdaaraciger (KC)
metabolizmasinin hizina ve protein baglanma derecesine bagli olarak karmasik bir
etkilesim gosterir. KRV, bazik yapis1 ve lipofilikligi nedeniyle, hayvan siitiinde diger -
bloke edici ilaglarin birikimine benzer bir sekilde birikir (Morgan, T., 1994). Lipofilik
ve hidrofobik bir ila¢g olan KRV ¢6ziinme hizi1 ve biyoyararlanimi partikiil boyutundan
biliyiik olciide etkilenmektedir. Esdeger c¢oziinme profilleri ve kan konsantrasyon
profilleri elde etmek i¢in hidrofobik ilaglarin partikiil boyutunu kontrol etmek
gerckmektedir. 40 mg esdeger mikronize KRV fosfat iceren matris tablet formulasyonu
uygulanarak siirdiiriilen bir ¢aligmada, 24 saat sonra %99 ila¢ salim1 gosterirken, ilacin
mikronize edilmedigi ayni formiilasyon %75 ilag salimi gostermistir (Fernandes vd.,
2018).

2.1.1.4. Metabolizma ve atihm

50 mg'lhk oral KRV dozunun insanlarda metabolizmasinin incelendigi arastirma
sonuglari, metabolizmanin neredeyse tamaminin hepatik yolla gerceklestigini ve ana
metabolitler arasinda glukuronid konjugati, alifatik yan zincir oksidatif Grlnleri ve
aromatik halka hidroksillenmis konjugatlarmmn yer aldigin1 gostermistir. Bu
metabolitlerin bazilar1 farmakolojik olarak aktif goriinmektedir. KRV'Un neredeyse
tamamen metabolizma yoluyla viicuttan atildig1 bulunmustur; metabolitlerin yaklasik
%16's1 renal yolla ve %60'ma kadar1 fekal yolla atimistir. Yalnizca %2'si idrarda

degismemis ilag olarak atilmaktadir (Dulin ve Abraham, 2014; Morgan, 1994). insan KC
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mikrozomlari, sitokrom P450 enzimlerinin (CYP) inhibitorleri ve rekombinant CYP
proteinleri ile yapilan in vitro deneyler, R-KRV’iin esas olarak CYP2D6 (%40) tarafindan
CYP3A4 (%30), CYP1A2 (%20) ve CYP2C9 katkilariyla metabolize edildigini, S-
KRViin ise ¢gogunlukla CYP1A2 (%60) tarafindan metabolize edildigini, %20 CYP2D6
ve %15 CYP3A4 ile metabolize edildigini gostermistir. Oksidatif metabolik yollarin
cogunlugu, hepatik CYP2D6 ve CYP2C9 enzimleri araciligiyla gerceklesir ve S(-)
enantiyomeri R(+) enantiyomerinden daha hizli metabolize edilmektedir (Dulin ve

Abraham, 2004).

Sekil 2.3
KC’deki KRV Metabolizmast.
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2.1.1.5. Farmakodinamik

Rasemik KRV, B-adrenoseptor antagonistidir ve damar genisletici 6zelliklere sahiptir. B1-
adrenoseptorleri antagonize etme glicti propranolol ile benzer, ancak daha uzun strelidir
ve labetalol ile karsilastirildiginda daha giclidir. KRV, p2-adrenoseptorleri de
antagonize edebilir, ancak seg¢iciligi f1-adrenoseptorlere gore daha zayiftir. Vazodilator
aktivitesi al-adrenoseptorlerin antagonizmasindan kaynaklanir, ancak kalsiyum
kanallarmmn da antagonizmasi vardir. Diger B-blokodrlerden vazoldiatasyon nedeniyle
renal fonksiyon Uzerindeki olumlu etkisiyle ayirt edilebilmektedir (Surer, 2014). KRV,
intrinsik sempatomimetik aktivite gostermez ve sadece zayif membran stabilize edici
(lokal anestezik) aktiviteye sahiptir (McTavish vd., 1993). KRV’in, kardiyoprotektif

etkileri cesitli bilimsel ¢aligmalarca kanitlanmistir. Hayvan modellerinde akut MI’ne



kars1 etkili oldugu gdsterilmistir ve propranololden daha etkili oldugu bilinmektedir. Akut
MTI'niin klinik 6ncesi deneysel modellerinde, KRV domuz, sigan ve kopekte enfarktiis
boyutunda belirgin azalmalar saglamistir (Ruffolo vd., 1993). Noronal hasara karsi
koruyucu 6zellikleri ve antiproliferatif etkileri de bulunmaktadir. Hipertansif hastalarda
diisiikk dozlarda kan basincini diisiirlir ve yash hastalarda da etkilidir. Kalp hizi ve
kardiyak indeks lizerinde genellikle gok az etkisi vardir ancak egzersiz yapan hipertansif
hastalarda kalp debisinin azaldig1 gézlenmistir. Koroner arter hastaligi olan hastalarda
egzersiz kapasitesini ve sol ventrikiil fonksiyonunu iyilestirmekte ve sol ventrikiil
hipertrofisini geriletmektedir. Idiyopatik dilate kardiyomiyopatili hastalarda da kardiyak
fonksiyonu iyilestirdigi gézlemlenmistir (McTavish vd., 1993). KRV, ayrica, giiglii bir
antioksidan etkiye sahiptir ve reaktif oksijen radikallerinin etkisini engellemektedir.
Sonuglanan klinik arastirmalar, uzun siireli KRV tedavisi sirasinda oksidatif stresle
iliskili birgok parametrede diisiis oldugunu géstermistir (http-2).

KRV’in antioksidan etkileri, son yillarda miyokardin kronik patolojik durumlarinda
reaktif oksijen radikallerinin 6nemli bir rol oynadigini1 gosteren kanitlarla birlikte, KY’de
yeni bir etki mekanizmasi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle apoptotik hiicre dliimiiniin
onlenmesindeki potansiyel rolii vurgulanmaktadir (Feurstein vd., 1998). KRV diger f3-
blokorlerden farkli olarak karbonhidrat ve lipid metabolizmasina farkli etki eder ve lipid
profili iizerinde olumsuz bir etkisi yoktur. Yiiksek yogunluklu lipoproteinlerle diisiik
yogunluklu lipoproteinler arasindaki (HDL/LDL) oran, KRV kullanimiyla korunur
(Surer, 2014; http-2).

KRV'lUn kardiyoprotektif etkilerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
anlasilamamus olsa da, in vitro olarak gosterilen antioksidan ve antiproliferatif etkilerin
bu etkilerde katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo
calismalarin klinik ortamda dogrulanmasi i¢in daha fazla arastrmaya ihtiya¢ vardir.
Ancak, oksijen tiiketimindeki azalma, B-blokaj ve vazodilatasyon gibi etkileri farklh
deneysel modellerde gosterilen kardiyoprotektif etkilerde dnemli bir rol oynamaktadir
(Morgan, 1994; McTavish vd., 1993).

KRV’iin birincil endikasyonu olan hafif veya ciddi KY hastalarinda, ventrikiil
fonksiyonunu diizelttigi ve mortalite ile morbidite oranlarimi azalttig1 birgok caligma
tarafindan dogrulanmistir. Bu nedenle, standart tedavi secenekleri arasinda yer almasi ve
KY olan hastalar i¢in diisiiniilmesi gereken énemli bir ilagtir (Ongun Ozdemir ve Ertas,
2005).



2.1.1.6. Yan Etki Profili

KRV, KY tedavisinde kullanildiginda tedavinin baslangicinda ve doz artislarinda iyi
tolere edilebilir ve gilivenli kabul edilmektedir. Ayrica, yaslt hastalar da %76 gibi ytliksek
bir oranda baslangi¢ dozunun iizerindeki dozlari tolere edebilmektedirler (Ozyildiz,
2014). KRV kullanimi sirasinda bazi advers reaksiyonlar ile karsilagilabilmektedir. Bu
reaksiyonlar arasinda 6dem, bas donmesi, bradikardi, hipotansiyon, bulanti, diyare ve
bulanik géorme bulunmaktadir. ABD KRV KY Programinda, KY hastalarinin yaklasik
%5'inde KY’nin kotiilesmesi, bas donmesi veya bradikardi nedeniyle KRV kesilmistir.
Ancak, yash hastalar ve gen¢ hastalar arasinda advers reaksiyon insidansinda bir farki
bildirilmemistir. Nadir durumlarda, KRV diisiik kan basinci, bobrek yetmezligi veya
yaygin vaskiiler hastaligi olan hastalarda bobrek fonksiyonlarinda geri doniisiimli
bozulmaya neden olabilmektedir. Bu nedenle, bobrek fonksiyon bozuklugu riski tastyan
hastalar ila¢c kullanimi sirasinda takip edilmelidir. KRV kullanimindan sonra hafif
hepatoseliiler hasar nadiren meydana gelmistir, ancak KC yetmezligine bagl 6liim
bildirilmemistir. KRV alan hastalarda KC fonksiyonlarinda anormallik insidansi
diisiiktiir, ancak KC hastalig1 6ykiisii olan hastalarda ila¢ kontrendikedir. Asir1 doz KRV
kullanim1 hipotansiyon ve bradikardi gibi semptomlara neden olabilmektedir. Asiri
bradikardi igin atropin verilebilir ve bozulmus ventrikiiler fonksiyonu desteklemek igin
intravendz glukagon, dobutamin veya izoproterenol 6nerilmektedir. Siddetli hipotansiyon
icin norepinefrin veya epinefrin verilebilir ve ilaca bagli bronkospazm i¢in izoproterenol
veya intravendz aminofilin énerilmektedir (Frishman, 1998).

Doz

Baslangi¢ dozu; 3.125 mg giinde 2 kez

Mutad aralik; 25 mg giinde 2 kez

( >85 kg agirligindaki hastalar i¢in 50 mg giinde 2 kez) (Wells vd., 2019).

2.1.2. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

KRV'Un Dimetilstlfoksit (DMSQ)'da serbestge ¢oziindiigii, metilen kloriir ve metanolde
¢ozilinebildigi, etanol ve izopropanolde az ¢oziiniir oldugu ve etil eterde hafif ¢oziiniir
oldugu bildirilmektedir (Shewale vd., 2008). KRV'in %96 etanoldeki ¢oziiniirligi,
Ingiliz Farmakopesi (BP)/Avrupa Farmakopesi (EP) tarafindan hafif ¢oziiniir olarak
raporlanmistir. Cesitli sulu ortamlarda KRV'iin ¢6ziiniirliigii, su ve seyreltilmis asitlerde

neredeyse ¢Oziinmez oldugu (British Pharmacopoeia, 2013), simiile edilmis gastrik
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stvisinda (pH 1.1) ve pankreatin icermeyen simiile edilmis bagirsak sivisinda (pH 7.5)
(Beattie vd., 2013) neredeyse ¢oziinmez olarak raporlanmistir. 1-8 pH araliginda,
farmasotik agidan Onemli olan bu pH degerlerinde, sulu ortamlardaki KRV'ln
¢Oziiniirligi yaklasik olarak 0.01 ile 1 mg/mL arasinda degismektedir (Desai, 2011). Bu,
fizyolojik pH araliginda oda sicakliginda KRV igin sunulan sulu ¢ozinurlik profiliyle
tutarlidir ve Tablo 2.1'de sunulmustur. Tablo 2.1'den anlasildig1 iizere, KRV pH bagiml
bir ¢oziiniirliige sahiptir ve pH azaldik¢a ¢oOziinlirligli artmaktadir. KRV'lin, cesitli
seyreltilmis sulu asit ¢ozeltilerinde pH S'ten diisiik degerlerde genis bir aralikta
¢cOziinlirliigi oldugu bildirilmistir. Calismalar, hidroklorik asitte (0.2 M) KRV'lUn
¢oziinlirligiliniin fosforik asitte (0.1 ve 0.3 M) olanmn 10 kat ve asetik asitte (0.2—0.5 M)
olanin 400 kat daha az oldugunu géstermistir. Bunun nedeni, KRV asetat tuzunun, ilgili
fosfat veya hidrokloriir tuzlarina kiyasla énemli 6lgiide daha yiliksek bir ¢oziiniirliige

sahip olmasidir (Loftson vd., 2008).

Tablo 2.1.
KRV’iin sulu pH ¢oziintirliigii (pH 1-7,6)

Nihai pH degeri Cozinarluk (mg/mL)

0.1 N HCI 1.44 0.033

0.01 N HCI 3.58 0.773
pH 2.5 Tampon 3.42 0.415
pH 3.5 Tampon 5.91 0.048
pH 4.5 Tampon 6.18 0.039
pH 5.5 Tampon 6.28 0.037
pH 6.0 Tampon 6.44 0.037
pH 6.8 Tampon 6.85 0.031
pH 7.2 Tampon 7.26 0.013
pH 7.5 Tampon 7.56 0.007

* "Tampon" 50 mM potasyum fosfat anlamina gelmektedir.
Kaynak: (Beattie vd., 2013)

Literatirde KRV'in gesitli polimorfik ve psddopolimorfik formlari tanimlanmistir.
Bunlar arasinda amorf KRV (Pokharkar, 2006; Raut vd., 2011), kristal Form I (Patil vd.,
2008), Form Il (Patil vd., 2008; Ramanjaneyulu vd., 2009), Form |11 (Hildesheim vd.,
2006), Form IV (yarihidrat) (Hildesheim vd., 2006), Form V (metil etil keton solvat1)
(Hildesheim, 2006;2009), Form VI (etil asetat solvat1) (Kor ve Wizel, 2009), Form VII
(Zupet vd., 2009) ve Form IX (yarthidrat) (Zupet vd., 2009) bulunmaktadir. Ayrica daha

Oonce alintilanan etil asetat solvatindan farkli olarak, "muhtemelen bir etil asetat solvat1"
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olarak tanimlanan yeni bir kristal KRV formu da rapor edilmistir (Lifshitz ve Wizel,
2007). KRV Form I, termodinamik olarak en kararli kristal form olarak tanimlanmistir
(Patil vd., 2008; Beyer ve Reinholz, 2004). Her kristal formun X-1smn1 kirmimu ile ilgili
karakterizasyon verilerinin 6zeti Tablo 2.2'de verilmistir. Ayrica, kristal KRV varliginda,
diisiik miktarlarda (yani, %1 kadar diisiik) amorf KRV'Un varliginn PXRD ile nicel
olarak belirlendigi ¢alismalar rapor edilmistir (Raut vd., 2011).

KRV'Un bir kristal formunun (yani, Form I1) toz X-1sin1 kirinim deseni Sekil 2.1'de
gosterilmistir.

KRV, Form II'nin tek kristal yap1 X-151mn1 verileri, birim hiicre boyutlarini a=15.5414 (Kor
ve Wizel, 2009) A, b=15.2050 (Hildesheim vd., 2006) A, ¢=9.1174 (Menon vd., 2012)
A, b=100.730, ve V=2116.8 A olarak dogrular. Bu, monoklinik, P21/c uzay grubu ile
tutarhidir. Hem KRV Form I hem de II'nin monoklinik oldugu ve ayni uzay grubunda
kristallestigi gosterilmis olmasina ragmen, hiicre parametreleri tamamen farklidir (yani,
Form | igin: a=9.094 A, b=12.754) A, ¢=18.330 A, ve b=97.36. Her form iki klasik
hidrojen bagina sahiptir; karbazol N atomu 2-metoksi O atomuna bir intermolekiiler
hidrojen bagi olusturur ve hidroksil grubu amino N atomuna bir intermolekiiler hidrojen
bag1 olusturur, ancak aromatik kalintilar1 baglayan zincirin iki torsiyon agisinda 6nemli
farkliliklar gosterir (Yathirajan vd., 2007).

KRV Form IV (yarihidrat) icin kristal verileri de literatiirde rapor edilmistir. Bu
yarthidratin rapor edilen birim hiicre boyutlar1 a=13.517 A, b=16.539 A, ¢=19.184 A,
b=94.27, ve V=4276.9 A'dir. Bu solvatomorf, monoklinik, P21/n uzay grubunu sergiler.
KRV konformasyonlarinin tiikenmis analizi yayimlanmistir. Cok boyutlu konformasyon
analizi, bu ila¢ maddesi icin toplam 177,147 (yani, 3 1011) konformasyon olasilig1
oldugunu 6nermektedir. KRV konformasyonlarinin farmakofor parg¢a bazli tahmini ve
gaz fazi ab initio optimizasyonu da KRV'in konformasyon kimligini agiklamak igin
gergeklestirilmistir (Almeida vd., 2004).
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Tablo 2.2

KRV'iin kristal formlart icin X-1sint karinim verilerinin ozeti

Polimorfik Raporlanan X-1sim .
Kimlik Kirnim pikleri (26) Ek veriler (FTIR, DSC, TGA) Referanslar
FTIR: 3451 cm™ (karakteristik pik) .
Form | 315’5’1(2)28’3120’ 14.6,19.6, lsr?i?; 2 ile karsilastirildiginda (3345 (2(838)Al,§r ve Reinholz,
5.8, 11.6, 13.0, 13.6, 14.8, FTIR: 3345, 2061, 2997, 2836,
15.2, 16.5, 17.0, 17.5, 18.4, 1630, 1608, 1591, 1504, 1455,
19.2, 20.3, 21.0, 21.4, 21.7, 1444, 1403, 1348, 1334, 1305, (Ramanjaneyulu
Form Il 22.9, 235,245, 26.2, 27.5, 1286, 1253, 1215, 1178, 1156, vd 20019) Y
28.1,29.4,31.4, 325, 34.2, 1120, 1101, 1042, 1023, 1002, 980, "
35.4, 38.2, 39.3, 41.9, 44.8, 958, 915, 871, 850, 785, 748, 728,
48.1 721, 621, 580, 465 cm™
8.4,9.3,11.6, 13.2, 13.5,
14.2, 15.3, 15.8, 17.4, 18.4, S o (Bubendorf vd.,
Form 111 10.4. 20.6. 214, 22.0, 26.5. DSC (endotermik pik): 96-100 °C 2006)
27.6
Form IV 11.9,14.2,15.7,16.5, 17.7, DSC: (baslangi¢) 9496 °C, (pik)  (Aronhime vd.,

18.3,19.2, 19.6, 21.7, 22.2,

(hemihidrat) 539 4.2, 249, 27.4, 28.2

104 °C, TGA: 2% sudan
kaynaklanan kayip

2007; Bubendorf
vd., 2006)

4.1,10.3,10.7,11.5, 12.6,

DSC (endotermik pik): 67 °C, 115
°C; TGA: %14 agirlik kayb1 (bir
KRV molekiilii bagina bir MEK

Fc;rmtV (MEK 14.0, 14.8, 15.4, 16.4, 16.8, molekiilii kaybiyla tutarli, ardindan (z,ggc;r)lhlme vd,
solvat) 18.8,20.8, 21.1, 21.6, 25.4 yeniden kristallesme olay1 ve Form

II ile tutarli 115 °C'de bir erime

piki)

DSC (74 °C'de endotermik pikler

(ana); 112 °C'de (mindr)); FTIR:
Form VI (etil ?'1856'153; 1'31’319'71’613'11’6 o 613,740,994, 1125, 1228, 1257,  (Kor ve Wizel,
asetat solvati) et men ane  1441,1508, 1737, 2840, 3281, 2009)

17.7,18.5, 23.0, 30.5

3389, 3470 cm-'; TGA: agirlik
kaybi: 35 ila 104 °C arasinda %13

6.4, 6.8, 10.9, 11.6, 12.9,
13.6, 16.8, 17.5, 17.9, 23.3,
27.2

Form VII

FTIR: 3469, 3278, 2871, 1124,
1096, 745, 723 cm-%; DSC
(endotermik pikler): 73 °C (Form
VII'den Form II'ye gegis), 114 °C
(Form Il erimesi)

(Zupet vd., 2005)

Raporlanan X-1s1m

Polimorfik kimlik Kirmnim pikleri (20)

Ek veriler (6rn. FTIR, DSC, TGA) Referanslar

6.2,6.5, 11.4,12.4,
13.6, 14.7, 16.9, 19.3,
19.6, 23.2

Form IX
(hemihidrat)

FTIR: 3568, 3339, 3288, 2943, 2896,
1350, 1308, 1288, 1104, 997, 737 cm-
1. DSC (endotermik pikler): 80 °C
(mindr: kristal kafesten su salinimti), 99
°C (major)

(Zupet vd., 2005)

4.3, 8.5, 10.1, 10.6,

11.1,12.7, 13.6, 15.6,
16.6, 17.0, 19.1, 19.9,
20.3,21.2,25.0, 25.4

Potansiyel olarak
bir etil asetat
solvati

DSC (endotermik pikler): 60 °C ve
113.0 °C; TGA: 25 ila 60 °C arasinda
%40 agirlik kaybi

(Lifshitz ve Wizel,
2007)

* Okunabilirlik amaciyla yukaridaki 2y degerleri iliskili araliklariyla (tipik olarak 0,1 veya 0,2) rapor

edilmemistir.
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Termodinamik olarak kararli form olan KRV, Form I'in erime noktas1 123-124°C ve
123-126°C olarak rapor edilmistir. KRV, Form II'in erime araligi ise etil asetat kristalleri
i¢in 114-115°C olarak bildirilmistir (Beyer ve Reinbolz, 2004).

