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OZET

MOKSIFLOKSASIN VE SIKLODEKSTRIN KOMPLEKSLERINI ICEREN
OFTALMIK IN SITU JEL FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI VE
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Sinem UYAR ONGAR
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

Moksifloksasin HCI, hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriyel patojenlere
kars1 yiiksek potansiyele sahip dordiincii nesil florokinolon grubundan yeni bir
antibiyotiktir. Calismada oftalmik kullanim amaciyla moksifloksasin siklodekstrin
kompleksi igeren in situ jellesen formiilasyonlar hazirlanmis ve in vitro testler ile
arastirilmistir. Kompleksler SBEBCD, HPBCD ve MBCD ile, in situ jel formiilasyonlari
ise Pluronic F127 ve HPMC ile hazirlanmistir. /n situ jel formiilasyonlarinda,
¢Oziiniirliik artis, jellesme Ozellikleri, kararlilik ve antimikrobiyal etkinlik 6zelliklerine
gore segilen MBCD kompleksi kullanilmistir. Moksifloksasin MBCD kompleksi ile
hazirlanan F181-MBCD, F1815-MBCD ve F1915-MBCD kodlu in situ jel
formiilasyonlarinin  jellesme Ozellikleri, reolojik davramiglari, in  vitro salim,
antimikrobiyal etkinlik ve kararliliklar1 incelenmistir. Sonu¢ olarak Moksifloksasin
MPBCD kompleksi igeren in situ gel formiilasyonlarinin, uzatilmis salim profilleri, in
vitro etkinlik, kararlilik ve jellesmeyle uzatilmig gozde kalis siiresi saglama 6zellikleri

ile klasik gbz damlalarina alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Moksifloksasin HCI, /n situ jel, Inkliizyon kompleksi



ABSTRACT

PREPARATION and IN VITRO EVALUATION OF OPHTHALMIC IN SITU GEL
FORMULATIONS CONTAINING MOXIFLOXACIN AND CYCLODEXTRIN
INCLUSION COMPLEXES
Sinem UYAR ONGAR
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

Moxifloxacin HCI is a new fourth generation fluoroguinolone antibiotic with high
potential for both gram-positive and gram-negative bacterial pathogens. In situ gelling
formulations containing moxifloxacin cyclodextrin complexes were prepared for
ophthalmic application and characteristic properties of the formulations were
investigated by in vitro analyses. Complexes were prepared with SBEBCD, HPBCD and
MBCD and in situ gelling formulations with Pluronic F127 and HPMC. MBCD
complexes were used in in situ gelling formulations according to their enhanced
solubility, gelling properties, stability and antimicrobial activity properties, The gelling
properties, rheological behaviors, in vitro release, properties, antimicrobial efficacy and
stability of in situ gelling formulations; F181-MBCD, F1815-MBCD and F1915-MBCD
which were prepared with moxifloxacin MBCD complexes were investigated. As a
result, due to the extended release profiles, in vitro efficacy, stability, and extended
ocular residence time due to gelation, moxifloxacin MBCD complexes incorporated in
situ gel formulations were regarded as alternative formulations to the classical eye

drops.

Keywords: Moxifloxacin HCI, In situ gel, Inclusion complex.



TESEKKUR
Tez ¢aligmam boyunca bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren, ihtiyacim oldugumda
hep yardimima kosan, ilgi ve destegini her zaman yanimda hissettigim, hatalarima hep
sabirla ve giiler yiizle yardim eden ¢ok kiymetli danisman hocam Prof. Dr. Miizeyyen

DEMIREL'e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda yakin ilgi ve yardimlarin1 gordiigiim degerli hocalarim, Dog.
Dr. Evrim YENILMEZ’e, Do¢.Dr. Giilay BUYUKKOROGLU'Ma, Do¢.Dr. Ebru
BASARAN'a, Dr. Ogr. Uyesi Murat Sami BERKMAN'a, Dr. Ogr. Uyesi Giilsel
YURTDAS KIRIMLIOGLU'na, Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Alper OZTURK ’e, Aras. Gor. Dr.
Behiye SENEL’e ve Aras.Gor. Kemal Can DEMIRKILINC a tesekkiir ederim.

Antimikrobiyal etkinlik testi ¢alismalarinda degerli bilgilerinden yararlandigim, bana

hep yardim eden Ars. Gor. Mustafa Giiglii OZARDA ya tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda yardimlarini ve arkadagliklarini esirgemeyen, her zaman
yardimima kosan degerli arkadaslarim Kadri GULEC’e ve Kadir AYKAC’a ¢ok tesekkiir

ederim.

Tez galismamizda kullandigimiz etkin maddeyi temin eden DEVA ILAC a tesekkiir

ederim.

NMR ve FT-IR ¢alismalarina katkilar1 icin Ogr. Uyesi Serkan LEVENT e ve XRD
calismalarina katkilari igin NOBEL ILAC a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemde biiyiik emekleri olan, her zaman beni destekleyen,

cesaretlendiren ve gii¢c veren anne ve babama tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Bu siirecte hep yanimda olan, benimle birlikte cabalayan, sevgisiyle ve fikirleriyle

destek olan sevgili esime tesekkiir ederim.

Ve bu siiregte hayatimiza giren canim oglum Bulut Atlas’a sonsuz sevgilerimle...
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirhk, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdifimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hi¢bir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

G0z i¢ine damlatilacak sulu ¢ozeltiler ve yagh siispansiyonlar, géz hastaliklarini
tedavi etmeyi amaglayan tiim formiilasyonlarin yaklasik % 90'mn1 temsil etmektedir.
Topikal olarak gbze uygulanan ilaglar korneadan igeri girer ve goz dokularina biyolojik
olarak dagitilir. G6zyas1 sivisinin varligiyla ilacin gézde bulunma siiresi ve dolayisiyla
absorbsiyonu azalir. Bu nedenle goze uygulanan preparatlarin biyoyararlanimi
genellikle ¢ok diistiktiir.

Son yillarda goze uygulanan preparatlarin biyoyararlanimimnin arttiritlmasini
amaglayan bircok calisma yapilmistir. Ozellikle siklodekstrinler ¢oziiniirliigii basaril bir
sekilde arttirdig1 icin c¢ok fazla tercih edilmislerdir. Siklodekstrinler dogal olarak
bulunan ve a, B, y olarak adlandirilan, sirasiyla alti, yedi ya da sekiz glukoz tinitesinden
olusan hidrofilik, siklik oligosakkaritlerdir. Coziiniirligii disiik, kararsiz ve irritasyon
etkisi olan etkin maddelerin siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksleri olusturularak
¢ozlinirlik ve kararliliklarinda artis saglanirken, yan etkilerinde azalma
gozlenmektedir.

In situ jellesen oftalmik sistemler, fizyolojik kosullara maruz kaldiklarinda, jel
fazina gegen, artan viskozite ve mukoadezif 6zellikleriyle okiiler kalis siiresinde artiga
neden olan viskoz sivilardir. Bu sistemler, ilag ile kornea ve/veya konjunktival epitel
arasindaki temas siiresini uzatarak, drenaji yavaslatarak oftalmik ilaglarin okiiler
biyoyararlanimini arttirmaktadirlar.

Giliniimiizde bakteriyel enfeksiyonlarin topikal tedavisinde kullanilmakta olan
moksifloksasin igeren g6z damlalar1 bulunmaktadir. Moksifloksasin suda ¢oziiniirligi
diisiik ve 1518a karsi hassasiyeti olan bir etkin maddedir. Bu nedenler ile ¢alismada
moksifloksasinin siklodekstrin kompleksinin in situ jellesen bir sistem igerisinde verilisi

ile ¢coziiniirliik, kararlilik ve biyoyararlanim i¢in iyilestirme amaglanmistir.



2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler (CD), bir Bacillus amylobacter besiyerinde nisastanin bozunma
tirlinleri olarak ilk olarak 1891'de Villiers tarafindan izole edilmistir. Bu maddelere
seliloza benzerligi nedeniyle “cellulosine” adi verilmistir. Sonraki yillarda,
Schardinger, CD bilimi i¢in 6nemli bir kesifle, seker ve nisasta igeren bitki
materyalinden aseton ve etil alkol {iretebilen yeni bir organizmayi izole ederek, 1911'de
Bacillus macerans susunun nisastadan biiyiilk miktarda kristalin dekstrin (%25-30)
tirettigini agiklamistir. Schardinger, ayrica “cellusosine” i karakterize etme ve siklik
oligosakkaritler olduklarini belirleme ¢alismalar1 da yaparak CD kimyasinin kurucusu
olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, CD'lere, 6zellikle eski literatiirlerde, Schardinger
dekstrinleri denilmistir. 1935°te Freudenberg ve arkadagslar1 ilk defa y-CD’ni izole
ederek, yapisini aydilatmiglardir. Hemen ardindan Cramer tarafindan CD’in inkliizyon
kompleksleri olusturdugu kesfedilmis ve bunlara “‘klatrat’’ adi verilmistir. Daha sonra
ise CD kimyast Bender ve Komiyama tarafindan ayrintili olarak tartisilmustir.

Giiniimiizde ise CD ¢alismalar1 halen yogun olarak siirdiiriilmektedir (Sa Couto, 2015).

2.1.1. Dogal siklodekstrinler ve ozellikleri
CD iretimi, nisastanin CD glukanotransferaz enzimi (CGTaz) tarafindan
pargalanmasiyla olusmaktadir. CGTaz't {iretmek i¢in asagida sunulan g¢esitli
mikroorganizmalar kullanilmistir: Bacillus amylobacter, Bacillus macerans, Bacillus
clausii susu E16, Bacillus megaterium, Alkaliphilic Bacillus licheniformis, Escherichia
coli pAD26 hiicreleri, Amphibacillus sp. NPST-10, Amphibacillus sp. NRC-WN ve
Klebsiella Pneumoniae (Sa Couto, 2015).
CD iiretimi dort adimda gerceklesmektedir:
- CGTaz iireten mikroorganizma kiiltiiriiniin hazirlanmasi,
- Olusan enzimin ortamdan ayrilmast, saflastirilmasi ve
kontaminasyonunun saptanmasi,
- Hidrolize olmus nisastanin dekstrin karisimina enzimatik olarak
doniistliriilmesi,
- Kanisimdan siklodekstrinlerin ayrilmasi, saflastirilmas: ve kristalize hale

getirilmesi (Celebi, 1987).



Doniisiimiin sonug iirlinii, kullanilan ¢esitli enzimlere bagl olarak farkli oranlarda
o/B/y CD’in {i¢ ana tipinin bir karisimidir. Ug CD tipinin aritilmasi, suda ¢dziiniirliik
farkina dayanir ve suda daha az ¢oziiniir B-CD kristalizasyonunu ve daha ¢oziiniir a- ve
v-CD’ler igin kromatografik teknikleri igerir (Bartzoka, Crestini ve Lange, 2015). Bu
siklik oligosakkaritler, (a-1,4) bagli a-D-glukopiranoz birimlerinden olusur ve bir
miktar lipofilik merkezi bosluk ve bir hidrofilik dis yiizey igerirler. Glukopiranoz
tinitelerinin sandalye konformasyonu nedeniyle, CD’ler silindir yerine kesik koni
seklindedirler (Sekil 2.1). Dogal a-, B- ve y-CD sirasiyla alti, yedi ve sekiz glukopiranoz
biriminden olugmaktadir. Dogal CD’ler ve kompleksleri hidrofilik olmasina ragmen,
sudaki ¢oziniirliikleri sinirlidir, 6zellikle B-CD’in suda ¢oztiniirliigii olduk¢a sinirlidir.
Bunun, CD molekiillerinin kristal halde nispeten kuvvetli bir sekilde baglanmasindan
kaynaklandigi diistiiniilmektedir (Loftsson vd., 2005).

Sekil 2.1. (A) f-CD ’nin kimyasal yapisi, (B) geometrik yapisimin 3 boyutlu gosterimi (Mura, 2014)

CD monograflar1 birgok Farmakopede bulunmaktadir. Ornegin, a-CD ve B-CD
Amerikan Farmakopesi, Avrupa Farmakopesi ve Japon Farmakopesinde listelenmistir.
v-CD yakinda Amerikan Farmakopesinde ve daha sonra Avrupa Farmakopesinde yer
almast beklenmektedir (Tablo 2.1). B-CD ve y-CD, gida katki maddeleri olarak
kullanilmak tizere FDA'nin ‘‘genel olarak giivenli kabul edilen’ listesinde de yer

almaktadir (Loftsson ve vd., 2005).



Tablo 2.1. Piyasada satilan farmasotik iiriinlerde bulunabilen bazi siklodekstrinlerin

¢oziintirliikleri ve farmakope monograflart (Loftsson ve Duchene, 2007).

CD Siibstitisyon  Molekiil Suda. Farmakope
Derecesi Agirhigs  ¢ozintrlugi
Da)  (mgml)

EP-5Baski USP- jpc
(2005) 28baski (1997)

(2005)
a-CD - 972 145 T - -
B-CD - 1135 18.5 Var Var Var
HP-B-CD 0.65 1400 =600 Var Var Yok
RM-8-CD 18 1312 =500 Yok Yok Yok
SBE-B-CD 0.9 2163 =500 b - oK
¥-CD - 1297 232 Hilen Var Var

cahsilmakta
HP-y-CD 0.6 1576 =500 Yok Yok oK

2.1.2. Siklodekstrin tiirevleri

CD'lerin suda diisiik ¢06ziiniirliigli, hidroksil gruplar1 arasindaki hidrojen
baglarindan kaynaklanmaktadir. Hidroksil gruplart {zerindeki herhangi bir yer
degistirme, hidrofobik kisimlar tarafindan bile olsa, sudaki ¢oziiniirliikklerinde ¢arpici bir
artisa yol agmaktadir (Duchene, 2011).

Ekonomik fiyat, kolay esibilirlik, onay durumu, bosluk boyutlari, vb. nedenlerden
dolay1r B-CD en yaygin kullanilan CD’dir. Birgok amac i¢in kullanilmasi nedeniyle
uretilen ve tiketilen CD'lerin en az %95'ini temsil etmektedir. Bununla birlikte,
kendisinin ve komplekslerinin ¢ogunun diisiik ¢oziiniirliigii daha genis kullanimini
kisitlamaktadir. Bu kisitliliklar nedeniyle, kimyasal veya enzimatik modifikasyonlar ile
biitiin CD'lerin ¢6ziiniirliikleri belirgin bir sekilde iyilestirilmistir (Szejtli,1997).

CD’lerde her glikopiranoz tinitesi, hem fonksiyon hem de reaktivite acgisindan
farkli olan {i¢ serbest hidroksi grubuna sahiptir. C (2) ve C (3) sekonder ve C (6) primer
hidroksi gruplarinin nispi reaktiviteleri, reaksiyon kosullarina (pH, sicaklik, reaktifler)
baghdir. B-CD'de, hidrojen atomu veya hidroksi grubu, ornegin; alkil, hidroksialkil,

karboksialkil, amino, tiyo, tosil, glukosil, maltosil ve binlerce eter, ester, anhidro-,



deoksi-, asidik, baz, vb. tiirevleri kimyasal veya enzimatik reaksiyonlarla hazirlanabilir

(Sekil 2.2.) (Szejtli,1997).

a siklodekstrin ((1-CD, 6 glukopiranoz) R=H
p-siklodekstrin (B-CD, 7 glukopiranoz) R=H
y-siklodekstrin (y-CD, 8 glukopiranoz) R=H
Dimeﬁl-ﬁ-siklodekstrin {DM-[}-CD}

R=CHa veya H
Hidroksipropil-B-siklodekstrin (HP-3-CD)
R=C3H70H veya H
Sulfobiitileter-B-siklodekstrin (SBE-3-CD)
R={CH2)4503Na veya H

Sekil 2.2. Bazi CD tiirevlerinin yapilarimin sematik gosterimi (Arajuo vd., 2006).

Bu tlirevlendirmelerin amaglar1 sunlardir:

* CD tiirevinin (ve komplekslerinin) ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi,

* CD ile etken madde arasindaki uyum ve/veya iligkinin iyilestirilmesi, ilacin
eszamanli olarak stabilizasyonu, reaktivite ve hareketliliginin azaltilmasi,

* Baglanma bolgesine spesifik (katalitik) gruplar eklemek (6rnegin, enzim
modellemesi),

* CoOzlinmez, immobilize edilmis CD iceren yapilar, polimerler (6rnegin
kromatografik amaglar i¢in) olusturmak (Szejtli, 2004).

Yiizlerce modifiye CD hazirlanmis ve uygulamalart gosterilmistir. Bununla
birlikte, sadece hidroksipropil, metil ve siilfobutil eter gruplarini igeren tiirevler ticari
olarak yeni farmasotik eksipiyanlar olarak kullanima girmistir (Sekil 2.3) (Kurkov ve
Loftsson, 2013).

Metile edilmis bir B-CD, B-CD'nin kendisinden daha hidrofobiktir, bu nedenle,
molekiiller ile daha kararl (fakat ¢oziilebilir) bir kompleks olusturmaktadir. Tiirevlerin
sulu ¢oziiniirliigh sicakliktan olumsuz etkilenir ve 1s1 sterilizasyonu sirasinda ¢okelme
meydana gelir. Bununla birlikte, rastgele metillenmis B-CD (M14-B-CD), sicaklik
arttitkga artan, suda uygun bir ¢ozinirlik (> 50 g/100 ml) gosterir (Mosher ve
Thompson, 2007).



HPRCD

Sekil 2.3. Pazarlanan ilaglarda kullanilan CD ’lerin dagilimi (Kurkov ve Loftsson, 2013).

Hidroksipropilasyon, primer veya sekonder hidroksil gruplari {izerinde tamamen
rastgele bir sekilde meydana gelir ve amorf bir karistma yol acar. Siibstitiisyonun
derecesi hidroksipropil tiirevlerinin kompleks olusturma yetenegini ve ¢oziiniirliigiinii
etkiler. 2HP-B-CD'nin iki ticari preparat;, Encapsin™ ve Molecusol®, ¢éziiniirliik ve
komplekslesme arasinda bir denge saglayan substitiisyon seviyelerine sahiptir. Bu 2HP-
B-CD tiirevleri, komplekslesmede esit derecede etkilidir ve %50’yi (a/h) asan
miktarlarda suda ¢oziiniirlilk gosterirler. Her ikisi de parenteral olarak uygulanmistir
(Mosher ve Thompson, 2007).

Siilfobutil eter ise, Rajewski tarafindan, dogrudan siilfonatlanmig CD'leri, C-6
pozisyona siilfonik asit par¢asinin sokulmasi yoluyla hazirlanmistir. SBE-B-CD
tirevleri HP-B-CD'lere benzer, amorf kompleksler olusturma egilimindedir. Bunlar suda
yiiksek oranda ¢oziiniirler (> 50 mg/ml) ve biraz higroskopiktirler. SBE7-B-CD tiirevi
klinik denemelerde kullamlmistir ve ticari olarak Captisol® adiyla gelistirilmistir.
Parenteral uygulamalar i¢in uygundur (Mosher ve Thompson, 2007).

Dallanmig CD tiirevleri, kimyasal veya enzimatik sentez yoluyla elde edilirler,
burada birincil veya ikincil hidroksil gruplarinin a-(1.6) baglar1 vasitasiyla mono- veya
disakkaritlerin ikamesi, suda ¢oziiniirliigii ve kimyasal saflig1 yiiksek olan dallanmis
CD'lerin olusumu ile sonuglanir (Miranda vd., 2011).

CD'lerin sudaki ¢oziniirliikleri, hidroksil gruplarinin, bir eter veya ester bagi
vasitastyla metilden daha biiyiik alkil gruplariyla degistirildiginde azalir. Coziiniirliik,
daha az polar ¢oziiclide artan, daha az higroskopik o6zellikler ve daha diisiik yiizey

gerilimi sunan, yer degistirme oraniyla orantili olarak azalir (Miranda vd., 2011).



Acillenmis tlirevler, tiim B-CD hidroksil gruplarinin farkl alkil zincirleriyle ikame
edilmesiyle elde edilirler; ilgili alkil zincir arttik¢a, suda ¢oziiniirliik, erime noktasi ve
alkali hidroliz hizi azalmaktadir. B-CD tiirevlerinin organik c¢oziiciilerdeki (etanol,
aseton veya kloroform) konsantre c¢ozeltilerinde, ¢oziicii buharlastirildiktan sonra
meydana gelen bir jellesme isleminden dolay1 viskozite artar (Miranda vd., 2011).

Etillenmis B-CD tiirevlerinden farkli olarak, agillenmis CD’ler, ana CD (B-CD)
verecek sekilde alkalin hidrolizinden sonra organizmadan kolayca elimine edilmektedir.
Enteral uygulamada toksisiteyi kaldirdigi ig¢in bu 6nemli bir faktordir (Miranda vd.,
2011).

2.1.3. Siklodekstrinlerin inkliizyon kompleksleri

CD’ler, lipofilik bir merkezi bosluga ve ylizey iizerine yerlestirilmis hidroksil
gruplarina sahiptir; hidrofobik bilesiklerin dahil edilmesi, esas olarak ilag molekiilleri ve
CD boslugunun duvarlar1 arasindaki hidrofobik etkilesimler ile gergeklesmektedir.
Ancak, Van der Walls ve dipol-dipol etkilesimleri gibi diger kuvvetler de etken
maddenin baglanmasinda rol oynamaktadir (Cheirsilp ve Rakmai, 2016).

[lag-CD kompleksi olusturmanin bir ¢ok avantaji vardir; etken madde
¢ozlinlirliiglinii arttirmak, biyoyararlanimi arttirmak, kararliligi arttirmak, sivilart ve
yaglar1 serbest akan tozlara doniistiirmek, koku ve tatlar diizeltmek, hemolizi azaltmak,
katki maddesi uyumsuzluklarini 6nlemek (Chaudhary ve Patel, 2013).

CD’in aktif etken maddeyle bir inkliizyon kompleksi olusturma kabiliyeti birkag
faktore dayanir. Birincisi steriktir ve CD’in etken madde molekiiliiniin boyutuna veya
aktif bilesenlerin bazi 6nemli fonksiyonel gruplarinin nispi boyutuna baglidir. Etken
maddenin boyutu ¢ok biiylikse, CD bosluguna tam olarak sigmayacaktir. Ek olarak, ii¢
dogal CD’in yiiksekligi ayni olabilse de, bunlar glikoz birimlerinin sayis1 ve boslugun
cap1 bakimindan farklilik gosterir. Boyutlara dayanarak, a-CD tipik olarak diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerle veya alifatik bir yan zincire sahip bilesiklerle bir kompleks
olusturabilir. B-CD, aromatik ve heterosiklik molekiiller ile kompleks yapacaktir ve y-
CD, makrosiklikler ve steroidler gibi daha biiyiilk molekiilleri barindiracaktir
(Jambhekar ve Breen, 2016).

Kompleks olusumu i¢in bir baska énemli faktor, segilen CD’in farkli bilesenleri

ile etken madde molekiilii arasindaki termodinamik etkilesimdir. Bir komplekslesmenin



gerceklesmesi icin, etken madde molekiiliinii CD bosluguna ¢eken uygun bir enerjik
itici gli¢ olmalidir (Jambhekar ve Breen, 2016).

Kiicilik 1yonize molekiiller (6rnegin, organik asitlerin ve bazlarin tuzlari) ve suda
¢oziinlir polimerler (6rnegin seliiloz tiirevleri) gibi agregatlar1 ¢oziindiiren ve stabilize
eden eksipiyanlar komplekslesme veriminin biyiikligiinii artirabilir (Loftsson ve
Brewster, 2012).

Kompleksler ya ¢6zelti halinde ya da kristal halde olabilir. Su tipik olarak dahil
etme kompleksi i¢in tercih edilen bir ¢oziiciidiir, ancak komplekslestirme bir yardimc1
¢oziicii olan sistemde ve sulu olmayan c¢oziiciilerin varliginda gergeklestirilebilir
(Kumar Das vd., 2013).

Bir inkliizyon kompleksinin olusumu, serbest ilag ve CD molekiilleri ile dahil

edilen supramolekiiller arasindaki dengenin sonucudur:

. K . .
[LAC + CD < ILAC: CD KOMPLEKS]I 2.1)

Bir inkliizyon kompleksinin olusumu ve ayrigsmasi, farkli isimlere sahip olan bir K
sabiti ile yonetilir; afinite sabiti (ilag molekiiliiniin CD boslugu i¢in afinitesi), stabilite
sabiti (inklliizyon kompleksi ile ayrismamig bir formda stabilite) veya baglanma sabiti.
K degeri ne kadar yiiksek olursa, komplekslesme o kadar kararli olur. K'nin degeri,
diger faktorlerin yani sira, CD boslugunun ve ila¢ molekiiliiniin (veya molekiiliin bir
kisminin) boyutuna baghdir (Duchene, 2011).

Olusan kompleksler genellikle dogada 1:1'dir; bununla birlikte, bazen, bir oyukta
tamamlanmamis yerlesme ve diger ucun bagka bir kompleks olusturmaya miisait olmasi
nedeniyle, 2:1, 2:2, vb. gibi daha yiiksek dereceli kompleksler gozlenebilir (Sekil 2.4)
(Jambhekar ve Thomas, 2013).
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CD llag 1:2 Ilag-CD Kompleksi

Sekil 2.4. Ila¢-CD kompleks dengesi (A) 1:1 kompleks ve (B) 1:2 kompleks (Chaudhary ve Patel,
2013).

2.1.4. Faz-¢oziiniirliik diyagramimn belirlenmesi

Higuchi ve Connors (1965), ¢ozelti i¢indeki konuk ve ev sahibi arasindaki
etkilesimden tiiretilmis faz ¢oziiniirliik profillerinden komplekslerin bir siiflamasini
belirlemistir. A tipi egriler, ¢Ozlinlir inkliizyon komplekslerinin olusumunu
gostermektedir. B tipi, zayif ¢oziiniirliige sahip inkliizyon komplekslerinin olusumunu
gosterir. Bs tipi, sinirli ¢oziiniirliik kompleksleri ortaya g¢ikarmakta ve By tipi egri
¢oziinmeyen komplekslerin olusumunu gostermektedir. A tipi egriler; Ap tipi
(siklodekstrin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ilag ¢oziiniirliigiiniin dogrusal
arttirilmasi), Ap tipi (pozitif olarak sapan izotermlerin bir fonksiyonu) ve A tipi
(negatif olarak sapan izotermler) alt tiplerine bolinmiistiir (Sekil 2.5) (Cheirsilp ve
Rakmai, 2016).

Coziinmiis ilac konsantrasyonu

A

CD Konsantrasyonu

Sekil 2.5. Higuchi nin faz-¢oziiniirlik diyagrami (Loftsson vd., 2005)
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Genel olarak, suda ¢oziinir CD tirevleri A tipi faz ¢oziiniirliik profilleri
olustururken, daha az ¢ozilinlir dogal CD’ler siklikla B tipi profiller olustururlar. CD
kompleksinin en yaygm tipi, bir ilag etken maddesi molekiiliiniin (i), CD molekiilii
(CD) ile 1:1 kompleks olusturdugu ilag/CD kompleksidir (1/CD):

i+CD <5i/cD 2.2)

Bu sartlar altinda, birin altinda egime sahip olan bir AL tipi faz-¢ozintrlik
diyagrami gozlemlenecek ve kompleksin stabilite sabiti (Ki1) etken maddenin
egiminden ve sulu komplekslesme ortaminda intrinsik ¢oziiniirliigiinden (So)

hesaplanabilecektir (yani, bir CD bulunmadigi durumdaki etken madde ¢oziintirliigii):

Egim

K= ————
M= S a—Egim)

(2.3)

So= Etken maddenin gergek (intrinsik) ¢oziiniirligi

Egim= Faz ¢oziiniirliik diyagraminin egimi

K11'in degeri sirastyla 50 ila 2000 M arasindadir ve sirasiyla a, B ve y-CD igin
ortalama 129, 490 ve 355 M degerindedir. 1:1 ilag/CD kompleksleri igin
komplekslesme etkinligi (KE) ise, faz ¢oziinirlik diyagrammin egiminden
hesaplanabilir (Loftsson vd., 2005):

[i/cp] _ So. Ky = Egim

KE = [cD] + 7 (1-Egim)

(2.4)

KE= Kompleks etkinligi

So= Etken maddenin gergek (intrinsik) ¢oziinilirligi

[/CD= Kompleks halindeki CD konsantrasyonu

CD= Serbest haldeki CD konsantrasyonu

Egim= Faz ¢oziiniirliik diyagraminin egimi

CD kompleksleri, sulu bir CD soliisyonuna fazla miktarda etken maddenin
ilavesiyle hazirlanir. Olusan siispansiyon istenen sicaklikta dengelenir ve daha sonra
berrak I/CD kompleksi ¢ozeltisi olusturmak igin santrifiijlenir. Kati komplekslerin
hazirlanmast igin su, sulu I/CD kompleksinden buharlastirma veya siiblimasyon yoluyla

uzaklagtirilir. Parenteral formiilasyonlarin izotonikligi ve kati dozaj formlarinin
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formiilasyon kiitlesi gibi ¢esitli nedenlerden 6tiiri, formiilasyona miimkiin oldugu kadar
az CD dahil etmek 6nemlidir. Komplekslesme etkinligi cesitli yontemlerle arttirilabilir
(Tablo 2.2) (Rasheed, Kumar ve Sravanthi, 2008).

Tablo 2.2. Komplekslesme etkinligini arttiran yontemler (Rasheed, Kumar ve Sravanthi, 2008).

ETKI SONUC
Noniyonize ilaglar genellikle iyonik ilaglardan daha kararli kompleksler
Ilag iyonizasyonu olusturur. Bununla birlikte, bir ilacin iyonlastirilmasi, gelismis

komplekslesmeye yol agan belirgin igsel ¢oziiniirliigiinii arttirir.
Bazen bir etken maddenin goriiniir intrinsik ¢oziiniirliigliniin tuz olusumu

Tuz formu yoluyla arttirilmast da miimkiindiir.
Kompleks iginde Bazen bir etken maddenin goriiniir intrinsik ¢éziintirliigiinii, metal
kompleks komplekslerinin olusumu ile arttirmak miimkiindiir

. b . Bazi organik hidroksi asitlerin (sitrik asit gibi) ve baz1 organik bazlarin,
AsivURcglD ilag/CD/asit veya baz ti¢lii komplekslerinin olusumu yoluyla komplekslesme
kompleksleri

etkinligini arttirabildigi gdsterilmistir.

Suda ¢6ziiniir polimerler, ilag/CD kompleksi ile bir ticlii kompleks olusturur,
Polimer kompleksleri boylece ilag/CD kompleksinin gézlemlenen stabilite sabitini arttirir. Sabit
degerinde gozlenen bu artis, komplekslesme etkinligini arttirir.

Organik katyonlarin ve anyonlarin, sinirli sulu ¢dziiniirliige sahip olan

CD agregatlarinin yiiklenmemis I/CD komplekslerini ¢dziindiirdiikleri bilinmektedir. Bu, kat1
¢Oziiniirlestirilmeleri ilag/CD kompleks tozunun hazirlanmasi sirasinda komplekslesme etkinligini
arttirmaktadir.
Siklikla, komplekslesme etkinligi yukarida belirtilen yontemlerden iki veya
Iki veya daha fazla daha fazlasini birlestirerek daha da arttirilabilir. Ornegin ilag iyonlasmasi ve

yontemin kombinasyonu  polimer metodu veya sulu polimerizasyon ortamina hem polimerleri hem
katyonlar1 veya anyonlari ilave ederek CD agregatlarinin ¢6ziindiirilmesi.

