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OZET

KARVEDILOL ICEREN KATI LIPiT NANOPARTIKUL
FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI ve IN VITRO
DEGERLENDIRILMESI

Zeynep KIPRIYE
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2017
Danisman: Yard. Dog. Dr. Evrim YENILMEZ

Bu tez ¢aligmasinin amaci, oral olarak uygulanan kat1 lipit nanopartikiil tastyict
sisteminin hazirlanmasi, se¢ici olmayan beta(p)-adrenerjik ve alfal(oy)-reseptor
antagonisti 6zelligi olan, kalp yetmezligi (KY) ve miyokard infarktiisii (MI) sonrasi
tedavide klinik etkinligi kanitlanmis bir etkin madde olan Karvedilol'iin sisteme
eklenmesi, kontrollii salim gosteren yeni ilag tasiyict sistemin gelistirilmesi ve in vitro

salim ¢aligmalarinin yapilmasidir.

Karvedilol, aj, B1 ve B2 adrenerjik reseptor blokaji 6zelligi olan bir adrenerjik
reseptor blokoriidiir. Karvediloliin organ koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
Karvedilol etkili bir antioksidandir ve reaktif oksijen radikallerini ortadan kaldirir.
Karvedilol rasemiktir ve hem R (+), hem de S (-) izomerlerinin oy adrenerjik reseptor
blokaji ve antioksidan ozellikleri vardir. Karvediloliin insan damar diiz kas hiicreleri
tizerine antiproliferatif etkisi vardir. Hafif veya ciddi kalp yetmezIligi hastalarinda
ventrikiil fonksiyonunu diizelttigi, mortalite ve morbiditeyi azalttigi c¢aligmalarda
kanitlanmistir. Bu nedenle kalp yetmezligi hastalarinda standart tedavi segenegi olarak

diistiniilmelidir.

Bu c¢aligmada, Karvedilol iceren kati lipit nanopartikiil (KLN) sistemi
gelistirilmistir. Formiilasyonda, kati lipit olarak Dynasan® 114, yiizey etkin madde
olarak Tween® 80 kullanilmistir. KLN sistemlerinde lipit yapilarin degismedigi X-1smn1
kirmim (XRD), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), infrared (IR) ve niikleer

manyetik rezonans (NMR) analizleri ile kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Karvedilol, Kat1 Lipit Nanopartikiil, Antihipertansif, Stirekli Salim



ABSTRACT
PREPARATION and IN VITRO EVALUATION of
SOLID LIPID NANOPARTICLE FORMULATIONS
CONTAINING CARVEDILOL

Zeynep KIPRIYE
Department of Pharmaceutical Technology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May, 2017

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Evrim YENILMEZ
The aim of this thesis study is to prepare orally applicable solid lipid
nanoparticle (SLN) delivery system, to add the carvedilol which is a drug substance
proven clinical effetiveness after heart failure (HF) and mycordial infarction (Ml) to the
system, to improve of new drug delivery system which is showing controlled release

and to do in vitro release studies.

Carvedilol is an oy, B1 and [, adrenergic receptor with an adrenergic blocking
properties. Carvedilol has been shown that the organ protective effects. Carvedilol
eliminates an effective antioxidant and reactive oxygen radicals. Carvedilol is racemic,
and both R (+) and S (-) isomer of the a; adrenergic receptor blockade and has
antioxidant properties. Carvedilol has antiproliferative effects on human vascular
smooth muscle cells. Mild or severe heart failure improves ventricular function in
patients that have been proven in studies to reduce mortality and morbidity. It must

therefore be considered as the standard treatment option for patients with heart failure.

In this study, SLN system containing carvedilol was developed. In the SLN
system, Dynasan® 114 was used as the solid lipid, while Tween® 80 was used as the
surfactant. Lipid structures of SLNs were verified to be unchanged by the X-ray
diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC), infrared (IR) and nuclear

magnetic resonance (NMR) analyses.

Key Words: Carvedilol, Solid Lipid Nanoparticle, Antihypertensive, Sustained Release
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1. GIRIS ve AMAC

Kontrollii ilag salim1 i¢in yaygin olarak arastirilan kolloidal tasiyici sistemler
yapilarina Gzel c¢esitli avantaj ve dezavantajlara sahiptirler. Polimer yapili
nanopartikiiller yavas bozunmalari, liretimleri sirasinda kullanilan organik ¢oziiciiler,
endiistriyel 6l¢ekte iiretimlerinin sinirli olmasi ve otoklav ile sterilizasyonlariin sinirh
olmas1 gibi olumsuzluklara sahiptir; lipozomlar ise, nispeten daha diisiik fizikokimyasal
kararliliga sahiptirler ve biiyilkk Olgekte Tlretimleri i¢in uygun yontem de

bulunmamaktadir.

Son yillarda, KLN'lerin diger kolloidal tasiyici sistemlere alternatif bir ilag
tastyici sistem olarak kullanimlar igin pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmektedir. Kolloidal
tasiyicilarin avantajlarini bir arada barindiran ve dezavantajlarini en aza indiren kat1 lipit
nanopartikiillerin kolloidal tastyici sistem olarak kullanimlar1 giderek artmaktadir.

Karvedilol secici olmayan B-bloke edici maddedir ve ayni1 zamanda reseptorde
bloke edici dzelliginden dolay1 vazodilatordiir. Karvedilol hipertansiyonlu hastalarda
yaygin olarak kullanilmasinin yani sira anjin ve konjestif kalp yetmezIligi olan
hastalarda da etkindir. Iyi tolere edilebilir ve nispeten az sayida yan etkisi mevcuttur.
Diger beta-bloker ilaglarla karsilastirildigi zaman karvedilol daha olumlu sonuglar elde
edilmesine yardimci olabilecek Ozellikleri de mevcuttur. Karvediloliin etkinligi,
yalnizca kalp yetmezliginde degil bunun yaninda koroner arter hastaligi, inme, bobrek
yetersizligi, diabetes mellitus ve atriyal fibrilasyon (AF) gibi hastaliklarda da
kanitlanmustir.

Bu calismada, kontrollii salim ozelligine sahip B-adrenerjik ve a-reseptor
antagonisti 6zelligi olan, KY ve MI sonrasi tedavide klinik etkinligi bulunan yeni bir
ilag formiilasyonu gelistirmek amaglanmistir. Diisiik biyoyaralanima ve kisa yar1 6miire
sahip etkin maddenin KLN'ler ile kontrollii salim yapmasi hedeflenmektedir.
Hazirlanacak formiilasyonlarin karakterizasyonlari, kararliliklari, sitotoksisiteleri ve in

vitro salimlari yapilarak formiilasyon etkinlikleri degerlendirilecektir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Kat1 Lipit Nanopartikiiller
2.1.1. Tanim ve genel 6zellikleri

KLN'ler, 1991 yilinda mevcut olan kolloidal sistemlere alternatif olarak bulunan,
yag/su emiilsiyonundaki sivi yagin kati lipitle degistirilmesi sonucu olusan kati
nanopartikiillerdir [1,2]. KLN'ler kolloit boyutta olan ve yiizeylerinde tek tabaka halinde
fosfolipit molekiilii bulunduran bir kati hidrofobik g¢ekirdekten olusan, yapi olarak
lipozom ve nanopartikiil arasinda olan, etkin madde tasiyicisi olarak kullanilan ve
yiiksek basingla homojenizasyon (sicak ve soguk homojenizasyon), mikroemiilsiyon,
coziicliyle coktirme ve yliksek hizda karigtirma (ultrasonikasyon) yontemleriyle

hazirlanabilen kat1 parcaciklardir [3,4].

KLN'ler, parenteral, oral, okiiler ve topikal olarak uygulanabilen, parcacik
boyutu 50-1000 nm arasinda olan, otoklavda sterilize edilebilen, fiziksel kararlilig
yiikksek olan, kontrollii ve stirekli salim saglayan tasiyicilardir [4]. Nanometre
boyutundaki partikiiller olan KLN'ler, oda ve viicut sicakliginda kat1 halde olan lipitler
ile hazirlanirlar ve yiizey etkin maddeler (YEM) ile kararli hale getirilirler [5, 6]. YEM
olarak kullanilan maddelere lesitinler, poloksamerler, etoksillenmis monogliseridler ve
polisorbanlar 6rnek olarak verilebilir [1, 7]. KLN'lerin avantajlarina, kolloidal
biiyiikliikkte olmalari, biyolojik olarak uyumlu olmalari, hidrofilik ve hidrofobik etkin
maddelerin yiiklenebilmesini, tretim i¢in gerekli aletlerin basit olmasi, sterilize
edilmesinde problem olusmamasi, dondurarak kurutulabilir olmalari, organik
coziiclilerin genellikle kullanilmamasindan dolay1 biyotoksisitesinin olmamasi, biiyiik
Olcekli tiretimi, kolay hazirlanabilir olmasi ve maliyeti diisiik formiilasyon ajanlarina
sahip olmasi sayilabilir. Dezavantajlarina ise, hazirlama yontemi olarak kullanilan sicak
homojenizasyon teknigindeki yliksek sicakligin her etkin madde i¢in uygun olmayisi,
hazirlanan yiiksek konsantrasyonlarda YEM ve yardimei1 YEM kullanim ihtiyact olmasi
sayilabilir [4,7].

KLN'ler fizyolojik lipitlerden olustuklar1 i¢in polimerik nanopartikiillerde
gozlenen akut ve kronik toksisite riski azaldigi gibi metabolize olmalar1 ve
uzaklastirilmalar1 i¢in organizmada uygun yollar bulunmaktadir. KLN'lerin iiretiminde

kullanilan lipitler ve YEM'ler, tablet, pellet ve kapsiil gibi konvansiyonel ilag



sekillerinde de kullanilmaktadir ve giivenli (GRAS (Generally Recognized As Safe)
olarak kabul edilmektedirler [8].

2.1.2. KLN'lerin ustiinliikleri

KLN'ler; diger kolloidal tasiyici sistemlerin sagladigi avantajlari igerirler. Yag
emiilsiyonlarinin avantajlarindan olan toksik organik ¢oziicli kalintist icermemeleri ve
endiistriyel Olgekte iiretimlerinin olmasi; lipozomlarin avantajlarindan olan dokulara
etkin madde hedeflenebilmesi; kat1 polimerik nanopartikiillerin avantajlarindan olan
kat1 lipit matrisleri sayesinde kontrollii etkin madde salimi ve kimyasal bozunmaya

kars1 etkin maddenin korunmasi gibi avantajlara da sahiptirler [1, 9].

Avantajlart:

e Sulu dispersiyonlar1 kararlidir ve diger kurutma yontemlerine ek olarak
dondurarak veya piiskiirterek kurutulabilir,

e Hidrofilik ve hidrofobik ilaglar i¢erisine hapsedilebilir,

e Sterilizasyonlarinda problem olusmaz,

e Hazirlama sirasinda fizyolojik bilesiklerin kullanilmasi nedeniyle toksikolojik
olarak kabul edilebilirdir,

e Biyotoksisiteye sahip degildir, akut ve kronik toksisite gdstermez,

e  Uretimde organik ¢6ziicii kullanilmadig: igin organik ¢oziicii kalintis1 igermez,

e Kolloidal biiyiikliiktedir,

e Biiyiik olcekte tiretimleri gergeklesebilir,

e Kontrollii salim ve ilag hedeflemesi gergeklesebilir,

e FEtkin madde kararlilig1 ytiksektir,

e Toplam iiretim maliyeti diger ilag tasiyict sistemlere gore diisiik oldugu i¢in

ekonomik olarak kabul edilebilir [1, 4, 7, 10, 11].
2.1.3. KLN'lerin sakincalari
Dezavantajlart:

e llag yiikleme kapasiteleri nispeten diisiiktiir,
e Saklanma esnasinda polimorfik gecisler olabilir ve boylece ilag kati lipitten
disar1 sizabilir,

e Ortamda farkli kolloidal yapilar da bulunabilir [6, 7, 12].



2.1.4. KLN'lerin genel igerikleri

KLN'ler kat1 lipit, YEM ve su fazindan olugmaktadirlar. KLN'lerin "Nano-yapili
Lipit Tastyicilar" (NLT) adinda yeni nesil bir lipit nanopartikiil tiirevi gelistirilmistir.
NLT'lerde 3 farkli yapilanmadan sozedilebilir. Kati ve sivi yaglarin yapilarindaki
farklilik ve kristalizasyon siirecinde olusan diizensiz matriks yapi, ilag molekiilleri igin
bosluk olusturmaktadir (Tip 1). Genel olarak, sivi yaglarda ilag ¢oziiniirliigii kati
lipitlere gore daha yiiksektir. Sivi yag/kati lipit/su modelinde ilacin sivi yagdaki
¢ozinlrligl artarken, kat1 lipit kisminda da ilag lokalizasyonu saglanir (Tip 2). Lipit
yapinin amorf halde olmasinin kristalizasyon sonucu etkin maddenin matriksten disari

sizmasini 6nledigi de gosterilmistir (Tip 3) [13-15].

Lipit terimi trigliseritleri, kismi gliseritleri, yag asitlerini, steroitleri ve mumlari
icermektedir. Sivi yag olarak miglyol, oleik asit, soya yag gibi sivi yaglar
kullanilmaktadir.

Yiiklerine ve molekiil agirliklarina bagli olarak tim YEM smiflari lipit
dagilimin1 dayanikli hale getirmek i¢in kullanilabilmektedir. YEM seciminin, sistemin
verilis yoluna da bagli oldugu saptanmustir [11, 16]. KLN dispersiyonlar1 % 10-20 lipit,
% 1-5 YEM ve gerekli ise sulu fazda koruyucu igerir. Hidrofobik etkin maddeler ile
hapsedilme oran1 % 0.8 - % 9.8 arasindadir [1].

Yaygin olarak kullanilan lipit ¢esitleri Cizelge 2.1’de, YEM ve yardimc1 YEM

cesitleri ise Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.1. KLN formiilasyonunda siklikla kullanilan lipitler

Lipit

Trigliserit
Trikaprin
Trilaurin
Tripalmitin
Tristearin
Hidrojenize koko-gliseridi (Softisan” 142)

Kati yag

Witepsol® W 35
Witepsol® H 35
Witepsol™ H 42



Cizelge 2.1. (Devam) KLN formiilasyonunda sikiikla kullanilan lipitler

Witepsol® E 85
Gliseril monostearat (Imwitor® 900)
Gliseril dibehenat (Compritol® 888 ATO)
Gliseril palmitostearat (Precirol” ATO 5)
Setil palmitat
Stearik asit
Palmitik asit
Dekanoik asit

Behenik asit

Kaynak: [11].

Cizelge 2.2. KLN formiilasyonunda siklikla kullanilan YEM ve yardimci YEM'ler

YEM ve yardimc1 YEM

Soya lesitini ( Lipoid® S 75, Lipoid® S 100)

Yumurta lesitini (Lipoid® E 100)
Fosfotidilkolin (Epikuron® 170, Epikuron® 200)
Poloksamer® 188, 182, 407
Poloksamin® 908
Hidrojenize koko-gliseridi (Softisan® 142)
Tiloksapol
Polisorbat” 20, 60, 80
Sodyum kolat, Sodyum glikolat
Taurokolik asit sodyum tuzu
Butanol
Butirik asit

Monooktilfosforik asit sodyum

Kaynak: [16].