KRV'iin ¢esitli polimorf ve solvatomorflari, diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ile
gbzlenen karakteristik termal olaylar agisindan literatiirde bahsedilmistir. DSC termal
olaylarna iligkin tablolu 6zet ve tartismalar Tablo 2.2°de yer almaktadir.

KRV, Form II'nin termogravimetrik analiz (TGA) ile yapilan termal analizi, bu polimorf
isinin oda sicakligindan 335°C'ye dakikada 10°C artis hiziyla isitildiginda, 150°C'ye
kadar %0.1'den az agirlik kaybr gozlemlendigini dogrulamistir. 250°C'nin tlizerindeki
sonraki agirlik kaybi, KRV'iin termal bozunmasini yansitmaktadir.

KRV'lin UV spektrumu, Perkin-Elmer Lambda 2 UV—g6riiniir spektrometre kullanilarak
elde edilmistir. Ornek, 8 mg/L konsantrasyonda metanol iginde ¢oziiliip, 200'den 400
nm'ye kadar absorbans modunda taranmistir. UV spektrumu, n—n* ve n—n* elektronik
gecislerinden kaynaklanan maksimum emilimleri 223 nm'de (e=3.6x10"4), 242 nm'de
(e=5.0x10"4), 285 nm'de (e=1.4x10"4) ve 332 nm'de (¢=5.4x10"3) gostermektedir.
KRV, Form II i¢in FTIR spektrumu (KBr tableti {izerinden kaydedilmis) Sekil 2.4’te
gosterilmistir. Alkol OdH gerilmesinden kaynaklanan karakteristik kizilotesi (IR)
absorpsiyon bantlar1 (3344 ¢cm”-1), aromatik (CdH) gerilmesi (3060 cm”-1), aromatik
(C=C) gerilmesi (1608, 1591, 1502, 1453, 1444 cm™-1) ve alifatik-aromatik eter (CdO)
gerilmesi (1252-1100 cm”-1) gozlemlenmistir (Beattie vd., 2013).

KRV'in 1H NMR spektrumu, 400 MHz'lik bir NMR cihazi kullanilarak, 5-mm QNP
probu ve CH30D ¢oziiciisii ile elde edilmistir. Spektralar 400 MHz'de, 5-mm QNP probu
kullanilarak almmustir. Kimyasal kaymalar, TMS'ye gbre ppm cinsinden, 1H NMR
spektrumundaki artik ¢dziicli sinyalini i¢ referans olarak kullanarak bildirilmistir. Proton
manyetik rezonans sinyal atamalar1 Sekil 2.5.-Sekil 2.7.’te verilmistir.

KRV'in 13C NMR spektralari, 100 MHz'de, 5 mm cift frekansli 1H-13C probu ve
CH3O0D ¢oziiciisti kullanilarak elde edilmistir. Kimyasal kaymalar, TMS'ye gére ppm
cinsinden, 13C NMR spektrumundaki artik ¢oziicii sinyalini i¢ referans olarak kullanarak
bildirilmistir. 13C manyetik rezonans sinyal atamalar1 Sekil 2.8.-Sekil 2.9.’da verilmistir

(KRV"iin numaralandirilmasi igin Sekil 2.10'ye bakiniz).
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Sekil 2.4
KRV'in IR Spektrumu (KBr pellet).
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Kaynak: Beattie vd., 2013
Sekil 2.5
KRV'ln 1 H NMR spektrumu (12-0 ppm)
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Kaynak: Beattie vd., 2013
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Sekil 2.6

KRV'iin 1 HNMR genigleme spektrumu (8,5-6,5 ppm).

Kaynak: Beattie vd., 2013
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Sekil 2.7
KRV'iin 1 HNMR genigleme spektrumu (5.2-2.8 ppm).
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Kaynak: Beattie vd., 2013
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Sekil 2.8
KRV’iin 13C NMR"t (200-0 ppm)
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Kaynak: Beattie vd., 2013

Sekil 2.9
KRV’iin'iin 13C NMR genisleme spektrumu (160-138 ppm.
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Kaynak: Beattie vd., 2013
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Sekil 2.10

Karvedilol'tin Numaralandirilmast
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Kaynak: Beattie vd., 2013

H NMR, KRV’iin'lin metal selatlayici 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilmigtir. Demir
(IIT), ¢inko (II) ve bakir (II) kompleksleri KRV ile sentezlenmis ve yapisal ve
spektroskopik Ozellikleri agisindan karakterize edilmistir. 2D COSY NMR, metal
etkilesimlerinin KRV'iin alifatik kismindaki alifatik hidroksil ve amino gruplar1 (O ve N
donorleri) ile oldugunu dogrulamak i¢in kullanilmistir (Zoroddu vd., 2009). Daha
karmagik KRV—-Bakir "stiperdimer" zincirleri benzer sekilde ¢esitli NMR teknikleri ile
incelenmistir (Zoroddu vd., 2003).

2.1.3. KRV miktar tayini metotlar

2.1.3.1. Elektrokimyasal yontemle tayin

KRV’nin tablet formu kullanilarak, diferansiyel puls voltametri yontemi ile yapilan bir
analizde KRV’nin 2.0-11.0 pH araligindaki davranisi incelenmis, difiizyon kontrollii
oksidasyon siireci saptanmistir. 0.25-10.00 mg/mL araliginda dogrusal yanitla KRV
miktar1 belirlenmis tespit limiti 0.10 mg/mL ve kantitasyon limiti 0.25 mg/mL olarak
tespit edilmistir (Radi ve EImogy, 2005).

2.1.3.2. Kimyasal luminesans ile tayin

KRV’nin analizi i¢in hizli ve giivenilir bir kemiliiminometrik yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemde KRV’nin antioksidan 0zellikleriyle luminol-hipoklorit
reaksiyonunu inhibe edilmistir. Yontem Campspec CL-2 dedektorii ve mikro pompali
akis sistemi kullanilarak gelistirilmistir. KRV konsantrasyonlar1 igin 1,2x107-7 ile
3,0x10”"-6 mol/L arasinda dogrusal bir yanit arali1 elde edilmis ve metodun tespit sinir1

8,7x10"-9 mol/L olarak saptanmistir (Pires vd., 2005).
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2.1.3.3. Spektrofotometrik yontemle tayin

Xu ve ekibi, farmasotik formilasyonlardaki KRV miktarini belirlemek i¢in etkin ve basit
bir spektroflorimetrik metod gelistirdiler (Xu vd., 2005). KRV’Un asit ve alkali
kosullardaki 6zellikleri bu yontemle incelenmis, floresan yogunlugu 254 nm'deki uyarma
ve 356 nm'deki emisyon ile dl¢lilmiistiir. Analiz i¢in elde edilen dogrusal yanit araligi
0.50-270 ng/mL iken, tespit smir1 0.19 ng/mL olarak belirlenmistir.

Silva vdadaglari, farmasotik yardime1r maddelerin etkisini elemek i¢in tabletlerdeki KRV
konsantrasyonunu 6lgebilen yeni bir akis enjeksiyon spektroflorimetrik yontem rapor
etmislerdir (Silva vd., 2008). KRV’iin floresan 6zelliklerini artirmak i¢in sodyum dodesil
siilfat iceren misel sistem kullanilmistir. Bu durum, floresan molekiillerin 1smimsiz
stireclerden korunmasini saglayarak, 286 ve 341 nm'lik uyarma ve emisyon dalga
boylarinda 3,63x10"-9 mol/L tespit limiti ile 9x107-8 ila 1x10"-6 mol/L arasinda bir
dogrusallik gostermistir.

Verma ve ekibi, farmasotik formulasyonlardaki KRV’U tespit etmek igin ekstraktif
spektrofotometrik bir yontem gelistirmistir (Verma ve Syed, 2007). Yontem, asidik
ortamda KRV ve bromokresol yesili (BCG) arasindaki kloroformda ¢oziinebilen iyon
cifti kompleksinin olusumuna dayanir. 415 nm'de maksimum absorbans gdsteren sari
renkli kompleks, 5-25 mg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal bir iliski gostermis ve
12 saatten daha uzun siire stabil kalmigtir. Tiim spektral ol¢ctimler 1 cm eslesen kuvars
hicreli Jasco spektrofotometre-V530 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cadosa vdadaslari, tablet ve kapsiillerdeki KRV’ spektrofotometrik olarak tayin etmek
icin iyot ve asidik boyalarla yapilan iki farkli yontemi tanimlamislardir (Cardosa vd.,
2001). lag, iyotla yiik-transfer reaksiyonu icin asetonitril ve bromotimol mavisi (BTB)
ile BCG i¢in kloroformda iyon ¢ifti olusumu igin kullanilmustr. Iyot, BTB ve BCG igin
sirastyla 363, 411 ve 414 nm'de maksimum absorbans goésteren kompleksler elde
edilmistir. Her iki yontem de ekstraksiyon adimi gerektirmeden ilacin dogrudan
Olgtimiinii saglar, iyot i¢in 2-7 mg/mL ve BTB ile BCG i¢in 2,5-15 mg/mL arasinda Beer

yasasina uygundur.
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2.1.3.4. Kromatografik yontemle tayin

KRV ’nin farmasdtik formiilasyonlarda analizi icin HPTLC yontemi kullanilarak yapilan
bir ¢alismada toluen, etil asetat ve metanol (1:4:3.5) mobil faziyla 242 nm’de analiz
edilmis, Rf degeri 0.65 + 0.02 olarak saptanmis ve yontem 0.05-0.30 mg/mL araliginda
dogrusal sonuglar vermistir. Tespit sinir1 0.01 mg/mL, kantitasyon limiti ise 0.035 mg/mL
olarak tespit edilmistir (Patel vd., 2006).

2.1.4. KRV igeren ticari preparatlar

KRV igeren ticari preparatlar, cesitli dozaj formlarinda ve farkli dozaj gii¢lerinde
sunulmaktadir. Bu preparatlar, genellikle oral yolla alinan tablet formunda bulunur. Pazar
mevcudiyeti agisindan, KRV diinya genelinde birgok iilkede farkli marka isimleri altinda
sunulur. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'nde en bilinen formu "Coreg" ismi altinda
satilirken, diger iilkelerde farkli isimlerle bulunabilir. Her bir ticari {riin, farkli hasta
gruplarinin ihtiyaglarima yonelik olarak formiile edilmistir. Bu nedenle hastalarin ve
saglik hizmeti saglayicilarinin spesifik tedavi gereksinimlerini karsilayacak sekilde
sunulur (Mahmoud vd., 2009). Bu preparatlarin farmakokinetik profilleri, ilacin emilimi,
dagilimi, metabolizmasi ve atilimi {izerinde 6nemli etkilere sahiptir. KRV, oral alim
sonrasinda KCde yogun bir sekilde metabolize olur ve bu durum, biyoyararlanimini
nispeten diisiik tutar. Bununla birlikte, ilacin farmakodinamik etkileri genellikle doza
baglhdir, bu da dozajin dikkatlice ayarlanmasini gerektirir. Hastalarin tedaviye baglangic
ve devam dozlari, genellikle KY veya hipertansiyonun siddetine bagl olarak titrasyon

yontemiyle ayarlanir (Morgan, 1994; Tenero vd., 2006).

21



Tablo 2.3
KRV Igeren Ticari Preparatlar (http-3)

ilac isimleri

Dozlar:

Uretici Firma

Arlec

12.5mg
25 mg
3.125mg
6.25 mg

Ali Raif

Calbicor

12.5mg
25 mg
6.25 mg

Santa

Carvesan

12.5mg
25 mg
6.25

Drogsan

Carvexal

12.5mg
25 mg
6.25

Sandoz

Coronis

12.5mg
25 mg
6.25 mg

Bilim {lag Sanayii

Delotran

12.5mg
25 mg
6.25 mg

Saba Ilag

Dilatrend

12.5mg
25 mg
3.125mg
6.25 mg

Deva Holding

Kinetra

12.5mg
25 mg
6.25 mg

Sanovel
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2.2. Oral Yoldan fla¢ Uygulanmasi

Oral yoldan ilag¢ uygulanmasi, hasta uyuncunun saglanmasi konusunda diger uygulama
yontemlerine gore avantajli oldugu igin daha ¢ok tercih edilmektedir. Ancak, yeni
gelistirilen kimyasal maddelerin bazilari, oral yolla diisik emilim ve biyoyararlanim
nedeniyle arastirma ve gelistirme siireglerinde basarisiz olabilmektedir (Agrawal vd.,
2014). Bu diisiik emilim; zayif suda ¢oziiniirliik, diisik membran gegirgenligi ve P-
glikoprotein (Pgp) akisindan kaynaklanmaktadir (Khadka vd., 2014; Arzani vd., 2015).
Oral uygulama i¢in ilacin gastrointestinal sistemde ¢ozlinmesi, suda ¢oziiniirliige baghdir.
Hidrofobik ilaglarin oral biyoyararlanimi zayif olup, yan etkiler ve doz sorunlarina yol
acabilir (Wang ve Zhang, 2012). KRV, hipertansiyon ve ¢esitli kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilan, vazodilatasyon ve a-adrenerjik blokaj ozellikleri
bulunan bir B-blokordiir. Yiiksek lipofilik yapiya sahip olan bu ilag, yiiksek ilk gegis
metabolizmas1 nedeniyle %25-35 oral biyoyararlanim gostermektedir. KRVin
biyofarmasétik siniflandirmasinda smif I olarak yer almasina neden olan bu 6zellikler,
literatiirde ¢oziiniirliik artis1 ve biyoyararlanimin iyilestirilmesi amaciyla kati dispersiyon,
inkliizyon kompleksasyonu ve mikronizasyon gibi ¢esitli yontemlerin arastirildigim
gostermektedir (Manohar vd., 2014). Ancak, bu geleneksel yontemlerin dozaj ve hasta
uyumu gibi kisitlamalar1 terapotik etkinligi sinirlamaktadir (Patwekar ve Baramade,
2012).

Nanoteknoloji, lipofilik ilaglarin terapotik etkilerini artirma potansiyeli tasiyan stratejiler
arasinda one cikmaktadrr (Varshosaz vd., 2014). Ozellikle KRV’iin oral
biyoyararlanimini artirmak i¢in umut verici bulunan NP’ler, ilacin kapiller ve epitelyal

membranlara kolay niifuz etmesine olanak taniyarak etkin dagitimini saglar.

2.3. Nanopartikuler Sistemler

Nanopartikiler sistemlerin ilag endustrisindeki yeri, geleneksel yontemlerle
saglanamayacak bircok avantaji beraberinde getirmektedir. Ilaglarin ¢oziiniirliigiinii ve
viicuttaki emilim oranmi iyilestirmek bu teknolojinin 6ne ¢ikan yararlar1 arasinda yer
almaktadir. Bu sayede, aktif bilesenler dogrudan hedef dokuya ulasarak, etkilerini daha
spesifik bir sekilde gostermekte ve yan etkileri minimuma indirmektedir. Ayrica, ilaglarin
viicutta salinimi daha dengeli bir hale gelerek, hasta tarafindan ilag alimmin daha seyrek
yapilmasina olanak tanimaktadir ki bu da hastalarin tedaviye uyumunu ciddi sekilde

artirmaktadir. Ancak, nanopartikiler sistemlerin gelistirilmesi ve iiretimi, teknik ve mali
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acidan bazi zorluklari da kapsamaktadir. Bu sistemlerin Gretimi igin ileri dlizey teknikler
gerektiginden, tiretim maliyetleri onemli 6lgiide artabilmektedir. Ayn1 zamanda NP’lerin
fiziksel ve kimyasal stabilitesi buyik bir dikkat ve 6zen gerektirmektedir. Bu da ilacin
depolanmasi ve taginmasi sirasinda bazi ekstra zorluklara neden olabilmektedir. Giivenlik
acisindan da NP’lerin potansiyel toksisite riskleri ve vicut iginde birikim yapabilme
ihtimali, bu teknolojinin kullanimini sinirlayici faktorler arasinda yer almaktadir. Tim bu
faktorler, nanopartikiler ilaglarin piyasaya siiriilmesi siirecini uzatabilmekte ve ilag
gelistirme maliyetlerini yiikseltmektedir (Ozturk, A. A., Yenilmez, E., & Ozarda, M. G.,
2019).

Nano tasityict sistemlerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 0Ozellikleri, hastaliklarin
onlenmesi, teshisi ve tedavisinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Shen ve
Burgess, 2013; Kammari vd., 2017; Hami, 2021). NP’ler gibi sistemler sayesinde, ilaglar
belirli organlara, hiicrelere veya hiicre i¢i organellere daha dogrudan yonlendirilerek,
istenen siire ve diizeyde etkin madde salimi ile hem ilacin etkinligi artirilmakta hem de
yan etkiler asgariye indirilmektedir (Ventola, 2017). Bu tir nanopartikiler sistemler
arasinda nanosiispansiyonlar, nanoemiilsiyonlar, PNP’ler, kat1 lipit NP’ler ve lipozomlar
bulunmaktadir (Gregoriadis ve Perrie, 2010). Bu sistemlerden yapilan ila¢ salimi, ilacin
giivenligi, etkinligi ve kalitesinin degerlendirilmesi agisindan hayati bir adimdir ve
gelistirilen formiilasyonlarin in vitro performansmin degerlendirilmesi ile ilacn in vivo
davraniginin modellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, Nanopartikiler bir
ilag sisteminin gelistirilmesinde, 1ilag salimmm uygun test yOntemleri ile
degerlendirilmesi kritik 6neme sahiptir (Souza, 2014; Gupta vd., 2021).