2.1.5. Etken madde-siklodekstrin komplekslerinin hazirlanma yontemleri

CD komplekslerini hazirlamak tizere bir¢ok yontem kullanilmaktadir.

2.1.5.1. Yogurma yontemi (kneading)

Kati komplekslerin biiyiik 6l¢ekli hazirlanmasi i¢in yogurma tercih edilen bir
yontemdir. Yontem, uygun ¢oOziiciide ¢oziindiiriilmiis etken madde molekiillerinin
CD’in bulamacina eklenmesini igerir. Karistirma ile, karisimin viskozitesi artar ve bir
macun olusur. Macun kurutulabilir, toz haline getirilebilir ve yikanabilir (Jambhekar ve

Thomas, 2013).
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2.1.5.2. Birlikte ¢éktiirme yontemi (co-precipitaion)

Birlikte ¢oktiirme yontemi, hidrofobik etkin maddelerin CD komplekslerinin
olusumu i¢in kullanilir. Konuk molekiil veya hidrofobik etkin maddeler organik fazda,
CD molekiilleri sulu fazda ¢oziilmiistiir. Sulu faz ¢ozeltisi karistirilirken organik faz
cozeltisi eklendiginde olusan kompleks c¢oker. Cokelti santrifiijlenerek ayrilir (Vikas
vd., 2018).

2.1.5.3. Piiskiirterek kurutma ve dondurarak kurutma (liyofilizasyon)

CD ve etkin madde molekiilii deiyonize suda ¢Oziindiiriiliir ve sonra ¢ozelti
puskiirtmeli kurutucu ile kurutulur. Piskiirtiicii, giris sicakligi ve numune besleme hizi
gibi en uygun kosullar altinda calistirilir; 50-70°C sicakliklart kullanildigindan, bu
teknik sadece 1s1ya dayanikli molekiiller i¢in kullanilir (Cheirsilp ve Rakmai, 2016).

Dondurularak kurutma teknigi, 1siya dayaniksiz ve suda c¢oziinebilen etkin
maddeler i¢in uygundur. Gerekli olan CD ve etkin madde molekiilii orani, karistirilarak
suda ¢oziindiiriiliir. Cozelti dondurularak kurutulur ve elde edilen toz organik ¢oziicii ile

yikanir ve daha sonra vakum altinda kurutulur (Cheirsilp ve Rakmai, 2016).

2.1.5.4. Notralizasyon

Bu yontemde esit miktarda etkin madde ve CD konsantrasyonu 0,1 N NaOH
icerisinde ayr ayr1 ¢ozlindiiriilir ve yaklasik yarim saat karistirilir. pH kaydedilir ve
kompleksler ¢okeltildiginde pH 7,5 olana kadar 0,1 N HCI karistirilarak damla damla
eklenir. Tortu siiziiliir ve klorsuz olana kadar yikanir, 24 saat 250 °C'de kurutulup bir

desikatorde saklanir (Chaudhary ve Patel, 2013).

2.1.5.5. Ogiitme yontemi (physical blending/grinding)

Sik kullanilan komplekslestirme yontemleri (yogurma, piiskiirterek kurutma ve
cokeltme) belirli bir miktarda ¢oziiciiniin uygulanmasini gerektirir. Artik ¢oziiciiniin
kat1 iiriinden c¢ikarilmast ¢ogu zaman sorunlara neden olur ve sadece bir Ggiitme
isleminde uygun bir pargacik biiyiikliigii elde edilebilir. Coziicli igermeyen teknolojinin
endiistriyel dlgekte kullanimi bu nedenle 6zellikle dnemlidir. Hesaplanan molar oranda

ilag ve CD ogiitlilerek, uygun bir karigtiricida karistirilmasiyla uygulanir (Aigner vd.,
2012).
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2.1.5.6. Cimento yontemi (slurry)

Kompleks olusumu i¢in CD’nin tamamiyla ¢éziinmesi gerekli degildir. CD %50-
60 oraninda kat1 olacak sekilde suya eklenip karistirilabilir. Sulu faz, ¢ozeltide CD
tarafindan doyurulacaktir. Misafir molekiiller ¢ozeltide CD ile kompleks olusturacak,
olusan kompleks sulu fazi doyururken kompleks kristallesecek veya sulu fazin disina
cikip ¢okelti olusturacaktir. CD kristalleri ¢oziinmeye ve kompleks olusumu i¢in sulu
faz1 doyurmaya devam edecektir. Kompleks, birlikte ¢oktiirme yontemindekine benzer

sekilde toplanabilmektedir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).

2.1.5.7. Kapali kapta isitma yontemi (damp mixing and heating)

Belirli bir miktarda su buhar1 adsorbe edildikten sonra, ila¢ etkin maddesi ve CD
molekiili fiziksel karisimi bir kap i¢ine kapatilir ve bir komplekslesme bilesigi elde
etmek i¢in 43 °C ila 142 °C arasinda degisen bir sicakliga kadar 1sitilir. Bu teknik ayrica
azot gazi basici altinda da gerceklestirilir ve 1siya dayaniklt ugucu maddeler i¢in

kullanilabilir (Cheirsilp ve Rakmai, 2016).

2.1.5.8. Ekstriizyon yontemi

Ekstriizyon, 1sitma ve karistirma yonteminin bir ¢esididir ve siirekli bir sistemdir.
CD, etkin madde ve su, onceden karistirilabilir veya ekstriizyon presine eklendigi gibi
karistirilabilir. Ekstriiderin silindirinde karistirma derecesi, 1sitma miktari ve zaman
kontrol edilebilir. Suyun miktarina baglh olarak, ekstriide edilmis kompleks, sogudukca
kurur veya kompleks kurumasi igin bir firina yerlestirilebilir. Ekstriizyon, siirekli bir

islem olma ve ¢ok az su kullanmanin avantajlarina sahiptir (Del Valle, 2004).

2.1.5.9. Pasta yontemi

Bu ¢imento yonteminin bir ¢esididir. Bir har¢ olusturmak i¢in sadece kiigiik bir
miktar su ilave edilir ve havaneli kullanilarak CD ile karistirilir, veya bir yogurucu
kullanilarak biiylik Olgekte hazirlanabilir. Gereken zaman, etken madde miktarina
baghdir. Olusan kompleks dogrudan kurutulabilir, az miktarda su ile yikanabilir ve

slizme veya santrifiijleme ile toplanabilir (Del Valle, 2004).
2.1.6. Inkliizyon komplekslerinin analiz yontemleri

2.1.6.1. Kati halde inkliizyon komplekslesmesinin saptanmasinda kullanilan
yontemler

1. X- Isin1 Kirinimi Y 6ntemi
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2
a
b

c
d
e
3
4
5
6

2

. Termoanalitik Yontemler

. Termogravimetri ve Diferansiyel Termogravimetri

. Diferansiyel Taramali Kalorimetri

. Diferansiyel Termal Analiz

. Cikan Gaz Analizi

. Termoanalitik Sistem

. Ince Tabaka ve Kagit Kromatografisi

. Infrared (IR) Spektroskopisi

. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)

. Islanabilirlik ve Coziiniirlik Testleri (Bekers, Uijtendal ve Beijnen, 1991).

1.6.2. Cozelti halinde inkliizyon komplekslesmesinin saptanmasinda kullanilan

yontemler

1.

o

o O

AN O A LW N 0O

2

8

enzimatik hem de enzimatik olmayan hidrolize karsi lineer dekstrinlerden daha

d

kars1 direnclidir, ancak yavas yavas nisastay1 karbonhidrat zinciri i¢cinde hidrolize eden

o

serbest CD'nin fraksiyonuna baglidir. CD'lerin hidrolize diren¢ gosterme mekanizmasi,

tim koprii oksijenlerinin merkezi bosluk igerisine gomiilmesini igerir. Bu nedenle,

Spektroskopik Yontemler

. Ultraviyole/gorinir (UV/VIS) Spektroskopisi
. Floresans Spektroskopisi

. Dairesel Dikroizm Spektroskopisi

. NMR Spektroskopisi

. Elektron Spin Rezonansi

. pH-Potansiyometrik Titrasyon
. Elektrokimyasal Yontemler

. Mikrokalorimetri

. Coziintirlik Yontemi

. Yiizey Gerilimi Yontemi (Bekers, Uijtendal ve Beijnen, 1991).

.1.7. Siklodekstrinlerin farmakokinetigi ve toksisitesi

CD'ler, suda c¢oziiniir lineer dekstrinlerle ayni fizikokimyasal ve biyolojik

zelliklerin c¢oguna sahiptir. Bununla birlikte, dongilisel yapilar1 nedeniyle, hem

irenglidirler. CD'ler, nisastay1 indirgeyici olmayan ugtan hidrolize eden B-amilazlara

-amilazlar tarafindan yavas yavas hidrolize edilirler. Hidrolitik hiz, halka boyutuna ve
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serbest CD, bir inkliizyon kompleksi i¢ine baglanan CD'den daha hizli bir sekilde
hidrolize edilir; hidroliz orani, oyuk boyutu arttika artar. Ornegin, o-CD ve B-CD,
tikiiriikte o-amilaza karsi esas olarak kararhidir, oysa y-CD tiikiirik ve o-amilaz
tarafindan sindirilmektedir (Kurkov ve Loftsson, 2013).

Dogal CD'lerin tiimii ve daha 6nce belirtilen tiirevleri, gastrointestinal sistemdeki
bakteriyel sindirime karsi hassastir. Oral uygulamadan sonra, y-CD gastrointestinal
kanalda neredeyse tamamen sindirilir, oysa hem a-CD hem de B-CD agirlikli olarak
kolondaki bakteriler tarafindan sindirilir. a-CD, B-CD'den daha yavas sindirilir. CD'ler
cogunlukla (% 90'dan fazla) parenteral uygulamadan sonra glomeriiler filtrasyon
yoluyla idrarda degismeden atilir. Biiyiik olasilikla, kalan herhangi bir CD, diisiik
molekiil agirlikli dekstranlarin atilimina benzer olan, karaciger metabolizmasi ve
gastrointestinal sistem yoluyla biliyer atilim1 gibi diger yollar tarafindan elimine edilir
(Kurkov ve Loftsson, 2013).

Sican ve kopeklerde yapilan detayli metabolizma ve toksisite ¢aligmalari, CD’in
oral yoldan giivenle uygulanabilecegini ve akut toksisite gozlenmedigini gostermistir.
Uzun siireli CD verilmesi organlarda 6nemli degisikliklere yol agmaz. Oral B-CD
uygulamasinin toksik semptomlari indiikledigi bilinmemekle birlikte, B-CD'nin ince
bagirsakta emiliminin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Diger taraftan, HP-p-
CD'nin minimal absorpsiyon ve doku dagilimi gosterdigi ve bobreklerde en yiiksek HP-
B-CD konsantrasyonunun bulundugu bildirilmistir (Jambhekar ve Thomas, 2013).

Yiiksek dozdaki CD'nin parenteral olarak uygulanmasindan sonra ciddi toksisite
belirtileri  goriiliir. B-CD, kolesterol ile bir kompleks olusturur. Suda zayif
¢Oziinlirliiglinden dolay1, B-CD'nin nefroz ve bobrek dokularinda kompleksin
kristallesmesine neden oldugu bilinmektedir. B-CD'nin diger yan etkileri, membran
bozulmasin1 ve eritrositlerin hemolizini igerir. Metillenmis tiirevlerin hemolitik
aktiviteleri B-CD’den daha diisiiktiir (Jambhekar ve Thomas, 2013).

HP-B-CD, kopeklere ve sicanlara intravendz bir uygulamadan sonra renal atilim
ile hizli ve neredeyse tamamen elimine edilir. Parenteral olarak uygulandiginda,
nefrotoksisite, B-CD’inkinden daha azdir. Hidroksialkillenmis CD'lerin eritrositler
tizerindeki hemolitik aktiviteleri, dogal CD'lerin veya dimetil f-CD'ninkinden 6nemli
olglide daha azdir. Dolayisiyla, hidroksialkillenmis CD'ler parenteral preparatlarda daha
iyi bir sekilde kullanilir. SBE-B-CD, HP-B-CD gibi CD’ler parenteral olarak giivenlidir
(Jambhekar ve Thomas, 2013).
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a-CD, bir immiin baskilayic1 ajan olan siklosporini, oftalmik bir ¢ozelti icinde
¢oziindiirmek igin kullanilmigtir; burada >%4 Konsantrasyonlarinda kullanilan a-CD,
tavsanlarin kornealarinda mikrovillus kayb1 ve mikro erozyon gibi yiizeysel epitelyal
toksisiteye neden olmustur. Yarikli 151k biyomikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu ile yapilan ¢alismalar, DM-B-CD'nin %5 ve %12,5 konsantrasyonlarinda
okiiler olarak uygulanmasinin, tavsan gozlerinin konjunktival ve kornea yiizeyini tahrig
ettigini, oysa HP-B-CD'nin %12,5 konsantrasyonunda bile iyi tolere edildigini
gostermistir. 5 giin boyunca %12,5 HP-B-CD tavsan gbzlerine 1 saat araliklarla glinde
alt1 kez uygulandiktan sonra bile toksisite belirtisi gézlenmemistir. %5'lik bir HP-B-CD
cozeltisinin, tavsan korneasinda mikroskobik degisikliklere neden olmadig1 veya izole
edilmis korneanin elektrofizyolojik parametrelerini etkilemedigi bulunmustur. Son
caligmalar ise B-CD'nin %10'luk siilfobiitil eter tiirevinin in vitro sigir kornea epitelinde
onemli bir hasara yol agmadigmi ve in vivo tavsan gozlerinde esit derecede iyi tolere

edildigini gostermistir (Irie ve Uekama, 1997).
2.1.8. Siklodekstrinlerin farmasétik teknolojide kullanimi

2.1.8.1. Etken madde salimi ve ¢éziinmeye etkisi

Suda ¢6zlinmeyen etken madde igeren formiilasyonlarda CD'ler ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir; inkliizyon kompleksi veya kat1 dispersiyon yoluyla belirgin etken madde
¢oziinlirliiglinii veya ¢oziinmesini iyilestirerek, komplekslesme icin yetersiz molekiiler
Ozelliklere sahip ilaglar igin hidrofilik tasiyicilar olarak hareket ederek veya etken
madde/CD kompleksi kullaniminin zor oldugu, 6rnegin parasetamol gibi yiiksek dozlu

ilaglar icin tablet ¢oziindiirme arttiricilar: olarak (Challa vd., 2005).

2.1.8.2. Ila¢ biyoyararlanimu iizerine etkisi

CD'ler, etken madde ¢oziiniirligiinii, ¢oziinmesini ve/veya etken madde
gecirgenligini artirarak ¢oziiniirliigli diisiik ilaglarin biyoyararlanimini arttirmaktadir.
CD'ler, ¢oziinmeyen hidrofobik ila¢ etken maddelerini biyolojik bariyerin yiizeyinden
gecebilir hale getirerek, 6rnegin; deri, mukoza veya géz korneas: ylizeyinde, bariyerin
lipit tabakalarim1 bozmadan ilag gecirgenligini arttirirlar. CD'ler, etken madde
¢Oziiniirliiglinli ve emilimini gelistirerek hem oral c¢ozeltiden hem de intravenoz
formiilasyondan lipofilik itrakonazoliin biyoyararlanimini arttirmistir. CD'lerin ilacin
kararsizligini ve ilag tahrisini iyilestirme kabiliyetlerine ek olarak, nazal, okiiler, rektal
ve transdermal uygulamada emilme bolgesinde ilag temas siiresini iyilestirmeleri,
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CD'nin gelismis biyoyararlanimina katkida bulunan diger onemli faktorlerdendir
(Challa vd., 2005).

2.1.8.3. Ilag giivenligine etkisi

Ilaglarm neden oldugu tahrisi iyilestirmek icin CD'ler kullanilmistir. CD'nin artan
etken madde ¢oziniirliigiinden kaynaklanan artan ilag etkinligi ve potansiyeli (yani,
optimum terapdtik aktivite i¢in gerekli dozun azaltilmasi), ilact diisiik dozlarda etkili
hale getirerek ilag toksisitesini azaltabilmektedir. Ornegin; p-CD, gansiklovirin, insan
sitomegaloviriis klinik suslar1 {izerindeki antiviral aktivitesini arttirmig ve ilacin
potansiyelinde ortaya ¢ikan artis, ilag toksisitesini azaltmistir. Parenteral
formiilasyonlarda suda az ¢oziinen ilaglarin kristallesmesi ile iligkili toksisiteler,
¢oziinlir etken madde/CD komplekslerinin olusmasi ile azaltilabilmektedir (Challa vd.,
2005).

2.1.8.4. Ila¢ kararhiligina etkisi

CD'ler, baz1 kararsiz etken maddelerin dehidrasyon, hidroliz, oksidasyon ve 1s1k
hassasiyetine kars1 stabilitesini artirabilir ve boylece ilaglarin raf 6mriinii uzatabilir. Bir
molekiiler kalkan olusturarak, CD kompleksi kararsiz etken madde molekiillerini
molekiiler seviyede kapsiiller ve boylece onlari ¢esitli bozunma islemlerine kars1 korur.
Ornegin; HP-B-CD, ¢ozelti igerisinde 2-etil heksil p-dimetil aminobenzoatin foto-
bozunmasini emiilsiyon tastyiciya gore onemli dlgiide azaltmigtir (Challa vd., 2005).

CD’lerin ayrica etken madde molekillerinin  kimyasal reaktivitesinin
degistirilmesi, c¢ok ucucu maddelerin fiksasyonu, sivi maddelerin tozlara
doniistiiriilmesi, maddelerin mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasina karsi
koruma, kot koku ve tatlarin maskelenmesi, pigmentlerin veya maddelerin renginin

maskelenmesi gibi kullanim amaglari1 da bulunmaktadir (Del Valle, 2004).

2.1.9. Siklodekstrinlerin oftalmik formiilasyonlarda kullanim

Giliniimiiz farmakolog ve formiilasyon bilimcilerinin karsilastigi en biiyiik zorluk
okiiler ila¢ dagitimidir. G6z damlasi, 6zellikle goziin 6n segment hastaliklarinin tedavisi
i¢in ilag uygulamasimin en uygun ve hasta uyumlu yoludur. ilaglarin hedeflenen okiiler
dokulara verilmesi, cesitli dinamik ve statik okiiler bariyerler ile sinirhidir. Ayrica,
terapotik etken madde seviyeleri, hedef dokularda uzun siire korunamaz. Gegtigimiz
yirmi yilda, okiiler ila¢ dagitim arastirmalari, bu engelleri asabilecek ve dokulardaki
etken madde seviyelerini koruyabilen yeni, giivenli ve hasta uyumlu bir formiilasyon ve
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ilag dagitim cihazlari/teknikleri gelistirmeye dogru ilerlemistir. On segment ilag
dagiimindaki ilerlemeler, geleneksel topikal ¢ozeltilerin gecirgenlik ve viskozite
arttiricilarla modiilasyonu ile gergeklesmistir (Patel vd., 2013).

Gozin en dis tabakasi kornea, lipofilik bir epiteldir ve bu nedenle, korneadan goz
icine niifuz edebilmek icin ilaglarin biraz lipofilik olmasi gerekir. Bununla birlikte,
kornea yiizeyinde mikrovilluslara bagl olan, yaklasik 8 um kalinlikta bir sulu tabaka
olmasi nedeniyle, topikal olarak uygulanan ilaglarin, korneal ylizeye erismek ve bu sulu
difizyon bariyerine niifuz edebilmek igin suda c¢oziiniir olmasi gerekir. CD’in
¢oOziinirliglyle, doz-¢oziiniirlik oranmni arttirmak miimkiindiir ve daha Once sadece
sistemik yolla verilebilen ilaglarm topikal olarak uygulanmasi miimkiindiir. Ornegin,
asetazolamid, glokomu 1000 mg'a kadar oral giinliikk dozla tedavi etmek igin kullanilan
bir karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Saf su i¢indeki asetazolamid'in sulu ¢oziiniirligii
0,7 mg/ml'dir, ancak %20 (a/h) sulu 2-HP-B-siklodekstrin ¢ozeltisinde 7 mg/ml‘dir
(Loftsson vd., 2005).

CD’ler etken maddenin suda ¢oztinirligini arttirir, goz igine ilag emilimini
arttirir, sulu ortamlardaki kararliligi arttirir ve lokal tahrisi azaltir (Stefansson ve
Loftsson, 2002). CD igeren ¢ozelti formundaki su bazli géz damlalarinda bulunan
ilaglarin okiiler uygulanisi, etken maddenin CD kompleksinden salinmasi ve etken
madde molekiillerinin kornea veya konjonktival epitel icine girebilmesi gibi cesitli
faktorlere baghdir. (Kaur ve Kanwar, 2002).

Oftalmik ilaglarda, aktif bilesenin optimal biyoyararlanimi, sulu ¢dzelti
formundaki g6z damlasinda CD’lerin uygun konsantrasyonu ile (<%15) elde
edilmektedir. G6z kiiresi lizerine uygulanan formiilasyonlarin gelistirilmesinde en sik
kullanilan CD, tahris edici etkiler gostermeyen 2-HP-S-CD’dir. Deksametazon veya
pilokarpin igeren 2-HP-S-CD ile inkliizyon kompleksi olarak igeren goz damlalari iyi
tolere edilmekte ve geleneksel olanlara kiyasla daha yiiksek biyoyararlanim
saglamaktadir (Baranowski vd., 2014).

Kanai ve dig. (1989) a-CD ve bir lipofilik immiinosiipresif ajan olan siklosporin
kombinasyonlarini test ettiklerinde siklosporin-a-CD kompleksinin daha diisiik kornea
toksisitesine yol actigini ve ilacin lipofilik bir tagiyicida olmasi nedeniyle korneaya 5-10
kat daha fazla girdigini bulmuslardir.

HP-B-CD gibi diger §-CD tiirevleriyle elde edilen sonugclar, okiiler uygulamadan

sonra daha az toksikolojik etki ortaya ¢iktigini gostermistir. S-CD’in okiiler olarak
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%12,5'e kadar konsantrasyonlarda uygulanmasi tavsan kornea epiteli tarafindan iyi
tolere edilmistir. Son zamanlarda, gz damlasindaki baz1 CD adjuvanlarinin, pilokarpin
On ilaglarinda goriilen okiiler tahrisi azalttigi gosterilmistir (Kanai vd. 1989).

Reer vd. (1994), Voltaren ticari ¢dzeltisine kiyasla, HP-B-CD ve bir NSAII ajan
olan diklofenak iceren ¢6zeltinin kornea gegirgenligini arttirdigini gostermislerdir (Le
Bourlais vd., 1998). HP-S-CD'nin hidrokortizonun sudaki ¢oziiniirliigi ve kimyasal
kararlilig1 tizerindeki etkisi, kararli bir topikal oftalmik hidrokortizon ¢6zeltisi formiile
etmek amaciyla aragtirnlmistir. Hidrokortizonun sudaki ¢oziiniirligi, 0,972 mM’dir.
Hidrokortizonun gériinen ¢oziiniirliigii, HP--CD ilavesi ile dogrusal olarak (r?=0,99)
ortalama 0,382 egime sahip bir AL tipi faz ¢Oziiniirlik profili vererek 80 mM
konsantrasyona kadar artmistir. HP-S-CD ile birlesme, hidrokortizonun kimyasal
kararlihigim da arttirmus ve birinci dereceden bozunma sabitleri, 13,60x10° ve 1,70x10°3
h™ den 6,73 x 107 ve 0,90 x 10 h''e diismiistiir (Davies, Wang ve Tucker, 1997).

HPBCD’in siprofloksasinin ¢oziiniirliik, kararlilik ve in vitro salimi iizerindeki
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, faz ¢O6ziiniirlik c¢aligmalarina goére Ap tipi
¢Oziiniirlikk egrisi elde edilmistir. HPBCD, siprofloksasinin ¢oziinirliigiinii pH 5,5'te 3
kez ve pH 7,4'te 2 kez arttirmustir. iki aylik kararhilik ¢aligmalari, siprofloksasinin pH
5,5te pH 7,4'ten daha kararli oldugunu ve siprofloksasinin stabilitesinin HPBCD ile
anlamli olarak arttigimi1 gostermistir. HPBCD:siprofloksasin kompleksinin kararlilik
sabiti, HPBCD igeren sulu ortama %0,1 (a/h) polimer (HPMC ve PVP) ilave edilmesiyle
daha da artmustir. Ultrasonik su banyosunda hazirlanan ¢ozeltilerin kararlilik sabitinin,
otoklavda 1sitilarak hazirlanan ¢ozeltilerden daha yiliksek oldugu goriilmiistiir (Bozkir,
Denli ve Bagaran, 2012).

Dipivefrin (dipivalil epinefrin, DPE) glokom tedavisinde kullanilan, epinefrin‘in
bir dipivalik asit ester 6n ilac1 olup, kornea emiliminden sonra epinefrin salgilamaktadir.
DPEnin temel farmasotik sakincasi, damlaciklarin pH degerini 2,5-3,5'a diistlirerek
kararliligr azaltmasidir. Bununla birlikte, asidik g6z damlalar1 tahris edicidir ve
indiiklenen gozyas1 akimi nedeniyle okiiler biyoyararlanimi azaltabilirler. Bu ¢aligmada,
DPE'nin  sulu ortamdaki kararliligini  arttrmak  icin  DPE'min  oftalmik
formiilasyonlarinda ~ HP-B-CD  veya  (SBE)m-B-CD’nin  olas1  kullanimi
degerlendirilmistir. Oda sicakliginda 5,0 ve 7,4'liik pH degerlerinde, 9,2 mM HP-3-CD
kararlilig1 4-5 kat artirirken, 9 mM (SBE)7m-B-CD, kararlilig1 sirasiyla yaklasik 20 ve
100 kat arttirmistir (Jarho vd., 1997).
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2.2. Géziin Anatomisi

Insan gozii, ortalama ¢ap1 24 mm ve agirligi 7,5 g olan kiiresel bir yapidir; toplam
viicut hacminin %0,05'inden daha azim1 kapsar. GOzlin anatomisi, Sekil 2.6’da
gosterilmistir. GOz, lic ana katmandan olusur. G6z kiiresinin seklini koruyan dis 6n

fibroz tabaka, kornea ve sklerayi igerir (Samanta vd., 2017).

Siliyer cisim

_— Retina

Vitroz humor

Akoéz humor — L\

Kornza epitali

Sekil 2.6. Goziin anatomisi (Del Amo ve Urtti, 2008).

2.2.1. Kornea

Kornea goziin 6n tarafinda bulunan giiglii ve net bir ¢ikintidir. Yetiskin korneanin
yiizeyinin ¢ap1 yaklasik 8 mm'dir. Vaskiiler olmayan bir yap1 olan (herhangi bir kan
damari icermeyen) kornea, gerekli besinleri ¢evresindeki kilcal damarlardan almaktadir
(Dhanapal ve Ratna, 2012). Kornea ii¢ ana katmandan olusur: epitel, stroma ve endotel.
Optik olarak saydamdir ve gbziin ana kirilma kismidir ve géze 151k iletiminin %75'inden

fazlasindan sorumludur (Samanta vd., 2017).
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2.2.2. Konjunktiva ve sklera

Sklera goziin opak beyaz tabakasidir ve yar1 saydam bir konjunktiva ile kaplidir.
Uvea olarak bilinen orta vaskiiler tabaka iris, siliyer cisim ve koroidden olusur. Iris gz
bebegini blizerek veya dilate ederek retinaya 151k geg¢irme miktarin1 kontrol eder. Siliyer
govde, akdz humor salgilayarak 6n segmentteki damarsiz dokulara besin saglar ve
ayrica goz i¢i basincimi korur (Samanta vd., 2017). Goziin agikta kalan yiizeyi
konjonktiva ve kornea igerir ve gozyasi filmi ile kaplidir. Konjunktiva, onemli
elektrolitler, akiskan ve miisinlerin salgilanmas1 yoluyla gézyasi filminin olusumuna

katkida bulunur (Dhanapal ve Ratna, 2012).

2.2.3. Retina

I¢ sinir tabakas1 retinadir ve ¢ogunlukla 151k emilimi ve tespitinden sorumludur.
Bir noronal sinyale doniistiiriilen 151k enerjisi, retinadan geger ve optik sinirden ¢ikar.
Goziin igi i¢ odadan olusur: 6n ve arka odalarin her ikisi de akoz humor igerir ve vitroz

oda retina tabakasina bitisik olarak uzanir ve 6n tarafindan mercek tarafindan baglanir

(Samanta vd., 2017).

2.2.4. Gozyas: film tabakasi

Goziln On yiiziiniin iistiinde bir gozyas1 filmi vardir. Gozyas1 filmi ii¢ katmandan
olusur: en distaki lipit katman, gozyasi filminin %90'm1 olusturan orta sulu katman ve
en icteki miisin katmani. Bu {i¢ katman, farkli katmanlar olmaktan ziyade, harmanlanir.
Sabit bir hidrasyon seviyesini koruyarak okiiler yiizeyi korumak igin birlikte ¢aligirlar
ve gbzyast sivisindaki (Orn; defensinler, katisidinler) immiin makromolekiiller ve
enzimler (6rnegin lizozim) yoluyla enfeksiyonu onlerler. Ayrica, gézyas: filmi, hiicresel
yiizeyin diizensizliklerini diizelterek retinal goriintii kalitesini iyilestirir (Samanta vd.,

2017).

2.2.5. Akoz humor

Ako6z humor, goziin dig/on bolmesinde bulunan jole benzeri bir maddedir.
Korneanin hemen arkasinda ve lensin 6niinde bulunan "g6ziin 6n odasin1" dolduran sulu
bir sividir. Ak6éz humor, ¢ok az miktarda sodyum ve kloriir iyonu igeren alkali tuz
cozeltisidir. Esas olarak siliyer islemlerle stirekli olarak firetilir, arka odadan goz

bebeginden gegerek 6n odaya akar (Dhanapal ve Ratna, 2012).
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2.2.6. OKkiiler ila¢ uygulamasim etkileyen bariyerler

2.2.6.1. Okiiler yiizeyden ilag¢ kaybi

Uygulamadan sonra, lakrimal sivinin akisi, ilaci géz ylizeyinden uzaklastirir.
Lakrimal devir hiz1 sadece yaklagik 1 pl/dak olmasina ragmen, uygulanan ilacin fazla
hacmi birkag dakika icinde hizli bir sekilde nazolakrimal kanala tasmr. Ilag
uzaklastirmanin bir baska kaynagi, okiiler absorpsiyon yerine sistemik absorpsiyondur.
Sistemik absorpsiyon, direkt olarak konjunktival keseden, yerel kan kilcal damarlar
yoluyla veya ¢oOzeltinin burun bosluguna akmasi ile gergeklesmektedir (Nisha ve
Deepak, 2012).

2.2.6.2. Lakrimal sivi bariyeri

Kornea epiteli, lakrimal sividan goze ila¢ emilimini smirlar. Kornea epitel
hiicreleri, paraseliiler ila¢ gegirgenligini sinirlayan siki kavsaklar olusturur. Bu nedenle,
lipofilik ilaglar tipik olarak en azindan korneada hidrofilik ilaglardan daha yiiksek
gecirgenlik derecesine sahiptir. Genel olarak, konjunktiva korneadan daha sizintili bir
epiteldir ve yiizey alan1 da korneaninkinden yaklasik 20 kat daha fazladir (Nisha ve
Deepak, 2012).