Compritol® 888 ATO, gliserol monobehenat (% 12-18 a/a), gliserol dibehenat
(% 45-54 a/a) ve gliserol tribehenat (% 28-32 a/a) karisimindan olusan kat1 bir lipittir.
Erime sicakligi 69-74°C arasindadir. Hidrofilik-Lipofilik Denge (HLB) degeri yaklasik



olarak 2’dir. Fiziksel olarak ince beyaz toz ya da yari kati pellet halinde bulunur.
Compritol® 888 ATO, etkin madde enkapsiilasyonunda, tablet ya da kapsiil
formiilasyonunda kaydirici olarak ve matris tablette siirekli salim saglayan madde

olarak kullanilir [17].

Dynasan® 114, kati lipiti piyasada hazir olarak bulunan di- ve trigliseridin
kimyasal karisimidir. Dynasan®™ 114 (trimiristin, gliseril trimristat) % 4-5 digliserit ve %
95 trigliserit karisimindan olusur. Fiziksel olarak ince beyaz toz halinde olan maddenin
erime sicakligi 55-58°C arasindadir. Dynasan® 114 modifiye veya siirekli salim yapan

ilag tasiyici sistemde ve tablet ya da kapsiil formiilasyonunda kaydirici olarak kullanilir

[18].
2.1.5. KLN'lerin hazirlanma yontemleri

KLN'ler, yiiksek basin¢cta homojenizasyon (sicak ve soguk homojenizasyon),
mikroemiilsiyon, ¢Oziicliyle ¢oktiirme ve yiiksek hizda karistirma (ultrasonilasyon)

yontemleriyle hazirlanabilirler [4,19].
2.1.5.1. Yiiksek basingta homojenizasyon yontemi

Bu yontemde yiiksek basingli homojenizatorler kullanilir ve bu homojenizatorler
stviya mikron biyiikligiindeki delikten gegmesi igin yiiksek basing (100-2000 bar)
uygulayarak siviyr iterler ve bdylece sivi kisa mesafede ¢ok yiliksek hiza (1000
km/saat'in lizerinde) sahip olur. Cok yiiksek kayma stresi ve kavitasyon kuvvetlerinden
dolay1 pargaciklar mikron alti biiyiikliige parcalanirlar. Homojenizasyon yontemi ile

KLN iiretimi igin kullanilan lipit miktar1 % 5 ile % 10 arasinda degisir [7,11].
2.1.5.1.1. Sicak homojenizasyon

Bu yontem, lipitin erime derecesinin iizerindeki Sicakliklarda gergeklestirilir.
Boylece emiilsiyonun homojenizasyonu gerceklesir. Lipit erime sicakliginin 5-10 °C
tizerine getirilir ve etkin madde bu lipit igerisinde dagitilir ya da ¢oziindiiriiliir. Etkin
madde igeren bu eriyik, ayni sicakliga getirilen sicak su ile karigtirllmis YEM igerisinde
dagitilir. Hazirlanan Onemiilsiyona homojenizator islemi uygulanir. Bu uygulama
sonrasinda elde edilen sicak su iginde yag (Y/S) nanoemiilsiyonu oda sicakliginda
sogutulur. Oda sicakliginda sogutulan lipit katilagir (rekristalize) ve boylece KLN'ler

elde edilir [19,20]. Tekrar kristallenme liyofilizasyon ile ve piiskiirterek kurutma



yontemleriyle de baslatilabilir. KLN'lerin sulu dispersiyonlar1 puskiirterek kurutma

yontemi ile kuru toz haline getirilerek daha uzun siire saklanabilir [21].

Sicak homojenizasyon tekniginin en biiyiikk dezavantaji yiiksek sicaklik
uygulanmas1 nedeniyle yiiksek sicakliga duyarli maddelere uygulanamamasidir.
Maddeler homojenizatérden gecerken olusan siirtinme kuvvetlerinin etkisiyle sistem
yaklagik 10 °C daha fazla 1smir ve bdylece etkin madde bozunmasina bagli olarak
kararlilik sorunlar1 olusabilir. Bu nedenle bu maddeler soguk homojenizasyon
teknigiyle hazirlanirlar. Yiiksek sicakliga duyarliligi diisilk maddeler, yiiksek sicakliga

maruz kalinan siirenin ¢ok kisa olmasi nedeniyle bu yontemle hazirlanabilirler [2,4,15].
2.1.5.1.2. Soguk homojenizasyon

Bu yontemde etkin madde igeren lipit erigi sogutulur, 50-100 pm boyutunda
mikropartikiiller halinde 6gitiilir ve soguk halde bulunan YEM c¢ozeltisi igerisinde
dagitilir. Elde edilen On-siispansiyon oda sicakliginda veya oda sicakligiin altinda
homojenize edilir. Sonugta KLN'ler elde edilir [15]. Bu yontem lipitin erimesini onler
veya en aza indirirken, hidrofilik ilaglarin sulu fazda kaybini da engeller. Hidrofilik
ilaglarin kaybin1 daha da azaltmak i¢in ilacin c¢oziiniirliiglinii azaltan yag ve

polietilenglikol (PEG) 600 kullanilir [4].

Her iki homojenizasyon teknigi de %40'a kadar lipit iceren islem yapmak igin
uygundur ve genel olarak bu yontem dar pargacik biiylikliigii dagilimlar1 vermektedir
[22].

2.1.5.2. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyonlar berrak, YEM'in yaninda yardime1 YEM igeren, hidrofilik ve
hidrofobik fazlardan olusan sistemlerdir. Mikroemiilsiyonlar suya eklenince lipit faz
kiiglik partikiiller halinde dibe ¢o6ker. Mikroemiilsiyonlarin bu &zelliginden
yararlanilarak KLN hazirlama yontemi gelistirilmistir. Bu ydntemde &nce oda
sicakliginda kat1 halde bulunan lipit erime sicakliginin lizerinde bir sicaklikta eritilir.
Su, YEM ve yardimct YEM karigimi lipitle ayni sicakliga getirilir ve erimis lipite
karistirilarak ~ eklenir. Bdylece termodinamik olarak dayanikli, 15181 geciren
mikroemiilsiyon olusturulur. Olusan mikroemiilsiyon, asir1 miktardaki soguk sulu (2-3

°C) ortamda dagitilarak KLN'ler olusturulur [15,19].



2.1.5.3. Coziiciiyle ¢oktiirme yontemi

Bu yontemde; lipit, sulu fazda emiilsifiye edilmis, su ile karismayan organik bir
¢oziiclide (toluen, kloroform, siklohekzan vb) ¢oziindiiriiliir. Kullanilan organik ¢6ziicii
vakum altinda ugurulur ve lipit nanopartikiil dagilimlar1 olusarak sulu fazda ¢oker
[6,15]. Bu yontemle 25-100 nm boyutlarina sahip partikiiler sistemler elde edilir.
Coktiirme yonteminin bir iistiinliigli, hazirlanma sirasinda sicaklik uygulanmamasidir.
Bu nedenle, yiiksek sicaklikta bozulma olasiligi olan etkin maddelerin yiiklenmesi i¢in
uygun bir yontemdir. Yontemin dezavantaji ise, organik ¢oziicii kullanilmasidir [15].
Buna ek olarak, bu yontem ile {iretimin dlgek biiyilitme isleminin gerceklestirilmesinde
de problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bu yontem ile elde edilen iriiniin ortalama pargacik

biiytikligii, organik fazdaki lipitin konsantrasyonuna baglidir [7].

Trotta vd. ¢alismalarinda ¢6ziicii diflizyon teknigini kullanmislardir. Bu teknik
ile disiik toksisiteye sahip ¢oziiciileri ve YEM'leri kullanmislar ve gliserin monostearat
nanopartikiillerini hazirlamiglardir. Benzil alkol veya biitil laktat kullanilarak ¢oziiciiyle

¢oktiirme yontemiyle KLN tiretimini gergeklestirmislerdir [23].

2.1.5.4. Yiiksek hizda karistrma (yiiksek devirli  homojenizasyon) veya

ultrasonikasyon yontemi

Bu yontemde, lipit ve etkin madde birlikte, lipitin erime sicakligindan 5-10 °C
daha yiiksek bir sicaklikta eritilir ve bu eriyen lipit etkin madde karistmi ayni
sicakliktaki sulu YEM c¢ozeltisiyle yiiksek devirde karistirilir [15]. Genellikle bu
yontemler birlikte kullanilmaktadir [19]. Bu yontemin en biiyilik avantaji yaygin olarak
kullanilabilir olmasi ve basit olmasidir. Yontemin dezavantajlarina ise, hazirlama
esnasinda olusabilen mikropartikiillerin parcacik biytikligi dagilimmi genisletmesi
sonucunda saklama esnasinda partikiil biiylimesi gerceklesmesi, buna bagli olarak da
fiziksel dayanikliligin  bozulmasi ve kullanilan karistiricidan  dolayr  metal

kontaminasyonunu gozlenebilirligi sayilabilir [15,19]

Hou ve ark. yaptiklart ¢alismada, KLN {iretiminde kullanmak i¢in, modifiye
yiiksek hizda homojenizasyon ve ultrasonikasyon yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen
bu yontem organik ¢oziiciiye olan ihtiyact ortadan kaldirmistir ve bdylece iiretilen

KLN'lerin kalitesi artarak, basit ve uygun bir yontem gelistirmislerdir [24].



2.1.6. KLN'lerin hazirlanmasinda karsilasilabilen problemler
Karsilasilabilecek baslica problemlere,

e Yiiksek basingta homojenizasyon yonteminde gerceklesebilen, yiiksek basingla
indiiklenen etkin maddenin bozunmasi,

e Lipitin asir1 sogutulmasi, lipit polimorflar1 arasi gegislerin olusmasi, lipit
nanopartikiillerinin sekil degisimi veya KLN dispersiyonunun viskoz bir jele
doniismesi sonucu lipitin Kristalizasyonu,

e Bir ¢ok kolloidal tiiriin bir arada bulunabilmesi sayilabilir [19].
2.1.7. KLN'lerin kararhhg

KLN'ler uzun siireli fiziksel ve kimyasal kararliligindan dolay1 kolloidal ilag
tastyict olarak kullanilmaktadirlar [25]. Yapilan ¢alismalarda optimize edilen KLN'lerin
parcacik biiylkliklerinin 12-36 ay boyunca degismedigi gosterilmistir. Fakat, bu sonug
tim KLN dispersiyonlari i¢in gegerli degildir. Baz1 durumlarda kisa siirede pargacik
biiytikligiinde artis olabilmektedir [7]. Ayrica, hidrolize hassas etkin maddelerde

kimyasal kararlilik sorunlari gézlenmektedir [25].

[lacin saklanmasinda sivi Kkolloidal dispersiyon formunun kuru toz formuna
dontistiiriilmesi, kati haldeki iriiniin daha iyi kimyasal ve fiziksel kararliliga sahip
olmasindan dolay1 yararhidir. Bununla birlikte, KLN grantilleri kat1 dozaj sekli olarak da
kullanilabilir, tablet haline basilabilirler veya pelletler i¢ine hapsedilebilirler [19-21].

KLN dispersiyonu iki sekilde kuru toz formuna dontistiiriilebilir [19]:
1. Dondurarak kurutma (Liyofilizasyon)
2. Puskiirterek kurutma
2.1.7.1. Dondurarark kurutma (Liyofilizasyon)

KLN formiilasyonu igerisindeki maddelerin kimyasal dayanikliliga sahip olmasi
ve kristal biiylimesine engel olacak dar partikiill boyutu aralifina sahip olmasi
istenmektedir. KLN dispersiyonlarinin deney asamasinda en az 6 ay kararli olmasi
gerekmektedir. Fakat, bir gok KLN formiilasyonunun bu siire i¢erisinde bozundugu, ¢ok

kisa siirede de partikiil boyutunda biiyiimenin gergeklestigi gozlenmektedir [15].



KLN'lerin saklama sirasinda fiziksel ve kimyasal kararliligini arttirmak icin
liyofilizasyon yontemi kullanilmaktadir. KLN'leri kat1 forma doniistiirmek pargaciklarin
biiyiimesine engel olmakta ve hidroliz reaksiyonlarini engellemektedir [12,15]. Lipit
iceriginin %5'i ge¢memesi liyofilizasyon ile partikiill boyutunun artmamasi igin

Oonemlidir [19].

Partikiil biiyiikliginde olusacak biiylimeyi engellemek i¢in kullanilabilecek
kriyoprotektan (koruyucu) maddelere 6rnek olarak sorbitol, mannitol, trehaloz, glikoz,
polivinilprolidon (PVP) ve dekstran sayilabilmektedir [15].

2.1.7.2. Piiskiirterek kurutma

Piiskiirterek kurutma yontemi liyofilizasyona alternatif olarak gelistirilen bir
yontemdir. Liyofilizasyona gore daha ucuz bir yontem olmasina ragmen piiskiirterek
kurutma yonteminin yiliksek sicaklik ve kayma kuvveti icermesi ve buna bagl olarak
partikiillerin ¢arpisma hizlarinin artmasi ve agregasyon egiliminin yiiksek olmas1 KLN

formiilasyonunun kurutulmasinda ¢ok fazla tercih edilmemektedir [19].
2.1.8. KLN'lerin karakterizasyonu
2.1.8.1. Partikiil boyutu

Partikiil boyutu kolloidal tasiyict sistemler i¢in ¢ok 6nemli bir fizikokimyasal
ozelliktir. KLN hazirlarken izlenen yontem basamaklar1 partikiil biiyiikliiglint etkiler
[19]. Partikiil biiylikligiiniin tayininde, Foton Korelasyon Spektroskopisi (PCS) ve
Lazer Isig1 Kirmimi (LD) kullanilan en etkili yontemlerdir. Partikiil boyutu tayininde
Coulter sayact da kullanilsa da, bu yontemde kullanilan elektrolitlerin kolloidal

dispersiyonlarin kararliligini diistireceginden ¢ok fazla tercih edilmemektedir [15].

PCS ve LD yontemleri partikiilleri dogrudan 6l¢gmemektedir. Isigin dagilimina
bagl olarak partikiil boyutu hesaplar. Fakat Taramali ya da transmisyon elektron
mikroskoplar: (SEM ya da TEM) ise boyut hakkinda dogrudan bilgi vermektedir [2,15].

KLN'lerin sekillerinin belirlenmesinde Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) ve
Elektron Mikroskobu kullanilabilir [1].
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2.1.8.2. Zeta potansiyel

Zeta potansiyel, kolloidal dispersiyonun saklanmasi sirasindaki kararliligi
hakkinda bilgi vermektedir. Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) teorisi'ne
gore, kolloidal bir dagilimda partikiiller lizerinde elektrostatik itme ve van der Waals
cekme kuvvetleri vardir. Elektrostatik itme kuvvetleri pargacigin yiizey potansiyeline
baghdir ve zeta potansiyel ile dogru orantilidir. Partikiiller yiiksek negatif ya da pozitif
zeta potansiyele sahiplerse birbirlerini itme egilimi gosterirler. Boylece agregat olusumu

daha az olup dispersiyon daha dayanikli olmaktadir [12,15].

Zeta potansiyel Olclilmesi i¢in zeta potansiyel analiz cihazi ya da zetametre
kullanilabilir. KLN dispersiyon orneginin zeta potansiyel oOl¢iimii igin KLN
dispersiyonunu dispersiyon ortami ile 50 kat seyreltmek gerekmektedir. Zeta potansiyel

6l¢timii saklama kosulundaki kararliligin arastirmasinda 6nemlidir [12].