2.3.1.Nanopartikiiler Sistemlerde /n Vitro Salim

Ilag salim profilleri, bir ilacin viicuttaki davranisi hakkinda kritik bilgiler saglar ve ilacin
giivenligi ve etkinligi iizerine caligmalar i¢in temel olusturur. In vitro salim profilleri,
ilacin viicuttaki muhtemel etkilerini tahmin etmek igin kullanilir (FDA, 1997). Amidon
vdadaslari tarafindan 1995'te gelistirilen Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi , ilaglarin
¢ozundrlik ve gegirgenlik dzelliklerine dayanarak, ilaglarmn in vivo davranigini in vitro
testlerle tahmin etmeyi amaclar. Biyofarmasotik smiflandirma sistemi kullanilarak
yapilan in vitro salim ¢aligmalari, in vivo ¢aligmalar1 azaltmaya ve in vitro - in vivo
korelasyonu saglayarak biyoesdegerlik calismalarina dair muafiyetlerin belirlenmesine

olanak tanir (Wallace vd., 2012).
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Farmasotik sektorde, in vitro salim testleri, dozaj formlarinin gelistirilmesi ve kalite
kontroliinde kritik bir role sahiptir. Bu testler ayrica ilaglarin in vivo etkililigi hakkinda
da onemli bilgiler sunar. 1971 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP)
tarafindan sepet yontemi (USP aparat 1) resmi bir salim testi olarak kabul edilmistir. Bu
yontem, 1978'de palet yontemi (USP aparat 2) ve 1985'te ilag salim1 hakkinda genel bir
boliimiin USP 21'de yayimlanmasi, 1990'da USP 22-NF 18'de modifiye salim saglayan
dozaj formlar1 i¢in 23 adet monografinin yer almasi, 1991'de uzatilmis salim saglayan
ilaglar icin pistonlu silindir (USP aparat 3) ve 1995 yilinda uzatilmig salim saglayan
ilaglar i¢in stirekli akis hiicresinin (USP aparat 4) kabul edilmesiyle devam etmistir.

Basarili salim profilleri elde etmek i¢in, salim test yontemlerinin dikkatlice se¢ilmesi ve

tasarlanmasi sarttir. Bu baglamda, in vitro salim testi yapilirken dikkate alinmasi gereken

onemli hususlar sunlardir (USP 43, 2019):

e Segilecek salim ortaminin igerigi ve hacmi, ilacin fizikokimyasal 6zelliklerine,

dozaj sekline ve uygulama sikligina uygun olmalidir.

e Sink kosullarinin olusturulmasi tavsiye edilir ancak zorunlu degildir. Sink kosulu,
test sonunda salim ortamindaki etkin maddenin, doygunluk konsantrasyonunun

%30'unu asmamasini ifade eder (EMA/CHMP/WQP, 2014).

e Genellikle sulu ortamlar tercih edilmeli ve ilk degerlendirmeler fizyolojik pH
degerlerinde yapilmalidir. Yiizey aktif madde kullanimi kagmilmali, kullanilmas1
gerekiyorsa nedenleri acikga belirtilmelidir. Ornegin, suda zayif ¢dziinen
maddeler i¢in yeterli ¢oziiniirliik saglamak amaciyla kullanilabilir. Yiizey aktif
maddenin konsantrasyonu olabildigince diisiik tutulmali ve kullanimi ¢oziiniirliik

verileri ve bilimsel kanitlarla desteklenmelidir.

e In vitro salim testi i¢in kullanilacak aparatin se¢imi gerekcelendirilmelidir. Palet
aparati kullanilan metodlarda baslangicta 50 rpm'de karistirilmali, sepet aparati
kullanilanlarda ise 100 rpm karistrma hizi Onerilir. Gerekgelendirilmis
durumlarda daha yiiksek karistirma hizlar1 veya farkli boyutlarda sepetler

kullanilabilir.

o In vitro salim testi prosediiriiniin gelistirilmesi sirasinda, metod parametrelerinin

sonuclardaki degiskenlik lizerindeki etkisi incelenmeli ve minimize edilmelidir.
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Farmakopelerde sunulan test yontemleri arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Avrupa
Farmakopesi, kat1 dozaj sekilleri icin sepet (aparat 1), palet (aparat 2), pistonlu silindir
(aparat 3), ve siirekli akis hiicresi (aparat 4) gibi ¢esitli metodlar1 odnermektedir. Ayrica,
transdermal yamalar icin disk tzerinde palet, hiicre ve donen silindir gibi aparatlar; ilagh
sakizlar icin ise ¢ignemeyi taklit eden sakiz makineleri Onerilmektedir (European
Pharmacopoeia, 2019).

Amerikan Farmakopesi, hemen salim, uzatilmigs salim ve geciktirilmis salim saglayan
dozaj sekilleri icin, sepet (aparat 1), palet (aparat 2), pistonlu silindir (aparat 3), siirekli
akis hiicresi (aparat 4) gibi aparatlarin kullanilmasini 6nermektedir. Transdermal yamalar
icin disk Uzerinde palet (aparat 5), donen silindir (aparat 6), ve asagi-yukar1 hareket eden
ornek tutucu (aparat 7) yontemleri dnerilir (USP, 43, 2019).

Tirk Farmakopesi, ilag salim ¢alismalarmi; kat1 dozaj sekilleri, transdermal yamalar ve
lipofilik kat1 dozaj sekilleri olmak tizere ii¢ farkl baslik altinda sunar. Konvansiyonel ve
modifiye salim saglayan dozaj sekilleri ile transdermal yamalar i¢in Avrupa Farmakopesi
ile uyumlu aparatlar Onerilirken, lipofilik kat1 dozaj sekilleri igin siirekli akis hiicresi
onerilir (TFA, 2017).

Ilag salim ydntemlerinin ve kosullarinin belirlenmesi, ilacin ve dozaj formunun
ozelliklerine bagli olarak yapilir. Ayrica bazi farmakopelerde (6rnegin, USP) belirli dozaj
formlarma yonelik monograflar da yer almaktadir. Genellikle bu monograflara uyulmasi
gerekmektedir. Ancak nanopartikiler sistemler icin mevcut farmakopelerde resmi bir in
vitro salim testi bulunmamaktadir. NP’lerin davranisini incelemek i¢in kullanilacak bir in
vitro salim testi gelistirirken, uygun aparatin ve salim kosullarinin (salim ortamu,
karistirma yontemi vb.) dogru segilmesi biiyiikk 6nem tasir. Se¢im, ilacin uygulanacagi
bolge ve formiilasyonun etki alani dikkate alinarak yapilmalidir, ancak Nanopartikiler
tastyict sistemlerin karmasik yapisi nedeniyle in vivo kosullarin tam olarak simiile
edilmesi oldukga zordur (Siewert vd., 2003).

In vitro salim testleri, sadece ilag kalitesini ve performansimi degerlendirmek igin degil,
ayni zamanda nanopartikiler sistemlerin gelistirilme asamalarinda da 6nemli bir aragtir.
NP’ler i¢in diizenleyici otoriteler tarafindan onaylanmigs resmi salim testleri
bulunmadigmdan, mevcut farmakope yontemlerinin uyarlanmasi veya modifiye edilmesi
yaygin bir yaklagimdir (Gupta vd., 2021). Yapilan bircok calismada, USP aparat 2 (palet),
USP aparat 4 (akis hiicresi) ve modifiye edilmis akis hiicresi, nanopartikiler sistemlerden

ilacin in vitro salimini test etmek amaciyla kullanilmistir (Wang vd., 2014). NP’lerin in
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vitro saliminda kullanilan akis hiicresinde, hiicrenin ¢ap1 ve reseptdr bolmesinin hacmi
gibi parametreler ayarlanmis, salim ortaminin akis hizi ise olduk¢a diigiik tutulmustur.
Nanopartikiler sistemlerde en sik karsilasilan sorunlardan biri, partikiillerin
topaklanmasidir (agregasyon). Bu sorunun Oniine ge¢cmek igin salim testi sirasinda
karistirma hizinin, 6rnek alma yontemlerinin (6rnegin, santrifiij, ultrasantrifuj, filtrasyon
vb.) ve test metodunun dikkatlice segilmesi gerekmektedir (Barzegar-Jalali vd., 2012).
Bu kapsamda, siirekli akis hiicresine cam boncuklar eklenmesi, agregasyonun dnlenmesi
i¢in kullanilan yontemlerden biridir (Brown vd., 2011).

Nanopartikiler sistemlerde in vitro salim testleri genellikle uzun siireli (6rnegin birkag
hafta) olarak yiiriitiildiigii i¢cin, bu siirecte buharlasmay1r onlemek adina Onlemler
almmalidir. Ayrica mikrobiyal kontaminasyonu engellemek i¢in test ortamima uygun
koruyucular eklenebilir. Metil paraben, etil paraben, sorbik asit, sodyum benzoat gibi
bircok antimikrobiyal madde bu amagla kullanilabilir. Ancak bu maddelerin
etkinliklerinin yani sira formiilasyon bilesenleri ve test ortaminin pH’s1 ile uyumlu olmasi
da dikkate alinmalidir. Antimikrobiyallerin se¢imi sirasinda iyonizasyon Ozellikleri,
fizikokimyasal etkilesimler ve analitik girisimler de g6z Oniinde bulundurulmalidir
(Brown vd., 2011).

Salim ortammin igerigi belirlenirken, ilacin uygulanacagi bdlgedeki sivilarin
ozmolaritesi, pH’s1 ve tampon kapasitesi dikkate alinmalidir (Faisant vd., 2006). Ayrica,
salim profilinin dogru bir sekilde belirlenebilmesi i¢in uygun test siiresi ve drnekleme
araliklari titizlikle se¢ilmelidir. Yiiksek sicaklik veya pH gibi hizlandirilmis kosullarda
yapilan salim testlerinin de basarili sonuglar verdigi bildirilmistir (Tomic vd., 2016).
Nanopartikiler sistemlerden ilag salimi test etmede ii¢ ana yontem 6ne ¢ikar: i) 6rnek
alma ve ayirma, ii) slirekli akis, ve iii) membran diflizyon. Arastirmalar genellikle bu
yontemlerin ¢esitli kombinasyonlarini kullanmigtir (Joshi vd., 2008).

PNP’lerin salimin1 degerlendirmek i¢in siklikla tercih edilen bu yontemler, basitlikleri ve
uygulama kolayliklar1 sebebiyle popiilerdir. Bu testlerde, Nanopartikiler tasiyici
sistemler, sabit bir sicaklikta muhafaza edilen bir salim ortamina eklenir. Belirlenen
zaman araliklarinda, salim ortamindan alman Ornekler (siiziintii veya siipernatan)
tizerinden ilacin salinan miktari dlgiiliir. Salinmayan aktif madde miktar1 hesaplanarak,
toplam ila¢ miktarindan ¢ikarilir ve boylece salinan ilag miktar1 belirlenir. Kullanilan
diizenekler, karistirma mekanizmalar1 (miknatish karistiricy, palet, ¢alkalayici, sepet vb.),

salim ortami igerigi, nanopartikiler sistemlerin konuldugu kaplar, 6rnek hacimleri ve
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ornek alma teknikleri agisindan farklilik gostermektedir. Salim ¢aligmalarinin
gerceklestirildigi kaplarin tipi, gerekli ortam hacmine bagl olarak seg¢ilir. Genellikle, 10
mL'den az hacimler igin flakon, 100-400 mL arasindaki daha biiyiik hacimler i¢in ise sise
veya flask kullanilir (Yen vd., 2001). Nanopartikiler sistemlerin agregasyonunu 6nlemek
ve 1slanmayi1 artirmak i¢in salim ortaminin karistirilmast biiyiik 6nem tasir. Biiylik
hacimler i¢in ¢ogunlukla USP aparat 1 veya USP aparat 2 tercih edilirken, 10 mL'den
kiiciik hacimlerde flakonlarda salim ortamini karistirmak i¢in manyetik karistiricilar veya
orbital ¢alkalayicilar gibi alternatif yontemler kullanilmaktadir (Prabha ve Labhasetwar,
2004).

2.3.1.1. Nanopartikiiler Sistemlerde /n Vitro Salim Yontemleri

[lag saliminm degerlendirilmesinde kullanilan érnek alma ve ayirma yontemleri, drnek
alma sonrasi yapilan aymrma prosediirlerini kritik bir bilesen olarak icermektedir.
Aragtirmalar genellikle, 6rnekleme sonrasi nanopartikiler sistemler ile salim ortamini
ayirmak i¢in, uygun gozenek boyutlarmna sahip polimerik membran filtrelerle filtrasyon
yontemini kullanmistir (Zhang vd., 2014). Bunun yani sira, nanopartikuler sistemlerin
kiiciik boyutlari, santrifiijleme, ultrasantrifiijleme, ultrafiltrasyon ve basing altinda
ultrafiltrasyon gibi yiiksek enerjili ayirma tekniklerinin siklikla kullanilmasina neden
olmaktadir (Guo vd., 2015). Salim ortamindan belirli zamanlarda aliman orneklerde,
santrifiijleme en yaygm kullanilan yiliksek enerjili ayirma teknigidir ve bu yontemle
siipernatantta kalan veya ¢dkende bulunan ila¢ miktar1 tespit edilir. Ornegin, selekoksib
iceren bir Nanopartikiiler sistemden ilag salimi testinde, alinan 6rnekler 0.45 um'lik
membran filtreler kullanilarak fiziksel olarak ayrilmistir (Zhan vd., 2014). Blyuk
molekiiller i¢cin, 6rnegin insiilin veya DNA, genellikle ultrasantrifiij veya santrifiij gibi
yiiksek enerjili ayirma teknikleri tercih edilir (Prabha vd., 2002). Baska bir yontem olan
basingli ultrafiltrasyon, nanopartikiiler sistemlerin salim ortamindan hizlica ayrilmasini
saglamak igin kullanilmustir, bu islem 5 dakika i¢inde tamamlanabilmektedir (Yue vd.,
2009).

2.3.1.1.1. Ornek Alma ve Ayirma Yontemi

Ornek alma ve ayrrma ydntemi ile ilag saliminin dogrudan belirlenmesi miimkiindr,
ancak bu siirecte agregasyon gibi sorunlar yasanabilmektedir. Ayrica, filtrasyon sirasinda
filtre tikaniklig1 veya ilag maddelerinin filtreye adsorpsiyonu gibi problemler ortaya
cikabilmekte ve filtrelerin 6nceden doyurulmasi gerekmektedir (Heng vd., 2008). Y uksek

enerjili ayirma islemlerinde ise ilacin salim1 devam ettigi i¢in sorunlar yasanabilmektedir.
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Kolistin yiiklii lipozomlarin gelistirilmesi iizerine yapilan bir c¢alismada, ilaci
nanopartikiler sistemden ayirmak icin farkli ayirma teknikleri uygulanmis ve basingl
ultrafiltrasyon en etkili yontem olarak belirlenmigtir. 300.000 x g'de 8 saat siiren
ultrasantriftij islemi bile kolistin yiiklii lipozomlar1 tamamen ayirmaya yetmemistir. Uzun
stireli ve yiikksek hizda gergeklestirilen yiiksek enerjili aymrma islemleri, NP’lerin
stabilitesini bozabilmekte ve ilag salimmi degistirebilmektedir. Bu sebeple,
nanopartikiler sistemlerin salim ortamindan dogru ve tam sekilde ayrilmasini saglamak
ve silirecin optimizasyonu kritik 6nem tagimaktadir. (Fan vd., 2021).

2.3.1.1.2. Membran Diftizyon Yontemi

Membran difuzyon yoénteminde ise, ila¢ yUkli nanopartikiler sistemler, belirli bir
molekiiler agirlik kesme degerine sahip diyaliz membranlar: ile fiziksel olarak salim
ortamindan ayrilir. Bu sistem, dondr bolime yerlestirilen NP’den salinan ilaglar,
membran1 gecerek reseptor bolimiine diflize olur ve belirlenen zamanlarda reseptor
tarafindan alinan 6rneklerle ila¢ miktar1 Olciiliir. Bu yontem bazi ¢alismalarda diyaliz
olarak adlandirilir ve kullanilan diyaliz membrani ilac1 gegirirken, nanopartikuler sistemi
gecirmez. Bu, Ornek alma ve ayristirma yonteminden farkli olarak, nanopartikiler
sistemlerin salim ortamindan uzaklastirilmasini gerektirmez (Amatya vd., 2013).

Membran difuzyon yéntemi, lipozomlar, PNP’ler ve lipid nanotasiyicilar icin ilag salim
profillerini degerlendirmek amaciyla genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu metodun temel
parametreleri arasinda, karigtirma kosullari, dondr ve reseptor hiicrelerin hacim oranlari
ve kullanilan diyaliz membraninin molekiiler agirhik kesme degeri (MWCO) yer alir
(Zafar vd., 2022). Se¢ilen diyaliz membraninin gozenek boyutu, ilacin serbestce difiize
olabilecegi, fakat nanopartikiler sistemlerin gegemeyecegi biiyiikliikte olmalidir
(Moreno-Bautista ve Tam, 2011). Membran diftizyon yontemi ile yur(tdlen in vitro salim
calismalarinda, ¢ok yiiksek MWCO degerlerine sahip membranlarin kullanilmas: hem
ilacin hem de nanopartikiiler sistemlerin membranlardan gegisine olanak saglar. Bu
sebeple, membran MWCO degerinin se¢imi kritik 6nem tasir. Tenofovir igeren lipozom
formulasyonlar1 lizerine yapilan bir ¢alismada, 20 kDa, 25 kDa ve 50 kDa MWCO
degerlerine sahip membranlar kullanilarak in vitro salim testleri yapilmistir. 20 kDa'lik
membran ilacin salimin1 kisitlarken, 25 kDa'lik membran daha uygun salim saglamis, 50
kDa ile ise 25 kDa'ya gore anlamli bir artis gozlemlenmemistir, bu nedenle ilacin
molekiiler agirlhigmin yaklasik 100 kat1 kadar bir MWCO degerinin tercih edilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir. Diyaliz membranimin i¢ hacminin, dis ortamin hacminden

29



en az 6-10 kat daha az olmas1 6nerilerek, diyaliz membrani boyunca ilag¢ taginmasinda bir
itici giic saglanmasi Onerilmektedir. In vitro salim testine baslamadan &nce, ilacin
polimere veya diyaliz membranina baglanma potansiyelinin kontrol edilmesi gerekmekte,
gerekirse farkli bir membran segilmelidir. Ilaclarm membrandan difiizyonunu
saglayacak, ancak in gegisine izin vermeyecek uygun bir gdzenek boyutuna sahip
membran kullanilmasi 6nemlidir.