2.2.6.3. Kan-okiiler bariyer engeli

Goz, kan dolagimindaki ksenobiyotiklerden kan-okiiler bariyeri tarafindan
korunmaktadir. Bu bariyer iki boliimden olusur: kan-ak6z bariyer ve kan-retina bariyeri.
Bu bariyer, plazma albiimininin akdéz humor i¢ine erisimini Onler ve ayrica hidrofilik
ilaglarin plazmadan ak6éz humor igine erigsimini de sinirlar. Kan akimi ve goz arasindaki
arka bariyer retina pigment epiteli ve retina kilcal damarlarimin dar duvarlarindan
olusur. Retina kilcal damarlarinin aksine, koroidin damar yapisi, genis kan akisina ve
sizdiran duvarlara sahiptir. Ilaglar koroidal ekstravaskiiler bosluga kolayca erisebilir,
ancak daha sonra retina i¢ine dagitilmasi retina pigment epiteli ve retinal endoteli ile

siirlidir (Nisha ve Deepak, 2012).
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2.2.7. Okiiler etkin madde absorbsiyonu

2.2.7.1. Okiiler ila¢ uygulama yollar: ve absorbsiyon
2.2.7.1.1. Sistemik uygulama

Sistemik olarak uygulanan ilaglar, arka okiiler dokuya ulasmak i¢in kan-retina
bariyerini ve on okiiler dokuya ulagsmak igin kan-sulu bariyeri ge¢melidirler. Bu
engeller nedeniyle, lipidde zayif ¢6ziinen ilaglarin intra-vitreal ilag seviyelerinin serum
seviyelerinden %10 daha diisiik oldugu bulunmustur. Terapotik ilag konsantrasyonunu
g0z icinde tutmak i¢in, 6zellikle diisiik terapotik indekse sahip ilaglarda sistemik yan
etkilere veya toksisiteye yol agan sik uygulama gerekmektedir. Dolayisiyla sistemik rota
yalnizca asagidaki kosullar mevcut oldugunda kullanilabilmektedir:
* Yiiksek terapotik indeksleri olan ilaglar igin,
* Sinirli sistemik yan etkiye sahip ilaglarda,

* Diger lokal uygulama rotalart mevcut olmadiginda (Nisha ve Deepak, 2012).

2.2.7.1.2. Topikal uygulama
Topikal ilaglar ¢ozelti, siispansiyon ve merhem formundadirlar. Ilag
absorpsiyonlar1 korneal ve korneal olmayan yollardan meydana gelir. Korneal olmayan
absorpsiyon, nazolakrimal sistem yoluyla meydana gelirken, ilacin ¢ogu korneaya
tasinir. Korneal emilimi sinirlandiran faktorler sunlardir:
* Uygulanan ¢ozeltilerin drenaji
* Lakrimasyon
* Gozyasi debisi
* Metabolizma
* Gozyas1 buharlagsmasi
* Sinirli kornea alani
+ Kotii kornea gegirgenligi
* Lakrimal proteinlerle baglanma
* Enzimatik bozunma
* Kornea epiteli (lipofilik)
Bu faktorler korneadan ilag emilimini <%5'e kadar azaltmaktadir (Nisha ve
Deepak, 2012).
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2.2.7.1.3. Intra-vitreal uygulama

Bu, ilacin vitreus bosluguna dogrudan enjeksiyonunu ifade eder. Bu yolla
uygulanan ilacin farmakokinetik 6zellikleri agikca anlagilamamistir. Ancak hasta uyumu
Ozellikle yash hastalarda 6nemli bir konudur. Bu rotadaki diger zorluklar, retina

kanamasi, endoftalmitis ve {iveit dahil 6nemli yan etkilerdir (Nisha ve Deepak, 2012).

2.2.7.1.4. Periokiiler uygulama

Bu uygulama dort benzersiz enjeksiyon i¢cermektedir:
* Retro bulbar enjeksiyonu
* Per-bulbar enjeksiyon
* Sub-tenon enjeksiyon
* Sub-konjunktival enjeksiyon

Bu yontemle verilen ilaglar korneadan daha gegirgen oldugu icin skleraya
ulasirlar. Ancak koroid disindaki okiiler doku i¢in amaglanan ilacin kan-retina
bariyerine niifuz etmesi gerekir, boylece arka segmentin biyoyararlanimi igin zorluklar
ortaya ¢ikmaktadir. Kontrollii salim formiilasyonunun periyodik olarak verilebilecegi

potansiyel yolu gostermektedir (Nisha ve Deepak, 2012).

2.2.7.2. Okiiler absorbsiyona etki eden faktorler
Uygulamaya iligkin faktorler

o Damlatma hacmi

o Damla sayis1

. Uygulama siklig1

Fizyolojik faktorler

o Korneanin yapisi

o Protein baglanmasi

° Ila¢ metabolizmasi

o Gozyast liretimi ve lakrimal drenaj

Etken madde 6zelliklerine bagl faktorler
o Coziintirlik ve partisyon katsayisi
. Molekiil agirlig

o Etken maddenin kimyasal sekli
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Formiilasyona bagl faktorler

pH

Konsantrasyon

Formiilasyondaki yardimc1 maddeleri
Tonisite

Viskozite (Unlii, 1988).

2.2.8. Okiiler uygulanan dozaj sekilleri ve ozellikleri

Pyocyanus, Pseudomonas tiirleri, goz mukozasinda ve yarali gozde korneayr bozup

enfeksiyonlar meydana getirirler.

Okiiler uygulanan dozaj sekilleri agagida siralanmustir:

Cozeltiler

Stispansiyonlar

Merhemler

Jeller

Emiilsiyonlar

Stripler

Enjeksiyonlar

Insertler (kontakt lens, implantlar)
Ilag-cihaz kombinasyonlari

Yeni oftalmik dozaj formlar

Kolloidal sistemler (mikroemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar, nanopartikiiller,

lipozomlar, niozomlar, dendrimerler)

Hidrojeller

Mikroigneler, ultrason ve iyontoforez bazli okiiler ilag dagitim sistemleri

(Aldrich vd. 2013).

Okiiler preparatlarinin tagimasi gereken 6zellikler sunlardir:

Goz damlalar1 ve banyolar igerisinde bulunan mikroplar ve &zellikle Bacillus

hazirlanmalidirlar.

ozmotik basincina esittir. Uygulanan preparatin gozde agri yapmamasi igin izotonik

Oftalmik ¢ozeltiler izotonik olmalidirlar. Gozyasinin ozmotik basinct kanin

olmasi 6nemlidir.
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e izohidrik olmalidir. Maddenin en tesirli oldugu pH sarti olusturuldugunda goz
damlalarinda en fazla etki saglanir. Bir ¢ok ilacin etkileri dissosiye olmamis halde, baz
iken daha fazla, fakat dayanikliklari azdir. Bundan dolayr gozde kullanilacak etken
maddeler en az dissosiye olduklar1 ve en ¢ok kararlilik gdsterdikleri ortam pH'sinda
hazirlanmis olmahdirlar (izgii, 1983).

Parenteral formiilasyonlara benzer sekilde, okiiler {iriinler steril olmalidir ve bu
nedenle kalite kontrol yontemleri sterilite degerlendirmesini igermelidir. Bu nedenle,
tiretimin ardindan ve raf 6mriiniin tasarlanan siiresinde, okiiler iiriinlere asagidaki kalite
kontrol analizleri uygulanir:

Terapétik ajamin konsantrasyonu: Imalati takiben, terapdtik ajanin konsantrasyonu,
nominal konsantrasyonun %95-105'inin igerisinde olmalidir. Uriiniin raf émrii boyunca
ilacin konsantrasyonu, nominal miktarin %90'imin altina diismemelidir.

Koruyucu madde konsantrasyonu: Bu dozaj formlarinda koruyucu madde
konsantrasyonu analizi yapilir. Onceden oldugu gibi, terapdtik ajanin konsantrasyonu,
imalat sonrasi ve ayrica depolamadan sonra nominal konsantrasyonun %95-105'i
arasinda olmalidir.

Koruyucu etkinlik testi: Koruyucu maddelerin formiilasyon igindeki etkinligi uygun
farmakope metodu kullanilarak degerlendirilmelidir.

Goriiniim: Tim okiiler tirlinlerin gdriiniim 6zellikleri vardir.

pH: Sulu bazli formiilasyonlarin pH'1 6l¢iiliir ve belirtilen araliklarla karsilastirlir.
Viskozite: Uriinlerin viskozitesi ol¢iiliir ve iiriin dzelliklerinde tanimlanan aralik ile
karsilastirilir.

Dispers faz boyutu analizi: Disperse ilacin siispansiyon formiilasyonlari igindeki
parcacik boyutu dagilimlari, pargacik boyutu analizi metodolojisi kullanilarak belirlenir.
Donma - ¢éziilme depolamasi: Gerekirse, bu maddede tanimlanan iirlinlerde donma -
¢oOziilme dongiisii gerceklestirilir.

Sterilite testi: Okiiler iriinlerin hem imalat sonrasi hem de iiriiniin raf émrii boyunca
steril olmasi gerekir. Preparatlarin sterilitesinin  degerlendirilmesi, farmakope
yontemleri (6rnegin BP/USP/EP) kullanilarak yapilir. Bu yontemler, biiyiime ortaminin
bilesimi, validasyon testleri ve sonuglarin gézlemlenmesi ve yorumlanmasi dahil olmak
tizere Urlin igindeki mikrobiyal icerigin belirlenmesi igin gereken protokolii tanimlar

(http-1).
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2.3. In-Situ Aktivasyonla Jel Olusturan Sistemler

In situ jeller, ortamdaki pH, sicaklik ve iyonik kuvvet gibi spesifik kosullardaki
kiiciik degisikliklere duyarli polimerlerden olusur. /n situ jeller, gdze uygulama
sirasinda sividir ve uygulamadan sonra cevresel degisikliklere yanit olarak goziin
cikintisinda hizli bir sekilde jellesir; son olarak fizyolojik kosullar altinda etken
maddeyi yavasca salar. Sonug olarak, in situ jelin kalis siiresi uzatilacak ve etken madde
stirekli bir sekilde salinacak, bu da gelismis biyoyararlanim, asgariye indirilmis sistemik
absorpsiyon ve diisiik hasta dozaj rejimi ile sonuglanan hasta uyumluluguna yol
acacaktir. Ayrica, basit liretim siireci, uygulama kolaylig1 ve dogru dozun teslimi gibi
diger bazi1 potansiyel istiinliikler de in situ jellesme sistemleri tarafindan gosterilmistir
(Wu vd., 2019).

In situ jellesen oftalmik sistemler, fizyolojik kosullara maruz kaldiklarinda, jel
fazina kayan ve artan viskozite ve muko-yapiskanlik oOzellikleriyle okiiler kalis
sliresinde bir artisa neden olan viskoz sivilardir. Bu sistemler, preparat ile dolayisiyla
ilag ile kornea ve/veya konjunktival epitel arasindaki temas siiresini uzatarak oftalmik
ilaglarin okiiler biyoyararlanimin arttirmak i¢in kullamlir. /n situ jel sistemleri, gdzyast
filmindeki belirli elektrolitlerin varligi, pH veya sicaklik degisimi ile viskozite artig1 ve
drenajin yavaslatilmasi ile ilag biyoyararlaniminda artisa neden olurlar (Almeida vd.,
2014).

2.3.1. In situ jel olusum mekanizmalari
2.3.1.1. Sicaklik degisimi ile jellesen sistemler

Sicaklik, ¢evreye duyarli polimer sistemlerinde en yaygin kullanilan uyaricidir.
Sicaklik degisimi sadece nispeten kolay kontrol edilmekle kalmaz, ayni zamanda in
vitro ve in vivo olarak da kolayca uygulanabilir. Bu sistemde, ¢ozeltinin jellesmesi
sicakliktaki degisiklikle tetiklenir, boylece ilacin salinmasi saglanir. Bu hidrojeller oda
sicakliginda (20-25 °C) sividir ve sicakliktaki bir artig nedeniyle viicut sivilariyla (35—
37 °C) temas ettiginde jellesir. Sol-jelden gecisleri sicakliktaki artigla tetiklenen
biyomateryalin kullanimi, in situ jel olusumuna yaklasmanin g¢ekici bir yoludur.
Sicakliga bagli jelasyon gosteren polimerler; Poloxamer veya pluronics, seliiloz
tiirevleri [metil seliiloz, HPMC, etil hidroksil etil seliiloz] ve xyloglucan vs. (Saini vd.,
2015).
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2.3.1.2. Iyon etkisiyle jellesen sistemler

Iyonik duyarli in situ jeller neredeyse sadece oftalmik yol i¢in kullanilmaktadir.
Aslinda, gézyasi sivisinin iyonik konsantrasyonu, ii¢ boyutlu bir ag ve jelasyonla
sonuglanan konformasyonel degisikliklere yol agan polimer zincirleri arasinda iyonik
reaksiyonlara izin veren Onemli bir kriterdir. Genellikle anyonik ve biyo-uyumlu
polimerler, 6rnegin gellan zamki, aljinatlar veya karragenanlar, okiiler katyonlarla

etkilesimlerden dolayz jellesebilirler (Destruel vd., 2017).
2.3.1.3. pH’ya bagl olarak jellesen sistemler

pH degisimlerine cevap veren asidik veya alkalin fonksiyonel gruplar iceren
polimerlere pH duyarli polimerler denir. Soliisyonun jellesmesi pH 4,4'te pH'daki bir
degisiklik ile tetiklenir, formiilasyon, gozyasi sivisi tarafindan pH 7,4'e yiikseltildiginde
jellesmeye maruz kalan bir ¢ozeltidir. Formiilasyonun (pH 4,4) gozyasi filmine
yerlestirilmesinden sonra yaklasik 2,8 birim pH degisimi, yiiksek sivi lateksinin viskoz
bir jele hemen hemen aninda doniismesine neden olur. Cok sayida iyonize edilebilir
gruba sahip olan polimerler, polielektrolit olarak bilinir. Hidrojelin sismesi, pH arttikca
zayif asidik (anyonik) gruplar varliginda artar, ancak polimer zayif bazik (katyonik)

gruplar igeriyorsa azalir (Saini vd., 2015).

2.3.1.4. Enzim/protein etkisiyle jellesen sistemler

Dogal enzimler tarafindan katalize edilen in situ jel olusumlari genis c¢apta
aragtirtlmamistir, ancak kimyasal ve fotokimyasal yaklasimlara gére bazi istiinliikleri
vardir. Ornegin, bir enzimatik islem, monomerler ve baslaticilar gibi potansiyel olarak
zararli kimyasallara ihtiya¢ duymadan fizyolojik kosullar altinda verimli bir sekilde
caligir. Insiilini serbest birakabilen hidrojeller kullanan akilli uyaranlara duyarli dagitim
sistemleri arastirilmistir. Immobilize edilmis insiilin ve glukoz oksidaz igeren katyonik
pH'ye duyarli polimerler, tutulan insiilini aralikli bir sekilde serbest birakan kan glukoz
seviyesine yanit olarak sisebilir. Enzim miktarinin ayarlanmasi, karigimlarin jel
olusumundan 6nce enjekte edilmesini saglayan jel olusum oranini kontrol etmek i¢in

uygun bir mekanizma da saglar (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010).
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2.3.2. Calismamizda kullanilan in situ jel olusturan polimerler
2.3.2.1. Poloksamerler (Pluronic)

Poloksamerler, hidrofilik etilen oksit alanlar1 ve hidrofobik propilen oksitleri
nedeniyle amfifilik bir yap1 sergileyen bir triblok kopolimer poli (etilen oksit) - b-poli
(propilen oksit) -b-poli (etilen oksit) (PEO-PPO-PEO) yapisindadirlar. PEO-PPO-PEO
(Pluronics veya Poloxamers) kopolimerlerinin ti¢lii blogu, viicut sicakliginda %15 (a/a)
tizerindeki konsantrasyonlarda jellesmeye maruz kalir. Sol-jel faz gecisini yiiksek bir
sicaklikta agiklamak i¢in temel olasi mekanizmalar Onerilmistir, polimerin kademeli
olarak coziinmesi, arttirllmig misel toplanmasi ve polimerik agin dolagsmis olmasi.
Pluronic triblok kopolimerleri piyasada farkli fiziksel formlarda ve molekiiler
agirliklarda farkli siiflarda bulunur. Siiflarin fiziksel tanimlarina bagli olarak sivi i¢in
L, hamur i¢in P ve pullar icin F olarak verilmistir. Yaygin olarak kullanilan
poloksamerler 188 (F-68), 237 (F-87), 338 (F-108) ve 407 (F-127) 'dir. Pluronic F-127
(F-127) veya Poloxamer 407 (P407) (kopolimer PEO106-PPO70-PEO106), hidrofilik
ozelligine katkida bulunan %70 oraninda etilen oksitten olusur. F-127, molekiil agirlig:
12000 Da, PEO/PPO orani 2:1 olan, toksik olmayan, 4 °C'nin altinda diisiik viskoziteli
ve viicut sicakliginda bir yari kati jel olusturan bir kopolimerdir. Ayrica, F-127, disik
sicakliklarda hidrojen baglar1 nedeniyle soguk suda sicak suda oldugundan daha iyi

¢ozlinirliige sahiptir (Wu vd., 2019).

2.3.2.2. Seliiloz tiirevleri

Seliiloz, birka¢ yiiz ila on bin B (1 — 4) baglantili d-glikoz iinitesinden olusan
dogrusal bir zincir igeren bir polisakkarittir. Topikal oftalmik formiilasyonlarda
kullanilan seliiloz tiirevleri, metil seliloz (MC), hidroksietil selilloz (HEC),
hidroksipropil metilseliiloz (HPMC), sodyum karboksimetil seliilozdur (NaCMC).
Diistik konsantrasyonlarda (%1-10), sulu ¢ozeltileri sivi halde bulunur, ancak 1sitma
tizerine jel olusturur. Seliiloz tiirevleri tarafindan sergilenen yiiksek faz gegis sicakligi,
fiziksel veya kimyasal modifikasyon ile diisiiriilebilir. Gegis sicakligi, MC i¢in 40 ila 50
°C arasinda ve HPMC i¢in 75 ila 90 °C arasindadir. Sodyum kloriir ilavesinin, gecis
sirasindaki MC jellesme sicakligmi 32 ila 34 °C’ye dislirdiigli bilinmektedir.
Hidroksipropil molar siibstitiisyonu ile HPMC jellesme sicakligini yaklasik 40 °C'ye
diistiriilebilir (Wu vd., 2019).
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2.4. Goz Enfeksiyon Hastaliklar: ve Kullanilan Antimiktobiyal Ajanlar

Goz enfeksiyonlarina bakteri, mantar veya virlisler sebep olabilir. Go6z
enfeksiyonlar1 géziin bazi kisimlarinda ortaya g¢ikabilir ve sadece bir gozii veya her
ikisini de etkileyebilir. Sik goriilen goz enfeksiyonlari konjunktivit, korneal ilserler ve

endoftalmittir (Dhanapal ve Ratna, 2012).

2.4.1. Konjunktivit

Konjunktivit, sislik (iltihaplanma) veya goz kapaklarini kaplayan zar enfeksiyonu
(konjunktiva) seklindedir. Staphylococcus aureus, bakteriyel konjunktivit ve blepharo-
konjunktivitlerin en sik sebebidir. Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae

gibi diger bir¢ok organizma da konjunktivite neden olur (Dhanapal and Ratna, 2012).

2.4.2. Kornea iilseri / keratit

Korneanin enflamasyonu (Keratit) kornea 6demi, hiicresel infiltrasyon ve siliyer
tikaniklik ile karakterizedir. GOz kiiresinin en on kismi olan kornea, atmosfere maruz
kalir ve bu nedenle kolayca enfekte olur. Bakteriyel korneal iilserler viriilan
organizmanin neden oldugu en yaygin olanlardir. Kornea iilseri ile iliskili yaygin
bakteriler Staphylococcus aureus, Pseudomonas pyocyanea, E.coli ve Proteus vs.'dir
(Dhanapal and Ratna, 2012).

2.4.3. Endoftalmitis

Go6z i¢i iltihab1 ve goz kiiresinin i¢ katlarini igeren siddetli goz i¢i enflamasyonu
(piiriilan tveit) seklindedir. Neden olan organizmalar arasinda Streptococci, E.coli,
Pseudomonas, vb. bulunur. Bu enfeksiyonlarin  onlenmesinde ve tedavisinde
antiviraller, antifungaller ve antibakteriyeller kullanilir. Okiiler bulasic1 hastaliklarin
tedavisinde kullanilan yaygin topikal antibakteriyeller arasinda siilfonamitler,
aminoglikozitler, polimiksin bazli kombinasyonlar ve florokinolonlar bulunur
(Dhanapal and Ratna, 2012).

Florokinolonlar, okiiler enfeksiyonlardan sorumlu olan bir gram-negatif ve
anaerobik tiirlerin konaklarin1 kapsayan genisleyen bir genis spektrumlu antibakteriyel
siifin1 temsil eder. Bu antibakteriyeller, oftalmoloji alaninda popiilerlik kazanmustir,
clinkii birgok okiiler enfeksiyonun tedavisinde kombinasyon terapisine esdeger

olduklar1 gosterilmistir. Florokinolonlar ayrica Streptokok ve Stafilokok tiirleri dahil
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olmak {izere ¢esitli gram-pozitif organizmalara karsi da etkilidir; ancak, bu

organizmalarin bazilarinda direng ortaya ¢ikmaktadir (Dhanapal and Ratna, 2012).

2.5. Moksifloksasin Hidrokloriir

Ik kinolon tiirii antibiyotik olan nalidiksik asit (NegGram), 1962'de tanitilmistir.
O zamandan beri yapilan modifikasyonlar, gram-pozitif organizmalarin da
kapsanmasin1 saglayan ikinci, iigiincii ve dordiincii nesil florokinolonlarin ortaya
¢ikmastyla sonuglanmistir (Oliphant ve Green, 2002).

Moksifloksasin (MOX), hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriyel
patojenlere kars1 yiiksek potansiyele sahip yeni bir dordiincii nesil florokinolondur
(Sekil 2.7.). Siifinda Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis'e karsi en
yiiksek potansiyele sahiptir. MOX, topikal okiiler kullanim ig¢in %0,5'lik oftalmik
¢ozelti olarak gelistirilmistir (VIGAMOX®, Alcon Laboratories). Yiiksek potansiyele ek
olarak, topikal antibiyotiklerin istenen bir 6zelligi, kornea boyunca hizli gé¢ ve 6n

okiiler dokulara yogun penetrasyonudur (Robertson vd., 2005).

+ HCI
OH

O O

Sekil 2.7. Moksifloksasin hidrokloriir tin agtk formiilii (USP 41)

Kimyasal adi: 1-Siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-8-metoksi-7 - [(4aS, 7aS) -oktahidro-
6H-pirolo [3,4-b] piridin-6-il] -4 -oksa-3-kinolinkarboksilik asit hidrokloriir

Kapali formiilii: C21H24FN3O4 - HCI

Molekiil agirligi: 43789
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2.5.1. Kimyasal ozellikleri

Ana molekiiliin ¢ekirdegi olan 4-kinolon ¢ekirdeginin 1, 5, 7 ve 8.
pozisyonlarindaki modifikasyonu, gelismis antimikrobiyal aktivite, giivenlik ve tolere
edilebilirligi olan yeni florokinolonlar1 tasarlamistir. N-1 azot atomlarindaki
stibstitlisyonlar, aktivite spektrumu ve molekiiliin giicii i¢in kritiktir. Moksifloksasin
icindeki N-1 siklopropil ikamesi, gram pozitif ve anaerobik izolatlara karsi artmis
aktivite saglar. C-5 pozisyonundaki siibstitiisyonlar ayrica in vitro aktiviteyi gram-
pozitif izolatlara kars1 etkiler; molekiil ne kadar biiyiik olursa gram pozitif potansiyel o
kadar biiyik olur. Hacimli bir C-7 (diazabisiklononil halka) yan zincir ve C-8
pozisyonundaki bir metoksi grubunun eklenmesi, direngli bakteriyel alt popiilasyonlarin
secilme potansiyelini azaltir ve DNA jitos ve topoizomeraz IV, esansiyel bakteriyel
enzimler icin baglanma/bloke etme afinitesini arttirir. Bu modifikasyonlar, okiiler ve
okiiler olmayan izolatlar arasinda daha eski florokinolonlarda ortaya g¢ikan direng

zorlugunu karsilamak iizere gelistirilmistir (Miller 2008).

2.5.2. Fizikokimyasal ézellikleri

Biraz saridan tam sariya varan toz veya kristallerdir. Moksifloksasin HCI, 0,1 N
NaOH igerisinde ¢Oziiniir; suda ve metanolde az miktarda ¢oziiniir; 0,1 N HCI,
dimetilformamid ve alkol icerisinde ¢ok az ¢oziiniir; metilen kloriir, aseton, etil asetat
ve toluen igerisinde pratik olarak ¢6ziinmez; ek olarak tert-biitil metil eter ve n-heptanda
¢ozlinmez. Moksifloksasin HC1 monohidrat, kristalizasyon i¢in kullanilan ¢oziiciiye
bagli olarak prizma, igne veya oval kesim gibi farkli sekillerde bulunabilir (Al Omari
vd., 2014).

2.5.3. Analiz yontemleri

Titrimetrik yontemler (sulu ve susuz titrasyon), elektrokimyasal yontemler
(voltametri, polarografi), spektroskopik yontemler (spektrometri, floresans, kolorimetrik
analiz, atomik absorpsiyon spektroskopisi, kemiliiminometrik analiz), kromatografik
yontemler (yliksek performansl ince tabaka kromatografisi, yiiksek performansli sivi
kromatografisi, ultra performanslhi sivi kromatografisi, kapiler elektroforez) gibi

yontemlerle analiz edilebilmektedir (Al Omari vd., 2014).

2.5.4. Antimikrobiyal aktivite spektrumu
MOX HCI’in oftalmik ¢ozeltisi, belirlenmis duyarli organizmalarin neden oldugu
bakteriyel konjunktivit tedavisi i¢in FDA tarafindan 2003 yilmin Nisan ayinda
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onaylanmistir. Duyarli organizmalar arasinda Corynebacterium tiirleri, Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus warneri, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus viridans grubu, Acinetobacter Iwoffii, Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Chlamydia trachomatis vardir (Al Omari vd.,
2014).

2.5.5. Aktivite mekanizmasi

Florokinolonlar, DNA sentezi igin gerekli olan bakteri enzimlerini (yani
replikasyon, transkripsiyon, onarim ve rekombinasyon) hedefleyen giiclii antibakteriyel
ajanlardir. Bu Onemli bakteriyel enzimler DNA giraz ve topoizomeraz IV'tiir.
Florokinolonun etkisindeki asil olay, ti¢lii ilag-enzim-DNA kompleksleri olarak DNA
girazin veya topoizomeraz [V'iin tutulmasidir. Florokinolon-enzim-DNA kompleksleri,
DNA'nin ¢ogaltilmis ipliklerinin ¢dziilmesini ve / veya ayrilmasini Onleyerek, DNA
¢ogalmasinin inhibisyonunu ve bakteri oliimiinii gerceklestirir. Cift sarmalli DNA'daki
kopmalar, kopyalayan hiicrenin 6liimii ile sonuglanir. DNA giraz, topoizomeraz IV'i
kodlayan bir gen igermeyen bir bakteri grubunu temsil eden Mycobacterium
tuberculosis, Helicobacter pylori ve Treponema pallidum gibi organizmalar da hedeftir.
Gram negatif organizmalarda, florokinolonlara karsi DNA giraz, topoizomeraz 1V'den
daha duyarlidir ve birincil hedef olarak kabul edilir. Gram-pozitif organizmalar i¢in
florokinolonlarin hedefi daha karmasiktir. Bu organizmalardaki giraz, florokinolonlara
gram-negatif bakterilerden daha az duyarlidir. Gram-pozitif organizmalarda genel hedef
topoizomeraz IV'tiir. Dordiincii kusak florokinolonlar hem DNA giraz hem de

topoizomeraz IV'ii hedeflemektedir (Stroman vd., 2005).

2.5.6. Direng gelisimi

Florokinolonlara direng, dort ana bakteri mekanizmasinin bir veya daha fazlasinda
onemli genetik degisiklikler igermektedir: a) DNA sentezi icin enzimler, b) jilat
koruyucu proteinler, c) hiicre ge¢irgenligi veya d) ilag akisi. Florokinolonlar1 pargalayan
enzimler heniiz bakterilerde bildirilmemistir, fakat mantarlarda bulunmustur.
Florokinolon direnci, adim adim gelismektedir. Azalan duyarhilik, hiicre i¢i ilag
konsantrasyonunu diizenleyen porinlerle veya hedef enzimleri saldiriya karsi koruyan
proteinlerdeki degisimlerle iligkilendirmistir. DNA giraz veya topoizomeraz IV'i

kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlari, florokinolonlarin bu enzimlere afinitesini
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azaltmaktadir. Gram-negatif organizmalarda bulunan plazmid, DNA girazi
florokinolonlardan koruyan 218-amino asitli bir proteini kodlayarak direng saglayan qnr
(kinolon direnci) lokusunu igerir. Bakterilerin akis pompasi mekanizmasi, 6liimctl
florokinolon seviyelerinin sitoplazmada birikmesini Onleyerek bakteriyel dirence
katkida bulunmaktadir. Baz1 florokinolonlar, 6zellikle de moksifloksasin, hiicreden
disart ¢ikmasini engelleyen 7. pozisyondaki hacimli yan zincir kisimlart nedeniyle

bakteri akis mekanizmalarindan daha az etkilenmektedir (Stroman vd., 2005).

2.5.7. Farmakokinetik ozellikleri

Farmakodinamik, antimikrobiyal ajanin bulasict1 mikroorganizma tizerindeki
etkisini tanimlanmaktadir. Bu etki; bakteri tiirleri, mikrobiyal diren¢ mekanizmasi,
biiyiime fazi, enfekte asilama, dldiirme derecesi, dldiirme zamani ve MIK (minimum
inhibitor konsantrasyon) dagilimlan ile karakterizedir. Bu kompleks iliskinin ii¢iincii
ortagl, hem ilacin hem de patojenin hastaya yaptigidir. Bu etkilesim hastanin yasi,
genetik gecmisi, altta yatan hastaliklar1 ve gegmisteki antimikrobiyal maruziyeti ile
tanimlanir. Maksimum konsantrasyonun (Cmas) MiK'e ve konsantrasyon egrisi
altindaki alana (EAA) orani, konsantrasyona bagl anti-enfektifler i¢in klinik sonuglar
ile en uygun olan farmakodinamik endekslerdir (Miller 2008).