2.1.8.3. Lipit matrisin yapisi, tekrar kristallenme ézellikleri ve dispersiyondaki diger

kolloidal yapilarin varlig

Yapilan ¢aligmalarda KLN kalitesini belirlemek i¢in, par¢acik boyutu analizi tek
basina yeterli bir parametre degildir. Lipit matrisin modifikasyonu ve lipitin
kristalizasyon durumu da onemlidir [6-11]. Ciinkii lipitin yapisindaki degisiklik, lipit
matristeki etkin madde enkapsiilasyonunu ve etkin maddenin salim hizin1 dogrudan
ilgilendirir [6,12].

Partikiillerin boyutuna ve YEM'lerin varligina bagl olarak, lipit kristalizasyonu
ve polimorflar aras1 gegis geciktirilebilmektedir. DSC ve XRD, lipitin durumunu
incelemek i¢in siklikla kullanilan yontemlerdir. DSC, lipit modifikasyonlarmin farkl
erime noktalarina ve farkli enerjilere sahip olmasi esasina dayanir. XRD yontemi ile
lipit yapisindaki kisa ve uzun bosluklar belirlenebilmektedir [11, 15, 26]. Bu yontemler
disinda lipitlerin yapisal Ozelliklerini arastirmak ic¢in IR Spektroskopisi ve Raman
spektroskopisi yontemleri de kullanilmaktadir. Ayrica sadece lipit degil, etkin maddenin
fiziksel durumu ve yerlesimi de DSC ve XRD cihazlar ile tayin edilebilmektedir. Etkin
madde igeriginin lipitin kristal Ozelliklerine etkisi, O6zellikle XRD cihaz1 ile

incelenebilmektedir [1,7].
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Dispersiyondaki farkli kolloidal tiirlerin tayini icin NMR spektroskopisi ve
Elektron Spin Rezonans (ESR) yontemleri kullanilmaktadir [12].

2.1.9. KLN'lere etkin madde yiiklenmesi ve yiikleme kapasitesi

flag tasiyict sistemin uygunlugunu belirleyen 6nemli etkenlerden biri yiikleme
kapasitesidir. Yiikleme kapasitesini belirleyen faktorler ise; ilacin erimis lipitteki
¢cOziinlirligli ya da dispersiyonu, katir lipit matrisin kimyasal ve fiziksel yapisi, lipit
materyalin polimorfik durumudur. Iyi bir yiikleme kapasitesi igin etkin maddenin,
erimis lipitte yiikksek oranda ¢oziinmesi gerekmektedir. Bunun i¢in etkin maddenin
¢cOzlinirligiinii arttiran maddeler kullanilabilmektedir. Lipitin yapisinda mono ve

digliseritlerin bulunmasi da ¢6ziiniirliigi arttirmaktadir [15, 27].

Yapilan c¢aligmalarda lipit nanopartikiillerde 3 c¢esit etkin madde yiikleme yolu
oldugu saptanmustir [15]:

e Kati1 ¢Ozelti olusumu,
e Etkin madde orani yiiksek kabuk olusumu,
e Etkin madde oran1 yiiksek ¢ekirdek olusumu.

_ Etkin madde bakinmindan
Katl ‘;ﬁzelti ZE-ngiIl k:{buk Lipld kﬂbuk

Molekiiler olarak disperse olmus  Lipid cekardek Etkin madde ha.kmund:m zengin
etkin madde cekirdek

Sekil 2.1. Uc etkin madde yiikleme modeli
Kaynak: [19].

Etkin maddenin KLN igerisine yiiklemesini etkileyen faktorler vardir. Bunlar:
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e Eritilmis lipit i¢inde etkin maddenin ¢oziiniirligi,
e Kati lipitin kimyasal yapisi,

e Lipit matrisin polimorfik yapist [19].

2.1.9.1. Eritilmis lipit icinde etkin maddenin ¢oziiniirliigii

Etkin maddenin ¢oziiniirliigliniin yiiksek olmasi gerekir. Ciinkii lipit eritildikten

sonra sogutulurken ¢oziiniirliik azalir [2, 6, 14, 19].
2.1.9.2. Kan lipit matrisin kimyasal yapist

Etkin maddelerin kati lipite hapsedilmesi; etkin maddenin lipitin yag asidi
zincirleri arasina yerlesmesi, lipit tabakalari arasina yerlesmesi ve lipitin kristal
kafesindeki kristal noksanlik bdlgelerine yerlesmesi seklinde olmaktadir. Lipitin
yapisinin ¢ok diizenli kristal kafes yapisini igermesi, hapsedilen etkin madde miktarini
da arttirmaktadir. Lipitin benzer molekiillerden olusmasi kristal kafesteki noksanlik
bolgelerinin sayisini azaltir ve diizenli kristal yap1 olusumunu saglar. Bu nedenle mono,
di ve trigliseridlerin karigimlari olan ve farkli zincir uzunluklarinda yag asitleri igeren
daha karmasik lipitlerin kullanilmasi ¢ok fazla kristal noksanlik bolgesi iceren daha az
diizenli kristallerin olusmasina neden olur. Boylece hapsedilen etkin madde alan1 artar

ve daha fazla etkin madde ytiklenmesi gergeklesir [7,11,24].

Jenning ve Gohla'nin yaptiklar1 ¢alisma, diizenli kristal yapiya sahip KLN’lerde
katilagma olabilecegini ve etkin maddenin lipitten disart sizabilecegini gostermektedir
[28].

2.1.9.3. Lipit matrisin polimorfik yapist

Lipit nanopartikiilleri tiretimlerinden sonra daha ¢ok noksanlik bolgesine sahip
olan ve daha yiiksek enerjili a polimorfunda tekrar kristalize olmaktadir. Saklama
esnasinda o polimorfundan B formuna polimorfik ge¢is meydana gelebilir. Eger boyle
bir durum olusursa daha diizenli yapilarin olusacak olmasindan dolay1 kristal noksanlik
bolgelerinin sayis1 azalir. Bu durumda etkin madde lipit matristen disar1 sizma
gerceklestirmektedir [7,11,24].

2.1.10. KLN'lerden etkin madde salim

KLN'lerden etkin madde salimi asmmma ya da difiizyonla gergeklesir.
Calismalarda en ¢ok karsilasilan etkin madde salim problemi ani salim etkisidir. ilag dis

ceperde ise ani salim, c¢ekirdege yerlesmis ise uzatilmis salim goriilmektedir. Salimi
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etkileyen temel faktorler, tiretim parametreleri ve lipitin yapisidir. Kolloidal yapiya
sahip olan KL N'lerden etkin madde saliminin belirlenmesinde filtrasyon, santrifiij ya da

diyaliz gibi farkli ayirma yontemleri kullanilmaktadir [29].

KLN’lerden etkin  maddenin  salinmasi lipitin  yapisina, YEM'in

konsantrasyonuna ve sicakliga bagli oldugu yapilan ¢alismalarda belirlenmistir [30].

2.1.11. KLN'lerin sterilizasyonu

KLN'erin sterilizasyonunun pulmoner, parenteral ve okiiler uygulamalarda ¢ok
onemli bir yeri vardir. KLN'lerin sterilizasyonunda aseptik iiretim, filtrasyon, gama
radyasyon ve otoklav gibi yontemler kullanilabilmektedir [1,15,19]. Bu y6ntemlerin
kendilerine 0zgii avantajlarinin oldugu gibi dezavantajlart da vardir. Filtrasyonla
sterilizasyonda dispers sistemler igin asir1 basing gerekir ve 0.2 pum'den biiyilik
partikiillere uygulanamamaktadir. Sicakliga hassas KLN formiilasyonlar1 i¢in otoklav
ile sterilizasyon yerine gama 1sinlar ile sterilizasyon tercih edilebilir. Fakat gama
1sinlan ile sterilizasyonda gama isinlarinin yiiksek enerjisi nedeniyle formiilasyonda
serbest radikal olusumu gozlenebilir. Olusan radikaller yeniden bir araya gelerek
KLN'lerin yapisinda farkl kimyasal yapilar meydana getirebilir. Bu KLN yapisinda
hasara neden olmaz, fakat kimyasal yap1 degisikligi istenmeyen bir durumdur [15,19].

2.1.12. KLN'lerin toksisitesi

KLN'lerin fizyolojik bilesenlerden olusmasit ve viicutta metabolik olarak
yolaklarinin bulunmasi nedeniyle KLN'ler canli sistemlerle uyumludur ve iyi tolere
edilebilirler. Fakat bu biyolojik uyum i¢in YEM'lerin de toksisitelerine dikkat

edilmelidir. Bu nedenden dolay1 uygun YEM'lerin segilmesi dnemlidir.

Parcacik biiyilikliigliniin pm boyutundan biiylik olmasi intramiiskiiler enjeksiyon,
subkutan enjeksiyon, oral veya topikal uygulamalarda toksik etkiye neden olmaz fakat

intravendz (i.v.) enjeksiyonlarda toksik etkiye neden olabilmektedir [12].

Oral olarak uygulanan KLN formiilasyonlarinda tablet, pellet ve kapsiillerde
kullanilabilen tiim lipitler ve YEM'ler kullanilabilmektedir. Ayrica GRAS 6zellikte olan
veya gida endiistrisinde kullanilmasinda sakinca olmayan tiim maddeler ile KLN

formiilasyonlar1 olusturulabilmektedir [7].

14



2.1.13. KLN'lerin oral uygulanmasi

KLN'lerin oral verilis yollu, sulu dispersiyonlari ya da tablet, pellet, kapsiil, kase
gibi klasik ilag dozaj formlarini igermektedir [15, 31].

KLN'lerin partikiil boyutlarimin kiiciik olmasit nedeniyle biyoyararlanimi
arttirdiklar1 gosterilmistir. Bu artisin ¢oziiniirliik/¢coziinme hizinin arttirilmasina, lenfatik
drenajla dogrudan sistemik dolasima katilmalarina ve gastrointestinal (GI) sistemde
daha fazla kalmalarmi saglayan dogal biyoadezif Kkarakterlerine bagli oldugu
belirtilmistir [15, 31]. Yapilan g¢alismalarda, insiilin ve siklosporin gibi peptit ve
proteinlerin oral olarak verilmesinde KLN'ler nemli bir alternatif olustururlar. Floresan
bir madde ile isaretli KLN'lerin oral ve i.v. verislerinin arasindaki farki gézlemek i¢in
yapilan bir c¢aligmada, GI sistemde absorpsiyonun lenfatik yol ile gergeklestigi
gosterilmigtir. Ayrica metotreksat, transretinoik asit gibi maddelerle yapilan
calismalarda da KLN'lerin lenfatik yol ile tasinarak absorbe oldugu goriilmistiir.
KLN'lerin, bircok maddenin alisilagelmis siispansiyon formuna kiyasla etkin maddenin
absorpsiyonu arttirdigi ve etkisini uzattigi gesitli ¢calismalarla gosterilmistir. KLN'lerin
boyutunun 200 nm'den kiigiik olmas1 karacigerde ilk gegis etkisine ugramamasina neden
olmaktadir. Ayrica KLN'lerde YEM'lerin kullaniminin GI sistemde intestinal membran
permeabilitesini artirdigt ya da lipit partikiiller ile intestinal membran arasinda
biyoadezyon olusturabilecegi belirtilmistir. KLN'lerin, etkin maddeyi enzimatik
bozunmalardan koruyarak in vivo metabolizasyonunu geciktirdigi ve bu sekilde

biyoyararlaniminin artirildigi da gésterilmistir [15, 27, 31].
2.2. Karvedilol

Karvedilol (KL), (+)-1-(karbazol-4-iloksi)-3-((2-(0o-metoksifenoksi) etil) amino)-
2-propanol, segici olmayan fB-bloke edici maddedir ve ayni zamanda reseptdrde bloke
edici 6zelliginden dolay1 vazodilatordiir [32, 33]. KL hipertansiyonlu hastalarda yaygin
olarak kullanilmasmin yan1 sira anjin ve konjestif KY olan hastalarda ve MI sonrasi
tedavide de etkindir. Canli sistemlerde iyi tolere edilebilir ve nispeten az sayida yan
etkisi mevcuttur [33].
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2.2.1. Farmakolojik ozellikleri

KL igiincii nesil, vazodilator 6zelligi olan B-blokerdir ve ii¢ 6nemli adrenerjik
reseptOr iizerinde etkisi vardir (B, P2 ve az) [34,35]. Kronik KY'de kalp debisi ve
sistemik basincin devamimi  saglamak amaciyla sempatik sinir sistemi ve
reninanjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivitesi artmustir [36,37]. Ancak bu

dengeleyici mekanizmalar uzun dénemde kalp fonksiyonlarinda kétiilesmeye neden
olabilir [38].

KL artmis sempatik aktiviteyi diger p-antagonist Ozellikte olan etkin
maddelerden farkli olarak neredeyse tamamen bloke eder. Ayrica, KL'nin vazodilator
etkinligi kronik KY'de artan periferik vaskiiler direnci ve sol ventrikiil ard yiikiinii en
aza indirger [39]. KL nin KY hastalarinda kanitlanmis etkinligine ek olarak antioksidan,

antiaritmik, antiapopitotik, antiproliferatif 6zellikler de sayilabilir [37, 40].

KL’nin farmakolojik profili Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Beta-reseptor blokorii olan KL'nin farmakolojik profili

Selektivite  ISE  Lipofiliklik Oral Membran Beta- Eliminasyon
biyoyararlanim stabilizasyonu blokaj
Bl1+p2+a + orta % 25-35 ++ VY 7-10(K)

ISE: Intrinsik sempatomimetik etkinlik (parsiyel agonist etki), VY:veri yok, K:Karaciger
Kaynak: [41].

2.2.2. Farmakokinetik ozellikleri

Oral yol konvansiyonel ilag tasinmasinda en ¢ok tercih edilen yoldur. KL, oral
alimindan sonra hizla emilir ve pik plazma konsantrasyonuna 1-2 saat iginde ulasir [37,
42, 43]. Ancak yiyeceklerle birlikte alinmasi durumunda emilimi 1-2 saat gecikir.
Plazma yar1 6mrii 7-10 saat kadardir. 25 mg tek doz sonras1 50-100 ng/ml ulasir. Bu doz
dogrusal kinetik patern gosterir. KL hizli bir sekilde ve biiylik bir oranda metabolize
edilir, idrarda etkin maddenin < %?2'si tespit edilebilir. KL hemen hemen sadece
karaciger tarafindan metabolize edilir. Bu metabolitlerin yaklagik %60'1 safraya salinir
ve fegesle atilir. Karaciger hastaligi olan bireylerde KL’nin farmakokinetigi belirgin

derecede degisir [37].
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Oral tasiyict sistemlerin dagilim ve emilimini etkileyen pek ¢ok faktor vardir.
Diisiik biyoyararlanim diisiik ¢oziiniirlikk veya yiiksek lipofilisite sebebiyle liimende
ilacin degrade olmasina bagli olabilmektedir [44, 45]. Genis ilk gegis metabolizmasi
nedeniyle, KL’nin mutlak oral biyoyararliligt %23 civaridir [46-48]. KL oncelikle
aromatik halka oksidasyonu yoluyla sitokrom P450 tarafindan metabolize edilir.
Biyoyararlanimi arttirmak i¢in bukkal ve transdermal yollarin denendigi calismalar
bulunmaktadir [32, 48]. KL diger sik kullanilan B-blokorlerden daha yiiksek bir
antioksidan etkinlige sahiptir. Bu antioksidan etkisi de antihipertansif olmasi ve

konjestif KY'de kullanim alan1 olusturmustur [49].
2.2.3. KL’nin kKimyasi

B-bloke edici ilaglarin etkileri stercoselektif oOzellik gostermektedir ve (S)-
enantiyomerlerin (R)’ye oranla 100 defa daha aktif oldugu bilinmektedir. Yan zincirde
hidroksil grubunun bagli oldugu karbon atomu ilacin B-reseptorlerle etkilesmesinde
biiyiik rol oynar. Yapilan c¢alismalar, farmakolojik olarak daha aktif olan enansiyomerin,
reseptorle agonistlerin etkilestigi noktadan reaksiyona girdigini ortaya koymustur.
Ayrica antagonistin aromatik kisminin reseptorle aktivasyon inhibe edecek sekilde
etkilestigi bilinmektedir. f-antagonist etkiden hemen hemen tiimiiyle bir enansiyomerin
sorumlu oldugu bilinmesine karsin B-blokdr ilaglar klinikte rasemik karisim halinde

kullanilmaktadir [50].