Membran diflizyon yontemi, diyaliz kesesi, ters diyaliz kesesi ve yan yana diyaliz
seklinde uygulanabilir (D’Souza ve De Luca, 2006). Diyaliz kesesi yonteminde,
nanopartikiler sistemler bir diyaliz kesesi i¢ine konularak (dondr), daha genis bir salim
ortami igeren kaba (reseptor) yerlestirilir. Bu teknikte, nanopartikiler sistemden salinan
ilag, diyaliz membrani yoluyla reseptor bolmeye difiize olur. Karistirma islemi yalnizca
dis ortamda gerceklestirilir. Diyaliz keseleri, USP aparat 1 ve USP aparat 2 ile
birlestirilerek kullanilabilir. Itici giiciin saglanmasi i¢in diyaliz kesesinin i¢ hacmi, dis
ortamin hacminden 6nemli 6lciide daha kiiciik olmalidir. Buna gore, diyaliz kesesinin
yerlestirildigi kabin boyutu, gereken toplam salim ortami hacmi dikkate alinarak
secilmelidir (Bhagav vd., 2011).

2.3.1.1.3. Ters Diyaliz Kesesi Yontemi

Ters diyaliz kesesi yontemi, standart diyaliz kesesi yonteminin bir varyasyonudur ve bu
uygulamada nanopartikiiler sistemler diyaliz kesesinin disinda (dondr) konumlandirilir,
ornekler ise kesenin i¢inden (reseptdr) alinir. Bu yontemin avantaji, donor bolgesinde
yapilan karistrma islemi sayesinde nanopartikiler sistemlerin agregasyonunun
engellenmesidir. Ancak, bu metodun bir dezavantaji olarak, dis ortamin hacminin i¢
ortamdan daha biiylik olmasi, analiz sonuclarmnin aywrt ediciligini diisiirir. Yan yana
diyaliz yontemi, iki esit hacimli bolme arasina yerlestirilmis bir diyaliz membraniyla
ayirir ve her iki taraf da karistirilir. Belirli zamanlarda alinan 6rnekler, alinan hacim kadar
taze salim ortami ilavesiyle sink kosullarnin saglanmasi ile analiz edilir. Bazi
durumlarda, yan yana diyaliz metodunun bir modifikasyonu olan cam sepet diyaliz
yontemi kullanilir. Bu yontemde, USP aparat 1’in sepeti camla ¢evrili olup, diyaliz
membran1 ile kapatilmistir. Genellikle lipid bazli nanosistemlerin (6rnegin lipit
nanokapstller ve lipozomlar) in vitro salim testi i¢in kullanilan bu metodda sink kosulu
saglanamaz (Abdel-Mottaleb vd., 2010).
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2.3.1.1.4. Siirekli Akis Yontemi

Siirekli akis yontemi (USP aparat 4), Nanopartikiler sistem iceren kiguk bir hicre, bir
salim ortami1 rezervuari, bir pompa ve bu pompa ile salim ortaminin hiicre i¢inden gegtigi
bir akis hiicresinden olusan bir sistemle donatilmistir. Bu USP aparati, modifiye salim
saglayan oral dozaj sekillerinin in vitro salim testleri i¢in tasarlanmis olup, cesitli dozaj
sekilleri i¢cin de uygulanabilir, ¢iinkii akis hizi, hiicre tipleri ve salim ortami hacmi gibi
parametrelerin esnekligi nedeniyle adapte edilebilir. Bu yontemde, ilag salimi,
Nanopartikiler sistem igeren hiicreden siirekli dolasan salim ortaminda gergeklesir ve
eliient periyodik olarak toplanip analiz edilir (Kim vd., 2021).

Stirekli akis yontemi, nanopartikiiler sistemlerde ilag salimin1 degerlendirmek igin 6rnek
alma ve aymrma ile membran diflizyon yontemlerine kiyasla daha az tercih edilir. Bu
yontemde, salim ortaminin sirkiilasyon hizi, pompa tipine (siringa veya peristaltik gibi)
ve kullanilan filtre tiiriine baglh olarak diizenlenir. Nano partikiiler sistemlerden ilacin
yavag veya eksik salimi, diisiik akis hizlarindan kaynaklanan bir problem olarak rapor
edilmistir. Iki ana akis sistemi olan kapali ve agik sistemler tercih edilebilir. Kapali
sistemde, ila¢ yukli Nanopartikiler sistem igeren hiicreden siirekli olarak gecen salim
ortaminda, belirli zaman dilimleri boyunca ilag¢ salimi izlenir. Agik sistemde ise, 6rnek
toplayict kullanilir ve belirli zamanlarda salim ortami, bir kez Nanopartikller sistem
iceren hiicreden gegerek toplanir (Rawat vd., 2012). A¢ik sistemde, belirli araliklarla
alman ornekler kiimiilatif olmayan ilag miktarini, kapali sistem ise kiimiilatif ilag
miktarmi verir. Her iki sistemde de ekipmanin otomasyonu, siirekli akis yontemini
kullanarak rutin 6rnek alma ve ortam degisimini kolaylastirir. Ancak, stirekli akis
yontemi, cihaz maliyetlerinin yiiksekligi, kurulum zorluklari, hiicrelerdeki filtrelerin
tikanmasi, ilacin filtre veya cam boncuklara adsorpsiyonu ve akis hizini sabit tutma

guclikleri gibi dezavantajlara sahiptir (D’Souza, 2014).

2.3.1.2. Nanopartikiiler Sistemlerde In Vitro Sahm Yontem Ustiinliikleri ve
Sakincalan

Nanopartikiler sistemlerin in vitro salim testleri i¢in yontem ve kosullarin dogru
secilmesi, saglikli sonuglar elde etmek agisindan biiylik 6nem tasir. Cesitli ¢alismalar,
kullanilan yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlarin1 degerlendirerek en uygun ve
guvenilir yontemi belirlemeyi amacglamistir. Ornek alma ve aymrma ydntemlerinde,

ornekleme ve karistirma tipinin se¢imi, ila¢ saliminin dogru sekilde analiz edilmesi i¢in
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kritik basamaklar1 olusturur. Ornek ayrma ydntemi (drnegin, santrifiij veya
ultrasantrifiij), Nanopartikiler iTS’lerin zarar gormemesi ve salimin etkilenmemesi i¢in
dikkatle secilmelidir. Yiiksek enerjili aymrma tekniklerinin, &6zellikle lipozom veya
emiilsiyon gibi ITS’lerin stabilitesini bozabilecegi ve salim profilini degistirebilecegi
dikkate alinmalidir.

Membran diflizyon yonteminde ise, se¢ilen membranin MWCO degeri, Nanopartikiiler
sistem ve ila¢c maddesi ile uyumlu olmali ve etkin madde difiizyonunu engellememelidir.
Ayrica, diyaliz kesesinin i¢ hacmi, dig ortamin hacminden 6nemli 6l¢lide daha kiigiik
olmalidir, bu, membran boyunca ilacin diflizyonu i¢in gerekli itici giicli saglar (Farooq
vd., 2019).

Stirekli akis hiicresi yonteminin uygulanmasinda, filtrelerin tikanmamasi ve akis hizinin
diizenlenmesi hayati dnem tasir. Bu yontemde, Nanopartikiiler ITS’lerin 1 mm ¢apinda
cam boncuklarla birlikte siirekli akis hiicresine eklenmesi ve akis hizinin ¢esitli hizlarda
test edilerek optimizasyonun yapilmasi 6nerilmektedir.

Ornek alma ve ayrma ydntemi, kullanim kolaylig1 agisindan en basit yontemdir. Bu
yontem, Ozellikle ani salimin (burst-out) tespiti i¢in idealdir, fakat ornekleme islemi
zahmetli olabilir ve NP’lerin istenmeyen sekilde ortamdan uzaklastirilma riski tasir.
Membran difiizyon yonteminde, ilag salimini Nanopartikiller sistemden ayirma islemi
icin zaman alic1 bir siirece ihtiya¢ duyulmaz ¢linki nanopartikiler sistemler ve salinan
ilag zaten fiziksel olarak bir membranla ayrilmistir, bu da 6rnekleme sirasinda NP kaybini
minimize eder. Ancak, bu yontemin dezavantaji, diyaliz kesesinin dogal bariyer
Ozellikleri nedeniyle, i¢ ve dis ortam arasindaki dengenin yavas saglanmasidir, bu da
Ozellikle ani salimli formiilasyonlarda baslangic ilag seviyelerinin dogru analizini
sinirlayabilir (Wallenwein vd., 2019). Eger ilag ve Nanopartikiler sistem membran ile
uyumlu degilse, bu yontem uygulanamaz. Siirekli akis yontemi ise, USP aparat 4
kullanilarak otomatik bir siire¢ olarak gerceklestirilir, bu da 6nemli avantajlar sunar.
Ornek alma ve ayrma ile membran difiizyon ydntemlerinde ise drnek alma islemi
otomatik olmayip, emek gerektirir. Siirekli akis yontemi ile ilacin salimi saniyeler veya
dakikalar i¢inde otomatik olarak siirekli olarak 6rneklenip analiz edilebilir. Stirekli akis
yonteminin dezavantajlar1 arasinda maliyetin yiiksek olmasi ve filtrelerin arizalanma riski
bulunur (Kin vd., 2021).

Gite ve arkadaslari, atorvastatin iceren nanopartikiler sistemlerden in vitro ilag salimini

incelemek icin siirekli akis ve diyaliz kesesi yontemlerini karsilastrmiglardir. Diyaliz
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kesesi yonteminde, USP aparat 1 (sepet) kullanilarak, %1,5 SLS igeren pH 6,8 fosfat
tamponunda NP’ler 37 + 0,5°C'de siispande edilmis ve farkli karistirma hizlarinda (75
rpm, 100 rpm, 125 rpm) in vitro salimi incelenmistir. Farkli karistirma hizlarinin salim
profiline anlamli bir etki yapmadigi goriilmiis ve ilacin %68'inden fazlasinin
salinmamasi, diyaliz membraninin salimi engelledigi diisiincesiyle, ilacin tam salinimini
saglamak icin sitirekli akis yontemine gecilmistir. Siirekli akis yonteminde ise, ayni
tampon farkli akis hizlarinda (8 mL/dak., 16 mL/dak.) pompalanmis; kapali tip siirekli
akis hiicresinde 60 dakika boyunca 6rnekler alinip analiz edilmis ve 60 dakika sonunda
ilacin %65'inden fazlasinin salinmadig1 goriilmiistiir. Akis hizinin salim profiline anlamli
bir etki yapmadig1 anlagilmistir. Bu sebeple, siirekli akis hiicresi yonteminde yapilan
modifikasyonla, Nanopartikuler sistemin siirekli akis hiicresine 1 mm'lik cam boncuklarla
eklenmesi ile ilacm %100"iniin salinmasi saglanmistir (Gite vd., 2016).

Bir arastirmada, E vitamini igeren nanoemiilsiyonlarin ila¢ salimi, diyaliz kesesi, ters
diyaliz kesesi ve siirekli akis hiicresi yontemleriyle karsilastirilmistir. Segilen salim
ortami, derinin fizikokimyasal 6zelliklerine uygun %?2 Labrasol iceren asetat tamponu
(pH 5.5) olup, sicaklik 32 + 0.1°C olarak ayarlanmistir. Diyaliz kesesi yontemiyle, 50
kDa ve 100 kDa MWCO degerleri arasinda belirgin bir fark gézlemlenmedigi i¢in,
calismalarda 50 kDa MWCO membran kullanilmistir. Diyaliz kesesi yonteminde E
vitamini nanoemiilsiyonlari, 24 saat boyunca salim ortaminda bekletildikten sonra 200
mL'lik diyaliz kesesine konulmus ve 100 rpm'de su banyosunda karistirilmistir. Ters
diyaliz kesesi yonteminde ise, ayni kosullar altinda, nanoemiilsiyonlar kesenin digina
yerlestirilmis ve sink kosul saglanmstir. Siirekli akis hiicresi yontemi de benzer sicaklik,
tampon ve sink kosullar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Arastirmalar, diyaliz kesesi
yontemiyle elde edilen E vitamini saliminm, diger iki yonteme kiyasla daha yavas
oldugunu; ters diyaliz kesesi ve siirekli akis yontemleriyle elde edilen salim profillerinin
ise benzer oldugunu ortaya koymustur (Morais ve Burgess, 2014.

Manna vd., bupivakain i¢eren ¢ok tabakali lipozomlarin salimmi degerlendirmek tizere
uygun in vitro salim yontemini gelistirmeyi amaglayan bir ¢alisma yapmiglardir. Bu
caligmada, diyaliz kesesi yontemi, ters diyaliz kesesi yontemi ve c¢alkalayici kullanilarak
ornek alma ve ayirma yontemi karsilagtirilmigtir. Diyaliz kesesi yontemi, 10 kDa’dan 100
kDa’ya kadar farkli MWCO degerlerine sahip membranlarla test edilmis, her membran
%0.5 Sodyum dodesil stlfat (SDS) i¢inde bekletilmis ve ardindan su ile yikanmistir.

Bupivakain iceren lipozomlar, 200 mL fosfat tamponu iceren ve USP 2 (palet) ile
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karigtirilan ortama diyaliz keseleri i¢inde eklenmis ve belirli zaman araliklarinda 6rnekler
alimmistir. MWCO degerinin artistyla diflizyon hizinin artti§1 goriilmiis ve diftizyonun
kisitlanmamasi i¢in en yiiksek MWCO degerine sahip (100 kDa) membranla devam
edilmistir. Ters diyaliz kesesi yonteminde, lipozomlar salim ortamma eklenmis ve 100
kDa MWCO membrana sahip diyaliz kesesi ic¢inden belirli zamanlarda Ornekler
alinmustir. Ornek alma ve ayirma yonteminde ise, lipozomlar farkh agilarda (yatay, dikey,
45 derece) 12 rpm hizinda karistirilarak, belirli zamanlarda alman ornekler, santrifiij
edildikten sonra stipernatantlarda salinan etkin madde miktar1 tayin edilmistir. Calismada
dikey karistirmanin, yatay ve 45 derece pozisyonlarina gore daha hizli salim sagladigi
belirlenmis ve en uygun karistirma pozisyonu olarak dikey karistirma se¢ilmistir (Manna
vd., 2019).

2.4. Polimerik NP’ler (PNP)

2.4.1. Polimerik NP hazirlama yontemleri
2.4.1.1. Nanogoktirme yontemi

Nanocoktlirme yontemi, bir polimerin ¢6ziicii olmayan bir fazda dogal olarak ¢okelmesi
esasina dayanarak kiiciik boyutlu ve homojen dagilima sahip NP’ler Uretmek icin
kullanilan basit, etkili ve giivenilir bir tekniktir. Bu yaklasim, organik bir fazin su bazl
ortamda kendiliginden emiilsifiye olmasma baghdir (Hickey vd., 2015). Bir organik
¢Oziicii igerisinde ¢oziinen polimer, su icerikli bir faza yavasca eklenir ve bu, iki faz
arasindaki ylizey geriliminin azalmasiyla organik ¢oziiciiniin su fazma hizli gecisini
saglar, boylece polimerin NP olarak c¢okmesine yol acar. Bu sireg, polimerin
konsantrasyonu, karigtirma hizi, fazlarin enjeksiyon hizi ve ¢oziiciilerin 6zellikleri gibi
faktorlere duyarlidir. Uygun polimer, ¢oziicii ve ¢dziicli olmayan faz kombinasyonunun
secimi bu yontemde kritik dneme sahiptir (Nasir vd., 2015)

2.4.1.2. Emulsifikasyon — ¢6zlct ugurma yontemi

Emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yontemi, NP iiretimi i¢in ilk gelistirilen yontemlerden
biridir ve Comoglu (2010) tarafindan agiklanmistir. Bu yontem, bir emiilsiyonun olusumu
ardindan icerisindeki ¢oziiciiniin buharlastirilmasi esasma dayanir. Hidrofobik ya da
hidrofilik etkin maddelerin 6zelliklerine bagh olarak farkli uygulamalar mevcuttur
(Benita, 2005). Ornegin, hidrofobik etkin maddeler icin tekli emiilsiyon c¢oziicii
buharlastirma teknigi tercih edilir. [lk adimda, polimerler bir organik ¢oziictide ¢ozlir

ve bu ¢ozelti, yag fazi olarak bilinen organik faza doniisiir. Daha sonra, bu organik faz
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sulu bir ¢ozelti icerisinde emdlsifiye edilir (Derman vd., 2013). Polimer ¢ozeltisi, bir
dispersiyon ajan1 ve yiiksek enerjili bir homojenizator yardimiyla nanometre boyutunda
damlaciklar halinde dagitilir. Polimer ¢oOzeltisinin sulu faza emiilsifiye edilmesi
sonrasinda, polimer solventi yiiksek sicaklikta veya siirekli karistirarak uygulanan basing
altinda buharlastirilir, sonugta kalan kati nanokiireler polimerin ¢okmesine neden olur.
Bu NP’ler daha sonra ultrasantriftij kullanilarak toplanir, safsizliklar1 gidermek igin
distile su ile yikanir ve liyofilize edilerek saklanir. Tekli emiilsiyon ile NP elde etme
stireci, partikiil boyutunun ayarlanmasinda karistirma hizi, dispersiyon maddenin cinsi ve
miktari, organik ve sulu fazlari viskoziteleri ve sicaklik gibi faktorler 6nemlidir (Reis

vd., 2006).

Sekil 2.11
Tekli Emiilsiyon S/Y Coziicii Buharlastirma Yontemi Ile NP lerin Uretimi

/
/

/ Polimer+Etken Madde
(Organik oziicd)
Nanopartikiiller

Karigtirma Ayirma ve (
Saflagtirma L

Sulu Cozelti Yag:Su (w/o)
Emiilsivonu

Kaynak:Derman vd., 2013

2.4.1.3. Emulsifikasyon — ¢ozucu difiizyonu yontemi

Hidrofilik etkin maddeler igin tekli emiilsiyon ¢Oziicii buharlagtirma yonteminin
uygulanabilir olmamasi, ¢ift emiilsiyon tekniginin gelisimini tetiklemistir. Bu teknikle,
hidrofilik aktif maddelerin mikro ve NP’leri Uretilebilmektedir. Bu yontem, sulu aktif
madde fazinin bir organik polimer ¢ozeltisi ile yogun bir sekilde ¢alkalanarak su/yag
emiilsiyonu olusturulmasi prensibine dayanir. Olusturulan bu emiilsiyon, karistirilarak bir
ikinci sulu faza ilave edilir ve bu sekilde su/yag/su tipinde bir ¢oklu emiilsiyon meydana
getirilir. ikili emiilsiyondan ¢dziiciiniin buharlastiriimastyla polimerler ¢oker ve NP’ler
yiiksek hizda santrifiijle ayristirilir. Sonrasinda, bu NP’lerin yikama iglemleri yapilarak
liyofilizasyon ile kurutulur (Couvreur vd., 2002; Vandervoort vd., 2002; Pal vd., 2011).
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Sekil 2.12
Cift Emiilsiyon S/Y/S Yéntemi ile NP lerin Uretimi

S¥S Emtluyeau

Sule fax

Sarfakuas

2.4.1.4. Tuz ile ¢oktirme (salting out) yontemi

Tuz ¢Oktiirme yontemi, protein ¢Oziiniirliglinii azaltarak protein elde etme siirecine
dayanir ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinin iyonik siddeti artirarak proteinlerin
cokelmesini saglar (Bonner, 2007). Bu siiregte, protein ¢ozeltilerine diisiik miktarda notr
tuz eklenmesiyle protein ¢oziiniirliigi artabilir; bu durum 'salting in' olarak adlandirilir.
Ancak, artan tuz miktari, proteinlerin i¢ yapilarinda bulunan hidrofobik gruplarmn
cevresindeki su molekiillerinin tuz iyonlar1 tarafindan uzaklastirilmasina neden olur, bu
da hidrofobik gruplar arasindaki etkilesimleri gii¢lendirir ve sonugta proteinlerin
cokelmesine, yani 'salting out' stirecine yol acar (Righetti vd., 2013). Bu islemde siklikla
kullanilan amonyum siilfat, yliksek ¢6ziiniirliigii, protein yapisini stabilize etme 6zelligi,
nispeten diisiik yogunluga sahip olmasi, uygun maliyetli ve kolay bulunabilir olmasi1 gibi
avantajlar sunar (Nelson ve Cox, 2005; Burgess, 2009).