Topikal MOX HCI oftalmik ¢ozeltisinin uygulanmasindan sonra, MOX sistemik
dolasim igine emilmektedir. Toplam 8 doz igin her 8 saatte bir bilateral topikal okiiler
dozlarda MOX HCI oftalmik ¢ozeltisi alan yetigkin 21 erkek ve kadinin plazma MOX
konsantrasyonlar1 Ol¢lilmiis ve ortalama kararli durum Cmas Ve EAA, sirasiyla 2,7
ng/mL ve 41,9 ng -s/mL bulunmustur. Bu sistemik maruz kalma degerleri 400 mg oral
doz MOX dozundan sonra bildirilen ortalama Cmaks ve EAA'dan en az 1600 ve 1000 kat
daha diisiiktiir. MOX’in plazma yar1 omriiniin 13 saat oldugu tahmin edilmektedir.
MOX viicutta yaygin olarak dagilmakta ve degismeden, glukuronid veya siilfat
konjugatlari olarak digki ya da idrarla atilmaktadir (Product Monograph: Teva, 2015).
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler

Moksifloksasin hidrokloriir
2-Hidroksipropil-p-siklodekstrin
Metil-f-siklodekstrin
Sulfabutileter-p-siklodekstrin (Captisol®)
Metanol

Asetonitril

Benzalkonyum kloriir

Sodyum hidroksit
Karboksimetil seliiloz
Hidroksipropil metil seliiloz
Mueller Hinton Broth

Agar agar

Pluronic F127

Sodyum klortir

Sodyum hidroksit

Hidroklorik asit

Asetik asit

Kalsiyum kloriir 2H>O

Sodyum bikarbonat

Monobazik potasyum fosfat (KH2PO4)
o-Fosforik asit
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Deva Ilag, Tiirkiye
Sigma-Aldrich, Almanya
Abcr, Almanya

San Diego, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Fluka, Danimarka
Riedel-de Haen, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Kimetsan, Tiirkiye

Labm, ingiltere

Doga Ilag, Tiirkiye
Sigma, Almanya

Merck, Almanya
Riedel-de Haen, Almanya
Riedel-de Haen, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Doga llag, Tiirkiye
Horasan Kimya, Tirkiye
Merck, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi

Vorteks

Manyetik karistirici
Ultrasonifikator

Termometre

Mikrosantrifiij

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
Ultrasonik su banyosu

Manyetik karistiric

Reometre

Derin dondurucu

Steril kabin

Densitometre

Liyofilizator

Niikleer manyetik rezonans (NMR)
Infrared spektrofotometresi

Yatay calkalayici

Yiiksek performansli s1vi kromatogafisi
YBSK kolonu

pH-metre

Isiticili su banyosu

X-1s1n1 kiriim cihazi
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Mettler Toledo XSE105, ABD
Scilogex MX-S, ABD

IKA RT-15, Almanya

Wisd WUC-AO3H, Giiney Kore
Ebro TFX 410, Almanya
Electro Mag M4800M, Tiirkiye
Shimadzu DSC-60, Japonya
N-Biotek, ABD

WiseStir, Kore

Brookfield, ABD

New Brunswick, ABD

Heraeus KS12, Almanya
Biosan Den-1B, Tiirkiye
Labconco, ABD

Bruker Fourier 300, Almanya
Schimadzu, Japonya

Thys 2, Almanya

Shimadzu, Japonya

Waters XSelect C18 5um, Irlanda
Mettler Toledo, ABD
PolyScience, ABD

Rigaku, Japonya



4. YONTEMLER
4.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari

4.1.1. Analitik yontem gelistirme

Calismalarda, etkin madde olan moksifloksasin hidrokloriiriin miktar tayini i¢in
Yiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi (HPLC) kullanilmigtir. Sabit faz olarak C18
kolonunun kullanildig1 sistemde, metanol, distile su ve asetonitril, 60:45:5 (h/h/h)
oranlarinda karistirthip o-fosforik asitle pH 2,7 ye ayarlanarak hazirlanan hareketli faz
ile izokritik ayirim yapilmasina karar verilmistir. Kolon sicakligi 30 °C de tutulmus, 1
ml/dak akis hiziyla 302 nm de Slgim yapilmustir (Tablo 4.1.). En uygun hareketli faz
seciminde daha Onceden moksifloksasinle yapilmis bir ¢alismadan yararlanilmistir

(Yurtdas Kirimlioglu vd., 2018).

Tablo 4.1. HPLC ¢alisma kosullar: (Yurtdas Kuimlhioglu vd., 2018).

Cihaz Shimadzu HPLC

Kolon Waters Kolon C18 250x4.6x5um

Hareketli Faz Metanol:Su:Asetonitril (60:45:5, h/h/h) (pH 2,7)
Firmn Sicakligi 30 °C

Akis Hizi 1 ml/dak

Enjeksiyon Hacmi 20 ul

4.1.2. Analitik yontem validasyonu

Analitik yontem validasyonunun amaci, kullandigimiz yontemin uygunlugunun,
dogruluk ve giivenilirliginin verilerle ispatlanmasidir. Bu c¢aligmalar kapsaminda
Uluslararas1 Harmonizasyon Konseyi (ICH) tarafindan belirlenen analitik yontem
validasyon parametrelerinden dogrusallik, dogruluk, kesinlik, ¢alisma araligi, duyarlilik,
secicilik ve kararlilik parametreleri esas alinmig ve istatiksel olarak degerlendirilmistir
(ICH Q2B, 1996; ICH Q2A (R2), 2005). Analitik yontem validasyon g¢aligsmalari,
calismanin farkli asamalarinda yer alan her bir ¢oziinme ortami igin ayri ayri
gerceklestirilmistir. Validasyon caligmalarinin gergeklestirildigi ¢oziinme ortamlari; saf
su (pH 7,0), mobil faz ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlaridir. Her bir ¢alisma ortami
icin dogrusallik, dogruluk, kesinlik, c¢aligma araligi, duyarlilik ve secicilik

parametrelerine ait sonuglar ICH kriterlerine gore degerlendirilmistir.
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4.1.2.1. Dogrusallik

Dogrusallik, belirli bir konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozeltiden ¢aligma araligi
icerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Orneklerin dogru orant1 olusturan
sonuglar1 verebilme yetenegidir. Dogrusallik, analizlerdeki konsantrasyonlarin verdigi
sinyallerin incelenmesidir. Dogrusallik iligkisinin tespiti, test sonuglarinin uygun
istatiksel yontemlerle, 6rnegin bir regresyon c¢izgisinin en kiiciik kareler yontemiyle
hesaplanmasiyla degerlendirilmektedir. Dogrusalligin ispati i¢in en az 5 konsantrasyon
ile ¢alisilmasi onerilmektedir.

Dogrusallik ¢alismalart kapsaminda regresyon esitliklerinin olusturulmasi igin,
10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyon (10, 30, 50, 80 ve 100
pg/ml) ile her bir ¢oziinme ortami i¢in 3’er seri calisma yapilmistir. Hazirlanan
cozeltiler HPLC’ye enjekte edilerek pik alanlart bulunmustur. Elde edilen pik alam
degerleri ile ¢ozeltilerin  bilinen derisimleri kullanilarak regresyon esitlikleri

olusturulmustur.

4.1.2.2. Dogruluk

Gergek deger veya kabul edilmis referans deger ile bulunan degerin birbirine olan
yakiligi analitik yontemin dogrulugunu gostermektedir. Konsantrasyonu bilinen en az
3 farkli O6rnegin Ol¢iimiiniin 3 kez tekrarlanmasiyla analitik yontemin dogrulugu
arastirilabilmektedir. Dogruluk calismalar1 kapsaminda, calisma araliginin en alt, orta
ve en st konsantrasyonlarinda calisilarak, yontem ile elde edilen konsantrasyon

degerleri iizerinden yiizde geri kazanim degerleri hesaplanmigtir.

4.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik, ayn1 stoktan hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki seriler arasinda her
bir konsantrasyonun birbirine yakinligini ifade etmektedir. Kesinlik, tekrar elde
edilebilirlik, ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik gibi li¢ asamada degerlendirilmekte, bagil
standart sapma ve giliven aralig1 hesaplanmaktadir.

Tekrar elde edilebilirlik, bir analizin laboratuvar kosullar1 degistirildigi
durumlarda da dogru sonug¢ vermesidir. Ara kesinlik, degiskenlerin (giin, analist,
ekipman vb.) analitik yonteme etkisinin belirlenmesidir. Tekrarlanabilirlik ise kisa
zaman araliklarinda ayni ¢alisma kosullarindaki kesinligi ifade etmektedir. Kesinlik
calismas1 3 farkli konsantrasyon ile 6 tekrarli olarak 3 farkli giinde calisilarak

gerceklestirilmistir.
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4.1.2.4. Calisma araligi
Analitik yontemin dogrusallik, dogruluk ve kesinlik kosullarina sahip oldugunun
gosterilmesi i¢in ¢alisilan aralik, 6rnegin alt ve {ist konsantrasyonlarinin araligidir. Bu

aralik dogrusallik ¢alismalar1 ile belirlenmektedir.

4.1.2.5. Duyarlihk

Duyarlilik, analitik yontemin analiz edilen 6rnegin en diisiik konsantrasyonunu
saptayabilme ve tayin edebilme yetenegidir. Saptama sinir1 (LoD) degeri 6rnek igindeki
analit konsantrasyonunun tam deger olarak en diisiik diizeydeki miktaridir ve her zaman
kantitatif olmayabilir. Miktar tayini sinir1 (L0Q) degeri ise 6rnek igindeki analitin uygun
dogruluk ve kesinlikle kantitatif olarak saptanabilen en diisiik miktaridir.

Analitik yontemin saptama siniri (LoD) ve miktar tayini sinir1 (LoQ) asagidaki

esitliklerle hesaplanabilmektedir:

LoD = 322 LoQ ==~ (4.1ve 4.2)

Bu denklemlerde; o standart sapma, S kalibrasyon egrisinin egimidir.

4.1.2.6. Secicilik
Analitik yontemin belirli bir analit i¢in spesifik olmasina secicilik denir. Analitik
yontemin belirli bir analit i¢in spesifikligini kanitlamanin miimkiin olmadig1 durumlarda

iki veya daha fazla yontemin kombinasyonu 6nerilmektedir.

4.1.2.7. Kararlilik

Etkin maddenin pH 7,4 fosfat tamponunda hazirlanan konsantrasyonu belli
¢Ozeltisi, in vitro salim ¢aligmalarindaki sartlara uygun olarak 34 °C lik etiivde 72 saat
bekletilmistir. Belirli zaman araliklarinda ortamdan &rnekler alimip HPLC ile

Olciilmiistiir. Deney 3 tekrarli yapilmistir.
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4.2. Siklodekstrin Komplekslerinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi
4.2.1. Coziiniirliik faz diyagramlarinin ve komplekslesme oranlarimin belirlenmesi

Coziiniirlik faz diyagrami galismalarinda kullanilmak tizere denge siiresinin
belirlenmesi i¢in, 10 ml su igerisinde 5 MM konsantrasyonunda SBEBCD, HPBCD ve
MBCD igeren cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilere etkin maddenin agir1 miktarlari
eklenerek 225 vurus/dak hiz ile yatay calkalayicida isiktan korunarak calkalamaya
birakilmistir. 24 saat araliklarla 6 giin boyunca her bir ¢6zeltiden alinan 6rnekler 0,45
um por ¢apina sahip PTFE filtreden siiziilereck HPLC ile analiz edilmis ve ¢oziiniirliik
artisinin tamamlandig siireler denge siiresi olarak tespit edilmistir.

Moksifloksasinin  SBEBCD, HPBCD ve MPBCD ile kompleks olusturma
oranlarinin belirlenmesi amaciyla, siklodekstrinlerin su igerisinde 0 mM’dan baslayarak
30 mM’a kadar degisen konsantrasyonlari hazirlanmistir. Her bir konsantrasyona etkin
maddenin asir1 miktar ilave edilip yatay calkalayicida 225 vurus/dak hiz ile denge
stiresince 1giktan korunarak calkalanmistir. Denge siiresi sonunda alinan 6rnekler 0,45
um por ¢apina sahip PTFE filtreden siiziildiikten sonra HPLC ile analiz edilmistir. Su
ortaminda olusturulan regresyon esitligi yardimiyla, her bir siklodekstrin
konsantrasyonunda ¢oziinen moksifloksasin miktarlar1 hesaplanmistir. Siklodekstrin
konsantrasyonlarina karsilik moksifloksasin konsantrasyonlarina ait degerlerin grafige
gecirilmesi ile olusturulan diyagramlar yardimiyla faz diyagram tipleri belirlenmis ve
Higuchi esitligine gore kompleks olusturma oranlari hesaplanmistir (Higuchi ve
Connors, 1965).

4.2.2. Moksifloksasin/siklodekstrin komplekslerinin hazirlanmasi
Moksifloksasin/siklodekstrin  kompleksleri, faz diyagrami1 ¢aligmalart ile
belirlenen molar oranlar kullanilarak liyofilizasyon yontemi ile hazirlanmistir (Corciova

vd., 2015). Komplekslerin hazirlanigina ait islem basamaklar1 asagida verilmistir.

4.2.2.1. Moksifloksasin/SBESCD kompleksinin hazirlanmast

Moksifloksasinin SBEBCD ile 1:15 molar oranda kompleks olusturdugu
belirlenmis oldugundan, bu molar oranlar1 saglayacak miktarda etkin madde ve
siklodekstrin ile ¢aligilmistir. Buna gore 0,2 g moksifloksasin iizerine 10 ml su ilave
edilmis ve ¢oziinene kadar manyetik karistirict ile karistirilmistir. Daha sonra 1,4815 g

SBEBCD iizerine 10 ml su ilave edilmis ve ¢oziinene kadar karistirilmistir. SBEBCD

40



¢ozeltisi, karismakta olan moksifloksasin ¢ozeltisi lizerine yavas yavas ilave edildikten
sonra denge siiresince yatay calkalayicida 225 vurus/dak hiz ile calkalanmigtir.
Calkalayicidan alman ¢ozelti -85 °C’de 24 saat silire ile dondurulmustur ve

liyofilizatérde 48 saat kurutularak kati halde kompleks elde edilmistir.

4.2.2.2. Moksifloksasin/HPBCD kompleksinin hazirlanmast

Moksifloksasinin  HPBCD ile 1:11 molar oranda kompleks olusturdugu
belirlenmis oldugundan, bu molar oranlar1 saglayacak miktarda etkin madde ve
siklodekstrin ile ¢aligilmistir. Buna gore 0,2 g moksifloksasin iizerine 10 ml su ilave
edilmis ve ¢oziinene kadar manyetik karistirict ile karistirilmistir. Daha sonra 0,7032
HPBCD iizerine 10 ml su ilave edilmis ve ¢Oziinene kadar karistirtlmistir. HPBCD
cozeltisi, karigmakta olan moksifloksasin ¢6zeltisi lizerine yavas yavas ilave edildikten
sonra denge siiresince yatay calkalayicida 225 vurus/dak hiz ile calkalanmistir.
Calkalayicidan alinan c¢ozelti -85 °C’de 24 saat silire ile dondurulmustur ve

liyofilizatorde 48 saat kurutularak kati halde kompleks elde edilmistir.

4.2.2.3. Moksifloksasin/MBCD kompleksinin hazirlanmast

Moksifloksasinin MBCD ile 1:3 molar oranda kompleks olusturdugu belirlenmis
oldugundan, bu molar oranlar1 saglayacak miktarda etkin madde ve siklodekstrin ile
calisilmistir. Buna gore 0,2 g moksifloksasin tizerine 10 ml su ilave edilmis ve ¢dzlinene
kadar manyetik karistirici ile karistirilmistir. Daha sonra 0,1808 g MBCD iizerine 10 ml
su ilave edilmis ve ¢Oziinene kadar karistirilmistir. MBCD ¢6zeltisi, karismakta olan
moksifloksasin ¢ozeltisi lizerine yavas yavas ilave edildikten sonra denge siiresince
yatay calkalayicida 225 vurus/dak hiz ile ¢alkalanmigtir. Calkalayicidan alinan ¢ozelti -
85 °C’de 24 saat siire ile dondurulmustur ve liyofilizatérde 48 saat kurutularak kati

halde kompleks elde edilmistir.

4.2.3. Siklodekstrin komplekslerinin analizi

4.2.3.1. IR analizi
Moksifloksasin hidrokloriir, ¢alismada kullanilan siklodekstrinlerin (SBEBCD,
HPBCD, MBCD), etkin madde/siklodekstrin fiziksel karigimlarmin ve hazirlanan

komplekslerin FT-IR analizi i¢in 500-4000 cm™ arasinda spektrumlari alinmustir.
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4.2.3.2. DSC analizi

Etkin madde, saf siklodekstrinlerin, etkin madde/siklodekstrin  fiziksel
karisimlarinin  ve hazirlanan komplekslerin termal davranislarini belirlemek iizere
diferansiyel taramali kalorimetre kullanilmistir. 4 mg hassas olarak tartilmis numuneler
aliminyum analiz hiicresi i¢erisine konulup preslendikten sonra cihaza yerlestirilmistir.
40-320 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dak 1s1 artis hizi ve 50 ml/dak azot gazi akis

hizinda termogramlar1 alinmaistir.

4.2.3.3. NMR analizi

5-10 mg hassas olarak tartilmig etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin
madde/siklodekstrin fiziksel Karisimlar1 ve hazirlanan kompleksler dimetil siilfoksit
(CH3)2SO igerisinde ¢oziindiriildiikten sonra bir ucu kapali cam boruya konularak

cihazin uygun boliimiine yerlestirilmis ve spektrumlart alinmigtir.

4.2.3.4. XRD analizi
Etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin madde/siklodekstrin fiziksel karisimlari ve
hazirlanan komplekslerin X-1s1n1 kirinim analizleri 0-40 °C araliginda 40 kV voltaj ve

20 mA akim siddetindeki jenerator kullanilarak yapilmistir.

4.2.3.5. Etkin madde ve komplekslerin ¢oziiniirliik tayini

Komplekslesme sonrasinda etkin madde ¢oziintirliiglindeki artigin tespiti i¢in, pH
7,4 fosfat tamponunda c¢alistlmistir. 2 ml pH 7,4 fosfat tamponu igerisine
moksifloksasin veya komplekslerin asir1 miktarlar1 konularak 25 °C’de yatay
calkalayicida 1 saat calkalanarak en yiiksek ¢oziiniirliik degerine ulasmasi beklenmistir.
Stirenin sonunda asir1 doymus ¢ozelti formundaki karisimlardan 6rnek alinarak 0,45
mm por c¢apindaki PTFE membran filtreden siiziilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltilerdeki
moksifloksasin konsantrasyonlar1t HPLC ile 6l¢iilmistiir. Deneyler 3 tekrarli yapilmistir.
4.2.3.6. Komplekslerdeki etkin madde miktarinin belirlenmesi

Komplekslerin igerdigi etkin madde miktarinin belirlenmesi amaciyla, 4 mg
kompleks tartilarak 1 ml mobil faz igerisinde ¢6ziindiiriilmiis ve HPLC ile analiz
edilmistir. Analiz ile elde edilen pik alan1 ve regresyon esitligi yardimiyla kompleksde
bulunan moksifloksasin miktar1 hesaplanmigtir. Deneyler her bir kompleks igin ii¢

tekrarh yapilmustir.
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4.2.3.7. Etkin maddenin ve komplekslerin ¢ézelti kararliliginin incelenmesi

Kompleks hazirlanmasinin etkin madde kararlilig1 iizerine etkisinin aragtirilmasi
amaciyla, saf etkin madde ve komplekslerin pH 7,4 fosfat tamponunda bilinen
konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanarak, 25 °C karanlikta, 25 °C giin 1s181nda ve 4 °C
buzdolabinda, 2 ay siire ile takip edilmistir. Belirli zaman araliklarinda (baslangig, 3., 6.,
10, 15., 20., 30., 45. ve 60. giin) alinan ornekler HPLC ile analiz edilerek, kalan etkin
madde miktarlar1 baslangi¢c konsantrasyonlari ile karsilastirilmistir. Deneyler 3 tekrarli

yapilmistir.
4.2.3.8. Antimikrobiyal etkinlik testi

Kompleks hazirlanmasinin etkin maddenin antimikrobiyal etkinligi tizerindeki
etkisinin arastirilmasi amaciyla agar difiizyon testi kullanilmistir (Jain, Shah ve
Rajadhyaksha, 2008). Test i¢in 90 mm ¢apindaki tek kullanimlik steril plastik petri
kaplarina besiyeri olarak antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan Mueller Hinton
Agar konulmus ve her bir petri kabina 0,5 McFarland bulamikligina gére 1,5x108
cfu/mL koloni olusturacak miktarda mikroorganizma ekilmistir. Daha sonra 1, 10, 100,
500 pg/ml MOX igeren konsantrasyonlarda hazirlanan saf etkin madde,
MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD ve MOX:MBCD komplekslerine ait ¢ozeltilerden 100
ul’lik 6rnekler alinarak Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa ekilmis
besi yerlerine uygulanmistir. 37 °C etiivde 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen zon

caplar1 Sl¢iilmiustiir.

4.3. In Situ Jel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi
Oftalmik uygulamaya ydnelik olarak hazirlanan in situ jel formiilasyonlarinda

polimer olarak Pluronic® F127 (PF127) ve hidroksipropil metil seliiloz (HPMC), izotoni

ayar1 i¢in sodyum kloriir (NaCl), koruyucu madde olarak benzalkonyum kloriir (BK) ve

¢Oziicii olarak distile su kullanilmistir.

4.3.1. Formiilasyon gelistirme ¢alismalari

4.3.1.1. Etkin maddesiz formiilasyonlarin hazirlanmast
Formiilasyon c¢alismalarina literatiirlerde yer alan farkli polimer oranlar
kullanilarak baslanilmistir. Etkin maddenin sudaki ¢6zeltisini izotonik hale getirmek

icin gereken NaCl miktar1 Rault Yasasi’na gore belirlenmistir. Koruyucu madde miktari
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seciminde ise piyasada bulunan g6z preparatlarinda en ¢ok kullanilan madde ve orana
gore %0,01 benzalkonyum kloriir kullanilmistir.

In situ jel hazirlanmasinda genel olarak, sicak ve soguk ydntem olmak iizere iki
yontem kullanilmaktadir. Sicaklik etkisi ile jellesen sistemler hazirlanirken karistirma
isleminin soguk ortamda yapilmasi gerekmektedir (Rawat, Warade ve Lahoti, 2010). Bu
nedenle hazirlama sirasinda buz kaliplart ile sicakligi 10 °C’ye ayarlanmig manyetik
karistirict kullanilmistir. Etkin madde icermeyen formiilasyon hazirlamak i¢in iki farkli
polimer (PF127 ve HPMC), NaCl, BK ve distile su beher igerisinde manyetik karistirict
ile karistirtlmistir.  Karistirma  islemi 24 saat siiresince 200 rpm hizda
gerceklestirilmisgtir.  Hazirlanan  onformiilasyonlar, kodlari, formiilasyonlara ait

bilesenler ve bilesenlerin oranlar1 Tablo 4.2.”de sunulmustur.

4.3.1.2. Etkin maddesiz formiilasyonlarin jellesme sicaklig

Goze uygulanacak sicakliga duyarli in situ jellesen sistemlerde ideal jellesme
sicakligr goz sicakligi olan 32-34 °C’dir. Bu nedenle formiilasyon se¢iminde dikkat
edilmesi gereken ilk parametre jellesme sicakligidir. Jellesme sicakliginin tespiti igin
hazirlanan formiilasyonlar 0 °C’den 50 °C’ye kadar Test Tiipii Egme Yontemi (Test
Tube Tilting Method) ile test edilmistir. Her bir formiilasyon i¢in ¢aligmalar 3 kez
tekrarlanarak, goz yiizeyinin sicakligi olan 32 °C’de jellesen polimer oranlarina sahip

formiilasyonlar se¢ilmistir. (Nirmal, Bakliwal ve Pawar, 2010).

4.3.1.3. Kompleks iceren formiilasyonlarin hazirlanmast

On formiilasyonlardan jellesme sicakligi uygun olan ilk 9 formiilasyona, piyasa
preparatina uygun olarak %0,5 (a/a) konsantrasyonda etkin madde igerecek oranda
kompleksler (MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD, MOX:MBCD) eklenerek etkin maddeli 9
formiilasyon hazirlanmistir. Bu ¢alismalarda, etkin madde igermeyen formiilasyonlarin
hazirlama basamaklar1 aynen uygulanirken karigtirma isleminin basinda diger maddeler
ile birlikte kompleksler eklenmis, 24 saat boyunca 200 rpm hizda ve 10 °C sicaklikta

karigtirilmastir.
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Tablo 4.2. In situ jel énformiilasyon bilesenleri (%a/h)

Kod PF127 HPMC NaCl BK Distile su
F1805 18 0,5 0,9 0,01 km 100
F181 18 1 0,9 0,01 km 100
F1815 18 1,5 0,9 0,01 km 100
F1905 19 0,5 0,9 0,01 km 100
F191 19 1 0,9 0,01 km 100
F1915 19 15 0,9 0,01 km 100
F2005 20 0,5 0,9 0,01 km 100
F201 20 1 0,9 0,01 km 100
F2015 20 15 0,9 0,01 km 100
F2105 21 0,5 0,9 0,01 km 100
F211 21 1 0,9 0,01 km 100
F2115 21 15 0,9 0,01 km 100
F2305 23 0,5 0,9 0,01 km 100
F231 23 1 0,9 0,01 km 100
F2315 23 15 0,9 0,01 km 100
F2505 25 0,5 0,9 0,01 km 100
F251 25 1 0,9 0,01 km 100
F2515 25 15 0,9 0,01 km 100

4.3.1.4. Kompleks iceren formiilasyonlarin jellesme Sicakligt

Test tiipii egme yontemi kullanilarak etkin madde iceren formiilasyonlarin
jellesme sicakliklart Olclilmiistiir. Etkin maddenin jellesme sicakligina olan etkisini
gormek icin F1805, F181, F1815, F191, F1915, F2005, F201, F2105 ve F211 etkin
maddesiz formiilasyonlara MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD, MOX:MBCD ayr1 ayri
eklenerek test tiipii egme yontemiyle denenmistir. Calismalar her bir formiilasyon igin 3

kez tekrarlanmistir.

4.3.2. Kompleks iceren in situ jel formiilasyonlarimin fizikokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi

4.3.2.1. pH olgiimii
Kompleksler ile hazirlanan formiilasyonlarin pH 06l¢limii oda sicakliginda pH

metre ile yapilmistir.

4.3.2.2. Fiziksel goriiniis
Kompleks igeren in situ jel formiilasyonlarinin fiziksel goriiniisleri siyah ve beyaz

arka planda gorsel olarak incelenmistir.
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4.3.2.3. Jellesme kapasitesi

Kompleksler ile hazirlanan formiilasyonlarin jellesme kapasitesini belirlemek i¢in
34 °C’de 10 ml taze hazirlanmis suni gozyasi ortamina 1 damla formiilasyon
damlatilmis ve jellesme stiresi gorsel olarak belirlenmistir. Jellesme kapasitesini
belirlemek i¢in Tablo 4.3’te belirtilen kod sistemi kullanilmistir (Makwana, Patel ve
Parmar, 2016).

Tablo 4.3. In Situ jel formiilasyonunun jellesme kapasitesi kodlar: (Makwana, Patel ve Parmar, 2016).

Gozlem Kod

Jellesme olusmadi

Jellesme birkag dakika i¢inde olustu ve birkag saat siirdii +
Jellesme hemen olustu ve birkag saat siirdii ++
Jellesme hemen olustu ve uzun siire siirdii +++
Cok yogun jel olustu ++++

4.3.2.4. Etkin madde miktar tayini
Kompleks igeren in situ jel formiilasyonlari iizerinde etkin madde miktar tayini,
daha onceden valide edilmis HPLC yontemi kullanilarak yapilmistir. Deneyler her

formiil igin 3 tekrarli olarak yapilmustir.

4.3.3. Formiilasyon secimi

Formiilasyon gelistirme c¢alismalarindan sonra jellesme sicakliklari ve pH
degerleri dikkate alinarak oftalmik kullanima en uygun olabilecek formiilasyonlar
belirlenmistir. ~32 °C’de jellesen, en diisiik polimer konsantrasyonuna sahip ve goz
stvisinin pH’s1 olan 6,5’e en yakin pH degerine sahip olan 3 formiilasyon in vitro salim

ve kararlilik ¢alismalari i¢in secilmistir.

4.3.4. In vitro sahm calismalar

In vitro salim galismalarinda diyaliz membran yontemi ile goz pH’sma ekivalan
olan pH 7,4 fosfat tamponu ortam1 kullanilmigtir (Cohen vd., 1997; Jain vd., 2008; Kim
vd. 2002). Bir gece onceden pH 7,4 fosfat tamponu ile hidrate edilen seliiloz asetat
diyaliz membran (12000-14000 Da MWCO) igerisine 1 ml pH 7,4 fosfat tamponu,
magnet ve 2,5 mg saf MOX vyerlestirilerek membranin iki ucu kapatilmistir. Hazirlanan
diyaliz torbasi 34+0,5 °C deki 25 ml pH 7,4 fosfat tamponu igeren beher igerisine
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konulmus ve manyetik karistirici 100 rpm’de ¢alistirilmistir. Belirli zaman araliklarinda
(15 dk, 30 dk, 60 dk, 2s, 3s, 4s, 5s, 6s, 12s, 24s, 48s, 72s) ortamdan 250 pl 6rnek
aliarak YBSK’de analiz edilmistir. Her 6rnek alinan zamanda taze ortam sivisi ayni
hacimde salim ortamina eklenmistir. Deneyler ayn1 miktarda (2,5 mg) saf MOX igeren
in situ jel formiilasyonlar1 ve MOX:MBCD kompleks ile hazirlanmis in situ jel
formiilasyonlar1 ile aymi sartlarda yiiriitilmistiir. Farkli zamanlarda salinan MOX
konsantrasyonlar1 kullanilarak hesaplanan % kiimiilatif MOX salimi zamana karsi

grafige gecirilerek salim profilleri olusturulmustur. Calismalar 3 tekrarli yapilmustir.

4.3.5. Salim Kinetiginin belirlenmesi

In vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler farkli kinetik modellere (Sifirinci
derece kinetik, birinci derece Kkinetik, Higuchi, Kormeyer-Peppas) uygulanmigtir. En
uygun kinetik modelin seciminde hiz sabiti (k), determinasyon katsayisi (r?) ve Akaike
bilgi kriteri (AIC) degerleri incelenmistir.
4.3.6. Kararhhik calismalari

Kararlilik caligsmalarinda formiilasyonlar, 4+3 °C, 254+2 °C’lik kararlilik
kabinlerine yerlestirilmistir ve belirli zaman araliklarinda (0., 15., 30., 60. ve 90. giin)
fizikokimyasal ozellikleri test edilmistir (ICH Q1A-R2, 2003). Testler icerisindeki
fiziksel goriiniis, pH Ol¢limii, etkin madde miktar tayini 0., 15., 30., 60. ve 90. giin
olmak tizere tlim zaman araliklarinda, reolojik incelemeler ise 0., 30., 60. ve 90. giin 20
rpm’de 25 °C ve 34 °C’de 6l¢iilmistiir (Srividya, Cardoza ve Amin, 2001). Calismanin
sonunda ek olarak formiilasyonlarin jellesme kapasiteleri ve jellesme sicakliklari da
Olclilmiistiir.

Kararlilik ¢aligmalarindaki reolojik 6l¢timler 25 °C ve 34 °C olmak iizere iki farkl

sicaklikta yapilmistir.