KL, hem o hem de selektif olmayan B-blokorii etkileri olan bir adrenerjik
reseptor blokoriidiir. Ticari KL preparatlart her biri klinik etki bakimindan énemli iki

R(+) ve S(+) enantiyomerlerinin rasemik bir karigimidir [51].
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Sekil 2.2. KL 'nin molekiiler yapist

Kaynak: [52].

Sekil 2.3. KL nin 3D molekiiler yapist

Kaynak: [53].
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Cizelge 2.4. KL e ait baz bilgiler

IUPAC ismi (£)-1-(karbazol-4-iloksi)-3-((2-(0-metoksifenoksi) etil) amino)-2-
propanol

Molekiil formiilii C24H26N204

Kimyasal isimleri - Carvedilol
- 72956-09-3

- (£)-1-(karbazol-4-iloksi)-3-((2-(0-metoksifenaoksi) etil) amino)-2-

propanol

Molekiiler agirhg: 406.47424 (g/mol)

Kaynak: [53].

KL piyasada tablet preparati olarak bulunmaktadir. Oral olarak kullanilan ticari

miistahzarlar Cizelge 2.5’de sunulmustur.

Cizelge 2.5. KL igeren ticari miistahzarlara ornekler

Miistahzar ismi ve Farmasotik Sekil Firma

ARLEC® Tablet, 12,5 mg, 28 tablet/kutu ALI RAIF
ARLEC® Tablet, 6,25 mg, 28 tablet/kutu ALI RAIF
CALBICOR® Tablet, 12,5 mg, 30 tablet/kutu SANTA-FARMA
CALBICOR ® Tablet, 6,25 mg, 30 tablet/kutu SANTA-FARMA
CARVESAN® Tablet, 12,5 mg 30, tablet/kutu SANTA-FARMA
CARVESAN® Tablet, 25 mg, 30 tablet/kutu SANTA-FARMA
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Cizelge 2.5. (Devam) KL iceren ticari miistahzarlara ornekler

CARVEXAL® Tablet, 25 mg, 30 tablet/kutu

CORONIS® Tablet, 12,5 mg, 28 tablet/kutu

CORONIS® Tablet, 25 mg, 84 tablet/kutu

CORONIS® Tablet, 6,25 mg, 28 tablet/kutu

DILATREND® Tablet, 25 mg, 30 tablet/kutu

DILATREND® Tablet, 6,25 mg, 30 tablet/kutu

KIiNETRA® Tablet, 12,5 mg, 30 tablet/kutu

KINETRA® Tablet, 25 mg, 30 tablet/kutu

KINETRA® Tablet, 6,25 mg, 30 tablet/kutu

SANDOZ

BILIiM

BILIM

BILIiM

ROCHE

ROCHE

SANOVEL

SANOVEL

SANOVEL

Kaynak: [51].

2.2.4. Antihipertansif etki ve KL

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin devamli yiikselmesi ile kendini
gosteren bir kalp-damar hastaligidir. Hipertansiyon, zaman i¢inde Kalpte ve arterlerde
geridoniisiimii olamayan degisiklikler yaparak ciddi kardiyovaskiiler hastaliklara yol

acmast ve goriilme sikligimin artmasi nedeniyle 6nemli bir klinik sorun ve sagligi

bozucu énemli bir etken sayilir [54].

Antihipertansif ilaglar, vazodilatér etkilerini olusturma mekanizmalarint ve

primer etki yerlerini dikkate alarak 8 gruba ayrilirlar:

1. Ditretikler,

2. Anjiotensin doniistiiriici  enzim inhibitorleri ve

blokorleri,

3. Kalsiyum kanal blokérleri,
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4. Adrenerjik reseptor blokorleri,

5. Adrenerjik noron blokorleri,

6. Santral etkili sempatolitik ilaglar ve diger sempatolitikler,
7. Direkt etkili vazodilatorler ve potasyum kanali agici ilaglar
8. Sadece hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar [54].

KL segici olmayan B-bloke edici maddedir [31, 32]. Hem kalp hiicrelerinde
bulunan ve sempatik etkinligin kalbe ulagsmasindan sorumlu olan B tipi reseptorleri,
hem de damar, brong ve diger bazi yerlerde bulunan ve diiz kaslarin gevsemesinde rol

oynayan f3, tipi adrenerjik reseptorleri kolaylikla bloke eder [54].
2.2.4.1. Kullanilisi ve maksimum doz sumirlar

B-blokorler 60 yasin altindaki hafif ve orta siddetteki hipertansiyon olgularinda
kullanilirlar. Yash hastalarda B-blokdrlerin antihipertansif etkisine karsi duyarliklar

azalmis oldugundan bu yas grubunda kullanmalar1 pek tavsiye edilmez [51, 54].

KL igin giinliik olagan doz sinirlar1 Cizelge 2.6’da verilmistir;

Cizelge 2.6. KL i¢in giinliik olagan doz sumirlart ve giinde kag kez verilecegi

Mlac Giinliik doz (mg) Kag kez verilecegi

KL 12,5-25 2

Kaynak: [41, 54].

KL i¢in maksimum doz sinirlar1 Cizelge 7’°de verilmistir;

Cizelge 2.7. KL igin maksimum doz sinirlart

o 50 mg/giin hipertansiyon ve MI sonrasinda; 100
Yetigkinler
mg/giin KY'de

50 mg/giin hipertansiyon ve MI sonrasinda; 100
Yaghlar
mg/giin KY'de
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Cizelge 2.7. (Devam) KL i¢in maksimum doz sinirlar

Adolesanlar Giivenilir ve etkin kullanimi kanmitlanmamustir.

Cocuklar Giivenilir ve etkin kullanimi kanitlanmamastir.

Kaynak: [51].
2.2.4.2. Gebelik kategorisi

Tiim gebelik siiresince C kategorisine sahiptir [51].

2.2.4.3. Uyarlar

KL i¢in dikkat edilmesi gereken uyarilar Cizelge 2.8’de sunulmustur.

Cizelge 2.8. KL i¢in dikkat edilmesi gereken uyarilar

Dikkatle Kullanilmalidir.
B-blokorler emziren annede kullanildiginda bebek
’ yakindan izlenmelidir; toksisite
Emzirme
olasilig1 vardir ancak ¢ogu B-blokdrlerin anne
siitiine gegcen miktar1 bebegi

etkilemeyecek kadar diisiiktiir.

KL siddetli karaciger bozuklugu olan hastalarda

Karaciger Yetmezligi
kullanilmamalidir.

Kullanimdan Kag¢inilmalidir.
Bobrek Yetmezligi Siddetli yetmezlikte renal kan akis1 azalabilir
bobrek foksiyonlari advers olarak etkilenebilir.
Aralikli Hemodiyalizde KL nin yiiksek derecede

plazma proteinlerine baglanmasi nedeniyle

Diyaliz L -
hemodiyalizle uzaklastirilmasi olas1 degildir; Ek
doza gerek yoktur.
Diyabet Dikkatli Kullanilmalidir.

Kaynak: [44, 51, 54].
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan maddeler
Asetonitril

Carvedilol

Compritol® ATO 888
Dimetilstilfoksit (DMSO)
DMEM

Détero kloroform (CDCls)
Dynasan® 114

Fotal sigir serumu (FBS)
Metanol

MTT boyast

Mutlak Alkol
Polietilenglikol 400
Penisilin/Streptomisin
Potasyum fosfat monobazik
Sodyum hidroksit
Sodyum klortir

Stearik Asit

Tripsin EDTA

Tween® 80

Sigma-Aldrich
Santa-Farma
Gattefosse
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Condea
Sigma-Aldrich
Merck
Applichem
Merck
Merck
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich

Merck
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Almanya
Tirkiye
Fransa
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Ingiltere
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya

Almanya



3.2. Kullanilan cihazlar
Cihaz adi

Buzdolabi

Diferansiyel taramali kalorimetri

Distile su cihazi
Etiv
Hassas terazi

Infrared spektrofotometresi

Kararlilik kabini
Karbondioksitli etiiv

Kondiktometre

Manyetik karistiric

Mikrosantrifiij

NMR spektrofotometresi

Parcacik boyutu analiz cihazi

pH metre

Plaka okuyucu
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Firma adi

Argelik, Tiirkiye

Shimadzu DSC-60, Japonya
MilliQ Millipore, Fransa
Niive, FN 500, Tiirkiye
Mettler AM 100, Amerika

Shimadzu IR-Prestige-21,
Japonya

Meter D96R, Tiirkiye
BINDER, Almanya

Hanna Instruments HI8820,
Portekiz

Jeiotech MS-53M, Giiney

Kore

Eppendorf Centrifuge
5417R, Almanya

Ultra Shield CP MAS NMR,
Almanya

Zetasizer Nano Series,

Ingiltere

WTW Profi Lab. pH 597,
Almanya

Cytation 5 Biotek, Amerika



Prob sonikator

Puskiirterek kurutma cihazi

Taramali elektron mikroskobu

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirict

X-Isin1 kirinim cihazi

YBSK kolonu
Yiiksek basinglt stvi kromatografisi

Zeta potansiyel analiz cihazi
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Sonics, Amerika

Nano Spray-Dryer B-90,

Biichi, svicre
FESEM SUPRATM 50 VP,
Almanya

Elma  T470/H, Singen,
Almanya

Jeiotech VM96B, Kore

XRD-Rikagu Rint 2000,

Japonya
LiChrospher® 100, Almanya
Shimadzu 20-A, Japonya

Zetasizer Nano Series,

Ingiltere



4. YONTEMLER
4.1. Formiilasyon gelistirme

Bu boliimde, KL etkin maddesi i¢eren KLN formiilasyonlariin gelistirilmesi,

hazirlanisi ve bu hazirlanan formiilasyonlarin in vitro degerlendirilmesi anlatilacaktir.
4.1.1. Onformiilasyon ¢alismalar

KLN sistem formiilasyonu igin yiiksek devirli homojenizasyon ardindan
ultrasonikasyon teknigi kullanilmigtir. KLN hazirlamada kullanilan kati lipit, erime
derecesinin yaklasik 5-10 °C iizerine 1sitilmistir. Etkin madde bu eriyikte
¢Oziindiiriilmiistir. YEM iceren sulu faz da ayni sicakliga getirilmis ve dnemiilsiyon
elde edilmistir. Onemiilsiyondan sekiz tane hazirlanmistir. Bu énemiilsiyonlardan ikisi
sonikatorde %60 giicte 5 dk (1. grup), diger ikisi sonikatorde %60 giicte 10 dk (2. grup),
diger ikisi yiiksek devirli karistiricida 14000 rpm'de 10 dk (3. grup) ve diger ikisi de
sonikatorde %40 giicte 10 dk (4. grup) homojenize edilmistir. Elde edilen karigimlardan
1., 2., 3. ve 4. gruplardaki birer karigim oda sicakliginda sogutulmus, diger karisimlar da

0 °C'de (buzda) sogutulmustur. Lipitin kristallesmesinin ardindan KLN'ler olugsmustur.

Elde edilen KLN'lerin pargacik boyutlar1 karsilastirilmigtir. Pargacik boyutu,
%40 giicte 10 dk sonike edilen (4. grup) formiilasyona gore 14000 rpm'de yiiksek
devirli karigtiricida 10 dk (3. grup) homojenize edilen formiilasyonunki daha biiyiik
bulunmustur. 3. ve 4. grup formiilasyonlardan oda sicakliginda sogutulan
formiilasyonun pargacik boyutu ile buzda sogutulan formiilasyonun pargacik boyutu
arasinda biiylik bir fark bulunmamistir. %60 giicte 5 dk sonike edilen (1. grup) ve %60
giicte 10 dk sonike edilen (2. grup) formiilasyonun pargacik boyutlar1 arasinda biiyiik
fark bulunmamistir. Fakat, %40 giicte sonike edilen formiilasyonun pargacik boyutu,
%60 giicte sonike edilen formiilasyonun boyutuna gore daha biiyiik bulunmustur. Bu
nedenle dnformiilasyon caligmalarina %60 giicte 5 dk sonikasyon islemi uygulanarak ve
ardindan oda sicakliginda sogutma islemi uygun goriilerek devam edilmistir.
Onformiilasyon ¢alismalari, Dynasan® 114, Compritol® ATO 888 ve stearik asit lipitleri
kullamilarak yapilmistir. YEM olarak Tween® 80 kullamilmustir. Stearik asit igeren
formiilasyonlarda istenilen pargacik boyutu elde edilememistir. Compritol® ATO 888
iceren formiilasyonlarda ise nanometre boyutuna inilememistir. Dynasan® 114 iceren

formiilasyonlarin parcacik boyutu uygun bulunmustur. Uygun parcacik boyutu elde
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edilen sisteme etkin madde eklenmistir. Etkin madde, kati lipit eridikten sonra yagh

faza eklenmistir.