Genel olarak, tuz ¢oktiirme yontemi, proteinleri ¢ozeltiden ¢ikarma ve ¢oktlirme olmak
iizere iki ana adimdan olusur. Ekstraksiyon fazinda, diisiik konsantrasyonlu tuz ilavesiyle
proteinlerin ¢oziiniirliigii artirilarak ¢ozeltiye gegirilir. Ardindan yiiksek konsantrasyonlu
tuz eklenerek proteinlerin ¢ozliniirliigii distiriiliir ve ¢oktiirme islemi tamamlanir (Park
vd., 2015). Bu yontemde bir diger 6nemli adim, diyaliz ile proteinlerin arindirilmasidir.
Diyaliz, tuz ve diger istenmeyen bilesikleri yar1 gegirgen bir zar kullanarak diflizyon
yoluyla ayirmaya yarayan bir saflastirma teknikidir (Scopes, 2013). Bu siireg, siklikla tuz
coktiirme sonrasinda tuzlarin giderilmesi ve izoelektrik ¢oktlirme sonrasi safsizliklarin
uzaklastirilmasi amaciyla kullanilir (Hadnadev vd., 2018; Stone vd., 2015; Adebiyi vd.,
2009).
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Amonyum sulfat ¢oktirme yontemi, 6zellikle enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasi
i¢in siklikla tercih edilen bir yontemdir (Adetuyi vd., 2018; Livd., 2018; Zhang vd., 2017;
Purwanto, 2016; Mariam vd., 2015; Zhao vd., 2015). Bu yontem, izoelektrik ve aseton
¢oktliirmesine kiyasla enzim aktivitesinde daha az kayba yol agmasi nedeniyle,
kromatografik yontemlerle birlikte kullanilmaktadir (Palmer ve Bonner, 2007).

2.4.1.5. SKA teknolojisi

Charles Cagniard de la Tour’un 1822’deki deneyleri, sivi ve gaz fazlar1 arasindaki
yogunluk farkmin belirli bir sicaklikta ortadan kalktigin1 ve SKA fazinin olustugunu
gostermistir. Thomas Andrews, 1869°da kritik noktay1 tanimlamig; 1879°da Hannay ve
Hogarth, katilarin SKA i¢indeki ¢oziintirliigiliniin basingla arttigini kanitlamis; Villard ise
1895’te CO: ortaminda iyotun ¢Oziiniirliiglini incelemistir (Kajimoto, 1999). Bu
calismalar, SKA’larin ticari uygulamalarmi miimkiin hale getirmistir. Ilk kullanim
alanlar1 ekstraksiyon ve kromatografi gibi ayirma yontemleri olmustur (Perrut, 1999).
SKA’lar gida, ilag, ¢cevre ve tekstil gibi sektorlerde ekstraksiyon, bilesen ayristirma, tablet
kaplama ve su aritma gibi islemlerde kullanilmaktadir. Ayrica, SKA’lar ¢evre dostu
nitelikleri nedeniyle yesil kimya kapsaminda degerlendirilmektedir. skCO., diisiik
toksisite, alev almama ve yeniden kullanilabilirlik gibi avantajlariyla polimerizasyon
reaksiyonlarmda ¢oziicii olarak sik¢a kullanilmaktadir. Ozellikle, floropolimerler ve
silikonlar gibi polimerlerin sentezi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir (Bertucco, 1999).
SkCO:-’nin diisiik viskozitesi, plastiklestirme kabiliyeti ve monomer uzaklastirmadaki
etkinligi, polimerizasyon siireclerinde Onemli avantajlar sunar. Bunun yam sira,
emilsiyon ve dispersiyon polimerizasyonunda biyouyumlu yulzey aktif maddeler
kullanimi, g¢evresel etkileri azaltmada kritik bir rol oynamaktadir. SkCO:- ile yapilan
polimerizasyonlar, geleneksel c¢oziculere gore daha glvenilir ve strduardlebilir bir
secenek sunmaktadir (Kendall vd., 1999).

2.4.1.6. Koaservasyon yontemi

Koaservasyon yontemi, Green ve Scheicer tarafindan 1955 yilinda basinca duyarl
karbonsuz kopya kagidi tiretimi igin gelistirilen ilk mikrokapsiilleme metodudur (Kog vd.,
2010). Yontem, yiksek verimlilik, basit uygulama, cevresel dostuluk gibi avantajlar sunar
ve ¢oziicl, sicaklik, pH gibi faktorlerle kapsiil 6zelliklerinin kolayca ayarlanabilir olmasi
nedeniyle tercih edilir (Oliveira vd., 2007).

Koaservasyon siirecinde, bir polimer ¢ozeltisi icerisinde ¢ekirdek malzeme dagitilir ve

sonrasinda gesitli yontemlerle faz ayristirilir. Bu yontemler arasinda sicaklik veya pH

37



degisikligi, uyumlu olmayan bir polimerin eklenmesi veya tuz gibi non-solventlerin
kullanilmas1 yer alir. Faz ayrismasi sirasinda, polimer c¢ozeltisi polimerce zengin
(koaservat) ve polimerce fakir (siipernatant) fazlara ayrilir ve bu iki faz dengede kalir
(Singh vd., 2007).

Koaservasyon iki ana kategoride incelenir: sulu ve organik ¢oziiciilerde gergeklesen faz
ayrimi (Karatas, 1989; Bozkir vd., 1983). Sulu ¢dzlicu koaservasyonunda, polimerler sulu
¢Ozeltilerde coziiniir ve hidrofobik cekirdek maddesi bu ¢ozeltide dagitilir. Organik
¢oOziicii koaservasyonunda ise, polimerler organik ¢oziiclilerde ¢oziinlir ve faz ayrimi
genellikle organik ¢oziicli ile su arasindaki araylizde gercgeklesir, bu durumda ceper
maddesi hidrofobik, ¢cekirdek maddesi ise hidrofilik 6zelliktedir.

Sulu ¢oziict koaservasyon, basit ve kompleks koaservasyon olmak lizere iki yonteme
ayrilir. Basit koaservasyonda tek bir polimer tiirii kullanilir ve faz ayrigmasi igin anti
¢ozlnduruculer eklenir. Kompleks koaservasyonda ise zit yiiklii polimerler kullanilir ve
bu polimerler arasindaki elektrostatik ¢cekim faz ayrismasini tetikler (Ghosh, 2006).
Kompleks koaservasyon ile iiretilen mikrokapsiiller, morfoloji ve kararlilik agisindan
iistiin oldugundan bu yontem daha yaygindir.

Basit koaservasyon yonteminde, jelatin veya kitosan gibi kolloidal ¢oziiciiler kullanilir.
Cekirdek malzeme, polimer ¢ozeltisi i¢inde kiiglik damlaciklar halinde dagitilmak {izere
emiilsiyon olusturulur. Cevresel kosullarin (pH, sicaklik, konsantrasyon, iyonik guc)
degistirilmesiyle ¢ekirdegin etrafinda kapsiil olusumu tesvik edilir. Bu asamada anti
¢Oziindiiriicii maddeler eklenerek polimer damlaciklarinin yogun ve seyreltik fazlara
ayrilmasi saglanir. Koaservat fazi ¢ekirdek damlaciklarin tizerinde birikerek mikrokapstl
formunu olusturur. Olusan mikrokapsiillerin kabuk kisminin stabilitesi artirilmak ic¢in
capraz baglayicilar eklenir ve sonrasinda sogutma ile kapsiiller katilastirilir. Bu siiregte,
¢ekirdek malzemenin su veya alkolde ¢oziinmemesi esastir (Kas, 2002). Basit
koaservasyon, maliyeti diisiik ve yiiksek sicaklik gerektirmeyen bir yontem olup, aroma
yaglarmin mikrokapsiillenmesinde sik¢a kullanilmaktadir (Se, 2004).

Kompleks koaservasyon yontemi, fizikokimyasal mikrokapstilleme teknikleri arasinda en
kokli ve yaygin olarak kullanilan bir metottur. Bu teknik, 6zellikle suya karismayan
yaglarin kapsiillestirilmesinde sik¢a tercih edilir. Zit yiiklii polielektrolitlerin etkilesime
girerek kompleks bir yap1 olusturmasi esasina dayanan bu yontem, ortam kosullarmnin
degistirilmesi ile faz ayrismasi saglar (Favaro-Trindade vd., 2011). Bu suregte, iKi

polimerin z1it yiiklii olabilecegi pH araliginda ¢alismak 6nemlidir. Kullanilan anyonik ve
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katyonik polimerler, suda ¢oziinme kapasitesine sahiptir ve bir araya geldiklerinde kabuk
malzemesini olustururlar. Bu polimerlerin etkilesimi, polimerce zengin ve seyreltik
olmak iizere iki ayr1 fazin olusumuna yol acar. Zengin faz kompleks koaservat, seyreltik
faz ise dengeli bir ortam olarak islev goriir (Ovez ve Yiiksel, 2002).

Kompleks koaservasyon metodu, suda c¢ozinmeyen c¢ekirdek maddelerin
kapsiillestirilmesinde kullanilir. Kullanilan kabuk materyalleri, ¢ekirdek maddesiyle
uyumlu olmali ve ¢oziicii icinde ¢Ozilinebilmeli, ayrica uygun iyon durumlarina ve
reaksiyon potansiyeline sahip olmalidir. Kabuk materyali olarak siklikla polivinilalkol-
kitosan, jelatin-arap zamki, jelatin-sodyum aljinat ve polivinilalkol-sodyum aljinat gibi
z1t yuklii polimerler tercih edilir (Saravanan ve Rao, 2010). Etkilesimler, kovalent baglar,
hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi elektrostatik olmayan etkilesimlerle
gerceklesir (Karagonlii 2011; Giro-Paloma vd., 2016).

Kompleks koaservasyon siireci, ¢ekirdek malzemesinin kiiclik damlaciklar halinde
dagitildig1 bir emiilsiyon olusturma asamasi ile baslar. Bu, karistiric1 ve yiizey aktif
madde yardimiyla elektrolit 6zellikli polimer ¢6zeltisi iginde gergeklestirilir. Sonra, karsit
yiiklii bir elektrolit polimer ¢ozeltisi eklenerek karistirma devam eder ve iki polimer
arasinda elektrostatik ¢ekimle kompleks olusumu saglanir. Bu olusum, pH veya sicaklik
degisikligi, seyreltme veya tuz ilavesi gibi etkenlerle tesvik edilir. Boylece polimerce
yogun koaservat fazi ve daha seyreltik denge fazi olusur ve koaservat, cekirdek
damlaciklar iizerinde birikerek mikrokapsiil formunu olusturur. Mikrokapsiillerin kabuk
kisminin stabilitesi artirilmak i¢in ¢apraz baglayicilar eklenir ve sonrasinda sogutularak
kapstiller katilastirilir (Giro-Paloma vd., 2016).

Mikrokapsiilleme iglemi tamamlandiktan sonra, mikrokapsiiller filtre yardimiyla siiziiliir,
yikanir ve kurutulur, bdylece nihai {iriin elde edilir. Kompleks koaservasyon ydntemi,
cesitli malzemeleri isleme yetenegi, diisiik sicaklikta etkili olmasi ve iyonik etkilesimleri
kullanmasiyla dikkat c¢ekerken, yliksek maliyeti ve g¢apraz baglayicilarin potansiyel

toksisitesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Cimen, 2007).
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2.4.1.7. Diyaliz yontemi

Diyaliz, kii¢iikk ve homojen dagilimli NP’ler liretmek i¢in kullanilan basit ve etkili bir
tekniktir. Bu metodda, bir polimer bir organik ¢6zlcu igcinde ¢ozulir ve daha sonra secilen
molekiil agirligmma uygun bir diyaliz tiipiine konur. Coziiciiniin diyaliz islemi sirasinda
yer degistirmesi sonucunda polimer ¢oziiniirliglinii yitirir, bu da polimerin yavasga
agregasyon yapmasina ve sonu¢ olarak homojen bir NP siispansiyonunun olusmasina yol
acar (Rao ve Geckeler, 2011).

2.4.2. PNP karakterizasyonu

2.4.2.1. Partikul boyut ve morfolojisi

Nanotasiyicilarin boyutu, biyolojik ortamla olan etkilesim siireclerini belirleyen yiizey
alanmin biyikligiini etkiler. Kii¢iik boyutlu NP’ler, biiyiiklere kiyasla daha uzun siire
kan dolasiminda kalabilmekte, 6 nm altindaki NP’ler hizla bobrekler tarafindan filtre
edilirken, 200 nm (stindekiler KC ve dalakta yogunlasma egilimi gosterir. Ozellikle
timor tedavisinde, NP’lerin boyutu, hastalikli bolgelere penetrasyon ve birikiminde
belirleyici bir faktordir ve biiylik boyutlar damar gegirgenligini negatif yonde
etkileyebilir. NP’ler genellikle 30-200 nm boyut araligindaki pargaciklarmm ERP
(gelistirilmis gegirgenlik ve alikonma) etkisi sayesinde tumor bolgelerinde birikir (Zhao
vd., 2019; Hickey vd., 2015).

2.4.2.2. Zeta potansiyel

Zeta potansiyeli, NP yilzeylerindeki etkin elektrik ylkunu ifade eden bir parametredir.
Bu potansiyel, NP’ler ectrafinda olusan ve onlarla birlikte hareket eden, zit yiikli
iyonlardan olusan elektriksel ¢ift katmanin varligi ile karakterize edilir. Zeta potansiyeli,
NP yiizeyindeki sabit katman ile ¢evresindeki hareketli dispersiyon ortami arasindaki
elektriksel potansiyel farkini 6lger ve bu potansiyel, kesilme/kayma diizlemi potansiyeli
olarak bilinir. Zeta potansiyelini etkileyen ana faktorler pH degeri, iyonik kuvvet,
¢ozeltiye eklenen katki maddelerinin konsantrasyonu ve g¢evre sicakligidir (Selvamani,
2019). NP’lerde yiksek negatif wveya pozitif zeta potansiyeli degerleri,
nanosiispansiyonlarm elektrostatik itme nedeniyle iyi fiziksel stabiliteye sahip oldugunu
gosterir. Genel olarak, -30 mV'dan +30 mV'ye kadar olan zeta potansiyel degerleri, iyi
fiziksel kolloidal stabilite icin yeterli itme kuvvetine sahip olarak kabul edilir. Diisiik zeta
potansiyel degerleri, Van der Waals kuvvetleri nedeniyle partikiil agregasyonuna,

koagllasyona ve flokiilasyona yol acarak stabiliteyi azaltabilir. Zeta potansiyeli
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degerlerine gdre nanostlispansiyonlar £0-10mV, £10-20mV, +20-30 mV ve >+£30mV
olarak dort gruba ayrilir, bu gruplar sirasiyla yiiksek kararsizlik, nispeten kararlilik, orta
derecede kararlilik ve yiiksek kararhilik durumlarmi ifade eder. Ayrica, bir
nanosilispansiyonun elektrostatik olarak kararli olmasi i¢in zeta potansiyelinin en az +30
mV, sterik kararlik i¢in ise en az+20 mV olmasi gerektigi belirtilmistir (Agrawal ve Patel,
2011). Zeta potansiyeli disinda, malzeme 6zellikleri, ylizey aktif maddelerin varlig1 ve
cozelti bilesimi gibi faktorler de nanostispansiyonlarin fiziksel kararliligmi etkileyebilir
(Joseph ve Singhvi, 2019).

2.4.2.3. Etkin madde yuklenmesi ve enkapstilasyon

Ilag yiiklii NP’lerin igerdigi etken madde miktarinmn belirlenmesi, in vitro ortamda bu
maddenin salim profilini anlamak igin zorunludur. Bu miktar, sulu ¢6zeltide serbest kalan
ilac miktarmin, santrifiij veya ultrasantrifiij kullanilarak NP’lerin ayristirilmast sonucu
tespit edilebilir. Sulu ¢6zeltide bulunan ila¢ miktari, baslangicta eklenen toplam ilag
miktarindan ¢ikarilarak, NP’lere enkapsiile edilmis ila¢ miktar1 dolayli olarak analiz
edilebilir. Santrifiijle ayrilan NP peletleri, uygun bir ¢6ziiclide ¢oziildiigiinde, icerisindeki
ila¢ miktar1 dogrudan hesaplanabilir (Kaur vd., 2008).

2.5. Polimerler

Kontrollii ilag salim sistemleri, uygun polimerlerin kullanimiyla ilag salim dinamiklerini
optimize ederek tedavi etkinligini artirmay1 amaglar. Bu sistemler, dozaj yetersizligi ve
fazlaligin1 minimize ederek istenen ilag konsantrasyonunu korur, doz sikligini azaltir ve
hasta uyumunu destekler. Polimer secimi biyolojik uyumsuzluk, biyoparcalanamama ve
yuksek maliyet gibi zorluklar icerse de, alternatif polimerlerle bu sorunlar ¢ozilebilir
(Oztiirk vd., 2019b).
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2.5.1. Eudragit

1950’lere kadar oral ilaglarda aktif maddelerin salim yeri ve zamam kontrol
edilemiyordu. Almanya’daki Rohm & Haas GmbH tarafindan gelistirilen Eudragit
(EUD), bu soruna ¢6ziim sunarak ilag¢ endiistrisinde yeni bir dénemi baglatmis oldu.
1953te dretilen ilk EUD kaplamalar, mide asidine direng gostererek aktif maddelerin
bagirsakta salinmasimi saglamistir (Jain vd., 2020). EUD polimerleri, tablet, kapsul ve
graniil formundaki ilaglarin kaplanmasinda kullanilmis ve zamanla farkli salim profilleri
sunan c¢esitleri gelistirilmistir. Giinlimiizde EUD iiretimi, Evonik Industries AG
tarafindan yiirtitilmektedir ve USPNF, BP, PhEur gibi farmasotik standartlarda
tanimlanmistir. Bu polimerler, akrilik ve metakrilik asitlerin polimerizasyonuyla elde

edilir ve genis bir kullanim gegmisine sahiptir (Barzegar-Jalali, M.vd., 2012).