4.3.7. Formiilasyonlarin antimikrobiyal etkinlik testi

Kompleksler ile yapilan antimikrobiyal etkinlik testlerinde MOX’nin
Staphylococcus aureus iizerinde Pseudomonas aeruginosa’ya gore daha etkili olmasi
nedeniyle, formiilasyonlarin antimikrobiyal etkinlik testlerinde Staphylococcus aureus
ile caligilmistir. Formiilasyonlarin antimikrobiyal etkinligini belirlemek amaciyla agar
diftizyon testi kullanilmistir (Jain, Shah ve Rajadhyaksha, 2008). Test i¢in 90 mm
capindaki tek kullanimlik steril plastik petri kaplarina Mueller Hinton Agar konulmus
ve her bir petri kabma 0,5 McFarland bulamkhigina gore 1,5x10% cfu/mL koloni
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olusturacak miktarda Staphylococcus aureus ekilmistir. Calismada kompleksler ile
hazirlanan in situ jel formiilasyonlarinin antimikrobiyal etkinliklerini, saf MOX, saf
etkin madde ile hazirlanan in situ jel formiilasyonlari, piyasa preparat1 (Vigamox®) ve
plasebo formiilasyon (en yiiksek polimer orami igceren formiilasyona ait) ile
karsilastirmak amaciyla, formiilasyonlarin steril su ile seyreltilmesiyle hazirlanan 1, 4, 7
ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda MOX igeren ¢ozeltilerden 100 pl kullanilmustir.
Kompleksler tizerinde yapilan antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalarinda 100 ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarinda zonlarin ¢ok biiylik olmasi nedeniyle 6l¢iim yapilamadigi igin
formiilasyonlar ile yapilan bu ¢alismada 1, 4, 7 ve 10 pg/ml konsantrasyonlar ile
calisilmistir. Cozeltiler petrilerdeki test organizmasmin (Staphylococcus aureus) ekili
bulundugu steril agar besi yeri ortamina ¢ukurlar agilarak uygulanmistir. Petriler 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve inhibisyon caplart 6l¢iilmiistiir. Calisma iki tekrarli

olarak yuriitiilmiistiir.
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5. BULGULAR
5.1. Analitik Yontem Validasyonu Calismalari
5.1.1. Dogrusallik

5.1.1.1. Saf su (pH 7,0) ortamindaki dogrusallik ¢calismalart

Bir analitik yontemin dogrusalliginin kanitlanabilmesi i¢in determinasyon
katsayisinin 0,999°dan yiiksek olmasi gerekmektedir (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A(R2)
2005). MOX’in saf su (pH 7,0) igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan {i¢ seri
¢ozeltisiyle yapilan HPLC analiz sonuglart ile elde edilen determinasyon katsayisi,
calisilan konsantrasyon araliginda yontemin dogrusalligimi gostermistir. Saf su
ortaminda yapilan dogrusallik ¢alismalarina ait sonuglar Tablo 5.1°de, elde edilen

regresyon egrisi Sekil 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Saf su ortaminda yapilan dogrusallik ¢alismalarina ait sonuglar

Seri 1 Seri 2 Seri 3 Ortalama
Determinasyon katsayis (r%) 0.997 0.999 0.9997 0.9997
Egim 90896 99982 92028 94302
y-kesigim -37092 -187163 -147108 -123787

Saf Su (pH 7,0) icin regresyon egrisi
12000000

10000000
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4000000
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Sekil 5.1. Saf su ortamindaki dogrusallik calismasina ait regresyon egrisi (n=3)
5.1.1.2. Mobil faz ortamindaki dogrusallik ¢calismalart
MOX’in mobil faz icerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan {i¢ seri
coOzeltisiyle yapilan HPLC analiz sonuglart ile elde edilen determinasyon katsayisi,

calisilan konsantrasyon araliginda yontemin dogrusalligini gostermistir. Mobil faz
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ortaminda yapilan dogrusallik caligmalarina ait sonuglar Tablo 5.2°de, elde edilen

regresyon egrisi Sekil 5.2°de verilmistir.

Tablo 5.2. Mobil faz ortaminda yapilan dogrusallik ¢alismalarina ait sonuglar

Seril Seri 2 Seri 3 Ortalama
Determinasyon katsayisi (r?)  0.999 0.9989 0.9986 0.9991
Egim 91055 93403 89263 91240
y-kesigim 154843 103870 235621 164778

noowoo | Mobil faz icin regresyon egrisi
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Sekil 5.2. Mobil faz ortanuindaki dogrusallik calismasina ait regresyon egrisi (n=3)

5.1.1.3. Fosfat tamponu (pH 7,4) ortamindaki dogrusallik ¢calismalari

MOXin fosfat tamponu (pH 7,4) igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
lic seri cozeltisiyle yapilan HPLC analiz sonuglar1 ile elde edilen determinasyon
katsayisi, calisilan konsantrasyon araliginda yontemin dogrusalligini gostermistir.
Fosfat tamponu (pH 7,4) ortaminda yapilan dogrusallik ¢alismalarina ait sonuglar Tablo

5.3’de, elde edilen regresyon egrisi Sekil 5.3’de verilmistir.
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Tablo 5.3. Fosfat tamponu (pH 7,4) ortanminda yapilan dogrusallik ¢alismalarina ait sonuglar

Seri 1 Seri 2 Seri 3 Ortalama
Determinasyon Katsayisi (r?)  0.9986 0.9998 0.9993 0.9997
Egim 91021 90411 91913 91115
y-kesisim -529.08 18503 53400 23791

= pH 7.4 fosfat tamponu icin regresyon egrisi
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Sekil 5.3. pH 7,4 fosfat tamponundaki dogrusalitk ¢alismasina ait regresyon egrisi (n=3)

5.1.2. Dogruluk

5.1.2.1. Saf su (pH 7,0) ortamindaki dogruluk calismalart

Saf su ortamindaki dogruluk calismalarinda {i¢ konsantrasyon icin elde edilen

ortalama yiizde geri kazanim, %95 giiven aralig1 ve standart hata degerleri Tablo 5.4°de

verilmistir. Dogruluk i¢in % geri kazanim degerlerinin kabul edildigi aralik +%2’dir

(ICH Q2/R1). Elde edilen bulgulara gore analitik yontemin dogruluk degerlerinin uygun
oldugu gosterilmistir.
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Tablo 5.4. Saf su ortaminda yapilan dogruluk ¢alismalarina ait sonuglar

Teorik Konsantrasyon (ug/ml) 5 50 100
Ortalama % Geri Kazanim 99.50 100.67 99.62
%95 Giiven Araligi 0,125032 0.363681 1.339593
Standart Hata 0,029059 0.084525 0.311341

5.1.2.2. Mobil faz ortamindaki dogruluk calismalart
Mobil faz ortamindaki dogruluk calismalarinda ii¢ konsantrasyon i¢in elde edilen
ortalama yiizde geri kazanim, %95 giiven aralig1 ve standart hata degerleri Tablo 5.5’de

verilmigtir.

Tablo 5.5. Mobil faz ortaminda yapilan dogruluk ¢alismalarina ait sonu¢lar

Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama % Geri Kazanim 98.53 101.06 101.47
%95 Giiven Araligi 0.062516 1.180162 0.718828
Standart Hata 0.014530 0.274287 0.167066

5.1.2.3. pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki dogruluk ¢calismalart
pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki dogruluk ¢alismalarinda {i¢ konsantrasyon i¢in
elde edilen ortalama yiizde geri kazanim, %95 giiven aralig1 ve standart hata degerleri

Tablo 5.6’da verilmistir.

Tablo 5.6. pH 7,4 fosfat tamponundaki dogruluk ¢alismalarina ait sonuglar

Teorik Konsantrasyon (ug/ml) 5 50 100
Ortalama % Geri Kazanim 100.80 100.07 100.33
%95 Giiven Araligi 0.113837 0.770216 0.475892
Standart Hata 0.026458 0.179010 0.110604
5.1.3. Kesinlik

Kesinlik calismalarinda, {ii¢ konsantrasyon ile ii¢ farkli giinde analizler
gerceklestirilerek, su, mobil faz, pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda yapilan caligmalara
ait standart sapma, varyasyon katsayis1 ve giiven araligi degerlerleri Tablo 5.7-5.9°da
verilmistir. Analitik yontemin kesinliginin kanitlanmasi i¢in varyasyon katsayisinin

2’den diisik olmasi istenmektedir (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A(R2) 2005).
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Tekrarlanabilirlik i¢in maksimum %3, tekrar elde edilebilirlik igin maksimum %5
degeri de kabul edilmektedir (Shabir, 2003).

Dogrusallik, dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinda uygun sonuglar alinmasi ile, 5-
100 pg/ml konsantrasyon araligi analitik yontemin c¢alisma araligi olarak tespit

edilmistir.

5.1.4. Duyarhhk

Kullanilan analitik yontemin, derisimdeki kiigiik degisimleri saptama kapasitesi
ve diisiik konsantrasyonlar1 saptama yetenegini belirlemek i¢in, saptama sinir1 (LoD) ve
tayin sinirt (LoQ) degerleri her bir calisma ortami igin esitlikler yardimiyla
hesaplanmistir. Elde edilen degerlere gore; su ortami igin LoD 2,7 pg/ml, LoQ 8,2
ug/ml, mobil faz ortami igin LoD 2,4 ug/ml, LoQ 7,3 ug/ml, pH 7,4 fosfat tamponu
icin LoD 1,0 pug/ml, LoQ 3,0 ug/ml°dir.

Tablo 5.7. Saf su ortaminda yapilan Kesinlik ¢calismalarina ait sonuglar

1.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 4,79 50,63 98,83
Standart Sapma 0,0491 0,3693 0,8341
Varyasyon Katsayisi 1,0262 0,7296 0,8439
%95 Giiven Araligt 0,1220 0,9175 2,0719
2.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 6,02 53.96 106,71
Standart Sapma 0,0587 0.6987 0,6730
Varyasyon Katsayisi 0,9752 1.2948 0,6307
%95 Giiven Araligi 0,1458 1.7356 1,6718
3.giin
Teorik Konsantrasyon (pug/ml) 5 50 100
Ortalama 6,06 50,07 97,55
Standart Sapma 0,0967 0,4586 0,8971
Varyasyon Katsayisi 1,5960 0,9161 0,9196
%95 Giiven Araligi 0,2401 1,1393 2,2285
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Tablo 5.8. Mobil faz ortaminda yapilan kesinlik ¢alismalarina ait sonuglar

1.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 6,82 54,49 106,05
Standart Sapma 0,0976 0,5350 0,8883
Varyasyon Katsayisi 1,4303 0,9818 0,8376
%95 Giiven Araligt 0,2425 1,3290 2,2066
2.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 6,86 50,97 103,16
Standart Sapma 0,1195 0,7763 1,3282
Varyasyon Katsayisi 1,7419 1,5230 1,2876
%95 Giiven Araligt 0,2968 1,9284 3,2995
3.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 7,79 55,64 105,43
Standart Sapma 0,0851 0,9220 2,1001
Varyasyon Katsayisi 1,0929 1,6571 1,9919
%95 Giiven Araligt 0,2115 2,2904 5,2169
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Tablo 5.9. pH 7,4 fosfat tamponundaki kesinlik calismalarina ait sonuglar

1.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 4,79 52,05 101,12
Standart Sapma 0,0695 0,9089 0,6012
Varyasyon Katsayisi 1,4514 1,7463 0,5945
%95 Giiven Araligi 0,1728 2,2578 1,4934
2.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 4,05 50,53 99,97
Standart Sapma 0,0706 0,9546 0,7266
Varyasyon Katsayisi 1,7430 1,8891 0,7268
%95 Giiven Araligi 0,1754 2,3713 1,8050
3.giin
Teorik Konsantrasyon (pg/ml) 5 50 100
Ortalama 4,08 49,80 101,98
Standart Sapma 0,0691 0,5094 1,5527
Varyasyon Katsayisi 1,6942 1,0229 1,5226
%95 Giiven Araligi 0,1717 1,2654 3,8571
5.1.5. Secicilik
Mobil fazdan, analiz yapilan ¢6ziinme ortamlarindan ve formiilasyon

bilesenlerinden kaynakli herhangi bir pikin etkin madde piki ile girisim yapmadigini
gostermek amaciyla segicilik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda mobil faz, su, pH
7,4 fosfat tamponu ve plasebo formiilasyon HPLC ile analiz edilerek kromatogramlari

almmustir. Analitik yontemin segiciligini  gosteren kromatogramlar Sekil 5.4’de

verilmistir.
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Sekil 5.4. Moksifloksasin, saf siklodekstrinler, etkin maddesiz F1915 formiilasyonu ve etkin maddesiz ii¢

calisma ortamina ait secicilik kromatogramlart

5.1.6. Kararhhk

Etkin maddenin in vitro salim c¢alismasimin yapildigi ortaminda kararlilig
arastirllmistir. pH 7,4 fosfat tamponu ile 100 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan
cozeltiler, 34 °C’lik etiivde in vitro salimin takip edildigi siire (72 saat) bekletilmis,

belirli zaman araliklarinda HPLC ile 6l¢iilen konsantrasyonlar ile elde edilen kararlilik
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sonuglar1 Tablo 5.10°da verilmistir. Sonuglarda MOX konsantrasyonlarinda azalma

olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 5.10. In vitro salim ortamindaki kararlilik sonuclari (n=3,£SS)

Zaman Kalan moksifloksasin miktarlari (%)
Baslangi¢ 100,00

0,5. Saat 100,02+1,65

1. saat 101,04+2,31

3. saat 100,79+3,06

6. saat 100,74+2,85

12. saat 100,9243,31

24. saat 100,57+2,77

48. saat 100,89+1,14

72. saat 100,82+2,58

5.2. Siklodekstrin Komplekslerinin Degerlendirilmesi

5.2.1. Coziiniirliik faz diyagramlari ve komplekslesme oranlari

Boliim 4.2.1.’de anlatilan sekilde yapilan denge siiresi belirleme ¢aligmalarina ait

sonuglar Tablo 5.11.’de sunulmustur. 0-30 mM konsantrasyon araliginda siklodekstrin

iceren sulu cozeltilere etkin maddenin asir1 miktarlarinin ilavesi ile denge siiresince

calkalama ile elde edilen ¢oziiniirliik-faz diyagramlart Sekil 5.5., Sekil 5.6. ve Sekil

5.7.”de gosterilmistir.

Tablo 5.11. Denge siiresi belirleme ¢alismalarina ait sonuglar

Coziinen moksifloksasin miktar: (mg/mL)

1. Giin 2. Giin 3. Giin 6. Giin
SBEBCD 14,26 12,15 14,88 16,06
HPBCD 19,22 19,07 24,27 30,00
MBCD 14,25 14,51 21,54 23,83
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Sekil 5.6. Moksifloksasin-HPSCD ¢oziiniirliik faz diyagrami
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Sekil 5.7. Moksifloksasin-MBCD ¢oziiniirliik faz diyagram:

Uc farkli siklodekstrinin  0-30 mM konsantrasyonlarina kars1 ¢dziinen
moksifloksasinin mM konsantrasyonu grafige gecirildiginde elde edilen ¢oziniirlik
diyagramlarinin  Higuchi’nin faz ¢oziiniirlik diyagramlarindan Bs tipi diyagrama
uygunluk gosterdikleri belirlenmistir. Asagida verilen Bs tipi igin gelistirilmis
denklemden yararlanilarak etkin madde ve siklodekstrinlerin hangi molar oranlarda
etkin madde:siklodekstrin kompleksi olusturacaklar1 tespit edilmistir. Yapilan
hesaplamalara gore etkin madde:siklodekstrin kompleks olusturma oranlarit SBELJCD

igin 1:15, HPBCD igin 1:11, MBCD i¢in 1:3 olarak bulunmustur (Higuchi ve Connors,
1965).

Moksifloksasin icerigi _ Moksifloksasin ¢ozinirligindeki artis
Siklodekstrin igerigi " Siklodekstrin ¢ozlinurligindeki artis

(5.1)

5.2.2. Siklodekstrin komplekslerinin analizi

Bolim 4.2.2.°de anlatildig1 sekilde, hesaplanan molar oranlarda liyofilizasyon
yontemi ile hazirlanan kompleksler tizerinde FT-IR, DSC, NMR, XRD, ¢oziiniirliik,
miktar tayini, ¢ozelti kararliligi ve antimikrobiyal etkinlik analizleri yapilmistir. Elde
edilen komplekslerin % verim degerleri, bilesime giren toplam teorik kiitle miktari ile
elde edilen komplekslerin pratik kiitle miktar1 {izerinden hesaplanmistir. % verim

degerlerit MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD ve MOX:MBCD kompleksleri icin sirasiyla
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%95,18+0,04+0,02, %89,44+0,03+0,02 ve %87,14+2,81+1,62 (ortalama + SS + SH)

olarak tespit edilmistir

5.2.2.1. FT-IR analizi

Saf etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin madde ile siklodekstrinlerin fiziksel
karisimlar1 ve hazirlanan komplekslerin 500-4000 cm™ arasindaki FT-IR spektrumlari
Sekil 5.8., Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.’da sunulmustur.
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Sekil 5.8. MOX:SBESCD kompleksi ve bilesenlerine ait FT-IR spektrumlar

A.Saf moksifloksasin B. SBESCD C. MOX:SBESCD fiziksel karisimi D. MOX:SBESCD
kompleksi
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Sekil 5.9. MOX:HPSCD kompleksi ve bilesenlerine ait FT-IR spektrumiar

A.Saf moksifloksasin B. HPSCD C. MOX:HPBCD fiziksel karisimi D. MOX:HP SCD kompleksi
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Sekil 5.10. MOX:MpBCD kompleksi ve bilesenlerine ait FT-IR spektrumiar:
A.Saf moksifloksasin B. MBCD C. MOX:M/SCD fiziksel karisimi D. MOX:MBCD kompleksi
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5.2.2.2. DSC analizi

Saf etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin madde ile siklodekstrinlerin fiziksel
karisimlar1 ve hazirlanan komplekslerin 40-320 °C arasindaki DSC termogramlart Sekil
5.11., Sekil 5.12. ve Sekil 5.13.’de sunulmustur.

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 5.11. MOX:SBESCD kompleksi ve bilesenlerine ait DSC termogramlar
A.Saf moksifloksasin B. SBESCD C. MOX:SBESCD fiziksel karisumi D. MOX:SBESCD kompleksi
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100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 5.12. MOX:HPSCD kompleksi ve bilesenlerine ait DSC termogramlar
A.Saf moksifloksasin B. HPSCD C. MOX:HPSCD fiziksel karisumi D. MOX:HP SCD kompleksi

A

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 5.13. MOX:MpBCD kompleksi ve bilesenlerine ait DSC termogramlari
A.Saf moksifloksasin B. MBCD C. MOX:MBCD fiziksel karisimi D. MOX:MBCD kompleksi
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5.2.2.3. NMR analizi

Saf etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin madde ile siklodekstrinlerin fiziksel
karisimlar1 ve hazirlanan komplekslere ait NMR spektrumlar1 Sekil 5.14., Sekil 5.15. ve
Sekil 5.16.’da sunulmustur.

Sekil 5.14. MOX:SBESCD kompleksi ve bilesenlerine ait NMR spektrumlar
A.Saf moksifloksasin B. SBESCD C. MOX:SBESCD fiziksel karisumi D. MOX:SBESCD kompleksi
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Sekil 5.15. MOX:HPSCD kompleksi ve bilesenlerine ait NMR spektrumlart
A.Saf moksifloksasin B. HPSCD C. MOX:HPBCD fiziksel karisimi D. MOX:HP SCD kompleksi
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E

Sekil 5.16. MOX:MBCD kompleksi ve bilesenlerine ait NMR spektrumlari
A. Saf moksifloksasin B. MSCD C. MOX:MBCD fiziksel karisimi D. MOX:MBCD kompleksi

67



5.2.2.4. XRD analizi

Saf etkin madde, saf siklodekstrinler, etkin madde ile siklodekstrinlerin fiziksel

karisimlar1 ve hazirlanan komplekslere ait XRD profilleri Sekil 5.17., Sekil 5.18. ve
Sekil 5.19.’da sunulmustur.
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Sekil 5.17. MOX:SBECD kompleksi ve bilesenlerine ait XRD profilleri
A. Saf moksifloksasin B. SBESCD C. MOX:SBESCD fiziksel karisimi D. MOX:SBESCD kompleksi
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Sekil 5.18. MOX:HPSCD kompleksi ve bilesenlerine ait XRD profilleri
A. Saf moksifloksasin B. HPSCD C. MOX:HP SCD fiziksel karisimi D. MOX:HP SCD kompleksi
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Sekil 5.19. MOX:MpBCD kompleksi ve bilesenlerine ait XRD profilleri
A. Saf moksifloksasin B. MSCD C. MOX:MSCD fiziksel karisimi D. MOX:MBCD kompleksi
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5.2.2.5. Etkin madde ve komplekslerin ¢oziiniirliik tayini
Moksifloksasin ve kompleksleri ile Bolim 4.2.3.5.te anlatildigi sekilde
calisilarak, pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda elde edilen ¢oziintirlik degerleri Tablo

5.12.°de verilmistir.

Tablo 5.12. Moksifloksasin ve komplekslerinin pH 7,4 ortamindaki ¢oziiniirliik degerleri (n=3)

Coziinen moksifloksasin miktari (mg/ml)

Etkin madde/Kompleks Ortalama +SS +SH +Giiven Arahgi
Saf MOX 2,79 0,0794 0,0458 0,1972
MOX:SBEBCD 11,66 1,5991 0,9233 3,9725
MOX:HPBCD 12,90 0,7206 0,4161 1,7901
MOX:MBCD 15,34 1,2841 0,7414 3,1900

5.2.2.6. Komplekslerdeki etkin madde miktari

Kompleksler iizerinde yapilan etkin madde miktar tayini ¢aligmalarinin
sonuglarina gore, MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD ve MOX:MBCD komplekslerinin 1
mg’inda sirasiyla 0,013 + 0,0006 + 0,0003 mg, 0,028 + 0,0003 + 0,0002 mg ve 0,109 +
0,0020 £ 0,0012 mg (ortalama + SS + SH) moksifloksasin bulundugu tespit edilmistir.

5.2.2.7. Etkin madde ve komplekslerin ¢ozelti kararlilig

Bolim 4.2.3.7.’de anlatilan sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda, ¢ozeltilerin pH
7,4 fosfat tamponu ortaminda elde edilen kararlilik sonuglar1 Tablo 5.13., Tablo 5.14.,
Tablo 5.15. ve Tablo 5.16.’da verilmistir.
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Tablo 5.13. Moksifloksasinin farkli ortamlardaki kararliitk sonuglar: (ortalama+SH, n=3)

Kalan moksifloksasin (%0)

Zaman
Giin 15181 Karanlhk (25 °C) Buzdolabi (4 °C)
Baslangig 100,00+0,64 100,00+0,64 100,00+0,64
3. Giin 98,67+0,28 99,09+0,29 98,62+0,24
6. Giin 96,37+0,79 98,48+0,64 98,54+0,26
10. Giin 95,67+0,35 98,90+0,31 98,91+0,54
15. Giin 89,41+2,77 98,45+0,83 98,22+0,09
20. Giin 87,67+2,58 94,94+0,86 96,66+1,02
30. Giin 79,12+1,00 100,18+0,45 98,55+0,27
45. Giin 77,83+2,87 98,11+0,41 97,27+1,58
60. Giin 56,08+6,92 100,70+0,25 98,33+0,87

Tablo 5.14. MOX:SBESCD kompleksinin farkli ortamlardaki kararlilik sonu¢lar (ortalama+SH, n=3)

Kalan moksifloksasin (%0)

Zaman

Giin 15181 Karanlik (25 °C) Buzdolabi (4 °C)
Baslangig 100,00+0,05 100,00+0,05 100,00+0,05
3. Giin 99,61+0,28 99,50+0,24 99,43+0,37
6. Gilin 98,38+0,11 99,28+0,30 98,90+0,06
10. Giin 97,84+0,10 99,27+0,50 99,35+0,31
15. Giin 95,60+1,41 99,84+0,15 98,92+0,25
20. Giin 88,22+2,16 99,23+0,17 98,73+0,36
30. Giin 88,90+2,56 100,11+0,13 99,52+0,60
45. Giin 85,86+2,70 98,91+1,52 100,35+8,84
60. Giin 69,03+4,95 100,79+0,09 99,34+0,38
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Tablo 5.15. MOX:HPSCD kompleksinin farkii ortamlardaki kararlilik sonuglar: (ortalama+SH, n=3)

Kalan moksifloksasin (%0)

Zaman
Giin 15181 Karanhk (25 °C) Buzdolabi (4 °C)
Baslangi¢ 100,00+0,05 100,00+0,05 100,00+0,05
3. Giin 98,96+0,28 99,20+0,05 99,33+0,12
6. Giin 98,10+0,11 99,24+0,06 99,29+0,10
10. Giin 95,94+0,44 99,10+0,21 99,35+0,10
15. Giin 90,59+2,36 99,87+0,50 97,89+0,68
20. Giin 86,95+1,39 96,47+1,43 98,069+0,47
30. Giin 85,23+3,05 100,01+1,00 99,04+0,45
45. Giin 77,87+3,40 99,09+0,24 98,31+0,15
60. Giin 58,03+5,72 100,55+0,05 99,28+0,41

Tablo 5.16. MOX:MSCD kompleksinin farkii ortamlardaki kararliitk sonuglar: (ortalama+SH, n=3)

Kalan moksifloksasin (%0)

Zaman
Giin 15181 Karanlk (25 °C) Buzdolabi (4 °C)
Baslangig 100,00+0,61 100,00+0,61 100,00+0,61
3. Gin 99,92+0,40 101,37+0,14 103,31+0,99
6. Giin 98,72+0,28 101,46+0,07 103,68+0,97
10. Giin 95,94+0,21 101,23+0,07 103,48+1,06
15. Giin 88,08+0,65 101,32+0,27 101,84+1,12
20. Giin 86,47+0,36 100,32+0,20 101,99+0,97
30. Giin 83,72+1,95 101,63+0,42 103,25+0,78
45. Giin 77,32+£2,87 100,58+0,41 104,54+1,88
60. Giin 52,53+4,31 102,58+0,40 104,00+0,82
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5.2.2.8. Antimikrobiyal etkinlik testi

Bolim 4.2.3.8.°de anlatildig1 sekilde yapilan antimikrobiyal etkinlik testi

sonuclar1 Tablo 5.17.’de ve Gorsel 5.1., Gorsel 5.2.’de verilmistir.

Tablo 5.17. Etkin madde ve komplekslerin antimikrobiyal testlerine ait zon ¢aplar

C [ 1pg/ml 10 pg/mi 100 pg/ml 500 pg/ml
Staphylococcus | MOX 20 mm 33 mm Zonlar ¢ok | Zonlar ¢ok
aureus MOX-SBEBCD 20 mm 31 mm biiyiik biiyiik
MOX-HPBCD 21 mm 33 mm oldugundan oldugundan
MOX-MBCD 20 mm 36 mm olciilemedi. ol¢iilemedi.
MOX 13 mm 24 mm 37 mm Zonlar cok
Pseudomonas | MOX-SBEBCD 12 mm 24 mm 37.mm biiyiik
aeruginosa MOX-HPBCD 14 mm 25 mm 36 mm oldugundan
MOX-MBCD 13.5 mm 24 mm 36 mm olgiilemedi.

3
e
g
0

Gorsel 5.1. Etkin madde ve siklodekstrin komplekslerinin S. Aureus iizerindeki zon gériiniimleri
a.MOX:SBESCD, b.MOX:HPSCD, c.MOX:MBCD, d.MOX
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Gorsel 5.2. Etkin madde ve siklodekstrin komplekslerinin P. aeruginosa iizerindeki zon goriiniimleri
a.MOX:SBESCD, b.MOX:HPBCD, c.MOX:MBCD, d.MOX
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5.3. In Situ Jel Formiilasyonlarinin Degerlendirilmesi
5.3.1. Formiilasyon gelistirme calismasi

Formiilasyon gelistirme c¢aligmalarinda oncelikle PF127 ve HPMC’yi farkli
oranlarda iceren ve kompleks icermeyen 18 tane in situ jellesen formiilasyon
hazirlanmistir. Daha sonra bu formiilasyonlar igerisinden, uygun jellesme sicakligina
sahip ve polimer igerigi diisiik olan 9 formiilasyon secilmis ve bu formiilasyonlara %0,5
a/h oraninda MOX ilavesi i¢in hesaplanan miktarda MOX:CD kompleksi ilave

edilmistir.

5.3.1.1. Kompleks icermeyen formiilasyonlarin jellesme sicakligi
Kompleks igermeyen formiilasyonlar 10 °C’den 50 °C’ye kontrollii olarak
wsitilarak her bir formiilasyonun jellesme sicakligi ol¢iilmiis ve elde edilen sonuglar

Tablo 5.18.’de verilmistir.

Tablo 5.18. Kompleks icermeyen formiilasyonlarin jellesme sicakiiklar

Formiilasyon Jellesme Sicakhigr (°C)
F1805 27,6
F181 25,7
F1815 25,3
F1905 Jellesme goriilmedi.
F191 35,8
F1915 32,7
F2005 24,4
F201 23,0
F2015 22,6
F2105 25,0
F211 24,6
F2115 24,9
F2305 25,1
F231 24,3
F2315 23,5
F2505 23,4
F251 21,9
F2515 21,5
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5.3.1.2. Kompleks iceren formiilasyonlarin jellesme sicaklig

Kompleks icermeyen formiilasyonlardan uygun jellesme sicakligmma ve daha
diisiik polimer igerigine sahip olan formiilasyonlara (F1805, F181, F1815, F191, F1915,
F2005, F201, F2105 ve F211) etkin madde igeren ti¢ farkli siklodekstrin kompleksi
eklenerek formiilasyonlar hazirlanmis ve jellesme sicakliklart tespit edilmistir.
Kompleksler ile hazirlanmis olan %0,5 a/h oraninda MOX igeren bu formiilasyonlara

ait jellesme sicakliklar1 Tablo 5.19.’da verilmistir.

Tablo 5.19. Kompleks igeren formiilasyonlarin jellesme sicakligi

Jellesme Sicakhigr (°C)

Formiilasyon MOX:SBEBCD MOX:HPBCD MOX:MBCD
F1805 Jellesme yok Jellesme yok 35,0
F181 Jellesme yok Jellesme yok 30,2
F1815 Jellesme yok Jellesme yok 28,1
F191 Jellesme yok Jellesme yok Jellesme yok
F1915 Jellesme yok Jellesme yok 32,5
F2005 Jellesme yok Jellesme yok Jellesme yok
F201 Jellesme yok Jellesme yok Jellesme yok
F2105 Jellesme yok Jellesme yok 415
F211 Jellesme yok 27,4 Jellesme yok

5.3.2. Formiilasyon secimi

Kompleks iceren formiilasyonlara ait jellesme sicakligina ait sonuglar
incelendiginde, MOX:SBEBCD kompleksi ile hazirlanan formiilasyonlarda jellesme
gozlenmedigi, MOX:HPBCD kompleksi ile hazirlanan formiilasyonlardan sadece F211
formiilasyonunda jellesme gozlendigi, MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan
formiilasyonlardan 5 tanesinde jellesme oldugu, 4 tanesinde jellesme olmadig tespit
edilmistir. MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan jellesme gosteren formiilasyonlardan
jellesme sicakligi 32 °C’ye en yakin olan formiilasyonlar (F181, F1815, F1915) in vitro
salim, kararlilik ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 i¢in se¢ilmistir.

In vitro salim, kararlilik ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 icin segilen
MOX:MBCD kompleksi igeren F181-MBCD, F1815-MBCD, F1915-MBCD kodlu

formiilasyonlara ait formiilasyon bilesen ve oranlar1 Tablo 5.20.’de verilmistir.
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Tablo 5.20. MOX:MBCD kompleksi igeren formiilasyonlarin bilesimi (% a/h)

Formiil MOX PF127 HPMC NaCl BK Distile su
F181-MBCD 0,5 18 1 0,9 0,01 y.m.100
F1815-MBCD 0,5 18 1,5 0,9 0,01 y.m.100
F1915-MBCD 0,5 19 1,5 0,9 0,01 y.m.100

5.3.3.MOX:MBCD kompleksi iceren in situ jel formiilasyonlarinin

degerlendirilmesi

5.3.3.1. pH ol¢iimii

Goziin tolere edebilecegi pH degerleri pH 4-8 araligindadir (Baranowski vd.,
2014). Calismaya konu olan moksifloksasinin oftalmik piyasa preparati olan Vigamox®
6,8 pH degerine sahiptir (Schlech ve Alfonso, 2005). MOX:MBCD kompleksi ile
hazirlanan formiilasyonlarin oda sicakligindaki pH degerleri ~5,5’dir. Formiilasyonlarin
gbzde daha rahat tolere edilebilmeleri icin 0,1 N NaOH kullanilarak formiilasyon
pH’lar1 ~6,5’e ayarlanmigtir. 0,1 N NaOH ile pH’nin 6,5’e ayarlanmasindan sonra

formiilasyonlarin jellesme sicakliklar1 tekrar Ol¢iilmiistiir. Formiilasyonlarim pH

ayarlamasindan Once ve sonraki jellesme sicakliklar1 Tablo 5.21°de verilmistir.