Hazirlama yonteminin segilmesinin ardindan farkli oranlardaki kati lipit, YEM
ve distile su igeren formiilasyonlar hazirlanmistir. Dynasan® 114 igeren KLN’nin

onformiilasyon ¢alismasinda denenen formiilasyon oranlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Dynasan® 114 iceren KLN énformiilasyon ¢alismasindaki formiilasyon

Dynasan® 114 (% a/a) Tween® 80 (% a/a) Distile su (% a/a)
% 10 % 10 % 80
% 10 %9 % 81
% 10 % 8 % 82
% 10 % 7 % 83
% 10 % 6 % 84
% 10 %5 % 85
%9 % 10 % 81
% 9 %9 % 82
% 9 % 8 % 83
% 9 %7 % 84
% 9 % 6 % 85
% 9 %5 % 86
% 8 % 10 % 82
%8 %9 % 83
% 8 % 8 % 84
%8 %7 % 85
% 8 % 6 % 86
%8 %5 % 87
% 7 % 10 % 83
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Cizelge 4.1. (Devam) Dynasan® 114 iceren KLN énformiilasyon ¢alismasindaki

formiilasyon
% 7 %9 % 84
% 7 % 8 % 85
%7 % 7 % 86
%7 % 6 % 87
%7 % 5 % 88
%5 %5 % 90
%5 % 4 % 91
%5 % 3 % 92
%5 % 2 % 93
%5 %1 % 94

Onformiilasyon calismasi farkli bir lipit olan stearik asit ile siirdiiriilmiistiir. %
10 Stearik asit/Compritol® ATO 888, % 10 Tween® 80 ve % 80 distile su iceren
formiilasyon ile baslanan Onformiilasyon c¢alismalarinda degisik oranlardaki stearik
asit/compritol, YEM ve distile su kullanilarak 10 dk % 60 giicte sonikasyon
uygulanmustir.  Stearik asit/Compritol® ATO 888 iceren KLN onformiilasyon

calismasinda denenen formiilasyon oranlari Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Stearik Asit/Compritol® ATO 888  iceren KLN dnformiilasyon

calismasindaki formiilasyon

Stearik asit/ Compritol® ATO

888 (% ala) Tween® 80 (% ala) Distile su (% a/a)
% 10 % 10 % 80
% 10 %9 %81
% 10 %8 % 82
% 10 %7 % 83
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Cizelge 4.2. (Devam) Stearik Asit/Compritol® ATO 888 iceren KLN dnformiilasyon

calismasindaki formiilasyon

% 10 %5 % 85

%9 %9 % 82

%9 %7 % 84

%9 %5 % 86

% 8 %9 % 83

% 8 %7 % 85

% 8 %5 % 87

%7 %9 % 84

%7 %7 % 86

%7 %5 % 88

%5 % 4 % 91

%5 % 2 % 93
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Stearik asit ile hazirlanan formiilasyonlarda oda sicakligina sogutma sonrasinda
hafif kivam artis1 gdzlenmistir. Compritol® ATO 888 ile hazirlanan formiilasyonlarda
kivam artis1 gbzlenmemis, lakin nanometre boyutuna inilememistir. Sogutma isleminin
ardindan pargacik boyutu ile zeta potansiyel Olclimleri yapilmis, hazirlanan
formiilasyonlar i¢in yiiksek pargacik boyutu elde edilmistir. Stearik asit ile yapilan tiim
onformiilasyon calismasinda kremalasma ve yiiksek parcacik boyutu belirlendiginden,

bu kat1 lipit ile ¢alismama karar1 alinmastir.

4.1.2. KL yiiklii KLN formiilasyon ¢calismasi

KLN'ler, yiiksek devirli homojenizasyon ve ardindan ultrasonikasyon
yontemiyle hazirlanmigtir. Tam tartilan lipit miktar1 yaklasik 75°C'de (lipit erime
noktasinin 10°C iistiinde) eritilmis ve berrak bir soliisyonu elde ettikten sonra etkin
madde ilave edilmistir. Sulu fazin icinde YEM dagitilmis ve ayn1 sicaklikta yag fazi ile
karistirllmistir. Yagh faza sicak sulu faz eklenmis ve 5 dakika boyunca ultratoraks
(8000 rpm'de ve sicaklik 75°C'de) ile homojen hale getirilmistir. Sicak su i¢inde yag
emiilsiyonu elde edildikten sonra karisim bir sonikator kullanilarak % 60 giigte 5 dakika
sonike edilmistir. KL yikli KLN'er, sicak nanoemiilsiyonun oda sicakligina
sogumasina izin verilerek elde edilmistir. 4 farkli oranda etkin madde yiiklenmis

formiilasyon hazirlanmis ve Cizelge 4.3’de verilmistir

Cizelge 4.3. KL yiiklii Dynasan® 114 i¢eren KLN formiilasyonu (% ala)

Dynasan® 114 Karvedilol Tween® 80 Distile Su
F1 % 5 % 0.5 %5 % 89.5
F2 % 4.5 % 0.5 %5 % 90
F3 % 5 % 0.5 % 4 % 90.5
F4 % 4.5 % 0.5 % 4 % 91

Cizelge 4.3’de gosterilen tiim formiilasyonlar hazirlandiktan sonra pargacik

boyutu, polidisperslik indisi (PDI) ve zeta potansiyel 6l¢iimii yapilmis ve optimum etkin
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madde iceren formiilasyona karar verilmistir. Cizelge 4.4’de optimum formiilasyon

icerigi verilmistir.

Cizelge 4.4. Optimum plasebo ve KL yiiklii Dynasan® 114 iceren KLN formiilasyonu (%
ala)

Kod Dynasan” 114 Karvedilol Tween®™ 80 Distile Su
Plasebo % 5 - % 4 % 91,0
F3 %5 % 0.5 % 4 % 90.5

4.1.3. KL ve Diger Maddeler ile Yapilan Calismalar

KL ve KLN formiilasyonunda kullanilacak olan Dynasan® 114’tin safligini ve

kalitesini belirlemek tizere karakterizasyon calismalar1 yapilmistir.
4.1.3.1. Termal analiz

Maddelerin termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile basing
yardimiyla kapatilmis aluminyum &rnek kabi, 50 mL-dk™ azot gazi akig hiz1 ve 30-
300°C araliginda 10°C-dk™ 1s1 artist kullanilarak aluminyum referansa karsi
gergeklestirilmistir.

4.1.3.2. X-1stn1 kirtnim analizi

Maddelerin XRD analizinde 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA akim
siddeti, 20 ag1 ve 2°C-dk™ ilerleme hizinda Rikagu jeneratér (XRD Rikagu Rint 2000,

Japonya) kullanilmistir.
4.1.3.3. Infrared (FT-IR) analizi

Maddelerin IR analizi FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21, Japonya) cihazi
kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda gercgeklestirilmistir.
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4.1.3.4. NMR

Maddelerin dotero kloroform (CDCls) iginde ¢oziindiiriilerek hazirlanan
¢ozeltisinin *H-NMR analizi NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya)

cihazi kullanilarak yapilmistir.
4.1.3.5. Parcacik sekli ve yiizey ozelligi

Maddelerin parcacik sekli ve yiizey 6zelligi karbon bandi iizerine yayilip altin ile

kaplandiktan sonra SEM (Zeiss Ultra Plus Fesem, Almanya) cihazi ile belirlenmistir.
4.2. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari
4.2.1. Analitik yontem gelistirme

In vitro galismalarda KL’nin miktar tayini Yiiksek Basingl S1vi Kromatografisi
(YBSK) yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Literatiir arastirmasi ve yapilan
denemeler sonrasinda karar verilen ve analiz ¢alismalarinda kullanilan YBSK’nin

calisma kosullar1 Cizelge 4.5.’de sunulmustur.

Cizelge 4.5. YBSK ¢alisma kosullar

Cihaz Shimadzu-20 A

250%4.6 mm LiChrospher® 100 RP-18 oktadesil silan
Kolon
kolon, 5 um

Firin Sicakh@ 30°C

0.03M potasyum dhidrojen fosfat tamponu (pH 3.0) :
asetonitril : metanol (60:50:10)

Hareketli Faz

Dedektor Floresan Dedektor
Cahsilan Dalga Boyu 242 nm
Akis Hizi 1.0 mL-dk™
Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Kaynak: [55].
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4.2.2. Validasyon calismalari

Analitik yontem validasyonunun amaci kullanilacak yontemin uygunlugunu
kanitlamaktir. Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik
ve secicilik parametreleri esas alinmistir. Calismamizda, Uluslararast Harmonizasyon

Kongresi’nin ‘Analitik Islem Validasyon Yontemi’ kullanilmistir [56].
4.2.2.1. Dogrusallik

Standart egrinin belirlenmesi i¢in, KL mobil fazda c¢ozilerek stok c¢ozelti
hazirlanmustir. 30 mg KL 100 mL mobil fazda ¢oziilmiis ve 300 pg.mL™ stok elde
edilmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle, 25-150 pg.mL™ konsantrasyonlarinda 6 adet
¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler YBSK’ya enjekte edilerek pik alanlar1 bulunmustur.
Dogrusal regresyon yontemi ile dogru denklemi elde edilmistir. Islemler 6 tekrar

ardindan ortalama degerler iizerinden yapilmistir.
4.2.2.2. Kesinlik

Mobil faz ortaminda etkin maddenin ti¢ farkli konsantrasyonda (50 uL, 100 pL,
150 pL) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerin pik alanlarmma gore konsantrasyonlari
YBSK enjeksiyonu sonrasinda belirlenmistir. Her konsantrasyon i¢in deney 6 kez
tekrarlanmis ve 1. giin yapilan ¢alismalar 2., ve 3. giinde tekrar edilmistir (k=3).
Kesinlik ile 1ilgili gilin-i¢i kesinlik ve gilinler-aras1 tekraredilebilirlik degerleri

kullanilarak yontemin kesinligi hesaplanmistir.
4.2.2.3. Dogruluk

Dogruluk calismasi i¢in, etkin maddenin ii¢ farkli konsantrasyonda c¢ozeltisi
hazirlanmis ve Orneklerin geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglardan, dogru denklemi yardimi ile konsantrasyonlar hesaplanmis, eklenen
konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin dogrulugu yiizde deger olarak

bulunmustur.
4.2.2.4. Secicilik

Etkin maddesiz formiilasyonlarin mobil faz ile ekstraksiyonun ardindan YBSK

enjeksiyonu yapilmis ve kromatogramlar elde edilmistir. Elde edilen kromatogramlara
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dayanarak etkin maddenin segiciligi degerlendirilmistir. Yontemin segiciligi, etkin

maddesiz analiz ve etkin madde miktar tayininde kullanilan ¢oziiciiler kullanilmistir.
4.2.2.5. Duyarhilik

Kullanilan yontemin, derisimdeki kii¢iik degisimleri saptama kapasitesi ve diisiik
konsantrasyonlari saptama yetenegini belirlemek igin, saptama siir1 (LOD) ve miktar
tayini smir1 (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan esitlikler asagida
verilmistir [56].

3.3 XSS
LOD = ——

(4.1)

SS y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin

egimini ifade etmektedir.

10 x SS
LOQ = ———

(4.2)

SS y eksenini kesen noktanin standart sapmasi, m ise korelasyon esitliginin

egimini ifade etmektedir.
4.2.3. KLN karakterizasyonuna ait ¢cahsmalar
4.2.3.1. Parcacik boyutu ve dagilimi analizi

Hazirlanan KLN formiilasyonunun parcacik boyutu ve dagilimi NaCl ile 50 uS
iletkenlige ayarlanan distile suda disperse edilerek Olciilmiistiir. Parcacik boyutu ve

dagilimi1 Zetasizer Nano ZS (Malvern, ingiltere) cihazi kullanilarak belirlenmistir.
4.2.3.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan KLN formiilasyonunun zeta potansiyel degerleri Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Ingiltere) cihaz1 kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Olgiim, tek kullanimlik katlanmis

kilcal zeta hiicresinde, 25°C oda sicakliginda ve distile su ile seyreltilerek
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gerceklestirilmistir. Distile suyun iletkenliginin neden olabilecegi ufak degisimin 6l¢iim
sonucunu etkilememesi amaciyla distile suyun iletkenligi 6l¢iimden 6nce NaCl ile 50

us’e ayarlanmistir.
4.2.3.3. Pargacik sekli ve yiizey ozelligi

Taze hazirlanan KLLN formiilasyonunun pargacik sekli ve yiizey 6zelligi karbon
bandi lizerine yayilip altin ile kaplandiktan sonra SEM (Zeiss Ultra Plus Fesem,

Almanya) cihazi ile belirlenmistir.
4.2.3.4. Termal analiz

KLN formiilasyonunun termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya)
cihaz1 kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aluminyum Srnek kabinda, 50 mL.dk™
azot gaz1 akig hizinda ve 30-300°C arahiginda 10°C.dk™* sicaklik artis hizi ile aluminyum

referansa kars1 gergeklestirilmistir.
4.2.3.5. X-Isint kirtnimzi

KLN formiilasyonunun XRD analizi 2-40°C araliginda, 40 kV voltaj, 30 mA
akim siddeti, 20 ag1 ve 2°C.dk™ ilerleme hizinda Rikagu jeneratdr (XRD Rikagu Rint
2000, Japonya) yardimiyla yapilmigtir.

4.2.3.6. Infrared (FT-IR) analizi

KLN formiilasyonunun FT-IR spektrumu FT-IR (Schimadzu IR Prestige-21,
Japonya) cihazi kullanilarak 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda saptanmustir.

4.2.3.7.NMR

CDCl; iginde ¢oziindiiriilerek hazirlanan KLN formiilasyonunun 'H-NMR
analizi NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihazi kullanilarak
yapilmistir.

4.2.3.8. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Dynasan® 114 ile hazirlanan KLN formiilasyonunda yiizeyde kalan etkin madde
miktar tayini igin KL nin ¢éziindiigii ancak Dynasan® 114’iin ¢oziinmedigi ¢oziicii olan

hareketli faz kullanilmistir. Calismada tam olarak tartilmig 5 mg Dynasan® 114-KL
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formiilasyonu 2.5 mL’lik tiipe alinmis ve lizerine 2 mL hareketli faz eklenmistir.
Ultrasonik banyoda 5dk tutulduktan sonra 10 dk 11.000 rpm'de santrifiij edilerek istte
kalan saydam kisim alinmis ve seliiloz asetat filtreden siiziilerek gerekli seyreltmelerin

ardindan analiz edilmistir.

Hapsedilen etkin maddenin analizi i¢in dipte kalan parcacik iizerine KL’ nin
¢oziindiigii ancak Dynasan® 114%iin ¢dziinmedigi ¢dziicii olan hareketli fazdan 2 mL
eklenmistir. Ultrasonik banyoda lipitin erime derecesinin 10°C tizerindeki sicakliga (70-
80°C) sitilarak 5 dk tutulduktan sonra 10 dk 11.000 rpm’de santrifiij edilerek iistte
kalan saydam kisim alinmis ve seliiloz asetat filtreden siiziilerek gerekli seyreltmelerin
ardindan analiz edilmistir. Deney her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlanmistir.
Stipernatandaki serbest ila¢ miktar1, 242 nm dalga boyundaki YBSK kullanilarak analiz
edilmistir [57, 58].

Enkapsiilasyon etkinligi hesab1 4.3’de verilen esitlik ile gerceklestirilmistir.