Tablo 2.4
EUD Turleri
Yil EUD Turd

1954 EUD L 12.5,EUD S 12.5

1959 EUD E 125

1961 EUD E 100

1968 EUD RL 100, EUD RS 100

1972 EUD NE 30 D (6nceden EUD E 30 D), EUD L 30 D-55 (6nceden EUD L 30
D), EUD RS PO, EUD RL PO

1977 EUD L 100

1983 EUD NE 40 D

1985 EUD L 100-55

1986 EUDRL 30D, EUD RS 30D

1986 EUD E PO,EUD FS 30 D

1999 EUD E PO,EUD FS 30D

EUD, poli(met)akrilat bazli polimerlerden olusan farmasétik uygulamalara yonelik bir
markadir. Bu polimerler, aktif farmasdtik bilesenlerin viicutta dogru yerde, zamanda ve
stire boyunca salinmasini saglayarak istenen ilag salim profillerini sunar. Ayrica, dis
etkenlere kars1 koruma, tat/koku maskeleme ve hasta uyumunu artirma gibi islevler sunar.
Enterik, koruyucu ve siirekli salim i¢in optimize edilmis ¢esitleri mevcuttur. EUD, akrilik
ve metakrilik asit esterlerinden iiretilmis kopolimerlerdir ve fiziksel formlar1 sulu
dispersiyon, organik ¢ozelti iginde graniil veya toz seklinde olabilir. L, S, FS ve E tiirleri,

aktif bilesenin pH'a duyarli salimin1 saglamaktadir.
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Tablo 2.5

EUD polimerinin 6zellikleri

EUD Polimer Kullanilabilirlik Cozunme Ozellikleri
L 30 D-55 %30 Sulu Dagitim pH 5.5 Ustli ¢dziinme
L 100-55 Toz pH 6.0 Ustl ¢oziinme
L 100 Toz pH 6.0 Ustl ¢oziinme
L 125 %12.5 Organik Cozelti pH 6.0 Ustl ¢bzinme
S 100 Toz pH 7.0 Ustl ¢oziinme
S125 %12.5 Organik Cozelti pH 7.0 Ustl ¢bziinme
FS30D %30 Sulu Dagitim pH 7.0 Ustl ¢oziinme

2.5.1.1. EUD S100
EUD S100, 6zellikle ila¢ salimmi1 pH'ya duyarl bir sekilde kontrol etmek i¢in tasarlanmis

bir polimerdir. Bu polimer, pH'ya duyarli metakrilat kopolimerlerinin bir grubuna aittir
ve asidik ortamlarda (pH 7'nin altinda) ¢6ziinmez, ancak daha alkali bagirsak ortaminda
(pH 7 ve tizeri) ¢Oziinerek ilacin burada salinmasini saglar. Bu 6zellik, EUD S100'0 oral
yolla alinan ilaglarin bagirsakta hedeflenen bolgelerde serbest birakilmasi i¢in ideal bir
materyal yapmaktadir (Oztlrk vd., 2019a).

Kiclk boyutlara sahip PNP’leri, aktif farmasotik bilesenlerin (API) hiicre igi alimini
artrrabilir ve biyoyararlanimi iyilestirebilir. EUD S100 PNP formiilasyonlari, etkin
maddenin bagirsakta spesifik bolgelere ulasmasini saglamak ve API'nin istenmeyen erken

salmimini 6nlemek i¢in kullanilir (Guven, U. M. Vd. , 2020)

43



3. GERECLER

3.1 Kullanilan maddeler
Madde
Karvedilol
Asetonitril
EUD® S100
Hidroklorik asit

Potasyum fosfat (monobazik)

Sodyum hidroksit
Span® 40
Tween® 80
Mikropipet uglari

Santrifuj tupleri

2 mL’lik Eppendorf tiip

Steril enjektor
Pluronic F127
Etanol
Aseton

Metanol
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Firma

Deva, Turkiye

Carlo Erba, Almanya
Rohm, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya

Tekkim, Tlrkiye
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Eppendorf, Almanya
Isolab, Almanya
Eppendorf, Almanya
Hayat, Turkiye

Sigma Aldrich, Almanya
Carlo Erba, Almanya
Carlo Erba, Almanya
Carlo Erba, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Madde

Buzdolab1

Ceker Subat

Diferansiyel taramal1 kalorimetri
Distile su cihazi

Etiv

Elektroegirme cihazi

Fouriyer dontigimli

spektrofotometresi (FT-IR)

Hassas terazi
Liyofilizator
Mikropipet

Manyetik karigtirici

Nikleer manyetik rezonans (NMR)

Otoklav
UV Spektrofotometre
Ultrasonik Banyo

Ultratoraks
Vorteks

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi

kiz1l6tesi
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Firma

Arcelik No Frost, Turkiye
Hedlab, Tirkiye

Shimadzu DSC-60, Japonya
Agilent, Almanya

Nive FN500, Turkiye

Inovenso, Amerika

Shimadzu IR Prestige-21, Japonya

Mettler Toledo, Cin
Operon, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya
IKA, Almanya

Ultra-Shield™ CPMAS NMR, Almanya

Eryigit A.S., Tiirkiye
Shimadzu, Japonya
Wisd Laboratory Instruments, Giiney Kore

Heidolph, Almanya
Scilogex, Almanya

Malvern-Zetasizer NanoSeries, ingiltere



4, YONTEMLER
4.1 KRV Cahsmalan
4.1.1. KRV morfolojisi

KRV'nin morfolojik 6zelliklerinin analiz edilmesi ve partikiil seklinin belirlenmesi igin
SEM cihaz1 (Hitachi TM 3030 Plus model, Japonya) kullanilmigtir.

4.1.2. Termal ozellikler

KRV'nin (3~ mg) termal 6zellikleri, diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) yontemi ile
incelenmistir. Bu analizler, Shimadzu Scientific Instruments'in DSC-60 model cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneyler, basing altinda tamamen kapatilan aliiminyum
numune kabinda yapilmis olup, 10°C/dakika hizinda sicaklik arttirilmis ve 50 mL/dakika
azot gazi akisi saglanmistir. Termal analiz, 30°C ile 300°C arasindaki sicaklik araliginda,
aliminyum referansina karsi yapilmistir. Cihazdan elde edilen termogram, KRV'nin
formiilasyon asamalarmin bu termal ozellikler iizerinde bir etkisi olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla ileriye doniik yapilacak termal analizlerde referans olarak
kullanilmistir. Bu sayede, KRV’nin termal davraniglar1 hakkinda daha kapsamli bir

degerlendirme yapilabilmistir (Kipriye vd., 2017; Given vd., 2020).

4.1.3. Fouriyer doniisiimlii kizilotesi spektrofotometri (FT-IR) analizi

KRV’nin formiilasyon asamalarindan etkilenip etkilenmedigini belirlemek amaciyla, FT-
IR (IR Prestige — 21 Shimadzu, Tokyo, Japonya) analizi yapilmistir. Bu analiz, 4000-400
cm-1 dalga boyu araliginda yapilmis ve elde edilen veriler, ilerleyen analizlerde

karsilagtirma yapmak amaciyla referans olarak kullanilmustir (Kipriye vd., 2017; Giiven
vd., 2020; Jagannathan vd., 2010).

4.1.4. KRV’nin UV Spektrofotometri Calismalar:
4.1.4.1. Dogrusalhk

Dogrusallik, bir analiz yonteminin belirli bir konsantrasyon araliginda, numunede
bulunan etkin madde konsantrasyonu ile dogru orantili sonuglar verebilme yetenegi
olarak tanimlanmaktadir. Dogrusallik ¢aligmalarinda, uluslararasi standartlara gére (ICH,

2005b), en az bes farkli konsantrasyon seviyesinin test edilmesi gerekmektedir.
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Bu calismada, UV spektroskopi yonteminde kullanilan KRV’Un dogrusalligmmin
belirlenmesi amaciyla 0.1 pg/mL konsantrasyonunda olan stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve
bu stok ¢ozeltisinden yararlanilarak 0.2 pg/mL-2 pg/mL arasinda degisen yedi farkl
konsantrasyonda numuneler olusturulmustur. Her bir konsantrasyon seviyesi liger kez test
edilmis ve elde edilen sonuglarla egri altindaki alan degerleri hesaplanmistir (Kipriye vd.,

2017; Glven vd., 2020; leggli vd., 2005).

4.1.4.2. Dogruluk

Analitik yontemlerde dogruluk, analiz edilen numunedeki etkin madde miktarinin kabul
edilmis referans degere veya gercek degere ne derece yakin oldugunu ifade eder. Analitik
validasyonun bir parametresi olan dogruluk, yontemin belirlenmis ¢alisma araligi
boyunca degerlendirilmelidir. Bu degerlendirme genellikle aralik i¢inde secilen ii¢ farkh
konsantrasyon diizeyinde gergeklestirilir ve her bir konsantrasyon i¢in en az liger numune
iizerinde Ol¢tim yapilir (ICH, 2005b).

Yapilan c¢alismada dogrulugun belirlenmesi amaciyla 5, 15 ve 20 pg/mL
konsantrasyonlarinda KRV igeren numuneler hazirlanmais, her bir konsantrasyon i¢in iiger
kez 6l¢lim gerceklestirilerek sonuglar analiz edilmistir. Bu yontem, dogrulugun giivenilir
bir sekilde degerlendirilmesini saglamakta ve yontemin referans degerlere yakmnligmi

ortaya koymaktadir (Glven vd., 2020; leggli vd., 2005).

4.1.4.3. Kesinlik

Kesinlik, ayni 6rnegin belirli kosullar altinda birgok kez 6l¢tilmesiyle elde edilen sonuclar
arasindaki tutarliligi ifade eder. Kesinlik, {ii¢ farkli diizeyde degerlendirilir:
tekrarlanabilirlik, ara hassasiyet ve tekrar elde edilebilirlik (ICH,2005b).

Yapilan ¢aligmada ii¢ farkli konsantrasyonda KRV c¢ozeltileri hazirlanmis olup (0.5-1-2
pg/mL) ti¢ farkh giinde ii¢ 6rnekle tekrar edilmistir.

4.1.4.4. Duyarhhk

Analitik yontemlerde duyarlilik, bir yontemin numunede bulunan en diisiikk analit
konsantrasyonunu tespit etme ve nicel olarak belirleyebilme kapasitesini gdsterir. Bu
parametreler, saptama smiri (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ) olarak tanimlanir.
Saptama smir1 (LOD), bir analitin varliginin 6l¢iim sistemindeki sinyal-giiriiltii orani
dikkate almarak belirlenebilen en diisiik konsantrasyonudur. LOD degeri, yontemin
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duyarliligina ve kullanilan cihazin performansma bagli olarak degiskenlik gosterebilir.

ICH kilavuzuna gore, LOD degeri asagidaki denklem yardimi ile hesaplanmaktadir:

LOD=33x06/m

Bu denklemde SS, sinyalin standart sapmasini (genellikle kalibrasyon egrisinin y-ekseni
kesim degerinin standart sapmasi) ve m, kalibrasyon egrisinin egimini temsil eder. Miktar
tayini sinir1 (LOQ) ise, analitin dogruluk ve kesinlik kistaslarin1 karsilayarak guvenilir
sekilde nicel olarak belirlenebildigi en diisiik konsantrasyonu ifade eder. LOQ degersi,

ayni sekilde ICH kilavuzuna gore su denklemle hesaplanir:

LOQ=10x0c/m

Burada SS sinyalin standart sapmasini, m ise Kkalibrasyon egrisinin egimini
gostermektedir. Ozetle, LOD, analitin algilanabilir en diisiik smirmi belirlerken; LOQ, bu
analitin O6l¢iim sisteminde dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan giivenilir sekilde
belirlenebildigi alt smir1 tanimlar. Her iki parametre de analitik yontemlerin
performansinin degerlendirilmesinde ve yontem duyarliliginin tespit edilmesinde 6nemli

rol oynar (ICH, 2005b).

4.2. PNP Formiilasyon Cahsmalan

PNP formiilasyonlarmin gelistirme siirecinde kapsaml1 bir literatiir taramas1 yapilmis ve
calismaya en uygun polimerin EUD S100 olduguna karar verilmistir. Tez kapsaminda
PNP formiilasyonlar1 nanogoktiirme (mono emulsiyon ve ¢ift emilsiyon) ve piskurterek
kurutma teknikleri kullanilarak hazirlanmistir. Optimum PNP  formiilasyonunun
belirlenebilmesi igin, tim formilasyonlar EUD S100 polimeri kullanilarak
hazirlanmistir. Sulu fazda distile su ve Tween® 80 , Span 40® ve Pluronic®F127
kullanilmis, organik fazin ¢6ziiciileri olarak ise etanol ve aseton tercih edilmistir. Etkin
maddeli formilasyonlardan dnce etkin maddesiz (plasebo) formiilasyonlar hazirlanmistir

(F1-P, F2-P, F3-P). Formilasyon igerikleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1
PNP Formiilasyon Icerikleri

Formdilasyon kodu KRV EUD® S100 Sulu Faz
10mL Aseton: 20 mL bidistile su: 200
F1 200 mg )
10 mg KRV mg Pluronic® F127
1,5 mLbidistile su:
%3 Span®40
10 mL Etanol: +
F2 500 mg .
10 mg KRV 30 mL bidistile su:
%1 Tween® 80
50 mL Aseton
F3 200 mg KRV 1g +
50 mL Etanol

Tasarlanan formiilasyonlarinin hazirlanmasinda, F1 ve F2 formiilasyonlar: igin
nanogOktiirme yontemi kullanilmis olup F1 I¢in mono emiilsiyon teknigi, F2
formiilasyonu i¢in ise ¢iift emiilsiyon teknigi uygulanmistir. Plasebo formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda, EUD S100 F1 formilasyonu icin 10 mL aseton icerisinde, F2
formiilasyonu i¢in ise 10 mL etanol igerisinde ¢oziilmistiir. Elde edilen karigimlar,
enjektdr pompasi yardimiyla kontrollii bir akis hizinda, 10.000 rpm'de siirekli karistirilan
sulu faza damla damla ilave edilmistir. Hazirlanan emiilsiyonlar, ¢eker ocak altinda 400
rpm hizla ¢alisgan manyetik karistiricida 4 saat boyunca karistirilarak organik fazin
buharlagmas1 saglanmistir. Daha sonra, formiilasyonlar 11.000 rpm’de santrifiij edilerek
s1vi faz ayrilmis ve geriye kalan ¢okelti halindeki NP’lere 20 mL bidistile su ilave edilerek
cokelti homojenize edilmistir. Bu islem, NP’lerin yikanmasi1 amaciyla toplamda ii¢ kez
tekrarlanmistir. Yikama isleminin ardindan, NP’ler 20 mL distile suda yeniden dagitilmas,
-20°C’de dondurulmus ve -65°C’de calisan bir liyofilizatorde kurutularak kati halde
NP’ler elde edilmistir. Etkin madde igeren F1 ve F2 formiilasyonlarinda ise KRV, organik
faza ilave edilmis ve ayni prosediir uygulanmistir. F-3 formulasyonunda ise polimer 1:1
oraninda aseton ve etanol igeren 100 mL hacimli bir ¢dzeltide 1 giin boyunca 500 rpm
hizinda ¢alisan manyetik karistiricida 24 saat boyunca karistirilarak ¢oziindiiriilmiis olup
puskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanmistir. Etkin  madde igeren F-3
formiilasyonunda ise ayni islem polimer ile birlikte KRV, ¢oziindiiriilmiis olup aym

prosediirler uygulanmistir.
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4.3. PNP Karakterizasyonu
4.3.1. Parcacik biiyiikliik ve dagilimi

Hazirlanan PNP formiilasyonlariin parcacik boyutu ve dagilimi, lazer kirmim yontemi
ile incelenmistir (Selvamani, 2019).

4.3.2. Zeta potansiyel

Formiile edilen PNP’lerin zeta potansiyel degerleri, 25°C’de zeta hiicreleri kullanilarak
ve formiilasyonlar distile su ile seyreltildikten sonra Malvern Zetasizer cihazi kullanilarak
belirlenmistir (Joseph ve Singhvi, 2019).
4.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi (%EE)

Hazirlanan formiilasyonun %EE degerinin belirlenmesinde UV spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Bu amagla, formiilasyondan 1 mg hassas tartim yapilarak alinmig ve
iizerine 5 mL 1:4 oraninda hazirlanmis asetonitril:etanol ¢ozeltisi eklenmistir. Karigim, 2
dakika boyunca vorteks cihazinda karistirilarak formiilasyonda enkapsiile edilmemis olan
KRV’un ¢ozeltide tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan karisim santrifiij edilerek
stiziintii elde edilmis ve bu siiziintiideki KRV miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, enkapsule edilmeyen KRV miktariin belirlenmesi ve dolayisiyla formiilasyonun

%EE degerinin tayini i¢in kullanilmistir (Basaran, E., vd., 2014)

Pratik bulunan KRV miktart
Teoride olmast gereken KRV miktart

%EE =100 — ( 100)
4.3.4. Termal analiz

PNP formiilasyonlarmin termal analizi yapilirken yaklasik 3 mg formiilasyonun basingla
kapatilmis aliiminyum numune kaplarinda incelenmesiyle DSC cihazi kullanilmistir.
Analiz sirasinda azot akis hiz1 50 mL/dk, sicaklik artis hiz1 10°C/dk, sicaklik araligi 30-
300°C olarak ayarlanmig ve referans olarak bos bir aliiminyum kap kullanilmustir (Liu

vd., 2015; Kirpiye vd., 2017).

4.3.5. FT-IR analizi

Formiile edilen PNP’lerin tiim bilesenlerinin analizi, 4000-400 cm™ dalga boyu

araligda yapilmistir (Jagannathan vd., 2010).
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4.3.6. In vitro sahm

PNP’lerden KRV salimi, gastrointestinal sistem (GIS) bélgelerinin pH kosullarmi simiile
eden salim ortamlarinda, diyaliz membran yontemi kullanilarak incelenmistir (Yenilmez
vd.,2020). Calisma kosullar1, %30 PEG 400 igeren pH 6.8 bagirsak ortaminda, 37+0,5°C
sicaklikta ve 100 rpm karistirma hizinda gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda, 1 mg KRV iceren PNP formiilasyonlar seliiloz asetat diyaliz membranina
(molekiil agirligi 12-14 kDa) yerlestirilmis ve tizerine 1 mL dissoliisyon ortami eklenerek
sizdirmaz bir sekilde kapatilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (5 dk, 10 dk, 15 dk, 30
dk, 45 dk, 1 saat, 1.5 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 8 saat, 12 saat, 18 saat, 24 saat, 48 saat,
72 saat), membran diginda kalan ¢6ziinme ortamindan 1 mL 6rnekler alinmig ve yerlerine
ayn1 hacimde taze salim ortami eklenmistir.