Tablo 5.21. MOX:MpBCD kompleksi iceren in situ formiilasyonlarin pH ve jellesme sicakliklart (n=3)

pH ayarlamadan 6nce pH ayarlamadan sonra
Formiil = =
Jellesme sicakhigi Jellesme sicakligy
pH+SH (°C) pH=SH (°C) +SH
F181-MBCD 5,27+0,0033 30,2 6,51+0,0000 32,8+0,1453
F1815-MBCD 5,35+0,0033 28,2 6,43+0,0030 28,4+0,0667
F1915-MBCD 5,31+0,0033 32,5 6,34+0,0000 35,1+0,1155

5.3.3.2. Fiziksel goriiniis, jellesme kapasitesi ve miktar tayini olciimleri

In vitro salim, kararlilik ve antimikrobiyal aktivite calismalari icin segilen
MOX:MBCD  kompleksi igeren = MKF181, MKF1815, MKF1915 kodlu
formiilasyonlarin fiziksel goriiniisleri, jellesme kapasiteleri incelenmis ve HPLC ile

etkin madde miktar tayinleri yapilmistir. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniislerinin
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incelenmesi siyah ve beyaz arka fonda gorsel olarak gerceklestirilmistir.
Formiilasyonlarin fiziksel goriiniis, jellesme kapasiteleri ve miktar tayini sonuglari

Tablo 5.22’de verilmistir.

Tablo 5.22. MOX:MpBCD kompleksi igeren in situ jellesen formiilasyonlarm, fiziksel goriiniis, jellesme

kapasitesi ve miktar tayini 6l¢iimleri

Miktar tayini *

Formiilasyon Fiziksel goriiniis Jellesme kapasitesi (mg) £SH (n=3)
F181-MBCD Berrak, homojen ++ 4,69+0,0184
F1815-MBCD Berrak, homojen ++ 4,94+0,211
F1915-MBCD Berrak, homojen + 4,65+0,002

++ Jellesme hemen olustu ve birkag saat stirdii, * 1 ml formiil igerisindeki MOX miktart

5.3.4. In vitro sahm ¢ahsmalar1 ve salim Kinetigi

2,5 mg MOX igeren miktarlarda, saf etkin madde, saf etkin madde ile hazirlanmis
formiilasyonlar ve MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanmis formiilasyonlar ile Bolim
4.3.4.°de anlatildig1 sekilde yapilan in vitro salim ¢alismalarina ait salim profili Sekil
5.20.’de verilmistir.

In vitro salim calismalarindan elde edilen verilerin farkli kinetik modellere
(Sifirinct derece kinetik, birinci derece kinetik, Higuchi, Korsmeyer-Peppas) DDSolver
programu ile uygulanmasi ile elde edilen hiz sabiti (k), determinasyon katsayisi (r?)
Akaike bilgi kriteri (AIC) ve Model segme kriteri (MSC) Tablo 5.23’te sunulmustur.
Salim  profillerinin  hangi salim  kinetigi modeline uyum  gdsterdiginin
degerlendirilmesinde, en yiiksek k, r>, MSC kriteri ile en diisiik AIC degeri baz
alinmaktadir (Zuo vd., 2014).

k, r?, MSC ve AIC degerlendirmelerine gore saf etkin maddenin salim kinetigi
birinci derece kinetige, saf etkin madde ve kompleksler ile hazirlanan in situ jel

formiilasyonlarinin salim kinetigi Korsmeyer-Peppas kinetigine uyum gostermistir.
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Tablo 5.23. In vitro salim kinetiginin degerlendirmesine ait sonuglar (Ko:Sifirinct derece salim hiz sabiti,
ki: Birinci derece salim hiz sabiti, ku: Higuchi salum hiz sabiti, kxp: Korsmeyers-Peppas salim hiz sabiti,

n: difiizyon sabiti, r*: determinasyon katsayisi, AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model segme kriteri)

Kinetik Kriter MOX F181- F1815- | F1915- F181- F1815- | F1915-
Model MOX MOX MOX MBCD | MBCD | MBCD
Ozfggr k;’ 69,51 | 5042 |51,00 |5054 | 46,70 | 42,28 | 18,03
r 11,14 | 232 | 106 |-031 |-020 |-009 |-369
AlIC 13800 | 3359 |3304 |32,04 |31,04 |31,04 |7367
MSC | 300 |-170 |-122 |-077 |-076 |-119 |-1,79
(':Jirr;ter kzl 490 |139 |145 |145 |123 |101 |052
r 097 |048 |078 |08 |069 |029 |-066
AlIC 11357 | 2621 | 2416 |2314 |2520 | 2692 | 6536
MSC 1316 o014 |099 |145 o068 |-016 |-076
Higuchi Tk | 9r34 | 64,93 | 6510 | 6379 | 5874 | 5367 | 4024
¥ 1216 |o52 |o7z6 |og0 |o094 |08 |-034
AIC 13781 |2582 |2440 | 21,77 | 1887 |21,14 | 6367
MSC | 165 |024 |o094 |180 |228 |129 |-054
ggg;?:yer' kZKF‘ 119,70 | 67,05 | 66,95 | 6511 |59,78 | 54,95 |5741
j 373 |09 093 |095 |100 |100 |o87
AlC 13543 |1825 | 2153 | 21,26 | 957 |-294 |46,73
MSC | 555 |214 |165 |192 |461 |731 |157
n 039 |031 |038 |044 |040 |035 |o022

5.3.5. Formiilasyonlarin kararhlik calismalar:

3 ay boyunca 25 °C karanlik ve 4 °C buzdolabi ortamlarinda tutulan MBCD
kompleksleri ile hazirlanmis formiilasyonlar lizerinde belirlenen zaman araliklarinda
fiziksel goriiniis, etkin madde miktar tayini, pH olgiimleri ve reolojik incelemeler
gerceklestirilmistir. Siyah ve beyaz arka fonda gorsel olarak incelenen formiilasyonlar
berrak ve homojen goriiniimlerini kararlilik ¢alismasi siiresince korumuslardir.

Kararlhilik ¢alismalarindan elde edilen etkin madde miktar tayini sonuglar1 Tablo
5.24’te, pH oOlglimlerine ait sonuglar ise Tablo 5.25’te verilmistir. Kararlilik
caligmalarina ait sonuglarin GrapPad programi ile Two Way Anova istatiksel
degerlendirme sonuglar1 Sekil 5.21-5.24’de verilmistir. Istatiksel degerlendirmelerde
fromiilasyonlarinin etkin madde miktarlar1 ile pH degerlerinin baslangic ve 3. ay

degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir.
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Tablo 5.24. Kararlilik calismalarina ait etkin madde miktarlar: (ortalama +SH, n=3)

% Etkin Madde

Zaman Formiilasyon
25 °C Karanhk 4 °C Buzdolab1

F181-MBCD 100,00+0,46 100,00+0,46
0.Giin F1815-MBCD 100,00+0,94 100,00+0,94
F1915-MBCD 100,00+0,72 100,00+0,72
F181-MBCD 101,18+0,36 99,65+0,35
15. Giin F1815-MBCD 99,72+0,21 99,92+0,33
F1915-MBCD 100,91+1,31 99,94+0,16
F181-MBCD 101,53+0,29 101,0+0,20
30. Giin F1815-MBCD 100,53+1,55 101,43+0,51
F1915-MBCD 101,2842,52 101,36+0,35
F181-MBCD 99,95+0,46 101,77+0,52
60. Giin F1815-MBCD 100,18+0,17 101,68+0,71
F1915-MBCD 99,54+0,10 100,83+0,51
F181-MBCD 99,13+0,28 101,20+0,54
90. Giin F1815-MBCD 99,75+0,22 99,72+0,29
F1915-MBCD 100,23+0,27 99,84+0,35
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Tablo 5.25. Kararlilik ¢alismalarina ait pH degerleri (ortalama +SH, n=3)

pH
Zaman Formiilasyon
25 °C Karanhk 4 °C Buzdolab1
F181-MBCD 6,51+0,00 6,51+0,00
0.Giin F1815-MBCD 6,43+0,003 6,43+0,003
F1915-MBCD 6,34+0,00 6,34+0,00
F181-MBCD 6,50+0,01 6,50+0,005
15. Giin F1815-MBCD 6,43+0,003 6,43+0,01
F1915-MBCD 6,34+0,00 6,34+0,00
F181-MBCD 6,50+0,00 6,50+0,00
30. Giin F1815-MBCD 6,42+0,01 6,43+0,00
F1915-MBCD 6,33+0,00 6,33+0,01
F181-MBCD 6,48+0,00 6,49+0,01
60. Giin F1815-MBCD 6,39+0,01 6,42+0,005
F1915-MBCD 6,30+0,01 6,31+0,01
F181-MBCD 6,46+0,003 6,47+0,00
90. Giin F1815-MBCD 6,35+0,00 6,40+0,005
F1915-MBCD 6,28+0,005 6,29+0,003
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Sekil 5.22. 4 °C saklama ortaminda bozunmadan kalan %MOX miktari
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Sekil 5.23. 25 °C saklama ortamindaki formiilasyonlarin pH degisimi
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Sekil 5.24. 4 °C saklama ortamindaki formiilasyonlarin pH degisimi

25 °C karanlik ve 4 °C buzdolab1 sartlarinda 3 ay boyunca kararliliklar1 incelenen
formiilasyonlarin reolojik 6lgiimleri, iki farkli sicaklikta (25 °C ve 34 °C) reometre ile

yapilmistir. Reolojik incelemelerde elde edilen reogramlar Sekil 5.25-5.30°da, viskozite

sonuglari ise Tablo 5.26’da verilmistir.
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Tablo 5.26. Kararliltk ¢alismalarina ait 25 °C ve 34 °C’de 60 rpm’de élgiilen viskozite (cP) degerleri

(ortalama £SH, n=3)

25 °C Karanhk 4 °C Buzdolabi
Zaman Formiilasyon
25°C 34°C 25°C 34°C
F181-MBCD  253,33+168,85 110,20+24,45 253,33+168,85 110,20+24,45
0.Giin F1815-MBCD  156,00+12,12 136,33+6,64  156,00+12.12 136,3346,64
F1915-MBCD  177,00+6,08 151,00+32,31 177,00+6,08 151,00+£32,31
F181-MBCD  143,67+20,34  159,67+71,46  299,33+17,82 116,33+4,70
30. Giin F1815-MBCD  168,67+31,54  101,00+40,00  155,67+£25,17 119,50+9,50
F1915-MBCD  132,00+£25,51  174,67+£53,57  186,67+12,00 141,00+3,00
F181-MBCD 81,33+9,53 138,50+27,50  253,50+48,50  112,50+10,50
60. Giin F1815-MBCD  85,67+20,58 81,33+22,75 101,50+2,50 92,67+4,41
F1915-MBCD 82,67+7,86 85,33+3,48 116,00+13,00 122,00+9,00
F181-MBCD  142,33+34,74  115,67+2,33 226,00+8,00 64,67+11,41
90. Giin F1815-MBCD 91,33+6,96 97,00+11,59 119,67+10,65 72,50+1,50
F1915-MBCD  132,00+10,00  80,00+17,00 157,00+8,00 97,67+14,85
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Sekil 5.26. 25°C karanlikta ve buzdolabinda 3 ay bekletilen F181 formiilasyonunun 34°C sicakliktaki

reogramlari

88



25°C F1815 BASLANGIC

B
8 5w s m .
s 150 ©
i - :
g // "3
i y &/ "
g-] 0
r+J1 Il " L~ . v L' L'
00 10 19 M B W W M &
Kayma Hiz (1/sec)
25°C FI815 KARANLIK 30. GON 25°C FI815 BUZDOLABI 30. GON
“E 1000 'E
8 o
€ w w € a
] B
g 600 60 7 g 800
¢ {00 40 § ‘3400
g L] % bt
>y b /
g m ol m % =]
ot "
ol 0 =t
T q ;! N T » T » T A T s T v ] T T T T T T T T T
T R ] R R R )
Kayma Hizt (1/sec) Kayma Hizt (1/sec)
£ 25°C F1815 KARANLIK 90, GUN 25°C F1815 BUZDOLABI 90. GUN
€ I .8
% 15 & g 60 —
i — g g ’,,—""/,,/
§ w e [ Hm P8 w . ,.//
E. 0 2 e ?3 a / /
S S haf L
o ] b ]
T o T L7 T L T 4 T % T ¢ T ¥ T L T T T T T J T v T T ¥ T
0 W 100 150 A0 M N B 4D 00100 1 M MM N W
Kayma Huzi (1/sec) Kayma Huz (1/sec)

(1000

800

600

r400

r200

(@>) anzoysiy

(d») a3zoxsin

Sekil 5.27. 25°C karanlikta ve buzdolabinda 3 ay bekletilen F1815 formiilasyonunun 25°C sicakiiktaki
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Sekil 5.28. 25°C karanlikta ve buzdolabinda 3 ay bekletilen F1815 formiilasyonunun 34°C sicakiiktaki

reogramlari
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Sekil 5.29. 25°C karanlikta ve buzdolabinda 3 ay bekletilen F1915 formiilasyonunun 25°C sicakitktaki

reogramlari
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Sekil 5.30. 25°C karanlikta ve buzdolabinda 3 ay bekletilen F1915 formiilasyonunun 34°C sicakliktaki

reogramlari
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Kararlilik ¢caligmasinin sonunda formiilasyonlarin jellesme kapasitesi ve jellesme

sicakligi belirlenerek, formiilasyonlarin 4 °C ve 25 °C sicakliklarda saklanmasinin

jellesme kapasitesi ve jellesme sicakligi lizerine etkisi olup olmadigi arastirilmastir.

Kararlilik caligmasimnin 3. aymin sonunda yapilan jellesme kapasitesi ve jellesme

sicakligina ait sonuglar Tablo 5.27’de gosterilmistir.

Tablo 5.27. Kararlilik ortamlarinda 3 ay bekletilen formiilasyonlara ait jellesme kapasiteleri ve jellesme

sicaklig
Jellesme Kapasitesi Jellesme Sicakhigy
25 °C 4°C
.. o 4
Formiilasyon 25 °C Karanlik 4 °C Buzdolabi . - Busdolabr
F181-MBCD - - 38,7 34,8
F1815-MBCD ++ -+ 339 31,2
F1915-MBCD - - 46,1 38,5

++ Jellesme hemen olustu ve birkag saat siirdii, - Jellesme olusmadi

5.3.6. Formiilasyonlarin antimikrobiyal etkinlik testi

Boliim 4.3.7.°de anlatildig1 sekilde yapilan antimikrobiyal etkinlik testi sonuglari

Tablo 5.28’de verilmistir.

Tablo 5.28. Etkin madde, piyasa preparati, plasebo formiil ve in situ jel formiilasyonlarinin

antimikrobiyal testlerine ait zon ¢aplar: (ortalama +SH, n=2)

Staphylococcus
aureus

Kod/C 1 pg/ml 4 pg/ml 7 pg/ml 10 pg/ml
MOX - - 15,5+0,5 21,0+1,41
Vigamox® - 15,0 22,525 25,5+1,5
Plasebo - - - -
F181-MOX - - - 21,0+1,0
F1815- MOX - - - 18,5+3,5
F1915- MOX - - 16,5+0,5 22,5+1,5
F181-MBCD - - 14,5+0,5 22,5+1,4
F1815-MBCD - - 18,0+2,0 25,0+0,0
F1915-MBCD - - 13,5+0,5 19,0+0,0
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6. TARTISMA
Tezin bu bdliimiinde analitik yontem validasyonu ve hazirlanan siklodekstrin
kompleksleri ile in situ jel formiilasyonlara ait in vitro c¢alismalarin bulgular

tartisilacaktir.

6.1. Analitik Yontem Validasyonu Calismalari

Tez igeriginde yapilan tiim miktar tayini ¢alismalart HPLC yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. HPLC; yiiksek duyarliliga sahip olmasi, hizli sonug vermesi, kolay
uygulanabilmesi ve uzun yillardir kullanilan bir yontem olmasi nedeniyle tercih
edilmistir. HPLC ¢aligmalarinda mobil faz olarak, uygun pik morfolojisi ve alikonma
zamaninin elde edildigi, 60:45:5 (h/h/h) oranlarinda metanol:su:asetonitril igeren ve o-
fosforik asit ile pH’s1 2,7 ye ayarlanan mobil faz ile ¢alisiimistir. Pik sekli ve alikonma
zamani i¢in kolonun o6zelliklerine uygun olarak 1,0 ml/dk akis hizi kullanilmistir.
Enjeksiyon hacmi, kolon kosullarina uygun olarak validasyon calismalarinda ve
analizlerde 20 pL olarak belirlenmistir. Kolon sicakligi 30 °C olarak ayarlanmigtir.
Yapilan literatiir taramalarindan yola ¢ikilarak 250-310 nm dalga boyu araliginda, 250
mm X 4.6 mm 5 um C18 kolon ile ¢alisilmis, 6l¢tiimler 302 nm’de yapilmistir (Yurtdas
Kirimlioglu vd., 2018).

Komplekslerin hazirlanmasina yonelik olarak faz diyagrami caligmalarinda saf su
ortaminda, komplekslerin ve in situ jel formiilasyonlarinin miktar tayini ¢aligmalarinda
mobil faz ortaminda ve in vitro salim ¢alismalarinda pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda
yapilacak Moksifloksasin HCIl Olgiimleri i¢in, her {ic ortamda analitik yontem
validasyon c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Ortamlarin her birinde kullanilacak analitik
yontemin dogrusallik, dogruluk, kesinlik, calisma araligi, duyarlilik, segicilik ve
kararlilik parametreleri incelenerek ICH kriterlerine gore degerlendirilmis ve yontemin
her li¢ ortamda da etkin madde miktar tayini i¢in glivenli oldugu kanitlanmistir.

Analitik yontemin 10-100 pg/ml  konsantrasyon araligindaki dogrusallik
caligmalarindan elde edilen regresyon egrilerinin korelasyon katsayilari (r?) saf su igin
0,9997, mobil faz igin 0,9991, pH 7,4 fosfat tamponu i¢in 0,9997 bulunarak ICH igin
0,999’den biiyiik olma kriterini saglamis ve yontemin dogrusalligi kanitlanmistir (Tablo
5.1-5.3) (Sekil 5.1-5.3) (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A(R2) 2005). Saf su, mobil faz ve pH
7.4 fosfat tamponu ortamlarinda yontemin dogrulugunun arastirllmasinda {i¢
konsantrasyon ile yapilan ¢aligmalarda, tiim ortam ve konsantrasyonlarda elde edilen
geri kazanim sonuglariin +%?2 simirlar igerisinde oldugu ve yontemin ICH dogruluk
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kriterlerine uygunlugu gésterilmistir (Tablo 5.4-5.6). Ug ortam ve ii¢ konsantrasyon ile
yapilan kesinlik ¢alismalarinda, ii¢ farkli giinde yapilan analizlerde varyasyon
katsayilarinin %2’nin altinda bulunmasi ile yontemin kesinligini kanitlamistir (Tablo
5.7-5.9). (ICH Q2B, 1996; ICH Q2A(R2) 2005).

ICH kilavuzlarina gore analitik yontemin giivenirliligi i¢in yontemin duyarliligini
gOsteren saptama ve tayin siirlarinin (LoD ve LoQ) calisma araligimin en diisiik
konsantrasyonunun altinda olmasi istenmektedir. Yontemin konsantrasyonlardaki kii¢lik
degisimleri saptama kapasitesi ve yetenegini belirlemek i¢in, LoD ve LoQ degerleri her
bir ¢aligma ortamu i¢in esitlikler yardimiyla hesaplanmistir. Elde edilen degerlere gore;
saf su ortami i¢in LoD 2,7 pg/ml, LoQ 8,2 pug/ml, mobil faz ortami i¢in LoD 2,4 ug/ml,
LoQ 7,3 pug/ml, pH 7,4 fosfat tamponu i¢in LoD 1,0 ug/ml, LoQ 3,0 ug/ml’dir. Tiim
duyarlilik verilerinin dogrusalligin gosterildigi 10-100 pg/ml araliginin altinda olmasi
nedeniyle yontemin duyarli oldugu gésterilmistir.

Yontemin dogru ve giivenilir sonuglar verebilmesi i¢in segici olmasi yani analiz
yapilan ortamlarda ve formiilasyon bilesenlerinde bulunan kimyasallardan gelebilecek
piklere ait alikonma zamanlarinin etkin maddeye ait alikonma zamani (2,94 dakika) ile
girisim yapmamasi gerekmektedir. Secicilik aragtirmasi i¢in analiz yapilan ortamlar (saf
su, mobil faz, pH 7,4 fosfat tamponu), kompleks hazirlamada kullanilan
siklodekstrinlerin (SBEBCD, HPBCD, MBCD) ¢ozeltileri ve in situ jel formiilasyonuna
ait plasebo formiilasyonu HPLC ile etkin madde analizlerinde kullanilan c¢alisma
sartlarinda analiz edildiginde, elde edilen kromatogramlarin hi¢ birinde etkin maddenin
alikonma zamaninda pik gézlenmeyerek kullanilan bilesenlerin ve analiz ortamlarinin
girisim yapmadig belirlenmis ve yontemin segiciligi tespit edilmistir (Sekil 5.4).

Analizlerden dogru sonug alinabilmesi i¢in analitin ¢6ziindiigii ortam ve calisma
sartlarinda kararliliginin degismemesi gerekmektedir. Kararlilik ¢alismasi kapsaminda
in vitro salim ¢aligmalarinda kullanilan ortam (pH 7,4 fosfat tamponu), ¢alisma siiresi
(72 saat) ve calisma sicakliginda (34+0,5 °C) bekletilen MOX c¢ozeltilerinde belirli
zaman araliklarinda ve 72 saatin  sonunda etkin maddenin  baglangic
konsantrasyonlarindaki degerlerden herhangi bir azalma goriilmemis olup, etkin

maddenin kararlilig1 belirlenmistir (Tablo 5.10).
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6.2. Siklodekstrin Komplekslerinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

CD’ler ¢oziiniirliik, biyoyararlanim, giivenlik ve kararlilik {izerindeki olumlu
etkileri nedeniyle formiilasyonlarda etkin maddeler ile birlikte yaygin olarak
kullanilmaktadir. MOX HCI Biyofarmasdétik Siniflandirma Sistemine (BCS) gore Smif [
ila¢ olmakla birlikte suda az ¢oziinmekte ve 1s18a karsi duyarlilik gostermektedir (Al-
Omari vd., 2014). Sulu géz damlasi preparatlarinda CD kullanim1 ¢oziiniirliik, kimyasal
kararlilik, okiiler ilag¢ tahrisinin azaltilmasi ve okiiler ila¢ gegirgenliginin arttirilmasi
amaglarii igermektedir (Rasheed vd. 2008). Calismada bu dogrultuda MOX’un
coziinlirlik ve kararliliginda iyilesme saglamak amaciyla MOX:CD kompleksleri
hazirlanarak, okiiler uygulamalarda klasik géz damlalarina gore gozde kalis siiresini
uzatarak tedavide Ustiinliik saglayan in situ jellesen formiilasyonlara eklenmistir.

Refleks gbz yasarmasi ve kirpigsmasi ile ilacin hizli uzaklasmasini engellemek
icin, oftalmik preparatlarda kullanilan tasiyicilarin okiiler ylizey i¢in non-irritan olmasi
gerekmektedir (Challa vd. 2005). Oftalmolojide kullanilan CD tiirevleri § ve yCD’nin
hidroksipropil tiirevleri, rastgele metillenmis BCD ve SBEBCD’dir (Stefansson ve
Loftsson, 2002). Insan kornea epitel hiicre hatt1 iizerinde yapilan sitotoksisite
calismalarina goére CD’lerin sitotoksisitesi su sira ile artmaktadir; aCD > DMBCD >
SBEBCD = HPBCD > yCD. Hidrofilik CD’lerin 6zellikle DMBCD, SBEBRCD ve
HPBCD’nin goze toksik olmadig: ve sulu goz damlalarinda 1yi tolere edilmesi nedeniyle
calismada bu CD’ler kullanilmistir (Loftsson ve Brewester, 1996; Cal ve Centkowska,
2008). Avrupa’da ruhsath ticari bir géz damlasinin (Clorocil®) bilesiminde MBCD
bulunmaktadir. HPBCD Avrupa ve Amerikan Farmakopelerine kayithdir ve ayrica
FDA’nin Inaktif Farmasotik Bilesenler listesinde yer almaktadir (Loftsson ve Duchéne,
2007).

Sulu ¢ozeltideki CD’ler, etkin madde molekiiliinii veya g¢ogunlukla sadece
terapotik molekiiliin lipofilik kismin1 merkezlerindeki bosluk igerisine alarak inkliizyon
kompleksi olusturabilirler ~(Jambhekar ve Breen 2016). Etkin madde:CD
komplekslerinin sitokiyometri oranlar1 ve stabilite veya baglanma sabitlerinin sayisal
degerleri, CD konsantrasyonuna kars1 ¢oziiniirliik diyagramlarindan elde edilmektedir.
Bu faz-¢oziiniirlik teknigi ilk olarak Higuchi ve Connors tarafindan gelistirilmistir
(Higuchi ve Connors, 1965).

Faz ¢oziliniirliik diyagramlart A (AL, Ar, An) Ve B (Bs, B)) tipi olmak lizere iki ana

kategoriye ayrilmaktadir. A tipi diyagramlar ¢6ziinebilir komplekslerin olusumunu, B
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tipi diyagramlar ise zayif ¢oziiniirliik saglayan komplekslesmeyi gostermektedir. Dogal
CD’ler sudaki zayif c¢oziiniirliikleri nedeniyle genellikle B tipi egriler olusturmakla
birlikte, modifiye CD’ler (SBEBCD, HPBCD, MPBCD) c¢ozinlr kompleksler
tiretebilmektedir (Del Valle, 2004).

Etkin maddenin SBEBCD, HPBCD ve MPBCD ile hangi molar oranlarda
kompleksleseceginin tespiti i¢cin Oncelikle faz ¢Oziiniirliik diyagrami caligmalarina
yonelik olarak ¢oziiniirliik denge siireleri belirlenmistir. 5 mM CD sulu ¢ozeltisinde
asirt miktarda MOX ile yapilan ¢alismalarda ¢oziiniirliik artisinin tamamlandigi denge
stireleri SBEBCD, HPBCD ve MBCD igin sirasiyla 6 giin, 4 giin ve 5 giin olarak
bulunmustur (Tablo 5.11). Coziniirlik faz diyagrami c¢alismalarinda 0-30 mM
araligindaki CD ¢ozeltilerine MOX asir1 miktarlarda eklenerek denge siiresince
calkalamadan sonra ¢6ziinen MOX miktarlar1t HPLC ile tespit edilmistir (Demirel M.
vd. 2006, Waleczek vd. 2003). Her bir CD konsantrasyonuna karsilik ¢éziinen MOX
konsantrasyonlar1 grafige gecirilerek elde edilen ¢oziinilirlik faz diyagramlarinin
Higuchi’nin ¢o6ziiniirliik-faz diyagramlarindan Bs tipi diyagrama uyum sagladiklari
gorilmistiir (Sekil 5.5-5.7) (Higuchi ve Connors, 1965). Bs tipi igin gelistirilmis olan
stokiyometrik hesaplardan yararlanilarak CD’lerin MOX ile komplekslesme oranlari
SBEBCD i¢in 1:15, HPBCD ig¢in 1:11, MBCD igin 1:3 olarak hesaplanmistir (Higuchi ve
Connors, 1965).

CD:ilag komplekslerinin sentezi i¢in yliklenen bilesigin 6zelliklerine bagl olarak,
yogurma, noétralizasyon, Oglitme, birlikte ¢coktiirme, kapali kapta 1sitma ve dondurarak
kurutma gibi bir ¢ok yontem bulunmaktadir. Genel olarak kompleksler sulu
siklodekstrin ¢ozeltilerine ilacin asir1 miktarinin ilavesi ile hazirlanmaktadir. Olusan
siispansiyon, bir haftadan fazla siire uygun sicaklikta siirekli calkalanarak dengeye
getirilir ve daha sonra berrak ila¢ siklodekstrin kompleks ¢ozeltisi i¢in filtre veya
santrifiij edilir. Kat1 komplekslerin hazirlanmasi i¢in sulu ¢ozeltideki su, evaporasyon
(6rnek olarak piiskiirterek kurutma) veya siiblimasyon (6rnek olarak liyofilizasyon) ile
uzaklastirilir (Junco vd. 2002). Liyofilizasyon ger¢ek inkliizyon kompelkslerinin eldesi
i¢cin uygun ve Ozellikle 1siya dayaniksiz ilaglar i¢in yararli bir yontemdir. Liyofilizasyon
ile elde edilen iirlinler saf etkin maddeye gore daha iyi ¢6ziiniirlilk ve hizli absorpsiyon
ozellikleri gostermektedir (Castillo vd. 1999; Krishna Mohan vd. 2012).

Calismada diger yontemlere gore basarili inkliizyon kompleksi hazirlanmasina

imkan vermesi, bilesenlerin i1stya maruz kalmamasi, etkin maddenin ¢oziiniirliikk ve
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absorbsiyon artisina katki saglamasi nedenleriyle liyofilizasyon yontemi kullanilmistir.
MOX:CD komplekslerinin hazirlanmasinda, ¢6ziiniirliikk faz calismalarindan hesaplanan
molar oranlarda etkin madde ve CD’ler tartilmis, ayr1 ayr1 saf su igerisinde
¢cOziindiiriilmiis, iki ¢ozelti birbiri ile karistirildiktan sonra denge siiresince yatay
calkalayicida galkalanmis, liyofilize edilerek kuru toz formda elde edilmislerdir.

flag etkin maddesi:CD komplekslerinin cogunun inkliizyon kompleksi oldugu
diisiiniilmekle birlikte, CD’in ayrica misel benzeri yapilar yoluyla etkin madde
¢Oziiniirliigl saglayan kompleks agregatlar ve inkliizyon kompleksi olmayan formlar
olusturduklart  bilinmektedir. =~ Faz-¢Ozlniirlik profilleri, sadece artan CD
konsantrasyonunun ilag ¢ozliniirliiglini nasil etkiledigini tanimlamaktadir ve inkliizyon
komplekslerinin olusumunu dogrulamakta yetersiz kalmaktadir (Jambhekar ve Breen
2016). Bu nedenle gercek inkliizyon komplekslerinin olusup olugsmadiginin belirlenmesi
icin karakterizasyon ¢alismalarina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Komplekzasyon biiylik oranda CD’in boyutlarina ve molekiildeki fonksiyonel
gruplarin 6zel sterik diizenine baglidir. Etkin madde:CD molekiilleri arasinda olusan
inkliizyon kompleksleri, kati ve ¢ozelti halinde karakterize edilebilirler. Inkliizyon
komplekslerinin kati hal karakterizasyonu; termo-analitik yontemler (DSC, DTA vb.),
taramal1 elektron mikroskobu (SEM), X-1s11 difraktometrisi ve tek kristal X-1s1n1 yap1
analizi, 1slanabilirlik ve dissoliisyon testleri, infrared (IR) spektroskopisi, ince tabaka
kromatografisi (TLC) teknikleri ile yapilmaktadir. Cozelti halindeki inkliizyon
komplekslerinin  karakterizasyonu ise; elektrokimya, polarografi, kondiiktivite,
polarimetri, ¢oziiniirlik calismalari, spektroskopi yontemleri (ESR, UV/VIS, CD,
floresans spektroskopi), pH-potansiyometrik titrasyon ve mikrokalorimetri ile
gerceklestirilmektedir (Singh vd. 2010).