(Formiilasyondaki etkin madde derisimi)-(Siipernatandaki etkin madde derisimi)

x 100

% Enkapsiilasyon etkinligi =

(Formiilasyondaki etkin madde derisimi)

(4.3)

4.2.3.9. In vitro salim ¢calismasi

KL'nin optimize edilmis KLN formiilasyonlarindan salimi seliiloz diyaliz
membrant ile 100 rpm karigtirma hizinda ve 37 £ 1 °C sicaklikta yapilmistir. KL'nin pH
1.1 ve pH 7.5'de ¢oziinmemesinden dolay1 in vitro salim ¢alismalar1 pH 6.8'de simiile
edilmis bagirsak vasati (SIF) ve %30 PEG 400 igeren fosfat tamponu olarak (pH 6.8) iki
ayr1 ortamda yiiriitiilmiistiir. Oncelikle 5 mg KL igeren KLN formiilasyonu seliiloz
diyaliz membrana dikkatlice yerlestirilmis ve lizerine 1mL salim ortami eklenerek
sikica sizdirmayacak sekilde kapatilmigtir. Hazirlanan 50 ml diyaliz ortami 37 + 1
°C'deki manyetik karistiricida 100 rpm'de karistirilmistir. Onceden belirlenmis (5. dk,
10. dk, 15. dk, 30. dk ve 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 7. saat, 8. saat,
12. saat ve 24. saat ) zaman araliklarinda sirasiyla ¢6ziindiirme ortamindan 1 ml 6rnek

alinmis ve eksilen miktar 1 ml salim ortami ile tamamlanmistir. Alinan orneklerdeki
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etkin madde miktar1 YBSK cihazinda 242 nm'de analiz edilmistir. Farkli zamanlarda
saliman KL miktarlar1 belirlenerek, formiilasyon icin % kiimiilatif salinan KL degerinin
zamana karst grafigi cizilmistir. Her KLN formiilasyonu i¢in deney 6 kez

tekrarlanmustir.
4.2.3.10. Kararlilik calismasi

Hazirlanan KLN  formiilasyonunun kararlilik  c¢alismasi  kapsaminda
formilasyonlar 4 + 1°C, 25 + 1°C, kararlilik kabinlerine yerlestirilmistir.
Formiilasyonlarin kararlilik testi belirli periyodlarda (0. zaman, 1. ay, 2. ay, 3. ay)
tekrarlanmistir. Formiilasyonlarda fiziksel goriiniis, parcacik boyutu ve dagilimi, zeta

potansiyel ve etkin madde miktar tayini yapilmistir.
4.2.3.11. Farmakokinetik model calismast

Hazirlanan KLN formiilasyonu ve saf etkin maddenin 2 farkli ortamda salim
caligmasi yapilmistir. Veriler farkli kinetik modellere (sifirinct derece kinetik, birinci
derece kinetik, Higuchi, Hixson-Crowell, Hopfenberg ve Korsmeyer-Peppas)
uygulanmistir. En uygun kinetik modelin se¢imi amaciyla formiilasyonlarin hiz sabiti
(k), determinasyon katsayis1 (r’) ve Akaike bilgi kriteri (AIC) ile degerlendirilmistir
[59].

4.2.3.12. Sitotoksisite calismasi

KL igeren KLN formiilasyonunun in vitro sitotoksisitesi 3T3 fare embriyo
fibroblast hiicre dizileri kullanilarak Tetrazolyum Tuzu Testi (MTT) ile incelenmistir.
Kisaca, hiicreler (2 x 10%), RPMI 1640 (Sigma Aldrich, Almanya) ortami ile bir 96
oyuklu plakaya (Greiner, Sigma-Aldrich, Almanya) ekilmistir. RPMI 1640 ortamina %
10 Fotal Sigir Serumu (FBS) ve % 1 antibiyotikler (penisilin / streptomisin) ilave
edilmistir. Hiicreler 37 ° C'de 24 saat boyunca % 5 CO; iceren nemli bir atmosferde
inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda, formiilasyonlar hiicre kiiltiirii
ortami ile belirlenen oranlarda hiicrelere ilave edilmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat
inkiibasyon i¢in birakilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda formiilasyonlar
kuyulardan ¢ekilmistir ve 20 uL. MTT boya (5 mg / mL konsantrasyon igin PBS ile
seyreltilmis) soliisyonu ilave edilmistir. Plakalar, daha 6nce bahsedilen ayni kosullar

altinda 4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, elde edilen formazan Kkristallerinin

37



¢ozlilmesi i¢in 200 pL spektrofotometrik dimetilsiilfoksit (DMSQO) her oyuga ilave
edilmistir. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra plakalarin absorbansi, ¢ok modlu bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm'de Ol¢iilmiistiir. Kontrol hiicrelerindeki
canlilik % 100 kabul edilerek hesaplanmistir. Formiilasyonlara ait yaklasik 1Csq (hiicre
cogalmasinda % 50 azalmaya neden olan inhibitdr derisimi) degeri 24 ve 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonunda saptanmistir [60, 61].
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5.BULGULAR
5.1. KL ve yardimer maddeler ile yapilan cahsmalar
5.1.1. Termal analiz

KL, etkin maddesiz formiilasyon (plasebo), kati lipit ve F3 formiilasyonuna ait
termogramlar Sekil 5.1°de sunulmustur. KL’ye ait spesifik erime piki 116.5 °C’de

gozlenmistir.

¢) Plasebo

b) Dynasan-114

a) KL

B 0.0
Sicakiik’C

100.00

Sekil 5.1. KL, formiilasyon ve formiilasyondaki maddelerin termogramlari

a: KL, b: Kan lipit (Dynasan® 114), c: Etkin maddesiz formiilasyon, d: F3 formiilasyonu

5.1.2. X-151m1 Kirinmm analizi

KL, etkin maddesiz formiilasyon, kati lipit ve F3 formiilasyonuna ait X-1gin1

kirmim profillleri Sekil 5.2°de sunulmustur.
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Sekil 5.2. KL, formiilasyon Ve formiilasyondaki maddelerin X-Isini kirtmim profilleri

a: KL, b: Kan lipit (Dynasan® 114), c: Etkin maddesiz formiilasyon, d: F3 formiilasyonu

5.1.3. infrared (FT-IR) analizi

KL, etkin maddesiz formiilasyon, kati lipit ve F3 formiilasyonuna ait FT-IR
spektrumlar Sekil 5.3.”de sunulmustur.
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Sekil 5.3. KL, formiilasyon ve formiilasyondaki maddelerin FT-IR spektrumlart
a: KL, b: Kan lipit (Dynasan® 114), ¢: Etkin maddesiz formiilasyon, d: F3 formiilasyonu

5.1.4. NMR

KL, etkin maddesiz formiilasyon, kat1 lipit ve F3 formiilasyonuna ait "H-NMR

spektrumlar1 Sekil 5.4.”de sunulmustur.
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d) F3 CL-SLN
A

c)Plasebo

b) Dynasan-114

Sekil 5.4. KL, formiilasyon ve formiilasyondaki maddelerin '"H-NMR spektrumlari
a: KL, b: Kan lipit (Dynasan® 114), c: Etkin maddesiz formiilasyon, d: F3 formiilasyonu
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5.1.5. Parcacik sekli ve yiizey ozelligi

KL, etkin maddesiz formiilasyon, kat1 lipit ve F3 formiilasyonuna ait taramali

elektron mikroskobu goriintiileri Sekil 5.5.”de sunulmustur.

Sekil 5.5. KL, formiilasyon ve formiilasyondaki maddelerin SEM goriintiileri

a: KL, b: Kat lipit (Dynasan® 114), ¢: Etkin maddesiz formiilasyon, d: F3 formiilasyonu

5.2. KL miktar tayini icin YBSK
5.2.1. Dogrusallik

25-150 pg.mL™ derisim aralizinda 6 farkli derisimde 6 kalibrasyon seti
hazirlanmis ve ardindan YBSK ile analiz edilmistir. Derisime karsilik gelen alan
degerleri Cizelge 5.1’de sunulmustur. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi

cizilmis ve egri ile egriye ait dogrusallik esitligi Sekil 5.6’da sunulmustur.
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Cizelge 5.1. Dogrusallik ¢alismasi icin hazirlanan seriler ve alan degerleri (n==6)

KL
(ng/mL)

25.0

50.0

75.0

100.0

125.0

150.0

Alan Degerleri
1. Seri 2. Seri 3. Seri 4. Seri 5. Seri 6. Seri Ortalama
434752 441312 429208 398220 412183 461195 423866
881491 865955 876785 892743 892364 888250 891119
1315368 1310540 1320081 1368650 1322189 1331427 1340755
1769963 1775888 1777243 1820921 1785216 1795272 1800470
2247099 2268330 2251538 2207939 2216570 2223370 2215959
2690650 2697143 2699817 2650811 2648719 2713217 2670915

100

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 5.6. KL 'nin YBSK analizine ait standart egri ve dogrusallik esitligi (n=6)
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5.2.2. Kesinlik

KL’nin 50, 100, 150 ug.mL'l derisimde 3 farkli ¢6zeltisi hazirlanmistir. Her bir
derisim icin 6 tekrar analizi art arda 3 giin yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik
calismasinda elde edilen esitlik yardimiyla hesaplanmis ve bilinen derisimler ile
karsilastirilarak yontemin kesinligi incelenmistir. Kesinlik i¢in kabul edilebilirlik sinir1
varyasyon katsayisinin % 2 degerinden az olmasidir. Kesinlik c¢alismasi sonuglari
Cizelge 5.2, Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’de sunulmustur. Bulgularin kabul edilebilirlik

siirt i¢cinde olmasi yontemin kesinligini kanitlamaktadir.

Cizelge 5.2. 50 ug.mL™ derisim i¢in kesinlik sonuglari

50 pg/mL*
1. Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. giin (Alan)
2822663 2824833 2900569
2845698 2745699 2845716
2798659 2812659 2874516
2848596 2798623 2868412
2818956 2826955 2900058
2865456 2875656 2888746
1. Giin (Derisim) 2. Giin (Derisim) 3. giin (Derisim)
50.4253 50.4478 51.8344
50.8005 49.0039 50.8167
49.9542 50.2014 51.3577
50.8517 49.9692 51.2337
50.3440 50.4853 51.7767
51.1815 51.3296 51.6092
Standart Sapma 0.4369 0.7607 0.3835
Varyasyon Katsayisi 0.8636 1.5142 0.7456
% 95 Giiven Aralig1 0.4585 0.7983 0.4025
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Cizelge 5.3. 100 ug.mL™" derisim icin kesinlik sonuglar:

100 pg/mL™
1. Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. giin (Alan)
55469850 83758620 55885230
55462360 83651240 55689410
56023630 83461850 56004710
55984120 82987890 55721340
55594630 82874290 55362560
55769820 82674690 55164320
1. Giin (Derisim) 2. Giin (Derisim) 3. giin (Derisim)
99.3805 99.5635 100.0254
99.3042 99.5305 99.7401
100.1448 100.1434 100.2063
100.1062 99.7595 99.7021
99.3821 99.3253 99.0950
99.7251 100.1251 98.6483
Standart Sapma 0.3793 0.3342 0.5889
Varyasyon
Katsayist 0.3805 0.3351 0.5914
%093 Gitven 0.3980 0.3507 0.6180

Aralig1

Cizelge 5.4. 150 ,ug.mL'1 derisim i¢in kesinlik sonuglart

150 pg/mL™*

1. Giin (Alan) 2. Giin (Alan) 3. giin (Alan)
83884520 83758620 83156320
83136580 83651240 83451790
82745920 83461850 83441730
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Cizelge 5.4. (Devam) /50 ,ug.mL'l derigim icin kesinlik sonuglart

82765820 82987890 82887810
83843120 82874290 83174390
82671370 82674690 82774590
1. Giin (Derisim) 2. Giin (Derisim) 3. giin (Derisim)
151.2596 151.0334 149.9032
150.0120 150.8888 150.4821
149.2617 150.5002 150.4641
149.2018 149.6007 149.5647
151.2822 149.4925 150.0318
149.0800 149.1337 149.3133
Standart Sapma 1.0255 0.8007 0.4711
Varyasyon
0.6836 0.5334 0.3141
Katsayisi
% 95 Giiven
1.0762 0.8403 0.4944
Araligt

5.2.3. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi igin 3 farkli derisimde (50 pg.mL™, 100 pg.mL™,

150 ug.mL'l) KL igeren stok ¢ozelti hazirlanmis ve her bir derisim i¢in 6 tekrar analizi

yapilmistir. Elde edilen derisim degerleri dogrusallik ¢alismasinda elde edilen esitlik

kullanilarak hesaplanmis ve bilinen derisimler ile karsilastirilarak yontemin dogrulugu

‘% geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Dogruluk c¢alismasi i¢in kabul edilebilirlik

siirt % 98-102 (% 2) araligindadir. Yontemin geri kazanim ve dogrulugu elde edilen

sonuglara gore kanitlanmistir. Sonuglar Cizelge 5.5’de sunulmustur.
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Cizelge 5.5. KL 'nin YBSK ile elde edilen dogruluk degerleri (n=6)

Eklenen Derisim

50 pg.mL* 100 pg.mL™* 150 pg.mL™*
28039710 56519660 83681800
28122910 55676960 83218570
Elde edilen alan 28057480 55767420 82152780
28189800 55594560 83401650
28033180 55752140 82387210
28269540 56263830 83822210
50.4106 101.7678 150.8470
50.5426 100.3226 150.1112
50.4263 100.4527 148.0059
Bulunan Derisim
50.4708 99.3820 150.2475
50.3672 99.7885 148.5694
50.7553 100.7952 151.1477
100.8211 101.7678 100.5647
101.0852 100.3226 100.0742
100.8526 100.4527 98.6706
% Geri Kazanim
100.9416 99.3820 100.1650
100.7344 99.7885 99.0463
101.5107 100.7952 100.7651
Ortalama % Geri
Kaamm 100.9909 100.4182 99.8810
Standart Sapma 0.2811 0.8300 0.8401
Standart Hata 0.1148 0.3388 0.3430
Varyasyon Katsayisi 0.2784 0.8265 0.8411
% 95 Giiven Aralig1 0.2950 0.8710 0.8816
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5.2.4. Duyarhhk

LOD ve LOQ degerleri ‘4.2.1.5. Duyarlilik’ bolimiinde soz edilen esitlikler
kullanilarak hesaplanmis ve sirasiyla 0.0001 pg.mL™ ve 0.0005 pg.mL™ oldugu

bulunmustur.

Yontemin duyarliligi i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte dlgiilebilen en
kiigiik derigim 10 pg.mL™ olup hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin ¢ok

altinda bulunmustur. Bu sonuglar yontemin duyarliligini ispat etmektedir.
5.2.5. Secicilik

Secicilik c¢alismasi i¢in KL, hareketli faz ve salim ortamlari i¢in elde edilen
kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.7., Sekil 5.8., ve Sekil 5.9°da sunulmustur. Calismada
etkin madde igermeyen plasebo formiilasyon da aymi kosullarda analiz edilmis
formiilasyona ait kromatogram Sekil 5.10°da sunulmustur. Elde edilen kromatogramlar

KL’nin iyi bicimde ayrildigin1 géstermektedir.

3 a

ZAMAN (dakika)

Sekil 5.7. KL ’ye ait YBSK kromatogrami
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: | 4

ZAMAN (dakika)

Sekil 5.8. Hareketli faza ait YBSK kromatogram:

: | 4

ZAMAN (dakika)

Sekil 5.9. Salim ortamina ait YBSK kromatogrami
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3 4

ZAMAN (dakika)

Sekil 5.10. Plasebo formiilasyona ait YBSK kromatogrami

5.3. KLN ozelliklerine ait ¢alisma
5.3.1. KL'nin kati lipitte ¢oziiniirliik calismasi

Formiilasyonlar hazirlanmadan 6nce KL’nin kati lipitler igerisindeki
¢Oziiniirliigli denenmistir. KL’nin Dynasan® 114°deki ¢oziintirliigli Gorsel 5.1°de,
Compritol® ATO 888’deki ¢oziniirliigii Gorsel 5.2°de ve Stearik asit’deki ¢oziiniirliigii
Gorsel 5.3’de gosterilmisgtir.
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Géorsel 5.1. KL nin Dynasan® 114°deki ¢éziiniirliik denemesi

Géorsel 5.2. KL nin Compritol® ATO 888°deki ¢iziiniirliik denemesi
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Gorsel 5.3. KL 'nin Stearik asit’deki ¢oziiniirliik denemesi

5.3.2. Parcacik boyutu ve dagilhim analizi

Dynasan® 114 ile hazirlanmis etkin maddeli formiilasyonlarin ortalama parcacik

boyutu ve dagilimi1 (PDI) Cizelge 5.6.’da sunulmustur.