Numunelerdeki KRV miktari, daha 6nce tanimlanan analiz kosullar1 dogrultusunda UV
spektrofotometre ile belirlenmistir. Belirlenen zaman araliklarinda saliman KRV
miktarma dayanarak % kiimiilatif salim degerleri hesaplanmis ve bu degerler zamana

kars1 grafiklestirilmistir. Calisma, alt1 tekrar halinde gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. KRV ile Yapilan Calismalar
5.1.1. Termal analiz

KRV’nin, DSC analiz cihaz ile 30-300°C araliginda incelenen termal analizinde, erime
sicakliginin 117,82°C oldugu tespit edilmistir. Bu incelemenin sonucunda ulasilan
degerler literatiir arastirmasi yapildiginda farkli aragtirmacilarin yaptigi analizler ile de
uygunluk gostermektedir (Ahmed, K. vd 2016). KRV’e ait DSC analizi Sekil 5.1°de

verilmistir.

Sekil 5.1

KRV’e ait termogram.

DSC
mW/mg

40.00-
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N
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Temp [C]
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5.1.2. FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi molekiiler yapi ve etkilesimlerin analiz edilmesinde en dnemli
karakterizasyon analizlerindendir (Duygu vd., 2009). Yapilan bu ¢alismada kullanilan
etkin maddenin formiilasyona hazirlik asamasindaki basamaklarda olast kimyasal
etkilesimlere maruz kalmadigimi belirlemek amaci ile FT-IR analizi yapilmis olup

KRV’ye ait FT-IR spektrumu Sekil 5.2°de verilmistir.

Sekil 5.2
KRV’e ait FT-IR spektrumu
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KRV’iin spektrumlar1 incelendiginde 3000-3500 cm™’ de ~OH ve —-NH gruplarina ait
pikler gozlenir, 3342 cm™¥’de gérillen pik de —OH ve —NH gruplarma ait oldugu
gdzlenmistir.3000 cm? in altinda ise alifatik ~CH gruplarinim pikleri gézlenir. 2995-2836
cm? arasinda gozlenen pikler bu gruplara aittir. 1500-1650 ¢cm™ araligimda aromatik
yapiya ait C=C rezonans ¢ifte bag gerilim bantlar1 beklenir. 1502-1631 cm™ gériilen
pikler bu gruplara aittir. 1100-1200 cm™ araliginda C-O pikleri gézlenir. KRV e ait FT-
IR spektrumunda 1095 cm™’de belirlenen kesin pik bu gruba aittir. 650-1300 cm-1 aralig
parmak izi bolgesi olarak ifade edilmektedir. Bélgede yogun piklerin olmasi aromatik bir
yapmin varligmi ifade eder. Analiz sonucunda KRV’e ait FT-IR spektrumunda bu
araliktaki piklerin yogunlugu da bu yapida aromatik halkanin oldugunu gostermistir.
Yapilan bu ¢alismada incelenen piklerin literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalar ile uyum

gosterdigi anlagilmistir (Ahmed, K. vd., 2016; Jagannathan vd., 2010).

5.1.3. KRV’nin UV spektroskopi ile miktar tayini ve validasyon ¢calismalari
5.1.3.1. Dogrusalhk

KRV’e ait standart egrinin belirlenebilmesi amaciyla 1:1 oraninda etanol ve asetonitril
cozeltisi icinde 10 pg/mL konstantrasyonunda bir stok ¢ozeltisi kullanilmis ve daha sonra
bu stok c¢ozeltiden konsantrasyonlart 2-20ug/mL arasinda degisen 7 farkli seri
hazirlanmistir. Bu ¢Ozeltilerin her biri igin alt1 tekrarli ol¢lim yapilmis ve UV
spektrofotometresi ile absorbans degerleri kaydedilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerin ortalama absorbans degerleri Tablo 5.1'de sunulmustur. Elde edilen

kalibrasyon grafigi ise Sekil 5.3’te gdsterilmistir.

Tablo 5.1
KRV ’ye Ait Dogrusallik Verileri

Seri Konsantrasyon (ng/mL) Absorbans (ort £ SS) (N=6)
1 2 0,233 + 0,003
2 5 0,598 + 0,013
3 7,5 0,888 + 0,009
4 10 1,168 + 0,004
5 12,5 1,454 + 0,015
6 15 1,720 + 0,009
7 20 2,234 + 0,083
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Sekil 5.3
Dogrusal Kalibrasyon Grafigi

2.5
y=0,1112x + 0,0407
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) R?=0,999
21.5
=
2
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0

20 25

KONSANTRASYON

Elde edilen veriler sonucunda yontemin 2-20 pg/mL araliginda dogrusal oldugu
bulunmustur. Grafigin regresyon katsayisi R?=0,999 dogrusalligin olduk¢a yiiksek
oldugunun kanitidir (Kipriye vd., 2017).

5.1.3.2. Dogruluk

Calismanin dogrulugunun belirlenebilmesi amaciyla veri seti igerisindeki li¢ farkh
konsantrasyonda (5 upg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL) geri kazanim deneyleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen dogruluk verileri Tablo 5.2°de gosterilmistir.
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Tablo 5.2
KRV’ye Ait Dogruluk Verileri

Numune Konsantrasyon (ug/mL) Absorbans % Geri Kazamim
5,039 0,601 100,773
4,985 0,595 99,694
S 4,967 0,593 99,335
% Ort. G.K £ SS 99,934 + 0,037
% BSS 0,038
SH 0,022
9,976 1,150 99,757
10,003 1,153 100,027
10,012 1,154 100,117
10 pg/ml. % Ort. G.K + S5 99,967 + 0,019
% BSS 0,019
SH 0,011
14,958 1,704 99,718
15,084 1,718 100,558
14,958 1,704 99,718
15> pg/mL % Ort. G.K £ SS 99,998 + 0,073
% BSS 0,073
SH 0,042

(ORT: Ortalama, G.K: Geri kazanim, SH: Standart hata, BSS: Bagil standart sapma)

Ug farkli konsantrasyon seviyesinde elde edilen ortalama geri kazanim degerleri sirasiyla
%99,934, %99,967 ve %99,998 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, yontemin yiiksek
dogruluga sahip oldugunun kanitidir. Elde edilen yiiksek geri kazanim degerleri ve diisiik
standart sapmalar, yontemin giivenilirligini desteklemektedir. Bu sonuglar, yontemin
farkli matrislerde ve daha genis bir konsantrasyon araliginda da uygulanabilirligini

gostermektedir (Kipriye vd., 2017).

5.1.3.3. Kesinlik

Y 6ntemin kesinliginin belirlenebilmesi amaciyla giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirligi
Ol¢iilmiistiir. Giin i¢i ve giinler arasi ¢aligmalar 5, 10 ve 15 pg/mL olmak iizere ii¢ farkl
konsantrasyonda ti¢ tekrarli olacak sekilde ve ii¢ farkli giinde analiz edilmistir. Elde

edilen veriler Tablo 5.3’te sunulmustur.
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Tablo 5.3
KRV Giin I¢i ve Giinler Arasi Kesinlik Calismast Sonuclar:

1. GUN 2.GUN 3.GUN GUNLER ARASI
5 pg/mL
ORT 4,781 4,826 4,790 4,799
SS 0,067 0,050 0,053 0,024
% BSS 1,412 1,026 1,100 0,496
10 pg/mL
ORT 9,997 10,012 10,009 10,006
SS 0,021 0,018 0,010 0,008
% BSS 0,208 0,180 0,104 0,079
15 pg/mL
ORT 15,156 15,159 15,147 15,154
SS 0,032 0,042 0,036 0,005
% BSS 0,214 0,280 0,237 0,034

(ORT: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma)

Hem giin i¢i hem de glinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 incelendiginde, genel olarak
diisiik standart sapma (SS) ve bagil standart sapma (BSS) degerleri elde edilmistir. Bu
durum, yontemin hem kisa siirede hem de uzun vadede yiiksek bir kesinlige sahip
oldugunu gostermektedir. Farkli konsantrasyon seviyelerinde elde edilen BSS degerleri
incelendiginde, genel olarak daha diisiik konsantrasyonlarda BSS degerlerinin biraz daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Geri kazanim deneylerinin yani sira, giin i¢i ve glinler aras1
tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 da yontemin giivenilirligini desteklemektedir (Kipriye vd.,
2017).

5.1.3.4. Duyarhhk

LOD ve LOQ degerleri, bir analiz yonteminin duyarliligmi ve giivenilirligini belirlemek
icin kullanilan 6nemli parametrelerdir. Yontemin duyarliligini belirlemek amaciyla
Yontem boliimiinde (4.1.3.4) verilen denklemler kullanilmis ve ¢alismanin LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 1,509 pg/mL ve 4,575 pg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen LOD
ve LOQ degerleri yontemin duyarliliginin yiiksek oldugunu gostermektedir (Liu vd.,
2015).
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5.2. PNP Formiilasyon Cahsmalar
PNP formiilasyonlarinda polimer olarak EUD S100 polimeri kullanilmistir. F1

formulasyonu mono emiilsiyon yontemi ile hazirlanmis olup %2 Tween 80, EUD S100,
KRV ve aseton bilesenlerini icermektedir. F2 formulasyonu ¢ift emalsiyon yontemi ile
hazirlanmis olup %1 Tween 80, %3 Span 80, aseton, metanol ve KRV bilesenlerini
icermektedir. F3 formulasyonu ise sprey kurutma yontemi ile hazirlanmis olup EUD
S100, KRV, metanol, aseton, saf su ve Tween 80 bilesenlerini igermektedir. Formiilasyon
bilesenleri, "4.2. PNP Formiilasyon Caligsmalar1" boliimiinde Tablo 4.1'de detayli olarak

sunulmustur. Tiim formiilasyon denemelerinde basaril1 bir sekilde NP'ler elde edilmistir.

5.2.1. PNP formiilasyonlarinin morfolojik 6zellikleri

Nanopartikillerin karakterizasyonunda PB belirlenmesi 6énemli role sahiptir. ve bu
boyut, kullanilan eksipiyanlar, polimer yapisi ve kullanilan {iretim yontemi gibi
faktorlerden blyik 6lclide etkilenmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde
PB ve morfolojisinin belirlenmesinde genellikle foton korelasyon spektroskopisi ve
elektron = mikroskobu  gibi  tekniklerden  yararlanilmaktadr  (Sur  vd.,
2019b).Formiilasyonlarun yiizey 6zelliklerine ait SEM goruntileri Sekil5.4-Sekil5.9’de

gosterilmistir.

Sekil 5.4
F1 formilasyonuna ait SEM goriintusi

14:30 HMMD4.7 x2.0k 30 um

AUBIBAM 2024/10/23
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Sekil 5.5
F1-placebo formiilasyonuna ait SEM goriintisi

2024/10/23 14:34 HMMD5.3 x10k 10 pm

Sekil 5.6
F2 formilasyonuna ait SEM goriintusi

L g o

AUBIBAM 2024/10/23 14:03 HMMD4.7 x2.0k 30 um
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Sekil 5.7
F2-placebo formiillasyonuna ait SEM gorintusu

AUBIBAM 2024/10/23 14:26 HMMD4.9 x5.0k 20 um

Sekil 5.8
F3 formilasyonuna ait SEM goriintusi

2024/10/23 14:17 HMMD4.7 x5.0k 20 pm

AUBIBAM
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Sekil 5.9
F3-placebo formiilasyonuna ait SEM goériintist

AUBIBAM 2024/10/23 14:13 HMMD4.5 x5.0k 20 pm

5.2.1. Parcacik biiyiikliigii ve dagihm

Hazirlanan formiilasyonlarin PB ve PDI degerleri Tablo 5.4’°te verilmistir.

Tablo 5.4

Hazirlanan Formiilasyonlarin PB ve PDI Degerleri

Parcacik biiyiikliigii

Formdulasyon (N=3) ORT (nm) + SH PDI + SH
F1 540 +9,3 550 +9,7 551 + 10,1 547 +9,7 0,484 £ 0,06
F2 520 + 17 540 + 17,6 558 + 17,9 536 + 17,5 0,352 £ 0,01
F3 500 + 12 510+ 12,5 511 + 13,0 507 + 12,5 0,474 £ 0,03
F1-P 340+10,3 355%105 361 + 10,7 352 + 10,5 0,462 + 0,04
F2-P 450+20,7 463+215 476 £22,0 463 £ 21,4 0,306 £ 0,03
F3-P 400+12,3 419+127 420+£13,1 413+12,7 0,573+£0,02

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata, PDI: Polidispersite indeksi)
Tablo 5.4, farkli formiilasyonlardaki partikiillerin PB ve PDI sonuglarini1 gostermektedir.

PDI degerleri, 0,306 + 0,03 ile 0,573 + 0,02 araliginda bulunmustur bu da partikiil boyut
dagilimmin nispeten dar oldugunu gostermektedir. Ayrica tablodaki verilere dayanarak
mono emiilsiyon yontemiyle hazirlanan partikiillerin PDI degerlerinin digerlerine oranla
daha yiiksek oldugu yorumu yapilabilir. Tm formulasyonlarda genel olarak 350-550 nm
arasinda degisen partikiil boyutlar1 elde edilmis ve etkin madde iceren formulasyonlarda
partikiil boyutlarinda artiglar gézlemlenmistir. Bu artis, aktif maddenin partikiil ylizeyine
adsorpsiyonu veya matriks igerisine dahil olmas1 gibi nedenlerle agiklanabilir (Given vd.,
2020).
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5.2.2. Zeta potansiyeli

Hazirlanan formiilasyonlarin elde edilen zeta potansiyel degerleri (mV) Tablo 5.5°te
verilmistir.
Tablo 5.5

Hazirlanan Formiilasyonlarin Zeta Potansiyel Degerleri

Formillasyon ~ ZP1+SH (mV)  ZP2+SH(mV)  ZP3+SH (my) <et@potansiyel ORT

+ SH (mV)

F1 309+14 31,118 31,3+2,0 +31.1£1.7
F2 22,8+1,9 236+2,1 241+23 +235+2.1
F3 272+11 276+15 280+16 +27.6£1.4
F1-P 288+12 292+16 293+17 +29.1+1.5
F2-P 21,8+0,85 21,6 +0,6 22,03+0,95 +21.9+0.8
F3-P 18,4+1,0 18,6+ 1,4 188+1,5 +18.621.3

(ORT: Ortalama, SH: Standart hata, ZP: Zeta potansiyel)

Tablo 5.5’te de goriildiigii tizere tim formulasyonlarda pozitif zeta potansiyelleri elde
edilmistir. Formiilasyonlardaki ZP degerleri 18,6 £ 1,3 mV ve 31,1 =+ 1,7 mV arasinda
bulunmustur. NP’lerde yiiksek negatif veya pozitif zeta potansiyeli, elektrostatik itme
sayesinde fiziksel stabilitenin korunmasina yol agar. -30 mV ile +30 mV arasindaki zeta
potansiyeli, yeterli kolloidal stabilite igin gerekli kabul edilirken, daha diisiik degerler
partikiil agregasyonu ve stabilite kaybina yol agabilir. Zeta potansiyeline bagli olarak
nanosiispansiyonlar dort gruba ayrilir: yiliksek kararsiz (=0—10 mV), nispeten kararh
(1020 mV), orta derecede kararli (=20-30 mV) ve yiiksek kararli (>+30 mV).
Elektrostatik stabilite icin en az £30 mV, sterik stabilite icin ise en az £20 mV zeta
potansiyeli gerektigi belirtilmistir (Agrawal ve Patel, 2011). Zeta potansiyelinin yiksek
olmasi, partikiiller arasinda elektrostatik itme kuvvetlerinin oldugunu ve dolayisiyla
sistemin stabilitesini artirdigini gosterdiginden etkin madde iceren formulasyonlarda zeta
potansiyelinin biraz daha yiiksek olmasi, formiilasyonun stabilitesine olumlu katki

saglayabilecegi seklinde yorumlanabilir (Selvamani, 2019).

5.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi

Calismada, ti¢ farkli formiilasyon i¢in enkapsiilasyon etkinligi (%EE) hesaplamalar1
gerceklestirilmistir. Her formiilasyon i¢in farkli seyreltmelerde hazirlanan ornekler

lizerinde analizler yapilmis ve elde edilen veriler kullanilarak %EE degerleri
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hesaplanmistir. Formiilasyonlardan elde edilen %EE degerleri F1, F2 ve F3
formiilasyonlar1 i¢in sirasiyla %84,840; %82,126 ve %51,492 olarak bulunmustur. Bu
degerler, aktif maddenin partikiiller igerisine ne kadar etkin bir sekilde dahil oldugunu
gosterir. %50'nin tizerindeki yiliksek enkapstilasyon verimleri, formiilasyonlarin basaril
oldugunu ve KRV’nin biiyilk bir kismmin partikiiller igerisinde tutuldugunu
gostermektedir. Elde edilen verilere gore, nanogoktirme yontemi ile Gretilen F1
formilasyonu en yiiksek enkapsiilasyon verimine sahipken, piskirterek kurutma yontemi
ile Uretilen F3 formiilasyonu en diisiik verimi gostermistir. Bu durum, formiilasyonlarin
hazirlanisindaki yontem farkliliklarinin enkapsiilasyon verimliligi lizerindeki 6nemli

etkisini gostermektedir (Kirpiye vd., 2017).

5.3.4. Termal analiz sonu¢larn

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), ilag formiilasyonlarinda etkin madde ve
polimerik tastyicilar arasindaki etkilesimleri ortaya koyarak, formtlasyonun stabilitesi ve
etkinligi hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Bu teknik, formiilasyon siirecinde meydana
gelen fiziksel ve kimyasal degisiklikleri takip ederek, polimerik matriks i¢indeki etkin
maddenin durumunu ve olas1 etkilesimleri hakkinda bilgi verir. DSC, maddelerin termal
Ozelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilan etkili bir aragtir. Bu yontemle elde edilen
termogramlar, maddelerin yapisi, stabiliteleri ve islevsellikleri hakkinda 6nemli bilgiler
saglar (Smith ve Jones, 2023; Yurtdas-Kirimlioglu, G vd., 2018).

Termogram analizleri incelendiginde, fiziksel karisimda ve formiilasyonlarda KRV ’ye ait
piklerin kayboldugu goriilmektedir. Etkin maddeye 6zgii piklerin kaybolmasi, homojen
bir polimer matriks olusumunu veya amorf bir yapmin varligini isaret etmektedir (Oztiirk,
Yenilmez ve Yazan, 2019).

KRV, EUD S100 ve fiziksel karigim termogramlart Sekil 5.10°da, PNP

formiilasyonlarina ait DSC termogramlari ise Sekil 5.11°de verilmistir.
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Sekil 5.10

KRV (a), EUD S100 (b), Fiziksel Karisim (c) Termogramlari
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Sekil 5.11

Hazirlanan PNP Formiilasyonlarina Ait Termogramlar
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Sekil 5.11°te elde edilen DSC termogramlarina bakildiginda ¢alismanin KRV’ nin erime
sicakhiginin 117,82°C oldugu tespit edilmistir. Ye vd. tarafindan 2024 yilinda yapilan
calismada da karvedilol etkin maddesine ait DSC analizi sonucunda 118°C’de erime
noktasi piki elde edilmistir. KRV’ye ait pikin kaybolmasi, amorf yapmin varlig1 ya da
homojen matriks olusumu ile agiklanabilir. Ayrica bu durum, incelenen numunenin analiz
edilen sicaklik araliginda 6nemli bir fiziksel veya kimyasal degisime ugramadigi seklinde

yorumlanabilir (Yurtdas-Kirimlioglu, G vd., 2018).
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5.3.5. FT-IR analizi sonuclar

FT-IR spektroskopisi, polimerik sistemlerde bilesenler arasindaki etkilesimleri ve bag
diizenlemelerini aydinlatmada etkili bir aragtir. {la¢ formiilasyonlarinda, etkin madde ile
eksipiyanlar arasindaki olasi etkilesimleri ve polimerik matriksteki yapisal degisiklikleri
incelemek i¢in siklikla kullanilir (Yurtdas-Kirimlioghu ve Gorgiilii, 2021). Bu baglamda,
KRV igeren PNP formiilasyonlarinda gergeklestirilen FT-IR analizleri, saf KRV’ un
spektral karakteristiklerinin formiilasyonda nasil degistigini ve diger bilesenlerle olas1
etkilesimlerin  olup olmadigin1 belirlemek icin  kullamilmistir. Bu  sayede,
formiilasyonlarin fiziksel karigimlar m1 yoksa kimyasal etkilesimler i¢eren sistemler mi
oldugu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir (Giiven ve Basaran, 2021).