Bu calismada, hazirlanan MOX:CD komplekslerinin kat1 hal karakterizasyonu IR,
DSC, NMR, XRD ile, ¢ozelti halindeki karakterizasyonlar1 ise ¢Oziiniirliik ¢alismalari
ile arastirilmistir. Komplekslerin karakterizasyon incelemelerinde, komplekslerle
birlikte saf etkin madde, saf CD’ler ve fiziksel karigimlarina ait analizler de yapilarak,
saf maddelerin referanslar1 ile uyumlulugu, kompleks hazirlama islemlerinden sonra
bilesenlerdeki olas1 degisimleri ve inkliizyon kompleksi olusumunun arastirilmasi

amaclanmustir.
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6.2.1. IR analizleri

Etkin maddenin IR analizinde, 800 cm™ (-CH gerilmesi), 1043 cm™ (-CH,), 1182
cm? (C-0), 1452-1375 cm™ (-CH), 1620-1514 cm™ (C=0), 1738 cm™* (C=0, COOH)
ve 2692 cm™’de MOX’un susuz formuna ait karakteristik pikler (Sekil 5.8.A) goriilmiis
ve literatiire ile uyumlu bulunmustur (Al Omari vd. 2014). SBEBCD’in IR analizinde
literatiire benzer olarak O-H gerilmesi nedeniyle 3300-3500 cm™’de yogun bantlar,
2800-3000 cm™ bolgesinde -CH ve —CH; gruplarinin titresimleri goriilmektedir (Sekil
5.8.B) (Arama vd. 2011; Deng vd. 2016). MOX:SBEBCD fiziksel karisimina ait IR
analizinde hem etkin maddenin hem de CD’in karakteristik pikleri goriilmektedir (Sekil
5.8.C). Bir literatirde MOX'un FT-IR spektrumunda analitik absorpsiyon bantlar1 olan
kinolon aromatik fragmanindaki C—C baglarinin titresimine karsilik gelen 1445 cm”
Y'deki en yogun bant ve C-F baglarmn titresimine karsilik gelen 1045 cm™'deki bant
goriilmektedir. 1622 cm™'deki bant, karbonil gruplarindaki C = O baglarmin gerilme
titresimlerine, 1580 cm™'deki bant ise ayrilmamis karboksil gruplarinin absorbsiyonunu
denk gelir. MOX:SBEBCD kompleksine ait IR analizinde, SBEBCD varliginda,
MOX'un 1300-1730 cm™ araligindaki ana absorbsiyon bantlarinin yogunlugu azalmus,
1452 cm™*deki yogunluk 1029 cm™ bandima kaymistir. Bu degisim, 6zellikle MOX’un
1455 cm™deki C-C baglarina ait titresimlerde daha belirgindir (Sekil 5.8.D) ve
MOX’un karbonil grubu ile CD boslugunun hidroksil gruplar1 arasinda hidrojen
baglarinin olusum olasiligin1 desteklemektedir. Literatiirde bu degisikliklerin ligand
konsantrasyonu arttik¢a daha belirgin hale geldigi rapor edilmistir (Skuredina vd. 2018).

Sekil 5.9 MOX, HPBCD, MOX:HPBCD fiziksel karigimi ve bunlarin kompleksine
ait IR spektrumlarin1 gostermektedir. HPBCD’nin IR analizinde literatiire benzer olarak,
3352 cm™’de (O-H gerilme titresimi), 2926 cm™’de (C-H gerilme titresimi) ve 1151 ile
1034 cm™de (C-H, C-O gerilme titresimi) belirgin absorpsiyon bantlar1 gériilmektedir
(Sekil 5.9.B) (Wang vd. 2011). Fiziksel karisimin IR spektrumu tekli bilesenlerden
farkli degildir (Sekil 5.9.C). Kompleks igerisindeki MOX miktarinin azligindan dolay1
komplekse ait IR spektrumu HPBCD’e benzerdir (Sekil 5.9.D) (Yuan vd. 2012).
Komplekse ait IR spektrumunda MOX:CD etkilesmelerinden dolayi, MOX’un 800,
1043, 1514, 1738 ve 2692 cm™’deki karakteristik IR bantlart kaybolmus, 1452 ve 1628
cm?’deki bantlar kayarak azalmistir. Bu bulgular MOX’un karbonil grubu ile
HPBCD’in hidroksil gruplar1 arasinda hidrojen baglarinin olusma olasiligini

desteklemektedir. Bir ¢alismada HPBCD ve MOX kompleksinin FT-IR spektrumlari
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cekilmis, en yogun absorbsiyon bantlarnin, MOX'un IR spektrumunda 1445 cm
(kinolonun aromatik yapisinin C = C baglarmnin titresimleri) ve 1045 cm™'de (C-F
baglarinin titresimleri) meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica karbonil ve karboksil
gruplarmin (1720-1600 cm™) ve MOX'un aromatik yapisinin (1455 cm™) C = C
baglarinin emilim bolgelerinde degisikliklere dikkat cekilmistir. C- N baglarinin
(aromatik tersiyeramin) (1360 cm™) ve C-F baglarinin (1050 cm™) absorbsiyon
bantlarinin da degistigi goriilmiis ve sistemdeki HP-B-CD igerigi ne kadar yiiksekse,
MOX’un IR spektrumundaki degisikliklerin de o kadar arttig1 belirtilmistir (Deygen,
Egorov ve Kudryashova, 2016).

Sekil 5.10’da MOX, MBCD, MOX:MBCD fiziksel karisimi ve bunlarin
kompleksine ait IR spektrumlari verilmistir. MBCD’nin IR analizinde literatiire benzer
olarak, 3432 cm™’de (O-H gerilme titresimi), 2933 cm™’de (C-H gerilme titresimi) ve
1030 ile 950 cm™’de (C-H, C-O gerilme titresimi) giiglii absorpsiyon bantlar:
goriilmektedir (Sekil 5.10.B) (Chao vd. 2014). Fiziksel karisimin IR spektrumu
MBCD’e benzerdir ve molekiiller arasi etkilesim meydana geldigini diisiindiirmektedir
(Sekil 5.10.C). MOX:MBCD kompleksine ait IR spektrumunda, MOX’un 1452 cm’
L deki belirgin piki kayarak azalmis, 800 cm™’deki giiclii absorbsiyon bant1 da dahil
olmak iizere tiim diger karakteristik IR pikleri kaybolmus ve ayrica 756 cm™’de
bilesenlerde olmayan bir pik ortaya ¢ikmistir (Sekil 5.10.D). IR spektrumlarma gore
inkliizyon kompleks olusumu, etkin maddenin karakteristik piklerinin kaybolmasi ve
orijinal MOX veya MBCD spektrumlarinda olmayan yeni piklerin ortaya ¢ikmasi ile
dogrulanmaktadir (Giileg¢ ve Demirel, 2016). Bu veriler, MBCD'nin hidroksil gruplari
ile MOX'un COOH, C=0 ve C-N fonksiyonel gruplar1 arasinda hidrojen
baglanmasindan dolay1 MBCD ile olasi kompleks olusumunu gostermektedir

(Skuredina vd., 2017).

6.2.2. DSC analizleri

DSC verileri polimerin yapisi ve karigimdaki etkin maddenin fiziksel durumu
hakkinda bilgi vermektedir (Li vd. 2013). Bu amagla elde edilen kat1 iiriinlerin fiziksel
karisim veya gercek inkliizyon kompleksi olup olmadiginin tespiti i¢in ¢caligmada DSC
analizleri gerceklestirilmistir. Saf MOX, saf CD’ler, MOX:CD fiziksel karisimlar1 ve
MOX:CD komplekslerinin DSC termogramlar1 S$ekil 5.11-5.13’de yer almaktadir.

MOX’un termal egrisi, literatiir ile uyumlu olarak molekiiliin kristalin anhidr formunu
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gosteren 255-258 °C araliginda tipik erime termogrami gostermistir (Sekil 5.11.A)
(Dorofeev vd. 2004). SBEBCD termograminda 238°C’de dekompozisyon baslangicini
gosteren bir endotermik pik bulunmaktadir (Sekil 5.11.B). MOX:SBEBCD fiziksel
karisimu iki bilesenin de termal davranisini gosterirken, MOX:SBEBCD kompleksinde
ilki 238°C’de SBEBCD’e, ikincisi 255-258 °C araliginda MOX’a ait olan iki keskin
endotermik pik bulunmaktadir (Sekil 5.11.C-D).

HPBCD termograminda 220-300 °C araliginda CD molekiiliindeki su kaybindan
kaynaklanan genis bir pik bulunmaktadir (Sekil 5.12.B) (Patel ve Patel, 2010). Fiziksel
karisimda biraz sola kaymakla birlikte MOX endotermik piki ayirdedilebilmekte ve
ilacin orijinal kristalinitesinin  degigsmedigini  gostermektedir (Sekil 5.12.C).
MOX:HPBCD kompleksinde, 225 °C’de baglayan genis dehidrasyon piki igerisinde saf
etkin madde pikine gore kiigiilmiis, genislemis ve tepe noktasi 240 °C’ye kaymis
endotermik bir pik gorilmistir (Sekil 5.12.D). Benzer kaymalar, Ornegin
amorflugundaki artis, kristalinitedeki azalis veya bazi ilag:CD etkilesmelerinden
kaynaklanabilmektedir (Patel ve Patel, 2010).

MBCD termograminda 200-320 °C araliginda CD molekiiliindeki su kaybindan
kaynaklanan bir pik, fiziksel karisimda her iki bilesenin karakteristik termal profili,
komplekste ise 158 °C’de yeni ortaya ¢ikan keskin bir pik ile 240-320 °C’de genis bir
endotermik pik bulunmaktadir (Sekil 5.13.B-D). Komplekste ayrica MOX un erime piki
kaybolmustur. Etkin maddenin erime pikinin kaybolmas: genellikle inkliizyon
kompleksinin olusum kaniti olarak yorumlanmakta ve literatiirde pik kaybolmasi
inkliizyon kompleks hazirlamada en 1yi yontemlerden biri olan liyofilizasyon yontemi
ile dogrulanmaktadir (Cunha-Filho vd. 2007). MOX:MBCD kompleksine ait
termogramdan MOX’un erime pikinin kaybolmasi, kristal yapidaki MOX’un MBCD’in
merkez bosluguna yerlesmesinden kaynaklanabilir ve bu da ger¢ek inkliizyon
kompleksi olusumunu destekleyebilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada saf MOX’u DSC termogrami, aktif maddenin erimesine
karsilik gelen ve kristalimsi dogasini gosteren 263 °C'de keskin bir endotermik pik
gostermistir. Bununla birlikte, MOX erimesinin bu karakteristik piki, MOX ve B-CD
inkliizyon kompleksi i¢in gozlenmemis ve bu konakgi ile konuk molekiil arasindaki kati
hal etkilesimlerini gostermistir. Bu DSC sonuglari, MOX'un artik kristalin yapida
oldugu gibi olmadigini, B-CD ile komplekslesmesinden dolayr amorf bir sekilde
bulundugunu dogrulamistir (Szabo vd., 2018).
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6.2.3. NMR analizleri

'H NMR, inkliizyon olusumunun kanit1 i¢in basit ve giivenilir bir yontemdir.
Konak ve konuk molekiiller arasindaki etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri,
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan baglardir. Eger konuk
molekiil CD’in bosluguna katilirsa, NMR spektrumundaki kimyasal kaymalar1 (3)
degisecektir. CD’lerdeki H3 ve HS5 protonlar sirasiyla ikincil ve primer yiize yakin
olmakla birlikte, H3 ve H5 protonlarinin i¢ kavitede yer aldiklar1 bilinmektedir (Deng
vd. 2016). Konuk molekiillerin CD bosluklarina katilmalar1 ile CD’lerin *H NMR
spektrumlarinda H3 ve HS5 protonlarinin yukar1 dogru kaymasi gozlenmektedir ve
kaymanin blylikligii kompleks kararliliginin o6lgiisii olarak kullanilabilmektedir.
Ozellikle AS H3 > A8 H5 veya AS H3 < A8 HS5 verilerinin sirasiyla konugun CD
bosluguna kismen veya tamamen katildiginin gostergesi oldugu literatiirde belirtilmistir
(Mura, 2014).

Saf etkin madde, saf CD’ler, fiziksel karisgimlar ve komplekslere ait *H NMR
spektrumlar1 Sekil 5.14-5.16’da yer almaktadir. Elde edilen spektrumlarda SBEBCD’in
H3 ve HS protonlari sirastyla 3,6090 ve 3,3487 ppm’de; HPBCD’in H3 ve HS protonlari
sirastyla 3,7386 ve 3,7173 ppm’de; MBCD’in H3 ve HS5 protonlar sirasiyla 3,5757 ve
3,3729 ppm’de yer almaktadir (Sekil 5.14.B-5.15.B-5.16.B). Bulunan degerler
literatiirler ile uyum gostermektedir (Deng vd. 2016; Chao vd. 2014). MOX:SBEBCD,
MOX:HPBCD, MOX:MBCD komplekslerine ait 'H NMR spektrumlari, H3 protonu igin
asagl veya yukari alana dogru nispeten diisiikk kayma (sirasiyla -0,0044, 0,1257 ve -
0,1358 ppm) gosterirken, H5 protonu i¢in asagi veya yukart alana dogru ¢ok daha
biiylik kaymalar (sirastyla -0,2325, 0,1431 ve 0,1875 ppm) gostermistir (Sekil 5.14.D-
5.15.D-5.16.D). Elde edilen sonuglara gore tim komplekslerde AS H3 < Ad HS5
oldugunda MOX’un CD’lerin bosluguna tamamen katilarak inkliizyon kompleksi
olusturduklart tespit edilmistir. En yiiksek H3 proton kaymast MOX:MBCD
kompleksinde, en yiiksek HS5 proton kaymasi ise MOX:SBEBCD kompleksinde

gorilmiistiir.

6.2.4. XRD analizleri
Aktif farmasdtik bilesenlerin (API) cogunlugu polimorf, solvat ve amorf form gibi
farkli kati formlarda bulunabilir. Bu kati formlar, aktif bilesenin fizikokimyasal

ozelliklerinde bliylik farkliliklar gosterebilir ve bu nedenle ilag {iriiniiniin kalitesini,
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giivenligini ve etkinligini etkileyebilir (Shete vd. 2010). DSC analizlerine ek olarak
kristalinite XRD kullanilarak belirlenmistir. Saf MOX, saf CD’ler, MOX:CD fiziksel
karisimlart ve MOX:CD komplekslerinin  XRD spektrumlar1  Sekil 5.17-5.19°da
gosterilmigtir. MOX’un XRD paterninde, 6,8, 8,6, 10,3, 17,3, 17,5, 19,3, 21,6, 26,4,
27,5 ve 29,4 20 degerlerinde gozlenen keskin kristal pikler molekiiliin kristal yapisini
gostermektedir ve bulunan degerler literatiir ile uyumludur (Al Omari vd. 2014) (Sekil
5.17.A). CD’lere ait XRD paternlerindeki, SBEBCD’de tek, HPBCD ve MBCD’de iki
genis pik bilesiklerin amorf karakterde olduklarini dogrulamistir (Sekil 5.17.B, 5.18.B,
5.19.B) (Das vd. 2018; Liu vd. 2006; Charoenchaitrakool vd. 2002). Tiim fiziksel
karisimlarda MOX’un kristalin pikleri goriilmekle birlikte (Sekil 5.17.C, 5.18.C,
5.19.C), CD molar oraninin en diisiikk oldugu MOX:MBCD (1:3) fiziksel karisiminda
pikler daha belirgin izlenmektedir (Sekil 5.19.C). Liyofilize kompleksler ile elde edilen
XRD paternlerinde MOX’a ait kristalin pikleri kaybolmus ve profiller komplekslerin
hazirlandigt CD paternlerine benzer olarak amorf profil gdstermistir (Sekil 5.17.D,
5.18.D, 5.19.D). Etkin madde piklerinin yok olmasi veya azalmasi, ilag¢ kristalinitesinin
kaybr veya ilag:CD etkilesimi ile ilgili olabilmektedir. Etkin maddenin karakteristik
piklerinin kaybolmasi ise DSC ve IR analizleri ile uyumlu olarak CD bosluguna ilacin
yerlestigini desteklemektedir (Yurtdas et al., 2011, p.429-435; Demirel et al., 2011,
p.437-445).

6.2.5. Coziiniirliik calismalari

MOX HClI, 1,2-6,8 pH araliginda 250 ml’de kiigiik doz/¢oziintirlikk degerlerine ve
0,832 logP degerine sahiptir. Suda organik ¢oziiciilerden daha fazla, yliksek pH’larda da
diisiik pH’lara gore daha fazla ¢oziinmektedir. WHO, EMA ve US FDA kilavuzlarina
gore MOX HCI oldukga ¢oziiniir bir ilag olarak kabul edilmekte ve yliksek ¢oziiniirliik
yiiksek permeabiliteye bagli olarak Biyofarmasdtik Siniflandirma Sistemine (BCS) gore
Smif I ilag olarak smiflandirilmaktadir (Al-Omari vd., 2014). Goze damla seklinde
uygulanan ¢dzeltilerin bir damlas1 ile yaklasik 0,05 ml ¢6zelti uygulanmaktadir. Bu
durumda su bazli goz damlasi ¢ozeltisinde ilacin dozunun formiilasyonun 0,05 ml’sinde
¢oziinebilir olmas1 gerekmektedir. Oftalmik formiilasyonlara ait bu 0,05 doz:¢oziiniirliik
(D:S) orani, diger ilag formiilasyonlarindan ¢ok daha diisiiktiir (tabletlerde 250, burun

spreylerinde 0,3) (Stefansson ve Loftsson, 2002). CD’ler suda ¢06ziinen ilaglarin
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coziinlirliiklerini daha da arttirarak, doz c¢oziiniirlik oranimi yiikseltebilmektedir
(Rasheed vd. 2008).

Kompleks hazirlanmasi sonrasinda etkin madde ¢oziiniirliigiindeki artisin tespiti
igin yapilan c¢alismalara ait sonuglara gore, saf etkin maddenin pH 7,4 fosfat tamponu
ortamindaki ¢Oziiniirligl 2,79+0,05 (ort£SH) mg/ml iken, komplekslesmeden sonraki
¢oziiniirliik degerleri MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD, MOX:MBCD kompleksleri igin
sirasiyla 11,66+0,92, 12,90+0,42 ve 15,34+0,74 mg/ml’ye yiikselmistir (Tablo 5.12).

6.2.6. CD komplekslerinin ¢ozelti kararhhg:

Moksifloksasin HCI 1518a hassas bir molekiildiir ve sulu ¢ozeltisi 245nm UV
lambaya maruz kaldiginda kararsizlik gdstermektedir. Farkli akis hizlart ve
fotokimyasal reaksiyon {initesinin bekletme yerine farkli uzakliklar1 denendiginde, %30,
%54 veya %383 fotodegredasyon dereceleri elde edilmistir (Al Omari vd. 2014).
Moksifloksasin HCL sulu ¢ozeltisinin giines 15181 ile fotodegradasyonunun izlendigi bir
calismada, 136 saat sonunda konsantrasyonun en az %50 oraninda azaldigi tespit
edilmistir. HPLC/MS ile yapilan arastirmada alisiklik halkanin fotooksidasyonu ile
moksifloksasin N-oksit olusumu belirlenmistir (Ferdig vd. 2005).

Siklodekstrin komplekslerinde, her bir konuk molekiilii siklodekstrin tiirevi
molekiill ile bireysel olarak c¢evrelenmis oldugundan mikroskobik acidan
mikroenkapsiilasyon olugsmaktadir. Mikroenkapsiilasyon konuk molekiiliin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinde avantajli degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisikliklerin en
bilinenleri; 1s18a veya oksijene hassas bilesiklerin stabilizasyonu, konuk molekiillerin
kimyasal reaktivitelerinin = modifikasyonu ve  bilesiklerin  ¢Ozilinirligiiniin
tyilestirilmesidir (Del Valle, 2004).

Calismada hazirlanmasi1 amaglanan ilag tasiyici sistem raf dmrii boyunca ¢ozelti
formunda bulunacagindan ve etkin maddenin ¢ozelti formundaki kararlihigi diisiik
oldugundan, kompleks hazirlanmasinin etkin madde kararlihig {izerine etkisinin
arastirilmas1 komplekslerle hazirlanan ¢ozeltiler {izerinde yiirtitiilmiistir. Calisma
oncesinde komplekslerdeki etkin madde miktarlar1 validasyonu yapilmis olan HPLC ile
tespit edilmis ve komplekslerdeki ortalama etkin madde geri elde yiizdesi SBEBCD igin
%95,18, HPBCD i¢in % 89,44 ve MBCD icin % 87,14 olarak hesaplanmustir.

Giin 15181, 25 °C karanlik ve 4 °C buzdolab: sartlarinda siirdiiriilen ¢alismanin

sonuglarinda; %100 kabul edilen baslangictaki konsantrasyon iki ayin sonunda giin 15181
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ortaminda saf etkin madde ¢ozeltisinde %56,08+6,92 (ort+SH), MOX:SBEBCD
kompleks ¢ozeltisinde  %69,03+4,95, MOX:HPBCD kompleks ¢ozeltisinde
%58,0345,72 ve MOX:MBCD kompleksi ¢ozeltisinde %52,53+4,31°e diismiistiir
(Tablo 5.13-5.16). Giin 15181 ortam1 igin MOX:SBEBCD kompleksleri kararlilik artisi
saglamiglardir. Diger iki ortamdaki sonuglar birlikte degerlendirildiginde, etkin madde
madde kaybi saf etkin madde ¢ozeltisinde en fazla %94,94+0,86’ya MOX:SBEBCD ve
MOX:HPBCD kompleks c¢ozeltilerinde en fazla %96,47+1,43’e¢ dismistiir.
MOX:MBCD kompleks ¢6zeltisine ait 25 °C karanlik ve 4 °C buzdolab1 sonuglarinin
tamam1 %100’lin istiindedir. CD komplekslerinin ¢ozelti kararliligi sonuglarina gore
glin 15181 ortami1 i¢in MOX:SBEBCD kompleksinin, 25 °C karanlik ve 4 °C buzdolabi
ortamlar1 icin MOX:MBCD kompleksinin etkin madde kararlilig1 agisindan daha iyi

koruma sagladiklari belirlenmistir.

6.2.7. CD komplekslerinin antimikrobiyal etkinlikleri

Moksifloksasin, streptokoklara ve stafilokoklara karsi gelistirilmis genis
spektrumlu 8-metoksi florokonolondur ve klinikte gram negatif okiiler patojenlere karst
orta ila miikemmel aktivite gdstermektedir (Miller 2008). Etkili oldugu bakteriler
arasinda S epidermidis, S aureus, Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Bacillus cereus, Neisseria gonorreaea ve
Proteus mirabilis gibi gram negatif ve pozitif mikroorganizmalar yer almaktadir
(Hariprasad vd. 2006). Moksifloksasin gram negatif izolatlardan olan Pseudomonas
aeruginosa iizerinde de aktivite gostermektedir ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MICg) 2,60 mg/ml’dir. (Callegan vd. 2003) Moksifloksasin diger tiim topikal
antibiyotiklere gore cok daha yiiksek potens gostermekte ve metisiline direngli
stafilokok tiirlerinin yok edilmesini saglamaktadir (Dol vd. 2014). Moksifloksasin
deoksiriboniikleik asitin rekombinasyonu, replikasyonu, translasyonu ve onariminda rol
oynayan Onemli bakteriyel enzimlere (topoizomeraz II ve IV) baglanarak bakteri
tiremesini durdurucu etkiye sahiptir. Her iki enzime de baglanabilmesi ile etkinligi
artmakta ve direngli bakteriyel alt popiilasyonlarina karsi olas1 seciciligi azalmaktadir
(Miller 2008).

Calismada, okiiler enfeksiyonlarin tedavisine yonelik olarak hazirlanmasi
amaglanan in situ jellesen sistem igerisine moksifloksasin hidrokloriir’iin CD

kompleksinin konulmasi planlanmistir. Kompleks hazirlanmasindan sonra etkin
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maddenin antimikrobiyal etkinliginde degisim olup olmadiginin tespiti igin, in Situ
jellesen oftalmik ¢ozeltilerin hazirlanmasindan 6nce MOX:CD komplekslerinin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa itizerindeki antimikrobiyal
etkinlikleri saf etkin madde etkinligi karsilastirilmistir. U¢ kompleks ve saf etkin
maddenin ayni konsantrasyonlarda (1, 10, 100 ve 500 pg/mL) ve aym sartlarda
yiiriitiilen ¢aligma sonuglarina gore, Staphylococcus aureus tizerinde 100 ve 500 pg/mL,
Pseudomonas aeruginosa tizerinde 500 pg/mL konsantrasyondaki oOrneklerin zon
caplart zonlarin ¢ok fazla biiyliyerek birlesmesi nedeniyle l¢iilememistir (Gorsel 5.1-
5.2). Olgiilen zon c¢aplarinin sonuglarina gére, Staphylococcus aureus iizerindeki 10
ng/mL konsantrasyondaki karsilastirmada saf etkin maddeye gore en fazla etkinlik artist
MOX:MBCD kompleksi ile elde edilmistir, bu ¢alismada saf etkin maddenin zon ¢ap1
33 mm iken MOX:MBCD kompleksine ait zon ¢ap1 36 mm’dir (Tablo 5.17).

Sonuglarin tiimi birlikte degerlendirildiginde, Staphylococcus aureus iizerinde
MOX:HPBCD kompleksinin 1 pg/mL, MOX:MBCD kompleksinin 10 ug/mL;
Pseudomonas aeruginosa tizerinde MOX:HPBCD kompleksinin 1 ve 10 pg/mL,
MOX:MBCD kompleksinin 1 pg/mL konsantrasyonlarinda etkin maddenin ayni
konsantrasyonlarina gore daha biliylik zon caplart elde edilmesi ile aktivite artigi
gozlenmistir (Tablo 5.17). Aktivite artisin1 gOsteren bu zon caplarindaki degisim,
Staphylococcus aureus’da 10 pg/mL C’daki MOX:MBCD kompleksi hari¢ (3 mm),

tiimiinde 0.5-1 mm olarak ortaya ¢ikmustir.

6.3. In Situ Jel Formiilasyonu Calismalari

6.3.1. On formiilasyonlar

Staphylococcus aureus, bakteriyel keratitin ana nedenlerinden biridir. Bununla
birlikte, akut ve subakut konjuktivit, bakteriyel endoftalmi ve keratokonjuktivite gibi
gbziin dis enfeksiyonlarina da neden olabilmektedir. S.aureus okiiler enfeksiyonlari
gozde ciddi iltihaplanma, agri, kornea perforasyonu, skar ve gérme kaybina neden
olabilmektedir (Dajcs vd. 2004). Bu nedenle S.aureus kaynakli keratit rahatsizliklarinin
tedavisi i¢in yeni antibiyotik formiilasyonlarina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ancak g6z damlalar1 ile ilgili O6nemli bir problem, yiiksek lokal ilag

konsantrasyonunun siirdiiriilememesidir. Oftalmik ilaglarin jeller ve polimer matriste
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uygulanmasinin ilaglarin korneaya temas siiresini arttirdigi, bunun da okiiler
biyoyararlanimi1 arttiran bir durum oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte bu ilag
tasiyici sistemlere (jel ve polimer matris) olan hasta uyuncu tatmin edici degildir ve
diisiik viskoziteli goz damlalar1 oftalmik ilaglar i¢in en uygun uygulama sekli olarak
goriilmektedir. Hidrofilik siklodekstrinler géz korneas: gibi siki biyolojik engellere
nifuz etmemekte, ilacin kornea yiizeyindeki kullanilabilirliklerini ve okiiler
biyoyararlanimini arttirmaktadir (Rasheed vd. 2008).

Poloxamer 407 (Pluronic F127) oda sicakliginda (25°C) ¢ozelti, viicut
sicakliginda (37°C) yar kat1 bir saydam jele doniisebilen hareketli bir viskoz siv1 olarak
davranmaktadir. Toksisite verileri bu kopolimerin iyi tolere edildigini gostermektedir.
Bu nedenle rektal, vajinal, okiiler, transdermal ve parenteral enjeksiyonluk preparatlarda
kullanilmaktadir. Uygulandig1 yerde etkin maddenin kalis siiresini uzatarak terapdtik
etkinligi arttirmakta, uygulama sikligini azaltmaktadir (Ruel-Gariepy ve Leroux, 2004).
Hidroksipropil metil selilloz (HPMC) ise suda ¢oziiniir bir polimerdir ve HPMC jelleri
daha fazla berrakliga sahiptir. Berraklig1 ve viskozitesi nedeniyle, ilacin gozle temasini
uzattig1 i¢in géz damlasi i¢in bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Kontakt lensler icin bir
“i1slatma ¢ozeltisi”, yapay goz yerlestirmek icin bir kayganlastirict ve ayrica teshis i¢in
kullanimlar1 ~ bulunmaktadir.  Oftalmik  c¢ozeltilerde klinikte yaygin  olarak
kullanilmaktadir. HPMC ayrica, suni gozyasi preparatlarinda kuru goz tedavisi i¢in tek
basina veya diger viskozite arttirict maddeler ile birlikte a/a olarak % 0.3 ila % 1 HPMC
iceren ¢ozeltiler yaygin olarak kullanilmaktadir (Khangtragool, 2014).

Sulu ¢ozelti icinde %15 veya daha yliksek bir konsantrasyondaki Pluronic F127, 4
°C’den 23 °C’ye veya daha yiiksek bir sicakliga 1sitildiginda diisiik viskoziteli bir
cozeltiden yar1 kat1 bir jel haline doniisiir ve bu termojelasyon sogutma islemiyle geri
doniistimliidiir. Termojelasyon olgusu, bir sol-gel gecis sicakligi ile karakterize edilir.
Yani, bu sicakligin altinda numune akiskanken, bu gegis sicakliginin iistiinde jel haline
gelmektedir (EI-Kamel, 2002).

Lakrimal s1v1, %0.9’luk bir NaCl ¢ozeltisine karsilik gelen bir izotonisite degerine
sahip olan kanla izotoniktir. ideal olarak, oftalmik bir ¢dzelti, bu izotonisite degerine
sahip olmalidir, ancak gbéz %0.6 NaCl ¢o6zeltisinine kadar diisik ve %2 NaCl
cozeltisininki kadar yiliksek izotonikligi belirgin bir rahatsizlik olmadan da tolere

edebilmektedir (Reddy, Sambasivarao ve Chandrasekhara, 2016).
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Oftalmik trtinler steril olarak iiretilmeli ve mikroorganizmalardan arindirilmalidir.
Acildiginda, multidoz bir {iriiniiniin sterilitesi kullanim siiresi boyunca korunmalidir.
Oftalmik preparatlar igerisinde en yaygin kullanilan antimikrobiyal koruyucu madde
benzalkonyum kloriir (BK)’diir. Bununla birlikte, ¢6zelti iginde kararli, otoklavlamaya
dayanikli, ve genellikle %0,01 konsantrasyonunda, oftalmik formiilasyonlarda
kullanilan pH aralig1 tizerinde etkili bir koruyucudur (Gibson, 2009).