Cizelge 5.6. Etkin maddeli KLN formiilasyonunun ortalama par¢actk boyutu ve
dagilimi (PDI) (n=3, Ort£SH)

Kod Ortalama Pargacik Boyutu (nm) + SH PDI + SH

F3 130.70 + 1.80 0.197 + 0.030

5.3.3. Zeta potansiyel

Dynasan® 114 ile hazirlanmis etkin maddeli formiilasyonlarin ortalama zeta

potansiyel degerleri Cizelge 5.7.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.7. F3 formiilasyonunun ortalama zeta potansiyel degeri (n=3, Ort£SH)

Kod Zeta Potansiyel (mV) + SH

F3 -22.70 £ 1.76

5.3.4. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Enkapsiilasyon etkinligi hesaplar1 ‘4.2.3.8. Formiilasyonda etkin madde miktar
tayini’ boliimiinde verilen esitlik ile gergeklestirilmis ve enkapsiilasyon etkinligi degeri

Cizelge 5.8.’de sunulmustur.

Cizelge 5.8. KLN formiilasyonuna ait % Enkapsiilasyon Etkinligi (Ort=SH)

Formiilasyon Kodu Enkapsiilasyon Etkinligi (%) + SH

F3 96.031 + 0.130

5.3.5. In vitro salim ¢alismasi

Elde edilen veriler kullanilarak F3 formiilasyonu ve saf etkin maddeye ait in

vitro salim profilleri Sekil 5.11'de sunulmustur.
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Sekil 5.11. In vitro salim ¢alismasi

5.4. Kararhhk calismasi
5.4.1. Parcacik boyutu ve dagilhm analizi

Secilen F3 kodlu optimum formiilasyonun pargacik boyutu, dagilimi, zeta
potansiyeli ve enkapsiilasyon orani olgtimleri 0. zaman, 1. ay, 2. ay, 3. ayda

tekrarlanmistir. Verileri Cizelge 5.9°da karsilastirmali olarak sunulmustur.

Cizelge 5.9. I3 formiilasyonuna ait kararlilik ¢alismast sonuglari

25C + % 60 + 5 RN 4C
Giin Boyut Zeta Boyut Zeta
(nm)  Potansiyel ppj % EE (nm)  Potansiyel ppj % EE
(mV) (mV)
0 130.70 -22.70 0.197 96.031  130.70 -22.70 0.197  96.031
+ + + + + + + +
1.80 1.76 0.030  0.130 1.80 1.76 0.030  0.130
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Cizelge 5.9. (Devam) F3 formiilasyonuna ait kararlilik calismasi sonuglar

30 132.73 -21.20 0.185 94.123 130.90
+ + + + +
1.40 1.66 0.060 0.170 1.60
60 176.45 -20.60 0.189 94.115 132.60
+ + + + +
0.80 196 0130 0.100 1.10
90 188.96 -19.80 0.176 93.456 138.70
+ + + + +
1.80 122 0030 0.210 1.30

-22.10  0.195 94.988
+ + +
0.96 0.010 0.210
-21.80 0.193 94.852
+ + +
156 0.110 0.180
-20.90 0.191 94.785
+ + +
1.41 0.230 0.140

5.5. Farmakokinetik model ¢calismasi

F3 formiilasyonu ve saf etkin madde i¢in pH 6.8 + %30 PEG 400 ve SIF'da

yapilan salim ¢aligmasi verileri farkli kinetik modellere uygulanmis ve formiilasyonlara

ait k, r> ve AIC verileri Cizelge 5.10’da sunulmustur.

Cizelge 5.10. Saf etkin madde ve formiilasyonlara ait salim kinetikleri

Formiilasyonalar Birinci Derece Higuchi
ki r AlC ky r AlC
KL 1.172 0.697 76.495 51.844 0.830 71.306
(pH 6.8 + %30 PEG)
KL (SIF) 0.664 0.520 89.432 36.337 0.680 85.374
F3 (SIF) 0.137 0.583 116.744 22.352 0.547 117.797
F3 0.294 0.820 110.759 27.218 0.622 120.399

(pH 6.8 + %30 PEG)

5.6. In vitro sitotoksisite calismasi

Sitotoksisite calismasina ait sonuglarin zamana ve

sitotoksisitesi Sekil 5.12.de verilmistir.
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% Hiicre Canhihig:

m KL
® Dynasan 114
F3
il:

12.5 100
Konsantrasyon (ug/mL)

% Hiicre Canhih

m Karvedilol
® Dynasan 114
F3

12.5
Konsantrasyon (pg.’mL)

Sekil 5.12. KL yiiklii KLN'lerin sitotoksisite profilleri,
A) 24 saat B) 48 saat.

Sitotoksisite caligmas1 24 ve 48 saat siireyle MTT testi ile degerlendirilmistir.
Hiicreler, farkli konsantrasyonlarda KLN'ler ve etkin madde ile temas ettirilmistir.
Sitotoksisite, 5 pg / mL ila 100 ug / mL arasindaki konsantrasyonlarin hiicrelere
uygulanmasi ile incelenmistir. 24 ve 48 saat sonra fibroblast hiicrelerine KLN ve KL
uygulamasindan elde edilen sonuclar Sekil 5.12.'de sunulmustur.

24 saatlik sitotoksisite test sonuglarina gore (Sekil 5.12 (A)), Dynasan® 114 en
yiksek dozlarda dahi % 50'nin {izerinde hiicre canliligimi ( % 59.50 + 1.54)
gostermistir. KL ve KL yiikli kat1 lipit nanoparcaciklari, 25 ng / mL'den daha yiiksek
dozlarda (ICsp: 41.3 = 2.30 pug / mL ve 1Csp: 38.5 + 1.32 pg / mL, KL ve KL yiikli
KLN'den sonra) yiiksek sitotoksisite gdstermeye basladigi belirlenmistir.

48 saatlik sitotoksisite test sonuglarina gore (Sekil 5.12. (B)), tim
formiilasyonlarin sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. KL ve KL yiikli KLN
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formiilasyonlarinin % 50 biiylime inhibisyonu (ICsq) degerleri sirasiyla 25.68 + 3.33 pg
/ mL ve 15.48 + 1.85 pg / mL konsantrasyonda iken Dynasan®™ 114 icin 88.21 + 6.80

ug / mL olarak bulunmustur.

58



6. TARTISMA

Bu boéliimde yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsamindan kullanilan etkin madde ve
yardimc1 maddelerin 6zelliklerine ait elde edilen bulgular ve hazirlanan formiilasyona

ait in vitro ¢alismalarin bulgulari tartisilacaktir.

6.1. Formiilasyon hazirlanmasinda kullamlan maddelerle ve formiilasyonlarla
yapilan calismalar

Diinya c¢apinda kardiyovaskiiler kaynakli hastaliklarla yasamini siirdiirmeye
calisan bircok kisi bulunmaktadir. Son verilere gére Diinya Saglik Orgiitii yaklagik 2
milyon kisinin kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla ilag
kullandigini belitmektedir. KL segici olmayan B-adrenerjik ve aj-reseptoér antagonisti
ozelligi olan, KY ve MI sonras1 tedavide klinik etkinligi kanitlanmus bir etkin maddedir
[62].

Konvansiyonel dozaj sekillerinin kullanildigi tedavi sekillerinde etkin madde
plazma diizeyini terapdtik pencere araliginda tutmak icin giin i¢inde birkac¢ kez etkin
madde dozunu tekrarlamak gerekmektedir ve bu durum plazma konsantrasyon-zaman
grafiginde dalgalanmalara neden olmaktadir. Kontrollii salim sistemleri, hemen salan
dozaj sekillerinin bu sakincalarini azaltmak amaciyla gelistirilmektedir. Yan etkilerin
azaltilmasi, hasta uyuncunun artirilmasi ve dozlama sikliginin diisiiriilmesi gibi pek
cok tstiinliik literatiire girmis durumdadir [63].

Bu tez ¢alismasinda hipertansiyon tedavisinde etkili bir ilag olan KL’nin, sahip
oldugu ¢oziiniirliilk ve biyoyararlanim problemlerine ¢6ziim saglamak amaciyla KLN
formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmistir. Etkin maddenin sudaki ve lipitteki
¢cozlinirlik degeri gibi fizikokimyasal ozelliklerinin yaninda iretim sirasinda
kullanilacak lipit materyalin ¢6ziiniirlik 6zellikleri, KLN'lerin hazirlanabilmesinde
etkin olan en 6nemli basamaklar arasinda oldugu i¢in, belirlenen bu kriterler 1s1ginda
tez calismamizin temel amaci olarak, dar bir parcacik dagilimimin, nanometre
boyutunun ve yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin elde edilebilecegi bir iiretim
yonteminin kullanilmasina karar verilmistir [3,21]. Yiiksek devirli homojenizasyon ve
takiben ultrasonikasyon tekniklerinin bir arada kullanildigi bir {retim yontemi
kullanilmasina karar verilmistir.

Etkin maddenin ve lipitin DSC, XRD, FT-IR ve NMR analizleri yapilmis ve
SEM ile morfolojik yapilart aydinlatilmigtir.
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Saf KL, 116.5 °C' de tek bir keskin endotermik erime piki (Bkz. Sekil 5.1)
gostermektedir, bu da KL'nin kristal 6zellikte oldugunu ifade etmektedir. Bu pik KLN
formiilasyonlarinda KL'nin kristal halde olmadigini, daha ¢ok amorf halde oldugunu ve
ilacin kat1 lipit i¢inde tamamen tuzaga distiigiinii géstermektedir [64].

Formiilasyonlarda KL'nin fiziksel durumunu bulmak icin XRD'nin ortaya
cikardigi bulgular incelenmistir. KL'nin kirmnim profiline bakildiginda (Bkz. Sekil 5.2.)
gorlinen baslica karakteristik kirinimlar literatiire bagl olarak 6zel pikler izlenmis ve saf
etkin maddenin oldukga Kristal yapili oldugu gézlenmistir. F3 formiilasyonunun XRD
profili incelendiginde ise saf KL'ye oranla amorf bir yap1 gézlenmistir. Dogada kat1 lipit
varligina bagli olabilecek bazi keskin pikler saf lipit yapisinda da gozlenmistir. F3
formiilasyonundaki KL'nin kaybolmus bazi pik yapilari, etkin maddenin lipit kristal
kafesi pargalari arasina yerlesmis oldugunu literatiire bagh kalarak diistiiniilmektedir [7,
61].

KL ile lipit arasindaki entegrasyonu karakterize etmek igin, "H NMR l¢iimleri
yapilmistir (Bkz. Sekil 5.4) . Kat1 lipitin protonlari ile KL'nin protonlar1 arasindaki spin
difiizyon modeli gozlemlenmekte olup, bu da saf KL'nin kat1 lipit igerisine girdigini
gostermektedir [65]. Basit *H-NMR spektroskopisi, lipit protonlarmim diisiik ¢izgi
genisliklerine bagli olarak asir1 sogutmali eriyiklerin kolay ve hizli bir sekilde tespit
edilmesine izin verir. Ayn1 zamanda, kat1 ve s1v1 lipitlerin harmanlarindan yapilmis olan
son gelistirilen lipit parcaciklarindaki sivi nanokompartmanlarin tanimlanmasina izin
verir [66]. "H NMR arastirmalari hem nanopartikiil sisteminin hem de hapsedilen etkin
maddenin hareketliligi ve yapisi hakkinda bilgi elde etmek igin kullanilir. Etkin
maddesiz KLN formiilasyonuna ait pikler dagilmis lipit fazinin hareketsizlestirilmis
molekiillerinin olusumunu teyit etmistir. Plasebo KLN formiilasyonundan YEM ve su
sinyalleri egemendir. Bu sonuglar 1s18inda etkin maddenin {iretim prosesinden sonra
kolloidal sekilde dagilan lipitin sliper-sogutmali eriyiklerinin olusumu sirasinda lipite
basarili sekilde yiiklendigini gostermektedir [7, 48, 62].

Saf KL'nin IR spektrumu literatiire uygun olarak, N-H gerilmesini 3344.88 cm ™
bantinda gostermistir (Bkz. Sekil 5.3.). Hetero-aromatik yapi, etken maddenin
karakteristik bolgesi olan C-H germe titresimlerinin varligini 2924 cm™ bantinda ifade
etmektedir. Bu bantlar ayn1 sekilde F3 formiilasyonlarinda da goriilmektedir. Bantlar

keskin, yogunluga saf etkin maddeye gore zayiftir. IR spektroskopi temel olarak farkli
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atomlar arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi verir ve hidrojen baglar1 hakkinda bilgi
goriintiilemek i¢in ¢ok yararlidir [62].

Formiilasyonlarin ortalama pargacik boyutu, 130.7 + 1.8'den 154.4 + 2.4 nm
arasinda degisirken (Bkz. Cizelge 5.9), diisiik PDI'lar1 dar pargacik boyutu dagilimin
gostermektedir. YEM'in konsantrasyonunun % 1'den % 4'e yiikseltilmesinin parcacik
boyutunda belirgin bir azalmaya neden oldugu agik¢a gézlenmistir [59]. Parcaciklarin
ortalama ¢api, Peyer yamalarindaki M hiicrelerinin Gl absorpsiyonunu saglamak igin
uygundur [48]. Homojen bir boyut dagiliminin 6lgiitii olarak kullanilan PDI, tiim
formiilasyonlar i¢in kabul edilebilir sinirlarda bulunmustur. Genellikle, kii¢iik bir PDI
degeri homojen bir popiilasyonu gosterirken, daha biiyiik bir PDI, pargacik boyutunda
yiiksek bir heterojenite anlamina gelmektedir [7, 48].

Zeta potansiyeli, kolloidal dispersiyonlarin kararliligini degerlendirmek igin
onemli bir faktordiir [7, 67]. Sonuglardan tasvir edildigi tizere, F3 formiilasyonu negatif
yiiklii bulunmustur, bu da nispeten iyi bir kararlilik ve kaliteye isaret etmektedir.

Morfolik incelemeye gore saf KL diizensiz bir sekle sahipken, lipit Dynasan®
114 sekli kiime benzeri yapilar olarak izlenmis, F3 formiilasyonu da literatiirle uyumlu

olarak pul seklinde gézlemlenmistir [68].

6.2. Analitik yontem gelistirme ve validasyon

Incelenen literatiir calismalarinda in vitro salim calismalari ve miktar tayini
yontemi olarak KL i¢in hem YBSK hem ultraviyole (UV) spektrofotometrik yontemler
kullanildig1 gézlenmistir [31-34 ].