Hazirlanan plasebo ve etkin maddeli formiilasyonlarin FT-IR spektrumlari, F1 i¢in Sekil
5.12’da, F2 i¢in Sekil 5.13°da,e, F3 i¢cin Sekil 5,14°de, EUD S100 i¢in ise Sekil 5.15°da

verilmistir.

Sekil 5.12
F1 Formulasyonuna Ait FT-IR Spektrumlar
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Sekil 5.13

F2 Formulasyonuna Ait FT-IR Spektrumlar:
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Sekil 5.14

F3 Formulasyonuna Ait FT-IR Spektrumlari
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Verilen spektrumlar incelendiginde hem etkin madde igeren hem de plasebo igeren

formiilasyon spektrumlarinda benzer genel bir yap1 gdzlemlenmektedir. Ozellikle 3000

cm-1 civarindaki C-H gerinim titresimleri ve 1700 cm-1 civarindaki karbonil (C=0)

gerinim titresimleri her iki spektrumda da belirgindir. 1200-800 cm-1 bdlgesindeki

parmak izi bolgesi, iki numune arasinda belirgin farkliliklar gostermektedir. Etkin madde

iceren spektrumlar incelendiginde 3000 cm-1 civar1 goriilen C-H gerinim titresimleri,

aromatik veya alifatik hidrokarbonlarin varligini belirtirken 1700 cm-1 civar1 karbonil

(C=0) gerinim titresimi, ester, keton veya asit gibi karbonil ¢eren gruplarm varhigini

olarak nitelendirilebilir (Duygu, 2009).
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Sekil 5.15
EUD S100°e ait FT-IR spektrumu
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FTIR spektroskopisi, formiilasyonlardaki molekiiler etkilesimleri anlamak ic¢in siklikla
kullanilan bir tekniktir. Formiilasyonlara ait FTIR spektrumlarinda saf aktif maddenin
karakteristik piklerinin gozlenmemesi, aktif maddenin polimerik matris icerisinde
molekiiler diizeyde homojen bir dagilim gosterdigine isaret etmektedir. Bu durum, aktif
madde ile polimer arasinda yeni bir sinyalin olusmamasiyla da desteklenerek, ikisi
arasinda kimyasal bir etkilesim olmadigini gostermektedir (Gomathi vd., 2017). FTIR
sonuglari, bu bulgularla uyumlu olarak DSC analizleri tarafindan da desteklenmektedir.

Aktif maddenin homojen dagilimi, formiilasyonun etkinligi ve stabilitesi i¢in 6nemli bir

faktorddr.
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5.3.6. In vitro salim ¢alisma sonuclar

In vitro salim ¢alismalarina ait veriler Tablo 5.6’da % kiimiilatif salim sonuglarmin
zamana kars1 grafigi ise Sekil 5.10°da verilmistir.

Tablo 5.6
KRV’nin Invitro Salim Calismasina Ait % Kiimiilatif Degerler

Zaman F1 F2 F3
5 dk 0,387 0,102 0,186
10 dk 8,777 0,557 0,852
15 dk 9,654 0,474 0,853
30 dk 11,123 0,686 1,253
60 dk 13,267 0,968 1,929
2sa 16,107 1,285 2,732
3sa 18,590 1,437 3,333
4 sa 21,340 1,716 4,019
8 sa 31,342 2,574 6,499
12 sa 44,565 3,725 9,344
18 sa 57,330 4,690 12,707
24 sa 75,473 6,689 18,248
Sekil 5.16

KRV’ye Ait Kiimiilatif Salim Grafikleri
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Tablo 5.6 ve Sekil 5.16 incelendiginde, F1, F2 ve F3 formiilasyonlarinda KRV nin in
vitro salim profilinin zaman i¢indeki degisimi goriilmektedir. % kiimiilatif salim
degerleri, belirli bir zaman noktasinda toplam aktif maddenin ne kadarinin ortam igerisine

gectigini ifade eder. Verilerden elde edilen ilk genel gozlemlere gore; kolon pH’sinda F1
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formiilasyonu en yiiksek kiimiilatif salim degerlerine ulasan formulasyon olup, etkin
maddenin ortam igerisine hizli ve yiliksek oranda salindigin1 géstermektedir. F2 ve F3
formiilasyonlari ise Fl'e gore daha diisiik kiimiilatif salim degerlerine sahip olup, etkin
maddenin salinim hizinin daha yavas oldugunu gostermektedir. KRV kisa yar1 6miirlii bir
etkin madde oldugundan doz aralig1 kisa olup salimin 24 saatten uzun siirmesi bu araligi
uzatmaktadir. (Ongun Ozdemir ve Ertas, 2005). F1 formiilasyonunda 5-10 dakika
arasinda hizli bir salim artig1 goriilmektedir (Kipriye, 2017; Yalginkaya vd., 2024). Bu
durum, formilasyonun yizeyindeki aktif maddenin kolon pH’sinda hizli bir sekilde
¢oziinmesi veya matrisin ilk bariyerinin kolayca asilmasiyla aciklanabilir. Ozellikle F2
formiilasyonunun salim hiz1 diger gelistirilen formulasyonlara gore oldukga yavastir. %
kiimiilatif salim degerlerine bakildiginda F1 formiilasyonunda etkin maddenin yiizeyden
hizl1 bir sekilde ¢6ziinerek salindigi, F2 ve F3 formiilasyonlarinda ise polimer icerisinden
daha yavas bir diflizyonla salindig1 sonucuna ulasilmistir. Bu durum, formiilasyonlarn
fizikokimyasal Ozellikleriyle ve formiilasyonlarin iiretim ydntemleriyle dogrudan
iliskilidir (Guven vd., 2020). F1 formiilasyonu mono emiilsiyon yontemiyle tiretilmis
olup hem c¢ift emulsiyon hem de puskirterek kurutma yontemiyle iiretilen diger
formiilasyonlardan daha hizl1 etkin madde salimi yapmistir. /n vitro salim ¢alismalari, in
vivo durumun bir simiilasyonu olsa da bazi smirlamalar1 vardir. Ornegin kullanilan
ortamin pH'1, iyonik siddeti ve viskozitesi gibi faktorlerin, in vivo sindirim sistemindeki
kosullardan farkl olabilecegi g6z onilinde bulundurulmali ve salim sonuglar1 buna gore
degerlendirilmelidir (Yurtdas-Kirimlioglu vd., 2018). Ozellikle F1 formiilasyonunda 24
saat sonunda oldukca ylksek bir kimdilatif salim degeri elde edilmis olmasi,
formiilasyonun etkin bir ila¢ salimi sagladigin1 gostermektedir. Bu ¢aligmada,
karvediloliin farkli formiilasyonlardaki in vitro salim 6zellikleri incelenmistir. Elde edilen
sonuglar, karvediloliin kontrollii salimi i¢in uygun formiilasyonlarin tasarlanmasinda

Onemli bir adim teskil etmektedir.
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6. SONUC

Bu tez kapsaminda, KY ve kardiyak aritmilerin tedavisinde kullanilan KRV etkin
maddesinin  PNP formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve in vitro Kkarakterizasyonu
amaglanmigtir. Calismada oncelikle KRV etkin maddesinin termal ve spektral analizleri
(DSC, FT-IR) detayl bir sekilde gergeklestirilmis, ardindan gelistirilen formiilasyonlarin
PB, PDI, ZP, %EE gibi karakterizasyon parametreleri belirlenmistir. Bununla birlikte,
UV spektrofotometrik analiz yontemi kullanilarak dogrusal caligma araligi, geri kazanim,
kesinlik, LOD ve LOQ degerleri kapsamli bir sekilde incelenmistir.

KRV’nin DSC analizi 30-300°C araliginda gergeklestirilmis ve erime noktasinin
117,82°C oldugu belirlenmistir. Bu deger, literatiirdeki benzer ¢aligmalarla uyumluluk
gostermekte olup (Ahmed, K. vd. 2016), KRV’iin termal davranigsinin calisma
kosullarinda stabil oldugunu diisiindiirmektedir.

FT-IR analizleri ile KRV’in yapisal 6zellikleri ve fonksiyonel gruplara ait pikler
incelenmistir. 3000-3500 cm”™-1 araligindaki —OH ve —NH gruplarina ait karakteristik
piklerin yani sira 2995-2836 cm”-1 bélgesindeki alifatik —CH pikleri ve 1500-1650 cm”-
1 araligindaki aromatik C=C gerilim bantlarinin varligi, ilacin aromatik halka igeren
yapisini dogrulamistir. 1095 c¢cm”-1’de belirlenen C-O pikleri ve 650-1300 cm”-1
araligindaki yogun pikler de KRV ’iin tipik karakteristiklerini yansitmaktadir. Bu bulgular
daha dnceki literattr verileriyle (Ahmed, K. vd., 2016) uyum icindedir.

KRV’e ait standart egri 1:1 oraninda etanol ve asetonitril igeren ¢oziicii sistemi ile
hazirlanmis ve 2-20 pg/mL araliginda yiiksek bir dogrusallik (R*2=0,999) elde edilmistir.
Yontemin dogrulugu, geri kazanim deneyleri sonucunda 5, 10 ve 15 pg/mL
konsantrasyon seviyelerinde sirasiyla %99,934; %99,967 ve %99,998 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler yontemin ¢ok yiliksek bir dogruluga sahip oldugunu
gostermektedir.

Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 diisik SSve BSS degerleri ile
yontemin kesinliginin oldukca yiiksek oldugunu kanitlamstir.

Duyarlilik belirtegleri olarak LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1,509 pg/mL ve 4,575
pg/mL olarak hesaplanmis, yonteminin diisiik konsantrasyonlarda da giivenilir 6l¢iim

yapabildigi goriilmiistiir.
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KRV yiiklii KLN’ler ii¢ farkli ydontemle iiretilmistir:

o F1 Formilasyonu: Mono emulsiyon yontemi (%2 Tween 80, EUD S100, KRV,
aseton).

o F2 Formilasyonu: Cift emilsiyon yontemi (%1 Tween 80, %3 Span 80, aseton,
metanol, KRV).

o F3 Formulasyonu: Sprey kurutma yontemi (EUD S100, KRV, metanol, aseton,
saf su, Tween 80).

Tiim formiilasyon denemelerinde basarili sekilde NP’ler elde edilmis, her yontemin farkl
stire¢ kosullar1 nedeniyle partikiil 6zelliklerinin degistigi gozlemlenmistir.
« Partikil Boyutu (PB) ve Polidispersite Indeksi (PDI):

o Yapilan dlgiimlerde PB degerleri yaklasik 350-550 nm arasinda tespit
edilmistir. Etkin maddenin varligi, partikiil boyutlarinda artisa neden
olmustur.

o PDI degerleri 0,306 & 0,03 ile 0,573 £ 0,02 araliginda bulunmus ve genel
olarak dar bir boyut dagilimina isaret etmistir. F1 formiilasyonunda PDI
degerinin digerlerine gore biraz daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

e Zeta Potansiyeli (ZP):

o Formiilasyonlarin ZP degerleri 18,6 = 1,3 mV ile 31,1 £ 1,7 mV arasinda
degismis, tiim formiilasyonlarda pozitif yiizey yiikleri tespit edilmistir.

o Etkin madde igeren sistemlerin ZP degerlerinin plasebo formiilasyonlara
oranla biraz daha yiiksek olmasi, partikiiller arasi elektrostatik itme
kuvvetinin artmasina ve bdylece sistem stabilitesinin yiikselmesine katk1
saglamaktadir.

+ Enkapsiilasyon Etkinligi (%EE):

o Farkli seyreltmelerle hazirlanan Ornekler {izerinden yapilan analizler
sonucu, F1, F2 ve F3 formilasyonlarmin %EE degerleri sirasiyla
%84,840; %82,126 ve %51,492 olarak hesaplanmaistir.

o F1 formilasyonu en yiksek, F3 ise en diisiik enkapsiilasyon verimini
gostermistir. Bu sonuclar, ilacin partikiil matrisi igerisine dahil olma
mekanizmasinin kullanilan yonteme ve formiilasyon bilesenlerine gore

degistigini gostermektedir.
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DSC Analizi: Calismada elde edilen termogramlar, incelenen sicaklik araliginda
formiilasyonlarin belirgin bir termal olaya maruz kalmadigini gdstermistir. Bu durum,
formiilasyon bilesenleri ile etkin madde arasinda onemli bir fiziksel veya kimyasal
degisimin olmadigina isaret etmektedir.

FT-IR Analizi: Hem etkin madde iceren hem de plasebo formiilasyonlarm FT-IR
spektrumlarinda genel bant bolgelerinin benzer oldugu, ancak parmak izi bdlgesinde
kismi farkliliklar bulundugu gozlenmistir. Saf KRV’iin karakteristik piklerinin
formiilasyonlarda dogrudan gozlenmemesi, etkin maddenin polimerik matriks iginde
homojen bir dagilim gosterdigini ve kimyasal etkilesim yerine fiziksel bir birliktelik
sergiledigini diisiindiirmektedir (Gomathi vd., 2017; Giiven ve Basaran, 2021). DSC
sonuclar1 da bu bulgularla uyumlu olup, olas1 yeni piklerin ortaya ¢ikmamasi kimyasal
etkilesimlerin minimal olduguna isaret etmektedir.

In Vitro Sahm Cahsmasi: Yapilan analizde kolon pH’sinda etkin madde salim
performansi en iyi olan formiilasyon F1 formiilasyonu olup, 24 saat sonunda oldukca
yiiksek bir kiimiilatif salim degeri elde edilmistir. F2 ve F3 formiilasyonlarinda ise daha
yavas etkin madde salim1 gézlenmistir. KRV'nin kisa yar1 6 miirlii bir etkin madde olmasi
ve piyasada mevcut olan geleneksel tablet formiilasyonundan hizli salinmasi, hastanin
doz araligin1 azaltmaktadir. Yapilan /n vitro salim ¢alismalari, gelistirilen tim PNP'lerden
KRV'nin salim siiresinin 24 saatten fazla oldugunu ortaya koymus olup doz araliginin
artmasinda ve kontrollii salimin saglanmasinda umut vaad edicidir.

Bu tez caligmasinda, oncelikle KRV’iin termal ve spektral 6zellikleri ayrintili olarak
incelenmis ve literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir. Boylelikle hem etkin maddenin
saflig1 hem de formiilasyon siire¢lerinde yapisal biitiinliiglinii korudugu dogrulanmistir.
Gelistirilen UV spektrofotometrik analiz yontemi; dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve
duyarlilik parametreleri bakimindan basarili bulunmus, KRV tayininde giivenilir bir
yontem oldugu ortaya konmustur.

Farkli hazirlanma yontemleri (mono emiilsiyon, ¢ift emulsiyon ve sprey kurutma) ile elde
edilen NP formiilasyonlarinda partikiil boyutu, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi gibi kritik parametreler basarili sonuglar vermistir. Ozellikle F1
formiilasyonunun diger formiilasyonlara kiyasla daha yiliksek enkapstlasyon verimi

saglamasi, bu yontemin ilag yiiklemesi agisindan avantajli oldugunu diisiindiirmektedir.
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DSC ve FT-IR analizleri, etkin maddenin formiilasyon bilesenleriyle kimyasal bir
etkilesim yerine fiziksel bir biitiinlesme sergiledigini gostermistir. Bu da uzun vadede
formiilasyonun kararlilig1 i¢in olumlu bir gdstergedir.

Elde edilen diisik PDI degerleri, sistemlerin homojen ve dar boyut dagilimma sahip
partikiiller tretebildigini kanitlamaktadir. Pozitif yiikli partikiillerdeki yiiksek zeta
potansiyeli degerleri de tasiyici sistemlerin kararli ve uzun raf Omriine uygun
olabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismast kapsaminda gelistirilen KRV yiikli PNP
formiilasyonlarmin, etkin maddenin polimerik matris i¢erisinde yiiksek oranda enkapsiile
edilmesi, dar partikiil boyut dagilimi, uygun zeta potansiyeli ve kimyasal uyumlulugu ile
ilag tasima ve salim uygulamalar1 i¢in umut vaadettigi goriilmektedir. Gelecekte
yapilacak ¢alismalar, bu formiilasyonlarin in vivo farmakokinetik ve farmakodinamik
Ozelliklerinin incelenmesini igerebilir. BOylelikle daha iyi etkinlik, daha az yan etki ve
kontrollii salim avantajlariyla KRV iin terap6tik kullanimi gelistirilerek, hasta uyuncu ve

tedavi basarisi artirilabilecektir.
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Introduction: The aim of this study was to prepare an orally applicable poly-
meric nanoparticle (NP) delivery system containing carvedilol (CAR), which
is a non-selective betablocker indicated after heart failure and myocardial in-

farction (1). Poly 1

icles can be developed to target the drug to a

specific area (2). In vitro dissolution tests were performed to evaluate release

Ly

properties and improve the efficacy of the novel drug delivery platform.

Materials and Methods: CAR (gifted by DEVA Holding, Turkey), Eudragit
$100 (Evonik, Germany). All other chemicals were in analytical grade. Ul-
iolet (UV) Spectroph i hod was used for the determination

of CAR in validati and pharmaceutical formulations (2).
Carvedilol was analyzed at 242 nm length. Eudragit S100 was used as
the polymer in all formulations. CAR-loaded-NPs were prepared using Nano
Spray-Dryer and nanoprecipitation method. 2 different formulations were
d for the ipitati hod; m Ision and double

L

L

This work has been supported by Anadolu University Scientific R

h Projects Coordi

P of NPs were evaluated by particle size (PS), zeta poten-
tial (ZP), SEM, encapsulation efficiency (EE%), dissolution, release kinetics,
NMR, DSC and FT-IR (3).

Re<ul £l

e f g0

CAR ¢ 2 P were y pre-
pared using Eudragit S 100. F lations were characterized to evaluate their
properties.

Conclusions: CAR ing polymeri particle formulations were de-

veloped to provide solutions to overcome problems of treatment with carve-
dilol. In the studies, the UV-spectroscopy method validated for carvedilol
showed to be a selective and accurate method for quantification. Physico-
chemical structure and release properties were explained by various analyses.
It was concluded that the developed formulati
for oral carvedilol delivery.
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