Yukarida verilen literatiir bilgilerinden hareketle in situ jel formiilasyonlarinin
gelistirilmesindeki caligsmalara, farkli % a/h oranlarinda Pluronic F127 ve HPMC
bilesenlerinden olusan 6n formiilasyonlar ile baslanilmistir. %18, 19, 20, 21, 23 ve 25
oranlarinda Pluronic F127 (P F127), %0,5, 1, 1,5 oranlarinda HPMC, %0,9 NaCL ve
%0,01 BK ve distile su iceren bilesenlerle, soguk yontem kullanilarak toplamda 18
formiilasyon hazirlanmigtir (Tablo 5.2). Pluronic F127 sicaklikla jellesen bir polimer
oldugu i¢in ¢alismada sogukta hazirlama yontemi secilmistir (Rawat, Warade ve Lahoti,
2010). Etkin maddesiz hazirlanan formiilasyonlarin jellesme sicakliklari sonuglarinda
sadece %19 PF127 ve %0,5 HPMC igeren F1905 kodlu formiilasyonda jellesme
goriilmemis, diger 17 formiilasyonda 21,5-35,8 °C araliginda degisen jellesme
sicakliklart tespit edilmistir (Tablo 5.18). Jellesme sicakligi Ol¢timlerinden HPMC
oraninin artmasi ile jellesme sicakliginin ters orantili olarak azaldigi izlenmistir. Bu
formiilasyonlardan uygun jellesme sicakligina (goz sicakligi olan 32-34 °C’de
jellesmenin saglanabilecegi) sahip ve etkin madde eklenmesiyle formiilasyonun
jellesme sicakliginin degisebilecegi diisiiniilerek digerlerine gore polimer igerigi diisiik
9 formiilasyon (F1805, F181, F1815, F191, F1915, F2005, F201, F2105, F211) daha

sonraki caligmalar i¢in se¢ilmistir.

6.3.2. Kompleks iceren in situ jel formiilasyonlar

On formiilasyon calismalarindan secilen 9 formiilasyonun her birine, piyasa
preparatindaki etkin madde oraninda 90,5 (a/h) MOX igeren miktarlarda
MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD ve MOX:MBCD kompleksleri eklenerek in situ jel
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve jellesme sicakliklari belirlenmistir. MOX:SBEBCD
kompleksi ile hazirlanan 9 formiilasyonun hi¢ birinde jellesme goriilmemis,
MOX:HPBCD kompleksi ile hazirlanan bir formiilasyonda (F211) 27,4°C’de jellesme

gozlenmis, MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan 5 formiilasyonda jellesme
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gozlenmistir (F1805-35,0 °C, F181-30,2 °C, F1815-28,1 °C, F1915-32,5 °C, F2105-41,5
°C) (Tablo 5.19). Jellesmelerin MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan
formiilasyonlarda ortaya c¢ikmis olmasi, bu kompleksin ¢oziiniirliikk, kararlilik
acilarindan ve kati hal karakterizasyon sonuglarina gore komplekslesmenin diger
komplekslere gore daha kuvvetli olmasi agisindan isabetli olmustur. MOX:MBCD
kompleksi ile hazirlanarak jellesme gosteren formiilasyonlardan jellesme sicakligi 32
°C’ye en yakin olan ii¢ formiilasyon (F181, F1815, F1915) ile ¢alismalara devam
edilmesine karar verilmistir. Daha sonra saf etkin madde ile hazirlanacak olan in situ jel
formiilasyonlari ile karisikliga yol agmamasi i¢in bu {li¢ formiilasyonun kodlar1 F181-
MBCD, F1815-MBCD, F1915-MBCD olarak belirlenmistir (Tablo 5.20).

Literatiirde goziin ortalama sicaklig1 34,51 + 0,82 © C olarak belirtilmektedir, ayn1
zamanda normal bir okiiler yiizey sicakligmin 32,9 ila 36°C arasinda degistigi
gosterilmektedir (Purslow ve Wolffsohn, 2005; Tkacova, Ziv&ak ve Foffova, 2011). Bu
nedenle 32-36 °C arasinda jellesmesi beklenen formiilasyonlarimizin jel gecis
sicakligina fest tiipii egme yontemi kullanilarak bakilmistir. Test tiipii egme yonteminde,
sicaklik zamanla kademeli olarak arttirilarak faz gegisi gorsel olarak kaydedilmekte ve
boylece jel gecis sicakligi belirlenmektedir (Nirmal vd, 2010).

Bir literatiirde gelistirilen moksifloksasin HCI igeren oftalmik in situ jel sisteminin
pH degerinin ortalama 6,5 civarinda oldugu ve bu degeri goziin tolere edebilecegi rapor
edilmistir (Mandal vd., 2012). Baska bir literatiirde ise piyasa preparatt olan
Vigamox® un pH degeri 6,8 olarak gosterilmistir (Miller 2008).

F181-MBCD, F1815-MBCD, F1915-MBCD formiilasyonlar1 hazirlanarak pH
degerleri ve jellesme sicakliklari 6l¢iildiigiinde, F181-MBCD’nin 5,27 pH ve 30,2 °C
jellesme sicakligina, F1815-MBCD’in 5,35 pH ve 28,2 °C jellesme sicakligina, F1915-
MBCD’in 5,31 pH ve 32,5 °C jellesme sicakligina sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo
5.21). Goziin tolere edebilecegi pH degeri aralig1 4-8 olmakla birlikte, géziin daha rahat
tolere edebilmesi i¢in formiilasyonlarin pH degerleri 0,1 N NaOH ile 6,5’e ayarlanmistir
(Baranowski vd. 2014). pH’nin 6,5’a ayarlanmasindan sonra 6lciilen pH ve jellesme
sicakliklar1 soyle bulunmustur: F181-MBCD’nin 6,51 pH ve 32,8 °C jellesme sicakligi,
F1815-MBCD’in 6,43 pH ve 28,4 °C jellesme sicakligi, F1915-MBCD’in 6,34 pH ve
35,1 °C jellesme sicakligi (Tablo 5.21). Elde edilen sonuglara gére pH ayarlamasi igin

ilave edilen 0,1 N NaOH, formiilasyonlarin jellesme sicakliklarini arttirmistir. Ancak

109



artmis olan jellesme sicakliklarin gozde jellesme icin uygun olduklar1 degerlendirilerek
calismalara devam edilmistir.

F181-MBCD, F1815-MBCD, F1915-MBCD formiilasyonlar1 iizerinde in vitro
salim, kararlilik ve antimikrobiyal aktivite testleri yapilmasi planlanmistir. Bu testlerden
once formiilasyonlarda fiziksel goriiniis, jellesme kapasitesi ve etkin madde miktar
tayini incelemeleri yapilmis, elde edilen sonuglara gore; her ii¢ formiilasyonun da
berrak ve homojen goriiniiste oldugu, jellesme kapasitesi degerlendirmelerinde
jellesmenin hemen olusarak birka¢ saat siirdiigii belirlenmistir. Formiilasyonlarin 1
ml’sindeki MOX miktarlar1 ise, F181-MBCD’de 4,49 mg, F1815-MBCD’de 4,94 mg,
F1915-MBCD’de 4,65 mg bulunmustur.

Oftalmik bir preparat steril olmayan maddelerden formiilasyon haline
getirildiginde, sonug¢ {riiniin sterilize edilmesi gerekmektedir. Nihai ambalajinda
otoklavlama ile sterilizasyon (terminal sterilizasyonu), iiriiniin kararliliginin olumsuz
etkilenmemesi durumunda uygun kalite kontrol prosediirlerine uyulmasi sartiyla bazi
irtinler icin mimkiin olabilmektedir. Oftalmik preparatlarin 0,22 pum’lik steril bir
filtreden steril ambalajina siiziilmesi en yaygin kullanilan yontemdir (Sandle, 2014).

Okiiler preparatlarin steril olma zorunlulugu nedeniyle, gelistirilecek her okiiler
formiilasyonlar i¢in uygun bir sterilizasyon yontemi belirlenmesi gerekmektedir.
Calismada, formiilasyonlarin ¢ozelti formunda olmasi ve sanayide yaygin kullanimi
nedeniyle sterilizasyon i¢in 6ncelikli olarak steril filtrasyon yontemi degerlendirilmistir.
Formiilasyonlar uygun sekilde hazirlanip pH ayarlamasi yapildiktan sonra 0,22 um por
capma sahip steril membran filtre ile siiziilerek karakterizasyonlarinda degisim olup
olmadigr arastirllmistir. Fiziksel goriiniis, pH, jellesme sicakligt ve jellesme
kapasitelerinin steril filtrasyon sonrasi degismememesi nedeniyle formiilasyonlar i¢in

sterilizasyon yontemi olarak belirlenmistir.

6.3.2. In vitro salim ve sahm kinetigi

MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan F181-MBCD, F1815-MBCD, F1915-
MBCD kodlu in situ jel formiilasyonlar: ile saf moksifloksasin (MOX), saf
moxifloksasin i¢eren F181-MOX, F1815-MOX ve F1915-MOX kodlu in situ jel
formiilasyonlarinin diyaliz membran ile yapilan in vitro salim ¢alismalarindan elde
edilen zamana karsi yilizde kimiilatif ¢o6ziinen etkin @ madde miktarlar

degerlendirildiginde su sonuglar ortaya c¢ikmustir. 34 °C’deki ¢alisma sicakliginda
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¢ozelti formunda bulunan MOX’un salim profili hizli salim gostererek 1 saatte %100’e
ulagsmistir. Saf etkin madde ve kompleksler ile hazirlanan in situ jel formiilasyonlar1 da
calisma sicakliginda jellesmelerine bagl olarak birbirlerine benzer ve saf etkin maddeye
gore daha yavas salim gostermislerdir. /n situ jel formiilasyonlar jel sistemden etkin
madde salim mekanizmasindaki farkliliga bagli olarak, 1 saatte %55-72 arasinda
degisen ve 2 saatte %69-82 arasinda degisen salim degerleri gostermisler, salim
profilleri 72 saate kadar ayni seviyede devam etmistir. F181-MBCD formiilasyonunda 6.
saate kadar salimda artis gézlenmis, 6. saatte sabitlenmistir ve 2. saatte patlama etkisi
(burst effect) goriilmiistiir. Hazirladigimiz diger in situ jel formiilasyonlart monofazik
salim karakteristigi gosterirken, F181-MBCD formiilasyonu farkli olarak bifazik salim
profili gostermistir. Tiim bu veriler degerlendirildiginde F181-MBCD formiilasyonu ile
diger jel formiilasyonlarina kiyasla uzatilmis salim elde edilmistir.

Elde edilen salim verilerinin uyum gosterdikleri kinetik modeller DDSolver
programi ile belirlenmistir (Zhang vd., 2010). Salim profillerinin platoya ulastig1 siireye
kadar olan veriler (F181-MBCD ig¢in 0-6 s, digerleri igin 0-2 S) program yardimiyla
sifirmc1  derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas kinetik modellerine
uygulanmistir. En uygun kinetik modelin se¢imi i¢in salim verilerinin hiz sabiti (k),
determinasyon katsayis1 (r?), model secme kriteri (MSC) ve Akaike bilgi kriteri (AIC)
degerlerine bakilmistir (Oztiirk, 2017). En yiiksek k, 12, MSC degerleri ile en diisiik AIC
verilerine gdre, MOX’un birinci derece kinetik modele, formiilasyonlarin ise
Korsmeyer-Peppas kinetik modeline uyum gosterdigi belirlenmistir.

Korsmeyer-Peppas modeli, polimerik materyallerden etkin madde salimim
tanimlamaktadir. Bu modele uyum gosteren sistemlerde etkin madde, difiizyon ya da
polimer erozyonu ile agiga ¢ikmaktadir (Peppas ve Sahlin, 1989). Bu modele ait “n”
difiizyon sabiti ise, dozaj seklinin bigimine bagli olarak salim mekanizmasina ait bir
katsay1y1 gostermektedir. DDSolver programi ile elde edilen bu sabit tiim in situ jellesen
formiilasyonlarda 0,22-0,44 arasinda degisen degerler almistir. Literatliire gore “n”
diflizyon sabitinin bu degerleri, etkin maddenin difiizyon ile salimmin yam sira

polimerik gevsemenin de oldugunu belirtmektedir (Ritger ve Peppas, 1987).

6.3.3. In situ jel formiilasyonlarmn kararhihg
Farmasotik formiilasyonlarin kullanima kadar ve kullanim siiresi boyunca etkin

madde ve formiilasyonun kararliligmi siirdiirmeleri gerekmektedir. Kararlilik
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calismalar1 formiilasyonlarin etkinlik ve giivenliginin raf 6mrii boyunca korundugunun
gostergesi ve giivencesi olarak son derece dnemli ¢aligmalardir.

Calismada in situ jel formiilasyonlarmin kararliginin incelenmesi amaciyla, piyasa
preparatina uygun olarak %0,5 a/h oraninda etkin madde icerecek miktarda
MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanmis olan ii¢ farkli formiilasyon (F181-MBCD,
F1815-MBCD ve F1915-MBCD) 4°C buzdolab1 ve 2542 °C kararlilik kabininde 1siktan
korunarak ti¢ ay boyunca kararlilik agisindan degerlendirilmistir (ICH Q1A-R2, 2003).
Kararlilik takibinde baslangic zamaninda, 15., 30., 60. ve 90. giinde formiilasyonlarin
fiziksel goriiniisleri, etkin madde miktarlari ile pH degerleri; baslangic zamaninda, 30.,
60. ve 90. giin, oda sicakligina ve goz sicakligina uygun olarak 25 ve 34 °C’lerde
Olciilen viskozite degerleri ile reolojik davraniglari; 90. giinlin sonunda jellesme
kapasiteleri ve jellesme sicakliklari 6l¢lilmiistiir (Dol vd. 2014).

Kararlilik caligmalarina ait elde edilen sonuglarda siyah ve beyaz arka fonda
gorsel olarak incelenen formiilasyonlarin berrak ve homojen goriiniimleri ile fiziksel
goriiniislerini ¢alisma siiresince koruduklar1 belirlenmistir (Gupta vd. 2007). Calisma
stiresince valide HPLC yontemi ile analiz edilen etkin madde miktarlarina gore tim
formiilasyon ve her iki ¢alisma ortaminda, etkin madde kaybinin 3. ayin sonuna kadar
%1°den fazla olmadig1 tespit edilmistir (Tablo 5.25). Ug ay sonunda formiilasyonlardaki
etkin madde miktarlarindaki degisimler istatiksel olarak GrapPad programi ve Two
Way Anova testi ile degerlendirildiginde de degerler arasinda anlamli fark
bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 5.22-5.23).

Kararlilik ¢aligmalarinin 3. ay sonundaki pH degerleri gore; F181-MBCD
formiilasyonun baslangigtaki 6,51+0,00 olan pH degerinin 2542 °C’de 6,46+0,003’¢, 4
°C’de 6,47+0,00’a; F1815-MBCD formiilasyonun baslangigtaki 6,43+0,003 olan pH
degerinin 25+2 °C’de 6,35+0,00’a, 4 °C’de 6,40+0,00’a; F1915-MBCD formiilasyonun
baslangigtaki 6.34+0.00 olan pH degerinin 25+2 °C’de 6,28+0,005’¢, 4 °C’de
6,29+0,003 ¢ diistiigii goriilmiistiir (Tablo 5.26). Ug ay sonunda formiilasyonlardaki pH
degisimleri istatiksel olarak GrapPad programi ve Two Way Anova testi ile
degerlendirilmis ve degerler arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 5.23-
5.24). Etkin madde miktar tayini ve pH degerlerine ait sonuglar formiilasyonlarin
kimyasal kararliliklarinda degisim olmadigini1 gostermektedir.

Baglangi¢ zamaninda ve 90. giin 25 ve 34 °C’lerde 60 rpm’de 6l¢iilen viskozite
degerlerine gore; li¢ formiilasyonun (F181-MBCD, F1815-MBCD ve F1915-MBCD) her
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iki saklama sicakliginda ve her iki 6l¢iim sicakliginda baslangigtan itibaren {igiincii ayin
sonuna kadar viskozitede biiyliik kayiplar goriilmiistiir (Tablo 5.27). Elde edilen
sonuglarda 4 °C’de bekletilen formiilasyonlarin birinci ay sonuna kadar
viskozitelerindeki  degisikliklerin  diistik oldugu tespit edilmistir. Viskozite
degerlerindeki kayiplara karsin formiilasyonlar ¢ozelti formlarini korumakla birlikte,
reolojik olgiimler ve gbze uygulanis icin uygun viskozite gosterebilmislerdir. Bununla
birlikte viskozite degerleri arasindaki farklarin  anlamli  olup olmadiginin
belirlenebilmesi i¢in istatiksel degerlendirmelere ihtiya¢ bulunmaktadir.

Viskozitedeki degisimlerin sistemin reolojik davranisina etkisinin izlenmesi igin
Olclimler esnasinda alinan reogramlar degerlendirilmistir. Sekil 5.25-5.30 arasindaki yer
alan reogramlar incelendiginde, baslangi¢ reogramlarinda tiim formiilasyonlarin 0-400
rpm araliginda 25 °C’de yapilan 6lgiimlerinde bu sicakliklardaki ¢ozelti formlarina
uygun olarak sabit viskozite degerleri ile Newton akis modeline uyum gosterdikleri, 34
°C’de yapilan 6lgiimlerinde bu sicakliklardaki jel formlarma uygun olarak kayma hizi
arttikga azalan viskozite degerleri ile Psddoplastik akis modeline uyum gosterdikleri
tespit edilmistir. U¢ ay boyunca kaydedilen reogramlarda ise, 25 °C’de bekletilen
formiilasyonlarm 25 °C’deki reogramlarinda; F181-MBCD’in 3 ay boyunca Newton
modelini korudugu, F1815-MBCD ve F1915-MBCD’in ilk 2 ay Newton akis davranisini
korudugu, 3. ay sonunda plastik akis gectigi, 34 °C’deki reogramlarinda; F181-
MBCD’in ilk iki ay psddoplastik iiciincii ay plastik, F1815-MBCD’in ilk 2 ay Newton,
3. ay plastik, F1915-MBCD’in ilk ay Newton, 2. ve 3. aylarda psodoplastik akis
modeline uyum gosterdigi izlenmistir (Sekil 5.25-5.30). 4 °C’de bekletilen
formiilasyonlarm 25 °C’deki reogramlarinda; F181-MBCD, F1815-MBCD ve F1915-
MBCD’in 2 ay Newton son ay plastik, 34 °C’deki reogramlarinda; degisken akis
modelleri gosterdikleri goriilmiistiir (Sekil 5.25-5.30). Sonugta 25 °C’deki reogramlara
gore tiim formiilasyonlarin iki ay boyunca, beklenildigi gibi Newton akis modelini
koruduklar1 ancak 34 °C’deki reogramlarin siirekli degiskenlik gostermesi nedeniyle bu
sicakliktaki reogramlara gore genel bir sonug¢ belirtmenin giivenli olmayacagi
degerlendirilmistir.

In situ jellesen sistemler icin Onemli karakterizasyonlardan olan jellesme
kapasitesi ve jellesme sicakliklarina ait sonuglar degerlendirildiginde, iigiincii ay

sonundaki jellesmenin F1815-MBCD formiilasyonunda baslangictakine uygun olarak
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hemen olusarak birka¢ saat silirdiigii belirlenmistir. F181-MBCD ve F1915-MBCD
formiilasyonlarinin jellesme sicakliklar1 degistigi icin jellesme kapasitesi calismasinda
jellesme  gozlenmemistir.  F181-MBCD, F1815-MBCD  ve  F1915-MBCD
formiilasyonlarinin baslangictaki jellesme sicakliklari sirastyla 32,8, 28,4 ve 35,1
°C’dir. 25 °C’de bekletilen formiilasyonlarin jellesme sicakliklarinin sirasiyla 38,7,
33,9, 46,1 °C’ye yiikseldigi, yine benzer sekilde 4 °C’de bekletilen formiilasyonlarin
jellesme sicakliklarinin sirasiyla 34,8, 31,2, 38,5 °C’ye yiikseldigi goriilmiistiir. Elde
edilen sonuglara gore 25°C’de bekletme formiilasyonlarin jellesme sicakliklarinda 5-6
°C yiikselmeye, 4 °C’de bekletme ise 2-3 °C yiikselmeye neden olmustur. Bu sicaklik
yiikselmelerinin viskoziteye ve 34 °C’deki reogramlara olumsuz yansimasi yukaridaki
sonuglarda izlenmistir. Ug aym sonundaki jellesme sicakliklarma gore oftalmik
uygulamada sicaklikla jellesmenin saglanabilmesi acisindan ve diger kararlilik
degerlendirmelerine gore F181-MBCD ve F1815-MBCD formiilasyonlar1 uygun olarak

degerlendirilmistir.

6.3.4. In situ jel formiilasyonlarmin antimikrobiyal etkinlikleri

Kompleksler iizerinde yapilan antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalarina ait
sonuglarda, Staphylococcus aureus iizerindeki etkinligin Pseudomonas aeruginosa
tizerinde elde edilen etkinlikten daha fazla olmasi1 ve oftalmik enfeksiyonlarda
Staphylococcus aureus’un siklikla goriilmesi nedeniyle, in situ jel formiilasyonlari ile
yapilan antimikrobiyal testler sadece Staphylococcus aureus ile yiiriitiilmiigtiir. Ayrica
kompleksler ile yapilan antimikrobiyal testlerde 100 ve 500 ng/mL konsantrasyonlarda
ol¢iilemeyen biiyiikliiklerde zon caplari olusmasi nedeniyle, bu boliimdeki ¢alismalarda
1, 4,7 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarda galisilmistir.

Calismada 1, 4, 7 ve 10 ug/mL konsantrasyonlarda etkin madde igeren, saf etkin
madde ¢ozeltisi (MOX), piyasa preparati (Vigamox®), saf etkin madde ile hazirlanmis
in situ jel formiilasyonlar1 (F181-MOX, F1815-MOX ve F1915-MOX), MOX:MBCD
kompleksi ile hazirlanmis in situ jel formiilasyonlar1 (F181-MBCD, F1815-MBCD ve
F1915- MBCD) ve plasebo formiilasyon ayni sartlarda inkiibasyona birakilarak sonuglar
elde edilmistir. Calismanin sonuglarina gore, plasebo formiilasyon ile beklenen sekilde
zon goriilmemis; Vigamox® ile 4 pg/mL’de 15,0 mm, 7 pg/mL’de 22,5+2,5 ve 10
ng/mL’de 25,5+1,5 mm zon ¢apt; MOX’un 1 ve 4 ug/mL’sinde zon goriilmezken, 7 ve
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10 pg/mL’de sirasiyla 15,5+0,5 ve 21,0£1,41 mm (ort+SH) zon ¢ap1 elde edilmistir.
F181-MOX ve F1815-MOX sadece 10 pg/mL’de, sirasiyla 21,0+1,0 ve 18,5+3,5 mm
zon ¢ap1 olusturmustur. F1915-MOX, F181-MBCD, F1815-MBCD ve F1915- MBCD, 7
ug/mL’de sirasiyla 16,5+0,5, 14,5+0,5, 18,0+2,0 ve 13,5+£0,5 mm; 10 pg/mL’de
sirastyla 22,5+1,5, 22,5+1,4, 25,0+0,0 ve 19,0+£0,0 mm zon cap1 gostermistir (Tablo
5.29). F181-MOX ve F1815-MOX’da 7 pg/mL’de zon goriilmezken ayni
formiilasyonlarin kompleksler ile hazirlanmis sekilleri olan F181-MBCD ve F1815-
MBCD’de sirasiyla 14,5+0,5, 18,0+£2,0 mm zon c¢ap1 eldesi ve yine F181-MOX ve
F1815-MOX’da 10 pug/mL’de sirastyla 21,0+1,0, 18,5+3,5 mm zon goriiliirken, F181-
MBCD ve F1815-MBCD’de sirastyla zon caplarmmin 22,5+1,4, 25,0£0,0 mm’ye
yiikselmesi, CD ile komplekslesmenin etkin maddenin antimikrobiyal etkinliginde artis
sagladigim1 gostermistir. Bu bulgular saf kompleksler ile saf etkin maddenin
karsilastirildigi antimikrobiyal test sonuglari ile de uyumludur.

Piyasa preparatinin zon caplari, tiim formiilasyonlardan daha yiiksektir. Buna
neden olarak piyasa preparatindaki etkin madde kaynaginin farkli olmasi ve piyasa
preparatinda calismada gelistirilen formiilasyonlardan farkli olarak benzalkonyum
kloriir koruyucusunun bulunmamasiin oldugu disliniilmiistiir (Miller 2008). Bu
nedenle formiilasyonlara ait antimikrobiyal sonuglar saf etkin maddeye ait sonuglar ile
karsilastirilmistir. Yapilan karsilastirmalarda, 7 pg/mL’de F1915-MOX ve F1815-
MBCD’nin MOX’dan daha yiiksek, 10 pg/mL’de F1915-MOX, F181-MBCD ve F1815-
MBCD’nin MOX’dan daha yiiksek zon capimna sahip oldugu goriilmiistiir. Sadece 10
ng/mL’de F181-MBCD’nin, her iki konsantrasyonda da F1815-MBCD’nin MOX’dan
daha yiiksek etkinlik gostermesi bu iki formiilasyonun ileri arastirmalar i¢in aday

olabileceklerini gostermistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Calismanin tamamindan elde edilen verilere gore asagida belirtilen sonuglara
ulasilmistir:

-HPLC yontem validasyonunda incelenen dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
duyarlilik, segicilik ve kararlilik parametrelerinden elde edilen sonuglarin, ICH
kilavuzlarinda yer alan analitik validasyon kriterlerine uygunluk gostermesi ile
yontemin ¢aligmada giivenli olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

-SBEBCD, HPBCD, MBCD ile yapilan ¢oziiniirliikk faz ¢alismalari ile Bs tipi faz
diyagramlarina uygunluk gosterdikleri belirlenerek, sitokiyometrik hesaplamalar ile
etkin madde ve CD’lerin komplekslesebilecekleri molar oranlar sirastyla 1:15, 1:11 ve
1:3 olarak bulunmustur.

-MOX:CD kompleksleri liyofilizasyon yontemi ile kati formda basar1 ile
hazirlanarak, IR, DSC, NMR ve XRD ile yapilan kati hal karakterizasyon
calismalarinda inkliizyon komplekslerinin olustugu gosterilmistir.

-SBEBCD, HPBCD ve MBCD kompleksleri ile etkin madde ¢oziiniirliik degerinde
sirastyla 4,2, 4,6 ve 5,5 kat artisg saglanmastir.

-CD kompleksleriyle hazirlanan sulu ¢o6zeltilerin 2 ay boyunca giin 15181, 25 °C
karanlik ve 4 °C buzdolabinda bekletilmesi sonrasinda yapilan miktar tayini
sonuclarinda giin 1518inda bekletilen ¢ozeltilerin etkin madde miktarinda 3. gilinden
itibaren azalma goriildiigli ve 2. ayin sonunda etkin maddenin yaklasik %50 oraninda
azaldig1 saptanmustir.

-CD komplekslerinin ¢ozelti kararliligi sonucglarina gore giin 15181 ortami igin
MOX:SBEBCD kompleksinin, 25 °C karanlik ve 4 °C buzdolabi ortamlar1 igin
MOX:MBCD kompleksinin etkin madde kararliligi acgisindan daha iyi koruma
sagladiklar1 belirlenmistir.

-MOX:CD kompleksleri ve saf etkin madde ile 1 ve 10 ug/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan MOX igeren ¢ozeltiler ile Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa iizerinde yapilan antimikrobiyal etkinlik ¢alismasinda dlgiilen zon gaplarina
gore, MOX:HPBCD kompleksi ile zon ¢aplarinda 1 mm biiyiime goriiliirken, en fazla
zon ¢ap1t biyiimesi (3 mm artis) MOX:MBCD kompleksi ile 10 pg/mL C’da
Staphylococcus aureus iizerinde elde edilmistir.

-In situ jel formiilasyonlarmin gelistirilmesine yonelik gerceklestirilen on
formiilasyon c¢aligmalarinda, Pluronic F127 polimerinin %18, 19, 20, 21 a/h, HPMC’nin
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%0,5, 1, 1,5 a/h oranlarinda kullanilmasi ile uygun jellesme kapasitesi ve jellesme
sicakliklarinin elde edilebildigi bulunmustur.

-On formiilasyonlara %0,5 a/h oraninda etkin madde ilavesi amaciyla hesaplanan
miktarlarda ~ MOX:SBEBCD, MOX:HPBCD, MOX:MBCD  komplekslerinin
eklenmesinden sonra sadece MOX:MPBCD kompleksi ile istenilen jellesme
Ozelliklerinin saglanabildigi tespit edilmistir.

-MOX:MBCD kompleksi igeren in situ jel formiilasyonlarinin pH’simnin 0,1 N
NaOH ile pH 6,5’¢ ayarlanmasi ile formiilasyon 6zelliklerinin istenilen sinirlar i¢inde
saglanabildigi saptanmigtir. Gelistirilen in situ jel formiilasyonlarinin 0,22 pum por
capina sahip steril membran filtre ile sterilizasyonunun saglanabilecegi belirlenmistir.

-On formiilasyon calismalarmin sonuglarma gére F181-MBCD, F1815-MBCD ve
F1915-MBCD kodlu formiilasyonlarin uygun fiziksel goriiniis, pH, jellesme kapasitesi
ve jellesme sicakligi degerlerine sahip oldugu ve in vitro salim, kararlilik, in situ jel
formiilasyonlarinda antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalarina bu formiilasyonlar ile devam
edilmesinin uygunlugu belirlenmistir.

-In vitro salim calismalarina sonuglarma gore, saf etkin madde 1 saatte %100
kiimilatif salim ile hizli, in situ jel formiilasyonlar1 ise 2 saatte %69-82 ve 72 saate
kadar ayni1 seviyelerde kalan daha yavas bir salim gostermislerdir.

-Saf etkin maddenin kinetik modeli, hizli salim profiline uygun olarak birinci
derece, in situ jellesen sistemlerin kinetik modelleri ise salimda difiizyon ve erozyonun
birlikte yer aldiklar1 Korsmeyer-Peppas modele uyum gostermislerdir.

-MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan in situ jellesen formiilasyonlarin 25 °C ve
4 °C’de yuritilen kararlilik ¢aligmalarina gore, F181-MBCD, F1815-MBCD ve F1915-
MBCD kodlu formiilasyonlarin fiziksel goriiniis, etkin madde miktari, pH degerleri
acisindan kararliliklarini koruduklari tespit edilmistir.

-Kararhilik ¢aligmalarinda ii¢lincli ayin sonunda oSlgiilen jellesme sicakliklarinda
baslangi¢ degerlerine gore artislar tespit edilmistir. Bu bulgulara paralel olarak da F181-
MBCD, F1815-MBCD ve F1915-MBCD kodlu formiilasyonlarin ii¢ ayhik kararlilik
caligmalar1 sonucunda 1-2 ay igerisinde viskozitelerinde diisiis ve uyum gdosterdikleri

akis modellerinde degisim goriilmiistiir.
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- In situ jellesen formiilasyonlarmn kararlilik calismasi sonuglarinin taman birlikte
degerlendirildiginde, F181-MBCD, F1815-MBCD kodlu formiilasyonlarin uygun
oldugu belirlenmistir.

-MOX:MBCD kompleksi ile hazirlanan in situ jel formiilasyonlari ile saf MOX’un
antimikrobiyal etkinliklerinin karsilastirilmasinda, F181-MBCD ve F1815-MBCD kodlu
in situ jel formiilasyonlarinin saf MOX’dan daha yiiksek etkinlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak MOX:CD inkliizyon komplekslerinin hazirlanmast ile saf etkin
maddeden daha yiiksek olarak elde edilen antimikrobiyal etkinlik sonuglarinin, etkin
maddenin mikroorganizmalar tizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlarina olan

etkilerinin incelenmesi igin ilave testlere ihtiya¢ bulunmaktadir.
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