Tez ¢alismamizda YBSK yontemi kullanilmistir (Bkz. Cizelge 4.6.). Analiz
stiresi daha kisa ve LOD ile LOQ degerleri agisindan bakildiginda ¢ok daha hassas bir
yontemdir [32]. Etkin maddenin farkli dalga boylarinda goriiniir pik verdigi incelenen
literatiirlerde tespit edilmis ve bu literatiirlerden farkli olarak 242 nm dalga boyunda
ideal siddet ve morfolojide kisa siirede pik elde edilmistir. Dogrusallik caligmasi
kapsaminda r? 0.9998 olarak bulunmus ve bu degere bagli olarak sistemin dogrusallig
ispatlanmistir (Bkz. Cizelge 5.1 ve Sekil 5.6.). 3 ayr1 giin boyunca yapilan kesinlik
caligmalarinda gelistirilen yontemin varyasyon katsayisi %2 degerinin oldukga altinda
bulunmus ve yontemin kesinligi ispatlanmistir (Bkz. Cizelge 5.2, Cizelge5.3. ve Cizelge
5.4). Yontemin segicilik (Bkz. Sekil 5.7, Sekil 5.8, Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.) ¢alismasi

icin bos formiilasyon ve saf etkin madde ile ¢aligmalar yapilmis ve herhangi bir girisim

61



ya da pik olusumu gozlenmemistir. Ug farkli derisim ile ¢alisilan dogruluk ve geri elde
edilebilirlik ¢alismalarinda elde edilen sonuglar ile gelistirilmis yontemin dogrulugu
kanitlanmistir (Bkz. Cizelge 5.5). Gelistirilen yontemde etkin madde saptama siniri

hesaplanmis ve ¢alismalar bu sinirlar dahilinde ilerlemistir.

6.3. Kararhhik calismasi ve enkapsiilasyon orami

En disik parcacik boyutuna ve en iyi zeta potansiyel degere sahip KLN
formiilasyonlar1 arasindan, F3 formiilasyonu optimum formiilasyon olarak seg¢ilmistir.
Kararlilik ¢aligmast i¢in F3 formiilasyonlar1 kehribar renkli kaplarda saklanmistir. F3
formiilasyonunun parcacik boyutu, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi 3
ay boyunca incelenmistir. Verilerde istatistiksel olarak (two-way ANOVA testi) anlamli
bir degisme gézlenmemistir (p> 0.05).

Ilag tastyicilar olarak KLN'lerle ilgili 6nemli bir parametre, ilag kapsiilleme
kapasiteleridir. Ozetle KL formiilasyonda (F3) 96.031 + 0.130'uk yiiksek bir
enkapsiilasyon orani gozlenmistir. 3 aylik kararlilik ¢alismasi sonucunda bu degerde
nispeten bir azalma gozlenmis fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlh

bulunmamustir (p> 0.05).

6.4. In vitro salim ¢ahsmas ve kinetik modelleme

Kolloidal sistemlerde etkin madde saliminda birden fazla mekanizma rol
almaktadir. Etkin madde yiizeye tutunabilir, ayn1 zamanda lipitin i¢ine hapsolabilir.
Yiizeye tutunan etkin madde ani salim ile patlama etkisi gosterebilir. KL nin kisa yar1
Omiirlii etkin madde olmasi ve piyasada bulunan geleneksel tablet formiilasyonundan
hizla salinmasi hastanin giinde iki kez ilac1 kullanmasma sebep olmaktadir. In vitro
salim ¢alismalar1 KL'nin KLN’den saliminin 20 saatin tizerinde oldugunu gostermistir.

SIF'de ve bu vasata %30 PEG 400 eklenmis iki ayr1 ortamda yapilan deney
calismasinda, SIF'de F3 formiilasyonundan % kiimiilatif etkin madde salimi 24 saat
sonunda % 75.13 + 0.15 bulunurken, pH 6.8 +% 30 PEG 400'deki % kiimiilatif etkin
madde salimi % 96.57 £ 0.40 olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 5.11). Coziinirligi
arttiran PEG sebebiyle kiimiilatif salimin daha fazla oldugu disiiniilmektedir. Saf etkin
madde ile karsilastirmali olarak yapilan ¢alismada salimin kontrollii hale getirildigi

gozlenmistir. KL'nin yavas salinmasi, etkin maddenin ¢ekirdekte oldugunu ve lipit ile
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cevrelendigini disiindiirmektedir. Difflizyon mesafesinin artmasi nedeniyle ilacin
salinim siiresi de uzamustir [48, 64].

In vitro salim calismas1 kontroliinde kinetik modelleme kullanilmistir (BKz.
Cizelge 5.10). Bu modelleme in vivo ¢alismalar dncesinde emilimi 6ngérmek agisindan
onemlidir [59]. Piyasada bulunan pek ¢ok ilag sifir derece veya birinci derece ya da
patlama etkisi ardindan sifir derece veya birinci derece kinetikte salim gostermektedir
[71]. Kullanilan kinetik modelleme hesaplama dogru salim profilini belirlemek i¢in
DDSolver bilgisayar programi ile yapilmistir. Elde edilen veriler ti¢ 6nemli kriteri
belirlemek tizere DDSolver programina aktarilmistir. Bu kriterler k, AIC ve r? ve
degerlendirmede en yiiksek k ve r? degeri ile en diisiik AIC degeri esas alinmustir [59].
Sifirinc1 derece, birinci derece, Higuchi, Hopfenberg, Hixon-Crowell ve Korsmeyer-
Peppas modelleri se¢ilmis ve yapilan degerlendirmenin ardindan salim profilinin

Higuchi ve birinci derece kinetige uyum gosterdigi belirlenmistir.

6.5. Sitotoksisite calismasi

Nanopartikiillerin sitotoksisite analizi, hastaya herhangi bir risk getirmediginden
veya akut toksisite cevabi ortaya ¢ikmadigindan emin olmak icin yapilir ve hayati 6nem
tasimaktadir. KL'nin Dynasan™ 114 nanopartikiillerinin toksisitesi, 24 ve 48 saat
boyunca 3T3 fare embriyo fibroblast hiicre dizileri kullanilarak incelenmistir (Bkz.
Sekil 5.12). Literatiir taramalarnda Dynasan® 114'in lipit olarak % 0.01-10 arasinda
degisen oranlarda hazirlanan KLN formiilasyonlarinda anlamli bir sitotoksite
goriilmemistir [60, 61].

Genellikle, % 60'dan fazla hiicre yasayabilirligi gosterilmistir [69, 70]. Elde
ettigimiz sonuglar Dynasan® 114 ile hazirlanan formiilasyonda sadece 48 saat
inkiibasyon periyodunun sonunda %60'a kadar bir azalma gostermistir [25, 26].

Literatiir ¢caligmalarinda KL'nin, kullanilan doza ve hiicre hattina bagli olarak
farkli insan tiimor hiicre cizgileri iizerinde sitotoksisiteye neden oldugunu bulmustur.
Burman ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitillen bu ¢alismada, KL, in vitro sitotoksisiteyi
onemli 6l¢iide gosterir. KL i¢in EDso'nin PTC (kolon) hiicrelerinde 7 pg / mL oldugu,
MiaPaCa.2 (pankreas) hiicrelerinde 33 pg / mL'nin oldugu bulunmustur [69]. KL'nin, 10
uL'ye esit veya daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik olmamasini daha yiiksek
dozajlarin (=20 pl) sitotoksik oldugunu gostermistir, ¢iinkii T hiicre apoptozu

indiiklenmekte ve bu nedenle hiicre canliligi diismeye baslamaktadir [69, 70].
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Calismamizda, KL, 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon periyodu boyunca 25 ug /
mL'den sonra yliksek sitotoksisite gOstermistir. Biitiin sonuglar degerlendirildiginde
formiilasyonlarimiza doz ve =zamana bagli toksisite gosterdigi saptanmistir.
Sonuglarimiz literatiirdeki ¢alismalarla benzerlik ve farkliliklar gostermektedir.
Kullandigimiz lipit oraninin, YEM'in tiiriine ve miktarina, hazirlanma yontemine baglh
olarak MTT'de kullanilan kulugka siirelerinin ve segilen hiicre tiirtiniin bu farkliliklara

yol actig1 diistiniilmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, KL vyiikli kati lipit Dynasan® 114 ile hazirlanan ideal
formiilasyonlarda parcacik boyutu, PDI, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve
ila¢ salinim 6zellikleri aydinlatilmistir.

IR, NMR, DSC ve XRD analizleri ile fizikokimyasal yap1 aydinlatilmigtir. 3
aylik kararlilik testi sonucunda pargaciklarin boyutunda, zeta potansiyel degerinde ve
enkapsiilasyon  kapasitesinde anlamli  bir  degisiklik  gozlenmemistir.  F3
formiilasyonunun kararli bir formiilasyon oldugu gosterilmistir. Ayrica KL i¢in valide
edilen YBSK yonteminin analitik miktar tayini i¢in se¢ici ve dogru bir yontem oldugu
kanitlanmistir. Yapilan salim deneyleri saf etkin maddeye gore salim hizinin KLN ile
kontrollii hale getirildigini ifade etmektedir. Dolayisiyla KL yiiklii KLN'lerin
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in alternatif bir ilag tasiyict sistem oldugu
disiiniilmektedir.

Sitotoksisite acisindan calisma degerlendirildiginde, hazirlanan
formiilasyonlarin derisim ve zamana bagli olarak yalnizca yiiksek dozda sitotoksisite
gosterdigi saptanmistir. Bu sonug ilerleyen zamanlarda yapilmasi planlanan in vivo
deneyler i¢in 6nemli bir parametredir.

Gelistirilen kararli ve giivenli KLN'lerin, KL'nin siirekli ve kontrollii olarak
verilmesi i¢in umut verici bir tagiyict oldugu sonucuna vartyoruz.

llerleyen calismalarda F3 formiilasyonunun antioksidan etkisinin in vitro

degerlendirilmesi ve in vivo hayvan deneylerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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MATERIALS & METHOD '
Carvedilol (Santa Farma, Turkey)
DYnasan 114 (Sasol,Germany)
Tween 80 (Merck, Germany)

INTRODUCTION

Solid lipid nanoparticles (SLNs)
are one of the most promising
particulate delivery systems to
improve the oral bioavailability
of lipophilic drugs!.

SLN is able to effectively
encapsulate hydrophobic

Dynasan® 114 as the solid lipid.
Carvedilol loaded SLNs were prepared
molecules with higher drug by hot homogenization method followed
payload than biopolymers- by  probe  ultrasonication  and
based nanoparticles?. formulations were cooled down to the
room temperature.

Generally, SLN can be fabricated by
a number of different methods, high
pressure homogenization, etc.
solvent diffusion,, microemulsion,
etc.

SLNs were prepared with hot

homogenization and ultra-
sonication methods?®.

Carvedilol (CL) is a
nonselective B-blocker
used as an
antihypertensive agent,

Results

+ Particle size

Zeta
potential

+ SEM

XRD
FT-IR

+ NMR

ANALYTICAL METHODS

Carvedilol was estimated
employing a validated HPLC
method. The analysis was
performed at wavelength of
242 nm, reversed-phase C18,
150 mm X 6.0 mm, 5 m
column maintained at 40 'C
(column oven) employing a
mobile phase consisting of
60% 50 mM Phosphate Buffer

(pH adjusted to 3 with
phosphoric acid), 50% of
Acetonitrile and 10 %
Methanol delivered at a flow-
rate of 1.0 mL/min.

having low oral
bioavailability (around
23%) as a result of
extensive hepatic first
pass metabolism. The
drug is well tolerated
and has relatively few

adverse effects. To f
increase the SV
bioavailability of
carvedilol, buccal and Formulations
transdermal routes have Code L
been tried*.

‘ e ] " Carvedilol loaded SLN (C-SLN) (10
r mg) were diluted to 10 ml with
chloroform/methanol (1:1) and this
sample was further diluted with
Phosphate buffer pH 6.8 to determine
the total drug content using HPLC. The

"
Il iu}v I lmw

Dynasan 114 Tween 80 Distilled Water

entrapment  efficiency (EE) of
Carvedilol in SIN was in the range of
96.031 £0.130.

DYN Placebo - %5 %4 %91

%4 | %90,5

Nevertheless, bioavailability
enhancement upon peroral
delivery is still in infancy o ERE NSAECAT T A LI Perczatig
and no work has been % A . 4 ‘
reported so far.

Code Particle size Zeta
(nm)* Potential
(mV)*
130,07 £ 1,22 | -5,62 10,12
136,70+ 1,12 | -4,77 £ 0,69

Polydispersity
Index (PDI)*

Placebo |
DYN-CL

0,261 + 0,003
0,144 £ 0,004

CONCLUSION

Easy, simple and suitable produce of CL-SLN
Nanometer ranged particle size,
Molecularly disperded Carvedilol,
DYN-CL formulation can be a potential as a drug
delivery system.
Sustained delivery and small particle size will
suitable for reducing the initial hypotensive peak
and prolonged the antihypertansive effect.

Future studies
In vitro released studies through dialysis mebrane,
In vivo studies with wistar rats ..

References

[1] Mukherjee S, Ray S, Thakur RS. Solid Lipid A Modern Approach in Drug
Delivery System. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2009;71(4):349-358. doi:10.4103/0250-
474X.57282.

(2] Singh R, Lillard JW. Nanoparticle-based targeted drug delivery. E: and P qy.
2009;86(3):215-223. doi:10.1016/j.yexmp.2008.12.004.

(3] Ekambaram P, Sathali AAH, Priyanka K. Solid lipid nanoparticles: a review. Sci Rev Chem Commun.
2012;2(1):80-102.

[4] N L Prasanthi, Swathi Gondhi, § § Mamkuan S Nandha Kumar, N Rama Rao, Solid Lipid Nanoparticles of
Carvedilol by Hot NDDS Vol. 2, Issue 2,2011.

The 3rd Annual Conference & Expo, August 11 & 12,2016
Biomedical Polymers and Polymeric Biomaterials, New Jersey, USA




ISBPPB CONFERENCE RECOGNIZES THE
' CONTRIBUTION MADE BY

Evrim Yenilmez

To the Furtherance of knowledge on the area of Biomaterials

=
UNIAYA MISHRA International Society for Biomedical
Chairman ISBPPB Polymers and Polymeric Biomaterials

3rd International Conference
Woodbridge, New Jersey, USA




Solid Lipid Nanoparticles Containing Carvedilol: Formulation and Evaluation

Zeynep Kipriye, Evrim Yenilmez

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

Solid lipid nanoparticles (SLNs) are one of the most promising particulate delivery
systems to improve the oral bioavailability of lipophilic drugs. Carvedilol is a
nonselective B-blocker and alpha blocker used as an antihypertensive agent having low
oral bioavailability (around 23 %) due to extensive hepatic first-pass metabolization.
SLNs were developed in this study to improve oral bioavailability of carvedilol. SLNs
were prepared using hot homogenization and ultra-sonication methods. SLNs
developed were characterized using particle size/zeta potential measurements, DSC
thermograms, SEM imaging, X-ray diffraction, FT-IR and NMR spectroscopic
analyses. Quantification of carvedilol was performed with a modified HPLC method.
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Carvedilol Loaded Solid Lipid Nanoparticles

Zeynep Kipriye, Evrim Yenilmez
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Eskisehir, TURKIYE

Carvedilol is a nonselective B-blocker (B1- f2) and alpha blocker (a1) used as an
antihypertensive agent having low oral bioavailability (around 23 %) due to extensive
hepatic first-pass metabolism. It is metabolized primarily by cytochrome P450 through
aromatic ring oxidation and glucuronidation. Solid lipid nanoparticles are colloidal drug
carriers developed at 1990s. SLNs combine the advantages and avoid the disadvantages
of other colloidal carriers. SLNs were developed in this study to improve oral
bioavailability of carvedilol. SLNs were prepared using hot homogenization and ultra-
sonication methods. SLNs developed were characterized using particle size/zeta
potential measurements, DSC thermograms, SEM imaging and 3 months stability
studies. Quantification of carvedilol was performed with a modified HPLC method.
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